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学位論文内容の要旨

【序論】
  脳神経系は多種多様な細胞によって構成され、複雑な神経回路網を形成している。
脳細胞の多様性は、神経幹細胞において内在的にプログラムされた遺伝子発現とと
もに、環境に由来する分化因子の作用によって生じると考えられている。従来、分
化因子の神経幹細胞に対する作用は、主に初代培養系を用いて解析されてきた。し
かし初代培養系は構成細胞の不均一性や、得られる細胞の量が限られるとぃった点
で問題があった。このような問題点を克服するーつのアプローチとして、脳の特定
の領域由来の神経幹細胞に発癌遺伝子等を導入し、所vivoの遺伝子発現を保持した
まま 増殖能を獲得 した不死化細胞 株を樹立することが有用である。
  一方、脳神経系の発達、生存および神経機能の維持には、神経栄養因子と総称さ
れる一群の物質が、重要な役割を果たしていることが知られている。特に神経成長
因子(NGF)は最初に分子としての実体が解明され、脳内においては前脳基底部の中
隔野神経細胞の生存を維持し、神経伝達物質の合成を促進することが明らかとなっ
ている。しかし、未分化な神経幹細胞がどのような分化因子の作用によりNGFに対
する応答性を獲得し、成熟した中隔野神経細胞へと分化するのかについては、詳細
な解析はなされていない。そこで本研究では、中隔野神経細胞の分化機構を解析す
るために、ラット胎児中隔野より細胞を単離し、SV40T抗原遺伝子を導入して、中
隔野由来不死化神経幹細胞株を多数樹立した。
【不死化神経幹細胞株の樹立】
  胎生15日目ラットより中隔野を切り出し、細胞を1日培養後にSV40T抗原遺伝
子発現プラスミドおよびブラストサイジン耐性遺伝子発現プラスミドを導入した。
ブラストサイジンにより細胞を選択し、増殖性の不死化細胞株を32クローン樹立し
た。初期スクリーニングとして、NGFを含む神経栄養因子およびbFGF，EGF，PDGF
等のサイトカインを不死化細胞株に作用させた。その結果、bFGFにより形態変化
を引き起こす細胞株(EG6)が見いだされた。EG6細胞は扁平な神経上皮細胞様の形
態を示すが、bFGF処理により細胞体の収縮と突起の伸展を引き起こした。EG6細
胞において、神経幹細胞、神経細胞およびグリア細胞に特異的なマーカー遺伝子の
発現を調べた結果、神経幹細胞のマーカー遺伝子であるネスチン遺伝子を発現して
いた。
【bFGFによるtrkA遺伝子の発現誘導】



