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論　文　の　内　容　の　要　旨

（目的）

　神経幹細胞（neural stem cell：NSC）は自己複製能と多分化能（中枢神経系の主な系譜の細胞を産生する

能力）を持つ細胞であるが，その自己複製の制御機構には不明な点が多い。NSCの研究ではニューロスフェ

ア法が広く用いられるが，ニューロスフェアには NSCより分化の進んだ細胞も含まれるため，NSCに対す

る遺伝子や分子の影響を検討する実験では，ニューロスフェアを構成する細胞全体を用いた場合には，結果

の解釈や効率に問題が生じる。本研究は，まずこの問題を解決するため，遺伝子を導入した NSCを選択的

に単離してその機能を解析する方法を開発すること（第 1章），次に単離した NSCの自己複製における糖結

合蛋白 Galectin-1の機能を明らかにすること（第 2章）を目的とした。

（方法）

第 1章： 　NSCへの遺伝子導入にはレトロウイルスベクターを用い，遺伝子導入細胞の標識は同ベクター

に組み込んだGFPの発現により行った　NSCのマーカーには抗CD15抗体を用いた。セルソーター

（FACS）により，ニューロスフェアの中から，GFP/CD15共陽性の細胞と GFP陽性のみの細胞を

単離し，それぞれのニューロスフェア形成効率を測定した。GFP/CD15共陽性として単離された

細胞の多分化能を検討するため，形成されたニューロスフェアを分化に適した条件下で培養した後

neuron，astrocyte，oligodendrocyteに対する抗体で免疫染色を行った。

第 2章： 　新規 NSC増殖因子の単離精製のため，OP9細胞株培養上清の蛋白質発現差解析を行った。同

定された Galectin-1の NSC自己複製への関与を，Galectin-1の組み替え蛋白と中和抗体を用いて，

in vitroで検定した。Galectin-1の糖結合能が NSCに与える効果の判定には，糖結合能を阻害する

TDGや，酸化による糖結合能の失活を防止した CS-Galectin-1を用いた Galectin-1の成体中枢神経

系における発現は免疫染色法で，NSCにおける発現は BrdU長期保持細胞染色法と Ara-C投与に

よる前駆細胞除去法で確認した。Galectin-1の成体 NSCでの機能は，組換え Galectin-1蛋白の成体
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側脳室内投与により検討した。さらに，Galectin-1 KOマウスの NSC数を正常マウスと比較した。

（結果と考察）

第 1章： 　抗 CD15抗体と GFP発現レトロウイルスベクターを用いてセルソーターにより単離した共陽性

の細胞集団のニューロスフェア形成効率は，GFP陽性の全細胞集団の約 5倍であり，胎仔由来の

ニューロスフェアにおいても抗 CD15抗体反応性を指標にして遺伝子導入 NSCを効率よく単離で

きることが示された。また，長期間の培養でも GFP陽性細胞が見られ，ウイルスベクターのサイ

レンシングが起らずに NSCに遺伝子が導入されたことが示された。共陽性細胞由来のニューロス

フェアに neuron，astrocyte，oligodendrocyteに対する抗体で免疫染色される細胞が観察され，単

離された細胞が多分化能を有し，NSCの性質を持つことが示された。

第 2章： 　糖結合蛋白 Galectin-1が，新規 NSC増殖因子として同定され，NSCでの高発現が認められた。

ニューロスフエア形成を，組換え Galectin-1蛋白は促進し，中和抗体は抑制した。TDGはニュー

ロスフェア形成を抑制し，CS-Galectin-1の効果は内在性 Galectin-1と同等であった。これらの結果

は，Galectin-1の糖結合能が NSC増殖に重要なことを示す。成体側脳室内 Galectin-1投与で脳室周

囲の NSCが増え，脳室周囲細胞からのニューロスフエア形成も増加した。Galectin-1 KOマウスで，

側脳室周囲等で NSC数が半減した。この結果は，Galectin-1が成体 NSCの自己複製の促進因子で

あることを示す。Galectin-1は NSC周囲の血管内皮細胞に濃縮されており，これが内皮細胞由来

の NSC制御因子である可能性が示唆される。

（結論）

　本研究は，遺伝子導入 NSCの単離・培養を，レトロウイルスベクターとセルソーターを組み合わせて用

いることにより，効率よく行う方法を開発した。これにより，NSCを制御する遺伝子・分子やその機能を

選択的に解析することが可能になった。また，新規 NSC増殖因子として Galectin-1が同定され，その糖鎖

結合活性が NSCの自己複製に重要であることが明らかになった。

審　査　の　結　果　の　要　旨

　本研究で開発された方法は，遺伝子を導入された神経幹細胞（NSC）を，従来の方法より効率よく，選

択的に単離して研究対象とすることを可能にした点で高く評価できる。この方法により，多くの遺伝子の機

能の迅速かつ正確な検定が容易となり，NSCにおける既知の分子の機能の解析や NSCに影響を与える因子

の網羅的探索にも有用と考えられる。また，今回の Galectin-1の機能に関する研究は，その糖鎖結合活性が

NSC自己複製に重要であることを初めて示したものである。これは，幹細胞の自己複製および組織再生機

構の解明を目指す今後の研究への貢献が期待できる優れた研究である。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。




