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原 著

初期胚神経上皮由来神経幹細胞の

脳移植 ドナーとしての可能性に関す る検討

慶慮義塾大学医学部外科学教室脳神経外科

　　　　　　　　　 はやし　　たく　ろう

　　　　　　　　　　林　 拓 郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ABSTRACT

　　　　　　　　　　Feasibility　 of　using　 proliferated　 neural　 stem　 cells　of

early　 embryonic　 neuroepithelial　 origin　 as　donor　 cells　for　intracerebral　 grafting

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tck脚 κの励`,　Af.D・

Department　 of　Neurosurgery,　 School　 of　Medicine,　 Keio　 University

　 The　 biological　 character　 of　 neuroepithelial　 stem　 cells(NESCs)was　 assessed　 ix　 vitro　 and　 in　 vivo　 to　 confirm

the　 feasibility　 of　 using　 them　 as　 donor　 cells[or　 intracerebral　 grafting.　 All　 of　 the　 NESCs,　 which　 were　 derived

from　 mesencephalic　 neural　 plates,　 were　 immunohislochemically　 positive　 for　 both　 nestin　 and　 fibroblast

growth　 factor〔FGF)receptor.　 Isolation　 and　 proliferaUon　 of　 NESCs　 was　 attempted　 from　 culture　 under　 vari・

ous　 conditions.　 Neurosphe祀s　 fomed　 in　medium　 conしaining　 FGF2,　 and　 NESCs　 were　 able　 to　 grow　 at　 a　maxi・

mum　 proliferation　 rate　 of　 approximately　 7.3　 fold　 in　 seven　 days.　 The　 single　 cells　 derived　 from　 primary

spheres　 differentiated　 into　 neurons　 that　 extended　 long　 neurites　 in　 two　 days　 and　 expressed　 several

neurochemical　 markers,　 sus8esting　 maturation　 of　 the　 cells,　 but　 hardly　 any　 filial　 cells　 were　 observed.　 The

growth　 potential　 of　 the　 NESCs,　 however,　 subsequently　 diminished　 even　 in　 the　 medium　 containing　 FGF2,

and　 NESCs　 derived　 from　 FGF2-responsive　 neurospheres　 after　 serial　 weekly　 passages　 tended　 to　 differenti-

ate　 into　 glial　 cells　 more　 than　 into　 neurons.　 The　 NESCs　 proliferated　 in　 seven　 days　 with　 FGF2,　 which　 was

transplanted　 into　 normal　 rat　 striata,　 also　 expressed　 nestin　 and　 TuJ　 I,but　 GFAP　 positive　 cells　 were　 hardly

seen.　 These　 experimental　 results　 indicated　 that　 the　 neural　 stem　 cells　 were　 not　 always　 equal　 in　 their　 differ

entiation　 paths　 and　 that　 the　 features　 of　 neural　 stem　 cells　 could　 be　 changed　 with　 the　 duration　 of　 culture.

NESCs　 could　 be　 proliferated　 with　 the　 addition　 of　 FGF2　 with　 having　 preserved　 vigorous　 neuronal　 differen・

nation　 depending　 on　 the　 required　 amount　 at　 its　 maximum　 under　 FGF2　 at　 the　 7-day　 time　 point,　 sug8esting

that　 7-day-old　 NESCs　 proliferated　 with　 FGF2　 may　 be　 favorable　 donor　 cells　 for　 inlracerebral　 grafting　 to

restore　 damaged　 neuronal　 circuits　 in　 diseased　 brain.

Key　 Words neural　 stem　 cell,　neuroepithelium,　 intracerebral　 grafting,　 fibrillary　 growth　 factor　 2,　neuronal

　differentiation
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緒　　言 方　　法

　神経幹細胞は自己再生能 と多分化能を有する細胞と定

義 され団,中 枢神経系を構成する神経細胞,グ リア系

細胞(星 状細胞,希 突起膠細胞)の 元となる細胞である.

