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研究成果の概要（和文）：オリゴデンドロサイト(OL)発生に必須の転写因子であるOlig2の新規結合分子として
同定したObp2の中枢神経系特異的ノックアウトマウスの解析から、Obp2がDNA損傷-p53経路の制御を介して、神
経前駆細胞およびOL前駆細胞の維持に必須であること、Obp2のtruncated formであるOIFがOL関連遺伝子の転写
を促進することでOL分化を強力に誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified a novel Olig2 binding factor, Obp2 and analyzed central 
nervous system-specific Obp2 mutant mice. These mice exhibited severe loss of oligodendrocyte 
differentiation without motor neuron defects.We further found that Obp2 contributed to the 
maintenance of Olig2-positive neural precursor cells and oligodendrocyte progenitor cells through 
the regulation of DNA damage-p53 axis in central nervous system.
We also demonstrated that OIF, which is a truncated form of Obp2 strongly induced the 
transcriptional activity of oligodendrocyte related genes such as PLP and MBP, and promoted 
oligodendrocyte differentiation in dysmyelinating mice. 
In conclusion, we suggest that Obp2 is indispensable for oligodendrocyte development and OIF could 
be useful for the therapy of demyelinating diseases. 

研究分野：神経解剖学・神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
 
オリゴデンドロサイト(OL)は中枢神経系
における神経軸索にミエリンを形成するこ
とで跳躍伝導を可能にするほか、軸索保護な
どにも寄与する。ミエリン構造の破綻は重篤
な神経異常をきたし、多発性硬化症やペリツ
ェウス・メルツバッハー病などの脱髄疾患お
よびミエリン形成不全症の原因となる 
(Seitelberger F et al. Brain Pathol, 1995; 
Franklin RJ, Nat Rev Neurosci, 2002)。し
たがって、オリゴデンドロサイト分化機構や
ミエリン形成機構を明らかにすることは、こ
れらの難治神経疾患の原因解明と、その治療
法開発に繋がることが期待されている。OL
分化およびミエリン形成は Olig2、Olig1、
Sox10、Mrfなどの転写因子群と Shh、EGF、
TH、NT-3などの細胞外来性因子や神経軸索
からのシグナルが密にクロストークするこ
とで促進される。これらの因子は OL発生に
必須であることが報告されているが、脱髄疾
患モデル動物や ES細胞および iPS細胞を用
いた gain-of-function 実験では効率的な OL
分化誘導が実現されているとは言いがたい
状況である(Goldman SA and Kuypers NJ 
et al. Development 2015)。このような背景
から、OL 分化およびミエリン形成を効率的
に誘導する新規分子の同定とそのメカニズ
ムの解明が求められていた。我々は予備実験
として、マウス胎仔脳における酵母ツーハイ
ブリッドスクリーニングを行い、Olig2 と結
合する新規分子の探索を試みた結果、複数の
候補分子を同定することに成功した。その一
つである Obp2 (Olig2-binding protein 2)は
RNA プロセシングや転写調節に関与する分
子として知られている。興味深いことに、
Obp2 のスクリーニングで同定された領域を
発生期ニワトリ胚および胎仔マウス脳に導
入したところ、多くのミエリン関連遺伝子の
発現が顕著に誘導された。胎生期は成熟 OL
が産生されない時期であるため、Obp2 ある
いは OIF (oligodendrocyte inducing factor)
と名づけた Obp2の一部領域が OL分化を強
力かつ効率的に誘導する有用な分子となる
可能性が示唆された。 

 
２．研究の目的 
 
本研究はObp2およびOIFが生体レベルで

OL 分化およびミエリン形成を制御すること
を明らかにし、その分子メカニズムを解明す
ること、これらの分子がミエリン形成不全症
および脱髄疾患においても有力な標的候補
分子であると示すことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 
(1) Obp2の全身ノックアウトマウスは初期胚
の段階で致死となるため、Obp2-flox マウス
とNestin-Creマウスを掛け合わせることで、

中枢神経系特異的 Obp2 コンディショナルノ
ックアウト(cKO)マウスを作製し、OL 発生へ
の影響を組織学的および分子生物学的手法
により解析した。 
 
(2) Obp2 cKO マウスにおける OL 発生異常の
原因となる分子動態を特定するために、
RNA-seq によるトランスクリプトーム解析を
行った。胎生 14.5 日目対照マウス、Obp2 cKO
マウスそれぞれ 2 匹の脊髄から mRNA を抽出
し、ライブラリーを作製後、Illumina Hiseq 
4000 でシークエンスを行った。 
 
