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研究成果の概要（和文）：脱髄疾患治療への臨床応用を目的として、オリゴデンドロサイトに着目した。オリゴデンド
ロサイトの分化に必須である転写因子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 hybridiza
tion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.

研究分野：再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
脱髄疾患は原因不明の難治性疾患であり、
慢性、進行性の経過を辿るため患者は長年
様々な神経症状に苦しむことになる。治療に
向けて様々な試みがなされているが、有効な
治療に結びつく結果は出ていないのが現状
である。Olig2 は神経発生において、髄鞘を
形成するオリゴデンドロサイトの発生に必
須の転写因子である。Olig2 は成体でも発現
が認められており、脱髄の修復に関与すると
考えられているが、その機能は十分解明され
ていない。本研究では、成体での Olig の機
能解析を行い、その結果を元にオリゴデンド
ロサイト前駆細胞を成熟オリゴデンドロサ
イトに分化誘導し、脱髄疾患の治療を行うこ
とを目的とする。 
脱髄疾患の中でも多発性硬化症は若年者
の神経疾患の代表的なものであり、日本でも
約１万 2千人が罹患しているといわれる。こ
の疾患は慢性的に時間を違えて起こるため、
筋力低下や運動失調、視力障害、尿失禁など
の様々な神経症状が時間的・空間的に多発し、
寛解・増悪を繰り返しながら、多くの患者で
は機能障害が悪化する過程をとる。病態解析
も進んでおらず、予防的手段は今のところ存
在しない。さらに、未だに有効な治療法はな
く、ステロイドやインターフェロンなどの免
疫抑制剤による対症療法が行われているの
が現状である。多発性硬化症は 30 歳前後の
若年成人に好発するため、画期的な治療方法
の確立はそのような働き盛りの若い患者の
社会復帰をもたらし、社会的、医療経済的に
も大いに貢献すると予想される。 
 脱髄部分周辺にはオリゴデンドロサイ
トの発生に関わる転写因子Olig2を発現した
細胞が集まっていることが観察されている
が、再髄鞘化には結びつかない。この矛盾は
何らかの影響で髄鞘化を形成する成熟オリ
ゴデンドロサイトへの分化が阻害されてい
ることが原因と予想される。我々は Olig2 の
機能解析を行っており、オリゴデンドロサイ
ト前駆細胞が成熟オリゴデンドロサイトへ
分化誘導する機序が解明されれば、それを成
体にも応用して患者自身の細胞で脱髄を修
復できる可能性があると考えている。さらに
我々は、中枢神経細胞に特異的に安定して遺
伝子導入可能なレトロウイルスベクターの
作成方法も確立しており（Tamura et al., 
1998, Tamura et al., 2001, Sasaki et al., 
2001）、Olig2 機能解析の結果をすぐに in 
vivo での実験に移行させることが可能であ
る。ウイルスベクターを用いた遺伝子導入で
は、目的とする細胞に限定して遺伝子を導入
できれば安全性が高い。レトロウイルスベク
ターは分裂細胞のみに遺伝子が組み込まれ
るため、基本的に非分裂細胞で構成されてい
る正常な神経組織には導入されないが、脱髄
巣で修復に関与するオリゴデンドロサイト
前駆細胞は分裂能を有するため、特異的にオ

リゴデンドロサイトへの分化因子を導入で
きると期待できる。 
転写因子 Olig2 に注目して、神経発生学的
観点から生体本来の自己修復能を治療に応
用する試みは未だに報告されておらず、画期
的である。また、これまで研究が進められて
いるアプローチとは異なる機序であり、他の
治療方法との併用も可能で大きな効果を期
待できる。さらに、多発性硬化症のみならず、
様々な難治性の脱髄疾患の治療にも応用で
き、これら難病に苦しむ人々に対して大きな
恩恵を与えることができると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 脱髄疾患は原因不明の難治性疾患であり、
慢性、進行性の経過を辿るため患者は長年
様々な神経症状に苦しむことになる。治療に
向けて様々な試みがなされているが、有効な
治療に結びつく結果は出ていないのが現状
である。Olig2 は神経発生において、髄鞘を
形成するオリゴデンドロサイトの発生に必
須の転写因子である。Olig2 は成体でも発現
が認められており、脱髄の修復に関与すると
考えられているが、その機能は十分解明され
ていない。本研究では、成体での Olig の機
能解析を行い、その結果を元にオリゴデンド
ロサイト前駆細胞を成熟オリゴデンドロサ
イトに分化誘導し、脱髄疾患の治療を行うこ
とを目的とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図１）研究目的の概要 
 
