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研究成果の概要（和文）：マウスを用いた解析から、新生児期脳傷害では放射状グリアが消失せず維持されるこ
とを見出した。脳室下帯で産生された新生ニューロンが放射状グリアを足場にして傷害部へ移動すること、ニュ
ーロンが放射状グリアと接着構造を形成することにより、効率よいニューロン移動を制御していることを見出し
た。さらに、放射状グリア足場を模倣したスポンジの脳傷害部への移植により、傷害部へのニューロン移動・成
熟、ならびに運動機能の回復の促進に成功した。

研究成果の概要（英文）：I used neonatal mouse brain injury model, and found that radial glial fibers
 persist after neonatal brain injury to support the migration of ventricular-subventricular zone 
derived neuroblasts toward the injured area. new neurons and radial glial fibers form 
N-cadherin-dependent homophilic adhesion to promote fiber-guided neuronal migration. Furthermore, 
N-cadherin-containing sponge promotes neuronal migration and maturation, and functional recovery 
after neonatal brain injury.

研究分野： 新生児学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射状グリアの生後の機能はこれまで不明であったが、本研究により新生児期におけるその新しい役割を見出す
ことができたことは学術的意義が大きい。
また、新生児脳が高いニューロン再生能を持つ詳細な制御メカニズムを世界で初めて発見し、その方法を応用す
ることによって再生の促進に成功した。このことから、新生児脳傷害におけるニューロン再生の臨床応用へつな
がる大きな前進となった意味で社会的意義が高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の周産期医療の進歩により、新生児の生存率は劇的に改善した。しかし、低酸素性虚血
性脳症などの新生児脳傷害は、依然一定の頻度で発生している。新生児脳傷害は脳性麻痺や発達
遅滞など重篤な神経学的後遺症を高率に発症する。傷害で失われたニューロンを再生させる治
療法はないため、新たな治療法の開発が望まれている。 
(2) 生後の脳でも側脳室外側壁の脳室下帯に神経幹細胞が存在し、ニューロンが産生され続けて
いる。産生された新生ニューロンは通常、嗅球へ移動して成熟する。一方、脳傷害後では、これ
らの新生ニューロンが傷害部へ移動して、一部は傷害部の周囲で成熟する。このことから、脳室
下帯の神経幹細胞から多くのニューロンを傷害部へ誘導することが、脳傷害後のニューロン再
生の戦略として考えられる（新生児期では成体期にくらべて脳室下帯で産生されて傷害部へ移
動するニューロンの数が多いことから、この戦略は大いに期待できるといえる）。脳傷害後のニ
ューロン再生には、脳室下帯におけるニューロン産生を増やし、傷害部へ多くのニューロンを移
動させることが必要である。 
(3) 我々はこれまでの研究から、徐放化製剤を用いてさまざまな増殖因子をマウスの脳内へ投与
することによって、脳室下帯におけるニューロン産生・移動を促進させることに成功している 
(Nakaguchi K and Jinnou H et al. Stem Cell Int. 2012)。また、脳室下帯で産生されたニュー
ロンが傷害部へ移動するときに、血管を足場として用いることを見出している (Yamashita T et 
al. J Neurosci. 2006)。この知見から、血管基底膜の主要成分（ラミニン）を含有した、3 次元
網目構造を持つスポンジを人工足場血管として作製し (Ajioka I et al. Biomaterials 2011)、こ
のスポンジを脳傷害モデルマウスへ移植することによって、ニューロンが脳傷害後に脳室下帯
からスポンジを足場にして、脳傷害部へのニューロン移動を促進させることに成功している 
(Ajioka I and Jinnou H et al. Tissue Eng Part A. 2015)。これらの成果から、ニューロンが移
動するための「足場」が、脳傷害部へ効率よくニューロンを誘導・再生させるためにきわめて重
要な因子であると考えられる。新生児期は成体にくらべて、脳傷害部へ移動するニューロンが多
いことが知られている。そのため、ニューロンが移動しやすい新生児期特有の「足場」が存在す
ると考えた。我々はその因子として放射状グリアに着目した。放射状グリアは胎生期に脳内に存
在し、①神経幹細胞としてニューロンを産生する機能、②放射状グリアの長い突起が新生ニュー
ロンが目的の場所へ移動するときに足場としてサポートする機能、を持つ。放射状グリア突起は
最終的に消退するが、マウスの生後早期・ヒトの早産児ではまだ残存する。これらのことから、
新生児期特有の「足場」である放射状グリアが存在することによって、ニューロン再生に極めて
重要な要素である、「脳傷害部への多くのニューロン移動」に貢献している可能性が推測された。
しかし、生後の放射状グリアの詳細な機能や、脳傷害後のニューロン移動との関連性については
全くわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新生児期の脳傷害後に放射状グリアがニューロン移動を制御するメカニズムを

