
1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

博士論文 

 

 

 

 

論文題目  

海馬ニューロン新生における 

Diazepam binding inhibitor (DBI)の分化抑制機能 

 

 

 

 

 

氏 名   金子 順 

 

  



2 

 

目次                                       

要旨 .............................................................................................................................. 4 

【序論】 .................................................................................................................... 4 

【結果と考察】 ......................................................................................................... 5 

1.ニューロン新生における DBI の機能 ................................................................. 5 

2.AD モデルマウスでの DBI の発現とニューロン新生 .......................................... 6 

3.AD モデルマウスにおける DBI の発現抑制がニューロン新生に与える作用 ...... 8 

【結論】 .................................................................................................................... 9 

 

はじめに ..................................................................................................................... 10 

 

第一章 ニューロン新生における DBI の役割 

1.1 序論...................................................................................................................... 14 

1.2 実験方法 .............................................................................................................. 17 

1.2.1 実験動物 ...................................................................................................... 17 

1.2.2 293T 細胞 .................................................................................................... 17 

1.2.3 Plat-GP cell ................................................................................................. 18 

1.2.4 Mouse striatal precursor-1 (MSP-1) 細胞 .................................................. 18 

1.2.5 レンチウイルス ............................................................................................ 19 

1.2.6 レトロウイルス ............................................................................................ 20 

1.2.7 プラスミドの増幅、精製 .............................................................................. 20 

1.2.8 Western Blot ............................................................................................... 21 

1.2.9 灌流固定 ...................................................................................................... 22 

1.2.10 切片作成 .................................................................................................... 23 

1.2.11 免疫染色 .................................................................................................... 23 

1.2.12 レンチウイルスの作製 ............................................................................... 27 

1.2.13 レトロウイルスの作製 ............................................................................... 29 



3 

 

1.2.14 マウスへのウイルスを用いた RNAi ........................................................... 29 

1.2.15 神経幹細胞、神経前駆細胞での発現 .......................................................... 32 

1.2.16 DBI の抑制効果の評価 ............................................................................... 32 

1.2.17 新生細胞における DBI の抑制 ................................................................... 32 

1.3 結果...................................................................................................................... 34 

1.3.1 海馬での DBI の発現 ................................................................................... 34 

1.3.2 DBI の発現抑制 ........................................................................................... 38 

1.4 考察...................................................................................................................... 49 

 

第二章 アルツハイマーモデルマウスにおける DBI とニューロン新生 

2.1 序論...................................................................................................................... 54 

2.2 実験方法 .............................................................................................................. 56 

2.2.1 実験動物 ...................................................................................................... 56 

2.2.2 High Fat Diet と Carnosine の投与 ............................................................ 56 

2.2.3 免疫染色による DBI の発現 ......................................................................... 59 

2.2.4 アルツハイマーモデルマウスにおける DCX の発現 .................................... 61 

2.2.5 DBI の抑制後のニューロン新生の作用 ........................................................ 63 

2.3 結果...................................................................................................................... 65 

2.3.1 アルツハイマーモデルマウスにおける DBI の発現 ..................................... 65 

2.3.2 アルツハイマーモデルマウスにおけるニューロン新生と DBI の抑制 ......... 70 

2.4 考察 .................................................................................................................... 83 

 

総括 ............................................................................................................................ 87 

略語一覧ならびに主要な専門用語の簡単な解説 ......................................................... 90 

引用文献 ..................................................................................................................... 93 

謝辞 .......................................................................................................................... 109 



4 

 

 

要旨                                  

【序論】 

従来成体の脳では新たに神経が産み出されることはないとされていた。しか

し近年の研究により、生涯にわたり脳の特定の領域においては、持続的にニュ

ーロン新生が生じていることが明らかになった。海馬はニューロン新生領域の

一つであり、記憶や学習といった脳の高次機能を担っており、これらの機能に

対して新生ニューロンの寄与が示唆されている。事実、ニューロン新生を増加

させたマウスでは、海馬依存的な記憶学習の成績の向上が見られ、その一方で、

放射線や遺伝子操作によりニューロン新生を減少させると、記憶学習機能は低

下することが明らかにされている。またアルツハイマー病 (Alzheimer’s disease, 

AD) やうつ病などの神経疾患においても、新生ニューロンの機能低下や減少な

どが報告されており、神経疾患との関係も示唆されている。特にアルツハイマ

ー病モデルマウスにおいて、GABA (γ (gamma)-aminobutyric acid) シグナルの

インバランスが生じ、その結果としてニューロン新生の障害が起きているとの

報告がある (Sun et al., Cell Stem Cell, 2009)。そのため、ニューロン新生を制御す

る要因や、病態モデルにおけるニューロン新生の関わりを解明することが求め

られている。 

当研究室の先行研究において、GABA 刺激によって海馬におけるニューロン

新生が促進する事が明らかにされている (Tozuka et al., Neuron, 2005)。そこで

GABA アゴニストである、Diazepam と Pentobarbital を投与する実験を行っ

た。その結果 Pentobarbital にはニューロン新生の促進効果がみられたが、

Diazepam には見られなかった (Nochi et al., J Neurosci Res 2013)。これによ

り、内因性の GABA シグナルを抑制する機構の存在が示唆された。そこで本研
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究では GABA 受容体のインバースアゴニストである Diazepam Binding 

Inhibitor (DBI) に 着 目 し た 。 DBI と そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る

Octadecaneuropeptide proteolytic product (ODN) は GABAA受容体に結合し、

Cl-の流入を抑制する事が知られている (Alfonso et al., Cell Stem Cell, 2011)。

さらに DBI は神経幹細胞および神経前駆細胞で発現していることを確認した 

(Nochi et al., 2013)。本研究では、海馬内における DBI の発現、及び機能を RNAi

法により明らかにする事と、AD モデルマウスにおける DBI の発現とニューロ

ン新生に与える作用を明らかにすることを目的とした。  

 

【結果と考察】 

1. ニューロン新生における DBIの機能 

DBI に対する RNAi 配列を設計

し、この配列を組み込んだレンチウ

イルスベクターを作製した。またコ

ントロールベクターには、既に報告

のある何の作用もないスクランブ

ル (Scramble, SCR)配列を組み込

ん だ  (Katayama et al., FBES 

letter, 2004)。レンチウイルスを構成

するコンストラクトおよび、ノック

ダウン (Knock Down, KD)配列およ

び、SCR 配列は図 1 に示した。これ

らのプラスミドを用いて 293T 細胞よりレンチウイルスを作製した。DBI 抑制

効果の検討は p53 ノックアウトマウスの胎仔期における大脳基底核から樹立さ

図１ レンチウイルスの配列とコンストラクト 

レンチウイルスのコンストラクトおよび、K.D.と SCR 配列
を示した。このプラスミドを 293T 細胞にトランスフェクシ
ョンし、ウイルスを作製した。 

図 2 K.D.効果の検討 

インタクトな MSP-1 細胞、K.D.および SCR ウイルス
を感染させた細胞において DBI の発現量を
WesternBlot により比較し効果を確認した。n=3, T-test, 

*p<0.05 
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れた神経幹細胞様細胞株である Mouse Striatal Precursor-1 (MSP-1)細胞にお

いて行った。感染 1 週間後、タンパク質を抽出し、Tricine-SDS PAGE を用い

た Western Blot 法により DBI の抑制効果を確認した(図 2)。 

作製した KD ウイルスおよび、SCR ウイルスをマウスの海馬に直接投与し、

歯状回の細胞に感染させた。また mCherry がレポーターとして組み込まれたレ

トロウイルスを同時に感染させ新生ニューロンを標識した。感染 1 週間後、灌

流固定を行い、脳切片を作製した。レトロウイルスの mCherry を発現している

細胞を新生細胞とし、これらに KD または SCR のウイルスが感染した GFP 陽

性細胞に対して、分化の進行度を未成熟ニューロンマーカーである DCX により

評価した。その結果 DBI が抑制された KD 群では DCX 陽性の細胞が有意に増

加し、分化の亢進が見られた(図 3)。これにより海馬における DBI は神経幹細胞

や神経前駆細胞の分化を抑制している事が示唆された。 

 

2. ADモデルマウスでの DBIの発現とニューロン新生 

AD モデルマウスとして用いられるトランスジェニックマウス (Tg, 

APPswe/PS1⊿E9)の、海馬歯状回における DBI の発現を免疫染色により比較

した。この Tg マウスは 12 ヵ月齢を超えると明瞭に AD の症状である、アミロ

図 3 海馬歯状回における DBI の抑制 

レンチウイルスを用いた RNAi 法により海馬歯状回の DBI の発

現を抑制した。その結果 DBI が抑制された新生細胞において、そ
の分化が促進され、DCX 陽性細胞となる細胞が増加した。Scale 

bar 10 µm 各群 N=3, n=10, T-test, **p<0.01 
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イド β (Aβ) の蓄

積や海馬依存的

な認知記憶に障

害を示すモデル

マウスである。こ

れに加えて、先行

研 究 に お い て

High Fat Diet  

(HFD) を生後 4

ヵ月齢から2ヵ月

間与えることで、

早期に認知記憶

障害を誘導できることが示されている。またこの症状は抗酸化物質である

Carnosine (Car) を HFD 投与開始 2 週間後より 6 週間与えると、認知記憶の低下

が抑制される (Herculano., et al, J Alzheimers Dis, 2013)。野生型 (WT) マウ

スの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD を給餌した

マウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD と Car を給餌したマウス、WT および Tg

マウスで 17-19 ヵ月齢の 6 群を用いて、海馬歯状回および hilus 部における DBI

の発現領域の割合を比較した。その結果、認知記憶障害を示す、Tg マウスの 6

ヵ月齢に HFD を与えた群、Tg マウスの 17-19 ヵ月齢で有意な DBI の発現の上

昇が見られた (図 4)。さらに認知記憶障害が改善される Car を投与した群では

DBI 発現が抑制されており、DBI の増加と認知記憶の低下が一致していた。 

次に分化を抑制すると考えられた DBI が AD モデルマウスにおいて増加して

いるため、未成熟ニューロンへの影響を DCX 染色により評価した。DBI の海馬
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図 4 AD モデルマウスの海馬
歯状回における DBI の発現 

