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略語一覧 

 

ADAM containing a disintegrin and metalloprotease 

aNSC activated NSC 

Ara-C antimitotic Cytosine β-D-Arabinofuranoside 

BMPR Bone Morphogenetic Protein Receptor 

BrdU Bromodeoxyuridine 

BSA Bovine Serum Albumin 

CalB Calbindin 

CR Calretinin 

Dcx Doublecortin 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 

EGFP Enhanced GFP 

E~ Embryonic day ~ 

FACS Fluorescence-activated Cell Sorting 

FGF Fibroblast Growth Factor 

GE Ganglionic Eminence 

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 

GFP Green Fluorescent Protein 

IdU Iododeoxyuridine 

IRES Internal Ribosome Entry Site 

Lex LewisX 

MAML Mastermind-like 

mRNA messenger Ribonucleic Acid 

NICD Notch intracellular domain 

NSC Neural Stem Cell 
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PBS Phosphate-Buffered Saline 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PFA Paraformaldehyde 

PGL Periglomerular Layer 

POMC Pro-opiomelanocortin 

PTEN Phosphatase and Tensin homolog 

qNSC quiescent NSC 

RAM RBP-jk-associated Molecule 

RBP-J Immunoglobulin Kappa J Region Recombination Signal Binding 

Protein 1 

RFP Red Fluorescent Protein 

RMS Rostral Migratory Stream 

Shh Sonic Hedgehog 

TAD Transactivation Domain 

TBS Tris-Buffered Saline 

TH Tyrosine Hydroxylase 
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緒言 
	 哺乳類の脳内には神経幹細胞が存在し、一生にわたってニューロンを産生する。新生ニ

ューロンは記憶・学習や脳損傷の修復に貢献すると考えられている。神経幹細胞は通常静

止状態にあり、長期的に維持されているが、適切なタイミングで活性化されて分裂・分化

する。この静止状態と活性化状態のバランスが破綻すると、過剰なニューロン産生や、神

経幹細胞の枯渇などを招く。Notch シグナルは静止期神経幹細胞の維持と、分裂の促進と

いう重要な機能を果たしているが、いかにしてこの相反する2つの制御を行っているのかは

明らかでなかった。ニューロン新生は主に、側脳室の側壁に面した脳室下帯と海馬の歯状

回に限局しているが、成体マウスの脳室下帯において近年、Notch 受容体アイソフォーム

の一つであるNotch1 のノックアウトによって活性化神経幹細胞が減少することが報告さ

れた。興味深いことに、このとき静止期神経幹細胞の減少は起こらなかった (Basak et al., 

2012)。従って、静止期神経幹細胞の維持には別のNotch 受容体アイソフォームが関与して

いることが予想されるが、どのNotchアイソフォームが機能しているのかは、不明であった。 

	 脳室下帯の神経幹細胞から産生された未成熟なニューロンは嗅球へと移動し、成熟する。

嗅球は多数のニューロンサブタイプが秩序だった層構造を形成しているため、神経回路を

再編成する新生ニューロンの種類は、嗅球機能に重要であると考えられる。脳室下帯の神

経幹細胞は不均一な集団であり、脳室下帯の領域によって産生する嗅球のニューロンのサ

ブタイプが異なることが報告されてきた (Merkle et al., 2007等)。このことから、脳室下帯

の領域ごとの神経幹細胞の制御が、各新生ニューロンサブタイプの数、そして嗅球の機能

に重要な役割を担っていると考えられる。しかしながら、領域特異的に神経幹細胞の機能

を制御する分子的メカニズムについてはほとんどわかっていない。 

	 そこで本研究ではまず、静止期神経幹細胞の維持を担うNotch 受容体のアイソフォーム

を同定することを目的とした。さらに、同定したNotch 受容体アイソフォームの機能が脳

室下帯の領域間で異なるかどうかを検討することにした。  
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第一章	 序論 

 

成体の神経幹細胞 

	 成体哺乳類の脳内では、海馬歯状回や嗅球などの限局した領域においてのみ新生ニュー

ロンが供給され続けていることが知られている。嗅球と海馬歯状回の新生ニューロンはそ

れぞれ、脳室下帯と海馬歯状回に存在している神経幹細胞 (Neural stem cell : NSC)によって

一生に渡って産生され続けている。また、この 2箇所が最大の神経幹細胞ニッチである。

脳室下帯に存在する神経幹細胞 (B1細胞) の多くは細胞分裂をしていない静止状態にある

静止期神経幹細胞 (quiescent NSC : qNSC) である。神経幹細胞は活性化されると (活性化

神経幹細胞 (activated NSC : aNSC)) 増殖し、一過性増殖細胞 (C細胞) 、神経芽細胞、そし

て未成熟ニューロンへと順に分化する (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Chaker et al., 

2016) (Fig. A)。これらの未成熟ニューロンは、前方の嗅球へと Rostral Migratory Stream 

(RMS) と呼ばれる長い経路を分裂しながら移動し、最終的に顆粒細胞および傍糸球体細胞

に約４週間かけて分化し、先天的・後天的嗅覚行動を制御する (Sakamoto et al., 2011, 2014)。 

	 成体の神経幹細胞は胎生期の神経系前駆細胞の一部が残って形成される。胎生期神経系

前駆細胞は成体の神経幹細胞とは異なり、分裂を繰り返しながら脳を構築する神経細胞を

次々に産み出している。これまで成体の神経幹細胞は脳を構築し終わった後に神経系前駆

細胞の一部が残って成体の神経幹細胞になると考えられてきた。しかし近年、脳構築の途

中の時期 (マウスの胎生 13 日目から 15 日目頃) に既に他の神経系前駆細胞とは異なりゆ

っくりと分裂をしているか、または静止した特別な細胞群 (起源細胞) が存在し、この細

胞群が成体の神経幹細胞になることが報告された (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 

2015)。 

	 脳室に面した脳室帯には脳室と脳室帯の内側を隔てる壁のような役割を果たす上衣細胞

が存在している。脳室下帯はその上衣細胞層の内側の領域である。上衣細胞は、表面に多

数の長い繊毛を有する上皮細胞である。上衣細胞は、側脳室と上衣細胞層の内側との隔た

りを成す壁としての役割の他に、その繊毛の運動によって側脳室内を流れる脳脊髄液の流

動を制御したり、側脳室と脳室下帯の間の物質交換を行ったりといった役割を担う。また、

bone morphogenetic protein (BMP) シグナルを阻害する Nogginを産生しており、神経幹細胞
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の維持やニューロン産生の制御に関与している (Lim et al., 2000)。神経幹細胞は細胞体の一

部である細長い突起を上衣細胞の隙間に伸ばしており、これが脳室に接して直接脳室とコ

ンタクトをしている。脳室面から観察すると、神経幹細胞の伸ばした突起を上衣細胞が取

り囲み、風車状 (pinwheel) 構造を形成している。この構造が神経幹細胞の機能や分布の決

定に何らかの貢献をしていると考えられているが、明らかではない。上衣細胞は上述の通

り多数の繊毛を持つが、神経幹細胞も脳室と接した小さな範囲に一次繊毛を形成して脳室

内に伸ばしている。この一次繊毛は、脳脊髄内を流れる Sonic hedgehog  (Shh) などのシグ

ナル分子を受容する場として機能していると考えられている。 

 

神経幹細胞の発見 

	 幹細胞は、自己複製能と多分化能を有する細胞であるが、脳室下帯において自己複製能

と多分化能を有する前駆細胞が存在することは、in vitro における neurosphere法によっ

て示された。脳室下帯の細胞を、低密度で、増殖因子である epidermal growth factor (EGF) 

または fibroblast growth factor 2 (FGF2) の存在下で浮遊培養すると、一部の細胞は一つ

の細胞由来の (クローナルな) 細胞塊 (neurosphere) を形成する。すなわち、脳室下帯に

は自己複製能を有する細胞が存在することがわかる。neurosphereの中には、増殖因子を

除去して無血清培地中で培養することでニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサ

イトという神経系を構成する主な細胞種へと分化誘導する事ができるものがあり、このよ

うな自己複製能を有する neurosphere を形成するもとの細胞は多分化能を有する細胞で

ある事が示唆される。また、neurosphereを継代する事により、一部の neurosphereの中

には neurosphere を再び形成する事のできる細胞が存在する事がわかる。従って、

neurosphere形成能を持つ細胞の一部は、多分化能を維持しながら増殖できる細胞である

事が示された (Reynolds and Weiss, 1992, 1996; Morshead et al., 1994)。 

	 in vivo における成体神経幹細胞の存在は様々なアプローチによって示されてきた。

deoxythymidineや bromodeoxyuridine (BrdU) は S期の細胞に取り込まれるため、個体

に投与することによって分裂中の細胞とそこから産み出された細胞を検出することができ

る。BrdU をマウスに投与すると、BrdU 陽性なニューロンが観察されることから、新生

ニューロンの存在が確認できる。また同時に脳室下帯のアストロサイトがラベルされてい
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ることが観察された。さらにこのアストロサイトの中には長期的にラベルを保持している

細胞が存在していた。これらのことから脳室下帯のアストロサイトが神経幹細胞である可

能性が示唆された (Doetsch et al., 1999)。また、このアストロサイトは glial fibrillary acidic 

protein (GFAP) 陽性であり、GFAP陽性な細胞をラベルすることによってもニューロンへ

と分化する細胞が観察されている。Cytosine β-D-Arabinofuranoside (Ara-C) を投与すると分

裂細胞を殺すことができる。Ara-C によって分裂細胞を殺したのちに、GFAP 陽性な細胞

からニューロン分化が行われていることが観察された (Doetsch et al., 1999)。また、 LewisX 

(LeX)/ssea-1 も神経幹細胞のマーカーとして報告されている (Capela and Temple, 2002)。

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) によって神経幹細胞を分取する試みが行われてき

たが、GFAPは細胞内タンパク質であることから、抗体免疫染色によっては GFAPをマー

カーとして分取することはできない。そのため、抗体免疫染色を用いた FACSの分取法と

して LeX が使われる。また、種々の幹細胞や前駆細胞が発現している CD133/Prominin-1

もまた神経幹細胞に発現しており、FACSによる神経幹細胞の分取に用いられる。しかし、

CD133/Prominin-1は繊毛に集積しており、神経幹細胞だけではなく、上衣細胞も同時に発

現している。これらのマーカーは単独では神経幹細胞の分取が難しいため、ニューロンマ

ーカーである CD24など幾つかのマーカーの組み合わせが用いられる (Pastrana et al., 2009; 

Beckervordersandforth and Tripathi, 2010; Daynac et al., 2013; Codega et al., 2014)。 

 

