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研究成果の概要： 
パーキンソン病動物モデルにおける神経幹細胞移植では，移植細胞の生着率が低いなど，臨床
応用に向けて多くの課題が残されている．我々はケトン体が神経保護作用を有することを報告
している．本研究では，ドパミン神経幹細胞の移植へのケトン体の神経保護効果の応用を試み
た． 
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病は中脳ドパミン神経細胞の

変性による神経難病で，本邦の有病率は人口

10 万人あたり約 100 名である．病初期には有

効な薬剤がすでに臨床応用されているが，進

行例に対する有効な治療法の開発が望まれ

ている． 

我々はケトン体（D-βヒドロ酪酸）がラット

中脳培養ドパミン細胞を MPP+毒性から保護

することを見出し既に報告した(Kashiwaya 

et al, PNAS 2000)．また，ヒト神経芽腫由

来ドパミン系細胞株 SH-SY5Y において，ケト
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ン体 (D-βヒドロ酪酸) がロテノン毒性に

対して神経保護効果を呈することを証明し，

ケトン体がパーキンソン病治療薬となりう

る 可 能 性 が あ る こ と を 既 に 報 告 し た

(Imamura et al, J Neurosci Res 2006)． 

ケトン体は以前から小児の難治性てんかん

の治療にケトン食療法として用いられてい

た．ケトン体は還元物質 NADH を産生する生

理的基質であり，脳内ではアストロサイトで

合成される．我々はラット中脳培養および

SH-SY5Y 株でのパーキンソン病モデルにおけ

るケトン体の神経保護効果を証明した．ケト

ン体のひとつである D-βヒドロ酪酸は細胞

内で代謝されてアセチル CoA となり，さらに

Krebs cycle で代謝される過程で NADH を産生

する．NADH はミトコンドリア複合体 Iの基質

であり，ミトコンドリア呼吸鎖でのエネルギ

ー産生を促進することにより細胞保護効果

を発揮する． 

ケトン体はグルコース供給不足時にエネル

ギー源として使用されるが，胎児の脳内では

ケトン体の含有量が多いことが知られてお

り，ケトン体はパーキンソン病モデルにおけ

る神経保護効果だけでなく，神経幹細胞の分

化・増殖におけるシグナル伝達やエネルギー

供給に関与する可能性が推測される． 

パーキンソン病モデル動物に神経幹細胞を

移植した場合，ある程度の細胞生着は可能で

あり，運動障害を改善することが報告されて

いるが，ドパミン神経細胞の生着率は数パー

セント以下と極めて低い(Timmer et al, 

Neurobiology of Disease 2006)．エネルギ

ー産生を促進し神経保護効果を有するケト

ン体を移植時に使用することにより，神経幹

細胞の生着率を改善し移植効率を向上させ

ることが期待でき，我々の実験系においてそ

の効果を検討する．ケトン体を応用した本研

究の成果により，パ－キンソン病のドパミン

神経細胞移植における，移植細胞の絶対的不

足を解決しうる可能性と移植効率の向上に

貢献するもことが期待できる． 

 

 

２．研究の目的 

近年，幹細胞を用いた難治性疾患の再生医療

が注目されており，幹細胞の増殖・分化およ

び移植に関する知見が集積しつつある．現在，

パーキンソン病動物モデルにおける神経幹

細胞移植の試みが行われているが，移植細胞

の生着率の問題，ドパミン分泌能の制御の問

題など多くの課題が残されている．本研究で

は，ケトン体のドパミン神経幹細胞の分化や

移植への応用を検討する． 

 

 

３．研究の方法 

E12 および E12 胎生ラット由来ドパミン神経

幹細胞の培養を行い，各種サイトカインによ

る刺激を加えて増殖・分化させ，パーキンソ

ン病モデルラットの線条体に移植する．増

殖・分化から移植までの種々の段階で既に検

討されている分化促進因子に加えてケトン

体（D-βヒドロ酪酸）を投与し，ドパミン神

経幹細胞移植への応用に関する検討を試み

る． 

 

 



４．研究成果 

Ⅰ．神経幹細胞の培養と分化・増殖 

胎生ラット中脳を採取し，中脳組織は離散後，

プラスチックフラスコで培養し，bFGF を投与

して神経幹細胞を育成した．中脳由来神経幹

細胞は培養 3 日目より増殖を始め，9 日で増

殖細胞塊を形成した． コーティングを施し

ていないプラスチックフラスコに FGF-2添加

無血清増殖培地で培養を続けると，神経

sphere が形成され，継代増殖可能であった．

この sphere は無血清保存液を用いて増殖

能・分化能を損なわずに凍結保存が可能であ

り，効率的に神経幹細胞が得られた． 

 

神経幹細胞の分化・増殖において，ケトン体

(D-βhydroxybutyrate; bHB)の中脳由来神経

幹細胞の増殖と分化に対する効果および神

経栄養因子や刺激シグナル（BDNF, GDNF, 

dopamine や pramipexol などのドパミン受容

体刺激薬，Retinoic acid, folskolin 等）

とケトン体の効果を RT-PCR 法および蛍光免

疫染色法により分析した．また，pramipexole

の 神 経 保 護 効 果 の 検 討 も 行 っ た ．

Pramipexoleはアストロサイトを介しBDNFを

はじめとする神経栄養因子の産生を促進す

ることにより，神経細胞保護効果を認めた．

神経幹細胞は種々の誘導により neurosphere

から MAP2 陽性となる神経系細胞へ分化した

が，TH 陽性となる細胞の数は少なく，ドパミ

ン系神経細胞への分化は乏しかった．分化過

程でケトン体を添加することにより，細胞の

増殖促進傾向はみられたが，ドパミン系神経

細胞への分化促進は認めなかった． 

 

Ⅱ．パーキンソン病モデルラットへの神経幹

細胞移植 

成体雄 SDラット(200～250g)にネンブタール

40mg/kg の腹腔内注射を用いて麻酔を行なっ

た．固定台を用いてラットを固定し，ドリル

で頭蓋骨に直径約 0.5mm の穴を開け，

Manipulator を用いて線条体に定位的に

（ target coordinates: anteroposterior 

(AP), -4.0; mediolateral (ML), 0.8; 

dorsoventral (DV), 8.0 mm from bregma），

6-hydroxydopamine(8μg/3μl in saline 

containing 0.2 mg/ml ascorbic acid)をハ

ミルトンシリンジで注入してパーキンソン

病 モ デ ル ラ ッ ト を 作 成 し ，

6-hydoroxydopamine 注 入 と 同 側 線 条 体

（target coordinates: AP, 0.5; ML, 3.0; DV, 

5.0 mm from bregma)に神経幹細胞単独ある

いはケトン体（bHB）を加えた神経幹細胞を

移植する神経幹細胞移植におけるケトン体

(bHB)の効果の検討を試みた．種々の調整を

検討したが，移植に関する安定した実験系の

確立が困難であり，有効性を示すことができ

なかった．                         
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