
 
 

博士論文 

 
 

発生期マウス脳における 

ニューロン成熟に対する HP1γならびに 

HP1γリン酸化の機能解析 

 
 
 
 
 
 
 
 

大城 洋明 
 
  



 1 

目次 

 
 
略語一覧       2 
 
緒言        4 
 
序論        5 
 
材料と実験方法       15 
 
結果        23 
 
結論および考察       57 
 
結言        64 
 
参考文献       65 
 
発表履歴       71 
 
謝辞        73 
 
  



 2 

略語一覧 

 
5hmC  5-hydroxymethylcytosine 
5mC   5-methylcytosine 
aCSF  artificial cerebrospinal fluid 
ATP   Adenosine triphosphate 
BAC  Bacterial artificial chromosome 
Baf   Brg/Brahma-associated factor 
BDNF  Brain derived neurotrophic factor 
BrdU   Bromodeoxyuridine 
Brn2  Brain-specific homeobox/POU domain protein 2 
BSA   Bovine serum albumin 
CaMK  Ca2+/ calmodulin-dependent protein kinase 
CHD  Chromodomain 
CP   Cortical plate 
CREST  Calcium-responsive transactivator 
CSD  Chromoshadow domain 
Ctip2   COUP-TF interacting protein 2 
Cux1  Cut-like homeobox 1 
~DIV   ~ days in vitro 
DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium 
Dnmt   DNA methyltransferase 
E~   Embryonic day ~ 
EdU  Ethynyldeoxyuridine 
EGFP  Enhanced GFP 
EGTA  Ethylene glycol tetraacetic acid 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase 
GABA  Gamma-aminobutyric acid 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GFP   Green fluorescent protein 
HAT   Histone acetyltransferase 
HDAC  Histone deacetylase 
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HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HMT   Histone methyltransferase 
HP1   Heterochromatin protein 1 
IMZ   Intermediate zone 
IRES   Internal ribosome entry site 
JHDM  Jumonji domain-containing histone demethylase 
JNJD  Jumonji domain-containing protein 
Luc  Luciferase 
MAPK  Mitogen-activated protein kinase 
MBD  methyl-CpG-binding domain protein 
MeCP2  Methyl CpG binding protein 2 
MEK  Mitogen/extracellular signal-regulated kinase 
MSK  Mitogen and stress activated protein kinase 
P~   Postnatal day ~ 
Pax6  paired box 6 
PBS   Phosphate-buffered saline 
PCR   Polymerase chain reaction 
PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 
PKA  Protein kinase A  
Pol II   RNA Polymerase II 
RNAi   RNA interference 
SDS   Sodium dodecyl sulfate 
shRNA  short hairpin RNA 
SUMO  Small ubiquitin-like modifier 
Suv39h1  Suppressor of variegation 3–9 homologue 1 
SVZ   Subventricular zone 
SWI/SNF  Switch/sucrose nonfermentable 
TBS   Tris-buffered saline 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
VZ   Ventricular zone 
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緒言 

 
私達の脳は、体全体を機能的にコントロールするだけでなく、思考や情動な

ど精神活動にも重要な役割を担っている。脳がこのような高次機能を司るため

には、膨大な数のニューロンやグリアが作り出す、複雑且つ秩序だったネット

ワークの形成が必須である。このネットワーク網を形成するには、個々のニュ

ーロンがその成熟過程において、正しく突起を伸長し、他のニューロンと正確

に連結することが欠かせない。では、個々のニューロンはどのようにして正し

く成熟するのだろうか。また、ニューロンは多数の独特な形質を発現するが、

ニューロン成熟過程において、どのようにして多数の形質を獲得することがで

きるのだろうか。 
本研究において、私はネットワークの主たる構成要素であるニューロンに関

して、その成熟の調節について解析を試みた。そして、ニューロンが数多くの

独特な形質を協調的に獲得するメカニズムの解明を目指した。特に遺伝子発現

に重要だと考えられるクロマチン制御因子に着目し、HP1γならびにそのリン酸
化がニューロン成熟に寄与することを明らかにした。 
本博士論文においては、この結果について報告する。 
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序論 
 

ニューロンの分化、成熟 
 
	 我々の脳は、外界からの情報を処理し生物の複雑な思考や行動を司るという、

非常に高度な機能を有する器官である。脳は主に、様々な種類のニューロンと、

アストロサイトやオリゴデンドロサイトなどのグリア細胞から構成されている。

中でもニューロンは、外界からの情報を処理するために中心的な役割を果たす

細胞であり、ニューロンが適切な神経回路網を形成することが脳の機能発揮に

重要であると考えられている。一般に、ニューロンは他のニューロンからの入

力を多数の樹状突起や細胞体上で受容する。受容された様々な入力は細胞体で

統合され、入力の総和に応じて軸索から他のニューロンにシグナルを出力する。

このようにして、ニューロンは神経回路網の素子として機能していると考えら

れる。ニューロン同士のシグナルの入出力の場となる接合部はシナプスと呼ば

れ、分子的、形態的に非常に特徴的な構造を有している。また、ニューロンは

情報伝達の手段として、膜電位変化による電気的信号を用いている。ニューロ

ンは分極した膜電位を保持し、また興奮時には脱分極反応を生じる。実際には、

定常状態において細胞内は細胞外に比べておよそ-70 mV負の電位 (静止膜電位)
を示す。また、外部刺激などによる興奮時には膜電位は+40 mV程度まで上昇す
る。このような膜電位確立や膜電位変化を起こすために、ニューロンの細胞膜

上にはナトリウムチャネルやカリウムチャネル、ナトリウム-カリウム交換イオ
ンポンプなど、膜電位を変化させるために必要な多種のチャネルやポンプなど

が存在する。 
 
	 このように、ニューロンは軸索や樹状突起、シナプス、分極した細胞膜など、

分子的、形態的に独特な形質を有している。これらの形質の多くは、ニューロ

ンが産生され、適切な場所へと移動した後に獲得されると考えられている。本

研究で着目する発生期大脳新皮質においては、ニューロンは脳室帯 (Ventricular 
zone, VZ)と呼ばれる脳室に面した領域に存在する未分化な神経系前駆細胞から
産生される。産生されたニューロンはVZを離れ、脳室下帯 (Subventricular zone, 
SVZ)、中間帯 (Intermediate zone, IMZ)を通って、皮質板 (Cortical plate, CP)
へと到達する。脳表層へと到達したニューロンは移動を停止し、定着する 
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(Gupta et al. 2002)。そして、軸索、樹状突起形成や膜電位の変化に必須なチャ
ネル類の発現、シナプス構成因子群の発現など、多くの形質を移動完了後に獲

得し、複雑で緻密な神経回路網が形成される。 
	 ニューロンの成熟過程においては、各々の形質に関わる多数の遺伝子の転写

状態が変化することが重要であると考えられる。ここで、本研究におけるニュ

ーロンの成熟過程とは、神経系前駆細胞がニューロンに運命決定し 終分化し、

移動停止後に様々なニューロン特異的形質を獲得していく過程である。実際に、

マイクロアレイを用いた解析から、ニューロンの成熟過程において、7,000個近
い遺伝子の発現様式が変化することが知られている (Kaur et al. 2014)。しかし
ながら、ニューロンの成熟過程において、どのようにして多数の遺伝子群が協

調的に制御されるかについては、ほとんど明らかにされていない (Figure i)。 
 
	 ニューロンは様々な外部からの情報を処理し、伝達していく。外部からのシ

グナルは、ニューロンの成熟を調節することが良く知られている。マウス大脳

新皮質においても、外部シグナルが、ニューロンの軸索、樹状突起などの伸展

に寄与することが報告されている (Cancedda et al. 2007; Mizuno et al. 2007; 
Wang et al. 2007)。また、神経活動や神経栄養因子などの外部シグナルの下流で
活性化するシグナル伝達経路が、ニューロンの成熟に寄与することも報告され

ている (Dijkhuizen & Ghosh 2005; Ageta-Ishihara et al. 2009)。このような外部
シグナルによるニューロン成熟においても、多数の遺伝子の転写状態の変化す

ることが知られている (Lin et al. 2008)。 
 
 
クロマチンと遺伝子の発現 
 
	 真核生物においては、非常に長いゲノムが核内に収納されている。これを可

能にするために、ゲノムはクロマチンと呼ばれる構造をとっている。クロマチ

ンは、およそ146 bpのDNAがコアヒストン8量体に巻きついたヌクレオソーム構
造を 小単位とする。それがさらに折りたたまれて、30 nmファイバーなど、様々
な高次構造をとる。このようにヌクレオソームが折りたたまれる際には、ヒス

トンH1などのリンカータンパク質やその他の構成因子が寄与する。 
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	 クロマチンの構造は、その部位に存在する遺伝子の転写状態と密接に関係し

ている。例えば、クロマチンの凝集が少ない部位に存在する遺伝子は、転写因

子などがよりDNAに接近しやすいために転写されやすくなっている。逆に、ク
ロマチンがより凝集した部位では、転写されにくくなっていることが知られて

いる。 (Figure ii)。このように、遺伝子の発現制御にクロマチンの凝集状態が深
く関与していると考えられる。クロマチンの凝集状態は、コアヒストンN末端の
修飾やDNAのメチル化、さらにそれらを認識するクロマチンリモデリング因子
やDNA結合タンパク質、ヒストン結合タンパク質などによって制御される。 
 
 
クロマチン状態の制御 
 
	 ヌクレオソームを構成するコアヒストンのN末端は、ヒストン8量体から突き
出ているため、様々な修飾を受けることが知られている。具体的には、メチル

化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、SUMO化などである (Kouzarides 
2007)。なかでも、メチル化、アセチル化に関して遺伝子の転写制御への寄与が
数多く報告されている。 
	 ヒストンのメチル化は、主にリジン残基 (K)とアルギニン残基 (R)に起こる。
非常に多く報告されているが、例えば、ヒストンH3のK4、K9、K27やヒストン
H4のR3、K20などである。 (Portela & Esteller 2010) (Figure iii)。ヒストンのメ
チル化は、ヒストンメチル化酵素	 	 (Histone methyltransferase, HMT) によって
付与され、脱メチル化酵素 (Histone Demethylase) によって外されることが知
られている。それぞれのリジン残基、アルギニン残基に対して、特異的なヒス

トンメチル化酵素、脱メチル化酵素が存在する。例えば、H3K9のメチル化酵素
としてSUV39H1,2やG9a、脱メチル化酵素としてJumonjiファミリータンパク 
(JHDM2AやJMJD2A、JMJD2C)が知られている (Zhang & Reinberg 2001)。 
	 ヒストンのアセチル化は、リジン残基に起こることが知られている。例えば、

ヒストンH3のK9、K14やヒストンH4のK16、K20などである (Figure iii)。これ
らのアセチル化は、ヒストンアセチル基転移酵素 (Histone acetyl transferase, 
HAT) によって付与され、ヒストン脱アセチル化酵素 (Histone deacetylase, 
HDAC) によって外されることが報告されている。 
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	 DNAのメチル化は、遺伝子のプロモーター領域に存在するCpG配列上のシト
シン5位の炭素 (C)にメチル基が付与され、5-メチルシトシン  
(5-methylcytosine, 5mC)となることで起こる。この反応は、DNAメチル化酵素 
(DNA methyltransferase, DNMT) DNMT1、DNMT3A、DNMT3Bによって触媒さ
れる。また、近年Tetファミリータンパク質がメチル化シトシンをヒドロキシメ
チルシトシン (5-hydroxymethylcytosine; 5hmC)へと変化させる働きがあること
が報告されている (Ito et al. 2010)。この5hmCは、5mCと局在が異なり、ユー
クロマチンのような転写が許容されている領域に起こっていることが知られて

いる (Mellen et al. 2012)。 
	 DNAのメチル化、ヒドロキシメチル化は、MeCP2やMBDといった分子に認識
され、遺伝子の転写を抑制すると考えられている。MeCP2は、BDNFなど多く
のニューロン関連遺伝子のメチル化されたDNAに結合し、HDACなどの様々な
co-repressorを誘導することで転写を抑制することが知られている。 
	  
