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研究成果の概要（和文）：認知症は神経変性に伴う記憶や判断の欠落に加え個の尊厳も欠落させる。治療をサポートす
る側にも多大な負担となり、既に大きな社会問題となっている。現在対症療法しかないため根治的な治療法の開発が望
まれているため、私は神経細胞移植による再生医療が認知症の根治的治療法となると考え研究を進めてきた。最初にヒ
トiPS（hiPS）細胞から神経細胞を分化誘導し、この細胞を認知症モデルマウスに移植する系を確立した。移植の結果
、認知機能の改善が見られた。さらにマウス脳サンプルの解析の結果、移植神経細胞が欠落した神経系の再構築を促進
し、認知機能改善に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dementia is a memory loss disorder, which is caused by a variety of brain 
diseases.There is no fundamental treatment yet. Cell replacement is one of the radical treatments on 
regenerative medicine and hiPS cells are very useful source for inducing functional cells required for 
regeneration. We first developed neural stem/progenitor cells from hiPS cells. Then, I transplanted the 
neuronal precursors into the PDAPP mice brain. Morris water maze test was conducted 14 days before and 45 
days after the transplantation to assess the spatial memory and learning of PDAPP mice. After the 
transplantation, mean platform escape latency of the transplanted PDAPP mice was shorter compared with 
that of vehicle injected PDAPP mice.The grafted cells differentiated into both cholinergic neurons and 
GABAergic neurons in the cortex and hippocampus. The restoration of both cholinergic neurons and 
GABAergic beurons may be importantly associated with the improvement of cognitive dysfunction.

研究分野：再生医療
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  １版



１．研究開始当初の背景 

認知症患者数は2025年には470万人を越えると推

計されているが（2013 年厚生労働省）、神経変性

疾患であるため根治的な治療法は無く、早急な根

治的な治療法の開発が強く望まれている。 

近年、幹細胞を用いた再生医療が注目されている。

さらに Yamanaka らにより報告されたヒト iPS

（hiPS）細胞の樹立は「ヒトに適用可能な再生医

療」の実現を強く期待させる研究成果であった。

さらに、ここ数年来の研究は成人脳における神経

幹細胞の存在を明らかにしてきた。これは「中枢

神経系に対する再生医療」実現の可能性を示唆す

る研究成果であると考える。 

これらの知見を踏まえ、私は認知症で欠落した神

経を再生し、認知症の根本的な治療法の開発を目

指すこととした。 

 

２．研究の目的 

認知症は脳神経の変性、壊死等によって起こり、

正常な知能が後天的に低下した症状を示す。生き

ながらにして「個」を失い、また治療をサポート

する側に一方的に負担がかかるため、介護の面か

らも既に年大きな社会問題となっている。認知症

の改善のためには失われた神経を補填し機能的に

再生させることが必要であるが、そのためには「適

切に神経（前駆）細胞分化を誘導し的確な部位に

移植する」ことが必要となる。 

 本科学研究費補助金内における研究で、我々は

hiPS 細胞からの神経（前駆）細胞の分化誘導と誘

導神経細胞の移植による認知症改善の可能性につ

いて検討する事を研究目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) hiPS 細胞の培養 

実験で使用する hiPS 細胞は RIKEN Cell Bank か

ら既に購入している（cell name : 253G1, cell 

number : HPS0002）。培養方法はRIKEN Cell Bank

の方法に従い、フィーダー細胞としてマウス繊維

芽細胞（MEF）を用いる。 

 

(2) 神経（前駆）細胞の分化誘導 

 hiPS 細胞を培養皿から解離後、浮遊培養を 4 日

間行い胚様細胞塊 (embryoid body : EB)を作製す

る。次に EB をフィブロネクチンコート培養皿に

播種する。24 時間後培地を分化培地に交換し、同

時にレチノイン酸(RA)、ソニックヘッジホック

(SHH)、ノジン(NOG)を加える（1 次刺激）。48 時

間培養後、再度 RA、SHH、NOG を加える（2 次

刺激）。RA は様々な生理活性を持つが、低濃度の

RA は神経分化に重要である。SHH は胎生期の神

経分化に重要であり、主に前脳型の神経の誘導に

重要である。また NOG は骨形成因子(BMP)を抑制

し未分化外胚葉細胞から中枢神経細胞を誘導する。

刺激後 day5 の細胞を移植に用いる。 

 

(3) 認知症モデルマウスへの移植 

hiPS 細胞由来神経（前駆）細胞を認知症モデル

マウス PDAPP の海馬 hilus 部に移植する。麻酔導

入後、ステレオタキシスでマウスを固定し正確な

位置に移植を行う。移植前日より cyclosporine 

(3-8mg/kg)の投与を行い、拒絶反応を抑制した。頭毛を

除去した後、正中線上を 1.5cm 程度切開する。頭

蓋骨表面を露出させた後、ブレグマから小脳側に

-2.4mm、正中線から外側±2.0mm の場所をドリ

ルで骨を削る。誘導神経細胞をハミルトンシリン

ジに吸引した後(2 x 105 cells /2μl)、、削った部位に垂

直にハミルトンシリンジをセットし脳表から

2.0mm の深さまでゆっくり挿入する。1.2mm ゆ

っくり引き上げ、慎重に細胞を注入する。5 分静

置した後、反対側にも同様に細胞を注入する。 

 

