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略語一覧 

 
bFGF    basic Fibroblast Growth Factors 

BMP    Bone Morphogenetic Protein 

bp      base pair 
cDNA   complementary DNA 

cKO     conditional Knockout 

Da      Dalton 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DNA    Deoxyribonucleic Acid 

ES      Embryonic Stem 
Fbxl11  F-box and leucine rich repeat protein 11 

FBS      Fetal Bovine Serum 

HE      Hematoxylin-Eosin 

LIF      Leukemia Inhibitory Factor 

MAPK   Mitogen-Activated Protein Kinase  

MEF     Mouse Embryonic Fibroblasts 
PBS     Phosphate Buffered Saline 

PBST    PBS containing 0.05% Tween20 

PCR     Polymerase Chain Reaction 

PFA     Paraformaldehyde 

RNA     Ribonucleic Acid 

TBST    Tris-buffered saline containing 0.1% Tween20 
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1.  序論 
 

1.1. ヒストンのメチル化修飾 

 ヒストンはメチル化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、SUMO 化といった翻訳

後修飾を受け、これらのヒストン修飾は遺伝子発現制御に影響することが知られている。

特にヒストン H3 のメチル化修飾は、他の翻訳後修飾と比較して、標的となる特異的リ

ジン残基数やヒストン修飾酵素が複数存在し、多様性に富み、動的である。例えば、ヒ

ストン H3K4(H3	
 Lys	
 4)、H3K36 のメチル化は近傍遺伝子の発現亢進に、対して H3K9、

H3K27 のメチル化は遺伝子発現抑制に働いている(表 1-1;	
 Shi	
 and	
 Whetstine,	
 2007;	
 

Pattaroni	
 and	
 Jacob,	
 2013)。これらのヒストンメチル化状態を正常に保つことは、発

生や分化の過程のみならず、DNA 損傷やストレスに対する遺伝子発現調節を介した生体

の恒常性維持に必須であり、ヒストンメチル化機構の破綻は発生異常、がん、神経変性

疾患などの病態を示すことが報告されている(Martin	
 and	
 Zhang,	
 2005)。ヒストンメチ

ル化はヒストンメチル化酵素群により触媒されるが、これらのヒストンメチル化酵素欠

損マウスの多くは胎生致死を呈することが明らかとなっている(Tachibana	
 et	
 al.,	
 

2002;	
 Dodge	
 et	
 al.,	
 2004;	
 O’Carroll	
 et	
 al.,	
 2001)。	
 

	
 

	
 ヒストンメチル化修飾はそのメチル化酵素群により不可逆的に制御されるという説

が長く支持されてきた。しかし、近年ヒストン脱メチル化酵素群が同定された(Shi	
 et	
 al,	
 	
 	
 

2004)ことにより、ヒストンメチル基は可逆的に制御されることが明らかとなり、メチ

ル化制御の分子機能に広がりを与えることとなった(Shi,	
 2007)(表 1-1,図 1-1)。哺乳

類では多くのヒストン脱メチル化酵素が同定されており、異なる脱メチル化反応機構を

有する LSD(Lysine	
 specific	
 demethylase)ファミリーと JmjC	
 (JumonjiC)ファミリーに

大別される。LSD ファミリーは Flavin	
 Adenine	
 Dinucleotide 依存 amine	
 oxidase 反応

により脱メチル化を行い、LSD1 と LSD2 により構成される。一方で、JmjC ファミリーは

Fe(Ⅱ)およびα-ketoglutarate 依存ヒドロキシル化反応を介し、これまでに 30 以上の

JmjCドメイン依存ヒストン脱メチル化酵素が同定されている(表1-2)。LSD1およびLSD2

の遺伝子欠損マウスは既に作製され、LSD1 遺伝子欠損マウスは着床前後において胎生
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致死を呈することが明らかにされているが、JmjC ファミリー遺伝子欠損マウスはまだ

一部しか作製されておらず、JmjC ファミリーヒストン脱メチル化酵素の生理的機能お

よび分子機構についての報告は少ない(Klose	
 and	
 Zhang,	
 2007;	
 Shi,	
 2007;	
 Kooistra	
 

and	
 Helin,	
 2012;	
 Mosammaparast	
 and	
 Shi,	
 2010;	
 Pedersen	
 and	
 Helin,	
 2010)	
 

	
 

1.2. 神経発生におけるヒストンメチル化の役割 

 中枢神経系においてもヒストンメチル化は非常に大きな役割を果たしている。哺乳類

の中枢神経系は神経細胞とグリア細胞とで構成されており、発生過程の決まった時期に

神経幹細胞より秩序正しく分化する。この時期特異的な神経幹細胞の分化および増殖は

basic	
 helix-loop-helix	
 (bHLH)転写因子や POU 転写因子による転写調節と DNA メチル

化やヒストンメチル化修飾といったエピジェネティック制御機構により厳密にコント

ロールされている(Juliandi	
 et	
 al.,	
 2010)。	
 

	
 これまでにヒストン H3K27 のメチル化に働くポリコーム群タンパク質(PcG)が神経幹

細胞の分化運命決定に寄与することが報告されている。PcG 構成因子である

Ring1B(Ring	
 finger	
 protein2)および Ezh2(Enhancer	
 of	
 zeste	
 homolog2)は神経分化

を正に制御する bHLH 因子 Ngn1(Neurogenin1)の発現抑制を介して神経幹細胞から神経

細胞とグリア細胞に分化する時期を調節しており	
 (Hirabayashi	
 et	
 al.,	
 2009;	
 Pereira	
 

et	
 al.,	
 2010)、また PcG 構成因子 Bmi1(polycomb	
 complex	
 protein	
 BMI-1)は細胞周期

調節因子である p16Ink4a や p19ARF の発現抑制を介して神経幹細胞の増殖や生存を支持す

る	
 (Molofsky	
 et	
 al.,	
 2003;	
 Molofsky	
 et	
 al.,	
 2005)。一方で、ヒストン H3K27 の脱

メチル化酵素 Jmjd3 は、神経細胞に陽性である Dlx5、Gad1/2、	
 Dcx の発現誘導を介し

て神経幹細胞から神経細胞の分化を正に制御することが報告されている(Jepsen	
 et	
 al.,	
 

2007;	
 Burgold	
 et	
 al.,	
 2008;	
 Estaras	
 et	
 al.,	
 2012)。	
 

	
 このように、近年神経発生や神経幹細胞の分化に関して、ヒストンメチル化修飾酵素

の様々な役割が報告されている(表 1-3;	
 Pattaroni	
 and	
 Jacob,	
 2013)。しかしながら、

ヒストンメチル化酵素と比較してヒストン脱メチル化酵素の生体における機能につい

ての知見は少なく、特にヒストン H3K36 メチル化修飾の神経発生における生理的役割や

神経幹細胞の分化制御に関する報告はない。H3K36 メチル化の生物学的役割を解明する

ことは重要であり、神経幹細胞のエピジェネティック状態の一端を明らかとするだけで
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はなく、エピジェネティクスを標的とした疾患治療や再生医療への新しいアプローチの

確立に繋がることが期待される。	
 

	
 

1.3. ヒストン H3K36 脱メチル化酵素 Fbxl10/ Fbxl11 

	
 Fbxl11(F-box	
 and	
 leucine-rich	
 repeat	
 protein	
 11,	
 別名 Kdm2a,	
 Jhdm1a)は jmjC

ドメインを有するヒストン脱メチル化酵素として初めて同定された遺伝子である

(Tsukada	
 et	
 al.,	
 2006)。Fbxl11 には非常に構造のよく似たパラログ遺伝子 Fbxl10 が

存在し(Pfau	
 et	
 al.,	
 2008)、共にモノメチル化・ジメチル化 H3K36 に対して特異的に

脱メチル化を行う。Fbxl11 と Fbxl10 はヒストン脱メチル化活性を持つ jmjC ドメイン

の他、Zinc	
 finger ドメイン、PHD ドメイン、F-box ドメイン、Leucine	
 Rich	
 Repeat と

いった機能ドメインを共通に持ち、配列相同性も非常に高い(図 1-2)。	
 

	
 いくつかの報告により、Fbxl11 と Fbxl10 が標的遺伝子領域における H3K36 脱メチル

化活性を介して細胞増殖、アポトーシス、細胞分化、細胞老化、がん化といった生理的

現象に重要であることが明らかになっている。Fbxl11 は細胞周期調節因子 p15Ink4b、

p27Kip1 の発現を抑制することで間葉系幹細胞の増殖と分化を制御することが報告され

ている	
 (Dong	
 et	
 al.,	
 2013;	
 Du	
 et	
 al.,	
 2013;	
 Gao	
 et	
 al.,	
 2013)。一方で Fbxl10 は

マウス線維芽細胞(MEF)において p19ARF、p15Ink4b、p16Ink4a の発現を抑制することにより

細胞増殖や老化を制御することが示されている(Fukuda	
 et	
 al.,	
 2011;	
 He	
 et	
 al.,	
 2008;	
 

Kottakis	
 et	
 al.,	
 2011;	
 Pfau	
 et	
 al.,	
 2008;	
 Tzatsos	
 et	
 al.,	
 2009;	
 Tzatsos	
 et	
 al.,	
 

2011)。さらに Fbxl11 と Fbxl10 はリボソーム RNA の転写を抑制することにより細胞生

存を正に制御している(Frescas	
 et	
 al.,	
 2007;	
 Tanaka	
 et	
 al.,	
 2010)。また、Fbxl11

と Fbxl10 はいずれも癌や腫瘍形成に関与することが報告されており、Fbxl11 は肺がん

の腫瘍形成に、Fbxl10 はヒト膵臓がんに高発現することが知られている(Dhar	
 et	
 al.,	
 

2014;	
 Tzatsos	
 et	
 al.,	
 	
 2013)。このように、Fbxl11 と Fbxl10 はよく似た機能を示し、

多様な細胞コンテクストにおいて共通の遺伝子を標的にする。しかしながら、in	
 vivo

における生理的機能についてはほとんど明らかになっていない。	
 

	
 当研究室では、Fbxl10 が ES 細胞や神経幹細胞に高発現していることに着目し、初期

発生での生理的機能を調べるために、Fbxl10 欠損マウスを作製した。Fbxl10 欠損マウ

スでは細胞周期調節因子 p19ARFの発現上昇が見られ、細胞増殖とアポトーシスの亢進を
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示すことにより、神経管閉鎖不全による外脳症を呈して生後 0 日(P0)に死亡することを

見出した。この結果より、Fbxl10 が初期神経発生過程における細胞増殖に重要である

ことを示した(図 1-3;	
 Fukuda	
 et	
 al.,	
 2011)。一方で、Fbxl10 欠損マウスの外脳症の

発症率は 20%と低く、Fbxl10 のパラログである Fbxl11 が神経発生において機能を代償

する可能性が示唆された。しかしながら、Fbxl11 の個体での生理的機能および神経発

生過程での神経幹細胞分化制御における役割についての報告は未だない。	
 

	
 

	
 本研究では初期発生および神経発生における Fbxl11 の生理的機能を調べるために、

Fbxl11 レポーターマウス、Fbxl11 欠損マウス、および神経特異的 Fbxl11 欠損マウスを

作製して解析を行った。その結果、Fbxl11 欠損マウスは胎生中期において致死となり、

p21Cipの発現上昇が見られたことから、初期発生において Fbxl11 は細胞周期調節因子の

発現調節を介して細胞増殖を制御することが示された(Kawakami	
 et	
 al.,	
 2014)。さら

に、神経特異的 Fbxl11 欠損マウスでは生後に神経細胞が細胞死を呈し、胎生期神経幹

細胞も細胞死および分化亢進を呈したことから、Fbxl11 は神経細胞の生存維持や神経

幹細胞の未分化維持に必須であり、神経発生において重要な役割を持つことが示された。	
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2. 実験手法 
 

2.1. ES 細胞の培養 

 C57BL/6N 由来の ES 細胞である JM8.A3 細胞(Pettitt	
 et	
 al.,	
 2009)は 0.1%ゼラチン

上にて、leukemia	
 inhibitory	
 factor	
 (LIF)	
 および 1μM	
 PD0325901	
 (Axon),	
 3μM	
 

CHIR99021	
 (Biovision)(Ying	
 et	
 al.,	
 2008;	
 Silva	
 and	
 Smith,	
 2008)を添加した M15G

