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研究成果の概要（和文）：有尾両生類の一種であるイベリアトゲイモリの脊髄損傷時の再生を担う神経幹細胞を
分離し培養する手法を確立した。この手法を活用し、マウスの神経幹細胞との性質の比較を実施した。その結
果、血清に対する応答の仕方がイモリとマウスで異なることが明らかとなった。また、それぞれの動物種の神経
幹細胞からなる細胞塊（ニューロスフィア）のRNA-seqを実施した。各動物種内においてニューロスフィアが由
来する器官間および成長段階間でトランスクリプトームの比較解析を実施したところ、発現変動遺伝子の数がイ
モリとマウスで異なることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I established a method for isolating and culturing neural 
stem cells (NSCs), which could play key roles in regeneration after spinal cord injury, from a 
urodele amphibian Pleurodeles waltl. By taking advantage of this method, I carried out comparison of
 characteristics of NSCs from P. waltl with those from the mouse. I found that the response upon 
serum addition into the culture medium differed according to the species. Furthermore, neurospheres 
that are composed of NCSs from each species were subjected to RNA-seq. Differential expressed gene 
(DEG) analyses between organs (brain and spinal cord/neural tube) or developmental stages 
(larva/embryo and adult) in each species showed the difference in the number of DEGs between the two
 species.

研究分野： 発生生物学、再生生物学

キーワード： 有尾両生類　神経幹細胞　脊髄再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトを含む哺乳類の脊髄損傷後の機能回復は限定的であり、抜本的な治療法が望まれている。本研究では、この
治療法開発の土台となる知見を得るための基礎研究として、脊髄の完全再生が可能な有尾両生類の神経幹細胞の
培養法を確立することを試み、それを達成した。これにより、有尾両生類がもつ特有の性質を培養系で調査・分
析することが可能となった。実際に、マウスの神経幹細胞との比較解析から、有尾両生類の神経幹細胞に特異的
に発現する、言わば再生遺伝子の探索へと研究を発展させている。

※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 
 ヒトを含む哺乳類の中枢神経系は再生能力に乏しく、脊髄損傷後の機能回復は限定的である。
我が国における脊髄損傷の患者数は 15 万人以上であり、また毎年約 5,000 人が新たに脊髄損傷
を負っていると言われている。損傷により車椅子生活を強いられる場合が多いことから、脊髄損
傷は医療・社会・経済等の様々な面で大きな問題を生じさせる疾患であり、現代医学が抱える課
題の１つであると言える。 
 一方で、イモリやサンショウウオ等の有尾両生類においては、たとえ脊髄が完全に切断された
としても、その三次元構造を自発的に再構築し、機能的にもほぼ完全な脊髄を再生させることが
できる。特筆すべきは、有尾両生類の脊髄では、その切断後に特定の細胞が分裂増殖して分断さ
れた領域を橋渡しし、最終的に脊髄実質を再構築してしまうことである（Chernoff et al., Dev. 
Dyn., 2003）。有尾両生類がもつこの特異な能力の分子メカニズムが明らかとなれば、ヒトでの
完全な脊髄再生を可能にする新たな治療法の開発に向けた、基盤的な知見を得ることができる
と考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、本研究ではまずイモリの脊髄損傷時の再生を担う神経幹細胞の分離・培
養法を開発し、その手法を活用して再生能力の発揮に重要な遺伝子を明らかにすることを目的
とした。また、脊髄再生能力の乏しいマウスの神経幹細胞との比較解析を行うことで、イモリが
もつ高い再生能力を生み出すメカニズムを明らかにすることを目指した。さらには、マウスの神
経幹細胞を人為的に操作することでイモリの神経幹細胞が有する性質を付与することが可能か
どうかを検証し、哺乳類への応用の実現可能性を追求することを当初の目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 ゲノムやトランスクリプトームの情報が利用可能であり、遺伝子組換えやゲノム編集も可能
であるという利点から、有尾両生類の中でもイベリアトゲイモリ（Pleurodeles waltl）を用い
て本研究を行うこととした。 
 神経幹細胞の分離と培養については、別種の有尾両生類にて報告のある手法（Kirkham et al., 
Stem Cell Rep., 2014）をベースにニューロスフィア培養を試みた。具体的には、イベリアトゲ
イモリの大脳半球および脊髄を細かく刻み、パパインで処理することで細胞を分散させた。セル
ストレーナーを通したのちに、bFGF と EGF および B27（- Vitamin A）サプリメントを添加した
DMEM/F12 培地（イモリの浸透圧に合わせるために滅菌水で 66%に希釈したもの）中で、25-27℃、
2%CO2の条件下で浮遊培養を行なった。１週間に 1-2 回の培地交換を行なったが、この際、半量
の培地のみを交換した。なお、この培地にウシ胎児血清（FBS）もしくはイベリアトゲイモリ血
清（P. waltl serum: PwS）を添加した場合の影響も解析した。このようにして培養した神経幹
細胞の分化誘導にあたっては、bFGF および EGF を含まない培地を用いて、ポリリジンコートを
施したガラス上で接着培養を２週間行なった。培養した細胞で発現するタンパク質の発現解析
にあたっては、免疫染色を実施した。 
 イモリとマウスの神経幹細胞のトランスクリプトームの比較を行うために、それぞれの動物
種の幼若個体（イモリの場合は幼生、マウスの場合は胚）と成体の脳および脊髄に由来する細胞
を培養し、得られたニューロスフィアから抽出した total RNA を用いて RNA-seq を実施した。得
られたデータをもとに、サンプル間で発現変動遺伝子（DEG）解析を実施した。 
 