 
３．研究の方法 
 
 Olig2 は発生期においてオリゴデンドロサ
イトの発生に大きな役割を果たす。成体の中
枢神経組織でもOlig2の発現が認められてい
るが、その存在意義は十分解明されていない。
脱髄を起こした病変部の周囲に Olig を発現
した細胞が集簇することから、髄鞘形成に
Olig が強く関わることが示唆される。発生期
においてオリゴデンドロサイト前駆細胞は
マウス脊髄腹側のpMNドメインから特異的に
発生し、複数のオリゴデンドロサイト前駆細
胞に分裂増殖しつつ脊髄全体に遊走し、成熟
オリゴデンドロサイトに分化していく。脱髄
巣周辺に集まっているOlig2陽性細胞はオリ
ゴデンドロサイト前駆細胞と考えられ、発生



期のメカニズムと同様の過程で複数のオリ
ゴデンドロサイト前駆細胞に分裂増殖した
後、成熟オリゴデンドロサイトとなってミエ
リン修復に関与すると考えられる。我々は、
オリゴデンドロサイトの発生過程が脱髄を
起こした髄鞘を修復する過程に類似してい
ることに注目し、オリゴデンドロサイト発生
に必須の転写因子である Olig に焦点を当て
て、成体においてオリゴデンドロサイト前駆
細胞を正常な成熟オリゴデンドロサイトに
分化させる。その前段階として、まず Olig2
の下流因子を同定し、Olig2 の関与するオリ
ゴデンドロサイト発生メカニズムの解析を
行う。また、脱髄周辺部の Olig2 陽性細胞と
発生期のOlig2陽性細胞での転写因子発現の
相違を解析し、脱髄疾患で再髄鞘化がどの段
階で障害されているのかを明らかにする。さ
らに、脱髄モデルマウスにおいて、我々が開
発している脳特異的高力価レトロウイルス
ベクターを用いて、脱髄部周辺の Olig2 陽性
細胞に選択的に下流因子を導入し、成熟オリ
ゴデンドロサイトへ分化させ、正常な髄鞘形
成がなされるかどうかを調べると同時に、実
際に機能回復が得られているかどうかも評
価する。最終的な目標としてはヒトへの応用
を目指す。 
 脱髄病変周囲にはOlig2陽性のオリゴデン
ドロサイト前駆細胞が集まることが確認さ
れているが、成熟オリゴデンドロサイトには
分化せず髄鞘修復が行われない。Olig2 はオ
リゴデンドロサイトへの分化スイッチであ
り、Olig2 以降の分化制御カスケードが障害
されていると考えられる。成体でオリゴデン
ドロサイト前駆細胞を正常な成熟オリゴデ
ンドロサイトに分化させ、脱髄の修復を促進
させることを目的とする。前段階として Olig
の下流因子を同定し、胎生期におけるオリゴ
デンドロサイト発生メカニズムの解析を行
う。同時に脱髄周辺部の Olig 陽性細胞と胎
生期 Olig 陽性細胞での転写因子発現の相違
を解析し、分化がどの段階で障害されている
のかを明らかにする。次に、脱髄モデルマウ
スにおいて我々が開発している脳特異的高
力価レトロウイルスベクターを用いて脱髄
部周辺の Olig 陽性細胞に選択的に下流因子
を導入し、成熟オリゴデンドロサイトへ分化
させ、正常な髄鞘形成がなされるかどうかを
調べ機能回復を評価する。 
 
具体的には以下の手順で計画した 
（１）Olig2 下流因子の同定 
 オリゴデンドロサイトは、マウス胎生 12.5
日（E12.5）頃より脊髄腹側の pMN ドメイン
脳室下層のOlig2陽性細胞から生じる。E12.5
の Olig2ノックアウトマウスと野生型マウス
から脊髄を採取し、遺伝子の発現プロファイ
ルを DNA microtip や cDNA subtraction 法を
用いて比較し、下流因子の候補をスクリーニ
ングする。得られた候補遺伝子の中から転写
因子に関わるものをデータベースで検索し、