培地(KNOCKOUT	
 DMEM	
 [Life	
 Technologies],100nM	
 2-メルカプトエタノール,	
 1	
 x	
 

GlutaMax	
 [Life	
 Technologies],	
 15%	
 Fetal	
 Bovine	
 Serum	
 (FBS))で 37℃、5％CO2の条

件下で培養した。	
 

 

2.2. Fbxl11 遺伝子改変マウスの作製 

	
 Fbxl11ターゲッティングベクター(Clone	
 :	
 PG00184_Z_8_C04)は KOMP(Knockout	
 Mouse	
 

Project)より購入した。25μg の Fbxl11 ターゲティングベクターを AsiS1 で線状化し

て、電気穿孔法	
 (230V,	
 500μF)により 1x	
 107の JM8.A3 細胞に導入し、ネオマイシン

耐性のマウス胎仔線維芽細胞（MEF）上に播種した。24 時間後に G418	
 (150μg/ml,	
 

Nakarai)を添加し、7 日間の選別後、クローン化した ES 細胞からゲノム DNA を GenLysis	
 

Buffer	
 (20mM	
 Tris-HCl	
 [pH8.0],	
 1mM	
 EDTA,	
 5mM	
 NaCl,	
 1.0%	
 SDS,	
 0.5%	
 Igepal,	
 0.5%	
 

Tween-20,	
 400μｇ/ml	
 RNase	
 A,	
 1mg/ml	
 Proteinase	
 K)により抽出し、PCR 法によるス

クリーニングにより相同組換え体を同定した。PCR によるスクリーニングには抽出した

ゲノム DNA を鋳型として、以下のプライマーを用いて、Fbxl11 ターゲティングにおけ

る相同組換え体(Fbxl11+/neo	
 ES 細胞)を同定した。	
 

	
 

[5’arm] F 5′-CATAATAGCGGTAACTAGATGGACAGTTAG-3′   

 
R 5′-GGACTAACAGAAGAACCCGTTGTG-3′ 

   [3’arm] F 5′-GAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTAC-3′    

 
R 5′-GATTAGGTTGCTATATTCATCTCCTCAAG-3′ 
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 Fbxl11+/neo	
 ES 細胞をインジェクションした C57BL/6J マウスの胚盤胞を、偽妊娠 MCH

マウスの子宮に移植し、キメラマウスを作製した。誕生した雄のキメラマウスと、雌の

C57BL/6J マウスとを交配し、生殖系列に相同組換えが伝播した Fbxl11+/neoマウスを得た。

Fbxl11+/lacZ レポーターマウス、Fbxl11+/flox マウス、Fbxl11+/-マウスを得るために、

Fbxl11+/neoマウスと CAG-Cre マウス(Sakai	
 and	
 Miyazaki,	
 1997)および CAG-Flpe マウス

(Kanki	
 et	
 al.,2006)を交配した。Fbxl11+/floxマウスの自家交配により Fbxl11flox/floxを

取得し、Fbxl11flox/flox	
 と Emx1-Cre マウスとの交配により、神経特異的 Fbxl11 欠損マ

ウス、すなわち Emx1-Cre;Fbxl11flox/flox	
 (Fbxl11	
 cKO)マウスを作製した。本研究におけ

る全ての動物実験は、東京大学動物実験実施マニュアルおよび大分大学動物実験規則集

に基づいて行われた。	
 

 

2.3. 胎仔の採取 

	
 Fbxl11 レポーターマウスを作製するために、雄の Fbxl11+/lacZ	
 マウスと雌の C57BL/6J

マウスを交配させ、Fbxl11 欠損マウスの作製には Fbxl11+/neo マウス同士、あるいは

Fbxl11+/-マウス同士を交配させた。また、 Fbxl11	
 cKO マ ウスの作製には

Emx1-Cre;Fbxl11+/floxマウスと Fbxl11flox/floxマウスを交配させた。プラグチェックによ

り膣栓を確認した日の正午を受精後 0.5日(E0.5)とし、E8.5〜E18.5の胎仔を採取した。

胎仔の遺伝子型は卵黄嚢あるいは尻尾に 50mM	
 NaOH を加えて 95℃10 分間加熱処理後、

pH8.0 の 1M	
 Tris を加えることによりゲノム DNA を抽出し、それを鋳型として PCR を行

うことにより判定した。PCR には以下のプライマーを用いた。lacZ アリル:	
 lacZF/	
 lacZR、

neo	
 アリル:	
 Forward③/Reverse④、flox アリル:	
 Forward①/Reverse②、null アリ

ル:Forward1①/Reverse④のプライマーセットで検出した(図 3-1A)。	
 

	
 

Forward ①  5′-CATCTTCAGCCCTGATCTTTGT-3′  
Reverse ②  5'-CACAACCTGGAGCTGTACGA-3' 
Forward ③  5′- CACAACCTGGAGCTGTACGA-3′  
Reverse ④  5′-ACATTTGAGAAGCACTGTACCA-3′  
lacZ F  5′- CACACCTCCCCCTGAACCTGAAAC-3′ 
lacZ R  5′-GTCTGAGCTCGCCATCAGT-3 
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2.4. X-gal 染色 

 採取した E7.5〜E16.5の胎仔を X-gal固定液(1%PFA,0.2%Glutaraldehyde,	
 2mM	
 MgCl2,	
 

0.02%NP-40)で固定した後、洗浄バッファー(2mM	
 MgCl2,	
 0.02%	
 NP40,	
 0.01%	
 Sodium	
 

deoxycholate)で洗浄し、染色バッファー(5mM	
 K3Fe(CN)6,	
 5mM	
 K3Fe(CN)6・3H2O,	
 2mM	
 MgCl2,	
 

0.02%NP40,	
 0.01%	
 Sodium	
 deoxycholate,	
 1mg/mL	
 X-gal(5-bromo-4-chrolo-3-indolyl-

β-D-galactopyranosid))で染色した。Xgal により染色された胎仔および胎仔脳は

ScaleA2(4M	
 Urea,	
 0.1%TritonX-100,10%グリセロール)を用いて透明化処理を行い(Hama	
 

et	
 al.,	
 2011)、光学顕微鏡で観察した。	
 

 

2.5. 神経幹細胞の培養(ニューロスフェア培養) 

 E14.5 胚の大脳皮質を顕微鏡下で無菌的に切り出し、20ng/mL	
 bFGF	
 (R&D)および 2μ

g/mL	
 Heparin(Sigma)を添加した Neural	
 Culture	
 Medium	
 (DMEM	
 /	
 F12,	
 1	
 x	
 GlutaMax,	
 

N2	
 supplement,	
 B27	
 supplement	
 [Life	
 Technologies])に懸濁し、培養することにより

ニューロスフェアを形成させ、大脳皮質由来神経幹細胞の純化培養を行った。培養は

37℃、5%CO2、20%02、あるいはマルチガスインキュベーターを用いて 37℃、5%CO2、5%02

の 2 つの異なる酸素濃度条件下で行った。神経幹細胞の増殖能は 5×103個の大脳皮質

細胞を 6well	
 plate に播種し、培養 7 日目に形成された 50μm 以上のニューロスフェア

の数をカウントすることにより評価した。	
 

 

2.6. Cell t iter Glo を用いた細胞生存能評価 

 神経幹細胞の生存率はCell	
 Titer-Glo™	
 Luminescent	
 Cell	
 Viability	
 Assay	
 (Promega)

を用いて評価した。1×104の大脳皮質細胞を 96well 上に播き、7 日間培養した。生細

胞の指標として ATP 存在下でルシフェリン発光を呈する Cell	
 Titer-Glo	
 reagent を培

養した細胞に混合し、ルミノメーターで発光を測定した。	
 

 

2.7. 神経分化培養 

 神経系細胞への分化培養にはニューロスフェア培養 4 日目の神経幹細胞を用いた。5

×103 の神経幹細胞を 15μg/mL の Poly-ornithine	
 (Sigma)および 1μg/mL の

Fibronectine	
 (Sigma)	
 でコーティングした 8well チャンバーおよび 6well	
 plate に播
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種し単層培養を行った。神経細胞への分化には Neural	
 Culture	
 Medium で 4 日間接着培

養を行い、グリア細胞へは Neural	
 Culture	
 Medium に①20ng/mL	
 Bmp4、LIF を添加して

4 日間、あるいは②1%FBS を添加して 8 日間接着培養を行うことにより分化誘導した。	
 

 

2.8. 免疫細胞化学染色 

 8well チャンバースライドで分化培養した神経系細胞は PBS	
 (NaCl,	
 KCl,	
 Na2HPO4・

12H2O,	
 KH2PO4)で洗浄後、4%PFA-PBS で 15 分間室温にて固定した。再度 PBS で洗浄し、

0.1%	
 Triton-PBS で 15 分間室温にて透過処理を行った。次に、TNB	
 blocking	
 reagent

（0.5%	
 blocking	
 reagent	
 [Perkin	
 Elmer],	
 0.1M	
 Tris-HCl	
 pH7.5,	
 0.15M	
 NaCl）で室

温 1 時間ブロッキング処理を行い、ブロッキング溶液で希釈した一次抗体を反応させて

一晩 4℃でインキュベートした。一次抗体と反応させたチャンバースライドを

PBST(0.05%	
 Tween20-PBS)で洗浄後、Alexa	
 Fluour 標識二次抗体	
 (Life	
 technologies)

を室温で 1 時間反応させ、Perma	
 Fluor	
 (Thermo)で封入した後、蛍光顕微鏡 BZ-9000	
 

(Keyence)下でシグナルを検出した。使用した一次抗体は rabbit 抗 Fbxl11 抗体(1:100,	
 

Abcam)、mouse 抗 Tuj1 抗体(1:1000;	
 Covance)、rabbit 抗 Tuj1 抗体(1:1000;	
 Covance)、

mouse 抗 Nestin 抗体(1:500;	
 B&D)、mouse 抗 GFAP 抗体(1:500;	
 Sigma)である。二次抗

体は Alexa	
 Fluor	
 488 標識 Donkey-anti-mouse	
 IgG 抗体(Invitrogen)、Alexa	
 Fluor	
 555

標識 Donkey-anti-rabbit	
 IgG 抗体(Invitrogen)を 1:500 の希釈濃度で使用した。	
 

 

2.9. 組織学的解析 

 組織学的解析は標準的なプロトコールに基づいて行った。	
 

	
 E10.5 胚、E14.5 前脳および E17.5 前脳は一晩 4℃にて 4%PFA を用いて固定した後、

30%スクロースで一晩 4℃にて置換処理を行い、Tissue-Tek	
 O.C.T	
 compound	
 (Sakura	
 

Finetek)に包埋した。クライオスタットを用いて包埋した凍結ブロックから 8〜10μm

の切片を作製した。作製した切片は PBS 洗浄により O.C.T	
 compound を除去した後、

Hematoxylin-Eosin(HE)染色および免疫組織化学染色に供した。	
 

	
 生後 0 日(P0)および P10 の前脳は、ジエチルエーテルにより麻酔したマウスを還流固

定した後に取り出し、一晩 4℃にて 4%PFA で浸漬固定した。エタノールにより段階的に

脱水し、キシレンに透徹した後、パラフィンに包埋した。ミクロトームを用いて包埋し
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たパラフィンブロックから 8〜10μm の切片を作製した。作製した切片はキシレンでパ

ラフィンを除去した後、段階的にエタノール濃度を下げることにより親水化し、HE 染

色および免疫組織化学染色に供した。	
 

	
 

2.10. Hematoxylin-Eosin (HE)染色 

 2.9.	
 組織学的解析で処理した切片を使用した。	
 

	
 切片を PBS で洗浄した後、ヘマトキシリンで核染色を行い、流水で洗浄した。その後

エオシンで細胞質染色を行い、流水で洗浄後、エタノール、キシレン処理を行い透徹し

た。スライドは乾燥させた後に Perma	
 Fluor(Thermo)で封入した。	
 

 