認知機能低下の進行と共に

DBI の発現が増加している。
緑 :DBI 赤 :Aβ. 青 :核 . 各群
n=3 Dunnett 検 定 *p<0.05, 

**p<0.01, scale bar 50 µm 

* 

** 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23099816
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における発現が AD モデルマウスのニューロン新生に影響があるのかを調べる

ために WT マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢に

HFD給餌マウス、Tgマウスの 6ヵ月齢にHFDおよびCar給餌した 4群でDCX

陽性の未成熟ニューロンにおける突起の形態を比較した。顆粒細胞層にいる未

成熟ニューロンは分子層まで突起を伸長させ、貫通繊維と連絡し回路を形成す

る。貫通繊維層まで突起が伸長している DCX 陽性細胞が全 DCX 陽性細胞に占

める割合を各群で比較した。その結果、認知記憶障害を示し、DBI の発現が高

かった Tg マウスに HFD を給餌した群では有意な減少が見られ、新生ニューロ

ンの成熟に障害が起きている可能性が示唆された。またこの成熟、分化に与え

る影響は Car 投与群では回復し、DBI の発現と一致している結果となった (図

5)。 

 

3. ADモデルマウスにおける DBIの発現抑制がニューロン新生に与える作用 

Tg マウスに HFD を与え、早期に AD を発症させたマウスに対して、海馬領

域における増加した DBI の発現をレンチウイルスの感染により抑制した。ウイ

ルス感染後、1 週間で灌流固定をした。免疫染色によりウイルスが感染した歯状

回領域における DCX 陽性細胞の突起の伸長を比較すると DBI の抑制により、

AD モデルマウスで低下した新生ニューロンの突起の伸長が回復している様子

図 5 AD モデルマウス新生ニューロンに対する影響 

認知機能低下を示し、DBI の発現の増加が見られた群において突起
の伸長が抑制され、成熟に影響が見られた。各群 N=3, n>20, T-test, 

*p<0.05 **p<0.01, scale bars 50 µm 
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が観察された (図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

【結論】 

DBI は神経幹細胞および神経前駆細胞に強く発現し、これらの細胞の分化を

抑制することで海馬歯状回における未分化細胞を維持する事に関与していると

推察された。神経幹細胞や神経前駆細胞から細胞外に放出されたDBIがGABAA

受容体に結合することで相対的に GABA シグナルを低下させ、分化を抑制して

いると考えられる。その一方で、AD モデルマウスの海馬歯状回では DBI 発現

が増加している。この DBI の産生が正常なニューロン分化を抑制してしまい、

AD の症状である認知記憶障害を引き起こす可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

図.6 AD モデルマウスにおける DBI 抑制の効果 

AD モデルマウスにおいて増加した DBI の発現の抑制を行った結果 DCX

陽性の未成熟ニューロン(矢印)の突起の伸長が見られた。Scale bars 10 µm 
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はじめに                                 

 

神経科学、特に脳領域は依然として未解明な領域が多く存在する分野である。

脳は記憶、学習、記憶、等様々な高次機能を持ち、それぞれが徐々に解明され

つつある。その中で、時として大きなパラダイムシフトを生み出すことがある。

本研究でのメインテーマであるニューロン新生もその一つである。20 世紀初頭、

神経は胎生期から新生期に形成され、成体期では新たに作られることはないと

されていた。しかし、ラジオアイソトープを利用した研究などにより、成体期

になっても新たに神経細胞が作り続けられている事が明らかになった 

(Altaman., 1962)。この成体期のニューロン新生は脳領域全域で起きているので

はなく、特定の領域で起きている。その一つが海馬である。海馬は記憶や学習

といった脳の高次機能を担っている。これらの機能は生後に獲得されるもので

あり、生後のニューロン新生との関わりが考えられた。事実、成体ニューロン

新生は記憶や学習との関わりを示す報告がされるようになった  (Van der 

Borght et al., 2007; Van Pragg et al 1999)。 

また、その一方で、ニューロン新生がうつ病やアルツハイマー病といった神

経疾患との関与を示唆されるようになってきた  (Warner JL et al., 2006; 

Winner B et al., 2011; Mu Y et al., 2011; Eisch et al., 2012 )。うつ病の治療薬

であるセロトニンやノルアドレナリンといったモノアミンを増加させる薬剤が
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中心として用いられているが，その作用機序に関して不明なこともある。抗う

つ薬の投与により、脳内のモノアミンは数時間で増加するのに対して、治療効

果は抗うつ薬の慢性的な投与を数週間持続させないと効果が得られない。そこ

でニューロン新生との関与が取りただされるようになった。なぜならば、抗う

つ剤の投与はニューロン新生を増加させ、逆にうつ病発症の危険因子とされる

ストレスによって抑制される。これにより抗うつ薬による治療メカニズムの新

しい仮説として注目されている。 

アルツハイマー病においても、ニューロン新生が低下しているとの報告があ

り (Verret L, et al. 2007)、アルツハイマー病の症状の一つである、記憶機能の

低下はこのニューロン新生の低下によるものとする仮説がある。そのため、ニ

ューロン新生を低下させている原因や機構を明らかにすることはアルツハイマ

ー病の症状の低減につながると考えられる。 

この様にニューロン新生は脳の記憶や学習といった恒常的な機能に加え、そ

れに付随する疾患とも関与するとされている。そのため、ニューロン新生を制

御するメカニズムを明らかにすることは、疾患への臨床応用も考えられ、意義

のある研究の一つである。 

本研究では GABA 受容体のインバースアゴニストであり (Bormann et al., 

1988; Costa et al., 1991)、かつアルツハイマー病患者の脳脊髄液中や前頭前野
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皮質で増加している Diazepam binding inhibitor  (DBI) に着目し (Luchetti 

et al., 2011)、第一章では野生型マウスを用いて、ニューロン新生における DBI

の機能を明らかにすることを目的として研究を行なった。その結果、DBI は神

経幹細胞や神経前駆細胞といった未分化な細胞に発現し、これらの細胞の分化

を抑制する機能を持つことが示唆された。 

また第二章ではアルツハイマーモデルマウスを用いて、DBI の発現の変化、

及びニューロン新生に与える作用について調査した。アルツハイマーモデルマ

ウスでは、海馬歯状回およびハイラス部の DBI の発現が増加し、この過剰な

DBI の発現がアルツハイマーモデルマウスのニューロン新生を抑制している事

が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

一章 ニューロン新生における DBI の役割 
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1.1 序論                                                                

 

従来成体の脳では新たに神経が産み出されることはないとされていた。し

かし近年の研究により、生涯にわたり脳の特定の領域においては、持続的に

ニューロン新生が生じていることが明らかになった (Allen et al., 1912; 

Messier et al., 1958; Altman et al., 1962; Altman et al., 1965a; Altman et 

al.,1965b)。海馬はニューロン新生領域の一つであり、記憶や学習といった

脳の高次機能を担っており、これらの機能に対して新生ニューロンの寄与が

示唆されている (Williams et al., 2001; Brown et al., 2003; Kitamura et al., 

2009; Sahay et al., 2011)。事実、ニューロン新生を増加させたマウスでは、

海馬依存的な記憶学習の成績の向上が見られ (Van der Borght et al., 2007; 

Van Pragg et al., 1999)、その一方で、放射線や遺伝子操作により新生ニュ

ーロンを減少させると、記憶学習機能は低下することが明らかにされている 

(Madsen et al., 2003; Raber et al., 2004; Rola et al., 2004)。 

そこでニューロン新生を促進する機構を明らかにするため、多くの研究が

行われた。その一つとして、GABA 刺激によって海馬におけるニューロン新

生が促進する事が明らかにされている (Tozuka et al., 2005)。そこで GABA 

アゴニストである、Diazepam と Pentobarbital を投与する実験を行った。

その結果 Pentobarbital にはニューロン新生の促進効果がみられたが、
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Diazepam には見られなかった (Nochi et al., 2013)。これにより、内因性の

GABA 入力を抑制する機構の存在が示唆された。そこで本研究では GABA

受容体のインバースアゴニストである DBI に着目した。DBI はラット脳か

ら単離された 10 kDa の小さなペプチドである (Guidotti et al., 1983)。DBI

はアシル化された脂肪酸の輸送、蓄積、保護に加え、ミトコンドリアへのコ

レステロールの輸送等その機能は多岐にわたるため、その発現は広範に渡っ

て発現している。中枢神経系においては特に嗅球、海馬に強く発現し、GABA

受容体のインバースアゴニストとしても機能することが知られている 

(Alho et al., 1985; Shoyab et al., 1986; Ferrarese et al.,1989; Tong et al., 

1991; Slobodyansky et al., 1992; Yanase et al.,2002; Siiskonen et al., 

2007)。これらの機能に加え、ニューロン新生領域である側脳室下帯におい

て DBI とそのフラグメントである Octadecaneuropeptide proteolytic 

product (ODN) は細胞増殖を促すことが報告された (Alfonso et al., 2011)。

一方同じくニューロン新生領域の海馬では DBI は神経幹細胞や神経前駆細

胞のマーカーとして用いられる FABP7 (Fatty acid binding protein 7) と共

発現している事が報告されている (Yanase et al., 2001)。そのため海馬にお

いても DBI がニューロン新生に対してなんらかの関与が示唆されている。 

そこで本研究では DBI の海馬ニューロン新生過程における発現の推移、及
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びニューロン新生における機能を明らかにするために、免疫抗体染色および

RNAi を用いて機能を明らかにすることを目的として研究を行った。 
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1.2 実験方法                                                            

 