胎生期の神経系前駆細胞 

	 胎生期の脳には脳を構築する細胞が存在し、ニューロンやグリア細胞を産生する。この

細胞は発生の進行に伴い分化様式を変化させていくことから、限定的な多分化能を有して

おり、神経系前駆細胞と呼ばれる。神経系前駆細胞は、最初は未分化性を維持したまま対

称分裂することにより増殖し、分化せずにその数を増やす（増殖期、マウス胎生 7~10 日

目）。その後ニューロンを産生するようになる（ニューロン分化期、マウス胎生 11~18日）。

さらに発生が進むと一部の細胞がグリアに分化するようになる（グリア分化期、マウスで

は胎生 17、18 日目以降）(Temple, 2001; Ohtsuka and Kageyama, 2004)。上述した

neurosphere法は胎生期の神経系前駆細胞でも同様に行うことができ、また in vitroにお

いても培養期間によってニューロンを産生する時期とその後のグリアを産生する時期が見
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られることから、この神経系前駆細胞の分化様式の変化は少なくとも細胞内在的なメカニ

ズムが存在することがわかる。また、この neurosphere法は神経前駆細胞だけを濃縮でき、

さらに生体から採取するよりも多くの細胞を取得できるため、実験的に有用な系である。 

 

成体神経幹細胞の不均一性 

	 脳室下帯の神経幹細胞は不均一な集団であり、その空間的な位置関係が細胞運命と相関

している。例えば、calretinin陽性、calbindin陽性そして Tyrosine Hydroxylase (TH) 陽性な

傍糸球体細胞はそれぞれ、脳室下帯のmedial側、lateral/ventral側、そして dorsal側から主

に産生されることが報告されている (Merkle et al., 2007; Young et al., 2007; Fernández et al., 

2011)。脳室下帯の領域間では Emx1 (dorsal) や Gsx2 (lateral)、Nkx2.1 (ventral) などの既知

の遺伝子発現の違いが存在するが、脳室下帯がどの程度機能的ドメインとして領域を分け

ることができるのかは明らかではなく、神経幹細胞の性質にどれほどバリエーションが存

在するのかについても、十分な知見は得られていない。 

	 上述した calretinin陽性、calbindin陽性そして TH陽性な傍糸球体細胞など、嗅球に供給

される新生ニューロンは、その細胞数や機能が異なっている。したがって、神経幹細胞は

脳室下帯における位置や環境によって異なった制御を受けて、産み出すニューロンサブタ

イプの数や、産み出すニューロンサブタイプそのものを決定していると考えられる。実際

に、ventral側の神経幹細胞は Shhシグナルや Pro-opiomelanocortin (POMC) ニューロンのア

クソンによって制御を受けていることが報告されている (Ihrie et al., 2011; Paul et al., 2017)。

しかしながら、神経幹細胞の領域特異的な制御に関わる分子メカニズムについては、未だ

に明らかになっていることは少ない。 

	 上述のようにShhシグナルやPOMCニューロンのアクソンなど外的なシグナルによる制

御もあるが、こうした領域によって異なるニューロンを新生するという神経幹細胞の性質

の違いには細胞内在的な制御も報告されている。上述したように、神経幹細胞 (神経系前

駆細胞) は in vitroの培養によってもその性質が維持できる。そこで異なる領域から取得し

た神経幹細胞を in vitroで培養したのちに、分取した場所とは異なる領域に移植する実験が

行われた。すると、神経幹細胞から産生されたニューロンサブタイプは、神経幹細胞が元々

存在していた領域に由来するものであり、移植後の領域から産生されるタイプではなかっ
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た (Merkle et al., 2007)。このことから、少なくとも産生するニューロンサブタイプが異な

るという神経幹細胞の領域による性質の違いは、細胞内的なメカニズムが存在するという

ことがわかる。 

 

静止期神経幹細胞 

	 神経幹細胞は一生に渡ってニューロン新生を行うため、長期的な神経幹細胞の数の維持

と、ニューロンの新生という二つのことを同時に行わなければならない。そのために、神

経幹細胞は静止期と活性化状態のバランスの制御を正確に行なっていると考えられる。つ

まり、長期的に神経幹細胞の数を維持するために、多くの神経幹細胞は静止状態にあり、

そこから適切な数の静止期神経幹細胞が活性化されることでニューロン新生を継続的に行

なっている。神経幹細胞の静止状態を壊すと、短期的には活性化神経幹細胞とさらに分化

した細胞の増加を招くことでニューロン新生が増加する。その後長期的には次第に神経幹

細胞は枯渇し、ニューロン新生が減少する (Groszer et al., 2006; Nam and Benezra, 2009; 

Renault et al., 2009; Imayoshi et al., 2010; Mira et al., 2010; Kawaguchi et al., 2013; Martynoga et 

al., 2013; Porlan et al., 2013; Furutachi et al., 2015)。したがって、神経幹細胞の静止期を正しく

制御することが長期的な神経幹細胞数及びニューロン新生の維持と、新生ニューロンの数

を決定する上で重要であると考えられる。神経幹細胞がいかにして神経幹細胞数を保ちな

がら、ニューロン新生を続けているのかについては様々なモデルが提唱されてきた。BrdU

等のチミジンアナログを用いて分裂細胞を標識する実験から、神経幹細胞が一度活性化し

た後に静止期神経幹細胞に戻ることが観察されており、このことがニューロン新生を長期

に渡って継続できる理由の一つであると考えられてきた。しかし近年の報告から、多くの

神経幹細胞は一度活性化すると分裂を繰り返しながら分化してしまい、神経幹細胞として

残らないことが報告された (Calzolari et al., 2015)。実際に、神経幹細胞は枯渇しないものの

老化とともに数を減らすことが知られており (Shook et al., 2012)、この可能性を支持してい

る。 

	 活性化神経幹細胞を静止期神経幹細胞に対して、分裂を行っているという性質から

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) や Ki67といった細胞分裂マーカー陽性な細胞とし

て定義されるが、Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) 陰性な静止期神経幹細胞と
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EGFR陽性な活性化神経幹細胞として分けることができることも報告されている (Doetsch 

et al., 2002; Pastrana et al., 2009)。EGFRは膜たんぱく質であることから FACSに他の神経幹

細胞マーカーと共に用いることで、静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞を分取すること

ができる (Pastrana et al., 2009; Daynac et al., 2013; Codega et al., 2014)。しかし、静止期神経

幹細胞と活性化神経幹細胞の遺伝子発現の違いについては、近年にトランスクリプトーム

解析が行われ、これまで神経幹細胞のマーカーの一つであると考えられてきた Nestinが静

止期神経幹細胞では発現していないことを示唆する報告がなされる (Codega et al., 2014) 

など、未だ十分には明らかになっていない。 

 

Notchシグナル 

	 Notchシグナルは、神経系やその他の様々な細胞の分化や組織の形成において非常に重

要な役割を果たしている事が知られており、線虫からヒトに至るまで進化的によく保存さ

れた細胞間のシグナル伝達径路である。Notchシグナル伝達系を構成する分子の異常によ

り、様々な致死的な発生不全を起こしたり、成体において癌など多くの疾患の原因となっ

たりすることからもヒトをはじめとして多くの生物において非常に重要なシグナル経路で

あることがわかる。 

 

Notchおよびそのリガンドの基本構造 

	 Notchは 1回膜貫通型の受容体であり、ショウジョウバエでは 1種類、哺乳類では Notch1

〜4までの 4 種類あることが知られている。中枢神経系においては Notch1～Notch3までは

発現が報告されているが、Notch4についてはほとんど報告がない (Irvin et al., 2004)。外に

EGFリピート、Lin-Notchリピート、細胞内に Ankyrinリピート、RBP-jk-associated molecule 

(RAM)ドメイン、transactivation domain (TAD)ドメイン、proline–glutamic acid–serine–threonine 

(PEST) 配列を持つ (Fig. B)。EGFリピートは、隣接細胞のリガンドとの結合に必須のドメ

インである。また、RAMドメインは核内で Immunoglobulin Kappa J Region Recombination 

Signal Binding Protein 1 (RBP-J) と複合体を形成するために必要であり、Ankyrinリピートは、

さらに mastermind-like (MAML) と複合体を形成して DNAと結合するために必要である。

また PEST配列はタンパク質の不安定化に関わる配列であり、Notchの細胞内ドメインの
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分解を促進する。Notchによる標的遺伝子の活性化は、RAMドメインとAnkyrinリピート、

そして部分的に TADドメインに依ることがわかっている。Notchのリガンドは、ショウジ

ョウバエにおいてはDelta、Serrateの 2種類があり、哺乳類ではDeltaのホモログがDelta-like 

1, 3, 4 (Dll1, 3, 4) の 3種類、Serrateのホモログが Jagged 1, 2の 2種類あることが知られて

いる。リガンドも 1回膜貫通型タンパク質であり、Notchと共通に持つ EGFリピートの領

域において Notchと結合する。 

 

Notchシグナルの活性化機構 

	 Notchは膜受容体であり、隣接細胞の細胞膜上のリガンドと細胞間で結合すると、ADAM 

(containing a disintegrin and metalloprotease) ファミリーによって細胞外ドメイン (Notch 

intracellular domain : NICD) が切断され、それに続いて細胞内ドメインが γ-secretaseによっ

て切断されることで細胞内ドメインが遊離する。切断された細胞内ドメインは、核内に移

行すると、RBP-JやMAMLと複合体を形成し、Hesファミリーなどの標的遺伝子の転写を

活性化し、その結果Ascl1などの proneural遺伝子の発現を抑制する (Yoon and Gaiano, 2005; 

Ables et al., 2011; Pierfelice et al., 2011) (Fig. C)。このリガンドの結合による Notchの活性化

は、リガンドが Notchを物理的に引っ張ることで Notchの構造が変化し ADAMによる切断

部位が露出することでNotchの活性化が進行することが示唆されている (Meloty-Kapella et 

al., 2012)。どのリガンドも同様のメカニズムでNotchを活性化できると考えられているが、

Dll3だけは Notchを活性化することができないと考えられている。 

 