2.11. 免疫組織化学染色 

	
 2.9.	
 組織学的解析で処理した切片を使用した。	
 

	
 切片を PBS で洗浄した後、10mM	
 Sodium	
 Citrate	
 で 105℃	
 15 分間オートクレーブ処

理することにより抗原賦活化を行った。室温まで冷却した後、PBS で洗浄し、0.1%	
 

TritonX100-PBS で 15 分間室温にて透過処理を行った。次に、TNB	
 blocking	
 reagent で

室温 1 時間ブロッキング処理をした後、ブロッキング溶液にて希釈した一次抗体を反応

させて一晩 4℃でインキュベートした。一次抗体液を PBST で洗浄後、Alexa	
 Fluour 標

識二次抗体	
 (Life	
 Technologies)を室温で 1 時間反応させ、Perma	
 Fluor(Thermo)で封

入した後、蛍光顕微鏡BZ9000(Keyence)下でシグナルを検出した。使用した抗体は、mouse

抗 Nestin 抗体(1:250;	
 B&D)、rabbit 抗 Tuj1 抗体(1:500;	
 Covance)、mouse 抗 N-Cadherin

抗体(1:250;	
 B&D)、rabbit 抗 Cleaved-Caspase3 抗体(1:250;	
 Cell	
 Signaling)、mouse

抗 Phospho-Histone3 抗体(1:250;	
 Cell	
 Signaling)、rat 抗 CTIP2 抗体(1:250;	
 Abcam)、

rabbit抗 Cux1抗体(1:250;	
 Santa	
 Cruz)、goat抗 Foxp2抗体(1:250;	
 Santa	
 Cruz)、rabbit

抗 Tbr1 抗体(1:500;	
 Abcam)、rabbit 抗 Tbr2 抗体(1:500;	
 Abcam)、mouse 抗 Glutamine	
 

Synthetase 抗体(1:250;	
 B&D)、mouse 抗 GFAP 抗体(1:250;	
 Sigma)、rabbit 抗 GFAP 抗

体(1:250;	
 DAKO)、rabbit 抗 Iba1 抗体(1:250;	
 Wako)である。二次抗体は Alexa	
 Fluor	
 488

標識 Donkey-anti-mouse	
 IgG 抗体、	
 Alexa	
 Fluor	
 555 標識 Donkey-anti-rabbit	
 IgG 抗

体、Alexa	
 Fluor	
 647 標識 Donkey-anti-goat	
 IgG 抗体、	
 Alexa	
 Fluor	
 488 標識

Donkey-anti-rat	
 IgG 抗体(Invitrogen)をそれぞれ 1:500 の倍率で使用した。核の染色
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は DAPI	
 (4',6-diamidino-2-phenylindole)1μg/ml で行った。	
 

	
 

2.12. ウエスタンブロッティング 

 E8.5〜E12.5 の胎仔全組織、E14.5 大脳皮質、E14.5 大脳皮質由来培養 4 日目のニュ

ーロスフェアを回収した後、2×サンプルバッファー(125mM	
 Tris-HCl	
 pH6.8,	
 10%	
 2-

メルカプトエタノール,	
 4%SDS,	
 20%グリセリン,	
 0.01%	
 ブロモフェノールブルー)	
 に懸

濁し、95℃で 5 分間熱変性させることによりタンパク試料を調製した。試料は SDS ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動により分離し、セミドライトランスファーあるいはウェッ

トトランスファーにより PVDF(PolyVinylidene	
 DiFluoride)膜に転写した。転写した

PVDF 膜に 5%スキムミルク-TBST	
 (Tris	
 buffered	
 saline	
 containing	
 0.1%	
 Tween20;	
 25mM	
 

Tris,	
 137mM	
 NaCl,	
 2.7mM	
 KCl,	
 0.1%	
 Tween20)	
 あるいはブロックエース(DS ファーマ

バイオメディカル)をを加えて、60 分間室温ブロッキング処理を行い、ブロッキング剤

で希釈した一次抗体で一晩 4℃にて抗体反応を行った。PVDF 膜を TBST で洗浄した後、

ブロック剤で希釈した HRP 標識 Donkey-anti-mouse	
 IgG 抗体あるいは HRP 標識

Donkey-anti-rabbit	
 IgG	
 抗体(GE ヘルスケア)で室温 60 分の抗体反応を行った。PVDF

膜を Chemilumi	
 One	
 L	
 (Nakarai)	
 または、Immunostar	
 zeta(Wako)に反応させて生じた

化学発光シグナルを CCD カメラ LAS4000mini(GE ヘルスケア)により検出した。使用した

一次抗体はrabbit抗Fbxl11抗体(1:1000;	
 Abcam)、rabbit抗p53抗体(1:1000;	
 Leica)、

rabbit 抗 H3K36me1 抗体(1:1000;	
 Abcam)、rabbit 抗 H3K36me2 抗体(1:1000;	
 Abcam)、

rabbit抗 H3K36me3抗体(1:1000;	
 Abcam)、rabbit抗 H3K4me抗体(1:1000;	
 Abcam)、rabbit

抗 H2AK119ub 抗体(1:1000;	
 Millipore)、Mouse 抗 Ring1B 抗体(1:1000;	
 MBL)、rabbit

抗 Ezh2 抗体(1:1000;	
 Cell	
 Signaling)、rabbit 抗 Cleaved-Caspase3 抗体(1:1000;	
 Cell	
 

Signaling)、Mouse 抗 Gapdh 抗体(1:10,000;	
 Millipore)、rabbit 抗 H3 抗体(1:10,000;	
 

Abcam)、抗 Actin 抗体(1:10,000;	
 Sigma)である。内在性の pan-p53 を検出するための

陽性コントロールは 1μM	
 Adriamycin で 6 時間処理した野生型の MEF を使用した。	
 	
 

 

2.13. リアルタイム PCR 解析 

	
 E8.5 および E10.5 の胚組織、神経系細胞の total	
 RNA は Nucleospin	
 RNA	
 Ⅱ	
 kit	
 

(Macherey-Nagel)を用いて抽出した。ReverTra	
 Ace	
 qPCR	
 RT	
 Master	
 Mix	
 with	
 gDNA	
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Remover	
 (TOYOBO)を用いて 100-500ng の total	
 RNA から cDNA（complementary	
 DNA）を

逆転写反応により合成し、	
 THUNDERBIRD	
 SYBR	
 qPCR	
 mix(TOYOBO)を用いてリアルタイム

PCR反応を行い、Light	
 Cycler	
 480	
 System(Roche)またはLight	
 Cycler	
 96	
 System	
 (Roche)

を用いて解析した。サンプル間の遺伝子発現量の差はΔΔCt 法を用いて評価した。解

析に使用したプライマーは表 2 に示す。	
 

 

2.14. 統計学的解析 

 結果は平均値±標準誤差(SE)で示し、統計解析処理法として Student	
 t-test を行っ

た。*p<0.05;	
 **p<0.01。	
 

 

2.15. DNA マイクロアレイ解析 

 DNA マイクロアレイの試料には、E14.5 の大脳皮質由来の神経幹細胞をコントロール

マウスおよび Fbxl11	
 cKO マウスより採取し、5%O2、あるいは 20%O2条件下で 4 日間培養

したニューロスフェアを用いた。total	
 RNA	
 の抽出には Nucleospin	
 RNA	
 Ⅱ	
 kit	
 

(Macherey-Nagel)を用いて、その品質はアガロースゲル電気泳動による 28s/18s リボソ

ーマル RNA のシグナルの確認および、NanoDrop	
 2000c	
 (Thermo)を用いた A260/A230値の

チェックにより評価した。	
 

	
 50ngあるいは100ngの total	
 RNAから、Low	
 Input	
 Quick	
 Amp	
 Labeling	
 Kit	
 (Agilent)、

RNA	
 Spike-In	
 Kit	
 (Agilent)により Cy3ラベル化 cRNA(complementary	
 RNA)を合成した。

Gene	
 Expression	
 Hybridization	
 Kit	
 (Agilent)により cRNA を断片化処理し、オリゴ

DNA マイクロアレイチップ(8×60K)上で 65℃の条件で 17 時間ハイブリダイゼーション

を行った。マイクロアレイチップを洗浄後、Agilent 社の G2565BA スキャナーを用いて

蛍光シグナルの読み取りを行った。Feature	
 Extraction	
 ソフトウェアによりシグナル

の数値化を行い、2 倍以上の発現変動のあった遺伝子を抽出した。2 倍以上の発現変動

のあった遺伝子に対して Gene	
 Spring	
 GX ソフトウェアや DAVID により Gene	
 Ontology

解析、ベン図解析を行うことにより、生物学的意義について検討した。	
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3. 結果 
 

3.1. Fbxl11 遺伝子改変マウスの作製 

	
 本研究では初期発生および神経発生における Fbxl11 の生理的役割を調べるために、

Fbxl11 遺伝子改変マウス(Fbxl11 レポーターマウス、全身性 Fbxl11 欠損マウス、神経

特異的 Fbxl11欠損マウス)を作製し、解析を行った。Fbxl11 ターゲッティングストラテ

ジーは図 3-1A に示した。KOMP	
 (NIH	
 Knockout	
 Mouse	
 Project)	
 から購入した Fbxl11 タ

ーゲッティングベクターは、FRT 配列で挟まれた lacZ-neo カセットと、その下流に loxP

配列で挟まれた標的エクソン(exon7〜9)を有し、標的エクソンは Fbxl11 のヒストン脱

メチル化酵素活性を持つ Jumonji ドメインをコードしていた(Tsukada	
 et	
 al.,	
 2006)。

FRT 配列は Flpe 組換え酵素存在下、loxP 配列は Cre 組換え酵素存在下で部位特異的組

換えを起こす配列である。lacZ カセットは Fbxl11 の発現局在解析のために、neo カセ

ットはネオマイシン耐性 ES 細胞の選択のために用いられた。この Fbxl11 ターゲッティ

ングベクターを C57BL/6N マウス由来の JM8.A3	
 ES 細胞にエレクトロポレーション法に

より遺伝子導入し、G418 でネオマイシン耐性遺伝子に対する薬剤選択を行った後、ES

細胞コロニーに対して PCR によるスクリーニングを行った。その結果、5550bp の 5’側

相同組換え領域と 8209bp の 3’側の相同組換え領域を確認し、21.5%	
 (4/19 クローン)

の効率で相同組換え体(Fbxl11+/neo	
 ES 細胞)を得た(図 3-1B)。次に Fbxl11+/neo	
 ES 細胞を

インジェクションした C57BL/6J由来の胚盤胞を、MCH系統の偽妊娠マウス(日本クレア)

の子宮内に移植することでキメラマウスを取得し、キメラマウスと C57BL/6J 野生型マ

ウスとの交配により、生殖系列に伝播された Fbxl11+/neoマウスを得た。	
 

	
 この Fbxl11+/neo	
 マウスと、CAG プロモーター下で全身性に Cre 相同組換え酵素を発現

する CAG-Cre マウス(Sakai	
 and	
 Miyazaki,1997)、および CAG プロモーター下で全身性

に Flpe 相同組換え酵素を発現する CAG-Flpe マウス(Kanki	
 et	
 al.,2006)とを交配し、

Fbxl11+/lacZマウス、Fbxl11+/floxマウス、更に Fbxl11+/-マウスを得た。Fbxl11 変異マウ

スの遺伝子型を決定するために、マウスの後肢からゲノム DNA を抽出し PCR 解析を行っ

た。PCR により、Fbxl11+/neoマウスでは 550bp の野生型アリルと 625bp	
 の	
 Fbxl11	
 neo

アリル、	
 Fbxl11+/lacZ マウスでは 244bp の Fbxl11	
 lacZ アリルを検出した。同様に、
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Fbxl11+/floxマウスでは 602bp の野生型アリルと 791bp	
 の	
 Fbxl11	
 floxアリル、Fbxl11+/-	
 

マウスでは3.2kbpの野生型アリルと554bpのFbxl11	
 null	
 アリルのPCR産物を確認し、

各マウスの遺伝子型を決定した(図 3-1C)。	
 

 

