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略語⼀覧 

Ascl1: Achaete-Scute Family bHLH Transcription Factor 1 

BGs: Bergmann glias, バーグマングリア 

BMP: bone morphogenetic protein 

cAMP: Cyclic adenosine monophosphate, 環状アデノシン⼀リン酸 

DEG: Differential expressed genes, 発現遺伝⼦変動 

EGL: external granule cell layer, 外顆粒細胞層 

GCs: granule cells, ⼩脳顆粒細胞    

GCPs: granule cell progenitors, ⼩脳顆粒細胞前駆細胞  

GO: gene ontology  

GSEA: Gene set enrichment analysis 

iEGL: inner external granule cell layer, 内側外顆粒細胞層 

IGL: internal granule cell layer, 内顆粒細胞層 

KD: Knockdown, ノックダウン  

KO: Knockout, ノックアウト 

ML: molecular layer, 分⼦層 

Ngn2: Neurogenin2 

NICD: Notch intracellular domain 

NPCs: neural progenitor cells, 神経前駆細胞 
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N.S.;, Not significant 

OE: over-expression, 過剰発現 

oEGL: outer external granule cell layer, 外側外顆粒細胞層 

PCs: Purkinje Cells, プルキンエ細胞 

PFA: Paraformaldehyde, パラホルムアルデヒド 

PKA: protein kinase A, プロテインキナーゼ A 

PTCH1: Patched1 

Px: Postnatal day x, ⽣後 x ⽇齢 

RL: Rhombic lip, 菱脳唇 

Scramble: scrambled shRNA 

scRNA-seq: single cell RNA-seq, シングルセル RNA-seq 

SHH: sonic hedgehog 

SMO: Smoothened 

UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection 

VZ: Ventricular zone, 脳室帯 

0.2% PBST: 0.2% triton in 1xPBS 
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諸⾔ 

哺乳類の⼩脳顆粒細胞(granule cells, GCs)は、全神経細胞のうち 50%以上の数を占める

細胞であり、適切な協調運動の実⾏とその学習のみならず、認知や情動、⾔語機能などの⾼

次機能も司っていることが知られる重要な細胞である。GCs の発⽣において、前駆細胞で

ある⼩脳顆粒細胞前駆細胞(granule cell progenitors, GCPs)は、分裂する際に GCs だけでは

なく、未分化な GCPs も⽣み出すことが知られているが、⼀様な細胞集団である GCPs か

ら、異なる分化状態の娘細胞が⽣み分けられるその制御機構に関しては、未だに未解明な点

が多い。本研究において私は、⼀様と思われていた GCPs が、Notch シグナルの有無によ

って、異なるサブグループを形成することを⽰した。 

私はまず、GCPs において、Notch 関連遺伝⼦のうち、Notch レセプターである Notch1、

2、Notch リガンドである Jag1、そしてレセプターの下流でエフェクターとして働く転写因

⼦ Hes1 が強く発現していることを⽰した。次に、私は、Hes1 プロモーター活性を in vivo

でモニターすることによって、外顆粒細胞層(external granule cell layer, EGL)の GCPs が、

Notch シグナルが ON である細胞と OFF である細胞の⼆群に分けられることを発⾒した。

そして、single cell RNA sequencing と、in silico の解析によって、シグナルが ON の細胞は

より未分化性と分裂能が⾼く、OFF の細胞が逆に、分化傾向のある細胞集団であることを

⽰した。さらに In vivo 電気穿孔法を⽤いた遺伝⼦過剰発現、発現抑制実験によって、

NOTCH2 と HES1 が転写因⼦ NEUROD1 の発現を抑制することで、cell-autonomous に

GCPs の分化を抑制していることを⾒出した。逆に JAG1 は、GCPs において発現すること
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で、non-cell-autonomous に周辺の GCPs における NOTCH2-HES1 経路を活性化させ、結

果的に周辺細胞の未分化性を上昇させることがわかった。これらの発⾒は、Notch シグナル

が、⼀様と思われていた GCPs の中に、未分化な GCPs と分化傾向にある GCPs という異

なる⼆つのタイプの細胞を作り出し、GCs への適切な分化の制御に貢献しているシグナル

経路であることを⽰したものであると考える。 
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1. 序論 

1.1 Notchシグナルについて 

Notch シグナルは、脊椎、無脊椎を問わず、細胞分化・形態形成といった個体発⽣を担う

最も重要なシグナル経路の⼀つである(Tsakonas et al., 1999; Andersson et al., 2011)。⼀般

的には、Notch リガンドを膜に提⽰した“signal-sending cell“と、Notch レセプターを膜に

提⽰した“signal-receiving cell”間における隣接した⼆細胞間シグナルとして知られている

(Tsakonas et al., 1999; Andersson et al., 2011)。Notch シグナルは、リガンドとレセプター

が結合することで始まり、レセプターの細胞内ドメインが切断され核内に移⾏し、Hes や

Hey ファミリーといった転写因⼦の発現を上昇させ、その結果、“signal-receiving cell” を隣

接する細胞と異なる運命をたどる細胞へと変質させることがわかっている (Fig. 1, 

Tsakonas et al., 1999; Andersson et al., 2011)。 

Notch シグナルを構成する遺伝⼦群は、Campos-Ortega らのグループによるショウジョ

ウバエを⽤いた遺伝⼦スクリーニング実験によって発⾒された(Lehmann et al., 1983)。彼

らは、Notch、Delta、Mastermind、Enhancer of Split などの遺伝⼦群を同定し、それらの遺

伝⼦群がショウジョウバエの胎⽣期の発⽣において、同⼀の細胞集団を異なる運命に誘導

する機能を持つことを⽰した(Tsakonas et al., 1999; Lehmann et al., 1983)。後に、それら

の遺伝⼦が Notch シグナルを構成する因⼦であることが判明し、更に脊椎動物においても、

Notch1-4、 Dll1,2,4、 Jag1,2、 Maml1,2,3、 Hes1-7 、Hey1,2 などのオルソログとなる

遺伝⼦群が同定された(Andersson et al., 2011; Kageyama et al., 2007)。Notch シグナル関
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連遺伝⼦は脊椎動物の発⽣においても、神経系を含む多くの組織において、適切な細胞運命

の決定を担っていることがわかっており(Louvi et al., 2006)、例えば、哺乳類の⼤脳⽪質の

発⽣においては、放射状グリアからの神経細胞と神経前駆細胞の産み分けにおいて、HES1

を介した Notch シグナルが重要な役割を担うことが既に知られている(Shitamukai et al., 

2011)。このように、これまでの研究から、Notch シグナルの重要な働きの⼀つは、単⼀の

細胞集団から異なる性質の細胞を産み分けることであると考えられている。 

 

 
Fig. 1. ⼀般的な Notch シグナルのモデル図 
⼀般的に Notch シグナルは⼆細胞間シグナルであり、隣接する細胞に異なる刺激を導⼊するシグナルとして知

られている。“signal-sending cell“が膜に提⽰した Notch リガンドと、“signal-receiving cell”が膜に提⽰した Notch 

レセプターが結合することでシグナルが始まり、レセプターの細胞内ドメインが切断され核内に移⾏し、Hes や

Hey ファミリーといった転写因⼦の発現を上昇させる。Notch シグナルの刺激が⼊った細胞は、細胞分化や移

動が抑制され、未分化性の⾼い性質を持つことが多いことが知られている。 

 
 
 

1.2 ⼩脳顆粒細胞の発⽣について 

⼩脳顆粒細胞(Granule cells, GCs)は哺乳類の中枢神経系における全神経細胞の 50%以上

を占める興奮性の神経細胞であり(Williams et al., 1988)、⼩脳に由来する協調運動、運動学
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習、情動や⾔語能⼒の適切な調整において、重要な役割を担っていることが知られている

(Lackey et al., 2018)。⼩脳顆粒細胞前駆細胞(Granule cell progenitors, GCPs)は GCs を⽣

み出す細胞であり、マウスにおいては胎⽣ 10 ⽇⽬から 16 ⽇⽬にかけて、脳室帯に隣接す

る菱脳唇から⽣み出される(Fig. 2, Leto et al., 2016 )。GCPs はその後⼩脳の最表層に移動

し、胎⽣ 17 ⽇⽬から⽣後 15 ⽇⽬の間には外側外顆粒細胞層(outer external granule cell 

layer, oEGL)を形成し、分裂によってその数を爆発的に増やすことが知られている（Fig. 2, 

Chizhikov et al., 2003)。また、oEGL における分裂時には、GCPs と GCs、⼆つの異なる状

態の細胞を産み出すことがわかっており(Yang et al., 2015)、その分裂後の娘細胞の運命は、

GCPs が分裂する⽅向と相関があることはわかってきているが(Yang et al., 2015, Haldipur 

et al., 2015, Miyashita et al., 2017)、制御機構に関しては、未だ未解明な点が多い。GCs へ

と分化した細胞は、その後内側外顆粒細胞層(inner external granule cell layer, iEGL)へと落

ち込み、層構造に対して垂直に分⼦層(molecular layer, ML)を縦断した後、内顆粒細胞層

(internal granule cell layer, IGL)において成熟した GCs になることが知られている(Fig. 2, 

Schilling et al., 2018)。GCPs と GCs の産み出しのバランスは厳密に制御されており、その

制御機構の破綻は⼩脳形成不全や GCPs から形成される腫瘍である SHH 型の髄芽腫の発

⽣を引き起こすことがわかっている(Basson et al., 2013, Goodrich et al., 1997)。 
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Fig. 2. マウス⼩脳における GC lineage の発⽣ 
マウスにおいては、GCPs は胎⽣ 10 ⽇⽬から 16 ⽇⽬にかけて、脳室帯 (Ventricular zone, VZ)に隣接する菱

脳唇(Rhombic lip, RL)から⽣み出される。GCPs はその後⼩脳の最表層に移動し、胎⽣ 17 ⽇⽬から⽣後 15 ⽇

⽬の間には oEGL を形成し、分裂によってその数を増やす。oEGL で⼀定回数分裂した GCPs は GCs へと分化

し、同時に iEGL ヘと落ち込む。その後、垂直に ML を縦断した後、IGL において、成熟した GCs になる。⽣後

15 ⽇ごろには EGL を構成する全ての GCPs は GCs へと分化し、成熟した⼩脳では EGL は存在しない。  

 
 

 

1.3 ⼩脳顆粒細胞の分化を制御するシグナル機構について 

GCs は⼩脳に由来する重要な脳機能を複数担う細胞であり、その発⽣は様々なシグナル

経路によって厳密に制御されている(Klein et al., 2001, Rios et al., 2004, Wang et al., 2019)。

本項においてはその中でも GCPs の発⽣における重要な制御因⼦として知られる sonic 

hedgehog(SHH)シグナル、bone morphogenetic protein(BMP)シグナル、WNT シグナル、

SDF-1/CXCR4 シグナルについて説明する。 

SHH シグナルは⼩脳発⽣のパターン形成におけるマスターレギュレーターの⼀つであ

り、GCPs の発⽣においても最も重要な調節因⼦であると考えられている(Dahmane et al., 

1999, Anna et al., 2003)。⼩脳において、分泌因⼦ SHH タンパク質は ML と IGL の境界⾯

に⼀列に並ぶプルキンエ細胞(Purkinje cell, PC)から分泌されており、oEGL における GCPs
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の分裂を制御していると⾔われている(Lewis et al., 2004)。GCPs の膜上には、膜貫通型受

容体 Patched1(PTCH1)が SHH シグナルのエフェクターである膜貫通型 G タンパク質共役

型受容体 Smoothened(SMO)と結合する形で局在している。PTCH1 に SHH が結合すると、

PTCH1 による SMO の抑制が解除され、転写因⼦ GLI1, 2 が活性化される。活性化した GLI1, 

2 は核内に移⾏し、CyclinD1 や N-Myc の転写を活性化させることが知られている(Kenney 

et al., 2003)。CYCLIND1 は細胞周期の G1 期から S 期への遷移を担う Cyclin ファミリーの

⼀つであり、N-MYC は多くの増殖遺伝⼦の発現を活性化させる bHLH 型転写因⼦である

(Kenney et al., 2003, Hatton et al., 2006)。以上のように、SHH シグナルは GCPs の未分化

性、分裂能を維持する上で、重要なシグナル系であることが知られている。 

BMP シグナルもまた、GCPs の分化を制御する重要なシグナル系であると⾔われている

(Rios et al., 2004, Zhao et al., 2008)。発⽣期の⼩脳においては、リガンドである BMP は 7

が PC から、2 と 4 が iEGL と IGL の GCs から分泌されている(Rios et al., 2004)。BMP2

と 4 は特に GCPs の分化制御に関与していると⾔われており、BMP2 は BMP シグナルの

エフェクターSMAD5 の活性化を介して、SHH シグナル関連タンパク質の発現を抑制する

機能を持つことが知られている(Rios et al., 2004)。また、BMP2 と 4 は、GCPs の未分化性

を保つ転写因⼦である ATOH1 のタンパク質分解を促進し、GCs への適切な分化を誘導す

る(Zhao et al., 2008)。BMP シグナルのエフェクターである SMAD の発現は、マウス⽣後

の GC lineage において普遍的に発現している転写因⼦ MEIS1、PAX6 によって制御されて

いることもわかっており(Owa et al., 2018)、BMP による GC lineage の発⽣制御機構は、
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SHH シグナルと異なり、GC lineage⾃⾝による内在性の分化調節機構であると考えられる。 