Notch受容体の翻訳後修飾 

	 Notch受容体の EGFリピートは翻訳後に糖鎖修飾を受けることが知られており、Notch

の活性に重要な役割を担っている。O-Fucose (O-Fuc) 単糖は，タンパク質 O-Fuc転移酵素

（ショウジョウバエではO-fucosyltransferase (Ofut1)、哺乳類では Protein O-Fucosyltransferase 

1 (Pofut1)）によって付加される。O-Fuc転移酵素の欠損によって Notchの機能欠損と似た

表原型が見られること (Okajima and Irvine, 2002) や、特定の O-Fuc修飾部位の変異によっ

てNotchの活性が弱まること (Rampal et al., 2005) などからO-FucはNotchの活性に必須の

役割を担っていると考えられる。 



 12 

	 Fringeは O-Fucに GlcNAcを付加して GlcNAc-Fucを合成する。Fringeは翅の原基（wing 

disc）の背腹の境界を決める因子として同定され (Irvine and Wieschaus, 1994)、その後 Fringe

がGlcNAc転移酵素であること及び、GlcNAc-FucがNotchとDeltaとの結合を増強し、Serrate

との結合を減弱することが報告された (Brückner et al., 2000; Moloney et al., 2000)。つまり

Fringeは Notchにリガンド特異性を与える分子である。哺乳類においては Lunatic fringe 

(Lfng)、Manic fringe (Mfng)、Radical fringe (Rfng) の3種類がある。基本的には哺乳類のFringe

もショウジョウバエと同様にリガンドとの相互作用を調整していると考えられており、

Jagged1からのシグナルを阻害し、Dll1と Notch1及び Notch2の相互作用を増強することが

報告されている (Yang et al., 2005)。また、3つの Fringeには活性の強さに違いがあること

や LfngやMfngがリガンド特異性を与える一方で Rfngは Jagged1及び Dll1両方のシグナ

ルを増強することも報告されており (Rampal et al., 2005; Kakuda and Haltiwanger, 2017)、使

い分けられている可能性が示唆されているが、十分には解明されていない。 

 

成体の神経幹細胞における Notchシグナルの役割 

	 Notchシグナルは中枢神経系全体において胎生期から成体に至るまで神経幹細胞の未分

化性の維持を担っている。それに加えて、成体脳室下帯においては静止期神経幹細胞の分

裂を抑制して神経幹細胞の静止期の制御を行なっている。RBP-Jの欠損は一過的な静止期

神経幹細胞の活性化を引き起こし、その後神経幹細胞の枯渇を起こす (Imayoshi et al., 2010)。

一方で、Notch1の欠損によっては静止期神経幹細胞の減少は起こらず、活性化神経幹細胞

の選択的減少が起こる (Basak et al., 2012)。このことから Notch1は神経幹細胞の増殖を促

進していることが示唆されている (Nyfeler et al., 2005; Androutsellis-Theotokis et al., 2006; 

Aguirre et al., 2010; Basak et al., 2012)。そのため、脳室下帯において神経幹細胞の静止期制

御を担っている Notch受容体は不明である。 

 

成体神経幹細胞における Notchリガンド 

	 成体の脳室下帯では Dll1と Jagged1が発現して、神経幹細胞の機能の維持に貢献してい

るとことが報告されている。Dll1は活性化神経幹細胞と一過性増殖細胞に発現しており、

静止期神経幹細胞の維持に貢献していることが報告されている (Kawaguchi et al., 2013)。興
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味深いことに、Dll1は神経幹細胞の分裂時に非対称に分配され、娘細胞の未分化性と静止

期の維持に貢献することが示唆されている。また、血管内皮細胞に発現している Jagged1

が神経幹細胞の静止期の維持に貢献しているという報告もされている (Ottone et al., 2014)。

従って、神経幹細胞は異なる細胞種から異なるリガンドとの相互作用によって静止期の維

持を制御されているが、それぞれのリガンドが神経幹細胞の静止期の維持にどのような差

異を持っているのかは明らかでない。 

 

Notch3 

	 Notch3は哺乳類 Notch受容体アイソフォームの一つである。全ての Notch受容体アイソ

フォームは先述した構造的特徴、すなわち細胞外に EGFリピート、Lin-Notchリピート、

細胞内に Ankyrinリピート、RAMドメイン、TADドメイン、PEST配列を共通に持つが、

Notch3はNotch1やNotch2と比べてTADドメインが短いか、または機能的でない (Fig. C)。

このNotch3のTADドメインはRBP-JとMAMLとの複合体が結合するCSL (CBF-1/RBP-Jk, 

Suppressor of hairless and Lag-1) 配列の近くにあるジンクフィンガードメイン結合配列に結

合することができ、Hes5などのプロモーターを活性化できることが報告されている (Ong 

et al., 2006)。またそのほかに、Notch3は Notch1と比べて ankyrinリピートは比較的相同性

が高く (72%) 一方で RAMドメイン (41%) や、C末端 (21%) は相同性が低い (Bellavia et 

al., 2008)。 

	 Notch3の幹細胞や前駆細胞における報告としては筋肉におけるサテライト細胞 

(Kitamoto and Hanaoka, 2010) や乳腺における管腔前駆細胞 (Lafkas et al., 2013)、海馬歯状回

における神経幹細胞 (Ehret et al., 2014) などの組織幹細胞においてその静止期との関連が

報告されている。ゼブラフィッシュにおいては、Notch3のホモログと Notch1のホモログ

がそれぞれ静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞において細胞周期制御を担っていること

が報告されている (Alunniet al.,2013)。以上のことから、Notch3は他の Notch受容体と共通

した機能を持ちながらも構造的、機能的差異を持ち、幹細胞における静止期の制御に貢献

している報告があることから、脳室下帯の神経幹細胞における静止期制御を担う分子とし

ての可能性を考えた。 
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Fig. A マウスの脳室下帯の構造 

a, マウス成体脳のサジタルセクション。bで示す脳室下帯の図は赤で囲んだ領域。b, 脳室

下帯の構造。側脳室 (LV) 上衣細胞 (Ependymal cell) が並び、その間から静止期神経幹細

胞 (qNSC) 及び 活性化神経幹細胞 (aNSC) が突起を脳室に伸ばしている。その周りには

一過的増殖細胞 (TAP) 及び神経芽細胞 (NB) が存在している。またオリゴデンドロサイ

ト前駆細胞 (OPC) やアストロサイトも存在し、血管が通っている。c, 神経幹細胞リネー

ジの分化様式。d, 脳室下帯に存在する他の細胞。 

Fischer et al., 2011より転載。 
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Fig. B Notch1/2に対する Notch3の構造的差異 

赤線は Notch1/2と相同性の低い位置を示す。Notch3は Notch1/2に比べて特に TADドメイ

ンが短くなっている。 

Bellavia et al., 2008より転載。 
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Fig. C Notchシグナル経路 

Notch発現細胞 (下) の Notch受容体 (b) が隣接するリガンド発現細胞 (上) のリガンド 

(a) と結合する (c) と (ADAM) によって Notchの細胞外ドメインが切り離され、細胞外ド

メインはリガンド発現細胞に取り込まれる。細胞外ドメインが切り離された Notch受容体

は引き続いて γ-secretase によって細胞内ドメインが切断されて遊離する。遊離した細胞内

ドメインは核内に移行し (f)、RBP-JやMAML及び他のタンパク質と複合体を形成してタ

ーゲット遺伝子の発現を誘導する (g)。細胞内ドメインは核内に移行せずに他の機能を 

果たす場合もある (h)。 

Ables et al., 2011より転載。 
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第二章 材料と実験方法  

 

マウス 

	 C57BL/6Jにバッククロスした Notch3ノックアウトマウス (Kitamoto et al., 2005) を用い

た。野生型マウスである ICRマウスを SLC Japanより購入し、神経系前駆細胞の初代培養

系及び in situ hybridaizationに用いた。他の実験においては 2-3ヶ月齢の C57BL6マウスを

用いた。すべてのマウスは、東京大学の Animal Care and Use Committeeによるプロトコル

に基づいて維持・使用した。 

 

プラスミド 

	 pCAG-IRES-EGFP (pCAGIG) は Dr. C. L. Cepkoと Dr. T. Matsudaよりご供与頂いた。

CAG2IG-NICD1と pCAG2IG-NICD3は、3XFlagNICD1 (Plasmid #20183) と 3XFlagNICD3 

(#20185) を Addgeneより購入し、pCAGIGよりマルチクローニングサイトを改変した

pCAG2-IRES-EGFP (pCAG2IG) にインサートして作成した。 

 

神経系前駆細胞の単離 

	 胎生 11.5日目（プラグ確認日 0日とする）の ICRマウスの大脳から大脳基底核原基を切

り出し、神経系細胞分散液 (Sumitomo Bakelite) を用いたパパイン処理によって個々の細胞

に分離して実験に用いた。得られた細胞を、3日間浮遊培養して neurosphereを形成させる

事で神経系前駆細胞をより選択的に培養した。一連の作業は過去の報告の通りに行った

(Hirabayashi et al., 2009)。 

 

in vitroトランスフェクション及びインフェクション 

	 3日間浮遊培養した neurosphereをトリプシン処理によって再分散させ、pCAG2IG、

pCAG2IG-NICD1または pCAG2IG-NICD3のいずれかを Lipofectamine 2000 (Invitrogen) の

プロトコルに従ってトランスフェクションを行なった。DNA総量を揃えるために pCAG

を用いた。固定前に 10µg/mlの BrdUを 4 時間添加することでラベルをした。レンチウイ
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ルスのインフェクションをする際は、20時間ウイルス添加培地で培養したのちに、通常の

培地に戻して 2日間培養した。 

 

免疫染色 

	 大脳組織切片の蛍光免疫染色においては、まず、マウスを麻酔によって深く眠らせ、氷

冷した 4 % paraformaldehyde (PFA) / Phosphate-Buffered Saline (PBS) で灌流固定を行なった。

大脳を取り出し、4 % PFA/PBSを用いて 4 ºCで 2–3 時間後固定を行なった。4 ºCで 10 % 

sucrose/PBS中に浸した。大脳が沈んだところで、さらに 20 % sucrose/PBSに溶液を置換し

た。同様にして、30% sucrose/PBS溶液に置換して一晩放置した。この大脳を OCT compound 

(Tissue Tek) 中に包埋し-80 ºCで冷凍した。12–40 µmの厚みの切片を作成し、0.1 % Triton 

X-100を含む 3 % Bovine Serum Albumin (BSA)/ Tris-Buffered Saline (TBS) (blocking buffer) 

