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要旨 

 

 

論文題目： 活動依存的な神経幹細胞の増殖に関する研究 

 

氏名：能智 禄弥 

 
【序論】 
 我々大人の脳では、新しく神経細胞が生まれてくる事はないと信じられてきた。しかしながら、

この通説は近年の研究によって否定され、成体の脳でも海馬歯状回（dentate gyrus : DG）では日

常的に新しく神経細胞が生み出され、既存の神経回路に組み込まれる事が分かってきた。更に、

新生神経細胞は、脳が担う記憶や学習などの高次機能に対して貢献している事が示されている。 

これら新生神経は、様々な環境要因によって細胞増殖が促進される事が知られている。例えば、”

自発運動”や”豊かな刺激の多い環境”などの生理学的な環境や、”脳梗塞”や”癲癇”などの病態学

的な状況により、海馬で生み出される神経細胞数は増加する。しかしながら、これらの環境要因

による成体での神経新生の増加がどのように制御されているかは明確にはなっていない。 

また、上記とは別に海馬における神経新生は、海馬神経活動の高まりにより促進される事が認め

られている。神経活動の高まりと神経新生の関連性については、依然その制御機構について更な

る研究が必要であるが、神経新生と神経活動によるシナプスより放出される各神経伝達物質によ

る神経新生の調整機構が示されている。この海馬における神経新生は、海馬に存在する神経幹細

胞及び神経前駆細胞により制御されている。初期段階では神経幹細胞から神経前駆細胞が生み出

され、その後成熟神経細胞へと分化していく事が示されている。 

 本研究では、海馬神経活動と神経新生の関係性を解明する為、神経新生の初期段階に着目し神

経新生の細胞を生み出す元となる神経幹細胞について、海馬神経回路が活性化した場合に受け取

るシグナルの特定を行い、神経活動依存的な神経幹細胞の増殖機構の解明を目的とした。また、

本研究でも確認されたシーター波と呼ばれる海馬で見られる特徴的な神経活動パターンについ

て、その神経幹細胞の増殖との関連性を解析する事も目的とした。 
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結果 

 

 

 
図１：MCAO後の神経活動の高まり 

脳梗塞後、梗塞半球側で特異的に活動が高まっ

た。また、その活動パターンは 4-12Hz 帯のシ

ーター波が特異的に増強していた。 

第１章：脳梗塞後の特異的な神経活動の高まりによ

る幹細胞増殖の制御 

 本研究では、脳梗塞モデルを選択し研究を実施し

た。選択した理由として、脳梗塞後の新生神経細胞

数の増加が傷害を受けた半球の海馬でのみ強く起

こる事が分かっており、反対半球との比較をする事

で海馬環境と新生神経細胞数の増加との関連性を

確認できる良いモデルと考えられる事があげられ

る。そこで、本実験では in vivo条件下で海馬 DGに

神経活動を記録する電極を埋め込み、脳梗塞後の海

馬神経活動の変化を測定した。その結果、梗塞半球

側の海馬での特異的な海馬神経活動の高まりが確

認できた（図１）。この高まりは、GABA 受容体の

Active Modulatorである Diazepamを投与する事で抑

制する事ができた。脳梗塞モデルマウスへ分裂中の

細胞をラベルする事ができる BrdU を投与し細胞種

の解析をしたところ、脳梗塞後初期の段階で神経幹

細胞(Neural Stem Cell: NSC)が特異的に分裂してい

る事が確かめられた。この NSCの特異的な増殖は、

GABA受容体のActive ModulatorであるDiazepamを

投与する事で抑制すると見られなかった（図２）。こ

の事から、脳梗塞後の NSCの増殖は海馬神経活動に

より引き起こされている事が示唆された。 

 

第２章:脳梗塞後の神経活動の高まりによるグルタ

ミン酸放出が誘導する神経神経幹細胞の増殖 

 次に、脳梗塞後の神経活動が誘導する神経幹細胞

の増殖が、どういった機構で制御されているか解析

を行った。神経幹細胞の特定は、NestinP-GFP トラ

ンスジェニックマウスを用いて、当研究室の報告の通り、海馬 DGに存在する GFP陽性細胞の

内、海馬顆粒細胞層へ突起を有する特徴的な形態及びグリア細胞マーカーである GFAPタンパ

ク及び Nestin の発現により NSC を特定した。この NSC に対して免疫染色法及び in situ 

hybridization 法を用いて解析した結果、代謝型グルタミン酸受容体の一種である metabotropic 

glutamate receptor 5 (mGluR5)の発現が認められた（図３）。この NSCが発現している mGluR5

が機能的に細胞内へのシグナル伝達がされているかを確認する為、細胞内カルシウムイメージ

 

 

図２：DiazepamによるMCAO後 NSC増殖抑制

脳梗塞後、Diazepam を投与する事で活動の高

まりを抑制でき、NSC増殖を抑制できた。Scale

bar: 75µm 
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ング法にて mGluR5 刺激後のカルシウム濃度の変化

を測定した。その結果、NSCは mGluR5のリガンド

であるグルタミン酸及びアゴニストである CHPG刺

激により細胞内のカルシウム濃度の上昇が確認され、

mGluR5シグナルは確かに NSC内でシグナル伝達が

される事が確認された。 

 次に、mGluR5シグナルにより、海馬神経回路活動

の高まりによってNSCを活性化させるかを検証した。

まず初めに急性スライス条件下で人工的に海馬回路

へ刺激を与えたところ、NSCでの細胞内カルシウム

上昇が確認された。また、この人工的な刺激により

NSC内での c-Fosタンパク(細胞が活性化（遺伝子転

写が開始し始める状態）)した際に発現されるタンパ

ク)の発現、及び細胞分裂のマーカーである Ki-67タ

ンパクの発現が確認された。この c-Fos

及び Ki-67タンパクの発現については、

mGluR5 のアンタゴニストである MPEP

及びmGluR5の下流シグナルの阻害剤で

ある 2APB により抑制された（図４）。

この事から、海馬神経活動が高まった状

況下において、NSC は神経回路から

mGluR5 を介した刺激を受け取り、活性

化及び細胞分裂の上昇が起こる事が示

唆された。また、mGluR5 の Positive 

modulatorであるCDPPBをマウスへ投与

したところ、NSCの増殖及び成熟神経細

胞の増加が確認された（図５）。そこで、この神経活動に依存した NSCの増殖が mGluR5を介し

て誘導されているかを確認する為、脳梗塞マウスに mGluR5 の阻害薬 MPEP を投与し解析した

ところ、脳梗塞後の NSCの増殖は阻害されていた。この事から、NSCは海馬神経活動の高まり

に応じて mGluR5を介して活性化し細胞増殖が上昇する事が確認された（図６）。 

 

図３：mGluR5 の発現 

mGluR5の mRNA及び受容体タンパク発現

が NSCで確認された。Scale Barは、10µm(1

段目、2段目左), 3µm(2段目右), 5µm(3段目)

 

図４：mGluR5を介した NSCの増殖 

海馬神経回路刺激により NSCは増殖を開始した。

またこの増殖は mGluR5を阻害する事で抑制され

た。Scale bar: 20µm。Ki67：細胞分裂マーカー 
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図５：mGluR5刺

mGluR5刺激により NSCは

後には成熟神経細胞へ分化

標物質、NeuN:成熟神経細胞マーカー 

図

脳梗塞後 す

る事で NSC増殖を抑制できた。 

 

第３章：シーター波による神経幹細胞の増殖制御 

 最後に、海馬で高まる神経

活動の活動パターンについ

て注目し、活動パターンと神

経幹細胞の増殖との関連性

を確認した。シーター波は海

馬神経活動が高まる学習や

自発運動などで見られる特

徴的なパターンである。第 1

章の結果においても、このシ
 

図 7：自発運動時の海馬活動 

自発運動時の海馬のシーター波はカンナビノイド受容体のアゴニスト
ー

そ

ー

験

ー

て

ニ

経

そ

タ

た

り

CP55940でリズムが乱れる事が確認された。 

 

 
図 8：CP55940による自発運動時の NSC増殖の抑制

CP55940 投与後、自発運動をさせたところ、自発運動により

誘導される NSCの増殖が抑制された。 
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6：mGluR5シグナル阻害による 

MCAO後 NSC増殖抑制 

、mGluR5阻害薬であるMPEPを投与
 

激による神経新生 

増殖を開始し、更に 28日

していた。BrdU:分裂細胞指
ター波の高まりが確認されている。

こで、神経幹細胞のこの活動パタ

ンが重要ではないかと考えた。実

として、自発運動中のマウスにシ

ター波のリズムを乱す事が知られ

いるカンナビノイド受容体のアゴ

ストである CP55940 を投与し、神

幹細胞の増殖への影響を確認した。

の結果、CP55940 投与によりシー

ー波のリズムを乱す事が確認され

（図７）。また、CP55940投与によ

、自発運動が誘導する神経幹細胞



の増殖が抑制された（図８）。この事は、活動依存的な神経幹細胞の増殖に関して、海馬活動が

無秩序に高まるのではなく、シーター波が増強する事が必要である事が確認された。 

 
結論 

 本研究により、海馬に存在する神経幹細胞はmGluR5を介して海馬神経活動の高まりを感知

し、それに応じて活性化し細胞増殖が上昇する事が確かめられた。また、この機構は脳梗塞後の

海馬でも確認された。脳梗塞後の新生神経細胞の増加については、この新しい機構の発見により、

これまで謎であった梗塞半球側のみに特異的に増加が見られるという事象に対しても明確な回

答を与えている。また、海馬神経新生を誘導するには、特徴的な海馬神経回路の活動パターンが

必要である事が確認された。 

 海馬新生神経細胞は、記憶などの重要な機能に関与しており、鬱病や統合失調症などの精神疾

患との関与も指摘されている。また、脳梗塞後においても海馬依存的な記憶に障害が出る事も報

告されており、mGluR5シグナルを制御する事により精神疾患や脳障害後の脳機能の修復に対

して有用な治療法の開発にも繋がると考えられる。 

 
【内容を発表した論文】 

平成 24年 8月 European Journal of Neuroscience, Vol.36, issue3, P 2273～2283 

“Involvement of metabotropic glutamate receptor 5 signaling in activity-related proliferation of adult 

hippocampal neural stem cells” (能智禄弥、加藤智将、金子順、伊藤佳絵、栗林寛、福田諭、寺園

泰、眞溪 歩、金谷繁明、仲嶋一範、久恒辰博) 
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はじめに 

 我々大人の脳では、新しく神経細胞が生まれてくる事はないと信じられてき

た(Altman & Das, 1965; 1967; Kaplan & Hinds, 1977)。しかしながら、この通説は

近年の研究によって否定され、成体の脳でも海馬歯状回（dentate gyrus : DG）で

は日常的に新しく神経細胞が生み出され、既存の神経回路に組み込まれる事が

分かってきた (Altman & Das, 1965; 1967; Kaplan & Hinds, 1977; Lois & 

Alvarez-Buylla, 1994; Eriksson et al., 1998; Kornack & Rakic, 1999; van Praag et al., 

2002; Abrous et al., 2005; Aimone et al., 2006; Toni et al., 2007)。更に、新生神経細

胞は、脳が担う記憶や学習などの高次機能に対して貢献している事が示されて

いる(Shors et al., 2001; Saxe et al., 2006; Dupret et al., 2007; Dupret et al., 2008; 

Zhang et al., 2008)。 

 これら新生神経は、様々な環境要因によって細胞増殖が促進される事が知ら

れている。例えば、”自発運動”や”豊かな刺激の多い環境”などの生理学的な環境

や、”脳梗塞”や”癲癇”などの病態学的な状況により、海馬で生み出される神経細

胞数は増加する(Parent et al., 1997; Liu et al., 1998; Gould et al., 1999; van Praag et 

al., 1999; Jin et al., 2001; Trejo et al., 2001; Yoshimura et al., 2001; Sun et al., 2005; 

Koketsu et al., 2006; Kronenberg et al., 2006; Kee et al., 2007; Pereira et al., 2007)。し

かしながら、これらの環境要因による成体での神経新生の増加がどのように制

御されているかは明確にはなっていない。 

 また、上記とは別に海馬における神経新生は、海馬神経活動の高まりにより

促進される事が認められている(Cameron et al., 1995; Deisseroth et al., 2004; 

Tozuka et al., 2005; Bruel-Jungerman et al., 2006; Chun et al., 2006)。神経活動の高ま

りと神経新生の関連性については、依然その制御機構について更なる研究が必

要であるが、神経新生と神経活動によるシナプスより放出される各神経伝達物
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質による神経新生の調整機構が示されている(Cameron et al., 1995; Santarelli et al., 

2003; Tozuka et al., 2005; Itou et al., 2011)。この中には、大きく分けてγ

-aminobutyric acid (GABA)作動性経路、コリン作動性経路、そしてグルタミン酸

作動性経路が含まれ、海馬における神経新生の初期段階を制御していると考え

られている。 

 この海馬における神経新生は、海馬に存在する神経幹細胞及び神経前駆細胞

により誘導・制御されている(Seri et al., 2001; Filippov et al., 2003; Fukuda et al., 

2003; Kempermann et al., 2004)。それぞれの神経幹細胞及び前駆細胞の特徴につ

いてはこれまで報告されており、当研究室の福田諭博士及び戸塚祐介博士が、

初期段階では神経幹細胞から神経前駆細胞が生み出され、その後成熟神経細胞

へと分化していく事を示されている(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005) （図

１、図２参照）。 

 本研究では、海馬神経活動と神経新生の関係性を解明する為、神経新生の初

期段階に着目し、神経新生の細胞を生み出す元となる神経幹細胞について、海

馬神経回路が活性化した場合に受け取るシグナルの特定を行い、神経活動依存

的な神経幹細胞の増殖機構の解明を目的とした。 

 本論文は３章からなり、まず第１章では、上記で示した神経新生が促進され

る環境要因の一つである、局所脳梗塞モデルでの海馬の環境変化や細胞の変化

を観察する事とした。このモデルを選択した理由として、脳梗塞が誘導する海

馬での神経新生の増加は、脳梗塞により傷害が及んだ半球の海馬のみで見られ、

梗塞反対側の海馬では増加は見られない事にある(Liu et al., 1998; Jin et al., 2001; 

Yoshimura et al., 2001; Sun et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Kee et al., 2007)。つまり、

同一個体の中で神経新生が起こる環境と起こらない環境が存在している事にな

る。よって、両者の環境の違い、増殖細胞の特定及び活性化シグナルを調査す
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る事で、同一個体の中で新生神経細胞がどの様に誘導されるのかを知る事がで

きる。更には、これまで局所脳梗塞後の新生神経細胞の増加が何故片側のみで

有意に誘導されるかという未解明である現象に対しても解答をする事ができる。

本章の結果として、脳梗塞後の海馬神経活動を測定したところ、梗塞半球側の

海馬でのみ神経活動が特異的に高まる事が確認できた。そこで、この神経活動

が高まった環境下で増殖する細胞の特定を行ったところ、海馬神経活動が高ま

った状況下では、神経幹細胞が特異的に増殖する事が確認できた。この事から

局所脳梗塞モデルは、海馬神経活動と神経新生の関連性を解明する非常に有用

なモデルである事が確認された。本実験では更に、GABA 受容体の active 

modulatorである Diazepamを投与し、脳梗塞後の神経活動の高まりが抑制できる

事を確認した。次に、Diazepam 投与により脳梗塞後の神経活動を抑制する事で

神経幹細胞の増殖が抑制できるか確認したところ、Diazepam 投与により脳梗塞

後の神経幹細胞の分裂増強は抑制されている事が確認された。Diazepam自身は、

これまでの研究で神経幹細胞及び前駆細胞の増力へ影響を与えない事から（第

１章序文参照）、神経活動の高まりが神経幹細胞の増殖を誘導している事を強く

示唆する結果である。 

 第２章では、海馬神経活動が高まった際に受け取るシグナル経路について解

析した。神経幹細胞は海馬神経活動が高まった場合、グルタミン酸が放出され

る事が知られている(Okubo et al., 2010)。更に、これまでの研究により、神経幹

細胞は、グルタミン酸受容体である NMDA受容体、AMPA受容体は発現してい

ない事が報告されている(Tozuka et al., 2005)。また、当研究室の福田諭博士の博

士論文にて、神経幹細胞はグルタミン酸の入力を受け細胞内カルシウム応答を

示す事が示されている。このカルシウム応答は、細胞外にカルシウムが存在し

ない状況下でも見られる事から、Gタンパクを介した細胞内 Calcium Storeから
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のカルシウム放出により引き起こされていると考えられる。そこで、本研究で

は細胞内 Calcium store からのカルシウム放出を誘導する事が知られている、代

謝型グルタミン酸受容体（metabotropic glutamate receptor: mGluR）によるグルタ

ミン酸シグナルの受け取り機構を考えた。各種グルタミン酸の種類及び性質に

ついて、表１にまとめた(Swanson et al., 2005; Kullmann, 2007)。代謝型グルタミ

ン酸受容体以外のグルタミン酸受容体については、細胞外のカルシウムを細胞

内へ通過させる事で細胞内カルシウム濃度を上昇させるが、代謝型グルタミン

酸受容体の内、Group Iに属する代謝型グルタミン酸受容体 1型及び 5型（mGluR1

及び mGluR5）は、Gタンパクを介して細胞内 Calcium Storeよりカルシウムを放

出させ、細胞内カルシウム濃度を上昇させる。Group II, IIIに属する受容体は、

inhibitory Gi/Go シグナルが下流シグナルである為、カルシウム応答は誘導され

ない。よって、神経幹細胞で発現が予想される受容体は、Group Iに属する受容

体であると予想される。第１章の結果から、神経幹細胞は mGluR1 の発現は無

く、mGluR5の発現が確認された。更には、カルシウムイメージングの結果から

も mGluR5 を介して神経幹細胞はグルタミン酸シグナルを受け取る事が明らか

になった。更に、神経幹細胞は、mGluR5を人工的に刺激する事でも細胞分裂が

促進する事が確認された。この事から、神経活動の高まりにより放出されるグ

ルタミン酸が、神経幹細胞が発現している mGluR5 を刺激し、神経幹細胞の細

胞増殖が誘導している事が示された。 

 第３章では海馬神経活動の活動パターンと神経新生との関連性を解析した。

海馬神経回路は、各細胞が無秩序に活動しているわけではなく、シーター波（シ

ーターオシレーション）と呼ばれる 4-12Hzの周期で集合的に活動している事が

知られている(Bragin et al., 1995; Buzsaki, 2002)。更に、先に述べた神経新生が促

進されるような生理学的環境下（学習や自発運動など）では、このシーター波
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が増強される事が知られている(Buzsaki, 2002)。また、本研究第１章において見