WNT シグナルは、多くの神経系の幹細胞、前駆細胞における未分化性と分裂能の維持へ

の寄与が報告されているシグナル経路であるが(Chenn et al., 2002, Woodhead et al., 2006, 

Herrera et al., 2014)、哺乳類の⽣後 GCPs の未分化性と分裂能の維持という点では、むし

ろ抑制的な機能を持つことが知られている(Lorenz et al., 2011, Moreno et al., 2014, Anne et 

al., 2013, Yang et al., 2019)。Canonical な WNT シグナル経路の下流である Beta-catenin の

常時活性化型を⼩脳 GCPs 特異的に発現させた場合や、Beta-catenin の分解に重要な Apc

の発現を抑制することで WNT シグナルの canonical 経路を活性化させた場合、マウスの⼩

脳は⼩さくなり、⽣後発⽣期には EGL が薄く、GCPs、GCs の数が著しく減少することが

知られている(Lorenz et al., 2011, Yang et al., 2019 )。また、WNT シグナルのリガンドであ

る WNT3 を GCP culture に加えた場合、non-canonical な WNT シグナルの下流である

ERK1/2 の活性化が進み、GCPs の分化誘導が起こることもわかっている(Anne et al., 2013)。

この分化誘導は、Ptch1、Gli1,2 などの SHH シグナル関連遺伝⼦に加えて、GCPs の未分化

性の維持に重要な転写因⼦Atoh1の発現量が減少した結果⽣じるものだと考えられており、

BMP シグナル⾮依存的なシグナル系であることがわかっている(Anne et al., 2013)。このよ

うに、GCPs の分裂、分化のバランスにおいては、分化を誘導する機能に注⽬が集まってい

る WNT シグナルではあるが、Beta-catenin の発現が、⼩脳 GCPs においては SHH シグナ

ルの下流で N-MYC を介して制御されており、GCPs の分裂能の維持に重要であるという報

告もある(Mani et al., 2020)。⽣後⼩脳において、WNT リガンドがどの細胞から分泌されて
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いるかという明確な報告もなく、WNT シグナルによる GCPs の分化状態への制御機構に関

しては、より詳細な解析が待たれている現状である。 

⼩脳 GCPs における SDF-1/CXCR4 シグナルは、⼩脳表⾯を覆う脳軟膜から放出される

ケモカイン、SDF-1(CXCL12)による GCPs の制御機構である(McGrath et al., 1999)。脳軟

膜から放出される SDF-1 と、GCPs において発現する SDF-1 の受容体である CXCR4 の発

現が、GCPs の未分化性を保つ上で重要であることは既に 1990 年代から知られている(Ma 

et al., 1998; Zou et al., 1998)。環状アデノシン⼀リン酸(cAMP)とその下流のプロテインキ

ナーゼ A(PKA)は GCPs において SHH シグナルを抑制させる機能が知られているが(Hynes 

et al., 1995; Concordet et al., 1996; Epstein et al., 1996; Ungar and Moon, 1996)、SDF-1a

を受容した CXCR4 は、GCPs 内で Gαi を活性化させ、cAMP の働きを抑制することで、結

果的に SHH シグナル依存的な GCPs の分裂能を亢進させていると考えられている(Klein et 

al., 2001) 

 

1.4 ⼩脳顆粒細胞の発⽣における Notch シグナルによる制御機構について 

これまでの先⾏研究から、Notch 関連遺伝⼦、タンパク質が⼩脳 GC lineage において発

現していることは既に⽰唆されていた(Tanaka et al., 1999; Irvin et al., 2001; Solecki et al., 

2001; Stump et al., 2002; Irvin et al., 2004; Eiraku et al., 2005; Tanaka et al., 2003)。加え

て、Solecki らのグループは NOTCH2 と HES1 の過剰発現によって、GCPs の突起伸⻑が

抑制され、分化が阻害されることを GCPs 培養実験(in vitro)と⼩脳切⽚培養実験(ex vivo)に
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よって⽰している(Solecki et al., 2001)。しかしながら、これらの結果は、培養条件下にお

ける過剰発現実験であり、内在性の Notch 関連遺伝⼦、タンパク質の機能を⽰したもので

はなかった。また、複数の先⾏研究において、GCPs で Notch 関連遺伝⼦をノックアウト

(Knockout, KO)したマウスを⽤いた実験が⾏われてきた(Eiraku et al., 2005, Weller et al., 

2006)。Eiraku らのグループは Notch シグナルの non-canonical リガンドである Dner を

conventional KO したマウスを⽤いて解析を⾏い、GCPs の分化と移動が遅延することを発

⾒した(Eiraku et al., 2005)。Weller らのグループは En2-Cre; Jag1-flox マウスを⽤いて⼩脳

全体で Jag1 を⽋失させた結果、Eiraku らの研究と同様に、GCPs の分化と移動が遅延する

ことを確認した(Weller et al., 2006)。これらの結果は、⼩脳組織における Notch リガンド

が、GCPs の分化状態に影響を及ぼすことを⽰唆する重要な知⾒であるが、⼩脳 GCPs 特

異的に Notch 関連遺伝⼦を KO したマウスを⽤いた実験ではなかった為、得られた表現型

が GCPs 由来の Notch 関連遺伝⼦が⽋失した結果なのか、それともそれ以外の細胞の Notch

関連遺伝⼦が⽋失した結果なのかどうか、判別することができなかった。特に、どちらのマ

ウスにおいても、GCs の移動の際に⾜場として働くことが知られているバーグマングリア

(Bergmann glias, BGs)の異所性、形態の乱れが確認されていた為、GCPs の分化異常が BG

の突起形成異常によって、⼆次的に引き起こされたものである可能性も、⼗分に考えられる

結果であった。(Eiraku et al., 2005, Weller et al., 2006) 

 

1.5 総括 
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前述の通り、これまでなされたいくつかの研究により、Notch シグナルが GCPs の分化

を制御する因⼦として働いていることが⽰唆されている(Solecki et al., 2001, Eiraku et al., 

2005, Weller et al., 2006)。しかしながら、内在性の Notch シグナルが GCPs において機能

しているかどうかを in vivo で観察した研究は存在せず、更に Notch シグナルによる GCPs

の分化制御機構が存在するとしても、その制御機構が GCPs 同⼠においてなされるものな

のか、GCPs とその他の細胞の間でなされるものなのかどうかということに関してなどの

詳細はわかっていなかった。私は、これまで知られている SHH、BMP 、WNT、SDF-1/CXCR4

などのシグナル系と同様に、Notch シグナルもまた、GCPs の発⽣の制御における重要な因

⼦なのではないかと考え、研究を⾏なった。 

本研究において、私はまず、未分化な GCPs と分化した GCs、それぞれの細胞にどの

Notch シグナル関連遺伝⼦が発現しているかの詳細を解析した。次に、私はマウス⼩脳

GCPs における Hes1 プロモーターの活性を可視化する技術と、単離した GCPs を single 

cell RNA seq 解析によって詳細に解析する技術を⽤いて、単⼀と思われていた oEGL の

GCPs が、Notch シグナルが ON であるか OFF であるかという性質において、⼆つの細胞

集団に分けることができるということを、in vivo と in silico の⼆つの側⾯から⽰した。更に

私は、Notch-ON GCPs がより未分化で増殖性に富み、Notch-OFF GCPs がより増殖性が低

く、分化に近い細胞集団であることを⽰し、GCPs 間において、Notch リガンドである JAG1

と Notch レセプターである NOTCH2 を介した Notch シグナルが存在することを⽰した。

最後に、私は NOTCH2 の下流で活性化が確認された転写因⼦ HES1 によって、GCs の分
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化を担う重要な転写因⼦である NEUROD1 の発現が抑制されることを⽰し、Notch シグナ

ルが⼩脳 GC lineage の分化度合いの制御において、重要な役割を持つことを⽰した。本研

究は GC lineage の発⽣において、Notch シグナルが担う新たな制御機構を明らかにした仕

事であり、⼩脳発⽣のみならず、その発⽣が乱れた結果⽣じる⼩脳疾患の原因解明において

も、重要な⽰唆を与える仕事であると考える。 
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2. 実験材料及び⽅法 

2.1  実験動物 

全てのマウス実験は国⽴精神・神経医療研究センターの動物倫理委員会の承認を受けて⾏

われている。また、全てのマウス実験は、⽇本 SLC 社より購⼊した ICR マウスの新⽣児を

利⽤して⾏なった。実験前後においてマウスは 12 時間の明暗サイクルのある SPF 環境下

において飼育し、餌と⽔を⾃由に摂取させた。 

 

2.2 ⼩脳顆粒細胞初代培養と回収 

P6 の ICR マウスから⼩脳を単離し、脳軟膜を切除したあと、trypsin/Dnase 溶液によって

細 

胞接着をほぐした(5min, 37℃)。Trypsin/DNase 溶液を取り除き、Dnase 溶液を加え、 

ピペッティングによって細胞を分散した。その後、⼆つの濃度の異なる Percoll 溶液を⽤い

て細胞⽐重により GCPs を単離し、35 mm 培養⽫にて pre-culture を⾏なった。30 分後、

培養⽫に接着している繊維芽細胞を剥がさないように GCPs を回収し、Poly-D-Lysin と

Matrigel によって表⾯をコートしておいた 35 mm 培養⽫に GCPs を 5x106個撒く。この際

に、半数の培養⽫には SAG を 200 nM の濃度となるように添加する。⼩脳顆粒細胞培養⽤

の培地としては 0.5 ml 100xPen/Strep、0.5 ml 100xGlutamine、0.5 ml D+-Glucose solution 

45%、0.5 ml 100xSPITE、0.5 ml 100xOleic Acid Albumin/Linoleic Acid、1 ml 50xB27、50 

ul 1000x N-Acetyl Cysteine を加えた Neural basal (basic) 50 ml を⽤いた。48 時間後に
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trypsine/Dnase で細胞を培養⽫から剥がし、Ovomocoid solution によって trypsin を不活性

化、SAG-と+に分けて回収した。 

 

2.3 定量 PCR 

定量 PCR は SAG の有無によって⼆つの条件で 2 ⽇間⼩脳顆粒細胞初代培養したサンプル

を回収して⾏なった。RNAeasy plus Kit (QIAGEN)を⽤いて RNA extraction を⾏い、

Superscript Ⅱ kit (Invitrogen)を⽤いて cDNA への逆転写を⾏なった。qPCR の内在性コン

トロールとしては、Hrpt1、Rpl27、Rer1 の三つの遺伝⼦の発現の平均を⽤いた(Thomas et 

al., 2014)。qPCR には、 

Hrpt1: CAAACTTTGCTTTCCCTGGT and TCTGGCCTGTATCCAACACTTC, 

Rpl27: AAGCCGTCATCGTGAAGAACA and CTTGATCTTGGATCGCTTGGC, 

Rer1: GCCTTGGGAATTTACCACCT and CTTCGAATGAAGGGACGAAA, 

Ccnd2: GAGAAGCTGCCCTGATCCGCA and CTTCCAGTTGCAATCATCATCGACG, 

Notch1: GCTGCCTCTTTGATGGCTTCGA and CACATTCGGCACTGTTACAGCC, 

Notch2: CCACCTGCAATGACTTCATCGG and TCGATGCAGGTGCCTCCATTCT, 

Notch3: GGTAGTCACTGTGAACACGAGG and CAACTGTCACCAGCATAGCCAG, 

Notch4: GGAGATGTGGATGAGTGTCTGG and TGGCTCTGACAGAGGTCCATCT, 

Hes1: GGAAATGACTGTGAAGCACCTCC and GAAGCGGGTCACCTCGTTCATG, 

Hes5: CCGTCAGCTACCTGAAACACAG and GGTCAGGAACTGTACCGCCTC, 
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Jag1: TGCGTGGTCAATGGAGACTCCT and TCGCACCGATACCAGTTGTCTC, 

Jag2: CGCTGCTATGACCTGGTCAATG and TGTAGGCGTCACACTGGAACTC, 

Dll1: GCTGGAAGTAGATGAGTGTGCTC and CACAGACCTTGCCATAGAAGCC, 

Dll3: CCAGCACTGGATGCCTTTTACC and ACCTCACATCGAAGCCCGTAGA, 

Dll4: GGGTCCAGTTATGCCTGCGAAT and TTCGGCTTGGACCTCTGTTCAG. 