これまで,損 傷した神経回路網の修復に関 して,神 経幹

細胞を ドナーとして用いた多くの神経移槙実験が諸施設

により報告されてきた.こ れらの中で,成 体型神経幹細

胞は自家移植に関 して億的にも倫理的にも問題点は少な

いと考えられるが,神 経細胞よりもグリア系細胞等に分

化 しやすいとの報告が敬見され剛,神 経回路網の再構

築のための ドナーとしての臨床応用には困難と考えられ

る.神 経幹細胞は発生初期から生体に至るまでのすべて

の年齢の脳に存在するものと理解されているが9i2),近

年,神 経幹細胞は自己と同一の細胞を複製 し続けている

わけではなく,成 長に伴って性格の異なる細胞を複製 し

ている可能性が示唆されている,。,.すなわち,神 経発生

初期において神経幹細胞は神経上皮細胞として現れ神経

細胞のみを産生 し,そ の後,星 状細胞,希 突起膠細胞が

産生されるようになり,中 枢神経が形成されていると考

え られる.我 々は神経幹細胞による神経回路網を再構築

する ドナーとして,神 経細胞に分化する発生初期の神経

幹細胞すなわち神経上皮型幹細胞に着目し,初 期胚中脳

胞部神経板か ら得 られた神経上皮型幹細胞 にっ きin

uivo　t;よびin　vitro　t:.おいて検討をしてきた.こ れまで,

我々は神経上皮型幹細胞の①旺盛な神経細胞への分化能,

②旺盛な神経突起伸展能,③ 移植片とホス ト間の旺盛な

細胞移動能を証明 してきt.IJ-19).このような特長を有す

る神経上皮型幹細胞を損傷部に移植すれば新たな神経回

路網の再建を介して機能再生を達成で きる可能性がある.

しか しなが ら,こ の巾脳胞部神経板からは少最の神経上

皮型幹細胞 しか得 られず,移 値 ドナーとして応用するに

は実用的な問題が残されている.

　 本研究においては,以 上の背景を踏 まえ,神 経上皮型

幹細胞が脳移植 ドナーとしての可能性を有するかを明 ら

かにす るため,① 神経上皮型幹細胞の生物学的特長,特

に分離 し,増 殖 させられるかについてin　vilro　Isisい て

検討 した.② 増殖 させた神経上皮型幹細胞は旺盛な神経

細胞への分化能を維持 しているのか,移 櫃 ドナーとして

の可能性を有するのかin　vitro　isおいて検討 した.③ 正

常 ラッ ト線条体にFGF2を 添加 して増殖 した神経上皮

型幹細胞を移植 し,そ の組織片を免疫組織学的に検討 し

た.

1　 E10ラ ッ ト初 期 胚 の 摘 出,中 脳 胞 都 神 経 板 の 分 離

　 妊 娠io日 雌 ウ ィス タ ー ラ ッ トを 株式 会 社 埼 玉 実 験 動

物 供 給 所 よ り購 入 し使 用 した,十 分 に腹 腔 麻 酔 した妊 娠

10日 ウ ィ ス ター ラ ッ トの 子 宮 か ら胎 生io日 初 期 胚 を

摘 出 し,4%ゲ ン タ マ イ シ ン 入 り のPhosphate・

Buffered　 Saline　fPBS,　Gibcolに 移 した.5-15の 初期 胚

をN-2supplimentと20ｵ8/m]イ ン ス9ン 入 り の

Dul6ecco's　 Modified　 Eagle　 Medium　 　Nutrient

Mixture　 F・12(DMEM/F-12,以 上Gilxo)内 で よ く

洗 浄 した 後,実 体 顕 微 鏡 下(0けmpus)で 頭 部 原 基 の

み 切 断 し,0.5%卜1,プ シ ン,0,25%パ ン ク レ ア チ ン

(以 上Gibco)入 り溶 液 内 で4℃,15分 間 反 応 さ せ た.

PBSで よ く洗 浄 した 後,頭 部 原 基 を ト リプ シ ン イ ン ヒ

ビ タ ー(Boeringer-Mannheim)内 に移 した.そ の 後,

Hank's　 buffer{G置bco}内 で 実 体 顕 微 鏡 一ド に

mesenchymc　 の周 辺 組 織 を 除 去 し中 脳 胞 部 神 経 板 を

分 離 した.

2　 初 期 胚 中 臓 胞 部 神 経 板 の 免 疫 組 織 学 的 検 肘

　 中 脳 胞 部 神 経 板 に お け るnestin,　 fibroblast　 growth

factor　 receptor(FGFRi,　 epithelial　 growth　 factor　 re-

ceptor〔EGFR)の 発 現 を 免 疫 組 織 学 的 に 検 討 し た.　 E10

ラ ッ ト初 期 胚 を パ ラ フ ィ ン で 包 理 し た 後,ミ ク ロ ト ー ム

を 用 い て4Nmの 中 脳 胞 部 神 経 板 の 切 片 を 作 成 し た,切

片 は 脱 パ ラ フ ィ ン後,一 次 抗 体(anti・nestin抗 体(Rat

401),1　 10;Developmental　 Studies　 Hybridoma

Bank,　 University　 of　Iowa,　 anti-FGFR抗 体,　 i:100;

Santa　 Cruz,　 anti・EGFR抗 体.　 1:2000:Sigma-

Ardrich)と4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た.　 PBSで6回 洗 浄 後

二 次 抗 体(Alexa　 568,988)と 反 応 さ せPBSで5回 洗

浄 し た.

