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研究成果の概要（和文）：Olig2の機能解析を目的として、Olig2ノックアウトマウスと野生型

マウスの胎児の脊髄における遺伝子発現を DNA subtraction 法を用いて網羅的に比較した。12

の遺伝子が同定され in situ hybridization にて発現パターンを調べた。Peroxiredoxin 1 は

脊髄において運動ニューロンが存在する部位に特異的に発現が認められ、運動ニューロンへの

分化に関与している可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate function of bHLH transcriptional factor Olig2, gene 

expression pattern of fetal spinal cords between wild type mice and Olig2 knock-out mice 

was investigated with DNA subtraction method. Twelve genes were identified as candidates 

of downstream factors of Olig2 and expression patterns of theses genes were examined. 

Peroxiredoxin 1 was expressed specifically in the location of motoneurons, and was 

presumed to concern with differentiation for motoneurons. 
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１．研究開始当初の背景 

脳卒中は年間140万例が罹患し、いまや成
人で介護が必要になる原因の第1位となって
いる。その治療や、後遺症による経済的、社
会的損失は計り知れない。移植医療により失
われた神経細胞を供給して機能回復を図る
ことは今後の医療にとって急務である。再生
医療に関しては多くの研究活動が行われて
いるが、主な目的は幹細胞を調整し、生着さ
せることに主眼が置かれている。しかし、幹
細胞を多く調整し、良好な生着が得られたと
しても、必要とされる細胞種が産生されなけ
れば期待する治療効果は得られない。逆に、

産生される細胞種を制御できれば、移植効率
を高め、安定した効果が期待できる。特に大
脳皮質の運動や言語、視覚など機能制御に関
与するニューロンは外傷や血管障害におけ
る機能障害に対して最も再生が望まれる細
胞である。またグリア細胞の1種であるオリ
ゴデンドロサイトは神経細胞軸索を取り巻
き、跳躍伝導を可能にする再生医療には不可
欠な細胞で、再生医療では重要な位置を占め
る細胞種である。 
神経幹細胞(NSC)は胎生期中枢神経系の脳

室層に存在する細胞で、自己複製を行いなが
ら、ニューロンやグリア細胞（アストロサイ
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ト、オリゴデンドロサイト）を生み出す。NSC
が自己複製能を保ちつつ、これらの細胞種を
生み出すメカニズムはいまだに十分解明され
ていない。発生段階では神経管に接する脳室
層に背腹軸に沿って特定の転写因子が発現し、
発現パターンによって規定されるドメイン構
造から特定のニューロンとグリアに分化する
ことが運命付けられた前駆細胞が生じ、それ
らが増殖、分化して中間ニューロンや運動ニ
ューロン、アストロサイトやオリゴデンドロ
サイトといった特定の細胞が生みだされる。
Olig2は当初運動ニューロンとオリゴデンド
ロサイトへの分化制御をおこなう転写因子と
して同定されたが、我々はOlig2の分化制御機
構の解明を目的に研究を行い、時期特異的遺
伝子組み換え酵素CreER/loxPを用いたトラン
スジェニックマウスによるOlig2陽性細胞の
細胞系譜解析を行い、これまで考えられてい
た以上に多様な細胞の分化制御に関与する可
能性があることを証明した。Olig2はニューロ
ン／グリアの分化制御に関わる転写因子で
あり、Olig2の機能解析を進めることによっ
て両者の発生機構を解明する大きな手がか
りになると考えられる。Olig2陽性細胞は成
人神経細胞にも存在しており、これらは神経
損傷に反応して増殖して瘢痕化に関与する
ことが示されている。このことは、Olig2陽
性細胞の分化制御機構を解明することによ
り、移植に頼らず患者自身のOlig2陽性細胞
から必要とするニューロン／グリアを供給
できる可能性を示している。 
この結果を発展させて、Olig2陽性細胞にお

