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I.  Introduction（序論）  
 

 哺乳類中枢神経系は膨大な数のニューロンが存在しており、複雑か

つ精密なネットワークの形成により高度な情報処理が可能となってい

る。その神経ネットワークの構築には、ニューロンの生存や機能の維

持、また信号伝達能の正確性の確保等を行っているアストロサイトや

オリゴデンドロサイトといったグリア細胞の存在も必須である。これ

らの異なる神経系細胞は共通の神経幹細胞から分化・産生される。し

かしながら、神経幹細胞は胎生初期においては多分化能を有してはお

らず、胎生中期にまずニューロンへのみの分化能を獲得する。そして

発生が進み、胎生後期になるとアストロサイトやオリゴデンドロサイ

トなどのグリア細胞への分化能を獲得する（ Qian et  a l ,  2000;Sauvageot  

e t  a l ,  2002）。このような時空間的な神経幹細胞の分化はサイトカイン

などの細胞外因子と、エピジェネティック修飾などの細胞内在性プロ

グラムの協調作用によって制御されていることが知られてきているが

未だ不明な点は多い（ Miller  e t  a l . ,  2007;  Takizawa et  a l . ,  2001;  Hsieh et  

a l . ,  2004;  Namihira  e t  a l . ,  2008）。  

 インターロイキン -6（ IL-6）ファミリーサイトカインは共通の膜受容

体糖タンパク質 gp130 を介してそのシグナルを細胞内へ伝達する。リ

ガンドと結合した受容体は下流の Janus kinase（ JAK）－ s ignal  t ransducer  

and act ivator  of  t ranscr ipt ion（ STAT）  経路を活性化し、神経幹細胞の

アストロサイト分化を誘導することが知られている（ Bonni  e t  a l . ,  1997;  

Nakashima et  a l . ,  1999a;  Nakashima e t  a l . ,  2002）。 IL-6 ファミリーサイト

カインの一員である白血病抑制因子（ LIF）は、 LIF 受容体  （ LIFR） β  

と gp130 のヘテロダイマー形成を誘導し、それにより相互に近接した

JAK が自己リン酸化すると共に受容体細胞内領域のチロシン残基をリ

ン酸化することでシグナル伝達が開始される。非刺激時には細胞質に

存在していた STAT3 が自身の SH2 ドメインを介してチロシンリン酸化

された受容体に結合し、 JAK によりチロシンリン酸化を受け活性化す

る。活性化した STAT3 はホモダイマーを形成した後核内移行し、アス

トロサイト特異的遺伝子であるグリア線維性酸性タンパク質（ gfap）を

含む標的遺伝子の発現を誘導する。LIF、LIFRβ、gp130、STAT3 の遺伝

子欠損マウスは生体内においてアストロサイト分化に障害が起きてい

ることが報告されている（ Nakashima et  a l . ,  1999a;  Bugga et  a l . ,  1998;  

Koblar  e t  a l . ,  1998;  He et  a l . ,  2005）。これらの報告は JAK-STAT シグナ
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ル経路が中枢神経系におけるアストロサイトの発生に重要である事を

示している。 IL-6 ファミリーサイトカインとは異なる細胞外因子であ

る骨形成因子（ BMP） 2 は、その下流転写因子である Smad1 が転写共

活性化因子 p300/CREB-binding protein（ CBP）により架橋されることで

STAT3 と複合体を形成することにより、アストロサイト特異的遺伝子

発 現 を 相 乗 的 に 上 昇 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る （ Nakashima et  a l . ,  

1999b;  Sun et  a l . ,  2001）。  

 細胞内在性プログラムの一つであるエピジェネティクス機構として

は、 DNA メチル化やヒストンのアセチル化・メチル化・リン酸化・ユ

ビキチン化による遺伝子発現制御が知られている（ Jaenisch et  a l . ,  2003;  

Li  e t  a l . ,  2007）。胎生期神経幹細胞のアストロサイトの分化は DNA メ

チル化により制御されていることが既に報告されている。胎生中期の

神経幹細胞において、アストロサイト特異的遺伝子である gfap 遺伝子

プロモーターの STAT3 認識配列内の CpG 配列が高度にメチル化されて

おり、そのため STAT3 が結合できず IL-6 ファミリーサイトカインよる

gfap 遺伝子の発現誘導が抑制されている。アストロサイトへと分化で

きる胎生後期以降の神経幹細胞では、 STAT3 認識を含む周辺領域が脱

メチル化されており、 IL-6 ファミリーサイトカインにより活性化した

STAT3 が gfap 遺伝子プロモーターに結合し、その発現を誘導できるこ

とが報告されている（ Takizawa et  a l . ,  2001;  Fan et  a l . ,  2005;  Namihira  e t  

a l . ,  2009;  Sanosaka et  a l . ,  2009）。これらの発見は、発生段階依存的な

DNA 脱メチル化が神経幹細胞のアストロサイト分化において決定的な

細 胞 内 在 性 因 子 の 一 つ で あ る こ と を 示 唆 し て い る （ Takizawa et  a l . ,  

2001;  Namihira  e t  a l . ,  2008）。  

 もうひとつのエピジェネティクス機構であるヒストン修飾はクロマ

チン構造変換を介して遺伝子発現を制御している。ヒストン修飾の一

つであるヒストンアセチル化は、 p300/CBP のようなヒストンアセチル

基 転 移 酵 素  （ HAT ） に よ り 誘 導 さ れ 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素

（ HDAC）により脱アセチル化されることが知られている。また、遺伝

子発現の活性化されている領域のヒストンは高度にアセチル化されて

いるのに対し、転写抑制状態にある遺伝子制御領域ではほとんどアセ

チル化されておらず、遺伝子発現とヒストンアセチル化に相関がある

ことが報告されている（ Jaenisch e t  a l . ,  2003;  Li  e t  a l . ,  2007）。さらに、

転写抑制因子 Nuclear  receptor  corepressor（ N-CoR）や neuron-res t r ic t ive  

s i lencer  factor / repressor  e lement-I  s i lencing t ranscr ipt ion factor
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（ NRSF/REST）は多くの遺伝子制御領域において HDACs と複合体を形

成し遺伝子発現に対して抑制的に働くことが知られている（ Hermanson 

et  a l . ,  2002;  Bal las  e t  a l . ,  2005）。しかしながら、ヒストンアセチル化が

クロマチン構造を脱凝縮することが明らかにされているものの、なぜ

それが転写活性化を誘導するかについて詳細な分子メカニズムの理解

は未だ明らかにされていない。  

 近年、レチノイン酸受容体（ RAR）を介したレチノイン酸（ RA）シ

グナルがクロマチン構造変換を伴う転写制御を行っていることが報告

されてきている。核内受容体ファミリーに属する RAR は RA 受容体応

答配列（ RARE）にレチノイド X 受容体（ RXR）とヘテロダイマーを形

成し結合している。 RA 非存在下において、 RARs は転写共抑制因子で

ある N-CoR や s i lencing mediator  of  re t inoic  acid  and thyroid hormone 

receptors（ SMRT）と結合しており、 HDAC を含む転写抑制複合体を形

成し、標的遺伝子の発現を抑制している（ Freedman et  a l . ,  1999;  Aranda 

et  a l . ,  2001;  Gronemeyer  e t  a l . ,  2004;  Bast ien et  a l . ,  2004;  Jepsen et  a l . ,  