(3) OIF による OL 分化促進作用が OL 分化異
常を呈するマウスにおいても発揮されるか
検討した。OL分化異常マウスとして Olig2 ノ
ックアウト(KO)マウスと、ミエリン形成不全
マウスとして知られる Shiverer マウスを使
用した。Olig2 KO マウスでは、胎生 14.5 日
目に子宮内エレクトロポレーション法を用
いて大脳皮質に OIFプラスミドと GFPプラス
ミドを共導入し、胎生 17.5 日目に脳を固定
し て 凍 結 切 片 を 作 製 後 、 in situ 
hybridization 法により、OL 関連遺伝子群の
発現を確認した。また、6-7 週齢の Shiverer
マウスの脳梁内の OL 前駆細胞にアデノ随伴
ウ イ ル ス (AAV5-IRES-GFP お よ び
AAV5-OIF-IRES-GFP)を感染させた。5 日後、
脳を固定して凍結切片を作製後、OL 関連マー
カーとGFP抗体による二重免疫染色を行った。 
 
(4) OIF による OL 分化促進が、関連遺伝子の
直接的な転写活性化によるものか検討する
ため、OL 関連遺伝子であるマウス PLP および
MBP プロモーターにルシフェラーゼ遺伝子を
連結したコンストラクトとOIFプラスミドを
COS7 細胞株に導入し、レポーターアッセイを
行った。 
 
(5) OIF の OL分化を促進する責任領域の絞込
みを行った。予備実験より、マウス OIF がニ
ワトリ胚脊髄における OL 関連遺伝子発現を
誘導したことを踏まえ、ニワトリ由来の OIF
に相当する Obp2 の C 末端領域を子宮内エレ
クトロポレーション法により胎生期マウス
大脳皮質に導入した。さらに、マウス OIF の
うち、ニワトリ OIF と相同性の高い領域の C
末端側から 60 アミノ酸をコードする領域
(cOIF)および相同性の低い N 末端側から 44
アミノ酸をコードする領域(nOIF)を選定し、
それぞれを胎生期マウス大脳皮質に導入し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 中枢神経系特異的 Obp2 cKO マウスにお
ける OL 発生異常の解析 

 
① 中枢神経系におけるObp2の発現パターン
をin situ hybridization法により解析した。



胎生 11.5 日目の大脳および脊髄において、
Obp2 は脳室帯周囲すなわち未分化な神経前
駆細胞で高い発現が認められた。 
 
② Obp2 は広範囲に発現しているため、中枢
神経系特異的 Obp2 コンディショナルノック
アウト (Nestin-Cre:Obp2 cKO)マウスを作製
した。このマウスは生後まもなく死亡した。
出産直前である胎生 18.5 日目のマウス脳で
は、広範囲の出血と、大脳皮質の希薄化およ
び大脳基底核原基の欠損が認められた。一方、
脊髄では全体的な萎縮が認められたが、組織
構造は保たれていた。 
 
③ Obp2 cKO マウスの OL発生への影響につい
て検討するため、胎生 17.5 日目脊髄の OL 関
連遺伝子の発現を in situ hybridization 法
を用いて確認したところ、Olig2, Olig1, 
Pdgfrα, Cnp などの OL 関連遺伝子群が顕著
に低下していた(図 1)。 

 
④ OL 発生異常が生じる時期を特定するため、
マウス脊髄において OL 発生が始まる直前の
胎生 11.5 日目から胎生 17.5 日目で、Olig2
および Pdgfrαの発現を免疫染色および in 
situ hybridization 法を用いて検討した。そ
の結果、Obp2 cKO マウスの脊髄では、OL 発
生開始後の胎生 13.5 日目から Olig2 および
Pdgfrαの発現が有意に減少した。一方、胎
生 11.5 日目から 14.5 日目にかけて、運動ニ
ューロンマーカーであるHB9およびIslet1/2 
陽性細胞数に有意な差はなかった。 
 
⑤ OL 前駆細胞が減少した原因を細胞死ある
いは細胞周期の停止であると考え、胎生 14
日目脊髄を用いて細胞死マーカーである
Cleaved caspase-3 あるいは細胞周期マーカ
ーである Ki67 を、Olig2 と二重免疫染色した
ところ、Olig2 陽性細胞における Cleaved 
caspase-3/Olig2共陽性細胞率がObp2欠損脊
髄で有意に増加した。一方、Ki67/Olig2 共陽
性細胞率に顕著な変化は認められなかった。 
 