  中隔野神経細胞は海馬に投射し、海馬神経細胞が産生するNGFによりその生存が
維持され、神経伝達物質合成酵素の活性が増加することが知られている。そこで、
EG6細胞における高親和性NGF受容体遺伝子(trkA)の発現を、RT-PCR法を用いて
検討した。その結果、未処理のEG6細胞ではtrkA遺伝子の発現は検出されなかっ
たが、bFGFで5日間処理したEG6細胞において、trkA遺伝子の発現が検出された。
一方、低親和性NGF受容体(p75)遺伝子の発現は、未処理の細胞およびbFGFで処理
した細胞の両者ともに検出されなかった。脳内においてtrkA遺伝子は中隔野を含む
前脳基底部のNGF応答性神経に局在することが知られている。したがって、EG6
細胞はbFGFにより中隔野NGF応答性神経の前駆細胞に分化する可能性が示唆され
た。また、中隔野神経幹細胞はtr kAのりガンドであるNGF自身を発現しているこ
とが報告されている釣。そこでEG6細胞におけるNGF遺伝子の発現を調べたとこ
ろ、未処理およびbFGFで処理したEG6細胞はともにNGF遺伝子を発現していた。
したがって、bFGFによるtrkA遺伝子の発現誘導により、内在的に発現しているNGF
がEG6細胞自身に作用する可能性が示唆された。
【mRNハディファレンシャルディスプレイ法を用いたbFGFによる遺伝子発現変化
の解析】
    丶I
  bFGFによるEG6細胞における遺伝子発現変化をmRNA‐ディファレンシャルディ
スプレイ法により解析した。26種の任意プライマー（10mer）および3種のアンカー
プライマーの計78通りの組合せを用いてディスプレイを行い、bFGF処理にともな
って発現量が変化するパンドを切り出してクローン化した。その結果、bFGFによ
り発現が誘導される遺伝子として、カルモジュリンを含む6種の遺伝子がクローニ
ングされた。また、発現が抑制される遺伝子として、細胞外マトリクスのーつであ
るトロンボスポンジン1を含む4種の遺伝子がクローニングされた。トロンボスポ
ンジンは胎生初期の脳に一過的に発現し、神経幹細胞の移動および分化に関与する
ことが知られている。他の遺伝子との相同性がない未知の遺伝子については、発達
過程の脳における発現および組織分布について解析した。クローン1G‐2は胎児期
の脳を含む種々の組織に発現し、その発現は成体において減少した。特に脳におい
ては生後まもなく発現が減少し、成体では検出できなかった。このことから、クロ
ーン1G‐2は脳を含む種々の組織の発達過程において機能することが示唆された。
一方、クローン2Cは胎生15日日ごろから脳に発現し、非神経組織においてはほと
んど検出されなかった。成体の種々の神経組織における発現を調べた結果、脳の広
い範囲で発現が検出されたが、脊髄における発現レベルは低く、末梢神経系の後根
神経節においてはほとんど検出されなかった。以上のことから、クローン2Cは脳
神経系の発達および分化した脳神経細胞の機能に重要な役割を果たして、いる可能
性が示唆された。
【結論】
1． ラ ット 胎 児 中 隔 野 よ り不死 化細 胞株皿 G6細 胞）を 樹立 した。
2．EG6細胞は神経幹細胞に特異的なネスチン遺伝子を発現しており、bFGFによ
    る形態変化に伴ってtrkA遺伝子を発現することから、中隔野NGF応答性神経
    前駆細胞に由来する可能性が示唆された。
3．EG6細胞においてbFGFにより発現量が変化する遺伝子を、n瓜Nハディファレ
    ン シ ャ ル デ ィス プ レ イ 法 を 用 いて 多 数 ク ロ ー ニ ン グし た。
4．bFGFにより発現が誘導される遺伝子であるクローン2Cは、発達過程の脳およ
    び成体の脳に特異的に発現していることから、脳神経細胞の分化および成熟し
    た神経細胞の機能に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。



学位論文審査の要旨

主 査   教 授   栗 原 堅 三

副 査   教 授   野 村 靖 幸

副査  助教授  三宅教尚
副査  助教授  徳光幸子

学位 論文 題名，

不死化神経幹細胞株の樹立と塩基性線維芽細胞増殖因子による

    遺伝子発現変化の解析

  申請者は，長年脳神経系の細胞の分化機構を研究していたが，このほど

上記の題名の研究を学位論文としてまとめ，提出してきた．この論文につ

いて，審査委員会は慎重審査を行った．

  脳神経系は多種多様な細胞によって構成され、複雑な神経回路網を形成

している。脳細胞の多様性は、神経幹細胞において内在的にプログラムさ

れた遺伝子発現とともに、環境に由来する分化因子の作用によって生じる

と考えられている。従来、分化因子の神経幹細胞に対する作用は、主に初

代培養系を用いて解析されてきた。しかし初代培養系は構成細胞の不均一

    ・丶

性や、得られる細胞の量が限られるといった点で問題があった。これらの

問題点を克服するーつのアプローチとして、不死化細胞株の活用がある。

不死化細胞株は、特定の未分化な神経組織より単離した神経幹細胞に、

SV40T抗原遺伝子や、myc遺伝子等を導入して作成される。これらの細胞

株は、分化能と増殖能を合わせ持つ均一な細胞集団であり、神経分化機構

の 細 胞 レ ベ ル な ら び に 分 子 レ ベ ル の 解 析 に 適 し て い る 。

  一方、脳神経系の発達、生存および神経機能の維持には、神経栄養因子

と総称される一群の物質が、重要な役割を果たしていることが知られてい

る。例えば、海馬神経細胞は代表的な神経栄養因子である神経成長因子



(NGF)を産生し、このNGFが海馬に投射している中隔野神経細胞の生存を

維持することが報告されている。しかし、未分化な神経幹細胞がどのよう

な分化因子の作用によりNGFに対する応答性を獲得し、成熟した中隔野神

経細胞へと分化するかについては、詳細な解析はなされていたい。そこで

申請者は、中隔野神経細胞の分化機構を解析するために、ラット胎児中隔

野より細胞を単離し、SV40T抗原遺伝子を導入して、中隔野由来不死化神

経幹細胞株を多数樹立した。
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【不死化神経幹細胞株の樹立】

