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	 神 経 前駆細胞は増殖を繰り返し自身の数を増やす一方で、適切なタイミングで

細胞増殖を停止した神経細胞を生み出し、脳神経系の形成に寄与する。この過程

がうまくいかないと小頭症や巨脳症などの脳障害を生じることから、神経前駆細

胞の増殖および細胞周期離脱の制御機構は、脳形成における極めて重要な発生過

程である。しかしながら、神経前駆細胞の細胞分裂時の振る舞いや、その背後に

ある分子機構については、まだ良くわかっていない。小脳顆粒細胞前駆体（ Granule	

Cell	Precursors;	GCPs） は 、下に記すように、その増殖と神経分化を観察・研究

するのに優れた系であることから、本論文において、筆者は GCPs を モ デルにして、

「中枢神経系における細胞の増殖と分化のタイミングの制御機構」の解明を目指

して研究を行った。 	

	 GCPs は 胎 生期に菱脳唇という一次増殖領域から生み出され、その後、外顆粒層

(External	Granule	cell	layer;	EGL)と い う二次増殖領域を脳表側に形成する。

EGL 内 で GCPs は 増 殖しつつ小脳内側へと移動し、適切なタイミングで細胞周期を

停止した顆粒細胞 (Granule	Cells;	GCs)を 生 み出す。こうした分化過程は小脳表

層側から内側側へと一方向へと進むため、その細胞の位置からその分化段階が推

定できる。また、神経系の大半が胎児期に子宮内で発生するのに対して、GCPs の

増 殖・分化は生後に進むため、GCPs へ の 遺伝子導入が簡便である。さらに、小脳

スライス培養などで GCPs の 細 胞分裂や移動などの振る舞いをリアルタイムで観

察できる。本研究では、この優れたモデル系を用いることによって、「神経前駆

細胞の増殖と分化の制御機構」を明らかにすることを目的とした。 	

	 大 脳皮質神経前駆細胞では、その分裂方向がランダムではなく規則性を持つこ

とが報告されている。すなわち、脳室帯と呼ばれる細胞増殖層に対して、分裂面

が垂直の場合 (Vertical	Division;	VD)に は 対称分裂 (二 つの神経前駆細胞や二つ

の神経細胞が生み出される )が 起こり、水平の場合 (Horizontal	Division;	HD)に

は 非対称分裂 (一 つの神経前駆細胞と一つの神経細胞が生み出される )が 起こる。

本研究では、 (1)GCPs の 細 胞分裂の方向を調べ、その分裂方向が規則性を持つこ

と、さらに発生過程を通じて VD や HD の 割合がダイナミックに変化すること、を

見出した。このことから、GCPs の 細 胞分裂方向が発生過程で厳密に制御され、適

切なタイミングで GCs が 産生されることによって、 GCs の 数が適正に調節されて

いることが示唆された。(2)ま た、様々なマーカー探索と細胞周期解析により、GCPs

の 中 に、より未分化な集団 (AT +GCPs)と 少 し分化が進んだ集団 (ND +GCPs)と が ある

ことを見出した。(3)そ して、遺伝子導入実験などによって、AT +GCPs か ら ND +GCPs

へ 、 さらにそこから GCs へ と分化するための分子機構の一端を明らかにした。 	

	

	 本 論文は全 6 章 で構成され、第 1 章 では研究背景と研究目的を説明している。 	
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	 第 2 章 では、神経前駆細胞において報告されている分裂面角度と対称分裂・非

