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発現を指標にOPCsへの分化効率を評価した。

　次にOPCsからOLsへの分化誘導実験を行った。分

化誘導には一般的に良く用いられている甲状腺ホルモ

ンT３を用いた（既存の報告の多くは～２０％程度の分

化効率）。OLsの特異的マーカー（O１、O４、MBPなど）

の発現を指標に分子生物学および形態学的な検討によ

り分化状態や効率を評価した。

【結　果】

　マウスES細胞（CMTI-１）を用いて検討したところ、

２０～２４日でPDGFRα陽性のOPCsに高純度に分化

させることに成功した。このタイムスケジュールは胎

児脳由来の初代培養OLsの場合とほぼ同様であった。

しかしながら、CMTI-１は１２９Sv由来であり、DISC-１

変異を持つことが知られており（DISC-１は統合失調症

関連遺伝子）、最適な条件とは言い難い。そこで、次に

C５７Bl/６マウス系統のES細胞（DSファーマ社）に変

更し、CMTI-１を用いた先行実験を元にOPCsの作成を

試みた。これまでの検討からCMTI-１に比べて若干困

難を伴うが、C５７Bl/６マウス由来のES細胞でもOPCs

までCMTI-１とほぼ同様のタイムスケジュールで分化

誘導を行えることを確認した（図１）。これらのOPCs

は凍結ストックが可能であり、ES細胞からOPCsへの

分化誘導に要する時間は短縮できることを確認した。

　次に、成熟OLsへの分化効率や髄鞘化に関して解

析・評価を行ったところ、T３ １-３μMによる分化効率は

免疫染色法による評価を行った限りではほとんどの細

胞がMBP陽性細胞のOLsに分化していた。また、ウ

ェスタンブロット法によってもMBPの発現を確認した。

５） 多発性硬化症における再髄鞘化療法を目指した基

盤研究

研究代表者　板東　良雄

【研究の背景と目的】

　多発性硬化症（multiple sclerosis：MS）は中枢性炎

症性脱髄疾患であり、オリゴデンド ロサ イト

（oligodendrocytes：OLs）が形成する髄鞘が炎症性に壊

されることにより脱髄や２次的に軸索障害が生じると

考えられている。本邦における罹患率は約１０人/１０万

人とされており、北欧・北米といった高緯度地域ほど

高い罹患率になる傾向がある。したがって、本邦では

北海道（特に十勝・旭川地方）での罹患率が他の地域

に比べて高いことが報告されている。本疾患に対する

根治療法は現在のところ存在せず、対症療法が主な治

療法となっている。一方、病理学的には脱髄を起こし

ている病変部位近傍にオリゴデンドロサイト前駆細胞

が存在しているにも関わらず、髄鞘再生が起こってい

ないことも明らかとなっており、このような前駆細胞

が何故髄鞘化しないのか、どのようにして髄鞘化に導

くかが重要な問題となっている。さらに、ES細胞や

iPS細胞を用いた分化誘導実験においてもOLsを高純

度に採取する方法は未だ確立されていない。そこで本

研究では、生体内で髄鞘化を効率よく起こすための

“質 の 良 い オ リゴ デ ンド ロ サ イト 前 駆 細 胞

（Oligodendrocyte Precursor Cells: OPCs）”を如何に作成

するかについて検討を行った。

【研究方法】

　ES細胞からOPCsへの分化誘導に関しては発生学に

基づいた既存の方法（Chandran et al., Development 

２００３; Bouhon et al., Stem Cells ２００６）の一部を改良し

たものを用いた。具体的には、培地に含まれるinhibitor

や栄養因子などの組成を随時変えながら、ES細胞か

ら誘導した神経幹細胞を一度olig１陽性の運動神経分

化に方向付けを行い、bFGF/PDGF-AA添加によって

OPCsへの分化を行った（脊髄の発生を模倣）。OPCsは

一般的にPDGFRαを発現しているので、PDGFRαの

図１　ES細胞から誘導されたOPC
　　　　（FGFによる分化誘導２８日目）
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などを生食に溶解し充填した浸透圧ポンプを埋め込ん