明らかにし、そのメカニズムを応用した方法を開発することにより、新生児脳傷害後のニューロ
ン再生・神経学的機能回復を促進させることを目的とした。具体的には以下 3 点に着目した。 
(1) 新生児期脳傷害モデルマウスを用いて、生後の放射状グリアが傷害部への効率のよい   
ニューロン移動に寄与していること解析・証明する。 
(2) 生後の放射状グリアが新生児期脳傷害後のニューロン移動を制御する分子学的メカニズム
を解明する。 
(3) 生後の放射状グリアの特徴をもつ人工的な足場を開発し、ニューロン再生の促進・神経学的
機能の回復を実現させる。 
 
３．研究の方法 
(1) 生後の放射状グリアがニューロンの移動をサポートしていることを証明する。 
新生児期脳傷害モデルマウス (Ajioka I and Jinnou H et al. Tissue Eng Part A. 2015) を用いて、
生後の放射状グリアが脳傷害部へのニューロンの移動を足場としてサポートしていることを解
析する。DNA 組換え酵素(Cre) が組み込まれたアデノウィルスベクター (Ad-Cre)を用いて放射
状グリアのみを特異的に標識する方法を取り入れる。アデノウィルスを、Cre による組換えによ
り赤色蛍光標識される遺伝子改変マウス (R26R-tdTomato) の脳表へ少量投与することによっ
て、逆行性に放射状グリアのみを特異的に標識した。その後、免疫組織学的解析をおこない、ニ



ューロンが放射状グリア突起を足場として用いるか解析した。電子顕微鏡による微細形態解析
を行い、新生ニューロンが放射状グリアに接着構造が形成されているか確認した。さらに、ニュ
ーロンを緑色蛍光標識し、アデノウィルスで標識された放射状グリアを赤色蛍光標識する遺伝
子改変マウス (DCX-EGFP;R26R-tdTomato) を用いて、新生児期脳傷害モデルマウスの脳切片
を人工脳脊髄液を満たしたディッシュに浸して培養した環境で、新生ニューロンが放射状グリ
アを足場として脳傷害部へ移動していく経過や移動様式を経時的に観察した。 
(2) 生後の放射状グリアがニューロン移動を制御する分子学的メカニズムを解明した。 
 胎生期にみられる放射状グリアを足場にしたニューロン移動は、接着分子である N-cadherin 
をはじめとしたさまざまな分子シグナルによって制御されている。N-cadherin など、胎生期の
放射状グリアを足場にしたニューロン移動に関連する分子に着目し、その不活性体 (dominant 
negative: DN) が組み込まれたアデノウィルスベクターを作製し、放射状グリア内の分子を不活
性化することによって放射状グリア突起を足場にしたニューロン移動がどのように障害される
かについて解析をおこなった。免疫組織学的解析により、脳傷害部へ移動するニューロン数の変
化、放射状グリアに沿ったニューロン数の変化、放射状グリアの形態の変化を解析した。電子顕
微鏡を用いてニューロンと放射状グリア間の接着構造の変化を観察した。脳スライス培養イメ
ージングを用いてニューロンの移動速度、移動様式の変化を解析した。 
(3) 生後の放射状グリアの特徴をもつ人工的な足場の開発と、ニューロン再生の促進・神経学的
機能の回復を評価した。生後の放射状グリアに発現して新生ニューロン移動にかかわる分子を
含むスポンジを作製し、新生児期脳傷害モデルマウスの脳傷害部へ移植することによって、脳傷
害部へのニューロン移動が促進されるか、ニューロンの移動に続いて傷害部周囲におけるニュ
ーロンの成熟が促進されるか、免疫組織学的解析で評価した。さらに、自然歩行の解析装置であ
る CATWALK と、感覚運動機能を反映する Foot fault test (Kako E et al. Stem Cells 2012) によ
り、運動機能が回復するか解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 新生児期では脳傷害後に放射状グリアが維持される。 
新生児期（2 日齢）マウスに凍結大脳皮質

