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研究成果の概要（和文）： 

私たちは、スモール・ロイシン・リッチ・プロテオグリカンファミリーに属する Tsukushi が、

細胞外領域において新たな Wnt シグナル阻害因子として機能することを見出しました。また、

Tsukushi が眼の幹／前駆細胞が局在する毛様体、脳幹細胞が局在する側脳室下帯、毛の幹細胞

が局在するバルジ領域に強く発現していることが明らかになりました。Tsukushi KO マウスで

は、毛様体や側脳室下帯において細胞増殖が亢進していたことから、Tskushi が眼や脳の幹／

前駆細胞の増殖制御に関わるニッチ分子として機能することが示唆されました。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We have reported that Tsukushi, which belongs to small leucine-rich proteoglycan family, 
functions as a novel Wnt signaling inhibitor at the extracellular region. We found that 
Tsukushi is expressed in the ciliary body in the eye, the subventricular zone in the 
lateral ventricles, the dentate gyrus in the hippocampus. In the Tsukushi KO mouse brain, 
the cell proliferation in the ciliary body and the subventricular zone were increase 
compared to wild type brain. Our data suggested that Tsukushi functions as a niche molecule 
for the regulation of neural stem/progenitor cells. 
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１．研究開始当初の背景 

私達は、レンズ由来で網膜の発生に重要な役

割を持つ分子の探索を、ニワトリ胚のレンズ

を用いたシグナルシークエンストラップ法

を行い、新規分泌型タンパク質 Tsukushi を

単離しました。アフリカツメガエル胚を用い

た mRNA 微量注入法や生化学的解析により、

Tsukushiが新しいタイプのBMPアンタゴニス

トであることを明らかにしました（Ohta et 

al., Dev. Cell 2004）。Tsukushi には、BMP

阻害活性が異なる Tsukushi-A と Tsukushi-B

タイプが存在し、Tsukushi-A は BMP アンタゴ
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ニストである chordin と共に BMP に結合し、

その活性を強く阻害することを示しました。

さらに、Tsukushi-B タイプは TGF-b ファミリ

ーに属する Vg1 と相互作用して、原始線条と

オーガナイザーの形成に関与することを見

出しました（Ohta et al., Development 2006）。

ニ ワ ト リ 胚 を 用 い た gain- and 

loss-of-function の実験より、Tsukushi が

極めて初期の形づくりに重要な役割を持つ

コンポーネントであることを示しました。 

 

 アフリカツメガエル胚の神経提細胞は、正

中線に発現する BMP アンタゴニストと表皮に

発現する BMP の相互作用により、BMP の濃度

がある閾値に達した領域に形成されると考

えられてきました。アフリカツメガエル胚を

用いて、mRNA 微量注入法による Tsukushi の

gain- and loss-of function の実験を行った

結果、神経提前駆細胞に発現している

Tsukushi が BMP 濃度の微調整を行い、神経提

細胞の運命決定に関与していることが明ら

かになりました。さらに、Tsukushi は Notch

リガンドである Delta-1 と相互作用し、単な

る BMP アンタゴニストではなく、シグナル伝

達経路間の情報を仲介する因子であること

が示唆されています（Kuriyama et al., 

Development 2006）。 

 

 網膜における Tsukushi の発現を調べたと

ころ、Tsukushi が動物種を超えて網膜幹細胞

が局在する領域（トリやカエルでは毛様体辺

縁部、ヒトやマウスでは毛様体と呼ばれてい

る）に発現していました。ニワトリ胚を用い

た実験や生化学的解析から、Tsukushi が Wnt

受容体である Frizzled に細胞外で直接結合

して、Wnt が持つ細胞増殖活性を阻害し、網

膜幹細胞の細胞増殖を抑えることが明らか

になりました。また、Tsukushi KO マウスで

は、毛様体が大きくなっていることや sphere

の大きさや数が増加することから、Tsukushi

が網膜幹細胞の未分化性維持に関与してい

ることが明らかになりつつあります (Ohta 

et al., under revision)。 

 

 私達は Tsukushi 遺伝子領域を LacZ 遺伝子

と組み換えた Tsukushi KO マウスを、理研 CDB

との共同研究で作製し、脳の切片の b-gal 染

色を行ったところ、神経幹細胞が局在する成

体側脳室下帯と海馬・歯状回に強い発現が見

られました。また、毛包の幹細胞が局在する

バルジ領域にも、Tsukushi の強い発現が観察

されました。これらの領域の幹細胞の増殖・

分化は Wntシグナルによって制御されている

ことが報告されています。本申請では、神経

幹細胞や毛包の幹細胞における Tsukushi の

機能を明らかにすることを目標とし、その延

長として、Tsukushi による幹細胞に共通した

未分化性維持機構の法則や原理の確立を目

指しました。 

 