だ。その後、経時的に灌流固定し、O.C.T compound（光

顕免染用）、Epon樹脂（光顕及び純形態電顕観察用）、

LRW樹脂（免疫電顕用）に包埋した組織試料を作成し

た。また細胞内微細構造を立体的に観察するためオス

ミウム浸軟処理を施した走査電顕観察用試料を作成し

た。さらにホルモンアッセイを行うため血漿を採取

し、光顕・電顕を用いた形態学的解析と機能的解析を

併せて行った。

【結　果】

　GnRH agonistの持続投与４時間後、血中LH濃度は

ピークに達し、その後速やかに低下した。一方で

GnRH agonistの持続投与８-１２時間経過後にLH/FSH産

生細胞において一過性に管状細網構造をとる特殊な小

胞体（ER patch）の出現が見られた。antide投与後には

ER patchの出現は見られなかった。ER patchには小胞

体シャペロンであるBiPやcalnexinの強い集積が見ら

れた。また、小胞体関連分解（ERAD）に関わるE３リ

ガーゼHRD１が集積した。さらにGnRH agonistの持続

投与後にLH/FSH産生細胞ではオートファジー特異的

分解蛋白であるP６２の発現が一過性に増強しており、

オートファゴソームの膜を形成する機能分子LC３もER 

patch近傍に集積した。走査電子顕微鏡ではER patchの

近傍や内部に膜が重層した構造が出現していた（図）。

【考　察】

　GnRH agonistによる過度な刺激を受け、貯蔵された

ホルモンが枯渇したLH/FSH産生細胞では、GnRH受

容体を介したシグナル伝達系による同一のインプット

【本研究の成果と将来性】

　本研究ではES細胞から高効率にOLsに分化誘導を

行える方法を確立した。次のステップとして、生体内

でこのようなOPCsが髄鞘化を起こせるか否かを検討

することを計画している。具体的には、生直マウスや

髄鞘形成不全shivererマウスに移植を行い、in vivoで

も髄鞘化が起こることを明らかにする。さらに、マウ

ス多発性硬化症モデルなどの病態モデルへ細胞移植を

行い、再髄鞘化療法を目指した基盤研究やこのような

OPCsを用いた創薬への応用を検討していきたい。

　また、本技術はiPS細胞からOPCsを作成する際にも

応用できる基盤的技術であり、将来的にはMS患者か

らiPS細胞を樹立することを視野に入れつつ、産学連

携プロジェクトに発展させていきたいと考えている。

【謝　辞】

　今回、このような機会を与えていただきましたこと

をこの場を借りて厚く御礼申し上げます。

６） ＬＨ／ＦＳＨ産生細胞における細胞内蛋白分解系制

御システムの解明

研究代表者　暮地本宙己

【目　的】

　生体における性成熟および生殖機能は視床下部－下

垂体－性腺系のフィードバック調節機構で制御されて

いる。このフィードバック調節機構に位置する下垂体

前葉性腺刺激ホルモン（LH/FSH）産生細胞ではGnRH

受容体への刺激を介して生理的機能が制御されてい

る。これまでに私たちはGnRH agonistである酢酸リュ

ープロレリンの徐放性製剤を投与したラットの

LH/FSH産生細胞において、タンパク質の品質管理や

細胞内での分解に関わる分子シャペロンが集積する管

状細網構造をとる特殊な小胞体（ER patch）が出現す

ることを報告した（Bochimoto et al．２０１３）。本研究で

は、GnRH受容体の刺激によるLH/FSH産生細胞の細

胞内蛋白分解系の変化を細胞の機能状態に応じて形態

学的に検討した。

【方　法】

　Wistar系雄ラットの皮下にGnRH agonistのLeupro-

lide acetateやbuserelin、GnRH antagonistであるAntide

図　リュープロレリン投与１日後のLH/FSH細胞の走
査電顕像

　　膜が集積した管状細網構造をとる特殊な小胞体の

内部や近傍に、膜が重層しテクスチャーが異なる構

造物が出現している。
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