で 2時間室温に置き、その後 1次抗体を含む blocking bufferで 4 ºC で一晩、その後 Alexa 

Fluor標識された二次抗体を含む blocking bufferで室温 2時間置いた。そしてMowiol 

(Calbiochem) で封入し、観察した。レンチウイルスを感染させた脳切片は 40 µm の厚みで

作成し、0.5 % Triton X-100を含む 5 % BSA/TBSを blocking bufferに用いた。BrdU、Calbindin、 

Calretinin、THに対する抗体を用いる時は、切片を 0.025 N HClで 65 ºCにて 30分置き、0.1 

M bolic acid (pH8.5) で一度リンスした。Iododeoxyuridine (IdU) の染色においては target 

retrieval solution (Dako) を用いて抗原の賦活化を行なった。抗原の賦活化は 5-10 分間 105ºC 

でオートクレーブすることによって行なった。EGFRに対する抗体で染色する場合は、

tyramide signal amplification kit (Molecular Probes) によってシグナルのエンハンスを行なっ

た。細胞蛍光免疫染色においては、培養した細胞を氷冷した 4 % PFA/PBSで 10分固定し

た。その後、細胞は 0.1 % Triton X-100/PBSを用いて 10分間室温で透過処理行ったのち、3 % 

BSA/PBS (blocking buffer) で 10分間室温に置いた。その後、1次抗体を含む blocking buffer

で 4 ºC で一晩、その後 Alexa Fluor標識された二次抗体を含む blocking bufferで室温 2時間

置いた。そしてMowiol (Calbiochem) で封入し、観察した。免疫染色に用いた抗体は以下

の通りである。 マウスモノクローナル抗体である抗 Ascl1抗体 (1:500, BD Pharmingen, 

556604, RRID:AB_396479)、 抗 BrdU抗体 (1:500, BD Bioscience, 347580)、Calretinin (1:1000, 

Millipore, MAB1568, RRID:AB_94259)、抗 GFAP抗体 (1:1000, Millipore, MAB360, 



 19 

RRID:AB_2109815)、S100β (1:500, Abcam, ab11179, RRID:AB_297818)、そして抗 Tyrosine 

Hydroxylase抗体 (1:500, Millipore, MAB318, RRID:AB_2313764)。ウサギモノクローナル抗

体である抗 Ki67抗体 (1:1000, Abcam, ab16667, RRID:AB_302459)、抗 Notch1抗体 (1:200, 

Cell Signaling , 3608, RRID:AB_2153354)、抗 Sox2抗体 (1:200, Cell Signaling, C70B1, 

RRID:AB_2194037)、そして抗 S100β抗体 (1:5, DAKO, IS504)。ウサギポリクローナル抗体

である抗 Calbindin抗体 (1:500, Chemicon, AB1778)と抗 RFP抗体 (MBL, PM005, 

RRID:AB_591279)。ニワトリポリクローナル抗体である抗 GFAP抗体 (1:500, Abcam, 

ab4674, RRID:AB_304558) と抗 GFP (1:1000, Abcam, ab13970, RRID:AB_300798)。ラットモ

ノクローナル抗体である抗 BrdU抗体 (1:200, Abcam, ab6326, RRID:AB_305426)。ヒツジポ

リクローナル抗体である抗 EGFR抗体 (1:5000, Upstate , 06-129)。ヤギポリクローナル抗体

である抗 Dcx抗体 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, sc8066, RRID:AB_2088494)。Alexa Fluor

標識された二次抗体と Hoechst 33342 (核染色) はMolecular Probesのものを用いた。全ての

蛍光画像は共焦点顕微鏡 (Leica TCS-SP5またはOlympus FV3000) にて取得した。画像は、

Fiji software (RRID:SCR_002285) を用いて前処理と解析をおこなった。 

 

組織切片の in situ hybridization 

	 凍結組織切片の in situ hybridizationは Nomuraらの報告を参考に行った (Nomura and 

Osumi, 2004)。Notch3検出用の Digoxigeninラベルされた RNA probeとしては、ヌクレオチ

ド 4987-6957 (NM_008716.2) に相当する Notch3 cDNA (ヌクレオチド 906-2115, 

NM_183029.2) に対する antisense probeを用いた。 

 

FACS 

	 2ヶ月齢の野生型 (C57BL/6J) マウスより脳室下帯を切り出し、パパイン処理によって、

分離、分散させた。パパイン処理は神経系細胞分散液 (Sumitomo Bakelite) を用い、最終的

に PBS中に分散させた。その後、25 % Percoll (SIGMA) を用いてで 4ºCで 10 分遠心する

ことでミエリンを除去した。0.2 % BSA/PBSに再分散させたのち、mouse anti-Lex (1:500, 

Chemicon, MAB4301) 10分間、washをしてから Alexa Fluor標識された二次抗体 (1:500; 

Molecular Probes, A21042)、A555-complexed EGF (1:200; Molecular Probes) そして 
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APC-conjugated rat anti-mCD24 (1:100; BioLegend, 101814, RRID:AB_439716) 中で 10分間静

置した。全ての染色と washは氷冷した 0.2 % BSA/PBSで行なった。FACS AriaIII (BD)で解

析及びソートした。デブリスと細胞凝集は前方及び側方散乱を元に適切にゲート外へと除

いた。ゲートは過去の報告を参考にした (Daynac et al., 2013)。データは FlowJo softwareを

用いて解析した。 

 

レンチウイルスの準備と定位インジェクション 

	 H1プロモーターの下流で shRNAを発現するレンチウイルスベクター (CS-Rfa-CGまた

は CS-RfA-CMV-mRFP1) パッケージングベクターである pCAG-HIV-gp及び

pCMV-VSV-G-RSV-Revと共に 293FT細胞に Polyethylenimine ‘MAX' (PEI, Polyscience, Inc.; 

cat. no. 24765)を用いてトランスフェクションした。ウイルスカクテルの準備には、GFPを

発現するコントロールウイルスと、RFPを発現する shNotch3ウイルスを別々に作成し、定

位インジェクションの直前に混合した。全てのプラスミドは理研バイオリソースセンター

の三好浩之先生よりご供与いただいた。定位インジェクションにおいては、マウスを麻酔

により深く眠らせ、1 µlのウイルス上清をインジェクションした (bregmaと脳表面よりそ

れぞれ、anterior, -0.75 mm; lateral, 1.1 mm; depth, 2 mmの位置)。shRNA の配列は以下の通

り: 

shNotch3#1 : GTATAGAGACGAGTTCATTTA 

shNotch3#2 : GCTTGGGAAATCTGTCTTGCA 

shControl#1 (shLuc (Luciferace) #1) : GTGCGTTGCTAGTATCCGC 

shControl#2 (shLuc#2) : GATTTCGAGTCGTCTTAATGT 

 

qRT-PCR 

 FACS によって取得した細胞集団から RNAを抽出し、cDNAを作成した。Quartz-Seq法

のプロトコルに従った (Sasagawa et al., 2013)。取得した cDNAをKAPA SYBR Fast qPCR Kit 

(Kapa Biosystems)と Roche LightCyclerを用いてリアルタイム PCR (Polymerase Chain 

Reaction) 解析を行った。β-actinまたは GAPDHのmRNA量で標準化した。使用したセン

ス鎖とアンチセンス鎖のプライマーはそれぞれ以下の通り: 
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β-actin Forward: AATAGTCATTCCAAGTATCCATGAAA 

β-actin Reverse: GCGACCATCCTCCTCTTAG 

GAPDH Forward: ATGAATACGGCTACAGCAACAGG 

GAPDH Reverse: CTCTTGCTCAGTGTCCTTGCTG 

Notch1 Forward: CATCACAGCCACACCTCAGT 

Notch1 Reverse: CTTTCCTGGGGCAGAATGGT 

Notch3 Forward: CTCTCAGACTGGTCTG 

Notch3 Reverse: GGAGGGAGGGAACAGA 

 

チミジンアナログの投与 

 分裂細胞を標識する目的で、EdU (Invitrogen, 5 mgkg-1) を固定の 1時間前に一回腹腔内投

与した。ラベル保持細胞を検出するためには、IdU (Sigma) を 2週間飲水に添加した (1 % 

IdU, 1 % sucrose)。マウスは 2週間の IdU投与の直後またはその後通常の飲水で 3週間飼育

した後に固定した。新生ニューロンをラベルするためには BrdU (Sigma, 50 mg kg-1) を一

日 2 回 (8時間以上のインターバル)  5日間腹腔内投与し、投与から 4週間後に固定した。

EdU の検出には Click-iT EdU Imaging Kit (Invitrogen) 用いた。 

 

Ara-C投与 

	 Ara-C投与は過去の報告の通りに行った (Doetsch et al., 1999)。PBSに Ara-C (Sigma, 2%) 

を溶解し、小型浸透圧ポンプ (Alzet, model 1007D) を用いて 6日間脳内に注入した。カニ

ューレ (Alzet, brain infusion kit III) を用いて定位的に左側脳室にインプラントした 

(bregma及び脳表面よりそれぞれ、anterior, 0 mm; lateral, 1.1 mm; depth, 2 mmの位置)。ポン

プ除去直後または 12時間後に固定した。 

 

統計処理 

	 定量データは少なくとも 3回以上の結果を用いている。グラフのエラーバーは標準偏差

を示す。P値は Two-tailed Student’s t test、paired Student’s t-testまたは Dunnets’ testにより求

め、P<0.05を統計的に有為な差として評価した。 
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第三章	 結果 

 

Notch1は活性化神経幹細胞で高発現している 

	 Notch シグナルが静止期の神経幹細胞をいかにして制御しているのかを明らかにする上

で、まず Notch1 の発現パターンに注目した。過去の報告から、Notch1 が成体の神経幹細

胞に発現しており、活性化神経幹細胞の数及び分裂能の維持に貢献している一方で、静止

期神経幹細胞の維持には貢献していないことが示唆されている (Basak et al., 2012)。しかし

ながら、その詳細な発現パターン、特に神経幹細胞の中でも、静止期神経幹細胞と活性化

神経幹細胞でその発現が異なるか、といった解析は行われていない。Notch1が活性化神経

幹細胞で機能していることから、活性化神経幹細胞でより高発現しているのではないかと

考えた。そこでまず、Notch1の発現パターンを詳細に検討することにした。2ヶ月齢の野

生型マウスから大脳組織切片を作成し、Notch1及び GFAP、EGFRに対する抗体を用いて

免疫組織染色を行なった。静止期神経幹細胞は GFAP陽性 EGFR陰性かつ脳室に接してい

る細胞、活性化神経幹細胞は GFAP陽性 EGFR陽性かつ脳室に接している細胞、一過的増

殖細胞は GFAP陰性 EGFR陽性な細胞として定義できる。これらの細胞種における Notch1 

陽性な細胞の数を定量したところ、Notch1陽性細胞は静止期神経幹細胞よりも活性化神経

幹細胞でより多くの細胞で発現していることが明らかになった。さらに活性化神経幹細胞

よりも増殖能の高い一過的増殖細胞では Notch1のシグナル強度が高いことが観察され、1

細胞における Notch1の発言量が多いことを示唆する結果を得た (Fig. 1A, B)。これら結果

は 活性化神経幹細胞の維持に Notch1 が必要であるが、静止期神経幹細胞の維持には

Notch1は必要ではなく、さらに Notch1 が増殖能の亢進に貢献しているという過去の報告

と一致している。 

 