ける運命決定のメカニズムをさらに詳しく解
析し、最終的には神経幹細胞から特定の細胞
種への分化誘導法を確立し、神経移植医療の
効果を高めることを目的とする。 
 
 
２．研究の目的 
脳梗塞や脳出血など脳卒中は機能的損失

をもたらし、その後の人生に多大な困難を伴
うこととなる。神経再生を目的に神経幹細胞
移植が期待されているが、現在のところ移植
された幹細胞がどのような神経細胞を生み
出すかは移植された環境に左右されるため
安定した効果が見込めない。Olig2 は神経発
生においてニューロン系とグリア系の特定
のクラスへの分化を決定付けるユニークな
転写因子である。この性質を利用し、神経幹
細胞から目的とするニューロンおよびグリ
アを特異的に分化誘導させて移植医療を効
率的に安定して行えることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
Olig2 自身は他の転写因子と共同すること

によってニューロン／グリアのスイッチン

グを行い、さらにそれぞれ特定のサブクラス
への運命決定を行う転写因子の発現に関与
している。つまりニューロン系前駆細胞とグ
リア系前駆細胞のそれぞれで誘導された下
流因子がその後のニューロン／グリアのサ
ブクラスへ分化させる直接的な決定因子で
あることが予想される。我々はまずこれら下
流因子の同定を行い、強制発現実験で実際に
期待した細胞種への分化誘導が起こること
を確認する。次に、神経幹細胞にレトロウイ
ルスベクターを用いてそれら下流因子を導
入し、特定の細胞種への分化を誘導する。得
られた神経細胞を脳梗塞モデルマウスに移
植し、機能回復が得られるかどうかを評価す
る。最終的な目標はヒトの脳卒中症例での神
経機能回復を目指す。 
 
具体的には 

（１）Olig2陽性細胞の単離 
 我々は時期特異的遺伝子組み換え酵素
CreER/loxPを用いたトランスジェニックマウ
スの解析から、Olig2陽性細胞が存在するpMN
ドメインからまず運動ニューロン(MN)が、つ
いでオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)、そ
して最終的にpMNドメインに残った細胞がア
ストロサイト(AS)と上衣細胞へと分化してい
く可能性を示唆した(Masahira et al., 2006, 
Furusho et al., 2006)。しかしながら、単一
のOlig2陽性細胞からMNとOPCの両方が産生さ
れるのか、それぞれが別々のOlig2陽性細胞か
ら産生されるのかは解明できていない。pMN
ドメインの細胞群はMNとOPCの両方を生み出
すhomogeneousな集団なのか、MN、OPCという
別々の細胞をのみを生み出すheterogeneous
な集団なのかという点は今後の研究を進めて
いく上で重要な点である。それを明らかにす
るためにはまず単一のOlig2陽性細胞を採取
し、個々のOlig2陽性細胞からどのような細胞
が生み出されるのかを調べることが必要であ
る。具体的にはOlig2の発現が始まる胎生9.5
日(E9.5)の脊髄の腹側部分の組織を集め、ホ
モジネートする。すでに我々が独自に作成し
ているOlig2抗体を用いて、セルソーターで
Olig2陽性細胞のみを採取する。得られた細胞
集団を限界希釈法にて、1細胞/1 wellの状態
に単離する。 
（２）Olig2陽性細胞の分化能の検討 

次にそれら単一のOlig2陽性細胞からどの
ような細胞が生み出されるかを調べる。Olig2
陽性細胞を培養、分化させた後、ニューロン、
オリゴデンドロサイト、アストロサイトなど
に特異的なマーカーで抗体染色して調べる。
どのOlig2陽性細胞からも同じパターンの細
胞集団が得られれば（例えばMNとOLP）、Olig2
陽性細胞はhomogeneousな集団と考えられる。
逆に違ったパターンの細胞集団（例えばある
ものはMNのみ、別のものはOLPのみ）が得られ



 

 