3　 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 の 分 離 培 養,継 代 培 養

　 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 を 分 離 し,増 殖 さ せ ら れ る か 培 養 系

で 検 討 した.巾 脳 胞 部 神 経 板 を 解 離(dissociation)し,

生 存 し て い る 細 胞(viable　 cell)を,①3%FBSを 含 む

medium(control),ｮ20　 ng/ml　 epidermal　 growth

factor(EGF,　 Upstate・Biotech)を 含 むmedium,③10

ng/ml　 fibroblas[growth　 factor　 2(FGF2,　 Upstate・

Biotech)十2ｵ8/m1ヘ パ リ ン(Hoechst)を 含 むmedium

の3条 件 下 で37℃,5%CO,,　 humidified　 incubator

内 で7日 間 培 養 し た.細 胞 数 は10000viable　 cells/ml

(5000/well)と し,　 wellと の 接 酋 を 防 ぐ た め",.　 poly{2・
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林:移 櫃 ドナ ーと しての神経上皮型幹細胞

hydroxy-ethylmethacrylate)　 (poly-HEMS,　 Sigma

Ardrich)で コ ー ト し た 直 径35　 mm・well　 plate(Iwakil)

を 用 い た.

　 ま た,FGF2添 加 培 握7日 後 に 得 ら れ た 神 経 塊

(neurosphere)をdissociationし た 後,800x　 g,5分

間 遠 心 し,5000viable　 cellを 同 様 のFGF2添 加 条 件 下

で さ ら に7日 間 培 養 し た.継 代tcよ るFGF2反 応 性 神

経 上 皮 型 幹 細 胞 の 増 殖 能 の 相 違 を 評 価 す る た め

neurosphereを7日 毎 に 同 様 にdissociationし て28日

後 ま で 継 代 培 養 し た.7日 毎 にprimary　 sphere(初 代,

Day7),　 secondary　 sphere{2代,　 Day　 14),　 tertiary

sphere(3代,　 Day21),　 quinternary　 sphere〔4代,

Day28)と し,　 dissociation後,5000　 viable　 cellを

poly・HEMEで コ ー ト し たcoverslipを 敷 い た16　 mm・

well内 で 上 記 と 同 様 のincubatorを 用 い て 培 養 し た.

培 養 液 は 各 継 代 時 に 半 鼠 交 換 し た.

4　 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 の 増 殖 能

　 CellTiter　 96　Aqueous　 assay　 with　 MTS　 tetrazolium

(MTS:[3一(9,5-dimethylthiazol-2-yl)一5一(3carboxy-

methoxypheny1)・2・(4・sulphophenyD・2H・tetra201ium,

inner　 salt])(MTSア ッ セ イ 〕を 用 い て,神 経 上 皮 型 幹

細 胞 のEGFとFGF2に 対 す る 増 殖 能 を 定 避 化 し た,ま

た,FGF2を 用 い て 継 代 して も 増 殖 さ せ ら れ る か,継 代

時 に も 行 っ た.5000viable　 cellをpoly・HEMEで コ ー

ト し た96・well　 plate(Iwaki)内 で3と 同 様 に 各 条 件 で 培

養 し た.初 代 培 養 で はDay　 O,1,3,7で,　 FGF2を

添 加 し た 継 代 培 養 で は 継 代 と 同 日 のDay　 7(primary

sphere),14(secondary　 sphere),21(tertiary　 sphere),

28(quinlernary　 sphere)1二 測 定 し た.測 定 時 に20μ1

MTS溶 液 を 各wellに 加 え,上 記 と 同 様 のincubator

内 で1時 間 さ ら に 培 養 し た 後,490nmで の 吸 光 度 を 測

定 し た.

5　 FCF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 の 免 疫 組 識 学 的検 肘

　 FGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 のnestinの 発 現 に っ

い て評 価 す る た め,免 疫 組 織 学 的 検 討 を 行 った.

　 Day　 7,14,　 zi,28に 得 られ た 各neurosphereを 室

温 で4%パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド用 い て20分 間 固 定 し,

0.1%Bovine　 Serum　 Albumin(BSA,　 Sigma)を 添 加 し

たPBSで5分 間 ず っ4回 洗 浄 した.5%BSA/PBS-

Triton　 Xで37℃ 。30分 聞 ブ ロ ッ ク した 後,一 次 抗 体

(1:10anti・nestin抗 体)と4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た.