2007）。しかしながら、RA が RAR に結合すると、HDAC を含む転写抑

制複合体は解離し、HAT 活性を有する p300/CBP を含む転写活性化複合

体を形成し、標的遺伝子の発現を上昇させる（ Freedman e t  a l . ,  1999;  

Aranda et  a l . ,  2001;  Gronemeyer  e t  a l . ,  2004;  Bast ien e t  a l . ,  2004）。さらに、

HDAC により制御されている遺伝子の多くは RAR の標的遺伝子である

ことが報告されている（ Epping et  a l . ,  2007）。  

 胎生期の脳内において、 RA 合成酵素、 RA 分解酵素、 RAR の発現が

知られている（ Mollard e t  a l . ,  2000;  Sakai  e t  a l . ,  2001;  Niederrei ther  e t  a l . ,  

1997;  Koide et  a l . ,  2001;  Sirbu et  a l . ,  2005;  Rawson et  a l . ,  2007）。また、

RA シグナルに応答して発現するレポーター遺伝子を組み込んだ遺伝

子改変マウスの解析から、胎仔脳において神経幹細胞を含む領域で RA

シグナルが活性化されていることが明らかになっている（ Rawson et  a l . ,  

2007;  Rossant  e t  a l . ,  2007;  Haskel l  e t  a l . ,  2005）。また、 RA 合成酵素や分

解酵素、 RAR の遺伝子欠損マウスは発生期の中枢神経系において、前

後軸の形成異常を含む脳発生障害が報告されている（ Sakai  e t  a l . ,  2001;  

Sirbu e t  a l . ,  2005;  Hal i lagic  e t  a l . ,  2007;  Dupé e t  a l . ,  1999;  Wendl ing e t  a l . ,  

2001;  Ribes  e t  a l . ,  2006;  White  e t  a l . ,  1998）。また、神経幹細胞における

RA の作用として、神経幹細胞のニューロンへの分化を誘導することが

知られているが、アストロサイトやオリゴデンドロサイト分化への RA

の関与についてはほとんど明らかになっていない（ Jepsen et  a l . ,  2007;  
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Takahashi  e t  a l . ,  1999）。  

 そこで本研究は、RA によるヒストンアセチル化の亢進が神経幹細胞

のアストロサイト分化へ及ぼす役割とその詳細な分子メカニズムの解

明を目的に研究を行ってきた。本研究により、RA がアストロサイト分

化誘導因子である LIF と相乗的に働くことで、神経幹細胞のアストロ

サイト分化を促進することを発見した。また、この相乗効果の詳細な

分子メカニズムの解明に取り組んだところ、 RA と LIF は gfap 遺伝子

プロモーターを相乗的に活性化し、その相乗効果には gfap 遺伝子プロ

モーター上の RARE の関与が示唆された。 RA は gfap 遺伝子プロモー

ター上の STAT3 認識配列周辺領域のヒストンアセチル化が亢進し、

STAT3 の認識配列への結合を増強させた。さらに、ヒストンアセチル

化を亢進することが知られている HDAC 阻害剤バルプロ酸（ VPA）が

RA と同様に、LIF による活性化した STAT3 の認識配列への結合を増強

させ、アストロサイト分化を促進させることを明らかにした。以上の

結果から、RA はヒストンアセチル化の亢進によるクロマチン構造の脱

凝縮を誘導し、 gfap 遺伝子プロモーターへの STAT3 の結合を増強させ

ることにより、神経幹細胞のアストロサイト分化を促進することが示

唆された。  
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Ⅱ．Materials and Methods（材料と方法）  
 

１．実験動物  

 業者によるプラグ確認日を胎生 0.5 日とした妊娠 14.5 日の ICR マウ

スの胎仔、または出産 1 日目の ICR マウス（日本 SLC）を使用した。

本研究における実験方法は奈良先端科学技術大学院大学の動物実験ガ

イドラインに従い行った。  

 

２．神経幹細胞の単離と培養  

 妊娠 14.5 日目の胎仔の終脳を Hank’s  balanced sal t  solut ion（ HBSS） 中

で 穏 や か に 懸 濁 し た 。 遠 心 に よ り 懸 濁 し た 細 胞 を 回 収 し た 後 、

poly-L-orni thine と f ibronect in（ Sigma-Aldrich）（ O/F）をコーティング

し た 培 養 皿 に basic  f ibrobrast  growth fac tor （ bFGF ）（ 10ng/ml:R&D 

systems Inc. ） を 含 む N2-supplemented Dulbecco’s  modif ied  Eagle’s  

medium （ DMEM）  wi th  F12 培地で 4 日間培養した（ Takizawa et  a l . ,  

2001;  Nakashima et  a l ,  1999b）。 HBSS で洗浄した後、ピペッティングに

より培養皿から細胞回収し、コーティングした 8 wel l チャンバースラ

イド、 60mm 培養皿、 12wel l プレート（ Nunc）に bFGF を含む培養液

で播種した。また、RA（ 1μM: Sigma-Aldr ich）、 LIF（ 50ng/ml:  Chemicon）、

VPA（ 1mM: Sigma-Aldr ich）、 TSA（ 10nM-30nM: Sigma-Aldr ich）を各実

験に沿って添加した。  

 

３．免疫染色  

 1 wel l 当たり 0.8×105 の細胞数で O/F コートした 8 wel l チャンバー

スライド（ Nunc）に神経幹細胞を播き、培養液へそれぞれ RA（ 1μM）、

VPA（ 1mM）、TSA（ 10nM-30nM を LIF（ 50ng/ml）と単独または同時に

添加した。培養 2 日後、培地を吸引し、細胞固定液 4% paraformaldehyde 

（ Sigma-Aldr ich）を加えた。室温で 20 分間静置した後に、PBS で１回

洗浄し、ブロッキング溶液（ 0.1%tr i ton-X100、 3%FBS /  PBS）を加え、

室温で 30 分静置した。次にブロッキング溶液で 2000 倍希釈した rabbi t  

ant i -GFAP 抗 体 （ DAKO ） ま た は 500 倍 希 釈 し た mouse ant i -S100β  

（ Sigma-Aldr ich）を用いて、室温で 1 時間半、 1 次抗体反応を行った。

1 次抗体反応後、PBS で 3 回洗浄し、ブロッキング溶液で 500 倍希釈し

た Donkey ant i - rabbi t - IgG Cy3-conjugated ２ 次 抗 体 （ Jackson ）、

Alexa488-conjugated 2 次抗体（ Molecular  Probes）を用いて、室温で 1
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時間半、 2 次抗体反応を行った。２次抗体反応後、 PBS で 3 回洗浄し、

PBS で希釈した Hoechst33258（ 1μg/ml:Nacalai  Tesque）を用いて、室温

で 10 分 間 静 置 し 核 染 色 を 行 っ た 。 PBS で 1 回 洗 浄 後 、 shandon 

Immu-Mount（ Thermo elec tron #9990412）をカバーガラスの上に載せ、

気泡が入らないようにカバーガラスをかけた後、マニキュアで封入し

た。作成したスライドは、蛍光顕微鏡（ Axiover t  200M ;Zeiss）で観察

した。  

 