1.2.1 実験動物 

東京大学山口正洋博士より提供頂いた Slc:ICR マウス血統の NestinP-GFP

トランスジェニックマウス (Yamaguchi et al., 2000) (6 週齢)及び Slc:ICR マ

ウス (三共ラボ) (6 週齢)を用いて実験を行った。これら実験動物は、研究室

内にあるクリーンルームにて飼育用のケージに入れられ、室内気温 24 ±1 C、

12 時間周期で昼夜を切り替える (午前 8 時に飼育室の電気を点灯し、午後 8

時に消灯するサイクル） 環境で飼育した。飼育は W220 mm × L320 mm ×  

H135 mm のプラスチックケージの中で滅菌した脱イオン水および固形飼料

MF (オリエンタル酵母) を与えて行った。また、実験動物の取り扱いについ

ては、東京大学規定の“Experimentation protocols approved by the Animal Care 

and Use Committee of the University of Tokyo”に則って実施され、使用実験動

物数を最小限にするように努めた。 

 

1.2.2 293T 細胞 

レンチウイルスを作成するにあたって、理化学研究所バイオリソースセンタ

ー細胞運命情報解析技術開発サブチームの三好浩之博士により供与された
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293T 細胞を用いた。この 293T 細胞は SV40 large T antigen を発現している

胎児腎細胞 (293 細胞) 由来である。培地の組成は DMEM (high glucose, 

GIBCO)、に 10％FBS (lot,No.A70180-1555, PAA THE CELL CULTURE 

COMPANY)、1%抗生物質-抗真菌剤混合溶液 (100 倍濃縮, 濾過滅菌済み, 

Nacalai Tesque)、L-グルタミン 2 mM (Wako) を使用し、10％CO2、37℃の条

件下で培養した。継代は細胞がコンフルエントになった段階で行った。 

 

1.2.3 Plat-GP cell 

 レトロウイルスを作製するにあたって、富山大学井ノ口馨博士より供与頂いた

パッケージング細胞、Plat-GP 細胞を用いた。培地の組成は DMEM (high 

glucose, GIBCO) 、に 10%FBS (lot,No.A70180-1555, PAA THE CELL 

CULTURE COMPANY)、1%抗生物質-抗真菌剤混合溶液 (100 倍濃縮, 濾過滅

菌済み, Nacalai Tesque)、L-グルタミン 2 mM (Wako) を使用し、10%CO2、37℃

の条件下で培養した。継代はコンフルエントになった段階で行った。 

 

1.2.4 Mouse striatal precursor-1 (MSP-1)細胞 

胎仔期 p53 ノックアウトマウスの大脳基底核から樹立された神経細胞様株

(Yamada et al., 1999; Muramatsu et al., 2005)。DMEM/F12 (GIBCO)に炭酸
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水素ナトリウム 1.21 g/l (Wako)、1%抗生物質-抗真菌剤混合溶液 (100 倍濃縮, 

濾過滅菌済み Nacalai Tesque)、10%FBS (lot,No.A70180-1555, PAA THE 

CELL CULTURE COMPANY)および basic fibroblast growth factor (bFGF) 

10 µg/ml (Invitrogen) を添加した培地を使用し、5%CO2、37℃の条件下で培

養した。継代はコンフルエントになった段階で行った。  

 

1.2.5 レンチウイルス 

レンチウイルスの作製に用いたプラスミドは理化学研究所バイオリソースセ

ンター細胞運命情報解析技術開発サブチームの三好浩之博士により供与された

プラスミドを用い作製した。Knock Down (以下 KD) および Scramble (以下

SCR) のベクタープラスミドは先行研究 (木村 修士論文, 2010) により作成さ

れたものを用いた。DBI の抑制には以下の配列 (5’-gatcccc gggcatagtgctttggttt 

acgtgtgctgtccgt aaaccaaggcattatgtcc ttttt ggaaat-3′) を EF-1α プロモーターを

持つ CS-RfA-EG short hairpin expression Vector に組み込まれたものを使用し

た。コントロールとして何の作用も確認されていない以下の配列 (5’-gatcccc 

gcgcgctttgtaggattcg acgtgtgctgtccgt cgaatcctacaaagcgcgc tttttggaaat-3’),  

(Katayama et al., 2004) を、KD と同様に組み込んだものを使用した。パッケ

ージングプラスミドにはCAGプロモーター下に gagおよび polが組み込まれた
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pCAG-HIVgp、CMV プロモーター下に VSV-G、RSV プロモーター下に Rev が

組み込まれた、pCMV-VSV-G-RSV-Rev を用いた。 

 

1.2.6 レトロウイルス 

レトロウイルスの作製には富山大学の井ノ口馨博士により供与されたレトロ

ウイルスベクター、pMX-sSIN-CAG-mCherry および VSV-G を使用した。レト

ロウイルスは細胞分裂中の細胞においてのみ、組み換えを生じさせるためウイ

ルス感染時に分裂していた細胞でのみ mCherry を発現させることが出来る。そ

のため新生細胞を標識するために用いた。 

 

1.2.7 プラスミドの増幅、精製 

使用したプラスミドは TE Buffer (ニッポンジーン) に懸濁し、大腸菌 (DH5α, 

TAKARA) にトランスフォームした。コロニー単離後、13.3% グリセロールス

トック (Wako) を作成した。このグリセロールストックを、プラスグロウ培地 

(Nacalai Tesque) で培養し Mega prep kit (QIAGEN) により増幅、精製し、吸

光光度計 (Amersham Bioscience, Ultrospec 6300 pro) によりプラスミド溶液

の吸光度から濃度を測定した。精製したプラスミドを電気泳動し、塩基数から
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精製されたプラスミドを確認した。 

 

1.2.8 Western Blot 

海馬における DBI の発現、抗 DBI 抗体の親和性、及び RNAi 法による DBI

の発現抑制効果を評価するために Western Blot を行った。タンパク質の調整に

は ICRマウスの海馬と小脳を用いた。小脳はDBIの強い発現が確認されている、

脳領域であるためコントロールとして用いた。 

頸椎脱臼法により安楽死させた。その後、即時抜脳し、冷却した PBS 中で海

馬と小脳を脳組織から切り取り、採取した。採取した海馬と小脳は Lysis Buffer 

(20 mM Tris–HCl, pH 7.5, containing 150 mM NaCl, 0.5%NP-40, 0.5 mM PMSF, 10 

µg/ml leupeptin, 1 mM DTT, 25 mM b-glycerophosphate, and 1 mM sodium 

orthovanadate) に入れ、氷上で超音波破砕装置 (UR-20P, トミー精工) にてホ

モジェナイズした。この溶液を 4℃、13200 rpm で 15 分遠心し (Centrifuge 

5415R, eppendolf)、上清をサンプル溶液とした。このサンプルを-80℃に保存し、

適宜使用した。 

Bio Rad タンパクアッセイ (Bio-Rad) を用いてタンパク質の濃度を測定し、

40 µg のタンパク質を loading buffer (50 mM Tris–HCl, pH 6.8, 2%SDS, 

10%glycerol, 0.25 mg/ml bromophenol blue, 5% β-mercaptoethanol) と混ぜ、95℃で
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5 分間還元処理を行った。タンパク質を分離するために 12%ポリアクリルアミド

Tricin ゲルを用いて、SDS-PAGE を行った。その後、湿式法により polyvinylidene 

fluoride membranes (PVDF) (PALL, Pensacola, FL) に転写した。転写が終了した後、 

5%スキムミルク/ wash buffer (20 mM Tris–HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05% 

Tween 20) で一時間、室温でブロッキンッグし、抗 DBI 抗体、抗 beta-actine 抗

体で一晩インキュベートした。PVDF 膜を洗浄した後、HRP-conjugated 二次抗

体と１時間室温で反応させた。洗浄後、Laminate
TM

 Forte Western HRP substrate 

(Millipore) と５分間反応させ LAS1000  (GE healthcare) により検出した。  

RNAi の抑制効果の確認においては、インタクトな MSP-1 細胞、及び KD ウ

イルス、及び SCR ウイルスを感染させた MSP-1 細胞を４日間培養し、培地を

除去し、PBS で洗浄した後、Lysis buffer 500 µl/100 mm dish を添加し、タン

パク質を抽出した。この溶液を 4℃、13200 rpm で 5 min 遠心し、上清をサン

プルとした。Western Blot は同様の方法を用いた。 

 

1.2.9 灌流固定 

マウスに麻酔した後、腹部を切開し心臓を露出させた。左心房に針を刺し、

PBS を 40 ml 灌流した後、40 ml の 4%パラホルムアルデヒド (Wako) で灌流

固定した。脳を取り出し、24 時間、4℃で、4%パラホルムアルデヒドに漬け置
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き (後固定)、30%スクロース (Wako) /PBS に交換して、同じく 4℃で二日間置

いた。 

 

1.2.10 切片作成 

溶液を除去し、コンパウンド (Tissue Tek O.C.T Compuond) で包埋し、-80℃

で一時間以上凍結させた。凍結後クライオスタット (Microm 社) で海馬を 40 

μm の厚さで切りだした。切り出した切片は PBS で一度すすいだ直後、クライ

オプロテクタント (0.2 M Na2HPO4 12.8 ml/l (Wako), 0.2 M NaH2PO4 3.2 ml/l 

(Wako), DW 384 ml/l, ethylen glycol 300 ml/l (Wako), glycerol 300 ml/l 

(Wako)) に漬けて遮光した上で-30℃で保存した。 

 

1.2.11 免疫染色 

切片を TBS で 10 分間 3 回洗った後、100％メタノール (Wako, Osaka, Japan) で

室温下 30分間処理をした。TBSで 10分間洗浄後、10 mMクエン酸緩衝液で 90℃、

5 分間インキュベーションした。室温まで放置し、TBS で 10 分間洗浄した。1 M

の塩酸で 37℃、30 分間処理し、その後 0.1 M ホウ酸緩衝液で 10 分間中和し、

TBS で 10 分間、2 回洗浄した。この切片を、ブロッキング溶液 (0.1 % Triton X-100
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及び 5 % Normal Donky Serum (NDS) を含む Tris Buffer Saline (TBS)) で、室温下

