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研究成果の概要（和文）： 

神経幹／前駆細胞 (NPCs)へのストレス刺激は、様々な病態と関連することが指摘されているが、

未だその詳細な機構について全容解明に至っていない。そこで本研究では、NPCsがストレス（特

に物理的ストレス）に曝露された時の細胞応答と、その分子メカニズムの解明を目的として研

究を行った。その過程で、神経保護因子プログラニュリンを中心としたストレス応答の重要性

を明らかにし、原著論文ならびに国際学会において報告した。さらに、NPCsへの微弱な物理的

ストレス付与が NPCsの分化に影響を与えることを初めて見出すことができ、現在そのメカニズ

ム解明を鋭意進めている。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Accumulated evidence suggests that the stress, including physical stress influence on 
neural progenitor cell fates, which resulted in various neuronal disorders. The aim of 
present study is to understand the underlying mechanisms how those stress, especially 
physical stresses, regulate NPC functions. Initially, because we found that the 
expression of progranulin (PGRN) is induced in response to those stresses, we analyzed 
and reported the effects of PGRN on NPC functions. We also found that nano materials 
induced physical stress on NPCs and controlled cellular functions. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、力学的（メカニカル）刺激をはじめ

とする物理的刺激に対する生体応答、細胞応

答が注目を集めている。物理的刺激は、例え

ば、骨格筋や心筋の収縮伸展、創傷治癒、血

流量変化、骨代謝、腫瘍形成や転移などの生

理・ 病理現象において発生しており (Cell 

Signal 19: 881-, 2007, Sci STKE 2004: RE12, 
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2004, Endocr J 49: 1-, 2002 他)、このよう

に発生した物理的刺激は、各々の臓器・組織

構成細胞にストレスとして感知され、細胞の

移動、形態変化、増殖、分化、死など様々な

生理応答を制御することがわかってきた 

(Curr Opin Cell Biol 10: 232-, 1998他)。

一方、例に挙げた生理・病理現象以外にも物

理的ストレスが発生する例は多数あると考え

られるが、物理的ストレス研究自体が比較的

新しいこともあり、他の細胞・組織・臓器に

おける物理的ストレスについては未だ不明な

点が多く残っている。 

特に脳神経系では、成長時・神経再生時に

おける神経細胞移動・神経突起伸長に伴う生

理的なものから、脳外傷、脳腫瘍、頭蓋内血

流量・脳脊髄液の増加などの病理的なものま

で様々な要因によって物理的ストレスが生じ

ており、正常な動物の成長・発達や脳神経系

疾患などに重要な役割を担っていると考えら

れる。一方、そのような脳神経系構成細胞の

物理的ストレス応答はこれまでほとんど明ら

かになっていなかった。 

２．研究の目的 

 神経幹／前駆細胞  (neural progenitor 

cells; NPCs)は、自己複製能を持つだけでな

くニューロン、アストロサイト、オリゴデン

ドロサイトなど脳神経系を構成する多種多

様な細胞の前駆細胞となり、神経新生に重要

な役割を果たしている。一方、NPC への酸化

ストレス負荷は、c-Jun terminus kinase 

(JNK)の持続的活性化を介した細胞死などの

細胞応答を示し、in vivo でも様々な脳機能

障害と深く連関することが示されている。本

研究計画では、この NPC に注目し、NPC にお

けるストレス応答を深く理解し、さらに物理

的ストレス制御因子の探索ならびにその作

用機序を明らかすることを目的とした。 

３．研究の方法 

 野生型マウス胎児間脳あるいは海馬領域

より、神経幹／前駆細胞 (NPCs)を単離し、

Neurosphereとして培養を行った（継代数 2-3

を使用）。その後、様々なストレス刺激を与

えた後に、以下の細胞応答を計測した。 

(1) 細胞増殖能 

ストレス処理後 24-72 時間の細胞増殖は、細

胞数の直接計数あるいは BrdU 取り込みによ

り測定した。 

(2) 細胞分化能 

細胞分化誘導のために、浮遊培養から接着培

養法に切り換え 3-5日間培養後、ニューロン、

アストロサイト、オリゴデンドロサイトへの

分化割合を免疫染色法によって測定した。未

分化細胞の割合は、Nestin 発現量を指標とし

て解析した。また、ニューロンの細胞突起伸

長については、伸長距離のみならず、枝分か

れ頻度などについても詳細に検討した。 

(3) 細胞死 

細胞死については、ストレス処理後 24 時間

後、ラクトースデヒドロゲナーゼ (LDH)の培

養液中への放出量を指標に測定、また、細胞

死の中で特にアポトーシスについては TUNEL

法を用いた検討を行った。 

(4) 分泌タンパク質測定 

ストレス処理 24 時間後に分泌タンパク質の

発現量をリアルタイム PCR 法で、また分泌量

を ELISA 法で測定した。 

 

