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研究成果の概要（和文）：成体脊髄は一度損傷を受けると再生しないと考えられているが、我々

は反応性アストロサイトが損傷後の組織修復と機能回復に重要であることを見いだした。この

修復機構と神経幹細胞の関連を解析するため、反応性アストロサイトを選択的に採取する方法

を確立し、neurosphere 法により培養したところ幹細胞能を有していたが、組織中に於いては

神経細胞への分化は確認されなかったため、神経細胞の補充による組織修復機構ではないこと

が示唆された。この脊髄組織からセルソーターを用いて目的の細胞分画のみを採取する本手法

は、神経研究にとって今後強力なツールとなり得ると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Although reactive astrocytes form a glial scar and are considered 
a physical barrier to prevent axonal regeneration, we found that reactive astrocytes play 
a crucial role in wound healing and functional recovery after spinal cord injury. To 
examine their cellular property, we utilized cell sorter and isolated them from injured 
spinal cord. We confirmed their property as neural stem/progenitors in vitro but no 
neuronal contribution in vivo. The method of flow cytometric sorting for neural cells 
could be a powerful tool for neuroscience research. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 哺乳類成体の中枢神経は再生能に乏しく、
ひとたび損傷を受けると二度と再生しないと考
えられている。確かに、脳梗塞や脊髄損傷後の

四肢麻痺は慢性期に入ると殆ど回復しないが、
急性期であれば完全麻痺の患者を除き、殆ど全
ての患者に麻痺の回復が認められる。脊髄損傷
の場合、spinal schockからの離脱という曖昧な
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概念で説明されるが、この損傷後亜急性期に於
ける機能回復のメカニズムについては殆ど解明
されていない。 
(2)我々は、マウス脊髄損傷モデルを用いて機能
回復と病理組織学的の相関解析の結果から、損
傷部に形成される反応性アストロサイトがこの
機能回復に重要であることを見いだした。これ
まで、反応性アストロサイトは損傷後の軸索再
生を物理的化学的に阻害し中枢神経外傷後で再
生が起こらない大きな原因と見なされていたが、
損傷亜急性期に於いては組織修復を促進させ、
麻痺の機能回復にも重要な役割を果たすことを
明らかにした。しかし、反応性アストロサイト
の定義や細胞特性は殆ど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、この反応性アストロサイトの
細胞特性を同定し、反応性アストロサイトによ
る組織修復メカニズムを明らかにすることであ
る。また、反応性アストロサイトを選択的に解
析する手法が必須であるため、目的細胞の選択
的採取法確立を試みた。 
 
３．研究の方法 
これまで、中枢神経系に於いて特定の細胞分画
のみを選択的に解析する手法は極めて限定され
ていた。組織全体での解析か、あるいは組織切
片での免疫組織学的染色による解析、in situ 
hybridization などが中心である。しかし、これ
らの方法では大規模な発現解析が不可能である
ため、細胞特性が十分に解明できないという欠
点が存在した。そこで、マウス中枢神経組織を
用いて、目的とする特定の細胞や、細胞の“核”
のみをセルソーターにて選択的に抽出し、経時
的な細胞増殖の推移や発現遺伝子の解析を試み
た。また、脊髄損傷後に浸潤する炎症細胞にも
焦点を当て解析した。 
 
４．研究成果 
 反応性アストロサイトのマーカーの一つであ
る NestinあるいはGLAST遺伝子制御下に
GFPを発現させたレポーターマウスを用いて、
この細胞の選択的回収ならびに解析を試みた。
まず、損傷後のGFP発現細胞の局在やGFAP
及び Nestinとの二重免疫染色の結果から、反
応性アストロサイト選択的にGFPが発現して
いることを確認した。次に脱核剤とホモジナイ
ザーを併用した物理的化学的刺激により、脊髄
組織から高純度に細胞核のみを抽出することに
成功した。蛍光顕微鏡下で確認したところ、一
部の細胞核はGFP陽性であり、flow cytometry
によりGFP陽性核のみを選択的に回収するこ
とが可能であった。この方法は、従来の細胞骨
格マーカーや細胞形態からのニューロン・グリ
ア分類ではなく、核内発現蛋白や遺伝子を指標
として分類する点に特徴があり、ニューロンマ
ーカーHuやオリゴデンドロサイトマーカー

Olig2 抗体を用いても核のセレクションが可能
であることを確認した。一方で、GFP陽性核を
採取しても、核移行シグナル(NLS)が欠損した
状態では核膜孔からGFPの漏出が起こり回収
が不安定であることが判明し、定量解析には不
適であることが確認された。そのため、脊髄組
織のホモジナイズ条件を検討し、損傷脊髄中か
らGFP陽性細胞のみをセルソーターで回収す
ることを試みた。ホモジナイズの条件を検討し
た結果、由来が血球系の細胞および周囲の組織
との結合が比較的緩い細胞は回収できることが
判明し、とくに脊髄損傷後の浸潤炎症細胞は全
てプロファイル解析が可能であった。下図に示
す如く、正常脊髄組織中には全く浸潤好中球を
認めないが、損傷脊髄中には 12 時間をピーク
として多数の浸潤好中球を認めた（下図A,B）。
また、主要な好中球走化因子である leukotriene 
B4 の受容体欠損マウスでは脊髄損傷後の浸潤
好中球が有意に抑制され(下図C-E)、二次的損
傷の拡大が減少した結果、良好な機能回復が確
認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまで、外傷後の浸潤プロファイルは好中球
が損傷数日でピークに達し、続いて単球／マク
ロファージの浸潤が起こるとされていたが、
flow cytometry 解析の結果は全て損傷後 12 時
間をピークとしていた。さらに、浸潤した炎症
細胞を回収し、末血中の非活性化状態との発現
遺伝子を比較したが、浸潤細胞では有意に炎症
性サイトカイン、ケモカイン、アポトーシス誘
導因子の発現が上昇していた。これまで、中枢
神経系に於いて浸潤マクロファージとマイクロ
グリアの区別は困難であったが flow cytometry
解析ではCD45の発現強度により明確に分画化



可能であることが分かった。 
一方、反応性アストロサイトは損傷後亜急性期
に損傷中心部へ向け移動する細胞であり、Stat3
シグナルの制御のもとに細胞間結合が解除され
ていることが分かっている。そこで、組織ホモ
ジナイズとflow cytometry解析と行ったところ、
損傷後 4日から 7日の脊髄組織から十分量回収
できることが分かった。回収した反応性アスト
ロサイトは培養系に於いては増殖因子存在下で
自己増殖能を示し、分化誘導条件ではニューロ
ン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトへ
の多分化能も確認されたため、内在性神経幹細
胞としての可能性が示唆された。しかし、BrdU
投与実験で新生細胞をラベルし、GFP陽性細胞
の分化プロファイルを詳細に解析したが、in 
vivoの環境に於いてこれらが神経細胞へと分化
することは確認されなかった。このことは、反
応性アストロサイトによる組織修復ならびに機
能回復メカニズムは、幹細胞能を利用した細胞
補充機構ではないことを示していると考えられ
た。採取した反応性アストロサイトに於ける発
現遺伝子を解析した結果、マイクログリア同様、
様々な神経栄養因子の発現が確認された。今後
は採取した細胞を用いて次世代シークエンサー
による網羅的発現遺伝子の解析を行い、経時的
な細胞プロファイルを明らかにする予定である。
以上の研究で確立した手法は、多種多様な神経
細胞がネットワークを構築して機能する中枢神
経形の研究に於いて有用な解析法になり得ると
考えられた。 
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