3.2.初期発生における Fbxl11 の機能解析 

3.2.1. 胚発生における Fbxl11 の発現動態 

	
 Fbxl11 の初期発生過程における機能を調べるために、lacZ レポーターマウスを用い

て、胎生期における Fbxl11 の時空間的発現様式のプロファイリングを行った。

Fbxl11+/lacZ	
 雄マウスに野生型の雌マウスを交配し、胎生 7.5 日(E7.5)、E8.5、E10.5、	
 

E12.5、E14.5 での Fbxl11+/lacZマウスの X-gal 染色を行った。Fbxl11 の遺伝子座にノッ

クインされた lacZ レポーター遺伝子は、E7.5 から E14.5 にかけて全身性に広範囲に発

現していた。特に、E14.5 においては前脳にその発現局在が観察された(図 3-2A)。	
 

	
 次に、発生過程における Fbxl11 の定量的発現解析を行うため、E8.5〜E12.5 の野生

型胚より RNA およびタンパク質を抽出し、リアルタイム PCR およびウエスタンブロット

解析を行った。Fbxl11	
 mRNA およびタンパク質の発現レベルは、E8.5 と比較して、妊娠

中期であるE11.5にかけて発現が上昇していた(図3-2B,3-2D)。一方で、Fbxl10はFbxl11

よりも早期の E8.5〜E10.5 で高い発現を示した(図 3-2C)。これまでに、我々はノザン

ブロット解析により Fbxl11 が発生過程の胚組織および成体組織においてユビキタスに

発現していることを明らかとしており(Fukuda	
 et	
 al.,	
 2011)、今回の結果はそれを支

持するものであった。Fbxl11 の発現動態の解析より、Fbxl11 が胎生中期において恒常

的に発現することが示された。また、神経分化時期である E14.5 において中枢神経系で

の偏局在がみられたことから、初期発生のみならず中枢神経系においても機能すること

が示唆された(図 3-8)。	
 

 

3.2.2. Fbxl11 欠損マウスの表現型 

	
 初期発生における Fbxl11 の生理的機能を解析するために、Fbx11 欠損マウスを作製

した。まず Fbx11 欠損マウスが正常に出生可能か調べるため、Fbxl11 のターゲッティ

ングによって最初に作出される Fbxl11neo/neoマウスを用いて解析した。Fbxl1	
 neo	
 アリ

ルにおいて、Fbx111 遺伝子座に挿入された lacZ カセットはスプライシング受容配列
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(Splicing	
 Acceptor	
 Site)と終止コドン、polyA 配列を持つことから、Fbxl11 の発現は

理論上消失すると予想された。そこで Fbxl11+/neoマウス同士を交配し、Fbxl11neo/neoマウ

スを作製したところ、Fbxl11neo/neo の遺伝子型を持つ個体は得られなかった。このこと

から、Fbxl11 の発現欠損は胎生致死を示すことが示唆されたため、Fbxl11neo/neo胚に対

して胎生解析を行った。その結果 Fbxl11neo/neo胚は、E10.5 においてはメンデルの法則

に従って取得できたものの、E12.5 では死亡した胚が観察され、E14.5 では胚が消失し

ていた(表 3-1)。すなわち、Fbxl11 欠損は E10.5 から E12.5 の期間に胎生致死を呈する

ことが示された。次に、Fbxl11+/neo	
 マウスと CAG-Cre マウスとの交配により、Fbxl11

の機能ドメインを完全に欠失させた Fbx11 欠損(Fbxl11-/-)マウスを作出し、胎生解析を

行ったところ、Fbxl11neo/neo胚と同様に Fbxl11-/-胚もまた E10.5 以降で生存胚を取得す

ることが出来なかった(表 3-2)。E10.5 全胚組織を用いてウエスタンブロット解析を行

い、Fbxl11neo/neo胚および Fbxl11-/-胚での Fbxl11 の遺伝子の発現欠損についてタンパク

質レベルで確認した(図 3-3A)。	
 

	
 次に、E8.5 から E10.5 における Fbxl11-/-胚の形態的解析を行った(図 3-3B)。E8.5 か

ら E10.5 の Fbxl11-/-胚はメンデルの法則通りに得られ(表 3-2)、実体顕微鏡下で心臓の

拍動も観察された。E8.5 では Fbxl11-/-胚とコントロール(Fbxl11+/+および Fbxl11+/-)

胚のサイズに大きな違いは観察されなかったものの、E9.5 および E10.5 において

Fbxl11-/-胚は発生に障害が見られた(図 3-3B)。コントロール胚では E8.5 から E9.5 に

かけて見られる胚の尾方が 180 度反転する現象(Embryonic	
 turning)が Fbxl11-/-胚では

遅れて E10.5 で観察された(図 3-3B)。さらに、正常胚では E9.5 に神経管の背側閉鎖

(neural	
 tube	
 closure)が完了するが、Fbxl11-/-胚は E10.5 においても神経管閉鎖不全

を呈していた(Data	
 not	
 shown)。すなわち、Fbxl11-/-胚の胎仔サイズの減少や Embryonic	
 

turning の遅延、神経管閉鎖不全といった表現型を示し、Fbxl11 欠損マウスは E8.5〜

E10.5 の発生過程において成長遅延を呈し、胎生致死を示すことが明らかとなった。	
 

 

3.2.3. Fbxl11 欠損胚における細胞増殖および細胞死 

	
 Fbxl11 欠損マウスにおける成長遅延の詳細な表現型を明らかにするために、組織化

学的解析を行った。胎生期から生後期にかけて Fbxl11+/-マウスの形態的特徴は Fbxl11+/+

マウスと同様であった(Data	
 not	
 shown)ため、以下の解析には Fbxl11+/-マウスを
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Fbxl11-/-マウスと比較するためのコントロールとして使用した。	
 

	
 まず、E10.5 胚に対する HE 染色を行い、E10.5 で顕在する中枢神経系と心臓に対する

組織解析を行った。E8.5 から E10.5 の発生中期のマウス脳では神経管から後脳、中脳、

前脳(終脳)と後方より神経分化が進行することが知られている。E10.5 の Fbxl11-/-胚に

おいては神経上皮構造は正常であり、後脳部において神経上皮細胞層の厚さには変化は

みられなかったものの、前脳において神経上皮細胞層が減少していた	
 (図3-4A,3-4B)。

一方、心臓のもととなる管状の原始心筒は E9.5 において心ループを形成し、左右の心

室を形成する(Laugwitz	
 et	
 al.,	
 2008)。E10.5 の Fbxl11-/-胚では心臓組織は小さく、

心ループの形成が不完全であり、管状の心組織が観察された(図 3-4C,3-4D)。これらの

結果から、Fbxl11-/-胚では中枢神経系や心臓における表現型が示され、発生中期の器官

形成に遅延が生じることが示唆された。我々は、Fbxl11 のパラログである Fbxl10 の遺

伝子欠損マウスが外脳症を発症し、神経前駆細胞の細胞増殖異常や分化異常といった表

現型を生じることを報告している(Fukuda	
 et	
 al.,2011)。そこで、Fbxl10 と同様に神

経発生における Fbxl11 の機能を予想して、E10.5 の Fbxl11+/-および Fbxl11-/-胚の水平

断面に対して、神経幹細胞マーカーNestin、神経細胞マーカーTuj1、神経系の未分化細

胞に発現する細胞接着マーカーN-cadherin の免疫染色を行った。その結果、Nestin と

N-cadherin の発現動態には違いは見られなかった。一方で Tuj1 は Fbxl11-/-胚の後脳領

域においてはコントロール胚と同様の発現が認められたが、前脳部の発現が消失してい

た(図 3-4E)。E10.5 の Fbxl11-/-胚では前脳部における神経分化マーカーの発現が消失

していたことから、特に前脳部での神経発生に障害が生じていることが確認された。	
 

次に、心臓や中枢神経系における発生遅延には、細胞増殖および細胞死が関与すること

が予想されたため、E10.5 の頭部組織に対する細胞周期 M 期マーカーである

Phospho-Histone	
 3	
 (PH3)、アポトーシスマーカーCleaved-Caspase	
 3	
 (CC3)の検出を行

った。その結果、Fbxl11-/-胚では増殖性の神経上皮細胞が存在する側脳室において PH3

陽性の M 期細胞が減少し、一方で、神経上皮細胞層だけでなく、神経堤細胞および間充

織細胞でも CC3 陽性のアポトーシスを起こした細胞が有意に増加していた(図 3-5)。さ

らに、胸部や尾部の組織においてもアポトーシス陽性細胞が顕著に観察された(Data	
 

not	
 shown)。以上の結果から、全身性の細胞増殖能低下と細胞死亢進が Fbxl11 欠損マ

ウスの成長遅延の一因であることが示唆された。	
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3.2.4. Fbxl11 による細胞周期調節因子の発現調節 

	
 最近の報告から、Fbxl11 はヒストン脱メチル化を介して p15Ink4bと p27Kip1の発現を調

節することにより、間葉系幹細胞の細胞増殖を調節することが示されている(Gao	
 et	
 

al.,2013)。また、我々は E8.5 胚において Fbxl10 が p19ARFおよび p21Cip1の遺伝子発現

を抑制することにより、細胞増殖に寄与することを見出している(Fukuda	
 et	
 al.,	
 2011)。

Fbxl11 もまた in	
 vivoにおいて細胞周期の調節に寄与するのかを決定するために、E8.5

胚における細胞周期調節因子(p15Ink4b、p16Ink4a、p19ARF、p18Ink4c、p19Ink4d、p21Cip1、p27Kip1、

p57Kip2)の発現をリアルタイム	
 PCR により解析した。その結果 E8.5 の Fbxl11-/-胚におい

て p21Cip1の発現が有意に上昇しており、一方で p19ARF、	
 p18Ink4c、p19Ink4d、p27Kip1、p57Kip2

の発現には有意な変化は見られなかった(図 3-6A)。また、p15Ink4b、p16Ink4aは E8.5 胚で

は検出限界以下だった(Data	
 not	
 shown)。	
 

	
 がん抑制因子として知られる p53 は細胞増殖やアポトーシス両方に重要な役割をも

ち、また、p21Cip1の転写を活性化することが知られている	
 (Wood	
 and	
 Shilatifard,	
 2006)。

そこで、リアルタイム	
 PCR およびウエスタンブロット解析により、コントロール胚と

Fbxl11-/-胚での p53 の転写レベルとタンパクレベルの発現を解析した。その結果、

Fbxl11-/-胚では、コントロール胚と比較して p53 の転写レベルには変化が見られなかっ

た(図 3-6A)。アドリアマイシン処理を施した MEF を陽性コントロールとして、コント

ロール胚と Fbxl11-/-胚での p53 タンパク質の発現を解析したところ、p53 のタンパクレ

ベルでの発現亢進は検出されなかった(図 3-6B)。従って、Fbxl11 は p53 の発現誘導を

介さずに、p21Cip1の発現を制御していることが示された。	
 

 

3.2.5. Fbxl11 欠損によるヒストン修飾への影響 

	
 ヒストン H3K36 と H3K4 メチル化は標的遺伝子の発現亢進に関与する(Noma	
 et	
 al.,	
 

2001;	
 Wagner	
 and	
 Carpenter,	
 2012)が、Fbxl11 は近傍遺伝子の発現抑制を導くメチル

化 H3K36 およびメチル化 H3K4 の脱メチル化を触媒することが知られている(Bartke	
 et	
 

al.,	
 2010;	
 Tsukada	
 et	
 al.,	
 2006)。そこで Fbxl11 が関与するヒストン修飾レベルに

ついてウエスタンブロット解析を行った。その結果、予想に反して、E10.5 胚の全組織

をライセートとして用いた結果では、コントロールと Fbxl11-/-胚の間でヒストン

H3K36me1、H3K36me2、H3K36me3、H3K4me3 の発現レベルには変化は見られなかった	
 (図
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3-7A)。	
 

	
 近年、Fbxl11 のホモログである Fbxl10 が、マウス ES 細胞においてポリコーム群タ

ンパク質(Polycomb	
 group	
 protein:	
 PcG)と相互作用することにより遺伝子発現制御を

することが報告された(Farcas	
 et	
 al.,	
 2012;	
 Kottakis	
 et	
 al.,	
 2011;	
 Tzatsos	
 et	
 al.,	
 	
 

