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研究成果の概要（和文）：Hhシグナルが活性化指標している細胞［Gli1(+)細胞］が末梢神経の神経周膜と神経
内鞘の両方で観察された。内鞘では、Gli1(+)細胞は血管に付随しているものとしていないものに分類された。
神経損傷後、血管周囲のGli1(+)細胞はに増殖し、血管内皮細胞とともに損傷部位に集積した。Gli1(+)細胞特異
的にHhシグナルを不活化したマウス（Smo cKO）では、傷害後、Smo cKOマウスは、神経再生の初期段階で、血管
形成の乱れとともに、蓄積したGli1(+)細胞の数が有意に減少し、その後軸索の異常な伸展を示した。

研究成果の概要（英文）：We observed that Hh signaling responsive cells [Gli1(+) cells] in both the 
perineurium and endoneurium. In the endoneurium, Gli1(+) cells were classified as blood vessel 
associated or non-associated. After injury, Gli1(+) cells around blood vessels mainly proliferated 
to then accumulate into the injury site along with endothelial cells. Hh signaling activity was 
retained in Gli1(+) cells during nerve regeneration. To understand the role of Hedgehog signaling in
 Gli1(+) cells during nerve regeneration, we examined mice with Gli1(+) cells-specific inactivation 
of Hh signaling (Smo cKO). After injury, Smo cKO mice showed significantly reduced numbers of 
accumulated Gli1(+) cells along with disorganized vascularization at an early stage of nerve 
regeneration, which subsequently led to an abnormal extension of the axon. Thus, Hh signaling in 
Gli1(+) cells appears to be involved in nerve regeneration through controlling new blood vessel 
formation at an early stage.

研究分野：神経科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経再生の分子メカニズムの詳細は分かっていない。そのため、神経損傷の根本的治療薬は現存しない。本
研究では、損傷神経で活性化する、Hedgehogシグナルに着目して神経再生の分子機構の一部を明らかにした。
Cre-loxPシステムを用いて神経再生過程におけるHhシグナルの発現時期と部位を、自由にコントロールし、Hhシ
グナルのバランスの揺らぎを人為的に再現する実験系を用いた。これによりHhシグナルの神経再生における詳細
なメカニズムを検討することができた。本研究で得られた知見は神経の再生機構に基づく新たな末梢神経再生治
療法の確立に寄与する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯科治療における頻度の高い偶発症として下歯槽神経の損傷がある。下歯槽神経の損傷症例で

はしばしば感覚異常を伴う異常再生症例に遭遇する。下歯槽神経損傷後の異常感覚は痛覚過敏・

錯感覚・感覚低下に大別されるが、同様に傷害された神経が、神経損傷後に再び正常な感覚を取

り戻すためには、神経線維の発芽・伸長、再生神経の成熟、神経伝導・伝達機能の回復という連

続した再生過程が時系列的に正確に進行する必要がある。損傷した末梢神経が十分に伸長しな

かった場合、本来の支配領域からの感覚刺激を受容・伝達が不可能となり、また誤った方向に伸

長すると、本来受けるはずのない不要な感覚刺激を受けることになる。実際、予後不良例の下歯

槽神経摘出標本では、再生神経線維の異常な方向への伸長や伸長不全が認められる。 このよう

に、軸索の伸長異常は下歯槽神経損傷後の感覚異常の出現と関連している可能性はあるものの、

末梢神経再生における損傷神経の伸長を制御する分子機構は明らかにされていない。 

Hedgehog(Hh)シグナルは、発生時に軸索伸長をガイドするシグナルの一つである。しかしながら、

神経再生過程における Hh シグナルの役割は不明であったが、申請者の先行研究で、成体の正常

下歯槽神経で発現が認められない Hh シグナルが、神経損傷刺激により、神経再生過程で活性化

することを明らかにし (図１)、発生時の神経線維伸長の制御機構が成体でも機能していること

を指摘した(Yamada et al., Neuroscience Letters 2018)。Hh シグナルは、リガンドの濃度勾

配に、下流転写因子の調節が加わることによって、複雑なシグナルの強弱や活性の有無のバラン

スが生じ、複雑な神経の走行を規定する軸索誘導を可能にしている。一方、軸索伸長の制御メカ

ニズムの乱れ、すなわち Hh シグナルのバランスの乱れが神経線維の異常伸長に直結すると容易

に想像される。ここに申請者は、「Hh シグナルの活性バランスの乱れが、下歯槽神経損傷後に認

められる感覚の過敏または低下という相反する症状を引き起こすのではないか？」と考えた。 

 
 
２．研究の目的 
本研究は、最終ゴールである「末梢神経再生分子基盤に基づいた、神経損傷後異常感覚の新規治

療法の確立」の達成に向けて、「Hh シグナルの軸索伸長機構ならびにそれに続く感覚の回復機構

の解明」を目的とする。  

 
 
３．研究の方法 
研究目的達成のため、以下の課題を設定した。 

１）正常神経における Hh シグナルの詳細の解析 

２）損傷神経、再生過程の神経における Hh シグナル活性調節の検討 

３）Hh シグナル活性を有する細胞の末梢神経再生時の動態観察 

４）Hh シグナルの末梢神経軸索再生への影響の分析 
 
実験動物として、野生型マウス、Gli1creER R26RYFP(Gli1YFP)マウス、Gli1creER;Smofl/fl 
R26RYFP (Smo)マウス、Gli3+/-マウスを使用した。実験手法には、免疫染色、FACS,RT―PCR、qPCR, 
ウエスタンブロット、複合活動電位測定、電子顕微鏡を使用した。 
 