	 その他にも、ATP依存性クロマチンリモデリング複合体がクロマチン状態を
制御することが知られている。この複合体は、ATP加水分解によって得られる
エネルギーを用いてクロマチン構造を変化させていると考えられている 
(Mohrmann & Verrijzer 2005)。 
 
 
ニューロン成熟とクロマチン状態の制御因子 
 
	 これまでに、前述のクロマチン状態を制御する因子とニューロンの分化・成

熟との関連が報告されている。例えば、Class II HDACの一つであるHDAC9は、
神経活動によってリン酸化され、核外へと移行する。リン酸化変異体を用いた

実験から、この神経活動依存的なHDAC9の核外移行は、c-fosの発現に重要であ
ること、また樹状突起の伸展に寄与することがわかっている (Sugo et al. 2010)。 
	 また、DNAメチル化の一つである5hmCは、大脳新皮質のニューロン成熟に従
い、核全体で増加することが観察されている (Hahn et al. 2013)。5mC、5hmC
に結合することが知られているMeCP2は、ゲノム上複数の場所に存在し、グロ
ーバルにクロマチン状態、遺伝子の転写状態を制御することが示唆されている 
(Mellen et al. 2012; Baker et al. 2013)。さらに、MeCP2は神経活動依存的にリ
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ン酸化され、そのリン酸化が樹状突起形成やシナプス伝達に影響を与えること

が報告されている (Cohen et al. 2011)。 
	 さらに、ニューロンの成熟過程において、SWI/SNFクロマチンリモデリング
複合体の構成因子の発現が変化することがわかっている。ニューロンに分化す

る際に、Baf45b, Baf45c、Baf53bの発現が増加する。また、Baf53bを含むnBaf
複合体は、CRESTと共役し、Ephexin1の発現量を調節することにより神経活動
依存的な樹状突起の伸長に寄与している(Wu et al. 2007)。また、神経活動依存
的なSWI/SNF複合体の働きには、Ca2+シグナルにより活性化するCRESTが重要
な働きを果たすことがわかっている (Qiu & Ghosh 2008)。 
	 このように、多くのクロマチン制御因子がニューロン成熟に寄与することが

示唆されている。しかし、ここに挙げた以外のクロマチン構成因子や制御因子

に関しても、ニューロン成熟に寄与する可能性は十分考えられる。 
 
 
Heterochromatin protein 1 (HP1) 
 
	 Heterochromatin protein 1 (HP1)は、非ヒストン染色体タンパク質であり、構
成的ヘテロクロマチンの構成因子として同定された (Eissenberg et al. 1990)。
HP1ファミリータンパクは、出芽酵母を除くほぼ全ての真核生物で保存されて
おり、ヘテロクロマチンの形成や維持、染色体分配、遺伝子発現の調節に寄与

することが知られている (Fanti & Pimpinelli 2008)。一般的に、HP1ファミリー
タンパクは2つのよく保存されたドメインを保持している。N末端側に存在する
chromodomain (CHD)はクロマチンへの結合に必要であり、C末側に存在する
chromoshadow domain (CSD)はタンパク間の結合に重要であると考えられてい
る (Paro & Hogness 1991; Aasland & Stewart 1995; Bannister et al. 2001)。ま
た、これら2つのドメイン間にあるhinge regionは多様であり、クロマチンやDNA、
RNAなどとの結合に重要であると考えられている (Zhao et al. 2000; Meehan et 
al. 2003)。HP1は、CHDによってH3K9のメチル化を認識する。また、HP1はH3K9
メチル化のHMTであるSuv39H1と結合することが知られており、H3K9のメチル
化ドメインの調節に重要な役割を果たす (Stewart et al. 2005)。また、HP1は
DNMTと結合することも報告されており、DNAのメチル化を介して転写抑制に
寄与することも可能だと考えられる (Fuks et al. 2003)。さらに、HP1はLaminB
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などの核膜の構成因子や、ヒストンH1との結合も知られており、核内でのクロ
マチンの局在や構造の制御に重要な役割を担うことが示唆されている 
(Kourmouli et al. 2000; Nielsen et al. 2001; Kwon & Workman 2008)。 
	 マウスには、HP1α、HP1β、HP1γ (cbx5、cbx1、cbx3)の3つのアイソフォー
ムが存在する (Figure iv)。HP1ファミリータンパクは、アイソフォームに共通
の機能だけではなく、アイソフォーム特異的な機能を有することが示唆されて

いる。特に、HP1α、HP1βがヘテロクロマチンに局在する一方で、HP1γ がユー
クロマチンに局在することが示唆されている  (Minc et al. 2000; Kwon & 
Workman 2011)。また、アイソフォーム間で結合タンパクが異なることが知ら
れている (Lomberk et al. 2006)。特にHP1γは、転写を正に制御する因子として
注目されている。ゲノムワイドな解析から、HP1γが転写活性化している遺伝子
領域に結合していること、HP1γの欠失によって標的遺伝子の発現が減少するこ
とが報告されている (Smallwood et al. 2012)。Drosophilaにおいては、マウスの
HP1γに相当するHP1cに関して、その変異体に神経関連遺伝子の発現様式に異常
がみられることや、アイソフォームの中でHP1cがNeurotrophin 1などいくつか
の神経関連遺伝子を標的としていることが知られている (Font-Burgada et al. 
2008; Lee et al. 2013)。このことは、HP1ファミリーの中でも、HP1c、HP1γが
神経系において何らかの機能を有していることを示唆する。しかしながら、マ

ウスにおけるHP1γの神経系における機能については、ほとんど明らかにされて
いない。 
 
 
HP1γとリン酸化 
 
	 コアヒストンやヒストンH1などのクロモソームを構成するタンパク質におい
て、翻訳後修飾の重要性が考えられている。前述のように、ヒストン修飾は様々

なタンパク質との結合に重要である。また、H1のリン酸化はH1とクロモソーム
との結合を制御することがわかっている。HP1に関しても、これまでいくつか
の翻訳後修飾に関する報告がある。 
	 本研究で着目するHP1γに関しては、Hela細胞にてPKAの下流でHP1γがリン酸
化され、ユークロマチン上に局在することやPol IIと今日局在すること、また、
リン酸化HP1γがスプライシングに正に関わることが示唆されている (Lomberk 
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et al. 2006; Saint-Andre et al. 2011)。さらに、マクロファージにおいてリン酸化
HP1γが転写伸長に寄与することなどが報告されている (Thorne et al. 2012)。こ
れらの報告は、他のクロマチン構成タンパクと同様に、HP1γのリン酸化が、そ
の機能調節に重要である可能性を示唆している。しかしながら、神経系におけ

るHP1γのリン酸化やその機能に関しては、全くわかっていない。 
 
 
	 そこで本研究ではまず、発生期マウス大脳新皮質におけるHP1γの機能につい
て解析を行った。さらに、ニューロン成熟に寄与することが良く知られている

外部シグナルとHP1γ、HP1γリン酸化の関連について検討した。本論文では、
HP1γならびにHP1γリン酸化に関して得られた結果を報告する。 
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Figure i. ニューロン成熟に伴い、多数の遺伝子群の発現様式が変化する	 

軸索

樹状突起

シナプス形成 膜電位確立

ニューロン分化・成熟

シナプス形成シナプス形成

軸索・
樹状突起伸展

多数の遺伝子群の	  
協調的な制御？	  

Figure ii. ある遺伝子座におけるクロマチン状態と遺伝子の発現制御

(藤井佑紀、博士論文より抜粋)
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Figure iii. ヒストンには様々な修飾が起こり、これらを認識して結合するタンパク質が存在する

(a)コアヒストンには様々な修飾が入ることが報告されている。A, アセチル化、M, メチル化、P, 
リン酸化を示す。

(b)それぞれのヒストン修飾を認識するドメインとタンパク質。

(Portela and Esteller, 2010より抜粋)

(Kouzarides, 2007より抜粋)

(a)

(b)



14	 

Figure iv. マウスにおけるHP1アイソフォーム

(Kwon and Workman, 2008より抜粋)
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材料と実験方法 
 
ノックアウトマウス作成および動物の取り扱い 
 
	 HP1γ (cbx3)fl/flマウス (Accession No. CDB0558K: 
http://www.cdb.riken.jp/arg/mutant%20mice%20list.html)は以下の手順で作成を
行った。Cbx3 DNAは、マウスR1ゲノムライブラリのバクテリア人工染色体
(BAC)クローンより取得した。標的ベクターは、cbx3の第3 エクソンの上流から
第4 イントロンまでを含有する約12 kbのDNA断片を用いた。陽性、陰性の選別
には、ネオマイシン耐性遺伝子、ジフテリアトキシンAサブユニット遺伝子をそ
れぞれ使用した。条件的ノックアウトを行うために、ネオマイシン耐性遺伝子

の両側にflippase標的配列を、cbx3第3 エクソンの両側にloxP 配列を、それぞ
れ配置した。マウスES細胞への標的ベクターの導入およびスクリーニングは、
以前の報告通り行った(http://www.cdb.riken.jp/arg/Methods.html)。ネオマイシン
耐性遺伝子は、flippase発現マウス(019100; The Jackson Laboratory)との交配に
より除去した。野生型のICR マウスは日本クレア、チャールズリバー、三協ラ
ボより購入した。マウスの飼育および実験は、全て東京大学実験動物取り扱い

基準に基づいて行った。 
 
 
発現ベクター 
	 pCAG-IRES-EGFP (pCAGIG)は、Drs. C.L. Cepko and T. Matsudaよりご供与
いただいた。pCaMKII-Creは、Drs. S. Takemoto–Kimura and H. Bitoよりご供与
いただいた。pCAG2-IRES-EGFP (pCAG2IG)は、pCAGIGを元に当研究室にて
制限酵素サイトを改変し作成した。pCAG-mCherryは、pCAGIGを元に当研究室
にて作成した。pSirenはClontechより購入した。pCAG2IG-HP1γは、FANTOM2
よりHP1γ (cbx3, AK083957)のCDSをクローニングし、pCAG2IGに導入し作成
した。pCAG2IG-HP1γ-S93Aは、pCAG2IG-HP1γを鋳型にS93のコドンTCTが
GCTになるようプライマーを設計し、PCR法にて変異を導入した。Myc標識を
付加したHP1γ、HP1γ S93Aは、pCAG2IG-HP1γ、pCAG2IG-HP1γ-S93Aよりサ



 16 

ブクローニングし、pCS4-2Mycに移し替えて作成した。Myc標識を付加したHP1γ、
HP1γ S93Aは、レンチウイルス作成のために、cFUGWに載せ替えた。cFUGW
は、Dr. H. Songよりご供与いただいた (Lois et al. 2002; Duan et al. 2007)。 
 
 
RNA干渉法 
	 pSIREN-shLuc (Control shRNA)、pSIREN-shHP1γ (HP1γ shRNA)はBD 
BioscienceとClontechの説明書通りに行った。ターゲット配列は以下の通りであ
る。shHP1γ, 5’—GAAGAAGAGAGATGCTGCTGA—3’;  
shLuc, 5’—GTGCGTTGCTAGTACCCAC—3’ 
 
 
抗体 
	 本研究で用いた抗体と希釈倍率を以下に示す。 
<一次抗体> 
細胞免疫染色ならびに組織免疫染色 
 chick polyclonal anti-GFP  1:2000, (Chemicon, ab16901) 
 goat polyclonal anti-Brn2  1:200, (Santa Cruz, sc-6029) 
 mouse monoclonal anti-HP1γ 1:1000, (Chemicon, MAB3450) 
 rabbit polyclonal anti-GFP  1:1000, (MBL, 598) 
 rabbit polyclonal anti-DsRed 1:500, (Clontech, 632496) 
 rabbit polyclonal anti-Pax6  1:1000, (Millipore, ab2237) 
 rabbit polyclonal anti-Cux1  1:200, (Santa Cruz, sc-13024) 
 rat monoclonal anti-BrdU  1:100, (Abcam, ab6326) 
 rat monoclonal anti-Ctip2  1:200, (Abcam, ab18465) 
ウェスタンブロット 
 mouse monoclonal anti-HP1γ 1:500, (Chemicon, MAB3450) 
 mouse monoclonal anti-βIII-tubulin 1:1000, (Covance, MMS-435P) 
 mouse monoclonal anti-β-actin 1:1000, (Sigma, A2228) 
 mouse monoclonal anti-GAPDH 1:500, (Millipore, MAB374) 
 rabbit monoclonal anti-CREB 1:500, (Cell Signaling, #9197) 

rabbit monoclonal anti-phospho-CREB (S133)  
1:500, (Cell Signaling, #9198) 
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 rabbit monoclonal anti-Akt  1:1000, (Cell Signaling, #4691) 
rabbit polyclonal anti-phospho-Akt (S473) 

