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研究成果の概要（和文）：本研究課題は合成ポリマーアレイと蛍光イメージングによる神経幹細胞自己複製評価
という斬新な方法を用いたスクリーニング系で、神経幹細胞自己複製ニッチを機能的にミミックするポリマーを
得ることを手掛かりとして、神経幹細胞の自己複製の分子基盤を明らかにする目的で実施された。本研究によ
り、神経幹細胞の自己複製に必要なFGF2非添加時においても自己複製能を維持させるポリマーPA518と、そのよ
うな機能を有しない対照ポリマーPA417を得た。またPA518特異的結合蛋白質として6種類の分子量のバンドを同
定した。これにより今後質量分析による蛋白質同定および神経幹細胞自己複製ニッチ解明への展開が可能となっ
た。

研究成果の概要（英文）：Neural stem cells (NSCs) require a specific niche for their maintenance. 
However, its molecular basis is poorly understood. Although conventional approaches have been 
extensively done, the niche condition is still required to be studied. To solve this problem, we 
have established a polymer-based microarray system for screening NSC niche-mimicry. NSCs isolated 
from E14.5 mouse embryos were seeded on a glass slide on which 376 kinds of polymers were spotted. 
They attached strongly to several kinds of polymers. Among them, one acrylate-based polymer called 
PA518 maintained self-renewal capacity of NSCs, in spite of the differentiation-inducing 
FGF2-deficient condition. A control polymer, PA417, without such activity was also selected. Six 
proteins with different molecular weights were identified by SDS-PAGE of the proteins specifically 
bound to PA518. These achievements may contribute to the understanding of NSC niche by further study
 including mass spectrometric analysis.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患は人々の健康に大きな影響
を与えており多くの研究者が様々な観点で
精力的に取り組んでいるが未だ克服には至
っておらずブレークスルーを望む声は強い。
中枢神経系を構成する主要な3つの細胞種で
ある、ニューロン、アストロサイト、オリゴ
デンドロサイトに分化する能力を有する神
経幹細胞の分化制御の解明がその糸口の一
つとして期待されていたところである
（Sandoe et al., Nat. Neurosci., 2013）。
とりわけ神経幹細胞の自己複製を制御する
細胞外環境（ニッチ）は重要であるが全容解
明とは言い難い状況にあり、従来の遺伝子発
現プロファイリング等がカバーできない新
たなアプローチが必要とされていた。 
本課題はこのような状況を背景に、研究代
表者が海外共同研究者と開発を進めた、ポリ
マーを数百種類スポットしたアレイ上で神
経幹細胞の自己複製を蛍光イメージングす
ることでニッチをミミックする擬態分子と
してのポリマーを評価する方法で取り組む
ものであった。研究開始当初から現在にいた
るまで独創的と位置付けられるこの手法は、
ニッチを規定する構造が、糖鎖付加、リン酸
化、切断など種々の修飾や複数分子の組み合
わせの産物である場合にもニッチ特性を擬
態することが可能と考えられる。このユニー
クな手法に加えて、研究代表者が蓄積した神
経幹細胞の自己複製シグナルの研究成果
（Bizen et al., Stem Cells, 2014; Shimizu 
et al., Mol. Cell. Biol., 2008; Inoue et 
al., Stem Cells, 2006）も背景として本課
題は遂行された。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は合成ポリマーアレイと蛍光
イメージングによる神経幹細胞自己複製評
価という斬新な方法を用いたスクリーニン
グ系で、神経幹細胞自己複製ニッチを機能的
にミミックするポリマーを得て神経幹細胞
自己複製に寄与するニッチ分子と同分子受
容体の同定を行うことで、神経幹細胞の自己
複製の分子基盤を明らかにする目的で実施
された。 
この目的達成により得られる成果は、中枢
神経系の形成や機能に重要な役割を担う神
経幹細胞の自己複製に関する基本的概念の
提示につながることが予想され、さらには神
経変性疾患の新規治療戦略の開発に必要な
神経幹細胞ニッチシグナルの分子基盤を得
ることに展開可能であることから、学術的に
も社会的にも意義も大きいと考える。 
 
３．研究の方法 
 神経幹細胞自己複製ニッチ擬態ポリマー
は次のような方法で特定する。(a)化学合成
モノマーを多種類・多組合せで付加・重合し
た 376種類のポリマー群を 1枚のスライドグ
ラス上にトリプリケイトでドット状にアレ

