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研究成果の概要（和文）：血小板由来増殖因子受容体(PDGFR)-beta conditional knockout 海馬神経細胞は、dendriti
c filopodiaの運動性とspineの数が有意に低下した。細胞骨格関連因子群のうち、RhoA, VASP, PAL1, ARPC3が有意に
低下し、これらの因子を介してPDGFR-betaはdendritic filopodiaの運動性を保ち、synaptogenesisに作用することが
示唆された。本受容体のligandであるPDGF-Bの神経細胞保護機序として、酸化ストレス下の細胞内カルシウムイオン濃
度上昇の抑制とcalpain活性化の抑制作用を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The roles of platelet-derived growth factor receptor beta (PDGFR-beta) in synaptog
enesis were examined using primary cultured mouse hippocampal neurons. PDGFR-beta conditional knockout hip
pocampal neurons showed lower motility of dendritic filopodia and lower numbers of spine as compared with 
PDGFR-beta preserved control neurons. mRNA expressions of RhoA, VASP, PAL1, ARPC3 in PDGFR-beta knockout n
eurons were significantly lower than those of control cells. It is suggested that PDGFR-beta has important
 role in synaptogenesis through these cytoskeleton related genes. We also demonstrated the neuroprotective
 effects of PDGF-B against oxidative stress using cultured mouse cortical neurons. PDGF-B significantly su
ppressed intracellular Calcium-ion overload and inactivation of calpain induced by oxidative stress. Prese
nt study supports the notion that PDGF-B/PDGFR-beta may be a potential therapeutic target of neurological 
diseases and synaptogenesis. 
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様 式 Ｃ-１９、Ｆ-１９、Ｚ-１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 日本は世界有数の長寿国となったが、その
一方でアルツハイマー病、パーキンソン病、
脳梗塞などの老年性神経疾患の増加が問題
となっている。少子高齢化社会においては、
高齢者の脳の健康を維持することは生産人
口年齢の引き上げの可能性および要介護患
者の減少を促進させるという重要な意義を
もつ。これらの神経疾患では、神経細胞死に
先立つイベントとして神経突起の変性とシ
ナプス喪失に示される神経回路網の破綻が
問題となる。治療の手がかりを得るためには、
神経細胞死、シナプスの維持に対する機構の
解明が必要である。 

 本研究は、新規 angioneurinとして注目され
つつある PDGFとその受容体 PDGFRが神経
細胞死を抑制し、神経突起伸長と Synapse 形
成および維持に作用することを示し、その制
御機構を明らかにすることにより、老化によ
る神経回路網の破綻に対する治療戦略を模
索するものである。 

 PDGF は、本来間葉系細胞の Mitogen とし
て血小板より単離され、間葉系細胞の増殖お
よび遊走因子としての報告が先立ったが、
我々は PDGF-B および PDGFR-ß は、脳で豊
富に発現することを発見して以来 (Sasahara 
et al., Cell, 1991)、一貫して PDGFが神経賦活
因子として作用する独自の仮説に基づく研
究を推進してきた。PDGFには-A, -B, -C, -D
の４種類が、PDGFR には-と-ß が同定され
ている  (Andrae et al., Genes Dev Review, 
2008)。我々は当初はPDGF-BおよびPDGFR-ß
の神経細胞死抑制効果を中心として研究を
進めてきた。脳梗塞等の脳傷害時あるいは発
達期に発現誘導があり (Iihara et al., J Cerebr 
Blood Flow Metab, 1994; Sasahara et al., 
Oncogene, 1998)、脳梗塞や NMDA誘導性神経
細胞死を抑制することを報告した (Iihara et 
al., J Cereb Blood Flow Metab, 1996; 
Egawa-Tsuzuki et al., Exp Neurol, 2003)。さらに
PDGFR-および PDGFR-ß の null knockout 
model のいずれも周産期に致死となり、個体
成熟における役割の解明が困難であったが、
Cre-loxP system を 用 い た PDGFR-ß の
conditional knockout mouseを独自に開発する
ことにより、致死性を回避し、初めて生後個
体における PDGFR-ß 機能評価を可能とし、
PDGFR-ß 欠損 mouse の脳傷害に対する脆弱
性を報告した (Ishii Y et al., J Neurochemi, 
2006)。同論文は Nat Review Neurosci, 2008に
引用されPDGFは新しい angioneurinの一つと

紹介された。我々はさらに PDGFR-の
conditional knockout mouseを開発し、本邦に
おいて初めて生後個体において PDGFR-と
PDGFR-ß の個々の機能解析および PDGF 関
連経路全体を遮断した状態の解析を可能と
した。近年、我々はこの PDGFR-ß conditional 
knockout mouseの行動実験および電気生理実
験を中心とした解析により、PDGFR-ßは記憶
や学習、情動等の高度脳機能にも重要な影響
をもつことを明らかにしつつある。  