2011;	
 Wu	
 et	
 al.,	
 2013)。PcG はヒストン修飾(H3K27me3、H2AK119ub)による遺伝子サ

イレンシングを介して幹細胞分化、がん化、老化を含む生体の恒常性維持に関与する。

最近の報告では、マウス ES 細胞での Fbxl10 ノックダウンは PcG 構成因子である Ezh2

やRing1Bの発現を変化させることなくヒストンH2Aのユビキチン化を減少させ、Fbxl10

がヒストンユビキチン化の触媒作用を介して PcG の下流遺伝子発現制御に関与するこ

とが明らかとされている(Farcas	
 et	
 al.,	
 2012;	
 Wu	
 et	
 al.,	
 2013)。そこで、E10.5 の

コントロールおよび Fbxl11-/-胚を用いてヒストン H2A ユビキチン化レベル、PcG 主要構

成因子Ring1BおよびEzh2の mRNAレベル、タンパクレベルでの発現定量解析を行った。

その結果、E10.5の Fbxl11-/-胚においてH2Aユビキチン化レベルの低下が認められた(図

3-7A)。また、Ring1B の mRNA 発現およびタンパク質発現量は変化しなかった(図

3-7B,3-7C)。ES 細胞における Fbxl10 と同様に、Fbxl11 は Ring1B の発現に影響するこ

となく、H2A ユビキチン化を制御する可能性が示唆された。しかし一方で、Fbxl11-/-胚

において Ezh2 の mRNA 発現量に変化はなかったが、タンパク質発現量が有意に低下して

いた(図 3-7B,3-7C)。MEF での Fbxl10 のノックダウン実験により、Fbxl10 がマイクロ

RNA の発現調節を介して Ezh2 の発現を正に制御しており、PcG の標的遺伝子の発現を

Fbxl10 がコントロールしうることが報告されている(Tzatsos	
 et	
 al.,	
 2011)。Fbxl11

欠損マウスにおける Ezh2 タンパク発現量の低下から、MEF での Fbxl10 と同様に、Fbxl11

もまたマイクロ RNA を介した Ezh2 の翻訳調節に関与する可能性も考えられた。	
 

	
 これらの結果より、初期発生において Fbxl11 は PcG の主要構成因子である Ezh2 の発

現および PcG が介する H2A のユビキチン化レベルを正に制御することから、PcG による

遺伝子発現制御に関与する可能性が示された。	
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3.3 神経発生における Fbxl11 の機能解析 

3.3.1. 神経発生過程における Fbxl11 の発現動態 

	
 Fbxl11レポーターマウスによる解析より、神経分化時期であるE14.5においてFbxl11

の発現が中枢神経系に強く局在する(図 3-2A)ことから、発生期の神経系において

Fbxl11 が機能することが期待された。そこでまず、中枢神経系での局在部位を詳細に

解析するために、E12.5、E14.5、E16.5 における野生型マウスおよび Fbxl11+/lacZマウス

の胎仔脳を取り出しX-gal染色を行った。その結果、Fbxl11は神経分化時期であるE14.5

以降の前脳に強く発現していることが示された(図 3-8)。	
 

	
 脳の大脳皮質は多様な神経細胞とグリア細胞で構成されており、それらは発生期に神

経幹細胞より秩序正しく分化する。まず大脳皮質における Fbxl11 の発現時期と細胞種

を特定する目的で、E14.5 の野生型マウスの大脳皮質より神経幹細胞を採取し、神経細

胞およびグリア細胞へ分化誘導した後、それぞれの細胞を回収した(図 3-9A)。①神経

幹細胞は bFGF 存在下でのニューロスフェア培養(Reynolds	
 and	
 Weiss,	
 1992;	
 Kawaguchi	
 

et	
 al.,	
 2001;	
 Shimazaki	
 et	
 al.,	
 2001)により、②神経細胞は培養 4 日目のニューロ

スフェアをさらに 4 日間 bFGF 非存在下で接着培養することにより取得した。③グリア

細胞は培養4日目のニューロスフェアをさらに8日間1%FBS存在下で接着培養すること

により取得した。それぞれの培養条件(①,②,③)で取得した細胞に対して神経幹細胞マ

ーカーNestin、神経細胞マーカーTuj1、グリア細胞マーカーGFAP、および Fbxl11 の発

現をリアルタイム	
 PCR により検出した。その結果、Fbxl11 は神経幹細胞(①)、グリア

細胞(③)培養条件と比較して神経分化条件(②)で培養した細胞集団に高発現であった

(図 3-9B)。さらに、神経分化培養条件(②)で培養した細胞に対して神経細胞マーカー

Tuj1 抗体と Fbxl11 抗体による免疫染色を行ったところ、Tuj1 陽性細胞と Fbxl11 強陽

性細胞が共局在していた(図 3-9C)。以上より、Fbxl11 は神経幹細胞から神経細胞に分

化する過程において発現が増加し、分化した神経細胞において強く発現することが示さ

れた。	
 

	
 

3.3.2. 神経特異的 Fbxl11 欠損マウスの表現型 

	
 神経幹細胞から神経細胞へ分化する時期にかけて Fbxl11 の発現が増加したことから、

神経分化制御に対する Fbxl11 の機能が強く支持された。しかしながら、作製した全身
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性の Fbxl11 欠損マウスでは E10.5 前後の胎生中期に成長遅延を伴い致死を呈した(表

3-1, 3-2, 図 3-3B)ため、初期の神経分化時期における Fbxl11の機能解析を行うことが

困難であった。そこで、神経発生における Fbxl11 の生理的機能を調べるために、

Emx1-Cre マウス(Iwasato	
 et	
 al.,	
 2004;	
 Gorski	
 et	
 al.,2002)との交配により、神経

特異的 Fbxl11 欠損(Fbxl11	
 cKO)マウスを作製することとした。Emx1-Cre マウスは E10.5

から Emx1 の発現部位である大脳皮質領域で Cre-loxP 組換えを開始し、E12.5 には大脳

皮質を構成する全ての細胞で組換えが完了することが報告されている。	
 

	
 まず Fbxl11+/neoマウスに全身性にFlpe酵素を発現するCAG-Flpeマウスとの交配によ

り Fbxl11+/floxマウスを取得した。Fbxl11+/floxマウスと Emx1-Cre マウスを交配すること

により、へテロ変異マウスである Emx1-Cre;	
 Fbxl11+/flox マウスを作製した。得られた

Emx1-Cre;	
 Fbxl11+/floxマウスは雌雄共に外見上正常であり、交配可能であった。さらに

Emx1-Cre;	
 Fbxl11+/floxマウスと Fbxl11flox/floxマウスとの交配で Fbxl11	
 cKO（Emx1-Cre;	
 

Fbxl11flox/flox）マウスを作製した。Fbxl11	
 cKO マウスは生後 10 日(P10)においてはメン

デルの法則通りに取得することが出来た(表 3-3)。	
 

	
 Emx1-Cre により組み換わる部位の詳細な同定を試みるべく、Stop カセットの両端に

loxP 配列を持ち、その下流に GFP カセットが挿入された Rosa-loxP-STOP-loxP-GFP マ

ウスを Emx1-Cre マウスと交配することにより組換え部位が GFP で追跡できるようにし

た。Emx1-Cre;loxP-GFP マウスの E14.5 の前脳大脳皮質に GFP の発現が確認された(図

3-10A)ことから、E14.5 の大脳皮質では Fbxl11 が欠損することが十分に予想された。

実際には、Fbxl11	
 cKO マウスの E14.5 大脳皮質よりタンパク質を抽出し、ウエスタン

ブロット解析により Fbxl11 がタンパク質レベルで欠損していることを確認した(図

3-10B)。	
 

	
 最初にFbxl11の発現が増加する胎生期の神経分化時期(E14.5およびE17.5)の大脳皮

質に対して組織学的解析を行った。まず HE 染色により E17.5 のコントロールと Fbxl11	
 

cKO マウスの大脳皮質を比較した所、Fbxl11	
 cKO マウスの大脳皮質層の厚さに有意な変

化は認められなかった(図 3-10C)。さらに、神経幹細胞マーカーNestin、神経細胞マー

カーTbr1、および神経前駆細胞マーカーTbr2 の発現を免疫染色により調べたところ、

E14.5、E17.5 の大脳皮質において Nestin、Tbr1、Tbr2 の発現動態にも異常は認められ

ず(図 3-10D)、E17.5 の Fbxl11	
 cKO マウス大脳皮質において Tbr1 陽性神経細胞層が占
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める割合にも変化は見られなかった(図 3-10D 下)。そのため胎生期脳では Fbxl11 欠損

による神経幹細胞や神経細胞における顕著な異常は生じていないことが示された。	
 

	
 胎生期大脳皮質では Fbxl11 欠損による顕著な表現型は確認できなかったが、Fbxl11	
 

cKO マウスは生後にかけて前脳の低形成といった表現型を呈していた。Fbxl11	
 cKO マウ

スは P10 から P15 にかけて全個体が死亡し(図 3-11A)、また P5 から P10 にかけては顕

著な体重減少(図 3-11B)および個体サイズの減少(図 3-11C)が認められた。Fbxl11	
 cKO

マウスは P3 までは外見上正常であったが、P5 から前後肢や頭部の形態異常が認められ

(data	
 not	
 shown)、P10 では大脳皮質の縮小、前後肢の形態異常、脾臓の肥大といった

異常を生じた(図 3-11D〜3-11F)。Emx1-Cre マウスでは前脳特異的に相同組換えを行う

にも関わらず、生後の Fbxl11	
 cKO マウスでは前脳以外の表現型も確認された。これは、

生後 0 日(P10)の Emx1-Cre;loxP-STOP-loxP-GFP マウスにおいて前脳大脳皮質のみなら

ず前後肢や顔面にも一部 GFP が発現しており(図 3-11G)、Emx1 が出生前後において大脳

皮質以外の組織でも発現したことから、前脳以外の組織で Fbxl11 が欠損した前後肢や

頭部表面に形態異常が認められたと考えられる。	
 

 

3.3.3. Fbxl11 欠損による特異的神経細胞層における神経細胞死 

 Fbxl11	
 cKO マウスの生後における大脳皮質の縮小の原因を探るため、生後脳の冠状

切片を作製し、組織学的解析を行うこととした。まず HE 染色により P10 のコントロー

ルと Fbxl11	
 cKO マウスの大脳皮質を比較した所、Fbxl11	
 cKO マウスの大脳皮質層が有

意に減少していた(図 3-12A)。次に免疫組織化学染色により分化神経細胞マーカーであ

る Tbr1 の発現を調べたところ、P10 の Fbxl11	
 cKO マウスでは Tbr1 が有意に発現低下

しており、Tbr1 陽性の幼若な神経細胞が減少していることが明らかとなった(図 3-12B)。

このことから神経細胞の分化能および生存能の低下により大脳皮質が薄くなっている

ことが予測された。大脳皮質は発生時期の異なる複数の神経細胞層で構成されており、

下層の神経細胞層は E14.5 から分化する早生まれの神経細胞であり、上層に向かうに従

って胎生後期から生後に分化する遅生まれの神経細胞で構成される(図 3-13A)。そこで

層特異的な神経細胞マーカーで免疫組織化学染色を行ったところ、Fbxl11	
 cKO マウス

ではⅥ層神経細胞マーカーFoxp2 の発現には変化が見られなかったが、Ⅱ-Ⅳ層神経細

胞マーカーである Cux1、Ⅴ層神経細胞マーカーCtip2の発現低下(図 3-13B)および、Cux1
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陽性の神経細胞層の有意な減少が認められた(図 3-13C)。Fbxl11	
 cKO マウスでは Cux1、

