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研究成果の概要（和文）：脳神経変性疾患に対する治療を目的とした神経系幹細胞の基礎・臨床研究が世界中で進めら
れているが、根本的な再生治療法は確立されておらず、神経系幹・前駆細胞を用いた再生医療を神経疾患に応用してい
くためには内在性神経細胞再生システム機能を解明する必要がある。本研究では、神経系幹・前駆細胞の増殖メカニズ
ムが活性酸素種の一つであるNADPHオキシダーゼおよび一酸化窒素（NO）によって制御されることが明らかとなった。
すなわち、本研究で明らかとなったNOあるいはNADPHオキシダーゼが内在性神経細胞再生システムの制御ターゲット分
子として、新たな神経変性疾患の治療方法構築に寄与出来る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the involvement of nitric oxide (NO)/cGMP pathway in 
proliferation of NPCs after dentate granule cell loss. NPCs were prepared from the mouse dentate gyrus, 
nestin-positive cells were cultured for 6 DIV under the same conditions in the absence or presence of NO 
synthase (NOS) inhibitor Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 8-Bromoguanosine 3’, 5’-cyclic 
monophosphate (8-Br-cGMP), protein kinase G inhibitor KT5823 or NO generator NOC for assessment of cell 
proliferation. Exposure of the cells to L-NAME significantly attenuated the cell proliferation without 
morphological change and cell damage. However, the cell proliferation was not affected by 8-Br-cGMP, 
KT5823, and inactive NOC. By contrast, an exposure to NOC led to a significant increase in the 
proliferative activity. Taken together, our results support the possibility that NO enhances 
proliferative activity of the NPCs generated following neuronal loss in the DG independent of cGMP 
pathway.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 

成熟哺乳動物脳内では、数百億個もの神経

細胞が相互の複雑なネットワークや神経細

胞－グリア間コミュニケーションにより高

度な役割を演じていることは周知の事実で

ある。以前では、その中心的役割を演じてい

る神経細胞は、加齢に伴う様々な外来性及び

内因性のストレスなどによる障害で脱落・減

少し、その再生や生存の活性化メカニズムは

ほとんどないと考えられていた。事実、多く

の神経変性疾患や老年性認知症は、神経細胞

の著しい脱落に起因して発症する。しかしな

がら、近年、ヒトをはじめとする哺乳動物成

体脳における神経細胞の維持システムの存

在が多数報告されている。すなわち、神経系

幹細胞（神経系前駆細胞）の存在である。こ

れまで、成体脳では海馬及び側脳室下帯など

の脳内特定領域において神経系幹細胞が存

在し、新たに中枢神経系の再構築といった神

経変性疾患の治療につながる可能性が期待

されるようになった。事実、神経変性疾患に

対する治療を目的とした神経系幹細胞の基

礎・臨床研究が世界中で猛烈な勢いで進めら

れているが、根本的な再生治療法は確立され

ていないのが現状である。すなわち、神経系

幹細胞を用いた再生医療を神経疾患に応用

していくためには内在性神経細胞再生シス

テム機能を解明していくとともに、これまで

の手法を組み合わせた新たな戦略を展開し

ていくことが望まれる。 

 

２．研究の目的 

本研究は再生医療と生命科学との関わり合

いを通して、成熟脳内に存在する神経系幹細

胞における内在性活性酸素シグナル分子の

生理的役割とそのシグナル伝達機能を明ら

かにすることを目的としている。何らかの刺

激により脳内の神経系幹細胞が活性化され

新たな神経組織の再構築がみられるが、その

方法や機序が十分に解明されていないため、

現時点で内在性の神経系幹細胞を治療応用

することは難しい。従って、成体脳での中枢

神経細胞再生システムにおける内在性活性

酸素シグナルによる制御メカニズムに重要

な役割を演じている分子群の同定・機能、組

織および個体レベルでの役割解明を通じて

神経再生医療への新たな治療的応用戦略を

目指す。 

 

