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研究成果の概要（和文）：脳の大部分では、成体になるとニューロンは新生されないが、海馬では成体になってもニュ
ーロンの新生が続いている。この成体ニューロン新生という現象は、傷害された脳組織も再生できるという希望を抱か
せる。このいつまでも続くニューロン産生を解明するために、胎生期～生後の海馬ニューロン新生の移行期について研
究した。我々は胎生期と生後初期で神経前駆細胞の性質が異なることを見出した。その上、ニューロン新生部位周囲の
細胞が重要な働きをすることを明らかにした。これらの結果は、海馬の継続的なニューロン新生には、神経前駆細胞の
性質の変化や周囲の細胞から分泌されるシグナル分子が関係していることを示している。

研究成果の概要（英文）：In the hippocampus, neurons continue to be generated even in adults. The 
phenomenon of adult neurogenesis raises hopes of regenerating injured brain tissue. In order to 
understand the persistent neuronal production, we investigate the embryonic-to-postnatal transition of 
neurogenesis in the hippocampus. We found that the property of neural progenitors is different between 
embryonic and early postnatal stages. Postnatal and adult progenitors express two stem cell-related 
proteins, GFAP and BLBP, but embryonic ones express GFAP only. Furthermore, cells surrounding the 
neurogenic region play an important role in the neurogenesis. They secrete a morphogen, CXCL12, while 
progenitors have the receptor, CXCR4. The inhibition of the signaling affects differentiation and 
migration of progenitors. These results suggest that the persistent neurogenesis is involved in 
alteration of the property of progenitors and a signal molecule secreted by supporting cells around the 
neurogenic region.

研究分野： 神経発生学

キーワード： 海馬　神経幹細胞　成体脳ニューロン新生　ニューロン分化　移動　シグナル分子
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１．研究開始当初の背景 
	 ニューロンの新生は、脳の大部分では胎生
期〜生後初期に起こり、成体では起こらない。
しかし、海馬歯状回の顆粒細胞層の内側では、
成体になっても例外的にニューロンの新生
が続いている。成体海馬のニューロン新生は、
1960 年代に Altman によって発見されたが、
その後無視されてしまった。我々は、1990
年代初めに、神経接着分子（NCAM）の糖鎖
ポリシアル酸（PSA）が、成体海馬の歯状回
で新生するニューロン（顆粒細胞）の特異的
なマーカーになることを発見し、以後 20 年
以上、成体脳のニューロン新生機構を詳細に
解析してきた。その間、成体脳のニューロン
新生は、記憶・学習機構、てんかん、脳虚血、
精神神経疾患、再生医療など様々な分野で注
目されはじめ、現在世界中で活発に研究が進
められている。また、成体海馬歯状回でニュ
ーロンを新生する神経幹細胞は、ニューロン
を生み出すにもかかわらず、グリア線維性酸
性タンパク（GFAP）や脳脂肪結合タンパク
（BLBP）を発現することが明らかになって
いる。このことから、我々はここ 10 年ほど、
GFAP-GFP トランスジェニックマウスを用
いて海馬のニューロン新生の研究を行って
いる。生後初期の GFAP-GFP トランスジェ
ニックマウスの海馬の切片培養を行い、タイ
ムラプス観察をした研究では、生後初期でも
GFAP 陽性神経幹細胞からニューロンが産
生されていることを証明した。その後、「成
体海馬のニューロン新生機構を真に理解す
るためには、胎生期〜成体期までのニューロ
ンの連続性を考える必要がある」との考えか
ら、胎生期の GFAP 発現細胞の起源を調べた
ところ、GFAP 発現神経幹細胞/前駆細胞は、
海馬采背側の部位から発生し、歯状回に移動
していることが明らかになった。また、海馬
の顆粒細胞の神経幹細胞/前駆細胞は BLBP
陰性であり、BLBP 陽性の大脳新皮質の神経
幹細胞/前駆細胞とは性質が異なることも明
らかになった。 
 
２．研究の目的 
現在、成体海馬のニューロン新生は、再生医
療、記憶・学習機構、精神疾患など様々な分
野で注目され、精力的に研究されている。し
かし、成体海馬のニューロン新生機構を真に
理解するためには、胎生期のニューロン新生
が、脳の大部分では生後に終わるにもかかわ
らず、海馬ではどのようにして生後〜成体期
まで継続されるのかといった問題を解決す
ることが重要である。本研究では、海馬のニ
ューロン新生の連続性に着目し、胎生型から
生後型へのニューロン新生様式を解析し、そ
の転換機構を探ることを目的としている。こ
のメカニズムが解明されれば、脳の任意の部
位にニューロンを新生させることも可能に
なり、再生医学の研究に大いに貢献すること
が期待される。 
 