0.1%BSA/PBSで6回 洗浄 後,二 次 抗 体(Alexa　 488:

Molecular　 Probe)と 反 応 さ せ,　PBSで5回 洗 浄 した,

　 ま た,FGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 はFGF2存 在

下 で 神 経 細 胞 へ の 分 化 能 を 維 持 で き る か 検 討 す る た め 分

徴 培 養 を 行 い,免 疫 組 織 学 的 検 討 を 加 え た.Day　 Oの

神 経 板(control)お よ びDay　 7(primary),14(secon-

dary},21(tertiary),28〔quinternary)に 郷 ら れ た 各

neurosphereをdissociationし,5000　 viable　 cellを

3%FBS添 加 して 培 養 し た.上 紀 と 同 様 のpoly・HEME

で コ ー ト し たcoverslipを 敷 い た16mm。wenとincu・

Batorを 用 い た.2日 後,　 coverslipを 上 記 と 同 様 に 免

疫 組 織 染 色 を 施 し た.一 次 抗 体 はanti・TuJl{(stub.且in・

III)抗 体(1:500:Babco),　 anti・glial　 fibrillary　 acidic

protein(GFAP)抗 体(1:400;Sigma・aldrich),二

次 抗 体 はAlexa　 488,568(Molecular　 Probe)を 用 い た.

lcoverslipで 無 作 為 に 選 ん だ5視 野 のTuJl賜 性 細 胞

とGFAP陽 性 細 胞 数 の 比 率 を 算 出 し た.

　 さ ら にDay　 7のFGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 で は,

分 化 に よ っ て 得 ら れ た 神 経 細 胞 の 種 類(phenotype.)

を 免 疫 組 織 学 的 に 検 討 し た.Day　 Oの 申 脳 胞 部 神 経 板

(controDとDay　 7のprimary　 sphereをdissociation

し,上 記 と 同 様 に,PLLコ ー ト したwellで!q　 し た.

2日 後coverslipを 上 記 と 同 様 に 免 疫 組 織 染 色 を 加 え た.

一 次 抗 体 はanti-TuJI抗 体 と 各neurochemica且

marker(i　 s　iaoa　 anti・glutamate抗 体;Sigma・

Aldrich,且:1000　 anti一 γ一aminobutyric　 acid〔GABA航

体;Sigma・Aldrich.　 i;500　 anti-tyrosine　 hydroxy-

rase(TH)抗 体;Sigma・Aldrich,1:100　 anti・choline

acetyl　 transferase(ChAT}抗 体;Diasorin},二 次 抗 体

はA且exa　 488と568を 用 い た.1coverslipで 無 作 為

に 選 ん だ5視 野 のTuJ　 1陽 性 細 胞 の 合 計 数 に 対 す る

Tu11/neurochemica量markerの 二 重 陽 性(doubly

positive)細 胞 の 合 計 数 の 比 率 を 算 出 し,　 controlと

Day7で 比 較 し た.

6　 FGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 の移 植 片 の免 疫 組 織

　 学 的 検 討

　 FGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 が 移 植 環 境 に お い て

in　vivaと 同 様 に 旺 盛 な 神 経 細 胞 へ の 分 化 能 を 有 す る か

3A　vitroで 検 討 した.　 Day　 7に 得 られ たFGF2反 応 性

primary　 sphereをdissociationし30×10'viable　 cell

を,8週 齢 雄 ウ ィス ター ラ ッ ト(株 式 会 社 埼 玉 実 験 動 物

供給 所 よ り購 入)の 右 線 条 体 に定 位 的 に移 植 した,移 植

7日 後 に 移 植 脳 を摘 出 し,パ ラフ ィ ン包 理 した後,ミ ク

ロ トー ムを 用 い て5Nmの 切 片 を 作 成 し,脱 パ ラ フ ィ ン

後,hematoxilin　 and　 eosin(H&E}染 色 した.ま た 別

の 切 片 は室 温 で メ タ ノ ー ル(0.1%HzOx含 む)と20分
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間 反 応 さ せ た 後,一 次 抗 体(anti-nestin抗 体,　 anti-

Tu]1抗 体,　 anti-GFAP#n体)と4℃ でis時 間 反 応 さ

せ た.室 温 でbiotinylated　 anti-mouse　 IgG(1=200;

Amersham)と5回 反 応 さ せ,3,3'一diamino6enzidine

tetrahydrochroride〔DAB;Muto　 Pure　 Chemicals)で

発 色 し た.隣 接 切 片 を 用 い て 検 討 し た.

