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研究成果の概要（和文）：５種類のモルフォゲンを分泌する同系マウス由来の線維芽細胞を作成し、マウス頚髄
背側部に移植することで、モルフォゲンの濃度勾配を作成した。続いて、頚髄の背側部分損傷を作成し、損傷部
にマウス胚性脊髄由来の神経前駆細胞を移植した。移植、損傷後２週で灌流固定し、神経細胞特異的転写因子に
対する免疫染色によって、移植神経細胞のパターン形成を評価したところ、神経細胞の位置に変化を生じていな
かった。このことは、成体損傷部の環境では、神経前駆細胞はモルフォゲンに対する感受性を持たないか、複数
のモルフォゲンの濃度勾配が必要であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Mouse fibroblasts secreting each morphogen among five of those were 
generated and transplanted into the dorsal column of cervical spinal cord in mice to create a 
gradient of morphogens. Subsequently, a dorsal column lesion of the cervical spinal cord was 
created, followed by the graft of neural progenitor cells derived from mouse embryonic spinal cord 
were transplanted into the lesion site. The evaluation of patterning of transplanted neurons 
demonstrated no apparent changes in positions of grafted neurons, suggesting that the grafted 
neurons into lesion sites are insensitive to a gradient of morphogens or require a gradient of 
multiple morphogens to change their locations like developing spinal cord. Although the further 
experiment is necessary to examine the effect of a gradient of multiple morphogens, the newly 
developed methodology to create a gradient of soluble factors in spinal cord will advance the 
technology of tissue engineering in neuroscience.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新規に作成した神経組織の環境に液性因子の濃度勾配を作成可能であることを確立した。神経細胞のパターン形
成だけでなく、伸長軸索の誘導、反発、宿主からの細胞浸潤の制御など、細胞移植、および、新規に神経組織を
作成する研究に応用可能な手法が確立された。また、複数のモルフォゲンの濃度勾配を作成することで、神経細
胞の位置パターンを制御できた場合、至適な神経組織作成に関する方法論が、概念的かつ技術的に大きく前進す
ることになる。

※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 
脊髄が損傷すると欠損が生じ、恒久的な麻痺を生じるが、近年の幹細胞研究の発展により、

神経前駆細胞移植によって、欠損部を神経組織で充填することで、移植神経細胞が神経活動を

橋渡しできるようになった。しかし、得られる機能回復はいまだ部分的であり、神経前駆細胞

移植の更なる最適化が必要とされている。 

 

機能回復効果に限界がある理由の一つとして、移植神経細胞の位置が無秩序であることが挙

げられる。しかし、未だ、移植神経細胞の位置を制御する方法は開発されていない。発生期で

は、神経前駆細胞がモルフォゲンの濃度勾配を位置情報として利用することで、神経細胞の構

成に一定のパターンを形成する。そこで、脊髄損傷部に移植された神経前駆細胞はモルフォゲ

ンの濃度勾配を位置情報として利用できるという仮説を立てた。 

 

現在のところ、再生神経組織中の神経細胞の数と種類の制御方法に関する研究は旺盛である

が、神経細胞の位置パターンに関するものは、概念的にも技術的に報告がない。移植組織にパ

ターン形成が可能であることの証明は、至適な神経組織作成に向けて、概念的かつ技術的に大

きく前進することになる。また、再生神経組織の環境に液性因子の濃度勾配を作成した研究は

なく、本研究の手法で濃度勾配が作成可能であることを証明した場合、細胞のパターン形成だ

けでなく、伸長軸索の誘導、反発、宿主からの細胞浸潤の制御など、多くの興味深い実験に応

用可能な手法が確立されると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、モルフォゲンの濃度勾配を利用した移植神経細胞の位置パターン形成方法

を開発することである。具体的には、モルフォゲン分泌線維芽細胞を脊髄に移植して、モルフ

ォゲンの濃度勾配を移植環境に作製し、移植神経前駆細胞由来の神経細胞が位置パターンを形

成するか明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）マウスの各種モルフォゲンのクローニングとレンチウイルス 
 各種モルフォゲン(BMP4、Wnt1、Sonic Hedge Hog、Netrin1、Draxin)のクローニングを実施し、

第三世代のレンチウイルスベクターを使用して、各種モルフォゲン遺伝子と GFP 遺伝子を T2A 

配列でつなぐレンチウイルスを作成した。 

 

