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１．研究実施の概要

　哺乳類の中枢神経系は、以下のような素過程を経てstep-wiseに進行していく

Ａ）神経幹細胞から多様な種類のニューロンとグリアの誕生

Ｂ）これらの細胞の然るべき場所への移動

Ｃ）ニューロン同士の特異的なシナプス結合によるネットワークの形成

　これらの現象を中心とした中枢神経系の発生の制御機構の解明は、古くからの神

経発生学の中心命題である。一方、事故や変性疾患などにより損傷した中枢神経系

を蘇らせ、再生させることは、現代医学の最も重要な研究課題のひとつである。こ

の２つの学問領域の進展により、両者が極めて近い関係にあることが明白になって

きている。

　我々の研究は、長年にわたりモデル生物系を用いた神経発生過程における細胞運

命決定機構の解析が中心であったが、最近になり神経系の再生医学的な応用への接

点が大きくなってきている。我々は１０年ほど前に、ショウジョウバエの神経前駆細

胞の非対称性分裂の制御因子であるRNA結合蛋白質Musashiを同定し、解析を行っ

てきた。このMusashiの哺乳動物相同因子（Musashi１）は、神経幹細胞に選択性高

く発現する分子である。このMusashi１を指標に、成人脳にも神経幹細胞が存在する

ことを示すことができた。この発見を経緯に、幹細胞が存在しながらも成人中枢神

経系の再生能力が低いのは何故か？　神経系の機能再生を起こすためには何をすべ

きか？といった中枢神経系の再生医学的な方向の研究を始めるに至った。

　神経再生とは、ニューロンの新生を含む神経機能の再生を指すものである。申請

者は、再生とは正常発生の過程を少なくとも一部を再現することであり、神経再生

の一つの光明となり得る研究戦略は、脳と神経系の発生研究の中から生まれてくる

ものと確信し、神経発生制御機能の基礎研究を深めることにより、神経再生のため

の新しいtacticsを確立したいと考えている。

　では、幹細胞が存在しながらも再生能力の極めて低い哺乳類中枢神経系において、

神経再生を有効におこさせるためにはどうしたらよいか？　神経発生の原点にもど

り神経幹細胞の未分化状態とそこからの分化系譜がどのように制御されているかを
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研究することにより、中枢神経系の発生と再生を“crosslink”する研究戦略を確立

できると考え、以下の項目の研究を開始した。

�　神経幹細胞の未分化状態・多分化能の維持と分化の制御機構

�　神経幹細胞、中間前駆細胞、特定タイプのニューロンの選択的分離法の確立

�　胚性幹細胞からの特定ニューロンのin vitro 分化誘導と選択的分離

�　神経疾患モデル動物への細胞移植による細胞補充とニューロンネットワーク再

建による機能修復の試み

２．研究実施内容

�　神経幹細胞の未分化状態・多分化能の維持と分化の制御機構 （岡野・小川）：

＜狙いと実験計画＞　成体哺乳類中枢神経系において、神経幹細胞が存在しなが

らも再生能力が低い理由を解明し、将来的には内在性神経幹細胞の活性化によ

る神経再生の誘導につなげることを目標に、幹細胞が未分化状態で維持される

メカニズム、特定の細胞への分化制御メカニズムを解明する。　我々は、Nestin-

EGFPレポーターを用いた神経幹細胞のprospectiveな同定と神経幹細胞活性の

可視化技術の確立に成功している。また、哺乳類の大脳皮質から分離した神経

上皮細胞の単一細胞の培養法を開発した。この培養を用い、Nestin-EGFPトラ

ンスジェニックマウス由来の神経上皮から、クラスの異なる錐体ニューロンな

らびにグリア細胞を発生させることにも成功している。さらに、このシステム

と各種遺伝子のノックアウトマウスの解析を通じ、Musashi１およびNotchシグ

ナルが神経幹細胞の自己複製能を正に制御し、神経幹細胞からニューロン系列

へのcommitmentを抑制していることを明らかにした。また、この神経上皮細

胞から分離した核を、脱核した受精卵に核移植したところ、ES細胞から分離し

た核よりもより高率に、健常なクローン動物が作製できることを最近明らかに

した（小川ら投稿中）。このことは、神経上皮細胞が全能性の核を保有した細胞

であることを示している。

　そこで、�単一神経上皮細胞の培養法をもちいて、哺乳類における神経幹細

胞の自己複製・非対称性分裂・ニューロン発生に関わる内因性ならびに外因性

の因子を解析し、神経発生の機構を明らかにしていく。�全能性を保有する神

経上皮細胞をin vitroで増やす操作を開発する。このようにして得られた細胞

が神経組織の修復と再生に応用できないか検討する。

＜実施内容＞　我々は、神経幹細胞の自己複製能と分化を制御する因子として、

Musashi１とNotchシグナルの役割の解析を行った。神経幹細胞に強く発現して

いる RNA結合性タンパク質であるMusashi１（Msi１）が、神経幹細胞の自己複製

能を正に制御していることが以下の実験結果から明らかになった。

Msi１の神経系幹細胞における役割を推定するために、我々 RNA結合蛋白質と
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してのMsi１蛋白質に着目し、Msi１蛋白質が結合し制御していると考えられる下