   1:1000, (Cell Signaling, #9271) 
rabbit polyclonal anti-ERK1/2 1:1000, (Promega, V1141) 
 
rabbit polyclonal anti-phospho-ERK1/2 (T183,T185)  

1:1000,(Promega, V8031) 
rabbit polyclonal anti-phosphoS93-HP1γ  

  1:500, (Cell Signaling, #2600) 
<二次抗体> 
細胞免疫染色ならびに組織免疫染色 
 Alexa Fluor 488, 546, 555, 594, 633, 647  

1:500, (Molecular Probes) 
ウェスタンブロット 
 Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody 
     1:10000, (GE Healthcare) 
 
 
レンチウイルス作成 
 
	 Cre リコンビナーゼならびに Cre リコンビナーゼ欠損変異体 (control)を発現
するレンチウイルスベクターは、Drs. M. Shimojo and A. Maximovよりご供与い
ただいた。HIV-1 パッケージングベクター (Δ8.9)ならびに VSVG (vesicular 
stomatitis viral envelope)ベクターは、Dr. H. Songよりご供与いただいた (Lois 
et al. 2002; Duan et al. 2007)。レンチウイルスの作成には、293FT細胞を用い
た。293FT細胞は、DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco)に、
10% FBS (JRH Biosciences)、1% penicillin-streptomycin (Invitrogen)を添加した
培地を用いて、37℃インキュベータ内で培養した。まず、レンチウイルスベク
ター (10 µg)、Δ8.9 ベクター (5 µg)、VSVGベクター (10 µg)を、Lipofectamine 
2000 (Invitrogen)を用いて 6.0×106個の 293FT細胞に遺伝子導入した。遺伝子
導入は、説明書の通り行った。8~10 時間後、DMEM/F12 混合培地 (1:1, v/v, 
Gibco)に 2% B27 supplement (Invitrogen)を添加した培地に交換した。60~72時
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間後、培養上清を 4℃、2,500 rpmで 5分間遠心し、0.45 µmフィルターを用い
て濾過することで上清中の塵を除いた。濾過液を、4℃、25,000 rpmで 90分間
超遠心し濃縮した後、PBS (phosphate-buffered saline)で再懸濁した。 
 
 
細胞培養 
 
	 NIH3T3細胞は、DMEM (Sigma)に 10% FBS、1% penicillin-streptomycinを添
加した培地を用いて培養した。NIH3T3 細胞への遺伝子導入は、Lipofectamine 
Plus (Invitrogen)を用いて、説明書の通り行った。 
 
 
In vitro初代培養 
 
	 胎生14.5 日目のICR マウスもしくは胎生15.5日目のHP1γfl/flマウスより、表皮、

頭蓋、脳髄膜、嗅球、大脳基底核、海馬を取り除き、大脳新皮質を単離した。

得られた大脳新皮質を、0.1% trypsin、DNase I (0.1 mg/ml, Roche)、
hyaluronidase (0.67 mg/ml, Sigma)を含むartificial cerebrospinal fluid (aCSF: 
124 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.1 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 1.3 mM MgCl2, 10 
mM glucose)中で37℃、10 分間温浴し、その後trypsin inhibitor (0.7 mg/ml, 
Sigma)を含むaCSF を等量加えた。遠心分離により処理した大脳新皮質を収集
し、Neurobasal (Gibco)中で細胞を分散した。得られた細胞を、Neurobasalに1% 
penicillin-streptomycin、2% B27 supplement、1% GlutaMAX (Gibco)を添加した
培地を用いて、poly-D-lysine でコートされた培養皿にて単層培養した。 
	 高濃度カリウム処理、BDNF (Sigma, B3795)処理を行う際には、処理前に培
地を Control tyrodes溶液に置換し、5分間 37℃にて平衡化した。その後、90 mM 
K+となるように調製した Tyrodes溶液、BDNFを含む Control tyrodes溶液にて
処理を行った。各阻害剤を用いる際は、平衡化前30分培地に各阻害剤を添加し、
その後の処理中も各阻害剤を含む溶液にて処理を行った。Control、90 mM K+ 
tyrodes溶液の組成は以下のとおり。Control tyrodes溶液 (25 mM Hepes (pH 
7.4) (nacalai, 17546-34)、0.1% BSA (Sigma, A2153)、30 mM glucose (Kanto 
chem., 10017-00)、129 mM NaCl (Kanto chem., 37144-00)、5 mM KCl (Wako, 
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163-03545)、1 mM MgCl2 (Kanto chem., 07058-00)、2 mM CaCl2 (Kanto chem., 
25009-00)); 90 mM K+ tyrodes溶液 (25 mM Hepes (pH 7.4)、0.1% BSA、30 mM 
glucose、44 mM NaCl、90 mM KCl、1 mM MgCl2、2 mM CaCl2) 
 
 
子宮内電気穿孔法 (In utero electroporation) 
 
	 子宮内電気穿孔法は、以前の報告通りに行った (Itoh et al. 2007; Tabata et al. 
2009)。各発生時期の妊娠マウスにペントバルビタール酸ナトリウムを用いて麻
酔をかけた後、腹中線に沿って開腹し、子宮を取り出した。子宮壁の外よりキ

ャピラリーを用いてプラスミド溶液を胎仔の側脳室へ注入した。プラスミド溶

液は、Hanks Buffer中に、細胞標識のための pCAGIGもしくは pCAG-mCherry
を 1 µg/µl含む計 5 µg/µlで調製し、Fastgreenで着色し可視化した。エレクトロ
ポレーター (CUY21E, Tokiwa Science)を用いて、35 V、50 msの電気パルスを
950 ms間隔で 2~4回流した。その後、子宮を母体中に戻して腹部を縫合し、発
生を引き続き進行させた。各時期において、新生仔の脳を単離し、組織免疫染

色にて解析した。 
 
 
BrdU, EdU投与 
 
	 PBS中に調製した BrdU、EdUをそれぞれ 50 mg/kg、5 mg/kgとなるように、
各発生時期の妊娠マウスに腹腔注射にて投与を行った。BrdUの検出は免疫染色
を用いて、EdUの検出は Click-iT EdU Imaging kit (Invitrogen)を用いて行った。 
 
 
細胞免疫染色 
 
	 細胞免疫染色は、以前の報告通りに行った (Hirabayashi et al. 2009)。細胞を
4% paraformaldehyde (PFA)/PBSを用いて室温で 20分間固定し、続いて 0.2% 
Triton X-100/PBS を用いて室温で 10 分間細胞透過処理を行った。3% Bovine 
serum albumin (BSA, Sigma)/PBSでブロッキングを行った後、3% BSA/PBS中
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で一次抗体反応を 4℃にて一晩行った。PBSで洗浄後、3% BSA/PBS中で二次
抗体反応と Hoechst 33342 (Molecular Probes)による核染色を室温で 30分間行
い、Mowiolを用いて封入した。共焦点顕微鏡 LSM510 (Zeiss)または TCS-SP5 
(Leica)により染色像を取得し、Photoshop CS software (Adobe)を用いて画像処
理を行った。 
 
 
組織免疫染色 
 
	 組織免疫染色は、以前の報告通りに行った (Hirabayashi et al. 2009)。ICRマ
ウス胎仔または新生仔を、4% PFA/PBSを用いて灌流固定した後、終脳を取り
出した。取り出した終脳を、4% PFA/PBSを用いて 4℃にて 2~6時間、後固定
した。固定した終脳を PBSで洗浄した後、30% sucrose/PBS (w/v)中に浸し、4℃
にて一晩放置した。その後、OCT compound (Sakura Finetek)中に終脳を包埋し、
ドライアイスを用いて冷凍した。包埋した終脳より、厚さ 14もしくは 50 µmの
組織切片を作成した。作成した組織切片を室温にて数時間風乾した後、0.1% 
Triton X-100を含む TBS (Tris-buffered saline) (TBS-T)中に 30分間浸し、切片周
囲の OCT compoundを除去した。3% BSA/TBS-Tを用いてブロッキングを行っ
た後、3% BSA/TBS-T中で一次抗体反応を 4℃にて一晩行った。TBSで 2回洗
浄した後、3% BSA/TBS-T中で二次抗体反応と Hoechst 33342による核染色を
室温で 1~2時間行った。TBS-Tで 3回洗浄した後、Mowiolを用いて封入した。
EdUを用いた標識、検出は、Click-iT EdU Imaging kit (Invitrogen)を用いて、説
明書の通り行った。共焦点顕微鏡 LSM510 (Zeiss)または TCS-SP5 (Leica)によ
り染色像を取得し、Photoshop CS software (Adobe)を用いて画像処理を行った。 
 
 
ウェスタンブロット 
 
	 細胞または脳組織を液体窒素により急速冷凍した後、Lysis buffer (20mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10mM β-glycerophosphate, 5mM EGTA, 1mM 
Na4P2O7, 5mM NaF, 0.5% Triton X-100, 1mM Na3VO4, 1mM dithiothreitol, 
1mg/ml aprotinin)を用いて溶解した。脳組織については、溶解時に27G注射針に
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て注意深く組織を破壊した。溶解液にSample buffer (62.5mM Tris-HCl, 2% SDS, 
10% glycerol, 0.001% BPB, 5% β-mercaptoethanol)を加えて懸濁し、95℃にて
10分間処理した。回収したサンプルをSDSポリアクリルアミド電気泳動によっ
て分離し、ニトロセルロース膜またはポリフッ化ビニリデン膜に転写した。転

写した膜を3% BSA/TBS-T (0.05% Triton X-100)を用いて室温で1時間ブロッキ
ングした。その後、5% BSA/TBS-T中で一次抗体反応を4℃にて一晩行った。
TBS-Tで洗浄後、0.5% スキムミルク/TBS-T中で二次抗体反応を室温にて1時間
行った。TBS-Tで洗浄後、Western Lightning Chemiluminescence Reagent 
(Perkin Elmer) を用いて検出を行った。 
 
 
逆転写(Reverse transcription; RT)-PCR 
 
	 RNAは、TRIzol (Invitrogen)を用いて、説明書通りに精製した。逆転写は、2 µg
の RNAと oligo d(T)12-18プライマー (Invitrogen)、ReverTra Ace (TOYOBO)を用
いて行った。得られた cDNAは、SYBR Premix Ex Taq (Takara)を用いて、Roche 
LightCyclerにて定量 PCRによって定量した。各遺伝子のmRNA量はβ-actinの
mRNA量で標準化した。以下に、定量 PCRに用いたセンス、アンチセンスプラ
イマーを示す。 
HP1γ,  5’- AAG TTG AAG AGG CAG AGC -3’, 
 5’- ATT ATC AGC ATC TGT GAA CCC -3’, 
β-actin, 5’- AAT AGT CAT TCC AAG TAT CCA TGA AA -3’, 
 5’- GCG ACC ATC CTC CTC TTA G -3’, 
 