(4) モリス水迷路による認知（空間記憶）能改善

効果の検討 

モデルマウスへの移植は 10 週齢で行う。移植前

(1st trial)と移植後 2 週間(2nd trial)及び 6 週間(3rd 

trial)でモリスの水迷路(MWM)テストを行い、移植

の効果、認知機能の改善について検討する。MWM

は 1984 年リチャード・モリスによって開発され

たげっ歯類の空間記憶（学習）能力を評価する方

法であり、得られたデータは海馬の機能を反映し

ていると考えられてる。現在、世界的で標準的に

用いられている。2000 年には認知症モデルマウス



用改良した方法を発表されており(Chen et al., 

2000)、我々もこの方法を参考に作製したプロトコ

ールにて評価を行って来た。 

 

(5) 脳凍結切片作成及び免疫染色による移植細胞

の分化状態と神経回路形成についての検討 

最終の MWM テストが終了したマウスは 4%パ

ラホルムアルデヒド（PFA）で還流固定し、脳を

摘出した後凍結サンプルとする。これを 30mm に

薄切し（Leica CM 1850;Leica Biosystems, 

Nussloch, Germany)、脳切片サンプルとして染色

に用いる。免疫染色の前に HE 染色を行い組織学

的な検討を行う(Wako Pure Chemical Industries, 

Osaka, Japan)。研究で使用する抗体は、 

Mouse anti-βIII-tubulin (Promega,Madison, WI), 

rabbit anti-microtubule association protein2 

(MAP2, CST, Danvers,MA), rabbit anti-ChAT 

(Millipore, Billerica, MA), rabbit anti-VGAT 

(Millipore), rabbit anti-α7nAChR 

(Abcam, Cambridge MA), rabbit anti-GABAA 

receptor α1 (GABAR, Abcam). 

ホストの細胞と移植細胞を区別するために抗ヒ

ト核タンパク質抗体（mouse anti-human nuclei 

(hNuc, Millipore) antibodies.）を用いる。 

 

４．研究成果 

(1) In vitro における神経分化誘導 

分化誘導刺激後day8とday19で免疫細胞染色を行った。

コントロールとしてday5（分化誘導刺激前）の細胞を用いた。

その結果、その結果Nestinは 8 日目に強い発現が見られ

た後(93.6±1.0%)、day19 では劇的に減少していた

(8.1±0.7%)。βIIItubulinはday19では86.7 ± 4.6%であった。

ま た

MAP2 は

day19では

48.3 ± 

3.8%であ

っ た 。

ChAT は

day8 です

でに発現

が見られ、

19 日目に

は約82.9 ± 

4.4 % の

細胞で発

現が見ら

れた。さら

に

7nAChR

は day19 で 86.4±3.7%の細胞で発現していた。(mean ± 

SEM of three independent experiments) 

 

(2) 認知症モデルマウスへの神経細胞移植 

誘導神経（前駆）細胞（day8）をPBSに懸濁し、PDAPP 

マウスの両側海馬に移植した。移植後 41.4±4.5(n=21)

日後、脳サンプルより凍結切片を作成しHE染色を行っ

た。さらに抗ヒト核タンパク抗体(hNuc)を用いて免疫組

織染色を行った。 

その結果、移植部位を中心に移植（神経）細胞の生着を

確認した。 

 

(3) 移植後の認知（空間記憶）能改善効果の検討 

MWMテストを行い、移植による空間記憶能の改善効

果について検討を行った。PDAPP マウスには 10 週齢

で既に non-Tg マウスと比べ空間記憶能が低下してい

るマウスが存在しており、このマウス群を空間記憶能低

下マウスとして用いている。移植前は移植 PDAPP マ

ウス群、sham-PDAPP マウス群ともにプラットフォー

ム到達時間はほぼ同じであったが、移植後、移植PDAPP 

マウス群は sham-PDAPP マウス群と比較してプラッ

トフォーム到達時間の有意な短縮が認められ、空間記憶

能が改善している可能性を示唆した。 (MANOVA *: 

P<0.05) 

 

(4) 免疫組織染色による移植効果の検討 

. 移植後、移植細胞由来の ChAT 陽性細胞は特に

大脳皮質で分化していた（13.1±4.9%）。またホ

ストの ChAT 陽性細胞の分化誘導も促進されてお

り、大脳皮質で 14.0±2.3%であった。7nAchR

陽性細胞は大脳皮質で 13.6±2.9% 、海馬で 2.6 

±0.6%ともに増加していた。またホストでの

7nAchR 陽性細胞の増加は顕著で大脳皮質で



32.9±4.2%、海馬では 31.2±5.5%であった。 

さらに移植により移植細胞由来の VGAT 陽性細

胞は海馬で分化していた（3.7±1.1%）。 

 GABAAR陽性細胞は大脳皮質で2.0±0.2であっ

た。またホストでの GABAAR 陽性細胞は大脳皮質

で 2.3±0.9%、海馬では 2.0±0.7%であった。 

 移植により a7nAchR 陽性細胞及び GABAAR 陽

性細胞の発現亢進が見られたが、それぞれの陽性

細胞の Akt のリン酸化(p-Akt)を調べたところ、大

脳皮質 及び 海馬 の 7nAchR 陽 性細 胞 及と

GABAAR 陽性細胞でリン酸化されており、これら

の受容体から機能的なシグナルが伝達されている

ことが示唆された。 

移植により7nAchR 陽性細胞及び GABAAR 陽

性細胞の発現亢進が見られたが、陽性細胞におけ

る c-fos の発現を調べたところ、大脳皮質及び海馬

の7nAchR 陽性細胞及と GABAAR 陽性細胞で

c-fos の発現が亢進しており、これらの受容体発現

細胞を介して神経伝達が機能的に行われているこ

とが示唆された。※c-fos は神経伝達時に発現が亢

進する神経伝達初期マーカーとして使われている。 
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