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研究成果の概要（和文）：発生期の神経幹細胞は、様々な因子によって時間・空間的に制御され、時期、領域特
異的にニューロン、オリゴデンドロサイト、アストロサイトへの分化が運命づけられている。しかしながら、神
経幹細胞からオリゴデンドロサイトへの運命決定メカニズムは未だ未解明な点が多い。本研究では、神経幹/前
駆細胞からオリゴデンドロサイト前駆細胞への運命決定機構にFGF-2が関与していることを明らかにした。ま
た、経時的な小脳の神経幹 /前駆細胞の性質を解析し、オリゴデンドロサイトへの運命決定に関与する転写因子
の候補を解析した。

研究成果の概要（英文）：The developmental regulation of cerebellar oligodendrocytes are largely 
unknown. Neural stem cells exist in the white matter of postnatal cerebellum,  We showed that 
cerebellar progenitor cells widely express CD44 at around postnatal day 3  (P3). Neurospheres formed
 from CD44+ cells differentiated mainly into oligodendrocytes and astrocytes. FGF-2 promoted 
survival and proliferation of CD44+ cells, and these cells differentiated into oligodendrocytes. 
Primary neurospheres generated from P8 cerebellum almost exclusively differentiated into astrocytes.
 To identify the candidate transcription factors involved in regulating this temporal change, we 
utilized DNA microarray analysis. The expression of zfp711, zfp618, barx1 and hoxb3 was higher in 
neurospheres generated from P3 cerebellum than from P8 by real-time quantitative PCR. Zfp618, barx1 
or hoxb3 expressed in the WM of the cerebellum at P3, but these transcription factors were absent 
from the WM of the P8 cerebellum.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
発生期の神経幹細胞は、様々な因子によ

って時間・空間的に制御され、時期•領域特
異的にニューロン、オリゴデンドロサイト、
アストロサイトへの分化が運命づけられて
いる。神経幹細胞から発生初期にはニュー
ロンが産生され、後期にアストロサイトが
産生されるメカニズムや、ニューロンとア
ストロサイトへの運命決定因子はよく研究
されている。しかしながら、オリゴデンド
ロサイトは産生領域が限定しており、培養
下では神経幹細胞から産生されるオリゴデ
ンドロサイトの割合の変化がニューロンや
アストロサイトとは異なりはっきり検出で
きない、などといった理由により、神経幹
細胞からオリゴデンドロサイトへの運命決
定メカニズムは未だ未解明な点が多い。ま
た、オリゴデンドロサイトの発生に関して
は、前脳、脊髄を中心に研究がおこなわれ
てきた。一方で、小脳のオリゴデンドロサ
イト発生は、その起源、制御機構に、不明
な点が多く、他の領域とは異なる可能性も
ある (Buffo et al., 2013, Prog Neurobio)。
大脳では出生前にほとんどの細胞運命が決
定されるが、小脳では出生後も白質に神経
幹細胞が残り、これからもニューロン、ア
ストロサイト、オリゴデンドロサイトが産
生される事が示唆されているが (Lee et al., 
2006, Nat Neurosci)、その制御機構はまっ
たく未解明である。 
我々はアストロサイト前駆細胞のマー

カーとして知られる CD44が小脳に強く発
現しており、発達期においてはアストロサ
イト前駆細胞だけでなく、一過的に神経幹/
前駆細胞、オリゴデンドロサイト前駆細胞
に発現していることを明らかにしている
（Naruse et al., 2013, PLOS One）。また
哺乳 8日齢のマウス小脳の神経幹/前駆細胞
は CD133 を発現し、EGF (epidermal 
growth factor) によって増殖しほとんどが
アストロサイトへ分化することを報告した 
(Okano-Uchida et al., 2013)。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、マウス小脳の神経幹/前駆細
胞の性質の経時的な変化を解析し、神経幹/
前駆細胞からオリゴデンドロサイト前駆細
胞への運命決定機構を明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 Flow cytometry (FACS) ま た は
Magnetic-activated cell sorting (MACS) にて表
面抗原をマーカーとし、神経幹/前駆細胞を哺
乳 3日齢と哺乳 8日齢のマウス小脳より回収
した。Neurosphere assayをおこない、その性
質を解析した。 
	 哺乳 3日齢のマウスから単離した小脳の神
経幹/前駆細胞、小脳の組織培養へ既知のオリ
ゴデンドロサイト前駆細胞への分化誘導因

