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研究成果の概要（和文）：記憶・学習における情報伝達物質としての多価不飽和脂肪酸の役割を解明するために研究を
行った。ω-3多価不飽和脂肪酸を投与したラットの海馬では脳由来神経栄養因子の増加とともに、記憶学習能の向上が
認められた。神経幹細胞からニューロンへの分化はドコサヘキサエン酸だけでなくエイコサペンタエン酸でも促進され
た。しかし、その機構は両者で異なる様式であった。遊離多価不飽和脂肪酸受容体GPR40作動薬により、神経幹細胞か
らニューロンおよびアストロサイトへの分化が促進された。これらの結果より、ω-3多価不飽和脂肪酸は記憶学習能の
向上に神経幹細胞の分化促進を介して作用すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Polyunsaturated fatty acids are essential for the growth and functional developmen
t of the brain. The present study aimed to examine the role of polyunsaturated fatty acids as mediator on 
the learning and memory functions. Omega-3 polyunsaturated fatty acids improve learning memory by increasi
ng brain-derived neurotrophic factor and docosahexaenoic acid-derived metabolites in the hippocampus. Doco
sahexaenoic acid and eicosapentaenoic acid could be induced neuronal differentiation of cultured neural st
em cells via different mechanisms. Free fatty acid-activated G protein-coupled receptor 40 activation enha
nced neuronal and glial differentiation. These results indicate that Omega-3 polyunsaturated fatty acids c
ould be involved to improve learning and memory functions via neurogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
（１）脳はその重量の約 40%は脂質である。
その脂質の中にはドコサヘキサエン酸
（DHA）やアラキドン酸（ARA）などの多価
不飽和脂肪酸（PUFA）が多く含まれる。PUFA
は脳の発達や機能維持に重要であるが、脳内
での生合成量は少なく、食餌などからの摂取
が必要である。また、脳内で PUFAは細胞膜
の成分となるだけでなく、PUFA 未変化体ま
たは細胞内で代謝され生成するプロスタグ
ランジン類やプロテクチンは、情報伝達物質
として働き、神経細胞の保護、神経細胞の成
熟や細胞死などに関与している。PUFA 摂取
の過不足は、脳の細胞膜の脂肪酸組成を変化
させる。この変化は、脳の正常機能に影響を
与えるとともに、神経変性疾患や精神疾患の
発症との関連が指摘されている。我々は、
DHA 投与により老齢ラットやアルツハイマ
ー病モデルラットの記憶・学習能は改善され
ることを明らかにしてきた  (Gamoh et al., 
2001; Hashimoto et al., 2005)。 
（２）神経幹細胞は胎児のみならず成体の脳
内にも見出されており、脳機能の発達・維持
に重要である。特に海馬における神経幹細胞
の増殖や分化は、記憶の保持・形成に必要不
可欠である。我々は、PUFA による記憶・学
習能向上には、神経幹細胞の増殖や分化の促
進が関与し、その中で PUFAは情報伝達物質
として作用していると考えた。 
 PUFA およびその代謝物は、神経幹細胞の
増殖・分化に影響を与えることが報告されて
いる。我々は世界に先駆けて、神経幹細胞の
ニューロンへの分化を DHA が促進させるこ
とを明らかにした (Kawakita et al., 2006)。そ
の後、マウス、サルを用いた研究においても
証明された (Chengwei et al., 2009; Ma et al., 
2007)。また、ARA 投与は神経幹細胞の増殖
を介して統合失調症モデル動物の症状を改
善させることも報告された (Maekawa et al., 
2009)。さらに、ARA 由来のプロスタグラン
ジン類は神経幹細胞の増殖を促進させるこ
とも報告されている  (Katura et al., 2010; 
Yushak et al., 2010)。我々は DHAによる神経
幹細胞のニューロンへの分化促進作用機序
として、DHAは、①神経幹細胞の増殖を促進
し分化を抑制する転写因子 Hes1 の発現量を
低下させ、②細胞周期の G1期から S期への
移行を阻害する p21や p27の発現量を増加さ
せ、③細胞周期を G1－S期で停止させること
を明らかにした(Katakura et al., 2009)。その他
にも多くの細胞内情報伝達機構が神経幹細
胞の増殖や分化の制御に関与している (Mu 
et al., 2010)。しかし、これらの機構に対する
PUFAの影響についての報告はない。 
 
２．研究の目的 
PUFA特に ω-3PUFAによる記憶・学習能を向
上させる機構解明のために、そこに関与する
代謝物、成長因子や受容体を特定することを
目的として研究を行った。 