流標的RNAの同定を試みた。

Msi１組み換え蛋白質が結合するRNAのコンセンサス配列をin vitroのSELEX法

により明らかとし、その結合特性をゲルシフト法等により検討したところ、Msi

１は特定のRNA配列（G／A）UnAGU, n=２or３に強く結合することが明らか

となった（Kd＝～１０－９M）。興味深いことに、このコンセンサス配列はMsi１と

同様に神経系の前駆細胞に発現し細胞系譜の形成に関与しているとされるm-

Numb mRNAの３'-UTRに存在することが明かとなった。さらにin vitro の系で

ある filter binding assay等により、これらの mRNAの３'-UTRはMsi１ 蛋白質と

相互作用することが確認された。

　さらにNIH-３T３細胞にMsi１遺伝子を導入し、免疫沈降後、沈降産物中にm-

Numb mRNAが存在するかどうかを検討した結果、Msi１蛋白質とm-Numb 

mRNAはin vivo（細胞内）で複合体を形成していることが明らかとなった。

　また、luciferase活性をレポーターとして用いたassayでは、Msi１蛋白質は、

m-Numbの発現を翻訳レベルで抑制していることが明らかとなった。

　m-Numbは細胞内Nochアンタゴニストであるため、Msi１はm-Numbの翻訳抑

制を介してNotchシグナルを活性化しているものと予想された。そこでHes１-

luciferase活性を指標に、活性化型NotchとともにNIH３T３に導入した外来性Msi

１によるNotchシグナルへの影響を検討したところ、外来性Msi１はNotchシグナ

ルを活性化させることが明らかとなった。Notchシグナルは、神経幹細胞の生

存と自己複製能に必須の役割をしているため、Msi１,２の機能的double ノックア

ウトによりneurosphereの形成効率の低下、すなわち神経幹細胞の生存と自己

複製能が低下することは、これでよく説明できる。

�　神経幹細胞、中間前駆細胞、特定タイプのニューロンの選択的分離法の確立 

（岡野）：

＜狙いと実験計画＞　中枢神経系では、神経幹細胞－神経前駆細胞－幼弱ニュー

ロン- 特定ニューロンという系譜を経て分化が進行するが、これまでは脳組織

よりこれらの細胞を直接分離する方法がないため、特定の個性を持ったニュー

ロンへの分化誘導機構に関しては、充分な研究ができなかった。そこで本研究

では、神経幹細胞、中間の前駆細胞、特定タイプのニューロンの選択的な分離

法を確立する。

＜実施内容＞

Ａ）GFPレポーター遺伝子を用いた分離技術：ニューロンは、多能性の神経幹

細胞からニューロンのみを産み出す中間的前駆細胞（ニューロン前駆細胞）

を経て特定のニューロンへ分化すると考えられている。ニューロン前駆細胞
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は多能性神経幹細胞よりも効率よくニューロンへ分化するため、神経疾患の

