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研究成果の概要（和文）：私たちは成体脊髄に内在するグリア前駆細胞に着目して研究を行って

きた。本研究では、グリア前駆細胞から神経細胞を生じ得る可能性を探索した。脊髄上衣細胞

は特定因子 A を発現している事や、この因子 A が脊髄損傷後に持続する発現亢進を示す事を見

出した。この因子 A に対する microRNA 発現アデノウィルスベクターを構築し脳室内へ導入

すると、上衣細胞由来神経細胞が観察された。こうした遺伝子発現調節という手法により、脊

髄上衣細胞からの神経細胞新生が可能となる事が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have studied the property of the glial progenitor cells in the 

adult spinal cord. The ependymal cells in the intact spinal cord expressed the factor A, 

which was up-regulated after spinal cord injury. We created an adenovirus vector encoding 

microRNA targeted to the factor A and injected into the ventricle. We found the ependymal 

cell-derived neurons. The ependymal cells in the adult spinal cord are demonstrated to 

produce neurons by this cell fate control method. 
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１．研究開始当初の背景 

 脊髄が損傷を受けると切断された軸索は
伸長を試みるが、この試みは様々な原因によ
り阻まれ、結果として脊髄の神経機能は失わ
れる。崩壊髄鞘や反応性グリアによるグリオ
ーシス等が代表的な抑制因子として知られ
ており、これらの抑制作用を打破する試みの

一部は臨床研究へと至っている。しかし、こ
れらの手法は多少の解剖学的・神経機能学的
回復をもたらす事が示されつつあるが、大幅
な神経機能回復をもたらす事はない。また、
崩壊髄鞘とその軸索再生抑制機構について
は詳細な研究がなされつつあるが、グリオー
シスの発生機序や、その構造を形成する細胞
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の由来等については未解決の問題が山積し
ている。ましてや、正常成体脊髄においてグ
リア細胞のターンオーバーが存在するのか
どうかすら、定かではなかった。こうした観
点から、申請者らは、まず正常脊髄における
グリア細胞新生の証明と、グリア細胞新生を
生じる細胞の同定を進めてきた。正常成体脊
髄における分裂細胞はオリゴデンドロサイ
ト前駆細胞と上衣細胞とが知られているが、
これらを遺伝学的・分子生物学的に特異的に
標識し、これらの分化能を検討した。その結
果、正常成体脊髄のアストロサイト新生の一
部をこれらの細胞が担っている事を明らか
とした。そして上衣細胞の細胞分裂・アスト
ロサイト新生・細胞移動のメカニズムについ
ては、Notch-1 の機能が重要である事を明ら
かとした。Notch-1 は神経幹細胞の幹細胞性
維 持 や 一 過 性 分 裂 細 胞 （ Transient 
Amplifying Cells）からのアストロサイト新
生に関与する事が知られている。上記の脊髄
上衣細胞における Notch-1の機能は神経幹細
胞におけるそれと酷似しており、この事から、
成体脊髄上衣細胞は神経幹細胞として機能
し得るのではないかと推察されていた。 
 一方で、魚類や両生類の脊髄損傷では脊髄
上衣細胞が賦活化し、細胞増殖・上皮間葉移
行・細胞移動・再生軸索支持・神経細胞新生
等の多彩な機能を示し、これにより脊髄損傷
後の解剖学的・神経機能学的にほぼ完全な回
復をもたらす事が知られている。 
 上記の事から、魚類・両生類の上衣細胞の
示す機能を哺乳類の上衣細胞において模倣
させる事で、哺乳類における脊髄損傷からの
機能回復が可能なのではないかと考察して
いた。 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、成体脊髄に存在するグリ
ア前駆細胞である上衣細胞、およびオリゴデ
ンドロサイト前駆細胞から神経細胞新生を
生じせしめる事が可能であるかについて、検
討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1)神経細胞新生・グリア細胞新生転換に関
わる因子のグリア前駆細胞における発現動
態の観察 
(2)神経細胞新生・グリア細胞新生転換に関
わる因子の microRNA 発現アデノウィルスベ
クターの構築 
(3)microRNA 発現アデノウィルスベクターを
用いた正常脊髄におけるグリア前駆細胞か
らの神経細胞新生誘導 
(4)microRNA 発現アデノウィルスベクターを
用いた脊髄損傷におけるグリア前駆細胞か
らの神経細胞新生誘導の検討 
 

