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論文内容の要旨

(目的)

近年、神経幹細胞の様々な性状が明らかになってきているが、いまだ予見的に神経幹細胞を同定することは不可能

である。しかし、神経幹細胞の予見的な同定が可能となれば、時間的・空間的に神経系の細胞分化を制御している機

構の解明に大いに貢献すると考えられる。本研究では、神経幹細胞の予見的な同定を可能にするために、フローサイ

トメトリーを用いて、発生段階を追った神経幹細胞の性状解析を行った。

(方法ならびに成績)

細胞の大きさおよび細胞内構造の複雑さによる神経幹細胞の物理的性状解析神経幹細胞が終生存在するといわれ

ている線条体脳室下帯にある細胞に注目し、フローサイトメーターを用いて、各発生段階にある神経幹細胞の性状解

析を行った。細胞に当たったレーザーの前方散乱光 (FSC)/側方散乱光 (SSC) を測定することにより、細胞の大き

さと細胞の内部構造の複雑さをそれぞれ測定することができる。これら 2 つのパラメター (FSC/SSC) の展開図をも

とに細胞を 7 つの分画に分け、それぞれの細胞群の neurosphere 形成能アッセイを行い、どの分画に neurosphere

を形成するような神経幹細胞が存在するのかを調べた。 neurosphere 形成能アッセイとは、神経幹細胞の選択的培養

法を用いて、神経幹細胞の持つべき 2 つの性質で、ある“細胞の自己複製能"と“分化能"を測定する試験法である。

胎児期では主に FSChigh 分画に神経幹細胞が存在し、神経発生が進んだ出生直後には FSClow/SSChigh の分画にも存

在するようになることが明らかになった。また、どの発生段階においても FSChigh/SSClow 分画を採取することによ

って、神経幹細胞を濃縮することができることが示唆された。

nestÍIrEGFP トランスジェニックマウスを用いた FSC/SSC 展開図における各細胞群の解析

当研究室で作製した nestin-EGFP トランスジェニックマウス (Kawaguchiet a l., 2001) 由来の線条体細胞を用い

て、 FCS/SSC 展開図中の各細胞群の性状解析を行った。 nestin・EGFP トランスジェニックマウスは、 nestin 遺伝子

第 2 イントロン内にあるエンハンサーに制御されて EGFP (enhanced green f1uorescent protein) が発現しており、
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神経系の未分化な細胞を可視化できるマウスである。このマウス由来細胞の nestin-EGFP 発現強度は 3 つに分けら

れ(陰性、弱陽性、強陽性)、発現強度の高い細胞分画ほど未分化な細胞を含むことが報告されている (Kawaguchiet 

a l., 2001) 0 FSC/SSC 展開図の各分画内の細胞の nestin-EGFP 発現強度分布を調べると、 neurosphere 形成能が高

い FSCmid/high/SS Clow の各分画には nestùrEGFP 強陽性の未分化な細胞が多く含まれ、 FSClow/SSChigh 内の EGFP

強陽性の細胞は神経発生後期に上昇し、神経幹細胞が含まれる割合が高くなっていることを示唆していた。この結果

は neurosphere 形成能アッセイの結果と非常によく一致していた。また、胎児期の神経幹細胞は nestùrEGFP 最強

陽性(上位 10%) 細胞に 20%前後で濃縮されることが報告されている (Kawaguchiet a l., 2001) が、これらの細胞

は FSChigh に集約されており、ここに神経幹細胞が濃縮されているということが確認された。

中枢神経系 SP の解析

近年、造血系において、 Hoechst33342 の排出能力の高い細胞集団 (SP ; Side Population) として幹細胞を単離で

きることが報告された (Goodellet a 1., 1996)0 SP 細胞とは Hoechst33342 の排出能力の高い細胞集団であり、他の

臓器でも幹細胞を濃縮することが報告されている (Gussoni et al., 1999 ; Seale et al., 2000)。そこで、中枢神経系

にも SP が存在することを確かめ、 FCS/SSC 展開図を用いて SP 細胞の性状解析を行った。 SP 細胞群は主に直径 10

μm 前後の比較的小さな細胞であり、これは FSChigh や nestin-EGFP 最強陽性(上位 10%) の細胞は全く含まない

ことが明らかになった。発生期の SP 細胞をソーテイングし、種々の分子マーカーの発現を調べた結果、 Notch1 陽性

の未分化な細胞は高頻度で濃縮されたが、神経幹細胞以外の細胞も多く含む集団であることがわかった。一方、成体

脳 SP は神経幹細胞分画 (>12μm CD241ow/PNAlow) と高頻度で一致した。

(総括)

本研究によって、神経幹細胞は単一集団ではなく、様々な様相を呈することが示唆された。また、発生を追って神

経幹細胞の性状は変化することが示唆された。本研究において明らかになった神経幹細胞の性質は、今後、神経幹細

胞の単離方法の確立や、神経幹細胞の自己複製や分化の機構解明に貢献するものと考えられる。

論文審査の結果の要旨

神経系の細胞系譜中の各発生段階にある幹細胞・前駆細胞は、神経系の細胞分化の制御機構の研究をする上で重要

な細胞種である。しかし、これら細胞の簡便な分離・同定法は未だ確立されていない。本論文は、フローサイトメト

リーを用いて神経幹細胞の簡便な同定・単離を可能にするパラメーターを探索した研究である。

前方散乱光 (FSC、細胞の大きさ川側方散乱光 (SSC、内部構造の複雑さ)をパラメーターとして、線条体脳室下

帯より得た細胞群をフローサイトメトリーで展開したところ、細胞は 7 つの分画に分類でき、各分画中の細胞数の割

合は、神経発生進行に伴い変化することが分かつた。次に、 nestin-EGFP トランスジェニックマウスを用いて同様の

解析を行った結果、 FSCmid/high/SSClow 分画の細胞は nestin-EGFP 強陽性を示す未分化な細胞が多く含まれること、

神経発生後期には FSClow/SSChigh 分画での EGFP 強陽性細胞の割合が上昇して、異なる物理的性状を示す神経幹細

胞が出現することが明らかになったu この結果は、各分画内細胞数の割合の変化から予測された結果と一致していた。

さらに、各分画について neurosphere 形成能アッセイを行い、神経幹細胞の割合を調べた結果、物理的性状の異なる

複数の分画にわたって神経幹細胞が存在すること、また、どの発生段階においても直径 20μm 前後の細胞集団に神

経幹細胞が濃縮されることが明らかになった。

次に、造血系の幹細胞は、 Hoechst33342 排出能力の高い細胞集団 (SP) として単離できる事実に基づき、中枢神

経系における SP の性状を検討した。その結果、中枢神経系にも SP が存在すること、 FCS/SSC 展開すると、 SP 細

胞群は主に直径 10μm前後の比較的小さな細胞であり、nθstin-EGFP最強陽性の細胞は全く含まないこと、さらに、

SP 細胞群を神経系の各分子マーカーで調べると、神経発生期の SP はヘテロな細胞集団であることが明らかになった。

一方、成体脳 SP は、既知の神経幹細胞分画(> 12μm CD241owlPNAlow) と高頻度で一致したことから、 SP の分取
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は成体脳からの神経幹細胞の濃縮には有効な手段となり得ることが示唆された。

本研究により、神経幹細胞は単一集団ではなく様々な様相を呈すること、また、発生が進むに連れ、神経幹細胞の

性状が変化することが示唆された。これらの結果は、今後、神経幹細胞の単離方法の確立や神経幹細胞の自己複製・

分化の機構の解明に貢献するものと考えられ、学位授与に値する。
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