細胞移植療法への応用が期待される細胞と言える。しかしながら、この

ニューロン前駆細胞に特異的に発現する細胞表面マーカーがないため、従来

この細胞を生きたまま同定・分離することは不可能であった。我々はニュー

ロン前駆細胞を可視化し生きたまま分離することを目的として、蛍光波長の

異なる２つのGFP変異体EGFPとEYFPを、ニューロン分化初期過程の互いに

重複した異なる時期に発現する２つの遺伝子NestinとT�１の制御下で発現す

るトランスジェニックマウスを作出した。Nestin-EGFPは、多能性神経幹細

胞で最も強く発現し、ニューロンまたはグリアへの分化と共にその発現が低

下した。一方、T�１-EYFPは増殖性のニューロン前駆細胞と幼弱なニューロ

ンのみに発現し、多能性神経幹細胞とグリア細胞には発現しないことが明ら

かになった。Nestin-EGFPとT�１-EYFPの両方を有するトランスジェニック

マウスの胎仔神経系組織より、EGFP/EYFP二重陽性細胞をFACSによって

分離し解析したところ、効率よく分裂してニューロンのみに分化することが

明らかになった。こうしたニューロン前駆細胞の分離法はニューロン分化制

御機構の研究や新たな神経疾患治療法の開発に役立つものと考えられる。

�　胚性幹細胞からの特定ニューロンのin vitro 分化誘導と選択的分離（岡野）

＜狙いと実験計画＞　多くの神経変性疾患では、特定タイプのニューロンが変性・

脱落するため、本研究ではこれらを試験管内で分化誘導し、大量調整する技術

を開発する。しかし、神経幹細胞の核は全能性を有しているものの、筋萎縮性

側索硬化症（ALS）において変性が起きる運動ニューロンや、小脳変性症にお

いて変性しているプルキンエ細胞等、発生の初期段階でのみで生産される

ニューロンを神経幹細胞から試験管内で誘導することは、実際的には困難であ

ることが経験的に判ってきた。そこで、ES細胞からの分化誘導法を確立し上記

項目�で確立した分離技術を駆使し、選択的な分離を行う。単に分化誘導する

のみならず、自ら樹立してきた選択的細胞分離法と組み合わせた技術開発を行

い、疾患モデルへ移植するための細胞を調整することができる点が本研究の特

色である。

＜実施内容＞　ES細胞から運動ニューロン等を誘導する系を確立できた。詳細

は論文未発表のため、省略。

�　神経疾患モデル動物への細胞移植による細胞補充とニューロンネットワーク再

建による機能修復の試み（岡野）

＜狙いと実験計画＞

　上記の実験により分離した神経幹細胞、神経前駆細胞、特定のニューロンを

下記のような各種神経変性疾患のモデル動物の損傷部位へ移植し、機能修復の

－1303－



ためのtacticsを検討する。

１．パーキンソン病／６-OH ドーパミン投与ラット

２．脊髄損傷／頚髄損傷ラット

３．網膜変性症／retinal degenerationマウス

４．筋萎縮性側索硬化症モデルマウス

５．小脳変性症／pcdマウス／L７-EGFP陽性細胞　

＜実施内容＞

Ａ）中脳ドーパミンニューロンの分離・濃縮法の確立とするパーキンソン病モ

デル動物への移植：中脳腹側部に分布するドーパミンニューロンは、運動調

節を初めとする様々な機能を有している。このニューロンの変性脱落を主な

原因とするパーキンソン病の治療にはドーパミンニューロンの移植療法が有

効であるが、ドナーとして用いるヒト胎児中脳組織の入手が困難であるため

に広く普及することは望めない。ドーパミンニューロンの発生機構・機能の

研究、さらにはパーキンソン病の治療法の開発のためには、ドーパミンニュー

ロンそのものを生きたまま同定・分離することが必要であるが、それは従来

の技術では不可能であった。我々は、tyrosine hydroxylase（TH）遺伝子のプ

ロモーターの制御下でEGFPを発現するトランスジェニックマウスからドー

パミンニューロンをEGFP陽性細胞として生きたままセルソーターを用いて

分離した。分離した細胞を６-OHDAによるパーキンソン病モデルラットに移

植したところ、ホスト線条体内に生着し、アンフェタミン投与によって誘発

される回転運動を改善させた。こうして、パーキンソン病様の症状を回復さ

せる能力を持った機能的なドーパミンニューロンをEGFPを用いて標識し分

離することに成功した。このようにして得られた細胞集団は、ドーパミン

ニューロンの分子細胞生物学的な研究において貴重な材料を提供するものと

考えられる。また、この技術は様々な細胞を含む培養細胞集団からパーキン

ソン病治療に必要なドーパミンニューロンを選択的に分離する際にも役立つ

ものと思われる。

Ｂ）胎仔中脳腹側部より直接分離した神経系前駆細胞の成体脳内におけるドー

パミンニューロン産生能の解析：海外でパーキンソン病患者への移植に用い

られているヒト胎児中脳腹側部組織には、神経系前駆細胞と未熟なドーパミ

ンニューロンが含まれている。試験管内で増幅させた神経系前駆細胞の移植

実験後のドーパミンニューロンへの分化効率が非常に低いことから、従来、

胎児組織移植による機能回復は主として移植前から既に存在していたドーパ

ミンニューロンが生着したことによるものであると考えられていた。我々

は、Nestin-EGFPマウスおよびラットの胎仔中脳腹側部より神経系前駆細胞
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を直接分離して、その機能を解析した。セルソーターによって分離した

EGFP強陽性の細胞は、神経系前駆細胞のマーカー分子を発現し、一方ドー

パミンニューロンのマーカーは発現していないことを確認した。これらの細

胞は試験管内で増殖した後にドーパミンニューロンに分化した。分離した

EGFP強陽性細胞を直接６-OHDAによるパーキンソン病モデルラットの線条

体へ移植し、BrdUを一定期間投与した後に解析を行ったところ、宿主組織中

で増殖した後でTH陽性のドーパミンニューロンに分化したことが確認され

た。移植を行った全ての個体においてアンフェタミン投与によって誘発され

る回転運動の改善が認められた。これらの結果より本来胎仔中脳腹側部の神

経前駆細胞には成体脳線条体中でドーパミンニューロンへ分化する能力が備

わっていることが証明された。前駆細胞の移植では宿主組織内での自己複製

が期待でき、軸索伸長の能力も成熟したニューロンより優れていることが予

想される。従って、ドーパミンニューロンへの分化能を低下させずに試験管

内で増殖させる方法、あるいは移植後のドーパミンニューロンへの分化を促

進する方法が改善されれば、神経系前駆細胞はパーキンソン病治療のための

優れた材料となるものと考えられる。
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