 
４．研究成果 
 上記の方法でニューロスフィア培養を試みたところ、脳と脊髄のどちらに由来する細胞から
もニューロスフィア様の形態を呈する細胞塊が形成された。この細胞塊に対して、細胞増殖マー
カーである Phospho-Histone H3 の免疫染色を行い増殖活性の有無を検証した。その結果、細胞
塊を構成する細胞の中に陽性細胞を見つけることができた。また、神経幹細胞のマーカータンパ
ク質である Nestin、GFAP、Vimentin の発現についても同様に免疫染色により検証したところ、
いずれのマーカーも染色が確認された。また、予期していなかった結果として、脳由来と脊髄由
来の細胞塊の形態に違いが認められた。具体的には、脳由来の細胞塊は表面に凸凹が認められた
のに対して、脊髄由来のものは滑らかな表面を呈していた。これが何を意味しているのかは現時
点では不明であるが、ニューロスフィア培養のように細胞塊として培養されるグリオーマ幹細
胞の中でも悪性度の高い mesenchymal 型のものは凹凸があり、比較的予後が良好な proneural 型
のものは滑らかな球形であるとの報告がある（Spinelli et al., J. Extracell. Vesic., 2018; 
Garnier et al., Neuro Oncol., 2018）ことから、脳と脊髄それぞれに由来する細胞の性質の違
いを反映している可能性は十分にあると考えている。さらに、今回の培養により得られた細胞塊



の分化多能性について検証するために、分化誘導条件下で２週間培養したのちに免疫染色によ
って各種マーカータンパク質の発現を解析した。その結果、beta-Ⅲ tublin 陽性の神経細胞、
GFAP 陽性のアストロサイト、O4 陽性のオリゴデンドロサイトが認められ、これら中枢神経系の
細胞への分化多能性が示された。以上の結果から、本培養手法により得られた細胞塊は神経幹細
胞からなるニューロスフィアであると示唆される。なお、本成果は既に論文として公表済みであ
る（Seki-Omura et al., Dev, Growth Diff., 2022）。 
 次に、イモリ神経幹細胞の培養時に PwS を添加する実験を行なった。これは、アフリカツメガ
エルの間葉系幹細胞の培養にカエル自身の血清の添加が有効である（Otsuka-Yamaguchi et al., 
Stem Cell Res., 2021）という先行研究から着想を得たものである。イモリの脳から細胞を回収
し、浮遊培養を開始する段階から PwS を 1%もしくは 10%の濃度で培地に添加したところ、無血清
の条件で培養した時よりもニューロスフィア形成が亢進した。神経幹細胞マーカーの Nestin の
発現も認められた。次に、細胞培養で一般的に用いられる FBS を 1%の濃度で同様に添加して影
響をみたところ、PwS 添加時のようなニューロスフィア形成の亢進が認められた。したがって、
PwS に含まれる成分が特別にこの効果をもたらすわけでないことが判明した。むしろ、哺乳類の
神経幹細胞の培養では、一般的に FBS は分化を誘導するものと認識されていることから、イモリ
の神経幹細胞は血清に対する応答の仕方が特殊であり、哺乳類のそれとは異なる性質を持って
いることが示唆される。この性質がイモリの高い再生能力と関連している可能性に期待し、現在
も解析を進めているところである。 
 この性質の違いを有尾両生類と哺乳類の神経幹細胞で発現する遺伝子の違いに直接落とし込
むために、当初の研究計画を変更してトランスクリプトーム解析を行うこととした。幼生と成体
のイモリ、胚と成体のマウスの脊髄と脳から細胞を分取し、ニューロスフィア培養を行なった。
幼生イモリの脊髄からはニューロスフィアを得ることができなかったが、これは、脊髄が小さい
ために十分な細胞を回収できなかったことが原因であると考えられる。これ以外においては培
養に成功し、得られたニューロスフィアから十分量の total RNA を精製することができたため、
RNA-seq を実施した。 
 現時点ではイベリアトゲイモリとマウスのオルソログ対応がなされていないため、イモリ-マ
ウス間の直接比較ができず、どちらかの種で特異的に高発現している遺伝子を特定することは
できずにいるが、それぞれの動物種内で DEG 解析を行ったところ、以下の点が明らかとなった。
まずイモリにおいては、「成体の脳と脊髄に由来するニューロスフィアの比較」により 5,000 以
上の発現変動遺伝子（FDR < 0.1）が見つかった一方で、「幼生の脳と成体の脳に由来するニュー
ロスフィアの比較」で見つかった発現変動遺伝子は 20 以下であった。次にマウスにおいては、
「成体の脳と脊髄に由来するニューロスフィアの比較」と「胚の脳と成体の脳に由来するニュー
ロスフィアの比較」のいずれにおいても数百の発現遺伝子が見つかり、イモリとの違いが認めら
れた。この成果は第 129 回日本解剖学会総会・全国学術集会にて報告済みである。今後は、イモ
リとマウスの種間比較を実施することで、イモリの中枢神経系の再生において重要な役割を果
たすと予想される候補遺伝子をスクリーニングすることを計画している。さらには、この遺伝子
を人工的にマウスの神経幹細胞に発現させ、「マウス細胞のイモリ化」を試みるという本研究課
題の実施期間中に取り組むことができなかった解析に挑んでいきたい。 
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