 
画像解析 
 
	 画像解析には ImageJを使用した。核内における HP1γの蛍光輝度の定量にお
いて、Hoechst像により核を定義し、その領域での単位面積当たりの HP1γ蛍光
輝度を測定した。脳室帯、脳室下帯、中間帯、皮質板は、Hoechst 像での核の
配向、分布などを考慮して定義した。In vitro初代培養系における神経突起の定
量において、ImageJ プラグインである NeuronJ を使用した (Meijering et al. 
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2004)。定量に際して、一番長い突起を軸索と定義した。手作業により突起をト
レースし、その後 excelを用いて処理を行い、突起の合計長や先端の数などを測
定した。死細胞については、Hoechst 像において核の凝縮が見られる細胞の割
合を定量した。In vivoでの軸索蛍光輝度の定量において、脳梁へ進入、正中線
を交差、脳梁を通過する場所にそれぞれ幅が等しい長方形を定義し、長方形内

の蛍光輝度を測定した。約 250 µm間隔の連続切片を用い、体性感覚野において
測定を行った。 
 
 
統計処理 
 
	 定量データのエラーバーは標準偏差あるいは標準誤差である。値の比較は、

Studentの t検定、Mann-Whitney U検定、One-way ANOVA、Tukey-Kramer検
定のいずれかで比較し、P値が 0.05より小さい場合有意に差があるとした。グ
ラフ中において、＊: P < 0.05、＊＊: P < 0.01を示す。 
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結果 
 
発生期マウス大脳新皮質において、ニューロン成熟に伴ってHP1γの発現
量が増加する 
 
	 発生期のマウス大脳新皮質でのHP1γの発現様式を検討するために、マウス脳
切片を用いてHP1γ抗体による免疫染色を行った。胎生14.5 日目(Embryonic day 
14.5; E14.5)、またはE16.5マウス胎仔より作成した脳切片を、HP1γ抗体を用い
て免疫染色した。その結果、大脳新皮質においてHP1γ抗体によるシグナルが検
出されたことから、発生期大脳新皮質においてHP1γが発現していることがわか
った (Fig. 1A-B)。そこで、大脳新皮質内でのHP1γの発現様式をさらに検討する
ために、E16.5マウス胎仔より作成した組織切片を用いて、HP1γ抗体、Pax6抗
体による免疫染色を行った。Pax6は、神経系前駆細胞で発現していることが知
られている。Pax6陽性領域とHoechstによる核染色から、大脳新皮質を脳室帯 
(ventricular zone; VZ)、脳室下帯 (subventricular zone; SVZ)、中間帯 
(intermediate zone; IMZ)、皮質板 (cortical plate; CP)の領域に分割した。そして
各領域において、核内での単位面積当たりのHP1γ染色輝度を定量した。その結
果、ニューロンが存在するCPにおいて、未分化な細胞が存在するVZやSVZ、移
動中の細胞が存在するIMZに比べてHP1γ染色輝度が高くなっていた (Fig. 
1C-D)。また、IMZにおいてVZ、SVZに比べてHP1γ染色輝度が高く、いくつか
の細胞はCPでの染色輝度と同等の輝度を有していた。ここで、HP1γ抗体を用い
た免疫染色については、HP1γの条件的遺伝子破壊によってシグナルが検出され
なくなることを確認している (Fig. 11C)。以上の結果は、HP1γの発現量がニュ
ーロン移動や成熟に伴って増加することを示唆している。 
 
	 マウス大脳新皮質は、層構造をとり、それぞれの層には特定の種類のニュー

ロンが存在することが知られている。そこで次に、HP1γの発現量がニューロン
の種類のよって異なるのか検討を行った。生後7 日目 (postnatal day 7; P7)マウ
ス新生仔より脳切片を作成し、HP1γ抗体といくつかのマーカー分子抗体を用い
て免疫染色を行い、核内での単位面積あたりのHP1γ染色輝度を定量した。その
結果、Brn2陰性かつCux1陽性の第IV層ニューロンに比べて、Brn2陽性かつCux1
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陽性の第II/III層ニューロンにおいてHP1γ染色輝度が高くなっていた (Fig. 2A-B)。
さらに、Ctip2陽性の第V層ニューロンにおいて、Cux1陽性の第II~IV層ニューロ
ンに比べて、HP1γ染色輝度が高くなっていた(Fig. 2C-D)。これらの結果は、HP1γ
の発現量がニューロンの種類によって異なること、さらに言えば、第II/III層、第
V層の錐体ニューロンにおいて第IV層ニューロンよりも発現量が高いことを示
唆している。 
 
	 では、HP1γの発現量はどのようなタイミングで増加するのか。HP1γの発現量
増加のタイミングをより詳細に検討するために、Birthdate解析を行った。本研
究では、E12.5にbromodeoxyuridine (BrdU)を、E16.5にethynyldeoxyuridine 
(EdU)をそれぞれ妊娠マウスの腹腔内に投与した。BrdU、EdUはそれぞれ、分裂
を繰り返す神経系前駆細胞では希釈されていくが、投与後すぐに 終分化した

ニューロンでは保持されると考えられる。P0またはP5にて新生仔の脳切片を作
成しHP1γ抗体、BrdU抗体で免疫染色を行った。EdUの検出には、Click-iT EdU 
Imaging Kitを用いた。P0においては、核の形状から判断するに、BrdU保持細胞
は移動を完了している一方でEdU保持細胞は移動中であると考えられる。この
時、核内での単位面積当たりのHP1γ染色輝度を定量したところ、EdU保持細胞
に比べてBrdU保持細胞で染色輝度が高くなっていた (Fig. 3A, C)。また、EdU
保持細胞の中でも、VZからIMZに存在する細胞に比べて、CPへと侵入した細胞
ではHP1γ染色輝度が高かった (Fig. 3C)。これに対して、BrdU保持細胞、EdU
保持細胞共に移動を完了したと考えられるP5においては、HP1γ染色輝度は同程
度に観察された (Fig. 3B)。以上の結果は、HP1γの発現量がニューロンの移動に
伴って徐々に増加し、大脳新皮質表層に到達する時に高くなるということを示

唆する。 
 
	 次に、in vitro初代培養系の細胞を用いて、ニューロン分化・成熟におけるHP1γ
の発現量の変化を検討した。E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロ
ンを培養皿に播種し、数日間培養 (days in vitro; DIV)した後に細胞溶解液を調製
した。本研究で使用した培養系においては、培養日数が長くなるに従ってニュ

ーロンの成熟が進んでいくと考えられる。1 日から7 日間培養した細胞から調
製した溶解液を用いて、HP1γ抗体、βIII-tubulin抗体によるウェスタンブロット
を行った。その結果、HP1γのバンドは培養日数を経るに従って増加していた 
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(Fig. 4)。このことは、HP1γ発現量の増加は、頂低極性などの大脳新皮質におけ
る三次元構造や髄膜などの表層に存在する特別な細胞や構造体、血管などが存

在せずとも起こりうる現象である可能性を示唆する。 
 
 
In vitro初代培養系において、HP1γは軸索、樹状突起の発達を調節する 
 
	 これまでの結果より、ニューロンの成熟過程においてHP1γの発現量が増加す
ることが示唆された。では、HP1γはニューロン成熟過程において何らかの役割
を果たしているのか。軸索、樹状突起の発達は、ニューロンの成熟過程におい

て基本的、特徴的な現象である (Jan & Jan 2003; Parekh & Ascoli 2014)。そこ
で本研究では、HP1γが軸索、樹状突起の発達に寄与する可能性について検討を
行った。まず、HP1γのニューロン成熟に対する必要性を検討するために、in vitro
初代培養系の細胞において、short hairpin RNA (shRNA)によるRNA干渉法を用
いたノックダウンの影響を検討した。ここで用いたHP1γに対するshRNA  
(shHP1γ)は、NIH3T3細胞において、内在性のHP1γと異所的に発現させたMyc
標識を付加したHP1γの発現を十分に減少させることを確認している (Fig. 5)。
E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培養皿に播種し、培養1 
日目にshHP1γを発現するプラスミドまたはLuciferase (Luc)に対するshRNAを
発現するプラスミド (control)をリポフェクションにより遺伝子導入した。この
時、ニューロンの形態を観察するために、蛍光タンパク質 (GFPまたはmCherry)
を発現するプラスミドを共に遺伝子導入した。培養1 日目から5 日目にかけて
培養液中にEdUを添加したところ、EdUを保持するニューロンはほとんど観察さ
れなかったことから、大多数のニューロンは遺伝子導入の段階で分裂を終えて

いると考えられる(Fig. 6)。遺伝子導入したニューロンは培養5 日目に固定し、
免疫染色により形態を観察した。コントロールのshRNAを導入したニューロン
では発達した突起が観察されるのに対して、shHP1γを導入したニューロンでは
突起の発達が未熟になっていた (Fig. 7A)。ここで、突起の発達を評価するため
に、軸索、樹状突起の合計長、先端の数、細胞体から出ている樹状突起 (一次樹
状突起)数について定量を行った。本研究では、 も長い突起を軸索と定義した。

その結果、shHP1γを導入したニューロンでは、コントロールに比べて、軸索、
樹状突起の合計長が減少していた (Fig. 7B)。さらに、HP1γのノックダウンによ
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り軸索、樹状突起の先端の数も減少した (Fig. 7C)。しかしながら、shHP1γの導
入によって一次樹状突起数に変化がみられなかった (Fig. 7D)。これは、HP1γ
が樹状突起の伸長、分岐には影響するが、初期の樹状突起形成には寄与しない

ことを示唆する。ここで、核が異常に凝集した死細胞の割合はshHP1γの導入に
よって変化しなかったことから、HP1γのノックダウンが細胞の生存能力を損な
っていないことが示唆される	 (Fig. 7E)。以上の結果は、HP1γが軸索、樹状突
起の発達に必要であることを示唆する。 
 
	 次に、HP1γの過剰発現がニューロン成熟にどのような影響を与えるか検討し
た。E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培養皿に播種し、培
養1 日目にHP1γを発現するプラスミドまたはGFPを発現するプラスミド 
(control)をリポフェクションにより遺伝子導入した。この時、ニューロンの形態
を観察するために、蛍光タンパク質 (GFPまたはmCherry)を発現するプラスミ
ドを共に遺伝子導入した。遺伝子導入したニューロンは培養5 日目に固定し、
免疫染色により形態を観察した。その結果、HP1γの過剰発現によって、軸索、
樹状突起の合計長が有意に増加した (Fig. 8A, B)。また、樹状突起の先端の数が
増加し、軸索の先端の数も増加傾向にあった (Fig. 8C)。これらの結果は、HP1γ
が軸索、樹状突起の伸長、分岐を促進したことを示唆する。ここで、HP1γの過
剰発現は一次樹状突起数、死細胞の割合には影響しなかった (Fig. 8D, E)。以上
の結果は、HP1γが軸索、樹状突起の発達に重要な役割を担うことを支持し、ま
た観察されたHP1γの発現量の増加が大脳新皮質におけるニューロン成熟に重要
であることを示唆する。 
 
 
生体内において、HP1γは交連ニューロンの対側への軸索伸長を調節する 
 
	 では、HP1γは生体内においてもニューロンの成熟に寄与しているのだろうか。
これを検討するため、体性感覚野第II/III層に存在する交連ニューロンに着目した。
このニューロン群は、その軸索を対側の半球に投射することが既に知られてい

る (Wang et al. 2007)。E15.5のマウス胎仔に対して、子宮内電気穿孔法を用い
てコントロール、shHP1γを発現するプラスミドをそれぞれ、軸索を観察するた
めのGFP発現プラスミドと共に遺伝子導入した。P3にてマウス新生仔を灌流固
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定して脳切片を作成し、免疫染色を行い交連ニューロンの軸索を観察した。P3
において、コントロールの脳では、大多数の軸索が正中線を交差し、対側の半

球に軸索を伸ばしていた。しかしこの時、HP1γのノックダウンによって正中線
を交差する軸索、対側の半球に到達している軸索の減少がみられた (Fig. 9A)。
ここで、軸索の伸長を評価するため、体性感覚野を含む連続切片を用いて、正

中線を交差する軸索、脳梁を通過する軸索の染色輝度を測定し、脳梁に侵入す

る軸索の染色輝度に対する割合を定量した (Fig. 9B)。その結果、正中線を交差
する軸索、脳梁を通過する軸索共に、HP1γのノックダウンによって染色輝度の
割合が著しく減少した (Fig. 9C)。これは、生体内において、HP1γが正常な交連
軸索の伸長に必要であることを示唆している。 
 