４． RT-PCR 

 神経幹細胞を O/F コートした 60mm の培養皿に 2×106 の細胞数で播

種した。翌日、 RA（ 1μM）または LIF（ 50ng/ml）を添加し、 8 時間培

養した細胞から Sepazol（ Nacalai  Tesque ）を用いて Total  RNA を回収

した。回収した Total  RNA は  Super  Scr ipt  I I（ Invir togen）を用いて逆

転 写 反 応 し cDNA を 合 成 し た 。 そ の 後 、 Amplytaq Gold （ Applied 

BioSystems）により Polymerase chain react ion（ PCR）  反応を行った。

PCR 反応は下記のプライマーを用いて行った。  

 
For  RT-PCR     

Targe t  Forward  p r imer（ 5 ' -3 '）  Reverse  p r imer（ 5 ' -3 '）  

RARα1 tacgcct tc t tc t t tcccc tgtagctctc tgagcactc  

RARα2 ct t t ta taaccagaaccgggc tgtagctc tc tgagcactc  

RARβ1 tggacacatgactcactacc tc tc tgtgcat tcctgct t tg  

RARβ2 atgt tc tgtcagtgagtccc tc tc tgtgcat tcctgct t tg  

RARγ1 agatgctgagccctagct tc  t tacagct tcct tggacatgcc 

RARγ2 t tactacgcagagccactgg t tacagct tcct tggacatgcc 

RXRα  caatggcgtcctcaaggt tc  actccacctcgt tc tcat tc  

RXRβ  caactccacagtgtcgctcc  ccgt tgacgctcctcctgaa 

RARγ  cgctgccagtactgtcgctac  tggcataaacct tc tc tcgaagagt  

G3PDH accacagtccatgccatcac tccaccaccctgt tgctgta  

GFAP cacgaacgagtccctagagc tcacatcaccacgtcct tg  

 

５． Luciferase  assay 

 神経幹細胞を O/F コートした 12Well  プレートに 1Well あたり 4×105

の 細 胞 数 で 播 種 し た 。 翌 日 、 レ ポ ー タ ー 及 び 優 性 抑 制 型 STAT3 を
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TransIT-LT1 を用いて遺伝子導入した。レポーターとして、 gfap 遺伝子

プロモーターの転写開始点上流約 2.5b（ GF1L）（ Nakashima et  a l . ,  1999b）、

1.9b（ GF1LB）（ Nakashima et  a l . ,  1999b）の下流にホタルルシフェラー

ゼ遺伝子を組み込んだレポーター、GF1L 内の STAT3 認識配列を 4 塩基

置換した変異レポーター（ GF1L-SBSPM）（ Takizawa et  a l . ,  2001）、RARE

に 4 塩基置換した変異レポーター（ GF1L-RAREPM）を用いた。内部コ

ントロールとして、ヒト elongat ion factor１ αの遺伝子発現制御領域の

下流にウミシイタケのルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポーター

（ R-luc）を同時に遺伝子導入した（ Nakashima et  a l . ,  1999b）。また、

STAT3 の活性化を抑制するために優性抑制型の STAT3 を共発現させた

（ Nakashima et  a l . ,  1999b）。翌日、 RA（ 1μM）、 LIF（ 50ng/ml）で 8 時

間刺激した細胞を、 Dual  Luci ferase  reporter  assay system（ Promega）を

用いてルシフェラーゼ活性を測定した。測定機器として Wallac  1420 

ARVO/Light（ PerkinElmer Life  and Analyt ical  Science）  を使用した。  

 

６．クロマチン免疫沈降法（ ChIP 法）  

 ChIP 法は Upstate  Biotechnology により報告されている方法に従い行

った。神経幹細胞を O/F コートした 60mm 培養皿に 2×106 の細胞数で

播種した。翌日、RA（ 1μM）または VPA（ 1mM）を添加し 1 時間後に、  

LIF（ 50ng/ml）で 20 分間刺激した。神経幹細胞は終濃度 1％のホルム

アルデヒドで 10 分間固定した後、PBS で回収し、プロテアーゼ抑制剤

（ Nacalai  Tesque）を含む溶解液（ 1％ SDS、10mM EDTA、50mM Tris-Hcl  

[pH 8.1]  ） で 細 胞 を 溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 液 は 超 音 波 破 砕 装 置

SONIFIER450（ BRANSON）を用いてゲノム DNA を 500-1000bp に切断

した（出力 3 で 10 秒処理後、45 秒氷中でチューブを冷却。3 サイクル）。

上記処理を行った細胞溶解液を 12000rpm、 4℃で 10 分間遠心後、上清

180μ l を 2ml チューブに回収し、 ChIP di lut ion buffer（ 50mM Tris-HCl  

（ pH8.1）、 167mM NaCl、 1.1% Tri ton X-100、 0.11% NaDOC）を 1800μ l

加え軽く混合した。この時、インプットとして全量の 2.5％を分注し－

30 度 で 保 存 し た 。 非 特 異 的 結 合 を 減 少 さ せ る た め に 残 り の 試 料 を

Salmon sperm DNA/protein  A agarose（ Upstate  Biotechnology）と前反応

を行った後、 2μg の抗アセチル化 H3 抗体（ Upstate  Biotechnology）、抗

STAT3 抗体、抗 RARα抗体、抗 RARβ抗体、抗 RXR 抗体（ Santa Cruz  

Biotechnology Inc .）、抗原抗体反応のコントロールとして control  IgG

（ Santa  Cruz Biotechnology Inc.）を混合後、4℃で一晩ローテートした。
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翌日、免疫複合体を 50μ l の Salmon sperm DNA/protein A agarose により

回収し、次の洗浄液により洗浄した。 Low-Sal t  buffer（ 50mM Tris-  HCl

（ pH8.0）、 150 mM NaCl、 1mM EDTA、 1%Tri ton X-100、 0.001%SDS、

0.001% NaDOC）、High-Sal t  buffer（ 50mM Tris-HCl（ pH8.0）、500 mM NaCl、

1mM EDTA、 1%Tri ton X-100、 0.001%SDS、 0.001%NaDOC）、 LiCl  wash 

buffer  （ 250mM LiCl（ nacalai  tasque）、5mM NP-40、0.5% NaDOC、1mM 

EDTA、10mM Tris-HCl（ pH8.0））、TE buffer（ 10mM Tris-HCl  （ pH8.0）、

1mM EDTA（ pH8.0））で２回洗浄し、Input サンプルと伴に Direct  e lut ion 

buffer（ 0.5％ SDS、10mM Tris-HCl  （ pH8.0）、５ｍ M EDTA、0.3M NaCl）

を 250μ l 加え、 65℃で 4 時間または、一晩加温した。翌日、 RNA 分解

酵素 RNase A（ 10mg/ml ;  nacala i  tasque）を１ μ l 加え、37℃で 30 分間加

温した。次にプロテアーゼ K（ 10mg/ml;  nacala i  tasque）を 1μ l 加え、

45℃で 1 時間加温した。PCI（ Nacalai  tesque）によりタンパク質を除去

した後、TE 50μ l で溶解した。PCR は RT－ PCR と同様の方法で行った。

また、qPCR は SYBR-premix ExTaq I I を用いて、以下に使用した primer

の配列を示す。 PCR 反応は、 RT-PCR 法における逆転写後の PCR の条

件と同様に行った。  

 

