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研究成果の概要（和文）：先行実験で毛細血管を構成する周細胞の一部に神経分化能を持つ幹細胞(CapSCs)、さ
らに同細胞のシュワン細胞分化能を制御する因子(Ninjurin1 (Ninj1))を見出した。本研究では、NG2陽性細胞特
異的蛍光発光マウス、Tamoxifen 誘導によるNG2 陽性細胞特異的 Ninj1 knockout (KO)マウス、培養シュワン細
胞、培養CapSCsなどを用いた検証により、末梢神経障害時に増加するNG2陽性細胞に発現するNinj1が神経の髄鞘
化に重要な役割を果たすことを示した。

研究成果の概要（英文）：Ninjurin 1 (Ninj1) was originally identified as a protein induced by 
peripheral nerve injury. Schwann cells (SCs) and microvasculature are critical for peripheral nerve 
regeneration. Recent studies including ours have shown that some perivascular mural cells (PCs) are 
multipotent and contribute to tissue regeneration as a source of regenerative cells. Multipotent 
PCs, namely capillary stem cells (CapSCs) have a high potential to differentiate into neuronal 
lineages. Nerve/glial antigen 2 (NG2)-positive cells are recognized as immature Schwann cells and 
microvascular pericytes (PCs) in the peripheral nervous system. 
In this study, we investigated the role of Ninj1 in peripheral nerve regeneration using NG2-Ds red 
mice, NG2+cell-specific inducible deletion of Ninj1 mice, SC cell lines, and CapSC cell lines.
We demonstrated that Ninj1 plays an important role particularly in the myelination process of 
regenerating nerves through NG2 positive cells including CapSCs. 

研究分野：末梢神経再生

キーワード： 末梢神経再生　NG2　Ninjurin1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会を背景に増加する多くの難治性慢性疾患の病態に末梢神経系の異常が関連していることが知られてい
るが、末梢神経の機能維持や再生システムの知見は限られている。末梢神経は毛細血管と伴走し、その機能維持
や再生に密接に関与していることが知られているが、神経と血管の伴走化がどのように成立するのかという根本
的な課題は解明されていない。本研究では「神経に伴走する毛細血管」や「毛細血管に局在する新規の幹細胞」
に着目し、末梢神経の髄鞘化にNinjurin1が重要な役割を示すことを示した。末梢神経再生の機序解明および治
療法の開発につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
末梢神経再生研究の重要性：末梢神経は再生能が高い臓器であり、中枢神経系と比較し

て末梢神経の維持および再生に関する医学研究や知見は限られている。近年、末梢神経

機能異常が動脈硬化や心不全などの心血管疾患、糖代謝異常などの難治性慢性疾患の病

態に深く関与することが明らかとなっている。末梢神経の機能や再生能は加齢とともに

低下することが知られており、高齢化社会を背景として末梢神経の機能維持や再生機序

の解明が一層重要になってきた。 

末梢血管と毛細血管の相互作用：末梢神経と微小血管が伴走する現象（Neuro-Vascular 

Wiring; NVW）は古くから知られているが、近年は両者が相互に作用して、それぞれの

機能維持や再生に密接に関与することが認識されてきた。我々も障害組織で生じる新生

血管が、末梢神経と伴走化することにより構造的に安定化・成熟化することを報告して

いる 1。高齢化社会で増加の一途をたどる糖尿病において基本病態である微小血管と末

梢神経の障害は必発であることも、この両者の相互補助の関係を示唆している。NVW が

どのように成立するのかを解明するところに、末梢神経の機能維持や再生の機序解明の

糸口が見えてくると考えた。 

新生血管の成熟化を制御する新規因子の発見：新生血管は、形成された内皮

（endothelial cells; EC）チューブに周細胞（pericytes; PC）が覆って機能的な微小

血管に成熟する。我々は EC チューブと PC の接合を促し、新生血管の成熟を促す新規の

因子として Ninjurin1(Ninj1)を見出した 2。さらに PC 特異的に Ninj1 欠損を誘導する

マウスの下肢虚血モデルを用いて、Ninj1 が新生血管の成熟化に加えて虚血組織の還流

改善に重要な役割を果たすことを明らかにした 3。 Ninj1 はもともと、神経障害時に

神経細胞などに発現する接着因子として報告され 4、神経再生における役割が想定され

たが未だ明らかになっていない。  

毛細血管由来の神経幹細胞の発見：我々は、独自に樹立した多分化能を有する PC株 5を

利用して、多分化能を有する PC に特異的なマーカー（EphA7）を選定した。同マーカー

を利用してマウスおよびヒト末梢組織の毛細血管から多分化能周細胞（CapSCs; 