Notch3は静止期神経幹細胞に領域特異的に発現している 

	 Notch1 発現細胞が活性化神経幹細胞で多かったこと、及び Notch1 の 1 細胞における発

現量が増殖能と相関していたことから、静止期神経幹細胞で別の Notch受容体のアイソフ

ォームが発現し、機能しているのではないかと考えた。そこで次に、別の Notch 受容体の

アイソフォームである Notch3 に着目し、その発現パターンを調べた。生後 18 日目のマウ
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ス大脳組織切片を用いて in situ hybridization によってmRNAの発現パターンを調べたとこ

ろ、Notch3 が脳室下帯に発現していることを示唆する結果を得た。さらに、その発現は脳

室下帯の中でも神経幹細胞が多く存在する lateral および ventral 領域に高く、medial およ

び dorsal 領域にはあまり発現していなかった (Fig1. C-G)。さらに、Notch3 が静止期神経

幹細胞に発現しているのかを調べるために、成体脳室下帯を切り出し、FACS によって静

止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞を分取し、RT-qPCR 法によってその発現を検討する

ことにした。静止期神経幹細胞及び、活性化神経幹細胞は Lexと CD24に対する抗体及び

EGFリコンビナントプロテインを用いてEGFRを標識することで分取できることが報告さ

れている (Daynac et al., 2013)。まず、2ヶ月齢の野生型マウスから脳室下帯を切り出し、

染色をして FACSを用いて分取した。この際少数の細胞からmRNA 量を定量するために、

逆転写及び cDNA の増幅に Quartz-Seq 法を用い、取得した増幅後の cDNA を用いて定

量 PCR を行った (Sasagawa et al., 2013)。その結果、Notch3 は活性化神経幹細胞と比較し

て静止期神経幹細胞に高発現していることが示唆された (Fig2)。一方で、Notch1 は活性化

神経幹細胞に高発現していた。このことは、免疫染色の結果と一致している。以上の結果

より、Notch3が静止期神経幹細胞に高発現し、その発現は領域特異性があることが示唆さ

れた。 

 

Notch3ノックアウトマウスでは神経幹細胞が領域特異的に減少する 

	 Notch3が静止期神経幹細胞で高発現していたことから、Notch3のコンベンショナルノッ

クアウトマウスを用いて、その影響を調べることにした。Notch3のコンベンショナルノッ

クアウトマウスは致死ではなく、生殖可能で、平滑筋細胞分化と動脈の小さな異常が報告

されているが、大きな異常は報告されていない (Domenga et al., 2004; Kitamoto et al., 2005)。

Notch3 のノックアウトマウスの成体大脳組織切片を作製し免疫染色を行ったところ、実際

に細胞構築上の全体的な異常は観察されなかった (Fig. 3A, B)。しかしながら、GFAP陽性、

Sox2強陽性かつ S100β陰性な神経幹細胞の数を定量したところ、Notch3 ノックアウトマ

ウスでは神経幹細胞が減少していることが示唆された。興味深いことに、脳室下帯を 6 つ

の領域に分けると、dorsolateral、lateral、ventral 領域においては神経幹細胞が減少していた

が、medial、dorsomedial、dorsal 領域においては減少がみられなかった (Fig. 3B, C, F)。EGFR
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陽性、GFAP陰性な一過的増殖細胞及び Dcx陽性な神経芽細胞も同様に定量したところ、

神経幹細胞と同じく dorsolateral、lateral、ventral 領域においては減少していたが、medial、

dorsomedial、dorsal 領域においては減少がみられなかった (Fig. 3D, E, G, H)。以上のこと

より、Notch3のノックアウトによって神経幹細胞及び分化細胞が減少することが示唆され、

Notch3が神経幹細胞の数と、恒常的な神経新生の維持に貢献している可能性が示唆された。 

 

Notch3のノックアウトによって静止期神経幹細胞が領域特異的に減少する 

	 Notch3ノックアウトマウスにおいて神経幹細胞が減少していることが示唆されたが、静

止期神経幹細胞が減少したのか、活性化神経幹細胞が減少したのかは不明である。そこで

これを明らかにするために、GFAP 陽性、EGFR 陰性、S100β 陰性かつ脳室に接している

静止期神経幹細胞の数を定量した。その結果、静止期成体神経幹細胞は dorsolateral、lateral、

ventral 領域において減少し、medial、dorsomedial、dorsal 領域においては減少が見られな

かった(Fig. 4A, B)。一方で、活性化神経幹細胞はどの領域においても減少が見られなかっ

た (Fig. 4C)。以上のことより、Notch3 が領域特異的に静止期神経幹細胞の維持に重要な

役割を担っている可能性が示唆された。 

	 しかしながら、活性化神経幹細胞が減少していないにも関わらず神経新生が減少してい

たのはなぜかという疑問が残る。一つの可能性は、Notch3のノックアウトによって静止期

神経幹細胞が異常な活性化を起こすが、正常な分化過程を辿ることができずに一過的増殖

細胞を正しく産生することができないという可能性である。2ヶ月齢のマウスに EdUを腹

腔内投与し1時間後に固定することで分裂中の細胞をEdU陽性細胞として検出することが

できる。活性化神経幹細胞と一過的増殖細胞で発現している Ascl1陽性な細胞中の EdU陽

性な細胞の割合を計測した。その結果、Notch3ノックアウトマウスでは Ascl1陽性細胞中

の EdU 陽性な細胞の割合が減少していることが観察された (Fig5)。この結果は、Notch3

ノックアウトによって異常な活性化を起こした活性化神経幹細胞または一過的増殖細胞は、

一過的増殖細胞を産生する分裂能が低いという可能性が示唆された。 

 

Notch3ノックアウトマウスではラベル保持細胞が減少する 

	 Notch3 の欠損によって静止期神経幹細胞が減少したことをさらに明らかにするために、
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チミジンアナログである IdUを用いたラベル保持実験を行った。IdUは S期を通過した細

胞で取り込まれるため、長期的な IdUの投与によって神経幹細胞に IdUを取り込ませたの

ちに、長い期間の追跡を行うと、静止期に入った細胞だけが、IdU 保持細胞として検出さ

れることになる(Doetsch et al., 1999)。2ヶ月齢のマウスに対して 2週間 IdUを飲水に混ぜて

経口投与して、IdU陽性かつ Sox2強陽性、GFAP陽性な神経幹細胞数を定量した。ここで

は、Notch3ノックアウトによって静止期神経幹細胞の減少が観察された dorsolateral、lateral、

ventral 領域をまとめて lateral domainとした。その結果、Notch3ノックアウトマウスにお

いてその数が少し減少していた (Fig. 6A-C)。このことは神経幹細胞全体が減少している

(Fig. 3)という結果と一致している。次に通常の飲水に戻して 3週間後に IdUをまだ保持し

ている神経幹細胞の数を同様に定量した。その結果、Notch3ノックアウトマウスにおいて

IdU陽性かつ Sox2強陽性、GFAP陽性な IdU保持神経幹細胞の数が、大きく減少している

ことが明らかになった (Fig. 6D, E)。したがって、静止期神経幹細胞が Notch3ノックアウ

トで減少していることがさらに示唆された。また、IdU投与直後の時点で既に Notch3ノッ

クアウトマウスにおいて IdU陽性かつ Sox2強陽性、GFAP陽性な神経幹細胞数が減少して

いるが、3週間後の IdU保持神経幹細胞の数の減少割合の方が大きかった (Cohen’s d = 6.02 

and 2.95)。このことは、Notch3ノックアウトによって静止期神経幹細胞が活性化神経幹細

胞よりも減少していることを示唆しており、マーカーを用いた免疫染色を用いた定量結果

と一致している(Fig. 4)。また、IdU陽性細胞は少なくとも一度 S期を通過して細胞分裂を

していると考えらえることから、Notch3の欠損が活性化神経幹細胞から静止期へ戻ること

を抑制、または静止期神経幹細胞が活性化することを促進した可能性も示唆している。 

 

Notch3の欠損は損傷修復に機能する神経幹細胞を減少させるが、その活性化

率には影響しない 

	 Notch3欠損による静止期神経幹細胞への影響をさらに明らかにするために、Ara-C処理

実験を行なった。Ara-Cは分裂細胞を殺すため、Ara-Cを 6日間注入すると分裂している活

性化神経幹細胞、一過的増殖細胞や神経芽細胞は殺され、静止期神経幹細胞は生き残る。

Ara-C処理直後 (0 h) 及び注入中止 12時間後 (12 h) に固定 1時間前に EdUを腹腔内投与

したのちに固定した。0 hにおいてほとんど全ての分裂細胞がいなくなっていることが確認
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した。そこで、GFAP陽性、Sox2陽性かつ脳室に接している神経幹細胞を定量したところ、

lateral domain において減少していることが観察された (Fig. 7A-C)。この神経幹細胞は

Ara-C 投与後まで生き残っていたことからこの期間中静止期にあった神経幹細胞であると

考えられる。このことは、恒常的な状態で静止期神経幹細胞が減少していたこれまでの結

果と一致している。 

	 次に Ara-C処理中止 12時間後に新規に活性化して EdU陽性となった GFAP陽性、Sox2

強陽性かつ脳室に接している神経幹細胞の数を定量した。その結果、Notch3ノックアウト

マウスでは、dorsalとmedial領域に対して、特に lateral domainにてその数が減少していた 

(Fig. 7D, E)。しかし、神経幹細胞中の EdU陽性細胞の割合を定量したところ、その割合に

は差がなかった (Fig. 7F)。したがって、Notch3の欠損は静止期神経幹細胞を減少させるが、

損傷後の神経幹細胞の活性化には影響を及ぼさないことが示唆された。以上の結果より、

Notch3 は恒常的な状態において神経幹細胞の静止期と活性化状態の遷移の制御には貢献

しているが、損傷修復時には貢献していないと考えられる。 

 

Notch3は神経幹細胞の細胞分裂を抑制する 

	 所属研究室の先行研究により、成体の静止期神経幹細胞は、胎生期の脳の構築を担って

いる神経幹細胞から形成されることが示唆されている (Furutachi et al., 2015)。これまでの

実験では Notch3 のノックアウトマウスを用いて解析を行っていたため、Notch3 が静止期

神経幹細胞の形成に必要なのか、その維持に必要なのかは明らかではなかった。そこで、

成体マウス脳室下帯における Notch3のノックダウンを試みた。Notch3に対する shRNAを

発現するレンチウイルスを作成し、成体マウス側脳室にインジェクションを行った。胎生

期神経幹細胞の in vitro 初代培養系を用いて、神経幹細胞にレンチウイルスを感染させ、

その後定量 PCR法にてノックダウンの効率を確認したところ、約 6割に Notch3のmRNA

発現量が減少していることが確認できた (Fig. 8A, B)。同ウイルスを用いて、インジェクシ

ョン 6日後に大脳組織切片を作成し、抗 Ki67抗体を用いた免疫染色によって、神経幹細胞

の増殖活性を調べた。その結果、Notch3 がノックダウンされた神経幹細胞では Ki67 陽性

な細胞の割合が増加していることが明らかになった (Fig. 8C, D)。したがって、Notch3が

神経幹細胞の分裂を抑制していることが示唆された。 
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	 Notch3 が静止期神経幹細胞の細胞分裂を抑制しているのであれば、Notch3 のノックダ

