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　 Visualization　 of　spatiotemporal　 activation　 ofNotch　 signaling:Live　 monitoring

　　　　　　　　　　　　　　　and　 significance　 in　neural　 development

(Notchシ グナルの可視化;Notchシ グナルの中枢神経発生にお ける時間空間的制御 と重要性について)

神　山 淳

内容の要旨

　哺乳類中枢神経系の組織構築は一層からなる神経上皮が増殖、分化

などの過程を経ることで完成される。 この過程においてNouhシ グナ

ルが重嬰な役罰を果たすことが知られる。近年、過剰発現系や遺伝子

欠損マウスなどを用いてNouhシ グナルの中枢神経発生における役割

の解折が進んでいる。しかしながら,Notchシ グナルの作用は発生段階

依存的に異なるため、このような手法はNotchシ グナルの中枢神経系

絹織構築における作用のダイナ ミズムを解析するには最適 とは言え

ない。そこで甲請者はNotchシ グナルの活性化を可視化する手法を尉

発し、生体内でのNouhシ グナル活性化部位の同定、およびNotchシ グ

ナルによる神経幹細胞系晦の時間 ・空間的制御の解析に着手 した。

　 申請者はNocehシ グナルの標的遺伝子heslプ ロモークーおよび

Notchシ グナルの下流転写因子RBP・」の結合配列制御下に改変型YFP

(Yellow　Fluorescent　Protein}蛋 自　 VenusのDNA配 列 を結合した週伝

子を持つ レポーターシステムを作成 した。さらにタンパク質の不安定

性をもたらすPEST配 列 をVemisに 結合させ(dVenus)、 半減期の短い レ

ポーター も同時に作成 しNalchシ グナルの活性化のon/oHを よ り精妙

に感知する手法を確立した。この レポーター遣伝子を胎生i4日 目のマ

ウス胎児に電気穿孔法を用いて導入するとxounの 活性化は未分化神

経幹細胞において選択的に生じていることが分かった。さらに、神経

幹細胞の噌賦能.自 己複製能を評価するニューロスフニア法によn,

Notchシ グナルの活性化が神経幹細胞の未分化維拘能、多分化能に相

関していることが明らかとなりた。さらに、胎生後期より壷生される

アス トロサイ トの分化とNotchシ グナルの活性化との関係を鯛ぺたと

ころ、Nokhシ グナルの活性化は成熟したアス トロサイ トには観察す

ることができなかうた。また出生後直後のマウスに活性化Notchを 電

気穿孔法により大脳に導入ずるとアストロサイ トの成熟が遅れるこ

とが分かった。しかしながらNotchシ グナルの活性化を阻害するγ・セ

クレターゼ阻害剤で処理すると神経幹細胞からアス トロサイ ト分化

は阻害されることか ら、Notchシ グナルはアス トロサイ ト分化に関し

ては神経幹細胞からアス トロサイ トへの初期誘導においては重要で

あるが、成熟にはむしろ阻害的であり、さらにNotchシ グナルの活性化

の度合いが低下することがアス トロサイ トの成熟に必要であること

が示唆された。

　 これらのことから申緬者が聞発 したNotchレ ポーターシステムによ

り中櫃神経系のみな らず、他の臓器。組織においても各発生段階にお

ける生理的なNotchシ グナルの活性化部位およびその役割を生きたま

まの細胞、組織で解折することが可能となった。

tw文舞査の饗旨

　哺乳類中枢神経系の組織構築は一層からなる神経上皮が増殖、分化

などの過租を経ることで完成 される。 この過程においてNotchシ グナ

ルが重嬰な役割を果たすことが知られる。しか しながらNotchシ グナ

ルの作用は発生段階依存的に異なるため、申詔者はNotchシ グナルの

活性化を可視化する手法を開発 し,生 体内でのNotchシ グナル活性化

部位の同定,お よびNotchシ グナルによる神経幹細胞系譜の時間・寛間

