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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、中枢神経系における再生能力が異なるマウスとゼブラフィッシュを
用いて損傷後の発現遺伝子の比較を行い、ゼブラフィッシュが有する高い再生能力に寄与する分子機構の解明を
目指したものである。脳損傷後に網羅的な遺伝子発現の比較を行い、ゼブラフィッシュのみで発現上昇する分泌
因子を同定し、ヒト神経幹細胞およびゼブラフィッシュ脳損傷モデルにおいて、神経幹細胞の増殖を制御するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we compared gene expression after injury in mice 
and zebrafish because of their different regenerative abilities in the central nervous system, in 
order to elucidate the molecular mechanisms that contribute to the high regenerative ability of the 
zebrafish. Comprehensive comparison of gene expression after brain injury identified secreted 
factors that are increased only in zebrafish and confirmed that one of secreted factors regulates 
neural stem cell proliferation in human neural stem cells and zebrafish brain injury models.

研究分野：発生生物学、神経科学

キーワード： 神経再生　ゼブラフィッシュ　ラジアルグリア
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題は再生能の異なる生物種間の比較解析により、神経再生促進因子の同定を目指したものであるが、ゼ
ブラフィッシュとマウスの比較解析により既知の再生促進因子の抽出に成功し、さらに神経幹細胞の増殖を促す
新規因子を同定した。本研究による成果は、比較生物学的なアプローチが再生を制御する分子機構の解明および
再生促進因子の同定に効果的であるということを示唆していると考える。神経再生を促すためには、神経新生、
血管新生、抗炎症など多岐にわたる作用を有する因子が効果的であると考えられており、小型魚類-マウス間比
較による探索の拡充および哺乳類での機能評価系を確立し、有望な因子の同定を目指す。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトは中枢神経系の再生能力が乏しく、脳卒中や神経変性疾患などで失われた神経機能

を再生させる手法が求められている。ヒトを含む哺乳類は中枢神経系の再生能に乏しいが、

一方、小型魚類のゼブラフィッシュは中枢神経系や様々な組織・器官で高い再生能力を持つ

ことが報告されている。ゼブラフィッシュを用いた神経損傷モデルおよび再生制御機構に

関する研究が盛んに行われており、中枢神経系における高い再生能力の制御機構の解明や

哺乳類への応用が期待されている。 
近年、次世代シーケンサーや情報解析技術の発展に伴い、網羅的な遺伝子発現の定量化や

比較解析が容易となり、遺伝子レベルでの生命現象の解読が盛んに進められている。組織再

生おいて、心筋再生の分野では、再生能が異なるマウスとゼブラフィッシュを用いて、心筋

損傷後の遺伝子発現を比較することでゼブラフィッシュが有する高い心筋再生能の分子機

構の解明が試みられている。一方、脳損傷モデルを用いた遺伝子発現比較はこれまで報告は

ないが、再生能が異なるマウス-ゼブラフィッシュ間で脳損傷後の遺伝子発現を比較するこ

とで再生促進因子の探索が可能になるのではないかと考えた。申請者はこれまでに、ゼブラ

フィッシュを用いた脳損傷モデルを確立し、再生を制御する分子機構の解析を進めており、

ゼブラフィッシュ脳損傷モデルにおける遺伝子発現変化と公共データベースに登録されて

いるマウス脳梗塞モデルにおける遺伝子発現変化を比較することで、再生促進因子の探索

を行なった。さらに、絞り込んだ遺伝子について、ゼブラフィッシュおよびヒト神経幹細胞

を用いて神経幹細胞の増殖に与える影響を解析した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、再生能の異なるマウスとゼブラフィッシュを用いて脳損傷後の遺伝子発現

変化を比較することでゼブラフィッシュが有する高い再生能に寄与する分子機構を明らかにす

ることである（図 1）。ゼブラフィッシュ脳損傷モデルを用いて、損傷初期における遺伝子発現

変化の解析およびマウス脳損傷モデルとの比較解析を行い、損傷

初期における応答の違いの探索を行なった。さらに、探索により

抽出された因子の機能を明らかにするために、ヒト神経幹細胞や

ゼブラフィッシュ脳損傷モデルに対して、組換蛋白や阻害剤を投

与し、神経幹細胞の増殖に関して機能解析を行なった。 
 
３．研究の方法 
３．１ ゼブラフィッシュ脳損傷モデルにおける網羅的な遺伝子発現解析 

申請者はこれまでに、ゼブラフィッシュ成魚の中脳領域に対して 30G の針を用いて物理的な

損傷を与える手法を確立している。脳損傷後の遺伝子の発現変化を網羅的に解析するため、損傷

6, 12, 24 時間後に損傷脳から RNA を抽出し、非損傷脳と比較を行い、損傷による発現変動遺伝

子を探索した。発現解析を行うため、Hisat2 によりマッピングおよび Feature count によりリ

ードカウントの定量化を行なった。リードカウントのデータを元に DESeq2 を行い、2 倍以上に

有意に発現変動した遺伝子を発現変動遺伝子として抽出した。さらに、抽出された発現変動遺伝

子に対して、GO 解析によるパスウェイ解析を行なった。 

 

