
論文内容の要旨

申請者氏名 野 口 浩 史

哺乳類 の脳 形成 は、ニ ュー ロン産生 、次いでア ス トロサイ ト、オ リゴデ ン ドロサイ

ト産 生が発 生段階依存 的 に進行 す る ことで行 われ る。 また、脳形成 終 了後 の成 体脳 に

お いて も神 経 幹細 胞 は消 失す る こ とな く維 持 され 、胎 生期 とは異 な る成 体独 自の分

化 ・増殖能 を以て、脳 高次機 能 の発 揮 に貢献す る。 この よ うな発生進 行 に伴 う神経 幹

細胞 の性質変化 に は、エ ピジェネ テ ィクス機構 の寄与が示唆 され そい るが、 その作用

機 序 には不 明な点が多 い。本 稿で は、発生 に必須 なエ ピジェネテ ィクス機構 の一つ で

あ るDNAメ チ ル 化 を 制 御 す る 因 子 、 維 持 型DNAメ チ ル 化 酵 素DNA

methyltransferase1（DNMT1） に着 目し、発 生期 か ら成 体 まで通 して、各時期 の神

経幹細胞 にお け る機 能解析 を行 い、それ らの性質 を制御す る機 構 の解 明を 目指 した。

脳 形成過程 の神経 幹細胞 におけ るDNMT1の 機能解析 を行 った結果 、DNMT1は こ

れ までに明 らか に され てい たニ ュー ロン産生期 にお け るアス トロサイ ト分化抑 制作用

に加 えて、アス トロサイ ト産 生期 で ある発 生後期 で は、ニ ュー ロン分化 を抑制 す るこ

とが明 らか になった。また、この ニュー ロン分化抑制 作用は 、DNAメ チル化 活性 非依

存的 に行われてい る ことが示唆 され た。 質量分析 装置 を用 いてDNMT1の 相 互作用因

子 を同定 した結 果 、DNMT1は 発 生後 期 特 異 的 に ニ ュー一ロン分 化 抑制 因子 で あ る

RE1・SilencingTranscriptionfactor（REST） と相互作用す るこ とが認 め られ た。発

生後期神経 幹細胞 にお いてDNMT1が 制御 している遺伝子群 にはRESTの 標的遺伝子

が多 く含 まれ ていた こ とか ら、DNMT1はRESTと の相互作用 を介 してDNAメ チル

化活性非依存 的にニ ュー ロン分化 を抑制 している ことが示 唆 され た。

神経幹 細胞 は発 生期 か ら成 体へ と維持 されてい く過程 で増殖能 が低下 し、静止状態

を形成す る。 そ こで次に、神 経幹細胞 が生涯 を通 して維持 され てい る海馬歯 状回 に着

目し、その領域 に維 持 され てい く神 経幹細胞 にお けるDNMT1の 機能解 析 を行 った。

・Onmt1の 欠損 を海馬歯状 回発 生 開始 時の神経幹 細胞 に誘 導 した ところ、神 経幹細胞の

遊 走 と、突起形 成 が損 なわれ 、結果 と して海馬 歯状回 の形成 不全 が引 き起 こされ た。

また、 この よ うな発生過 程 を経 て成体へ と維持 され た神経 幹細胞 は、著 しく増殖 能が

低 下 し、過 剰 に静止状 態が形成 され ていた。Dnmt1の 欠損 に よ り、細胞増殖 を抑 制す

るサイ ク リン依存性 キナーゼ阻害 因子P21、P57の 発現 上昇 が認 め られ た ことか ら、

発 生過程 の神 経幹細胞 におい てDNMT1は これ らの発現 を抑制 す る ことで、神経幹細

胞 の過 度 な静止状 態 の形成 を抑制 してい る ことが示 唆 され た。 次 に、成 体へ と維持 さ

れ た神経幹細胞 にお けるDNMT1の 機能解析 を行 った結果 、その増 殖や分化 には影響

が及 ぼ され なかったが 、分化 後のニ ュー ロンの生存 に重要で あ ることが示 され た。

以上の結果 よ り、神経発 生過 程おい てDNMT1は 多面的 な役割 を担 ってお り、脳形

成過 程で は神 経幹細 胞示す発 生過程依 存的 な分化性 質の制御 に、そ して、成 体へ と維

持 され てい く過程 では神 経幹 細胞 の増殖性 質の制御 に貢献 して、静止状態 の形成 に寄

与 している ことが明 らか とな った。
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神 経幹細胞 は発生期 のみ な らず 、成 体において も失われ る ことな く維持 され てい る。

