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研究成果の概要（和文）：神経細胞の新生を利用した中枢神経系の再生と再生医療の適用を検討した。hiPS細胞
から分化誘導した神経細胞を認知症モデルマウスPDAPPマウスの海馬両側に移植し、移植マウスにおいて、移植
細胞の定着が確認され、さらにネガティブコントロールに比べ、水迷路記憶の改善兆候が見られた。回復したマ
ウス大脳皮質及び海馬において移植細胞はコリン作動性神経及びGABA作動性神経に分化し局在していることを見
出した。移植細胞の遺伝子発現を調べた結果、神経細胞マーカーの発現上昇と分泌性因子（リーリン等）の発現
増加が見られた。移植によるホスト神経（前駆）細胞に対しても何らかの作用を及ぼすことが予想される。

研究成果の概要（英文）：We examined the molecular mechanisms involved in the alleviation of 
cognitive dysfunction in transplanted Alzheimer's disease model mice . Neural cells derived from 
hiPS cells were transplanted to the hilus of the dentate gyrus. After transplant, mice showed 
improvement in cognitive function. Human choline acetyltransferase (ChAT)-positive cholinergic 
neurons and small number of vesicular GABA transporter (VGAT)-positive neurons were distributed 
throughout the cortex of the grafted mice. Human and mouse ChAT and GABA-positive neurons and their 
receptors of both human origin and mouse origin were significantly increased in the cortex and 
hippocampus.
The receptor-positive neurons expressed phosphorylated Akt and c-fos in the cortex. And we also 
confirmed that paracrine factors such as Reelin expressed in the injected area. These suggest that 
the grafted and host neurons may form positive feedback loops via neurotransmitter secretion in both
 the cerebral cortex and hippocampus.

研究分野：分子生物学

キーワード： 再生医療
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１．研究開始当初の背景 
認知症は脳神経細胞の変性と組織萎縮（アル
ツハイマー型）や、脳血管障害などにより死
滅することにより，発症し、後天的に知覚機
能が失われ、物忘れといった記憶障害や行動、
心理症状（徘徊、攻撃的言動、抑うつ、妄想）
といった周辺症状をはじめとするいくつか
の症状によって日常生活に支障を来す状態
をいう。認知症では特に、記憶に関係してい
る海馬の萎縮が早期から起こる。また、発症
後の細胞消失の進行機構はまだ不明な点が
多く、さらに中枢神経組織は有効な神経再生
が生じ難いため、治療及び、発症後期に対す
る有効な治療法は乏しい。 
近年、難治性神経疾患の新規治療法として
再生医療が注目されている。実際に試験的に
中絶胎児脳組織を用いた移植治療、パーキン
ソンモデルラット、アルツハイマーモデルマ
ウスでの治療が試みられている。 
これまでに、ヒト Induced Pluripotent 

Stem Cells (hiPS 細胞)から分化誘導した細
胞を認知症モデルマウス PDAPPマウスの海
馬両側に移植し、モリスの水迷路テストを用
いて移植の効果を判定し、誘導神経（前駆）
細胞の移植と認知症の改善効果の評価を行
った結果、移植マウスにおいて、移植した神
経細胞の定着が確認され、さらにネガティブ
コントロールに比べ、水迷路記憶の改善兆候
が見られたことから神経細胞の新生を利用
した中枢神経系の再生のメカニズムの解明
を検討した。 
２．研究の目的 
hiPS 細胞由来神経細胞移植マウスにおける
移植細胞の認知症改善に与える影響につい
て移植神経細胞の組織での定着、神経回路形
成を介して神経再生するメカニズムに関わ
る因子を解析する事を目的とした 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト iPS 細胞誘導神経（前駆）細胞の性
状解析と分化誘導因子同定 
 我々の扱う hiPS 細胞は RIKEN Cell Bank
から既に購入している（cell name : 253G1, 
cell number : HPS0002）。培養方法は RIKEN 
Cell Bank の方法に従い、フィーダー細胞と
してマウス繊維芽細胞 (mouse embrionic 
fibroblast : MEF)を用いる。塩基性繊維芽
細胞増殖因子 (basic fibroblast growth 
factor : bFGF)を添加することで未分化な状
態を保持しつつ培養を行っている。hiPS 細胞
を培養ディッシュから解離した後、bFGF を除
いた培地に懸濁し、4 日間の浮遊培養によっ
て胚様細胞塊 (embryoid body : EB)を作製
する。bFGF の除去が分化への引き金となる。
次に EB をフィブロネクチンでコートした培
養ディッシュに播種する。24 時間後培地を分
化培地に交換し、同時にレチノイン酸 
(retinoic acid : RA),ノジン(noggin : NOG), 
ソニックヘッジホック (sonic hedgehock : 
SHH)を加える（1 次刺激）。48 時間培養後、

再度 RA、SHH、NOG を加える（2 次刺激）。24
時間後細胞を回収し、RNA を抽出する。RT 反
応の後、PCR を行い神経分化関連遺伝子の
mRNA の発現量を検討する。細胞の分化誘導及
び移植のスケジュールについては以下参照。

細胞はトリプシン, コラゲナーゼではがし
た後にシングル化し、PBS に濃度 1.0 x105/ 
μl 懸濁して 2μl移植した。 
 
(2) 分化誘導後の細胞染色及び遺伝子発現 
分化誘導した際のプレートをPFA固定した後、
各種神経マーカー抗体を用いて染色し、共焦
点顕微鏡にて観察後陽性細胞数をカウント
した。逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）。 
全 RNA を RNeasy キット（Qiagen、Hilden、
Germany）を用いて細胞から単離した。 相補
的 DNA（cDNA）を、cDNA 逆転写キットを用い
て合成した。 全 RNA 抽出、cDNA 合成および
PCR増幅を Taqman probe を用いて既存の方法
にて行った。 
 