２．研究の目的 

Tsukushi は、神経幹細胞が局在する成体側

脳室下帯や海馬・歯状回や、毛包の幹細胞

が局在するバルジ領域において強く発現

することから、これらの領域における

Tsukushi のニッチ分子としての機能解析

を、Tsukushi 遺伝子欠損マウスを用いた

in vivo & in vitro の実験により明らかに

します。これらの解析から得られた結果を

基に、細胞認識などによる幹細胞の未分化

性維持機構を解き明かし、多様な細胞外環

境を統合的に理解したいと考えます。 

 

 成体ほ乳類の中枢神経は再生しないと

考えられてきましたが、成体脳での神経幹

細胞の発見や、神経幹細胞の未分化状態で

の培養が成功したことにより、細胞移植に

よる中枢神経系の機能再生が現実味を帯

びてきています。しかしながら、華やかな

再生医療への応用とは裏腹に、神経幹細胞

の未分化性維持機構については、分子レベ

ルにおいてほとんど研究が進んでおりま

せん。 

 

 私達が研究している Tsukushi 分子は、

生物種を越えて成体網膜幹細胞を多く含

む毛様体辺縁部に発現しています。

TsukushiはWnt2bによる網膜幹細胞への増

殖効果を抑制しますが、それは、Tsukushi

が Wnt の受容体である Frizzled に直接結

合して、Wnt2b の Frizzled への結合を阻害

するからです。Wnt シグナルに関する論文

は 6,000 報以上報告されていますが、細胞

外において Frizzled に結合し、細胞内へ

のシグナル伝達を遮断する分子としては、

Tsukushi が世界で最初に発見された阻害

因子です。これらの結果を、脳の神経幹細

胞研究に応用することにより、その未分化

性維持機構を解明できれば、「なぜ成体に

おける神経幹細胞が成熟した神経ネット

ワークに参入することが難しいのか」とい

う課題に回答することができ、将来の神経

再生医療の基礎になると考えます。 

 

 毛包には、成長期、退行期、休止期とい

う 3つの毛周期があり、毛周期に応じて毛



の産生と脱毛が繰り返されています。毛乳

頭は Wnt, BMP4, Shh など様々な因子を分

泌して細胞の増殖・分化を制御しています

が、休止期を維持する分子メカニズムは不

明です。毛包における Tsukushi のニッチ

分子としての機能を示せれば、毛周期全体

の分子制御機構を明らかにできます。 

 

 細胞外領域は、さまざまなクラスの分子

が飛び交い、自由自在に影響を与え合う戦

場であり、特異性こそが細胞外環境の命で

あると言えます。Tsukushi の分子特性とし

て注目すべき点は、Tsukushi は、この細胞

外領域において、TGF-b 経路、Notch 経路、

Wnt 経路、FGF 経路に属する分子群に特異

的に結合し、これらのシグナル伝達経路の

相互連絡を仲介することにより、生物の発

生に関与することです。Gain-of-function

や Loss-of-function は、個々の遺伝子の

機能を調べるには有効な実験手法ですが、

生物の正常発生においては、このようなこ

とは起こり得ません。Tsukushi の研究をと

おして、細胞外領域におけるシグナル伝達

制御の分子メカニズムを明らかにするこ

とは、一見複雑で多様に見える細胞認識に

もルールがあることを示し、生物の正常発

生の分子メカニズムの解明に寄与すると

考えます。 

 

 

３．研究の方法 

(１) 神経幹細胞を用いた in vitro での

機能解析 

Tsukushi は、成体マウス脳の神経幹細胞

が存在すると言われている、側脳室下帯

と海馬・歯状回に強く発現しています。

神経幹細胞の増殖、分化、維持における

Tsukushi の役割を調べるために、本プロ

ジェクトでは精製された神経幹細胞を培

養し、その培養液中に Tsukushi や他の液

生因子を様々な組み合わせで加えること

により、その影響を調べました。また、

神経幹細胞の未分化性維持に寄与すると

言 わ れ て い る RNA 結 合 タ ン パ ク 質

Musashi や bHLH 型転写因子 Hes, また神

経幹細胞からニューロンに分化・成熟す

る段階に作用する Hu RNA 結合タンパク質

などとの、相互作用を調べました。 

 

(２) Tsukushi 遺伝子欠損マウスを用いた

in vivo 解析 

Tsukushi遺伝子欠損マウスの脳内にBrdUを

インジェクションし、脳神経幹細胞である B

細胞の増殖を調べました。B 細胞から分化し

たA細胞の増殖はマーカー分子であるMash1

抗体を用いて免疫染色を行い、Mash1 陽性細

胞の数をカウントしました。C 細胞の増殖を

調べるためには、マーカー分子である DCX

抗体を用いて免疫染色を行い、DCX 抗体陽性

細胞の数をカウントしました。 

 Tsukushi は繊毛を脳室内に伸ばしている

E 細胞に発現していることから、脳室表面の

繊毛の形態を電子顕微鏡を用いて観察し、

野生型マウスと Tsukushi KO マウスにおけ

る形態の違いを調べました。 

 さらに、脳内に存在する神経回路網の形

成を、様々な神経線維を認識する抗体や染

色法を用いて、神経回路網形成に異常がな

いか調べました。 

 

