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研究成果の概要（和文）：中枢神経系損傷後には損傷を受けていない軸索が代償的な神経回路を形成することに
よって部分的な機能回復が見られることがある。上記能力は新生児の方が成体より高い。神経回路修復を開始す
る因子を探索する目的及び新生児と成体の神経回路修復早期の反応の違いを調べる目的で、マウス延髄錐体切断
モデルを用い、切断3日後の頸髄からRNAを抽出してRNA-seqを行った。成体では新生児と比べて切断後に炎症関
連遺伝子がミクログリアで高発現しており、神経回路修復能を規定する要因の一つである可能性が示唆された。
上記結果はBMC Genomics誌に掲載された。

研究成果の概要（英文）：After central nervous system injury, compensatory neural circuit is formed, 
and neural function is partially recovered. This ability is higher in neonate compared to adult. To 
explore the factors that initiate the sprouting, and to elucidate the difference of initial response
 after central nervous system injury between neonate and adult, we extracted RNA from cervical cord 
of neonatal or adult mice 3 days after pyramidotomy, and performed RNA-sequencing. Inflammatory 
related genes such as Ccl6 or Cd52 are upregulated in adult after pyramidotomy compared to sham 
group or neonatal group. The inflammatory related genes are expressed in microglia in denervated 
side of dorsal column in adult mice, whereas no microglial accumulation is observed in neonatal 
mice. It is possible that severe inflammatory response in microglia is related to low sprouting 
ability in adult. The above research is published in BMC Genomics.

研究分野： 神経再生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児と成体の神経回路修復能の差を規定する要因を解明することは、中枢神経系損傷後の新規治療法につなが
る可能性があり、重要な課題である。本研究は上記解析の基盤となる遺伝子発現プロファイルを明らかにしたと
いう意義がある。損傷部から離れた部位での過剰な炎症反応が神経回路修復に悪影響を与える可能性や、まだほ
とんど機能を解析されていない遺伝子Etnpplが新生児と成体で大きく異なる発現を示すことも今回明らかとなっ
た。今後これらの解析を進めることで、冒頭の課題の解明につながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類では中枢神経系損傷後に損傷した軸索が再生することはほとんどない。しかしながら、損
傷していない神経細胞の軸索が伸長して代償的な神経回路を形成することによって、部分的な
機能回復が見られることがある。上記神経回路修復の能力は新生児の方が成体よりもはるかに
高い。神経回路修復の分子機構及び神経回路修復能を規定する要因を解明することは中枢神経
系損傷に対する新規治療法の開発につながる可能性があり、重要な課題である。マウスでは皮質
脊髄路損傷後に頸髄の脊髄固有ニューロンから放出される BDNF が神経回路修復に必要である
ことが知られているが、神経回路修復を開始する因子についてはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、新生児では神経回路修復の開始に関与する遺伝子が高発現する一方、成体では同遺
伝子の発現量が低いという仮説を立てた。その上で、新生児と成体で延髄錐体切断後早期の頸髄
での遺伝子発現プロファイルを比較することにより、神経回路修復を開始する要因を明らかと
するとともに、神経回路修復能を規定する要因を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
新生児(7 日齢)と成体(8 週齢)マウスに対して延髄錐体切断術を行った。損傷 2 週間後に軸索トレ
ーサーを注入し、損傷 4 週間後に組織学的解析を行うことで、新生児の方が成体より神経回路修
復能が高いことを確認した。また、皮質脊髄路のマーカーである PKCγ のシグナルの消失によ
り、延髄錐体切断術の成功を確認した。 
延髄錐体切断 3 日後に頸髄から RNA を抽出し、RNA-sequencing (RNA-seq)を行った。新生児

もしくは成体で延髄錐体切断後に選択的に発現変動している遺伝子を調べた。その結果成体で
炎症関連遺伝子の発現上昇がみられたため、当該遺伝子の発現細胞を調べるため、当該遺伝子と
ミクログリアマーカーIba1 の二重染色を行った。 
 RNA-seq の結果新生児と成体で最も発現量に差が見られたのは Etnppl であったため、Etnppl
の解析を進めた。先行研究で Etnppl がアストロサイトで発現することが示唆されていたため、
MACS を用いて新生児と成体の脊髄からアストロサイトを単離し、定量的 RT-PCR で発現量を
比較した。組織学的に Etnppl 発現細胞を確認するため、RNA scope を用いて Etnppl と様々な細
胞マーカーとの多重染色を行った。ETNPPL の細胞内局在を調べるため、抗 ETNPPL 抗体を受
託作製し、免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
 
