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1.研究実施の概要 

［1］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 

（A）神経幹細胞に強く発現するRNA結合蛋白質Musashiファミリーの機能解析 

（B）神経幹細胞の長期維持機構関する研究 

（C）Huタンパク質による神経幹細胞の分化制御機構の解明 

（D）ショウジョウバエ成虫型神経幹細胞をモデルとした幹細胞生物学 

（E）modifierによるNotch signalingの微細な調節 

（F）大脳壁における神経幹細胞の分裂様式とニューロン産生ならびにその移動につい

て 

（G）大脳皮質神経細胞の層特異的運命決定の機構 

［2］ES細胞より分化誘導した神経細胞のFACSによる分離・培養・移植 

［3］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 

 

2.研究実施内容 

［1］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 

（A）神経幹細胞に強く発現するRNA結合蛋白質Musashiファミリーの機能解析 

musashi1, musashi2の二重ノックアウトマウスを作成したところ、胎生期の神経系組

織の構築において細胞数の減少、皮質層構造の乱れが生じていることが明らかになった。

また、小腸においては、HES1陽性であるcryptの幹細胞にMusashi1が強く発現しているこ

とが明らかとなった。現在、上皮性の幹細胞におけるMusashi1の役割について、上流のシ

グナルによる発現制御と蛋白質の機能の両側面から解析を行っている。さらにショウジョ

ウバエ感覚母細胞(Sensory Mother Cell)の非対称性分裂に必須であるDrosophila 

Musashiは、非対称性分裂時の細胞極性に従って、非対称な蛋白質修飾がなされている可

能性を示す知見を得た。 

（B）神経幹細胞の長期維持機構関する研究 

gp130、そして神経幹細胞のmitogenであるEGFのレセプターの下流で働くシグナル伝達

分子であり、MAP kinase経路の活性化に関与しているGab1の欠失変異体マウスにおける神



経幹細胞の動態を含めた中枢神経系発生の異常を解析した。Gab1のホモ欠失変異体（gab-

/-）胎生１２日目の脊髄におけるオリゴデンドロサイト前駆細胞の数をolig2の発現によ

って野生型と比較したところ、有意に低下していた。また、脊髄における細胞増殖をBrdU

の取り込みにより測定したところ、gab-/-胎仔では有意な低下が観察された。また、線条

体と同様にEGF依存的なneurosphereの形成はほとんど見られなかった。しかしながら、

TUNEL法によって検出されるアポトーシスには変化が見られなかった。一方、胎生１４日

目の脊髄をCNTF存在下で単層培養し、アストロサイトおよびオリゴデンドロサイトの分化

を観察したところ、gab-/-細胞は野生型に比べてアストロサイトの分化マーカーである

S100とGFAPの発現、オリゴデンドロサイトの分化マーカーであるPLPの発現が亢進してい

た。以上の結果から、Gab1がオリゴデンドロサイト前駆細胞を含めた神経系前駆細胞の増

殖に必要であり、その一方でアストロサイトおよびオリゴデンドロサイトの分化あるいは

成熟を抑制することが明らかになった。 

（C）Huタンパク質による神経幹細胞の分化制御機構の解明 

神経幹細胞の増殖から神経分化へのスイッチングとそのタイミングを転写後調節によ

って制御していると考えられている神経特異的RNA結合タンパク質Huの生化学的および遺

伝学的機能解析を行った。組み換えアデノウイルスによるHu強制発現系を使って培養細胞

（293T細胞、Saos-2細胞および培養神経幹細胞）からHuとcomplexを形成する因子の精製

・ 同 定 を 試 み た 結 果 、 RNA 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る hnRNPK 、 NF45 、 Musashi1 、