傷害モデル作製して放射状グリアを観察し
た。傷害側では健常側よりも放射状グリアの
密度が有意に高かった。この現象は傷害 7 日
後で最も顕著であり、その後放射状グリアの
密度は減少した。放射状グリアの長さも傷害
脳で有意で長かった。新生児脳傷害によって
放射状グリアが一時的に維持されることが
示唆された。 
新生児期以降の脳傷害後における放射状

グリアの変化を検討するため、14 日齢、8 週
齢（成体）マウスに同様の皮質傷害を作製し、
7 日後の放射状グリアを観察した。これらの
群では放射状グリアは確認できなかった。
このことから、脳傷害後に放射状グリアが
維持される能力は新生児期のみに備わるこ
とが示唆された。以上より、新生児脳は傷害後に放射状グリアを維持する能力を持つことが示さ
れた（図 1）。 
(2) 新生児期脳傷害後では放射状グリアが脳室下帯由来新生ニューロン移動の足場を提供する。 
新生児期（2 日齢）マウスに凍結傷害を作成し、7 日後にニューロン新生を観察したところ、

移動形態をした Dcx（新生ニューロンマーカー）陽性細胞が傷害部皮質に多数確認された。
Electroporation を用いた解析から、これらの新生ニューロンの一部は脳室下帯由来であること
を確認した。これらの新生ニューロンの 55.5±3.1%は傷害部方向を向いており、アデノウィル
スで放射状グリアを特異的に標識（Ad-Cre を 0 日齢の R26-tdTomato;Dcx-EGFP マウス脳表に
注入）して観察したところ、傷害部方向へ向いている新生ニューロンの 96.0±0.3%が
tdTomato/Nestin 陽性の放射状グリアに沿っていることを見出した。なお、34.8±4.7%の新生ニ
ューロンは、細胞体全体が放射状グリアに沿っていた。以上から、新生児期に脳傷害部へ移動す
る脳室下帯由来新生ニューロンは放射状グリアに沿うことが示唆された（図 1）。 

図 1 新生児期脳傷害後では放射状グリアが維
持されてニューロン移動の足場を提供する。 



N-cadherin は細胞間接着を制御するタンパクであり、胎生期大脳皮質における放射状グリア
を足場としたニューロン移動に関与することが知られている。マウス新生児傷害脳では新生ニ
ューロンと放射状グリアともに N-cadherin を発現していた。N-cadherin の不活性体 (DN-N-
cadherin) がコードされたアデノウィルスを用いて、放射状グリアの N-cadherin を不活化させ
たところ、新生児期脳傷害後において放射状グリアの形態や密度は変化しなかったが、放射状グ
リアに沿う新生ニューロンの割合はコントロール群と比較して有意に減少し、大脳皮質内にお
ける新生ニューロンの密度も有意に減少した。このことから、新生ニューロンは移動する際に
DN-N-cadherin が導入されていない放射状グリアを選択することが示唆された。同様の手法で、
放射状グリアの N-cadherin 発現を特異的に knock down した解析においても、放射状グリアに
沿う新生ニューロンの割合、大脳皮質内の新生ニューロン
の密度ともに減少した。このことから、脳傷害後にみられ
る放射状グリアに沿った新生ニューロン移動に放射状グ
リアの N-cadherin が関連していることが示唆された。さら
に、透過型電子顕微鏡を用いた解析から、新生ニューロン
と放射状グリア突起が接着構造を形成して直接接する像
が観察された（図 2）。放射状グリアの N-cadherin を不活
化させたところ、接着構造の密度が減少して新生ニューロ
ンと放射状グリアの接触面が不規則になる割合が増加し
た。以上から、新生児脳傷障害後では放射状グリアは傷害
部へ移動する脳室下帯由来新生ニューロンと密接に関わ
ることが示された。 
(3) N-cadherin は新生ニューロンの RhoA を活性化し、放射状グリアに沿った新生ニューロン移
動を促進する。 
新生ニューロンが放射状グリアを移動の足場として、どのような様式で移動するか検討した。

