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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病は大脳皮質での緩慢な神経細胞減少を特徴とする。

神経幹細胞で補充する手法を開発し、その神経生物学的根拠について特に脳由来神経栄養因子

の関与の面から明らかにすることを目的とした。アルツハイマー病モデルマウスにおいて、脳

由来神経栄養因子を発現させることが知られている経頭蓋磁気刺激によって学習能力が改善す

ることを見出した。蛍光を発する神経幹細胞を単離し、これを脳内へ移行させるための手技を

利用可能にした。 
 
研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease is characterized by slowly progressive loss 
of cortical neurons. To supplement such a neuron loss with neural stem cells might be 
a therapeutic measure more directly addressing to the disease than the currently available 
palliative drug therapies. We have discovered that repetitive transcranial magnetic 
stimulation, which increases expression of brain derived neurotrophic factor, improves 
cognition in Alzheimer’s model mice. We have established the methods by which to isolate 
fluorescence-labeled neural stem cells and graft them into the model mouse’s brain. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病（ＡＤ）の原因療法は

確立されておらず、コリンエステラーゼ阻害

薬（塩酸ドネペジル）などの投与のみが治療

法として普及している。しかし、これは対症

療法であり、アルツハイマー病の病因に基づ

く治療法ではない。原因にせまる療法である

ワクチン療法の開発も広く行われているが、

いまだ実用化していない。アルツハイマー病

が進行してニューロンの喪失が起こると、現

在普及しているコリンエステラーゼ阻害薬

（塩酸ドネペジル）による治療法や、開発が

すすんでいるワクチン療法はもはや効果が

期待できない。 
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(2) 新規にニューロンを補って神経回路を

再構築するためには、神経幹細胞によるニュ

ーロン新生に頼る他はない。実際、神経幹細

胞をアルツハイマー病モデルマウスの脳内

へ定位脳手術で移植する試みがなされ、生着

と認知機能改善が確認された(Blurton-Jones 
et al, Proc Natl Acad Sci USA, 2009)。移

植された神経幹細胞がホスト脳内で生着し

て、再構成された神経回路網の要素として参

画することは Englund et al (Proc Natl Acad 
Sci USA, 2002）以来、いくつも報告されて

いる。 
 
(3) 我々はアルツハイマー病モデルマウス
に神経幹細胞を投与し、これが脳内へ移行し
て生着することを報告している。この先行研
究として、多発性硬化症モデルへの静脈経由
での幹細胞移植の成功（Pluchino et al, 
Nature, 2003）があり、炎症発生部位では血
液脳関門が破綻して血管から脳実質への幹
細胞移行が可能となると考えられた。頭蓋を
開けることなく静脈注射にて低侵襲で細胞
移植ができるなら、臨床応用の面のアドバン
テージはいっそう高いと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 脳内移植した神経幹細胞が、ホスト脳で

認知学習の改善に寄与しているかどうかは

未知であり、これを解析することが本研究の

目的である。さらに、認知改善効果の BDNF

（神経成長因子）依存性を明確にする。定位

脳手術による移植では認知学習の改善は

BDNF の産生に依存したと報告されている。

我々の経静脈的移植の場合でも BDNF 依存的

かどうかを確かめる。こうして、幹細胞が経

静脈的に移植されて生着し、認知行動学習に

寄与できることを証明することである。 

 

(2) その布石として、アルツハイマー病モデ

ルマウスに対して神経幹細胞の経静脈的移

植を試み、脳内とりわけ海馬への生着を確認

する。行動テストバッテリーを使って認知学

習 異 常 へ の 治 癒 効 果 を 確 か め る 。

Blurton-Jones et al（2009） らの定位脳手

術による移植では認知学習の改善は BDNF
の産生に依存したと報告されている。我々の

経静脈的移植の場合でも BDNF 依存的かど

うかを確かめる。 
 
(3) 電気けいれんには BDNF 発現を飛躍的

に高める作用があり、それを磁気で実現する
経頭蓋磁気刺激(rTMS)によって認知行動学
習の改善に効果があるかどうか解析する。さ
らに学習改善効果と関連する電気生理学
的・組織学的特性も解析する。上記の定位脳
手術による移植では、海馬でのシナプス密度
が増大したと報告されており、基本的なシナ
プス機能やシナプス可塑性（シナプス伝達長
期増強・抑圧：LTP・LTD）における変化が
示唆される。これらを電気生理学的に解析し、
認知学習がレスキューされる際の細胞メカ
ニズムの端緒をつかむ。また、組織化学的に
アミロイドβ（Ａβ）のデポジットの軽減が
あるかどうか確かめる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ア ル ツ ハ イ マ ー 病 モ デ ル マ ウ ス