	 ここで注意すべきは、子宮内電気穿孔法を用いた際には、未分化な神経系前

駆細胞に遺伝子導入が行われる点である。このため、観察された交連軸索に対

するHP1γノックダウンの影響は、分裂後のニューロンのみではなく、未分化な
神経系前駆細胞でのHP1γの機能を反映している可能性を含む。分裂後のニュー
ロンにおけるHP1γの機能をさらに検討するため、またHP1γノックダウンの効果
がshHP1γによる副次的影響である可能性を排除するため、HP1γの条件的遺伝子
破壊を行った。HP1γの条件的遺伝子破壊には、当研究室の平林が作成したHP1γ
変異マウス (HP1γfl/fl)を使用した。このマウスでは、HP1γ遺伝子 (cbx3)の第3 エ
クソンがloxP配列により挟まれており、Creリコンビナーゼ依存的に遺伝子破壊
が起こると考えられる。E15.5 HP1γ変異マウス胎仔より調製したニューロンを
培養皿に播種し、培養1 日目にCreリコンビナーゼまたはCreリコンビナーゼ変
異体 (control)を発現するレンチウイルスを感染させた。培養5 日目にRNAを回
収し、RT-PCRによりmRNA量を測定した。その結果、Creリコンビナーゼの発
現によりHP1γのmRNA量が著しく減少した (Fig. 10)。このことは、HP1γ変異マ
ウスにおいて、Creリコンビナーゼ依存的な遺伝子破壊が正しく起きていること
を示唆する。E16.5 HP1γ変異マウス胎仔に対して、GFPを発現するプラスミド 
(control)、またはGFPを発現するプラスミドと共にカルシウム-カルモジュリン
依存キナーゼ (CaMK) IIαプロモーターの下流でCreリコンビナーゼを発現する
プラスミド (HP1γ KO)を子宮内電気穿孔法により遺伝子導入し、P4にてマウス
新生仔を灌流固定して脳切片を作成し、免疫染色を行った (Fig. 11A)。CaMKIIα
プロモーターは分裂後のニューロンにおいて活性化することが知られており 
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(Sunyer & Sahyoun 1990)、加えてCreリコンビナーゼの導入によりHP1γ抗体に
よる染色輝度の現象が観察されたことから (Fig. 11C)、本実験においてHP1γの
条件的遺伝子破壊が分裂後のニューロンで起きていると考えられる。この時、

ノックダウン実験と同様の解析を行った結果、正中線を交差する軸索、脳梁を

通過する軸索共に、HP1γの条件的遺伝子破壊によって染色輝度の割合が著しく
減少した (Fig. 11B)。これは、HP1γが実際に生体内の分裂後ニューロンにおい
て、正常な交連軸索の伸長に必要であることを示唆している。 
 
	 次に、HP1γの発現量の増加が交連ニューロンの軸索伸長を促進するか検討し
た。E15.5のマウス胎仔に対して、子宮内電気穿孔法を用いてGFP発現プラスミ
ドのみ (control)またはHP1γ発現プラスミドとGFP発現プラスミドを共に遺伝
子導入した。P2にてマウス新生仔を灌流固定して脳切片を作成し、免疫染色を
行い交連ニューロンの軸索を観察した。P2において、コントロールの脳では、
交連軸索は正中線を交差する付近まで伸長している。この時、HP1γの過剰発現
によって、正中線を交差する軸索の染色輝度の割合が増加した (Fig. 12)。これ
は、生体内において、HP1γが正常な交連軸索の伸長に寄与することを示唆する。 
 
 
外部シグナルによって、HP1γがリン酸化される 
 
	 発生期大脳新皮質において、神経活動や神経栄養因子といった外部シグナル

がニューロンの成熟に寄与することが知られている。では、このような外部シ

グナルはHP1γに対してなんらかの影響を与えるのだろうか。この可能性を検討
するため、in vitro初代培養系を用いて、まず神経活動を模倣し、HP1γに与える
影響を調べた。本研究では、神経活動を模倣するために、高濃度カリウム溶液

による処理を行った。E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培
養皿に播種し、5 日間培養した後に、高濃度カリウム溶液で5 分間、1 時間、3 
時間、6 時間処理し、細胞溶解液を調製した。調製した溶解液を用いて、神経
活動が惹起された指標の一つであるCREBの活性化、すなわちリン酸化CREB量
の変化をウェスタンブロット法により検討した。その結果、高濃度カリウム溶

液による処理によって、リン酸化CREB量が増加したことから、神経活動の模倣
が正しく起こっていると考えられる (Fig. 13)。この条件下において、HP1γの全
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体量に大きな変化は見られなかった。しかし、HP1γ抗体で検出されるバンドの
シフトが観察された。シフトしたバンドは、検出されたバンドの内高い割合で

起こっていた。また、Hela細胞でリン酸化されることが知られている93番目の
セリン残基 (S93)に着目したところ、S93リン酸化HP1γ抗体で検出されるバン
ドが増加した。ここで観察されたバンドシフトやS93リン酸化は、CREBのリン
酸化と比較して刺激後遅い時間で観察された。 
	 ここで観察されたバンドシフトが、本当にリン酸化に依存したものであるか

検討するため、Phosphatase処理を行った。E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調
製したニューロンを培養皿に播種し、5 日間培養した後に、高濃度カリウム溶
液で3 時間処理し、細胞溶解液を調製した。調製した溶解液を、phosphatase
により2 時間処理し、ウェスタンブロット法を行った。その結果、phosphatase
処理によって、高濃度カリウム溶液処理によるHP1γのバンドシフトが消失した 
(Fig. 14)。このことは、HP1γ抗体で検出されるバンドのシフトは、リン酸化に
依存したものであることを示唆する。 
 
	 次に、ニューロンの成熟に寄与すると考えられている外部シグナルとして、

神経栄養因子による影響を検討した。本研究では、神経栄養因子の一つである

脳由来神経栄養因子 (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF)を用いて実験
を行った。E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培養皿に播種
し、5 日間培養した後に、BDNF溶液で1 時間、3 時間、6 時間処理し、細胞
溶解液を調製した。BDNF溶液での処理により、リン酸化CREBが一過的に増加
したことから、BDNFによる刺激は正しく起きていると考えられる (Fig.15)。こ
の条件下において、BDNF処理によってHP1γ抗体で検出されるバンドのシフト
が観察された。シフトしたバンドは、検出されたバンドの内高い割合で起こっ

ていた。また、S93リン酸化HP1γ抗体で検出されるバンドが増加した。ここで
観察されたバンドシフトやS93リン酸化は、CREBのリン酸化と比較して長時間
維持されていた。 
	 ここで、S93のリン酸化がHP1γ抗体で検出されるバンドのシフトに寄与して
いるか検討を行った。E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培
養皿に播種し、1 日間培養した後、GFP (Control)、野生型HP1γ (HP1γ WT-Myc)
またはS93をアラニンに置換した変異型HP1γ (HP1γ S93A-Myc)を発現するレン
チウイルスをそれぞれ感染させ、遺伝子導入した。ここでは、内在のHP1γタン
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パクと区別するためにMyc標識を付加している。培養5 日目にBDNF溶液にて3 
時間処理し、細胞溶解液を調製した。調製した溶解液を用いてウェスタンブロ

ット法を行った。この時、内在のHP1γタンパクでは、BDNF処理によってHP1γ
抗体で検出されるバンドのシフトが観察された(Fig.16)。しかし、HP1γ WT-Myc
ではバンドシフトが観察された一方で、HP1γ S93A-Mycではバンドシフトが観
察されなかった。このことは、HP1γ抗体で検出されるバンドのシフトは、大部
分がS93のリン酸化に依存していることを示唆する。 
	  
	 以上の結果は、ニューロンにおいて外部シグナルによってHP1γのS93リン酸
化が起こるということ示唆している。これまでニューロンにおいて、HP1γのリ
ン酸化は報告されておらず、非常に新規性が高い。 
 
 
HP1γは、PKA経路、MAPK経路の下流でリン酸化される 
 
	 HP1γは、外部シグナル以下どのようなシグナル伝達経路によりリン酸化され
るのだろうか。本研究では、BDNF処理によるHP1γリン酸化に関して、どのよ
うなシグナル伝達経路が関与するか検討を行った。BDNFはTrkB受容体に結合し、
その下流の細胞内シグナル伝達経路を活性化することが知られている。TrkB受
容体の下流としては、主に、PI3K経路、MAPK経路、PLCγ経路が知られている。
E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培養皿に播種し、3 日間
培養した後に、BDNF溶液で3 時間処理し、細胞溶解液を調製した。この条件下
で、リン酸化CREB、HP1γのバンドシフト、リン酸化HP1γの増加が観察された
(Fig. 17)。ここで、TrkBの下流のシグナル伝達経路として機能するキナーゼに対
する阻害剤を用いて、HP1γリン酸化に対する影響を検討した。まず、PKA阻害
剤としてH-89を用いて実験を行った。BDNF処理の30 分前よりH-89を添加し、
BDNF処理を3 時間行った後に細胞溶解液を調製した。H-89の添加によって、
PKAの下流で活性化することが知られているCREBのリン酸化が抑制されてい
た。この時、BDNF処理によって起こるHP1γのバンドシフト、S93リン酸化HP1γ
の増加が抑制されていた。この結果は、BDNFの下流でPKA経路がHP1γのリン
酸化に寄与することを示唆する。次に、PI3K阻害剤としてLY294002を用いて、
同様に実験を行った。LY294002の添加によって、PI3Kの下流で活性化すること
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が知られているAktのリン酸化が抑制されていた。この時、BDNF処理によって
起こるHP1γのバンドシフト、S93リン酸化HP1γには変化は見られなかった。こ
の結果は、BDNFの下流でPI3K経路はHP1γのリン酸化に寄与していないことを
示唆する。次に、MEK阻害剤としてU0126を用いて、同様に実験を行った。U0126
の添加によって、MEKの下流で活性化することが知られているERK1/2のリン酸
化が抑制されていた。この時、BDNF処理によって起こるHP1γのバンドシフト、
S93リン酸化HP1γの増加が抑制されていた。この結果は、BDNFの下流でMAPK
経路がHP1γのリン酸化に寄与することを示唆する。以上の結果は、HP1γがPKA
経路、MAPK経路の下流でリン酸化される可能性を示唆する。 
 
 
生体内において、神経活動によりHP1γのリン酸化が増加する 
 
	 では、生体内においてもHP1γは外部シグナルによってリン酸化されるのだろ
うか。これを検討するため、本研究ではカイニン酸投与による検討を行った。

カイニン酸の投与により、カイニン酸受容体を介した神経活動の亢進が見られ

ることが報告されている(Okamoto et al. 2003)。P40のマウスにカイニン酸を腹
腔内投与し、3 時間後に大脳新皮質または海馬組織の溶解液を調製した。カイ
ニン酸投与により、以前に報告されているてんかん様の痙攣が確認された。ま

た、カイニン酸投与マウスより調製した組織溶解液において、リン酸化CREB
の増加が確認された (Fig. 18)。この時、HP1γ抗体で認識されるバンドのシフト、
S93リン酸化HP1γの増加が観察された。これは、生体内においても、神経活動
によってHP1γがリン酸化されることを示唆する。生体内において、神経活動な
どの外部シグナルによりHP1γリン酸化の増加が観察されたのは、非常に新規的
で興味深い。 
 
 
In vitro初代培養系において、HP1γリン酸化は、外部シグナル依存的な軸
索、樹状突起の発達を調節する 
 
	 これまでの結果より、外部シグナルによってHP1γのリン酸化が増加すること
が示唆された。では、HP1γのリン酸化は外部シグナル依存的なニューロン成熟
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において役割を果たしているのか。本研究では、HP1γの遺伝子欠損を行い、そ
の細胞に野生型HP1γ (HP1γ WT)またはS93をアラニンに置換した変異型HP1γ  
(S93A)を発現させることにより、S93リン酸化の外部シグナル依存的なニューロ
ン成熟に対する寄与について検討した。外部シグナル依存的なニューロン成熟