で 30 分間保持し、その後、一次抗体をブロッキング液中に加え 4℃で 3 日間反

応させた。その後 TBS にて 10 分間 3 回洗浄し、その後二次次抗体を含むブロッ

キング液で室温 2 時間反応させた。この切片を TBS で 10 分間 3 回洗浄した。

TBSで10分間1回、15分間で2回洗浄した後、スライドガラスにのせ、ImmuMount 

(Shandon, Pittsburgh, PA) で封入した。本実験で使用した抗体について、一次抗

体については Table1 に、二次抗体については Table2 にまとめた。 
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Table1：使用した一次抗体 

 

 

 

  

抗体名 供給元 由来 希釈率 

一次抗体    

Anti-DBI 北海道大学 

岩永敏彦博士 

rabbit IgG 1:200 

Anti-GFP Nacalai tesque rat IgG 1:2000 

Anti-GFAP Sigma mouse IgG 1:200 

Anti-DCX Millipore guinea pig IgG 1:4000 

Anti-Sox2 SantaCruz goat IgG 1:400 

Anti-Prox1 Millipore rabbit IgG 1:1000 

Anti-DsRed Clontech rabbit IgG 1:500 

Anti-S100β Sigma mouse IgG 1:500 
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Table2：使用した二次抗体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

二次抗体(蛍光) 供給元 Anti-X 希釈率 

Alexa 488 

 

Molecular Probes Anti-rabbit IgG,  

Anti-mouse IgG 

Anti-rat IgG 

1:1000 

Rhodamine Jackson 

ImmunoResearch 

Anti-rat IgG 

Anti-rabbit IgG 

Anti-goat IgG 

Anti-mouse IgG 

1:200 

 

Cy5 Jackson 

ImmunoResearch 

Anti-mouse IgG 

Anti-guinea pig IgG 

1:200 
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1.2.12 レンチウイルスの作製 

293T 細胞を 1×106  cells/100 mm dish で細胞を播種し、一晩培養した。培養

した後、精製したプラスミド三種類、ベクタープラスミド (KD or SCR) 20 µg、

パッケージングプラスミド 10 µg、エンベローププラスミド 10 µg をリン酸カル

シウム法によりトランスフェクションした。なお培養中の CO2 濃度は常時

10%CO2濃度で培養をし、トランスフェクション時だけ3%CO2濃度に落とした。

トランスフェクション後のウイルス産生期間は、再び 10%CO2 濃度戻して、培

養を 2 日間行った。なおトランスフェクションを行った翌日に Forskorin 10 µM 

(Sigma) を加え、ウイルスの産生能を高めた。上清を回収し 50000 × g、4℃、

1.5 時間遠心した後上清を除去した。HBSS (Hanks' Balanced Salt Solutions 

GIBCO) 200 µl に再懸濁し、再び 50000 × g、4℃、1.5 時間遠心した。上清除

去後、HBSS 10 µl に再懸濁しウイルス液とした。 

作製したウイルスは希釈系列を作製し 293T 細胞に感染させた。感染後 4 日で

FACS により GFP 陽性細胞数を係数し、ウイルスの力価を測定した (Fig.1 )。 

 

 

 

 



28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 FACS による力価測定 

 FACS により GFP 陽性細胞数を係数し、ウイルスの力価を測定した。KD 

(Knock Down)、SCR (Scramble) 共に 1×10⁸ IU/ml 程度の高力価かつ同程度の

ウイルスを作製した。近似直線は測定値より対数近似にて算出した。 
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1.2.13 レトロウイルスの作製 

Plat-GP 細胞を 1×106  cells/100 mm dish で細胞を播種し、一晩培養した。

培養した後、精製したプラスミド 2 種類、ベクタープラスミド 20 µg、エンベロ

ーププラスミド 10 µg をリン酸カルシウム法によりトランスフェクションした。

なお培養中の CO2濃度は常時 10%CO2濃度で培養をし、トランスフェクション

時だけ 3%CO2濃度に落とした。トランスフェクション後のウイルス産生期間は

再び 10%CO2濃度戻して培養を 2 日間行った。上清を回収し 50000 × g、4℃、

1.5 時間遠心した後上清を除去した。HBSS (Hanks' Balanced Salt Solutions 

GIBCO) 200 µl に再懸濁し、再び 50000 × g、4℃、1.5 時間遠心した。上清除

去後、HBSS 10 µl に再懸濁しウイルス液とした。  

 

1.2.14 マウスへのウイルスを用いた RNAi  

ケタラール®50 50 mg/ml (第一三共) およびセラクタール®2％注射液5 mg/ml 

(バイエルメディカル) を 4:1 で混合した。使用前に作成した麻酔液を生理食塩

水 (大塚製薬) と 1:4で混合し、大腿部に筋肉注射することで麻酔した。麻酔後、

頭毛を剃り、固定機 (David Kopf instruments, Model 900) に固定した。頭皮

を切り開き頭蓋を露出させ、Bregmaを起点にAP方向 (前後方向) に-1.5 mm、

L 方向 (側方向) に±1.5 mm の部位に電気ドリルで頭蓋骨に穴をあけた。その穴
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より、100mm dish 4 枚分の上清を濃縮したウイルス液を充填したガラス電極を

2.0 mm 挿入した (Fig.2)。ウイルス液を Nanoject-Ⅱ(Drummond Scientific 

Company) を用いてマウスの左右の海馬にそれぞれ 50 nl/ 6 sec のペースで 50

回打ち込んだ。術後頭皮を縫合し、37℃のホットプレート上で温めて回復させ

た後 1 週間通常通り飼育した。 
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Fig.2 マウスへのレンチウイルスの感染 

A) レンチウイルスを構成する 3 種類のプラスミドを 293T 細胞にトランス

フェクションし、遠心により 10 µl に濃縮した。 

B) マウス海馬へのインジェクション位置。Bregma を基準に 

AP (前後方向) -1.5 mm、L (側方向) +1.5 mm, V (深さ) -2.0 mm の位置

にインジェクションした。 

C) ウイルス投与後の実験スケジュール。感染後 1週間でサクリファイスし、

サンプルとした。 

 

Virus 

Bregma より 

AP -1.5 mm、L +1.5 mm、V  -2.0 mm 

50 nl/shot/6 sec 計 2.5 µl 

A)  

B)  C)  
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1.2.15 神経幹細胞、神経前駆細胞での発現 

1 個体から冠状断の凍結切片を作製し海馬の前方より 480 m 毎に 4 枚の切片

を使用し染色した。各切片に含まれる Nestin 陽性かつ GFAP 陽性の細胞を神経

幹細胞とした。また Nestin、DCX、DBI の 3 重染色においては Nestin 陽性でか

つ DCX 陰性の突起のないものを神経前駆細胞前期とし、Nestin、DCX 共に陽性

な細胞を神経前駆細胞後期とした。さらに、Nestin 陰性、DCX 陽性細胞を未成

熟ニューロンとして、これらの細胞種における DBI の発現割合を評価した。 

 

1.2.16 DBI の抑制効果の評価 

1 個体から GFP 陽性細胞が確認できる 4 枚の切片を取出し、海馬顆粒細胞下

帯における、GFP 陽性細胞における神経幹細胞のマーカーである GFAP、及び

Sox2 陽性となる細胞の割合を算出した。同様に、未成熟ニューロンのマーカー

である Prox1 と GFP 陽性細胞の割合を算出した。 

 

1.2.17 新生細胞における DBI の抑制 

 1 個体から GFP 陽性細胞が確認できる 4 枚の切片を取出し、海馬顆粒細胞下

帯における、mCherry 陽性の新生細胞かつ、レンチウイルスが感染した GFP 陽

性の DCX 陽性細胞の発現割合を測定した (Fig.3)。 
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Fig.3 マウスへのレンチウイルスおよびレトロウイルスの感染 

A) それぞれのウイルスを構成するプラスミドを 293T 細胞または Plat-GP

細胞にトランスフェクションし、ウイルス液を混合し遠心により 10 µl

に濃縮した。 

B) マウス海馬へのインジェクション位置。Bregma を基準に 

AP (前後方向) -1.5 mm、L (側方向) +1.5 mm, V (深さ) -2.0 mm の位置

にインジェクションした。 

C) ウイルス投与後の実験スケジュール。感染後 1週間でサクリファイスし、

サンプルとした。 

Virus 

Bregma より 

AP -1.5 mm, L +1.5 mm,V -2.0 mm 

50 nl/shot/6 sec 計 2.5 µl 

A) 

B) 

C) 
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1.3 結果                                                                

 

1.3.1 海馬での DBI の発現 

海馬および小脳から摘出した組織から抽出したタンパク質でWestern Blotを

行った結果、10 kDa のバンドが観察された。これにより、DBI は海馬領域にお

いても発現があり、また非特異的なバンドは観察されなかったため、抗体の親

和性にも問題ないと考えられる (Fig.4)。また海馬領域における DBI の免疫染色

の結果、海馬歯状回の顆粒細胞下帯の細胞においても DBI の発現が確認された

(Fig.4)。海馬歯状回の顆粒細胞下帯は神経幹細胞が存在し、ニューロン新生が

生じている領域である。そこで DBI のニューロン新生の過程における発現を調

べるために Nestin-GFP マウスを用いて DBI と神経幹細胞のマーカーである

GFAPや神経前駆細胞から未成熟ニューロンに発現しているDCXとの多重免疫

染色を行った (Fig.5)。その結果、Nestin+ / GFAP+の神経幹細胞では 90.0±

3.3%、Nestin+ /DCX-で突起のない神経前駆細胞前期は 72.2±4.8%、

Nestin+/DCX+の神経前駆細胞後期は 60.0±6.9%、Nestin-/DCX+の未成熟ニュ

ーロンは 4.4±1.1%の割合で DBI が共染色された。DBI の発現は 未分化な細胞

ほどその発現が強く、分化の進行と共に DBI の発現が減少する傾向にあった 

(Fig.6)。これは先行研究 (岡田 修論論文, 2006) とも一致していた。 
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Fig.4 マウス海馬における DBI の発現 

