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ほ乳類の脳 ・神経系を構成す るニュー ロン、アス トロサイ ト、オ リゴデン ドロサイ

トは、共通の神経幹細胞か ら分化 ・産生 され るが、神経幹細胞の各細胞種への分化能

獲得は、時空間的に厳密 に制御 されていることが知 られている。神経幹細胞のアス ト

ロサイ ト分化においては、転写因子STAT3の 活性化 と、DNAの メチル化 とい ったエ

ピジ ェネテ ィ ックなゲノム修飾が重要な役割を果た していることが知 られている。 し

か し、このアス トロサイ ト分化における、神経幹細胞の発生段階依存的なDNAの メ

チル化制御機構 について は、未 だ不明な部分が多い。
ブ

そこで申請者は、アス トロサイ ト特異的遺伝子Gfapの 発現機構 を解析す るために、

Gfa、ρ遺伝子 の発 現が報告 され ていないES細 胞 において、Gfap遺 伝子 の異所 的な発

現誘導 を試 みた。具体的には、①DNAの メチル化酵素 を コー ドす る主要遺伝子を欠損

したES細 胞 （TKOESCs） 、② ピス トンH3の9番 目の リシ ン残 基 の ジ メ チル 化

（H3K9me2） 修飾 を触媒す る責任酵 素 をコー ドする遺伝子を欠損 したES細 胞 （G9a

KOESCs） 、③27番 目の リシ ン残 基 の トリメチ ル 化 （H3K27me3） 修 飾 を触 媒 す る酵 ・

素複合体の構成因子の発現量を低下させ ることができるES細 胞 （EedcKOESCs） を

使 用 した。 さ らに、 ③ にお け る解 析 結 果 か ら、EedcKOESCsでH3K27me3の 修 飾

を低 下 させ た 時 に、（〕faρ遺 伝 子 プ ロモ ー ター 近 傍 のH3K9me2の 修 飾 レベ ル が低 い こ

とが わ か った た め、この 細 胞 を5・aza・dCで 処 理 す る こ とに よ り，ゲ ノ ム全 体 で のDNA

の脱 メ チル 化 を行 っ た。す な わ ち、④DNAの 脱 メ チル 化 と抑 制 性 の ピス トンの メチ ル

化修飾 を低下 させた。 しか し、①～④の全ての場合において、ES細 胞 では、Gfaρ 遺

伝子 の発 現 を誘 導す る ことはで きず、このことは何 らかの未知の機構がGfap遺 伝 子の

発現 抑制 に作用 してい る ことを示唆 している。

次に、ES細 胞 に加 え、LIF依 存的 にGfa、ρ遺伝子 を発現す るこ とがで きない神経系

の細胞 （胎生中期神経幹細胞、ニュー一ロン）、LIF依 存 的にGfap遺 伝子 を発現す る こ

とが 出来 る細胞 （胎生後期神経幹細胞、アス トロサイ ト） において、マイクロコッカ

ルヌクレアーゼ （MNase） を用 いて、GSBS近 傍 のSTAT3結 合配列 にお けるク ロマ

チ ンアクセ シビリテ ィーの解析 を行った。その結果、Gfap遺 伝子 を発現 できる能力 を

持 った細胞群は、持っていない細胞群 と比較 して、Gfa、ρ遺伝子のSTAT3結 合配列近

傍 にお け るク ロマ チ ンア クセシビリティーが増力口していることが示 された。また、in

vitrOに お いて胎 生 中期の神 経幹細胞 の長期培養実験を行った結果から、このクロマチ

ンアクセシビリティーの変化が、Gfap遺 伝子 の発現 に密接 に関与 してい ることがわか

った。 さらに、このクロマチンアクセシビリティーの変化は、胎生中期から胎生後期

へ と発生が進む過程において、DNAの 脱 メチル 化 を促進 す る作 用 を持っ転写 因子

NF－1Aに よって、充進 され るこ とがわか った。
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神経幹細胞 は自己複製能を持っ とともに、脳 ・神経系を構成す る主要な細胞種であ

るニュー ロン、アス トロサイ ト、オ リゴデ ン ドロサイ トへの分化能 を持った細胞であ

る。この神経幹細胞の各種細胞への分化制御は、細胞外因子やDNAの メチル化 とい

った細胞 内在性 のプ ログラムによって厳密 に制御 されている。上記の3細 胞種 の うち、

神 経幹 細胞 か らアス トロサイ トへの分化制御機構 は、アス トロサイ ト特異的遺伝子

Gfapの 発 現制御 機構 の研究 を通 して明 らかにされて来た。しか しなが ら、その全容は

明 らかになっていない。そ こで申請者 らは、①エピジェネティクス修飾を変異 させた

ES細 胞 を用 いた解 析 、お よび② マイ クロコッカルヌ クレアーゼ （MNase） を用 いた

クロマチ ンア クセ シ ビ リテ ィーの解析 を行 うことにより、（〕fap遺伝子 の新規発 現抑制

機構 の探 索 を行った。

①エピジェネティクス修飾を変異 させたES細 胞 を用 いた解析 ：Gfaρ遺伝子 プ ロモ

一一ター上のDNAの メチル化 を除去 したES細 胞、及び抑制性 ピス トンの メチル化を除

去 したES細 胞 、そ して両者 の修飾 を除去 したES細 胞 において、Gfap遺 伝子 を異所

的 に発現 させ る ことを試みた。こめことにより、Gfap遺 伝子 を誘導す るこ とがで きれ

ば、その修飾がGfap遺 伝子 の発 現制御機構 に重要 な役割を果た していることを示唆す

ることになる。 しか しながら、それ らのES細 胞 において、Gfap遺 伝子 の発 現 を誘導

す るこ とはで きなかった。

② マイ クロコッカルヌ クレアーゼ （MNase） を用 いた クロマチ ンア クセ シ ビ リテ

イーの解析 ：LIF依 存 的に （〕fap遺伝 子の発現可能 な細胞 、お よび不可能な細胞におい

て、転写因子が標的配列にアクセスできるか どうか （クロマチンアクセシビリティー）

の解析 を行った。その結果、（〕fap遺 伝子 の発 現 と相 関 して、Gfaρ 遺伝 子プ ロモー タ

ー 中のSTAT3結 合配列近傍 の クロマチ ンアクセ シビリティーが変動することを示 し

た。また、このクロマチンアクセシビリテ ィー一の変化はNF－1Aに よって充進す る こと

が示 された。

以上のよ うに、本論文は （〕fap遺伝子 の発現制御機構 にお けるDNAの メチル化 、及

び ヒス トンの メチル化修飾 について、また神経幹細胞のアス トロサイ ト分化制御機構

におけるクロマチンアクセシビリティーの関与について考察 を行 ったもので、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。


