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研究成果の概要： 
 近年、様々な研究によって神経幹細胞の維持・分化機構等の解明が進んでいるが、神経幹細

胞の維持における生存機構についてはあまりよく分かっておらず、いわゆる生存因子とされる

ものも同定されていなかった。そこで本研究では、ストローマ細胞の一種である PA-6 の培養
上澄がマウスES細胞由来および胎仔脳由来神経幹細胞の低密度培養下での neurosphere形成
を促進する活性を持つことを見出し、その活性分子の少なくとも１つと考えられるものを精

製・同定した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2008年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経科学一般 
キーワード：神経幹細胞，PA-6, 生存因子， ES細胞， クローニング 
 
１．研究開始当初の背景 
 哺乳動物の中枢神経系幹細胞は、個体の発
生初期から成体に至るまで中枢神経系の
様々な場所に存在し、様々なタイプのニュー
ロンやグリア細胞を生産することによって
中枢神経系の構築および機能維持に関与し
ていると考えられる。近年、様々な研究によ
って神経幹細胞の維持・分化機構等の解明が
進んでいるが、神経幹細胞の維持における生
存機構についてはあまりよく分かっていな
い。いわゆる生存因子とされるものは同定さ
れておらず、神経幹細胞の増殖を促進する成

長因子である上皮成長因子（EGF）,線維芽細
胞成長因子(FGF),およびインスリン様成長
因子（IGF）が結果的に生存・維持を促して
いるのではないかと考えられている。しかし
ながら、これら成長因子およびその受容体の
遺伝子破壊マウスにおいて、神経幹細胞の生
存の有意な低下は報告されていない。また、
成体脳に存在している神経幹細胞の多くは
通常細胞分裂を行っておらず、外傷等の刺激
に応じて増殖および分化を行い自己再生に
貢献することが分かっている。これらのこと
は、上記成長因子シグナル以外に、神経幹細
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胞の生存・維持に必要な因子が存在している
ことを示唆している。近年、研究代表者らは、
neurosphere法と呼ばれる神経幹細胞の選択
的培養法を利用して、増殖、自己複製、ある
いは生存を促進する因子の探索を、既知の液
性因子やさまざまな細胞株の培養上澄をス
クリーニングすることによって行ってきた。
その結果、毛様体神経栄養因子(CNTF)や白血
病阻害因子（LIF）などのサイトカインの共
通の受容体の１つであるgp130を介したシグ
ナルが神経幹細胞の自己複製を促進するこ
とや、β-ガラクトシドに親和性を持つレク
チンタンパク質の一種であるガレクチンが
神経幹細胞の増殖を促進することを 2)明らか
にしていた。 
 
２．研究の目的 
 最近研究代表者らは、ストローマ細胞の一
種である PA-6 の培養上澄がマウス ES 細胞
由来および胎仔脳由来神経幹細胞の低密度
培養下での neurosphere 形成を促進する活
性を持つことを見出し（図１）、これは

neurosphere中の細胞増殖を促進しないこと
から、神経幹細胞の生存因子を含んでいるも
のと考えられた（図２）。そこで本研究は、
その活性の分子的実体を明らかにすること
を目的として行われた。 

 
３．研究の方法 
 それまでの予備的な研究によって、PA-6
培養上澄中の神経幹細胞生存促進活性が、
100℃の熱処理およびトリプシン消化により
失活する分子量 1万以上の分子であることが
明らかになっており、このことは、それがタ
ンパク質であることを示していた。そこで、
大量調整した PA-6 培養上澄から、イオン交
換、レクチンアフィニティーカラムなどを用
いた通常のタンパク質精製法によって、活性
成分を、neurosphere法によるバイオアッセ
イを指標に精製濃縮し、最終的には、質量分
析、場合によってはペプチドシークエンシン
グによって、活性を担うと考えられるタンパ
ク質の候補を決定し、遺伝子クローニングと
それに続く発現実験によって最終的な同定
を目指した。 
 
