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研究成果の概要： 
本研究は成体神経新生の制御機構における神経活動の重要性に着目し、また深部脳刺激の可変性

を利用して、成体ラットを対象に定位的に視床前核を高頻度電気刺激すると海馬神経新生が増加

することを示した。また海馬神経新生抑制モデルに応用すると、コルチコステロン投与により正

常の約30%程度に抑制された神経新生が視床前核の高頻度電気刺激により正常の約80%まで回復

することを示した。成長因子や栄養因子に頼らない神経新生を増加させる方法を開発した。 
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１．研究開始当初の背景 
 成体脳海馬における海馬新生はその機能

の解明とともに今後臨床神経学における重

要性が指摘されている研究分野である。 
 成体神経新生の生物学的意義を示す研究

として、これまでに、ヒト脳海馬での神経新

生およびヒト脳からの神経前駆細胞の単離

が報告され、また前駆細胞由来の新生ニュー

ロンによるネットワーク形成、さらには成体

神経新生と海馬機能の関連が指摘されてい

る。さらに疾患との関係では、アルツハイマ

ー病、側頭葉てんかん、難知性うつ病など海

馬の病変を呈する神経疾患における成体神

経新生の役割が注目されている。 
 また、成体神経新生の制御機構もこの分野

における大きな問題のひとつである。これま

でにさまざまな成長因子や栄養因子が、前駆

細胞の増殖とニューロン・グリア細胞への分

化を影響する要因として研究が進められて

いる。また生体内で成体神経前駆細胞を取り



囲む細胞および細胞外基質の果たす役割に

ついても解明がすすんでいる。その中で興味

深い制御機構として、近年着目されているの

が神経活動による神経前駆細胞の制御機構

である。成体神経前駆細胞にはニューロンへ

分化し神経細胞とシナプスを形成する能力

があることがこれまで実験的に示されてい

るが、神経前駆細胞が未分化な状態でも脱分

極やカルシウムイオン濃度の変化、あるいは

神経伝達物質に反応することが近年明らか

になった。すなわち、成体神経前駆細胞はそ

の存在する部位の神経回路の活動に応じて、

増殖・分化の段階がコントロールされている

可能性が示唆されている。 
 以上の結果をふまえて、我々は、成体神経

新生が神経回路の活動により新生ニューロ

ンを提供する仕組みであるとすれば、神経回

路の変調により成体神経新生を制御できる

ことになるのではないかという仮説を立案

した。 
 この仮説を検討するため、我々は神経回路

の変調に、現在臨床で脳深部刺激療法として

パーキンソン病やその他の不随意運動ある

いは難治性疼痛の治療に用いられているニ

ューロモデュレーションの手法を用いるこ

ととした。このパルス波による電気刺激は条

件を様々に変えることができるため、刺激の

部位と条件の組み合わせにより神経新生を

誘導する条件の検索が可能と考えた。 
 
 以上が近年の成体神経新生研究の背景で

あり、また「脳深部刺激により成体神経新生

を誘導させる」という本研究の着想に至る経

過である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、成体ラットを対象にして、海馬
神経新生へ影響を与える神経群の同定、さら
に神経新生を増加させる電気刺激条件の同
定を目的とした。また神経新生抑制ラットを
病理モデルとして、電気刺激による神経新生
の回復について検討を行い、脳深部刺激によ
る神経新生誘導の臨床応用の可能性を検討
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 成体雄Sprague-Dawleyラット(体重180g)を
対象として用いた。ラット用定位脳手術装置