(3) 神経細胞移植 
PDAPP マウスは NIH PDAPP line109 を購入し
た。マウスの飼育維持は聖マリアンナ医科大
学動物指針に従って行った。 移植前にデキ
サメタゾン（2mg / kg）を投与し、シクロス
ポリン（3-8mg / kg）を毎日投与した。麻酔
下にてbregmaから両側2.4mm posterior, 2.0 
mm lateral，1.25 mm depth に移植した。 
 
(4) Morris water maze test 
Morris water maze test は Chen et al. 2000
に従い行った。具体的には不透明な色の水で
満たした１ｍプールにプラスチック製の大
出プラットフォームを水中に配置し最大 90
秒間自由に泳がせ、プラットフォームへの到
達時間を測定した。初日にはプラットフォー
ムが水面上に見えるように配置し、またプー
ルの周り四方に空間的な手がかりになるも
のを配置した状態にて訓練を行う。翌日から
4 日プラットフォームを見えなくして到達時
間を測定し、最終日にはプラットフォームを
なくし、プラットフォームの存在していた領
域を横切る回数を計測した。動物の動きは
Image Jを元にしたソフトを用いて解析した。 
 
(5) 脳組織解析 
マウスは麻酔後 4％パラホルムアルデヒドを
用いて還流固定を行い、脳組織を取り出し厚

 

分化誘導と移植後解析のスケジュール 



さ 30μmの冠状凍結切片を作成し、各神経
マーカーに対する免疫組織化学染色を行っ
た。 
 
４．研究成果 
hiPS 細胞からレチノイン酸（RA）、ソニック
ヘッジホック（SHH）、ノジン（NOG）の 3 因
子を用いて、神経細胞の分化誘導に成功した。 
分化誘導した細胞は移植時には神経細胞マ
ーカーを発現しており、コリン作動性神経及
びまた非常に少ない割合ではあったが VGAT
陽性細胞も分化誘導されていた(図１)。 

分化誘導した細胞を認知症モデルマウス
PDAPP マウスの海馬両側に移植した。移植後、
認知機能を確認した後に還流固定を行い、マ
ウス脳切片に対して免疫染色を行って移植

細胞の局在を観察した(図 2)。 
モリスの水迷路テストを用いて移植の効果
を判定し、誘導神経（前駆）細胞の移植と認
知症の改善効果の評価を行った結果、移植マ
ウスにおいて、移植した神経細胞の定着が確
認され、さらにネガティブコントロールに比
べ、水迷路記憶の改善兆候が見られた(図 3)。 
 

移植マウスにおいて各種マーカー抗体によ
り染色を行った。移植神経からは軸索が伸長
しており、移植神経間、移植神経-ホスト神
経間の神経回路形成が示唆された。 
さらに、大脳皮質及び海馬においてコリン作
動性神経と alpha7 ニコチン性アセチルコリ
ン受容体陽性細胞及び GABA 作動性神経と
GABA 受容体（GABAR）発現細胞に分化し局在
していることを見出した(図 4)。 
 さらに、それぞれの局在に応じた細胞の種
類をカウントした。その結果、Cortex に局
在する ChAT は Vehicle injected mice では
ほとんど存在しなかったのに対して、移植マ
ウスでは 27.1 ± 5.1% 
(Human origin = 13.1 ± 4.9%, mouse origin 
= 14.0 ± 2.3%)、海馬でも移植マウスにお
いて 

 

 

図 3． 移植前、後マウスにおけるモリス水

迷路試験の改善 

 

 
図 2． 移植部位と移植細胞の局在確認 

 

図 1． hiPS細胞からの神経分化誘導 



6.6 ± 1.7% 
(Human origin = 1.6 ± 0.7%, mouse origin 
= 5.0 ± 1.1%)と上昇した。また、VGAT は逆
に cortex では 
Vehicle injected mice において 1.2 ± 0.7%
と移植マウスの 2.1 ± 2 .1% 
(Human origin = 0.7 ± 0.7%, mouse origin 
= 1.4 ± 1.4%)とわずかな差であった。 
海馬において VGAT は Vehicle injected mice
において 6.7 ± 3.2%、移植マウスにおいて 
10.6 ± 3.0% 
(Human origin = 3.7 ± 1.1%, mouse origin 
= 6.9 ± 2.0%)となった。 
また、それぞれの神経伝達物質レセプターも
発現が見られた。さらに alpha7nAChR 陽性細
胞も有意に増加しており、移植によるホスト
に対する作用があることが示唆された。
alpha7nAChR 及び GABAR の下流の Akt のリン
酸化が観察されており、受容体が生理学的に
も機能していることも確認した。また c-fos
の発現も亢進しており、神経細胞として神経
伝達もされていると考えている。 

移植細胞の遺伝子発現を調べた結果、神経
細胞マーカーの発現上昇とともに、神経発生
期の遊走の関与が示唆される分泌性因子（リ

ーリン、SDF1 等）、MCP1 の発現増加が見られ
た。さらに移植細胞周辺にリーリン受容体下
流に位置する細胞内蛋白 Dab1 が発現し、リ
ン酸化による Dab1 活性化が損傷脳移植細胞
に よ っ て 増 加 す る こ と 、 ホ ス ト の
alpha7nAChR 陽性細胞も有意に増加しており、
移植によるホスト神経（前駆）細胞に対して
も何らかの作用を及ぼしていることが示唆
された。コリン作動性神経に加えて GABA 作
動性神経の欠落やリーリン発現低下による
認知症の報告も見られており、移植によるコ
リン細動性神経と GABA 神経、リーリン量の
補充による認知機能改善効果も考えられる。 
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