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序論
　大脳は高次機能を担う複雑な組織であり、その形成過程は非常に興味深い。大脳は主にニュー
ロンとそれを支持するグリア細胞から構成される。ニューロンとグリアは共に神経系前駆細胞
(NPC)と呼ばれる細胞集団に由来しており、このNPCが時間的空間的に厳密に制御を受け増殖、
分化することが大脳の正常な発生に重要である。NPCの運命は細胞外からのシグナルと、そのシ
グナルを受け取るNPC内の状態とによって制御されると考えられている。しかしながらこれまで
にどのような外部からのシグナルがNPCのニューロン分化を誘導するのかは知られていなかった。
本研究ではまず前半に、NPCのニューロン分化を積極的に誘導する因
子の同定を試み、分泌因子Wntにそのような活性があることを示した。
さらにWntシグナルは、ニューロン運命決定に重要な転写因子
Neurogenin1(Ngn1)を制御することを明らかにした。
　NPCは発生時期に依存して増殖→ニューロン分化→グリア分化とそ
の運命を変えるがそのメカニズムについては未解明の部分が多い。後
半では、Wntシグナルによるニューロン分化とこの時期依存的な運命

変化との関わりについて検討した。その結果、WntシグナルのNPC
に対する効果は増殖促進→ニューロン分化誘導（増殖抑制）→効果
なし、というように時期依存的に変化することが分かった。

結果
１）WntシグナルはNPCのニューロン分化を誘導する

Figure 1
マウス胎児由来神経系前
駆細胞初代培養系におけ
る Wnt シグナルの効
果。Wnt7a 発現ウイル
スの導入によってニュー
ロン分化した細胞の割合
が増加した。



NPCのニューロン分化に関わる分泌因子としていくつかの候補について検討し、その中でもNPC
がニューロン分化する場所と時期に発現しているWnt7aに注目した。まずWntシグナルがNPCの
分化に及ぼす影響について、マウス胎児終脳より採取したNPCを用いin vitro culture系で検討し
た。その結果、レトロウイルスを用いてWnt7a遺伝子を導入し発現させたサンプルではニューロ
ンマーカーTuJ1陽性細胞の割合が増加していた (Fig.1)。また、Wntシグナルcanonical経路を
活性化させる活性型β-cateninを発現させた場合も同様にTuJ1陽性細胞の割合が増加した。これ
らの結果は、Wntシグナルcanonical経路がNPCのニューロン分化を促進することを示唆してい
る。このニューロン分化促進のメカニズムとして少なくとも二つ、（１）Wntシグナルがニュー
ロンにコミットしたニューロン前駆細胞の増殖を選択的に促進した可能性、と（２）Wntシグナ
ルがNPCの運命をニューロンへと誘導した可能性、が考えられる(Fig.2)。そこで次に一つ一つの
細胞の運命を追跡し、NPCからニューロンへの分化誘導による運命転換が起こっているかを調べ
た。その結果、活性型β-cateninを導入した場合controlと比べより多くの細胞のクローンがニュ
ーロンマーカー陽性に運命転換していた(Fig.3) 。一方、クローンあたりの細胞数は活性型β-
cateninの発現によって増加しなかった。従って（１）ではなく（２）の可能性が正しいことが
示唆された。
　ニューロン分化に伴ってNPCが減少したかを検討するため、neurosphereの形成効率を測った。
神経系の細胞をFGF2存在下に浮遊培養すると、未分化なNPCが細胞塊neurosphereを形成し、
この時のneurosphere形成効率はもとの細胞集団中の未分化細胞の割合を反映すると考えられて
いる。NPCに、Wnt7aあるいは活性型β-cateninを発現したところ、neurosphereの形成効率が
低下した。従ってWntシグナルはNPCの数を減少させ、ニューロンへと運命転換を誘導している
ことがさらに支持された。
　また、in vivoにおいてもWntシグナルによりニューロン分化が促進されるかを子宮内エレク
トロポレーションを用い検討した。胎生13.5日目マウス終脳に遺伝子を導入し、2日後に、遺伝
子導入された細胞の状態を検討した。その結果活
性型β-catenin遺伝子を導入した場合にはcontrol
と比べより多くの細胞がニューロンマーカーHu
陽性であった。また、NPCは脳室帯と呼ばれる領
域に、分化したニューロンはより外側に局在する
ことから細胞の位置はニューロン分化の指標とな
る。活性型β-cateninを導入したサンプルでは
controlと比べ多くの細胞が脳室帯から外側の領
域に移動していた。さらにWntシグナルcanonical
経路を阻害するAxin遺伝子を導入したところニュ
ーロン分化が抑制された。以上の結果から、in vivo
においてもWntシグナルはニューロンへの分化を

Figure 3
Wnt シグナルによる神経系前駆細胞の運命転
換。一つ一つの細胞由来のクローンについて
その運命を調べた。活性型β-catenin を導入
したところ、control と比べより多くのクロ
ーンにおいてニューロンへの運命転換が起こ
っていた。

Figure 2
Wnt シグナルによる神経系前駆細胞の運命制御モデル。Wnt シグ
ナルによるニューロン分化促進のメカニズムとして(1)ニューロン
前駆細胞(NP)の選択的増殖と(2)神経系前駆細胞からニューロンへ
の運命転換の促進の二つが少なくとも考えられる。N：ニューロ
ン、G：グリア、NPC：神経系前駆細胞



