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研究成果の概要（和文）：成熟脳の脳室下帯で産生される幼若な新生ニューロンは、傷害により活性化したアストロサ
イトが密生する領域を移動し、傷害部でニューロンを再生するが、その数や分布範囲は非常に限定されている。本研究
では、脳梗塞モデルマウスを用いて、新生ニューロンが分泌するSlit1蛋白質が、その受容体を介して活性化アストロ
サイトの細胞骨格を制御することが、新生ニューロンのスムーズな移動に必要であることを明らかにした。更にSlit1
の発現を増強させることで、新生ニューロンの傷害部への供給を促進することができた。これらの知見は、内在性の再
生システムを活用した脳傷害への再生医学的アプローチの推進に貢献するものである。

研究成果の概要（英文）：After brain injury, immature new neurons generated in the adult 
ventricular-subventricular zone (V-SVZ) migrate toward injured areas through the dense meshwork of 
activated astrocytes to regenerate neurons. However, their number and migration efficiency are 
insufficient to induce functional recovery. Using a mouse model of ischemic stroke, we found that 
V-SVZ-derived new neurons secrete the Slit1 protein, a ligand for Robo2 expressed in activated 
astrocytes. The Slit-Robo signaling causes cytoskeletal modification in the astrocytes in contact with 
new neurons, which increases the efficiency of neuronal migration. Moreover, overexpression of Slit1 in 
the new neurons promotes their migration toward the injured area. These findings may contribute to the 
development of new strategies for the treatment of neurological diseases using the endogenous 
neuro-regeneration system.

研究分野：神経科学・神経化学・再生医学
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１．研究開始当初の背景 

（１）長い間、ニューロンは発達期を終えた脳
内では産生されないと考えられてきたが、近年
の研究により、成体脳においても一部の領域で
はニューロンが産生され続けていることが明ら
かになった。脳室周囲の「脳室下帯」は成体脳
で最大のニューロン産生部位である。ここで産
生された新生ニューロンは、細長い鎖状の細胞
集団を形成し、多数のグリアや神経突起が存在
する脳内を長距離にわたり高速で移動し、嗅覚
の一次中枢である嗅球で成熟ニューロンとなる
（図１・左）。 

 我々は一貫してこの移動メカニズムの研究を
行ってきた。新生ニューロンとその移動経路に
分布するアストロサイトの相互作用に着目し、
分泌性の蛋白質 Slit1 を介する新生ニューロン
からのシグナルに応じて形成されるアストロサ
イトのトンネル構造が、新生ニューロンの高速

移動に重要であることを見出した（Kaneko et al, 
Neuron, 2010）(図２)。 
 

（２）脳に傷害が起こると、産生された新生ニ
ューロンの一部は傷害部に移動してニューロン
を再生する（図１・右）。我々は、脳梗塞モデル
マウスを作成し、この移動メカニズムの解析を
行ってきた。傷害後には、肥厚した突起を持つ
活性化アストロサイトが増生する（図３）。新生

ニューロンはこの中を移動しなければ傷害部に

達することはできないが、新生ニューロン-
活性化アストロサイトの相互作用はほとん
ど解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
（１）脳梗塞後の再生過程における新生ニュ
ーロン-活性化アストロサイトの相互作用に
おける Slit-Roboシグナルの機能の役割とそ
の詳細な分子メカニズムを明らかにする。 
 
（２）解明したメカニズムを基盤として、内
在性のニューロン再生機構の促進による、脳
傷害への再生医学的アプローチの可能性を
示す。 
 
３．研究の方法 
（１）中大脳動脈の一過性閉塞により作製し
たマウス脳梗塞モデルの固定脳切片を用い
て免疫染色を行い、脳梗塞後の脳において、
Slit・Robo 蛋白質の発現パターンがどのよう
に変化するかを解析する。 
 
（２）同様に作製した固定脳切片において、
新生ニューロンにおける Slit1 遺伝子欠損・
活性化アストロサイトにおける Robo 遺伝子
発現抑制が、新生ニューロンの傷害脳での分
布にどのような影響を与えるかを、免疫染色
法を用いて解析する。 
 