 
４．研究成果 
１）末梢神経における Hh シグナルの詳細の理解 
 
末梢神経は、Hh シグナルが成体で活性化している数少ない組織の１つである。しかし、その活
性調節メカニズムと、Hh シグナル活性を有する細胞については詳細が分かっていない。そこで、



まず初めに正常神経の Hh シグナル活性の調節機構を検討した。正常の神経では Hh シグナルリ
ガンドの Desert Hedgehog(Dhh)と受容体の Patched1(Ptch1)、下流転写因子の Gli1, Gli3 が発
現していた。Dhh, Gli3 はシュワン細胞に発現が認められた。一方、Ptch１, Gli1 の発現は神経
周膜を構成する線維芽細胞、神経内鞘の線維芽細胞、および血管周囲の線維芽細胞様細胞の３種
類の細胞が発現していることが分かった。 
Gli3はHhシグナルの活性強度に応じて、activate formとrepressor 
form の２つの様式を取りながら Hh シグナルの活性調節に関与して
いることが過去に報告されている。Gli3 のウエスタンブロットを行
い、末梢神経内での Gli3 は repressor form であることを突き止め
た（図１）。 
 
 
２）損傷神経、再生過程の神経における Hh シグナル活性調節の理解 
 
損傷神経における Gli3 のウエスタンブロットを行ったところ、Gli3
は神経損傷後に発現が低下することが分かった。一方で Hh シグナル
の活性を示す Gli1 の発現および、Hh シグナルリガンドの Sonic hedgehog(Shh)の発現が上昇し
ていた。なお、正常神経で発現していた Dhh の発現は低下していた。以上の結果より、損傷神経
では Gli3 の抑制が低下することで、Hh シグナルの活性を促進しているのではないかと考えた。
そこで、この仮説を検証するために、Gli3 の機能が半減しているヘテロ変異マウス（Gli3+/-マ
ウス）を用いて、Hh シグナルの活性レベルを野生型と比較した。Gli3+/-マウスの正常末梢神経
の機能は正常であったが、シュワン細胞の一部に異常な形態を認めた。Gli3+/-マウスの損傷神
経における Hh シグナルの活性および Shh の発現量は
野生型マウスより有意に高かった。これらの結果より、
Gli3 は正常神経および損傷神経における Hh シグナル
の活性の調節に関与しており、さらに損傷神経の Shh
の発現は Gli3 の発現低下に依存することが示唆され
た。また、Gli3+/-マウスの再生神経を観察したところ、
再生軸索の長さが野生型マウスより有意に長く、再生
後の神経の伝導速度も速かった。これらの結果より、
神経損傷時の repressor form Gli3 の発現低下は神経
再生の促進に寄与していることが示された。 
さらに神経損傷を境に起こる Dhh から Shh へのリガ
ンドの切り替えが神経再生に及ぼす影響を調べるため
に、損傷神経に Shh の阻害剤および Dhh を投与し、神
経軸索の再生を観察した。すると Shh 阻害剤投与群お
よび Dhh 投与群のいずれも再生軸索の伸長が認められ
なかった（図２）。以上より、神経損傷時の Hh シグナ
ルのリガンドの切り替えが再生神経の軸索伸長に必要であることが明らかになった。 
 
 
３）Hh シグナル活性を有する細胞の末梢神経再生時の動態観察 
 
Hh シグナルが活性化している細胞、すなわち Gli1 を発現している細胞の神経損傷後の動態を調
べるために Gli1 YFP マウスの末梢神経内の YFP 発現細胞を観察した。Gli1 の発現は神経周膜を
構成する線維芽細胞、神経内鞘の線維芽細胞、および血管周囲の線維芽細胞様細胞の３種類の細
胞が発現していることが分かった。Gli1YFP マウスに神経損傷を施したところ、Gli1 陽性細胞が
神経損傷後早期に増殖し、神経両断端から損傷部位に向かって集積していた(図３)。 
この神経損傷部に集積す
る細胞は、３種類の Gli1
陽性細胞のうち、血管周
囲の線維芽細胞様細胞で
あった。 
この細胞と新生血管、再
生軸索、シュワン細胞と
の位置関係を観察したところ、Gli1 細胞は
新生血管と緊密な位置関係をとりつつ、シュ
ワン細胞と再生軸索より早期に損傷部位へと集積していた。 
 
４）Hh シグナルの末梢神経軸索再生への影響の分析 
 
損傷部に集積した Gli1 陽性細胞は、神経再生過程においても Hh シグナルの活性を有していた。

図１ 正常神経におけるGli3 

図２ Shh阻害剤（5E1）、Dhh投与後の再生神経 

図 3  Gli1陽性細胞の神経損傷部への集積 



そこで、軸索再生における Hh シグナルの役割を理解するために、Smo マウスの再生神経を観察
した。すると、Smo マウスでは Gli1 陽性細胞がボール状の異常な形態を示し、新生血管、シュ
ワン細胞の損傷部の走行が乱れていた。また、再生軸索の伸長は抑制されていた。(図４) 

 
そこで、タモキシフェンの投与のタイミング
を変更することで、Hh シグナルを神経再生初
期で活性化し、後期で不活化したところ、初期

から不活化した群と比較して再生軸作は有意に伸長していた（図５）。以上の結果より、Hh シグ
ナルは神経再生の初期の他細胞の動態および軸索伸長に重要な役割を有していると考えられる。 

  

図４  Smoマウスの新生血管、シュワン細胞、再生軸索 

図 5  Smoマウス(初期Hhシグナル OFF; 中央、後期Hhシグナル OFF; 右)の再生軸索 
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