ウンによって神経幹細胞の数が増加することが予想される。そこで、Notch3 に対する 

shRNAと RFPを発現するレンチウイルスと、Luciferaseに対する shRNAと GFPを発現す

るコントロールレンチウイルスを混合し、成体マウス側脳室にインジェクションを行った。

胎生期神経幹細胞の in vitro初代培養系を用いてノックダウンの効率を確認したところ、約

6割に Notch3のmRNA発現量が減少していることが確認できた (Fig. 9A, B)。同ウイルス

を用いて、インジェクションの 3 日後と 15 日後にそれぞれ大脳組織切片を作成し、GFP

または RFPを発現する神経幹細胞の数を定量した。その結果、レンチウイルスが感染した 

GFP または RFP 陽性な神経幹細胞の総数に対して、Notch3 に対する shRNA を発現する 

RFP 陽性な神経幹細胞の割合が、インジェクションの 3 日目に比べて 15 日目において増

加した (Fig. 9C, D)。したがって、Notch3のノックダウンによって、神経幹細胞の数が増

加することが示唆された。この結果は、Notch3が神経幹細胞の増殖を抑制しているという

可能性を支持している。 

	 Notch1が活性化神経幹細胞の増殖を亢進させるという報告に対して、これまでの結果か

ら Notch3が活性化神経幹細胞よりも静止期神経幹細胞で高発現しており、静止期の維持に

貢献していることが示唆されている。そこで、Notch1 と Notch3 が細胞周期制御に関して

内在的な機能を有しているのか、それとも他のメカニズムによって異なる機能を果たして

いるのかを明らかにしようと考えた。そこで、胎生期神経幹細胞の in vitro初代培養系を用

いて活性化型Notch1と活性化型Notch3の過剰発現を行なった。その結果、Notch1とNotch3

は共に神経幹細胞の細胞周期の進行を抑制することが示唆された (Fig. 10)。このことから、

少なくとも今回の実験条件において、Notch1 または Notch3 を高発現させることで、どち

らも神経幹細胞の細胞分裂を抑制することができることを示唆している。 

 

Notch3 のノックアウトによってニューロンサブタイプ特異的に新生ニュー

ロンが減少する 

	 Notch3のノックアウトによって領域特異的な神経幹細胞の減少が起こったことから、嗅

球における新生ニューロンにどのような影響が及ぼされているのかを検討することにした。

成体の野生型または Notch3ノックアウトマウスに対して BrdUを 1日 2回、5日間にわた
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って腹腔内投与し、4週間後に嗅球の組織切片を作成した。この切片を用いて 抗 BrdU 抗

体とニューロンサブタイプマーカーの抗体で免疫染色を行い、成熟・定着した傍糸球体ニ

ューロンの数を定量した。嗅球の傍糸球体ニューロンのうち、Calbindin (CalB) 陽性細胞は

側脳室の lateral 側、Calretinin (CR) 陽性細胞はmedial 側、TH陽性細胞は dorsal 側の脳室

下帯神経幹細胞から主に産生されることが報告されている。傍糸球体のサイズが変化して

いないかを核染色像を元に定量したところ、Notch3ノックアウトマウスで有意な変化は見

られなかった (Fig. 11A, B)。次に、BrdU陽性な細胞数を定量したところ、約半数に減少し

ており、Notch3ノックアウトマウスでは新生ニューロンが減少していることが示唆された 

(Fig. 11C, D)。次にどのニューロンサブタイプが減少したのかを明らかにするために、CalB 

陽性な BrdU 陽性細胞の数を定量したところ、Notch3 ノックアウトマウスにおいて大き

く減少していた (Fig. 11C, E)。一方で、CR 陽性な BrdU 陽性細胞は少し減少しており、

TH 陽性な BrdU 陽性細胞の数は減少していなかった (Fig 11C, F-H)。以上のことから、

Notch3 がサブタイプ特異的なニューロン新生に重要な機能を果たしていることが示唆さ

れた。このサブタイプ特異的な Notch3 の機能は、その領域特異的な発現パターンに依る

と考えられる。 

  



 30 

 

 

 

  



 31 

 

 

 

Fig. 1 マウスの生後脳の脳室下帯における Notch1と Notch3の発現パターン 

A, Notch1の発現パターンを詳細に調べるために、2ヶ月齢のマウス大脳組織切片を Notch1 

(緑)、GFAP (白)、EGFR (赤) に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。鏃はそれぞれ静

止期神経幹細胞 (qNSC)、活性化神経幹細胞 (aNSC)、一過的増殖細胞 (TAP) を示してい

る。Notch1の発現量は静止期神経幹細胞や活性化神経幹細胞よりも一過的増殖細胞で高か

った。B, それぞれの細胞種における Notch1陽性細胞率の定量を行なった。静止期神経幹

細胞よりも活性化神経幹細胞及び一過的増殖細胞でより高い割合の細胞が Notch1 陽性だ

った。C-G, 生後 18日目において Notch3の in situ hybridizationを行なった。Notch3は lateral 

(E) と ventral (G) 領域で発現していたが、dorsal (D) 領域で弱く、medial (F) 領域では発現

が観察されなかった。鏃は Notch3を高発現している細胞を示す。核を Hoechstを用いて染

色した (青)。エラーバーは標準偏差を表す。n = 3, Scale bar; 10 µm (A), 100 µm (C) 
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Fig. 2 Notch3は脳室下帯神経幹細胞において活性化神経幹細胞よりも静止期神経幹細胞で

より多く発現している 

A, FACSで静止期神経幹細胞及び活性化神経幹細胞を分取する際の代表的な結果を示す。

B, C, FACSで分取した細胞を Quartz-seqの手法を用いて RNA抽出、逆転写及び増幅を行

い cDNAを取得した。その後定量 PCRを行い、Notch3および Notch1のmRNA量を定量

した。エラーバーは標準偏差を表す。n = 3 (B), 4 (C), Paired-Student’s t test; *P < 0.05, **P < 

0.01. 
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Fig. 3 Notch3の欠損は領域特異的な神経幹細胞と分化細胞の減少を引き起こす 

A, 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) とNotch3欠損 (Notch3-/-) マウスの大脳組織切片をHoechst

を用いて核染色した。全体的な細胞構成に異常は見られなかった。B, 脳室下帯を 6つの領

域に区分けした。C-E, 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスの大

脳組織切片をそれぞれ、GFAP (緑), Sox2 (赤) S100β (white) (C), GFAP (緑) and EGFR (赤) (D) 

Dcx (赤) (E) に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。lateral領域の染色像を示しており、

鏃はそれぞれ、GFAP陽性 Sox2強陽性かつ S100β陰性な細胞 (C) GFAP陰性 EGFR陽性な

細胞 (D) を示している。F-H, それぞれ GFAP陽性 Sox2強陽性かつ S100β陰性な神経幹

細胞 (F)、GFAP陰性 EGFR陽性な一過的増殖細胞 (G) Dcx陽性な未成熟ニューロン (H) 

を定量した。核を Hoechstを用いて染色した (青)。点線は脳室面を示す。エラーバーは標

準偏差を表す。Scale bar; 1 mm (A) 5µm (C) 10 µm (D, E), n =3と 4 (F), 3と 3 (G), 4と 4 (H) 

Two-tailed Student’s t test; *P < 0.05, **P < 0.01. 
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Fig. 4 Notch3の欠損により、静止期神経幹細胞が領域特異的に減少するが、活性化神経幹

細胞は減少しない 

A, 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスの大脳組織切片を GFAP 

(緑), EGFR (白) S100β (赤) に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。静止期神経幹細胞

は脳室に接している(attachment+) GFAP陽性 EGFR陰性 S100β陰性細胞、活性化神経幹細

胞は脳室に面している GFAP陽性 EGFR陽性 S100β陰性細胞として定義した。鏃はそれぞ

れの細胞種を示す。 B, 脳室に接している GFAP陽性 EGFR陰性 S100β陰性細胞。C, 脳

室に面している GFAP陽性 EGFR陽性 S100β陰性細胞の定量。核を Hoechstを用いて染色

した (青)。点線は脳室面を示す。エラーバーは標準偏差を表す。Scale bar; 10 µm , n =3, 

Two-tailed Student’s t test; *P < 0.05. 
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Fig. 5. Notch3の欠損によって活性化神経幹細胞または一過的増殖細胞の増殖が減少する 

2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスに EdUを腹腔内投与し、1

時間後に固定して大脳組織切片を作成した。 

A, 大脳組織切片を Ascl1 (緑), EdU (赤) に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。鏃は

Ascl1陽性 EdU陽性細胞を、白抜きの鏃は Ascl1陽性 EdU陰性細胞を示す。B, Ascl1陽性

細胞中の EdU陽性細胞の割合を定量した。核を Hoechstを用いて染色した (青)。エラーバ

ーは標準偏差を表す。n = 3, Scale bar; 10 µm, Two-tailed Student’s t test; *P < 0.05 
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Fig. 6. Notch3の欠損によってラベル保持細胞が減少する 

A, 実験デザイン。IdUを 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスの

飲水に添加した。2週間後通常の飲水に戻した。IdU添加水を 2週間飲ませた時点、また

はその後通常の飲水に戻して 3週間後に固定した。B, 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と

Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスを 2週間 IdU添加水で飼育したのちに大脳組織切片を作成し、

IdU (緑), GFAP (白) Sox2 (赤) に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。鏃は IdU陽性

Sox2強陽性 GFAP陽性細胞を示す。C, IdU陽性 Sox2強陽性 GFAP陽性細胞を脳室下帯の

dorosolateral、lateral、及び ventral領域について定量した D, 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と

Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスを 2週間 IdU添加水で飼育したのちに通常の飲水に戻して 3

週間飼育して大脳組織切片を作成し、IdU (緑), GFAP (白) Sox2 (赤) に対する抗体を用いて

免疫染色を行なった。鏃は IdU陽性 Sox2強陽性GFAP陽性細胞なラベル保持細胞を示す。

E, IdU陽性 Sox2強陽性 GFAP陽性なラベル保持細胞を脳室下帯の dorosolateral、lateral、及

び ventral領域について定量した。核を Hoechstを用いて染色した (青)。点線は脳室面を示

す。エラーバーは標準偏差を表す。Scale bar; 5 µm (B) 10 µm (D), n = 3, Two-tailed Student’s t 

test; *P < 0.05, **P < 0.01. 
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Fig. 7. Notch3 の欠損によって Ara-C投与後の静止期神経幹細胞が減少する 