（3xTg-AD モデル）と GFP 発現マウスの自

家コロニーを構築する。3xTg-AD ではアミロ

イド前駆体蛋白質（APP）・プレセニリン・

タウの 3 遺伝子が改変され、大脳皮質錐体細

胞では、細胞内アミロイド β（Aβ）が生後 3
カ月以降に蓄積され、次いで 6 カ月以降に細

胞外に Aβ が老人斑様に沈着していく。認知

行動学習の能力を評価するためのテストと

してモリス水迷路と新規物体識別試験を実

施できるようにする。 
 
(2) これまでの研究で脳への電気けいれん

刺激が細胞内アミロイドβの毒性に一部拮

抗することを明らかにした。また電気けいれ

んは BDNF の発現を高める。これより、3xTg
マウスの脳内で BDNF の発現を高める手段

として電気けいれん刺激やその磁気版であ

る経頭蓋磁気刺激(rTMS)が活用できる可能

性がある。ここでは実際に BDNF 発現の高

まることを確認したうえで、経頭蓋磁気刺激

を施行する。まず 3xTgマウスにおいて rTMS
が認知行動を改善することを確かめる。 
 
(3) GFP 発現マウスの大脳皮質からトリプ
シンとピペット操作（trituration）によって
神経幹細胞も含む細胞全体を単離し、これを
3xTg マウスに注入する。側脳室内にカニュ
ーレ先端を慢性的に留置し、これを通じて脳
室内へ注入する。注入後の種々のインターバ
ルでマウスを使って認知行動学習を行う。蛍
光を発する細胞の生着を確かめる。GFP によ
りグラフト細胞を、doublecortin による免疫
組織により神経幹細胞を同定する。次いで経
尾静脈的な注入と生着を試みる。 
 



 

 

４．研究成果 

(1) 認知行動学習の能力を評価するための

テストとしてモリス水迷路 (Morris water 
Maze; MWM)と新規物体識別試験 (Novel 
Object Recognition; NOR)を実施できるよう

にした。生後 3-4 か月の 3xTg マウスにおい

ては、Discrimination Index (NOR の場合：

図 2)と Escape Latency の（MWM の場合：

図 1）の両方の指標において学習能力は劣っ

ていた。 
 

 

(2) 経頭蓋磁気刺激（rTMS）によって 3xTg
マウスの学習能力が改善することを MWM
によって明らかにした（図 3）。１Hz、10Hz

および 15Hz と異なる 3 種の周波数で試行し

たところ、rTMS 効果には周波数依存性があ

って 15Hz において効果のあることが判明し

た。また、同じく周波数依存的に rTMS は大

脳皮質における BDNF 発現を高め、15Hz に

おいて有意な上昇のあることを明らかにし

た（図 4）。 
 

 
 

(3) 15Hzの経頭蓋磁気刺激での学習改善に呼
応し、細胞レベルでの記憶学習モデルである
海馬長期増強（LTP）も、周波数依存的に改
善することが判明した。両者の周波数依存性
から、経頭蓋磁気刺激による認知行動の改善
と海馬可塑性の改善との関連が強く示唆さ
れる。皮質錐体細胞における興奮性は、3xTg
では野生型よりも増大しており、これも 15Hz
の経頭蓋磁気刺激によって改善されること
が解った。この興奮性の増大と改善は、BK型
カリウムチャンネルの 3xTg マウスでの活性
低下と、rTMS による活性増大によることが示
唆された。さらに、BKチャンネルを活性促進
することが知られている細胞内アダプター
蛋白質である Homer1a も、rTMSによって発現
増大することが判明した。この Homer1aは野
生マウスでも rTMS によって発現上昇するこ
とが判明した。また、15Hz での rTMS によっ
てＡβ軽減の起こることが ELISA法で判明し
た。 
 
(4) 神経幹細胞を移植するシステムとして
尾静脈注入を採用するが、この手法では大量
注入の困難なことが予想されたので、まず脳
室へカニューレで注入する方法を用いた。
rTMS で BK チャンネルの活性が高まること
を報告していたので、この方法で BK チャン
ネル活性化剤(isopimaris acd; ISO)を脳室投
与して NOR の成績がコントロール(ISO)よ
りも改善することを明らかにし、我々の脳室
投与システムがうまく作動することを確認
した(図 5)。 
このシステムを使って細胞注入することに
取り掛かった。GFP 発現マウスの大脳皮質か
らトリプシンとピペット操作（trituration）
によって神経幹細胞も含む細胞全体を単離
し、これを 3xTg マウスに注入した。生着し

ておれば蛍光を発する細胞が観察できるは
ずであるが、これはこれまでのところ確認で
きていない。この成功を経て、投与後に認知
行動テスト（NOR と MWM）を行い、つい
で組織学的に GFP によりグラフト細胞を
doublecortin 免疫組織により神経幹細胞を同
定し、その結果を見た後に脳室注入法から経
尾静脈的注入に切り替えをすすめる。 
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