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EGF-signaling　 Mediated　 by　Gab　 1　ls　Required　 for　the　Spatiotemporally　 Regulatcd

　　Proliferation　 of　Olig2-expressing　 Progenitors　 in　the　Embryonic　 Spinal　 Cord

　　　　 (胎生期脊髄 における時間空間的 に制御 された01ig2陽 性神経系前駆細胞の増殖 には、

　　　　　　　　　　　　　　　Gab1を 介 したEGFシ グナルが必須である。)

矢　野 佳 芳

内容の要旨

　Gab1(G由2　 assoCiated　binderl)は 、神経幹(前 駆)細 胞な どの増

殖因子 であ るEGFやFGFな ど様 々な 増殖 因子 の下 流で 働 くア ダプ

ター分子で ある。本 瞼文 では.遺 伝子欠損動物 を用いて組織 学的、

細胞生物学的お よび生化学 的解析 を行ない、Gab1を 介 したシグナル

が胎生期脊髄 の発生、特 に時間的空聞的 に制御 された特定 の神経 系

前駆細胞 の増 殖 にどのよ うに寄与す るのか,ま たその シグナル伝達

の分子 機構 を明 らかにする ことを試みた。

　胎生期 マ ウス の脊 髄 にお いては・pMNド メイン に存 在す るbH田

型転写因子で あるOli92を 発現す る前駆細胞か ら、胎生11日 までは運

動 ニ ュー ロ ンが、胎 生12日 以 降 オ リゴデ ン ドロサ イ ト前駆 細胞

(OPC)が 、順 次産生 され る。初め に、1)Gabl欠 損 マ ウスの組織

学的解析 を行 なった所、胎 生12日 以降腹側脊髄 にお いて、Olig2陽性

細胞 の特 異 的な滅 少 と、脳室 帯 にお ける細胞 増殖 の 低下が 見 られ

た。従っ て、GablはOlig2陽 性 細胞 の増殖 に必須 で ある と考 え られ

た。そ こで、 どのよ うな増殖因子が(lab1を介 して01igh陽 性 細胞 の増

殖 に関与す る のか、マ ウス脊髄 の培養系で様 々な増殖 因子 の効果 を

検酎 した。そ の結果 ・2)EGF存 在下でOli92陽 性細胞 の特 異的な増

殖が認め られ 、Gab1欠 損マウスで は.こ のEGF依 存性 のOlig7.陽性細

胞の増殖が見 らねな かった。よって、GablはEGFに よ るOli92賜性細

胞の増殖 刺激 を仲介 して い ると考 え られた。 さ らに、3)EGF受 容

体(EGFR)の 胎仔脊髄 にお ける発現 を解析 した ところ、胎生12日 以

降Oli92陽 性で あるpMNド メイ ンに限局 した発現が確認 された。

　 また.胎 生14日 以降では、背側において も、paired　homcodomain型

転写因子で あるPax7陽 性細胞か らOlig2陽性細胞 が出現 しOPCが 産 生

され る。そ こで、4)胎 生14日 にお いて も同様 の解 析 を行 った 結

果・Gab1は 胎 生12日 腹側寄 髄と同様に、胎生14日 背側 のO晦2陽 性細

胞の増殖 に も必須 であ り、EGFに よる増殖刺激 を仲介 して いる こと

がわ か った。 また、5)EG】R欠 損 マ ウスを解 析 した ところ、　Gabl

欠損マ ウス の表現型 と酷似 していた ことか ら、Gabl欠 損 マウスにお

ける異常 は、主 にEGFシ グナルの伝達 障害であ る事が確認 された。

最後 に、6)EGF刺 激 によって活性化 される細胞 内情 報伝達 分子 の

解析 および活性型Aktlレ ンチウィル スの導 入によ るGabl機 能の レス

キュー実験 によ り、EGFに よるGablを 介 したOlig2陽 性細 胞の増殖刺

激は、胎 生12日 の脊 髄ではUb依 存性 、胎生14日 の背側脊髄 ではAk童

非依存性で あることを明 らかに した。

　 以上によ り,胎 生期脊髄 の0晦2陽 性細胞 の時 間的空 間的に制御さ

