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研究成果の概要： 
脳の一過性虚血後には、海馬、線条体、第 3 脳室近傍にて神経幹細胞の増殖応答が得られ、成

長因子投与によってさらに増殖能は更新する。しかし、部位による成長因子応答性は異なるこ

とが判明した。線条体においては、成長因子投与によって２０％近くの神経再生を得ることが

可能であり、電気生理学的、個体機能としても改善が認められた。一方、Notch の発現もこれ

らの神経前駆細胞で更新し、亜急性期にその情報伝達系を遮断することで神経への分化を促進

させることが可能であった。内在性神経幹細胞を用いた様々な神経再生修飾療法の今後の発展

への知見を得ることができた。 
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１．研究開始当初の背景 
内在性神経間細胞が哺乳類成体脳に存在す
ることが広く知られており、脳虚血後の海馬
CA1 領域においても、成長因子投与によって
４０％近い神経再生と個体認知機能の改善
が得られることが、我々の研究で判明した。
これらの神経幹細胞による神経再生が脳の
他部位にてどの程度可能であるかに関して
の定量的な解析は充分行われておりず、臨床
へもつながる効率的療法となるか否かは不
明であった。特に、神経幹細胞の増殖応答に
部位特異性があるのか、また増殖期以外の時
期、特に分化過程での神経分化を促進させる
ことは可能であるのか、等が今後の効率的治

療法の開発には重要な課題となってきてい
た。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、まず脳虚血後に各部位
の神経幹細胞がどのような挙動をするかを、
増殖率を指標に検討することを目的の第一
とした。第 2 に線条体に直目して神経幹細胞
の挙動を解析し、成長因子による増殖過程の
増幅効果、およびその後の神経前駆細胞の遊
走、また損傷部位での形態学的な成熟過程を
追跡し、本療法でどの程度効率的に神経再生
が可能かを定量的に検討することを目的と
した。第 3 には、増殖期以降の神経分化の過



程を得に Notch 受容体に着目して検討し、そ
の阻害薬がどの程度神経分化に影響を与え
るかを検討した。 
 
３．研究の方法 
ラットの一過性全脳虚血モデルを用い、神経
幹細胞の標識として BrdU腹腔内投与による
標識を行った。 
（１）神経幹細胞の部位応答特異性の検討：
上記脳虚血モデルにて、海馬 CA1 領域、歯
状回、前脳室下帯（線条体）、第 3 脳室壁の 4
カ所に直目して増殖期にある神経前駆細胞
の増殖応答を BrdU標識細胞数として定量的
比較を行い、同時に成長因子による効果も検
討した。成長因子として IGF-I, EGF, 
FGF-2,EPO,BDNF, Notch ligand DLL4 を
用いた。 
（２）線条体の神経再生：上記モデルを用い
て線条体に９５％以上の強い神経細胞死を
誘導するモデルを作成した。EGF, FGF-2 を
脳室内に 3 日目より 3 日間投与し、急性期の
神経前駆細胞の増殖、損傷部位への BrdU 細
胞の遊走、損傷部位での神経細胞数の定量的
変化、当該部位での部位特異的神経分化など
を形態学的に検討した。また、スライスを用
いて電気生理学的検討を行い、個体の行動解
析として stair case test を行った。 
（３）Notch の発現解析とその阻害薬の神経
分化に及ぼす影響：本検討では、一過性全脳
虚血モデルを用いて、海馬での Notch 受容体
の発現を免疫組織学的に検討した。また、上
記と同様の成長因子を投与した場合の Notch
発現への影響、BrdU 陽性細胞数（増殖細胞
数）への影響などを急性期に検討した。一方、
亜急性期（虚血 7 日目移行）に Notch 受容体
を切断して細胞内に情報を伝達する過程の
阻害薬（ガンマセクレターゼ阻害薬）の効果
を、神経分化への過程で存在する neuroblast 
marker である DCX 陽性細胞数で比較し、最
終的成熟神経細胞数として有意な差が有る
か否かを定量的に解析した。 
 
４．研究成果 
（１）神経幹細胞の部位応答特異性の検討： 
脳虚血急性期に各種成長因子を投与し、急性
期の各部位での神経幹細胞の増殖応答を、
BrdU 陽性細胞数として比較した結果、各部位
で特異的応答をすることが判明した。前脳室
下帯(aSVZ)では EGF, FGF-2 が有効であり、
DLL との 3 者併用療法にてさらに 2 倍以上の
応答が得られた(a)。一方、海馬歯状回で応
答はきわめて限局的であり、EGF と FGF の併
用にてようやく有意差が出る程度であった
(b)。一方、同じ海馬でも CA1 領域に存在す
る神経幹細胞(pPV)は、EGF と FGF の単独では
効果が出現しないものの、その併用にて突出
した増殖応答が得られた(c)。第 3 脳室壁近