Ctip2陽性神経細胞すなわち、遅生まれの神経細胞が特異的に減少することが示された。	
 

	
 Fbxl11	
 cKO マウスにおける層特異的な神経細胞層の減少には細胞死の関与も予想さ

れたため、アポトーシスマーカーCC3 の発現を免疫染色により検出した。コントロール

マウスでは大脳皮質ではほとんど CC3 の発現は確認されないのに対して、Fbxl11	
 cKO

マウスでは前脳の縮小が観察されたP10大脳皮質においてCC3陽性細胞の増加が認めら

れた。その上、前脳縮小が観察されない P0 の大脳皮質においても CC3 の発現上昇が確

認された(図 3-14A)。次に、成熟神経細胞マーカーNeuN と CC3 との共染色を行うと、神

経細胞の核に局在する NeuN と CC3 は共局在しており、大脳皮質においてより上層の神

経細胞において CC3 が多く局在することが示された(図 3-14B)。さらに、層特異的神経

細胞マーカーCtip2、Foxp2 が CC3 と共局在するかを免疫染色により調べた。その結果

Fbxl11	
 cKO マウスでは CC3 は Foxp2 とは共局在しないが、Ctip2 とは共局在しているこ

とが示された(図 3-14C)。これらの結果より、Fbxl11	
 cKO マウスでは胎生後期および生

後に分化する遅生まれの神経細胞が細胞死を引き起こしており、Fbxl11 は生後に産生

される神経細胞の生存に重要であることが示された。	
 

	
 次に、神経細胞を支持するグリア細胞の挙動について調べるために、未成熟アストロ

サイトマーカーGS(Gultamine	
 Synthetase)、アストロサイトマーカーGFAP、ミクログリ

アマーカーIba1 の発現を免疫染色により評価した。GS の発現動態には大きな変化はな

かったが、驚くべきことに、GFAP 陽性細胞と Iba1 陽性細胞の顕著な増加が認められた

(図 3-15A,3-15B)。コントロール脳では、大脳皮質の Apical	
 side に存在する脳室帯

(Ventricular	
 Zone;	
 VZ)および Basal	
 side に GFAP の発現局在が観察されるが、Fbxl11	
 

cKO マウスでは GFAP は大脳皮質全体に異所的に発現し、GFAP 陽性細胞数が明らかに増

加していた(図 3-15A)。また Iba1はコントロール脳ではほとんど発現が見られないが、

Fbxl11	
 cKO脳ではGFAPと同様に、大脳皮質全体にわたってIba1の発現が観察された(図

3-15B)。ミクログリアやアストロサイトは正常時に神経細胞を保護する役割を持つが、

脳虚血を含む中枢神経系の病態において神経細胞死が生じた際、それぞれ活性型となり

炎症性サイトカインやフリーラジカルなどを遊離し、神経細胞死が促進するように働き

かけ、最終的にはミクログリアにより損傷した神経細胞は貪食され除去されることが知

られている。以上の知見からも、Fbxl11	
 cKO マウスにおける神経細胞死を感知してグ
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リア細胞が異所的に増殖したことが示唆された。この大脳皮質におけるグリア細胞の異

常集積は 2 次的な表現型であることが予想されるが、生後脳にて Fbxl11 欠損による神

経変性・神経細胞死が生じたことを示す重要な証拠となった。	
 

 

3.3.4. 胎生期の神経幹細胞維持における Fbxl11 の役割 

	
 Fbxl11 欠損による生後の神経変性・神経細胞死の原因を探るため、神経細胞の起源

である胎生期の神経幹細胞の性状を詳細に評価した。	
 

	
 胎生期の神経幹細胞は組織学的解析で異常が認められなかった(図3-10C,3-10D)ため、

in	
 vitro で胎生期神経幹細胞を採取し、神経幹細胞の増殖能、分化能、および遺伝子

発現異常を定量的に解析することとした。まずコントロールマウスおよび Fbxl11	
 cKO

マウスの E14.5 大脳皮質由来の神経幹細胞を培養し、神経幹細胞の増殖能、自己複製能

を評価するためにニューロスフェアアッセイを行った。その結果、培養 4 日目で Fbxl11	
 

cKO マウス由来のニューロスフェアは低形成となり、培養 7 日目では完全に細胞が消失

した(図 3-16A)。神経幹細胞の増殖能を評価するため、直径 50μm 以上のニューロスフ

ェア数を計測したところ、培養７日目において Fbxl11	
 cKO マウスのニューロスフェア

形成数は有意に減少した。また、生細胞由来の ATP 量を定量して神経幹細胞の生存率を

解析(Cell	
 titer	
 Glo	
 [Promega])した結果、Fbxl11	
 cKO マウスでは有意に ATP を標識

した発光シグナルが低下していた(図 3-16B)。一方で、Fbxl11	
 欠損神経幹細胞ではア

ポトーシスマーカーCC3 の発現が有意に上昇していた(図 3-16C)。すなわち、E14.5 に

おける Fbxl11	
 cKO マウス大脳皮質神経幹細胞の in	
 vivoでの挙動には異常が生じなか

ったのに対して、予想に反して in	
 vitro	
 では Fbxl11 の欠損により神経幹細胞の細胞

死の亢進および増殖能の著しい低下が認められた。in	
 vitroでの Fbxl11 欠損による神

経幹細胞の細胞死の原因を探るため、培養 4 日目の神経幹細胞(ニューロスフェア)に対

して遺伝子発現解析を行った。Fbxl11 欠損神経幹細胞では、神経幹細胞に陽性である

Nestin、Hes1、Hes5 の発現は低下し、神経細胞に陽性である Tuj1、Ngn2 の発現が上昇

していた(図 3-16D)。このことから Fbxl11 欠損神経幹細胞は異常な分化促進、および

細胞死を引き起こしたことが示唆された。	
 

	
 次に、Fbxl11	
 欠損神経幹細胞の分化能を評価するため、神経分化培養を行った。神

経幹細胞をニューロスフェアで 4 日間培養した後、bFGF 存在下(図 3-17A)、bFGF 非存
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在下(図 3-17B)、Bmp4・LIF 存在下(図 3-17C)で 4 日間接着培養を行った。それぞれの

培養条件では Nestin、Tuj1 陽性(図 3-17A)、Tuj1 陽性(図 3-17B)、GFAP 陽性(図 3-17C)

細胞へと分化する。Fbxl11	
 cKO マウスでは Nestin 陽性細胞の維持能および GFAP 陽性

細胞への分化能が障害されていた(図 3-17A,3-17C)。一方で、Tuj1 陽性細胞が増加して

いたものの、正常な神経突起を形成することが出来なかった(図 3-17B)。従って、Fbxl11

欠損神経幹細胞は神経細胞・グリア細胞への正常な分化能を失うことが示された。以上

より、in	
 vitroにおいては Fbxl11 欠損により胎生期神経幹細胞の増殖能、分化能のい

ずれも障害されるという結果が得られた。	
 

	
 in	
 vivo	
 の組織学的解析では、Fbxl11	
 cKO マウス大脳皮質において胎生期の神経幹

細胞の動態は正常だったのに対して、in	
 vitro のニューロスフェアアッセイでは	
 

Fbxl11 欠損神経幹細胞が細胞死を呈し、分化能を欠失するという一見相反する結果が

得られた。この矛盾に対して、in	
 vivoの胎仔脳は低酸素に保たれていることから、「in	
 

vitro での培養条件は in	
 vivo	
 と比較して高酸素環境であり、酸素濃度の違いにより

Fbxl11	
 cKO 神経幹細胞の細胞死が引き起こされる」という仮説を立てた。この仮説の

証明のため、低酸素下(5%	
 O2)にて神経幹細胞を培養した結果、Fbxl11 欠損神経幹細胞

のニューロスフェア形成能が回復した(図 3-18A)。また、20%酸素培養下では Fbxl11	
 cKO

マウスにおいて神経幹細胞マーカーNestin の発現低下と神経細胞マーカーTuj1 の発現

上昇が認められたが、5%酸素培養下においては Nestin と Tuj1 の発現変化は見られなく

なった(図 3-18B)。このことから、生理的な酸素条件下(5%	
 O2)で神経幹細胞を培養する

と in	
 vivoでの組織学的解析と同様に、神経幹細胞の生存および未分化状態を維持でき

ることが明らかとなった。胎生期の低酸素条件(in	
 vivo)では Fbxl11	
 cKO マウスにおい

ても神経幹細胞を正常に保つことが可能であるが、生後の通常酸素条件(in	
 vitro)では

Fbxl11欠損による神経幹細胞の生存能および未分化状態が損なわれることが示された。	
 

このように、低酸素培養により Fbxl11 欠損神経幹細胞の増殖能および分化状態は回復

したものの(図 3-18B)、細胞周期調節因子 p15Ink4b,	
 p19ARF,	
 p21Cip1,	
 p53 の発現上昇およ

び p57Kip2発現低下が示された(図 3-18C)。低酸素環境下において細胞周期調節因子の遺

伝子発現異常は回復することが出来ないものの、Fbxl11 欠損による神経幹細胞の増殖・

生存の欠失といった重篤な表現型はレスキューできることが分かった。	
 

	
 すなわち、Fbxl11 は神経幹細胞の増殖・生存を制御するが、その制御には酸素環境
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が重要であることが示され、酸化ストレスや低酸素応答といったシグナルに Fbxl11 が

関与する可能性が示された。	
 

	
 

3.3.5.神経幹細胞における Fbxl11 下流遺伝子の網羅的探索 

	
 Fbxl11 による神経分化機構を明らかにする目的で、神経幹細胞における Fbxl11 の標

的遺伝子およびシグナル経路を網羅的に探索するため、5%および 20%の酸素条件で 4 日

間培養した Fbxl11	
 cKO	
 (Emx1-Cre;	
 Fbxl11flox/flox)マウスとコントロール(Emx1-Cre;	
 

Fbxl11+/flox)	
 マウス由来神経幹細胞に対して、DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子

発現解析を行った。20％酸素環境下では神経幹細胞の生存率や分化状態が大きく変動し

ているため、5%酸素環境で培養した神経幹細胞を Fbxl11 の標的遺伝子を抽出するのに

適切な細胞集団として使用した。	
 

	
 20%酸素条件下で培養した神経幹細胞において、コントロールと比較して Fbxl11	
 cKO

マウスで 2 倍以上発現が変動した遺伝子は 4013 個であった(図 3-19A,	
 [1]	
 het(20%)	
 vs	
 

cKO	
 (20%))。一方で、5%酸素培養ではコントロールと比較して Fbxl11	
 cKO 神経幹細胞

で2倍以上の発現変動した遺伝子は1290個であった(図3-19A,	
 [2]het(5%)	
 vs	
 cKO	
 (5%))。

20%酸素培養では 5%酸素培養と比較して約 3 倍の遺伝子数の変動が示されたことから、

分化状態や生存状態の変化のために、2 次的に変動する遺伝子も多く抽出されたと考え

られる。5%酸素培養における Fbxl11 下流遺伝子に対して、酸素条件による遺伝子発現

変動を検討するために、5%酸素培養のコントロール細胞と 20%酸素培養のコントロール

細胞のみを比較したところ、530 遺伝子が 2 倍以上発現変動していた(図 3-19A	
 ,	
 

[3]het(5%)	
 vs	
 het	
 (20%))。酸素条件に依らない Fbxl11 の下流遺伝子を探索するため

に、5%酸素条件下にてコントロールと Fbxl11	
 cKO マウス間で 2 倍以上発現変動した遺

伝子群([2]het(5%)	
 vs	
 cKO	
 (5%))から、5%および 20%酸素培養のコントロール間で発現

変動した遺伝子群([3]het(5%)	
 vs	
 het	
 (20%))を排除し、Fbxl11 の標的候補遺伝子とし

た(図 3-19A,	
 3-19B 斜線部)。図 3-19B の斜線部で示された 1149 遺伝子の内、2 倍以上

発現上昇した遺伝子は 399 遺伝子、2倍以上発現低下した遺伝子は 750 遺伝子だった(図

3-19C)。ヒストン H3K36 メチル化は標的遺伝子の発現亢進に関与することが知られてい

るため、ヒストン H3K36 の脱メチル化酵素である Fbxl1 の欠損下において発現が亢進し

ている遺伝子群に着目した。2倍以上発現上昇した遺伝子リストを調べると、神経発生、
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アポトーシス、酸化ストレスに関連する遺伝子がいくつも存在した(図3-19C)。さらに、