（２）モルフォゲン分泌線維芽細胞の作成 

マウス皮膚から採取した線維芽細胞に、レンチウイルスを使用して、各種モルフォゲン遺伝子と 

GFP 遺伝子を導入した。その後、細胞を継代後、FACS にて GFP 陽性細胞を選択し、さらに継代さ

せ、モルフォゲン分泌線維芽細胞を用意した。また、細胞培養液中への、モルフォゲンの分泌を、

Western blotting で確認した。 

 

（３）動物実験 

マウス頚髄（C6）の後柱に、各種モルフォゲン分泌線維芽細胞を少量（5 万個）移植後、C5
高位で、頚髄部分切断損傷を作成し、損傷部にマウス胚性脊髄由来の神経前駆細胞を（50 万
個）移植し、２週後灌流固定した。移植した神経組織に、移植線維芽細胞が隣接するような、
脊髄損傷作成方法、および神経前駆細胞移植方法を検討した。 

 

（４）モルフォゲン濃度勾配確立の確認 

線維芽細胞を移植した脊髄組織の凍結切片を作成し、ELISA で各種モルフォゲンの組織中濃
度を測定した。 

 

（５）神経細胞評価方法の確認 
E12 マウス胚性脊髄を使用して、各種脊髄神経細胞の転写因子に対する抗体が機能するか確 
認した。 
 
（６）免疫染色による各種神経細胞局在の確認 
上記抗体、GFP 抗体、各種モルフォゲンに対する抗体を使用して、移植神経組織、移植線維芽

細胞を染色した。 

 
４．研究成果 
（１）モルフォゲン分泌線維芽細胞の作成 
各種モルフォゲン（BMP4、Wnt1、Sonic Hedge Hog、Netrin1、Draxin)を分泌するマウス線維



芽細胞を高純度（９０％以上）で含む細胞が用意可能となった（図１）。 

 

図１:モルフォゲンを分泌するマウス線維芽細胞 

GFP を発現し（上段）、かつ培養液中にモルフォゲ

ンを分泌する（下段）。 

 

 

 

（２）モルフォゲン分泌線維芽細胞と神経前駆細胞の移植 

様々な移植方法検討の結果、移植した神経前駆細胞に、移植線維芽細胞が隣接するような、

脊髄損傷作成方法、神経前駆細胞移植方法、線維芽細胞移植方法を確立した（図２）。 

 

 
 

図 2：モルフォゲン分泌線維芽細胞移植と神経前駆細胞移植の実際 
C5 に脊髄損傷を作成し神経前駆細胞を移植、同部位の 1mm 尾側に WNT1 発現線維芽細胞を移植

し、2 週後の矢状断切片像。四角で囲まれた領域が移植神経細胞(NeuN 陽性細胞が白質内に存

在)を示し、丸で囲まれた領域が Type1 collagen を発現する線維芽細胞を示す。移植線維芽細

胞が移植神経細胞に密接している。 

 

（３）モルフォゲン濃度勾配の確立 

線維芽細胞を移植した脊髄組織では、各種モルフォゲンが濃度勾配を形成していることを、

組織の ELISA と免疫染色で確認した。 

 

（４）神経細胞評価方法の確立 

E12 マウス胚性脊髄を使用して、各種脊髄神経細胞の転写因子に対する抗体（BRN3A、 
LBX1、TLX3、PAX2、LIM1+2、BHLHB5、FOXP1、FOXP2、LHX3、Chx10、Hb9）が機 
能することを確認した。 

 

（５）各種モルフォゲン濃度勾配の確立による移植神経細胞の局在の変化 

上記の抗体で評価した結果、対照群（GFP 発現線維芽細胞移植）と比較して、BRN3A、 
LBX1、TLX3、PAX2、LIM1+2、BHLHB5、FOXP1、FOXP2、LHX3、Chx10、Hb9 で標 
識される各種神経細胞の局在に偏りがあるものはなかった（図３）。 

 

図３:WNT1 発現線維芽細胞移植後の移植神経細胞 

WNT1 発現線維芽細胞を移植し、WNT1 の濃度勾配を作

成しても、Chx10 で染色される V2a 神経細胞の局在に

変化は認めなかった。
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