（３）傷害脳を移動する新生ニューロンが周
囲の細胞・構造とどのように接触しているの
かを、電子顕微鏡を用いて解析する。 
 
（４）新生ニューロン−活性化アストロサイ
トの共培養実験系を用いて、Slit-Robo シグ
ナルの下流の詳細な分子メカニズムを解析
する。 
 
（５）Slit-Robo シグナルを活性化したとき
の梗塞巣への新生ニューロンの移動能を解
析し、組織学的・神経学的な神経再生の促進
法・応用性を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）脳梗塞モデルマウスの脳におけるSlit
1・Robo2発現パターンの変化 
申請者の所属研究室にて確立したマウス中大
脳動脈閉塞（MCAO）モデルを作製して、脳梗
塞後のSlit1,Robo蛋白質の局在を免疫染色法
により解析した。脳梗塞巣に出現する活性化
アストロサイトは、梗塞後７日の時点ですで
にSlitタンパク質の受容体であるRobo2を強
く発現していた。この発現は、急性期を終え
器質化が進行する35日目においても持続して
いた。よって、傷害によって活性化したアス
トロサイトは、Slit1への反応性を獲得してい
ると考えられる。 
 次に、Slit1の発現を蛍光蛋白質GFPにより
モニターできるノックインマウスを用い、梗
塞巣へ移動する新生ニューロン各々の移動距

図１.成体脳におけるニューロン新生 

図２.新生ニューロンによるアストロサイトの
トンネル形成誘導 

図３.傷害部への新生ニューロンの移動 



離・形態とSlit1発現の相関について解析した。
脳室下帯では、全ての新生ニューロンがSlitを発
現していた。一方、傷害部に向かって移動を始め
た新生ニューロンではSlit1の発現は低下してお
り、特に脳室下帯から遠い位置にある新生ニュー
ロンや、長い突起を伸長させて分化が進んだ細胞
では、より減少していた。よって、新生ニューロ
ンの移動能とSlit1発現とが相関していると考え
られた。 
 
（２）Slit1・Roboシグナル阻害による新生ニュ
ーロンの傷害部への移動 
新生ニューロン自身が発現するSlit1の役割を明
らかにするため、脳梗塞誘導後の野生型マウス脳
にSlit1欠損または野生型新生ニューロンを移植
し、傷害部への移動を比較した。野生型新生ニュ
ーロンは、移植部から梗塞巣に向けて広く分布し
たが、Slit1欠損新生ニューロンの大部分は移植
部付近に留まり、周囲のアストロサイトとの接触
にも異常がみられた。 
 次に、活性化アストロサイトが発現する受容体
Robo2の役割を検証した。shRNAをコードするレン
チウィルスを線条体アストロサイトに導入した
のち、脳梗塞を誘導し、脳室下帯から傷害部へ移
動してきた新生ニューロンの分布を解析した。活
性化アストロサイトにおけるRobo2の発現を抑制
した個体では、Robo2の発現に影響を与えないベ
クターを導入したコントロール群に比べて、新生
ニューロンの移動距離が有意に減少していた。こ
れらの結果から、新生ニューロンが発現するSli
t1と活性化アストロサイトが発現するRobo2の相
互作用が、新生ニューロンの傷害部へのスムーズ
な移動に必要であることが示唆された。 
 
（３）傷害部へ移動する新生ニューロンの微小環
境の解析 
傷害部では活性化したアストロサイトが肥大・増
殖するが、アストロサイトの細かい突起は光学顕
微鏡レベルでは追跡できない。そこで、傷害部へ
移動する新生ニューロンがどの程度アストロサ
イトと接触しているか、また、Slit1欠損により
、その接触に量・質的変化が見られるかを、電子
顕微鏡を用いて解析した。鎖状に連なって移動す
る新生ニューロンにおいて、新生ニューロン同士
の接触部を除くと、細胞膜の３割以上がアストロ
サイトの突起と接していた。また、Slit1欠損マ
ウスでは、アストロサイトとの接触部が３倍に増
加していた。また、野生型マウスでは、アストロ
サイトの突起は新生ニューロン同士が作る鎖状
の細胞集団の外側を覆うように分布しているの
に対し、Slit1欠損マウスでは、アストロサイト
の突起が新生ニューロンの集団の内部に入り込
むなどの異常が見られた。これらから、新生ニュ
ーロンのSlit1が、傷害脳の活性化アストロサイ
トとの適切な相互作用に重要であることが示唆
された。 
 
