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研究成果の概要（和文）：脳損傷後の機能回復を可能にする新規治療法の開発を目標として、実

験動物を用いた基礎研究を行った。成体哺乳類の脳内に存在する内在性神経幹細胞からの新生

神経細胞の産生が、脳脊髄液中あるいは血管網周囲に分泌される可溶性蛋白質による制御を受

けているとの仮説に基づき、新生血管の内皮細胞が産生する生理活性物質を同定し、その神経

幹細胞に対する活性化の作用を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：To aim for a novel therapeutic approach that accomplishes 
functional recovery after brain injury, we performed basic research using experimental 
animals. We hypothesized that production of new neurons from intrinsic neural stem cells 
of the adult mammalian brain was regulated by soluble proteins secreted into the 
cerebrospinal fluid or parenchyma around vascular networks. We identified a biologic 
molecule that was secreted from endothelial cells of newly generated vasculature, and 
showed its effect of activation for neural stem cells.   
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１．研究開始当初の背景 
頭部外傷や脳虚血などの脳損傷に対する現
在の治療法は、頭蓋内圧のコントロールを主
体とした 2 次的な脳損傷の抑制であり、不可

逆的に傷害された 1次的脳損傷に対する根本
的な治療手段は未だ開発されていない。げっ
歯類において、胎生期に限らず成体になって
も嗅球あるいは海馬に持続的に新生ニュー



ロンを供給する神経幹細胞の存在が明らか
となり（Lois and Alvearez-Buylla, Science 
1994; Gage et al, Proc Natl Acad Sci USA 
1995）、さらに成体ヒトでの神経幹細胞の発
見により（Pincus et al, Annals of Neurology 
1998）、中枢神経系においても神経再生の可
能性が示された。しかし、内在性神経幹細胞
が有する新生ニューロン産生能は乏しく、損
傷脳ではそれを阻害する脳内環境が存在す
る。さらに、細胞移植により供給された新生
ニューロンでは、既存ニューロンとの機能的
神経回路網の構築という大きな課題を克服
し な け れ ば な ら な い 。 Nakatomi ら
（Nakatomi et al, Cell 2002）は、増殖因子
を脳室内に投与することによって神経前駆
細胞の増殖を促し、脳虚血後の海馬で新生ニ
ューロンが産生されることを報告した。研究
代表者の所属する研究グループは、増殖因子
epidermal growth factor (EGF)投与後のニ
ュ ー ロ ン 新 生 の 促 進 が 、 脳 室 下 帯 の
transit-amplifying cell の増殖によることを
明らかにした（Ninomiya et al, Neurosci 
Lett 2006）。しかしこれらの報告は、神経幹
細胞からのニューロン新生を選択的に促進
しているわけではなく、投与された増殖因子
は未分化細胞の非選択的な細胞増殖をもた
らすため、臨床応用に際しては悪性細胞を増
殖誘導する危険性を否定できない。また、わ
れわれの研究グループでは、マウス脳虚血後
に脳室下帯の神経幹細胞から分化した新生
ニューロンが、線条体のニューロンとシナプ
スを形成することを報告した（Yamashita et 
al, J Neurosci 2006）。すなわち、成体脳が有
している内在性神経幹細胞からの新生ニュ
ーロン産生能を選択的に促進することによ
り、損傷脳において失われたニューロンを補
充し、２次的脳損傷を免れたニューロンとの
シナプス形成による、機能的神経回路網の構
築が可能になると推測される。このためには、
成体脳における内在性神経幹細胞からの新
生ニューロン産生（adult neurogenesis）の
制御メカニズムを明らかにする必要がある。 
 神経幹細胞が存在する側脳室の脳室下帯
（subventricular zone; SVZ）の細胞構築は、
マウスにおいて電子顕微鏡学的に詳細に検
討されている（Doetsch et al, J Neurosci 
1997）。成体の内在性神経幹細胞は、脳室壁
を構成する上衣細胞により脳室と隔てられ
ている。上衣細胞は脳室内へ向け多数の cilia
を有するが、神経幹細胞も上衣細胞の間に細
い細胞突起を伸ばして脳脊髄液と接触し、１
本の cilium を伸ばしていることが示された
（Doetsch et al, Proc Natl Acad Sci USA 
1999）。しかし、神経幹細胞が脳脊髄液と接
触していることの生理学的意義については
明らかにされていない。一方、内在性神経幹
細胞の活性化や新生ニューロンの産生に関