A) マウスの海馬 (HC) および小脳 (CB) を用いて、抗 DBI 抗体によるウェス

タンブロットを行った。その結果 10 kDa に DBI のバンドが検出された。こ

れにより海馬での DBI の発現及び非特異的な反応は見られず、DBI の特異

的な結合をウェスタンブロットにより確認した。MK, マーカー  

B) 海馬歯状回における DBI の発現を免疫染色により観察した。歯状回における

DBI の発現は、顆粒細胞下帯に加え、ハイラス部に存在する細胞などにもみ

られる。緑:DBI 青:DAPI (核) Bar, 100 µm 

 

 

A) 

B) 
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Fig.5 Nesin-GFP マウスを用いた DBI の染色 

A) ニューロンの成熟過程における DBI の発現。矢印で示した細胞が DBI 陽性

細胞を示す。Bars, 10 µm 

B) ニューロンの成熟過程とその際の発現マーカータンパク質 

 

A) 

B) 

MergeDBIDCXNestin-GFP

Nestin-GFP DCX DBI Merge

Nestin-GFP GFAP DBI Merge
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Fig.6 ニューロンの成熟過程における DBI の発現 

神経幹細胞や神経前駆細胞では DBI の強い発現が見られる。しかし分化の進行

と共に DBI の発現は減少している。N=3, n=30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DBI expression 
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1.3.2 DBI の発現抑制 

DBI の発現を抑制する RNAi ウイルス (KD ウイルス)とコントロールである

SCR ウイルスを作成し、293T 細胞により Titer 測定した結果、1×108 IU/ml の

力価で KD、SCRで同程度であることを確認した。またKDウイルスまたはSCR

ウイルスを感染させた MSP-1 細胞と、インタクトな MSP-1 細胞からタンパク

質を回収し、Western Blot により DBI のタンパク質の相対量を比較した結果、

KD 群では DBI の発現が低下している事が確認した。これにより DBI が RNAi

により抑制されている事を示した (Fig.7)。 
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Fig.7  MSP-1 細胞における DBI の抑制 

A) 作製した DBI の KD ウイルスおよび、SCR ウイルスを感染させた MSP-1

細胞、インタクトな MSP-1 細胞からタンパク質を抽出し、ウェスタンブロ

ットを行った。 

B) DBI のウェスタンブロットの結果を Beta-actin により標準化し、バンドの

濃度を ImageJ により比較した。n=3, T-test, p<0.05 
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KD ウイルスにより DBI の発現が抑制されることが明らかにされたので、マ

ウスの海馬に直接ウイルスを投与し、1 週間飼育した。海馬の切片を作製し、ウ

イルスが感染した KD または SCR ウイルスが感染した GFP 陽性細胞かつ、神

経幹細胞のマーカーである GFAP、Sox2、未成熟ニューロンのマーカーである

Prox1 と共染色した (Fig.8)。その結果、KD ウイルスに感染した GFP 陽性細胞

では Sox2の発現が著しく低下していた (2.2±1.1%) のに対して SCRウイルス

実験群では比較的保たれていた (40±1.9％) (Fig.9)。その一方で、GFP 陽性細

胞中のProx1陽性細胞はKDウイルス実験群においてSCRウイルス実験群と比

較して有意に増加していた (Fig.9)。このことは、DBI の発現が抑制されると神

経幹細胞としての性質を維持する事が困難となることを示唆している。先行研

究により報告されている、側脳室下帯における神経幹細胞を用いた研究の結果

と同様であった (Alfonso et al., 2012)。 
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Fig.8 DBI 抑制細胞における神経幹細胞および未成熟ニューロンの割合 

A) KD ウイルスおよび、SCR ウイルスを感染させた後、顆粒細胞下帯における

GFP 陽性細胞 (緑) と神経幹細胞のマーカーである Sox2 (赤)、及び GFAP 

(青 ) により三重染色した。矢印は Sox2 陽性細胞を示し、矢頭は

GFP/Sox2/GFAP 陽性細胞を示す。KD ウイルス陽性細胞では Sox2/GFAP

陽性となる神経幹細胞が見られないが SCR ウイスルが感染した細胞では

Sox2/GFAP 陽性が見られる。Bars, 上段 10 µm, 下段 50 µm 

B) KD ウイルスおよび、SCR ウイルスを感染させた後、顆粒細胞下帯における

GFP 陽性細胞 (緑) と未成熟ニューロンのマーカーである Prox1 (赤)、及び

DAPI (青) により三重染色した。矢頭はGFP/Prox1/GFAP陽性細胞を示す。

Bars, 10 µm 
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Fig.9 顆粒細胞下帯 (SGZ) における DBI の抑制効果 

 顆粒細胞下帯におけるKDウイルスおよび SCRウイルス陽性細胞における神

経幹細胞の割合、及び未成熟ニューロンの割合を示した。KD により神経幹細胞

の割合は減少し、未成熟ニューロンの割合は増加した。 

N=3, n=30, T-test, *p<0.05, **p<0.01  
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DBI の抑制により、分化が促進される可能性が示唆されたため、これが新生

細胞において確かに促進されているかを確認するため、mCherry をレポーター

とするレトロウイルスを KD または SCR ウイルスと同時に感染させることで、

新生細胞における効果を確認した。レトロウイルスに感染して mCherry 陽性の

新生細胞かつ GFP 陽性の KD または SCR ウイルスが感染した細胞における

DCX 陽性細胞の割合を比較した。その結果、コントロールである SCR 群と比

較して、KD 群では DCX 陽性細胞の割合が増加し、やはり DBI の抑制により、

新生細胞の分化が促進した (Fig.10)。 
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Fig.10 新生細胞における DBI の抑制効果 

A) mCherry 陽性 (赤) の新生細胞かつ、KD ウイルスまたは SCR ウイルス陽

性 (緑)の細胞における DC X (青) を染色した。Bars, 10 µm 

B) 新生細胞におけるDBIの発現の抑制によりDCX陽性となる細胞の割合が増

加し、DBI の抑制により分化が促進した。N=5, n=50, T-test, **p<0.01 
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1.4 考察                                                                

  

海馬に発現する DBI は神経幹細胞や神経前駆細胞に発現し、分化が進行する

と共に発現が低下することから、神経幹細胞の維持に寄与していると考えられ

る。また KD ウイルスを感染させた細胞において神経幹細胞の割合が著しく低

下し、未成熟ニューロンの割合がコントロールと比較して増加したことから、

DBI の発現が抑制されると、神経幹細胞を維持する事が出来なくなる可能性が

示唆された。つまり DBI は神経幹細胞において、分化を抑制する機能を持ち、

DBI の発現が抑制されると分化が促進すると考えられる。さらにレトロウイル

スにより標識した新生細胞においても DBI 発現を抑制した群では DCX 陽性細

胞の割合が増加し、分化の促進を示唆した。これにより、DBI を抑制すること

で新生ニューロンの分化が促進することが明らかになった。 

これは先行研究による興奮性の GABA 刺激により新生ニューロンの分化が促

進することと一致している (Tozuka et al., 2005)。 神経前駆細胞は GABA の入

力を受けると、脱分極を生じさせ、これによりニューロン分化が促進されるた

め、GABA 受容体のインバースアゴニストである DBI の発現により、GABA 受

容体が抑制され、新生ニューロンの分化が抑制されていると考えられる。GABA

受容体を抑制する DBI の発現が低下した事により、GABA 受容体の抑制が解除

され、脱分極が相対的に増加し、分化が進行したと考えられる (Fig.11)。 
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しかし、DBI の発現が何によってコントロールされるのかは明らかでない。

そのため、DBI の発現の抑制自体を制御している機構の解明が今後の研究課題

である。おそらく通常状態では、何らかの DBI の発現制御機構のもと DBI の発

現が調整され、オートクリンやパラクリンにより放出された DBI が GABA 受容

体へ結合し、脱分極を抑制することで、分化を抑制し、神経幹細胞や神経前駆

細胞のプールを維持しているのではないかと考えられる。 

また DBI にはミトコンドリアへのコレステロールを輸送する機能があること

が知られており (Papadopoulos et al., 1995; Majewska et al., 1992; Robel et 

al., 1995; Belelli et al., 2005)、この機構はニューロステロイド合成の第一段階

である。これにより輸送されたコレステロールが開裂、修飾を受けて様々なニ

ューロステロイドが合成される。これらのニューロステロイドには GABA のモ

ジュレーターである物質もあり、こちらの機構が作用している可能性もある。 

さらに先行研究により報告されている嗅球におけるニューロン新生、主に側

脳室下帯で生じているニューロン新生において DBI は細胞分裂の促進に寄与し

ていると報告されている (Alfonso et al., 2012)。本研究では海馬ニューロン新

生において、増殖の観点からは実験を行っていないが、海馬でも同様に DBI は

増殖に関与しているかもしれない。しかし、神経幹細胞や神経前駆細胞の分化

を抑制することで、本来分化する運命にある細胞が、神経幹細胞や神経前駆細

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Papadopoulos%20V%22%5BAuthor%5D
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胞のままであるならば、見かけ上これらの細胞数は増加することになる。その

ため本研究とも矛盾のない一致が見られる。 

いずれにしろ DBI が海馬および嗅球のニューロン新生の過程において関与し

ている事は明らかである。DBI は GABA 受容体を介してニューロン新生を制御

している可能性が示唆されたが、DBI が直接 GABA 受容体に結合して作用して

いるか、ニューロステロイドを介して、GABA 受容体に作用しているかは、更

なる実験が必要である。 
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Fig.11 DBI によるニューロン新生の制御機構の模式図 

