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研究成果の概要（和文）：樹状細胞が分泌するMacrophage migration inhibitory factor (MIF) 
が神経幹・前駆細胞の細胞増殖活性を有すことや、神経幹・前駆細胞の自己複製能を亢進する

活性を有することを新たに明らかにするとともに、それらの活性を担う分子機構を解明するこ

とに成功した。また、MIF が神経幹・前駆細胞の細胞移動能を調節できることも、新たに明ら

かにした。これらの知見は、MIF による内在性神経・前駆細胞の活性化を基盤とした種々の神

経変性疾患治療への道を切り開いたと言える。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Macrophage migration inhibitory factor (MIF), which is secreted 

from dendritic cells, was identified as a new growth factor for neural stem/progenitor 

cells (NSPCs). MIF also could increase the self-renewal ability of NSPCs. In the present 

study, we identified molecules that support those functions. Furthermore, we clarified 

that MIF can control the cell migration of NSPCs. These findings will shed light on the    

therapeutic potential of MIF for the treatment of neural degenerative disorders through 

the endogenous NSPCs activation.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)免疫担当細胞である樹状細胞が神経幹・
前駆細胞を増殖できることが in vitroで証
明されていた。 
 

(2)樹状細胞移植により、マウス脊髄損傷モ
デルマウスにおける治療効果が認められた
が、その際に内在性神経幹・前駆細胞の増殖
が亢進されることが明らかとなっていた。 
 
(3)これらの樹状細胞移植の有する内在性神
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経幹・前駆細胞増殖能を担っている分子機構
に関する情報はあまり多くなかった。 
 
(4)独自に、樹状細胞が発現するMIFが、MIF
レセプターである CD74 等を介して神経幹・
前駆細胞増殖能を有する可能性を見出して
いた。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)MIFやそのレセプターの発現を神経幹・前
駆細胞やマウスの脳において明らかにする。 
 
(2)樹状細胞が分泌する MIF が、神経幹・前
駆細胞の増殖および自己複製能や分化能に
どのような効果を与えるかを検証する。 
 
(3)MIFがおよぼす神経幹・前駆細胞への効果
を明らかにしたうえで、それらの効果を担う
分子的基盤を、種々の分子生物学的な手法を
用いて解明する。 
 
(4) 神経幹・前駆細胞に対するMIFの効果を、
神経変性疾患治療を目指してin vivoにおい
て明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)マウス線条体および脊髄由来神経幹・前
駆細胞培養およびニューロスフェア形成実
験 
マウス胎生 14 日脳線条体および脊髄組織よ
り神経幹・前駆細胞をニューロスフェア法を
用いて、ヒト EGF, FGF2 (PeproTech)および
B27 (Invitrogen) を 含 む Neurobasal 
(Invitrogen)培地を用い初代培養を行った。
ニューロスフェア形成実験では、規定量の神
経幹・前駆細胞（ニューロスフェア）を
Accumax (Innovative Cell Technlogies)を
用いて単一細胞としたのち、セルソーター
（Epics ALTA,ベックマンコールタール）を
用いて 96 穴プレートに播種したのち、低密
度培養を行った。 
 
(2)抗体および試薬 
BrdU (Abcam), CXCR4 (BD bioscience), GFAP 
(Biomedical Technologies), ISO-1 
(Calbiochem), Akt, Phospho-Akt, AMPK, 
Phospho-AMPAK, Phospho-ERK, STAT3, 
Phospho-STAT3 (Cell Signaling), MBP(DAKO), 
CD44(e-Biocience), Nestin (IBL), BCL2 
(MBL), GLUT1, MIF (R&D), MIF ELISA kit 
(Sapporo  Immuno Diagnostic Laboratory),  
BCL-XL, CD74, Erk (SantaCruz),Actin,β
-III-tublin (Sigma)。 

(3)遺伝子発現解析 
Trizol (Invitrogen)を用いて細胞から RNA
を 抽 出 後 、 PureLink RNA Mini Kit 
(Invitrogen)を使用して RNA を精製し、
PrimeScript RT Master Mix (Takara Bio)を
用い cDNA 合成を行った。SYBR Premix Ex 
TaqII (Takara Bio)を用いてPCR反応を行い、
ABI Prism7900HT (ABI)で各遺伝子発現量を
解析した。 
 
(4) shRNAi実験 
MIFsiRNA(GGGUCUACAUCAACUAUUAT)を pSIREN
ベクター（Clontech）に組み込み、pVSVG ベ
クターと共に293GP細胞にリン酸カルシウム
法によりトランスフェクションし、48時間後、
培養上清よりレトロウィルスを回収した。
21K、２時間の超遠心によりウィルス液を濃
縮するとともに、293T細胞を用いてGFPの陽
性率を指標にウィルス力値を測定した。 
 
(5)細胞増殖・細胞周期および細胞死アッセ
イ 
細胞の生存率は CellTiter-Glo (Promega)を
用い解析した。BrdUの取り込み能を免疫細胞
化学的手法で解析するとともに、ヘキスト染
色により細胞周期をフローサイトメトリー
を用いて解析した。細胞死は Caspase-Glo 
3/7 Assay (Promega)を用いて解析した。 
 