与する内在性因子としては、側脳室上衣細胞
に発現する Noggin（Lim et al, Neuron 
2000）、血管内皮細胞から産生される未知の
生理活性物質（Shen et al, Science 2004）、
そして上衣細胞・血管内皮細胞・アストロサ
イ ト に 発 現 し て い る pigment 
epithelium-derived factor (PEDF) 
（Ramirez-Castillejo et al, Nat Neurosci 
2006）が報告された。ところが、これらの可
溶性蛋白質が脳脊髄液を介することによっ
て、神経幹細胞の neurogenesis を制御する
メカニズムが存在する可能性については報
告がない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、外傷性および虚血性脳損傷後の

機能回復を可能にする新規治療法の開発を
目標として、側脳室周囲に存在する内在性神
経幹細胞からの新生ニューロンの産生が、脳
脊髄液中あるいは血管網周囲に分泌される
可溶性蛋白質による制御を受けているとの
仮説に基づき、新生血管や脈絡叢の血管内皮
前駆細胞（endothelial progenitor cell, EPC）
が産生する生理活性物質を利用した細胞療
法へ向けた基礎研究を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）成体マウス骨髄単核球から血管内皮細
胞の選択的培養条件にて EPC の初代培養を
行う。EPC の形成は免疫組織学的に確認する。
増殖因子を含有しない神経幹細胞増殖培地
に交換し、EPC から分泌される可溶性蛋白質
を培養上清中に採取する（EPC-CM）。胎仔
マウス線条体細胞を用いた neurosphere 法に
て、EPC-CM を作用させた神経幹細胞/前駆細
胞塊を得る。それらの細胞をさらに継代して
神経幹細胞の増殖培養条件にて neurosphere
形成率を算出することにより、神経幹細胞に
対する自己複製の促進効果を検討する。骨髄
間質細胞（marrow stromal cell, MSC）が分泌
する液性蛋白質（MSC-CM）、および増殖因
子を加えた神経幹細胞増殖培地（MHM+GF）
を対照群として比較する。 

EPC-CM を濃縮し、浸透圧ミニポンプを用
いて成体マウスの側脳室内に持続投与する。
神経幹細胞を BrdU の long labeling により選
択的に標識し（Doetsch et al, Cell 1999）、脳室
下帯における BrdU 陽性細胞数をカウントす
る。神経幹細胞の非対称性分裂により産生さ
れる transit-amplifying cell を BrdU の short 
labeling により標識し（Chiasson et al, J 
Neurosci 1999）、両者の陽性細胞数を溶媒投与
の対照群と比較することにより、神経幹細胞
の自己複製の促進効果について検討する。 
 



（２）EPC-CM を２次元電気泳動し、MSC-CM
を対照として発現量の差の認められたスポ
ットについて質量分析を行い、蛋白質の同定
を行う。 
 
（３）EPC 由来の神経幹細胞活性化因子とし
て同定された蛋白質 ”EPC niche factor” に
ついて、リコンビナント蛋白質を作成する。
In vitro で胎仔マウス線条体細胞を用いた
neurosphere 法により、神経幹細胞の自己複
製に対する促進効果を検証する。 
  図２ 
（４）同定された蛋白質 ”EPC niche factor”
に対する抗体を用いて in vivoにおける発現を
免疫組織学的に検討し、脳実質内や側脳室脈
絡叢の血管内皮細胞での発現を確認する。 