られた局所脳梗塞後の海馬神経活動の高まりについても、シーター波が増強さ

れている事が確認された。そこで、海馬神経活動依存的な神経幹細胞増殖を解

明するには、この活動リズムの影響についても解析をする必要がある。そこで

本章の研究では、マウスに自発運動をさせ海馬神経活動が高まる状況にした。

このマウスに、シーター波のリズムを乱す事が知られているマリファナの成分

であるカンナビノイド受容体のアゴニストを投与し(Robbe et al., 2006)、海馬神

経活動が高まるが、シーター波のリズムが乱れた海馬環境にしたところ、海馬

活動依存的な神経幹細胞の増殖が阻害された。この事から、神経活動の高まり

と神経幹細胞増殖については、神経活動のパターン（シーター波）も重要であ

る事が示された。 

 まとめとして、これら第１章～第３章までの結果により、神経活動依存的な

神経幹細胞の増殖は、神経活動により放出されるグルタミン酸を mGluR5 によ

り感知し誘導され、更に海馬回路の神経活動の活動パターンも神経幹細胞増殖

を制御している因子である事が確認された。 
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図１：海馬での神経幹細胞から成熟新生神経細胞ができるまで 

 

神経幹細胞(Neural stem cell)及び神経前駆細胞(Neural progenitor cell)はそれぞれ

分裂能を有する。また、それぞれ対称分裂により自己複製または、非対称分裂

で神経前駆細胞または未成熟神経細胞を生み出す。神経幹細胞及び神経前駆細

胞から各分化段階を経て、未成熟神経細胞から成熟神経細胞へと分化をし、最

終的には既存の海馬回路へ組み込まれていく。 

また、構造的に神経幹細胞は Inner ML(molecular layer)まで突起を伸ばしており、

成熟神経細胞は Outer MLまで突起を伸ばしている。Inner ML及び Outer MLへ

はそれぞれMossy cellからの投射、嗅内皮質からの投射が走っており両者ともに

主にグルタミン酸を放出するシナプスを形成している回路である。 
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図２：各神経幹細胞・前駆細胞・未成熟神経細胞・成熟神経細胞の特徴 

 

神経幹細胞・神経前駆細胞・未成熟神経細胞・成熟神経細胞はそれぞれ段階に

応じて発現マーカータンパクが異なる。また、細胞膜抵抗も各段階に応じて異

なり、これら特徴により成体内で各細胞は特定できる。 
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表１：グルタミン酸受容体の種類及び特性について 

Ionotropic Glutamate Receptors 

Receptor Type Agonists Subunits Permeant 

Ions 

AMPA 
(α-amimo-3-hydroxy-5- 

methyl-4-isoxazolepropio

nic acid) 

Glutamate 

AMPA, Kainate 

GluR1-4 

(GluRA-D) 

Na+, K+ 

(Ca2+) 

Kainate Glutamate 

Kainate 

GluR5-7, KA1,2 Na+, K+ 

(Ca2+) 

NMDA 
(N-methyl-D-aspartic acid) 

Glutamate, glycine, D-serine, 

NMDA 

NR1, NR2A-D Na+, K+ 

Ca2+ 

 

Metabotropic Glutamate Receptors 

Group Subtypes Agonists Transduction mechanisms
I mGluR1, 5 -Glutamate 

-(S)-3,5-dihydroxyphenylglycine(DHPG),

1S,3R-1-aminocyclopentane-1,3-dicarbox

ylic acid (1S,3R-ACPD) 

Excitatory Gq-coupled 

⇒PhospholopaseC 

⇒ Inositol trisphosphate, IP3 

⇒ Ca2+-release from intracellular 

calcium store 

II mGluR2, 3 -Glutamate 

-1S,3R-ACPD 

-(2S,2’R,3’R)-2-(2’,3’-dicarboxycyclopro

pyl)glycine (DCG-IV) 

Inhibitory Gi/Go-coupled 

III mGluR4, 6-8 -Glutamate 

-L-Amino-phosphonobutyrate (L-AP4) 

Inhibitory Gi/Go-coupled 
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第１章 

脳梗塞後の特異的な海馬神経活動の高まりによる神経幹細胞増殖の

制御 
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1.1 序論 

 海馬で新生される神経細胞数は、動物が置かれる環境に応じて変化する事が

わかっている。例えば、運動・学習や新しい環境下での探索や行動など、刺激

が多い環境で生活をした場合には、新生される神経細胞数が増加する(Gould et 

al., 1999; van Praag et al., 1999; Trejo et al., 2001; Kronenberg et al., 2006; Pereira et 

al., 2007)。また、脳梗塞や(Liu et al., 1998; Jin et al., 2001; Yoshimura et al., 2001; 

Sun et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Kee et al., 2007)、癲癇(Parent et al., 1997; 

Scharfman et al., 2000)などによっても神経細胞数が増加する。更に、海馬神経新

生は、海馬神経活動依存的に増加する事も示されている(Cameron et al., 1995; 

Deisseroth et al., 2004; Tozuka et al., 2005; Bruel-Jungerman et al., 2006; Chun et al., 

2006)。また、海馬神経活動自体は、環境依存的に変化する事も報告されている

(Buzsaki, 2002; Buzsaki et al., 2003)。しかしながら、環境に応答した神経新生と環

境依存的な神経活動の変化との関係性については未だ多くは未知であり、更な

る研究が必要である。 

 そこで本研究では、新生神経細胞が増加する事が知られている、局所脳梗塞

モデルを用いて海馬神経活動の変化や細胞の変化（神経幹細胞の増殖）を観察

する事とした。このモデルを選択した理由として、脳梗塞が誘導する海馬での

神経新生の増加は、脳梗塞により傷害が及んだ半球の海馬のみで見られ、梗塞

反対側の海馬では増加は見られない事にある(Liu et al., 1998; Jin et al., 2001; 

Yoshimura et al., 2001; Sun et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Kee et al., 2007)。つまり、

同一個体の中で神経新生が起こる環境と起こらない環境が存在している事にな

り、両者の環境の違い・増殖細胞の特定及び活性化シグナルを調査する事で、

新生神経細胞がどの様に誘導されるのかを知る事ができる。この事は、これま

で局所脳梗塞後の新生神経細胞の増加が何故片側のみで有意に誘導されるかと
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いう、学術的な疑問に対しても解答をする事ができる。更に、成体での新生神

経細胞の役割は、数々の研究によって海馬依存的な機能に関与している事が示

されている(Shors et al., 2001; Drapeau et al., 2003; van Praag et al., 2005; Saxe et al., 

2006; Dupret et al., 2007; Kempermann, 2008; Zhang et al., 2008)。また一方で、脳梗

塞後には海馬依存的な機能が低下する事が示されている(Yonemori et al., 1999; 

Bouet et al., 2007)。最近の研究報告により、脳梗塞後の新生神経細胞は、細胞体

から通常では見られない軸索が伸びている異常な形態をとっており、近傍の神

経細胞と局所的な異常神経回路を形成しているという報告がある(Niv et al., 

2012)。この形態異常は、癲癇でも見られる異常であり、癲癇の症状悪化を引き

起こす要因である事も報告されている(Parent et al., 1997; Scharfman et al., 2000)。

以上の報告から、脳梗塞後の神経新生の増加は、脳梗塞後の海馬依存的機能の

低下を引き起こす原因因子である可能性が考えられる。そこで、脳梗塞後の海

馬新生神経細胞の増加機構を解明する事で、脳梗塞後の海馬依存的機能低下に

対する治療法の開発などにも応用ができる内容となる可能性がある。 

 本章では、まず脳梗塞後の海馬神経活動を測定し、神経活動の状況を確認し

た。その結果、脳梗塞後の神経活動は、脳梗塞後 3 日目において傷害半球側海

馬で特異的に高まっている事が確認された。この神経活動の高まりが確認され

る時期において、海馬歯状回での分裂細胞数を確認したところ、傷害半球側に

おいて増加していた。この分裂細胞について、細胞種の特定を行った結果、神

経幹細胞が特異的に増加している事が分かった。この事から、脳梗塞後の海馬

では、神経活動が高まる事で神経幹細胞の増殖が誘導される事が推測された。

そこで、脳梗塞後の神経活動の高まりを抑える方法を確立する為、GABA-A 受

容体の active modulatorであるDiazepamを投与し神経活動の高まりが抑制できる

か確認した。その結果、Diazepam を投与する事で脳梗塞後に見られる神経活動
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の高まりが抑制できる事を確認した。そこで、脳梗塞後のマウスに Diazepamを

投与し、海馬歯状回での細胞分裂細胞が変化するか確認したところ、Diazepam

投与により、脳梗塞後に見られる神経幹細胞の特異的な増殖が見られなかった。

Diazepam については、当研究室の岡田夏美氏の平成 19 年度修士論文にて

Diazepam Binding Inhibitor (DBI)と呼ばれる特徴的なタンパクが神経幹細胞及び

前駆細胞での発現しており、Diazepam 投与によっては神経幹細胞・前駆細胞の

細胞増殖には影響が出ない事が示されている。DBIは、Benzodiazepine系化合物

が GABA-A 受容体へ結合する事を阻害する内在性タンパク質である(Guidotti et 

al., 1983)。また、DBIは、海馬歯状回においても発現しており、神経幹細胞でも

発現している事も報告されている(Yanase et al., 2002)。 

 以上の結果より、本章では、脳梗塞後の海馬では梗塞側の海馬で特異的に神

経活動が高まり、この活動の高まりにより神経幹細胞は細胞分裂を促進してい

る事が確認された。 
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1.2 実験方法 

 使用動物： 

  東京大学山口正弘先生より提供頂いた 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)（8～14週齢、雄）及び ICR

マウス（三共ラボ）（8～12 週齢、雄）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。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。 

 

 マウス局所脳梗塞モデル(MCAOモデル)： 

 今回実験に用いたマウス中大脳動脈閉塞  (Middle Cerebral Artery 

Occlusion : MCAO) 脳梗塞モデルは、小泉らによって確立され人の脳梗塞の

発症形態に近いモデルで、Li氏により改良されたモデルを使用した(Koizumi 

et al., 1986; Li et al., 2006)。（図３参照） 

 詳細な方法として、まず滅菌済黒 8-0ナイロン糸 (松田医科工業株式会社) 

を用いて、先端 0.3mm 程度を火であぶり径を大きくした栓子を作製した。

マウスに Ketamine (50 mg/kg, 筋肉注射), Xylazine (5 mg/kg, 筋肉注射)、及び

Atropine (0.01 mg/kg、皮下注射)にて麻酔をかけ、右外頸動脈から右内頸動脈

へと栓子を通し、両頸動脈の分岐点より 9-10mm奥まで栓子を挿入した。こ

れにより内頚動脈の先にある、中大脳動脈を閉塞する事が出来る。この状態

で 45 分間栓子を留置した後に抜き取り、血流を再開させた。実験中のマウ
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スの体温については、マウスが手術後麻酔より回復するまで、動物用体温保

持装置 BMT-100 heating pad (Bio Research Center Co. Ltd)にて、37 ± 0.5 °Cに

保持した。本実験で使用したコントロール群については、上記の栓子を入れ

る操作以外について同様の手術を行った Sham手術群を使用した。また、今

回の実験では、手術後に脳梗塞の傷害により引き起こされる右前脚の麻痺が

見られないマウスについては、MCAO手術不成立として実験から除外した。 

 ま た 、 GABA 受 容 体 positive  modulator で あ る Diazepam 

(7-chloro-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2H-1,4-benzodiazepin-2-one, Sigma) 

(10mg/kg, 10% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma), 40% propylene glycol 

(Sigma), 50%DDW)をMCAO手術後から腹腔内に 1日 2回、4日間投与した

群も合わせて作製した。 

 

 BrdU投与：  

 本実験では、MCAO 手術 4 日目に分裂細胞をラベルする為 BrdU (100 

mg/kg)を腹腔内投与した。BrdU ラベルされる細胞周期期間については図４

に示す。その後、マウスを手術後 4日目(BrdU投与後 24時間後)、7日目（BrdU

投与 4 日後）に BrdU 陽性細胞の解析を行った。本実験でも前述と同様に、

BrdU 投与されたマウスは、各タイムラインにてエチルエーテルにて麻酔を

かけた後、PBSにて還流し、その後 4% PFAにて還流固定した。脳を取出し、

4%PFAにて 4℃で一晩後固定を行った。次に、4℃でそれぞれ 15%及び 30% 

Sucrose in PBSで一晩ずつ置換を行い、その後、免疫染色用切片として、ク

ライオスタット(Micron)を用いて 40-µm厚の冠状スライスを作製した。 

 

 Nissl染色： 
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 上記で作製したスライスを、Poly-L-Lysine solution (SIGMA, ST.LOUIS, 

USA) コートしたスライドガラスに貼り付け、以下の手順で Nissl 染色を行

った。方法として、42℃に温めておいた Nissl溶液に、切片を 10分間浸し染

色した。その後 70％エタノールに 4 分間浸す事を 2 回、85％、95％エタノ

ールに 4分間を 1回ずつ、100％エタノールに４分間を２回行った。次にキ

シレンに 2分間ずつ 2回浸し、ENTELLAN neu (Merck, Darmstadt, Germany) 

で封入した。 

 

 免疫染色： 

 本実験は、盲検下での細胞のカウント及び評価を行った。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。

1M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及び 5 % Normal Donly Serum (NDS)を含む Tris Buffer Saline 

(TBS)）で、室温下で 30分間保持し、その後、1st 抗体(anti-GFP, anti-BrdU, 

anti-GFAP及び anti-PSA-NCAM)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 2nd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、表２にまとめる。 
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表２：使用した 1st 抗体及び 2nd 抗体 

抗体名 会社 由来 希釈率 

1st抗体    

Anti-GFP Molecular Probes rabbit IgG 1:250 

Anti-GFAP Sigma mouse IgG 1:200 

Anti-BrdU Oxford Biotechnology rat IgG 1:200 

anti-PSA-NCAM 順天堂大学医学部 

石先生より提供 

mouse IgM 1:500 

2nd抗体(蛍光) 会社 Anti-X 希釈率 

Alexa 488 Molecular Probes anti-rabbit IgG,  1:1000 

Rhodamine Jackson ImmunoResearch anti-rat IgG 1:200 

Cy5 Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

anti-mouse IgG 

anti-mouse IgM 

1:200 

1:200 

Alexa 350 Molecular Probes anti-mouse IgG 1:1000 

 

 神経幹細胞の突起分岐点測定： 

 本実験も、盲検下での突起分岐点の測定を行った。測定は、1 個体から

480µmずつ離れた 4枚の切片を取出し、各切片に含まれる神経幹細胞を無作

為に 10 個ずつ選択し、分岐が明確に判断できるグリアマーカーGFAP の細

胞体から突起の枝分かれまでの距離を測定した。 

 

 BrdU染色陽性細胞のカウント方法： 

 本カウントは、1 個体から 12 枚毎に計 4 枚の切片を取出し免疫染色した

後に BrdU 陽性細胞数をカウントし、一個体あたりの総個数を算出する為、
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12 倍しその総数を計算した。この方法はこれまで世界的に認められた手法

であり、これまでの当研究室からの発表でも受け入れられている手法である

(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Itou et al., 2011)。 

 具体的な方法を次に記載すると、全ての個体は左半球側の淵に切り込みを

加え、切片中で右半球・左半球が特定できる様にした状態で免疫染色を実施

した。染色後、切片をスライドガラス及びカバーガラスで封をした後、実験

に応じた番号を用意し、全スライドへ油性ペン  (product code 

MO-120-MC-BK, Zebra Co. Ltd.)を用いて番号付けを行った。次に、このスラ

イドに対して、サンプルの割り付け情報を知らない別の実験者（久恒辰博准

教授、若しくは他の久恒研究室学生：以後 2nd実験者と呼ぶ）が、同じ油性

ペンにて元の番号が見えないように塗りつぶし確認した後、別の新しい番号

を割り付けた。この方法により、カウントを実施する実験者は元の番号を認

識できなくなり、盲検下にてカウントが実施できる。 

 また、切片と元の割り付け番号については、切片と合わせて 2nd実験者へ

割り付け表として提出し、2nd 実験者にて新しい割り付け番号を割り付け表

に記載後、実験が終了するまで封筒に入れ開封できない様に糊付けをした状

態で、2nd 実験者はカウント実施者が分からない場所で保管をし、盲検性を

担保した。 

 染色切片の染色画像については、共焦点蛍光顕微鏡(TCS SP2; Leica)を用い

て取得し、設定は 1024 x 1024ピクセル、63x oil-immersionレンズにてデジタ

ルズームを 2x若しくは 4xをかけてスキャンした。得られた画像は、画像の

切り抜き等必要最低限の処理を Adobe Photoshop 7.0.1にて実施した。 

 

 in vivo海馬神経活動のレコーディング：  
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 本実験では、成体 ICRマウス（8～12週齢、雄）を用いて、海馬神経活動

を生きたままレコーディングを実施した。用いた手法は、本レコーディング

をご教授頂いた現玉川大学医学部教授、礒村宜和先生の方法及び過去論文に

則り実施した(Isomura et al., 2006)。試験スケジュールは図５にまとめた。 

 まず、片側半球海馬 DGのみに神経活動レコーディング用の電極を埋め込

んだ。使用した電極は、Teflonコートされ直径 0.003インチのステンレスス

チール(200 kΩ; A-M Systems, Inc.)を使用し、このレコーディング電極を、片

側半球海馬 DG (A: -2.54 mm, L(右又は左): 1.80 mm, V: 1.9 mm)へ埋め込んだ。

その後、リファレンス及びグラウンド電極としてステンレスのネジを頭蓋骨

の Lambdaより後ろ側へねじ込み、歯科用セメントにて頭蓋骨と全ての電極

を一緒に固め、動かない様に固定した。3 日～5 日間の回復期間を置き、電

極を埋め込まれたマウスに対して、前述の MCAO または Sham 手術を実施

した。 

 海馬神経活動の測定は、MCAOまたは Sham手術をする直前、手術後 1日

後、2日後、3日後にそれぞれ最低 1時間ずつ電磁シールドされたケージの

中で覚醒している状態でレコーディングをした。本レコーディングでは、当

研究室にてマルチチャンネルアンプ(MEG-6108 multichannel amplifier, Nihon 

Kohden)、PowerLab ML870 (AD Instruments)、レコーディングソフト Chart 

version 5.2 (AD Instruments)及びノートパソコン(Dell)を組み合わせ立ち上げ

たレコーデングシステムを用いて実施した。レコーディングの設定として、

Sampling rateとして 1kHz、ノイズフィルターとして 0.5-Hz以下の波形及び

300-Hz以上の波形についてはノイズとしてカットした。 

 次に、海馬神経活動を抑制する為、GABA受容体 active modulatorである

Diazepam (7-chloro-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2H-1,4- 

25 
 



benzodiazepin-2-one, Sigma) (10mg/kg, 10% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma), 