Fbxl11 の標的候補遺伝子に対して Gene	
 Ontology(GO)解析を DAVID により行い、アノテ

ーションを行ったところ、同様に神経発生、アポトーシス、酸化ストレスや低酸素応答

に関与する GO	
 term が有意に変化することが示された(表 3-4)。実際に real-time	
 PCR

より、Fbxl11 が抑制をかける標的候補遺伝子として抽出した遺伝子(Gad1,	
 Gad2,	
 Lhx6,	
 

Dlx2,	
 P2rx7,	
 Nr4a2,	
 Lrdd,	
 Dcxr,	
 Ecel1,	
 Arid5a)の発現解析を行ったところ、Fbxl11

欠損神経幹細胞において有意な発現亢進が認められた(図 3-20)。	
 

	
 本解析より、Fbxl11 を欠損した神経幹細胞では神経発生、アポトーシス、酸化スト

レスおよび低酸素応答に関連する遺伝子異常が蓄積しており、その遺伝子異常が神経細

胞死をいう表現型を招く一因となることが示唆された。以上の結果よりヒストン脱メチ

ル化酵素 Fbxl11 は胎生期の神経幹細胞の恒常性を保つのに必要な遺伝子の発現制御に

関与することが初めて明らかとなった。 
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4. 考察 
 

	
 本研究ではまず初期発生での Fbxl11 の生理的機能を調べるために、Fbxl11 遺伝子改

変マウスを作製した。Fbxl11 レポーターマウスを用いた発現解析より、Fbxl11 が胚発

生期を通じて広く発現し、中枢神経系にも局在が示されたことから、初期発生および神

経分化期において Fbxl11 が機能を持つ可能性が示唆された。また、Fbxl11 欠損マウス

は成長遅延を示し、胎生中期(E10.5)で致死を呈した。遺伝子発現解析より Fbxl11 欠損

マウスでは p21Cip1の発現が有意に上昇しており、Fbxl11 は細胞周期調節因子 p21Cip1の

発現抑制を介して細胞増殖に寄与することが示唆された。さらに、Fbxl11 の欠損はポ

リコーム群タンパク質(PcG)の遺伝子発現制御のヒストンマークである H2A のユビキチ

ン化レベルの低下を引き起こしていた。Fbxl11 が初期発生において Fbxl10 と同様に細

胞増殖を制御し、胚発生期に必須の因子であることを明らかとした。	
 

	
 

	
 さらに、神経特異的 Fbxl11(Fbxl11	
 cKO)欠損マウスは大脳皮質の低形成を呈して生

後 10〜15 日にかけて全個体が死亡した。また Fbxl11 欠損脳では上層の神経細胞死が観

察され、その神経変性に伴い、活性型アストロサイトおよび活性型ミクログリアが集積

していた。これらの結果から、Fbxl11 は生後の神経細胞の生存維持や神経幹細胞の自

己複製能に必須であり、神経発生において重要な役割を持つことを示した。	
 

 

4.1.  Fbxl10 と Fbxl11 の機能比較 

	
 近年では 30 以上の JmjC ファミリーヒストン脱メチル化酵素が同定されている。これ

までに、ヒストン脱メチル化酵素の生理的役割の解明のために、いくつかの遺伝子欠損

マウスが作製されてきたが、JmjC ファミリー脱メチル化酵素遺伝子欠損マウスの表現

型は軽微なものから胎生致死といった重篤なものまで様々に存在する。例えば、

Utx(Kdm6a)および Jarid2 の欠損は胎生致死を引き起こす(Baker	
 et	
 al.,	
 1997;	
 Cox	
 et	
 

al.,	
 2010;	
 Lee	
 et	
 al.,	
 2012)が、Kdm4d(Jmjd2d	
 /	
 Jhdm3d)、Kdm3a(Jmjd1a	
 /	
 Jhdm2a)

の欠損マウスは生存可能であり、顕著な表現型は観察されない。(Inagaki	
 et	
 al.,	
 2009;	
 

Iwamori	
 et	
 al.,	
 2011;	
 Okada	
 et	
 al.,	
 2007)	
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 Fbxl10(Kdm2b)は JmjC ドメインにおいて Fbxl11 と 80%の相同性を有するパラログ遺

伝子であり、Fbxl10 と Fbxl11 は共通してヒストン H3K36 のモノメチル基、ジメチル基

を特異的に取り除く。Fbxl10欠損マウスでは神経管閉鎖不全に由来する外脳症を呈し、

生後に早死し、また Fbxl10 欠損胚および Fbxl10 欠損 MEF では、細胞周期阻害因子であ

る p19ARFの発現が亢進していた。これらの結果から、Fbxl10 は初期発生における細胞の

増殖やアポトーシスの制御に寄与することが明らかとなっている(Fukuda	
 et	
 al.,	
 

2011)。Fbxl10 と Fbxl11 の配列相同性から、初期発生において Fbxl10 と Fbxl11 は同

様の表現型を示すことを予想したが、予想に反し、Fbxl11 欠損マウスの表現型は E8.5

〜E10.5 と Fbxl10 欠損マウスと比較して早期に現れ、胎生中期に致死となる重篤な症

状を示した(図 3-3B,表 3-1,3-2)。Fbxl10 は脳や精巣といった特定の組織に発現が偏る

ことが報告されている(Fukuda	
 et	
 al.,	
 2011)。しかし、本研究での Fbxl1１レポータ

ーマウスの解析により、Fbxl11 は全身に広く発現しており、胎生中期以降に大脳皮質

や前後肢に強く発現することが明らかとなった(図 3-2A)。このような初期発生におけ

る Fbxl10 および Fbxl11 の発現動態の違いが、Fbxl10 および Fbxl11 遺伝子欠損マウス

の異なる表現型を示した要因と推測される。	
 

	
 一方で、一部の Fbxl11 欠損マウスは Fbxl10 欠損マウスと同様に、神経管閉鎖不全や

神経堤細胞におけるアポトーシスを示し(data	
 not	
 shown)、さらに、Fbxl11 欠損胚に

おいては神経分化マーカーの発現減少が観察された(図 3-4E)。従って Fbxl10 と Fbxl11

は神経発生において一部機能が重複する可能性が考えられた。しかしながら、Fbxl11

欠損胚の胎生致死により、Fbxl11 欠損による神経分化の影響を追跡することが出来な

かったため、次に神経特異的 Fbxl11 欠損(Fbxl11	
 cKO)マウスを作製した。大脳皮質特

異的に Fbxl11 を欠損した Fbxl11	
 cKO マウスは、生後 10 日(P10)〜P15 において全ての

個体が死亡した。Fbxl11	
 cKO マウスは P10 において大脳皮質が有意に縮小しており、

Ⅱ〜Ⅴ層の神経細胞層特異的な神経細胞死が観察された(図 3-12,3-13,3-14)。	
 

	
 このように Fbxl11	
 cKO マウスは生後において神経変性様の表現型を示し、その表現

型が生じる時期と症状は限局しており、Fbxl10 欠損マウスの外脳症の表現型とは一致

しなかった。このことは、Fbxl10 欠損マウスは E9.5 の時期から神経管閉鎖不全が起こ

るのに対して、Fbxl11	
 cKO マウスは E10.5 以降で大脳皮質の神経幹細胞において Fbxl11

が欠損するために、表現型の相違が生じたことが予想された。Fbxl11	
 cKO マウスの解
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析だけではFbxl10とFbxl11との機能相関について解釈することが難しかった。今後は、

神経特異的 Fbxl10/Fbxl11 欠損マウスが、中枢神経系の初期発生における Fbxl11 と

Fbxl10 の機能相同性、相違性を解析する有用なツールとなるだろう。	
 

 

4.2.  初期発生におけるヒストン H3K36 脱メチル化酵素の役割 

	
 Fbxl11 欠損マウスの表現型はパラログ遺伝子の Fbxl10 よりも、JmjC ファミリーの一

つである Jmjd5 の遺伝子欠損マウスの表現型と類似するものであった。Fbxl11 と同様

に、Jmjd5 はジメチル化 H3K36 の脱メチル化を行う遺伝子である(Hsia	
 et	
 al.,	
 2010)。

Jmjd5 欠損マウスは E10.5 で胎生致死を呈し、細胞周期調節因子である p21Cip1の発現上

昇が見られることが報告されている(Ishimura	
 et	
 al.,	
 2012;	
 Oh	
 et	
 al.,	
 2012)。共通

するヒストン H3K36 のメチル基(H3K36me2)を取り除く Fbxl11 と Jmjd5 の欠損は、p21Cip1

の発現異常を呈し、成長遅延による胎生致死という同様の表現型を誘導した。ヒストン

H3K36 の生物学的な役割は全てが証明されてはいないが、H3K36 メチル化は転写が活性

化された遺伝子領域に分配されており、転写調節や DNA 複製、相同組換え、DNA 二重鎖

切断といった機構に関与することが示唆されている（Wagner	
 and	
 Carpenter,	
 2012）。

我々の知見と最近の報告から、ヒストン H3K36 の脱メチル化による細胞周期の調節がマ

ウスの初期発生に必須であることが示された。	
 

	
 しかしながら、Fbxl11 欠損マウスにおける全ゲノム上のヒストン H3K36 のメチル化

レベルでは変化が見られなかったことから(図 3-7)、初期発生において Fbxl11 は主要

な H3K36 脱メチル化酵素ではない可能性、あるいは、ヒストン修飾は標的遺伝子の領域

に特異的であるために、胎仔より採取した全タンパク質に対するウエスタンブロッティ

ング解析では検出することが出来なかったことが示唆される。標的遺伝子領域における

ヒストン修飾の変化を検出するにはクロマチン免疫沈降法(ChIP)による解析が尤も適

している。一般的には、初期発生における機能解析には E13.5 胎仔由来の MEF を使用す

るが、Fbxl11 欠損マウスの胎生致死の時期は E10.5〜E12.5 と早く(表 3-1,3-2)、胎仔

より MEF を樹立することが困難であった。Fbxl11 に対する shRNA(short	
 hairpin	
 RNA)

による遺伝子ノックダウン、Fbxl11 欠損 ES 細胞や Fbxl11	
 cKO マウス由来初代培養細

胞などを用いて、ChIP 解析を行うことで、Fbxl11 による各遺伝子発現調節機構が明ら

かになるだろう。	
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4.3.  Fbxl11 による細胞周期調節因子の制御 

	
 我々はFbxl11欠損胚においてp21Cip1の発現が上昇していることを見出した(図3-6)。

p21Cip1は DNA 損傷下において p53 の下流で転写調節を受ける遺伝子であり、p21Cip1の発

現は細胞周期の停止とアポトーシスを引き起こすことから、細胞の恒常性維持に重要で

あることが知られている(Takimoto	
 and	
 El-Deiry,	
 2001)。最近では、いくつかのエピ

ジェネティック因子が p53 の非依存下で p21Cip1 の転写をコントロールするという報告

がなされている(Gartel	
 and	
 Radhakrishnan,	
 2005;	
 Wood	
 and	
 Shilatifard,	
 2006)。ヒ

ストン脱アセチル化酵素HDAC1や脱メチル化酵素Jmjd5の遺伝子欠損マウスではp21の

発現亢進と成長遅延を伴う胎生致死という表現型が見られる(Lagger	
 et	
 al.,	
 2002;	
 

Ishimura	
 et	
 al.,	
 2012;	
 Oh	
 et	
 al.,2012)。我々は Fbxl11 欠損胚とコントロール胚と

の間に p53 の mRNA 発現レベルに変化がなく、p53 のタンパク質発現は両群共に検出感

度以下であることを確認している(図 3-6)。最近の知見では、Ishimura らは Jmjd5 が

p53 の発現調節を介さずに、ヒストン H3K36 の脱メチル化により p21Cip1の発現を抑制す

ることを Jmjd5 欠損 MEF を用いた実験によって示した一方で、Oh らのグループは Jmjd5

欠損胚(E10.5)を用いた実験で p53 とその下流遺伝子である p21Cip1、Noxa および Puma

の転写がいずれも亢進することを示している。これらの対立する研究結果は細胞のコン

テクストの違いや発生時期の違いによるものと考えられる。従って Fbxl11 においても、

遺伝子座におけるヒストン脱メチル化修飾により①p21Cip1 の発現を直接調節している

可能性と、②p53 の発現調節を介して間接的に p21Cip1の発現調節を行っている可能性が

示唆された。このことは p53 および p21 の遺伝子座における ChIP 解析によって明らか

にする必要があるが、Fbxl1欠損マウスで p53の発現亢進が認められなかったことから、

p53 の発現調節に関わらず、p21Cip1の発現は亢進されており、細胞増殖低下や細胞死亢

進といった原因により胎生致死を呈したと解釈している。	
 

	
 さらに Fbxl11	
 cKO マウスを用いて神経幹細胞における Fbxl11 の機能解析を行ったと

ころ、Fbxl11 欠損胚と同様に、Fbxl11	
 cKO マウス由来神経幹細胞においても細胞周期

調節因子 p21Cip1とアポトーシスマーカーCC3 の発現亢進が観察され、細胞死が誘導され

ていた。興味深いことに、Fbxl11	
 欠損神経幹細胞においては p53 の mRNA レベルも亢進

していたことから(図 3-19C)、神経幹細胞においては Fbxl11 が p53—p21 経路に影響す

ることにより、神経幹細胞の生存を制御することが示された。胚組織と神経幹細胞では
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細胞コンテクストの違いにより、p53 の発現に相違が認められたが、初期発生および神

