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研究成果の概要（和文）： 

ドコサヘキサエン酸（DHA）による記憶学習能力の向上作用には神経幹細胞の増殖や分化が関

与していると考え、本研究では DHA が記憶の定着時に必要とされている神経幹細胞のアポト

ーシスに与える影響について検討した。ラットに DHA 投与により神経幹細胞の増殖が増加し、

記憶・学習能が改善した。培養神経幹細胞を用いた実験においても、DHA がニューロンへの

分化のみならず増殖も促進させ、その作用機序の一部も明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We hypothesized that neurogenesis may involve in Docosahexaenoic acid (DHA) 
-enhanced learning and memory ability. In this study we tried to understand effect of 
memory formation on apoptosis of neural stem cells (NSCs). The numbers of newborn 
cells in the hippocampus were increased and improved learning ability by treatment of 
DHA for 8-weeks orally. These results indicate that DHA enhances neuronal 
differentiation from NSCs but also enhances proliferation of NSCs. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）近年の疫学研究から、加齢に伴う認知
機能の低下が魚介類や野菜の摂取量が多い
ほど抑制されることが明らかになっている。
この中で、我々は魚介類特にうなぎやマグロ
に多く含まれている n-3 系多価不飽和脂肪酸
のドコサヘキサエン酸（DHA）に着目し研究
を進めている。DHA は脳内に多く分布し、
細胞膜の構成成分としてだけでなく、細胞内
情報伝達物質としても重要である。生体内で
は前駆体からの生合成量が少ないことから
必須脂肪酸の一つであり、食餌などによる供

給が必要である。 

（２）動物実験で DHA により認知機能が改
善することが明らかとなっている。老齢また
は若齢ラットに 8 週間 DHA を摂取させ、放
射状迷路を用いて行動評価をした結果、DHA

投与群で対照群と比較してエラー数が低下
した（Gamoh et al., 1999; 2001）。この結果
は他の記憶学習野力を評価する行動実験に
おいても明らかになっている。しかし、DHA

が空間認知機能を向上させる機構について
は不明な点が多い。 

（３）近年、成体脳内でも神経幹細胞が発見
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され、さまざまな神経細胞に分化することが
報告されている。さらに記憶に関与する海馬
歯状回においても神経幹細胞が新生するこ
と、これが記憶の形成に関与することが報告
されている。我々は、DHA による記憶、学
習能力向上作用の一部に神経幹細胞が関与
しているのではないかと考え研究を進めて
いる。これまでの研究でラットに DHA を投
与すると、海馬の神経幹細胞のニューロンへ
の分化が促進されること、この作用が、培養
神経幹細胞でも起こることが明らかとなっ
た（Kawakita et al., 2006）。しかし、この時
点では詳細な機構については明らかになっ
ていなかった。 

（４）記憶の保持・形成には神経幹細胞の増
殖のみでなくアポトーシスも重要であると
考えられている。水迷路を用いた行動実験試
行中の海馬では、神経幹細胞の増殖が低下し、
アポトーシスが亢進していること、また、脳
室内にアポトーシスを抑制する物質を投与
すると、海馬のアポトーシスが低下し、水中
のプラットフォームを見つけるまでの時間
が延長することが報告されている（Dupret et 

al., 2007）。 

 

２．研究の目的 

食餌性の DHA が記憶定着時に起こる神経幹
細胞の増殖・アポトーシスに与える影響につ
いてラットを用いた in vivo および培養神経
幹細胞を用いた in vitro 両方で検証した。 

 

３．研究の方法 

（１）実験動物 
Wistar 系雄性ラット（6 週齢）12匹を体重が
均等になるように 2群に分けた。第１群には
DHA（300 mg/kg体重）を１日１回経口投与し、
他群には 5%アラビアゴム水溶液を同量、8週
間投与した。8週間投与終了 5日前から、新
規物質認識テストおよびブロモデオキシウ
リジン（BrdU、50 mg/kg 体重）を投与した。
BrdU投与終了後から放射状８方迷路試験を 4
週間行った。 
（２）行動評価 
①新奇物質認識試験 
30 cm X 30 cm のケージの中に形・色が同じ
物体を置き、ラットを 5分間自由行動させた。
ラットを元のケージに戻し、30 分後、物体の
一つを形の異なるものと交換し、ラットを再
びケージの中に入れた。新奇物質探索試験で
は、総探索時間における新奇物体への探索時
間の割合を求めた。 
②放射状八方迷路 
８方向の走路のうち４つに報酬餌を置き、ラ
ットが周囲の景色を認識してその４つの場
所を覚えるのを評価する方法で、短期記憶お
よび、長期記憶両方が評価できる。 
（３）免疫組織染色 