40% propylene glycol (Sigma), 50%DDW)を、MCAO手術後から腹腔内に 1日

2回 4日間投与した。また、MCAO後の海馬神経活動のパターンと比較する

為、電極を埋め込んだマウスを Running Wheelの中で走らせ、その前後の海

馬神経活動も合わせて取得した。 

 最後に、全てのオリジナルのレコーディングデーター(MCAO-Ipsilateral 

(#1-4), MCAO-Contralateral (#1-4), Sham-Ipsilateral (#1-4), MCAO 

(Diazepam)-Ipsilateral (#1-4), and Run (#1-4)) については、世界中からアクセス

ができる様に、“NeuroImaging-platform” 

（URL:http://nimg.neuroinf.jp/modules/xoonips/itemselect.php?op=itemtypesearch

&search_itemtype=xnpdata ）に公開した（図６）。 

 

 海馬神経活動レコーディングデータの解析： 

 本データ解析については、東京大学大学院新領域創成科学科複雑理工学専

攻 眞溪歩 准教授及び寺園泰博士の共同研究の元、Matlab (MathWorks) ベ

ースで作製頂いた解析ソフトにより解析を実施した。 

 まず初めに、1時間のレコーディングデータ中で神経活動が“どういった

周波数帯”で“どれ位の強さ”で記録されているかを解析する為、”Power 

Spectrum Density”をWelch’s method (6秒間のセグメント、50%のセグメント

Overlap、そして α=2.5 Kaiser windowとして計算)を用いて解析をした。 ま

た併せて、海馬神経活動についての MCAO 手術前後及び比較対照として

Running Wheel走行前後の”Auto correlations（自己相関）”について、MCAO

群及び Running Wheel群それぞれ n=4ずつのデータの平均を取り解析を実施

した。Auto correlations 解析とは、自己相関つまり神経活動が一定の規則を

26 
 



持って活動しているかどうかを解析する手法である。つまり、同一のパター

ンを持って活動し、測定時間内で継続的に続いている神経活動データは、異

なる個体から取られた場合でも同じ自己相関係数を示す。 

 更に、経時的に変化している海馬神経活動の Spectrum の解析及び表示の

為、Wavelet解析を行った。Wavelet係数は、Matlab Wavelet Toolbox（complex 

Morlet wavelet：bandwidth parameter fb=1, Center frequency parameter fc=1）を用

いて、連続的な Wavelet 変換を行う事で算出した。また、Scale は 0.5-Hz 刻

みで 0.5Hzから 20 Hzまでとした。Wavelet解析の解釈については、図７に

説明を加えたが、経時的に“どの周波数”で、“どれ位の強さ”で活動して

いるかを視覚的に分かり易く解析できる手法である。 

 次に、脳の電気活動電位の経時変化を評価する為、次に示す計算式に

て”short time period”に含まれる海馬神経活動電位 powerを解析した。 

[計算式]： (short time power of the bin) = (1/T) x Σt [amplitude(t) – (mean 

amplitude in the bin)]2   

（T, tの意味：T= the number of time points in the bin、t= the time point）                 

今回の実験では、神経活動のレコーディングが 1 kHzの Sampling rateでとら

れている為、T=1000となり、それぞれの time binは 1秒の長さを持ってお

り、0.5秒間ずつの重なり(0-1 s, 0.5-1.5 s, 1-2 s, …, 3598.5-3599.5 s, 3599-3600 

s)がある事になる。よって、1 時間の記録時間は 3600 秒である為、7199 の

short-time powers が算出される。また、今回これらの short time power は、

Histogram を用いて表示した。今回の解析では、評価対象のデータ中の

short-time power が、“平均値＋５×（事前レコーディングデータ中の

short-time power標準偏差）”より大きい場合を “hyper activity“と定義した。

各マウスに対して、上記の計算により求めらた hyper activityの数を経時的に
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比較し、変化の有無を解析した。hyper activity 解析の理解を容易にする為、

図８に図による説明を記載した。 
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図３：MCAO 手術 

 

（左）MCAO後のマウス写真。左前足の障害が生じている。 

（中央） マウスの血管走行図（詳細）。脳への主な血流は、内頚動脈より供給

されている。その中でも、内頚動脈の先端にある中大脳動脈から、線条体領域、

皮質領域など脳の大部分への血流が確保されいる。人の脳梗塞においても、こ

の中大脳動脈が閉塞する事で発症する事が多い。 

（右）人の脳梗塞に近い形でモデルを作成する為、中大脳動脈を人工的に血管

を閉塞する栓子を挿入し、一時的に血流を遮断する。45分後に栓子を抜き取り、

血流を再開させる。この操作により、人の脳梗塞に近い疾患モデルが作成され

る。 
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図４： BrdU 取り込み期間（細胞周期内の取り込み時期） 

 

BrdUは、チミジン類似体であり、S期の DNA合成の際に細胞へ取り込みが

行われラベルされる。よって、BrdU を取り込んだ細胞は、S 期に入ってい

た細胞であると特定できる。また、一度 BrdUを取り込んだ細胞は、その後、

再分裂した際にも DNA内に残る為、子孫細胞についてもラベルする事がで

きる。 
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図５： in vivo海馬神経活動のレコーディング 

（上段）海馬神経活動の測定を行うにあたり、記録電極埋め込みを行った。そ

の後、3～5日間の回復期間を置いた。（下段）本実験では、無麻酔下での活動

記録を行った。そこで、オペアンプと呼ばれる記録シグナルのみを記録装置ま

で送る事ができるアンプを測定装置に組み込み測定を行った。（注１：オペアン

プにより、動物が運動しても神経活動のみが測定装置まで転送される様になる。） 
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図６： 海馬神経活動レコーディングデータの公開 
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記録された前データは、世界中の研究者がいつでも無償で使用できるよう

NeuroImagening Platformに公開している。よって、本データを用いて解析の再現

性や、新規の解析を行う事ができる。 
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図７： 海馬神経活動のWavelet解析 

 

記録されたデータのWavelet解析により、各時刻における神経活動が“どの周波

数”で“どれ位の強度”で活動しているのが解析できる。情報として、時刻、

周波数及び強度を含み、横軸に時刻、縦軸に周波数、強度をカラーマップで色

を用いて示す解析である。 
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図８： 海馬神経活動の Hyper activity解析 

 

記録されたデータの Hyper activity解析により、記録された神経活動データの中

に、強い強度で活動しているポイントがどれ位あるのか、ポイント数を解析す

る手法である。これにより、強い活動が測定時間中に“何回“確認されるのか

を確認できる。
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1.3 結果 

 

1.3.1 局所脳梗塞による障害半球特異的な海馬神経回路活動の高まり 

 この実験では、脳梗塞モデルであるMCAOマウスを用いて実験を行い、脳梗

塞後の海馬神経活動の測定を行った。スケジュールは図９Ａに示す。まず、本

実験で使用したモデルでは、線条体及び皮質領域への傷害の広がりが確認され

たが、海馬領域への傷害は見られなかった（図９Ｂ）。次に、この MCAO マウ

スを用いて、脳梗塞半球側及び反対の半球側海馬の神経活動を測定した。その

結果、脳梗塞半球の海馬で特異的に、神経活動が活性化する事が確認された（図

１０）。 

 この神経活動の高まりについて、活動高まりがどういった特徴を有している

かを確認する為、Wavelet解析及び Power spectrum Density解析を行った。まず、

Wavelet解析を行った結果、4～12Hzのシーター帯で経時的に強く高まっている

事が確認された（図１１Ａ）。次に、神経活動の強度密度（Power Spectrum Density）

を解析したところ、図１１Ｂで示す通り、MCAO 後のマウスでシーター帯での

強度密度が顕著に高まっている事が分かった。更にシーター帯の強度密度の積

算値について解析した結果、シーター帯でのMCAO群が有意差を持って大きく

なっていた（4-12 Hz：MCAO Ipsi vs Sham and MCAO Ipsi vs Contra (Day1: P=0.06、

P=0.47, Day2: P=0.001, P=0.02, Day3: P=0.004, P=0.005, Student’s t-test for unpaired 

samples)（図１１Ｃ）。次に、MCAO の神経活動がどう言ったパターンを持って

活動しているのかを確認する為、自己相関係数解析を行った。この解析は、測

定されたシグナルの中に、一定規則を持ったシグナルがどう言った規則で繰り

返されているかを評価できる。つまり、元のシグナルを時間軸方向へずらし重

ね合わせた場合、一定規則で活動するシグナルであれば、周波数分のみ移動し
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た場合は、位相差がなくなり、元のシグナルと時間軸方向へずらしたシグナル

は一致し、自己相関係数は大きくなる。図１１Ｄで示す通り、自発運動である

Running時の神経活動は、シーター波（4-12Hz）の活動が一定リズムで見られる

事が知られている為、時間軸方向へデーターをずらしていった場合、周波数に

応じて位相差があった場合に自己相関係数が高くなっている事が分かる。しか

し、MCAO 後の神経活動の高まりについては、図１１Ｄで示す通り、時間軸方

向への移動によって、位相差に応じた自己相関係数の変化は見られない事が分

かった。つまり、自発運動時の様に、シーター帯の活動の高まりが一定のリズ

ムを持って起こっているのではなく、無秩序に起こっている事がわかった。言

い換えれば、通常の神経活動パターンの強度（活動振幅）のみが大きくなって

いる結果と言える。 

 次に、MCAO後の海馬神経活動で、hyper activityに分類される活動の 1時間

当たりの発生数を検証した。図１２Ｂで、各活動の大きさ毎の発生数をヒスト

グラムで表示した。実際の測定波形からでも、hyper activityの発生回数が多くな

っている事が確認できる（図１２Ｃ）。一方、Diazepamを投与し、活動を抑えた

マウスにおいては、MCAO後に見られる hyper activityの著しい増加が見られな

かった（図１２Ｄ）。MCAO後の hyper activtity発生回数について、Diazepam投

与群と非投与群の比較を容易にする為、図１２Ｅ及びＦに今回得られた全個体

から得られた hyper activity 回数、及び各群間の比較行った。その結果、図１２

Ｅより、MCAO後において hyper activityは著しく増加し、Diazepam投与で抑制

できる事が分かった。また、hyper activity の増加は、MCAO 後の傷害半球側の

みで起こっている事も確認された。 

 更に、Wavelet解析及び Power spectrum Density解析によって、Diazepam投与

後の海馬神経活動がどの様に変化しているかも確認した。まず、Wavelet解析に
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よって、MCAO後に見られるシーター帯での神経活動の高まりが、Diazepamを

投与する事で抑制できる事が分かった（図１３Ａ、Ｂ）。この変化は Power 

Spectrum Density解析でも確認でき、図１３Ｃで示す通り、MCAO後に見られる、

シーター帯での活動密度の上昇が、Diazepan 投与によって抑制されている事が

確認された。 
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図９：MCAO 手術後の傷害の広がり及び記録電極位置 

 

A, 試験デザイン。B, MCAO手術後 3日目の脳梗塞障害の広がりを Nissl染色に

より確認した。傷害領域は線条体及び皮質に限られ、海馬領域は Nissl染色では

無傷である事が確認された。C, 海馬神経活動測定用の電極は、海馬 DG領域へ

埋め込まれている事が確認された。Scale Bar＝1mm (B) 
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図１０：MCAO 手術後の海馬神経活動の高まり 

 

脳梗塞(MCAO)前及び手術後の海馬での神経活動を測定した。その結果、MCAO

後に傷害半球側海馬で神経活動が著しく高まる事が分かった。 
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図１１：MCAO 手術後の海馬神経活動の高まり 

 

A, MCAO 後に傷害半球側で活動が高まる事が分かった(Wavelet 解析)。B,C, 

MCAO後 3日目までの経時的変化は、主に 4～12Hz帯のシーター波と呼ばれる

周波数帯で高まっていた(Power Spectrum Density解析) (n=4 each)。D, 自己相関

は、海馬神経活動が高まる事が知られる Running Wheelで走行時に見られるシー

ターオシレーションと呼ばれる特徴的な活動のパターンとは異なり、通常の海

馬神経活動全体が大きくなっている事が分かった（Auto correlation解析）。 
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図１２：MCAO 手術後の海馬神経活動の高まり 
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A, 試験デザイン。B, MCAO後 3日目までの Short-time powerのヒストグラムを示す。赤の点線は平均値を示

し、赤の実線は平均値から標準偏差の 5倍離れた位置を示す。C,D, MCAO手術前及び手術後 3日目での測定

生波形を示す。緑の実線は平均値、赤の実線は平均値から手術前測定データでの標準偏差の 5倍の値分だけ

離れた位置を示す。MCAO後では、赤の実線を超える hyper activityが多く見られた。この hyper activityは、

Diazepamを投与する事で活動が抑制された。E,F, 1時間中に含まれる hyper activityの検出数を表した。顕著

にMCAO後において海馬での hyper activityの検出数が増加している事が示されている。（n=4 each, *p<0.05, 

Student’s t-test for unpaired samples） 
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図１３：Diazepam投与による活動抑制 

 

A,B, MCAO後に傷害半球側での活動の高まりは、Diazepam投与で抑制される事

が分かった(Wavelet解析)。 C,D, MCAO後 3日目までの 4～12Hz帯のシーター

波の増強も、Diazepam投与により抑制された(Power Spectrum Density解析)。
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1.3.2 局所脳梗塞後の海馬幹細胞特異的な増殖 

 ここまでの実験により、MCAO 後の海馬 DG では、梗塞半球側の海馬 DG で

の神経活動が特異的に高まる事が確認された。そこで、MCAO 後の海馬神経回

路活動の高まりによって、in vivo でも神経幹細胞の増殖が促されるのかを検証

した。解析方法としては、MCAO 後 3 日目に BrdU を投与する事で、どの細胞

種の細胞が分裂しているのかを確認した。また、BrdU投与タイミングについて

は、MCAO後に海馬神経回路の活動が高まるMCAO後 3日目を選択した。 

 まず初めに、今回の BrdU投与及び BrdU陽性細胞の評価ポイントについては

図１４Ａに示した。結果として、BrdU 投与 24 時間後において、24 時間後にお

いて、BrdU陽性細胞の総数を確認した。その結果、傷害半球側海馬において BrdU

陽性細胞数が増加している事が分かった（図１４Ｂ）。また、この時期の BrdU

陽性細胞について細胞種の特定を行ったところ、BrdU 投与 24 時間後には、

MCAO群において有意に NestinP-GFP/GFAP陽性で BrdU陽性の神経幹細胞が増

加している事が確認できた（図１４Ｃ）。しかし、NestinP-GFP/PSA-NCAM陽性

で BrdU陽性の海馬神経前駆細胞の増加はこの時期には見られなかった（図１４

Ｄ）。更に、BrdU投与 4日後には、BrdU陽性細胞は更に増加し、BrdU陽性細胞

の総数はコントロール群及びMCAO後の傷害反体側海馬と比較して著しく増加

している事が分かった（図１４Ｂ）。また、この時期においては、BrdU 陽性の

神経幹細胞数は減少しており（図１４Ｃ）、変わりに、BrdU 陽性の海馬神経前

駆細胞が有意に増加している事が確認できた（図１４Ｄ）。 

 BrdU陽性神経幹細胞の細胞数の変化から、MCAO後 3日目において神経幹細
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胞に何らかの変化が生じているのではないかと考えた。そこで、MCAO 後 3 日

目において、神経幹細胞の形態学的な変化がないかを検証した。その結果、図

１５で示す通り神経幹細胞の突起先端部が広がった形態が確認された。更に神

経幹細胞の細胞体から突起の枝分かれ点までの距離を測定したところ、この時

期では分岐点の位置が細胞体側へ引き寄せられ、突起が短くなっている事が確

認された。先行研究(Fukuda et al., 2003)にて、分裂中の神経幹細胞は突起が短く

なっている場合が多い事が示されており、この事は、神経幹細胞が分裂の準備

を開始している事を示唆している。以上の事から、MCAO 後 3 日目から神経幹

細胞は、海馬神経回路活動の高まりを感知し細胞増殖を開始、その 4 日後には

前駆細胞まで分化している事が確認された。 

 そこで、本章 1.3.2で得られた結果を元に、Diazepamを投与し MCAO後の海

馬神経回路活動の高まりを抑える事で、神経幹細胞の増殖が抑制できるかを検

証した。この実験により、神経活動の高まりと神経幹細胞の増殖の関係が明ら

かにできると考えられる。実験として、図１６Ａに示すスケジュールで実験を

行い、MCAO 後に Diazepam を投与した個体で、MCAO 後の神経幹細胞の増殖

がどの様に変化するかを検証した。図１６Ｂ、Ｃに示す通り、MCAO 後に

Diazepam を投与し海馬神経回路活動の高まりを抑える事で、神経幹細胞の増殖

が抑えられる事が確認された。この事から、MCAO 後の神経幹細胞の増殖につ

いては、海馬神経回路活動の高まりにより誘導されている事が確認された。 
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図１４：MCAO 後の神経幹細胞の増殖 

A, 試験デザイン。B, MCAO後の BrdU陽性細胞の総計を示した。MCAO後 4日

目から BrdU陽性細胞総数が増え始め、7日目には有意に増加していた。C,D, ま

た 4日目にBrdU陽性となっている細胞は主に神経幹細胞(Neural Stem Cell: NSC)

であり、7日目には神経前駆細胞(Neural Progenitor Cell : NPC)へと分裂・分化し

ていた。Scale Bar: 20 µm (C); 30 µm (D)。データは、平均値 ± 標準誤差で示した。 

n=5 each, *p <0.05, **p <0.01, Student’s t-test for unpaired samples.
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図１５：MCAO 後の神経幹細胞の形態変化 

A, MCAO後 4日後の海馬 DGの NestinP-GFP染色図。MCAO梗塞半球(Ipsilateral) 
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DG側で、神経幹細胞の突起先端部が広がった特徴的な形態変化が確認された（A,

右下：点線囲み部分）。B,C, MCAO後の Ipsilateral側の神経幹細胞の突起分岐点

を観察したところ、分岐点が細胞体側へ近づいており、突起の長さが短くなっ

ている事が観察された。(矢印は、測定した突起長の細胞体側始点及び分岐点を

示す。) 

