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「脳神経系を構成する細胞の多様性の形成機構」

１．研究実施の概要

研究のねらい：本研究は、脳・神経系の高次機能の基盤となる細胞の多様性の形成

機構を、既存の技術をさらに高度に統合した形で駆使し、また独創的、新規的な

技術をも開発しつつ、戦略的に解明することを目的とする。神経発生の初期過程

を制御する遺伝子産物が、無脊椎動物から脊椎動物まで広く保存されていること

を利用し、ショウジョウバエの神経発生過程における細胞の運命決定を制御する

遺伝子産物を同定・解析することをスタート・ポイントとし、ショウジョウバエ

で同定された遺伝子産物の哺乳類相同分子を単離しその機能解析を行い、哺乳類

脳神経系を構成する細胞の多様性形成のメカニズムを明らかにする。また、この

ような神経発生の研究から得られる基本的知見を、近い将来神経変性疾患の治療

法開発へと応用する方向で研究を進める。

研究開始からこれまでの研究の概要：上記の研究目的を達成するために、大きくわ

けて１．神経発生制御因子の機能解析プロジェクト：２．神経幹細胞と神経再生プ

ロジェクト：３．神経細胞死の３項目にわたるプロジェクトを遂行している。これ

らのプロジェクトは、何れも神経発生過程における細胞運命決定や神経機能形成

に関する遺伝子産物の機能解析を行うとともに、その知見を神経疾患の理解と治

療法の開発へと応用しているものであり、独立に進んでいるプロジェクト間にも

密接な関連性があることが明らかになってきている。また、これらprojectの内、

神経幹細胞 と神経再生project（特に哺乳類神経幹細胞に関する基礎的研究および

脳再生・修復を目指した治療法の開発）は、CREST申請時の計画にはなかったが、

CREST開始以降の研究projectの成果の中から生まれてきた新しい潮流であり、現

在力を入れて取り組んでいる。

成果および今後の見通し：神経発生制御因子の機能解析プロジェクト：ａ）Notch情

報伝達系,ｂ）ショウジョウバエArgos 情報伝達系、ｃ）線虫,ｄ）神経系に強く発

現するRNA結合蛋白質Musashi1とHuにつき解析を行ってきた。発生過程における

細胞間相互作用に関わる普遍的な機構のひとつとして、Notch受容体を介したシグ

ナル伝達系が知られているため、特にここではNotch情報伝達系に関与するDeltex
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の哺乳類相同分子の機能解析の成果について述べてみる。哺乳類の発生における

Deltexの機能を調べることを目的として、マウスにおけるdeltexホモログをクロー

ン化した。３つのマウスdeltexホモログ（DTX1-3）遺伝子に対応するcDNAの構造

解析の結果、ショウジョウバエDeltexにおいて同定されているすべてのドメイン

がDTXにおいても保存されていることを明らかにした。次に、神経幹細胞におけ

るNotchシグナル伝達系の生理作用を解析した。幹細胞由来の不死化細胞株MNS-

70にNotch1受容体の細胞内ドメインをコードする活性化型変異体を発現させる

と、ニューロン、グリアの分化がともに顕著に阻害されることが明らかになった。

また、ショウジョウバエのNotchシグナル伝達系に関与する遺伝子として同定され

たdeltexの哺乳動物相同遺伝子Deltex- １を高発現させると、活性化型Notch1と同

様に幹細胞の分化が強く阻害された。そこで、活性化型Notch1およびDeltex-1の作

用機構を解析したところ、両者はMash-1の転写促進機能を特異的に阻害してい

た。さらに、Deltex-1はNotch1の細胞内領域のうちankyrinドメインに特異的に結合

するとともに、核内でMash-1およびその転写のco-activatorであるp300とタンパク

質レベルで相互作用する分子であることが明らかになった。以上の結果から、

Notch受容体の下流では、これまで知られているRBP-Jを介した経路とは独立に、

Deltex-1を介する新規のシグナル伝達経路が存在するものと考えられた。

神経幹細胞と神経再生プロジェクト：哺乳類における神経幹細胞とは、発生中の脳

原基において自己の複製（self-renewal）と，ニューロンおよびグリア細胞のどち

らをもつくることができる（multipotent）細胞である。神経幹細胞が神経系を構

成する細胞の多様性の形成機構を解析する上で、最も重要な研究対象の一つと

なっていることは言うまでもない。また、神経幹細胞は、その特有の性質から、

虚血や変性疾患によって脳のニューロンの大量喪失（structural brain damageと総称

する）に対する再生療法への切り札として注目を集めている。我々は、神経幹細

胞の分化や非対称性分裂の制御などの基礎的研究を行なうと共に、独自の手法に

より哺乳類神経幹細胞の同定と大量調整法を確立しつつあり、近い将来に脳再生・

修復を目指した治療法の開発を行ないたい（詳しくは、２． 研究実施内容の項で

述べる）。

神経細胞死プロジェクト：特に脱髄を始めとする神経疾患の発症におけるカスパー

ゼファミリーの役割につき個体レベルでの検討を行った。また、ショウジョウバ

エを用いて、細胞死に至るcaspaseの活性化に関与する細胞質因子の解析を行った

（詳しくは、２．研究実施内容の項で述べる）。

２．研究実施内容　（平成11年度の具体的内容）

　［神経発生制御因子の機能解析プロジェクト］：

（目的）脳神経系の高次機能を担うと考えられる、脳神経系を構成する細胞の多
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様性の形成機構の研究を行っている。以下の系を中心に解析を進めてきている。