をプライマーとして使⽤した。 

 

2.4 プラスミド 

HES1、HES5、JAG1、NEUROD1 発現ベクターは、pCAGGS ベクター(GE Healthcare)に

挿⼊する形で作製した。それぞれの遺伝⼦のコーディング領域を E18.5 のマウス⼩脳由来

の cDNA から PCR で増幅し、Endo Free plasmid purification kit(Qiagen)を⽤いて精製した

後、制限酵素(EcoRI、NotI)で切断した pCAGGS ベクターと、Ligation Mix(Takara)を⽤いて

ライゲーションを⾏なった。ライゲーション後産物の増幅は、E.coli DH5αコンピテントセ

ル(Takara)を⽤いて⾏なった。それぞれの配列を増幅するために PCR に使⽤したプライマ

ーは以下の通りである。 

HES1: 5’-ATGCCAGCTGATATAATGG-3’ and 5’- TCATCCTCTGGTCCGCT-3’,  

 

HES5: 5’-ATGGCCCCAAGTACCGT-3’ and 5’-TCATCCTCTGGTCCGCT-3’,  
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JAG1: 5’-TCCACGGAGTATATTAGAGCC-3’, 5’-GCTAGCACACTCATCGATG-3’,  

5’-AACCCCTGCTTGAATGGG-3’and 5’-CTATACGATGTATTCCATCCGGTT-3’,  

 

NEUROD1: 5’-ATGACCAAATCATACAGCGA -3’ and 5’-CTAATCGTGAAAGATGGCAT -3’ 

 

また、Notch1、2、Hes1、5、Jag1、NeuroD1 ⽤の sh ベクターは、mU6 pro ベクターに⼆

本鎖オリゴヌクレオチドを挿⼊することで作製した。全ての標的配列は siDirect 2.0 (Naito 

et al., 2009)を⽤いてデザインした。全てのオリゴヌクレオチド配列には 9 塩基のヘアピン

構造 (5′-TTCAAGAGA-3′)を挿⼊した。オリゴヌクレオチド配列を制限酵素(BbsI、XbaI) 

で処理した後、mU6 pro ベクターと Ligation Mix (Takara)を⽤いてライゲーションを⾏なっ

た。ライゲーション後産物の増幅は、E.coli DH5αコンピテントセル(Takara)を⽤いて⾏な

った。それぞれの KD ベクターを作製するための標的配列としては以下の配列を使⽤した。 

Notch1:  

#1 5’-AAGGTGTATACTGTGAAATCAAC-3’,  

#2 5’-CTGTAACAGTGCCGAATGTGAGT-3’,  

Notch2:  

#1 5’- AGGCCTTAATTGTGAAATTAATT-3’,  

#2 5’- GAGGTGATAGGCTCTAAGATATT-3’,  

Hes1: 



 20 

#1 5’-GAGGCGAAGGGCAAGAATAAATG-3’,  

#2 5’-TTGGATGCACTTAAGAAAGATAG-3’,  

Hes5:  

#1 5’-CCGCATCAACAGCAGCATAGAGC-3’,  

#2 5’-CCGTCAGCTACCTGAAACACAGC-3’,  

NeuroD1:  

#1 5’-GCCTAGAACGTTTTAAATTAAGG-3’,  

#2 5’-TGGCAACTTCTCTTTCAAACACG-3’ 

また、コントロール scramble 配列としては、以下のものを使⽤した。 

control scrambled sequence (sh-scramble):  

5′-TACGCGCATAAGATTAGGG-3′ 

pCAG-H2B-GFP ベクターと pCAG-mCherry ベクターは、Dr. N. Masuyama から頂いた。

pHes1-d2GFP ベクター、pHes5-d2GFP ベクター、そして、Hes1p-venus ベクターは、Dr. 

R. Kageyama から頂いた (Ohtsuka et al., 2006; Kohyama et al., 2005) 。pCAG-H2B-BFP 

(pTagBFP-H2B) は、evrogen (Cat. #FP176)から購⼊した。Hes1 と Hes5 の cDNA を pEGFP-

N3 ベクターに挿⼊することで、HES1-fusion-GFP ベクターと、 HES5-fusion-GFP ベクタ

ーを作製した。 

 

2.5 免疫染⾊と抗体 
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新⽣児マウスの⼩脳を 4%パラホルムアルデヒド(PFA)で固定し、O.C.T compound (Sakura 

Finetek)で包埋した。凍結した⼩脳組織は、クライオスタッド(CM3050 S; Leica)を⽤いて厚

さ 18 um の切⽚になるように⽮状⾯に切断した。切⽚を 1% normal donkey serum 

containing 0.2% PBST(0.2% triton in 1xPBS, blocking 溶液)を⽤いて室温で 1 時間ブロッキ

ングし、その後⼀次抗体を加えた blocking 溶液の中に、4 度環境下で 16 時間放置した。使

⽤した⼀次抗体⼀覧は以下の通りである。 

goat anti-Notch1 (1:500; sc-6015; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX),  

goat anti-Notch2 (1:500; sc-7423; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX),  

rabbit anti-Jagged1 (1:500; ab7771; Abcam, Cambridge, UK),  

chicken anti-GFP (1:1000; GFP-1010; aves, Tigard, OR),  

rabbit anti-RFP (1:500; PM005; MBL, Woburn, MA; RFP 抗体は pCAG-mCherry ベクターの

シグナル(Fig. 4, 5, 9)を増幅するために⽤いた。),  

rabbit anti-Atoh1 (1:200; (Yamada et al., 2014)),  

rat anti-Ki67 (1:500; 14-5698-82; eBioscience, San Diego, CA),   

rabbit anti-Pax6 (1:500; PRB-278P; BioLegend, San Diego, CA),  

goat anti-NeuroD (N-19; 1:200; sc-1084; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). 

16 時間後、切⽚を乗せたスライドは PBS によって洗浄され、Alexa Fluor 488、 Alexa Fluor 

568、または、Alexa Fluor 647 (1:400; Abcam, Cambridge, UK)が接続された⼆次抗体と、

DAPI (25 μg/mL; Invitrogen)を加えた blocking 溶液の中で 2 時間、室温で培養した。2 時間
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後、スライドを再び PBS で洗浄し、Permafluor を⽤いて封⼊を⾏なった。 

 

2.6 In vivo 電気穿孔法 

導⼊する遺伝⼦溶液は、発現ベクター: 1 ug/ul、shRNA: 2 ug/ul、蛍光タンパク質: 0.5 ug/ul

の濃度となるように、それぞれのプラスミドを蒸留⽔に溶かして調整した。pHes1-d2GFP、

pHes5-d2GFP、Hes1p-venus ベクターは、1 ug/ul の濃度となるように蒸留⽔に溶かした。

可視化するために、溶液には Fastgreen を添加した。遺伝⼦導⼊時には、P5 か P6 の新⽣

児マウスを氷冷によって⿇酔し、⼩脳頭蓋⾻下に、10 ul の溶液を注⼊した。その後、電気

パルス(50 msec duration, 80 V, 7 times, 150 ms interval each)を顎から⼩脳の向きに電流が

流れるように、forceps-type electrodes (NEPA gene)を⽤いて流した。遺伝⼦導⼊後の新⽣

児マウスは、回復するまで 10 分程度 37℃のホットプレートで休ませ、その後、ケージに

戻した。この電気穿孔法による⼩脳 GCPs への遺伝⼦導⼊⽅法は、既に先⾏研究で確⽴さ

れている技術である(Owa et al., 2018)。遺伝⼦導⼊された新⽣児マウスの⼩脳は、数⽇後に

4%PFA によって包埋した。遺伝⼦導⼊を⼆度⾏なった実験(Fig. 9A-C)では、⼀度⽬の遺伝

⼦導⼊後新⽣児マウスを⼀旦ケージに戻し、6 時間後に、再び電気穿孔法による遺伝⼦導⼊

を⾏なった。Fig. 9D-F の実験では、電気穿孔法による遺伝⼦導⼊の後、速やかに EdU 溶液

の腹腔注射を⾏なった。EdU は PBS に 10 mg/ml となるように溶解させ、新⽣児マウスの

体重に対して、50 mg/kg となる量を投与した。 
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2.7 ⼩脳切⽚培養とタイムラプス撮影 

実験には P5 で⼩脳に Hes1p-Venus ベクターと pCAG-mCherry ベクターを遺伝⼦導⼊した

個体を⽤いた。遺伝⼦導⼊の 24 時間後にマウスから⼩脳を摘出し、2%UltraPure LMP 

Agarose (Invitrogen)に包埋した。その後、包埋した⼩脳組織を厚さ 250 um の切⽚となるよ

うに、⽮状⾯に切断した。⼩脳切⽚は Millicell-CM (Millipore)上に静置し、コラーゲンによっ

て表⾯を覆い、culture medium (DMEM supplemented with 5% horse serum (Invitrogen), 5% 

FBS (Invitrogen), 10 ng/ml EGF (PeproTech), 10 ng/ml bFGF (PeproTech), 1xB27 (In- 

vitrogen), 1xN2 (LifeTechnology), 3 mM L-glutamine)上で培養した。⼩脳切⽚を 37℃環境下

で 6 時間培養し、その後共焦点顕微鏡 FV3000 (Olympus)を⽤いてタイムラプス撮影を⾏っ

た。撮影を開始するタイミングで、培地に 1 ul の DMSO、または、gamma secretase inhibitor

である RO4929097 (5 nM, 1 ul, Selleck)を加えた。タイムラプス撮影では 5 分ごとに⼀枚

の画像を取得し、合計 8 時間 20 分の撮影を⾏った。 

 

2.8 画像取得と定量化 

全ての画像は共焦点顕微鏡 LSM780(Carl Zeiss)と FV3000(Olympus)を⽤いて、⼩脳⾍部の

IV/V 葉か VI 葉を撮影してきている。撮影した画像は ImageJ (RSB)を⽤いて解析した。

GCPs 分化度合いの解析では ImageJ の “Cell counter in Plugins” を⽤いて細胞数をカウン

トした。解析には EGL、ML、IGL に存在する全ての GFP 陽性、mCherry 陽性、BFP 陽性

細胞を含めた。NEUROD1 タンパク質量の定量(Fig. 10)は、ImageJ の “Measures in Analyze” 
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を⽤いて、NEUROD1 抗体による免疫染⾊図の輝度を計測して⾏なった。コントロールと

して、GFP 陽性細胞に隣接する GFP 陰性細胞の NEUROD1 輝度を計測した。 

 

2.9 細胞培養とトランスフェクション 

Neuro2a 細胞は ATCC から購⼊し、10%FBS、100 U/ml Penicillin-Streptomycin を加えた

DMEM で培養を⾏なった。6well プレートの 1well につき、5x106 個の Neuro2a 細胞を蒔

き、24 時間後に transfectin reagent (Bio-Rad)を⽤いて、トランスフェクションを⾏なった。

トランスフェクション時には発現ベクターを 1 ug/ul、KD ベクターを 2 ug/ul 加えた。 

 

2.10 ウェスタンブロッティング 

Neuro2a 細胞をトランスフェクション後 48 時間培養し、Bioruptor BR-Ⅱを⽤いて破砕し

た。その後、1%NP40 を含んだ Lysis buffer に溶解させ、SDS-PAGE によって⼤きさに応

じてタンパク質を分離した。分離されたタンパク質を、PVDF メンブレンにトランスファー

し、⼀次抗体を加え 4℃環境下で 16 時間放置した。使⽤した⼀次抗体⼀覧は以下の通りで

ある。 

rabbit anti-β-actin (1:1000; MBL, Woburn, MA),  

rabbit anti-GFP (1:2000; MBL-598; MBL, Woburn, MA), 

rabbit anti-Jagged1 (1:1000; ab7771; Abcam, Cambridge, UK) 