7　 統計学的手法

　データは平均±標準偏差で表記 し,群 間の差を評価す

るにあたりpost・hocテ ストを用いた多重比較を行った.

危険率が0.of未 満のものを統計学的に有意 とした.

結　　果

1　 E10ラ ッ ト中籏 胞 部神 経 板 のnestin,　 FGFRの 発 現

　 E10ラ ッ ト中 脳 胞 部 神 経 板 の 切 片 標 本 で は 同 様 に

nestin陽 性 細 胞 か ら成 る が,こ れ らの 細 胞 はFGFR陽

性 で もあ っ た.EGFR陽 性 細 胞 は明 らか に は 認 め られ

なか った(第1図).

2　 神 経上 皮 型 幹 細胞 の 分離,増 殖,神 経細 胞 へ の分 化能

　 MTSア ッセ イ に よ れ ば,　Day　 1で は いず れ の条 件 で

も増 殖 して お り,有 意 差 は認 め な か ったが(control;

n=13,　 EGF;n=12,　 FGF2;n=11)　 (p>0.01),

Day　 3で はFGF添 加 群 に お いて 細 胞 の 増 殖 効 果 は他 の

2群 に比 べ有意 差 を認 め た(control;n=且7.　 EGF;n=

10,FGF2;n=ii)(p<o.oi).　 Day　 7で はFGF2添

加 群 で はDay　 Oの7.3倍 に細 胞 を 増 殖 さ せ る こ とが 可

能 で あ り,こ の 群 で の みneurosphereの 形 成 も認 め た

(control:n=16.　 EGF　 　n=IO.　 FGF2;n=12)

(pくo.ou(第2図A).神 経 上 皮 型 幹 細 胞 はDay1ま で

は 成 長 因 子 に 依 存 せ ず 増 殖 す る が,そ の 後 はFGF2添

加 に よ り増 殖 さ せ る こ とが可 能 と考 え られ た.FGF2添

加 に よ る継 代 培 獲 で は継 代 毎 に増 殖 で き るが,そ の 細 胞

の 増 殖 効 果 は低 下 した(各 継 代 と もn=24)(第2図B).

FGF2の み の 添 加 で は継 代 に よ り神 経 上 皮 型 幹 細胞 の 白

己増 殖 能 は維 持 され な い と考 え られ た.

　 Day7に お い て 得 られ たprimary　 sphoreを 構 成 す る

多 くの 細 胞 がnesUn陽 性 で あ った.分 化 させ た際 に は

多 くのTuJl陽 性 細 胞 を 認 め,　GFAP陽 性 細 胞 は 観 察

さ れ ず,controlも 同 様 の 結 果 で あ った こ とか らDay7

ま で は 旺盛 な神 経 細 胞 へ の 分 化能 を 維 持 して い る と考 え

られ た,継 代 に よ りneurosphereの 形 成 は認 め られ た

が,形 成 され たneurosphereで のnesdn陽 姓 細 胞 の 発

現 は 次 第 に低 下 し,分 化 後 はGFAP陽 性 細 胞 が 増 加 し

た.quinternary　 sphereで はTuJ]陽 牲 細 胞 は ほ とん

ど観 察 され な か った(第3図).各sphereのTuJ1陽 性

細 胞:GFAP陽 性 細 胞 比 はsecondaryで52.8:47.2

(n=6),tertiaryで は3.3:96.7(n=6),　 quinternary

sphereで は,1.1:98.9(n=9)と な り(第a図),

FGF2の み で は神 経 上 皮 型 幹 細 胞 の分 化 を長 期間 制 御 す

る効 果 は な い と 考え られ た.

3　 FGF反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 由 来 神 経 細 胞 のphe・

　 notype

　 Day　 7に 得 ら れ たFGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 を

分 化 さ せ る と 多 くのTu∬ 陽 性 細 胞 が 得 ら れ た(前 項).

こ のTuJ　 l陽 性 神 経 細 胞 のneurochemica】markerの

発 現 を 免 疫 組 織 学 的 に 検 討 し た.glutamate(第5図A-

C),GABA(3iS　 5図D-F〕,　 TH(第5図G-pを 発 現 して い

た が,ChATの 発 現 は 認 め ら れ な か っ た(第5図J-L) .