イしたものを作製する。(b)胎生 14.5 日目マ
ウス終脳から調製した神経幹細胞画分を、同
じ一揃いのポリマーセットの載ったスライ
ド 2枚に同等に播種する。(c)播種後 24時間
付着させる。(d)ここまでの過程では神経幹
細胞を維持するために FGF2 を添加するが、
この後 FGF2 を抜く群と添加し続ける群の 2
群に分けて培養する。(e)72 時間後に細胞を
固定して未分化性マーカーnestin に対する
抗体染色と細胞数を定量するための核染色
を実施する。(f)蛍光イメージングにより各
ポリマーについて神経幹細胞自己複製ニッ
チ機能をどの程度有するかを計算する。 
この手法で特定する、FGF2 非添加において
も神経幹細胞の自己複製を導くヒットポリ
マーについて展開研究を進める。なお準備研
究で得られたコード名PA518のポリマーにつ
いて本研究課題では特に展開研究を先行し
て行う。すなわち、この PA518 について神経
幹細胞に対して FGF2 非添加でも自己複製能
を維持させる能力をどの程度有するかを、
neurosphere 形成を連続して 2 回行う「二次
neurosphere 形成アッセイ」により定量性を
加味して評価する。 
また前項で得られたヒットポリマー（先行
して PA518 を用いる）については、FGF2 非添
加時にも多分化能を維持したままにさせる
のかどうかを確認するためヒットポリマー
上で FGF2 非添加にて 72時間培養した神経幹
細胞について、ニューロン、アストロサイト、
オリゴデンドロサイトが分化してくるかど
うかを、それぞれの細胞系譜のマーカーに対
する蛍光免疫染色を行うことで調べる。 
 
４．研究成果 
(1)PA518 が神経幹細胞に対して FGF2 非添加
でも自己複製能を維持させることを確認す
るため「二次 neurosphere 形成アッセイ」で
評価した。胎生 14.5 日目のマウス終脳から
調製した培養神経幹細胞画分を、従来の培養
皿あるいは PA518 コート培養皿に播種し 72 
時間 FGF2 非添加処理後に二次 neurosphere
形成を行ったところ、後者の形成が有意に高
かった。 
 
(2)PA518 上で FGF2 非添加処理した神経幹細
胞が多分化能を有するかどうかも重要であ
ることから、FGF2 非添加処理 72 時間後に一
次 neurosphere を形成した細胞を、FGF2 非添
加で 5日間培養して、ニューロン、アストロ
サイト、オリゴデンドロサイトのマーカーで
ある Tuj1、GFAP、O4 に対して免疫染色した。
その結果、それぞれのマーカーに陽性である
細胞が検出された。このことから、PA518 上
で FGF2 非添加処理した神経幹細胞は、ニュ
ーロン、アストロサイト、オリゴデンドロサ
イトへの多分化能を有していることが確認
された。 
 
(3)PA518 結合蛋白質の同定のためには適切



な対照ポリマーを得ておくことが必要であ
る。合成ポリマーアレイスライド上に培養神
経幹細胞画分を播種しFGF非添加培養後に未
分化マーカー発現が低下したポリマーにつ
いて、細胞接着性が正常に見られるものを絞
り込み、対照ポリマーとして PA531 を同定し
た。これにより、神経幹細胞自己複製ニッチ
擬態ポリマーに結合する蛋白質の回収と質
量分析による同定についての準備が整うこ
ととなった。 
 
(4)スケールアップして PA518 をコートした
ディッシュ上でマウス神経幹細胞を培養し
て、PA518 に結合する分子を回収し、その同
定を試みた。その際、対照となるポリマー上
でも同様に神経幹細胞を培養して、非特異的
に結合する分子を回収することで比較検討
が可能となるが、前項で絞り込んだ対照ポリ
マーPA531 が予想外なことに、スケールアッ
プした実験では細胞接着性を再現できず、そ
の確認と再度の試行に時間を要することと
なった。 
 
(5)そのため、新たにスケールアップレベル
での対照ポリマーを探索することとし、海外
研究協力者と議論の上でリストした5種類の
対照ポリマー候補からPA417を選定すること
ができた。PA518 と PA417 のスケールアップ
レベルでのマウス神経幹細胞自己複製支持
能力解析ではPA518の高い能力が再現された。 
 
(6)PA518とPA417をスケールアップしてコー
トしたディッシュの上に、胎生 14.5 日目の
マウス終脳細胞を FGF2 存在下で 4 日培養し
て純度を上げた神経幹細胞を播種して1日培
養し、ポリマー結合蛋白質の回収実験を行っ
た。ポリマー特異的結合蛋白質の収量を増や
す一方、非特異的結合蛋白質を軽減するため
に、細胞を剥がす条件検討を行った。細胞が
十分剥がれるトリプシン反応条件で処理し
た神経幹細胞培養後のポリマーコートディ
ッシュに結合した蛋白質をSDSポリアクリル
アミド電気泳動（SDS-PAGE）サンプルバッフ
ァーで回収し、SDS-PAGE を実施してゲルを銀
染色した。その結果、PA518 特異的な分子量
25kD以下の6種類の分子量の蛋白質の存在を
示すバンドを同定することができた。 
 
(7)前項と同様の実験を繰り返し、類似分子
量を示す6種類の蛋白質の存在を確認するこ
とができた。これにより今後質量分析による
蛋白質同定をはじめとする神経幹細胞自己
複製ニッチ解明へと展開が可能となった。 
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