的制御の解折に蓉手 した。

　 申請者i3Notchシ グナルの標的遺伝子旋3'プ ロモー ターお よび

Notchシ グナルの下流転写因子RBP-Jの 結 合配列制御下に改変型YFP

(Yellow　Fluorescent　Protein)蟹 白V㎝ 圏のDNA配 列 を結合した遺伝子

を持つレポーターシステムを作成 した。このレポーター遺伝子を電気

穿孔法などにより発生期中枢神経系において解析 したところ、未分化

な神経幹細胞においてNotchシ グナルの活性化がおこ7,神 経幹細胞

の自己複製能、多分化能に相関 していることが分かった。次に、胎生

後期より産生されるアス トロサイ トの分化とNoshシ グナルの活性化

との関係をwぺ た。まず、Notchシグナルのアス トロサイ ト分化系への

影響を、Notchシ グナルの活性化を阻害するγ一セクレターゼ阻害剤を

用いて検討 したところ.成 熟アス トロサイ トのマーカーであるGFAP

(Glial　Fibrillery　Acidic　Protein)の 出現が抑制された。 しか しなが ら、

レポーター遺伝子を用いて解析するとNotchシ グナルの活性化は成熟

したアス トロサイ トには観察することができなかうた。培養系、個体

における恒常活性型Notchの 過剰発現系においてアス トロサイ トの成

熟が運れることから、Notchシ グナルはアス トロサイ ト分化に関して

は神経幹細胞からアス トロサイ トへの初期瞬導においては重要であ

るが、成熟にはむしろ阻害的であり、さらにNouhシ グナルの活性化の

度合いが低下することがアストロサイ トの成熟に必要であることが

示唆された。

　審査では、Nauhシ グナルのレポーターシステムにHes'の プロモー

ターを利用することの妥当性に関して質問があった。 これに対して、

Noah.'の 遣伝子欠損マ ウスにおいて晒5'の 発現が低下していないこ

とからHestがNolchシ グナル以外によっても制御されているという報

告もあるが、今回使用 したプロモーターはNotchシ グナルによって制

卿されうる重翼な領域のみを用いていること、さらにNouhシ グナル

の応答配列に変異を加えたプロモーターを併用することでより正碗

にNotchシ グナルの活性化を検出するような手法を敢 り入れていると

の回答がなされた。またNotchの レポーターシステムで蛍光が観察さ

れた細胞において、活性化Nolch抗 体で染色され る姻胞数の割合はど

の程度かとの質問がなされた。これに対して、70%程 度の蛍光陽性細

胞において活性化Noud抗 体 の染色が硲認されたと回答された。また、

発生段階依存的に異なるNotchの 作用が分子レベルでどのように説明

できるのかとの質問がなされた。これに対 して.細 胞外からのxouhシ

グナルの入力以外にも、クロマチン構造 レベルでの違いが細胞内在性

のプログラムとしてNotchシ グナルの作用の違いを生み出していると

いう予備的な知見があるとの回答がなされた。 さらに.Notchレ ポー

ターシステムを用いる ことでNoヒchシ グナルの レセ プターのうち

Notchl以 外 のレセプターによるN帆chの 活性化が検出できるか との質

問がなされた。これに対 してNomh畳 に限らず、転写因子RBP・Jを 介して

作用すると考えられる他のN帆chレ セプターによる活性化も検出でき

るが.今 回の研究では検討 していないという回答がなされた。

　以上のように、本研究は今後検討されるべき点を残 しているもの

の、個体発生に瓜要な役割をすると考えられるNotchシ グナル活性化

の可視化技術の開発を試みており、本システムは中枢神経系のみなら

ず、他の臓器の発生過程に置けるNo[chシ グナルの役割の解析 も可能

であることから幅広い研究領域に応用でき発生研究に於いて強力な

ツールと成り得るという点で非常に有意毅であると評駈された。
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