TuJ　 1陽 性 細 胞 に 対 す る 比 率 はglutamate/Tu)1

double-positive　 cell　i379.9ｱ1.83%(n=8),　 GABA/

TuJl　 double・positive　 ce】1は12.4±1。94%　 (n=7),

TH/TuJ且double・posiUve　 cellはL3±0.27%(n=5)

で あ っ た.controlで はglutamate/Tu)1　 doubie・

positive　 ce11は75.1±4.66%　 (n=6),　 GABA/TuJl

doub且e・positive　 cell　 は 　9.93± 　1.41%　 　(n=6),

TH/TuJIdouble・positive　 cellは1.41ｱ0.69%(n=5)

で あ り,両 者 と もChAT/TuJI　 doub且e・positive　 cellは

明 ら か に は 観 察 さ れ な か っ た('｢n=6).controlと

Day　 7に 得 ら れ たFGF2反 応 性 神 経 上 皮 型 幹 細 胞 の

neurochemical　 markerの 発 現 に 有 意 差 は 認 め ら れ ず

(p>0.01)(第1表),増 殖 し たFGF2反 応 性 神 経 上 皮 型

幹 細 胞 は 成 熟 し た 神 経 細 胞 に 分 化 し た と 考 え られ た.

9　 FGF2反 応性神経上皮型幹細胞の移植環境における

　免疫組織学的検肘

　ホス トの線条体にはHE染 色では明らかな壊死像は認

められず移植片は生着 していると考えられた.免 疫組織

染色では移植片にはnestinお よびTu]1陽 性細胞が多

く認め られた.ホ ス ト組織に比 し,移 植片内のGFAP

陽性細胞はわずかであり(第6図),Day　 7で のFGF反

応性神経上皮型幹細胞は移植環境においても旺盛な神経

細胞への分化能を維持していると考えられた.

考　　察

　多分化能と自己複製能を育すると考え られる神経幹細

胞1]1は,近 年では神経系の発逮段階によ って神経幹細
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図4　 神経上疲型幹細胞 と増殖 した神経上皮型幹細胞の分化培養で

　　のTuJIお よびGFAP隅 性細胞の比串を算出 した.　Day?の

　　F6F2反 応臓神経上度型幹網胞はrnntrolと 同様に旺盛な神経

　　細胞への分化能を維持 していたが,継 代につれて ヴリア系細胞

　　への分化能を獲得 した,

図6　 増殉後D旦y7のFGF2反 密性神経上皮型幹細胞を正蹴厨へ

　　移植し,組 織片を検肘 した.移 植片のホス ト臓 との生珊は良好

　　であリ,移 植片は抗nes伽 抗体,抗TuJl抗 体 に隅性であ り,

　　抗GFAP陽 性細胞に乏 しか った.　A,　HE染 色(orrowheud

　　で囲まれた部分が移植片),B,　 nestin抗 体の免疫組織染色

　　像,C.　 Ut　Tu]1抗 体の免疫組織染色像.0,抗GFAP抗 体の
　　免疫組織染色像

胞の生物学的特長は異なり,比 較的発生初期段階に得ら

れた神経幹細胞はグリア系細胞よりも神経細胞に分化す

る傾向にあるA10.12301と提唱されている.我 々は神経細

胞への旺盛な分化能を有する ドナー細胞こそ損傷 した神

経回路網を再構築するにはふさわ しいと考えている。そ

こで中脳胞部神経板由来の神経上皮型幹細胞の移植 ドナー

としての宥用性に注目し,こ れまでその旺盛な神経分化

能に関 して検討 してきた.本 研究では移埴 ドナーとして

の有用性に関 して検討するため,培 養系において分離 し,

増殖させることが可能であるか,移 植環境ではどのよう
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林:移 櫃 ドナー と しての神経上皮型幹細胞

衷1

Glutamate/Tu)1 GAGA/TuJI TH/TuJ　 1 ChAT/Tu11

DayO　 control 75.1ｱ9.66%(n=6)　 9.93十1.41%(n=6)　 1.41ｱ0.69%(n=5) 0(n=61

Day7　 FGF2反 応牲神経 上皮型

幹細胞

79.9ｱ1.83%(n=8)　 12.41L94%(n=7)　 　1.3ｱ0.27%(n=5) 0(n=6)

な挙動を示すか考察 した.