(6)免疫組織染色および免疫細胞染色解析 
免疫組織染色は、マウス組織をホルマリン固
定後、凍結切片として免疫染色解析に供した。
免疫細胞染色解析では、細胞をホルマリンで
固定したのち、PBS 洗浄後、直ちに免疫染色
解析に供した。各１次抗体に対して、
Alexa488,568 標識２次抗体(Invitrogen)を
用いて可視化するとともに、DAPIを用いて核
を染色した。それぞれの画像は共焦点顕微鏡
（LMS510, Zeiss）を用いて解析した。 
 
(7) ウェスタンブロット解析 
各サンプルは細胞溶解剤 (RIPA, Thermo  
Scientific)を用いて、蛋白質を細胞より可
溶化したのち、Bradford法により蛋白定量を
行った。SDS－PAGE 法により試料を電気泳動
し、Hybond-C (GE)メンブレンに転写後、各
抗体反応後、ECL-Plus (GE) で化学発光を行
いシグナルの検出を行った。 
 
(8)フローサイトメトリー 
細胞を回収し、Accumax (Innovative Cell 
Technologies) を用いて細胞を単一にした
のち、FACS バッファー（0.5%BSA, 2mM 
EDTA/PBS）中で各抗体と反応させ、FACS 
(Epics-XL, ベックマンコールタール）で解
析した。 
 



(9)細胞移動能解析  
In vitroにおける、セルインサートを用いた
細胞移動能は xCELLigence (Roche)を用いて
解析した。また、脳スライスカルチャーを用
いた系では、マウス胎生 14 日の胎児脳をビ
ブラトームを用いてスライスにしたのち、脳
スライスをセルインサート（Millipore）上
に置き、10%FCS含有N2培養培地を用いて培
養した。同一サイズのGFPで蛍光ラベルした
ニューロスフェアを脳スライス線条体上に
おき、培養２日後の細胞移動度を蛍光強度を
指標にして計測した。 
 
４．研究成果 
 
(1) MIFレセプターの発現解析 
免疫組織化学的手法によりMIFレセプターと
して同定されている CD74 の発現を、マウス
胎生14日終脳(図A)および、同線条体より初
代培養した神経幹・前駆細胞（ニューロスフ
ェア）において(図 B)、神経幹・前駆細胞マ
ーカーとして知られるネスチンと比較して
解析した。また、ニューロスフェアにおける
MIF レセプターCD74,CD44 の発現をフローサ
イトメーターを用いて解析した(図 C)。これ
らの解析結果により、神経幹・前駆細胞にMIF
レセプターが発現していることが示された。 
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(2) 神経幹・前駆細胞におけるMIFの発現解
析 
マウス胎生 14 日終脳・線条体および脊髄よ
りそれぞれ初代培養したニューロスフェア
(GE-NSP, SC-NSP)および成体マウス脾臓より
単離した樹状細胞(DC)を神経幹細胞培養培
地(NSP)もしくはR10(10%血清含有RPMI培地)
培養培地中で一晩培養後、それぞれの培養上

