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研究成果の概要（和文）：急性期頭部外傷モデルに対する間葉系幹細胞の分泌タンパク質であるTSG-6の神経新
生に対する影響を解析した。すると、TSG-6は新生神経細胞のマーカーであるdoublecortin陽性の新生神経細胞
数を増加させることが明らかとなった。次に、慢性頭部外傷モデルとして頻回脳震盪モデルの作成を試みた。し
かし、脳内出血による死亡例が多かったこと、個体差が非常に大きかったことからモデル条件の固定を行うこと
ができなかった。また、Crispr Cas9システムによるPACAP受容体欠損マウスの作成を試みた。その結果PACAP受
容体欠損マウスは胎生致死、新生児期致死を起こしやすいことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of TSG-6 on neuro-regeneration after acute 
traumatic brain injury.   The results clarified the administration of TSG-6 increased the 
doublecortin positive new born neurons. Then we tried to establish the chronic model of repeated 
head concussion. However, intracerebral hemorrhagesome caused the animal death in high rate. As the 
standard deviation of neural death was also huge, we could not fix the model condition. In addition,
 we tried to make PACAP receptor knock out mouse using crispr CAS9 sysitem. The results indicated 
the knock out of PACAP causes the death in fetal or new born phase.       

研究分野： 神経再生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の研究成果から、間葉系幹細胞の分泌タンパク質であるTSG-6が頭部外傷後の神経の保護作用があるだけ
でなく、神経新生促進作用もあることが明らかとなった。頭部外傷は現在根治治療の方法がなく、TSG-6が新た
な治療法となりうる可能性を示唆した。また、そのメカニズムにPACAPが関与している可能性を示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頭部外傷は交通事故や転倒などにより引き起こされる神経外傷性疾患であり、急性期の死亡

や全身性機能不全を免れても、慢性期に認知障害や情緒障害のため社会適応障害（高次脳機能障
害）が顕著となる症例が多く報告されている。特に、交通事故後の頭部外傷患者は 10 代、20 代
が多く、就学や就職への弊害が社会問題となっている。現在、日本全国の高次脳機能障害者の数
は男性を中心に約 27 万人と推定されているが、頭部外傷後の高次脳機能障害の改善の報告はリ
ハビリテーション訓練を除いて非常に少なく、新規治療法の確立が求められている領域である。
一方、中枢神経系の神経細胞は再生能力がなく、一度失われると回復しないと近年まで考えられ
てきた。しかしながら、側脳室下帯と海馬歯状回において神経新生が起きていることが発見され、
頭部外傷においても再生医療への応用が期待されている。 
 申請者は骨髄由来間葉系幹細胞（MSCs）を用いて頭部外傷モデルマウスの記憶障害、鬱様行
動の治療改善効果を検討、解析してきた。MSC は骨髄由来の間葉系幹細胞の総称で、その免疫
調節機能により中枢神経系疾患に対する新規治療法として期待されている。申請者のグループ
は MSCs を移植した脳虚血、心筋梗塞および肺炎のヒト遺伝子の網羅的解析から TNF-α–
stimulated gene/protein 6 (TSG-6)という共通のタンパク質の増加を見出し、hMSCs 由来 TSG-
6 の心筋梗塞などへの回復効果を明らかにした (Lee RH et al. Cell Stem Cell 2009)。申請者は
頭部外傷モデルを用い、MSCs および TSG-6 の急性期投与が障害領域を減少させ、記憶障害と
鬱様行動を改善させることを見出した (Watanabe J et al. Neurobiology of Disease 2013) 。し
かし、MSC 投与と神経申請への影響、さらには記憶障害改善効果の因果関係は不明のままであ
る。 
 さらに申請者のグループは、神経ペプチドpituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 
(PACAP)の神経保護作用に注目して長年研究を行ってきたが、近年 PACAP が神経新生を促進
することを見出した。これは、PACAP の脳室内投与により神経新生が促進されたこと、さらに
PACAP 欠損マウスでは脳虚血後の神経新生が抑制されていたことにより明らかとなった
（Neuropeptides 2015 にて発表。論文準備中）。また興味深いことに、脊髄損傷モデルにおいて、
MSC による神経保護作用は PACAP 欠損マウスでは見られないことも発見した（Tsumuraya T 
et al. Neuroinflammation. 2015）。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、頭部外傷後の MSC による神経新生の促進にも PACAP が何かしらの役割を
担っていることが強く示唆される。しかし神経障害後の神経新生に対する MSC と PACAP の相
互作用に関しては全く分かっていない。そこで本研究では頭部外傷後の MSC による神経新生促
進機構の解明を特に PACAP に注目して行い、さらに障害時における神経新生をより増加させる
方法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①頭部外傷モデルマウスを用いた MSC 投与の神経新生への影響の解析 
 既に申請者は MSC とその分泌タンパク質 TSG-6 が急性期の経静脈投与で神経保護作用・神経
新生促進作用があることを明らかとしたが、慢性期の MSCs 投与が同様に神経新生を促進するか、
また投与経路によって効果に違いがあるかを検討する。 
②ゲノム編集技術による PACAP 受容体欠損マウスの作成とおよび評価 
 Crispr-CAS9 システムを用いた PACAP 受容体欠損マウスを作成し、その頭部外傷モデルに MSC
とその分泌タンパク質 TSG-6 を急性期の経静脈投与する。神経保護作用・神経新生促進作用の
Wild Type との違いについて解析を行う。 
 