PCR for  ChIP      

Targe t  Forward  p r imer（ 5 ' -3）  Reverse  p r imer（ 5 ' -3 '）  

RARE 周 辺  cacaggaggtgtggtggcta  ggt t tg tcagcaacgctgga 

STAT3 認 識 配 列 周 辺  taagctgaagacctggcagtg tgctgaatagagcct tgt tc tc  

      

qPCR fo r  ChIP      

Targe t  Forward  p r imer（ 5 ' -3 '）  Reverse  p r imer（ 5 ' -3 '）  

RARE 周 辺  gct taaggctggaagacacag c tgga tc taggac t tgc t t cg t  

STAT3 認 識 配 列 周 辺  tgac tcacc t tggcatagaca t  c tgc t t t t a tcccaggatgc  

 

７． In  vivo electroporat ion 

 生後 1 日目のマウス前脳側脳室に DNA 混合液（ pGL3 promoter と

pRL-CMV（ Promega）、または pGL3-RARE（ AGGTTCACCGAAAGTTCAC 

TCG×3）と pRL-CMV）を優性抑制型 RAR（ pCAG-RAR403）と共にを

インジェクションした。その後、 Square-pulse  e lectoroporator（ CUY21- 

EDIT;Nepa gene）を用いてエレクトロポレーションした（ 66V 50ms-間
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隔 -950ms×６回）。この作業を二度繰り返した。24 時間後、エレクトロ

ポレーションした片脳を回収し、Dual  luci ferase  repor ter  assay system に

よりルシフェラーゼ活性を測定した。  

 

８． Western blot t ing 

 293T 細胞を DMEM/10%FBS 培養液で播種した。翌日、 TransIT-293 を

用 い て 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト （ pEF-Myc-RARα、 pEF-N-CoR-FLAG 、  

pCMVβ -p300-HA）を遺伝子導入し 48 時間培養した。 RA で 3 時間刺激

した後、細胞を溶解した。細胞溶解液を 1μg の抗 Myc 抗体により免疫

沈降を行った。免疫沈降産物と全タンパク質は SDS-PAGE により分離

した後、抗 FLAG 抗体（ Sigma-Aldrich）、抗 hemagglut inin（ HA）抗体

（ Santa  Cruz Biotechnology Inc.）を用いて検出した。  

 

 

 

 

 

 

 

 



 13

Ⅲ．Results（結果）  
 

１．神経幹細胞は RARs と RXRs を発現している。  

 本研究は核内受容体ファミリーに属する RAR を介した RA シグナル

の胎生後期神経幹細胞の細胞系譜への役割とその分子基盤の解明を目

的にしている。まず RA シグナルによる神経幹細胞の細胞系譜への役割

を検討する前に、本研究で用いている初代培養系の胎生期神経幹細胞

で RARs や RXRs を発現の有無を RT-PCR 法により確認した。 RAR と

RXR にはそれぞれ 3 つの異なった遺伝子（ α、β、γ）があり、スプライ

シングの違いによる幾つかのアイソフォームが存在する。そこで様々

な種類の RAR と RXR 認識する特異な配列を持つプライマーを設計し、

それらを用いた RT-PCR 法により、神経幹細胞の RAR および RXR の発

現を確認した。電気泳動にてそれらの発現を調べたところ、 RARα、

RARβ、RARγ、RXRα、RXRβ、RXRγ、並びに RAR の各アイソタイプ１

と２の発現が確認された（図 1）。この結果、胎生期神経幹細胞は RA

シグナルへの応答能を有していることが示唆された。  

 

 
 

２．RA と LIF は相乗的に神経幹細胞のアストロサイト分化を誘導する  

 １．で示されたように胎生期神経幹細胞では、各 RARs、 RXRs が発

現しており RA シグナルが神経幹細胞の遺伝子発現に影響している可

能性が考えられる。そこで次に、神経幹細胞のアストロサイト分化に

おける RA の作用を検討した。神経幹細胞のアストロサイト分化は LIF

図１ .胎生期神経幹細胞の RARs、 RXRs の発現  

胎生 14 .5 日目の終脳由来の神経前駆細胞から Tota l  RNA を回収し、 RARα、

RARβ、 RARγ、 RXRα、 RXRβ、 RXRγ mRNA を特異的に認識するプライマ

ーを用いた RT-PCR 法により解析した。  
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などの IL-６ファミリーサイトカインによる誘導と、その下流転写因子

STAT3 の活性化が必須であることが知られている。また、LIF により活

性化した下流転写因子 STAT3 は、 BMP2 のような全く異なる細胞外因

子の下流転写因子 Smad1 と協調的に働くことで相乗的にアストロサイ

ト分化を促進することが知られている（ Nakashima et  a l . ,  1999b）。本研

究においても、RA が他の細胞外因子と協調的に働くことで作用してい

ることも考えられる。そこで、胎生期神経幹細胞を RA 及び LIF を単独

添加、または同時に添加し 2 日間培養した後、アストロサイト特異的

遺伝子 GFAP を認識する抗 GFAP 抗体を用いた免疫染色法により神経幹

細胞のアストロサイトへの分化傾向を観察した。その結果、RA 単独添

加群では GFAP 陽性細胞は観察されなかったものの（図 2A,B）、 RA と

LIF の同時添加群において、LIF 単独添加群と比較して GFAP 陽性細胞

の劇的な増加が観察された（図２ C,D）。実際に総細胞数における GFAP

陽性細胞数を測定すると、LIF 単独添加群では約２％であったのに対し

て、RA と LIF の同時添加群は約 10％と劇的な増加が見られた（図２ E）。 

 

 
 

 次に、GFAP 以外のアストロサイト特異的遺伝子の発現が RA により

制御されているかを検討するために、他のアストロサイト特異的遺伝

図 2．神経幹細胞の RA と LIF による細胞系譜  

胎生期神経幹細胞を A）未処理、 B） RA（ 1μM）、 C） LIF（ 50ng /ml）、 D） RA

（ 1μM）＋ LIF（ 50ng /ml）存在下で 2 日間培養後固定した。その細胞を抗 GFAP

抗体（赤）と Hoechs t33258（青）を用いて染色し観察した。 Sca le  ba r＝ 50μm

E）全細胞における GFAP 陽性細胞数の割合を示した。  
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子 S100βの発現を免疫染色法により観察した。その結果、RA 単独添加

により GFAP 陽性細胞の増加は観察されなかったのに対し、S100β陽性

細胞は RA 単独添加により有意に増加していた（図２ A,B、図３）。こ

れは S100βが GFAP より早期に発現する遺伝子であり、 S100β発現に必

要な構成因子が既に存在しているため RA 単独添加で発現誘導された

のではないかと考えられる（ Buret te  e t  a l . ,  1998）。  

 

 

 

 

これらの結果は、RA の単独添加群で GFAP 陽性細胞が観察されなか

ったことから、RA はアストロサイト分化誘導因子ではないことが考え

られる。しかしながら、 RA と LIF の同時添加群において劇的な GFAP

陽性細胞の増加が観察されたことから、RA は LIF による神経幹細胞の

GFAP 陽性アストロサイト分化を促進する作用があることが示唆され

た。  

図 3 .  神経幹細胞の RA による S100βの発現  

胎生期神経幹細胞を A）未処理、 B） RA（ 1μM）存在下で 2 日間培養後固定

した。その細胞を抗 S100β抗体（緑）と Hoechs t33258（青）を用いて染色し

観察した。 Sca le  ba r＝ 50μm 

E）全細胞における S100β陽性細胞数の割合を示した。  
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３． RA と LIF は相乗的に GFAP プロモーターを活性化する  