A, 実験デザイン。ポンプを用いて Ara-Cを 2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 

(Notch3-/-) マウスに 6日間連続注入した。ポンプを取り除いた直後 (0h) または 12 時間後 

(12 h) に固定した。EdUは固定 1時間前に腹腔内投与した。B, ポンプを取り除いた 12時

間後に野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスを、固定して大脳組織切片を作

成し、GFAP (緑), Sox2 (赤) に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。鏃は Sox2強陽性

GFAP陽性かつ脳室に接している細胞を示す。C, Sox2強陽性 GFAP陽性かつ脳室に接して

いる細胞を lateralドメイン (dorosolateral, lateral, ventral 領域) について定量した。D, ポン

プを取り除いた 12時間後の大脳組織切片を EdU染色した。鏃は EdU陽性細胞を示す。嵌

め込みは四角で囲んだ領域に拡大図。E, EdU陽性 Sox2強陽性 GFAP陽性かつ脳室に接し

ている細胞を定量した、F, Sox2強陽性 GFAP陽性かつ脳室に接している細胞中の EdU陽

性な細胞の割合を定量した。核を Hoechstを用いて染色した (青)。点線は脳室面を示す。

エラーバーは標準偏差を表す。Scale bar; 5 µm (B) 100 µm (D), n = 3, Two-tailed Student’s t 

test; *P<0.05. **P<0.01. 
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Fig. 8. Notch3のノックダウンによって神経幹細胞中の分裂細胞の割合が増加する 

A, shRNAを発現するレンチウイルスのコンストラクトと実験デザイン。レンチウイルスを

脳室にインジェクションし、6日後に固定した。B, 神経系前駆細胞の初代培養系にレンチ

ウイルスを感染させ、RT-qPCRを行った。luciferaseに対する shRNAをコントロールに用

いた。C, レンチウイルスをインジェクション 6日後の大脳組織切片を作成し、GFAP (緑) 

RFP (赤) Ki67 (白) を免疫染色した。D, Ki67陽性 GFAP陽性細胞中の RFP陽性細胞の割合

を定量した。核を Hoechstを用いて染色した (青)。点線は脳室面を示す。エラーバーは標

準偏差を表す。Scale bar; 10 µm, n = 3, Dunnett’s test; *P<0.05. 

 

  



 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 46 

Fig. 9. Notch3のノックダウンによって神経幹細胞が増加する 

ア, shRNAを発現するレンチウイルスのコンストラクトと実験デザイン。レンチウイルス

カクテル (shNotch3#2-RFP と shControl#2-GFP レンチウイルス) を 2ヶ月齢のマウスの脳

室にインジェクションし、3日後、15日後に固定した。B, 神経系前駆細胞の初代培養系に

レンチウイルスを感染させ、RT-qPCRを行った。luciferaseに対する shRNAをコントロー

ルに用いた。 C, レンチウイルスのインジェクション 3日後と 15日後の大脳組織切片を作

成し、GFP (緑) RFP (赤) GFAP (白) に対する抗体を用いて免疫染色した。白抜きの鏃及び

鏃はそれぞれGFAP陽性GFP陽性RFP陰性細胞及びGFAP陽性GFP陰性RFP陽性細胞を

示す。核を Hoechstを用いて染色した (青)。点線は脳室面を示す。エラーバーは標準偏差

を表す。Scale bar; 10 µm, n = 3, Two-tailed Student’s t test; *P<0.05. **P<0.01.  
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Fig. 10. NICD1、NICD3の過剰発現によって神経系前駆細胞の細胞分裂が抑制された 

神経系前駆細胞初代培養系に NICD1または NICD3を過剰発現した。エラーバーは標準偏

差を表す。n = 3, Dunnett’s test; **P<0.01. 
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Fig. 11. Notch3の欠損によってニューロンタイプ特異的な嗅球における新生ニューロンの

減少が起こる 

A, 実験デザイン。2ヶ月齢の野生型 (Notch3+/+) と Notch3欠損 (Notch3-/-) マウスに BrdU

を一日 2回 8時間以上のインターバルで 5日間に渡って腹腔内投与し、最後の投与より 4

週間後に固定して傍糸球体層 (PGL) を解析した。B, PGLのサイズを核染色による面積で

比較したところ Notch3の欠損によって有意な変化はなかった。C, 嗅球を BrdU (緑), CalB 

(赤) CR (白)に対する抗体を用いて免疫染色を行なった。鏃は CalB陽性 BrdU陽性細胞を示

す。矢印は CR陽性 BrdU陽性細胞を示す。アスタリスクは BrdUの核外シグナルで、非特

異的なシグナルを示す。D, PGLにおけるBrdU陽性細胞を定量した。 E, PGLにおけるCalB

陽性 BrdU陽性細胞を定量した。F, 嗅球の切片に対して BrdU (緑) TH (赤) に対する抗体を

用いて抗体染色を行なった。鏃は TH陽性 BrdU陽性細胞を示す。アスタリスクは BrdUの

核外シグナルで、非特異的なシグナルを示す。G, H, PGLにおける CR陽性 BrdU陽性細胞 

(G) TH陽性 BrdU陽性細胞 (H) を定量した。核を Hoechstを用いて染色した (青)。エラー

バーは標準偏差を表す。n = 4と 3, Scale bar; 20 µm (C) 10 µm (E), Two-tailed Student’s t test; 

*P<0.05. **P<0.01.  



 51 

第 4章	 考察 

 
	 成体哺乳類の脳室下帯では、Notchシグナルが静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞両方

の未分化性の維持に貢献している。しかしながら、Notchシグナルはそれに加えて静止期神

経幹細胞と活性化神経幹細胞の相反する状態にも貢献する。つまり、静止期神経幹細胞に

おける細胞分裂抑制と、活性化神経幹細胞における細胞分裂促進である。しかし、Notch

シグナルがいかにして静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞において異なる機能を果たし

ているのかは明らかでなかった。本研究では、Notch3が静止期神経幹細胞に高発現してお

り、Notch3のノックアウトマウスの解析から、静止期神経幹細胞が減少することを見出し

た。また、Notch3を成体でノックダウンすることによって、Notch3が神経幹細胞の分裂を

抑制していることが示唆された。一方で、Notch1は静止期神経幹細胞よりも活性化神経幹

細胞と一過的増殖細胞で高発現しており、Notch1の欠損が神経幹細胞の増殖を減少させた

という過去の報告も踏まえると、異なるNotchアイソフォームが静止期神経幹細胞と活性化

神経幹細胞で選択的に発現することが、Notchシグナルの異なる機能を少なくとも部分的に

は説明することが示唆された。 

 

Notch1と Notch3のノックアウトの影響の違い 

	 Notch1と Notch3のノックアウトまたはノックダウンが異なる影響を神経幹細胞に与え

ることが示唆されたが、どのようなメカニズムによるものなのであろうか。一つの可能性

は、Notch1と Notch3が異なる細胞内在的な機能を持っているという可能性である。本研

究では、Notch1と Notch3の in vitroでの過剰発現は、どちらも神経幹細胞の細胞分裂を抑

制した。したがって、少なくとも Notch3そして Notch1もその活性化によって細胞分裂を

抑制することができることが示唆された。しかしながら、この結果は生体内において

Notch1と Notch3が細胞内在的な異なる機能を果たしている可能性を否定するものではな

い。in vitro過剰発現の実験では、細胞の状態及び活性化 Notch1や活性化 Notch3の量を実

際の生体内における状態と同等にすることが困難だからである。Notch1と Notch3は両方

とも RBP-Jや Hes/Heyファミリーのような基本的な Notchの下流のターゲットを活性化す

ることができる。しかし、一方で、序論でも述べたように Notch3は Notch1及び Notch2と
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は細胞内ドメインにおける transactivation domain (TAD) が短いことなど配列的な違いがあ

るという特徴があり (Bellavia et al., 2008)、また Notch1と Notch3の細胞内ドメインは異な

る DNA配列指向性があることも報告されている (Ong et al., 2006)。これらのことから

Notch3と Notch1が神経幹細胞において異なる標的遺伝子の活性化を介して細胞分裂の抑

制と促進に貢献している可能性がある。また、他のシグナル経路が Notchシグナルと協調

的に機能して幹細胞の静止期を制御している可能性もある。例えば、脳室下帯の神経幹細

胞において、増殖の促進に寄与している EGFRや Ascl1は Notchシグナルと関与している

ことが報告されている(Andreu-Agulló et al., 2009; Aguirre et al., 2010; Castro et al., 2011; Kim 

et al., 2011)。したがって、Notch1と Notch3が異なる影響を EGFRや Ascl1に及ぼしている

という可能性もあり、非常に興味深い。EGFRに関しては、EGFRのシグナルが Nunb	 に

よる Notch1のユビキチン化と分解の促進を招くことが報告されている (Aguirre et al., 

2010)。Notch1と Notch3の Numbによる分解のされ方に違いがあるかは知られていないも

のの、静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞における Notch1と Notch3の発現パターンを

説明するメカニズムになる可能性もある。さらに、同様にして、神経幹細胞の静止状態に

関与する cdkインヒビターである p57や p21、その他シグナル分子 Id1、BMPR、PTEN、

FoxO3や NFIXなども Notch受容体アイソフォームの違いによって異なった影響を受ける

可能性がある(Groszer et al., 2006; Renault et al., 2009; Mira et al., 2010; Martynoga et al., 2013; 

Porlan et al., 2013; Furutachi et al., 2015)。Notch1とNotch3の機能的な差異は RBP-JやMAML

といった Notchと複合体を形成する分子の違いによって生み出されている可能性もあるが、

異なる Notch受容体アイソフォームが異なるパートナー分子と複合体を形成するかどうか

は知られていない。 

	 Notch3と Notch1の質的な違いに加えて、発現量とダイナミクスがそれぞれの欠損が引

き起こす結果を異なったものにしている重要な要素である可能性もある。過去の報告では、

胎生期の神経系前駆細胞における強い Notchシグナルが増殖を抑制する一方で、弱いシグ

ナルが増殖を促進すること、またオシレーションした Hes1と持続的な Hes1の発現が細胞

の増殖をそれぞれ維持または抑制することが報告されている (Guentchev and McKay, 2006; 

Shimojo et al., 2008; Chapouton et al., 2010; Ninov et al., 2012)。それゆえ、Notchシグナルの発

現量とダイナミクスを静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞で調べ、それが異なる Notch
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受容体によってどう影響されるのかを検討することは面白い可能性である。 

 

