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研究成果の概要（和文）：脳室内色素投与によりカエル・オタマジャクシの脊髄放射状グリア細胞が標識される
ことを確認し、これらの細胞が時間経過後に神経細胞として分化しているものと判断された。また、時期特異的
遺伝子組換えによる放射状グリア細胞由来新生神経細胞の標識については、両生類における時期特異的遺伝子組
換えシステムの環境整備が必要と判断し、Cre/loXPおよびFlp/FRTシステムの効率を検討した結果、ゲノムレベ
ルでは後者が高効率であったものの、蛍光蛋白質の蛍光発現という表現型レベルでは前者もほぼ遜色ないレベル
として扱うことが可能と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Intraventricular injection of lipophilic dye enabled the labeling of the 
ependymal cells/radial glial cells in the Xenopus laevis, and new neurons are considered to be 
derived from these cells. For establishing the system for the spatiotemporal expression of the 
exogenous genes in amphibians, we compared the efficacy of gene recombination systems and found that
 the efficacy of the expression of the exogenous gene in the Flp/FRT system is superior to that in 
the Cre/loxP system at a genome level, however, that in the latter one is almost similar to that in 
the former one at a level of the activity of fluorescent dyes.

研究分野： 再生生物学

キーワード： 再生医学　脳・神経　細胞分化・組織形成　脊髄損傷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、未だ抜本的治療法が開発されていない脊髄損傷に関し、これまで行われてきた哺乳類を用いた研究に
替え、損傷後の自発的再生により神経機能回復まで至る"再生可能動物"である両生類を用いその再生メカニズム
を明らかとすることで、将来的なヒトへの応用を目指すための基礎的な知見を与え得るものである。現在は、"
再生可能動物"の再生メカニズムの解明とそのヒトへの応用という大目標を果たすための実験ツールの整備や基
盤知見の取得を行っている段階であり、困難に直面する場面もあるものの、ひとつひとつ着実に進捗しているも
のである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 申請者は、これまでラットやマウスを用い、中枢神経系疾患の細胞移植を中心とした新たな
治療法の開発を念頭に研究を進めてきた。細胞移植の効果は、a.分泌されるサイトカインや栄
養因子による組織保護効果、b.神経細胞から伸長する再生軸索の足場としての機能、C.神経細
胞としての移植効果等が挙げられるが、これまでの研究により、研究代表者らは移植脈絡叢上
衣細胞や移植神経幹細胞、未処理骨髄間葉系細胞、そして神経細胞誘導済み骨髄間葉系幹細胞
がそれぞれ違うレベルにてこれらの機能を呈することを示してきた(J Neurocytol 2000, 2004; 
Exp Neurol 2001; Glia 2001; Neurosci Lett 2001, 2002; J Neurosci Res 2002, 2003; J 
Neurosci Methods 2002; Neuroscience 2003; Cell Transplant 2003 等)。また、申請者ら以外
の研究においても様々な脊髄再生研究が進められており、そこでは、崩壊髄鞘等の再生抑制因
子の除去を目的とした貪食細胞移植や、再生抑制因子の神経細胞内シグナリング抑制、再髄鞘
化を意図した髄鞘形成細胞移植等が行われている。しかしながら、いずれの系においても未だ
抜本的な神経機能回復をもたらす治療法は開発されていないのが現状である。その理由として、
数ある再生抑制要因のうち何が脊髄損傷からの神経機能回復を阻む決定的要因であるのかが明
らかでないという点が挙げられる。決定的要因が明らかとなれば、その問題を解決する方策に
関する研究を推進する事が脊髄再生への近道と言える。しかしながら、再生不可能な動物のみ
を用いた研究では、ほぼ完全な再生現象を生じせしめる事が不可能であるため、再生・非再生
の比較により再生を阻む要因のうち何が決定的要因かを知る事は困難である。 
 こうした現状に対し、研究代表者は再生可能動物である両生類に着目した研究を行ってきた。
カエル・オタマジャクシは同一ゲノムを有する動物であるにも関わらず、変態という時期を挟
み、その脊髄再生能が大きく変化することが知られている。研究代表者は、この期間において
神経細胞新生能が大きく変化することを見出している。状況証拠により、おそらくこの神経細
胞新生能の違いが、再生の可能性を左右しているものと考えている。 
 本研究では、この再生可能時期のオタマジャクシ脊髄における神経細胞新生に着目し、脊髄
損傷からの神経機能回復における神経細胞新生の重要性を証明する事を目的とする。より具体
的には、再生可能時期のカエル・オタマジャクシにおいて、幹・前駆細胞特異的に薬剤誘導性
の遣伝子組換えを生じせしめ、薬剤投与時以降の幹・前駆細胞に由来する神経細胞を死滅させ
るという手法を採る。このトランスジェニックカエル・オタマジャクシを榭立し、脊髄再生可
能時期のカエル・オタマジャクシでの神経細胞新生の与える影響を解析する。神経細胞新生が
生じないカエル・オタマジャクシにて神経機能回復に大きな影響が観察されるのであれば、マ
ウス・ラット等の高等動物においても、脊髄損傷からの根本的神経機能回復には細胞移植等に
よる神経細胞供給が必須であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、カエル・オタマジャクシの脊髄損傷における神経細胞新生の重要性を証明する
事を目的とし、薬剤誘導性に幹・前駆細胞由来の新生神経細胞を可視化するトランスジェニッ
クカエル•オタマジャクシを作成し、損傷脊髄における新生神経細胞の機能を解明すると共に、
薬剤誘導性に新生神経細胞を死滅させるトランスジェニックカエル•オタマジャクシも作成し、
脊髄損傷後の神経機能回復における神経細胞新生の意義を明らかとする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では脊髄損傷における再生可能動物であるカエル・オタマジャクシを用いて以下の実
験を行うことで、放射状グリア細胞からの神経細胞新生の証明と、損傷脊髄における新生神経
細胞の役割、そして脊髄損傷からの機能回復における新生神経細胞の重要性の証明を行う。 
平成２７年度 
・選択的色素標識による放射状グリア細胞からの神経細胞新生の証明 
・放射状グリア細胞特異的薬剤誘導性遣伝子発現トランスジェニック動物の作成・榭立 
平成２８年度 
・トランスジェニック動物を用いた放射状グリア細胞からの神経細胞新生の証明 
・脊髄損傷における新生神経細胞の機能解明 
・組織学的解析 
平成２９年度 
・新生神経細胞の細胞死誘導による、脊髄損傷における神経細胞新生の重要性の証明 
・神経機能解析と組織学的解析 
 