分化誘導に関連する因子を絞り込む。Olig2
ノックアウトマウスと野生型マウスの脊髄
において、絞り込んだ遺伝子を in situ 
hybridization やその遺伝子の生成産物に対
する抗体で染色し、異なるパターンが認めら
れるもの、つまり Olig2 に関連する可能性が
高いものを選択する。培養細胞で可能性の高
い転写因子を強制発現させ、オリゴデンドロ
サイトへの分化が誘導されるかどうかを確
認する。 
 
（２）成体における Olig2 陽性オリゴデンド
ロサイト前駆細胞の機能解析 
E12.5 のマウス脊髄を採取してホモジネー
トし、我々が独自で作成している Olig2 抗体
を用いてセルソーターでOlig2陽性細胞を採
取する。同様の方法で成体マウスの脊髄から
も Olig2 陽性細胞を選択的に採取する。それ
ぞれで得られた細胞集団を限界希釈法で1細
胞／1 well に単離し、培養して分化させ、背
景の異なる Oli2 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により、分化
能が異なるのかどうかを検討する。分化能が
異なる場合、DNA microtip など網羅的解析を
行い、これを上記で絞り込んだ転写因子と比
較し同一のものがあれば、それが成体におけ
る成熟オリゴデンドロサイトの分化に必要
な因子と考えることができる。 
 
（３）オリゴデンドロサイトへの分化誘導因
子のスクリーニング 
 上記の方法で有意な結果が得られない可
能性を考えて並行して行う。Olig2 陽性細胞
が存在する pMN ドメインからは E9.5 から運
動ニューロンが産生され、続いて E12.5 から
オリゴデンドロサイト前駆細胞が産生され
る。そこでオリゴデンドロサイト前駆細胞を
産生する前のOlig2陽性細胞とオリゴデンド
ロサイト前駆細胞を産生している時期の
Olig2 陽性細胞を Olig2 抗体を用いたセルソ
ーティングで収集し、それぞれの遺伝子発現
プロファイルを比較して候補遺伝をスクリ
ーニングする。 
 
（４）転写因子の強制発現のためのレトロウ
イルスベクター作成 
 候補遺伝子を強制発現サイトに挿入した
コンストラクトを作成する。レトロウイルス
ベクターは分裂細胞のみに遺伝子が導入さ
れるため、非分裂細胞で構成される神経組織
において正常組織に取り込まれる心配がな
く、安全性が高いという点で神経細胞への導
入に有利である。一方、高い力価まで濃縮す
ることが難しく、神経細胞に感染させにくい
という弱点があった。我々は 6000g で 16 時
間の長時間遠心を 2 回繰り返すことで、1×
1012cfu/mlという従来に比べて約1万倍も高
力価のレトロウイルスベクターを調整する
方法を確立している。 
 



（５）ベクターを用いた候補因子の導入およ
び強制発現 
 高力価ベクターを用いて候補因子を成体
マウスから得られたOlig2陽性細胞に感染さ
せ、Olig2 下流因子を強制発現させる。細胞
マーカーによる免疫染色を行いオリゴデン
ドロサイトへの分化が認められるかどうか
を評価する。さらに、誘導されたオリゴデン
ドロサイトが機能できるような成熟した状
態であるかどうかを、Myelin basic protein
などの成熟オリゴデンドロサイトのマーカ
ーで検討する。また、in vivo への使用を考
慮してベクターの安全性や遺伝子導入に伴
う腫瘍化などの異常が認められないかどう
かも同時に判断する。 
 
（６）脱髄モデルマウスでの in vivo 実験 
 In vitroで成熟オリゴデンドロサイトへの
分化誘導が認められたベクターを、実際に脱
髄モデルマウスの脊髄に導入し、対照群と比
べて運動機能の回復が得られるかどうかを
評価する。しかる後に脊髄を採取し、ベクタ
ーに感染した細胞が成熟オリゴデンドロサ
イトへ分化誘導されたかどうか、また脱髄部
分に対して髄鞘形成が認められるかを確認
する。 
 
 
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。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（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 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。 
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）sunbtraction 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）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（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。 
 
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。 
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した。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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