３．研究の方法 

 海馬歯状回神経細胞障害・再生モデル動物

を用いたインビボ実験および成体脳海馬歯

状回由来培養神経系幹細胞を用いたインビ

トロ実験により、①同モデル動物の神経新生

に対する活性酸素消去薬および誘導薬

（Tempol, Apocynin, L-NAME, sin-1）の影

響、②同モデル動物の神経再生時期に発現す

る因子の解析とその発現に対する活性酸素

消去薬および誘導薬の影響、③同モデル動物

から単離培養した神経系幹細胞の増殖・分化

に対する活性酸素消去薬および誘導薬の影

響を解析する。これらの解析により、神経細

胞死後の神経新生促進作用における活性酸

素種の役割とその機能的シグナル分子につ

いて解析を進める。また、活性酸素シグナル

を介した神経新生促進作用により発現する

新規分子の散策を行う。さらに、本新規分子

の解明により神経新生を促進する新規ター

ゲットを見出し、神経新生シグナル促進薬の

探索と本研究が発展する可能性を追求する。 

 

４．研究成果 

 本研究では、神経細胞変性後の神経新生過

程での活性酸素種の新規生理的役割を明ら

かにするために、マウス海馬歯状回神経細胞

障害後の神経新生制御メカニズムにおける

活性酸素シグナル入力とその関連分子の影

響について解析した。 

In vivo 実験：Std-ddY 系雄性マウスに海

馬歯状回選択的毒性を示すトリメチルスズ

（TMT）を腹腔内投与すると、神経細胞脱落

後に同部位において神経新生が惹起される

ことを見出し、海馬歯状回障害・再生モデル

マウスを作製した。同モデルマウスの神経新



生初期過程では、NOS2 遺伝子の発現増加が認

められた。また、これらの発現増加はミノサ

イクリン処置によって有意に抑制された。一

方、神経系幹・前駆細胞のマーカータンパク

質である nestin の発現を免疫組織化学法に

より解析したところ、海馬歯状回では TMT 未

処置群に比べて TMT 処置群で著明な nestin

陽性細胞の増加が認められたが、この nestin

陽性細胞の発現増加はミノサイクリン処置

によって明らか減少した。また、ミノサイク

リン処置は TMT 処置 30 日後の歯状回におい

て、歯状回顆粒細胞層脱落後に出現した神経

系幹・前駆細胞由来神経細胞数を有意に減少

させた。さらに、同モデルマウスにおいて、

TMT処置30日後に受動型逃避行動試験を行っ

たところ、ミノサイクリン処置は神経新生に

伴う記憶障害の改善を抑制した。以上の結果

から、神経細胞障害後の神経新生のメカニズ

ムの一部に活性酸素種の一つである NO を介

した神経系幹・前駆細胞の制御メカニズムが

存在する可能性が示唆された。 

In vitvo 実験：海馬歯状回障害・再生モデ

ルマウスの海馬歯状回から、in vitro 条件下

で神経系幹・前駆細胞の単離培養を行った。

得られた歯状回由来神経系幹・前駆細胞に対

して、apocynin（NADPH オキシダーゼ阻害薬）、

L-NAME（NO 合成酵素阻害薬）、NOC-18（NO ジ

ェネレーター）、8-Br-cGMP（cGMP アナログ）

および KT5823（PKG 阻害剤）を用いて活性酸

素シグナル入力の影響について解析した。得

られた神経系幹・前駆細胞は培養条件下で活

発な増殖能を示し、その細胞群の 90%以上は

nestin 陽性細胞であった。Apocynin および

L-NAME は、培養神経系幹・前駆細胞の増殖を

著明に減少させた。これに対して、NOC-18 は

同細胞の増殖を有意に増加させた。しかしな

がら、8-Br-cGMP および KT5823 は、培養神経

系幹・前駆細胞の増殖に影響しなかった。以

上の結果から、神経細胞障害後の神経新生メ

カニズムの一部に活性酸素シグナルのとし

て NO および NADPH オキシダーゼによる神経

系幹・前駆細胞の制御メカニズムが存在する

可能性が推察され、その制御には cGMP 経路

は関与しないことが示唆された。 
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