４．研究成果 
 ①まず既に確立されている急性期頭部外傷モデルに対する TSG-6 の神経申請に対する影響を
解析した。すると、TSG-6 は新生神経細胞のマーカーである doublecortin 陽性細胞数を増加さ
せることが明らかとなった（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 図 1.TSG-6 の神経新生促進作用 



 次に、慢性頭部外傷モデルとして頻回脳震盪モデルの作成を試みた。これは頭がい骨上に金属
のプレートを設置し、その金属プレートをインパクターにより 24 時間ごと、４日連続で打撃を
することで作成した。しかし、脳内出血による死亡例が多かったこと、ear-bar で頭骨を固定し
ないモデルのため脳内の障害の個体差が非常に大きく、したがって神経新生のばらつきも非常
に大きかったことからモデル条件の固定を行うことができなかった。今後は打撃時の頭部の固
定方法の工夫や、打撃の強さの調整によりモデル条件の固定を行っていく予定である。 
 
②Crispr Cas9 システムによる PACAP 受容体欠損マウスの作成 
1) pCAG-EGxxEP システムによる PAC1R の Target 配列の決定 
pCAG-EGxxEP システムは Crispr Cas9 システムにより遺伝子が切断されると HEK293 細胞に GFP
が発現する。これにより Crispr Cas9 システムの Target 配列が決定できるシステムである（図
2, Mashiko D, et al. Dev Growth Differ 2014）。本研究ではこのシステムを使用して、PAC1
受容体の標的配列の決定を行った。図３で示すように HEK 細胞に GFP が発現し、PAC1R 配列を切
断できる候補配列を得ることができた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
2)受精卵への Crispr Cas9 システム導入による PACAP 受容体欠損マウスの作成 
上で得られた Target 配列を組み入れた Crispr Cas9 プラスミドをマウス受精卵に導入した。し
かし、産出されたマウスの PAC1 受容体の遺伝子を調べたところ、遺伝子欠損マウスはいなかっ
た。そこで胎児期、新生児期の PACR 遺伝子を調べたところ、10腹の母マウスから得られた胎生
致死を起こしていたマウスのうち 22.0%が PAC1R 遺伝子を欠損していた。また生まれてから 1週
間以内に死亡したマウス 36 匹のうち 13.8%が PAC1R 遺伝子を欠損していた。以上の結果から、
PAC1-R の欠損が胎生致死・新生後すぐの死亡を引き起こす可能性が示唆された。現在、コンデ
ィショナルノックアウトマウスの作成を行っている。 

図 2. pCAG-EGxxEP システムの概要 

図 3. HEK293 細胞での PAC1R 配列切断細胞 
（左: phase contrast, 右:GFP） 
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