methyltransferaseの１つであるSKB-1など６つの蛋白質がHuと複合体を形成することが明

らかとなった。今後これらの蛋白質複合体がどのように転写後調節に関わるのか、その分

子メカニズムを明らかにしていく。一方、Huファミリーのうち、HuDおよびHuBを欠損する

マウスを作製し解析した。HuD欠損マウスは正常に出生するが、運動失調、下肢の反射異

常、体重増加不良を示す。発生過程の器官構築に大きな異常は認めないが、胎生１０日目

においては、第５、第８、第９脳神経の発生が野生型よりも遅延することが明らかになっ

た。早期の神経前駆細胞に強く発現すると考えられるHuBの欠損マウスは、出生直後に死

亡し、組織学的解析によって大脳皮質の発達が悪い上、ニューロンへの最終分化に障害が

あることを示唆する知見を得た。現在neurosphere assay により、HuB欠損マウス由来神

経幹細胞のin vitroにおける神経分化能を解析している。 

（D）ショウジョウバエ成虫型神経幹細胞をモデルとした幹細胞生物学 

Notch signalingは、その細胞内signalingのいくつかの段階において作用する

modifier 因子によってコンテクスト依存的に調節されていると考えられている。 ショウ

ジョウバエでは、modifier の一つNumbはニューロブラスト（神経幹細胞）が非対称分裂

する際にGMC (神経母細胞) 側に受け継がれ、そこでNotchの細胞内domainと結合すると同

時にendocytosisへ導くアダプターadaptinとも結合し負に調節していることがわかってき

た。我々の研究で、成虫型神経幹細胞の分化過程においてNotchは成虫型神経幹細胞で発

現し未分化状態を維持しているのに対し、NumbはGMC及びneuronで発現していることが明

らかになったので、NumbがNotchをdownregulateすることが成虫型神経幹細胞に分化する



ために必要であると考えた。しかしNumbの発現だけではNotchをdownreguate するのに十

分ではなく、Numbと共同して働くadaptinの発現が分化過程でよりtightに制御されており、

adaptinとNumbの共発現が成虫型神経幹細胞の分化の場所とタイミングと対応していた。

実際Numbと結合するもののendocytosis complexに導けないadaptinのdominant negative 

mutantでは成虫型神経幹細胞からneuronへの分化が著しく阻害されていた。現在、分化の

key factorであることがわかったadaptinの発現を制御する機構を解析中である。 

（E）modifierによるNotch signalingの微細な調節 

昨年Musashi1, Musashi2-ノックアウトマウスの解析からmusashiがngn+の内分泌前駆

細胞からのα細胞／β細胞の分化に関与する事を示したが、本年度はMusashi-1の

potentialなtaegetであるmNumbの関与をあきらかにする第一段階として、少なくも4つの

isoformsが知られているmNumbの局在を調べた。mNumbのshort formは内分泌細胞の分化に

伴ってupregulateされるのに対して、long formはdownregulateされることからmNumbは

splicing form 特異的な機能を果たしている可能性が考えられる。（F）大脳壁における

神経幹細胞の分裂様式とニューロン産生ならびにその移動について：＜狙いと実験計画お

よび実施内容＞大脳壁でのニューロン産生とその初期移動については、従来、radial 

glial guidance説で説明されてきた。しかし、この概念が矛盾することが近年明かにされ、

新たな正しい概念が待ち望まれている。大脳壁における神経上皮細胞(P)からニューロン

(N)が発生する細胞分裂とこれに引き続けておこるニューロンの初期移動の細胞機構を、

大脳皮質のスライス培養系を用いて調べた。（なを、今日ではradial glial cellsが神経

上皮細胞そのものであることが実証されている）。培養条件を改良することによって、よ

り長期にまた、P→N+P分裂をより確実に記録することが可能になった。その結果、初期の

皮質では、新生ニューロンは親のbasal processを引き継いで誕生し、このprocessの中を

核が移動するtranslocationのモードで移動することを確証した。新生したPは新たな

basal processを軟膜側へと急速に伸長し、軟膜面に接着した後に再度細胞分裂相に入り

新たな姉妹細胞を誕生させた。また多くの例で、親のbasal processと子のbasal process

が遊離して存在した。このことは、ニューロンの移動が他細胞のradial glial fiber（今

日では、basal process）に依存しないことを示している。これらの結果は、basal 

processを持つ神経幹細胞(P)からそのprocessを受け継いだNと、そうでないPが誕生する

こと（自己再生的である、細胞形態から非対称分裂）。Nは親のbasal processの方向に規