ａ）Notch情報伝達系, ｂ）ショウジョウバエArgos 情報伝達系、ｃ） 線虫, ｄ） 

 神経系に強く発現するRNA結合蛋白質Musashi1とHuにつき解析を行ってき

た。ここでは特に、我々が長年研究を行っているMusashi1の解析結果につき述

べてみる。

（背景）Musashi1（Msi1）は哺乳類初期発生において脳室周辺部の中枢神経系未

分化幹細胞において強く発現しているRNA結合蛋白質である。Msi1は生後から

成体に至るまで、未分化幹細胞やグリア前駆細胞考えられる細胞、および上衣

細胞を含むアストロサイトで発現が持続する。

（方法）Msi1遺伝子の標的破壊によりノックアウトマウスを作成し、その解析を

中心に同遺伝子の機能解析を行った。

（結果・結論）msi1欠損マウスは中脳水道上衣細胞の異常な増殖、多層化による

中脳水道の狭窄による水頭症を発症する。さらにmsi1遺伝子に高い相同性と発

現パターンを有するmsi2遺伝子を新規に同定して、初代培養において機能阻害

実験を行った結果、msi遺伝子ファミリー（msi1 、msi2）が中枢神経系幹細胞

の維持や分化にも必須の機能を持つことが示された。

　［神経幹細胞と神経再生プロジェクト］：

（目的）神経幹細胞は、脳神経系を構成する細胞集団の多様性のもとになる細胞

であり、神経発生の基礎的な研究対象として同細胞の分子細胞生物学的な

characterizationを行うとともに、神経再生を視点とした将来的な移植医療の確立

を目指す研究をおこなってきた。

（背景）神経幹細胞は、最近再生医学的な側面から注目される存在になってきて

いるが、brain scienceの領域においてはほんの10年ほど前までは幹細胞生物学と

いう概念がないに等しい状況であった。我々は、神経系における幹細胞生物学

を進展させるためにも、神経幹細胞の分離法の開発に取り組むとともに、分離

した細胞の神経疾患モデルへの移植実験を開始した（図１）。

（方法）１．神経幹細胞を生きた状態で同定し、これを分離することができるよ

うに、神経幹細胞で選択性高く発現しているnestin遺伝子のエンハン

サー制御下で蛍光物質であるGreen Fluorescence Protein（GFP）をコー

ドする遺伝子をおいたレポーターコンストラクト（nestin-EGFP）を作

成し、これを神経組織へと導入した。

２．神経疾患モデルの一つとして脊髄損傷モデルratを作成し、損傷部位

へラット胎仔由来の神経幹細胞を移植し、機能回復を試みた。
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　　（結果・結論）

１．nestin-EGFPレポーター遺伝子を有するトランスジェニックマウスにおい

ては、神経幹細胞を含む未分化な細胞が密集している脳室周囲部（Ventricular 

Zone, VZ）に強い蛍光が観察された。EGFP陽性の細胞をセル・ソーター法に

より分離したところ、マーカーの発現、多分化能、自己複製能などの指標を

満たす神経幹細胞活性が濃縮できることが認められた。また、同レポーター

遺伝子は、成人脳内に存在する神経幹細胞/神経前駆細胞を同定・分離する上

でも有効であることを見出した。

２．脊髄C4, C5レベルで背側の椎弓を外し、contusion モデルによる脊髄損傷モ

デルRatを作製した。同動物においては、脊髄は空洞変性を起こすとともに行

動学的（pellet retrieval test）に後索症状に起因すると考えられる異常を示した。

損傷後、９日目にラット胎仔由来の神経幹細胞を移植し、移植後4～5週目に

組織学的、行動学的な検討を行った。移植した外来性の神経幹細胞からは、

ホストの神経組織内において、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンド

ロサイトが新生していることが確認できた。また、神経幹細胞移植群におい

ては、対照群（培地のみを移植した群）に比べpellet retrieval testの成績が向

上していることが確認された。以上の結果は、神経幹細胞移植が、脊髄損傷

を含む神経疾患の治療法として有効である可能性を示唆しているものと考え

られる。

　［神経細胞死プロジェクト］：

（目的）プログラム細胞死を人為的に個体レベルで制御することが出来れば、神

経系の細胞が変性する疾患の治療法開発に有用なモデルを提供することが出来

る。

（方法）我々は、細胞死の共通メディエーターであるカスパーゼを阻害する遺伝

子p35をCreリコンビナーゼ依存的に発現するトランスジェニックマウスを作製

した。

（背景）多発性硬化症（MS）は中枢神経系のオリゴデンドロサイトが変性する疾

患である。本疾患の治療法開発のために、上記トランスジェニック動物を用い

た解析を行った。

（結果・結論）p35遺伝子産物をオリゴデンドロサイトで発現させMSのマウスモ

デルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）の発症に関する影響を解析した。

その結果、p35の発現によってEAEにおけるオリゴデンドロサイト細胞死が抑制

されたのみならず、病態の改善もみられ変性部位に特異的なカスパーゼ阻害が

疾患の治療に有効であることが示された。
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