 上記の in vivo 実験と並行して研究代表者
石井は、 PDGFR- および PDGFR-ß の
conditional knockout 神経細胞および神経幹
細胞を用いた in vitro 実験系を立ち上げ、
PDGF/PDGFR を介した細胞内 signaling 等を
詳細に検討する独自の研究を推進してきた。
PDGFR-β knockout 培養神経細胞が酸化スト
レスに対して脆弱性を示し、PI3K/Akt、ERK 
signaling が低下することを報告した (Zheng 
et al., J Neurisci Res, 2010)。PDGFR-β knockout 
神経幹細胞培養系を樹立し、controlに比べ生
存能、遊走能、神経細胞分化能に異常がある
ことを報告した (Ishii et al., Mol Cell Neurosci, 
2008)。 

 本研究は PDGFR- と PDGFR-β が高次脳
機能を制御する機序を調べるために、
PDGFR- あるいは PDGFR-ß を knockout し
た培養神経細胞を用いて解析するものであ
る。着想に至った経緯は、我々がかつて
PDGFR-ß の conditional knockout 線維芽細胞
は、wound scratch assayにおいて遊走能が低
下することを報告したことに端を発する 
(Gao et al., J Biol Chem, 2005)。 

 線維芽細胞の遊走には lamellipodia および
filopodia を形成する actin dynamics が密接に
関与することが詳細に研究されている。神経
細胞における lamellipodia、filopodiaは、axon 
growth cornおよび未熟な dendriteに認められ、
その制御には他の間葉系細胞遊走因子であ
る Small GTPareのRho familyが重要な役割を
果たす。伸長軸索の先進部であるAxon growth 
cornには lamellipodiaおよび filopodiaがあり、
dendritic filopodia は興奮性 Synapse 後部であ
る dendritic spineの前駆体と考えられている。
PDGF および PDGFR が線維芽細胞と同様に
神経細胞の lamellipodia、filopodiaの運動性を
亢進させて神経細胞ネットワークを発達さ
せるのではないかとの考えに至った。 
 一方、国外からも PDGFの神経細胞死抑制
効果 (Cheng and Mattson, J Neurosci, 1995)、パ
ーキンソン病モデルにおける Doperminergic 



neuron に対する細胞死抑制作用  (Pietz, 
Neurosci Letters, 1996)、Dopamine受容体に対
する PDGFR-ß の trans-activation 効果に関す
る報告 (James et al., Mol Pharm, 2001) がされ
ている。特に学習と記憶の過程で発現する
immediate early gene の ひ と つ で あ る
Arc/Arg3.1 の knockdown は Long term 
potentiation (LTP) の選択的欠如によるシナプ
ス可塑性の障害をもたらすが、PDGF-B は
LTP を増強すること、Arc/Arg3.1 の発現を増
加させることが報告された (Peng et al., J Biol 
Chem, 2010)。しかし、上記効果の作用機序や
２種類の PDGFR個々の signalingの制御機構
はまだ明らかにされていない。 
 我々が開発した PDGFR-ß、 PDGFR- 
conditional knockout mouseを用いた研究は、
PDGF/PDGFR の神経細胞に対する上記の制
御機構を解明するものであり、神経細胞死、
SynaptogenesisおよびSynapse喪失の機序の解
明に大きく寄与することが期待される。 
 
２．研究の目的 
 独自に開発した２種類の血小板由来増殖
因子受容体 (PDGFR) の conditional knockout 
mouse より採取した初代培養神経細胞を用い、
各PDGFR signalingの遮断を行うことにより、
新しい神経血管栄養因子(angioneurin)として
注目されつつある血小板由来増殖因子 
(PDGF) の 神 経 細 胞 死 抑 制 効 果 と
Synaptogenesis に対する作用を明らかにし、
記憶と学習の能力を亢進させ脳の老化を抑
制する増殖因子としての応用を模索する。 
 
３．研究の方法 
 PDGFR-ß conditional knockout mouse 、
PDGFR- conditional knockout mouseより採取
した神経細胞を解析し、PDGFR-、PDGFR-ß 
依存性 signaling の Synaptogenesisおよび神経
細胞保護に対する作用機序を明らかにする。
PDGFR-ß conditional knockout mouse には、胎
生期に神経上皮において PDGFR-ß を
knockout する Nestin-Cre PDGFR-ß floxed 
mouse と、培養細胞に 4OH-tamoxifen を投与
し て knockout を 誘 導 す る ER-TM-Cre 
PDGFR-ß floxed mouse を用いた。Nestin-Cre 
PDGFR- floxed mouseは、生後早期に死亡す
るので、PDGFR-  knockout 神経細胞採取
は、ER-TM-Cre PDGFR- floxed mouseを用い
る。 

1) Synaptogenesisに対する検討 

 海馬初代培養細胞を用いて、軸索伸長、

dendritic filopodia、dendritic spine、シナプス形
成について形態学的に調べる。mRNA 
microarray、RT-PCRにより、細胞骨格に関す
る因子と PDGF signalingの関係を明らかにす
る。 