⑥ Obp2欠損マウスにおけるOL発生異常の分
子的背景を特定するため、RNA シークエンス
によるトランスクリプトーム解析を行った。
対照マウス群と比較し、Obp2 欠損マウス群で
発現が有意に減少していた遺伝子は 61 個、
増加していた遺伝子は 64 個であった。Gene 
ontology 解析の結果、同定した遺伝子のう
ち、発現が減少した遺伝子群は OL 関連遺伝

子が最上位にランクされ、発現が増加した遺
伝子群はDNA損傷-p53経路の下流遺伝子が最
上位にランクされた。これらの遺伝子群の変
動はリアルタイム PCR でも確認した。 
 
⑦ ⑤、⑥の結果を踏まえ、Obp2cKO マウスに
おける OL 前駆細胞の顕著な減少は、DNA 損傷
-p53 経路の活性化による細胞死が主たる原
因であることが推測されたため、DNA 損傷マ
ーカーであるγH2AXまたはp53とOlig2との
二重免疫染色を行ったところ、胎生 13.5 日
目 Obp2 cKO マウス脊髄において、Olig2 陽性
細胞におけるγH2AX/Olig2 共陽性率、
p53/Olig2 共陽性率ともに有意に増加してい
た。さらに、p53 経路の下流遺伝子である p21
および Baxの発現が顕著に上昇していること
もin situ hybridization法により確認した。 
 
(2) OIF による OL 分化促進機構の解析 
 
⑧ OIFによるOL分化促進作用がOL分化異常
マウスでも発揮するかを検討した。OIF を胎
生期 Olig2 KO マウスの大脳皮質に強制発現
させたところ、野生型マウスの結果と同様に、
PLP や MBP などのミエリン関連遺伝子群の顕
著な発現上昇が認められた。次に、ミエリン
形成不全マウスである 6-7 週齢 Shiverer マ
ウスの脳梁および大脳皮質にOIFを導入した
ところ、CC-1 陽性オリゴデンドロサイトの数
の増加が確認された。 
 
⑨ OIF によるミエリン関連遺伝子の発現促
進が直接的な転写活性によるものかを検討
するため、マウス MBP および PLP プロモータ
ー連結ルシフェラーゼ遺伝子を用いたレポ
ーターアッセイを行った。その結果、OIF 強
制発現により、PLP および MBP プロモーター
の活性が有意に上昇した(図 2)。 

 
⑩ ニワトリ由来Obp2のC末端(96アミノ酸)
をコードする領域を胎生期マウス大脳皮質
に導入したところ、OIF と同様にミエリン関
連遺伝子群の顕著な発現亢進が認められた。
このことから、マウス由来 OIF とニワトリ由
来 OIF には OL 分化促進に関与する共通のド
メインが存在することが示唆された。そこで
マウス OIF を、ニワトリ OIF と相同性の高い
領域(C末端側から 60アミノ酸; cOIF)と低い
領域(N末端側から 44アミノ酸; nOIF)に分け、
それぞれを胎生期マウス大脳皮質に強制発



現させた。その結果、cOIF はミエリン関連遺
伝子の発現が顕著に亢進したが、nOIF では認
められなかった。 
 
以上の結果より、中枢神経系における OL
発生に必須の転写因子Olig2に結合する新規
分子 Obp2 は DNA 損傷-p53 経路を制御するこ
とで Olig2 陽性神経前駆細胞および OL 前駆
細胞の増殖または維持に寄与していること
が示唆された。近年、Olig2 は神経前駆細胞
およびグリオーマにおけるp53の活性化を抑
制することで増殖を維持することが報告さ
れている(Sun Y et al. Neuron 2011; Mehta 
S et al. Cancer Cell 2011)。よって、Obp2
も Olig2 による p53活性化抑制機構に協調し
ている可能性がある。 
Obp2 の truncated form である OIF は、少
なくとも一部のミエリン関連遺伝子におい
ては、それらのプロモーターを活性化するこ
とで転写を促進することがわかった。さらに、
OIF は OL 前駆細胞から OL への分化を顕著に
促進することを細胞レベルでも示された。
Obp2 欠損マウスにおけるトランスクリプト
ーム解析で、OL 分化促進に関与する遺伝子群
の低下も検出されたことから、OIF が Obp2 の
OL 分化に関する責任領域であることが考え
られる。今後は、種々のミエリン形成不全マ
ウスおよび脱髄疾患モデルマウスを用いて、
OIFのOL分化促進効果を評価することを計画
している。また、OIF の OL 分化関連ドメイン
の絞込みと、OIF 分子の最小化を計ることで、
脱髄性難治神経疾患のペプチド医薬開発に
向けた足がかりとしたい。 
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