 
３．研究の方法 
（１）ω-3PUFAによるラットの認知機能の改
善効果 
雄性ラット（6 週齢）を体重が均等になるよ
うに 3群に分けた。第１群には ω-3PUFA（300 
mg/kg体重）、第２群には EPA（300 mg/kg体
重）、第 3群には 5%アラビアゴム水溶液を１
日１回 13週間経口投与した。7週間投与終了
後から放射状八方迷路試験を 4週間行い認知
機能を測定した。 
（２）放射状八方迷路 
八方向の走路のうち４つに報酬餌を置き、ラ
ットが周囲の景色を認識してその４つの場
所を記憶できるかを評価する方法で、短期記
憶（作業記憶エラー数）および、長期記憶（参
照記憶エラー数）両方を評価した。 
（３）脳内 PUFA代謝物の測定 
試料はメタノールと混合し、一晩 -30°Cにて
保存後、遠心分離により除タンパクした。遠
心上清に内部標準物質、蒸留水を加えたのち
0.1 M HClを用いて pH 4付近となるように調
製し、固相抽出カラムを用いて PUFA代謝物
を分離・精製した。回収した試料は窒素流下
で濃縮し、少量の移動相に溶解し、測定試料
とした。高速液体クロマトグラフ－トリプル
四重極型質量分析計 (HPLC-MS/MS, TSQ 
Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific
社)を用いて定量した。 
（４）神経幹細胞を用いた実験 
①神経幹細胞の培養 
ラット胎児（14.5日）の前脳を摘出後、線維
芽細胞増殖因子（FGF）存在下、ニューロス
フェア法により培養した。ニューロスフェア
を回収・分散後実験に供した。 
②神経幹細胞の増殖に対する PUFAの影響 
FGF 存在下で培地に異なる濃度の PUFA、
0.05% BSA（コントロール）、阻害剤を混合し、
神経幹細胞を 4日間培養した。4日後、MTS 
（Promega社）を培地に添加し、37℃で 3時
間培養した。MTSが生細胞によって代謝され
て生成するホルマザンを、490 nmの吸光度で
測定した。 
③神経幹細胞の分化に対する PUFAの影響 
回収した神経幹細胞をポリLオルニチンでコ
ーティングした培養容器に FGF 非存在下で
異なる濃度の PUFAまたは阻害剤を添加した
培地中で培養した。４または７日後に細胞を
PCR、ウエスタンブロッティング、免疫染色
を行った。 
④PCRによる mRNAの測定 
培養した細胞は PBSで洗浄後、isogen（和光
株式会社）を用い、添付されている説明に従
い total RNA を回収した。Total RNA は
QuantiTect Reverse Transcription Kit（Qiagen
社）を用いて cDNA を調製後、QuantiTect 
SYBR Green PCR Kit（Qiagen社）、遺伝子特
異的なプライマー（Hes1, 6, NeuN, MAP2, p21, 
p27, GAPDH）を用いてリアルタイム PCR
（ABI prism 7000 sequence detection system、



Applied Biosystems社）を行った。 
⑤免疫染色 
培養した細胞は、４％パラホルムアルデヒド
を用いて固定後、10％正常ヤギ血清中で１時
間ブロッキングを行い、抗体（Tuj-1, MAP2, 
GFAP, GPR40）溶液中で 1晩反応させた。洗
浄後、蛍光標識した 2次抗体溶液で反応させ、
洗浄後、80%グリセロール中に保存した。共
焦点レーザー顕微鏡でランダムに選択した 7
つの領域について全細胞、各抗体陽性細胞数
を計数し、その割合を算出した。 
⑥細胞周期の測定 
細胞を回収する 3 時間前に BrdUを培地に添
加した。細胞は回収後、BrdU flow kit (BD社)
を用いて細胞の固定、蛍光標識１次抗体との
反応、7-アミノアクチノマイシン D（7-AAD）
による DNA の染色を行い、フローサイトメ
ーター（BD FACSCalibur）を用いて細胞を分
離した。横軸に 7-AADの蛍光強度（DNA量）、
縦軸に FITC-BrdU 蛍光強度（BrdU 標識量）
示した図から、各細胞周期の細胞数を算出し
た。 
 