れば、Olig2陽性細胞はすでに様々な分化段階
にあるheterogeneousな集団ということにな
る。 
（３）運動ニューロン(MN)への分化誘導因子
のスクリーニング 
 Olig2陽性細胞が存在するpMNドメインか
らは、まずニューロンであるMNが産生され、
MN産生が終了してからグリア細胞であるOPC
の産生が始まるという時間的連続性がある。
MN産生には神経細胞への分化因子である
Ngn2の発現が神経細胞系への分化のスイッ
チングに不可欠であることがわかっている
が、その後、どのようなカスケードでMNへの
分化が行われるのかは十分わかっていない。
選択的にMNへの分化を促進するにはOlig2と
Ngn2により誘導される下流因子の同定が不
可欠である。そこで、MNを産生する前のOlig2
陽性細胞とMNを産生している時期のOlig2陽
性細胞を前項で述べたようにセルソーターで
採取し、それぞれの遺伝子発現プロファイル
をDNA microtipで比較したり、subtraction
法を用いることによって、MNへの分化に働く
因子をスクリーニングする。 
（４）オリゴデンドロサイト前駆細胞(OLP)
への分化誘導因子のスクリーニング 
OPC産生に関しても同様な手法で、MN産生前

のOlig2陽性細胞と、OPC産生中の時期のOig2
陽性細胞をセルソーターで採取し、 DNA 
microtipによるそれぞれの遺伝子発現の比較
や、subtraction法による遺伝子発現の差など
からOPCへの分化に関わる因子をスクリーニ
ングする。 
（５）候補遺伝子の絞り込み 
 スクリーニングされた遺伝子をデータベ
ースで検索し、分化誘導に関係する遺伝子を
絞り込む。 
 
 
４．研究成果 
オリゴデンドロサイトは中枢神経系にお

いて、ミエリンを形成し、跳躍伝導を可能に
する細胞である。オリゴデンドロサイトは、
マウスの脊髄では、E12.5 頃に脳室壁層腹側
の限局した部分より発生して実質全体に広
がる。この部分からは E9 から E11 頃にかけ
て運動ニューロンが発生することから
pMN-OLドメインと呼ばれ、オリゴデンドロサ
イトと運動ニューロンに共通の前駆細胞の
存在が示唆されている。また前脳では E12.5
に主に前脳腹側にある ganglionic eminence
から生じ、tangential migration により、全
体へ広がっていく。 
 近年、pMN-OLドメインに発現している転写
因子として Olig1,Olig2が発見され、運動ニ
ューロンとオリゴデンドロサイトの発生に
関与すると考えられた。 
 実際 Olig2ノックアウトマウスでは脊髄に

おいてオリゴデンドロサイト前駆細胞と運
動ニューロンが完全に消失し（図１）、前脳
でもほとんどのオリゴデンドロサイト前駆
細胞がなくなったため、Olig2 がオリゴデン
ドロサイトと運動ニューロンの両方の発生
に必須の転写因子であることがわかった。 
 Olig2 は底板から分泌される腹側化因子で
あるソニッグヘッジホッグにより誘導され
ることが分かっているが、Olig2 の下流でど
のような遺伝子が調節をうけているのかは
よく分かっていない。 
 そこで我々は Olig2ノックアウトマウスと、
野生型マウスの前脳および脊髄で発現して
いる遺伝子の比較を行うことにより、Olig2
により発現調節をうけている遺伝子を同定
できると考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図１）A,B:野生型では脊髄全体にオリゴデ
ンドロサイト前駆細胞のマーカーである
PDGFRα陽性細胞が認められるが(A)、Olig2
ノックアウトマウスではそれらが消失して
いる(B)。C,D: 野生型では運動ニューロンの
マーカーである ChAT 陽性細胞が脊髄全角に
認められるが(C)、Olig2ノックアウトマウス
では陽性細胞がみられない(D)。 
 