 
（２）EPC-CM と MSC-CM の二次元電気泳
動の結果を比較した（図３）。EPC から特異
的に分泌された因子のうち、発現の高かった
スポット（図３、矢印）について質量分析を
行い、神経幹細胞に対する niche factor とし
て、骨髄由来の EPC が特異的に分泌する
45kD の蛋白質 EPC niche factor を同定した。 

 
 
４．研究成果 
（１）EPCが産生する生理活性物質が有する

、神経幹細胞に対するniche factor としての作

用をin vitroならびにin vivoで検討した。 
 Neurosphere 法にて、EPC-CM では増殖因子
の存在なしに小さな neurosphere の形成が可
能で、それらの細胞の neurosphere 形成率は、
MSC-CM あるいは MHM＋GF の対照群と比
較して有意に高かった（図１）。すなわち、
EPC-CM は神経幹細胞の維持と自己複製を促
進する作用を有することが示された。 

図１ 
 
EPC-CM をマウス側脳室内に 7 日間持続投

与すると、BrdU の長期投与（BrdU long）に
よりラベルされる側脳室周囲の神経幹細胞
の数は、対照群に比べて有意に増加していた。
一方、BrdU の 1 回投与（BrdU short）により
ラベルされる transit-amplifying cell の数は減
少し、投与終了の 1 日後（BrdU short-1d）で
増加が認められた（図２）。以上の結果から、
EPC が分泌する可溶性蛋白質は、神経幹細胞
の維持と自己複製に関わる niche factor とし
ての性質を有していることが示された。 
 
 

図 ３ （ 矢 頭 は β -actin 。 ２ 重 矢 頭 は
transferrin） 

 
EPC niche factorのアミノ酸配列はこれま

でに神経幹細胞に対する niche factor の候補
蛋白質として脳内の血管内皮細胞に発現が
報告されている PEDF（Ramirez-Castillejo 
et al, Nat Neurosci 2006）とは異なり、niche 
factor としては新規の蛋白質であった。EPC 
niche factor の発現は、成熟血管内皮細胞や
MSC、血管内皮細胞セルラインでは認められ
ず、幼若新生血管に特異的であった（図４）。 

 
図４ 



  
（３）EPC 由来の神経幹細胞活性化因子と

して同定された蛋白質 ”EPC niche factor” 
のリコンビナント蛋白質を作成し、in vitro
で神経幹細胞の自己複製への効果を検証し
た 。 胎 仔 マ ウ ス 線 条 体 細 胞 を 用 い た
neurosphere 法にて、そのリコンビナント蛋白
質を添加した培地では、EPC-CM と同様、増
殖因子の存在なしに小さな neurosphere の形
成が可能で、それらの細胞の neurosphere 形成
率は、対照群と比較して有意に高かった（図
５）。EPC niche factor の siRNA を EPC に
トランスフェクトさせ、EPC からの EPC 
niche factor の産生を阻害することにより、
神経幹細胞に対する自己複製促進効果は消
失した。 

図５ 
 
（４）同定された EPC niche factor に対する
抗体を用いて、野生型マウスの新生ニューロ
ン産生領域（neurogenic niche）における in 
vivo での発現を免疫組織学的に検討した。生
体内においても、成体マウス側脳室下帯の
EPC に EPC niche factor の発現が認められ
ることを免疫組織学的に検出した（図６）。 

図６ 

５）神経幹細胞のマーカー蛋白質として知

現

図８
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（
られる nestin が、マウス骨髄由来の EPC に
おいても発現していることを、EPC niche 
factor に関する一連の研究により発見した
（図７）。 

図７ 
 

神経幹細胞において特異的に nestin の発
を誘導するnestin遺伝子の第2イントロン

エンハンサーは、EPC においては発現してい
ないことを遺伝子改変動物（E/nestin:EGFP 
mouse, Kawaguchi et al. Mol Cell Neurosci 
2001）による実験から明らかにした（図８）。 
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