誘導し、通常の発生においてWntシグナルがニューロン分化に必要であることが示された。
２）Wntシグナルによるニューロン分化の誘導はNgn1の発現を介する
　次に、β-cateninと転写因子TCF/Lef1の複合体がどのような遺伝子の発現誘導を介し、ニュー
ロン分化を誘導するのか検討した。大脳皮質にお
けるニューロン分化の誘導に重要なbHLH型転写
因子であるNgn1の転写制御領域についてDNA配
列を調べたところ、TCF結合コンセンサス配列が
存在した(Fig.4A)。このコンセンサス配列につい
てレポーターアッセイにより検討したところ、

TCF結合コンセンサス配列に変異を導入すること
でNgn1転写制御領域の活性の減少が見られた
(Fig.4A)。また細胞内でこの配列にβ-catenin複合
体が結合していることがクロマチン免疫沈降法に
より示され、活性型β-cateninの導入によるNgn1
mRNAの発現上昇も見られた(Fig.4B)。これらの
結果から、WntシグナルはNgn1の発現を介して
ニューロン分化を誘導していることが示唆された。
３）Wntシグナルに対するNPCの応答は発生上の時期に依存し変化する  
　以上のように我々はWntシグナルによって、NPCのニューロン分化が促進され増殖が停止する
ことを見出した。しかし近年、発生のより早期のNPCを用いた実験では、WntシグナルがNPC
の増殖を促進することが報告された。そこでNPCが発生におけるステージにより、Wntシグナル
に対する応答を変化させる可能性を考え、胎生１0.5日目由来と胎生13.5日目由来のNPCそれぞ
れのWntシグナルに対する応答性を比較
した。その結果Wntシグナルは胎生10.5
日目由来の細胞において増殖を促進し、
分化を抑制したのに対し、胎生13.5日

目由来の細胞においては増殖を抑制し分
化を促進した。このことはNPCのWnt
シグナルに対する応答性に時期依存性が
あることを示している。
　次にWntシグナルに対する応答性のニ
ューロン分化期とグリア分化期間の変化
について検討した。NPCの時期依存的
な運命変化はin vitro培養系でも再現さ
れ、胎生11.5日目胚より採取しin vitro
で３日間培養したNPCはニューロン分
化期に、９日間培養した場合にはグリ
ア分化期に対応することが知られてい
る。そこでグリア分化期に対応する細胞においてWntシグナルを活性化させたところ増殖も分化
も促進しなかった(Fig.5)。

Figure 5
Wnt シグナルに対する神経系前駆細胞の応答の時期依存
的な変化。In vitro で９日間培養した神経系前駆細胞にお
いて,Neurogenin1 の発現によるニューロン分化誘導は観
察されたが、活性型β-catenin の発現による分化誘導は観
察されなかった。

Figure 4
Wnt シグナルによる Ngn1 プロモーターの制
御。A)Ngn1 プロモーターを用いたレポータ
ーアッセイ。Ngn1 プロモーターに存在する
TCF コンセンサス配列に２塩基の変異を導入
し(Mut)、野生型(WT)と比較した。Mut では
プロモーター活性(Luciferase activity)の減少
が見られた。B) 活性型β-catenin の導入によ
りNgn1 mRNAの発現が誘導された。



　グリア分化期にWntシグナルによるニューロン分化誘導が見られない理由の一つとして、 グ
リア分化期では活性型β-catenin がNgn1を誘導しても、Ngn1がニューロン分化を誘導しない可
能性が考えられる。しかし、グリア分化期でもNgn1の発現によりニューロン分化が促進された
(Fig.5)。また活性型β-catenin を導入してもグリア分化期においてはNgn1の発現が誘導されなか
ったことから、グリア分化期においては活性型β-cateninによるNgn1の発現誘導が起こらずニュ
ーロン分化も誘導されなかったと考えられる。この原因として、グリア分化期においては活性の
あるβ-catenin/TCF複合体が形成されない可能性が考えられが、グリア分化期の細胞を用いたレ
ポーターアッセイの結果より、この可能性も否定された。そこで次に、Ngn1プロモーター領域
のクロマチンの状態を検討した。ヒストンの修飾はクロマチンの状態を規定する上で重要な要素
であり、HistoneH３K９及びK14のアセチル化は転写の活性化と正に相関する。それぞれの時期
のNPCにおいてNgn1プロモーター領域のHistoneH３K９及びK14のアセチル化を検討したとこ
ろ、アセチル化の程度は後期のNPC程低かった。このことは後期のNPCではNgn1プロモーター
が転写されにくい状態になっている可能性を示唆している。
結論
　大脳発生において適切な数のニューロンが適切な時期に産生されることは非常に重要である。
しかしながらこれまで、通常の発生においてNPCのニューロン分化を誘導する分泌因子は報告さ
れていなかった。本研究ではWntシグナルがNgn1の発現を直接制御することでニューロン分化
を促進することを初めて示し、さらにNPCからニューロンへの「誘導的な」分化様式が存在する
ことを示した。これはWntシグナルがNPCの増殖から
分化への運命転換を誘導することでニューロンの数の
コントロールに重要な役割を担うことを示唆している。
　これまで、NPCの時期依存的な運命変化は、外因性
のシグナルが変化することによるものが大きいと考え
られていた。しかしながら、本研究は同じWntシグナ
ルに対してもNPCの応答は時期によって変化すること
示した(Fig.6)。このことはNPCの運命制御に外因性の
シグナルに対する細胞内因性の応答変化が重要な役割
を果たすことを示唆している。 Figure 6

Wnt シグナルの神経系前駆細胞に対する効
果は発生の時期依存的に変化する。