16 時間後、⼆次抗体を加えた blocking 溶液の中で 1 時間培養し、HRP 基質(Millipore)を加
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え、5 分後に LAS4000(Fujifilm)を⽤いて免疫シグナルを検出した。定量化に際しては、全て

のタンパク質発現量は、β-actin の発現量によって正規化した。 

 

2.11 Smart-seq 法によるシングルセル RNAseq 

P7 のマウス⼩脳顆粒前駆細胞は、初代培養の際と同様に、percoll を⽤いて細胞⽐重の差を

利⽤して単離した。単離した前駆細胞を C1 Fluidigm システムを⽤いて 96well chips に⼀細

胞レベルで分配し、Smart-seq 法によりトータル RNA を抽出、ライブラリー化した。トー

タル RNA は 109 の細胞から回収することに成功した。本研究に⽤いた scRNA-seq データ

は、全て Gene expression omnibus (GSE153313)にデポジットしており、⼀般公開されて

いる。 

 

2.12 シングルセル RNAseq のデータ処理 

ライブラリー化したシーケンスリードは、STA2.4.1d プログラム(Dobin et al., 2013)を⽤い

て、mm10 リファレンス配列にアライメントした。⼀細胞あたりの遺伝⼦発現カウントは、

HTseq-count tool 0.6.1 を⽤いて計算した(Anders et al., 2015)。アライメントのクオリティ

は Qualimap v2.2.1 を⽤いて確認を⾏った(Okonechnikov et al., 2016)。算出した発現カウ

ントは Seurat v3 を⽤いて処理し、次元圧縮した(Stuart et al., 2019)。クラスター0 に含ま

れる全ての細胞(Fig. 6A, D)は、Notch2 遺伝⼦の発現の有無によって Notch2 陽性細胞

(Notch2 >0)と陰性細胞(Notch2 =0)に分類した。Notch2 陽性細胞と陰性細胞間での発現遺
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伝⼦変動 (Differential expressed genes, DEG)は DESeq2(Love et al., 2014)を⽤いて解析し

た。 p 値が 0.01 を下回った遺伝⼦を DEGs (upregulated : 582、downregulated : 74)と定

義した。Unchanged genes は、p 値が 0.05 よりも⼤きい遺伝⼦の中から選択した。Gene 

set enrichment analysis (GSEA)は、Molecular Signatures Database v7.1 に登録されていた

NOTCH-REACTOME data (M10189, Signaling by NOTCH)と、同定した DEGs を⽐較して

⾏った。Gene ontology (GO)解析には DAVID を⽤いた(https://david.ncifcrf.gov)。 

 

2.13 統計処理 

個体数、及び試⾏数は biological replicates とみなしている。全てのコントロール群は試験

群と同条件で実験を⾏なった。全てのグラフデータは平均値、及び測定誤差で表している。

全ての統計処理はステューデント T 検定で検定しており、p 値はそれぞれ、N.S. (Not 

significant) for p>0.05; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 を表している。 
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3. 結果 

 

3.1 GCPs における Notch 関連遺伝⼦、タンパク質の発現 

  これまでの先⾏研究から、Notch シグナル関連遺伝⼦が哺乳類の⼩脳 EGL において発現

しているということは既に知られている(Tanaka et al., 1999; Irvin et al., 2001; Solecki et al., 

2001; Stump et al., 2002; Irvin et al., 2004; Eiraku et al., 2005; Tanaka et al., 2003)。しかし

ながら、GCPs (oEGL)と GCs (iEGL)を切り分けて Notch シグナル関連遺伝⼦の発現を調べ

た仕事はなされておらず、その為、GCPs から GCs へと分化する際に重要な働きをする

Notch 関連遺伝⼦については、わかっていなかった。そこで私は、最も EGL が厚い時期と

いわれている⽣後 6 ⽇齢(Postnatal day 6, P6)のマウスから GCPs を単離し、SHH シグナ

ルのアゴニストである SAG を加えた場合と加えていない場合の 2 条件に分けて培養する

ことによって、未分化な GCPs と分化した GCs がそれぞれ主集団となる細胞を回収した。

SHH シグナルは GCPs の未分化性を保つために重要なシグナル経路であり、この 2 条件に

分けた培養によって GCP 様の性質を持つ細胞集団と、GC 様の性質を持つ細胞集団が回収

されることは、既に先⾏研究によって知られている(Kutscher et al., 2020)。まず、私は、回

収した細胞から cDNA を抽出し、分裂能を持つ GCPs において⾼発現することが知られて

いる Ccnd2 の定量 PCR を⾏った(Fig. 3A, B)。その結果、先⾏研究で⽰されていた通り、

SAG 添加条件で培養した細胞集団の⽅が⾮添加群と⽐較して、⾼い Ccnd2 遺伝⼦発現を⽰

すことがわかった(Fig.3A, B , Kutscher et al., 2020)。そこで私は、Notch 関連遺伝⼦群の発
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現が⼆つの GC lineage の培養条件によってどのように変化するかを調べるために、最も主

要な Notch レセプター(Notch1, 2, 3, 4)、下流の転写因⼦(Hes1, 5)、Notch リガンド(Jag1, 

2, Dll1, 3, 4)について、定量 PCR を⾏った。その結果、SAG 添加群 (GCP 様細胞群)では、

Notch1、Notch2、 Hes1、Jag1 が⾼発現しており、SAG ⾮添加群(GC 様細胞群)では、Notch1、

Notch2、Hes5、Jag2 の発現が⾼いことがわかった(Fig. 3A, C, D )。本研究では GCPs の運

命決定制御機構としての Notch シグナルの働きを調べることを⽬指しているため、私は

SAG 添加群 (GCP 様細胞群)で発現の⾼かった Notch1、Notch2、 Hes1、Jag1 に着⽬し

て、引き続き研究を⾏なった。 

定量 PCR の結果では、それぞれの遺伝⼦の発現に関して空間的な情報が⽋如しているた

め、次に、私は⼩脳 EGL における Notch 関連タンパク質の発現を免疫染⾊法によって確認

することを試みた。転写因⼦ HES1 は免疫染⾊に有⽤な市販の抗体が存在しないため、私

はまず、Notch レセプターである NOTCH1、2 と Notch リガンドである JAG1 の P6 マウ

ス⼩脳 oEGL/iEGL における発現を、oEGL の GCPs マーカーとして知られている KI67 と

共染⾊することで調べた(Fig. 3E, F, G)。その結果、NOTCH1、2、JAG1 は oEGL において

も iEGL においても GCPs/GCs の膜に沿った蜂の巣状の染⾊図を⽰すことがわかった(Fig. 

3E, F, G)。EGL では GCPs/GCs が密に局在している為に、GC lineage の膜や細胞質に局

在するタンパク質の免疫染⾊は、蜂の巣状の染⾊図を⽰すことが既に知られている

(Shiraishi et al., 2019)。このことからも、NOTCH1、2、JAG1 タンパク質は EGL の GCPs、

GCs の膜上、細胞質中に局在していることがわかった(Fig. 3E, F, G)。 
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Fig. 3. GCPs における Notch 関連遺伝⼦、タンパク質の発現 
(A-D) P6 のマウス⼩脳から単離した GCPs を、SAG を加えた場合と加えていない場合の 2 条件に分けて培養

することによって、未分化な GCPs と分化した GCs がそれぞれ主集団となる細胞を培養開始から 2 ⽇後に回収

した(A)。回収した細胞を⽤いて、GCPs のマーカーである Ccnd2、Notch レセプター(Notch1, 2, 3, 4)、下流の

転写因⼦(Hes1, 5)、Notch リガンド(Jag1, 2, Dll1, 3, 4)について、定量 PCR を⾏った(B-D)。内在性コントロー

ルとして、Hrpt1、Rpl27、Rer1 を⽤いた（C, D）。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理

は t 検定で⾏なっており、 *は p 値が 0.05 以下であることを⽰している。 

(E-G) ⽮状⼩脳切⽚に対して、NOTCH1、NOTCH2、JAG1 抗体を⽤いた組織免疫染⾊を⾏なった。核マーカー

である DAPI と、GCPs のマーカーである KI67 と共に共染⾊を⾏なった。全ての画像は⼩葉⾍部の IV/V 葉か VI

葉を撮影してきている。NOTCH1、NOTCH2、JAG1 タンパク質は、⼩脳の前後軸の違いによる発現の差は⾒ら

れなかった。Scale bars: E-G, 30 µm and 15 µm。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 

 

3.2 EGL の GCPs においては、Notch2-Hes1 シグナルが存在する 
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  Notch 関連遺伝⼦、タンパク質が EGL の GCPs において発現することがわかったため、

次に私は GCPs における Notch シグナルの活性をモニターすることを試みた。GCPs にお

ける Notch シグナル活性のモニターのため、私は半減期の短い GFP (d2GFP)が Hes1、Hes5

プロモーターの下流に接続された⼆つのベクター(pHes1-d2GFP, pHes5-d2GFP, Ohtsuka 

et al., 2006)を⽤いた。⼆つのベクターを、それぞれ mCherry を発現するベクター(pCAG-

mCherry)と同時に P5 のマウスの⼩脳に in vivo 電気穿孔法 (in vivo EP, Owa et al., 2018; 

Chang et al., 2019)で導⼊し、三⽇後にサンプリングを⾏なった。その結果、pHes1-d2GFP

は EGL において強い発現を⽰したが、pHes5-d2GFP の発現は確認できなかった(Fig. 4A, 

B)。pCAG-mCherry の発現は pHes5-d2GFP を導⼊したサンプルでも確認された(Fig. 4B)。

EGL におけるこの⼆つの遺伝⼦のプロモーター活性の差は、SAG 添加培地で培養した細胞

群において、Hes1 が⾼い発現を⽰し、Hes5 が低い発現を⽰したことと⼀致する結果であ

ると考えられる(Fig. 3C)。 

 次に私は、EGL で確認された Hes1 プロモーターの活性が実際に Notch シグナルの下流

で働くものであるかどうかを調べた。私は、Hes1 プロモーターをモニターするため Hes1p-

venus ベクターを、pCAG-mCherry ベクターと共に P5 のマウス⼩脳 GCPs に in vivo EP 法

で遺伝⼦導⼊した。そして、P6 において、マウスをサンプリング、⼩脳切⽚を作成し、培

地に Notch inhibitor である RO4929097(Luistro et al., 2009)を加えた群と加えていない群の

2 条件に分けて 8 時間培養し、タイムラプス撮影を⾏った(Fig. 4C)。本実験において、pHes1-

d2GFP ベクターではなく、Hes1p-venus ベクターを⽤いたのは、タイムラプス撮影に際し
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て、より強い蛍光シグナルが必要であったためである(Kohyama et al., 2005)。8 時間の撮影

の結果、RO4929097 を加えていない群においては、venus、mCherry 共に⼤きなシグナル

の減少が⾒られなかったのに対し、加えた群においては、venus のシグナルのみ、顕著に減

少することが確認された(Fig. 4C, D)。この結果は、EGL で確認された Hes1 プロモーター

活性が、Notch シグナルに制御されていることを⽰すものであると考えられる。 

 Notch レセプターのうち、Notch1 と Notch2 の⾼い発現が GCP 様細胞(Fig. 3C)と

EGL(Fig. 3E、F)において確認されたので、私は EGL における Hes1 プロモーター活性がど

ちらの Notch レセプターによって制御されているかを調べることを試みた。私は、Notch1、

Notch2 の sh-RNA ベクターを、pHes1-d2GFP 及び pCAG-mCherry ベクターと共に、P6 マ

ウスの⼩脳 GCPs に in vivo EP 法で導⼊した。その 2 ⽇後に⼩脳を固定、サンプリングし、

mCherry 陽性細胞のうち、GFP 陽性である細胞の割合を計測した(Fig. 4E)。その結果、

Notch1 の発現抑制(Knockdown, KD)ベクターを導⼊したサンプルでは、コントロールとし

て Scramble 配列を導⼊したサンプルと⽐較して、GFP 陽性細胞の割合に差がなかった(Fig. 