行動実験終了後、ラットを 12時間絶食させ、
ネンブタールで麻酔後、心臓から４％パラホ
ルムアルデヒドを用いて還流し固定した後、
脳を摘出した。脳は凍結後薄切（40 m）し、
免疫組織染色を行った。切片は、1 M 塩酸中、
70℃で 30分間加温後、ホウ酸緩衝液で洗浄
し、3%正常ヤギ血清溶液中室温で 1 時間ブロ
ッキングを行った。その後、抗 BrdU抗体お
よび抗 NeuN抗体混合液中 4℃で一晩反応させ
た。洗浄後、蛍光標識抗体溶液中室温で 1 時
間反応させた。洗浄後に、切片をスライドグ
ラスに貼り付け 80%グリセロールで封入後、
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
（４）神経幹細胞を用いた実験 
①神経幹細胞の回収 
ラット胎児（14.5 日）の前脳を摘出後、繊維
芽細胞増殖因子（FGF）存在下、ニューロス
フェア法により培養した。ニューロスフェア
を回収・分散後実験に供した。 
②神経幹細胞の増殖に対する DHAの影響 
FGF存在下で培地に異なる濃度の DHA、オレ
イン酸（OA）または 0.05% BSA（コントロー
ル）を混合し、神経幹細胞を 4日間培養した。
4 日後、MTT を培地に添加し、37℃で 3時間
培養した。DMSO を添加し、MTTが生細胞によ
って代謝されて生成するホルマザンを溶解
し、550 nm の吸光度を測定した。 
③神経幹細胞の分化に対する DHAの影響 
回収した神経幹細胞をポリ Lオルニチンでコ
ーティングした培養容器に FGF非存在下で異
なる濃度の DHAを添加した培地中で培養した。
４または７日後に細胞を PCR、ウエスタンブ
ロッティング、免疫染色を行った。 
④PCR による mRNAの測定 
培養した細胞は PBSで洗浄後、isogen（和光
株式会社）を用い、添付されている説明に従
い total RNA を回収した。Total RNA は
QuantiTect Reverse Transcription Kit
（Qiagen 社）を用いて cDNA を調製後、
QuantiTect SYBR Green PCR Kit（Qiagen 社）、
遺伝子特異的なプライマー（Hes1, 6, NeuN, 
MAP2, p21, p27, GAPDH）を用いてリアルタ
イム PCR（ABI prism 7000 sequence detection 
system、Applied Biosystems 社）を行った。 
⑤免疫染色 
培養した細胞は、４％パラホルムアルデヒド
を用いて固定後、10％正常ヤギ血清中で１時
間ブロッキングを行い、抗体（Tuj-1, MAP2, 
GFAP）溶液中で 1 晩反応させた。洗浄後、蛍
光標識した 2次抗体溶液で反応させ、洗浄後、
80%グリセロール中に保存した。共焦点レー
ザー顕微鏡でランダムに選択した９つの領
域について全細胞、各抗体陽性細胞数を計数
し、その割合を算出した。 
⑥ウエスタンブロッティング 
培養した細胞を PBSで洗浄後、プロテアーゼ
阻害剤を添加した溶解緩衝液（Roche 社）で



 

 

細胞を溶解し、遠心後の上清を用いた。20 g
のタンパク質を SDS-PAGE にてタンパク質を
分離後、PVDF膜に転写（100 v, 90 min）し
た。膜は 5%スキムミルクでブロッキング後、
一次抗体（Tuj-1, MAP2, GFAP）で一晩反応
後、洗浄し２次抗体と反応させた。洗浄後、
検出試薬（ECL Plus Western Blotting、GE
ヘルスケア社）と反応させ、検出した。 
⑦細胞周期の測定 
細胞を回収する 3時間前に BrdUを培地に添
加した。細胞は回収後、BrdU flow kit (BD
社)を用いて細胞の固定、蛍光標識１次抗体
との反応、7-アミノアクチノマイシン D
（7-AAD）による DNAの染色を行い、フロー
サイトメーター（BD FACSCalibur）を用いて
細胞を分離した。横軸に 7-AADの蛍光強度
（DNA 量）、縦軸に FITC-BrdU 蛍光強度（BrdU
標識量）示した図から、各細胞周期の細胞数
を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）DHAによるラットの認知機能の改善 
DHA を 8 週間投与した群では新奇物質を探索
した時間がコントロール群よりも 20％長か
った。この試験は物体の形状の記憶を反映し
ていることから、DHA 投与によって記憶能力
が向上したことを示している。また、その後
に行った放射状 8 方迷路試験において、3 ブ
ロック（18 試行）から DHA 投与により有意に
作業記憶エラー数がコントロール群と比較
して有意に低下した。この結果はこれまで行
われた結果と一致していた（Gamoh et al 
2001）。 
（２）海馬歯状回の新生細胞の増殖・分化に
対する DHAの影響 
DHA を 8 週間投与した群ではコントロール群
と比較して海馬歯状回の BrdU 陽性細胞数が
有意に増加していた（図 1）。また、BrdU 投
与 4週間後では、海馬歯状回の BrdU/NeuN 陽
性細胞（新生細胞がニューロンへ分化した細