Scale Bar: 75 µm (A); 20 µm (B)。データは、平均値 ± 標準誤差で示した。 

(n=5 each, **p <0.01, Student’s t-test for unpaired samples)
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図１６：Diazepam投与による MCAO 後の神経幹細胞の増殖抑制 

 

A, 試験デザイン。B,C, MCAO後の神経幹細胞の増殖は、Diazepam投与により

その増殖が阻害された。(n=5 each, *p <0.05, Student’s t-test for unpaired samples)。

全てのデータは、平均値 ± 標準誤差で示した。緑：NestinP-GFP, シアン：GFAP,

赤：anti-BrdU 染色を示す。Scale Bar: 75 µm (C) Neural stem cell は、

NestinP-GFP+/GFAP+として, Neural progenitor cellは、NestinP-GFP+/GFAP-と

して観察した。
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1.4 考察 

 脳梗塞により傷害を受けた脳では、障害を受けてから数日遅れての遅延した

ニューロン新生の増加が、海馬歯状回において確認されている(Jin et al., 2001; 

Koketsu et al., 2006)。しかしながら、どの様にして脳梗塞後の遅延したニューロ

ン新生の増加が誘導されているかについて未だ不明である。これまでの報告に

より、脳梗塞後のニューロン新生は、様々な神経栄養因子(bFGFやVEGFなど)

による制御機構が報告されている(Yoshimura et al., 2001; Sun et al., 2003; Wang et 

al., 2007)。本論文でも、この結果を支持する予備実験結果として、神経幹細胞自

身がbFGF及びbFGF受容体を発現している事を確認した（図１７）。しかし、こ

の神経栄養因子による制御系だけでは、傷害後の遅延した増殖増加及び傷害半

球同側でのニューロン新生の高まりを説明できない。 

 本章の結果から、脳梗塞後において海馬神経活動が傷害半球特異的に高まり、

ニューロン新生の増加（特に神経幹細胞の増殖）を促進する事が分かった。こ

の結果は、これまでの神経栄養因子説により説明が出来ていなかった“遅延し

た増殖”及び“傷害半球同側での増殖”という疑問について一つの解答ができ

ていると考えられる。再度結果をめると、脳梗塞後3日目に、海馬において神経

活動が高まり、同時に神経幹細胞の増殖が確認された(図１１、１２、１４)。次

に、選択的なGABA-A受容体のactive potentiatorであるDiazepamの投与により、脳

梗塞後の海馬で見られる海馬神経活動の高まりが抑制される事が確認された。

更に、Diazepam投与により脳梗塞後の神経幹細胞の増殖についても抑制する事

ができた（図１２、１３、１６）。本実験で得られた結果は、脳梗塞後の海馬
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神経活動の高まりをDiazepamが抑制する事で、神経幹細胞の増殖が抑制されて

いる事を示している。 

 神経活動と神経幹細胞の増殖の関係については、これまでの報告により、神

経活動の高まりが神経幹細胞の増殖を促す事が報告されている(Huttmann et al., 

2003; Deisseroth et al., 2004; Bruel-Jungerman et al., 2006; Kokaia, 2011)。この章で

得られた結果でも、 神経活動の高まりによる神経幹細胞増殖が誘導されている

事を、脳梗塞モデル（MCAOモデル）を用いて明確に示している。 

 本論文では先に述べた通り、神経活動の高まりによる神経幹細胞の増殖機構

を示す為、Diazepamを使用した。しかし、Diazepamの神経幹細胞及び前駆細胞

への直接的な影響を考慮する必要がある。この点について、当研究室の岡田夏

美氏の平成１９年度修士論文にてDiazepam Binding Inhibitor (DBI)と呼ばれる特

徴的なタンパクが神経幹細胞及び前駆細胞で発現しており、Diazepam投与によ

っては神経幹細胞・前駆細胞の細胞増殖には影響しない事が示されている。DBI

は、Benzodiazepine系化合物がGABA-A受容体へ結合する事を阻害する内在性タ

ンパク質である(Guidotti et al., 1983)。また、DBIは、海馬歯状回においても発現

しており、神経幹細胞でも発現している事も報告されている(Yanase et al., 2002)。 

また、岡田氏の修士論文で、DBIは神経幹細胞の細胞膜および細胞体に発現して

いる事が示されている。よって、これらの事から、脳梗塞後のDiazepam投与に

よる神経活動の抑制及び神経幹細胞の増殖抑制は、神経活動の高まりが神経幹

細胞の増殖を誘導している事を強く示すものと考えられる。しかし、DBIの機能

など不明な点も多い為、更なる研究が必要である。 
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 次に、今回得られた脳梗塞後の神経活動の高まりは、Wavelet解析及びPower 

spectrum解析により、シーター帯（4-12Hz）での活動の高まりである事が確認さ

れた（図１１）。しかし、自己相関係数の解析により、脳梗塞後の神経活動のパ

ターンは健常マウスの定常状態での海馬神経活動と同じであり、通常の神経活

動がそのまま高まった状態である事が分かった。自発運動により誘導される海

馬神経活動パターンの高まりと比較すると、自己相関係数の結果は大きく異な

り（図１１Ｄ）、脳梗塞後の海馬神経活動の高まりと自発運動時の海馬神経活動

の高まりは、質的に異なる活動である事が分かった。脳梗塞後の神経活動の高

まりは、これまでに報告されている大きな神経活動(Buzsaki et al., 1991; Bragin et 

al., 2009; Engel et al., 2009)がシーター帯で増加する事で誘導されており、自発運

動時のシーター波(Vanderwolf, 1969; Lee et al., 1994; Buzsaki, 2002)とは違った機

構により神経活動が高まっていると考えられる。 

 最後に、脳梗塞後のニューロン新生について、脳梗塞後の脳機能障害の改善

に働くのか、機能を悪化させるのか未だ不明である。この点について、最新の

報告から、脳梗塞後に生まれてきた新生ニューロンは、通常では見られない異

常な軸索が伸びており、局所的な異常回路を形成している事が報告された(Niv et 

al., 2012)。癲癇の脳では、同様な異常形態を持った新生ニューロンが、癲癇症状

の悪化をもたらす要因であると考えられている(Parent et al., 1997; Scharfman et 

al., 2000)。この事から、脳梗塞後に生まれてくる新生ニューロンは、脳梗塞後に

見られる学習や認知機能の低下をもたらす因子となる可能性があると考えられ

る。また、図１５で示した通り、脳梗塞後の初期の段階で、神経幹細胞の形態
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変化が見られている。本章では、神経幹細胞が細胞分裂を積極的にしようとす

る根拠として解釈したが、もし脳梗塞後のニューロン新生が海馬依存的機能の

低下要因となるのであれば、神経幹細胞段階での形態変化は、既に海馬回路へ

悪影響を及ぼす原因となっている可能性も考えられる。 

 本論文では、脳梗塞後のニューロン新生の抑制による海馬依存的な機能の変

化については解析をしていない。今回この章で確かめられたDiazepam投与によ

り脳梗塞後のニューロン新生の増強を抑制する事で、脳梗塞後のニューロン新

生の意義にもアプローチできるかもしれない。今後の更なる研究が望まれる。 
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図１７：神経幹細胞での bFGF及び bFGF-Rの発現 

SD-ラット(8 週齢、雄：三共ラボ)を本実験の免疫染色方法でサンプルを作成

し、anti-Nestin, anti-GFAPと anti-bFGF若しくは anti-bFGFRにて免疫染色を行

ったところ、神経幹細胞は bFGF及びその受容体 bFGFRを発現している事が

確認された。神経幹細胞は、Nestin+/GFAP+として確認した。 
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第２章 

脳梗塞後の神経活動の高まりによるグルタミン酸放出が誘導する

神経幹細胞の増殖 
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2.1 序論 

 我々大人の脳では、成体の脳でも海馬歯状回（dentate gyrus : DG）では日常

的に新しく神経細胞が生み出され、既存の神経回路に組み込まれる事が分かっ

てきた(Altman & Das, 1965; 1967; Kaplan & Hinds, 1977; Lois & Alvarez-Buylla, 

1994; Eriksson et al., 1998; Kornack & Rakic, 1999; van Praag et al., 2002; Abrous et 

al., 2005; Aimone et al., 2006; Toni et al., 2007)。第１章序論でも記載したが、海馬

で新生される神経細胞数は、動物が置かれる環境に応じて変化する事がわかっ

ている。例えば、運動・学習や新しい環境下での探索や行動など、刺激が多い

環境で生活をした場合には、新生される神経細胞数が増加する(Gould et al., 

1999; van Praag et al., 1999; Trejo et al., 2001; Kronenberg et al., 2006; Pereira et al., 

2007)。また、脳梗塞や(Liu et al., 1998; Jin et al., 2001; Yoshimura et al., 2001; Sun et 

al., 2005; Koketsu et al., 2006; Kee et al., 2007)、癲癇(Parent et al., 1997)などによっ

ても神経細胞数が増加する。この海馬における神経新生は、海馬に存在する神

経幹細胞及び神経前駆細胞により制御されている(Seri et al., 2001; Filippov et al., 

2003; Fukuda et al., 2003; Kempermann et al., 2004)。それぞれの神経幹細胞及び前

駆細胞の特徴についてはこれまでの先行研究により報告されており、初期段階

では神経幹細胞から神経前駆細胞が生み出され、その後成熟神経細胞へと分化

していく事が示されている(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005)。 

 また、第１章で記述の通り海馬における神経新生は、海馬神経活動の高まり

により促進される事が認められており(Cameron et al., 1995; Deisseroth et al., 

2004; Tozuka et al., 2005; Bruel-Jungerman et al., 2006; Chun et al., 2006)、更に、神
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経活動に伴いシナプスより放出される各神経伝達物質による調整機構（大別し

て、γ-aminobutyric acid (GABA)作動性経路、コリン作動性経路、グルタミン酸

作動性経路）が、海馬における神経新生の初期段階を制御していると考えられ

ている。(Cameron et al., 1995; Santarelli et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Itou et al., 

2011)。 

 海馬での分裂能を有する細胞である神経幹細胞及び神経前駆細胞については、

当研究室の戸塚祐介博士により、神経前駆細胞はグルタミン酸受容体である

NMDA 受容体, AMPA 受容体、及び Glycine 受容体は発現しておらず、GABA

入力を受け取る事で神経細胞への分化が促進する事が知られている(Tozuka et 

al., 2005)。また、神経幹細胞については、GABA受容体、グルタミン酸受容体

である NMDA 受容体、AMPA 受容体は発現していない事が報告されている

(Tozuka et al., 2005)。また、当研究室の福田諭博士の博士論文にて、神経幹細胞

はグルタミン酸の入力を受け細胞内カルシウム応答を示す事が示されている。

この時、カルシウム応答は、細胞外カルシウムフリーの状況下でも見られる事

から、Gタンパクを介した細胞内 Calcium Storeからのカルシウム放出により引

き起こされている可能性が考えられる。また、神経幹細胞は海馬神経活動が高

まった場合、神経回路内にグルタミン酸が放出される事が知られている(Okubo 

et al., 2010)。そこで、本研究では、海馬神経活動が高まった場合、神経回路か

らグルタミン酸が放出され、そのシグナルを代謝型グルタミン酸受容体

（metabotropic glutamate receptor: mGluR）を介して神経幹細胞が受け取り、細胞

内 Calcium storeからのカルシウム放出が誘導されるのではないかと考えた。各
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種グルタミン酸の種類及び性質について、表１（Ｐ１５）にまとめる(Swanson et 

al., 2005; Kullmann, 2007)。代謝型グルタミン酸受容体以外のグルタミン酸受容

体については、細胞外のカルシウムを細胞内へ通過させる事で細胞内カルシウ

ム濃度を上昇させる。つまり、細胞外にカルシウムイオンがない場合には、細

胞内カルシウム濃度の上昇が起こらない。また、代謝型グルタミン酸受容体の

内、Group Iに属する mGluR1, 5は、Gタンパクを介して細胞内 Calcium Store

よりカルシウムを放出させ細胞内カルシウム濃度を上昇させ。他の Group II及

びGroup IIIのmGluRsについてはカルシウム濃度を上昇させる下流シグナルが

ない。これにより、Group Iの受容体である、mGluR1及び mGluR5を候補受容

体と仮説を立て、神経幹細胞での発現を確認した。 

 まず、mGluR1 の発現は、免疫染色法で神経幹細胞は確認できなかった。次

に mGluR5について、免疫染色により神経幹細胞での発現が確認できた。更に、

mGluR5の発現は、in situ hybridaizationでも確認された。また、カルシウムイメ

ージング法によって、mGluR5 を介して神経幹細胞はカルシウム応答を示す事

も確認できた。更に、神経幹細胞は、海馬神経回路を人工的に電気刺激を与え、

神経活動を高めた場合でも細胞内カルシウム応答を示し、その後、神経幹細胞

の活性化（遺伝子転写の開始）や細胞分裂の促進が確認された。この細胞の活

性化や細胞分裂の増加は、選択的 mGluR5の阻害薬で阻害された。また、これ

とは反対に mGluR5を人工的に刺激する事で、神経幹細胞の細胞分裂が促進さ

れた。この事から、神経活動の高まりにより放出されるグルタミン酸が、神経

幹細胞が発現している mGluR5を刺激し、神経幹細胞の細胞増殖が誘導してい
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る事が示された。 
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2.2 実験方法 

 実験動物： 

 東京大学山口正弘先生より提供頂いた ICR マウス血統の NestinP-GFP ト

ランスジェニックマウス(Tozuka et al., 2005)（6～14週齢、雄）及び ICRマ

ウス（三共ラボ）（8～12週齢、雄）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。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。 

 

 in situ hybridization： 

 本実験は、慶應義塾大学医学部 仲嶋一範教授及び金谷繁明氏の指導の元、

中嶋研究室で確立され国際的に認められた手法により実施した(Sasaki et al., 

2008)。mGluR5 cDNAは「FANTOM clone set」内の「AK032422」から作製

した。「RIKEN FANTOM cDNA clones」とは RIKEN GSC、the Genome 

Exploration Research Groupによって作製され販売されている cloneキットで

ある(Sasaki et al., 2008)。 

 まず初めに、Digoxigenin (DIG)ラベルされた antisense及び sense riboprobe

を DIG RNA labeling kit (Boehringer Mannheim)を用いて合成した。使用する
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海馬スライスについては、NestinP–GFP トランスジェニックマウスを PBS

にて還流し、その後 4% PFAにて還流固定をした。次に脳を取出し 4 °Cに

て 4% PFAによる後固定を一晩実施した。この固定した脳は、その後、4 °C

に一定冷却された 15%及び 30%スクロース(PBS)中で各 1日ずつ浸し、スク

ロース置換をさせた。この脳を用いて、in situ hybridization に必要である

20-µmの冠状スライスをクライオスタット(Leica) を用いて作製した。この

スライスを用いて以後の下処理及びその後の手順を進めた。 

 準備したスライスを 1 µg/ml proteinase Kにて 7.5分間処理した。その後、

mGluR5に対する riboprobeを含む Hybridizations溶液（50% formamide, 5X 

SSC, 500 µg/ml Heparin及び 200 µg/ml yeast tRNA）にスライスを 55 °Cで一

晩保持した。この Hybridization処理後、スライスを 50 °C の 2X SSC及び

0.2X SSCにて洗浄した。最後に、mGluR5 RNA及び GFPシグナルの検出

は、alkaline phosphatase-conjugated anti-DIG F (ab’)2 antibody及び anti-GFP 

antibody を用いて確認した。GFP シグナルの検出については、biotinylated 

secondary antibodyにてシグナルを増幅後、TSA Fluorescence systems Tyramide 

signal amplification (NEL701A; Perkin Elmer)にて染色し検出した。mGluR5に

ついては、HNPP Fluorescent Detection set (Roche Diagnostics)を用いてシグナ

ルを検出した。上記染色した各 mGluR5及び GFPについては、共焦点蛍光

顕微鏡 (TCS SP2; Leica)を用いて確認した。染色切片の染色画像については、

共焦点蛍光顕微鏡を用いて取得し、設定は 1024 x 1024 ピクセル、63x 

oil-immersion レンズにてデジタルズームを 2x 若しくは 4x をかけてスキャ
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ンした。得られた画像は、画像の切り抜き等必要最低限の処理を Adobe 

Photoshop 7.0.1にて実施した。 

 

 免疫電子顕微鏡法： 

 免疫電子顕微鏡画像は、久恒研究室で確立された方法を用いて実施した

(Tozuka et al., 2005; Ide et al., 2008)。成体の NestinP–GFP トランスジェニッ

クマウスを 4% PFA/0.4% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB)にて還

流固定した。その後、取り出した脳を 4% PFAにて 4時間後固定し、Vibratome

を用いて 50-µm の厚さにスライスした。得られた切片は、4°C で 0.02% 

sodium azideを含む PBS中で保存した。 次に、20% normal donkey serum 

(NDS) を含む PBS/0.02% sodium azide でブロッキングした後、 anti-GFP 

(1:2000, rat IgG, Nakarai Tesque)で一晩反応させた。この切片を biotinylated 

anti-rat IgG (1:500, Chemicon)で反応させた後、ABC reagent kit (Vector)で処理

した。この切片を 0.005% H2O2を含む 3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB, Nacalai Tesque)溶液中で 10～15分間保持した。最後に、上記の処理

が完了した切片を 1% osmium tetroxide (OsO4)を含む PBにて後固定し、1%

酢酸ウラン溶液で室温 40分間染色し、その後 50%, 70%, 90%, 95%, 100%エ

タノールにて脱水処理をした。このウラン染色後の切片は Luveak 812に包

埋し、電子顕微鏡観察用の超薄切片(70 nm)をミクロトームを用いて作成し

た。超薄切片は、Formvar-coated copper gridsの上に乗せ電子顕微鏡(H7600, 

Hitachi)にて観察した。 
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 カルシウムイメージング法： 

 健常成体 ICR マウス（8～12 週齢、雄）を用いて実施した。方法は当研

究室で報告済みの手法を用いた(Okada et al., 2003; Imura et al., 2005; Tozuka 

et al., 2005; Itou et al., 2011)。まず Ketamine (50 mg/kg, 筋肉注射), Xylazine (5 

mg/kg, 筋肉注射)及び Atropine (0.01 mg/kg、皮下投与)麻酔下において、海

馬幹細胞を標識する為、Standard artificial cerebrospinal fluid (ACSF) (in mM: 