4E, F)。しかし、Notch2 の KD ベクターを導⼊したサンプルは、コントロールと⽐較して、

有意に GFP 陽性細胞の割合が減少していた(Fig. 4E, F)。このことから、⽣後⼩脳発⽣時の

EGL においては、Notch2 の下流で Hes1 が活性化される Notch シグナルが存在することが

わかった。 
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Fig. 4. GCPs における Hes1 プロモーター活性は、Notch 阻害剤と Notch2 遺伝⼦の発現抑
制によって抑制される 
(A, B) Hes1 と Hes5 の⼩脳 GCPs におけるプロモーター活性を調べるために、pHes1-d2GFP ベクター(A)と

pHes5-d2GFP ベクター(B)を、pCAG-mCherry ベクターと共に P5 のマウス⼩脳 GCPs に in vivo EP 法で遺伝

⼦導⼊した。EGL においては、Hes1 プロモーター活性のみ確認された(A, B)。 

(C, D) P5 のマウス⼩脳 GCPs に Hes1p-Venus ベクターと pCAG-mCherry ベクターを in vivo EP 法で遺伝⼦導

⼊し、24 時間後に⼩脳切⽚培養とタイプラプス撮影を⾏なった(C)。タイムラプス撮影は Notch インヒビター

である RO4929097 か DMSO を加えた状態で、8 時間 20 分⾏なわれた。RO4929097 を添加した切⽚でのみ、

Venus の蛍光輝度の低下が観察された(C, D)。Scale bars: A, 80 µm。 

(E, F) P6 のマウス⼩脳 GCPs に対して、pHes1-d2GFP と pCAG-mCherry ベクターを Notch1 または Notch2 

KD ベクターと共に in vivo EP 法で遺伝⼦導⼊し、P8 で固定した。コントロールと⽐較して、Notch1 を KD し

た切⽚では、mCherry 陽性細胞中の GFP 陽性細胞の割合には差がなかった。しかし、Notch2 を KD した切⽚

では、mCherry 陽性細胞中の GFP 陽性細胞の割合が⼤きく減少した。マウス個体数 : Notch1 sh#1 4 個体、

Notch2 sh#2 ４個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なっており、 

**は p 値が 0.01 以下であることを⽰している。Scale bars: E, 30 µm。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 

 
 
 

3.3 oEGL の GCPs には、Notch シグナルが ON の細胞集団と、OFF の細胞集団が存在す
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る 

 私は pHes1-d2GFPベクターを pCAG-mCherryベクターと同時に P5 マウスの⼩脳 GCPs

に in vivo EP 法で導⼊し、P8 で固定したサンプルの EGL を KI67 で免疫染⾊した。その結

果、遺伝⼦導⼊された細胞(mCherry 陽性細胞)のうち、GFP が陽性である細胞は、GFP 陰

性である細胞と⽐べて、より未分化性に富んだ細胞(KI67 陽性細胞、GCPs)であることがわ

かった(Fig. 5A, B)。更に、同じ実験において、私は遺伝⼦導⼊された GCPs(mCherry 陽性

かつ KI67 陽性細胞)における GFP の蛍光輝度を定量した。その結果、興味深いことに、遺

伝⼦導⼊された GCPs における GFP の蛍光輝度は、明確に双⽅向性の分布を⽰すことがわ

かった(Fig. 5C-E)。mCherry の蛍光輝度は単⽅向性の分布を⽰すことも確認した(Fig. 5E)。

この結果から、oEGL の GCPs には Notch2-Hes1 シグナルが活性である集団と、不活性で

ある集団の⼆群が存在することがわかった。 

 次に、私は P7 のマウス⼩脳から単離した GCPs を⽤いて、Smart-seq 法によるシングル

セル RNA-seq (scRNA-seq)を⾏った。合計で 109 個の細胞で RNA-seq を⾏うことに成功

し、得られた遺伝⼦発現データを、Seurat ソフトウェアを⽤いて⼆次元マトリクスに次元

圧縮し、無作為分類によって 3 つのクラスターを得た(Fig. 6A, クラスター0,1,2)。それぞれ

のクラスターにおいて強く発現している遺伝⼦を調べた結果、GCP マーカーと GC マーカ

ーは、それぞれクラスター0 と 1/2 に偏って発現していることがわかった(Fig. 6B, C)。GCPs

における Notch シグナルは Notch2 依存的であることがわかっているので(Fig. 4E, F)、私は

次に、クラスター0 における Notch2 の発現を解析した。その結果、クラスター0 を構成す
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る 44 の細胞のうち、29 の細胞が Notch2 陽性であり、15 の細胞が陰性であることがわか

った(Fig. 6D)。そこで、私はクラスター0 の Notch2 陽性、陰性細胞群を発現遺伝⼦変動 

(Differential expressed genes, DEG) 解析にかけることで、変動する発現遺伝⼦を解析し、

ヒートマップに出⼒した(Fig. 6F)。DEG 解析は DESeq2 ソフトウェア(Love et al., 2014)を

⽤い、その結果 582 の遺伝⼦が Notch2 陽性細胞において発現上昇していて、74 の遺伝⼦

が発現低下していることがわかった(Fig. 6F)。この結果は、Notch2 陽性細胞群と陰性細胞

群が明確に異なる性質を持つ細胞集団であることを⽰している。また、この DEG 解析結果

において、Jag1 や Hes1 の発現変動は⾒られていない。そもそも Jag1 や Hes1 の発現は

GCPs の定量 PCR によっては検出されていたが(Fig. 3C)、scRNA-seq 解析においては、少

数の細胞において弱い発現のみ確認される結果となっていた（Fig. 6E）。これは、scRNA-

seq 解析における検出深度限界が原因ではないかと考えられる。 

 これまでの結果から、GCP 様の細胞集団であるクラスター0 は、Notch2 の発現の有無に

よって、⼆つの別の細胞集団に分けられることがわかった。そこで私は、次に gene set 

enrichment analysis (GSEA)を⾏うことで、それぞれの細胞集団が Notch シグナルの有無

によって分類されているのかどうかを解明することを試みた。私は、本実験で検出された

656 の変動遺伝⼦と、Molecular Signatures Database v7.1 にデポジットされていた 

“REACTOME_SIGNALING_BY_NOTCH” (M10189, Signaling by NOTCH)に記録されてい

た Notch シグナル応答性の遺伝⼦群を⽤いて、GSEA を⾏った。その結果、私の実験で検

出された Notch2 陽性/陰性細胞で発現変動していた遺伝⼦群は、Notch シグナル ON 細胞
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において、発現上昇/低下している遺伝⼦群と近似することがわかった(Fig. 6G)。次に、私

は、gene ontology (GO)解析を⾏うことで、本実験で確認された Notch-ON GCP 集団と

Notch-OFF GCP 集団において変動している遺伝⼦群が、どのような性質を持った遺伝⼦群

かを同定することを試みた(Fig. 6H, I)。その結果、クラスター0 の Notch-ON GCP 集団に

おいて発現が上昇していた遺伝⼦群は、細胞周期を進⾏させるものや未分化性に関与する

遺伝⼦が多く含まれており(Fig. 6H)、Notch-OFF GCP 集団において発現が上昇していた遺

伝⼦群は細胞移動を含む分化に関与する遺伝⼦が含まれていることがわかった(Fig. 6I)。こ

れらの結果は、Notch-ON GCPs はより分裂能が⾼く未分化性を保った細胞集団で、それに

対して Notch-OFF GCPs は、より分化に近い細胞集団であることを⽰していると考えられ

る。 

 

 
Fig. 5. GCPs は Notch シグナル活性の有無によって、in vivo で⼆群に分けられる 
(A-E) pHes1-d2GFP ベクターと pCAG-mCherry ベクターを P5 のマウス⼩脳 GCPs に in vivo EP 法で遺伝⼦導

⼊し、2 ⽇後に固定し、KI67 で免疫染⾊を⾏った。GCPs と GCs における Hes1 プロモーター活性の強度差を

⽐較した結果、Hes1 プロモーター活性は GCs よりも GCPs において⾼いことがわかった(A, B)。また、oEGL

の遺伝⼦導⼊された GCPs (KI67陽性かつ mCherry陽性細胞)における GFP陽性細胞の割合を計測した結果、

GCPs は Hes1 プロモーター活性強度に関して、⼆峰性を⽰す細胞集団であることがわかった(C-E)。破線は視
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認できるレベルの輝度を表している(D, E)。マウス個体数 : Fig. 2B の解析に使⽤した個体は 3個体、Fig. 2D, E

の解析に使⽤した個体数は 4 個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏

なっており、 **は p 値が 0.01 以下であることを⽰している。Scale bars: A, 45 µm, C, 20 µm。(Adachi et al., 

eNeuro, 2021) より引⽤。 
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Fig. 6. GCPs は Notch シグナル活性の有無によって、in silico で⼆群に分けられる 
(A) P7 のマウス⼩脳から単離した 109 の GCPs を scRNA-seq (Smart-seq)によって解析した。Uniform Manifold 

Approximation and Projection (UMAP)により次元を圧縮し、その結果 3 つのクラスターが確認された(クラスタ

ー0,1,2)。 

(B) それぞれのクラスターにおける GC lineage マーカー(Pax6, Meis1)、GCP マーカー(Pcna, Ccnd2, Mki67, 

Sfrp1)、GC マーカー(Dcx, Rbfox3, Sema6a, Tubb3)の発現をヒートマップに表した。それぞれのクラスターの

遺伝⼦発現は、クラスター0 が GCPs に相当し、クラスター1 と 2 が GCs に相当することを⽰している。 

(C-E) それぞれの遺伝⼦のそれぞれの細胞における発現強度を、UMAP により次元圧縮した形で図⽰した。

GCPs のマーカーである Pcna は主にクラスター0 に発現しており、GCs のマーカーとして知られる Dcx はク

ラスター1 と 2 において強く発現していた(C)。Notch2、Hes1、Jag1 の発現も同様に UMAP により次元圧縮し

た形で図⽰した(D, E)。 

(F) P7 のマウス⼩脳から単離し、シングルセル RNA-seq によって解析された GCPs は、Notch2陽性細胞と陰

性細胞の⼆郡に分けられることがわかった。Notch2陽性細胞と陰性細胞間における 656 の発現が変動している

遺伝⼦を、ヒートマップによって図⽰した。582 の遺伝⼦は Notch2陽性細胞において発現が上昇しており、逆

に 74 の遺伝⼦は低下していた。 

(G) Notch2 陽性細胞において発現が上昇している遺伝⼦群と低下している遺伝⼦群を、Gene set enrichment 

analysis (GSEA)によって「REACTOME_SIGNALING_BY_NOTCH」データセットと比較した。NES, normalized 

enrichment score; FDR, false discovery rate.  

(H, I) Notch2陽性細胞において発現が上昇している 582 の遺伝⼦(H)と、低下している 74 の遺伝⼦(I)について

Gene ontology analysis を⾏なった。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 
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3.4 Notch2-Hes1 依存的 Notch シグナルは、GCPs の未分化性と分裂能を保つ働きを持つ 

 これまで、私の所属するグループと他グループの先⾏研究によって、in vivo EP による⽣

後マウスの⼩脳 GCPs への遺伝⼦導⼊法が確⽴されてきた(Owa et al., 2018; Chang et al., 

2019)。しかしながら、遺伝⼦導⼊された細胞が、正常の GCPs と同様に分化するかどうか

ということについて明確に確認した仕事は存在しなかった。そこで、私は、in vivo EP によ

って遺伝⼦導⼊された細胞の分化と移動の動態を、より詳細に解析した(Fig. S1)。P5 のマ

ウス⼩脳 GCPs に、核局在する GFP (pCAG-H2B-GFP)を in vivo EP 法で導⼊し、P6、P7、

P8、P9、P12 のそれぞれの⽇齢で固定した(Fig. S1A, B)。この⼿法によって、遺伝⼦導⼊

時には脳表⾯に局在していた GFP 陽性細胞が、通常の GCPs と同様に、発⽣が進むにつれ

て内側の IGL に向けて移動していくことが観察された (Fig. S1A-D)。また、未分化な GCPs

のマーカーである ATOH1、KI67 陽性細胞の割合も、⽇にちが経過するにつれて、緩やかに

減少し、GCs へと分化していくことが確認された(Fig. S1E, F)。 

そこで私は、in vivo EP 法による遺伝⼦導⼊によって、Notch1,2 と Hes1,5 の発現強度を

変化させることによって、GCPs の分化度合いにどのような影響が出るかを調べた(Fig. 7, 

S2)。まず私は、Notch1 と Notch2 の sh-RNA ベクターを、pCAG-H2B-GFP と共に、P6 ⼩

脳 GCPs に導⼊し、3 ⽇後に固定し、ATOH1 と KI67 で免疫染⾊を⾏なった(Fig. 7A-C)。そ

の結果、Notch1 を KD した GCPs の分化度合いは、Control と⽐較して差は確認されなか

ったが、Notch2 を KD した場合には、ATOH1 陽性、KI67 陽性 GCPs が著しく減少するこ

とがわかった(Fig. 7A-C)。この結果は、Notch1 ではなく、Notch2 が GCPs の未分化性を保
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つために、GCPs 内において⾃律的に機能していることを⽰唆している。次に、私は同様の