　まず,中 脳胞部神経板由来神経上皮型幹細胞の特有の

生物学的特徴を評価するため,成 長因子受容体(recep-

tor)の 発現や成長因子への反応にっいて免疫組織学的

に検討 した,諸 家の報告によればFGF2やEGFの 存在

下に撮々な発生段階において神経幹細胞を分離できると

されzrxn,ま た,発 生初期段階で もrcraの みを発現

しているためFGF2の みの存在下で未分化な ドナーソー

スからneurosphereと して神経幹細胞が得 られ ると報

告されている2S　281.本研究で も中脳胞部神経板を構成す

る細胞は抗nestin抗 体および抗FGFR抗 体に陽性であ

り,EGFR抗 体の発現は認めなかった.神 経板の培養

ではcontrol群,　 EGF添 加群では著明な神経突起の伸

展を認めたが,FGF2添 加群では突起の伸展は明らかに

はa2め られず,　neurosphereの 形成が認め られた.し

たが って,神 経上皮型幹細胞はFGF2に よ り分離で き

る可能性があるとともに未分化のまま増殖できる可能性

も考えられた.こ の結果を踏まえ,神 経上皮型幹細胞の

分散培養を行ったが,同 標にFGF2添 加群のみに著明

な細胞増殖が認められ,MTSア ッセイによればFGF2

無添加に比 して7.3倍 まで増殖 させることが可能であっ

た.FGFは 濃度やNotch　 pathway,　 tauの 発現などあ

る特定のメカニズムにより神経分化を制御しているとの

報告があり餓質働,本 研究でも1司様にrcF2は 中枢神経

系の発生初期段階において神経細胞への分化を抑制 し,

自己複製能を加速させる重要な役測を持つことが示唆さ

れた.遺 伝子の発現や神経成長因子の相互関係など他の

因子も幹細胞の分化に関与 しており1Lv.3η,神 経上皮型

幹細胞の分化制御を解明することが重要である.一 方で

control欝 やEGF添 加群で もDay　 iま では増殖を認め

ており,神 経上皮型幹細胞は自律的な自己複製能を有す

ることも示唆された.し たがって,神 経上皮型幹細胞は

成長因子に非依存性に分裂 し,培 養系でも増殖や性質の

維持が可能なため,遺 伝子操作などの人為的修飾が比較

的容易とも考えられるlel.

　次に増殖 したFGF2反 応性神経上皮型幹細胞の分化

能が年齢に相関しているか検詞するため,神 経上皮型幹

細胞をFGF2の 存在下でさまざまな期間,継 代培養を

行った.FGF2添 加によりneurosphereは 各培養で繰

り返 し形成 され,neurosphereを 構成する細胞は免疫

組織学的にnestin陽 性であった.さ らにFGF2を 添加

することで神経上皮型幹細胞数を増殖 させることが可能

であり,そ の神経細胞への分化傾向はprimary　 sphere

の分散培養で維持 されていることも分かった,し か しな

が ら,継 代によ りsphereのnestin陽 性細胞数や神経

上皮型幹細胞のFGF2に よる増殖効果は徐々に低下 し,

グリア系細胞への分化傾向が発現されるようになった.

FGF2反 応性神経上皮型幹細胞は遅 くとも培養開始14

日後にはグリア系細胞への分化能を獲得すると考え られ,

さらに28日 後にはほとんどの神経上皮型幹細胞はグ リ

ア系細胞へ分化した.こ のことは神経上皮型幹細胞の神

経細胞への分化能 はFGF2存 在下では少なくとも7日

間で最大になり,そ の後グリア系細胞への分化能を獲得

するということを示唆 している.Qianら はElOマ ウス

の初期神経管から得 られた幹細胞の時間経過を検討 した

結果,皮 質の発達のタイ ミングにおける神経幹細胞の役

割を提唱している101.彼 らの仮説によれば,初 期の胎生

幹細胞は非対称性分裂をしており,神 経細胞への分化能

は減褒 し,あ るswitch・pointを 過 ぎると幹細胞はグ リ

ア系の細胞へと分化 してゆく.こ の仮説は,本 研究にも

あてはま り,本 研究 で用 いた神経上皮型幹細 胞はin

situで の中枢神経系の発逮 に類似 してお り,　internal

biological　time　clockを3n　 vitsoで 反映 しているとも

解釈できる.か ってはすべての神経幹細胞が,神 経細胞

とグリァ系細胞に分化する多分化能と自己複製能を有す

る幹細胞 として同一の範疇に分類されていたが,本 研究

では神経幹細胞は発達段階においてすべてが同一 とは限

らないと考えられた.神 経幹細胞の特長は年齢により変

化し,紳 経上皮由来のより初期の幹細胞ほど胎仔型ある

いは成体型神経幹細胞よりも神経細胞へ分化する能力を

有する可能牲が示唆された.