として、BDNF処理によるニューロン成熟について観察を行った。BDNFは、こ
れまでにin vitro、生体内の両方において、ニューロン成熟への寄与が報告され
ている (Gorski et al. 2003; Dijkhuizen & Ghosh 2005)。まず、HP1γの遺伝子欠
損とWT、S93Aの過剰発現によって、HP1γの染色輝度が回復するか検討を行っ
た。E15.5 HP1γfl/flマウス胎仔大脳新皮質より調製したニューロンを培養皿に播

種し、1 日間培養した後、Creリコンビナーゼを発現するベクターを遺伝子導入
した (HP1γ KO)。この時、HP1γ WTまたはHP1γ S93Aを発現するプラスミドを
それぞれ遺伝子導入した。また、遺伝子導入された細胞を識別するためにGFP
を発現するプラスミドを共に遺伝子導入した。その後、6日間培養し、固定した
後、免疫染色を行った。その結果、HP1γの遺伝子欠損によってHP1γ蛍光輝度が
減少した (Fig. 19)。また、HP1γ WTまたはHP1γ S93Aの過剰発現により蛍光輝
度の回復が観察された。これは、HP1γの遺伝子欠損とHP1γ WTまたはHP1γ 
S93Aによるレスキューが正しく行われていることを示唆する。本実験では、樹
状突起の発達をニューロン成熟の指標として検討を行った。E15.5 HP1γfl/flマウ

ス大脳新皮質より調製したニューロンを培養皿に播種し、培養1 日目にCreリコ
ンビナーゼを発現するプラスミドと共に、GFPまたはHP1γ WT、HP1γ S93Aを
発現するプラスミドの何れかをリポフェクションにより遺伝子導入した。この

時、ニューロンの形態を観察するために、mCherryを発現するプラスミドを共に
遺伝子導入した。培養3 日目に、BDNF溶液による処理を6 時間行い、その後固
定して免疫染色によりニューロンの形態を観察した。神経突起の形態の評価に

は、sholl analysis法を用いた。この方法は、細胞体中心から同心円を想定し、
その円と突起との交差数を数えることによって突起発達の複雑度を評価する解

析方法である。コントロールの細胞において、BDNF処理した細胞群では、BDNF
処理しなかった細胞群に比べてsholl analysis法による交差数が増加していたこ
とから、本研究の実験系において、BDNF依存的なニューロン成熟の亢進が起き
ていると考えられる (Fig. 20)。この条件下において、BDNF処理をしていない
場合、前述のノックダウンの結果と矛盾せず、HP1γの遺伝子欠損によって、コ
ントロールと比べて交差数が減少した(Fig. 20A, C)。これは、ノックダウン実験
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からも示唆された通り、ニューロン成熟においてHP1γが重要な役割を果たすこ
とをさらに支持する。この時、HP1γの遺伝子欠損に対してHP1γ WT、HP1γ S93A
をそれぞれ発現した細胞では、交差数がコントロールと同程度に回復した。

BDNF処理を行った場合にも、HP1γの遺伝子欠損によって、コントロールと比
べて交差数が減少した (Fig. 20B, D)。また、HP1γの遺伝子欠損に対して、HP1γ 
WTの発現によっては交差数がコントロールと同程度に回復した。その一方で、
HP1γ WT との有意差は得られなかったが、HP1γ S93Aの発現では交差数の回復
は見られない傾向にあった。以上の結果は、前述の項と合わせて、HP1γ S93の
リン酸化がBDNF依存的なニューロン成熟に寄与する可能性を示唆する。また、
BDNF非存在下においては、HP1γ WT、HP1γ S93Aともに遺伝子欠損の表現系
を回復できたことは興味深い。HP1γがニューロン成熟に寄与する際に、リン酸
化非依存的なメカニズムとリン酸化に依存したメカニズムの二つがある可能性

が考えられる。 
 
 
生体内において、HP1γのリン酸化は交連ニューロンの対側への軸索伸長
を調節する 
 
	 次に、生体内においてもHP1γのリン酸化がニューロン成熟に寄与するのか検
討を行った。前述の実験と同様に、E15.5のマウス胎仔に対して、子宮内電気穿
孔法を用いてHP1γ S93A発現プラスミドとGFP発現プラスミドを共に遺伝子導
入した。これまでの報告から、体性感覚野において交連ニューロン軸索の正中

線交差は、神経活動依存的であることが知られている (Wang et al. 2007)。P2
にてマウス新生仔を灌流固定して脳切片を作成し、免疫染色を行い交連ニュー

ロンの軸索を観察した。その結果、HP1γ S93Aの過剰発現によって、HP1γ WT
の過剰発現で観察された正中線を交差する軸索の染色輝度の割合の増加は起こ

らなかった (Fig. 21)。これは、生体内においても、HP1γのリン酸化が正常な交
連軸索の伸長に寄与することを示唆する。 
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Figure 1. HP1γは発生期大脳新皮質において、皮質板に強く発現している

(A, B) E14.5 (A)あるいはE16.5 (B)のマウス胎仔終脳組織切片を作成し、HP1γ抗体で免疫染色を
行った (緑)。核はHoechstにて染色した (赤紫)。	 (C, D) E16.5のマウス胎仔大脳新皮質組織切片を
作成し、HP1γ抗体 (緑)、Pax6抗体 (赤)で免疫染色を行った。核はHoechstにて染色した (青) (C)。
大脳新皮質の各領域において、核内での単位面積当たりのHP1γ染色輝度を測定した (D)。黒点は
細胞毎の輝度を、赤の水辺線は各領域での輝度の平均値を表す。定量結果は、VZ/SVZ、IMZ、CP
にて、それぞれ137	 細胞、134	 細胞、186	 細胞より得た。スケールバーは100 µm (A, B)、50 µm 
(C)。VZ, 脳室帯; SVZ, 脳室下帯; IMZ, 中間帯; CP, 皮質板。**, P < 0.01 (Mann-Whitney U test)。
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Figure 2. 大脳新皮質内において層間でHP1γの発現量が異なる

(A, B) P7のマウス終脳組織切片を作成し、HP1γ抗体	 (緑)、Cux1抗体 (赤)、Brn2抗体 (青)で免疫
染色を行った (A)。核はHoechstにて染色した (未記載)。Cux1陽性かつBrn2陽性の領域を第II/III層、
Cux1陽性、Brn2陰性の領域を第IV層として、核内での単位面積当たりのHP1γ染色輝度を測定した 
(B)。	 (C, D) P7のマウス終脳組織切片を作成し、HP1γ抗体 (緑)、Cux1抗体 (赤)、Ctip2抗体 (青)
で免疫染色を行った (C)。核はHoechstにて染色した (未記載)。Cux1陽性第II/III層と第IV層、Ctip2
陽性の領域を第V層として核内での単位面積当たりのHP1γ染色輝度を測定した (D)。黒点は細胞毎
の輝度を、赤の水辺線は各領域での輝度の平均値を表す。定量結果は、Brn2+Cux1+ (B)、Brn2–

Cux1+ (B)、Cux1+ (D)、Ctip2+ (D)にて、それぞれ58 細胞、84 細胞、74	 細胞、39 細胞より得た。
スケールバーは50 µm。**, P < 0.01 (Mann-Whitney U test)。
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Figure 3. HP1γの発現量は、ニューロン移動に伴って増加する

(A-C) 妊娠マウスに対して、E12.5にBrdUをE16.5にEdUをそれぞれ腹腔内投与し、P0 (A)または
P5 (B)にて固定した。大脳新皮質切片を作成し、HP1γ抗体 (緑)、BrdU抗体 (赤)で免疫染色を行っ
た。EdUの検出にはEdU detection kitを用いた (青)。核はHoechstにて染色した (未記載)。P0の切
片において、BrdU保持細胞またはEdU保持細胞の各領域における、核内での単位面積当たりの
HP1γ染色輝度を測定した (C)。黒点は細胞毎の輝度を、赤の水辺線は各領域での輝度の平均値を
表す。定量結果は、EdU+ (VZ-IMZ)、EdU+ (CP) 、BrdU+ (CP)にて、それぞれ58 細胞、30 細胞、
48 細胞より得た。スケールバーは50 µm (A, B 左図)、10 µm (A, B 右図(拡大図))。**, P < 0.01 
(Mann-Whitney U test)。
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Figure 4. HP1γの発現量は、ニューロン成熟に伴って増加する

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、各日数培養した後、細胞
溶解液を作成した。各溶解液を用いて、HP1γ抗体、βIII-tubulin抗体でウエスタンブロットを行っ
た。また、装填量のコントロールとして、コアヒストンをCBB染色により検出した。
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Figure 5. shHP1γの発現によって、HP1γのタンパク質量が減少する

(A, B) NIH3T3細胞に、示されたshRNA を発現するプラスミドを遺伝子導入した。2 日後、細胞溶
解液を調整し、HP1γ抗体、β-actin抗体でウエスタンブロットを行った (A)。また、各レーンにお
ける過剰発現したHP1γの検出バンドの輝度を測定した (B)。Student’s t testにて検定を行った。＊
は異所的に過剰発現した、myc標識付加されたHP1γを示す。エラーバーは標準誤差を示す。P値
は、Student’s t testにより算出した。
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Figure 6. 播種後1 日経過した条件下では、大多数の細胞が分裂後の細胞である

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1 日間培養した後、培養
液中にEdUを添加した。培養5 日目に細胞を固定した。EdUの検出は、Click-iT EdU Imaging kitを
使用した。核はHoechstにて染色した。3培養皿中、5137細胞より、EdU保持細胞の割合を得た。
エラーバーは標準誤差を示す。
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Figure 7. HP1γをノックダウンによりニューロンの神経突起の発達が抑制される
	 
E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1	 日間培養した後、示さ
れたshRNA を発現するプラスミドを遺伝子導入した。この時、形態を観察するために蛍光タンパ
ク質 (GFPもしくはdsRed)を発現するプラスミドを共に遺伝子導入した。その後、4 日間培養し、
固定した。固定した細胞を免疫染色し、形態を観察した。代表的なニューロンの写真を示す (A)。
ニューロンの軸索・樹状突起の全長 (B)、軸索・樹状突起の先端の数 (C)、樹状突起の数 (D)を定
量した。また、クロマチンが異常に凝集した死細胞の割合を定量した (E)。神経突起の内、最も長
い突起を軸索と定義した。スケールバーは50 μm。定量結果は、ControlまたはshHP1γ それぞれ、
40 細胞または32 細胞より得た。*, P < 0.05 (Mann-Whitney U test)。エラーバーは標準誤差を示
す。
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Figure 8. HP1γを過剰発現によりニューロンの神経突起の発達が促進される
	 
E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1日間培養した後、GFP 
(control)、HP1γを発現するプラスミドを遺伝子導入した。この時、形態を観察するために蛍光タ
ンパク質(GFPもしくはdsRed)を発現するプラスミドを共に遺伝子導入した。その後、4日間培養
し、固定した。固定した細胞を免疫染色し、形態を観察した。代表的なニューロンの写真を示す
(A)。ニューロンの軸索・樹状突起の全長(B)、軸索・樹状突起の先端の数(C)、樹状突起の数(D)を
定量した。また、クロマチンが異常に凝集した死細胞の割合を定量した(E)。神経突起の内、最も
長い突起を軸索と定義した。スケールバーは50μm。定量結果は、ControlまたはHP1γ それぞれ、
39 細胞または30 細胞より得た。*, P < 0.05 (Mann-Whitney U test)。エラーバーは標準誤差を示
す。
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Figure 9. HP1γのノックダウンにより大脳新皮質第II/III層に存在する脳梁投射神経の軸索伸長が抑
制される