（４）新生ニューロンによる活性化アストロサイ
トの細胞骨格制御メカニズム 

新生ニューロン-アストロサイトの相互作用
メカニズムを解析するため、遺伝子導入や解
析の容易な培養実験系を構築した。線条体ア
ストロサイトは一般的な培養条件下ではRobo
受容体の発現レベルは非常に低い。しかし、
低酸素に２０時間曝露すると活性化し、４日
後にはRobo2の発現が増加することが分かっ
た。この低酸素刺激後のアストロサイトに重
合アクチンを可視化するプローブを導入した
のち新生ニューロンと共培養し、新生ニュー
ロンの接触によるアクチン細胞骨格の変化を
解析した。移動する新生ニューロンと接触す
ると、局所的・一過性に重合アクチンのシグ
ナルが低下した。一方、Slit1を欠損する新生
ニューロンは、接触したアストロサイトにこ
のような変化を誘導しなかった。この結果か
ら、新生ニューロンがSlit1を介してアストロ
サイトのアクチン細胞骨格を一過性に変化さ
せていると考えられた。 
 Slit-Roboシグナルは、RhoファミリーGTPa
seであるRhoA, Rac1, Cdc42の活性を変化さ
せることにより、アクチン重合を制御するこ
とが知られている。新生ニューロンによるア
ストロサイトのアクチン重合抑制にもこれら
の分子の活性変化が関与しているのかを検討
した。アストロサイトにおけるRhoA, Rac1, 
Cdc42の活性状態は、FRETプローブを導入して
モニターした。新生ニューロンが接触した部
位では、Cdc42の活性が一時的に低下した。一
方、RhoA・Rac1の活性は、新生ニューロンの
接触では変化しなかった。Slit1を欠損した新
生ニューロンとの共培養や、アストロサイト
に恒常活性型Cdc42を導入した場合には、Cdc
42の活性低下は見られなかった。これらの結
果から、新生ニューロンがSlit-Roboシグナル
を介してCdc42活性を抑制することにより、接
触部でアストロサイトのアクチン重合を低下
させることが示唆された。 
 
（６）Slit-Roboシグナルを応用したニューロ
ン再生促進法の検討 
新生ニューロンの傷害部への効率よい移動
には、Slit-Robo シグナルを介した活性化ア
ストロサイトとの相互作用が重要であるこ
とが示唆された。そこで、Slit1 遺伝子をコ
ードするレンチウィルスベクターを脳室下
帯から単離した新生ニューロンに導入して
持続的に Slit1 を発現させ、梗塞部付近に移
植した。6 日後の移植細胞の分布を解析した
ところ、傷害部周囲へ移動した細胞の割合や
移動距離が、Slit1 遺伝子配列を欠くコント
ロールベクター導入群と比較して増加して
いた。 
 同じベクターを、マウス ES 細胞から誘導
した神経前駆細胞に導入し、脳梗塞モデルマ
ウスの傷害部付近に移植した。ES 細胞由来神
経前駆細胞は、脳室下帯由来新生ニューロン
と比較して移動能が低かったが、Slit1 発現
誘導によって傷害部への移動は促進された。 



 以上の結
果 か ら 、
Slit-Robo
シグナルを
増強して新
生ニューロ
ン−活性化
アストロサ
イトの相互
作用を促進
することに
より、新生
ニューロン
の傷害部へ
の移動効率
が向上する
ことが示さ
れた（図４）。 
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