４．研究成果 
 本研究では、脊髄損傷後の再生可能動物としてカエル・オタマジャクシ（Xenopus laevis）
を使用し、放射状グリア細胞を標識した上でこの細胞の細胞運命を追跡すること、および細胞
運命を調節することでその神経機能再生に与える影響を観察することを主な実験方法としてい
るが、標識方法は３種類を想定していた。すなわち、脳室内の色素注入による放射状グリア細
胞の標識と、脳室内のアデノウイルス注入による放射状グリア細胞への遺伝子導入による標識、
および、放射状グリア細胞特異的プロモーターと時期特異的遺伝子組換え酵素発現による遺伝
学的標識という３手法である。２番目のアデノウイルスを用いた放射状グリア細胞への遺伝子



導入においては、放射状グリア細胞がアデノウイルス受容体を発現している必要がある。哺乳
類における両生類の脊髄放射状グリア細胞に該当する細胞は脊髄上衣細胞であるが、上衣細胞
はアデノウイルス・コクサッキーウイルス共通受容体 (CAR)を発現していることが知られてい
る。両生類の脊髄放射状グリア細胞におけるこの CAR の発現について、哺乳類で使用可能ない
くつかの抗体を用いて免疫組織化学法により検証したところ、特定の抗体により放射状グリア
細胞における CAR の発現が確認され、その発現の程度や発現パターンより、アデノウイルスに
よる感染が成立し、かなり特異的に遺伝子発現を生じせしめることが可能であることが示唆さ
れた。そこで次に、脳室内への色素注入による脊髄放射状グリア細胞標識を行った。色素とし
ては脂溶性色素である DiIC18(3) (DiI)や 5-(and-6)-Carboxyfluorescein diacetate, 
succinimidyl ester (CFDA-SE)を用いた。これらの色素はそれぞれ細胞膜と細胞質を標識する
ものであり、成体ラット第４脳室への DiI 投与実験では、脊髄上衣細胞の標識と時間経過後の
細胞移動、および細胞分化を証明することが可能であった(Kitada et al. Dev Growth Differ 
(2018))。同様の手法により、オタマジャクシの脊髄上衣細胞の標識を試みた。いずれの色素も
脳室内投与１日経過後に中心管周囲の細胞への、２週間経過後には脊髄実質内の細胞での取り
込みが観察された。前者の細胞は前述の CAR 陽性の細胞であり、放射状グリア細胞と考えられ
た。但し、オタマジャクシの脳室内への色素注入はガラス管を用いて行う必要があるが、薄い
皮膚の下がすぐ脳室となっており脳室壁もかなり薄いという点が成体ラットとは全く異なって
いる。このため、色素注入を行ってもすぐに色素がリークしてしまう個体が多く、用いる個体
数を多くすることで解決を図った。また、アデノウイルス投与による遺伝子導入においても同
様の事態が生じ、こちらの問題は個体数を多くしても解決を図ることは困難であった。アデノ
ウイルスの脳室投与による成体ラット上衣細胞の標識では、上衣細胞が時間経過後にアストロ
サイトへの分化を示した(Kitada et al. Dev Growth Differ (2018))が、オタマジャクシ脳室
への色素投与による脊髄放射状グリア細胞標識においては、時間経過後に放射状グリア細胞が
神経細胞へと分化しているものと判断された。次に遺伝学的な手法により放射状グリア細胞か
ら生ずる新生神経細胞のみを特異的に標識する方法であるが、これを実現するためには放射状
グリア細胞特異的プロモーター制御下に時期特異的発現を可能とする遺伝子組換え酵素を発現
するドライバーを有するラインと、遺伝子組換え酵素により異なる蛍光色素遺伝子（あるいは
細胞毒遺伝子）を発現するラインと、２種のトランスジェニック動物を作成する必要がある。
このトランスジェニック動物における時期特異的な遺伝子組換え・遺伝子発現について、研究