125 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 1.3MgCl2, 1.25 NaH2PO4, 0.4L-ascorbic acid, 25 

NaHCO3, and 12.5 d-glucose)中に最終濃度 400 µM となるように溶解した

Sulforhodamine 101 (SR101; Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を

Nanoject-II (Drummond Scientific Company, PA)を用いて側脳室へ注入した 

(69.0 nlを左右側脳室へ 44 回ずつ注入した。注入部位座標：A -0.22 mm, L 

±1.0 mm, V -2.4 mm)。その後、カルシウム濃度に応答して蛍光強度が変化

する試薬である Oregon Green 488 BAPTA-1, AM (OGB-1; Invitrogen, CA) を

海馬領域の細胞へ取り込ませる為、マウス海馬へ Nanoject-II を用いて

OGB-1 溶液 (10 mM OGB-1、 4%の 20% pluronic F-127及び 96%のDimethyl 

Sulfoxide)を注入した (69.0 nlを各エリアに 4回ずつ注入。注入部位座標： A 

–1.5 mm, L ± 0.5 mm, V –2.0 mm, A –2.3 mm, L ± 1.5 mm, V –1.5 mm)。SR101

及び OGB-1注入後、マウスを 37°Cの保温パット上で 150分間保温した。 

 次に、カルシウムイメージング用のスライスを作製する為、マウスをエ

チルエーテルにて深く麻酔をかけた後、即座に脳を取出し, 氷冷下にて
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DTK-1000 vibratome (Dosaka)を用いて 400 µm 厚の冠状スライスを作製し、

37 °C に保温された standard p-ACSF (125 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM 

CaCl2, 1.3 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 0.4 mM L-ascorbic acid, 25 mM 

NaHCO3, and 12.5 mM d-glucose)にて 30分間保持し、スライスを安定させ、

その後実験に使用するまで室温にて保持した。各 OGB-1及び SR101の蛍光

の検出は、それぞれの蛍光波長である 488及び 568 nmの蛍光波長を、冷却

CCD camera (HiSCA; Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)を搭載した

Nipkow disk type Confocal Laser-Scanning unit (CSU-21; Yokogawa, Tokyo, 

Japan)及びArgon/Krypton laser (Model 643-YOKO-A02; Melles Griot, Carlsbad, 

CA), を用いて測定した。測定・解析用のソフトとしては、AQUACOSMOS 

imaging interface system (Hamamatsu Photonics)を用いて行った。本イメージ

ング設備は久恒研究室にて確立されたものであり、過去の報告でも使用さ

れた信用ある設備である (Okada et al., 2003; Imura et al., 2005; Tozuka et al., 

2005; Itou et al., 2011)。神経幹細胞については、海馬 DGに存在する SR101

陽性の神経幹細胞特有の突起を有する細胞として特定した。 

 イメージング中に使用したアゴニストについては、PV820 pneumatic 

pico-pump (World Precision Instruments, Inc.) を用いて、神経幹細胞の細胞体

周辺に各薬剤を 2秒間 4 psiで噴射し細胞のカルシウム応答を確認した(Itou 

et al., 2011). 本実験で使用したアゴニストは、Glutamate (1 mM; L-Glutamic 

Acid, Wako), mGluR5 の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る CHPG 

(10mM;  (RS)-2-Chloro-5-hydroxyphenylglycine, TOCRIS)、 また、阻害剤に
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ついては、G 蛋白質の内 Gq シグナルを介したカルシウム応答を阻害する

2APB (100µM; 2-Aminoethyldiphenylborinate, Sigma-Aldrich) を用いた。これ

らのアゴニスト及びアンタゴニストについては、上記の p-ACSF に溶解し

使用した。 

 

 スライス刺激法： 

 NestinP-GFPトランスジェニックマウスを用い、カルシウムイメージング

で記載した同じ手法により 400 µm厚のスライスを作製した。この実験では、

マウスの側脳室及び海馬への SR101及び OGB-1注入はしていない。本スラ

イスを室温の p-ACSF で保持し、人工的に海馬神経回路を刺激する為、電

気刺激用の電極を海馬回路の貫通繊維が走る領域へ埋め込み、シーターバ

ースト刺激と呼ばれる自然の状況で海馬回路が活性化した際にみられる活

動パターンに似せた刺激を与えた（40 µAの強さで、100 Hzの 10回刺激す

るパターンを 5Hzの頻度で 2秒間与える。これを 10秒間隔で 3回刺激を与

える。）。 

 刺激 2 時間後にスライスを 4%PFA で一晩固定し、その後 15%及び 30% 

sucrose (in PBS)にて置換をした。このスライスを DTK-1000 vibratome 

(Dosaka)を用いて 50 µm 厚のスライスへ re-section をし、神経幹細胞での

c-Fos発現について解析した。本解析では、各刺激群に対して 3枚のスライ

スで刺激を与え、それぞれのスライスから更に 3枚の re-sectionスライスを

作製し解析した（計 9枚）。本実験での神経幹細胞の特定は、GFP及び GFAP
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免疫染色を実施し、NestinP-GFP陽性及び GFAP陽性の細胞を神経幹細胞と

して特定した。各 re-sectionスライス上で、神経幹細胞を上記の方法で特定

し、無作為に 1スライスあたり 20個の神経幹細胞を選び、計 180個細胞を

解析対象の細胞とした。この解析対象とした神経幹細胞の細胞体を共焦点

蛍光顕微鏡でマニュアル選択し、その細胞体で発現している c-Fosの蛍光強

度（0-255）を共焦点蛍光顕微鏡（TCS, SP2; Leica）で測定した。mGluR5

の阻害実験では、電気刺激を与える際に mGluR5 の選択的阻害薬である

MPEP (10 µM; 2-methyl-6-(phenylethynyl) pyridine, Sigma)を加え実験を行っ

た。 

 

 スライスカルチャー法： 

 スライスカルチャーとは、生きている海馬冠状スライスを培養液中で長

時間培養できる手法である。これまで当研究室の戸塚祐介博士によりこれ

まで難しかった成体での海馬スライスカルチャーが可能となっていた

(Tozuka et al., 2005)。しかしながら、今回研究の対象となる神経幹細胞につ

いては、従来のスライスカルチャー法では長時間の培養が難しく、本研究

にて神経幹細胞を長時間スライス状態で培養できる新しいシステムを構築

した。この新しい方法にて、神経幹細胞の分裂を追跡する事ができる 9 時

間以上の培養が可能となった。まず、NestinP-GFPトランスジェニックマウ

ス（６週齢以上、雄）にエーテル麻酔をかけた後、4℃以下に冷却したmodified 

Gey’s balanced salt solution (mGBSS; CaCl2: 1.5 mM, KCl: 4.9 mM, KH2PO4: 0.2 
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mM, MgCl2: 11 mM, MgSO4: 0.3 mM, NaCl: 130 mM, NaH2CO3: 2.7 mM, 

NaH2PO4: 0.8 mM, NaHEPES: 22 mM, Glucose: 5 mM, pH: 7.34) 中へ取出した。

この温度はスライスへのダメージ軽減に対して非常に重要であり、全ての

作業は氷上にて実施した。この脳から、DTK-1000 vibratome (Dosaka)を用い

て 400 µm 厚の冠状スライスを切り出し、海馬以外の余分な領域を切り取

った後、培養用の膜である Millicell-CM culture inserts (Millipore, Bedford, 

MA)の上に海馬スライスを保持し、培養用 medium（25% Hank’s balanced salt 

solution, 25% normal horse serum, and 50% DMEM supplemented with 1.32% 

glucose）に栄養因子の一種である Vascular endothelial growth factor (VEGF) 

(30 ng/ml; Nacalai tesque, Kyoto, Japan)を加えた培地を入れた 6-well culture 

traysの上に培養膜を浮かべ、32°Cで 9時間培養を行った。従来の方法では

VEGFを加えての培養はしておらず、VEGFを加える事で長時間の培養でも

神経幹細胞が生存できる様になった。この点が改良点により、スライス中

の神経幹細胞へのダメージを軽減出来たものと考えられ、重要なポイント

である。培養後のスライスは、4%PFAで一晩固定し、その後 15%及び 30% 

Sucrose (PBS)にて置換し、先述の方法と同じく DTK-1000 vibratome (Dosaka)

を用いて 50 µm 厚のスライスへ re-sectionをし、re-sectionスライスを作製

した。 

 スライスカルチャー実験で使用した海馬への電気刺激は、”スライス刺激

法”で記載した方法で実施した。ただし、本実験では、p-ACSF の代わりに

mGBSS液中で実施した。 
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 また、各種阻害剤として、mGluR5 阻害剤 MPEP (10 µM), G-protein 

Gq-mediated calcium signal阻害剤 2APB (100 µM)及び栄養因子 BDNF シグ

ナル阻害剤 TrkB-Fc (1 µg/mL, R&D systems, Inc.)を mGBSSに溶解し使用し

た。 

 

 免疫染色法： 

 海馬切片での免疫染色についてはこれまでの久恒研究室で使用した標準

的な手法を用いた(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Koketsu et al., 2006; 

Itou et al., 2011)。 

 

＜mGluR5染色＞＜c-Fos染色＞ 

 切片をTBSで 10分間 3回洗った後、ブロッキング溶液（0.1 % Triton X-100

及び 10% NGS (normal goat serum, Sigma) (mGluR5に対して)または又は 3% 

NDS(normal donkey serum, Sigma) (c-Fosに対して)を含む TBS）にて 90分間

室温にて保持し、その後、1st 抗体(anti-GFP及び anti-GFAPと anti-mGluR5

又は anti-c-Fos)をブロッキング液中に加え 4℃で 24 時間反応させた。その

後 TBSにて 10 分間 3 回洗浄し、その後 2nd 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。染色が

完了した切片をスライドガラスにのせ、ImmuMount (Shandon, Pittsburgh, PA) 

で封入した。この切片を、共焦点蛍光顕微鏡 (TCS SP2; Leica)を用いて観測

した。染色切片の染色画像については、共焦点蛍光顕微鏡を用いて取得し、
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設定は 1024 x 1024ピクセル、63x oil-immersionレンズにてデジタルズーム

を 2x 若しくは 4x をかけてスキャンした。得られた画像は、画像の切り抜

き等必要最低限の処理を Adobe Photoshop 7.0.1にて実施した。 

 

＜Ki67染色＞ 

Ki67とは、細胞分裂期に入っている細胞が発現するタンパク質である（図

１８）。切片を PBSで 10分間 3回洗った後、ブロッキング溶液（0.3 % Triton 

X-100及び 3 % NGSを含む PBS）にて 90分間室温にて保持し、その後、1st 

抗体(anti-Ki67、anti-GFP 及び anti-GFAP)をブロッキング液中に加え 4℃で

48時間反応させた。その後 PBSにて 10分間 3回洗浄し、その後 2nd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 PBS で 10 分

間 3回洗浄した。染色が完了した切片をスライドガラスにのせ、ImmuMount 

(Shandon, Pittsburgh, PA) で封入した。この切片を、共焦点蛍光顕微鏡(TCS 

SP2; Leica)を用いて観測した。Ki67陽性な神経幹細胞数の解析については、

スライス中に存在する全ての神経幹細胞について Ki67の発現を調べ、全神

経幹細胞中の Ki67陽性神経幹細胞の割合として解析を行った。また、上記

で使用した抗体については表３にまとめる。 
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図１８： 細胞周期マーカーKi67の発現期間 

 

Ki67は、G1後期からM期までの間で発現するタンパク質であり、細胞周期マ

ーカーとして使用されている。図４で示した BrdU とは異なり、取り込まれた

BrdUを特定するのではない為、現在細胞周期に入っている細胞を特定できる。 
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表３：使用した 1st 抗体及び 2nd 抗体 

抗体名 会社 由来 希釈率 

1st抗体    

Anti-GFP Molecular Probes 

Nakalai Tesque 

Nakalai Tesque 

rabbit IgG 

mouse IgG 

rat IgG 

1:250 

1:500 

1:500 

Anti-GFAP Sigma mouse IgG 1:200 

Anti-Ki67 Novocastra rabbit IgG 1:500 

Anti-mGluR5 Neuromics rabbit IgG 1:2500 

Anti-c-Fos Santa Cruz Biotechnology goat IgG 1:200 

2nd抗体(蛍光) 会社 Anti-X 希釈率 

Alexa 488 Molecular Probes 

Molecular Probes 

Molecular Probes 

anti-rabbit IgG, 

anti-mouse IgG

anti-rat IgG 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

Rhodamine Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

Chemicon 

anti-rat IgG 

anti-mouse IgG

anti-goat IgG 

anti-rabbit IgG

1:200 

1:200 

1:200 

1:200 

Cy5 Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

anti-mouse IgG

anti-rabbit IgG

1:200 

1:200 
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 c-Fos発現強度解析及び Ki67陽性細胞カウント： 

 本実験は、盲検下での評価を行った。染色後、切片をスライドガラス及

びカバーガラスで封をした後、実験に応じた番号を用意し、全スライドへ

油性ペン (product code MO-120-MC-BK, Zebra Co. Ltd.)を用いて番号付けを

行った。次に、このスライドに対して、サンプルの割り付け情報を知らな

い別の実験者（久恒辰博准教授、若しくは他の久恒研究室学生：以後 2nd

実験者と呼ぶ）が、同じ油性ペンにて元の番号が見えないように塗りつぶ

し確認した後、別の新しい番号を割り付けた。この方法により、カウント

を実施する実験者は元の番号を認識できなくなり、盲検下にてカウントが

実施できる。また、切片と元の割り付け番号については、切片と合わせて

2nd実験者へ割り付け表として提出し、2nd実験者にて新しい割り付け番号

を割り付け表に記載後、実験が終了するまで封筒に入れ開封できない様に

糊付けをした状態で、2nd実験者はカウント実施者が分からない場所で保管

をし、盲検性を担保した。 

 

 染色画像取得： 

 染色切片の染色画像については、共焦点蛍光顕微鏡(TCS SP2; Leica)を用

いて取得し、設定は 1024 x 1024ピクセル、63x oil-immersionレンズにてデ

ジタルズームを 2x 若しくは 4x をかけてスキャンした。得られた画像は、

画像の切り抜き等必要最低限の処理をAdobe Photoshop 7.0.1にて実施した。 
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 CDPPB及び BrdU投与：  

 NestinP-GFP トランスジェニックマウス（8～12 週齢、雄）に Allosteric 

positive mGluR5 modulator で あ る  CDPPB 

(3-cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl)benzamide, Calbiochem)を dimethyl 

sulfoxide (DMSO; Sigma)に溶解し、3日間毎日 1回マウスの行動が活発にな

っている午後 10 時に 10 mg/kg の投与量で皮下投与した。コントロールマ

ウス群へは溶媒である DMSOのみを皮下投与した。 

 3日目の CDPPB投与に合わせて、分裂細胞をラベルする為の試薬である

チミジン類似体である BrdU (100 mg/kg、 5-bromo-2-deoxyuridine, Wako)を

腹腔内投与した。その後、マウスを 24 時間後及び、BrdU 投与 28 日後に

BrdU陽性細胞の解析を行った。本実験で投与されたマウスは、各タイムラ

インにてエチルエーテルにて麻酔をかけた後、PBSにて還流し、その後 4% 

PFAにて還流固定した。脳を取出し、4%PFAにて 4℃で一晩後固定を行っ

た。次に、4℃でそれぞれ 15%及び 30% Sucrose in PBSで一晩ずつ置換を行

い、その後、免疫染色用切片として、クライオスタット(Micron)を用いて

40-µm厚の冠状スライスを作製した。 

 

 MCAOマウスへのMPEP及び BrdU投与：  

 NestinP-GFPトランスジェニックマウス（8～12週齢、雄）に、第１章で

記載した同じ方法により 45 分間の MCAO を導入した。mGluR5 阻害剤

MPEP（1mg/kg/day in saline）の投与は、脳梗塞前 2日前から浸透圧ポンプ

74 
 



(Alzet)を用いて開始した（図２５参照）。分裂細胞をラベルする為の試薬で

あるチミジン類似体であるBrdU (100 mg/kg、 5-bromo-2-deoxyuridine, Wako)

の腹腔内への投与は、MCAO後 3日目に実施し、その後、24時間後に BrdU

陽性細胞の解析を行った。本実験で投与されたマウスは、エチルエーテル

にて麻酔をかけた後、PBSにて還流し、その後 4% PFAにて還流固定した。

脳を取出し、4%PFAにて 4℃で一晩後固定を行った。次に、4℃でそれぞれ

15%及び 30% Sucrose in PBSで一晩ずつ置換を行い、その後、免疫染色用切

片として、クライオスタット(Micron)を用いて 40-µm 厚の冠状スライスを

作製した。 

 

 BrdU免疫染色： 

 前述の通り、海馬切片での免疫染色についてはこれまでの久恒研究室で

使用した標準的な手法を用いた(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; 

Koketsu et al., 2006; Itou et al., 2011)。 

 

 切片を TBSで 10分間 3回洗った後、2Mの塩酸にて 37℃で 30分間塩酸

処理を実施し、その後 0.1Mのホウ酸緩衝液(pH 8.4)で 10分間洗浄した。こ

の切片を TBSにて 10分間洗浄し、ブロッキング溶液（0.1 % triton X-100

及び 3 %NGSを含む TBS）にて 60分間室温にて保持し、その後、1st 抗体

(anti-GFP, anti-BrdU 及び anti-GFAP(24 時間後還流サンプル )または

anti-NeuN(BrdU 投与 28 日後還流サンプル))をブロッキング液中に加え 4℃
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で 24時間反応させた。その後 TBSにて 10分間 3回洗浄し、その後 2nd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。染色が完了した切片をスライドガラスにのせ、

ImmuMount (Shandon, Pittsburgh, PA) で封入した。この切片を、共焦点蛍光

顕微鏡(TCS SP2; Leica)を用いて観測した。本実験で使用した抗体について、

表４にまとめる。 

 

表４：使用した 1st 抗体及び 2nd 抗体 

抗体名 会社 由来 希釈率 

1st抗体    

Anti-GFP Molecular Probes rabbit IgG 1:250 

Anti-GFAP Sigma mouse IgG 1:200 

Anti-BrdU Oxford Biotechnology rat IgG 1:200 

Anti-NeuN Molecular Probes mouse IgG 1:1000 

2nd抗体(蛍光) 会社 Anti-X 希釈率 

Alexa 488 Molecular Probes anti-rabbit IgG, 

anti-mouse IgG

1:1000 

1:1000 

Rhodamine Jackson ImmunoResearch anti-rat IgG 1:200 

Cy5 Jackson ImmunoResearch anti-mouse IgG 1:200 
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 BrdU染色陽性細胞のカウント方法： 