４．研究成果 
 まず、硫安沈殿による粗分画を試みたとこ
ろ、その生存因子活性は 35%硫安で塩析され
たことから、比較的分子量の大きなタンパク
質であることが予想された。次にこの活性の
レクチン各種(ConA, LCA, RCA, WGA)およ
びヘパリンアフィニティーカラムへの結合
を調べたところ、ConA,LCA,および WGA へ
の結合が確認され、複合糖鎖を有する糖タン
パク質であることが示唆された。また、特に
LCA アフィニティーカラムを用いることに
よって高純度な精製が可能であることも明
らかとなった。さらに、各種イオン交換カラ
ムクロマトグラフィーを試みたところ、SP-
セファロースカラムにより高度な精製が可
能であることも明らかとなった。次に、これ
らのカラム精製を組み合わせることによっ
て、大量の PA-6CMより目的成分の高度精製
を行ったところ、SDS-PAGEにおいて 10種
類のタンパク質バンドが確認された。これら
のうち量的に LC-MS/MS による質量分析が
可能と思われる 7種類のバンドについて実際
に質量分析を行ったところ、2 種類の既知で
はあるが神経幹細胞に対する作用に関して
は全く報告が無いタンパク質が同定された
（図３）。このうち 1 種類（タンパク質 A）
は、SP-セファロースカラムにより強く吸着す
るが、生存因子活性が弱い画分 

図１．PA-6培養上澄には neurosphere形
成を促進する活性が存在する．ES細胞を
分化させた胚様体、あるいはマウス胎生
14 日目の線条体を分散させ neurosphere
形成を行う際、PA-6 の培養上澄(CM)を
１：１の割合で添加すると、低密度培養下
での neurosphere形成率が最大 20倍増大
する． 

図２．PA-6培養上澄は neurosphere中
の細胞増殖に影響を与えない．ES細胞
を分化させた胚様体を分散し、6 日間
neurosphere 形成を行う際、細胞播種
時に PA-6CM を添加した場合は、
neurosphere 形成率が増大し、結果と
して総細胞数も増加したが、細胞播種
後 3日目に CMを添加しても、総細胞
数に変化は無かった. 



（0.5M NaCl溶出画分）にのみ存在したこと
から、生存因子候補から除外し、0.3Mと 0.5M 
NaCl の両方の画分に分子量の異なる 6 種類
のペプチド断片として溶出された残りの 1種
類（タンパク質 B）について（図４）、全長の

遺伝子組換タンパク質のneurosphere形成促
進活性をマウス胎仔脳を用いて検討した。そ
の結果、濃度依存的に最大 16 倍の
neurosphere形成促進活性が見られた（図５）。 

 この結果は、神経幹細胞の生存・維持に関
わる新たな因子の発見を意味しており、今後
その詳細な作用機構や in vivo における機能
の解明により、未だ謎の多い神経幹細胞の
niche に関する理解がより一層深まるととも
に、神経再生への応用が期待される。 
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図３．PA-6CM中に存在する neurosphere
形成促進活性分子の精製．PA-6CMを硫安
沈殿後、各種カラムで活性成分を精製し、
SDS-PAGE にて分離した 7 種類のバンド
を LC-MS/MS にて解析したところ、これ
らは 2 種類の既知タンパク質であった（A
および B）． 

図４．PA-6CM中に存在する neurosphere
形成促進活性分子の同定．neurosphere形
成促進活性は SP セファロースによる分画
において、0.3および 0.5M NaCl溶出の両
方の画分で検出されたが、タンパク質 Aは
0.5MNaCl画分でのみ検出されたが、タン
パク質Bの様々なペプチド断片は両方で検
出された． 

図４．タンパク質 B の neurosphere 促進
活性．タンパク質 Bの組換体は濃度依存的
に neurosphereの形成を促進した． 
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