実験を Hes1 の過剰発現(Over-expression, OE)ベクター(Fig. 7D-F)と KD ベクター(Fig. 7G-

I)を⽤いて⾏なった。それぞれ、P6 のマウスに遺伝⼦を導⼊し、P8 と P9 で固定を⾏ない、

ATOH1 と KI67 で免疫染⾊を⾏なった(Fig. 7D, G)。その結果、HES1 の過剰発現によって、

ATOH1 陽性、KI67 陽性 GCPs の数は有意に上昇し(Fig. 7D-F)、発現抑制によって、有意に

減少することがわかった(Fig. 7G-I)。このことから、Hes1 も Notch2 と同様に、その発現に

よって⾃律的に GCPs の未分化性を保つことに寄与することが⽰唆された。⼀⽅で、Hes5

の KD ベクターの導⼊では GCPs の分化度合いには影響がないこともわかった(Fig. S2)。

これは、Hes5 が GCPs の分化度合いの制御には関与していないことを⽰唆しており、その

結果は、GCPs 様細胞において、Hes5 の発現が Hes1 と⽐較して低かったこととも合致す

るものであると考えられる(Fig. 3C)。また、HES5 の過剰発現を GCPs において⾏なった

場合、HES1 の過剰発現実験の結果と同様に、GCPs の未分化性が上昇することもわかった

(Fig. S2A,B)。しかし、KD 実験において表現型が確認されなかったことから、内在性の HES5

による GCPs の分化状態の制御機構は、通常時には機能しないシグナル経路なのではない

かと考えられる。これらの結果から、GCPs における Notch2-Hes1 依存的 Notch シグナル

は、GCPs の未分化性、増殖能を⾃律的に保つシグナルとして機能していることがわかっ

た。 
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Fig. 7. NOTCH2 と HES1 は GCPs の未分化性と増殖性を保つ傾向がある 
(A-C) Notch1,2 の KD ベクターと pCAG-H2B-GFP ベクターを P6 のマウス⼩脳に in vivo EP 法で導⼊した(A)。

遺伝⼦導⼊された細胞の分化度合いは、ATOH1 タンパク質と KI67 タンパク質の発現によって評価した(B, C)。

マウス個体数 : Notch1,2 sh#1 4個体、Notch1,2 sh#2 5個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけ

た。統計処理は t 検定で⾏なっており、 *は p 値が 0.05 以下であること、***は p 値が 0.001 以下であることを

⽰している。Scale bars: A, 80 µm and 30 µm。 

(D-I) P6 のマウス⼩脳に対して、HES1 の過剰発現ベクター(D-F)と、KD ベクター(G-I)を pCAG-H2B-GFP ベク

ターとともに遺伝⼦導⼊し、分化度合いへの影響を調べた。遺伝⼦導⼊された細胞の分化度合いは、ATOH1 タ

ンパク質と KI67 タンパク質の発現によって評価した(E, F, H, I)。pCAG-empty ベクター(D-F)と、scrambled 

shRNA(Scramble)ベクター(G-I)をそれぞれコントロールとして使⽤した。マウス個体数 : (D-F) 5個体、(G-I) 4
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個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なっており、 *は p 値が 0.05

以下であること、**は p 値が 0.01 以下であること、***は p 値が 0.001 以下であることを⽰している。Scale 

bars: D, G 30 µm。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 

 
 

 

3.5 JAG1 は、発現する GCP の周辺 GCPs における Notch シグナルを、⾮⾃律的に活性化

させる 

 私は、Jag1 がその他の Notch リガンド Jag2, Dll1,3,4 と⽐較すると、GCP 様細胞におい

て強く発現していることを既に発⾒している(Fig. 3C)。また、in vivo でも、JAG1 が oEGL

において強く発現していることも⽰している(Fig. 3G)。そこで、私は Jag1 の過剰発現と発

現抑制実験を Notch1,2, Hes1,5 と同様に⾏うことによって、Jag1 の GCPs の分化度合い

への影響を調べた。その結果、JAG1 の過剰発現によって GCPs の分化度合いは低下し(Fig. 

8A-C)、発現抑制によって上昇することがわかった(Fig. 8D-F)。この結果から、Jag1 は

Notch2 や Hes1 とは逆に、発現している細胞を⾃律的に分化に誘導する性質を持つことが

わかった。 

 多くの組織において、JAG1 が Notch リガンドとして働き、周辺細胞の Notch レセプタ

ーと結合することで、周辺細胞の Notch シグナルを活性化させることがわかっている(Gomi 

et al., 2016)。加えて、私は既に、GCPs における Notch シグナルを pHes1-d2-GFP によっ

て可視化することができることを⽰している(Fig. 4A, E, 5A, C)。そこで、私は、JAG1 が

GCPs においても周辺 GCPs の Notch シグナルを活性化させるかどうかを確かめるため、

次のような実験を⾏なった。まず、私は Control ベクターないしは JAG1 過剰発現ベクター
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を、核に局在する BFP(pCAG-H2B-BFP)ベクターと共に 、P6 のマウス GCPs に in vivo EP

法で導⼊した。次に、6 時間経過した時点で、pHes1-d2GFP と pCAG-mCherry を再び in 

vivo EP 法によって同じ⼩葉に導⼊し、2 ⽇後に固定した(Fig. 9A)。本実験の条件において

は、mCherry 陽性細胞のうち、2 割から 3 割程度の細胞が BFP 陽性となり、すなわち、⼀

度⽬と⼆度⽬の両⽅の遺伝⼦導⼊によってラベリングされる(Fig. 9A, B)。しかし、Control

と JAG1 過剰発現サンプルの間で、⼆度の遺伝⼦導⼊の両⽅でラベリングされた GCPs の

割合には差が⾒られなかった(Fig. 9A, B)。私は、⼆度⽬の遺伝⼦導⼊でラベリングされた

mCherry 陽性細胞のうち、GFP 陽性細胞の割合を計測した。ここで、⼀度⽬の遺伝⼦導⼊

でもラベリングされている BFP 陽性細胞は、解析から除外した。その結果、⼀度⽬の遺伝

⼦導⼊で JAG1 を過剰発現した場合、mCherry 陽性細胞の中での GFP 陽性細胞の割合は、

Control と⽐較して、著しく上昇しているという結果が得られた(Fig. 9A, C)。この結果は、

GCPs における JAG1 の発現が、その GCPs の周辺に局在する GCPs の中の Notch シグナ

ル活性を上昇させうることを⽰唆する結果である。 

 次に、私は、Jag1 の発現抑制による⾮⾃律的な GCPs の分化度合いへの影響を調べるた

めに、in vivo EP 法と腹腔への EdU 投与を組み合わせた実験を⾏なった。まず、私は、P5

の⼩脳 GCPs に対して、Jag1 の KD ベクターと、pCAG-H2B-GFP ベクターを in vivo EP

法によって遺伝⼦導⼊した。同時に、私はマウスの腹腔に EdU を注射し、その 2 ⽇後に固

定、免疫染⾊を⾏なった(Fig. 9D)。この実験においては、EdU 陽性かつ GFP 陰性である細

胞は、JAG1 の発現抑制が起こっていない、腹腔注射時に GCPs であった細胞とみなすこ
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とができる。また、in vivo EP によって遺伝⼦導⼊がなされた GFP 陽性細胞は EGL におい

て密に局在するため(Fig. 9D)、遺伝⼦導⼊がなされた⼩葉と同じ葉に位置する多くの EdU

陽性かつ GFP 陰性である細胞は、遺伝⼦導⼊がなされ Jag1 の発現が抑制された GCPs の

周辺に局在していた GCPs の⼦孫である可能性が⾼いと考えられる。Fig. 8D-F の結果と同

様に、Jag1 の発現が抑制された GCPs (GFP 陽性細胞)は未分化性が上昇することが確認さ

れた(Fig. 9D, E)。また、興味深いことに、in vivo EP 法によって遺伝⼦導⼊がなされた⼩葉

における EdU 陽性かつ GFP 陰性である細胞の未分化性は、逆に低下することがわかった

(Fig. 9D, F)。この結果は、Jag1 の発現抑制は、抑制された GCPs の未分化性を⾃律的に上

昇させるだけではなく、周辺に局在する GCPs の未分化性を⾮⾃律的に低下させることを

⽰唆する結果であると考える(Fig. 9D, F)。JAG1 を過剰発現した GCPs の周辺に局在する

GCPs において Notch シグナルが活性化することは既にわかっているので(Fig. 9A, C)、

GCPs に発現する JAG1 は、周辺に局在する GCPs の未分化性を、NOTCH2-HES1 依存的

な Notch シグナルを介して保っている可能性は⼗分にあると考える(Fig. 10E)。 
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Fig. 8. GCPs に発現する JAG1 は⾃律的に GCPs の分化を促進する  
(A-F) P6 のマウス⼩脳に対して、JAG1 の過剰発現ベクター(A-C)と、KD ベクター(D-F)を pCAG-H2B-GFP ベ

クターとともに遺伝⼦導⼊し、分化度合いへの影響を調べた。遺伝⼦導⼊された細胞の分化度合いは、ATOH1

タンパク質と KI67 タンパク質の発現によって評価した(B, C, E, F)。pCAG-empty ベクター(A-C)と、Scramble

ベクター(D-F)をそれぞれコントロールとして使⽤した。マウス個体数 : (A-C) 4個体、(D-F) 5個体。グラフは

平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なっており、 *は p 値が 0.05 以下であること、

**は p 値が 0.01 以下であることを⽰している。Scale bars: A, D 30 µm。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引

⽤。 
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Fig. 9. GCPs に発現する JAG1 は⾮⾃律的に周辺に局在する GCPs において Notch シグナ
ルを活性化させ、分化を抑制する 
(A-C) P6 のマウス⼩脳に対して、6 時間のインターバルを空けて⼆度の電気穿孔法による遺伝⼦導⼊を⾏なっ

た(A)。⼀度⽬の遺伝⼦導⼊では、pCAG-H2B-BFP ベクターと共に、pCAG-empty ベクター、あるいは pCAG-

JAG1 ベクターを導⼊した。⼆度⽬の遺伝⼦導⼊では、pHes1-d2GFP ベクターを pCAG-mCherry ベクターと共

に導⼊した。⼆つの遺伝⼦導⼊両⽅によってラベリングされた細胞(mCherry陽性細胞中の BFP陽性細胞)は 20-

30%程度であり、この数値は Control と JAG1 OE の間で差がなかった(A, B)。mCherry陽性細胞中の GFP陽性

細胞の割合は、JAG１を過剰発現したマウスにおいて、著しく上昇していた(A, C)。Fig. 5C の解析からは、BFP

と mCherry の両⽅が陽性である細胞は除外した。マウス個体数: 4個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバ

ーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なっており、 ***は p 値が 0. 001 以下であること⽰している。Scale bars: 

A, 80 µm, 30 µm。 

(D-F) P5 のマウス⼩脳に対して、Scramble ベクター、または Jag1KD ベクターを pCAG-H2B-GFP ベクターと

共に遺伝⼦導⼊を⾏なった。同時に、EdU の腹腔内投与を⾏ない、3 ⽇後に固定した(D)。この実験において、

GFP陽性細胞は Jag1 の発現が抑制された細胞であり、EdU陽性かつ GFP陰性細胞は、Jag1 の発現が抑制さ

れた細胞の近傍に存在していた GCPs であると考えられる。Jag1 KD マウスにおいては、未分化な GFP陽性細
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胞は増加していた(D, E)。逆に、EdU陽性かつ GFP陰性である細胞の未分化性は低下していることがわかった

(D, F)。マウス個体数: 5個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なって

おり、 **は p 値が 0.01 以下であることを⽰している。Scale bars: A, 80 µm, 30 µm。(Adachi et al., eNeuro, 

2021) より引⽤。 

 

 

 

 