 ニューロン新生は GABA の入力により分化が促進されることが知られている。

DBI が GABA 受容体に結合することで、GABA 受容体を抑制し、脱分極を抑制

している。この抑制が解除されると相対的に脱分極が促進され分化が進行する

と考えられる。 
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二章 アルツハイマーモデルマウスにおける 

DBI とニューロン新生 
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2.1 序論                                                               

 

現在深刻な高齢社会を迎えている日本において、認知症の増加が社会問題に

なっている。認知症には血管性認知症、アルツハイマー病型認知症、レビー小

体型認知症などがあり、更にアルツハイマー病型認知症には遺伝的要因による

家族性のものと、孤発性のものとに分類される。特に孤発性のアルツハイマー

病は、加齢に伴って有病率が増加する。特に 80 歳を超えると指数関数的に増加

するため、高齢社会である日本において憂慮すべき疾患の一つである。近年の

研究により原因遺伝子にプレセニリンとアミロイド前駆タンパク質 (amyloid 

precursor protein, APP)の変異が報告されている  (Goate et al., 1991; 

Thorlakur et al., 2012)。さらにリスク遺伝子として apolipoprotein E (APOE)

の ε4 が報告されている (Farrer et al.,1997; Liu et al., 2013)。病理学的所見と

しては、神経細胞脱落、Aβ の蓄積による老人班、神経原繊維変化が生じる。症

状としては記銘力障害、視空間認知が障害され、更に進行すると、失行、失認、

失語が見られるようになり、昼夜逆転、せん妄、失禁、徘徊が見られるように

なる。 

また近年、アルツハイマーモデルマウスを用いた研究により、ニューロン新

生の低下が報告されている (Verret et al., 2007)。ニューロン新生は先述の様に、

海馬依存性の記憶機能や学習機能に関与しているため、アルツハイマー病の症
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状を引き起こす原因の一つである可能性がある。最近の報告によるとアルツハ

イマー病におけるこのニューロン新生の低下は GABA 回路の低下によるもので

あるとする報告がある (Li et al., 2009; Sun et al., 2009)。これは海馬のニュー

ロン新生が GABA 刺激により促進されている事が明らかにされており、アルツ

ハイマー病では、この GABA 入力の低下がニューロン新生の低下を引き起こし

ていると考えられる。 

DBI は GABA 受容体のインバースアゴニストでもあるため (Guidotti et al., 

1983)、GABA回路を介してニューロン新生に関与している可能性が考えられる。

また DBI はアルツハマー病の脳脊髄液中において、増加することが明らかにさ

れており (Barbaccia et al., 1986; Ferrarese1990; van Kammen et al.,1993 )、

海馬でも同様に増加している可能性も十分考えられる。 

本研究ではアルツハイマーモデルマウスで生じている、GABA 回路の変調を

生じさせる原因の一つして、DBI に着目し、海馬ニューロン新生領域における

その発現の変化、及び、DBI の発現とニューロン新生に与える作用について明

らかにすることを目的としている。 
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2.2 実験方法                                                           

 

2.2.1 実験動物 

B6C3-Tg (APPswe, PSEN1dE9) 85Dbo/J (Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

Maine, USA) より購入、以下 Tg)を用いて実験した。これら実験動物は、研究

室内にあるクリーンルームにて飼育用のケージに入れられ、室内気温 24 ±1 C、

12 時間周期で昼夜を切り替える (午前 8 時に飼育室の電気を点灯し、午後 8 時

に消灯するサイクル) 環境で飼育した。飼育は W220 mm × L320 mm × H135  

mm のプラスチックケージの中で滅菌した脱イオン水および固形飼料 MF (オリ

エンタル酵母) を与えて行った。また、実験動物の取り扱いについては、東京大

学規定の“Experimentation protocols approved by the Animal Care and Use Committee 

of the University of Tokyo”に則って実施され、使用実験動物数を最小限にするよ

うに努めた。 

 

2.2.2 High Fat Diet と Carnosine の投与 

High Fat Diet (HFD) 投与群においては HFD-32 (脂質成分が 32%配合、ク

レア) を 4 ヵ月齢から 2 ヵ月間、自由摂取させた。 また脂質成分の酸化を考慮

し、HFD は 2 日に一度交換した。また通常食と HFD の違いを Table3 に示し
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た。Tg マウスに 4 ヵ月齢から 2 ヵ月間 HFD を給餌させると、アルツハイマー

病の症状である、認知記憶障害を早期に誘起する事が出来る。これは 2 型糖尿

病のリスクを加えることで、アルツハイマー病を早期に発症させていると考え

られている。さらに、この早期にアルツハイマー病を誘起したマウスに

Carnosine (以下 Car) を投与することで、認知記憶の低下を抑制することが出

来る (Helcurano et al., 2013)。 Car 投与群では Car を水に 1 g/l 作成し、HFD

給餌開始週間後より摂取させ、実験終了まで自由摂取させた。 
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Table3 通常食と HFD との成分比較 

 MF Feed HFD-32 

Water (g/100g) 7.7 6.2 

Protein (g/100g) 23.6 25.5 

Fat (g/100g) 5.3 32 

Fiber (g/100g) 6.1 2.9 

Ash (g/100g) 2.9 4.0 

Nitrogen-free extract 

(g/100g) 

54.4 29.4 

Calories (kcal/100g) 360 507.6 
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2.2.3 免疫染色による DBI の発現 

野生型 (WT) マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月

齢に HFD を給餌したマウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD と Car を給餌した

マウス、WTおよび Tgマウスで 17-19ヵ月齢の 6群を用いて、1個体から 480 µm

おきに 3 枚の切片を取出し、1.2.11 と同様に DBI、X-34 (Aβ)、TOTO3 による核

染色を行った。この染色画像を東京大学朽名夏麿博士に作成して頂いた ImageJ

のプラグインにより、指定領域における DBI 陽性の領域を測定し、その割合を

比較した (Fig.12)。 

また DBI およびアストロサイトのマーカーである S100β、及び Congo Red

の改変物質であり Aβ と結合する X-34 を使用して染色を行い、AD モデルマウ

スにおける DBI の発現並びにアストロサイトにおける発現を観察した。 
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Fig.12 アルツハイマーモデルマウスでの DBI の発現 

 海馬領域において DBI の発現領域を比較した。比較領域はニューロン新生

が生じる顆粒細胞下帯およびハイラス部 (図中の囲まれた部分) 内のDBIの

発現を比較した。下の表は使用したマウスの一覧を示した。 

 

 

 

 

WT  6 ヵ月齢 

Tg  6 ヵ月齢 

Tg  6 ヵ月齢＋HFD (認知記憶障害):AD モデル 

Tg  6 ヵ月齢＋HFD＋Carnosine 

Tg  17-19 ヵ月齢   (認知記憶障害):AD モデル 

WT  17-19 ヵ月齢 
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2.2.4 アルツハイマーモデルマウスにおける DCX の発現 

WT マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD

給餌マウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD および Car 給餌した 4 群で DCX の

免疫染色を 1.2.1 に示した方法と同様に染色を行い、染色された DCX 陽性の未

成熟ニューロンにおける突起の形態を比較した。顆粒細胞層にある未成熟ニュ

ーロンは分子層まで突起を伸長させ、貫通繊維と連絡し回路を形成する。貫通

繊維層まで突起が伸長している DCX 陽性細胞が全 DCX 陽性細胞に占める割合

を各群で比較した (Fig.13)。 
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Fig.13 DCX 陽性細胞の評価 

 DCX 陽性細胞は成熟すると共に分子層へと突起を伸長させる。そのため、

分子層まで伸長した細胞をより成熟した DCX 陽性細胞とし評価した。 
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2.2.5 DBI の抑制後のニューロン新生の作用 

Tg マウスに HFD を与え、早期に AD を発症させたマウスに対して、海馬領

域における増加した DBI の発現をレンチウイルスの感染により抑制した 

(Fig.14)。これらのマウスにおいて 1.2.11 と同様に DBI の免疫染色を行い、DBI

の発現がコントロールと比較して低下している事を観察した。 

これらのレンチウイルスが感染した顆粒細胞領域における DCX 陽性細胞を

分子層への突起の伸長の程度により評価した。 
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Fig .14 Tg 6 ヵ月齢マウス＋HFD へのレンチウイルスの感染 

 Tg 6 ヵ月齢マウスに HFD を給餌し、アルツハイマー病を早発させたマウ

スを用いた。このマウスは DBI の発現が増加しているためレンチウイルスに

より DBI を抑制した。 

A) レンチウイルスを構成する 3 種類のプラスミドを 293T 細胞にトランス

フェクションし、遠心により 10 µl に濃縮した。 

B) マウス海馬へのインジェクション位置。Bregma を基準に 

AP (前後方向) -1.5 mm、L (側方向) +1.5 mm, V (深さ) -2.0 mm の位置

にインジェクションした。 

C) ウイルス投与後の実験スケジュール。感染後 1週間でサクリファイスし、

サンプルとした。 

Bregma より 

AP -1.5 mm, L +1.5 mm,V -2.0 mm 

50 nl/shot/6 sec 計 2.5 µl 
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2.3 結果                                                                

 

2.3.1 アルツハイマーモデルマウスにおける DBI の発現 

野生型 (WT) マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月

齢に HFD を給餌したマウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD と Car を給餌した

マウス、WT および Tg マウスで 17-19 ヵ月齢の 6 群を用いて海馬歯状回および

ハイラス部における DBI の発現を比較した。先行研究により、この Tg マウス

は 12 ヵ月齢を超えると、認知記憶障害を示し、アルツハイマー病の症状を示す 

(谷口 修士論文, 2009)。また、６ヵ月齢では Tg マウスであっても認知記憶障害

を示さないが、HFD を給餌させると認知記憶障害を示す。またこの６ヵ月齢の

HFD を給餌している Tg マウスに Car を投与することにより、認知記憶の低下

が抑制される (Heruclano et al., 2013)。６ヵ月齢の WT マウスと比較して、こ

の認知記憶低下を示す AD モデルマウス、つまり 17-19 ヵ月齢の Tg、６ヵ月齢

の Tg に HFD を給餌しているマウスでは DBI の発現の増加が観察され、認知記

憶障害を HFD によって誘発させた Tg マウスに Car 投与群では DBI の増加が

抑制されていた (Fig.15)。また、この Tg マウスでは AD により神経幹細胞や神

経前駆細胞が増加することはないため (谷口 修士論文, 2009)、これらの増加し

たDBIは神経幹細胞や神経前駆細胞に由来するものではなくS100βと共染色さ

れることから、アストロサイトでの発現であることが示唆された (Fig.16)。 



66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A
) 

