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研究成果の概要（和文）：私たちはこれまで成体脊髄上衣細胞がグリア前駆細胞として機能する

事を示してきたが、本研究においてその細胞分裂および細胞分化が、Notch 経路の細胞内シグナ

ル伝達系で調節されている事が明らかとなった。また、成体脊髄上衣細胞のグリア細胞新生能を

神経細胞新生へ変換する事が可能かどうか、ほぼ同様の活性を有する神経幹細胞を用いて検討を

行い、神経細胞新生とグリア細胞新生を調節する因子を同定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We have found the activity of the ependymal cells as glial precursor 
cells in the adult spinal cord. In this study, we elucidated that proliferation and 
differentiation of the ependymal cells are regulated by the intracellular signaling of 
Notch pathway. Also, we explored the possibility to convert this gliogenesis into 
neurogenesis and thus identified the factor which can regulate gliogenesis and 
neurogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄が損傷を受けると様々な原因により
軸索再生が阻まれ、結果として機能が失われ
る事は良く知られている。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いる。これらの抑制作
用を打破しようと様々な試みが行われ、一部
の方法は臨床応用が考えられている。しかし
実際には崩壊髄鞘については詳細な研究が
なされている物の、グリオーシスそれ自体の
発生機序、その構造を形成する細胞の由来等
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、
定かではない。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
細胞が知られているが、これらを分子生物学
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
イト新生については、主に上衣細胞がその役
割を担っている事を明らかとした。そしてそ
の細胞分裂能・アストロサイト新生能・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。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、この成体脊髄上衣細胞に
おける Notchシグナリングを更に詳細に解析
する事にある。上衣細胞における Notch シグ
ナリングを解明する事によりアストロサイ
ト新生のメカニズムを明らかにするだけで
なく、Notch シグナリングおよび関連するシ
グナリングの調節により成体脊髄上衣細胞
から神経細胞新生を生じせしめる事が可能
であるかについても検討を行う。損傷脊髄で
はグリオーシス発生の調節と共に、失われた
神経細胞の補充も重要な課題である。本研究
の目的を達成する事で、脊髄損傷の新たな治
療法開発への一途としたい。 
 
３．研究の方法 
①Notch-1 遺伝子発現ウィルスの投与と組織
学的解析 
②NICD の RAM 以外ドメインの遺伝子導入・免
疫沈降・質量分析による選択因子の同定 
③アデノウィルスの作成、投与、脊髄上衣細
胞の組織学的解析 
④伸長上衣細胞と脊髄上衣細胞の組織学的
解析 
⑤神経細胞分化関連分子発現アデノウィル
スの作成、投与、視床下部伸長上衣細胞の組
織学的解析 
⑥神経細胞分化関連分子発現アデノウィル
スの投与、脊髄上衣細胞の組織学的解析 

