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研究成果の概要（和文）：本研究では、「神経細胞の細胞老化が加齢性神経変性疾患の発症に関与する」という
仮説を検証するため、SAMP8マウスス由来初代大脳皮質神経細胞を長期培養し、細胞老化マーカーの発現を検討
した。SAMP8由来神経細胞では培養28日目以降で老化関連βガラクトシダーゼ陽性細胞がコントロールのSAMR1由
来神経細胞に比べて有意に増加していた。γH2AXやマクロH2A、HNEの免疫細胞化学ではSAMP8神経細胞とコント
ロールとの間で有意な差は見出されなかった。

研究成果の概要（英文）：To investigate whether neuronal cell senescence contributes to the 
pathogenesis of age-associated neurodegenerative diseases, we analyzed the expression of cell 
senescence markers in cultured primary cortical neurons from E17 embryos of SAMP8 mice, a model for 
age-associated neurodegeneration. Primary neurons from mouse embryos were successfully maintained in
 serum-free media for up to 8 weeks. The ratio of senescence-associated β-galactosidase-positive 
neurons from SAMP8 mice was significantly increased after 28 days in vitro (DIV) when compared to 
those from control SAMR1 mice. The expression of γ-H2AX, a marker for DNA damage foci, was 
increased in nuclei of cultured neurons after 28 DIV, although no significant difference between 
neurons from SAMP8 and SAMR1 mice. Other cell senescence markers, such as heterochromatin-associated
 mH2A and lipid peroxidation product 4-HNE, did not show significant difference between neurons from
 SAMP8 and SAMR1 mice.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）アルツハイマー病やパーキンソン病に
おいて、加齢が最大の危険因子であることは
よく知られている。しかし、加齢に伴ってこ
れらの疾患の発症が促進されるメカニズム
は十分明らかになっていない。 
 
（２）細胞老化の概念は、これまで専ら細胞
の分裂停止による腫瘍形成抑制という観点
で議論されてきたため、出生時にはすでに分
裂停止した細胞である神経細胞に細胞老化
の概念を適応することが可能かどうかにつ
いても十分確立していない状態であった。 
 
（３）近年、細胞老化は DNA 損傷反応に引
き続いて起こるいくつかの形質の組み合わ
せとして理解されるようになり、DNA 二本
鎖切断の際に形成される γH2AX、老化関連
ヘテロクロマチン斑（SAHF）、細胞老化関連
分泌形質（SASP）などが細胞老化マーカー
として広く知られるようになった。これらを
指標として、老齢マウスの脳組織やヒトアル
ツハイマー病脳組織における中枢神経系細
胞の細胞老化を評価しようとする試みもな
され始め、神経系細胞の細胞老化と加齢性神
経変性疾患との関係についての研究がなさ
れ始めている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「神経細胞の細胞老化が加齢
性神経変性疾患の発症に関与する」という仮
説を検証するため、初代神経細胞を長期培養
した in vitroモデルと、加齢性神経変性を自
然発症するモデルマウスを用いた in vivo 解
析により、以下の点を明らかにすることを目
的とした。 
 
（１）マウス由来初代大脳皮質ニューロンの
長期培養による細胞老化形質の発現とアミ
ロイドβ蛋白の産生：加齢性神経変性を自然
発症する SAMP8マウスと、遺伝的に近縁な
がら正常老化を示すSAMR1マウスより採取
した初代培養神経細胞の長期培養を行い、両
者間の細胞老化マーカー発現の違いやアミ
ロイドβ蛋白の発現の違いについて明らか
にする。 
 
（２）SAMP8マウスと SAMR1マウスの加
齢に伴う神経細胞における細胞老化マーカ
ー発現を組織学的に解析し、in vivoでの神経
細胞老化と加齢性神経変性との間の関連性
を明らかにする。 
 
（３）細胞老化関連シグナル分子（p21, 
p38MAPK, NF-кB）を制御することにより、
細胞老化マーカーの発現やアミロイドβ蛋
白の産生がどのように変化するかを調べ、神