 本実験も、盲検下での細胞のカウント及び評価を行った。第１章同様、

本カウントは、一個体から 12枚毎に計 4枚の切片を取出し免疫染色した後

に BrdU陽性細胞数をカウントし、一個体あたりの総個数を算出する為、12

倍しその総数を計算した。この方法はこれまで世界的に認められた手法で

あり、これまでの当研究室からの発表でも受け入れられている手法である

(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Itou et al., 2011)。 

 具体的な方法についても第１章同様に、全ての個体は左半球側の淵に切

り込みを加え、切片中で右半球・左半球が特定できる様にした状態で免疫

染色を実施した。染色後、切片をスライドガラス及びカバーガラスで封を

した後、実験に応じた番号を用意し、全スライドへ油性ペン (product code 

MO-120-MC-BK, Zebra Co. Ltd.)を用いて番号付けを行った。次に、このス

ライドに対して、サンプルの割り付け情報を知らない別の実験者（久恒辰

博准教授、若しくは他の久恒研究室学生：以後 2nd 実験者と呼ぶ）が、同

じ油性ペンにて元の番号が見えないように塗りつぶし確認した後、別の新

しい番号を割り付けた。この方法により、カウントを実施する実験者は元

の番号を認識できなくなり、盲検下にてカウントが実施できる。 

 また、切片と元の割り付け番号については、切片と合わせて 2nd 実験者

へ割り付け表として提出し、2nd実験者にて新しい割り付け番号を割り付け

表に記載後、実験が終了するまで封筒に入れ開封できない様に糊付けをし

た状態で、2nd実験者はカウント実施者が分からない場所で保管をし、盲検
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性を担保した。 

 染色切片の染色画像については、共焦点蛍光顕微鏡(TCS SP2; Leica)を用

いて取得し、設定は 1024 x 1024ピクセル、63x oil-immersionレンズにてデ

ジタルズームを 2x若しくは 4xをかけてスキャンした。得られた画像は、画

像の切り抜き等必要最低限の処理を Adobe Photoshop 7.0.1にて実施した。 
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2.3 結果 

 

2.3.1 神経幹細胞での mGluR5の発現 

 まず初めに、神経幹細胞での mGluR5の発現を確認する為、in situ hybridization

により mGluR5 mRNAの発現の有無を確認した。この実験では海馬 DGに存在

する NestinP-GFP 陽性細胞の内、顆粒細胞層へ太い突起を有する形態学的に神

経幹細胞と特定できる細胞について検討した(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 

2005; Itou et al., 2011)。その結果、海馬に存在する神経幹細胞は mGluR5 mRNA

を発現している事が確かめられた（図１９）。しかしながら、形態学的に海馬神

経前駆細胞と考えられる細胞では(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Itou et 

al., 2011)、mGluR5 mRNAの検出はできなかった。 

 次に、mGluR5 タンパクが神経幹細胞表面に発現しているかどうかを確かめ

る為、免疫染色により確認したところ、神経幹細胞の細胞表面に受容体が発現

している事が確認された（図２０）。mGluR5の発現は、細胞体の表面及び細胞

突起先端部位で確認された。以上の結果から、神経幹細胞は mGluR5を mRNA

レベル及びタンパクレベルで発現している事が確かめられた。 

更に、免疫電子顕微鏡法により神経幹細胞の突起部位について詳細に観察した

ところ、図２１に示す通り興奮性シナプスに隣接する形で存在している事が示

された。この結果、神経幹細胞は興奮性シナプスから放出されるNeurotransmitter

（特にグルタミン酸）のシグナルを受け取る事が出来る事が示唆された。
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図１９：神経幹細胞での mGluR5 mRNAの発現(in situ hybridization) 

 

mGluR5 RNAの発現が、海馬 DGに存在する NestinP-GFP陽性細胞で確認され

た。 (白尻及び中抜き白尻). この染色図から、NestinP-GFP陽性の長い放射状の

突起を有する神経幹細胞で mGluR5の発現が確認できる（白尻）。白抜き矢尻の

細胞は、分裂中の神経幹細胞と推察される。他の二つの小さな NestinP-GFP 陽

性細胞については、細胞の局在位置及び大きさ、NestinP-GFP の発現レベルか

ら、神経前駆細胞と推察されるが、mGluR5の発現は見られなかった（白矢尻）。 

緑：anti-GFP染色、赤: antisense-mGluR5 probe in situ hybridizationをそれぞれ示
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す。下２行の画像は、図中の位置での Z軸で撮影した 4つの NestinP-GFP陽性

細胞の像である。この実験では、sense-probeを用いて in situ hybridizationを実

施した際には、mGluR5のシグナルを検出は出来なかった (data not shown)。 

Scale Bar = 10 µm (最上段), 5 µm (下段) 
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図２０：mGluR5の神経幹細胞での発現（細胞体表面及び細胞突起） 

 

A, mGluR5の発現が、神経幹細胞の先端部分で確認できた。B, 神経幹細胞の細

胞体周辺でも mGluR5の発現が確認できた。 

緑：anti-GFP 染色、赤: anti-mGluR5 染色、シアン：anti-GFAP 染色をそれぞれ

示す。Scale Bar = 10 µm(A：左), 3 µm(A：右), 5 µm(B)  

(略語：ML: Molecular Layer, GCL: Granule cell Layer, SGZ: Subgranular Zone) 
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図２１：シナプス間隙へ隣接し存在する神経幹細胞 

NestinP-GFP トランスジェニックマウスを用いて神経幹細胞の突起部分の電子

顕微鏡画像を取得した。電子顕微鏡サンプルの作成方法については当研究室の

過去論文の通り実施した(Ide et al., 2008)。 

海馬 Inner molecular layerに伸ばしている神経幹細胞の突起（Radial Process）(白

矢尻)は、興奮性のシナプス(Ter: excitatory axonal terminals, Sp: spines)(白抜き矢

尻)を覆うように近接して存在している事が確認された。Scale Bar: 200 nm 
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2.3.2 mGluR5を介した神経幹細胞内でのカルシウム応答 

 次に、神経幹細胞で発現が確認された mGluR5が機能的に細胞内へのシグナ

ル伝達をしているのかを確認する為、カルシウムイメージング法を用いて

mGluR5 刺激後の細胞応答を測定した。本実験は、久恒研究室 加藤智将氏と

の共同研究で得られた結果である。その為、実験結果については、補助資料と

して補助資料１に示す。補助資料１で示す通り、神経幹細胞は Glutamate 及び

mGluR5の選択的アゴニストである CHPGを細胞体付近へ噴きかけたところ、

細胞内でのカルシウムイオンの上昇が確認された。この結果から、神経幹細胞

が mGluR5を介して受け取ったシグナルが細胞内へ伝わり機能している事が示

された。 

 更に、この mGluR5を介した細胞内カルシウムイオン濃度の上昇については、

mGluR5の下流シグナルであるGタンパクGq-IP3を介したシグナルのアンタゴ

ニストである 2APBにより阻害される事が確認された。 

 

2.3.3 海馬回路刺激後の神経幹細胞の活性化 

 mGluR5 シグナルを刺激する事で神経幹細胞はカルシウム応答を示す事が確

認されたが、次に、海馬神経活動が高まった際に神経幹細胞が応答するかにつ

いて検討を行った。まず、カルシウムイメージング法を用いて、人工的に海馬

DG 貫通繊維を電気刺激し海馬回路を活性化させた際の神経幹細胞の応答性を

確認した。こちらは久恒研究室 栗林寛氏との共同研究である為、補助資料２

として記載する。補助資料２に示す通り、人工的に海馬回路を刺激し活性化さ
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せる事で、神経幹細胞は細胞内カルシウムイオンの上昇を示した。この事は、

海馬神経活動が高まった際には、神経幹細胞はシグナルを受け取り応答する事

を示唆している。 

 次に、電気刺激後のカルシウム応答で、神経幹細胞の細胞内で何らかの変化

が起こるのか確認を行った。その結果、細胞が活性化（細胞内での遺伝子転写

の開始）した事を示す c-Fosタンパクの発現が神経幹細胞で見られた（図２２）。

序論でも記載したが、電気刺激や神経活動時には、グルタミン酸のシナプスよ

り放出される事が知られている(Okubo et al., 2010)。そこで、今回の解析対応で

ある mGluR5がこの c-Fosの発現に関与しているのではないかと考え、mGluR5

の阻害実験を行った。まず初めに、c-Fosの発現については、免疫染色及び共焦

点蛍光顕微鏡によって発現強度を測定したところ、コントロール群では強い強

度で発現している神経幹細胞は見られなかったが、電気刺激後により、強い強

度の発現が見られる神経幹細胞数が著しく増加した（図２２）。同様の実験を、

mGluR5 の選択的阻害剤である MPEP 存在下で実施したところ、MPEP により

強い発現強度を示す細胞数が減少する事が確認された。この事から、神経幹細

胞は、海馬神経回路が活性化した際には、mGluR5 シグナルを介して活性化し

ている事が示唆された。 

 この海馬神経回路の活性化による神経幹細胞の活性化が、細胞分裂まで繋が

るのかを検討した。実験系として、まず初めに当研究室で確立された従来の成

体海馬スライスカルチャー法により実験を行った。その結果、９時間培養後の

神経幹細胞数は、切片作成後に見られる切片中に存在する神経幹細胞数と比較
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して非常に少なく、生存している神経幹細胞についても細胞分裂期に入ってい

る事を示すタンパク質である Ki67 陽性細胞の割合についてはコントロール群

と差がなかった（図２３Ｃ）。しかしながら、この図２３Ｃの結果は、神経回路

活性化によっては神経幹細胞の細胞分裂が誘導されないのか、刺激を受け取っ

た神経幹細胞が生き残れない状況になっているのか明確ではない。そこで、海

馬回路刺激後の神経幹細胞の分裂について評価する為には、スライス内で生存

する神経幹細胞数を多くし、神経幹細胞が死なない状況にて実験をする必要が

ある。よって、本研究では実験方法で記載した、改良した成体海馬のスライス

カルチャー法（低温でのスライス作成及びカルチャー時の VEGF投与）を用い

て、海馬への電気刺激後に細胞分裂期へ入る神経幹細胞数の割合を評価した。

その結果、海馬神経回路を刺激した 9時間後において分裂期に入っている神経

幹細胞の割合は有意に増えている事が確認された（図２３Ｄ）。これにより、神

経幹細胞は海馬回路活動の高まりに応じて活性化し、細胞分裂を開始する事が

示された。また、この細胞分裂の活性化については、mGluR5 の選択的阻害薬

MPEP及び mGluR5の下流シグナルである Gタンパク Gqシグナル阻害剤であ

る 2APBにより著しく阻害される事が分かった（図２３Ｄ）。以上の結果から、

海馬回路活動の高まりによって誘導される神経幹細胞の細胞分裂の増加は、

mGluR5を介して誘導されている事が分かった。 

 最後に海馬での神経幹細胞や神経前駆細胞の細胞分裂の促進に関与している

事が分かっている栄養因子の一つ Brain Derived Neurotrophic Factor(BDNF)を阻

害する為、BDNF 受容体タンパクである TrkB-Fc 存在下で実施したところ、海
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馬回路刺激による神経幹細胞の細胞分裂期へ入る割合は有意に増加しており、

TrkB-Fcでは阻害されていなかった（図２３Ｅ）。この事から、この細胞分裂の

増加を引き起こす機構として、mGluR5が機能している事が示された。
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図２２：シーターバースト刺激後の神経幹細胞での c-Fos発現 

 

スライス条件下で海馬 DGへシーターバースト刺激を与えた 2時間後の神経幹

細胞での c-Fos 発現強度を測定した。電気刺激後、コントロール群では見られ

なった高 intensityを示す細胞数が増加する事が示された。この高 intensity細胞

数は、mGluR5 の阻害剤である MPEP を作用させる事で顕著に減少した。この

事から、シーターバースト刺激後の神経幹細胞の活性化は mGluR5を介して調

整されている事が確認された。（n=180 cells (from 9 slices) per group） 
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図２３：シーターバースト刺激が誘導する mGluR5依存的 

神経幹細胞の分裂 

 

A, 実験に用いたスライスの状況。 B, Ki67 陽性の神経幹細胞については、

NestinP-GFP/GFAP/Ki67の３つを発現している細胞として評価した。C, 従来の

スライスカルチャー法では、分裂中の神経幹細胞割合に差が見られなかった。

培養後の神経幹細胞数が少なく、刺激後に細胞分裂が誘導されないのか、刺激

を受け取った神経幹細胞が死滅したのか判断できない為、改良型スライスカル
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チャーでの評価が必要となった。 D, 改良型スライスカルチャー法を用いた実

験系では、以前のカルチャー法と比較して多くの神経幹細胞がスライス上に存

在し、スライス条件下でのシーターバースト刺激により、神経幹細胞の細胞分

裂割合が増加した。本刺激で誘導された細胞増殖は、mGluR5 阻害剤である

MPEP、若しくは G-protein Gq-IP3シグナルの阻害剤である 2APBにより抑制さ

れた(each group; n = 5)。E, BDNFの阻害薬である TrkB-Fc により BDNFシグナ

ルを阻害し解析をしたが、この阻害によっては、神経幹細胞の細胞分裂を抑制

しなかった。(n=5 each, **p<0.01, Student’s t-test for unpaired samples) 

解析データは、平均値 ± 標準誤差で示した。Scale Bar = 75 µm (A) or 20 µm (B). 
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2.3.4. mGluR5刺激による神経幹細胞の増殖 

 この実験に先立ち、本研究の共同研究者である伊藤佳絵博士により、in vivo

にて海馬回路をスライス条件下で用いた同様のシーターバースト刺激にて刺激

をしたところ、in vivo条件下でも刺激後 24時間後に分裂期に入る神経幹細胞の

割合が増加する事が示されている（補助資料３参照）。この事から、スライス条

件下で確認された海馬神経回路の活動に応じた神経幹細胞の細胞分裂の高まり

は、in vivo条件下でも再現される事が確かめられた。そこで、in vivoでもmGluR5

を介した神経幹細胞は細胞増殖しているのかを確認する為、ここでの実験では、

Allosteric positive mGluR5 modulator である CDPPBを in vivoで投与し mGluR5

を刺激する事で mGluR5を介した神経幹細胞の増殖が誘導されるのかを検証し

た。CDPPBについては、in vivoで投与した際にも脳血管関門を通過する事が出

来る試薬である。 

 図２４Ｂ、Ｃの結果から、分裂細胞をラベルする BrdUを投与し 24時間後の

状況では、BrdU標識された細胞は、主に NestinP-GFP/GFAP陽性の神経幹細胞

である事が確認された。この結果は、in vivoにおいても mGluR5シグナルを刺

激する事で神経幹細胞の増殖を誘導できる事を示唆している。また、BrdU投与

後 28日目における BrdU陽性細胞についても解析を行った。神経幹細胞及び神

経前駆細胞は、細胞分裂後 28日目には大半の細胞が既に成熟神経細胞へ分化し

ている事が知られている為(Fukuda et al., 2003)、mGluR5刺激で細胞分裂が誘導

された細胞が、神経細胞へ分化しているかどうかを成熟神経細胞のマーカーで

ある NeuNとの共染色を用いて確認した(Takatsuki et al., 2005)。結果として、海
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馬 DG で観察される BrdU 陽性細胞については NeuN との共染色が見られた。

そして、この BrdU陽性、NeuN陽性の細胞については、mGluR5刺激を与えた

マウス群において有意に増加している事も確認できた（図２４Ｄ，Ｅ）。 

 以上の事から、in vivoにおいても mGluR5を活性化する事で神経幹細胞の増

殖を促す事ができ、また最終的に海馬神経細胞への分化もする事が分かった。 
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図２４：mGluR5刺激による神経幹細胞の細胞分裂の増加 

 

A, 試験デザイン。CDPPBは、mGluR5の選択的 positive allosteric modulatorであ
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る。B,C, Day3での BrdU陽性である神経幹細胞の総数を示す (each group: n=5)。

D-F, Day30での BrdU陽性/NeuN陽性細胞の総数を示す (each group: n=6)。新生

成熟神経細胞（BrdU+/NeuN+）の X-Z cross-section及び Y-Z cross section画像を

示す。全てのデータは、平均値 ± 標準誤差で示した。 

Scale Bar = 10 µm (B) and 20 µm (F). （***p<0.001, Student’s t-test for unpaired 

samples） 
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2.3.5 mGluR5阻害による局所脳梗塞後の神経幹細胞特異的増殖の抑制 

 ここまでの結果で、海馬において神経幹細胞は、神経活動が高まった場合に

は、自身が発現している mGluR5を介してシグナルを受け取り、細胞分裂が促

進される事がわかった。そこで本章最後の実験として、MCAO後の海馬神経活

動の高まりが誘導する神経幹細胞の増殖についても、mGluR5 を介して誘導さ

れているかを検証した。その結果、図２５で示す通り、MCAOによって傷害半

球側海馬において神経幹細胞の特異的な増加が見られた。そこで、MCAOマウ

スへ、mGluR5の阻害剤であるMPEPを皮下投与し、BrdU陽性の神経幹細胞数

を測定したところ、MCAO 後に見られる神経幹細胞の特異的な増殖は、MPEP

投与で阻害される事がわかった。この結果から、MCAO後の神経幹細胞の増殖

も、神経幹細胞が海馬神経回路活動の高まりを mGluR5を介して感知し、誘導

される事が確認された。sham群に vehicle及び MPEPを投与した群間では、神

経幹細胞の細胞増殖数は減少傾向は見られたが統計的有意差はなかった。 
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図２５：mGluR5阻害による MCAO 後の神経幹細胞の増殖抑制 

 

A, 試験デザイン。B, MCAO 後の神経幹細胞の特異的な増殖がみられたが、

mGluR5 の阻害薬である MPEP 投与により阻害された。(n=5 each, **p <0.01, 

Student’s t-test for unpaired samples)  