(A) E15.5マウス胎仔に対して、示されたshRNA を発現するプラスミドとGFPを発現するプラスミ
ドを子宮内電気穿孔法を用いて遺伝子導入した。P3の新生仔を灌流固定にて固定し、大脳新皮質
組織切片を作成した後、免疫組織染色を行った。核はHoechstにて染色した	 (青)。最も伸長した
軸索の先端を矢頭で示す。	 (B) 軸索伸長の評価のために、正中線を交差 (緑枠)、脳梁を通過 (青
枠)する軸索の染色輝度を測定した。基準として、脳梁に侵入する (橙枠)軸索の染色輝度を用いた。	 
(C) 脳梁に侵入する軸索に対する、正中線を交差または脳梁を通過する軸索の染色輝度の割合。体
性感覚野を含む連続切片を用いて測定を行った。スケールバーは200 µm。定量結果は、Controlま
たはshHP1γ それぞれ、4 匹または3 匹の新生仔より得た。*, P < 0.05 (Student’s t test)。エラー
バーは標準誤差を示す。
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Figure 10. Creリコンビナーゼの発現によって、HP1γ mRNA量が減少する (HP1γの条件的遺伝子
破壊)

E15.5 HP1γ変異マウス	 (HP1γfl/fl)胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1 日
間培養した後、Creリコンビナーゼ (HP1γ KO)または変異型Creリコンビナーゼ (Control)	 を発現
するレンチウイルスを感染させた。続けて、4 日間培養した後、RNAを回収し、RT-qPCRにより
mRNA量を測定した。β-actinに対して標準化を行った。*, P < 0.05 (Student’s t test)。エラーバー
は標準誤差を示す。
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Figure 11. HP1γの条件的遺伝子破壊により大脳新皮質第II/III層に存在する脳梁投射神経の軸索伸
長が抑制される

(A) E16.5 HP1γ変異マウス	 (HP1γfl/fl)胎仔に対して、GFPを発現するプラスミド (control)、または
GFPを発現するプラスミドと共にCaMKIIプロモーターの下流でCreリコンビナーゼを発現するプ
ラスミド (HP1γ KO)を子宮内電気穿孔法を用いて遺伝子導入し、HP1γのニューロンにおける条件
的遺伝子破壊を行った。P4の新生仔を灌流固定にて固定し、大脳新皮質組織切片を作成した後、
免疫組織染色を行った。核はHoechstにて染色した (青)。最も伸長した軸索の先端を矢頭で示す。	 	 
(B) 脳梁に侵入する軸索に対する、正中線を交差または脳梁を通過する軸索の染色輝度の割合。体
性感覚野を含む連続切片を用いて測定を行った。	 (C) 上記のようにCreの遺伝子導入を行った大脳
新皮質組織切片にて、GFP抗体	 (緑)、HP1γ抗体 (赤)で免疫染色を行った。核はHoechstにて染色
した (青)。矢頭は、GFP陽性細胞、すなわち遺伝子導入された細胞を示す。スケールバーは200 
µm (A)、10 µm (C)。定量結果は、ControlまたはHP1γ KOそれぞれ、4 匹または3 匹の新生仔より
得た。*, P < 0.05 (Student’s t test)。エラーバーは標準誤差を示す。
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Figure 12. HP1γの過剰発現により大脳新皮質第II/III層に存在する脳梁投射神経の軸索伸長が促進
される

(A) E15.5マウス胎仔に対して、GFP (control)またはHP1γを発現するプラスミドとGFPを発現する
プラスミドを子宮内電気穿孔法を用いて遺伝子導入した。P2の新生仔を灌流固定にて固定し、大
脳新皮質組織切片を作成した後、免疫組織染色を行った。核はHoechstにて染色した (青)。最も伸
長した軸索の先端を矢頭で示す。	 (B) 脳梁に侵入する軸索に対する、正中線を交差または脳梁を
通過する軸索の染色輝度の割合。体性感覚野を含む連続切片を用いて測定を行った。スケール

バーは200 µm。定量結果は、ControlまたはHP1γ それぞれ、4 匹または5 匹の新生仔より得た。*, 
P < 0.05 (Student’s t test)。エラーバーは標準誤差を示す。
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Figure 13. 高濃度カリウム溶液処理によって、HP1γのリン酸化が増加する

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、培養5	 日目に高濃度カリ
ウム溶液にて5 分間、1 時間、3 時間、6 時間処理し、細胞溶解液を調整した。調整した溶解液を
用いて、S93リン酸化HP1γ抗体、HP1γ抗体、リン酸化CREB抗体、CREB抗体、β-actin抗体にて
ウエスタンブロットを行った。
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Figure 14. Phosphatase処理によって、高濃度カリウム溶液処理によるHP1γのバンドシフトが消
失する

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、培養5	 日目に高濃度カリ
ウム溶液にて3 時間処理し、細胞溶解液を調整した。調整した溶解液を、phosphataseによって2 
時間処理した。その後、HP1γ抗体、GAPDH抗体にてウエスタンブロットを行った。	 
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Figure 15. BDNF処理によって、HP1γのリン酸化が増加する

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、培養5	 日目にBDNF溶液
にて1 時間、3 時間、6 時間処理し、細胞溶解液を調整した。調整した溶解液を用いて、S93リン
酸化HP1γ抗体、HP1γ抗体、リン酸化CREB抗体、CREB抗体、β-actin抗体にてウエスタンブロッ
トを行った。
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Figure 16. S93A変異体では、BDNF処理によってHP1γのバンドシフトは起こらない

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1	 日間培養した後、GFP  
(Control)、HP1γ WT-MycまたはHP1γ S93A-Mycを発現するレンチウイルスをそれぞれ感染させ、
遺伝子導入した。培養5 日目にBDNF溶液にて3時間処理し、細胞溶解液を調整した。調整した溶
解液を用いて、S93リン酸化HP1γ抗体、HP1γ抗体、リン酸化CREB抗体、CREB抗体、β-actin抗
体にてウエスタンブロットを行った。＊はレンチウイルスにより過剰発現した、myc標識付加され
たHP1γ WT、HP1γ S93Aを示す。
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Figure 17. PKA阻害剤、MEK阻害剤によって、BDNFによるHP1γリン酸化の増加が抑制される

E14.5マウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、培養3 日目にBDNF溶液
にて3 時間処理し、細胞溶解液を調整した。各阻害剤は、BDNF処理の30 分前より培地に添加し
た。調整した溶解液を用いて、S93リン酸化HP1γ抗体、HP1γ抗体、リン酸化CREB抗体、CREB
抗体、リン酸化ERk1/2抗体、ERK1/2抗体、リン酸化Akt抗体、Akt抗体、β-actin抗体にてウエスタ
ンブロットを行った。
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Figure 18. 大脳新皮質または海馬にて、カイニン酸投与によってHP1γリン酸化が増加する

P40マウスにカイニン酸 (KA)を腹腔内投与し、3	 時間後に大脳新皮質	 (Ncx)または海馬	 (Hippo)よ
り組織溶解液を調整した。調整した溶解液を用いて、S93リン酸化HP1γ抗体、HP1γ抗体、リン酸
化CREB抗体、CREB抗体、β-actin抗体にてウエスタンブロットを行った。
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Figure 19. HP1γの遺伝子欠損による染色輝度の減少とHP1γ WTまたはHP1γ S93A過剰発現による
染色輝度の回復

E15.5 HP1γfl/flマウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1 日間培養した
後、Creリコンビナーゼを発現するベクターを遺伝子導入した (HP1γ KO)。この時、HP1γ WTまた
はHP1γ S93Aを発現するプラスミドをそれぞれ遺伝子導入した。また、遺伝子導入された細胞を
識別するためにGFPを発現するプラスミドを共に遺伝子導入した。その後、6 日間培養し、固定
した。固定した細胞をHP1γ抗体 (緑)、GFP抗体 (赤紫)を用いて免疫染色した。矢印は、遺伝子導
入された細胞を示す。
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Figure 20. BDNF存在下において、HP1γ S93AはKOの表現系を回復できない

(A, B) E15.5 HP1γfl/flマウス胎仔大脳新皮質より調整したニューロンを培養皿に播種し、1	 日間培
養した後、Creリコンビナーゼを発現するベクターを遺伝子導入した (HP1γ KO)。この時、HP1γ 
WTまたはHP1γ S93Aを発現するプラスミドをそれぞれ遺伝子導入した。また、形態を観察するた
めにmCherryを発現するプラスミドを共に遺伝子導入した。その後、2 日間培養し、BDNF非存在
下 (A)または存在下 (B)で6 時間処理した後、固定した。固定した細胞を免疫染色し、形態を観察
した。ニューロン突起の複雑さを評価するために、sholl analysis法を用いて交差数を定量した。
(C, D) 細胞体中心からの距離10〜20 µmにおいて、交差数の平均を算出した。定量結果は、BDNF
非存在下 (C)において、ControlまたはHP1γ KO、HP1γ WT、HP1γ S93Aそれぞれ、17 細胞または
15 細胞、26 細胞、17 細胞より、BDNF存在下 (D)において、ControlまたはHP1γ KO、HP1γ WT、
HP1γ S93Aそれぞれ、20 細胞または20 細胞、21 細胞、20 細胞より得た。(C)、(D)いずれも、P 
< 0.05 (One-way ANOVA)、*, P < 0.05 (Tukey-Kramer test)。
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Figure 21. 体性感覚野において、HP1γ S93Aは大脳新皮質第II/III層に存在する脳梁投射神経の軸索
伸長を促進しない

(A) E15.5マウス胎仔に対して、HP1γ S93Aを発現するプラスミドとGFPを発現するプラスミドを
子宮内電気穿孔法を用いて遺伝子導入した。P2の新生仔を灌流固定にて固定し、大脳新皮質組織
切片を作成した後、免疫組織染色を行った。核はHoechstにて染色した	 (青)。最も伸長した軸索
の先端を矢頭で示す。	 (B) 脳梁に侵入する軸索に対する、正中線を交差または脳梁を通過する軸
索の染色輝度の割合。体性感覚野を含む連続切片を用いて測定を行った。スケールバーは200 µm。
定量結果は、ControlならびにHP1γ WTはFigure 12.と同データ、HP1γ S93Aは3 匹の新生仔より得
た。*, P < 0.05 (Student’s t test)。エラーバーは標準誤差を示す。
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結論および考察 
 
	 本研究では、発生期マウス大脳新皮質において、HP1γの発現量がニューロン
成熟に伴って増加することを見いだした。また、HP1γがニューロン成熟を調節
することが示唆された。加えて、HP1γが外部シグナルによってリン酸化される
ことが示唆された。生体内においても外部シグナルによって HP1γがリン酸化さ
れたことは、非常に新規性が高い。そして、そのリン酸化が外部シグナル依存

的なニューロン成熟に寄与することが示唆された。 
 
 
ニューロン成熟に伴う、HP1γおよびHP1γリン酸化の変化 
 
	 本研究の結果から、発生期の大脳新皮質において、ニューロンの分化、移動、

成熟に伴ってHP1γの発現量が増加することが示唆された (Fig. 1C, Fig. 3)。この
発現量の増加は、in vitro初代培養系においても観察されたことから (Fig. 4)、少
なくとも脳の三次元構造を必要としない、外界からあるいは内在的な遺伝的要

因によって、HP1γの発現量増加が起こっている可能性が考えられる。どのよう
にして、HP1γの発現量が調節されているかに関しては未だ分かっておらず、ま
だ検討すべき必要がある。ゲノム上でのHP1γ遺伝子座のプロモーター解析など
を行えば、転写因子などの要因を検討できる可能性がある。また、本研究では

外部シグナルによってHP1γの発現量の変化は観察されなかったが、より生理的
な他の外部シグナルの関与も考える必要がある。例えば、生体内において幼若

期のニューロンでは、GABAによるニューロン活性化がその後の樹状突起発達に
重要であることが示されており (Cancedda et al. 2007)、GABAのような因子に
よってHP1γの発現量に影響があるか、in vitro、生体内共に検討できれば良い。
HP1γの発現調節を行う要因が、時間的、空間的にニューロンの成熟を調節する
鍵となっているだろう。 
	 また、本研究では層構造構築後の大脳新皮質において、層間においてHP1γの
発現量が異なっていることが示唆された (Fig. 2)。大脳新皮質は6層構造をとっ
ており、各層毎に決まったサブタイプのニューロンが存在する。例えば、第IV
層のニューロン群は視床からの入力を受け取る素子として、また、第II/ III層や
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第V層のニューロン群は、皮質内や皮質外にシグナルを伝える素子として機能し
ていると考えられている。興味深いことに、第II/ III層や第V層といった軸索を長
距離にわたって伸張させるニューロンが存在する層において、HP1γの発現量が
高くなっていることが示唆された。層間でのサブタイプごとにニューロンの形