４．研究成果 
（１）ω-3PUFAによるラットの認知機能の改
善効果（Neurochemical Research, 38, 2124-2135, 
2013.） 
メタボリックシンドロームモデルラット
（SHRcp）に ω-3PUFAを投与後、認知機能を
放射状迷路により評価した。EPA単独よりも
EPA と DHA を混合した場合でより参照記憶
エラー数（長期記憶の指標）の低下が認めら
れた。記憶学習と関係の深い海馬の過酸化脂
質量、活性酸素種量は EPA 単独、EPA/DHA
混合両者ともにコントロール群と比較して
有意に低下していた。しかし、神経細胞の生
存・成長・シナプスの機能亢進などの神経細
胞の成長を調節する脳由来神経栄養因子（Ｂ
ＤＮＦ）量は、EPA/DHA 混合群でのみ有意
に増加していた。このことは、同じ ω-3PUFA
でも EPA単独よりも EPA/DHA混合の方が認
知機能の改善に効果的であることを示唆し
ている。また、EPAは投与後、脳内へ移行す
ることは知られているが、蓄積量は DHA や
ARA と比較すると１００倍以上少ないこと
も EPA 単独での記憶学習能の改善効果が低
い要因の一つと考えられる。現在、ω-3PUFA
投与後の脳内 PUFA代謝物の測定を進め、認
知機能改善効果との相関関係を検討してい
る。 
 
（２）ω-3PUFAによる神経幹細胞からニュー
ロンへの分化促進機構の解明（Stem Cell 
International, 2013, 4904476, 2013.） 
DHA は神経幹細胞からニューロンへの分化
を促進させること報告したが、EPA や ARA
の効果は検討されていなかった。神経幹細胞
を PUFAで処置したところ、ニューロンマー
カーの Tuj-1 陽性細胞数はコントロールと比
較して、DHAまたはEPA添加により培養４、

７日目ともに有意に増加した。しかし、ARA
添加では、このような作用は認められなかっ
た（図１）。 

NSCs の増殖と分化を制御している basic 
helix-loop-helix 転写因子の発現量に対する
PUFAの影響を検討した。抑制性因子 Hes1の
発現量は、DHA により減少し、EPA により
増加した。また、ARA では変化しなかった。
Hes1抑制因子Hes6発現量は EPAでのみ増加
した。Hes1 の標的遺伝子である NeuroD や
Map2 の発現量は、DHA、EPA ともに増加し
たが、ARAでは変化しなかった。次に、細胞
周期に対するPUFAの影響を検討した。DHA、
EPA によって、S 期の細胞は減少し、G0/G1
期の細胞は増加した。また、G0/G1 期から S
期への移行を抑制する p21と p27の発現量は、
DHA、EPAにより増加した。以上より、DHA
は Hes1 の発現を抑制することにより、EPA
はHes6の発現を増加させることにより、Hes1
の作用を抑制し、NSCs のニューロンへの分
化を促進させることが明らかとなった（図
２）。 

 
（３）神経幹細胞における ω-3PUFA 受容体
GPR40の役割 
先の実験結果より、DHA や EPA は受容体を
介して神経幹細胞からニューロンへの分化
を促進させる可能性がある。そこで、本研究
では、遊離脂肪酸受容体 GPR40の神経幹細胞
における役割について検討した。未分化な培
養神経幹細胞では GPR40の発現は mRNAお
よびタンパク質レベルで認められなかった。
しかし、培養後１日後から GPR40の発現量は
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増加していた。4日間分化後の細胞では、Tuj-1, 
GFAP と共に GPR40 陽性細胞が認められた。
二重免疫染色により、GPR40は Tuj-1陽性細
胞だけでなく他の分化した細胞にも発現し
ていることが示された。DHA処置は Tuj-1陽
性細胞数、Tuj-1 mRNAを増加させたが、GFAP
の発現には影響を与えなかった。一方、
GW9805処置は、Tuj-1, GFAP両方の陽性細胞
数、mRNA の発現量を増加させた（図３）。

GW1100 は、GW9805 の作用を抑制したが、
DHAの作用は抑制しなかった。神経幹細胞の
分化を抑制している転写因子 Hes1 mRNAお
よび Hes1の上流で作用するγ-セクレターゼ
mRNA 発現量は、DHA により減少したが、
GW9805による影響は認められなかった。こ
れらの結果から、GPR40アゴニストは神経幹
細胞のニューロン・アストロサイトのいずれ
の分化も促進していると考えられた。しかし、
DHA によるニューロンへの分化促進機構に
は別の細胞内情報伝達経路が存在すること
が示唆された。 
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