全てのデータは、平均値 ± 標準誤差で示した。 

96 
 



2.4 考察 

 本章では、in situ hybridization及び免疫染色により、神経幹細胞が mGluR5を

発現している事を示した（図１９、２０）。更に、補助資料１から、神経幹細胞

は mGluR5刺激により、細胞内カルシウム応答を示す事がわかった。つまり、

神経幹細胞に発現している mGluR5は、発現しているだけでは無く、受容体と

して機能している事が分かった。また、先行研究により、神経活動が高まった

場合や電気刺激によりグルタミン酸が放出される事が確認されている(Okubo 

et al., 2010)。加えて、補助資料２で示した通り、スライス状態の海馬神経回路

を電気刺激する事で神経幹細胞は細胞内カルシウム応答を示す。よって、スラ

イス状態の海馬スライスに人工的な海馬回路刺激を加える事で、実際の海馬神

経活動が高まった状態を模倣できる事ができる事が、先行研究と合わせて言え

ると考えられる(Tozuka et al., 2005; Itou et al., 2011)。このスライス実験系により、

海馬スライスへ電気刺激を加えると、神経幹細胞が活性化（細胞内で遺伝子転

写が開始）する事が確認された。また、この神経幹細胞の活性化は mGluR5の

選択的阻害薬である MPEP により抑制される事が示された（図２２）。次に、

この神経幹細胞の活性化が細胞分裂を誘導するのか確認したところ、神経幹細
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胞は電気刺激による海馬神経回路の活動の高まりを受け、細胞分裂も促進する

事が確認された（図２３）。この神経幹細胞の細胞増殖の促進についてもMPEP

により抑制された。in vivo状態で同様の刺激を加えた場合においても、電気刺

激によって神経幹細胞の細胞増殖を高められる事を確認した（補助資料３）。以

上の結果を合わせて考えると、in vivoにおいても神経幹細胞は、神経活動の高

まりを mGluR5を介して感知し、細胞分裂を促進している事が示唆された。こ

の理論を補足する為、in vivoにおいて mGluR5の positive allosteric potentiatorで

あるCDPPBを投与すると、神経幹細胞の増殖を誘導する事ができた（図２４）。

よって、この補足データーからも、in vivoにおいても神経幹細胞は mGluR5シ

グナルを受け取る事で、細胞分裂を促進出来る事が示された。そこで、第１章

でも用いた脳梗塞モデルを用いてこの仮説の確認を行った。脳梗塞を導入した

マウスに mGluR5の選択的阻害薬であるMPEPを投与し、神経幹細胞の増殖を

評価した結果、脳梗塞後に誘導される神経幹細胞の増殖が、MPEP 投与により

通常状態まで抑制出来る事が確認された。これらの結果は、第１章の結果と合

わせて、成体海馬では神経活動の高まりにより神経幹細胞の増殖が誘導され、

その制御機構として、神経活動が高まった際に放出されるグルタミン酸により
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神経幹細胞が発現する mGluR5がその制御を行っている事を示している。 

 mGluR5 と神経幹細胞の分裂との関係については、これまでの報告により、

mGluR5が神経幹細胞の細胞増殖に関与している事が報告されている(Di Giorgi 

Gerevini et al., 2004; Di Giorgi-Gerevini et al., 2005; Melchiorri et al., 2007; Gandhi 

et al., 2008)。しかし、mGluR5ノックアウトマウスを用いた実験においても、

海馬歯状回での分裂細胞は通常のマウスと比較し 50％程度減少するが、完全に

分裂細胞は無くなっていない(Di Giorgi-Gerevini et al., 2005)。また、本実験にお

いても、mGluR5 の選択的阻害薬である MPEP を投与する事で、脳梗塞後に見

られる神経幹細胞の特異的な増殖のみが阻害されるが、コントロール群の個体

では減少傾向は見られたが統計的有差を持った減少は見られない事を示した

（図２５）。この結果は非常に興味深く、mGluR5を介した神経幹細胞の増殖は、

海馬神経活動により誘導される神経幹細胞の増殖に強く関与しており、通常の

神経幹細胞の増殖とは異なる機構の存在を示していると考えられる。 

 序文でも記載したが、海馬で新生される神経細胞数は、動物が置かれる環境

に応じて変化し、脳梗塞や(Liu et al., 1998; Jin et al., 2001; Yoshimura et al., 2001; 

Sun et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Kee et al., 2007)、癲癇(Parent et al., 1997)など
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の病態学的状態によっても神経細胞数が増加する。脳梗塞後のニューロン新生

については、その意義は未だ不明である。しかし、脳梗塞後に生まれてきた新

生ニューロンは、通常では見られない異常な軸索が伸びており、局所的な異常

回路を形成している事が報告された(Niv et al., 2012)。同様の報告が癲癇の脳で

もされており、癲癇症状の悪化をもたらす要因であると考えられている(Parent 

et al., 1997; Scharfman et al., 2000)。この事から、脳梗塞後に生まれてくる新生ニ

ューロンは、脳梗塞後に見られる学習や認知機能の低下をもたらす因子となる

可能性があると考えられる。第１章では、GABA-A 受容体の Active modulator

である Diazepam により、脳梗塞後の神経幹細胞の増殖が抑制できる事を示し

た。更に第２章では、神経活動の高まりと神経幹細胞を繋ぐ mGluR5シグナル

の存在を示し、mGluR5 阻害実験で、脳梗塞後の神経幹細胞の増殖が抑制でき

る事を示した。本論文で示したこれら二つの薬剤及び機構は、脳梗塞後の神経

幹細胞の増殖が脳機能低下の悪化因子である場合、脳梗塞後の機能低下を改善

する新しい治療法へ繋がる結果であると言える。 

 また、本章では、mGluR5の allosteric positive modulatorである CDPPBによっ

て神経幹細胞の増殖が促される事を示した（図２５）。更に、予備的実験にお
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いて CDPPB を投与した群において、第１章図１５で見られた様な神経幹細胞

の樹状突起先端部の広がりは確認されなかった（data not shown）。つまり、

CDPPB によって神経幹細胞上の GluR5 を刺激する事で、神経幹細胞の増殖を

誘導できるが、脳梗塞後に見られる神経幹細胞の形態変化が見られなかった事

から、脳梗塞後の脳内では、mGluR5 以外の別のシグナル・環境が神経幹細胞

へ加わっている可能性があり、この別のシグナル・環境が形態変化を引き起こ

している可能性も考えられる。本研究では、この点については解析を行ってい

ないが、脳梗塞後の神経幹細胞の形態変化が、成熟後の異常形態を示す新生ニ

ューロンが作られる因子となる可能性もある為、mGluR5 以外のシグナルを解

明し、取り除く事で、脳梗塞後において正常な新生ニューロンへの分化を導く

事ができるかもしれない。この場合には、新生ニューロンは脳梗塞後の海馬依

存的な機能低下を改善する細胞となり得る可能性は否定できない。 

 最後に、ここまで神経活動の高まりと神経幹細胞の増殖について、グルタミ

ン酸及び mGluR5による制御機構について証明してきた。しかし、神経活動に

関連する分子として、Adenosine Triphosphate(ATP)についても考える必要がある

(Klaft et al., 2012; Schulz et al., 2012)。この点について、当研究室の岸真代氏の平
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成２４年度の修正論文にて検証がされている。脳梗塞後の神経幹細胞増殖への

ATPシグナルの影響については、ATP受容体である P2Y1受容体のノックアウ

トマウスにMCAOを導入して脳梗塞を作成したところ、神経幹細胞の増殖へは

影響が無かった事が示されている。 

 以上の事から、本章の結論として脳梗塞後の神経幹細胞は、mGluR5 を介し

て海馬神経活動の高まりを感知し、細胞増殖を開始しニューロン新生が増強さ

れる事が示されている。 
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第３章 

シーター波による神経幹細胞の増殖制御 
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3.1 序論 

 海馬神経回路は海馬以外の脳の部位とは異なり、シーター波（シーターオシ

レーション）と呼ばれる特徴的な神経活動のパターンを示す事が知られている

(Bragin et al., 1995; Buzsaki, 2002; Buzsaki et al., 2003)。このシーター波とは、シ

ーター帯(4~12Hz)の活動が、ガンマ帯（30-100Hz）の活動と合わさった波とし

て現れる活動パターンである（図２６）(Bragin et al., 1995)。また、このシータ

ー波は覚醒中の動物の海馬で観測されるが、学習や自発運動によって特異的に

高まる事も知られている(Vanderwolf, 1969; Buzsaki et al., 2003)。更には、シータ

ー波は海馬依存的な学習に関与している事が示唆されている(Kahana et al., 

1999; Cornwell et al., 2008)。 

 また、第１章で示した通り、局所脳梗塞後の海馬においてもシーター帯の活

動が特徴的に高まっており、この神経活動の高まりが神経幹細胞の増殖を促進

している事が確かめられた。これらの事を合わせて考察すると、神経幹細胞の

増殖に対してシーター波が特異的に意味を持つ可能性が示唆される。特に、本

論文では神経幹細胞は、mGluR5 を介して海馬神経回路の活動の高まり、グル

タミン酸シグナルを受けて細胞増殖を開始する事が示されている。興味深い事

に、シーター波とグルタミン酸の脳内濃度は相関関係がある事が報告されてい

る(Gallinat et al., 2006)。 

 以上の事から、海馬神経活動がシーター波及びシーター帯で高まる事と、神

経幹細胞の増殖には密接な関係がある可能性が考えられる。よって、神経幹細

胞の増殖が、どのような神経活動の高まりによにより誘導されるかを検証する
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事は、海馬神経活動依存的な神経幹細胞の増殖機構を解明する上で重要である

と考えられる。 

 本章では、海馬神経活動が高まり、且つ海馬での神経新生が促進される事が

示されている自発運動をマウスにさせ解析を行った。自発運動時の海馬シータ

ー波のリズムを崩す為、マリファナに含まれる成分であるカンナビノイド受容

体のアゴニストである CP55940を投与し(Robbe et al., 2006)、自発運動時のシー

ター波のリズムを崩し、神経幹細胞の増殖への影響を解析した。まず、CP55940

投与の自発運動自体への影響を確認する為、走行距離の測定を行ったところ、

自発運動中のマウスに CP55940を投与した場合でも、走行距離は変化しなかっ

た。次に、自発運動時において図２６で示す典型的なシーター波の発生が確認

でき、これまでの報告と同じ結果が得られた(Buzsaki, 2002)。この自発運動時の

シーター波は、CP55940 を投与した場合、シーター帯のリズムが崩れ、4Hz 以

下の低周波数帯での活動パターンへ変る事がわかった。次に、自発運動によっ

て誘導される分裂細胞種の特定をしたところ、第１章、第２章と同様に神経幹

細胞の特異的な増殖が確認された。この自発運動が誘導する神経幹細胞の増殖

は、CP55940の投与により抑制される事が確認された。この事から、海馬での

神経幹細胞の増殖は、神経活動の高まりだけではなく、そのリズム（海馬で特

徴的に高められるシーター波）も重要である事が示された。 
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図２６：シーター波（シーターオシレーション）について 

 

ガンマ帯（30-100Hz）の活動がシーター(4~12Hz)のリズムで見られる活動パタ

ーンである。本図は、マウスの自発運動時に得られた記録波形を載せた。
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3.2 実験方法 

 使用動物： 

 前述の ICRマウス血統の NestinP-GFPトランスジェニックマウス（8～14

週齢、雄）及び ICRマウス（三共ラボ）（8～12週齢、雄）を用いて実験を

行った。その他の飼育状況等については同じであり、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、使用される実験動物数を最小限

にするように努めた。 

 

 回し車での Running実験： 

 上記のマウスを直径13.5cmのプラスチック回し車を飼育ケージ中に入れ、

マウスが自由に走る事ができる環境で飼育した。走行距離を測定する際に

は、走行距離が測定できるカウンター付き直径 21.5cmのケージ付きステン

レス製回転車(室町機械株式会社、東京)に入れて飼育をした。回し車のケー

ジ内への設置は、図２８Ａで示したスケジュールに則り行った。 

 

 BrdU投与：  

 本実験では、回し車を入れた飼育ケージで飼育した 3 日目に分裂細胞を

ラベルする為 BrdU (100 mg/kg)を腹腔内投与した。その後 24時間後におけ

る BrdU陽性細胞の解析を行った。本実験でも前述と同様に、BrdU投与さ

れたマウスは、各タイムラインにてエチルエーテルにて麻酔をかけた後、
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PBSにて還流し、その後 4% PFAにて還流固定した。脳を取出し、4%PFA

にて 4℃で一晩後固定を行った。次に、4℃でそれぞれ 15%及び 30% Sucrose 

in PBSで一晩ずつ置換を行い、その後、免疫染色用切片として、クライオ

スタット(Micron)を用いて 40-µm厚の冠状スライスを作製した。 

 

BrdU免疫染色： 

 本実験においても、前述の通り久恒研究室で使用した標準的な手法を用い

た(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Itou et al., 2011)。 

 切片を TBSで 10分間 3回洗った後、2Mの塩酸にて 37℃で 30分間塩酸

処理を実施し、その後 0.1Mのホウ酸緩衝液(pH 8.4)で 10分間洗浄した。こ

の切片を TBSにて 10分間洗浄し、ブロッキング溶液（0.1 % triton X-100

及び 3 %NGSを含む TBS）にて 60分間室温にて保持し、その後、1st 抗体

(anti-GFP, anti-BrdU及び anti-GFAP)をブロッキング液中に加え 4℃で 24時

間反応させた。その後 TBSにて 10 分間 3 回洗浄し、その後 2nd 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。染色が完了した切片をスライドガラスにのせ、ImmuMount 

(Shandon, Pittsburgh, PA) で封入した。この切片を、共焦点蛍光顕微鏡(TCS 

SP2; Leica)を用いて観測した。本実験で使用した抗体について、表５にまと

める。 
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表５：使用した 1st 抗体及び 2nd 抗体 

抗体名 会社 由来 希釈率 

1st抗体    

Anti-GFP Molecular Probes rabbit IgG 1:250 

Anti-GFAP Sigma mouse IgG 1:200 

Anti-BrdU Oxford Biotechnology rat IgG 1:200 

2nd抗体(蛍光) 会社 Anti-X 希釈率 

Alexa 488 Molecular Probes anti-rabbit IgG,  1:1000 

Rhodamine Jackson ImmunoResearch anti-rat IgG 1:200 

Cy5 Jackson ImmunoResearch anti-mouse IgG 1:200 

 

 BrdU染色陽性細胞のカウント方法： 

 本実験も、前述の通り盲検下での細胞のカウント及び評価を行った。

(Fukuda et al., 2003; Tozuka et al., 2005; Koketsu et al., 2006; Itou et al., 2011)。 

具体的な方法を次に記載すると、全ての個体は左半球側の淵に切り込みを

加え、切片中で右半球・左半球が特定できる様にした状態で免疫染色を実

施した。染色後、切片をスライドガラス及びカバーガラスで封をした後、

実験に応じた番号を用意し、全スライドへ油性ペン  (product code 

MO-120-MC-BK, Zebra Co. Ltd.)を用いて番号付けを行った。次に、このス

ライドに対して、サンプルの割り付け情報を知らない別の実験者（久恒辰

博准教授、若しくは他の久恒研究室学生：以後 2nd 実験者と呼ぶ）が、同
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じ油性ペンにて元の番号が見えないように塗りつぶし確認した後、別の新

しい番号を割り付けた。この方法により、カウントを実施する実験者は元

の番号を認識できなくなり、盲検下にてカウントが実施できる。 

 また、切片と元の割り付け番号については、切片と合わせて 2nd実験者へ

割り付け表として提出し、2nd実験者にて新しい割り付け番号を割り付け表

に記載後、実験が終了するまで封筒に入れ開封できない様に糊付けをした状

態で、2nd実験者はカウント実施者が分からない場所で保管をし、盲検性を

担保した。 

 染色切片の染色画像については、共焦点蛍光顕微鏡(TCS SP2; Leica)を用

いて取得し、設定は 1024 x 1024ピクセル、63x oil-immersionレンズにてデ

ジタルズームを 2x若しくは 4xをかけてスキャンした。得られた画像は、画

像の切り抜き等必要最低限の処理を Adobe Photoshop 7.0.1にて実施した。 

 

 in vivo海馬神経活動のレコーディング及び解析：  

 本実験では、前述と同じ方法で成体 ICR マウス（8～12 週齢、雄）を用

いて、回し車で走行時の海馬神経活動を生きたままレコーディングを実施

し解析を行った。 

 用いた手法は、前章と同じ手法を用いた。まず、片側半球海馬 DG のみ

に神経活動レコーディング用の電極を埋め込んだ。使用した電極は、Teflon

コートされ直径 0.003 インチのステンレススチール(200 kΩ; A-M Systems, 

Inc.)を使用し、このレコーディング電極を、片側半球海馬 DG (A: -2.54 mm, 

110 
 



L(右又は左): 1.80 mm, V: 1.9 mm)へ埋め込んだ。その後、リファレンス及び

グラウンド電極としてステンレスのネジを頭蓋骨の Lambda より後ろ側へ

ねじ込み、歯科用セメントにて頭蓋骨と全ての電極を一緒に固め、動かな

い様に固定した。3日～5日間の回復期間を置き、走行時の神経活動測定を

実施した。 

 海馬神経活動の測定は、電磁シールドされたケージの中で覚醒している

状態でレコーディングをした。まず、回し車が無い状態で 10分間、海馬神

経活動を測定し、その後マウスを、カウンター付き直径 21.5cmのケージ付

きステンレス製回転車(室町機械株式会社、東京)に入れ、自発運動時の海馬

神経活動の測定を 10分間実施した。本レコーディングでは、当研究室にて

マルチチャンネルアンプ(MEG-6108 multichannel amplifier, Nihon Kohden)、

PowerLab ML870 (AD Instruments)、レコーディングソフト Chart version 5.2 

(AD Instruments)及びノートパソコン(Dell)を組み合わせ立ち上げたレコー

デングシステムを用いて実施した。レコーディングの設定として、Sampling 

rate として 1kHz、ノイズフィルターとして 0.5-Hz 以下の波形及び 300-Hz

以上の波形についてはノイズとしてカットした。 

  

 カンナビノイド受容体アゴニスト投与： 

本実験では、カンナビノイド受容体のアゴニストである CP55940 

(2-[(1R,2R,5R)-5-hydroxy-2-(3-hydroxypropyl) 

cyclohexyl]-5-(2-methyloctan-2-yl)phenol0.3mg/kg, SIGMA)をマウスへ腹腔内
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投与し、投与後 2 時間後にマウスを自発運動させ海馬の神経活動を測定し

た。また、神経幹細胞の分裂数の解析実験については、CP55940 (0.3mg/kg)

を図２８Ａで示したスケジュールで投与した。 
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3.3 結果 

