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研究成果の概要：幼弱マウス小脳には EGF 依存的に増殖する神経幹細胞が存在する。

本研究では、この EGF 反応性神経幹細胞を純化し、その未分化性維持に働く分子機構

の解析を行った。磁気ビーズによる細胞分離(MACS)を行った結果、EGF 反応性神経幹

細胞は prominin-1 陽性細胞画分に多く存在することが明らかとなった。この細胞は

サイトカイン BMP2 や CNTF により GFAP 陽性アストロサイトへと選択的に分化する。

Notch シグナルの活性化はこの細胞のアストロサイトへの分化を抑制し、その抑制に

は Hes5 が働いていることが示唆された。神経幹細胞からアストロサイトへの分化制

御における Notch シグナルの新たな役割を明らかにすることができた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 神経幹細胞は自己複製能と多分化能を合
わせ持つ細胞で、神経変性疾患や脳・脊髄損
傷からの機能回復のための細胞移植治療に
おいてその実用性が期待されている。成体脳
で神経幹細胞がもとになりニューロン新生
が 起 こ る 部 位 は 側 脳 室 の 脳 室 下 帯
（subventricular zone: SVZ）と海馬歯状回
に限局されている。一方で、大脳皮質や脊髄
からも神経幹細胞様の細胞が単離できるこ

とが数多く報告されている。しかし、何故 SVZ
と海馬歯状回以外の部位ではニューロン新
生が起こらないのか、詳しい分子機構につい
ては未だ解明されていない。 
 研究代表者らは幼弱（生後７日前後）のマ
ウス小脳から得られる EGF反応性増殖細胞が、
神経幹細胞としての性質を有することを見
出していた。この小脳由来神経幹細胞に着目
して、生後の発生過程での変化を追跡して生
体内における神経幹細胞の維持機構を明ら
かにすることを目的に研究を開始した。また、



小脳から神経幹細胞を効率良く単離する方
法の確立、小脳由来神経幹細胞の未分化性維
持に働く分子機構を転写因子 Olig2 および
Notch シグナルに焦点を当てて解明すること
を目的として研究計画を立案した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
（１）生後発生期小脳におけるEGF反応性増

殖細胞の追跡：幼弱マウス小脳より得
られる神経幹細胞は EGF依存的に増殖
する。そこで、生後発生期小脳に存在
する増殖細胞の日齢変化、また小脳よ
り単離した細胞における EGF反応性の
変化について生後 7日から成体まで解
析し、EGF 反応性神経幹細胞が生体内
でどの時期まで維持されているかを
明らかにすることを目的とした。 

 
 
（２）細胞表面マーカーを利用した小脳神

経幹細胞の単離方法の確立：細胞表面
マーカーの発現を利用した磁気ビー
ズによる細胞分離法（magnetic cell 
sorting: MACS）を用いて、幼弱マウ
ス小脳に存在する EGF反応性神経幹細
胞を効率良く単離する方法を確立す
ることを目的とした。 

 
 
（３）神経幹細胞の未分化性を維持する分

子機構の解明：Olig2 はオリゴデンド
ロサイトやモーターニューロンの発
生に重要な働きをする転写因子であ
る。また、神経幹細胞の未分化性維持
には細胞間相互作用により活性化す
る Notchシグナルが重要な役割を果た
すとされていた。小脳由来 EGF 反応性
神経幹細胞の未分化性維持において
Olig2 および Notch シグナルの果たす
役割を解明することを目的とした。 

 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）生後発生期小脳におけるEGF反応性増

殖細胞の追跡：小脳における増殖細胞
をラベルするためにマウス腹腔内に
BrdU を投与した。真の増殖細胞だけを
評価するために、BrdU 注射５時間後に
小脳を摘出、固定後にマイクロスライ
サーを用いて厚さ 50・mのスライスを
作製した。間接蛍光抗体法により BrdU
陽性細胞を検出、同時に増殖細胞マー

カーKi-67 に対する抗体染色による評
価も行った。また、生後７、14、21 日
および成体マウスの小脳より細胞を
単離、EGF 存在下で増殖する細胞の有
無、増殖細胞の神経幹細胞としての性
質（自己複製能と多分化能）の有無を
neurosphere assay により解析した。 

 
 
（２）細胞表面マーカーを利用した小脳神

経幹細胞の単離方法の確立：幼弱マウ
ス小脳より細胞を単離し、細胞表面マ
ーカーprominin-1 マイクロビーズを
用いて prominin-1 陽性、陰性群に細
胞を分離し、EGF および bFGF 反応性増
殖能について比較した。 

 
 