  胎生15日目ラットより中隔野を切り出し、細胞を1日培養後にSV40T

抗原遺伝子発現プラスミドおよびブラストサイジン耐性遺伝子発現プラ

スミドを導入した。ブラストサイジンにより細胞を選択し、増殖性の不死

化細胞株を32クローン樹立した。初期スクリーニングとして、NGFを含む

神経栄養因子およびbFGF，EGF，PDGF等のサイトカインを不死化細胞株に

作用させた。その結果、bFGFにより形態変化を引き起こす細胞株(EG6)を

見いだした。EG6細胞は扁平な神経上皮細胞様の形態を示すが、bFGF処理

により細胞体の収縮と突起の伸展を引き起こした。EG6細胞において、神

経幹細胞、神経細胞およびグリア細胞に特異的なマーカー遺伝子の発現を

調べた結果、神経幹細胞のマーカー遺伝子であるネスチン遺伝子を発現し

ていることを確認した。

【bFGFによるtrkA遺伝子の発現誘導】

  中隔野神経細胞は海馬に投射し、海馬神経細胞が産生するNGFによりそ

の生存が維持される。また、NGFにより神経伝達物質合成酵素の活性が増

加することが知られている。そこで、申請者はEG6細胞における高親和性

NGF受容体遺伝子(trkA)の発現を、RT―PCR法を用いて検討した。その結果、

未処理のEG6細胞ではtrkA遺伝子の発現は検出されなかったが、bFGFで

5日間処理したEG6細胞において、trkA遺伝子の発現を検出した。一方、

低親和性NGF受容体(p75)遺伝子の発現は、未処理の細胞およぴbFGFで処

理した細胞の両者ともに検出されなかった。脳内においてtrkA遺伝子は

中隔野を含む前脳基底部のNGF応答性神経に局在することが知られている。



したがって、EG6細胞はbFGFにより中隔野NGF応答性神経の前駆細胞に分

化する可能性が示唆された。また、中隔野神経幹細胞はtrkAのりガンド

であるNGF自身を発現していることが報告されている。そこで申請者は

EG6細胞におけるNGF遺伝子の発現を調ベ、未処理およぴbFGFで処理した

EG6細胞はともにNGF遺伝子を発現していることを明らかにした。したが

って、bFGFによるtrkA遺伝子の発現誘導により、内在的に発現している

NGFがEG6細胞自身に作用する可能性を示唆した。

【mRNA－ディファレンシャルディスプレイ法を用いたbFGFによる遺伝子発

現変化の解析】

  申請者は，bFGFによるEG6細胞における遺伝子発現変化をmRNAーディフ

ァレンシャルディスプレイ法により解析した。26種の任意プライマー（10

mer）および3種のアンカープライマーの計78通りの組合せを用いてディ

スプレイを行い、bFGF処理にともなって発現量が変化するバンドを切り出

してクローン化した。その結果、bFGFにより発現が誘導される遺伝子とし

て、カルモジュリンを含む6種の遺伝子がクローニングされた。また、発

現が抑制される遺伝子として、細胞外マトリクスのーっであるトロンボス

ポンジン1を含む4種の遺伝子がクローニングされた。トロンボスポンジ

ンは胎生初期の脳に一過的に発現し、神経幹細胞の移動および分化に関与

することが知られている。他の遺伝子との相同性がない未知の遺伝子につ

いては、発達過程の脳における発現およぴ組織分布にっいて解析した。ク

ローン1G－2は胎児期の脳を含む種カの組織に発現し、その発現は成体に

おいて減少した。特に脳においては生後まもなく発現が減少し、成体では

検出できなかった。このことから、クローン1G－2は脳を含む種々の組織

の発達過程において機能することが示唆された。一方、クローン2Cは胎

生15日目ごろから脳に発現し、非神経組織においてはほとんど検出され

なかった。成体の種々の神経組織における発現を調べた結果、脳の広い範

囲で発現が検出されたが、脊髄における発現レベルは低く、末梢神経系の

後根神経節においてはほとんど検出されなかった。以上のことから、クロ

ーン2Cは脳神経系の発達および分化した脳神経細胞の機能に重要な役割
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を果たしている可能性が示唆された。

  以上のように，申請者の提出した論文は，神経分化に関する多くの新し

い知見を含んでおり，博士（薬学）の学位を与えるにふさわしい論文と判

定した．