Notch3の脳室下帯領域特異性 

	 さらに、本研究では、細胞種による Notch3の発現の違いに加えて、領域による Notch3

の発現の違いも発見した。Notch3は lateralと ventral領域の神経幹細胞に多く発現しており、

その維持に貢献していた。lateralと ventral領域は dorsalとmedial領域よりも神経幹細胞が

多く存在していることから (Fiorelli et al., 2015, 及び Fig. 3)、Notch3の発現が高いことが

leteral及び ventral領域で神経幹細胞が多いという状況を生み出しているのかもしれない。

また、今回 Notch3の発現が見られた領域は、過去の報告と照らし合わせると、Gsx2や胎

生期の Ascl1が発現している領域に近いようではあるが、これまでの既知の領域マーカー

となる遺伝子発現と正確に比較することはできていない。Notch3が領域特異的に神経幹細

胞の制御に貢献していることに加えて、Notch3が脳室下帯の領域化に貢献しているという

可能性もある。そのため、Notch3が過去の報告と比較してどの領域に発現しているのかを

調べることによって、また Notch3ノックアウトマウスにおいて他の領域マーカーの発現を

調べることによって、Notch3が領域特異的な神経幹細胞制御のみに貢献しているのか、脳

室下帯の領域化そのものにも貢献しているのかに関する知見が得られると考えられるため、

今後の研究課題として興味深い。また、今回は背腹軸、左右軸に注目していたが、脳室下

帯及びそこから産み出されるニューロンサブタイプは前後軸でも異なっていることが知ら

れている。そのため、Notch3の領域特異性が、前後軸で観察した場合にはどう異なってい

るのかについても検討したい。 

	 他の Notch受容体アイソフォームである Notch2と Notch4については、Notch4は神経系

において発現が見られていないが、Notch2は発現が報告されている (Basak et al., 2012)。し

たがって、Notch2も Notch1及び Notch3に加えて、神経幹細胞及びその分化細胞において

機能している可能性がある。本研究においては、Notch2の発現パターンについては検討で

きておらず、Notch2が静止期神経幹細胞や活性化神経幹細胞でどのように発現し、機能し

ているか、脳室下帯の領域間での発現や機能的差異があるのかについては、まだ知見が得

られていない。例えば、Notch3の静止期神経幹細胞の維持への貢献があまり見られなかっ

た dorsalやmedial領域において Notch2が機能している可能性もあり、Notch1、Notch2、
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Notch3の使い分けが脳室下帯でどのように行われているかについての詳細な解析は今後

の研究課題である。 

	 	 また、本研究でも最も影響の大きかった脳室下帯の lateralや ventral領域であっても

Notch3の欠損による静止期神経幹細胞の減少は部分的であった。そのため、Notch1と

Notch3ではノックアウトの効果が異なっていることを示唆する結果を得ているが、Notch

の共通のエフェクターであるRBP-Jの欠損時では静止期神経幹細胞が大きく減少すること

から考えて、Notchアイソフォームはある程度の冗長性を持って静止期神経幹細胞の維持

に貢献していると考えられる。つまり、今回 Notch1は静止期神経幹細胞よりも活性化神経

幹細胞で高発現をしているという結果を得ているが、静止期神経幹細胞においてもある程

度発現し、その維持に貢献している可能性がある。それゆえ、Notch1、Notch2、Notch3の

使い分けとともに、どの程度これらのアイソフォームが冗長性を持って神経幹細胞及びニ

ューロン新生の恒常性を維持しているのかについても今後の検討課題である。 

	 Notch3と Notch1がそれぞれ静止期神経幹細胞と活性化神経幹細胞で機能し、その維持

に貢献していることはゼブラフィッシュにおいて報告されている (Alunni et al., 2013)。そ

のため、Notch3が静止期神経幹細胞の維持に貢献していること、及び Notch1との使い分

けがあることは進化的に保存された現象であると考えらえる。しかしながら、ゼブラフィ

ッシにおいては長期的なノックアウトの影響や、障害時における Notch3欠損の影響につい

ては明らかでなく、本研究にて初めて明らかになった。Notch3の機能がゼブラフィッシュ

とマウスでどの程度共通しているのかは興味深い。また一方で、Notch3の機能に領域特異

性があるのかについてはゼブラフィッシュで明らかでなく、Notch受容体アイソフォーム

の領域特異的な使い分けが進化的に保存されているのかも興味深い。 

	  

ニューロンサブタイプ特異的な影響 

	 神経幹細胞は dorsal、medial、lateralのすべての脳室下帯の領域に存在している。しかし

ながら、産生されるニューロンのサブタイプは領域に依存している。本研究では、Notch3

の欠損が CalB陽性細胞を大きく減少させる一方で CR陽性細胞の減少は僅かであり、TH

陽性細胞は有意には減少しなかった (Fig. 11F, G, H)。この結果は、神経幹細胞の減少が、

脳室下帯の lateral側では見られているが、medial側と dorsal側では見られていないことを
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考えると、CalB陽性細胞は lateralから、CR陽性細胞はmedialから、TH陽性細胞は dorsal

の脳室下帯から主に産生されるという過去の報告と一致している (Merkle et al., 2007; 

Young et al., 2007; Fernández et al., 2011)。しかしながら、このニューロンサブタイプの脳室

下帯の由来領域の特異性はサブタイプごとに異なる。CalB陽性細胞はほとんどが lateral

領域に由来しているが、CR陽性細胞は多くがmedial領域に由来するがそれ以外の領域か

らも産生されている。そのため、medial領域の神経幹細胞が減少していなかったのにも関

わらず、CR陽性細胞が減少していたのだと考えられる。さらに、今回の結果は、異なる

Notchアイソフォームが嗅球の異なるニューロンサブタイプの決定そのものに貢献してい

るという可能性もある。また、脳室下帯由来の新生ニューロンが線条体や大脳新皮質に移

動しているという報告もある (Dayer et al., 2005; Ernst et al., 2014)。従って、異なる Notch

アイソフォームが嗅球以外の他の脳領域へのニューロンサブタイプの産生を制御している

ということも面白い可能性である。今後、領域特異的に Notch受容体アイソフォームの過

剰発現やノックダウンを行い、その分化運命を解析することによって、この可能性を検証

できると考えている。 

 

Notch3ノックアウトマウスにおけるニューロン新生の減少 

	 本研究では、Notch3のノックアウトマウスにおいて、静止期神経幹細胞の数と神経新生

全体の減少が見られた一方で、活性化神経幹細胞は有意な減少が見られなかった (Fig. 3A, 

B, C, Fig. 7)。静止期神経幹細胞が活性化神経幹細胞を経てニューロンへと分化していくが、

静止期神経幹細胞と未成熟ニューロンや嗅球の新生ニューロンが減少しているにも関わら

ず、活性化神経幹細胞の減少が見られなかったのはなぜであろうか。一つの可能性は、

Notch3ノックアウトマウスでは静止期神経幹細胞が異常な活性化を起こすが、少ない数の

一過性増殖細胞しか産生できていないという可能性である。本研究では実際に、Notch3ノ

ックアウトマウスにおいて一過性増殖細胞が減少しているという結果も得ている (Fig. 

2G)。さらに、Ascl1陽性細胞中における分裂細胞の割合が Notch3ノックアウトマウスで

は減少していることを見出した (Fig. 3D, E)。Ascl1は活性化神経幹細胞の一部と一過性増

殖細胞で陽性になることが知られており、従って、Notch3ノックアウトマウスにおいて異

常に活性化した神経幹細胞または一過性増殖細胞は一過性増殖細胞を産生する増殖能が低
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いことが示唆されている。そのため、ニューロン新生の減少の一部は活性化神経幹細胞ま

たは一過性増殖細胞の増殖が減少していることに依ると考えられる。 

 

Notch受容体アイソフォームの使い分けにおける Notchリガンドの貢献 

	 序論で述べたように、Notch受容体アイソフォームの違いだけではなく、Notchリガン

ドも Dll1、Dll3、Dll4及び Jagged1、Jagged2といった複数のリガンドが存在する。神経幹

細胞に対しては Dll1と Jagged1が Notch受容体の活性化を介して静止期神経幹細胞の維持

に貢献していることが報告されている。しかしながら、異なるリガンドが静止期神経幹細

胞の制御にどういった差異を持っているのかは明らかでない。リガンドの使い分けに関し

ては T細胞の分化過程において、Dll1が Notch2を、Dll4が Notch1を活性化しているとい

う報告 (Besseyrias et al., 2007) などもあるが、Dll3を除きどのリガンドもどの Notch受容体

アイソフォームであっても活性化することできることが知られており、組み合わせの優劣

があるとは考えられているものの十分な知見は得られていない。しかしながら、Delta-like

ファミリーと JaggedファミリーではNotchの活性化の優位性に差異が生まれる場合がある

ことはよく知られている。序論でも述べたように Fringeは Notch受容体の糖鎖修飾を変化

させることでリガンドとの結合を変化させる。Fringeが作用することで Notch受容体は

Delta-likeファミリーとの結合を増強され、Jaggedファミリーとの結合は阻害される。その

ため、神経幹細胞において Fringeが発現し、Dll1と Jagged1による活性化に差異が生まれ

ることが静止期神経幹細胞の制御にどのように影響しているのかは興味深い。さらに、Dll1

は神経幹細胞のリネージに発現して機能している一方で、Jagged1は血管内皮細胞に発現

して機能している。このことからも、Dll1と Jagged1が異なる文脈で静止期神経幹細胞の

制御を担っていると考えらえる。今後 Dll1と Jaggd1が静止期神経幹細胞と活性化神経幹

細胞の Notchシグナルの活性化にどのように貢献しているのか、また脳室下帯の領域によ

って差があるのかを細胞レベル、細胞コンパートメントレベルで観察することで明らかに

していくことができるととても面白い。 
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結言 
	 哺乳類の脳内では神経幹細胞は、一生にわたってニューロンを産生する。神経幹細胞は

通常静止状態にあり、長期的に維持されているが、適切なタイミングで活性化されて分裂・

分化する。これまで神経幹細胞において Notchシグナルが静止期の維持と細胞分裂の促進

という、相反する二つの機能を果たしていることがわかっていたが、いかにしてそれを達

成しているのかは不明であった。本研究により、脳室下帯において Notch3が静止期神経幹

細胞に高発現し、静止期神経幹細胞の適切な数を維持及び特定の嗅球ニューロンの産生に

貢献していることが示唆された。今後、異なる Notchアイソフォームの発現・活性化がい

かにして制御されているかを明らかにすることで、長期的な神経新生の維持と領域特的な

神経幹細胞の制御がいかにして制御されているのかという基礎的な神経幹細胞の側面をよ

り明らかにできると考えられる。 
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