（３）神経幹細胞の未分化性を維持する分

子機構の解明：①小脳由来神経幹細胞
においてサイトカイン CNTF（ciliary 
neurotrophic factor）による GFAP 陽
性アストロサイトへの分化過程にお
ける転写因子 Olig2の動態を解析した。
②小脳由来神経幹細胞にアデノウイ
ルスを用いて Notch 細胞内ドメイン
（Notch intracellular domain: NICD）
を過剰発現させ、Notch の標的分子を
RT-PCR により同定した。この細胞はサ
イトカイン BMP2（bone morphogenetic 
protein 2）や CNTF の作用により選択
的に GFAP 陽性アストロサイトへと分
化する。Notch シグナルの活性化が神
経幹細胞からアストロサイトへの分
化にどのような影響を与えるかを、
GFAP、Nestin の発現、BrdU 取り込み
による増殖能について解析を行った。 

 
 
 
４．研究成果 
 
（１）生後発生に伴うEGF反応性増殖細胞の

消失：生後７日のマウス小脳では外顆
粒層に存在する顆粒細胞（ニューロ
ン）前駆細胞以外に、バーグマングリ
ア、白質に存在する細胞（GFAP 陽性ア
ストロサイトを含む）において BrdU
の取り込みがみられ、Ki-67 も陽性で
あった。しかし、生後 14 日になると
Ki-67 陽性細胞はほとんどみられなか
った。また、小脳より単離した細胞に
おいて EGF依存性の増殖を調べた結果、
生後 10 日前後までは EGF 反応性増殖
細胞が得られ、それらが神経幹細胞の
性質を持つことが明らかになった。し
かしそれ以降、日齢の進んだマウス小



脳からは EGF反応性に増殖する細胞は
得られなかった。以上の結果から、マ
ウス小脳では生後１週頃までは EGF反
応性神経幹細胞が存在するが、生後２
週までにはそれを維持する機構が失
われることが示唆された。 

 
 
（２）Prominin-1 陽性細胞としての小脳由

来神経幹細胞の単離：生後７日前後の
マウス小脳より細胞を単離しし、
prominin-1 マイクロビーズを用いた
MACS 法により陽性、陰性細胞群に分離
した。Prominin-1 陽性細胞群は分離に
使用した細胞の 1％程度と少なかった
が、prominin-1 陰性細胞と比べて
10~30 倍の効率で EGF 反応性増殖細胞
が得られることが明らかとなった。
MACS を行うことで、細胞にダメージを
与えることなく EGF反応性神経幹細胞
を濃縮して単離することに成功した。
また、幼弱マウス小脳より得られる
prominin-1 陽性細胞は bFGF 依存的に
増殖する神経幹細胞であると報告さ
れていた（Lee et al., 2005）が、今
回得られた prominin-1 陽性細胞は
bFGFではなくEGFに非常に良く反応し
て増殖する神経幹細胞であった。 

 
 
（３）転写因子Olig2および Notchシグナル

による小脳由来神経幹細胞のアスト
ロサイト分化抑制：①小脳由来神経幹
細胞では転写因子 Olig2が核内に局在
する。サイトカイン CNTF による GFAP
陽性アストロサイトへの分化時には
Olig2 が核内から消失した。さらに、
核外輸送阻害剤であるレプトマイシ
ンＢで処理した細胞では CNTF 刺激後
も Olig2 が核内に留まり、GFAP 陽性ア
ストロサイトへの分化が阻害された。
②次に、小脳由来神経幹細胞にアデノ
ウイルスを用いて NICD を過剰発現さ
せた結果、Notch 直接の標的因子の中
で Hes5 mRNA の顕著な発現上昇が認め
られた。一方、BMP2 や CNTF でアスト
ロサイトへの分化を誘導した際には、
Hes5 の発現低下がみられた。さらに、
NICD を過剰発現させた細胞では BMP2
や CNTF で刺激しても GFAP 陽性アスト
ロサイトへの分化が抑制された。この
とき Nestin の発現や増殖能、さらに
Hes5 の発現が高く維持されていた。以
上の結果から、小脳由来神経幹細胞に
おいては、Notch シグナルは Hes5 の発
現を介してアストロサイトへの分化
を抑制することが示唆された。従来、

Notch シグナルは神経幹細胞を未分化
状態に維持し、ニューロンやオリゴデ
ンドロサイトへの分化は抑制する一
方で、アストロサイトへの分化を促進
するとされていた。今回の結果はそれ
とは反するものである。これは神経幹
細胞としての性質を有する細胞でも、
発生のどの時期にどの部位に存在す
る細胞かによってその分化制御にお
ける Notchシグナルの作用が異なるこ
とを示す成果となった。 
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