対称分裂の相関関係を参考に、GCPs に お いて分裂面角度を解析した。まず、細胞

分裂について、分裂面が軟膜面に対して垂直な Vertical	Division(VD)、 軟 膜面

に対して平行な Horizontal	Division(HD)、そ して軟膜面に対して斜めの Oblique	

Division	(OD)に 分 類した。 OD は 、発生過程を通じて VD,	HD に 比 べて常に低い割

合であったことから、 GCPs の 分 裂方向はランダムに選択されるのではなく、 VD

ま たは HD と いう方向を積極的に選択していると推定された。GCPs の 発 生初期（胎

生後期）では VD と HD の 割合はほぼ同じであるのに対して、GCPs の 発 生中期にお

いては HD が VD に 対して有意に高くなり、GCPs の 発 生後期においてはこの傾向が

逆転していた。このデータと小脳 EGL の 形成と消失の時期とを対照することによ

って、 EGL が 生後の初期に拡大し生後の後期には消失していく過程を説明するモ

デルを提唱した。 	

	 第 3 章 では、これまでに GCPs の 増 殖を促進する主要なシグナル経路として報告

されていた Sonic	hedgehog(SHH)シ グ ナルに着目し、SHH シ グナルが分裂面角度に

及ぼす影響を調べた。小脳のスライス培養に、 SHH シ グナルの阻害剤を投与する

と、GCPs の 分 裂面の偏向性が失われ、ランダムになることを見出した。この結果

は、SHH シ グナルが GCPs の 分 裂方向の規則性をもたらしていることを示唆してい

る。 	

	 第 4 章 では、これまで均一な集団であると考えられてきた GCPs の 中 に、分化度

合いに応じた二種類の細胞集団があることを見出した。EGL 内 の GCPs は 、増殖細

胞マーカーの Ki67 に よ ってラベルすることができる。これまで、GCPs は bHLH 型

の 転写因子 Atoh1 を 発 現する均一な細胞集団であると考えられてきたが、免疫染

色法を用いた Atoh1 と Ki67 の 二 重染色によって、 GCPs の 中 に Atoh1 陽 性 および

陰性の 2 種 類の前駆細胞が存在することが明らかになった。加えて、 Atoh1 陰 性

の細胞において、 bHLH 型 の 転写因子 NeuroD が 発 現していることも見出し、これ

らの前駆細胞をそれぞれ AT +GCPs,	ND +GCPs と 定 義した。次に、細胞周期の長さや

遺伝子発現を調べ、 ND +GCPs の 方 がより分化した性質の前駆細胞であることを明

らかにした。これらの結果から、GCPs は EGL 内 で その外側から AT +GCPs→ ND +GCPs

→ GCs の 順 で二段階の細胞増殖プロセスを経て分化していくという新規モデルを

提唱した。EGL 内 に 2 種 類の GCPs が 存 在するという結果は、GCPs の 増 殖・分化に

関わる分子メカニズムの研究に新しい視点を与えると考えられる。霊長類の大脳

皮質では複数段階の神経前駆細胞の増殖過程が観察されている。本研究ではマウ

スにおいても類似の二段階増殖過程が見つけられたため、GCPs 系 を 用いた研究が

より高等な生物の脳形成研究にも示唆を与えることが期待される。 	

エ レクトロポレーション法を用いた遺伝子導入実験からは、AT +GCPs に お いて、

Atoh1 を ノ ックダウンすると、異所的な NeuroD タ ン パクの発現が上昇し、AT +GCPs
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に NeuroD を 過 剰 発現すると、 Atoh1 タ ン パ クの発現が減少することを見出した。

これらの結果は、Atoh1 と NeuroD が 相 互に転写抑制を行っていることを示唆して

いる。 	

	 第 5 章 では、AT +GCPs か ら ND +GCPs へ の 分化がどのような分子メカニズムで制御

されているかを明らかにすることを試みた。第 4 章 において、細胞周期関連タン

パク質の１つである CyclinD1 が AT +GCPs で 一 様に発現していたことから、筆者は

これに着目した。一般的に、 CyclinD1 は 細 胞周期の G1 期 から S 期 への遷移を担

う分子であり、 CyclinD1 タ ン パクは G1 期 において強く発現し、 G1 期 以外ではタ

ンパク質分解により発現が抑えられているため、増殖細胞群の中で不均一なタン

パク質発現を示すはずである。しかし、AT +GCPs で は 、CyclinD1 が 全 ての AT +GCPs

に お いて強く発現していた。このことから、 CyclinD1 が G1 期 から S 期 への遷移

促進以外の役割があると考え、shRNA ベ ク ターを用いた CyclinD1 の ノ ックダウン

実験を行った。その結果、 CyclinD1 が AT +GCPs の 維 持に関与していることが示唆

された。さらに、CyclinD1 の 過 剰発現実験や CyclinD1 と Cdk4 を 同 時に過剰発現

させた実験を比較することで、 Cdk4 と の 結合を介した CyclinD1 の 機 能が重要で

あることが示唆された。 	

	 第 6 章 では、本論文で得られた結果をまとめ、増殖停止のタイミングがどのよ

うに制御されているのかという課題に対して、分裂面角度の変化という細胞生物

学的観点と、Atoh1 と CyclinD1 を 中 心とした分子生物学的観点の両面から議論し

た。本論文で得られた結果は、GCPs の 発 生だけではなく中枢神経系を含む発生生

物学の分野に広く応用される発展性をもった新しい視点である。今後は、それぞ

れの観点に関してさらに深く研究を推進していくとともに、特に Atoh1 や

CyclinD1 が 分 裂面角度の制御にどのように関わるのか、分裂面角度が決定される

と Atoh1 や CyclinD1 に ど のような影響を与えるのかといった課題に取り組むこと

が重要である。また、小児期に発症する悪性の神経腫瘍である小脳髄芽腫におい

て、今回解明した分裂面の制御や分子メカニズムがどのように関わるのかを解析

することによって、病態の解明や治療法に関する新たな知見が得られると期待さ

れる。
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