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研究成果の概要（和文）：マウス神経前駆細胞への酸化LDL刺激は、増殖に明らかな影響を与えなかったが、神
経細胞への分化を有意に抑制することをを見出した。さらに、神経前駆細胞において、酸化LDL受容体である
LOX-1を介してPKCの活性化やAktおよびCREBのリン酸化抑制により神経細胞への分化を抑制している機序が明ら
かになった。脂質異常症におけるうつ病や認知症の発症において、LOX-1阻害による神経新生障害の改善が新た
な治療につながる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We revealed that stimulation with oxidized LDL (ox-LDL) significantly 
suppressed the differentiation of mouse neural progenitor cells into neural cells. In addition, it 
was found that the effects of ox-LDL is due to the activation of LOX-1 which activates PKC and 
inhibits the phosphorylation of Akt and CREB. Thus, the modulation of LOX-1 may ameliorate the 
impaired neurogenesis and neuropsychiatric function in dyslipidemic patients.

研究分野： 総合領域
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１．研究開始当初の背景 
近年、成体における脳の神経新生が海馬や

側脳室にて行われていることが明らかにな
った。特に、海馬歯状回の神経前駆細胞は、
虚血や外傷等の脳損傷時に増殖し神経新生
を促進させることが報告されている。一方、
高脂肪食で飼育し脂質異常症を呈したマウ
スでは、海馬歯状回での神経新生が低下し、
不安、抑うつ、記憶障害がみられることが報
告されている。脂質異常症では、酸化修飾さ
れた低比重リポ蛋白(酸化 LDL)が血中で増加
していることが知られている。脳内の免疫担
当細胞であるミクログリアを酸化LDLで刺激
すると、IL-1や TNF等の炎症性サイトカイ
ンやスーパーオキシドの産生促進がみられ
るが、これらの産生物質は神経前駆細胞の増
殖や分化に対して、必ずしも一定の影響を及
ぼしていない。 
 
２．研究の目的 
 マウス骨髄由来間葉系幹細胞において、酸
化 LDL 受容体の発現が確認され、酸化 LDL の
刺激が間葉系幹細胞の増殖や分化に影響を
もたらすことが報告されている。また、我々
は、近年、マウス骨髄由来間葉系幹細胞への
高濃度グルコース刺激が酸化ストレスの増
大をもたらし、低酸素環境での転写因子
HIF-1の発現誘導およびVEGFや PDGF等の血
管新生因子の発現・産生を抑制していること
を見出した。これらの事から、酸化 LDL が、
通常酸素環境および低酸素環境において、神
経前駆細胞の増殖および神経細胞への分化
に対して何らかの影響を及ぼしている可能
性が考えられた。 
 また、脂質異常症では抗動脈硬化リポ蛋白
である高比重リポ蛋白(HDL)の血中での低下
がみられるとの報告や、高齢者の血中 HDL 値
と認知機能に正の相関がみられるとの報告
がある。さらに、ラット間葉系幹細胞を HDL
で刺激すると細胞増殖の促進や酸化ストレ
スによるアポトーシスの抑制がみられてい
る。しかし、HDL が神経前駆細胞に及ぼす直
接的な影響は明らかになっていない。 
 そこで、我々は、マウス人工多能性幹細胞
(iPS 細胞)よりマウス神経前駆細胞を作製し、
酸化 LDLや HDL の刺激が神経前駆細胞の増殖
や神経細胞への分化に与える影響を検討し
た。また、マウス神経前駆細胞での酸化 LDL
受容体やHDL受容体の発現を確認するととも
に、それぞれの受容体をノックダウンした時
の変化や細胞内メカニズムに関して薬理学
的手法を用いて検討した。さらに、低酸素環
境でのマウス神経前駆細胞の HIF-1発現誘
導や増殖および分化に与える酸化 LDL や HDL
の影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス iPS細胞から分化誘導したマウス
神経前駆細胞を用いて、蛍光抗体染色を行い、
蛍光顕微鏡にて酸化 LDL受容体および HDL受

容体の発現を確認した。次に、マウス神経前
駆細胞に酸化 LDL や HDL による刺激を行い、
細胞増殖は MTT アッセイ法で、神経細胞への
分化は神経細胞特異的なマーカーである
MAP2 および NeuN の発現を蛍光抗体染色やウ
ェスタンブロット法でそれぞれ解析した。さ
らに、神経前駆細胞に酸化 LDL 受容体あるい
は HDL 受容体の siRNA を導入して、それぞれ
の受容体をノックダウンした後、酸化 LDL や
HDL 刺激がもたらす作用に対する影響を検討
した。 
 