 ２で示されたように、RA は LIF による神経幹細胞のアストロサイト

分化を促進する作用があることが示唆された。次に、この分子基盤を

解明するため、 gfap 遺伝子の転写制御に注目して解析を進めることに

した。 RA は核内受容体である RAR を介したシグナルにより転写制御

をしていることが知られている（ Freedman et  a l . ,  1999;  Aranda e t  a l . ,  

2001;  Gronemeyer  e t  a l . ,  2004;  Bast ien e t  a l . ,  2004;  Jepsen et  a l . ,  2007）。

そこで、RA が gfap 遺伝子の転写を促進しているかを RT-PCR 法により

検討した。その結果、RA 単独添加群ではほとんど変化がないのに対し

て、RA と LIF の同時添加群では LIF 単独添加群と比較して gfap  mRNA

量の劇的な増加が検出された（図４ A）。この結果は、免疫染色法によ

る結果と同様に、RA は LIF と協調的に働くことで神経幹細胞のアスト

ロサイト特異的遺伝子の発現を促進することを明らかにした。さらに

gfap 遺伝子プロモーター活性への関与を検討するために、転写開始点

から上流約 2.5kb を gfap 遺伝子プロモーターとし、ルシフェラーゼ遺

伝子の上流に組み込んだレポーターコンストラクト（ GF1L）を用いた

ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に よ り 解 析 し た （ Takizawa et  a l . ,  2001;  

Nakashima et  a l . ,  1999b）。その結果、 RA 単独添加群は gfap 遺伝子プロ

モーターをわずかに活性化させたのに対して、RA と LIF の同時添加は

LIF 及び RA の単独添加群と比較して劇的な gfap プロモーター活性の

上昇が測定された（図４ B）。これらの結果から、RA と LIF は協調して

働くことにより gfap 遺伝子プロモーターを相乗的に活性化しているこ

とが示唆された。  
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４． STAT3 の活性化は RA と LIF による gfap 遺伝子プロモーターの相

乗的活性化に必須である  

 STAT3 は LIF を含む IL-6 ファミリーサイトカインによるアストロサ

イト分化のために必須な下流転写因子として働いている。LIF は細胞膜

上の受容体に結合することにより細胞質に存在する転写因子 STAT3 を

活性化し、活性化した STAT3 は核内に移行した後、 gfap プロモーター

上に存在する STAT3 認識配列に結合することにより gfap の転写を活性

化することが知られている（ Takizawa et  a l . ,  2001;  Bonni  e t  a l . ,  1997;  

Nakashima et  a l . ,  1999a,  Nakashima e t  a l . ,  1999b）。そこで、 STAT3 の活

性化が RA と LIF による gfap プロモーターの相乗的活性化に必須であ

るかを確認するために、内在性 STAT3 の活性化（ 705 番目のチロシン

残基のリン酸化）を抑制することが報告されている優性抑制型 STAT3

（ DN-STAT3； Tyr705→ Phe7 05）（ Nakashima et  a l . ,  1999b）を神経幹細胞

内に過剰発現させ、GF1L を用いたルシフェラーゼアッセイにより解析

した。その結果、DN-STAT3 の過剰発現は LIF 単独添加群のみではなく、

図４． RA と LIF による転写とプロモーター活性  

A）神経神経幹細胞を RA、LIF、RA と LIF の同時により処理し 8 時間培養し

た。それらの細胞から Tota l  RNA から回収し、 g fap と g3pdh を特異的に認識

するプライマーを用いて RT-PCR 法により解析した。  

B）転写開始点から上流約 2 .5kb の g fap 遺伝子プロモーターの下流にホタル

ルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポーター（ GF1L）と内部コントロール

として R-Luc を神経幹細胞に導入し、 RA 及び LIF により 8 時間刺激しルシ

フェラーゼ活性を測定した。  
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RA と LIF による gfap プロモーターの相乗的な活性化も劇的に減少さ

せた（図 5）。この結果は、 STAT3 の活性化が RA と LIF による gfap プ

ロモーターの相乗的な活性化に必須であることを明らかにした。  

 

 

 

 
５． STAT3 の認識配列への結合は RA と LIF による gfap 遺伝子プロモ

ーターの相乗的活性化に必須である  

 IL-6 ファミリーサイトカインによる gfap 遺伝子プロモーターの活性

化には、転写開始点から上流約 1.5kb に存在する STAT3 認識配列が重

要である。そこで、 RA と LIF による gfap 遺伝子プロモーターの相乗

的な活性化に gfap 遺伝子プロモーターへの STAT3 の結合が必須である

かを検討するために、 gfap 遺伝子プロモーターの STAT3 認識配列に変

異を導入したレポーターコンストラクト（ GF1L-SBSPM：TTCCGAGAA

→ CCAAGAGAA）を用いたルシフェラーゼアッセイにより解析した。

その結果、 STAT3 認識配列への変異の導入により LIF 単独添加群のみ

図５．優性抑制型 STAT3 を用いた g fap 遺伝子プロモーター活性の測定  

 神経幹細胞に GF1L と R-Luc と共に優性抑制型 STAT3（ DN-STAT3）を過

剰発現し、RA および LIF により 8 時間刺激し、ルシフェラーゼ活性を測定

した。  
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ではなく、 RA と LIF による gfap プロモーターの相乗的な活性化も劇

的に減少させた（図 6A,B）。以上により、 gfap 遺伝子プロモーター上

への STAT3 の結合が RA と LIF による gfap プロモーターの相乗的な活

性化に必須であることを明らかになった。  

 

 

 
 

６． Gfap 遺伝子プロモーター上の RARE は RA と LIF による相乗的活

性化に関与している。  

 次に RA シグナルが RA と LIF による gfap 遺伝子プロモーターの相

乗的活性化にどのように関与しているかを検討することにした。RA は

核内受容体である RAR を介して転写制御していることが知られている。

RAR は RXR とヘテロダイマーを形成し、 RA 受容体応答配列 RARE に

結合している。 RA 非存在下において、 RAR/RXR は転写共抑制因子で

ある N-CoR や SMRT と共に複合体を形成し転写を抑制している。 RA

図６．STAT3 認識配列変異レポーターを用いた g fap 遺伝子プロモーター活性

の測定  

A）転写開始点から上流約 2 .5kb の g fap 遺伝子プロモーターを組み込んだレ

ポーターコンストラクト（ GF1L）と上流約 1 .5kb 付近の STAT3 認識配列に 4

塩基変異を導入したレポーターコンストラクト（ GF1L-SBSPM）の模式図  

B） GF1L と GF1L-SBSPM を神経幹細胞に導入し、 RA 及び LIF により 8 時間

刺激し、ルシフェラーゼ活性を測定した。  
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存在下では、 RAR/RXR に転写共活性化因子である p300/CBP や PCAF