態は異なっており、より発達した突起を有するニューロンにおいて、HP1γが高
発現していることが重要であるのかもしれない。ノックダウンや過剰発現を行

うことにより、HP1γの発現量とニューロンサブタイプにおける形態との関係に
ついても検討できれば興味深い。また、各層のマーカー分子や運命決定因子な

どの下流で、HP1γの発現量が制御されている可能性も考えられる。ニューロン
のサブタイプによってHP1γの 終的な発現量が決まり、サブタイプに特徴的な

形態が獲得されるのか、あるいは、HP1γの発現量によって形態が決定され、そ
のことがニューロンサブタイプの決定に影響しうるのか。HP1γが複雑な神経回
路網を構築する上でどんな役割を担っているのか、さらに検討していければ興

味深い。 
 
	 一方で、神経活動の模倣や神経栄養因子などの外部シグナルによって、HP1γ
リン酸化が増加することが示唆された (Fig. 13, Fig. 15)。ここで興味深いのは、
転写因子CREBのリン酸化と比べて、HP1γのリン酸化は増加のタイミングが遅
く、かつ長期に渡って起きていることが観察された。これは、HP1γのリン酸化
が、外部シグナルによる後期の遺伝子発現変化や核内での長期的な変化に寄与

する可能性があると考えられる。 
	 また、本研究ではBDNFの下流で、PKA経路、MAPK経路がHP1γのリン酸化
に寄与することが示唆された (Fig.17)。しかしながら、それぞれの阻害剤の特
異性には様々な議論があり、注意しなくてはならない。近年、大腸における自

然免疫系において、MAPK経路の因子であるMSK1がHP1γのリン酸化に寄与す
ることが報告された (Harouz et al. 2014)。MSKは、成体マウス海馬でのニュー
ロン新生において、樹状突起の発達に寄与することが知られている (Choi et al. 
2012)。本研究の系でも、MSKがHP1γリン酸化を実行するキナーゼとして機能
し、ニューロン成熟に寄与する可能性が考えられる。また、本研究で十分に検

討できていない、CaMKなどのシグナル伝達経路についても検討できると良いと
考えている。 
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	 本研究では、生体内においてカイニン酸投与によるHP1γリン酸化の増加が観
察された (Fig. 18)。しかし、発生期の大脳新皮質において、どのような領域で、
どのような細胞で、どのようなタイミングでHP1γのリン酸化がみられるのかに
関しては、現段階で検討できていない。当研究室の内藤によって、脳組織切片

上でリン酸化HP1γを検出できる可能性を示唆する結果が得られたことから、発
生期においてHP1γリン酸化がどのようなパターンで起こっているのか解析でき
れば興味深い。さらに、感覚刺激などの生理的な刺激によって、HP1γリン酸化
がどのように変化するか、生体内で検討できれば良いと考えている。 
	 ところで、Hela細胞においては、リン酸化HP1γはユークロマチン領域のみに
局在しており、さらにリン酸化Pol IIと共局在することが報告されている 
(Lomberk et al. 2006)。また、いくつかの細胞種において、リン酸化HP1γが転写
伸長やスプライシングに関わることが示唆されている。本研究で観察されたリ

ン酸化HP1γがニューロンでどのような核内局在を示すのかは非常に興味深い。
予備的な実験ではあるが、当研究室の内藤によって、リン酸化HP1γがスプライ
シングに関与する因子と共局在する可能性を示唆する結果が得られた。外部シ

グナルによって、リン酸化HP1γの量や局在がどのように変化するのか、Pol II
との局在や核内構造体との関連について、核内でより詳細に解析できれば興味

深い。 
	 本研究では、HP1γ S93のリン酸化について解析を進めてきた。S93はHP1γの
hinge regionに位置する。S93の近傍にはセリンクラスターが存在しており、リ
ン酸化部位予測などから、S93以外にもリン酸化が入ることは十分に考えられる。
また、HP1αにおいてはN末端部位のリン酸化がクロマチンとの結合に重要な働
きをすることが示唆されており (Nishibuchi et al. 2014)、HP1γについてもhinge 
region以外の部位でリン酸化が入ることが考えられる。S93以外のリン酸化部位
や、その機能について検討することで、ニューロンにおける残基特異的なリン

酸化やその機能が明らかになるかもしれない。 
 
 
ニューロン成熟におけるHP1γおよびHP1γリン酸化の機能 
 
	 本研究により、HP1γが軸索、樹状突起の発達を調製することが示唆された 
(Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9, Fig. 11, Fig. 12)。HP1γのノックダウンまたは条件的遺伝
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子破壊により、in vitro初代培養系、生体内の双方において、軸索、樹状突起の
発達が抑制された。この時、細胞死には有意な差が見られなかったことから、

これはHP1γが基本的な細胞の生存能力に影響を与えたためではないと考えられ
る。ニューロンの代謝状態への影響については、さらなる解析が必要であるが、

この現象は、ニューロン成熟の調節におけるHP1γ特有の機能によるものである
と考えている。さらに、HP1γの過剰発現によって軸索、樹状突起の発達が促進
されたことは、HP1γの発現量の増加こそが大脳新皮質におけるニューロン成熟
の進行を調節する要因であることを示唆しており、非常に興味深い。HP1γの発
現量の変化が、シナプス形成などのニューロン成熟の他の現象においてどのよ

うな役割を果たすのか、さらに検討していけると良い。 
	  
	 本研究で得られたHP1γのノックダウンまたは条件的遺伝子破壊による結果は、
HP1γのリン酸化に依存した機能、依存していない機能、どちらを反映したもの
だろうか。予備的ではあるが、本研究で用いているin vitro初代培養系において、
HP1γのリン酸化が培養5 日目近辺から増加することを示唆する結果を得ている。
また、体性感覚野において交連ニューロン軸索の正中線交差は、神経活動依存

的であることが知られている (Wang et al. 2007)。以上のことから、本研究での
HP1γのノックダウンまたは条件的遺伝子破壊による結果は、リン酸化依存的、
非依存的両方の機能による影響を含んでいる可能性が考えられる。リン酸化依

存的、非依存的なHP1γの機能については、さらなる解析が必要である。 
 
	 本研究では、HP1γのリン酸化が外部シグナル依存的なニューロン成熟に寄与
することが示唆された (Fig. 20, Fig. 21)。BDNF存在下においては、S93A変異
体でHP1γ遺伝子欠損の表現系の回復が見られない傾向にあった。このことは、
BDNFによるニューロンの突起発達に、HP1γのリン酸化が重要であることを示
唆する。また、BDNF非存在下においては、S93A変異体でHP1γ遺伝子欠損の表
現系の回復が見られた。このことは、リン酸化依存的、非依存的な機能を正確

に区別することはできてはいないが、HP1γはS93リン酸化に依存せずにニュー
ロン成熟を制御し得ることを示唆しており興味深い。生体内において、視覚野

では交連軸索の正中線交差は神経活動依存的でないという報告がある (Mizuno 
et al. 2007)。この領域において、S93A変異体が野生型と同様の表現系を示せば、
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神経活動に依存していないニューロン成熟において、HP1γのS93リン酸化に依
存しない機能をさらに示唆することができるかもしれない。 
	 また、例えば眼優位性カラムの確立など、生理的条件下で起きている感覚刺

激によるニューロン成熟に関しても、HP1γやそのリン酸化の役割について検討
していきたい。 
 
 
HP1γおよびHP1γリン酸化がニューロン成熟に寄与するメカニズム 
 
	 では、HP1γやHP1γリン酸化はどのようなメカニズムでニューロン成熟を制御
しているのか。HP1γはクロマチンを調製することができる因子であることから、
クロマチン状態の制御を介してニューロン成熟を調節していると考えている。

先に述べた通り、HP1γは複数のドメインを介して、ヌクレオソームやDNA、RNA、
様々なタンパク質と相互作用することが知られている。HP1γがニューロン成熟
に寄与する際に、CHD、CSD、hinge regionのうちどのドメインが重要になるの
か検討したい。特に、HP1ファミリータンパク質のCHDはH3K9me3に選択的に
結合することが知られているため、この結合部位の変異体を用いることで、HP1γ
のニューロン成熟への寄与がヒストン修飾を介したものであるか検討したい。

同時に、転写伸長やスプライシングなど、どのようなタンパク質群と結合して

いるのかも解析できると面白い。 
	 また、HP1γがどのような遺伝子群を制御しているのか検討することは非常に
重要であり、マイクロアレイを用いた解析などによって検討していきたい。さ

らに、HP1γやリン酸化HP1γがゲノム上、遺伝子上のどのような位置に結合して
いるかは興味深い。これまでに、Hela細胞において、HP1γがCD44遺伝子のgene 
body領域に結合することが報告されている (Saint-Andre et al. 2011)。我々の系
においても、HP1γの標的遺伝子のどの部位にHP1γが結合しているか、リン酸化
HP1γはどのように結合しているのか、検討できれば良いと考えている。加えて、
ゲノム全体でのHP1γやリン酸化HP1γの結合に関して、ChIP-seq法などにより網
羅的に解析できれば興味深い。 
	 これまでの報告でニューロン関連遺伝子群は、エクソン、イントロンを含め

た遺伝子長が長いことが示唆されている (Polymenidou et al. 2011)。加えて、予
備的ではあるが、BDNF処理によって変動する遺伝子群の遺伝子長が長い傾向に
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あることを示唆する結果を得ている。HP1γが結合している遺伝子は長いという
ことが報告されていることから (Smallwood et al. 2012)、HP1γやリン酸化HP1γ
が長い遺伝子群の発現調節に重要な役割を担っており、長い遺伝子群の発現調

節を介してニューロン成熟に寄与している可能性も考えられる。また、自閉症

スペクトラム障害 (Autism spectrum disorder, ASD)の候補遺伝子群に関して、
その遺伝子長が長いということが示唆されており (King et al. 2013)、HP1γと疾
患との関連に関しても調べていけると興味深い。 
 
 
 
	 発生期の大脳新皮質において、ニューロンが標的領域へと突起を伸展させ、

緻密で正確なネットワークを形成する際に、クロマチン構造タンパクである

HP1 γの量や修飾の変化が重要であることが示唆された。HP1γはゲノム上の広
い領域に結合する可能性があり、ニューロン成熟に関連する遺伝子群を協調的

に制御するメカニズムの一つである可能性が考えられる。HP1γおよびそのリン
酸化が、核内での協調的な変化、ニューロンの成熟を引き起こすメカニズムの

一員となり得るのではないかと考えている (Figure I)。 
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Figure I. HP1γおよびHP1γリン酸化が発生期大脳新皮質においてニューロン成熟に寄与する
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結言 
 
	 本研究では、発生期の大脳新皮質において、クロマチン構造タンパクである

HP1 γの量や修飾の変化がニューロン成熟に寄与することが示唆された。HP1γ
はゲノム上の広い領域に結合する可能性があり、ニューロン成熟に関連する遺

伝子群を協調的に制御するメカニズムの一つである可能性が考えられる。HP1γ
およびそのリン酸化が、核内での協調的な変化、ニューロンの成熟を引き起こ

すメカニズムの一員となり得るのではないかと考えている。 
	 脳の機能に重要である複雑且つ秩序立ったネットワークの形成には、個々の

ニューロンが正しく成熟していくことが必要であると考えられる。本研究で得

られた結果は、脳の回路素子であるニューロンの成熟の調節がどのように行わ

れているか、その一端を明らかに出来たのではないかと考えている。 
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