2) 神経細胞死に対する検討 

 初代培養神経細胞を用いて酸化ストレス
細胞死抑制効果等を調べ、細胞死関連因子の
発現を比較検討することにより PDGF 
signalingの神経保護作用機序を明らかにする。 

 
４．研究成果 
1) Synaptogenesisに対する検討 

Nestin-Cre PDGFR-ß floxed mouseおよびコン
トロールマウスより分離した海馬初代培養細
胞を用いて、Time Laps imaging systemにて軸
索伸長、dendritic filopodiaおよびdendritic spine
の運動性について定量した。Axonの伸長が著
しい培養後2-5日目、dendritic filopodiaの運動
性が著しい培養後7-10日目につき検討した。
シナプスが成熟する培養21日目にPhalloidin染
色にてspineの形態と数を比較し、免疫組織化
学的にシナプス前部をsynapsin抗体、シナプス
後部をPSD-95抗体にて染色し、評価した。
PDGFR-ß conditional knockout 神経細胞は、コ
ントロールの神経細胞と比較して、dendritic 
filopodiaの運動性が有意に低下し、培養21日目
ではspineの数が有意に低下する結果を得た。
PCR array、RT-PCRを用いてRho familyを含め
た 84種類の細胞骨格関連因子の増減を
PDGFR-ß conditional knockout 神経細胞とコ
ントロールの神経細胞において比較検討し、
RhoA, VASP, PAL1, ARPC3が有意差をもって
減少するという結果を得た。 
 また、並行して行われた行動実験では、
Nestin-Cre PDGFR-ß conditional knockout 
mouseは、記憶学習能力の低下が明らかとなり、
海馬の神経細胞のspineの密度低下に示される
形態的変化も認められた。本研究は、このin 
vivo実験の結果を裏付けるもので、PDGFR-ß
は、海馬神経細胞のsynaptogenesisに重要な役
割をもつことが強く示唆された。 
 
2) 神経細胞死に対する検討 

a) 血小板由来増殖因子B鎖 (PDGF-B) は、神
経細胞の酸化ストレス誘導性細胞死を減少さ
せ、主としてAktがそのシグナルに関与するこ
とを以前報告した。今回、同様に初代培養神
経細胞に過酸化水素を用いて酸化ストレスを
与え、細胞内カルシウムイオン濃度を定量し



た。PDGF-Bの前投与により、神経細胞内カル
シウムイオン濃度は有意に減少した。細胞内
カルシウムイオン濃度上昇はcalpainを活性化
するが、PDGF-Bを前投与するとcalpain 1, 2活
性化が有意に低下した。PDGF-Bの神経保護作
用にカルシウムの経路およびcalpainの経路が
関与することが示唆された。calpain familyの
うち、calpain 1, 2は主として脳に存在し、脳梗
塞や脳外傷などにおける急性神経細胞死と、
アルツハイマー病やパーキンソン病などの慢
性神経細胞死との両方の経路の活性化に関与
する重要な因子であり、calpain inhibitorは、こ
れらの疾患モデルの神経細胞死を減少させる。
PDGF-Bは元来脳に豊富に存在する蛋白質で
あり、これまでに我々が報告してきた神経保
護作用に加え、細胞内カルシウムイオン濃度
とcalpain抑制を誘導する神経保護因子として
実用が期待される。実際にPDGF-Bはパーキン
ソン病における治験が始まっており、本研究
成果はこの治験におけるPDGF-Bの作用機序
の一部を明らかにできると考えられる。 
 
b) アストロサイトの神経細胞保護機能にお
けるPDGFの役割を検討するため、PDGFR-ß 
knockoutアストロサイト（ER-TM-Cre 
PDGFR-ß floxed mouseをから採取したアスト
ロサイトに4OH-tamoxifenを加えPDGFR-ß 
knockoutを誘導）とコントロールアストロサ
イトに過酸化水素を加え、培養液中の過酸化
水素分解能につき、比較検討した。PDGFR-ß 
knockoutアストロサイトは培養液中の過酸化
水素濃度が高い状態で維持され、過酸化水素
の分解能が低下していることが示された。ア
ストロサイトには複数の抗酸化酵素があるが、
このうち還元型グルタチオン濃度を定量した
ところ、PDGFR-ß knockoutアストロサイトは
有意に低下していた。PDGFR-ß はアストロサ
イトのグルタチオン濃度に関与し、過酸化水
素の分解を促進し、酸化ストレスから神経細
胞を保護することが示唆された。我々はラッ
ト脳虚血モデルにおいてPDGF-B発現が増加
すること、PDGF-B前投与により、虚血後の神
経細胞死が有意に減少することをこれまでに
報告してきた。このPDGF-Bの作用は主として
神経細胞保護効果と考えられてきたが、本研
究によりアストロサイトの抗酸化作用を介し
た作用も機序の一つとして示唆された。 
 以上、主としてPDGFR-ß conditional 
knockout mouse を用いた成果について報告し
た。PDGFR- conditional knockout mouseにつ
いては検討中である。 
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