清中に含まれるMIFの発現量をELISAを用い
て解析した。その結果、各ニューロスフェア
培養上清中にMIFの発現を認めた。このこと
は、神経幹・前駆細胞がMIFを自発的に分泌
していることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) MIF による神経幹・前駆細胞の幹細胞性
維持 
マウス胎生 14 日終脳・線条体より１次ニュ
ーロスフェアを形成させる際に、MIF を添加
させたところ、濃度依存的に形成されるニュ
ーロスフェア数の増加を認めた(図A)。また、
ニューロスフェア形成時にMIFを5日間添加
し、再度、ニューロスフェアを単一細胞にし
たのち、再培養して形成される２次ニューロ
スフェア数を観察した。その結果、MIF 添加
処理により、有意な２次ニューロスフェアの
形成能の亢進が観察された(図 B)。このこと
は、MIF が神経幹・前駆細胞の幹細胞性の維
持に関与していることを示唆している。また、
2 次ニューロスフェアの形成能は、MIF 阻害
剤であるISO-1処理により阻害された(図C)。
さらにshRNAiを用いた内在性に発現するMIF
の発現低下によっても、同様に2次ニューロ
スフェアの形成能は低下した(図 D)。これら
の結果からも、MIF が神経幹・前駆細胞の幹
細胞性維持に貢献していることが示された。 
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 (4)MIF が神経幹・前駆細胞の分化能に与え
る効果の検証 
MIF が神経幹・前駆細胞の多分化能に影響を
与えるかを検証した。ニューロスフェア形成
時にMIFを添加培養したのちに、ニューロス
フェアを、増殖因子非存在下で、ニューロ
ン・グリア・オリゴデンドロサイト各細胞に
分化させて、それぞれの細胞系譜に分化する
割合いを調べた。その結果、MIFは特定の 
細胞系譜へ選択的に分化誘導させる能力が
ないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) MIF による神経幹・前駆細胞の細胞増殖
能の亢進 
MIF をニューロスフェアに添加培養後３日目
に BrdU を加え、さらに１日培養後、BrdU陽
性細胞数をコントロールと比較解析した。そ
の結果、有意に MIF により BrdU 陽性細胞数
が増加した(図 A)。また、MIF 添加後４日で
の細胞数の増加も認めた(図B)。さらに、MIF
阻害剤およびレトロウィルスにより発現さ
せたshRNAiMIFをニューロスフェアに作用さ
せた際に、それぞれ細胞数の経時間な減少を
認めた（図 C, D）。shRNAiMIF の系で、細胞
周期解析を行ったところ、フローサイトメト
リーを用いた解析により、S 期の減少が MIF
の発現低下により観察された(図 E)。これら
の結果はMIFが神経幹・前駆細胞の細胞増殖
能の亢進に寄与していることを示している。 
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(6) MIFの発現低下によるアポトーシス誘導 
ニューロスフェアにshRNAiMIFを作用させて
5日後にCaspase3/7の酵素活性を調べたとこ
ろ、MIF の発現低下により有意な酵素活性の
増加が認められた。また、ISO-1 添加によっ
ても、同様な Caspase3/7 の酵素活性の増加
が認められた（未発表データ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(7) MIF による制御されるシグナル伝達因子
の解析 
神経幹・前駆細胞において、MIF によりどの
ようなシグナル伝達因子が活性化されるか
について検証した。その結果、幹細胞の生存
や増殖に重要な役割を果たすことが知られ
ているAkt, Erk, Stat3のリン酸化がMIFに
より亢進されることが明らかとなった(図 A)。
また、逆にMIFの発現をレトロウィルスを用
いて発現低下させたとき、細胞生存因子とし
て知られるBCL2,BCL-XLの発現低下が認めら
れ、MIF の発現低下がアポトシースを誘導す
る先の結果を支持している(図B)。また、MIF
によりEGFRの発現亢進が認められ(図C)、こ
のこともMIFによる神経幹・前駆細胞の生存
維持亢進の効果を示している。 
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さらに、神経幹・前駆細胞の幹細胞性維持に
重要であることが知られる Sox6 (投稿準備
中)の発現を MIF が亢進すること、また MIF
阻害剤である ISO-1 処理により逆に SOX6 の
発現が低下することを新たに見出した(図 D)。 
 
D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(8) MIFによるGLUT1の発現制御 
神経幹・前駆細胞において、GLUT1 の発現を
制御することが知られている AMPK のリン酸
化を MIF が亢進しうること(図 A)及び、MIF
によりGLUT1の細胞表面での発現が亢進する
ことも新たに見出した(図 B)。このとき、細
胞内の GLUT1の総発現量は、MIF 刺激により
変化しないことを RT-PCR 解析により明らか
とした（未発表データ）。これらのことによ
り、神経幹・前駆細胞においてMIFが細胞で
のグルコース代謝を促進して、その生存維持
に貢献していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(9)MIFによる細胞移動の制御 
MIF はケモカインレセプターCXCR4 をそのレ
セプター複合体(CD74/CD44)に抱合するとい
う報告があるため、神経幹・前駆細胞におけ

るCXCR4の発現をフローサイトメトリーで確
認したところ、その発現を認めた(図 A)。そ
こで、MIF が有する細胞移動への効果をin 
vitroで検証することにした。最初に、セル
インサートを用いた系を用いて、MIF による
細胞移動能を評価した。その結果、MIF のよ
り神経幹・前駆細胞の細胞移動の亢進が認め
られた(図B)。また、胎生14日脳スライス上
に、GFP でラベルしたニューロスフェアを置
き、その後ISO-1の添加の有無の条件のもと
で、培養2日後のGFP陽性細胞の移動度を計
測した。その結果、コントロール(DMSO)と比
較してISO-1添加により、有意に細胞移動が
抑制されていた（図C）。これらのことはMIF
が神経幹・前駆細胞に対してケモアトラクタ
ントとしての効果を有することを示してい
る。 
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(8)まとめ 
 
神経幹・前駆細胞においてMIFおよびそのレ
セプターであるCD74/CD44/CXCR4が発現して
いることを新たに明らかにすることができ
た。また、MIF は様々な幹細胞性維持シグナ
ルを駆動させるとともに、その細胞増殖にも
貢献していることが明らかとなった。当初、
樹状細胞が分泌する神経幹・前駆細胞増殖因
子として同定された MIF であるが、MIF が神
経・前駆細胞の細胞移動を誘因する活性を有
することが明らかとなったため、MIF を用い
て、各種神経変性疾患において、内在性の神
経幹・前駆細胞増を活性化および誘因するこ
とにより、それらの治療に貢献することがで
きることが示唆された。今後は、各種の脳虚
血・脊髄損傷動物モデル等におけるMIFの治
療効果を検証する必要がある。最後に、最近
の我々の研究成果によりMIFがグリオーマ幹
細胞においても機能を有することが明らか
となった。今後、グリオーマ幹細胞における
MIF の果たす役割の解明が、グリオーマ治療
法の開発に向けて重要な課題と言える。 
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