胞）が DHA投与群でコントロール群と比較し
て有意に増加していた。 

BrdU 陽性細胞は BrdU を投与している間に新
生した細胞を示していることから、DHA によ
って脳内の細胞増殖が促進され、さらにそれ
がニューロンになる割合が高いことを示し
ている。これまでの報告では DHA によって新
生細胞がニューロンに分化する割合が高く
なることは報告されていたが、神経細胞数も
増加させることは報告されていなかった。今
後、グリア細胞、未熟ニューロン、オリゴデ
ンドロサイト特異的な抗体を用いて、新生し
た細胞がどのような細胞に分化するのかを
検討する予定である。 
（３）培養神経幹細胞に対する DHA の影響 
①神経幹細胞の増殖に対する影響 
先の動物実験において、DHA が脳内の新生細
胞数を増加させることが明らかになった。そ
こで培養神経幹細胞の増殖に対する DHAの影
響を検討した。DHA は濃度依存的に神経幹細
胞の増殖を促進させた（図 2）。 
 

またフローサイトメーターを用いた解析の
結果、DHA 投与によってＳ期の細胞の割合が
10％増加し、G1/G0 期の細胞の割合が 8％低
下したことから、DHA は細胞周期に影響を与
えることによって、神経幹細胞の増殖を促進
すると考えられる。さらに、OA 群では増殖が
認められないことから、DHA による作用は細
胞が脂肪酸をエネルギー源として利用し、増
殖を促進させているのではないことを示し
ており、DHA が何らかの形で増殖を促進して
いると考えられる。この詳細な機構について
は現在検討中である。 
②神経幹細胞の分化に対する影響 
次に DHAの神経幹細胞の分化に対する影響に
ついて検討した。図 3に示したように DHA に
よって Tuj1 陽性細胞が増加した。この結果
はウエスタンブロットにより確認した。また、
GFAP 陽性細胞数、GFAP タンパク質量は DHA
の影響を受けなかった。このことから、DHA
は神経幹細胞のニューロンへの分化を促進
することを示している。グリアへの分化の割
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合がコントロール群と差が認められなかっ
たことから DHAは神経幹細胞の分化すべてを
促進させるわけではなく、ニューロンへの分
化を特異的に促進させると考えられる。 
③bHLH 転写因子の発現量に対する DHA の影
響 
DHA によって神経幹細胞からニューロンへの
分化が促進される機構を解明するために、
bHLH転写因子の mRNA発現量を測定した。bHLH
転写因子には神経幹細胞の増殖を促進させ
る因子（Hes1）とニューロンへの分化を促進
させる因子（Mash1、NeuroD）があり、お互
いの発現量のバランスによって神経幹細胞
の運命を決定している因子である。DHA によ
って Hes1 mRNA の発現量は有意に低下し、
NeuroD の発現量は有意に増加していた。また、
bHLH 転写因子の下流遺伝子の一つである
MAP2 の mRNA 発現量は DHA 処置によってコン
トロール群よりも高かった（図 4）。さらに、
Hes1の抑制を受け、細胞周期を抑制すること
が知られている p21、p27 の発現量も DHA 処
置によって増加していた。 

 
この条件下で細胞周期を計測した結果 DHA処

置群では G0/G1 期の細胞の割合が増加し、S
期の細胞数が減少していた（図 5）。 

 
以上の結果から、DHAは Hes1の発現量を低下、
NeuroD の発現量を増加させることによって
ニューロン特異的な遺伝子 MAP2 の発現量を
増加させると考えられる。また、p21 や p27
など細胞周期を抑制する遺伝子の転写を促
進させることによって細胞周期を阻害し、分
化を促進させると考えられる。今後は、bHLH
転写因子や p21、p27 発現量の変化が個体内
でも認められるかについて検討する予定で
ある。 
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