Capillary Stem Cells と命名）を同定、分離することに成功した 6。CapSCs は毛細血管

壁に存在し、間葉系細胞に加えてシュワン細胞など神経系細胞への高い分化能を有する、

間葉系および神経系幹細胞の特徴を併せ持つ PC であることを明らかにした 6。 
 
２．研究の目的 
一連の毛細血管研究 3,6に携わっていく中で、『末梢組織の毛細血管 PC の一部になぜ、

高い神経分化能を持つ細胞（CapSCs）が存在しているのか？』 という疑問を持ち、NVW

システムにおける CapSCs の役割という仮説を着想するに至った（図１）。 

 

CapSCs は周細胞として⽑細⾎管壁に局在
し、⾎管内⽪細胞や周細胞に分化して⽑
細⾎管〜成熟⾎管の形成に関与する。ま
た、シュワン細胞に分化して⾎管に伴⾛
する神経の再⽣を促す。 

Ninj1 は①周細胞と内⽪の接着を促進する
ことにより安定した⾎管を構築する⼀
⽅、②CapSCsのシュワン細胞への分化を
促進することにより神経再⽣を促し、機
能的に成熟した⾎管形成に寄与する。 

図 1. ⾎管成熟化、神経⾎管ワイヤリングにおける CapSCsおよび Ninj1の役割（仮説） 



 

 

 

『障害神経組織に増殖する毛細血管内 CapSCｓは、Ninj1 を介してシュワン細胞に分化

し、神経再生に寄与する』という仮説をたて、下記の具体的作業仮説を検証した。 

- 作業仮説(1) NG2 陽性細胞特異的蛍光発光マウスの障害神経組織において増殖

する NG2 陽性 PC の中でも CapSCs が増殖し、さらに同細胞での Ninj1 発現が亢

進する。 

- 作業仮説(2) NG2 陽性細胞トレーシング（追跡）マウスの障害神経組織におい

て NG2 陽性細胞由来の血管やシュワン細胞が確認できる。 

- 作業仮説(3) Tamoxifen 誘導による NG2 陽性細胞特異的 Ninj1 knockout (KO)