れた増殖 には、Gab　1・Aktを介 したEGFシ グナル が大き く関 与 してい

る ことが明 らかとな った。

諭文審査の要旨

　Grb2-associated　binder　1(Gab1)は 、神経幹(前 駆)細 胞 の増殖因

子 であ るEGFな ど様 々な増殖 因子の下 流で 働くアダ プター分子 であ

る。本 論文では.遣 伝子欠損 動物 を用 いて胎 生期寄髄 の発生 におけ

るGab1を 介 したシグナル の役割 を解 明する ことを試みた。

　Gab1欠 損マ ウス の解析 によ り・胎 生12日 ではpMNド メイ ンに存在
す るOli92wa性 細胞 の減 少 と、脳 室帯 にお ける細胞 増殖 の低下が 見 ら

れた 。マウス脊髄 の培農 を行 い、野生型 ではEGFに よ りOHg2陽 性細

胞 の増殖が見 られ るが、Gab1欠 損マ ウスでは増殖が低下 していた.

よって,GablはEGFに よ るOlig2陽 性細胞 の増殖刺 激を仲介 して いる

と考 え られた。胎 生14日 以降 では、背側 において もPax7陽 性の ドメ

イ ンか らOlig2陽性 細胞が出現す るが 、胎生14日 背側で もGab1を 介 し

たEGFシ グナルがOlige陽 性細 胞 の増 殖に寄与 して いることがわ かっ

た。 さ らに、Gablの 下流 に存 在する分子 の活性化 の解析および活性

型Aktlウ ィルスの導入 によるGabl機 能の レスキュー を試みた実験 の

結果 によ り、EGFに よるGab1を 介 したOlig2wa性 細胞 の増殖刺 激は、

胎 生12日 で はAkt1が 必 要十 分 であ るが 、胎 生14日 の背 側脊髄 で は

AkCt1以外の分子 が寄与 して いる可能性が考 え られ た。以上 によ り、

時間 的空 間的 に制御 された01ig2陽 性紐胞 の増殖 には、　Gab1を 介 した

EGFシ グナルが関与 して いる ことが示 された。

　審査 では、(tablは 前駆細飽 の増殖 に関与 してい るようで あるが、

細胞死 によ りGab　1欠損マ ウスで前駆細胞 の数が減少 して いるのでは

な いか との 質問 がな され た。これ に対 して、TUNEL法 に よ りアポ

トー シスを起 こしている細胞 数を検 討 した が、アポ トー シスの充進

は見 られなか った と回答 した。また、背側 の脳室帯 で も増殖細 胞の

減少 が見 られ るが ここでの表現 型は どの ように解 釈す るか との質問

がな された。 これ に対 し、文 献的 には神経幹細胞 の増殖因子 である

FGF2の 下流で、アダ プター分子であ るFRS2が 主 に機能 して いる こと

がわか っている。また.Gab1欠 損マウスで はFGF2刺 激後のERKの リ

ン酸化 は影響を受 けて いな い ことか ら、FRS2な ど他 のアダプター分

子 によ りその シグナルが保 たれてい る可能 性 もあ ると回答 した。さ

らに、内在性 リガ ン ドはTGF.aで あ るか との質 問がな され、　EGFの

発 現 は解 析 を して い ないが 、同 じくEGF受 容体 の リガ ン ドで ある

TGF・αが胎 生期 の脊髄で は運動 ニ ュー ロ ンに発現 して いる ことが報

告 され てお り、 生体内 のリガ ン ドで ある可能性 もあると回答 した。

　以 上、本研究 では今後 さらに検 討すべ き点はあ るものの、時期お

よび 部位にお いて制御された特定 の神 経系 前駆細胞 の増殖に、Gab　1

を介 したEGFシ グナル が寄与 している ことが明 らか にされ た。従っ

て、 正常発生お よび病 態にお ける特 定の前駆細胞 の増殖 シグナルの

解 明につなが ると期待 され 、神経発 生学 のみな らず神経疾患 の診断

お よび治療 に繋 がる基礎的な研 究 として も有意義で ある と評価 され

た。
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