A
) 



67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 



68 

 

Fig.15 海馬歯状回およびハイラス部における DBI の発現 

A) 野生型 (WT) マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月

齢に HFD を給餌したマウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD と Car を給餌し

たマウス、WT および Tg マウスで 17-19 ヵ月齢の 6 群における DBI (緑) と

X-34 (Aβ,赤)、TOTO3 (核,青) の染色 Bars, 50 µm 

B) 海馬歯状回 (DG) および、ハイラス (hilus) 部における DBI の発現領域の

割合を示した。認知記憶障害を示す 6 ヵ月齢の Tg に HFD を給餌したマウ

ス、17-19 ヵ月齢のマウスにおいて DBI の増加が見られる。その一方で Car

投与により認知記憶機能の低下を抑制したマウスでは DBI の増加は見られ

なかった。 

N=3, Dunnett 検定 (vs WT 6mo),*p<0.05. **p<0.01 
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Fig.16 アストロサイトでの DBI の発現 

DBI (緑) と X-34 (Aβ,赤)、S100β (アストロサイト,青) の染色結果。アルツハイ

マーモデルマウスでの DBI の発現はアストロサイトでの発現が増加していると

考えられる。Bar, 10 µm  
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2.3.2 アルツハイマーモデルマウスにおけるニューロン新生と DBI の抑制 

WT マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD

給餌マウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD および Car 給餌した 4 群で DCX 陽

性の未成熟ニューロンにおける突起の形態を比較した。この際、DCX 陽性細胞

の分子層への突起の伸長を指標に成熟度を評価した結果、DBI の発現が増加し、

認知記憶機能が低下した Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD を給餌したマウスでは伸

長が抑制されていた (Fig.17)。これは先行研究とも一致していた(松田 日本神経

科学学会ポスター発表, 2013)。特に本研究における新しい知見として、Tg マウ

スの 6 ヵ月齢に HFD および Car を給餌し、DBI の増加、及び認知記憶機能の

低下を抑制した群では、この突起の伸長の抑制は見られなかった (Fig.17 A 右

下)。 

DBI の発現が増加し、認知記憶機能が低下した、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD

を給餌したマウスにおいて、レンチウイルスにより DBI の発現の抑制実験を行

った。DBI の発現を KD ウイルスおよび、SCR ウイルスを導入した各群で免疫

染色した結果を Fig.18 並びに Fig.19 に示した。この染色画像を、東京大学朽名

夏麿博士に作成して頂いた ImageJのプラグインにより、指定領域におけるDBI

陽性の領域を測定し、その割合を比較した結果、DBI 発現の抑制を確認した 

(Fig.20)。次いで、DCX の形態を、GFP 陽性細胞が多く存在する DBI の発現が
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抑制された歯状回の領域において比較した。その結果 DCX の突起の伸長が有意

に回復していることがわかった (Fig.21～25)。 
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Fig.17 AD モデルマウスでのニューロン新生への影響 

A) WT マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD

給餌マウス、Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD および Car 給餌した 4 群におけ

る DCX の染色。Bars, 50 µm 

B) 認知機能低下を示し、DBI の発現の増加が見られた、Tg マウスの 6 ヵ月齢

に HFD 給餌マウスにおいて突起の伸長が抑制され、成熟に影響が見られた。

各群 N=3, n>30, Dunnett (vs Tg 6mo HFD): #p<0.05、##p<0.01, T test : * 

p<0.05,  
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Fig.18 Tg 6 ヵ月齢 HFD+ KD の DBI 染色 

Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD 給餌マウスに、レンチウイルスにより DBI をノ

ックダウンした。DBI が抑制された歯状回における DBI の染色。KD レンチウ

イルスは緑、DBI は赤、DAPI (核) は青で表示した。Bar, 100 µm 

 

Tg 6 ヵ月齢 HFD+KD 

DBI 

KD Virus 

DAPI 

Merge 
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Fig.19 Tg 6 ヵ月齢 HFD+ SCR の DBI 染色 

Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD 給餌マウスに、レンチウイルスにより DBI をノ

ックダウンした。DBI が抑制された歯状回における DBI の染色。SCR レンチウ

イルスは緑、DBI は赤、DAPI (核) は青で表示した。Bar, 100 µm 

Tg 6 ヵ月齢 HFD+ SCR 

DBI 

SCR Virus 

DAPI 

Merge 

Tg 6mo HFD SCR 
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Fig.20 AD モデルマウスにおけるレンチウイルス感染後の DBI の発現 

HFDを給餌した 6ヵ月齢のTgマウスにKDウイルスまたは SCRウイルス感

染させた後、海馬歯状回 (DG)および、ハイラス (hilus) 部における DBI の発

現領域の割合を示した。KD ウイルスが感染した AD モデルマウスでは DBI の

発現の抑制が確認された。各群 N=3, T-test, *p<0.05. 
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Fig.21 AD モデルマウスでの KD ウイルス感染後の DCX 染色 

Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD 給餌マウスに KD ウイルスを感染させ DBI をノ

ックダウンした。DBI が抑制された歯状回における DCX の染色。KD レンチウ

イルスは緑、DCX は 赤、DAPI (核) は青で表示。Bar, 100 µm 

Tg 6 ヵ月齢 HFD+KD 

Tg 6mo HFD KD 

DCX 

KD Virus 

DAPI 

Merge 
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Fig.22 AD モデルマウスでの SCR ウイルス感染後の DCX 染色 

Tgマウスの6ヵ月齢にHFD給餌マウスに、SCR ウイスルを感染させControl

とし、歯状回における DCX を染色した。SCR レンチウイルスは緑、DCX は赤、

DAPI (核) は青で表示。Bar, 100 µm 

Tg 6 ヵ月齢 HFD＋SCR 

DCX 

SCR Virus 

DAPI 

Merge 
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Fig.23 AD モデルマウスでの KD ウイルスの感染 

Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD 給餌マウスにおいて DBI の抑制を行った。KD

ウイルスまたは SCR ウイルスが感染した細胞 (緑) が分布する領域において、

DCX (赤) と DAPI (核,青) の染色を行った。Bars, 上段 10µm, 中下段 50µm  

DCX 
Merge 

DCX Merge 

DCX Merge 
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Fig.24 AD モデルマウスでの SCR ウイルスの感染 

Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD 給餌マウスにおいて SCR ウイルスの感染を行

った。SCR ウイルスが感染した細胞 (緑) が分布する領域において、DCX (赤)

と DAPI (核,青) の染色を行った。Bars, 10µm  

DCX 

DCX 

DCX 

Merge 

Merge 

Merge 
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Fig.25 AD モデルマウスでの DBI の抑制 

Tg マウスの 6 ヵ月齢に HFD 給餌マウスに、KD および SCR ウイルスを感染

させた。DBI が抑制された歯状回における DCX 陽性細胞の内、分子層に突起が

到達する成熟した DCX 陽性細胞の割合を係数した。その結果 DBI の抑制によ

り、DCX の伸長に回復が見られた。 

各群 N=3, n>43, T-test , * p<0.05,  
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2.4 考察                                                                

 

AD の症状を示す高齢 Tg マウスにおいて DBI の発現の増加がみられ、また

HFD により早期に発症させた Tg でも同様に増加がみられた。さらに早期に誘

発するモデルにおいて Car の投与により認知記憶の低下を抑制したモデルでは

増加がみられなかったことから、AD の症状、認知記憶の低下に伴って DBI の

増加が表れていると考えられる。これらの AD モデルマウスでの DBI の増加は

前章で述べた神経幹細胞や神経前駆細胞が増加したことによるものとは考えに

くい。先行研究においても、加齢により神経幹細胞数は変わらない、もしくは

減少するとされているためである (Aizawa et al., 2005; Verret, et al., 2007)。

使用した AD モデルマウスにおいても、神経幹細胞数は変化しない事が観察さ

れている。AD モデルマウスで増加した DBI の発現は S100β との共発現からア

ストロサイトでの発現であると考えられる (Fig.16)。ラットのアストロサイト

の培養系を用いた研究において、Aβ を培地中に添加すると DBI の発現が増加す

るといった報告があり、アルツハイマー病の症状の一つである Aβ が、DBI の発

現を促進することを示し、本研究の結果と一致している (Tokay et al., 2005)。 

またアルツハマーモデルマウスの海馬内では炎症が生じている事が示唆され

ていることから、この炎症がアストロサイトの増殖、活性化を誘導し、このア

ストロサイトでの DBI の発現が増加していると考えられる (Biscaro et al., 
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2011)。Car の投与群ではこの炎症が抑制されたために、アストロサイトの活性