４．研究成果 

(1)各種実験方法の確立 

 神経幹／前駆細胞 (NPCs)のみならず、培

養細胞を用いたストレス研究の鍵となるの

は、適切な培養条件やストレス負荷条件を設

定し、いかに動物個体の生理学と対応させた

形での研究系を組めるかにある。報告者は、
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したことに伴い、物理ストレスを測定するた

めの諸条件の検討を行った。野生型胎児脳海

馬より神経幹／前駆細胞 (NPCs)の単離・培

養方法を確立、その後、研究実施計画に基づ

き、実験系の確立を行った。 

 

(2) ストレスに応答して発現上昇する PGRN

に関する研究 

 これらの研究系構築のためにメカニカル

ストレスの代替刺激として、汎用されている

酸化ストレスを付与していたが、その中で酸

化ストレス依存的に成長因子プログラニュ

リン (PGRN)の発現・分泌が上昇することが

見出された。 

 PGRNは神経保護作用を持つ成長因子で、近

年、認知症のひとつである前頭側頭葉神経変

性症との関連が指摘されてきている。そこで、

ストレスに応答して発現上昇する PGRN の生

理作用についてさらに詳細な解析を行うこ

ととした。野生型マウス由来神経前駆細胞 

(WT-NPCs)における PGRNの分泌について検討

したところ、培養液中に高濃度の PGRN が検

出された。次に、WT-NPC およびノックアウト

マウス由来神経前駆細胞（KO-NPCs）の増殖

に対する PGRN 添加の効果を調べた結果、

KO-NPCs でのみ細胞増殖が促進された。

WT-NPCs では内因性の PGRN により、PGRN 添

加の効果が観察されなかったものと考えら

れた。 

 PGRN の細胞増殖促進機序を調べるために、

幾つかのシグナル分子のリン酸化を解析し

た結果、PGRN に応答した GSK3βのリン酸化

（不活性化）が観察された。さらに、GSK3β

阻害剤も神経前駆細胞の増殖を促進するこ

とが明らかとなった。一方、PGRNは神経前駆

細胞から神経細胞／グリア細胞への分化や

細胞死に対しては影響を与えなかった。まと

めると、PGRN は GSK3βの不活性化を介して

神経前駆細胞の増殖を促進するという生理

活性を持つことが示唆され、発生段階や成長

後の神経新生に重要な役割を果たしている

と考えられた。以上の結果は、国際学会（米

国神経科学会）で報告すると同時に、3 報の

学術論文として発表した (研究成果参照)。 

 本研究は現在も継続しており、ストレス以

外の刺激 (ex. 細胞外栄養、脂溶性ホルモン、

分化刺激など)によって PGRN発現パターンが

どのように変化するか、またその発現制御メ

カニズムにはどのようなものがあるかにつ

いても解析を行っている。特に最近、性ステ

ロイドやレチノイン酸での発現上昇、また糖

質コルチコイドでの発現低下を観察してお

り、ストレス依存的な PGRN 発現制御とのク

ロストークなどについても解明を進めてい

く予定である。 

 

(3)物理的ストレス付与による NPCsの運命制

御 

 同時に、研究計画に従って、NPCsに物理的

ストレスを付与し、細胞応答を観察した。当

初予定としては、伸展ストレスを与える研究

系での解析を行う予定であったが、細胞接着

性の問題、装置部の温度上昇などの問題が解

決されず、本方法での研究継続には時間がか

かると判断された（現在も装置改良を進めて

いる）。そこで、並行してカーボンナノチュ

ーブ (CNT)をはじめとするナノ素材添加に

よる物理的ストレスを NPCs に付与し、生理

作用を明らかにするための研究を行った。そ

の結果、低濃度の CNT刺激によって、NPCsか

らのアストロサイト分化誘導が増強される

こと、またニューロンの突起伸長が促進され

るとの予備的な知見を得た。これらの効果は、

一般的に細胞毒性が生じるとされている高

濃度 CNTによっては観察されなかったことか

ら、低濃度特異的な現象と考えられた。従っ



 

 

て、神経幹／前駆細胞 (NPCs)における微弱

な物理的ストレス付与は少なくとも NPCs の

分化過程に正の影響を与える可能性が示さ

れた。以上の結果も平成 24 年度中に国内学

会あるいは国際学会で発表予定である。 

 

(4)総括 

 以上の研究成果をまとめると、物理的スト

レスは、一般的な酸化ストレスと同様に NPCs

の運命制御に重要な役割を果たしている可

能性が強く示唆された。さらに、このストレ

ス依存的な生理変化は、そのストレス刺激の

強度に極度に依存することがわかった。すな

わち、細胞死などを誘導するようなストレス

であっても、微弱であれば細胞生存に正の役

割を果たす場合もある。このような二相性は、

酸化ストレスをはじめとする様々な刺激で

も見出されることが示されてきており、細胞

が保持している「ストレスに対するユビキタ

スな防御反応」であることが強く示唆される。

今後、動物個体に対するナノ素材などを用い

た適度な物理的ストレス付与が、NPCsをはじ

めとする脳神経系構成細胞に正の影響を与

えうるか確認を進めていく予定である。 
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