　我々のin　vivoに おける電子顕微鏡を用いた検討では

神経上皮型幹細胞か らなる中脳胞部神経板は移植環境に

おいてホストとシナプスを形成することが証明されてお

り田,ま た別の検討でも虚血モデルラッ トにこの神経板

を移櫃し機能回復を認めだ3,.最 近の知見においてはブ
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夕の神経上皮型幹細胞をパーキンソン病モデルラットの

線条体に移植 し,髄 鞘化された軸策の形成や ドナー由来

の未分化な神窪細胞と求心挫/逮 心性 シナプスの形成,

TH陽 性 ドナー細胞を確認 した鮒.こ れ らの電子顕微鏡

による解剖学的な検討および免疫組織学的な検討の結果

は,異 種間移植 ドナーとしての禅経一1二皮型幹細胞の将来

的な有用性を示唆 している.し か し,ヒ トのような大 き

な脳では損傷 した神経回路網の町建には多 くの神経上皮

幹細胞が必要であり,充 分fetの神経上皮型幹細胞を確保

しなければならない.し か し,本 研究で示 したよ うに

FGF2で 少量の神経上皮型幹細胞を増殖 させることで充

分量を確保することが可能となる.神 経幹細胞のパーキ

ンソン病モデルラットへの移植実験で,移 植 ドナー細胞

がTH陽 性の神経細胞 に分化し,機 能回復も認めたと

の報告が散見される9961.本 研究では正常 ラットへの移

禎実験ではあるが,神 経上皮型幹細胞 はホス ト脳に生着

してお り,多 くのnestinお よびTuJ　1陽 性細胞が移櫃

片内に認められるが,一 方GFAP陽 性細胞は明らかに

は認められない.我 々の別の検討において も,移 檀2お

よび4週 瑛でも,増 殖 した神繕上皮型幹細胞は依然とし

て神経細胞への分化能を維持 しており.,,こ れ らの結果

は,FGF2に より増殖 した神経上皮型幹細胞 も移値環境

においても旺盛な神経細胞への分化能を有することを示

唆 している.さ らに。Day7のFGF2反 応性神経上皮型

幹細 胞 は,神 経細 胞 に分 化す るとneurochemical

markerを 発現することも分かった.我 々の最近の知見

ではこの神経細胞はパッチクランプ法を用いた電気生理

学的な検討において活動電位を発生 しており枷,こ の細

胞は成熟 した神経細胞に自発的に分化すると考えられた.

長期閻の免疫組織学的検討や疾患モデルホス トの機能回

復の評価などさらなる検討は必要であるが,胎 仔型およ

び成体型神経幹細胞とは異なり,神 経上皮型幹細胞は少

なくともFGF2添 加7日 後までなら旺盛な神経細胞へ

の分化能を維持 したまま増殖 させることが可能であ り,

少撮ではありながら損傷 した神経回路網を再構築するた

めの移値 ドナー細胞として応用され得る可能性を有する

と考え られた.

総　　括

神経 上 皮 型幹 細 胞 の神 経 移 植 ドナ ー と して の可 能 性 につ

い て明 らか にす るため,in　 vivo,　in　vi[roに お い て,ラ ッ

ト初 期胚 中脳 胞 部 神経 板 か ら得 られ た神 経 上 皮 型 幹 細 胞

を検 討 し,以 下 の結 果 が 得 られ た.

　 1.神 経 上 皮 型 幹 細 胞 はFGF2を 添 加 す る こ と に よ

　　 り,増 殖させることが可能であった.

　 2.FGF2反 応性神経上皮型幹細胞は少なくとも増殖

　　後7日 以内であれば旺盛な神経細胞への分化能を維

　　持 しており,自 発的にneurochemical　 markerを

　　発現する神経細胞に分化 した.

　 3,正 常 ホス ト脳ではあるが,移 櫃環境においても増

　　殖7n後 のFGF2反 応性神経上皮型幹細胞は神経

　　細胞への分化能を維持 していた.

　以上の結果より,神 経上皮型幹細胞は,神 経細胞への

分化能を維持 したまま増殖 させ ることが可能であり,移

植環境でもその性質を維持 しているという質的,量 的な

面から考えて,損 傷 した神経回路網の再構築のための移

植 ドナーとして可能性を有することが示唆された.

本稿を終え るにあたり,御 指導,御 校閲を賜 りました慶

慰義塾大学医学部外科学教室河瀬斌教授に深甚なる謝意

を表 します.ま た,直 接研究の御指導をいただきました

慶慮義塾大学医学部外科学教室内田耕一講師に深謝いた

します.

　なお,本 研究の一部は第61回 日本脳神経外科学会総

会(2002年,松 本),第2回 日本再生医療学会総会

(2003年,神 戸)に おいて発表 した.
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