アデノウィルスで放射状グリアを標識した 2 日齢の R26-tdTomato;Dcx-EGFP マウスに凍結皮
質傷害を作製し、4-5 日後の脳切片を培養下で経時的にイメージングを行った。Dcx-EGFP 陽性
の新生ニューロンは、tdTomato 陽性の放射状グリアに沿って跳躍運動の様式で移動していた。
DN-N-cadherin を発現した放射状グリアに沿う新生ニューロンは、移動速度が有意に低下し、放
射状グリアから有意に離れた。放射状グリアに沿わない新生ニューロンの割合は DN-N-cadherin
群で有意に増加した。よって、放射状グリアの N-cadherin は傷害部への放射状グリアに沿った
新生ニューロンの持続的で効率の良い移動に関与していることが示唆された。新生ニューロン
の移動速度は、細胞体の歩幅、移動頻度（跳躍運動 1 サイクルの時間）、停止時間の長さによっ
て決定される。放射状グリアに DN-N-cadherin を発現させると、新生ニューロン移動における
細胞体の歩幅が減少し、停止時間と 1 サイクルの移動時間が増加した。以上より、新生児傷害脳
における放射状グリアに沿った新生ニューロン移動は、N-cadherin を介した接着に依存してお
り、新生ニューロンの跳躍運動における細胞体の歩幅と移動頻度の増加に関連していることが
示された。 
新生ニューロンの腫脹部分における RhoA（低分子量 GTP 結合タンパク質）シグナルは跳躍

運動を促進することが知られている。N-cadherin-Fc タンパクをストライプ状にコーティングし
た基質上を新生ニューロンが移動する際の RhoA 活性の変化について、FRET（蛍光共鳴エネル
ギー移動）イメージングで解析したところ、新生ニューロンの腫脹部分の RhoA 活性が N-
cadherin ストライプ上を移動するときに上昇することを見出した（図 2）。 
新生ニューロンが N-cadherin の足場上を移動する際に、新生ニューロン側の N-cadherin も移

動の制御に関与するか検討するため、培養下で新生ニューロンの N-cadherin を knock down し
て、N-cadherin ストライプ上における移動様式を解析した。新生ニューロンが N-cadherin スト
ライプへ入ると移動速度は有意に増加した。この移動速度の増加は、細胞体の歩幅の増加と、停
止時間と 1 サイクルの移動時間の減少によると考えられ、放射状グリアへ DN-N-cadherin を発
現させた際の新生ニューロン移動への影響と同様の結果であった。また、新生ニューロンが N-
cadherin ストライプの境界線に近づくと、control 群ではほとんどの新生ニューロンが先導突起
の方向を変えて N-cadherin ストライプ内に留まった。一方、N-cadherin knock down 群では、こ
の移動様式は有意に減少した。このことから、新生ニューロンの N-cadherin は、N-cadherin の
足場上を移動する方向の維持に寄与していると示唆された。以上より、N-cadherin は放射状グ
リアに沿って移動するニューロンの RhoA 活性化と跳躍運動を促進することが明らかになった。 
(4) N-cadherin スポンジ移植によって新生児期脳傷害後のニューロン再生と神経学的機能回復が

図 2  N-cadherin はニューロン
と放射状グリア間の接着構造の
形成に関与し、ニューロンの
RhoA を活性化させる。 



促進される。 
新生児期の脳傷害後では、大脳皮質内における Dlx2・Dcx 陽性新生ニューロン数が増加し、

Tbr2・Dcx 陽性細胞は増加しなかった。また、傷害 28 日後では、脳室下帯由来の NeuN 陽性成
熟ニューロン数が有意に増加したが、この成熟ニューロンのほとんどは GAD67 陽性であったこ
とから、新生児期脳傷害後に GABA 作動性ニューロンが補充されることが示唆された。この成
熟ニューロンは新生児期の放射状グリアへDN-N-cadherinを発現させると有意に減少したため、
放射状グリアは新生児期傷害脳において新生ニューロンの傷害部への移動および成熟に寄与し
ていることが示唆された（図 1）。 
次に、放射状グリアを模倣した人工足場として、N-cadherin-Fc タンパクを結合させたゼラチ

