
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ６月 ６日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

機関番号：３２６６１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：２２５００３４０ 

研究課題名（和文）内在性神経幹細胞遊走能活性化分子の機能解析と損傷脳再生医療への応用

研究課題名（英文）Functional analysis of the activating factor for endogenous neural 

stem cell migraion to develop the regeneration therapy for the injured brain. 

 

研究代表者 

浜之上 誠（HAMANOUE MAKOTO） 

東邦大学・医学部・講師 

 研究者番号：00312025 

研究成果の概要（和文）：脳神経系の再生医療法開発を目的として、細胞膜透過型 p38MAP キナ
ーゼ蛋白質（以下 Tat-p38）の神経幹細胞遊走活性増強作用を検討した。結果、Tat-p38 は培養
神経幹細胞の遊走活性を著明に増強し損傷部位への集積を亢進させた。またその活性には膜透
過活性部分とリン酸化活性部分の両者が必要であることも明らかにした。以上の結果は、膜透
過型 p38 蛋白質による損傷脳の再生医療の可能性を示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：Cell-permeable p38 MAP kinase protein (Tat-p38) significantly 
enhances neural stem cell (NSC) migration, and also accumulates NSC into the brain 
legion. In addition, both of cell-permeable domain and kinase domain of Tat-p38 are 
required for this activity. These results suggest the potential of cell-permeable Tat-p38 
protein for the regeneration therapy. 
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１．研究開始当初の背景 p38 MAP キナーゼ（以下 p38 と略す）は神経

幹細胞に高発現するが分化に伴って消失す
る機能不明な内在性蛋白質である。我々はこ
の内在性 p38蛋白質をさらに増加させること
で神経幹細胞の遊走能を活性化し、結果とし
て損傷脳の機能を改善する新規治療法とし
ての応用可能性を検討することを目的とし
た。 

脳神経系にはすべての神経系細胞に分化
可能な神経幹細胞が備わっているため、脳が
損傷を受けた際にはこの神経幹細胞が遊走
し、損傷部位の機能再生を担うことが期待さ
れている。しかし実際に損傷後に遊走する細
胞数はわずかであり、喪失した神経機能の再
生のためにはさらなる遊走能力の向上が求
められている状況にあった。  
 ３．研究の方法 
２．研究の目的 （１）培養神経幹細胞の遊走能活性化機構の



解析 
①細胞膜透過型 p38 蛋白質の調整：マウス
p38cDNA に膜透過活性を持つ Tat 配列を付加
したプラスミドを導入した大腸菌から、組み
換え p38 蛋白質（以下 Tat-p38 と略す）をカ
ラムにて精製した。 
②培養神経幹細胞の調整：マウス胎仔及びア
ダルト大脳皮質を分散し、成長因子含有培地
使用により培養神経幹細胞を得た。 
③細胞遊走能の定量化：Transwell 培養器具
上部に細胞を播種してから 16 時間後に、培
養器具下部に遊走してきた細胞数を定量し
た。また Dunn Chamber 培養器具にセットし
た細胞は、16 時間にわたってタイムラプス
撮影を行い移動距離を測定した。 
④遊走細胞の同定：Transwell 培養器具下部
に遊走した細胞の同定は、細胞腫特異的抗体
による免疫染色法により実施した。 
⑤遊走機構の生化学的解析：Tat-p38 で刺激
した神経幹細胞を可溶化し各種シグナル伝
達因子に対する特異的抗体による Western 
blot 解析で解析した。 
（２）培養大脳切片中の神経幹細胞遊走能活
性化の解析 
 4 週前に大脳皮質運動野を経頭蓋骨的に傷
害したマウスから、大脳脳切片を調整した。
Tat-p38 を含んだ培地で 4週間培養した後に
免疫化学法を行い、損傷部位への遊走細胞の
集積度を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞膜透過型の Tat-p38 蛋白質添加に
より、神経幹細胞の遊走活性を著明に亢進可
能であることを示した（下図参照）。またこ
の活性には蛋白質の細胞膜透過部分とリン
酸化酵素の触媒部分が必要で、細胞内骨格蛋
白質のリン酸化によることも示唆した。以上
の結果は、膜透過型蛋白質による神経幹細胞
の直接的機能向上をもたらした特筆すべき
成果であることに加え、膜透過型蛋白質の臨
床応用に対する有用性を示した意義深い成
果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）Tat-p38 蛋白質の添加によって、大脳
に内在する神経幹細胞の損傷部位への集積
が誘導可能であることを示した。この結果は、
再性能に乏しい脳神経系の再生治療が、ウィ

ルスと比較して低毒性である膜透過型蛋白
質の投与によって可能であることを示唆し
た重要な結果である。 
（３）現在、①膜透過型 Tat-p38 蛋白質が細
胞内のどの蛋白質をリン酸化して遊走能を
亢進させているかという詳細なシグナル伝
達経路の解析と、②大脳皮質運動野の凍結損
傷モデルマウスへの膜透過型 Tat-p38蛋白質
の連続投与によって、喪失した運動機能が回
復するかどうかについての詳細な解析を続
けている。 
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