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研究成果の概要： 
成獣終脳皮質における神経系前駆細胞の性質を組織学的手法によって解析した。正常状態

では、分裂している細胞のうち、NG2 陽性未分化細胞が約 95％を占め、そのうち、ごく

少数がオリゴデンドロサイトに分化するが、ほとんどが未分化で存在することが分かった。

レトロウイルスベクターを用いてこれらの細胞に遺伝子導入を試みたが、導入効率の点な

どから、本研究の in vivo 実験においては技術的に適さないことが分かった。 
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研究分野：総合領域 
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１．研究開始当初の背景 
成獣脳内には、脳室下帯と海馬歯状回の 2箇
所でニューロン新生が起きていることが知
られているが、その他の領域ではニューロン
新生が起きないと一般に考えられていた。し
かしながら近年、終脳皮質などの非ニューロ
ン新生領域」においても、僅かではあるがニ
ューロン新生が起きているという報告があ
る一方、それを否定する報告もあり、意見の
一致が得られていなかった。また、「非ニュ
ーロン新生領域」においても、少数の分裂増
殖細胞が存在し、これまでオリゴデンドロサ

イト前駆細胞であるとされてきた NG2（コン
ドロイチン硫酸プロテオグリカンのひとつ）
陽性の細胞であることが知られていた。また、
NG2 陽性細胞（NG2(+)）は、少なくとも細胞
培養系においてニューロンやアストロサイ
トにも分化可能な多分化能を持った細胞で
あることが示されていた。以上のことから、
正常な成獣終脳皮質における NG2(+)が、生体
内でもニューロンに分化するか否か、あるい
は NG2(+)以外の未分化細胞のマーカーを発
現する神経幹細胞/前駆細胞が存在するかは
不明であった。 
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２．研究の目的 
本研究では、主に以下の 3点の項目について
研究を進める。 
（１）終脳皮質において分裂増殖している神
経系前駆細胞を、主に組織化学的手法を用い
て詳細に分類し、その性質を明らかにする。 
 
（２）ウイルスベクターを用いて、神経系前
駆細胞を GFP 標識することで、これらの細胞
の長期間にわたる fate mapping 実験を行い、
どのようなマーカーを発現する細胞に分化
してゆくかを追跡して明らかにする。 
 
（３）通常、幹細胞/前駆細胞の GFP 標識を
おこなう際にはレトロウイルスベクターが
用いられるが、正常終脳皮質の NG2(+)の数か
ら考えて、非常に効率が悪いと予想される。
本研究では、レトロウイルスベクターに代わ
り、レンチウイルスベクターを基本とした新
たな神経系幹細胞/前駆細胞標識システムの
開発を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
解析には成体 Wistar ラット（８週齢、オス）、
あるいは成体 ICR マウス（6 週齢、オス）を
用いる。 
（１） 正常終脳皮質に存在する神経系幹/
前駆細胞の性質についての組織学的解析 

現在のところ、神経系幹/前駆細胞に対する特
異的なマーカーは知られていない。しかし、
最も重要な性質は、分裂増殖をおこなう事で
ある。この性質を利用して、成獣終脳皮質で
分 裂 増 殖 し て い る 細 胞 を BrdU 
(5-bromo-2’-deoxyuridine；核酸類似体のひ
とつで、DNA 複製の際に染色体に取り込ま
れる)で標識する。 
 
① 組織学的解析のための免疫染色条件至
適化  
BrdU 陽性の細胞種を同定するためには、他
のマーカー抗体を用いて二重染色する必要
があるが、BrdU 検出には、塩酸処理など非
常に厳しい条件を必要とする。この前処理が、
BrdU 以外のマーカー分子の抗原性を損なう
可能性があるが、これまでの報告では、厳密
な至適化を検討した研究はない。本研究では、
one step 染色法（塩酸処理後、抗 BrdU 抗体
と他の抗体を同時に反応させる）と two step
染色法（他の抗体を二次抗体まで反応させた
後、塩酸処理、抗 BrdU 抗体を反応させる）
を比較し、二重染色の条件至適化をおこなう。
各種細胞腫のマーカーは、以下の抗体を用い
る。オリゴデンドロサイト前駆細胞/神経系前
駆細胞：NG2、成熟ニューロン：NeuN、ア

