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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷後の運動神経ニューロン、感覚神経ニューロンの生死、再生について調べることを
目的とし、ゼブラフィッシュの脊髄切断モデルを作製し、経過観察を行った。まず運動神経系に関しては、脳内の上位
運動神経は損傷後も生存し、2－3ヵ月で再生軸索を下位脊髄に伸長することが分かった。また、下位脊髄内の運動神経
は、中心管近くの上衣細胞から分化されることが分かった。その際、Sox2の発現が早期に上昇することが証明された。
感覚神経系については切断後6週までの観察であるが、死滅せず生存することは判明したが、軸索が上位脊髄を再伸長
する証拠は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：In the transectioned zebrafish spinal cord model, upper motor neurons in the 
brain can survive and regrow their axon after spinal cord injury. The regenerative axons from upper motor 
neurons in the brain were accompanied with upregulation of IGF-1 expression in their soma. While lower 
appeared to be neurons were newly synthesized from ependymal cells nearly located near in the central 
canal of the spinal cord. Sensory neuron in the dorsal root ganglion can survive but not regrow their 
axons after spinal cord injury.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 

ゼブラフィッシュは脊髄を損傷しても約
２ヵ月で泳ぎが回復することが知られてい
た。それに伴い、脳幹内の運動神経から再生
繊維が下降することを報告した。その際に抗
アポトーシス因子が運動神経に発現上昇す
ることを報告した（Ogai et al, 2012）。そこ
で、脊髄損傷後の神経再生を、運動神経、感
覚神経に分けて詳細に調べることを思いつ
いた。 

 

２．研究の目的 

我々は先行研究（Ogai et al, 2012）により、
ゼブラフィッシュの脊髄を切断しても約 2ヵ
月でサカナの遊泳行動はほぼ損傷前に戻る
こと、また視神経を切断しても視覚が完全に
回復することを報告してきた (Kato et al, 

2007)。そこでこの脊髄損傷後の運動神経系
の再生を上位運動神経（脳内）と下位運動神
経（脊髄）に分けて、その生存・軸索伸長に
ついてニューロトレーシング法や免疫組織
化学法を使って詳細に検討することを企画
した。また、感覚神経については後根神経節
（DRG）にある直接脊髄を上向する感覚神経
に限って、損傷後の生存再生について調べる
ことを目的とする。形態学的に再生繊維の伸
長を利用した逆行性トレーシングと生存因
子の発現について精査する。 

 

３．研究の方法 

(1) 脊髄損傷後の運動、感覚神経の生存再生
の確認方法 

脊髄損傷後すぐに逆行性のニューロトレー
サーを損傷部位に注入し、上位運動神経の細
胞体と DRG 内の感覚神経の細胞体を確認す
る。次に、損傷後の時間経過により消失する
細胞数を調べる。更に、上位運動神経では最
初の切断部位より更に下位で一定期間の後
二度目の切断を行ってトレーシングを実施
し、神経がトレーシングされれば再生と判断
する。感覚神経では更に上位の脊髄で切断し、
DRG 内の感覚神経がトレーシング出来れば
再生したものと判断することとする。 

(2) 生存の判定は、TUNEL 染色陰性を確認す
ること、また、抗アポトーシス因子 BCl-2 や
phospho-Bad などの発現上昇を確認すること
で行った。軸索伸長のマーカーとしては、
GAP-43 や各種のグロスファクターの測定を
mRNA レベル、タンパクレベルで精査した。
また、細胞局在については、免疫組織染色や
in situ hybridization 法で確認した。 

 (3) 行動学的解析は、自作のコンピュータ画
像解析装置を用い、自由に遊泳中のサカナの
行動を定量化し再生度を確認することとし
た。 

 
４．研究成果 

(1) 上位運動神経 

ニューロトレーサーにより一週過ぎても標

識できることにより、上位運動神経は生存す
ることが確認できた。また、脊髄を上位レベ
ルで１回目の切断をした後、更に下位レベル
で 2 回目の切断をし、トレーシングをした結
果、上位ニューロンが標識できたことにより
確実に約 8 週で軸索が再伸長し、行動学的に
泳ぎが回復していることを見出した（図１）。 

(2) 下位運動神経 

脊髄損傷後、神経幹細胞のマーカーである
Sox2 の発現が早期に上昇した（図２）。その
局在は中心管周囲の上衣細胞であることが
判明した。また、細胞増殖のマーカーである
PCNA も染め出された。これら Sox2 陽性細
胞は次第に前根の方へ移動する様に見えた。
このことより下位運動神経は、新たに上位細
胞から作られ増殖分化し、移動する様に見え
た。 

 

図 1 脊髄損傷後のゼブラフィッシュ行動解析 
A) 無処置 B-E)脊髄損傷群 dpi は損傷後の
日数を示す。F) 5 分間に泳いだ距離の変化 



 

(3) 感覚神経 

脊髄を比較的上位で切断してトレーサーを
注入し、脊髄後根神経節中のトレーサーポジ
ティブな感覚神経が存在することを確認し
た。この感覚神経は、少なくとも 1 週間経過
しても消失しなかったことにより、生存する
ことが確認された。このことは、TUNEL ポ
ジティブ細胞が DRG 中に見られないことか
らも確認できた（図３）。 

(4) 感覚神経の再生 

脊髄を比較的高いレベルで切断し、8 週後更
に上位脊髄で 2 回目の切断を行ってトレーサ
ーの注入を行い DRG を観察した所、標識さ
れる感覚神経が見当たらなかったことより、
感覚神経の標識はなかった。このことより、
感覚神経は 6～8 週では上位に向かって再生
していないと推測された（図４）。 

またこれを裏付けるデータとして、流水中に
ゼブラフィッシュを入れると、流れに抗せず
に泳ぐことが不可能であった。運動神経に比
べて現段階では感覚神経の再生が起こらず、
その様な結果になったのではないかと考え
ている。 
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図２ Zebrafish 脊髄損傷後の脊髄中心管での
sox2 mRNA (B)および Sox2 タンパク(C)の
変化。切断部位より頭側(rostral)と尾側(caudal) 

図４ Zebrafish脊髄損傷 7週後の軸索再伸長の
有無をトレーサーで確認。DRG 領域におい
て，陽性の細胞は見られなかった。 

図３ Zebrafish 脊髄損傷後 6 日目 TUNEL 染色 

TUNEL 陽性細胞は観察されない。 
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