途中において問題が生じることが明らかとなった。より具体的には、放射状グリア細胞におけ
る時期特異的な遺伝子発現が想定した形で生じないことによる。これは導入遺伝子が同染色体
に複数挿入された場合に、意図しない遺伝子組換えが生じるためと考えられ、導入遺伝子が１
コピーであればこのような問題は生じないと考えられる。導入遺伝子数を減じる方法としては、
セーフ・ハーバー遺伝子座に代表されるような細胞種によらず全ての細胞種で一定程度の活性
のある遺伝子座にノックインの手法により外来遺伝子を組込むか、あるいは、特定の制限酵素
を用いたトランスジェニック動物作成法を適用し導入遺伝子数を制限するかという２種の手法
が想定される。前者の方法では導入遺伝子コピー数は１つとなるのに対し、後者の方法では導
入遺伝子コピー数は１〜数コピーとなるため、更にひと工夫が必要となる。現在 Xenopus laevis
においては、前者のようなセーフ・ハーバー遺伝子座は同定されていないため、この手法を適
用することは不可能である。そのため、後者の手法を適用する必要がある。この場合導入遺伝
子コピー数は複数となる可能性があり、導入遺伝子コピー数が１つとなった個体を抽出する必
要がある。また、実際に導入遺伝子の発現が確認される個体でなければならない。このため、
導入遺伝子数のコピー数を確認した上で成体まで発現が続く個体を選別する必要がある。導入
遺伝子数のコピー数確認には サザンブロッティングや DigitalPCR 等によるジェノタイピング
手法が有効である。このシステム構築に時間を要した。すなわち、本研究では F0動物を作出後
特定の遺伝子配列を有する個体を同定し、さらにその動物が性成熟するまでの期間飼育する必
要がある。これらの動物はいずれもジェノタイピングを行っておく必要があり、マウス等と異
なり個体のマーキングが困難であるため１匹ずつ飼育する必要があり、このため一定数の飼育
スペースが必要となるため、比較的大規模な飼育システムの構築が必要となる。また、時期特
異的遺伝子組換えシステムについても問題がある。カエル・オタマジャクシにおいてドライバ
ー・レポーター遺伝子を有する２種のトランスジェニック動物を用いた時期特異的遺伝子組換
えシステムは、現時点で一般的ではない。その理由は、時期特異的遺伝子組換えを可能とする
遺伝子組換え酵素の活性がカエル・オタマジャクシにて必要十分に機能するかどうかが不明で
ある点が挙げられる。哺乳類等においてはCre/loxP システムが一般的に利用されているが、こ
のシステムの必要十分性に疑義が生じており、Flp/FRT システムの適用も可能とした導入遺伝
子を作成し、システム構築作りを行った。Flp リコンビナーゼはこれまでに Flp、Flpe、Flpo
の３種類が主に用いられている。Cre リコンビナーゼに加え、これら Flp リコンビナーゼの３
バリアントによる遺伝子組換え効率について検討を行った。その結果、ゲノムレベルでは Flp
リコンビナーゼの方が効率良く、要する時間も短く遺伝子組換えを可能とすることが明らかと
なったが、蛍光蛋白質の発現効率にて検定される表現型機能レベルにおいては、大きな違いが
ないことが判明した。すなわち、蛍光蛋白質の蛍光強度の測定においては両者間で大きな違い
は認められなかった。Cre リコンビナーゼは汎用性が高いことがメリットとして挙げられる。
但し、体表面に近い組織によっては低温の影響のため組換え効率が落ちるため、注意が必要で



あるとも考えられた。トランスジェニック動物の作出・維持に予想外の時間を要しているため、
まずは上記効率と表現型についてとりまとめる方向とした。 
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