ス ト ロ サ イ ト ： S100b と Glutamine 
synthetase、ミクログリア：IbaI、血管内皮
細胞：RECA-1、オリゴデンドロサイト系細
胞（前駆細胞と成熟細胞）：Olig2（オリゴデ
ンドロサイトの発生分化に必須の転写調節
因子）、分裂細胞：Ki67  
 
② 短期標識実験 
BrdU(50mg/Kg)投与後 5 時間で、常法に従い
ラットを灌流固定し、組織学的解析に供する。
BrdU(+)を上記のマーカー分子を用いて同
定・計数する 
 
③ 長期標識実験 
BrdU は生体内で代謝され、投与後 1 時間以
内に組織学的手法では検出限界以下の濃度
になる。神経系幹/前駆細胞の細胞周期は非常
に長い可能性があり、単回投与では標識効率
が 悪 い 可 能 性 が あ る 。 そ の た め 、
BrdU(50mg/Kg)を 1 日３回（朝、昼、夜）3
日間あるいは 7 日間連続投与することで、長
い細胞周期を持つ分裂増殖細胞を BrdU標識
し、その細胞種を同定する。同時に 3 日間、
あるいは 7日間で分化した細胞種を同定する。 
 
（2）ウイルスベクターを用いた神経幹/前駆
細胞特異的 GFP 標識と、新たな標識システ
ム開発の試み  
① GFP を発現するレトロウイルスベクタ
ーを、成獣終脳皮質に複数箇所に注入するこ
とで、分裂像食細胞特異的に標識する事を試
みる。 
 
② 正常状態では、分裂する神経系幹/前駆細
胞の絶対的数が非常に少なく、しかも細胞周
期は非常に長い。また、注入針による傷害を
避けることはできない。この問題を解決する
ために、レンチウイルスと、活性誘導型
Cre-LoxP システムを基本とした新たな分裂
細胞特異的遺伝子導入システムの開発を試
みる。 
細胞周期制御因子など、分裂細胞特異的に働
く遺伝子とそのプロモーターが、いくつか同
定されている。これらのプロモーター下流に
CreERT2（タモキシフェンによる活性誘導型
Cre recombinase）を結合した発現ユニット
をレンチウイルスベクターに組み込む。この
ウイルスベクターを、Cre のレポーターライ
ンマウスに注入する。ウイルスベクター注入
時の損傷と避ける事と、多くの細胞に
CreERT2 発現ユニットを導入する目的で、
胎生中期の胎仔脳に注入する。成獣期にタモ
キシフェンを投与することで、Cre 活性が誘
導され、プロモーター特異的、つまり増殖細
胞特異的にレポーター遺伝子の発現が誘導
される。 
このシステムを実現するために、最も重要な



 

 

点は、プロモーターの選別である。すでに報
告のあるいくつかの細胞周期制御に関わる
因子などのプロモーターと GFP を結合した
発現ユニットをレンチウイルスに組み込む。
これを成獣終脳皮質に注入し、GFP と分裂細
胞のマーカー（BrdU や KI67 など）を指標
に、in vivo で分裂細胞特異的な標識が可能な
プロモーターを選別する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）組織学的解析結果 
① 抗 NG2 抗体による免疫染色では、固定液
のホルムアルデヒド濃度が重要であり、２％
以下の低濃度で固定する必要がある事がわ
かった。 
 
② 二重染色において、BrdU 染色に必要な前
処理のタイミング（one step あるいは two 
step 染色）で、明らかな違いは確認されなか
ったが、two step 染色の方が若干良好であっ
た。そのため、定量的解析は tow step 染色
した切片を用いた。 
 
③ 灌流固定後、血管内に残留する分裂中の
白血球が少なからず存在し、しかも BrdU 陽
性であるが、形態学的に脳実質中の分裂細胞
と区別可能であった。BrdU 陽性白血球は、定
量的解析から除外した。 
 
④ 以上の結果を踏まえて、正常終脳皮質に
存在する分裂増殖細胞（BrdU(+)）を、各細
胞種に対するマーカーを用いて厳密に同定
した。BrdU 短期標識実験の結果を表にまとめ
て以下に示す。 
 

細胞種 % of BrdU(+) 

NG2 陽性細胞 91.78 + 0.08 

血管内皮細胞 8.28 + 1.82 

ミクログリア 0.51 + 0.51 

アストロサイト 0.93 + 0.93 

オリゴデンドロサ
イト系細胞
(Olig2(+)) 