を用いて、海馬への投射および海馬からの投

射をうける特定脳領域にバイポーラ電極を留

置した。１時間の低頻度あるいは高頻度電気

刺激を加えた。コントロール群は電極挿入の

みのSham刺激として、刺激群は10, 50, 130Hz, 
90μsec, 2.5Vの刺激を行った。刺激後に、サ

イミジンアナログであるBromodeoxyuridine 
(BrdU)を体重換算で50mg/kg腹腔内投与し３

時間毎に計4回投与した。投与日は刺激後1、3
、5、7日目のいずれかを選び、刺激による効

果が現れる時期の決定に用いた。神経前駆細

胞の増殖およびニューロン・グリアへの分化

を検討するため、BrdU投与後24時間および28
日後にそれぞれ4%パラホルムアルデヒドに

よる還流固定を行った。還流固定後脳組織は

40μm厚で凍結切片を作り、その後の染色操

作は240μm毎のサンプルを対象にして行っ

た。 
 標識された増殖細胞を免疫組織学的手法に

より同定した。使用した抗体は抗BrdU抗体、

抗doublecortin抗体、抗NeuN抗体、抗GFAP抗
体と抗Zif/268抗体である。免疫化学染色法に

よりBrdU陽性細胞を同定し、またBrdU陽性細

胞の細胞型を確認するため、doublecortin、
NeuNとGFAPの発現を多重蛍光染色法と共焦

点顕微鏡を用いて検討し、前駆細胞の増殖お

よび神経細胞への分化の定量的評価には

Stereology手法を用いた。これにより電気刺激

が海馬神経新生に与える影響を検討した。 
 神経新生誘導の条件を同定した後、そのメ

カニズムの検討として、刺激直後の海馬試乗

会におけるimmediate early geneであるzif/268
の発現パターンを検討した。Zif/268の発現に

関しては刺激後3時間に還流固定を行い検討

した。また各種神経伝達物質拮抗薬の投与後

に電気刺激を行い、関与する神経伝達物質の

同定を試みた。 
 なお刺激による神経細胞のアポトーシスを

検討するため、TUNEL染色を行った。 
 さらに海馬神経新生抑制モデルのためにコ

ルチコステロンを体重換算で40mg/kg、５日間

皮下投与し、上記同様の高頻度電気刺激ある

いはシャム刺激を行いさらに３日間コルチコ

ステロン投与した後、BrdUを上記の通り投与

し、24時間後および48週間後の免疫組織学的

評価を行った。これにより神経新生誘導条件

による電気刺激がコルチコステロンによる神

経新生の抑制を回復させるか検討した。 
 統計学的検討にはunpaired, two-tailed 
Student t-testを用いて行った。 
 
４．研究成果 
4-1 視床前核刺激によるラット海馬神経新生
の増加 
 定位脳手術により視床前核に留置されたバ

イポーラ電極を通じて50-130 Hz, 60 usec, 1-3 
mAで1時間電気刺激を行うと、刺激後3日目あ



るいは5日目にBrdUを投与した群において、

海馬歯状回の顆粒細胞下に存在するBrdU陽

性細胞数が約2.5倍に増加していることを認

めた (3日目; p < 0.01, 5日目; p = 0.02)。この増

加現象の評価対象は刺激電極挿入のみであと

は時間軸も同様に扱ったsham刺激群である。

なお刺激後1日目および7日目にBrdUを投与

した群ではBrdU陽性細胞の数はコントロー

ル群と比べて有意差がなかった。したがって

高頻度電気刺激の影響を受けた前駆細胞の増

殖は刺激後3日から5日目に起きていると推察

された。 
また刺激周波数に関しては50, 130Hz刺激群

において約2.2倍のBrdU陽性細胞数を認めた

のに対し(p < 0.01)、10Hzの低頻度刺激群では

BrdU陽性細胞の増加は認めなかった。 
アポトーシスを評価するためTUNEL染色

を行ったが、刺激群でスライス毎に2.2個の陽

性細胞を認め、コントロール群が1.9個であり

有意差を認めなかった(p = 0.25)。 
なおimmediate early gene Zif/268は刺激後３

時間で海馬歯状回での発現が上昇しているこ

とが確認された。高頻度刺激後に海馬歯状回

ニューロンの活動が高まっていることが示唆

された。 
増加したBrdU陽性細胞は刺激4週間後でも

コントロール群に比べ約2倍のと有意に多い

細胞数であり(p = 0.02)、刺激による前駆細胞

の増殖が誘導された後もしばらく海馬内に生

存していることが示唆された。 
 次いでBrdU陽性細胞の細胞型を確認する

ため、多重傾向染色によりニューロン・グリ

ア細胞の鑑別を行った。投与翌日には80%以

上がdoublecortin陽性となっていた。またBrdU
投与後30日目には約50%がNeuN陽性でGFAP
陽性細胞は2%程度であった。ニューロンへの

分化の割合が刺激により有意に高まる傾向は

確認されず、刺激によって神経前駆細胞の増

殖が誘導され、また神経への分化も妨げられ

ないことが示唆された。 
  
 以上から視床前核の短時間高頻度刺激によ

り成体海馬での神経新生を促されると考えら

れた。この結果をふまえてまたコルチコステ

ロン投与による海馬神経新生抑制モデルに対

して同様の視床前核刺激を行った。 
 
4-2 視床前核刺激による抑制された海馬神経
新生の回復効果 
 8日間のコルチコステロン投与により海馬

歯状回のBrdU陽性細胞数は正常の32%程度に

低下した。このモデルに対して１時間の130Hz
視床前核刺激を行った。コルチコステロン投

与5日目に刺激を行い、その後もコルチコステ

ロンを投与続け、刺激後3日目にBrdUを投与

し、BrdU投与後24時間でBrdU陽性細胞数を検

討するとコルチコステロン投与・刺激群では

コルチコステロン非投与群に比べBrdU陽性

細胞数の低下は23％にとどまった。投与・非

刺激群の低下は68％であった。BrdU陽性細胞

数に関して非投与群と投与・非刺激群の比較

では有意差 (p = 0.001) を認めたが、非投与群

と投与・刺激群との比較では有意差を認めな

かった (p = 0.12)。さらに刺激後28日を経過す

るとコルチコステロン投与・刺激群のBrdU細

胞数の低下は32%でこれは非投与群との間に

有意差を認める程度 (p = 0.013)であったがコ

ルチコステロン投与・非刺激群ではBrdU洋裁

細胞数は69%減少しており、視床前核刺激に

は、コルチコステロン投与による海馬成体神

経新生の抑制からの回復効果を認めた。 
 
 以上より成体ラットモデルを用いて視床前

核の定位的電極留置による高頻度電気刺激が

海馬歯状回の神経新生を増加させ、また抑制

された神経新生を回復させる効果があること

を示唆する成果が得られた。 
 
 またこの研究により以下の課題が明らかと

なった。 
 第一に、高頻度刺激による神経活動の変調

を明らかにすることである。本研究では視床

前核の刺激がどのように海馬歯状回の前駆細

胞に働きかけるのかを解明するまでにはいた

らなかった。今後投射経路を含めた解剖学的

および電気生理学的検討が課題である。 
 次に増殖した神経前駆細胞の生体内で果た

す役割である。特に病理モデルにおいて抑制

された神経新生が電気刺激により回復されて

いるが、この結果が正常な神経新生として海

馬機能の維持に働いているのか、解剖学的検

討および行動実験学的検討が必要である。 
  
 本研究は、海馬機能低下・海馬萎縮による

神経疾患に対してその早期に神経新生の低下

を防ぐことが治療戦略のひとつとなりうる可

能性を示した。 
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