４．研究成果 
 発生段階において神経上皮細胞は神経幹
細胞として機能するが、発生初期においては
神経細胞新生を、発生後期においてはグリア
細胞新生を生じる事が知られている。この神
経細胞新生・グリア細胞新生の転換期には
様々な因子の発現調節が行われており、そこ
では BMP シグナリング、Wnt シグナリング、
Shh シグナリング等が重要とされている。本
件においてはこれらシグナリングの下流で
機能する転写因子に着目し、その成体脊髄に
おける発現を観察した。すると、特定因子 A
が脊髄上衣細胞において恒常的に発現して
おり、脊髄損傷後に発現が亢進する事、そし
て損傷後２週間を経ても引き続きが発現が
亢進している事を見出した。この因子 A は上
記神経細胞新生・グリア細胞新生の転換期に
発現が始まる事が知られている。 
 この因子に対する microRNA ベクターを
Invitrogen 社 BLOCK-iT PolII miR RNAi 発現
ベクターキットを用いて作成した。また、そ
れぞれの microRNA 認識配列を含むホタル
Luciferase 発現ベクターを作成し、293 細胞
に遺伝子導入し microRNA による特定配列の
認識とそれによる Luciferase のノックダウ
ン効果を確認した。対照としては Renilla 
Luciferase 発現ベクターを用いた。次に、特
定因子 A を恒常的に発現しているラット C6
グリオーマ細胞を用い、microRNA 発現による
特定因子 A のノックダウンを、mRNA レベル、
蛋白レベルについてそれぞれ確認した。これ
らの実験により、５種類の特定因子 Aに対す
る microRNA ベクターを確立した。 
 こうして確立した特定因子 A に対する
microRNA ベクターを用い、microRNA 発現ア
デノウィルスベクターを作成し、第四脳室に
投与した。脊髄上衣細胞は中心管と呼ばれる
脳脊髄液で満たされる空間に面しており、こ
の空間は脳室系の続きである。また、上衣細
胞はコクサッキーウィルス・アデノウィルス
受容体を発現している。これらの事から、脳
室内にアデノウィルスを投与する事で、上衣
細胞特異的に遺伝子導入を行う事が可能で
ある。特定因子 A に対する microRNA を発現
するアデノウィルスベクターのラット第四
脳室への投与を行う事で、脊髄上衣細胞にお
ける特定因子 Aのノックダウンとその効果を
観察した。アデノウィルス感染脊髄上衣細胞
は EGFPを発現すると共に、徐々に特定因子 A
の発現を失った。この EGFP 陽性細胞は上衣
細胞層近傍に存在したが、一部の細胞は非常
に細く長い突起を有していた。こうした細胞
の細胞系譜マーカー発現を確認すると、
Olig2 陰性、GFAP陰性であったが、PSA-NCAM
陽性、NeuN 陽性であった。これらの事から、
特定因子 A に対する microRNA を発現するア
デノウィルスベクターに感染した上衣細胞



 

 

は、神経細胞へと分化する事が明らかとなっ
た。脊髄損傷におけるアデノウィルス導入に
おいても同様の結果が得られたが、現状では
EGFP 発現アデノウィルス感染細胞が非常に
少ない為、上衣細胞から分化する神経細胞の
数も少ない事が問題と考えられる。これは
microRNA 発現アデノウィルスベクターの構
造上の問題でウィルスのタイターが上昇し
づらい事にその原因があると考えられる為、
ウィルスベクターの構造に工夫を施し、ウィ
ルスタイターを向上させる事で上衣細胞か
らの神経細胞新生の割合を向上させる事が
必要と考えられる。 
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