経発生において Fbxl11 が p21 の発現抑制を介して、細胞の生存能を制御することが明

らかとなった。	
 

	
 

4.4.  Fbxl11 とポリコーム群タンパク質との相関 

	
 ヒストンメチル化修飾を触媒するポリコーム群タンパク質(Polycomb	
 Group	
 

proteins)	
 PcGs は Polycomb	
 Repressive	
 Complexes	
 (PRC)1 および PRC2 と呼ばれる二

つのタンパク複合体により構成され、そのヒストン修飾(H3K27 トリメチル化、H2AK119

ユビキチン化)により標的遺伝子の発現を抑制して幹細胞の自己複製能維持や分化制御

を行うことが知られている(Bernstein	
 et	
 al.,	
 2006;	
 Mikkelsen	
 et	
 al.,	
 2007;	
 Boyer	
 

et	
 al.,	
 2006)。2013 年に、Fbxl10 が PRC1 の新規構成因子としても働き、PRC１の標的

遺伝子領域へのリクルートに関与することが報告された(Cooper	
 et	
 al.,	
 2014;	
 Wu	
 et	
 

al.,	
 	
 2013)。これまでPRC2により付加されるヒストンH3K27me3マークを認識してPRC1

がリクルートされると考えられてきた(canonical	
 PRC1)が、Fbxl10 は PRC2 非存在下に

おいて、非メチル化 CpG 領域に結合して PRC1 を標的遺伝子領域にリクルートする。さ

らに、新しく同定された Fbxl10-PRC1(novel	
 PRC1)は PRC2 をリクルートし、H3K27 トリ

メチル化を標的遺伝子領域に付与することも示された(Blackledge	
 et	
 al.,	
 2014;	
 

Cooper	
 et	
 al.,	
 2014)。このように最近では Fbxl10 の詳細な機能解析により、novel	
 PRC1

の機能が見出されるまでに至っている。また Fbxl11 も、Fbxl10 と同様にゲノム上の多

くの CpG アイランド(非メチル化 DNA 領域)に結合することから、Fbxl11 と PRC1 との結

合や機能相関が予測されたため、Fbxl11 欠損胚を用いて、PcG のヒストン修飾マーカー

である H2A ユビキチン化レベル、PcG 構成因子である Ezh2 および Ring1B の発現を検出

した。その結果、Fbxl11 欠損胚において H2A ユビキチン化レベルは特異的に低下し（図

3-7）、更に Fbxl11 欠損によりヒストン H3K27 メチル化酵素である Ezh2 の mRNA および

タンパク質発現が減少していた(図 3-7)。マウス ES 細胞での Fbxl10 欠損では、ヒスト

ンユビキチン化レベルは低下するものの、PcG 構成因子(Ring1B,	
 Ezh2)の発現レベルに

影響しないとの報告がある(Farcas	
 et	
 al.,	
 2012;	
 Wu	
 et	
 al.,	
 2013)。また一方では、

MEF で Fbxl10 がマイクロ RNA の発現調節を介して Ezh2 の転写調節を行っているという

報告もなされている(Tzatsos	
 et	
 al.,	
 2011)。先述(考察 4-3 参照)のようにヒストン修
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飾による発現調節はセルコンテクストに依存しており、Fbxl10 は ES 細胞では Ezh2 の

発現調節には関与しないが、MEF ではマイクロ RNA を介して間接的に Ezh2 の発現調節

を行っている。我々の結果では、Fbxl11 の欠損がヒストンユビキチン化レベルの低下

を引き起こしたことから、発生中期の胚において Fbxl11 が PcG の機能に一部関与する

ことが示唆された。さらに Fbxl11 と PcG が直接相互作用するかは ES 細胞や神経幹細胞

を用いた免疫沈降法によって詳細に検討してゆく必要があるだろう。	
 

 

4.5.  Fbxl11 欠損による神経変性 

	
 Fbxl11	
 cKO マウス脳は P10 において大脳皮質層が減少し、神経細胞の減少およびア

ストロサイトの増加といった表現型が観察された(図 3-12,3-13,3-14,	
 3-15)。これま

でにPcGの主要構成因子であるEzh2およびRing1Bが神経幹細胞からの神経細胞とアス

トロサイトへの分化運命決定をコントロールすることが証明されている(Hirabayashi	
 

et	
 al.,	
 2009)。ヒストン脱メチル化酵素である Fbxl11 も Ring1B と同様に、神経幹細

胞からグリア細胞への分化運命に寄与することが予想された。解析の結果、Fbxl11	
 cKO

マウスではアストロサイトだけではなく、ミクログリアの過増殖も観察された(図

3-15B)。グリア細胞は神経細胞の支持・保護を行う役割を持つと同時に、神経損傷など

の病態脳において、活性化されたミクログリアとアストロサイトが、死細胞の貪食、サ

イトカインの分泌等を行い炎症を増強することも報告されている(Liu	
 et	
 al.,	
 2011)。

神経損傷に応答したグリア細胞は活性型アストロサイト、活性型ミクログリアと呼ばれ

るアメーバ状の形態を示すことが細胞生物学的に明らかとなっているが、Fbxl11	
 cKO

マウス大脳皮質においても、アメーバ状のミクログリアが観察された(図3-15B)。また、

ミクログリアは中胚葉起源であり、血液脳関門が形成される前の胎生期において脳実質

中に移行することから、脳の神経幹細胞から分化する細胞系列ではないことが報告され

ている(Chan	
 et	
 al.,	
 2007)。Fbxl11 欠損神経幹細胞を in	
 vitro にてアストロサイト

へ分化培養したところ、アストロサイトへの分化誘導はされず(図 3-17)、これらの結

果および知見から、Fbxl11	
 cKO マウスにおけるアストロサイトおよびミクログリアの

過増殖は、神経幹細胞からの分化亢進ではなく、脳虚血時の神経変性症状と非常に似た

表現型(神経細胞死およびグリア細胞の集積、脳の縮小)であることから、Fbxl11 の欠

損によりまず重篤な神経変性が生じた結果、神経細胞死を呈し、それに応答して二次的
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にグリア細胞が異所的な集積をすることが示唆された。また Fbxl11 の発現は分化した

神経細胞に強く発現していた(図 3-9)ことからも、Fbxl11 は生後の神経細胞の生存に寄

与することが支持された。また、大脳皮質特異的な遺伝子欠損にも関わらず、P10〜P15

で個体死亡するほどの神経変性の表現型を示したことから、Fbxl11 による異常は神経

変性疾患といった病態にも関与することが強く示唆された。	
 

	
 

	
 Fbxl11cKO マウスにおいて、生後の神経細胞は神経変性様の症状を示したが、胎生期

の神経幹細胞および神経細胞の動態は正常であった。生後に見られる Fbxl11 欠損によ

る神経変性の原因を探るため、形態的な異常が表れてない胎生期の神経幹細胞を用いて

Fbxl11 の遺伝子発現調節機構を解明することにした。しかし、予想に反し、in	
 vitro	
 で

培養した胎仔脳由来の Fbxl11	
 cKO 神経幹細胞は分化異常、細胞死という in	
 vivoとは

異なる重篤な表現型を示した(図 3-16,3-17)。そこで胎生期と生後の環境の違いとして

酸素濃度の変化に着目し、Fbxl11 欠損神経幹細胞を低酸素条件下で培養したところ、

一部ニューロスフェア形成能が回復することが見出された(図 3-18)。	
 

	
 

・低酸素応答 

	
 胎仔脳は成体脳と比較して生理的に低酸素条件下(2%〜5%O2)に保持されており、in	
 

vitro	
 において神経幹細胞および神経細胞を低酸素条件下で培養することでその自己

複製能が増大されることが知られている(Zhang	
 et	
 al.,	
 2011)。低酸素環境下における

分子機構の一つに酸素誘導因子(Hypoxia-inducible	
 factors:	
 HIF)による遺伝子発現調

節機構があり、癌の病巣部などの低酸素環境において HIF はエネルギー代謝、細胞生存、

血管新生などに関与する 180 以上の下流遺伝子の発現を亢進する。中枢神経系において

も、低酸素下において HIF と協調して Notch	
 signaling	
 が活性化することにより神経

幹細胞の増殖が維持されることが報告されている(Gustafsson	
 et	
 al.,	
 2005)。さらに、

ChIP-chip 解析により、HIF の直接的な下流遺伝子として JmjC ドメインを有するヒスト

ン脱メチル化酵素が同定されており、その中にはFbxl10およびFbxl11も含まれていた。

すなわち低酸素下において HIF の下流でヒストン脱メチル化酵素の発現および酵素活

性が上方調節されることにより、クロマチン修飾状態がゲノムワイドに変化し、HIF 下

流因子の遺伝子発現調節に関与することが明らかとなっている(Yang	
 et	
 al.,	
 2009;	
 Xia	
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et	
 al.,	
 2009)。これらの先行研究により、Fbxl11 欠損神経幹細胞が 5%	
 O2の低酸素環

境下で増殖能が回復したことに関して、Fbxl11 以外のヒストン脱メチル化酵素の活性

化により幹細胞の生存能が回復したことも考えられる。	
 

	
 

・酸化ストレス 

	
 好気的エネルギー代謝により生じる活性酸素種(Reactive	
 Oxidative	
 Stress:	
 ROS)

は DNA 損傷などの酸化ストレス応答を引き起こし、その蓄積はパーキンソン病などの神

経変性疾患やアルツハイマー病といった老化関連疾患に密接に関与することが報告さ

れている(Ross	
 and	
 Poirier,	
 2004;	
 Selkoe,	
 2004)。酸化ストレスに応答して細胞周期

を調節する(Ataxia	
 Telangiectasia	
 Mutated)ATM 遺伝子欠損マウスを用いた解析によ

り、活性酸素下において p38-MAPK が活性化し、p21Cip1や p27Kip1といった細胞周期調節

因子の発現を亢進させることにより神経幹細胞の増殖能が欠失することが示されてい

る(Kim	
 and	
 Wong,	
 2009;	
 Kim	
 et	
 al.,	
 2011)。この報告から活性酸素が神経幹細胞の自

己複製を負に制御することが明らかとなっており、Fbxl11	
 cKO 神経幹細胞が生後に生

じる酸化ストレスに曝露されたことが、細胞死を引き起こした要因であることが示唆さ

れる。	
 

	
 また、正常の発生過程においても酸化ストレスが細胞の増殖に与える影響についても

報告されており、新生仔の心筋細胞において、出生という酸素環境の変化によって生じ

た ROS による DNA 損傷が心筋細胞の細胞周期停止を引き起すことが最近証明された

(Puente	
 et	
 al.,	
 2014)。Fbxl11	
 cKO マウスも胎生期においては正常に分化、生存して

いた神経細胞が生後において急速に神経細胞死を引き起こしていた (図

3-10,3-12,3-13,3-14)。脳も好気的エネルギー代謝に強く依存していることから、心筋

細胞と同様に、神経細胞もまた、出生に伴う酸素環境の変化によって神経細胞死が引き

起こされることが考えられる。Fbxl11	
 cKO マウスの表現型より、Fbxl11 は通常、生後

の神経細胞の酸化ストレス応答に対して保護する役割を担っていることが示唆された。	
 

	
 

	
 我々の研究結果とこれまでの知見より、胎生期の神経幹細胞では Fbxl11 の欠損によ

る遺伝子発現異常が蓄積し、出生というイベントにより生じた酸化ストレスがトリガー

となり、生後において神経変性といった表現型が露見したものと考えられる(図 4)。本
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研究では生理的環境下において Fbxl11 が神経幹細胞や神経細胞の生存、分化に必須な

因子であり、ヒストン修飾を介して酸化ストレス、神経分化、細胞周期といった複数の

シグナルに関わる遺伝子の発現調節を担っていることを証明した。	
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