化が起こらず、DBI の増加が見られなかったのではないかと考えられる。 

さらに DBI の増加した AD モデルマウスでは、DCX 陽性細胞の突起の伸長に

抑制が生じている。これは第一章で示した様に DBI により新生ニューロンの分

化が阻害されたためと考えられる。炎症により活性化したアストロサイトより、

DBI が過剰に海馬中に放出され、神経幹細胞や神経前駆細胞にある GABA 受容

体に結合することによりチャネルの特性が変化し、このために脱分極の抑制が

起こり、これがアルツハイマーモデルマウスのニューロン新生を阻害している

のではないかと考えられる。この結果が DCX 陽性細胞の伸長が低下、つまり

DCX 陽性細胞の成熟不良を生じさせ、この成熟不全が認知記憶機能の低下につ

ながっているとも推測される (Fig.25)。これは DBI を過剰発現させたマウスで

は、海馬依存的な認知記憶の低下が見られることとも一致しており (Siiskonen 

et al., 2007)、アルツハイマー病における認知記憶機能の低下の一端をこの DBI

の増加で説明できる可能性を示唆している。AD モデルマウスで過剰な DBI の

発現が新生ニューロンの成熟不良の原因と考えられる。 

そこで AD モデルマウスで DBI の発現抑制実験を行った場合、DCX 陽性細胞

の成熟不全は改善されるかについて調べるため、レンチウイルスを用いて AD

モデルマウスの海馬内において局所的に DBI の発現を抑制する実験を行った。
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その結果レンチウイルスのレポーターである GFP 陽性の海馬領域における

DCX の伸長の程度をコントロールである SCR ウイルス感染マウスの海馬の

DCX 陽性細胞と比較したところ、DBI 抑制群では DCX の伸長の回復が見られ

た。本研究では GFP 陽性細胞と DCX 陽性細胞が同一の細胞で重なることがほ

とんど観察されなかったことから、周囲のアストロサイトから放出される DBI

が DCX の伸長に対して影響を及ぼしたものと考えられる。また、本実験ではウ

イルス投与により若干ではあるが海馬自体にも軽微な損傷を与えてしまうため、

認知記憶行動テスト等の海馬依存的な行動試験は行えなかったが、AD モデルマ

ウスの海馬において、何らかの方法により DBI の発現を抑制することが出来れ

ば認知記憶機能の改善につながると考えられる。先行研究により、示されてい

る Car の投与によってアルツハイマーモデルマウスの認知記憶機能が改善効果

した結果 (Herculano et al., 2013) は、Car の投与により炎症反応が抑えられ、

その結果として過剰な DBI の発現が抑制されたためであると考えられる。 
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Fig.25 アルツハイマーモデルマウスにおける DBI の作用 

 アルツハイマーモデルマウスにおけるニューロン新生過程に DBI の作用を

模式的に示した。アルツハイマーモデルマウスでは DBI が過剰にあるため、

GABA 受容体が抑制され、脱分極が抑制され、分化が抑制されると考えられ

る。DBI はアルツハイマー病により誘起された炎症によりアストロサイトが

活性化することで増加したと考えられる。Car には抗炎症作用があり、これに

より炎症が抑制され、DBI の発現が抑制されていると考えられる。 
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総括                                                                   

 

DBI はニューロン新生過程において、神経幹細胞や神経前駆細胞に強く発現

し、分化が進行するとこの発現は低下することが免疫染色により示された。さ

らに、この DBI は GABA 受容体の抑制を介してニューロン新生を制御している

ことが RNAi を用いた結果により示唆された。ニューロン新生は GABA 入力に

より、促進されることが明らかにされており、DBI は GABA のインバースアゴ

ニストである。この DBI が神経幹細胞および神経前駆細胞に発現し、GABA 受

容体を抑制することでこれらの細胞を維持していると考えられる (Fig.5 および

Fig.6)。分化が進行するとともに DBI の発現が低下し、GABA 受容体の抑制が

解除され分化が進行している (Fig.11)。つまり DBI は適切な時期にニューロン

新生を生じさせるために使われていて、別の言葉で表現するならば神経幹細胞

や神経前駆細胞のプールを維持するために機能しているとも考えらえる。今後

の課題として、この DBI の発現が何によって制御されているのか、DBI の発現

が抑制された神経幹細胞や神経前駆細胞では GABA に対する反応性が確かに向

上するのか、パッチクランプ法などにより調べる必要があると考えられる。 

DBI は通常状態では上述のように分化を抑制し、未分化細胞のプールを維持

していると考えられるが、アルツハイマー病では、この DBI が海馬領域におい

て過剰に発現している。これはアルツハマー病の発症によって炎症反応が生じ、
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それにより活性化したアストロサイトにおいて DBI の発現が増加したためと考

えられる。この過剰に発現した DBI がアルツハイマーモデルマウスのニューロ

ン新生を阻害していることが示唆された。このアルツハイマーモデルマウスで

の DBI の過剰発現は Car の投与により認知記憶低下の改善とともに DBI の発

現増加も抑制されていた。Car の投与によりアルツハイマーモデルマウスで生

じていたニューロン新生の障害が改善された。さらに RNAi 法を用いた、DBI

の抑制実験によってもニューロン新生の障害は抑制された。そのため、DBI の

過剰発現による、ニューロン新生の障害が、アルツハイマーモデルマウスの認

知記憶障害の一因になっている可能性が示唆された。今後の課題として、DBI

の発現の抑制により認知記憶障害が改善されるか行動試験により評価する必要

がある。 

本研究により、DBI のニューロン新生における機能および (Fig.11)、ニュー

ロン新生の障害が関与しているとされる神経疾患の一つである、アルツハイマ

ーモデルマウスでの DBI の影響を示唆した (Fig.25)。つまり通常状態では、DBI

はニューロン新生過程において分化を抑制するために機能しているが、この

DBI が過剰に発現するアルツハイマーモデルマウスでは、DBI が持つこの分化

抑制機能によりニューロン新生そのものが障害されている可能性が示唆された。

この過剰な DBI の発現を引き起こす原因はアルツハイマー病により脳内の炎症
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反応によるものと考えられ、アルツハイマー病による認知記憶の低下はこの炎

症反応を抑制することが出来れば、アルツハイマー病の症状を改善する可能性

が示唆された。先行研究により示されていた Car によるアルツハイマーモデル

マウスでの認知記憶機能の低下の抑制も、炎症を抑制することによるニューロ

ン新生に対する障害が抑制された結果であったと考えられる。 

本研究結果はアルツハイマーモデルマウスにおいて DBI の発現抑制がアルツ

ハイマー病の症状である、認知記憶障害を改善につながる可能性を示唆した。 
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略語一覧ならびに主要な専門用語の簡単な解説               

 

AP (Anterior-Posterior) 

前方(頭)-後方(尾)。体軸の前後軸。 

 

Car (Carnosine)  

カルノシン。β-アラニンとヒスチジンからなるジペプチド。生体内においてラ

ジカルスカベンジャーとして働く抗酸化剤。 

 

DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole) 

紫外光で励起される蛍光色素。核内に取り込まれ DNA に結合する。本研究で

は海馬歯状回の顆粒細胞層を可視化する目的で使用している。 

 

DCX (Doublecortin) 

 未成熟ニューロンの形態形成に関与する微小管結合タンパク質。新生未成熟

ニューロンのマーカーとして使用した。本研究では分子層に突起を伸長させ

ている細胞をより成熟した DCX 陽性細胞とした。 

 

DBI (Diazepam binding inihibitor) 

脳内においては嗅球、海馬、小脳において強く発現する 10 kDa の内因性ペプ

チド。GABA 作動性アゴニストである Diazepam と競合して、その薬効を阻

害する。また DBI 自身にも GABA 受容体に対してインバースアゴニストとし

て機能する。 

 

FABP7 (Fatty acid binding protein 7) 

別名 BLBP (Brain lipid binding protein)。ラジアルグリア様神経幹細胞に発

現する脂質結合タンパク質。海馬の神経幹細胞にも発現している。 

 

GABA (γ-aminobutyric acid) 

ニューロンに対して抑制性の神経伝達物質として作用するアミノ酸。その一方

で神経前駆細胞においては脱分極を促進し、分化を促進する。 

 

GCL (Granular cell layer) 

海馬歯状回の顆粒細胞層。 
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GFAP (Glial fibrillary acidic protein) 

 アストロサイトおよびアストロサイト様神経幹細胞に発現が見られる中間径

フィラメント。本研究では神経幹細胞のマーカーとして使用した。 

 

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solutions) 

 ハンクス平衡塩溶液。 

 

KD (Knock Down) 

 ノックダウン。レンチウイルスにより shRNAi を感染した細胞に組み込み、

特定のタンパク質の発現を抑制する。本研究では DBI に対して行った。 

 

L (Lateral) 

左右方向の体軸。 

 

ML(Molecular layer) 

 分子層。顆粒細胞層の外側の領域であり貫通繊維の投射がある。 

 

Nestin 

主に神経幹細胞から神経前駆細胞にかけて発現している中間径フィラメント。

本研究では神経幹細胞や神経前駆細胞のマーカーとして使用した。 

  

PBS (Phosphate buffered saline) 

 リン酸緩衝生理食塩水。 

 

Prox1 (Prospero-related homeobox 1) 

 顆粒細胞に発現が認められる prospero 関連ホメオボックス 1 転写因子。神経

前駆細胞以降の分化段階において発現している。 

 

SCR (Scramble) 

 ノックダウンに対してコントロールとして、何の作用もないことが確認され

ている配列。これをレンチウイルスに組み込みノックダウン実験のコントロ

ールとし本研究では使用した。 

 

SGZ (Subgranular zone) 

顆粒細胞下帯。海馬歯状回の最内層の領域であり神経幹細胞が存在し、ニュー

ロン新生が生じる。 
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Sox2 (Sex-determining region Y-box2) 

神経幹細胞や神経上皮細胞に発現が認められる転写因子。神経幹細胞的性質の

維持に関与しているとされる。本研究では神経幹細胞および神経前駆細胞の 

マーカーとして使用した。 

 

S100β 

カルシウム結合ドメインを持つ分子量 8~14 kDa の低分子タンパク質。中枢神

経系ではアストロサイトに発現する。 

 

TBS (Tris buffered saline) 

 トリス緩衝生理食塩水。 

 

TOTO3 

643nm で励起される蛍光色素。核内に取り込まれ DNA に結合する。本研究

では海馬歯状回の顆粒細胞層を可視化する目的で使用している。 

 

V (Vertical) 

 背中と腹を結ぶ体軸。 
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