経細胞老化と神経変性病態との間の因果関
係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス大脳皮質初代神経細胞の長期培
養による細胞老化形質の発現 
 SAMP8 マウスおよび SAMR1 マウスの胎生 17
日齢胎仔大脳皮質より神経細胞を単離し、
NeurobasalTM medium に B-27○R  supplement
（いずれも Thermo Fisher）を加えた無血清
培地中で培養を行った。培養開始翌日に培地
を全量交換後、28 日目に 1/10 量の培地を補
充する、という方法により、８週間までの長
期培養が可能であることを予備実験で確認
した。この培養条件下で 14 日目、28 日目、
42 日目、56 日目にサンプルを回収し、各種
細胞老化マーカーの発現につき解析を行っ
た。なお、免疫染色等には Poly-D- lysine
でコートしたセルデスク LF（住友ベークライ
ト）上に播種し培養した細胞を用いた。 
（１）－１： Senescence Detection Kit 
(BioVision)を用いて老化関連βガラクトシ
ダーゼ染色を行い、陽性細胞率を経時的に測
定した。 
（１）－２：長期培養した神経細胞における
各種細胞老化マーカー（γH2AX, mH2A, 
p-p38MAPK, p-p65RelA, HNE, p21, p16） の
発現を免疫細胞化学的に解析した。 
 
（２）加齢性神経変性モデル動物による神経
細胞老化形質の発現 
 ４週齢の雄性 SAMP8 マウスおよび SAMR1 マ
ウスを購入し、コンベンショナル環境下で
SAMP8マウスは52週まで、SAMR1マウスは104
週まで飼育した。８週、30週、52 週、104 週
齢において、全身麻酔下に 4%パラホルムアル
デヒドで灌流固定後脳を取り出し、半脳をパ
ラフィン包埋、残りの半脳を凍結包埋し、免
疫組織化学的検索に供した。 
一部のマウスについては PBS にて灌流後、
脳を摘出、部位別に分割後、生化学的検索用
に-80℃で凍結保存した。 
 
４．研究成果 
（１）長期培養マウス大脳皮質初代神経細胞
における細胞老化形質の発現 
（１）－１：長期培養により試験管内で老化
させた SAMP8 マウスと SAMR1 マウス由来培養
神経細胞における老化関連βガラクトシダ
ーゼ（SA-β-Gal）の陽性率を経時的に調べ
たところ、培養 14 日目までは両系統間に有
意な陽性細胞率の差は認めなかったが、28 日
目以降ではSAMP8マウス由来神経細胞で有意
に陽性細胞率が高かった。代表的な位相差顕
微鏡像を図１に、４回の独立した実験の結果
をまとめたグラフを図２に示す。 
 



 
図１. 老化関連βガラクトシダーゼ染色像
（位相差顕微鏡像）。 
 

図２．老化関連βガラクトシダーゼ陽性細胞
率の経時的変化。青：SAMP8 由来大脳皮質神
経細胞、赤: SAMR1 由来大脳皮質神経細胞。 
 
（１）－２：細胞老化マーカーの発現を長期
培養した SAMP8 マウスと SAMR1 マウス由来培
養神経細胞間で比較した。γH2AX 免疫染色で
は、両系統由来細胞とも培養 14 日目までは
少数の細胞が陽性となるだけであったが、28
日目以降は陽性細胞が増加した。増加の程度
に系統差は明らかではなかった（図３）。
Macro H2A 免疫染色による SAHFの評価におい
ては、両系統由来細胞とも培養 14 日目より
比較的多くの細胞の核が陽性所見を示し、加
齢に伴う変化や系統差は見られなかった。
HNE 免疫染色により過酸化脂質蓄積について
も評価したが、明確な系統差は見られなかっ
た。 
 
（２）SAMP8 マウスの加齢による神経病
理学的変化の解析を行った。３種類の
amyloid β抗体（4G8, 12B2, BAM90.1）を
用いた免疫染色で、4G8は海馬に顆粒状の
陽性所見、他の２つは樹状突起や脳梁の線
維状の陽性所見を認めた。4G8抗体で見ら
れた顆粒状の陽性所見は、従来 PAS陽性顆
粒状構造物（PGS）として報告されていた
変化に相当するものと考えられ、既報告と
合致する所見と考えられた。 
 

図３．γH2AX 抗体による長期培養 SAM マウス
由来神経細胞の免疫染色像 
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