<２００８年度> 
 初年度は成体脊髄上衣細胞における Notch
シグナリングが細胞分裂・アストロサイト新
生という２つの表現型を生じうる点につい
て着目し、２つの表現型を選択させる分子を
同定する。この目的のため、以下の実験を行
う。①Notch-1 遺伝子発現アデノウィルスの
Z/EG マウスへの脳室内投与による上衣細胞
への遺伝子導入と、その脊髄上衣細胞の組織
学的解析を行う。更に、②RBP-Jκ分子と相
互作用に重要と考えられている NICD 内のド
メインである RAMドメイン以外のドメインに
ついて GFP融合タンパク質発現ベクターを作
成し、神経幹細胞へ各ドメインを遺伝子導入
し、相互作用するタンパク質を免疫沈降法に
て確保する。そしてタンデム型質量分析機に
より解析を行う。これらにより、細胞分裂・
細胞分化の選択に関わる分子の候補を絞る。
そして、③①、②で関与が示唆される特定の
遺伝子 xについて、x-IRES2-nCre リコンビナ
ーゼ、または x-IRES2-NICD、更には
x-miRNA-IRES2-NICD を発現させるアデノウ
ィルスの作成を行い、アデノウィルスの Z/EG
マウスへの脳室内投与による上衣細胞特異
的遺伝子導入と、その組織学的解析を行う。
①、②では複数の遺伝子が候補として考えら
れる事が予想される為、③ではその都度ウィ
ルスの作成、投与、解析を行い標的分子を同
定する。 
(NICD: 構成的活性型 Notch-1遺伝子 (Notch 
IntraCellular Domain の略))  
<２００９年度> 
 ２００８年度で得られた所見の N数の確保
を行うと共に、下記の実験を行う。視床下部
第三脳室周囲の伸長上衣細胞(tanycyte)は
神経細胞新生を生じる事が知られている(Xu 
et al., 2005; Kokoeva et al., 2005)が、
④この伸長上衣細胞と脊髄上衣細胞の組織
学的解析を行い、両者の遺伝子発現の相違点
を検討する。これにより神経細胞新生に関わ
る因子の候補を絞る。候補となる遺伝子が多
数となる様であれば、必要に応じ神経幹細胞
への遺伝子導入実験により候補を絞る。次に、
⑤標的分子 yについて、y-IRES2-nCre リコン
ビナーゼ、および y-IRES2-NICD 遺伝子、更
には y-miRNA-IRES2-NICD アデノウィルスを
作成し、これらのアデノウィルスを Z/EG マ
ウスへ脳室内投与し上衣細胞特異的遺伝子
導入を行い、組織学的解析を行う。これらに
より、神経細胞新生に関わる標的因子を同定
する。次に、⑥同定された因子を、④で作成
したウィルスを用い脊髄上衣細胞へ導入し、
その神経細胞新生の可能性を探る。 
 
 
 
 



４．研究成果 
 私たちはこれまで、脊髄上衣細胞が成体脊
髄において分裂能を有する事、分裂した脊髄
上衣細胞は脊髄実質方向へ移動する事、そし
てその移動した脊髄上衣細胞はアストロサ
イト新生に関与する事を見出してきた。これ
らの現象は脊髄上衣細胞が成体脊髄におい
てグリア前駆細胞として機能する事を示唆
している。本実験の目的は、脊髄上衣細胞に
着目し、その成体脊髄における分裂能および
アストロサイト新生能というグリア前駆細
胞としての機能発現を左右する因子および
メカニズムを解明する事にある。また、成体
上衣細胞の細胞内シグナルを調節する事で
グリア細胞新生能を神経細胞新生へ転換さ
せる事が可能かどうか、検討を行う事をも目
的としている。 
 ２００８年度では、脊髄上衣細胞の成体脊
髄におけるグリア前駆細胞としての機能発
現に重要と考えられる Notchシグナリングに
着目し、細胞分裂およびアストロサイト新生
という別々の表現型に分岐するメカニズム
ついて検討を行った。構成的活性型 Notch 遺
伝子に存在する Ankyrin repeat(ANK)ドメイ
ン、RAM ドメインを発現するアデノウィルス
を作成し、脊髄上衣細胞へ遺伝子導入を行っ
た。すると ANK ドメイン導入上衣細胞は主に
細胞分裂を生じ、また、RAM ドメイン導入上
衣細胞は主にアストロサイトへの分化を生
じた。これらの事から、脊髄上衣細胞のグリ
ア前駆細胞としての機能発現は Notchシグナ
リングにより調節されている事が明らかと
なった。 
 ２００９年度では、脊髄上衣細胞の成体脊
髄におけるグリア前駆細胞としての機能発
現を、神経細胞新生へと変換出来るかどうか
についての可能性を検討した。私たちのこれ
までの研究により脊髄上衣細胞は神経幹細
胞として機能しうる可能性が示唆されてい
た為、神経幹細胞を用いた実験により因子の
同定を試みた。その結果、神経細胞新生に関
わる因子が同定された。この因子は通常脊髄
上衣細胞で発現しており、神経幹細胞におい
てこの因子の発現を調節する事で、神経細胞
新生とグリア細胞新生を調節する事が可能
である事が明らかとなった。この因子の発現
調節を行う事で、脊髄上衣細胞のグリア細胞
新生機能を神経細胞新生へ転換させうる可
能性が示唆された。   
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