傍視床下部（HT）では、FGF-2 に対してのみ
著明な応答をし、DLL4 の併用にてさらに 2倍
近くの相乗効果が得られた(d)。これらの知
見から、各部位に有効であった成長因子は
EGF, FGF の併用であった、DLL4 の併用効果
などを考慮すると、明らかな部位応答特性を
有していることが判明した。 
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（２）線条体の神経再生：上記所見をもとに、
急性期に EGF と FGF-２併用療法を行い、線
条体での神経細胞数の計測を行った。その結
果、対照群に比較して 3 倍の神経細胞が 6 週
後には回復しており、神経再生による効果が
強く考えられた。分裂抑制薬である Ara-C を
成長因子と同時期に短期間投与すると、これ
らの５０％以上の神経細胞が消失し、急性期
に分裂した細胞（神経幹細胞）に由来するも
のであることが強く示唆された。 
 そこで、急性期に BrdU にて神経幹細胞を
標識したところ、前脳室下帯から外側の損傷
部位に DCX を発現してつつ遊走する
neuroblast が確認された。遊走後には、6 週
から 12 週にかけて ChAT, PV, DARPP-32 陽
性細胞など、部位得意的神経分化を遂げてい
た。 
 これらの神経細胞を、スライスにて電気生
理学的に検討すると、6 週頃にはまだ有意な
活動電位が観察されなかったが、20 週以降に
はほぼ成体の成熟投射性神経と同等の特徴
を備えた神経細胞へと変化していた。 
 最後に、個体機能として stair case test に
て pelletを取り上げる巧緻運動機能を検討す
ると、2 週後には vehicle, 成長因子投与群の
両者にて著明な障害が認められたが、6 週後
には成長因子投与群でのみ有意な回復が得
られた。これらは、短期間の成長因子投与に
て、形態学的、電気生理学的、個体行動学的
レベルにて、有意な神経再生が線条体にて可
能であることを示唆している。 
（３）Notch の発現解析とその阻害薬の神経
分化に及ぼす影響：Notch 受容体は、胎生期
には神経前駆細胞の増殖と促進させる一方
で分化を抑制し、前駆細胞のプールを拡大す

る作用を有していることが示されてきてい
る。Notch の発現が成体脳虚血後に発現して
いるか否かに関しての検討は十分になされ
ていなかった。今回の研究では、まず脳虚血
後に成長因子を投与して Notch が発現して
いるか否かを免疫組織学的に検討した結果、
明らかに陽性細胞が増加し（図２，A,B,C）、
BrdU および Nestin と共染色されていたこ
とは（図２，D）、神経幹細胞にて Notch 受
容体が発現していることを示していた。また、
Notch 受容体が活性化された intracellular 
domain である NICD の発現を Western blot
にて検討した結果、Day 5 に明らかな増加が
認められた（図３）。 
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次に、Notch 受容体活性化阻害剤であるガン
マセクレターゼ阻害剤を Day5 から投与する
と、Day10 には有意に NICD の増加を抑制する
ことができた（図３）。このことは、同阻害
剤が Notch情報伝達系を亜急性期に有効に抑
制可能であることを示している。Day12 には、
神経細胞への分化を示す DCX陽性細胞が明ら
かに増加していることも、DCX 免疫組織学的
検討にて分かった（図４B,C））。最終的には、
Day28 での神経細胞数を海馬 CA1にて検討し
た。Paraffin 切片にても NeuN 免疫組織にて
も明らかな神経細胞の増加が認められた（図
5）。     図５ 

統計学的検討でも、有意に成熟神経細胞数の
増加が認められた。 
       図６ 

これらの知見は、胎生期だけでなく成体脳に
おいても Notch 受容体が神経幹細胞の増殖、
分化に関与していることを示し、さらにその
亜急性期における阻害が、神経幹細胞から神
経への分化を促進させた。これらの知見は、
内在性神経幹細胞を用いた再生療法を考慮
するとき、増殖期だけでなく分化の過程も外

因性に制御可能なことを示しており、今後の
さらなる発展が期待される。 
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