(３) 成体マウスLac-Z染色によるTsukushi 

の毛包での発現とその機能 

成体 Tsukushi ヘテロマウスの Lac-Z 染色

により、Tsukushi は毛包のバルジと毛乳頭

と呼ばれる領域に発現していることが明

らかになりました。毛包は 3系統の細胞（上

皮系細胞、色素細胞、及び、毛乳頭を形成

する間葉系細胞）から構成され、それぞれ

が毛周期の伸展に伴い再生と細胞死を繰

り返しています。個々の系統の細胞にそれ

ぞれの幹細胞システムが存在することに

より、周期的な再生が維持されています. 

①毛包の様々な分子マーカーを用いて、

Tsukushi を発現する細胞を同定します。

また、毛包の毛周期（21 日間）をとおし

た Tsukushiの発現パターンを調べました。 

②Tsukushi の（+／+）、（+／—）、（—／—）

マウスを用いて毛包の形態を調べます。 

③バルジ部位の培養方法は確立しているの

で、Tsukushi の（+／+）、（+／—）、（—／—）

マウス由来のバルジを培養し、細胞の

分化・増殖を比較検討しました。 

 

４．研究成果 

Tsukushiはスモール・ロイシン・リッチ・プ

ロテオグリカンファミリーに属し、その構造

の大部分を１２個のロイシン・リッチドメイ

から構成されている。私達は、TsukushiがWnt

受容体 Frizzled4に直接結合する新たなWnt

シグナルの阻害因子として、網膜幹/前駆細

胞をそのままの状態に保持するニッチ分子

として機能することを明らかにしました。ま

た、１個のロイシン・リッチドメイでも

Frizzled4に結合することはできるが、機能

的にWntシグナルを抑制するためには、少な



くとも４個のロイシン・リッチドメイが必要

であることを示しました（Ohta et al., under 

revision）。 

 

 私達の次の問題は、Tsukushiの脳神経幹細

胞に対してどのような作用を持つかという

ことです。脳神経幹細胞は、脳室に局在して

いることがよく知られているが、Tsukushiは

この領域に発現しており、マーカー分子を用

いた免疫組織染色から、Tsukushiは脳室表面

に存在する上衣細胞に発現していることが

分りました。次に、Tsukushi遺伝子欠損マウ

スの脳切片を作製し、観察を行ったところ、

Tsukushi遺伝子欠損マウスでは、脳室が野生

型と比べて約１０倍拡張していました。BrdU

を脳に注入して、その取り込みを調べたとこ

ろ、Tsukushi遺伝子欠損マウスではBrdU陽性

細胞（B細胞）の数、Mash1陽性細胞（C細胞

）の数、DCX陽性細胞（A細胞）の数がTsukushi 

KOマウスで増加していました。 

 

私たちは、Tsukushi が動物種を超えて網膜

幹・前駆細胞が局在する領域（トリやカエ

ルでは毛様体辺縁部、ヒトやマウスでは毛

様体と呼ばれている）に発現し,その増殖

をWntシグナル阻害因子として制御するこ

とが明らかにしました。また、Tsukushi は

神経幹細胞が局在する成体側脳室下帯や

海馬・歯状回や、毛包の幹細胞が局在する

バルジ領域において強く発現しています。

様々なマーカー分子を用いた免疫染色法

や BrdU 取り込み実験により、Tsukushi 遺

伝子欠損マウスでな野生型マウスと比べ

て細胞の増殖が亢進していたことから、

Tsukushi は神経幹細胞の増殖を制御して

いることが示唆されました。さらに、成体

Tsukushi ヘテロマウスの Lac-Z 染色に

より、Tsukushi は毛の幹細胞が局在する

バルジ領域と毛乳頭と呼ばれる領域に

発現していることが明らかになりまし

た。現在、毛や皮膚を傷つけ、再生時に

おける Tsukushi の機能解析を行ってい

ます。これらの解析結果から、Tsukushi

は外胚葉由来の幹細胞の未分化性維持に

関わるニッチ分子として、細胞外領域にお

いてシグナル伝達を調節するシグナル仲

介因子であることが示唆されました。 

 

 脳神経幹細胞や毛の幹細胞の増殖は様々

なシグナルカスケード（Wnt、BMP、Notch な

ど）により制御されています。今後は、

Tsukushi KO の解析により明らかになった表

現形が、どのシグナルカスケードの変化によ

り引き起こされたものかを解明していきま

す。 
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