子を添加し、その作用を検討した。 
また、哺乳 3日齢と哺乳 8日齢のマウス小脳
から単離した Neurosphere はオリゴデンドロ
サイトの分化能が大きく異なったので、DNA
マイクロアレイによりその遺伝子発現を比
較した。 
DNA マイクロアレイで発現変動がみられた
転写因子について real time PCRで定量をおこ
ない、哺乳三日齢のオリゴデンドロサイトへ
の分化能が高い neurosphere で発現が高い転
写因子について	 in situ hybridization 法によ
り発現解析をおこなった。 
 
４．研究成果	
	
	 哺乳 3日齢のマウス小脳よりFACSを用い
CD44 陽性 /陰性区画をそれぞれ回収し、
Neurosphereassay をおこなった。哺乳 3 日
齢の小脳の神経幹/前駆細胞は CD44 陽性で
あった (図 1A)。CD44 陽性細胞群から作成
した Neurosphere はアストロサイトとオリ
ゴデンドロサイトへと分化したが、ほとんど
神経細胞へは分化しなかった (図 1B)。 

              図 1 
 
 哺乳 3 日齢のマウス小脳より回収した
CD44 陽性細胞に既知のオリゴデンドロサイ
ト分化誘導因子を添加したところ、FGF-2 
(fibroblast growth factor)のみがその生存を
維持した (図 2 A)。FGF-2は CD44陽性細胞

をオリゴデ
ンドロサイ
トへと分化
誘 導 し た 
(図 2B,C) 。
一 方 で
CD44 陰性
細 胞 へ
FGF-2を添
加してもオ
リゴデンド
ロサイト前
駆細胞へは
分化しなか
った  (図 2 
C)。 
 
 
 

哺乳３日齢小脳のスライス培養に FGF-2 を
添加したところ、オリゴデンドロサイト前駆



細胞の増殖を促進した。一方で PDGF 
(Platelet-Derived Growth Factor)にその作
用は観察されなかった (図 3)。 

 
	 また FGF-2 はオリゴデンドロサイトの分
化を促進したが、アストロサイトの分化は促
進しなかった (図 4)。 
	 以上の結果より、哺乳 3日齢の小脳白質の
CD44 陽性前駆細胞は FGF-2 によってオリ
ゴデンドロサイトへ分化誘導されることが
示唆された。 

 
 次に、小脳の神経幹/前駆細胞の経時的な変
化を検討した。生後 3日齢のマウス小脳の神
経幹細胞から形成された neurosphere (P3 
neurosphere)はオリゴデンドロサイトとア
ストロサイトの両方へ分化したが (図 1, 図
5)、生後 8日齢のマウス小脳の神経幹細胞か
ら 形 成 さ れ た neurosphere (P8 
neurosphere)は、ほぼ全ての細胞がアストロ
サイトにのみ分化した (図 5)。 

	
 

 

神経幹/前駆細胞からオリゴデンドロサイ
トへの運命決定因子を探索するため、P3 
neurosphereと P8 neurosphere間で DNA
マ イ ク ロ ア レ イ を お こ な い 、 P3 
neurosphere で P8 neurosphere と比較し

て 3 倍以上高発現している転写因子をオリ
ゴデンドロサイトへの運命決定を誘導する
因子の候補として、スクリーニングした	
(図 6 A)。real time PCRによりその発現量
を定量したところ、zfp 711 (zinc finger 
protein 711)、zfp 618、barx1、 hoxb3が
オリゴデンドロサイトへ分化する P3 
neurosphere で高発現していることが明ら
かになった(図 6 B) 。 

	 これら 4つの転写因子の哺乳 3日齢と８日
齢の小脳における発現パターンを in situ 
hybridization法により解析した。zfp711は発現
が検出できなかった。zfp618、barx1、hoxb3
は、哺乳 3日齢のマウス小脳の白質の細胞に
発現が観察されたが、哺乳８日齢のマウス小
脳の白質ではそれらの発現は消失していた。 

以上の結果より zfp618、barx1、hoxb3は哺乳
3 日齢の小脳白質の前駆細胞に一過的に発現
していることが明らかになり、その分化制御
に関与している可能性が示唆された。 
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