と 結 合 し 転 写 を 促 進 し て い る こ と が 知 ら れ て い る （ Freedman et  a l . ,  

1999;  Jepsen e t  a l . ,  2007;  Xu et  a l . ,  1999;  Per iss i  e t  a l . ,  1999）。そこで、

gfap 遺伝子プロモーターを解析した所、転写開始点から上流約 2.5kb

付近に推定される RA 受容体応答配列（ RARE）（ AGTTCAAGGTCA）を

同定した。そこで、 gfap 遺伝子プロモーター上のこの RARE が RA と

LIF による gfap 遺伝子プロモーターの相乗的活性化に重要であるかを

検討するために、RARE を含まない転写開始点から上流約 1.9kb のレポ

ーターコンストラクト（ GF1LB）（ Nakashima et  a l . ,  1999b）または推定

上 の RARE に 変 異 を 導 入 し た レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト

（ GF1L-RAREPM： AGTTCAAGGTCA→ AGTTTGGAGTCA）を用いたル

シフェラーゼアッセイにより解析した。その結果、RA と LIF の同時添

加群と LIF 単独添加群のルシフェラーゼ活性を比較した所、RA による

LIF 誘導性活性の上昇を確認することはできなかった（図 7A,B）。この

結果から、 gfap 遺伝子プロモーター上の RARE は RA と LIF による相

乗的なプロモーターの活性化に関与していることが示唆された。  
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７．Gfap 遺伝子プロモーター上の RARE には RARα、RARβ、RXR が結

合している。  

 gfap 遺伝子プロモーター上の RARE が RA と LIF による相乗的なプ

ロモーターの活性化に関与していることが示唆されたことから、 RARs

や RXRs が gfap 遺伝子プロモーター上の RARE に結合していることが

示唆された。そこで、gfap プロモーター上の RARE に RAR/RXR が結合

しているかを検討するために、 RARα、 RARβ、 RXR を特異的に認識す

る抗体を用いたクロマチン免疫沈降（ ChIP）法により解析した。その

結果、 gfap 遺伝子プロモーター上の RARE 周辺領域において RARα、

RARβ、RXR の結合が検出された（図 8A）。これらの結果は、gfap 遺伝

子プロモーター上の推定上の RARE に RAR/RXR が結合しており、機能

していることを示唆している。  

 

図７． RARE 欠損型及び変異型レポーターを用いた g fap 遺伝子プロモーター

活性の測定  

A） g fap 遺伝子の転写開始点から上流約 2 .5kb 付近の推定される RARE を含

まない上流約 1 .9kb の RARE 欠損型レポーターコンストラクト（ GF1LB）ま

たは GF1L を R-Luc と共に神経幹細胞に導入し、RA および LIF で８時間刺激

し、ルシフェラーゼ活性を測定した。（ P=.143）  

B） g fap 遺伝子プロモーター中の推定される RARE に 4 塩基変異を導入した

変異型レポーターコンストラクト（ GF1L-RAREPM）または GF1L を R-Luc

と共に神経幹細胞に導入し、RA および LIF で８時間刺激し、ルシフェラーゼ

活性を測定した。（ P=.248）  
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７．新生仔の前脳領域の細胞は RA シグナルに応答している   

 マウスにおけるアストロサイト産生は胎生後期から生後にかけて産

生されることが知られていが、その中でも生後１－ 3 日の時期にアスト

ロ サ イ ト が 最 も 産 生 さ れ る こ とが 報 告 さ れ て い る （ Sauvageot  e t  a l . ,  

2002;  Par iss i  e t  a l . ,  1999）。そこで、アストロサイト産生時期である生

後 1 日目の脳内の細胞で実際に RA シグナルが活性化されているかどう

かを検討することにした。まず、生体内においても gfap 遺伝子プロモ

ーター上に RAR/RXR が結合しているかを確認するために P1 マウスの

前脳からの試料を RARα、RARβ、RXR を特異的に認識する抗体を用い

た ChIP 法により解析した。その結果、P1 マウスの前脳領域においても、

gfap 遺伝子プロモーターの RARE 周辺領域に RAR/RXR が結合している

ことを明らかとなった（図 8B）。  

 

 

 

 

 

 次に、前脳領域の細胞が生体内の RA に応答しているかを検討するた

めに、 RA に応答して上昇する３×RARE をルシフェラーゼ遺伝子の上

流に組み込んだレポーターコンストラクト（ pGL3-RARE）またはコン

トロールコンストラクト（ pGL3-promoter）を P1 マウス前脳にエレク

トロポレーションにより導入した。また、RARαの活性化ドメインを欠

損させた優性抑制型 RARα（ RAR403）を同時に導入した（ Ghaffar i  e t  a l . ,  

1999）。その結果、コントロールコンストラクトと比較して、 RARE を

含 む レ ポ ー タ ー は 約 ７ 倍 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 示 し た 。 さ ら に 、

図８．胎生期神経幹細胞および P1 前脳の細胞における g fap 遺伝子プロモー

ターへの RAR/RXR 結合の検討  

 E14.5 由来神経幹細胞と P1 前脳からの細胞をホルムアルデヒドにより固定

した後、抗 RARα抗体、抗 RARβ抗体、抗 RXR 抗体、コントロール IgG 抗体

を用いたクロマチン免疫沈降法による検討  
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RAR403 によりその RARE によるルシフェラーゼ活性の上昇が完全に

抑制された（図９）。これらの結果、アストロサイト産生期の脳内にお

いても、神経幹細胞のアストロサイト分化に RA シグナルが関与してい

ることが示唆された。  

 

 
 

８．RA は gfap 遺伝子プロモーター上のヒストン H3 アセチル化を亢進

する  

 RAR/RXR に RA が結合すると N-CoR を含む転写抑制複合体が解離す

ると共に、HAT 活性を有する p300/CBP を含む転写活性化複合体を形成

図９．In  v ivo エレクトロポレーション法を用いた新生仔前脳領域の RA シグ

ナル活性の測定  

 生後 1 日目（ P1）のマウス前脳に３×RARE をルシフェラーゼ遺伝子の上

流に組み込んだ RARE レポーター（ pGL3-RARE）または pGL3-p romoter を

pRL-CMV および pCAG-RAR403 と共にインジェクションし、エレクトロポレ

ーション法により P1 マウス前脳に導入した。翌日、導入した側の片脳を溶

解し、ルシフェラーゼ活性を測定した。  
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することで転写を正に制御することが知られている（ Freedman et  a l . ,  

1999;  Jepsen e t  a l . ,  2007;  Xu et  a l . ,  1999;  Per iss i  e t  a l . ,  1999）。そこでま

ず、報告されているこの RA シグナル伝達機構の再現性をとるために、

293T 細胞に Myc-RARa、 N-CoR-FLAG、 p300-HA を過剰発現し、 RA 添

加した細胞の全タンパク質を免疫沈降し、ウエスタンブロッティング

法により解析した。その結果、他の研究グループからの報告と同様に、

RA 非存在下においては RAR に転写共抑制因子である N-CoR と結合し

ていたのに対して、RA を添加すると RAR と N-CoR との結合は減弱し、

p300 との結合が増強した（図 10）。  

 

 
 

 
ヒストンアセチル化はアセチル基が持つ電荷作用により、クロマチン

が 脱 凝 縮 し 、 転 写 を 促 進 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Li  e t  a l . ,  2007;  