3.6 HES1 は NEUROD1 の発現を低下させる 

発⽣期の⼩脳において、GCPs の GCs への分化には転写因⼦ NEUROD1 が必要である

ことは既に知られている(Pan et al., 2009)。加えて、私の実験から、in vivo EP 法による

NeuroD1 の過剰発現によって GCPs の未分化性が低下し、発現抑制によって、未分化性が

上昇することがわかった(Fig. S3)。これらの結果から、転写因⼦ NEUROD1 は GCPs から

GCs への分化を促進する働きを持つことがわかる。そこで、⼩脳 GCPs において、Notch

シグナルと NEUROD1 の発現の相関を調べるために、私は P6 のマウス⼩脳 GCPs に HES1

配列と GFP 配列が結合したベクター(pCAG-HES1-fusion-GFP)を導⼊し、4 ⽇後に固定、

NEUROD1 抗体を⽤いての免疫染⾊を⾏なった。その結果、HES1 が過剰発現された GFP

陽性細胞では、NEUROD1 の輝度が著しく減少していることがわかった(Fig. 10A, B)。また、

Hes1 が抑制された GCPs においては、NEUROD1 の輝度は逆に上昇することがわかった

(Fig. 10C, D)。これらの結果から、HES1 による GCPs の未分化性、増殖能の維持は、

NEUROD1 の発現抑制によってなされている可能性が⽰唆された(Fig. 10E)。 
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Fig. 10. GCP lineage において、HES1 は NEUROD1 の発現を抑制する 
(A, B) P6 のマウス⼩脳に HES1-fusion-GFP を in vivo EP 法で遺伝⼦導⼊し、4 ⽇後に固定した(A)。

NEUROD1 抗体で免疫染⾊を⾏い、GFP陽性細胞と隣接する陰性細胞における NEUROD1 タンパク質の輝度

を計測した。マウス個体数: 4個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏

なっており、 ***は p 値が 0.001 以下であることを⽰している。Scale bars: A, 30 µm, 10 µm。 

(C, D) P6 のマウス⼩脳に Hes1 KD ベクターと pCAG-H2B-GFP ベクターと共に遺伝⼦導⼊し、3 ⽇後に固定

した(B)。NEUROD1 抗体で免疫染⾊を⾏い、GFP陽性細胞と隣接する陰性細胞における NEUROD1 タンパク

質の輝度を計測した。マウス個体数: 4個体。グラフは平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t

検定で⾏なっており、 ***は p 値が 0.001 以下であることを⽰している。Scale bars: A, 30 µm, 10 µm。 

(E) GCPs間におけるNotchシグナルのモデル図。⼩脳発⽣期のEGLでは、NotchシグナルがON(signal receiving)

であるか OFF(signal sending)であるかによって、GCPs が⼆種類のグループに分けられる。Signal-sending 

GCPs に発現する JAG1 が、signal-receiving GCPs に発現する NOTCH2 と結合し、gamma secretase によっ

て Notch intracellular domain (NICD)が切り出され、Hes1 の発現が signal-receiving GCPs において活性化する。

HES1 は NEUROD1 の発現を抑制し、GCPs を未分化で分裂能の⾼い状態に維持する機能を担っている。Signal-

sending GCPs では HES1 の発現は低いために、GCs への分化が促される。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より

引⽤。 
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Fig. S1. In vivo EP 法により遺伝⼦導⼊された GCPs の動態 
(A-F) P5 のマウス⼩脳に、pCAG-H2B-GFP ベクターを in vivo EP 法で遺伝⼦導⼊した。遺伝⼦導⼊されたマウ

スをいくつかの⽇齢(P6、P7、P8、P9、P12)に分けて固定し(A, B)、in vivo EP 法により遺伝⼦導⼊された GC 

lineage が、正常な GC lineage と同様に、EGL から IGL ヘと移動をするかどうかを調べた(C, D)。また、遺伝

⼦導⼊された GC lineage が正常に分化するかどうかを調べるために、GFP 陽性細胞の ATOH1 陽性細胞割合

(E)と、KI67陽性細胞割合(F)も計測した。私の実験条件においては、in vivo EP 法による遺伝⼦導⼊では遺伝⼦

は⼩葉の IV/V 葉か VI 葉に主に導⼊されるので、本研究における全ての解析は、⼩葉の IV/V 葉と VI 葉において

⾏なっている。Scale bars: A, 80 µm, B, 15 µm。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 
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Fig. S2. 内在性の HES5 は GCPs の分化制御には影響を及ぼしていない 
(A-F) P6 のマウス⼩脳に対して、HES5 の過剰発現ベクター(A-C)と、KD ベクター(D-F)を pCAG-H2B-GFP ベ

クターとともに遺伝⼦導⼊し、分化度合いへの影響を調べた。遺伝⼦導⼊された細胞の分化度合いは、ATOH1

タンパク質と KI67 タンパク質の発現によって評価した(B, C, E, F)。pCAG-empty ベクター(A-C)と、Scramble

ベクター(D-F)をそれぞれコントロールとして使⽤した。マウス個体数 : (A-C) 5個体、(D-F) 4個体。グラフは

平均値に標準誤差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なっており、 *は p 値が 0.05 以下であること

を⽰している。Scale bars: A, D 30 µm。(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 
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Fig. S3. NEUROD1 は GCPs から GCs への分化を促進する 
(A-F) P6 のマウス⼩脳に対して、NEUROD1 の過剰発現ベクター(A-C)と、KD ベクター(D-F)を pCAG-H2B-GFP

ベクターとともに遺伝⼦導⼊し、分化度合いへの影響を調べた。遺伝⼦導⼊された細胞の分化度合いは、ATOH1

タンパク質と KI67 タンパク質の発現によって評価した(B, C, E, F)。pCAG-empty ベクター(A-C)と、Scramble

ベクター(D-F)をそれぞれコントロールとして使⽤した。マウス個体数 : (A-F) 4個体。グラフは平均値に標準誤

差のエラーバーをつけた。統計処理は t 検定で⾏なっており、*は p 値が 0.05 以下であること、**は p 値が 0.01

以下であること、***は p 値が 0.001 以下であることを⽰している。Scale bars: A, D 30 µm。(Adachi et al., 

eNeuro, 2021) より引⽤。 
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Fig. S4. 発現抑制ベクターの効果チェック 
(A-D) Hes1(A, B)、Hes5 (C, D) KD ベクターの効果チェックを、in vitro で⾏なった。CAG-HES1-fusion-GFP ベ

クター(A, B)、または、HES5-fusion-GFP ベクター(C, D)を、Hes1KD ベクター(A, B)または、Hes5KD ベクタ

ー(C, D)と共に Neuro2a 細胞にトランスフェクションさせ、GFP のタンパク質レベルをウェスタンブロッティ

ングによって計測した。Beta-actin タンパク質の発現を、内在性コントロールとして使⽤した。Sample numbers: 

N=3。 

(E, F) Jag1 KD ベクターの効果チェックを、in vitro で⾏なった。pCAG-JAG1 ベクターと共に、Jag1KD ベクタ

ーを Neuro2a 細胞にトランスフェクションさせ、JAG1 タンパク質レベルをウェスタンブロッティングによっ

て計測した。Beta-actin タンパク質の発現を、内在性コントロールとして使⽤した。Sample numbers: N=3。

(Adachi et al., eNeuro, 2021) より引⽤。 
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4. 考察   

4.1 マウス⼩脳 GCPs/GCs における Notch 関連遺伝⼦、タンパク質の発現解析について 

これまでの研究から、Notch 関連遺伝⼦やタンパク質が⽣後⼩脳に発現していることは、

RT-PCR(Solecki et al., 2001)、in situ ハイブリダイゼーション(Tanaka et al., 1999; Irvin et 

al., 2001; Solecki et al., 2001; Stump et al., 2002; Irvin et al., 2004; Eiraku et al., 2005)、そ

して、免疫染⾊法(Tanaka et al., 2003)などの実験によって⽰されてきた。しかしながら、

先⾏研究のうちいくつかのデータは互いに相反する結果となっており(Stump et al., 2002; 

Irvin et al., 2004; Eiraku et al., 2005)、どの Notch 関連遺伝⼦やタンパク質が⼩脳 GC lineage

において発現しているのか、明確な結論は得られていなかった。本研究において私は、GC 

lineage の分化度合いによって、Notch 関連遺伝⼦の発現が変化しているのではないかと仮

定し、GCPs と GCs に分けた状態での Notch 関連遺伝⼦、タンパク質の発現チェックを試

みた。私は先⾏研究を参考に、GCP 様細胞、GC 様細胞の回収に成功し(Kutscher et al., 2020)、

RT-PCR と免疫染⾊法によって、GCPs においては Notch1、2、Hes1、Jag1 が強く発現し

ており、GCs においては、Notch2、Hes5、Jag2 が強く発現していることを⽰した。この

GCPs と GCs における Notch 関連遺伝⼦の発現の差は、先⾏研究におけるこれまでの相反

する結果の⼀部を説明しうるものとなっていると考える。 

 

4.2 マウス⼩脳における Notch 関連遺伝⼦の発現抑制、過剰発現実験について 

複数の先⾏研究において、Notch 関連遺伝⼦がノックアウト(Knockout, KO)されたマウス
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を⽤いた、Notch 遺伝⼦の⽣後⼩脳における機能解析結果が既に報告されている(Eiraku et 

al., 2005; Weller et al., 2006; Komine et al., 2007; Hiraoka et al., 2013)。GFAP-Cre マウス

とそれぞれの flox マウスを掛け合わせることで、アストロサイト由来の Notch1、2、RBP-

J、そして、Dll1 を KO した研究では、GC lineage における表現型は確認されなかったが、

バーグマングリア(Bergmann glias, BGs)の異所性、形態の乱れが確認された (Komine et al., 

2007; Hiraoka et al., 2013)。En2-Cre マウスと Jag1-flox マウスの掛け合わせによって作ら

れた、⼩脳全体において Jag1 が KO されたマウスでは、同様に BGs の異所性と形態異常

が確認され、更に、GCs の移動の遅れが確認され、P20 まで EGL が異常に残存するという

結果が⾒られた(Weller et al., 2006)。しかしながら、Jag1 遺伝⼦は BGs と GC lineage、そ

の両⽅に発現することが知られているので、BGs と GC lineage、どちらにおける Jag1 の

⽋失が上述の表現型の原因となったかどうかは明らかではなかった(Weller et al., 2006)。本

研究において、私は、in vivo EP 法を⽤いた GC lineage に対してのみの発現抑制実験を⾏

うことで、GCPs に発現する Jag1 遺伝⼦が⾃律的に GCPs の分化に影響を及ぼすことを明

確に⽰した。この結果は Weller らの論⽂で⽰された Jag1 KO マウスの表現型のうち、少な

くとも GC lineage の分化異常の⼀部に関しては、BGs ではなく、GCPs に発現する Jag1

遺伝⼦の⽋損が関与していた可能性を⽰唆するものであると考える。 

Eiraku らのグループは、non-canonical な Notch シグナルのリガンドである Dner を KO

し、発⽣期の⼩脳の表現型を調べている(Eiraku et al., 2005, Eiraku et al., 2002)。Dner はプ

ルキンエ細胞(Purkinje Cells, PCs)と iEGL の GCs に発現することが既に知られている膜タ
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ンパク質である(Eiraku et al., 2005, Eiraku et al., 2002)。Dner KO マウスにおいては、BGs

の異所性、形態の乱れが確認され、更に GC の分化・移動の遅延も確認された。筆者らは

Dner KO マウスで⾒られた表現型について、PCs の DNER と BGs の NOTCH1 との間の

Notch シグナルが制御する発⽣機構が乱れた結果であると結論づけている(Eiraku et al., 

2005)。しかしながら、Dner 遺伝⼦は iEGL の GCs においても発現が確認されている為、

GCs に発現する Dner が KO マウスで⾒られた GCs の表現型を⾃律的に制御し、BGs の形

態や細胞体の位置を⾮⾃律的に制御している可能性も、⼗分にあると考えられる。 

 Solecki らによる GCPs/GCs 培養実験(in vitro)と⼩脳切⽚培養実験(ex vivo)では、

NOTCH2 と HES1 の過剰発現によって、GCs の突起伸⻑が阻害されることがわかっている

(Solecki et al., 2001)。この仕事は NOTCH2 と HES1 が GCs の分化度合いに影響を及ぼし

うることを⽰した重要な仕事であるが、GC lineage における内在性の Notch 関連遺伝⼦が

どのような機能を持つかは⽰せていない。また、in vitro と ex vivo のみの研究であったため

に、in vivo の GC lineage の発⽣において、Notch シグナルが重要であるかどうかも議論さ

れていなかった(Solecki et al., 2001)。 

上述の通り、これまでの先⾏研究で⾒られた Notch 関連遺伝⼦の KO 実験の全ては、Notch 

関連遺伝⼦を GCPs 特異的に⽋損させた実験ではなかった。その為、得られた表現型が

GCPs 由来の Notch 関連遺伝⼦が⽋失した結果なのかそれともそれ以外の細胞の Notch 関

連遺伝⼦が⽋失した結果なのかどうか、判別することができなかった。本研究は、GCPs 由

来の Notch 関連遺伝⼦を特異的に⽋損させた初めての仕事であり、その結果、in vivo のマ
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ウス⼩脳において、内在性の Notch 関連遺伝⼦が⾃律的に GCPs の分化状態を制御してい