 
93.83 + 0.82 

 
⑤ 以上から、正常な成獣終脳皮質における
分裂増殖細胞は、ほとんどが NG2(+)であり、
それ以外では、ごく少数のグリアおよび血管
内皮細胞が分裂していることが分かった。
BrdU 長期標識実験（最長 7 日間）の結果も、
ほぼ短期標識実験と同様の結果を得た。 
BrdU(+)のうち、NG2(+)の集団と、Olig2(+)
の集団がほぼ一致したことから、BrdU(+)の
ほとんどはオリゴデンドロサイトに分化し
てゆくことが推測された。長期標識実験の結
果、分裂した BrdU 陽性娘細胞が対になって

存在していた例が多数観察されたが、多くは
NG2(+)/Olig2(+)と NG2(-)/Olig2(+)の組み
合わせであった事も（図１）、上記の推測を
支持する結果となった。このことは、正常成
獣終脳皮質には NG2(+)以外の未分化細胞マ
ーカー分子を発現する細胞は存在しないこ
とを意味する。また、本研究では、BrdU(+)
のニューロンは観察されなかったことから、
NG2(+)からニューロンへの分化には非常に
長い時間を要する可能性が示唆された。 
 
⑥ 本結果は、これまで問題となっていた
NG2やBrdUに対する免疫組織化学的検出方法
を至適化し、高い精度で分裂増殖細胞を同定
した初めての成果である。本研究結果は今後、
当研究分野において高い頻度で引用される
ことが予想される。 
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Olig2     Hoechst         Merge 
図１ 多くの NG2(+)はオリゴデンドロサイト
へと分化する。 BrdU 長期投与の結果、
NG2(+)は分裂し、一方は NG2(+)のままである
が、もう一方は NG2(-)の娘細胞が多数検出さ
れる。両者共に、Olig2 陽性であることから、
オリゴデンドロサイト系（未分化）細胞であ
る。NG2(-)/Olig2(+)細胞は、成熟オリゴデ
ンドロサイトに分化してゆくと推測される。 
 
 
（２）ウイルスベクターによる GFP 標識 
① 通常のレトロウイルスベクターを、成獣
終脳皮質に注入した結果、注入針によって誘
導された反応性アストロサイトが特異的に
GFP 陽性になり、その他の細胞種は陰性であ
った。レトロウイルスは細胞周期のＭ期に、
核膜が消失する時だけベクターが細胞の核
に移行することができる。また、NG2(+)は正
常状態では絶対数が非常に少ない。さらに、
成獣脳実質では、ウイルスベクターは、注入
部位から長い距離を移動・浸透することはで
きず、注入針周囲の細胞にしか感染しない。
そのために標識効率が非常に悪い事が原因
として考えられた。解決策として、レトロウ
イルスベクターを複数箇所に大量に注入す
る実験をおこなったが、やはり NG2(+)を特異
的に標識することはできなかった。以上の結
果から、正常成獣終脳皮質に存在する増殖細



 

 

胞をウイルスベクターで標識・遺伝子導入す
る目的には、レトロウイルスベクターは適さ
ないことが判明した。 
 
② 増殖細胞特異的な活性を持つプロモー
ターの選別において、既に報告のある細胞周
期制御因子（PCNA、cdc25c、RRM1 など）のプ
ロモーターをレンチウイルスに組み込み、成
獣終脳皮質に注入した後、GFP の発現を指標
に評価した。その結果、検討したプロモータ
ー全てにおいて、非分裂細胞であるニューロ
ンが GFP陽性になることが分かった。しかも、
GFP 陽性細胞のうち、ほとんどがニューロン
であり、グリアなど他の細胞種はごく少数が
標識されるにとどまった。これまで報告され
たプロモーターアッセイの結果は、in vitro
培養細胞でおこなわれており、in vitro と
in vivo では大きく異なる可能性が示唆され
た。初代培養ニューロンに対して、これらの
レンチウイルスを感染させた場合、混入した
線維芽細胞（活発に増殖する細胞）が特異的
に GFP 陽性になるが、ニューロン（非分裂細
胞）はほとんど陰性であったことからも（図
２）、この可能性を支持する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GFP      TuJ1（ニューロン） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hoechst（核）          Merge 
図２ 細胞周期制御因子プロモーター制御
下に GFPを発現するレンチウイルスベクター
を初代培養ニューロンに感染させた結果。 
GFP 陽性細胞は全て混入した線維芽細胞であ
り、in vitro ではプロモーターは増殖細胞に
おいてのみ機能する。 
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