３．研究の方法 
１）各種分子マーカーにより胎生期と生後の
神経前駆細胞に発現する分子の違いを解析
した。 
	 海馬歯状回の顆粒細胞前駆細胞は、GFAP
を発現するが、BLBPを発現しない。しかし、
成体の顆粒細胞前駆細胞は、GFAP と BLBP
の両方を発現する。そこで、GFAP-GFP マ
ウスを用い、成体型の GFAP+/BLBP+神経前
駆細胞が出現する時期を検討した。E17, P0, 
P1, P6 , P14 の GFAP-GFP マウスの脳を 4%
パラフォルムアルデヒドで固定した。PBS で
洗浄後、10-20%蔗糖含有 PBS に浸漬し、OCT
コンパウンドで凍結包埋した。クリオスタッ
トで 20μm の切片を作成後、抗 GFP、抗
BLBP で染色した。 
 
２ ） 神 経 幹 細 胞 の 起 源 を 知 る た め に
BLBP-CreER マウスを使って BLBP 陽性細
胞の発生運命を追跡した。 
	 BLBP 陽性細胞の発生運命を知るために、
BLBP-CreERT2 マウス（理化学研究所の細
谷俊彦先生より入手）と Ai9 レポーターマウ
スを掛け合わせ、胎生 16-18 日目にタモキシ
フェンを投与し、生後 2-3 週目の BLBP 陽性
細胞を解析した。生後の BLBP 陽性細胞が、
神経幹細胞の特徴である放射状の突起をも
ち、Sox2、nestin、GFAP などを発現してい
るかどうかを検討した。 
 
３）海馬歯状回の顆粒細胞層の形成に重要な
分子を探索する目的で、DNA マイクロアレ
イにより、胎生 18 日目のマウスの大脳新皮
質と海馬で発現している分子を比較した。 
	 妊娠 18 日目のマウスから、胎仔を取り出
し、脳を摘出する。その後、新皮質と海馬を
切り取り、ドライアイスで凍結する。そのサ
ンプルを共同研究者の昭和大学・解剖の塩田
清二先生に送り DNA マイクロアレイによる
解析を依頼した。興味のある分子については
Allen Brain Atlas で mRNA の発現を調べ、
顆粒細胞層の形成に重要な分子かどうかを
判断する。 
 
４）DNA マイクロアレイによって、海馬で
は、CXCL12/CXCR4 が新皮質より多く発現
していることが明らかになったので、海馬発
生過程における CXCR4 分子の発現と機能を
調べた。CXCR4 の発現は抗 CXCR4 抗体を
用いた免疫組織化学によって調べた。CXCR
４の機能は、CXCL12 のアンタゴニストであ
るAMD3100を脳室内に投与することによっ
て調べた。 
	 
４．研究成果	 
	 
１）	 胎生期〜生後における GFAP 発現神

経前駆細胞の性質を調べる目的で、E17,	 
P0,	 P1,	 P6,	 P14,	 P60（2M）の GFAP-GFP
マウスの海馬における BLBP の発現を調



 

 

べた。	 
	 その結果、GFAP-GFP 陽性細胞は生後に BLBP
陽性となり、急速にその割合を増加させてい
ることが明らかになった（図１）。	 
	 

	 
	 

	 
図 1	 E17〜P14	 GFAP-GFP マウスにおける GFP
（緑）と BLBP（赤）の発現。	 
	 
	 
	 P6 では歯状回門と顆粒細胞層に GFAP-GFP
陽性細胞が分布している。この両者において
BLBP 陽性細胞が見られた（図２）。顆粒細胞
増に存在する GFAP-GFP+/BLBP+細胞では、放
射状の突起をもつ細胞もみられた。	 
	 

	 
図 2	 P6	 GFAP-GFP マウスにおける GFP（緑）
と BLBP（赤）の発現。顆粒細胞層と歯状回門
が示されている（A1-4）。灰色は DAPI による
核染色。黄色の細胞は GFAP-GFP と BLBP を共

発現している細胞である。B1,	 B2 では顆粒細
胞層の拡大像が示されている。	 
	 
	 
	 P14 では GFAP-GFP 陽性細胞は主に、顆粒細
胞層内側の顆粒細胞層下帯に分布していた。
顆粒細胞層に存在する放射状型の細胞は P6
よりも多いように見えた。	 

	 
図 3	 P14	 GFAP-GFP マウスにおける GFP（緑）
と BLBP（赤）の発現。顆粒細胞層と歯状回門
が示されている。灰色は DAPI による核染色。
黄色の細胞は GFAP-GFP と BLBP を共発現して
いる細胞である。	 
	 