ることを証明した。更に、本研究では、⼀部の GCPs における遺伝⼦の発現のみを変化さ

せる in vivo EP 法という技術の特性を利⽤し、隣接する GCPs において Notch 関連遺伝⼦

の発現を異なるものにさせることに成功した(Fig. 9)。その結果、私は同種の GCPs 同⼠に

よる Notch シグナルが、GCPs の分化度合いを制御していることを⽰した。これは、KO マ

ウスを⽤いた研究では、発⾒できなかった結果であると考える。 

 

4.3 マウス⼩脳 GCPs における Notch シグナルの発現振動について 

初期のマウスの神経発⽣においては、Hes1 は Ascl1(Achaete-Scute Family bHLH 

Transcription Factor 1)や Ngn2(Neurogenin 2)などの proneural 遺伝⼦の発現を抑制するこ

とによって、神経前駆細胞(neural progenitor cells, NPCs)の未分化性を保つことが知られて

いる(Kageyama et al., 2007)。マウスの腹側終脳(ventral telencephalon)の NPCs において

は、その発⽣過程において転写因⼦ Hes1、Ascl1、Olig2 の発現が相互に抑制し合う形で振

動することがわかっており、⼀度その揺らぎが偏り、発現する転写因⼦が固定されると、細

胞の運命がアストロサイト、神経細胞、そして、オリゴデンドロサイトのいずれかに決定す

ることが知られている(Imayoshi et al., 2013)。この転写因⼦の相互抑制的な発現振動は、単

⼀の細胞集団の中に微細な相違を形成し、結果的に、異なる細胞集団の形成を導いていく分

⼦機構であると考えられる。本研究では、⼩脳 GCPs の発⽣を制御する Hes1 を介した Notch

シグナルが、振動しているかどうかは⽰すことができていないが、腹側終脳の NPCs での
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Hes1 の発現と同様に、振動している可能性は⼗分にあると考える。また、Hes1 同様に、

Notch2 遺伝⼦の発現も振動していて、本研究で定義づけた⼆つのサブグループが、GCPs

の遷移する⼆状態を切り取っただけの結果である可能性も⼗分に存在すると考える。しか

しながら、pHes1-d2GFP ベクターで確認した Hes1 のプロモーター活性が明確に GCPs を

⼆峰性の集団に分離しており、中間値を⽰す GCPs が少なかったことから、発現の振動は

存在しないか、あるいはたとえ振動していたとしても、Notch シグナルの ON から OFF、

あるいは OFF から ON への遷移は、⾮常に早い速度で起こっているのではないかと考えら

れる。加えて、IGL に局在する成熟した GCs においては、Hes1 プロモーター活性が確認で

きないことから、Hes1 を介した Notch シグナルは、少なくとも GCs へと分化した段階で、

OFF の状態に固定されるのではないかと考えられる。 

 

4.4 Notch シグナルとその他のシグナル系間におけるクロストークについて 

⼩脳 GCPs の発⽣は様々なシグナル経路によって厳密に制御されており、それぞれのシ

グナル経路が互いに相互作⽤し合うことにより、適切なタイミングでの分裂分化が成され

ていることが既に分かっている(Klein et al., 2001, Rios et al., 2004, Wang et al., 2019)。 

分化した GCs から放出される BMP シグナルのリガンド BMP2 は、その発現によって

GCPs の分裂能を低下させることが知られているが、この機能は、SHH シグナルを抑制す

る Ptch1 の発現を上昇させ、エフェクターである Smo、Gli1 の発現を低下させ、SHH シグ

ナルの抑制を介して⾏われていることが in vitro で⽰されている(Rios et al., 2004)。WNT シ
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グナルのリガンドである WNT3 もまた、non-canonical な下流である ERK1/2 の活性化を介

して、SHH シグナルのエフェクターである Gli1、2 の発現を低下させることがわかってい

る(Anne et al., 2013)。しかしながら、WNT3 は Ptch1 や GCPs の未分化性の維持において

重要な転写因⼦ Atoh1 の発現も低下させる事が知られており、WNT3 による GCPs の分化

誘導が、SHH シグナルを抑制した結果起こっているものかどうかは⽰されていない。また、

WNT3 の発現は、GCPs において BMP リガンドの発現の低下も促進することから、WNT3

による SHH シグナルの抑制、GCPs の分化誘導制御は、BMP シグナルを介したものでは

ないこともわかっている(Anne et al., 2013)。SDF-1a/CXCR4 シグナルは逆に、SHH シグ

ナルを抑制する cAMP、PKA の発現を抑制することとで、SHH シグナルを亢進させ、GCPs

の未分化性を保つ事がわかっている（Klein et al., 2001）。 

以上のように、多くのシグナル経路間によるクロストークによって GCPs の分裂分化の

バランスが制御されていることが知られており、その制御の多くが、SHH シグナルを基軸

としたものである事がわかっている。Solecki らは、GCPs culture に対して SHH を添加し

18 時間培養すると、Notch シグナルのエフェクターである Hes1 の転写量が増⼤すること

を⽰している(Solecki et al., 2001)。Solecki らはこの結果を踏まえて、Notch シグナルのみ

ならず、SHH シグナルによっても Hes1 を制御する機構が存在すると仮説を提⽰している

が、この結果は 18 時間という⻑時間の培養を経た後の解析結果であり、SHH 添加の結果、

GCPs の未分化性が上昇して、結果的に Notch シグナルが活性化されたという間接的な上

昇を⾒ている可能性を否定できていない。GCPs の発⽣制御機構において、Notch シグナル
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の関与したクロストークに関しては、これまでほとんど報告がない状況であったと⾔える。 

本研究において私は、GCPs の未分化性を制御する新たな制御機構として、GCPs 同⼠に

おける JAG1 と NOTCH2 を介した Notch シグナルが存在することを⽰唆した。NOTCH2

と HES1 の下流で転写因⼦ NEUROD1 の発現が抑制されることは⽰したが、その他のシグ

ナル経路とのクロストークに関しては、⽰唆する結果を得られていない。Notch シグナルが

その下流において、GCPs の未分化性、分裂能の維持に寄与するシグナル(SHH シグナル、

SDF-1/CXCR4 シグナル)を活性化させる機能を持つのか、あるいは、GCPs の分化を促進

させるシグナル(BMP シグナル、WNT シグナル)を抑制させる機能を持つのか、今後の研究

が待たれる。 

 

4.5 SHH 型髄芽腫の形成、進展における Notch シグナルの寄与について 

最も代表的な⼩児脳腫瘍の⼀つである SHH 型の髄芽腫(SHH subgroup medulloblastoma, 

SHH-MB)は、⼩脳の GC-lineage を原発として形成される脳腫瘍であることが知られてい

る(Goodrich et al., 1997)。Eberhart らのグループは、ヒト髄芽腫サンプルにおいて、正常

な⼩児脳と⽐較して Notch1 遺伝⼦の発現には差がないが、Notch2 遺伝⼦の発現は上昇し

ていることを⽰している(Fan et al.,2004)。彼らはまた、Notch2 が、SHH-MB 由来の培養細

胞である DAOY の分裂能の維持に寄与していることも⽰している(Fan et al.,2004)。これら

の観察結果は、少なくともその⼀部は、私が発⾒した GCPs の未分化性を保つ JAG1-

NOTCH2-HES1 経路が、SHH-MB の形成、進展に関与している可能性を⽰唆する結果であ
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ると考える。本研究は正常な⼩脳の発⽣における Notch シグナルの機能を解明したが、髄

芽腫の形成、進展メカニズムの解明と、新たな治療ターゲットの発⾒にも、寄与する可能性

は⼗分にあると考える。 
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5. 総括 

Notch シグナルは脊椎、無脊椎動物問わず、様々な⽣物の組織の発⽣を制御する最も重要

な分⼦機構の⼀つであると考えられている(Andersson et al., 2012)。Notch シグナルは⼩脳

GCPs の発⽣にも関与すると考えられてきたが(Solecki et al., 2001, Wang et al., 2019)、関

連遺伝⼦の発現パターンや、その内在的な機能でさえ、未解明な点が多かった。本研究は、

⼩脳 GCPs における Notch シグナルによる分化制御機構の詳細を、初めて⽰した仕事であ

ると考える。私は本研究には、少なくとも以下の 7 つの新規性が存在すると考えている。 

(1) これまで GC lineage における発現に対⽴する論⽂(Stump et al., 2002; Irvin et al., 2004; 

Eiraku et al., 2005)が存在した Notch 関連遺伝⼦の発現について、GCPs 様細胞と GCs

様細胞を切り分けて解析したことで、明確に GCPs において発現する Notch 関連遺伝

⼦(Notch1,2, Jag1, Hes1)を同定したこと 

(2) ⼩脳発⽣において Notch シグナルを初めて in vivo で可視化したこと 

(3) これまで⼀様と思われていた EGL の GCPs が、Notch シグナルが ON であり、より未

分化な性質を持つ細胞集団と、シグナルが OFF であり分化傾向のある細胞集団の⼆集

団に分けられると⽰したこと 

(4) 先⾏研究において、⼩脳切⽚培養を⽤いた ex vivo における HES1 の過剰発現実験は⾏

われていたが(Solecki et al., 2001)、それに対して、本研究では in vivo のマウスを⽤い

て、HES1, 5, JAG1 などの Notch 関連遺伝⼦の過剰発現実験を⾏い、その機能を追求し

たこと 
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(5) 発現抑制ベクターを⽤いた機能喪失実験を、Notch 関連遺伝⼦について⾏うことで、

GCPs の内在性の Notch 関連遺伝⼦の機能を in vivo で初めて⽰したこと 

(6) GCPs における Notch 関連遺伝⼦の機能を、cell-autonomous なものと、cell-non-

autonomous なものに初めて切り分け、GCPs 同⼠における Notch シグナルの存在を⽰

したこと 

(7) 転写因⼦ NEUROD1 の発現が HES1 によって抑制され、GCPs から GCs への適切な⽂

化タイミングが Notch シグナルによって制御されていることを⽰したこと 

本研究における新規発⾒が、今後多くの神経発⽣、神経発⽣異常研究の⼀助となってくれる

ことを期待したい。 

また、本研究では⼩脳 GCPs における Notch シグナルの働きに関して、少なくとも以下

の 3 点について、深めることができなかったと考えている。 

(1) GCPs における転写因⼦ Hes1 の発現は、マウスの腹側終脳(ventral telencephalon)の

NPCs における発現(Imayoshi et al., 2013)と同様に振動しているのか？もし、振動して

いるとするならば、NPCs における発現と同様に、他の転写因⼦と相互に抑制し合う形

で振動しているのか？そして、その振動は、細胞の運命決定と共に、やがて収束してい

くのか？ 

(2) GCPs における Notch シグナルの発現は、GCPs の発⽣を制御するその他のシグナル

系、特に SHH シグナルとどのように相互作⽤(クロストーク)しているのか？Notch シグ

ナルによる GCPs の未分化性の制御機構は、SHH シグナルが⼊っていない状態でも機
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能しうる強⼒なシグナルなのか？ 

(3) GCPs における Notch シグナルは、GCPs の発⽣異常由来の SHH 型髄芽腫、及びその

他の発⽣異常疾患の形成にどれほど関与しているのか？Notch シグナル関連遺伝⼦が、

その発⽣異常疾患に対する分⼦標的薬となる可能性はあるのか？ 

本研究においては深められなかった以上の 3 点だが、神経発⽣、神経発⽣異常研究を進め

る上で、⾮常に重要で興味深い点だと考える。今後の更なる研究において、これらの疑問が

解明されることを期待したい。 
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