図１０．  RA による RARα上の関与因子の交換  

 293T 細胞に pEF-Myc-RARα ,  pEF-N-CoR-FLAG and pCMVβ -p300-HA 

を遺伝子導入し 48 時間培養した。その細胞を RA で 3 時間刺激し細胞溶解し

た。細胞溶解液は抗 Myc 抗体を用いて免疫沈降した後、 SDS-PAGE により分

離し、抗 HA 抗体、抗 FLAG 抗体、抗 Myc 抗体を用いて免疫反応させ検出し

た。  
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Bjorkund et  a l . ,  1999）。そこで、 RA と LIF による gfap 遺伝子プロモー

ターの相乗的な活性化にヒストンアセチル化が関与しているかを検討

するためにヒストンアセチル化を特異的に認識する抗アセチル化ヒス

トン H3 抗体を用いた ChIP 法により gfap 遺伝子プロモーター上のヒス

トンアセチル化の変化を検討した。その結果、 RA 添加は gfap 遺伝子

プロモーターの RARE 周辺領域におけるヒストンアセチル化を約 3 倍

増加させた。さらに、RA は RARE 周辺領域のみではなく、STAT3 認識

領域のヒストンアセチル化も亢進させることが明らかになった（図 11A 

B）。この結果から、RA によるヒストンアセチル化の亢進により、STAT3

認識領域を含む gfap 遺伝子プロモーターが脱凝縮していることが示唆

された。  
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９． RA は gfap 遺伝子プロモーター上への STAT3 の結合を増強する  

 RA が STAT3 認識配列を含む gfap 遺伝子プロモーターのヒストンア

セチル化を亢進することが明らかになり、 gfap 遺伝子プロモーターの

クロマチンが脱凝縮していることが考えられた。この RA によるクロマ

チンの脱凝縮は STAT3 の認識配列への結合を増強していることが予測

された。そこで、 RA により、 STAT3 の gfap 遺伝子プロモーター上の

認識配列への結合の変化を検討するために、抗 STAT3 抗体を用いた

ChIP 法により解析した。その結果、 LIF 単独添加群と比較し、 RA と

LIF の共添加群は STAT3 の結合の増強が検出された（図 12）。これらの

結果、 RA と LIF による相乗的アストロサイト分化促進機構における

RA の作用機序は、ヒストンアセチル化を介したクロマチンの脱凝縮に

より、 STAT3 の認識配列への結合を増強させた結果であることが示唆

された。  

図１１． g fap 遺伝子プロモーターのヒストン H3 のアセチル化への RA の作

用  

A）gfap 遺伝子プロモーター上の RARE および STAT3 認識配列の模式図。矢

印は図 11B 及び図 12 の ChIP 法で用いたプライマーの位置を示している。  

B）神経幹細胞を RA により 20 分間刺激し、抗アセチル化ヒストン H3 抗体

またはコントロール IgG を用いて ChIP 法を行い、 g fap 遺伝子プロモーター

上の RARE 周辺及び STAT3 認識配列周辺領域を増幅するプライマーを用いた

qPCR により解析した。  
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１０． HDAC 抑制剤は神経幹細胞のアストロサイト分化を促進する。  

 ヒストンのアセチル化は p300 などの HAT によりアセチル化され、

HDAC に よ り 脱 ア セ チ ル 化 さ れ る 可 逆 的 な 反 応 で あ る 。 そ の た め 、

HDAC 阻害剤として知られているバルプロ酸（ VPA）やトリコスタチン

A（ TSA）による HDAC の阻害はヒストンアセチル化を亢進することが

知られている（ Gott l icher  e t  a l . ,  2001）。そこで、HDAC 抑制剤によるヒ

ストンアセチル化の亢進が、神経幹細胞のアストロサイト分化を促進

するかを検討するために、VPA 及び TSA を LIF と同時に添加し 2 日間

培養した細胞の分化傾向を免疫染色法により観察した。その結果、VPA

及び TSA 単独添加では GFAP 陽性細胞は観察されなかったが、 LIF 単

独添加群と比較して、VPA と LIF の同時添加群および TSA と LIF の同

時添加群において、劇的な GFAP 陽性細胞の増加が観察された（図 13 

A-E、  図 14）。これらの結果、 HDAC 阻害剤は RA と同様に、 LIF によ

る神経幹細胞のアストロサイト分化を促進することを明らかになった。 

 

 

図１２． Gfap 遺伝子プロモーターへの STAT3 の認識配列への RA の作用  

 神経幹細胞を RA および LIF により 20 分間刺激し、抗 STAT3 抗体または

コントロール IgG を用いて ChIP を行い、g fap 遺伝子プロモーター上の STAT3

認識配列周辺領域を増幅するプライマーを用いた qPCR により解析した。  
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 次に実際に VPA が gfap 遺伝子プロモーター上のヒストンアセチル化

を亢進しているかを確認するために、抗アセチル化ヒストン H3 抗体を

用いた ChIP 法により解析した。その結果、 VPA 処理により gfap 遺伝

子プロモーター上のヒストンアセチル化が亢進していることを確認し

た（図 14A）。さらに、VPA によるヒストンアセチル化の亢進が STAT3

の認識配列への結合に変化を与えているかを検討するために抗 STAT3

抗体を用いた ChIP 法により解析した。その結果、 LIF 単独添加群と比

較し、 VPA と LIF の同時添加群で STAT3 の認識配列への結合の増強が

検出された（図 14B）。  

 

図１３．神経幹細胞の VPA と LIF による細胞系譜  

胎生期神経幹細胞を A）未処理、B）VPA（ 1 mM）、C）LIF（ 50ng /ml）、D） VPA

（ 1mM） ＋ LIF（ 50ng /ml） 存 在 下 で 2 日 間 培 養 後 固 定 し た 。 そ の 細 胞 を抗

GFAP 抗体（赤）と Hoechs t33258（青）を用いて染色し観察した。 Sca le  ba r

＝ 50μm E）全細胞における GFAP 陽性細胞数の割合を示した。  

図１ 4．神経幹細胞の TSA と LIF による細胞系譜  

胎生期神経幹細胞を A）未処理、 B） TSA（ 10nM,30nM）、 C） LIF（ 50ng /ml）、

D） TSA（ 10nM,30nM）＋ LIF（ 50ng /ml）存在下で 2 日間培養後固定した。そ

の細胞を抗 GFAP 抗体（赤）と Hoechs t33258（青）を用いて染色し観察した。

E）全細胞における GFAP 陽性細胞数の割合を示した。  
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 以上の結果をまとめると RA は gfap 遺伝子プロモーター上のヒスト

ンアセチル化を亢進することでクロマチン構造を脱凝縮させ、 STAT3

の認識配列への結合を増強させることで gfap 遺伝子発現を促進させて

いることが示唆された（図 15）。  

 

図１５．  g fap 遺伝子プロモーターのヒストンアセチル化と STAT3 の認識配

列へ結合への VPA の作用  

A）神経幹細胞を VPA で刺激し、抗アセチル化ヒストン H3 抗体またはコン

トロール IgG を用いて ChIP 法を行い、 g fap 遺伝子プロモーター上の STAT3

認識配列周辺領域を増幅するプライマーを用いて PCR を行った。  

B）神経幹細胞を VPA もしくは LIF で刺激し、抗 STAT3 抗体またはコントロ

ール IgG を用いて ChIP 法を行い、g fap 遺伝子プロモーター上の STAT3 認識

配列周辺領域を増幅するプライマーを用いて PCR を行った。  
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図１５．RA と LIF による g fap 遺伝子プロモーターの相乗的活性化のモデル