ンスポンジ（N-cadherin スポンジ）を作製して、新生児期脳傷害後の脳室下帯由来新生ニューロ
ンの移動が促進できるか検討した。In vitro において、脳室下帯由来新生ニューロンの移動速度
は新生ニューロンが N-cadherin スポンジに接するときに増加した。N-cadherin スポンジを大脳
皮質傷害部へ移植したところ、傷害部における Dcx 陽性新生ニューロンの密度が有意に増加し
た。このことから、in vivo においても効率よく新生ニューロン移動を促進したことが示唆され
た。次に、放射状グリアが消失した年長マウスの脳においても N-cadherin スポンジが新生ニュ
ーロン移動を促進するか検討した。14 日齢、8 週齢マウス傷害脳に N-cadherin スポンジを移植
した。Control スポンジ移植群では、傷害部へ移動する新生ニューロン数は新生児群と比較して
14 日齢・8 週齢群で有意に減少したことから、放射状グリアが傷害部への新生ニューロン移動
において重要な足場である概念を支持していると考えられた。一方、N-cadherin スポンジ移植
群では、傷害部の新生ニューロン数は新生児群で最も多いが、年長マウスでも増加が確認された。
結果として、N-cadherin スポンジの新生ニューロン移動促進効果は年長マウスでより顕著であ
った。さらに、新生児期傷害脳へ N-cadherin スポンジを移植する最適な時期を検討するため、
傷害 3 日後と 10 日後にそれぞれスポンジ移植を行った。傷害内の新生ニューロンの密度は 3 日
後移植群で有意に高値であったことから、早期の移植が新生児脳傷害後の新生ニューロンの移
動に最も有益であることが示唆された。 
次に N-cadherin スポンジ移植のニューロン成熟への効果を検討するため、新生児期脳傷害 28

日後に観察したところ、control スポンジ群と比較して N-cadherin スポンジ移植群において、傷
害部の脳室下帯由来 NeuN 陽性成熟ニューロン数は有意に増加し、大脳皮質上層の成熟ニュー
ロンの割合も有意に増加した。以上より、N-cadherin 足場スポンジは新生児脳傷害後の脳室下
帯由来ニューロン再生を促進することが示唆された。 
最後に、脳傷害 28 日後における N-cadherin スポンジ移植の機能回復への効果を検討した。

Catwalk を用いて自然歩行を解析したところ、新生児期脳傷害によって前肢の接地面積が減少し、
左右前肢間の幅が増加した。Control スポンジ移植によってこれらの歩行パラメーターは増悪し
なかったため、スポンジ移植自体は有害事象を来たさなかったと考えられた。N-cadherin スポ
ンジ移植はこれらの歩行パラメーターの障害を改善させた。このことから、N-cadherin スポン
ジは新生児脳傷害後の機能回復を促進したと示唆された。次に foot-fault-test を用いて行動解析
したところ、新生児期脳傷害では左右差が出現し、N-cadherin スポンジ移植により回復した。N-
cadherin スポンジ移植は 14 日齢傷害群においても神経学的スコアの改善が得られた。一方、8
週齢傷害群では改善しなかった。以上より、成体脳においても N-cadherin スポンジ移植により
新生ニューロン移動が増強されるが、機能回復には限定的な time window が存在することが示
唆された。さらに、脳傷害部における脳室下帯由来ニューロン再生が機能回復に寄与しているか
評価するため、0 日齢の NSE-DTA マウス側脳室へ Ad-Cre を注入して脳室下帯で産生されるニ
ューロンを除去したところ、脳傷害後 N-cadherin スポンジ移植による foot-fault test スコアの改
善は認められなかった。以上より、N-cadherin 足場スポンジは新生児脳傷害後において脳室下
帯由来ニューロン再生を通じて神経学的機能回復を促進することが示された。 
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