	 
GFAP-GFP 陽性細胞中の BLBP 陽性細胞の割合
を定量した結果、生後になって急速に
GFAP-GFP+/BLBP+細胞が増えていることが明
らかになった（図 4）。GFAP と BLBP は成体の
神経幹細胞/前駆細胞に発現している分子で
ある。従って、海馬顆粒細胞の神経幹細胞/
前駆細胞は、生後に胎生型から成体型へ急速
に変化すると考えられる。	 
	 

	 
図 4	 	 GFAP-GFP マウスにおける GFAP-GFP 陽
性細胞の中の BLBP 陽性細胞の割合。	 
	 
	 
２）BLBP陽性細胞の発生運命を知るために、



 

 

BLBP-CreERT2 マウスと Ai9 レポーターマ
ウスを掛け合わせ、胎生 16-18 日目にタモキ
シフェンを投与し、生後 2-3 週目の BLBP 陽
性 細 胞 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、
BLBP-CreERT2 マウスのプロモーターが正
しく働いていないことが判明した。そのため
BLBP発現細胞の発生運命を追跡できなかっ
た。このことから、現在、BLBP-CreERT2
による発生運命追跡実験を中止している。こ
れ に 変 わ る 実 験 と し て 、 現 在
GFAP-CreERT2 マウスを作製中である。ま
た 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン の プ ラ ス ミ ド
（pT2L-CAG-mCherry:pCAGGsTp）を使っ
て、増殖性の神経前駆細胞を追跡する実験を
開始した。このプラスミドでは分裂を続ける
細胞の発生運命を追跡できる。これに対し
pCAGGs-BFP プラスミドを用いた標識では、
増殖性の高いものは標識が消えてしまう。こ
のことから、増殖性活性の高い前駆細胞と増
殖活性の低い前駆細胞を区別できる。このシ
ステムを用いて、胎生期と生後の神経幹細胞
/前駆細胞の性質を調べている。	 
	 
	 
3)	 DNA マイクロアレイを用いて、E18 マウス
胎仔における大脳新皮質と海馬の発現分子
を比較した。この実験結果から、CXCR4 に着
目した。海馬の CXCR4 の発現は、大脳新皮質
よりも、3-5 倍多かった。また、Allen	 Brain	 
Atlas において、CXCR4 の mRNA 発現部位を調
べたところ、胎生期において、海馬の顆粒細
胞前駆細胞が出現する部位、および移動する
部位で強い発現が見られた。また、そのリガ
ンドである CXCL12 分子の mRNA 発現分布を調
べたところ、顆粒細胞前駆細胞の移動先であ
る海馬溝や歯状回の髄膜に強い発現が見ら
れることが明らかになった。このことから、
CXCR4 は、顆粒細胞前駆細胞の産生や移動に
関与する可能性があると判断し、CXCR4 に着
目して研究を進めることにした。	 
	 
4)	 DNA マイクロアレイによって、海馬では、
CXCL12/CXCR4 が新皮質より多く発現して
いることが明らかになったので、海馬発生過
程における CXCR4 分子の発現と機能を調べ
た。免疫組織化学によって海馬における
CXCR4 の発現を調べたところ、移動開始地
点の脳室層では、細胞質全体に分散して発現
していたが、移動中およびその終着点である
海馬歯状回では、細胞質で凝集し点状の発現
が見られた。免疫系の細胞では、CXCR4 は
CXCL12 シグナルによって細胞内に取り込
まれ、凝集することが知られているので、こ
の顆粒細胞の前駆細胞においても、CXCR4
が細胞内に取り込まれ、凝集している可能性
がある。 
	 また、CXCL12 のアンタゴニストである
AMD3100 を胎仔脳室内に投与したところ、
GFAP-GFP 発現神経前駆細胞が、海馬溝の
外側に異所性に多数存在していた。このこと

から、CXCL12/CXCR4 シグナルは、GFAP
発現神経前駆細胞の移動に関与することが
考えられる。また、そのシグナルの作用には、
CXCR4 分子の細胞内凝集が関与する可能性
があると思われる。 
	 

図 5	 対照群マウス（A）と AMD3100 投与群マ
ウス（B）における CXCR4 の発現。VZ,脳室層、
DMS,dentate	 migratory	 stream、DG,歯状回。	 
	 
	 

	 
図 6	 GFAP-GFPマウスにAMD3100を投与した。
対照群マウス（A,B）と AMD3100 投与群にお
ける P73（赤）と GFAP-GFP（緑）	 
	 
	 
以上の結果から、海馬歯状回の顆粒細胞層を
形成する神経幹細胞/神経前駆細胞は、胎生
期には GFAP 陽性だが、生後になると
GFAP/BLBP 陽性となり、その性質を変えるこ
と、そして、神経前駆細胞の移動には
CXCL12/CXCR4 シグナルが関与することが示
唆された。	 
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