マウスでは、障害坐骨神経の髄鞘化や軸索進展が抑制される。 

- 作業仮説(4) Ninj1 発現抑制はシュワン細胞分化能を低下させる。 
 
３．研究の方法 
実験 1 （作業仮説 1の証明：障害神経組織における標的細胞・遺伝子の局在・発現の評価） 

- 神経傷害モデルの作成：C57-BL6 マウスおよび NG2 陽性周細胞が赤く発光する

NG2promoter-DsRed 遺伝子改変マウス(NG2-DsRed)を用いて坐骨神経障害モデルを

作成した。坐骨神経の障害方法としては nerve crush法を用いた。 

- 障害神経の組織学的・生化学的解析：神経傷害後 1〜4週間後の各時期において

組織を摘出し、各種解析を行った。免疫組織学的解析として、S100, MBP, NF-H

および NG2, EphA7, CD31 を用いた免疫染色により、それぞれ軸索再生や再髄鞘

化、PC/EC の発現性やその局在を経時的に評価した。さらにトルイジンブルーお

よびマッソントリクローム染色により組織形態学的評価を行った。また、

Lectin-FITC 循環染色および CUBIC 法による組織透明化処理後の免疫染色を併

用し、共焦点顕微鏡を用いて神経再生および血管再生の程度や両者の関連性を

三次元的に評価した。生化学的解析として、qPCR 法や Western  blot 解析によ

り障害神経における CapSC マーカー（NG2, EphA7）および Ninj1 の発現性を評

価した。 

実験 2 （作業仮説 2の証明：神経再生における周細胞の寄与を確認する） 

- 周細胞由来細胞追跡マウスの作成：PC由来細胞の生体内追跡を可能にする NG2-

CreERT/tdTomatoマウスを準備した。本マウスは、Tamoxifen(Tam)処理によりNG2

陽性 PC に蛍光タンパクを発現させ、PC が他細胞に分化しても蛍光しつづけ、PC

由来の細胞・組織を追跡することができる。本マウスは本講座で自家繁殖したも

のを利用した。  

- 神経組織における周細胞由来細胞の追跡：上記で準備したマウスに坐骨神経障

害を加え、NG2 陽性細胞の動態を実験１-②に準じて、経時的に蛍光顕微鏡で観

察評価した。 

実験 3 （作業仮説 3の証明：周細胞特異的 Ninj1KO による影響の評価） 

- Ninj1 欠損マウスモデルの作成：PC に発現している Ninj1 を Tam 処理により特

異的にノックアウトするマウス（NG2-CreER/Ninj1-FloxP）を用いた[3]。対照マ

ウスとして、NG2-CreERマウスに Tam 処理を施した群と Tam 処理を行わない群を

用いた。Tam 処置は 5 日間連続で行い、処置開始から 1週間後に神経障害手術を

施行した。 

- 神経障害・再生度の評価：実験１-①②に準じて、対照マウス群と比較検討した。 

実験 4 （作業仮説 4の証明：神経細胞分化における Ninj1 の関与評価） 

- シュワン細胞および CapSCs において、Ninj1 発現を特異的 siRNAで抑制し、神

経分化用培地で培養した後、成熟シュワン細胞への分化能を S100, MBP などの

発現性を免疫染色あるいは RT-PCRを用いて評価した。 



 

 

４．研究成果 

(下記研究成果は参考文献[7]Tomita Y, Horiuchi K, Kano K, et al. Ninjurin 1 mediates peripheral nerve 

regeneration through Schwann cell maturation of NG2-positive cells. Biochem Biophys Res Commun. 

2019;519(3):462-468. doi:10.1016/j.bbrc.2019.09.007 にて発表した。) 

実験１） 

- 障害坐骨神経の共焦点顕微鏡での観察では、NG2 陽性細胞の増加および神経周囲

の血管増生が認められた（図 1(a)）。 

- qPCR 法では神経障害後の末梢神経組織において NG2、Ninj1 および EphA7の発現

が増加した(図 1(b))。 

- Ninj1 および EphA7 は障害神経内に増加した Ng2 陽性細胞に一致して発現が認

められた（図 1(c)）。 

(a) 

 

 

(b)  

 

 (c) 

図 1. 障害坐⾻神経における NG2陽性細胞および Ninj1, EphA7の発現 

実験 2） 

- 障害坐骨神経において Td-tomato 発現細胞（周細胞由来細胞）は豊富に認めら

れ、その多くは S100 陽性を示した（図 2）。 

 

図 2. 障害坐⾻神経組織における周細胞由来細胞の追跡 

実験 3） 

- NG2 陽性細胞特異的 Ninj1 KOマウスでは、神経傷害 14 日後の評価で MBP 発現が

低下し(図 3(a))、組織学的観察で髄鞘化神経の減少が認められた(図 3(b))。 

(a)  (b)  

図 3. NG2陽性細胞特異的 Ninj1 KOマウスにおける神経障害後の再⽣神経髄鞘化の
抑制 



 

 

実験 4) 

- 培養シュワン細胞で Ninj1 発現を抑制すると MBP 発現が低下した（図 4(a)）。 

- CapScs で Ninj1 発現を抑制すると神経分化が抑制された（図 4(b)）。 

(a)  (b)  

図 4. 神経再⽣に関与しうる細胞群における Ninj1の役割 

＜まとめ＞ 

- 障害神経組織では NG2 および Ninj1 の増加を認めた。また、増加した NG2 陽性

細胞に一致して Ninj1 の発現を認めた。 

- Ng2 陽性細胞の Ninj1遺伝子を欠損すると髄鞘化の抑制が認められた。 

- 障害神経組織では、神経細胞への分化能を有する毛細血管周細胞である CapSCs

の増加を認めた。 

- CapSCs で Ninj1 の発現を抑制すると神経細胞への分化が抑制された。 

- これらの実験結果より、NG2 陽性細胞における Ninj1 は未分化シュワン細胞が再

髄鞘化に至るプロセスに関与する可能性が示唆された。また、Ninj1 は障害神経

組織で増加した血管周囲に存在するCapSCsを介して神経再生に関与している可

能性がある。 

- さらに障害大血管 8や障害骨格筋 9、皮膚創傷治癒など様々な病態モデルにおい

て CapSC および Ninj1 の関与を検討をすすめている。  
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