新生児、成体ともに除神経側で PKCγのシグナルが消失しており、延髄錐体切断術の成功が確認
された。また、除神経側への軸索伸長は新生児の方が成体よりも有意に増加しており、先行研究
の再現性が確認された。 
 RNA-seq のデータをもとに、新生児もしくは成体で延髄錐体切断後に選択的に上昇もしくは
低下する遺伝子を調べたところ、両比較で 2 倍以上の発現変動を示したのは Ccl6 と Cd52 だけ
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図 1 成体切断群選択的に発現上昇する遺伝子 左：両比較で補正 P 値<0.05 となる遺伝子を
赤で示す。破線は 2 倍。右：*P<0.05, Wald or Tukey’s HSD test, n=3 or 5-6, 平均±標準誤差。 



であった(図 1)。Ccl6 と Cd52 は成体延髄錐体切断群で選択的に発現上昇していた。Ccl6 と Cd52
を含め、成体延髄錐体切断後に選択的に発現上昇する遺伝子の中には炎症関連遺伝子が多くみ
られ、パスウェイ解析でも炎症関連のパスウェイの上昇が確認された。 
上記遺伝子がどの細胞で発現しているのか調べるため、中枢神経系の免疫細胞であるミクロ

グリアのマーカー遺伝子 Iba1 と上記遺伝子の二重染色を行った。上記遺伝子のうち Ly86 等いく
つかの遺伝子でシグナルが検出でき、上記遺伝子が Iba1 陽性細胞で発現することが明らかとな
った(図 2)。また、上記細胞は成体では延髄錐体切断後に皮質脊髄路が通る後索の除神経側に集

簇していたが、新生児では上記集簇は見られなかった。上記結果より、成体では変性軸索を貪食
するミクログリアの活性化が生じることで神経回路修復が阻害される可能性がある。 
延髄錐体切断後の発現変動よりも新生児と成体の対照群での発現変動の方が大きかった。中

でもEtnpplは最も大きな発現変動を示した(図3)。Etnpplは新生児ではほとんど発現しておらず、

成体では延髄錐体切断後に発現低下したことから、軸索伸長に阻害的に働く可能性がある。アス
トロサイトを単離して遺伝子発現を調べたところ、Etnppl は成体アストロサイト特異的に発現し
ていた。組織学的解析では Etnppl が成体の灰白質のアストロサイト特異的に発現すること、
ETNPPL が核局在することが明らかとなり、ETNPPL はアストロサイトによる神経回路の制御に
関与する可能性がある。また、小型魚類脊髄でも etnppl は発現しており、種を越えて保存されて
いる可能性がある。 
今回の研究によって、神経回路修復能を規定する要因を解明する上での基盤となる遺伝子発

現の情報が得られた。また、損傷後早期の成体での強い炎症反応が神経回路修復を阻害する可能
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図 2 成体切断群に選択的に発現上昇する遺伝子のミクログリアでの発現 頸髄後索の拡大像
を示す。Ly86 の in situ hybridization(青紫)と Iba1 の免疫組織化学(赤)の二重染色。Ly86+Iba1+

細胞を黄色の鏃で、Ly86+Iba1-細胞を青の鏃で示す。 
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図 3 新生児と成体で発現量が異なる遺伝子 左：補正 P 値<0.05 を赤で示す。破線は 2 倍。
右：*P<0.05, Wald or Tukey’s HSD test, n=3 or 5-6, 平均±標準誤差。 
 



性、Etnppl が軸索伸長を阻害する可能性が明らかとなった。今後解析を続けることで、損傷早期
に神経回路修復能を規定する要因の解明につながることが期待される。 
なお、本成果の一部は BMC Genomics 誌に掲載された。(Hiroshi Tsujioka & Toshihide Yamashita, 

Comparison of gene expression profile of the spinal cord of sprouting-capable neonatal and sprouting-
incapable adult mice. BMC Genomics. 2019;20(1):619. 図 1-3 は同論文の図を一部改変した) 
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