３．２ ゼブラフィッシュ-マウス間での遺伝子発現比較 

データベス Ensembl の BioMart を用いて、ゼブラフィッシュ-マウス間で保存されているオー

ログのリストを作成し、発現変化の比較を行う遺伝子の絞り込みを行なった。NCBI の SRA に登

録されているマウス脳梗塞のデータ（損傷 6, 12, 24 時間および非損傷脳に関する RNA-seq）を

用いて、マウス脳梗塞後の発現変動遺伝子の抽出を行なった。作成したオーソログリストにある

遺伝子について、発現変動の有無を比較し、特徴的な発現変化の抽出を試みた。 

 

３．３ ヒト神経幹細胞を用いた増殖促進作用の解析 

ヒト神経幹細胞の培地（EGF・FGF2含有）に解析候補のリコンビナント蛋白（ヒト由来）を添

加し、神経幹細胞の増殖に与える影響を評価した。培養 1日後に EdUにより分裂細胞を標識し、

神経幹細胞マーカーと共染色し、増殖している神経幹細胞の割合を評価した。 
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図1 ゼブラフィッシュ脳損傷モデルおよび遺伝⼦発現の⽐較解析



 

 

３．４ ゼブラフィッシュ脳損傷モデルを用いた増殖促進作用の解析 

解析候補因子の標的である受容体の阻害剤を脳損傷ゼブラフィッシュに投与し、阻害剤が脳

損傷後の神経幹細胞の増殖に与える影響を評価する。損傷 2日後に固定し、神経幹細胞マーカー

および増殖細胞マーカーを用いた免疫染色を行い、2重陽性の細胞を増殖している神経幹細胞と

して定量化を行なった。 

 

４．研究成果 

４．１ ゼブラフィッシュ脳損傷モデルにおける網羅的な遺伝子発現解析 

脳損傷 6, 12, 24 時間後および非損傷脳を用いて RNA-seq を行い網羅的な遺伝子発現解析を

行ない、発現変動遺伝子の抽出および GO 解析によるパスウェイ解析を行なった（図 2）。発現上

昇遺伝子に着目したところ、ゼブラフィッシュ脳損傷後に IL6-Stat3 パスウェイが活性化して

いることが示唆された。脳損傷後に阻害剤を投与したところ、ラジアルグリアの増殖が抑制され、

非損傷脳に IL6 リコンビナント（ヒト）を投与したところ、ラジアルグリアの増殖が誘導された

ことから、IL6-Stat3 シグナル経路が脳損傷後のラジアルグリアの増殖誘導に寄与することが明

らかとなった。また、損傷初期には分泌因子の発現変化が顕著であり、マウス脳損傷モデルでの

損傷初期の発現解析の公共データと比較することで、再生に重要な分泌因子の探索を試みた。 

 

４．２ ゼブラフィッシュ-マウス間での遺伝子発現比較 

BioMart により、ゼブラフィッシュ-マウス間で対応関係のあるオーソログは 17,357 個であっ

た。これらの遺伝子の中で、発現上昇した遺伝子に着目したところ、図 3 のような結果となり、

ゼブラフィッシュのみで発現上昇した遺伝子は 508 個であった。さらに、UniProtKB において分

泌因子として登録されている遺伝子に着目したところ、50 個の”secreted”に分類される遺伝

子が抽出され、再生促進的な働きを持つことが報告されている”Igf2”や”Manf”などが含ま

れていることが明らかとなった。一方、神経幹細胞が受容体を発現するものの増殖・分化に関わ

る作用が未知な因子が抽出された。再生能が異なる生物種間での遺

伝子発現比較により、再生促進的に働く因子が抽出されたことから、

機能が未知な抽出因子の中にも促進的に働く因子が含まれているこ

とが期待される。 

 

４．３ ヒト神経幹細胞を用いた増殖促進作用の解析 

４．２により抽出された 50個の分泌因子のうち、神経幹細胞が受容

体を発現し、神経幹細胞の増殖・分化に関わる機能が未知である因子に

ついて、ヒト神経幹細胞を用いて増殖促進作用について評価を行なっ

た。EGF および FGF2 を含む培地に解析候補因子を添加し、添加 1日後

の増殖率を EdU 陽性率により定量化した。1遺伝子について、神経幹細

胞の増殖促進作用を確認した（図 4）。 

 

４．４ ゼブラフィッシュ脳損傷モデルを用いた増殖促進作用の解析 

４．３により増殖促進作用が確認された分泌因子の受容体の阻害剤

を、ゼブラフィッシュ脳損傷モデルに投与し、損傷後のラジアルグリア

の増殖誘導に与える影響を評価した。損傷 2日後において、増殖細胞マ

ーカー陽性のラジアルグリアを定量化したところ、阻害剤は損傷後の

ラジアルグリアの増殖を有意に抑制することが明らかとなった（図 5）。

今後、神経分化に関連する作用の検証やマウス脳損傷モデルにおける

機能解析による、神経再生促進的な作用の検証が必要である。 
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図2 ゼブラフィッシュ脳損傷後の発現変動遺伝⼦およびパスウェイ解析
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図3 ヒト神経幹細胞を⽤いた増殖促進作⽤の評価
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図4 ヒト神経幹細胞を⽤いた増殖促進作⽤の評価
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図5 阻害剤による脳損傷後のラジアルグリアの増殖抑制
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