定されてtranslocationのモードで移動すること。誕生したPは、新たなbasal processを

再生し、その再生位置に規定されて、次世代のニューロンの移動が規定されることを示し

ている。今回の研究から、従来のradial glial guidance説と全く異なった移動の概念を

提出した。 

［2］ES細胞より分化誘導した神経細胞のFACSによる分離・培養・移植 

ES細胞より、ドーパミンニューロンを従来より効率的に産生できる神経幹細胞を含む

神経前駆細胞を分化誘導するシステムを開発した。この分化誘導法によって得られるドー

パミンニューロンは、神経幹細胞を含む神経前駆細胞を分化させた細胞の70%に達した。



次に、FACSによって分離したドーパミンニューロンを産生する能力のあるES細胞由来神経

前駆細胞を6-OHドーパミンを用いて作製したパーキンソンモデルラットの線条体へ移植し、

治療効果を行動学的に解析した。しかしながら、期待された充分な治療効果は得られなか

った。そして、その原因を調べるために、移植細胞のホスト脳内における増殖・分化等に

ついて組織学的に解析を行ったところ、移植した前駆細胞の分化が不十分で、治療に必要

な量のドーパミンニューロンが得られていなかったことが分かった。一方、運動ニューロ

ンを従来より効率的に産生できる神経幹細胞を含む神経前駆細胞を分化誘導するシステム

も開発した。具体的には、ES細胞を浮遊培養に移し、低濃度のレチノイン酸存在下で

Embryoid Body (EB)を形成させ、そこから神経幹細胞に選択的な培養条件を使って神経幹

細胞を含む神経前駆細胞を増殖させた。これらの細胞をin vitroで分化させると、全細胞

の約30%が運動ニューロンのマーカーであるHB9陽性であった。 

［3］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  

ニューロン前駆細胞は多能性神経幹細胞よりも効率よく成熟型ニューロンへ分化する

ため、神経疾患を対象とした移植療法への応用が期待される。Nestinエンハンサー/プロ

モーター制御下でEGFPを発現するトランスジェニックマウスを作製し、EGFP陽性細胞を

FACSによって分離したところ、効率よく分裂してニューロンに分化することが明らかにな

った。 

また、変異型YFP（d4-Venus）を用い、新たなトランスジェニックマウスを作製したと

ころ、脳質周囲層に強い発現が見られ、分化型ニューロンが存在する中間層で陰性であっ

た。このことから、Nestin-d4-VenusはNestin-EGFPと比較し、より生理的なマーカーとな

りうると期待される。 

またHoechst33342というDNA結合色素による幹細胞分離法を試みたところ、SP細胞は神

経幹細胞を含むnestin-EGFP強陽性細胞および弱陽性細胞にまたがって存在していること、

成体神経幹細胞分画（CD24low/PNA low）に含まれること、Notch1が約６０％の細胞で発

現されていることが明らかとなった。 

さらに当研究室では大脳皮質形成時における神経幹細胞の性状解析を行うため、マウ

ス胎児期の神経組織を認識する抗体を作製し発現クローニングを行ったところ、radial 

gliaを染色する抗体の一つが既知の膜タンパク質を特異的に認識していることを確認した。 

［4］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 

ヒト神経幹細胞Neural Stem Cells（NSC）は、長期間培養することによって増殖させ

ることができるため、慢性期脳梗塞患者の神経学的機能の改善のための応用が期待されて

いる。脳梗塞の治療への応用の可能性を検討するために、我々はヒト神経幹細胞・前駆細

胞Neural Stem /Precursor Cells（NSPC）が濃縮されたニューロスフェアを７０週以上の

長期間に渡って培養した後に、虚血４日後のスナネズミ脳の障害部位に移植し、感覚運動

と認知機能を４週に渡って評価した。NSPCを移植された動物では、培地のみを注入した動

物と比較して、神経学的機能の改善が明瞭に認められた。NSCPを移植した動物の障害部位



の体積は、培地のみを注入した動物に比べ、著しく小さいことを明らかにした。移植され

たNSPCの約８％が主として梗塞部位の周辺に生着し、MAP2, GFAPまたはNG2を発現してい

ることを確認した。以上の結果から、長期培養後のNSPCは、虚血後のスナネズミ脳内で移

動し、ニューロンおよびアストロサイトに分化し、神経学的機能を改善させる能力を保持

しているものと考えられた。 

 

3.研究実施体制 

①岡野栄之 研究グループ（慶応義塾大学医学部/生理学教室） 

②研究題目：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 

①小川正晴 研究グループ（理化学研究所 脳科学総合研究センター） 

②研究題目：核移植による胎仔大脳皮質神経幹細胞の全能性 
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