しか し、各発 生段 階 の神経 幹細胞や 、成体 にお いて維 持 され てい る神経 幹細胞 が呈す

る分化 ・増殖 にお ける性 質 は互 いに異 な り、中枢神経 系の構 築過程 には発 生依存 的な

分化性 質 の変化 を、成体 へ と維持 されて い く過程 では、増殖能 の変化 が引 き起 こされ

る。 これ は、神経 幹細胞 の性 質 が各発 生段階 で厳密 な制御 を受 けて い るこ とを示 して

い るが、そ の制御機 構 には未 だ不 明な点が多 い。 その解 明 に向 けて 申請者 は、幹細胞

の分化 ・増殖制御 に重要 な役割 を担 って いるエ ピジ ェネテ ィクス機 構 に着 目 して研 究

を展開 し、DNAメ チル化 を制御 し、神経発 生 に必須 な因子 と して知 られ る維持型DNA

メチル化酵 素DNAmethyltransferase1（DNMT1） の各発生段 階の神 経幹細胞 にお

け る機能解析 を行 った。

発 生過 程 にお いて神経幹 細胞 の分化性 質 は、発生段 階依存 的に変化 し、発 生 の進行

と ともにニ ュー ロン産 生 か らアス トロサイ ト産生 へ と進行 して い く。 これ まで に、

DNMT1が ニ ュー ロ ン産 生期 にお いて神 経幹 細胞 のア ス トロサ イ トへ の早期分 化 を

DNAの メチル化 を介 して抑制 してい るこ とが明 らか となっていた が、申請者 は これ に

加 えてアス トロサ イ ト産 生期で はニ ュ・一ロンへ の分化 を抑制 してい る ことを明 らかに

した。 また、 この際 にDNMT1がDNAメ チル化 活性 非依存 的な機 構で ニュー ロン分

化 を抑制 してい るこ とを示 唆す る結果 も得 てお り、その作用機 序 と して、DNMT1が

ア ス トロサ イ ト産 生 時期 特 異 的 に ニ ュー ロン分 化 抑 制 因子 で あ るRE1－Silencing

Transcriptionfactor（REST） と相互作用 す るこ とで、協調 してRESTの 標的遺伝子

の発現 を抑制す る とい う可能性 を示 した。・

これ に加 えて、 申請者 は神 経幹細胞 が成体 にお いて も維 持 されてい る海馬 歯状 回の

発 生過 程 に着 目して、そ の過程 の神 経幹 細胞 にお け るDNMT1の 機i能解析 を行 い 、

DNMT1が その発 生過程 と、神 経幹細胞 の増殖能 の制御 にDNAメ チル化活性依存 的

な機構 と、非依存 的な機 構 を介 して貢 献 して いる ことを明 らかに した。成 体へ と神経

幹細胞 が維 持 され てい く過程 で、神経 幹細胞 は増殖能 を低下 させ て行 く。 申請者 は、

DNMT1が この過程 の神 経幹細胞 において 、細胞増殖 を抑 制す るp21、p57の 発 現 を

抑制 してお り、成 体へ と維 持 され てい く過程 でそれ らが過剰 に発現 され るこ とで、過

度 に増殖 能が失 われ ない よ うに神経 幹細胞 の増殖 を制御 してい る ことを見 出 した。一

方 、成体へ と維 持 され た神 経幹細胞 では、DNMT1は 増殖能や 、分化能 の制御 ではな

く、ニ ュー ロンへ と分化 した際 の生存 に重 要であ るこ とを明 らかに して いる。

以上の よ うに、本論文 は神 経発生過程 の神経 幹細胞 にお け るDNMT1の 機能解析 を

行 い、各発 生 時期 の神 経幹 細胞 の分化 ・増殖 能 を制御 す る分 子 メカニ ズ ムにお け る

DNMT1及 びエ ピジェネテ ィクス機構 の重要性 を示唆 した もので あ り、学術上 、応用

上貢献す る ところが少 な くない。 よって審査委員 一 同は、本論 文 が博 士 （バイオサ イ

エ ンス）の学位 論文 と して価値 あ るもの と認 めた。