(2) マウス iPS細胞から分化誘導した神経前
駆細胞を低酸素環境(1, 3, or 5% O2)にて培
養した。培養開始時に、酸化 LDL や HDL によ
る刺激を行い、低酸素環境における神経前駆
細胞の HIF-1発現、細胞増殖、神経細胞への
分化に与える影響を検討した。また、HIF-1
の分解を阻害するプロリル水酸化酵素阻害
薬やプロテアゾーム活性阻害薬を前添加し、
酸化 LDLや HDL 刺激がもたらす作用への影響
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス iPS 細胞を、低接着性ディッシュ
に 1.5 x 104 cells/cm2 の密度で播種し LIF
不含培地で培養することにより胚様体を形
成させた。形成開始 4日後に BMP-4 受容体ア
ンタゴニストである Noggin 20 ng/ml で刺激
し、さらに 3日後にマトリゲルでコートした
ディッシュに接着させて、Nestin 陽性の神経
前駆細胞への分化を誘導した。 
 
(2) (1)で得られたマウス神経前駆細胞に、
EGF, bFGF, N2等の増殖因子とともに酸化LDL 
1～10 M あるいは HDL 2～20 M の刺激を行
った。刺激 24～48 時間後の細胞数を MTT ア
ッセイで評価したところ、酸化 LDL あるいは
HDL 刺激では、いずれも有意な細胞数の増加
はみられなかった。 
 
(3) 次に、マウス神経前駆細胞をレチノイン
酸 3 M で 7～14 日間培養することにより神
経細胞への分化を誘導した。この分化誘導時
に、酸化 LDL 1～10 M あるいは HDL 2～20 M
の刺激を行った。酸化 LDL 3 or 10 M の刺
激により、分化誘導後の MAP2, NeuN の発現
が有意に低下し、神経細胞への分化に対する
抑制作用が認められた。一方、HDL の刺激は
いずれの濃度においても有意な影響を与え
なかった。 
 
(4) 蛍光抗体染色にて、マウス神経前駆細胞
において、酸化 LDL 受容体である LOX-1 の発
現を確認した。次に、LOX-1 siRNA をマウス
神経前駆細胞に導入し発現のノックダウン
を行った後、神経細胞への分化誘導を行った。
LOX-1 siRNA 導入は、レチノイン酸による神
経細胞分化には影響を与えなかったが、酸化
LDL による神経分化抑制作用は有意に阻害し



た。これより、酸化 LDL の神経分化抑制作用
はLOX-1を介した作用であることが示唆され
た。 
 
(5) 血管内皮細胞や間葉系幹細胞等での検
討により、酸化 LDL の刺激は、LOX-1 を介し
て PKC や PKA の活性化促進および Aktリン酸
化抑制をもたらすことが報告されている。そ
こで、PKC や PKA の関与を検討した。PKC 阻
害薬は酸化LDLによるマウス神経前駆細胞の
神経分化抑制作用を有意に阻害したが、PKA
阻害薬は有意な影響を与えなかった。次に、
マウス神経前駆細胞でのAktリン酸化を解析
したところ、レチノイン酸では有意な変化が
みられなかったが、酸化 LDL の添加で有意な
Akt リン酸化抑制がみられた。さらに、神経
細胞への分化に重要とされる CREB のリン酸
化を検討したところ、レチノイン酸により
CREB のリン酸化が有意に誘導されたのに対
し、酸化 LDL の添加はレチノイン酸による
CREB リン酸化を有意に抑制することが明ら
かになった。以上の結果から、マウス神経前
駆細胞において、酸化 LDL が LOX-1 を介して
PKC活性化やAktおよびCREBリン酸化抑制を
もたらし、神経分化抑制作用を発揮している
ことが示唆された。 
 
(6) 低酸素環境(1, 3, or 5% O2)にて、マウ
ス神経前駆細胞の培養を行い、酸化 LDL 1～
10 M あるいは HDL 2～20 M の刺激による細
胞増殖への影響を検討したが、刺激 24～48
時間後の細胞数にいずれも有意な影響はみ
られなかった。また、レチノイン酸による神
経細胞への分化誘導に対して、低酸素環境は
有意な影響を与えず、酸化 LDL による神経分
化抑制作用も通常酸素環境での作用と有意
な差はみられなかった。さらに、低酸素環境
による神経前駆細胞での HIF-1発現に対し
ても、酸化 LDL あるいは HDL の影響はみられ
なかった。これより、低酸素環境は、酸化 LDL
による神経前駆細胞の神経分化抑制作用に
影響を与えないことが示唆された。 
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