図  

１）  RA 非存在下時、 RAR/RXR に転写抑制複合体が結合しており、クロマ

チン構造を凝縮状態に制御している。  

２）  RA シグナルを受け取ると、 RAR/RXR から転写抑制複合体が解離し、

代わりに転写活性化複合体が形成されヒストンアセチル化を亢進し、

クロマチン構造を脱凝縮状態にする。  

３）  ヒストンアセチル化は LIF により誘導される STAT3 の認識配列への結

合を増強し、 g fap 遺伝子プロモーターの活性化を促進する。  



 31

Ⅳ．Discussion（考察）  
 

 最近、本研究の結果と一致して、LIF と同様に gp130-JAK-STAT 経路

を 活 性 化 す る IL-6 フ ァ ミ リ ー サ イ ト カ イ ン の 一 つ で あ る ci l iary  

neurotrophic  factor（ CNTF）による神経幹細胞のアストロサイト分化が

RA により促進されることが報告された（ Faigle  e t  a l . ,  2008）。しかし、

この論文では RA の作用機構については明らかにされていなかった。本

研究は、RA が LIF と協調的に働くことでアストロサイト分化を相乗的

に促進することを明らかにしたと共に、 RA の作用機構が gfap 遺伝子

プロモーターの STAT3 認識配列周辺領域のヒストンアセチル化を促進

することにより、 STAT3 の認識配列への結合をより亢進させることに

起因していることを明らかにした。さらに、 HDAC 阻害剤である VPA

や TSA によるヒストンアセチル化の亢進が LIF 誘導性アストロサイト

分化を促進することも示し、 RA によるヒストンアセチル化の亢進が

LIF による神経幹細胞のアストロサイト分化誘導の促進に重要な役割

を果たすことを裏付ける結果も得ている。  

 O’Donnel らの研究グループは近年、 ETS ドメイン転写因子 ELK1 に

より誘導されるヒストンアセチル化の亢進が、 c-fos 遺伝子プロモータ

ー へ の 核 内 因 子 IA（ NFIA） の 結 合 を 促 進 す る こ と を 報 告 し て い る

（ O’Donnel  e t  a l . ,  2008）。この報告と本研究で示されたようなメカニズ

ム、すなわち一つ目の因子によりヒストンアセチル化が亢進し、全く

異なる転写因子の結合を増強させることで転写を増強させるメカニズ

ムは、ヒストンアセチル化により誘導される遺伝子発現で広く用いら

れていることが示唆される。  

本研究において、RA と LIF は協調的に働きアストロサイト特異的遺

伝子 gfap の発現を誘導することを明らかにした。しかしながら、異な

るアストロサイト特異的遺伝子 S100βの発現は RA 単独添加により誘導

された。 S100β  は早期に発現するアストロサイト特異的遺伝子として

しられており、本研究で用いた神経幹細胞においては既に RA 単独添加

で発現が誘導されるような状態にあることが考えられるが詳細は不明

である（ Buret te  e t  a l . ,  1998）。  

 転写共抑制因子 N-CoR の遺伝子欠損マウスは、胎仔前脳領域におい

てアストロサイト産生の増加が報告されている。また、その遺伝子欠

損マウスの神経幹細胞は自己複製能が低く、アストロサイトへの分化

が亢進していることが明らかになっている（ Hermanson et  a l . ,  2002）。
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さらに、N-CoR の過剰発現は、CNTF 誘導性のアストロサイト分化を抑

制することが示されている。本研究において、 gfap 遺伝子プロモータ

ーの RARE 周辺領域に RARα、RARβ、RXR が結合していることが明ら

かとなった。また、コントロールレポーター（ GF1L）の LIF 単独添加

群と比較し、 gfap 遺伝子プロモーターの欠損型レポーター（ GF1LB）

や RARE の変異型レポーター（ GF1L-RAREPM）の LIF 単独添加群はル

シフェラーゼ活性の上昇が確認された。これらの結果は、 gfap 遺伝子

プロモーターへの RAR/RXR の結合阻害によりその転写抑制作用が阻

害された結果であると考えられる。（ Freedman et  a l . ,  1999;  Aranda et  a l . ,  

2001;  Gronemeyer  e t  a l . ,  2004;  Bast ien e t  a l . ,  2004）。先に述べた報告と本

研究をまとめると、RA 非存在下時の RAR/RXR に N-CoR を含む転写抑

制複合体が結合しており、アストロサイト特異的遺伝子発現を抑制す

ることで神経幹細胞の未分化性維持に関与しているものと思われる。  

 RARαは STAT3 の Src  homolody two（ SH2）ドメインと相互作用する

ことが報告されている。また、RA 存在下時、RAR/RXR は p300/CBP を

含む転写活性化複合体を形成することに加え、STAT3 が p300/CBP と相

互作用することが報告されている（ Yang et  a l . ,  2004;  Nakashima et  a l . ,  

1999b;  Sun et  a l . ,  2001）。本研究における、RA と LIF の相乗的アストロ

サイト分化の促進機構に RAR/RXR、p300/CBP、STAT3 を含むような大

きな転写活性化複合体が形成し、 gfap 遺伝子発現を亢進している可能

性も考えられるが現在のところは不明である。また、 gfap 遺伝子プロ

モーターの欠損型レポーターや RARE の変異型レポーターにおいても、

RA 単独添加でルシフェラーゼ活性の上昇がみられたという結果は、前

述のような RAR/RXR、p300、STAT3 を含むような大きな転写活性化複

合体に起因しているかもしれない。  

 RAR や RA 合成酵素、分解酵素の遺伝子欠損マウスや RA の原材料と

なるビタミン A 欠乏マウスは前後軸の形成異常を含む脳発生障害が認

められることが知られている（ Sakai  e t  a l . ,  2001;  Sirbu et  a l . ,  2005;  

Hal i lagic  e t  a l . ,  2007;  Dupé e t  a l . ,  1999;  Wendl ing et  a l . ,  2001;  Ribes  e t  a l . ,  

2006;  White  e t  a l . ,  1998）。しかし、これらの遺伝子欠損マウスのおける

神経幹細胞への障害については未だ報告されていない。本研究は RA が

LIF と協調的に働くことで神経幹細胞のアストロサイト分化を促進す

ることを明らかにした。今後は RA シグナルの調節不全マウスを用いて、

神経幹細胞からのアストロサイト分化を時空間的に解明していく必要

がある。  
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 こ れ ま で の 報 告 と 本 研 究 を ま と め る と 、 胎 生 期 の 神 経 幹 細 胞 は 、

JAK-STAT 経路を下記のような複数の段階で制御することにより、ア

ストロサイトへの分化を制御されていることが示唆された。  
１） DNA メチル化による制御（ Takizawa et  a l . ,  2001;  Namihira  e t  a l . ,  

2008）  

２） ヒストン修飾による制御（ Donnel  e t  a l . ,   2008;  Song et  a l . ,  2008;  

本研究）  

３） STAT の活性化制御（ Bonni  e t  a l . ,  1997;  Nakashima et  a l . ,  1999a）  

４） 異なる転写因子との複合体の形成による制御（ Nakashima et  a l . ,  

1999b）  

 このように、神経幹細胞のアストロサイト分化は細胞内在性プログ

ラムや細胞外因子による複数の機構が協調的に働くことで複雑に制御

されていると考えられた。  
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