 Olig2 ノックアウトマウスではオリゴデン
ドロサイトと運動ニューロンの発生が著し
く阻害されるので、Olig2 で発現している遺
伝子と、野生型で発現している遺伝子を比較
することにより、Olig2 の下流で働き、両者
の分化に関わる遺伝子を同定すると予想さ
れる。そこで本研究では遺伝子の発現の比較
をするために、Clontech PCR-Select cDNA 
Subtraction 法を用いた。この方法では同一
組織を比較して、一方でのみ特異的に発現し
ている mRNA を、発現量に関係なく、一定量
の cDNA として検出できる特徴がある。また
得られた cDNA に関してはサブクローニング
が可能であるので、それをもとに RNAプロー
ブを作成し、in situ hybridizationを行い、
実際にどのような発現パターンを示すのか
を解析できる利点がある。 

我々は E13.5の Olig2KOマウスと野生型マ
ウ ス の whole head と 脊 椎 で そ れ ぞ れ
Subtraction を行い図２に示す１２個の遺伝
子を同定した。 



 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
（図２）subtraction 法で得られた Olig2 下
流候補因子 
 
そして、得られた遺伝子について in situ 

hybridization を行い、発現パターンを比較
した。 
その１つの例として Peroxiredoxin 1の発

現パターンを示す（図３）。Peroxiredoxin 1
は antioxidant enzyme の 一 種 で あ り
Peroxiredoxin1 は野生型の脊髄では運動ニ
ューロンが存在する部分に強く発現してお
り、Olig2 ノックアウトマウスではそれが認
められないことから、運動ニューロンに関与
する遺伝子であることが考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図３）候補遺伝子 Prdx-1 の in situ 
hybridization。脊髄においては脊髄前角に
陽性細胞が認められ、運動ニューロンに発現
している可能性が示唆された(A 矢印)。しか
し前脳では染色パターンに差は認められな
かった。 
 
しかしながら、脳の部分で比較すると、厳

密にみると、野生型と Olig2 ノックアウトマ
ウスでは、染色の濃度の差があるものの、発
現パターンに関しては明らかな差は認めら
れなかった。また、他の遺伝子に関しても発
現パターンを比較したが、Olig2 に関連した
と思われるような差は認められなかった。 
この原因として考えられることは、Olig2

の発現領域は狭い部分に限局しているため、
その影響を受ける因子があっても、total の
RNA量に比べて微量で検出できない可能性が
考えられる。また遺伝子は様々な働きを持つ
ため、Olig2 により影響を受ける因子が他の
部分で発現していて、subtractionで差が得
られない可能性などが考えられた。そのため、
厳密な subtractionのためには、Olig2 陽性

細胞から派生した細胞が、どこに分布するか
を同定する必要があり、その前段階として
Olig2 陽性細胞から派生する細胞をラベルす
るシステムが必要と考えられた。 
今後の研究の促進方策としては胎生 9.5日

の脊髄腹側部分の組織を集め、ホモジネート
し Olig2抗体を用いて、セルソーターで Olig2
陽性細胞のみを採取する。得られたら細胞を
限界希釈法にて、1 細胞/1 well の状態に単
離して単一の Olig2陽性細胞からどのような
細胞が生み出されるかをニューロン、オリゴ
デンドロサイト、アストロサイトなどに特異
的なマーカーで抗体染色して、単一の細胞集
団へ分化するのか、ヘテロな集団として分化
するのかを調べる。次の段階として、Olig2
陽性細胞から運動ニューロンへと分化させ
る因子を同定するため様々な胎生期の Olig2
陽性細胞を同様の手法で採取しそれぞれの
遺伝子発現プロファイルを DNA microtip で
比較したり、subtraction 法を用いることに
よって、MNへの分化に働く因子をスクリーニ
ングする。最終的には得られた候補の分化因
子を強制発現サイトに導入したレトロウイ
ルスベクターを Olig2陽性細胞に感染させて
分化させる。細胞マーカーで免疫染色を行い、
予想される細胞種への特異的分化が得られ
るかどうかを評価する予定である。 
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