 まず初めに、本章では、海馬神経活動が高まり、且つ海馬での神経新生が促

進される事が示されている自発運動をマウスにさせ解析を行った。自発運動時

の海馬シーター波のリズムを崩す為、マリファナに含まれる成分であるカンナ

ビノイド受容体のアゴニストである CP55940を投与し(Robbe et al., 2006)、自発

運動時のシーター波のリズムを崩した際の、神経幹細胞の増殖への影響を解析

する事とした。まず、CP55940投与の自発運動自体への影響を確認する為、10

分間の自発運動中の走行距離を測定したところ、自発運動中のマウスに

CP55940 を投与した場合でも、コントロール群(Vehicle 投与群)と比較して走行

距離は変化しなかった（図２７Ｃ）。 

 次に、自発運動時における海馬神経活動の測定を行った。まず、予備実験に

て、本論文で実施した実験系においても序論図２６で示した典型的なシーター

波の発生が確認できた（data not show）(Buzsaki, 2002)。よって、この実験系を

用いて、自発運動時のシーター波の測定を実施したところ、CP55940を投与し

た場合、シーター帯のリズムが崩れ、4Hz 以下の低周波数帯での活動パターン

へ変る事がわかった（図２７Ａ）。また、Power Spectrum Density解析を用いて、

各周波数の活動強度密度を解析し、シーター帯（4-12Hz）での強度変化を確認

したところ、図２７Ｂで示す通り、自発運動時のマウスでも見られるシーター

波の強度増加が、CP55940を投与する事で著しく阻害されている事が確認され

た。更には、自発運動していない状態においてもシーター波の減少が見られた

（図２７Ｂ）。この事から、CP55940を投与する事で、自発運動時に盛られるシ
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ーター波の強度増加が、リズムが他周波数へ移行する事でなくなる事が分かっ

た。また、合わせて通常状態のシーター波についても同様に、シーター波の発

生が抑えられてしまう事が分かった。 

 次に、自発運動によって誘導される分裂細胞種の特定をした。実験スケジュ

ールは図２８Ａに示す。実験の結果、第１章、第２章と同様に神経幹細胞の特

異的な増殖が確認された（図２８Ｂ）。そこで、この神経幹細胞の特異的な増加

が、シーター波により誘導されているのかを確認する為、CP55940を投与し神

経幹細胞の増殖について解析した。その結果、この自発運動が誘導する神経幹

細胞の増殖は、驚くべき事に、CP55940の投与により自発運動が誘導する海馬

神経活動依存的な神経幹細胞の増殖が抑制される事が確認された（図２８Ｂ）。

但し、コントロール群のレベルまでは減少していなかったが、シーター波の抑

制で、神経幹細胞の増殖が著しく減少する事が示されている。また、図２７で

報告したが、CP55940投与した場合、定常状態でのシーター波の発現も抑えら

れてしまう事と報告した。しかしながら図２８Ｂで示す通り、自発運動をさせ

ず CP55940のみを投与した群では、コントロール群と比較しても、神経幹細胞

の増殖は統計的有意差を持って減少していなかった。この事から、シーター波

による神経幹細胞の増殖は、通常状態での神経幹細胞の増殖を誘導しているの

ではなく、神経活動の高まり（シーター波の活動の高まり）による神経幹細胞

の増殖増加時に大きく関わっているものと考えられる。 

 よって、これらの結果は、海馬神経活動依存的な神経幹細胞の増殖は、単に

海馬神経活動が高まれば良いという事では無く、生理的に見られるシーター波
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のリズムを保った形で活動が高まる事が重要であり、神経幹細胞はシーター波

を感知して細胞分裂をしている可能性を示唆している。 

115 
 



 

図２７：Cannabinoid受容体アゴニスト CP55940投与による 

走行時シーター波の消失 
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A, 回し車走行時(RUN)及び回し車外での自由行動時(STILL)の海馬神経活動。

CP55940 投与により走行時のシーター波帯（4-12Hz）の活動が抑制された。B, 

CP55940 投与無しでの自発運動時の海馬神経活動（上）と、CP55940 投与後 2

時間後の自発運動時の海馬神経活動（下）を示す。CP55940投与で自発運動時

のシーター波の活動がみられなくなった。C, 各固体における、10 分間の通常

状態シーター波の power spectrum density積算値を”1”として、STILL及び RUN

時のシーター波の power spectrum density積算値の相対値を示した。CP55940投

与により、著しく阻害される事が分かった。D, ただし、CP55940の投与により

回し車内での走行距離は本測定時間(10 分間の走行時間)では影響を及ぼさなか

った（n = 4 each）。 (*p <0.05, Student’s t-test for unpaired samples) 全てのデータ

は、平均値 ± 標準誤差で示した。 
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図２８：Cannabinoid受容体アゴニスト CP55940投与による 

神経幹細胞の増殖抑制 

A, 試験デザイン。B, 回し車での走行による神経幹細胞の増殖は、Cannabinoid

受容体アゴニスト CP55940の投与により阻害された。(n = 5 each)  

(*p <0.05, **p <0.01, Student’s t-test for unpaired samples) 全てのデータは、平均

値 ± 標準誤差で示した。 
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3.4 考察 

 第１章で示した通り、局所脳梗塞後の海馬においてもシーター帯の活動が特

徴的に高まっており、この神経活動の高まりが神経幹細胞の増殖を促進してい

る事が確かめられた。第２章では、神経幹細胞は mGluR5を介して海馬神経回

路の活動の高まり、グルタミン酸シグナルを受けて細胞増殖を開始する事を示

した。また、先行研究により、シーター波とグルタミン酸の脳内濃度は相関関

係がある事が報告されている(Gallinat et al., 2006)。これらの事から、生理学的

に海馬神経回路が個々の神経細胞が無秩序に活動するのではなく、各神経幹細

胞が同期して活動して生み出されるシーター波という特徴的な活動パターンが

(Bragin et al., 1995; Buzsaki, 2002)、重要な意味を持つのではないかと推察される。 

 そこで、マウスを自発運動ができる環境に置き、自発運動をさせ、海馬での

シーター波を測定した。結果で示した通り、自発運動時のマウスではシーター

波が海馬で測定される事が確認された（図２７）。また、同時に自発運動を行っ

たマウスでは、海馬において神経幹細胞の特異的な増殖が確認された（図２８）。

次に、CP55940を投与し、自発運動時のシーター波のリズムを崩し、神経幹細

胞の増殖について解析を行った。結果として、シーター波のリズムを崩す事で

神経幹細胞の増殖が抑制された（図２８）。この結果は、非常に興味深い発見で

あり、海馬神経活動依存的な神経幹細胞の増殖は、単に神経活動が高まるだけ

では誘導されず、シーター波という特徴的な活動が高められる事で誘導される

事を示している。 

 各序論でも記載したが、シーター波は学習や自発運動などで高められるが
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(Buzsaki et al., 2003)、これらの行動は動物が新しい環境適応へ適応する為に必

要な行動であると考えられる。つまり、新しい環境へ動物が置かれた場合、生

命を維持していくには、まずは周りを観察し環境状況を学習（記憶）し、栄養

源（餌、食事）を得る為に行動し探していく必要がある。この行動は、動物が

持つ本能的な部分であり、動物の脳には上記の様な生命を維持していく為に必

要となる行動に対して応答する機構が存在するのかも知れない。分子的な面で

考察した場合でも、シーター波とグルタミン酸の脳内濃度は相関関係がある事

が報告されている(Gallinat et al., 2006)。また、脳内に存在するグリア細胞につ

いても、シーター波に対して特異的に反応する事が示されている(Wang et al., 

2006)。海馬神経回路の活動パターンと神経新生の関連性を解析した発表はこれ

までにはされていない。本発表は、この点について解析を行った初めての報告

である。ただし、活動パターンと神経新生の関連性については、その機構など

更に解析を進める必要があり、今後の解明が期待される。 

  また、本研究結果ではマリファナの成分であるカンナビノイドの受容体アゴニストを

使用する事で、自発運動で誘導される海馬神経新生が阻害された。マリファナにつ

いては、これまでの先行研究にて海馬依存的な機能を阻害する事が報告されている

が(Robbe et al., 2006)、これまでは、カンナビノイドの投与により海馬シーター波の減

少と記憶機能の低下に相関関係がある事が示されているのみであった。本論文での

神経幹細胞の増殖抑制という発見は、マリファナ摂取動物の記憶障害が如何に誘導

されるかについても、一つの可能性を示す結果となった。 
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第４章 総括 

 本実験では、脳梗塞モデルマウス（MCAOマウス）における海馬神経回路活

動を記録し解析を行った。その結果、梗塞が入っている半球の海馬でのみ神経

活動の高まりが確認された。また、同時期に局所脳梗塞後の海馬での分裂細胞

数及び分裂細胞の特定を行ったところ、分裂細胞数の増加にくわえて、初期の

段階では、神経幹細胞の分裂も確認された。この神経幹細胞の増殖は、Diazepam

投与による、脳梗塞後の神経活動の高まりを抑制する事で見られなくなった。

Diazepam投与によっては、神経幹細胞・前駆細胞は影響を受けない為、この結

果から、脳梗塞後の神経活動の高まりが、神経幹細胞の増殖を誘導している事

が示された。この結果は、先行研究の神経活動が神経幹細胞の増殖を誘導して

いるという報告に対して、MCAOモデルを用いて新たに再確認した報告である

とも言える。 

 これまでの脳梗塞後の神経新生の研究では、梗塞半球側での特異的な神経新

生が観察される事が報告されていたが、何故片側のみで増殖が起こるのかにつ

いては解明がされていなかった。今回の実験結果から、片側のみで見られる海

馬環境の変化が見つかった事で、片側特異的な増殖機構の更なる解明がされて

いくと思われる。局所脳梗塞後の海馬神経新生については、これまで Vascular 

endothelial growth factor (VEGF)や basic fibroblast growth factor(bFGF)などの各種

栄養因子による機構が報告されていた(Yoshimura et al., 2001; Sun et al., 2003)。

しかしながら、栄養因子仮説では梗塞半球側での特異的な細胞増殖の説明がつ

かなかった。この点に関して、今回得られた神経活動の高まりが栄養因子の発
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現を誘導し、それによって細胞分裂が開始するという可能性もあり、本実験の

予備実験として、海馬での bFGF の発現を確認した。図１７で示す通り、海馬

DGの神経幹細胞が bFGF及びその受容体である bFGFRを発現している事が確

認された。これは神経幹細胞での栄養因子発現の一例であるが、海馬神経回路

活動が高まり、放出されるグルタミン酸を受け取る事で、神経幹細胞自体が栄

養因子を発現し、自己作用する事で細胞増殖が引き起こされる可能性が示唆さ

れるが、今後更なる研究が必要である。 

 また、神経幹細胞が代謝型グルタミン酸受容体５型(metabotropic glutamine 

receptor 5: mGluR5)を発現し、更に mGluR5を介して細胞内へのシグナル伝達が

される事を示した。また、本実験で改良したスライスカルチャー法により、海

馬神経回路を電気刺激により活性化させたところ、シグナルを受け取った神経

幹細胞は細胞分裂を開始する事が確認された。更に、この神経活動の高まりに

応答した細胞増殖は、mGluR5 の選択的阻害薬により抑制される事が確認され

た。この事から、成体海馬では神経幹細胞は mGluR5を介して海馬回路内で神

経活動の高まりを感知し(グルタミン酸シグナルを受け取り)、神経幹細胞の増

殖が促進されている事が示された。また、免疫電子顕微鏡法により、神経幹細

胞は興奮性シナプスに接する形で突起を延ばしている事が確認され、この先端

部分でも mGluR5を発現している事が確かめられている事から、神経幹細胞は

海馬神経活動の強さに応じてグルタミン酸のシグナルを受け取り、活性化及び

細胞分裂を開始するのではないかと考えられる。 

 次に、in vivoにて mGluR5の allosteric positive modulatorである、CDPPBを投
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与したところ、神経幹細胞の増殖が誘導できた。この事は、通常の神経新生が

起こっている状況下でも神経幹細胞を活性化し増殖させる事が出来る事を示

している。更には、この刺激にて増殖した神経幹細胞は 28 日後には成熟神経

細胞へ分化していた。よって、mGluR5刺激を in vivoで加える事により、神経

活動の高まりに応じた神経幹細胞の増殖を再現する事ができたと考えられる。

また、脳梗塞後の神経幹細胞の増殖は、mGluR5の選択的阻害剤 MPEP投与に

て阻害される事から、脳梗塞後の神経幹細胞増殖は、mGluR5 を介して誘導さ

れている事が確認された。この事から、局所脳梗塞後の海馬では神経活動が高

まり、この神経活動の高まりが神経幹細胞上の mGluR5を刺激し細胞増殖を刺

激している事が示唆された。 

 ここで先行研究にて、mGluR5 ノックアウトマウスの成体海馬での分裂細胞

の数を解析した結果として、mGluR5 ノックアウトマウスでは有意に分裂細胞

数が減少する事が示されているが、通常の海馬形態を維持するだけの分裂細胞

は維持されている(Di Giorgi-Gerevini et al., 2005)。また、今回のスライスカルチ

ャーによる細胞分裂割合の解析では、mGluR5 が阻害するのは、神経活動の高

まりが誘導する増加分であった。更には、MCAO後の神経幹細胞の増殖につい

ても、mGluR5 の選択的阻害薬 MPEP で通常状態の数まで抑制されており、

MCAOにより誘導された神経幹細胞の細胞分裂が主に抑制されていた。よって、

以上の結果から、mGluR5 を介した神経幹細胞の細胞増殖機構は、通常の神経

新生での関与もあるが、むしろ神経活動が高まった際に誘導される活性化した

細胞分裂に対してより機能を有していると考察された。 
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 最後に、第１章の結果から梗塞半球側の海馬でシーター帯（4-12Hz）で特異

的な神経活動が高まる事が確認された。シーター帯での神経活動の高まりは自

発運動時でも高められるパターンであり、生理学的に海馬神経回路が個々の神

経細胞が無秩序に活動するのではなく、各神経幹細胞が同期して活動して生み

出される。このシーター波という特徴的な活動パターンが、重要な意味を持つ

可能性がある。シーター波のリズムを崩した状態で海馬神経活動を高め、自発

運動時の神経幹細胞の増殖について解析を行った結果、シーター波のリズムを

崩す事で神経幹細胞の増殖が抑制された。この結果は、神経活動のパターンに

も重要な意味がある事を示している。各序論、考察でも記載したが、シーター

波は学習や自発運動などで高められるが、これらの行動は動物が新しい環境適

応へ適応する為に必要な行動であると考えられる。つまり、新しい環境へ動物

が置かれた場合、生命を維持していくには、まずは周りを観察し環境状況を学

習（記憶）し、栄養源（餌、食事）を得る為に行動し探していく必要がある。

この行動は、動物が持つ本能的な部分であり、動物の脳には上記の様な生命を

維持していく為に必要となる行動に対して応答する機構が存在するのかも知れ

ない。ただし、活動パターンと神経新生の関連性については、その機構など更

に解析を進める必要があり、今後の解明が期待される。 

 本研究は、成体海馬で神経活動が高まった際に、神経幹細胞がどの様に刺激

され細胞分裂が誘導されるかを解明した報告である。脳梗塞後のニューロン新

生については、海馬依存的機能の低下を引き起こす因子である可能性があり、

本論文の細胞分裂機構を用いる事で新しい脳機能の改善に繋がる治療法の開発
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に繋がるかもしれない。また、mGluR5 シグナルを刺激する事により、新生ニ

ューロンを増加させる事ができる事から、神経新生の減少と病態の関連性が指

摘されている疾患（鬱病、統合失調症、アルツハイマー病など）(Santarelli et al., 

2003; Pieper et al., 2005; Reif et al., 2006; Sahay & Hen, 2007; Verret et al., 2007)や、

加齢に伴う神経新生の減少(Kuhn et al., 1996; Kempermann et al., 1998; Cameron 

& McKay, 1999)に関連した記憶力の低下への脳機能改善方法として活用できる

可能性がある。更なる研究が進み、上記の疾患等への治療法の開発に対して本

結果が有用になる事を期待する。 
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略語 

略語 正式名称 解説など 

2APB 2-Aminoethyldiphenylborinate 
Inositol trisphosphate(IP3)受容
体の阻害剤 

AMPA 
α

-amimo-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolep
ropionic acid 

アミノ酸の一種。AMPA受容体
のリガンド 

ATP Adenosine-5'-Triphosphate 
細胞内のエネルギー生産シグ

ナルの一つ。脱リン酸化により

エネルギーを放出する。 

bFGF basic fibroblast growth factor 神経栄養因子の一種 

bFGFR basic fibroblast growth factor receptor bFGFの受容体 

BLBP Brain lipid-binding protein 
神経幹細胞が発現する細胞マ

ーカーの一種 

BrdU 5-bromo-2-deoxyuridine 
チミジン類似体（分裂細胞マー

カー） 

CA cornu ammonis 海馬アンモン角 

CDPPB 
3-cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl
)benzamide 

代謝型グルタミン酸受容体 5
型の選択的 Allosteric modulator

CHPG (RS)-2-Chloro-5-hydroxyphenylglycine mGluR5の特異的アゴニスト 

Cont Contralateral 反体側 

CP55940 
2-[(1R,2R,5R)-5-hydroxy-2-(3-hydroxypr
opyl) 
cyclohexyl]-5-(2-methyloctan-2-yl)phenol

カンナビノイド受容体の強力

な非選択的アゴニスト 

DAPI 4', 6-diamidino-2-phenylindole DNAの蛍光染色試薬 

DBI Diazepam Binding Inhibitor 
Benzodiazepine 系 化 合 物 が
GABA-A 受容体へ結合する事
を阻害する内在性タンパク質 

DCX Doublecortin 新生ニューロンマーカー 

DG Dentate Gyrus 海馬歯状回 
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Diazepam 
7-chloro-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2
H-1,4-benzodiazepin-2-one 

GABA 受 容 体 の active 
modulator 

DIG Digoxigenin 
ジゴキシンのアグリコン。実験

では標識物質 

DMSO Dimethyl Sulfoxide 
多くの有機化合物や無機塩も

溶解する優れた非プロトン性

極性溶媒 

DNA Deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 

GABA Gamma-aminobutyric acid  γ-アミノ酪酸 

GFAP Glial fibrillary acidic protein 
グリア細胞線維性酸性タンパ

ク質 

GFP Green Fluorescent Protein 緑色蛍光タンパク質 

HNPP Human peripheral myelin protein  
in situ hybridiation のシグナル
検出で用いるタグタンパク質 

IP3 Inositol trisphosphate イノシトール３リン酸 

Ipsi Ipsilateral 同側 

MCAO Middle Cerabral Artery Occlusion 中大脳動脈閉塞 

mGluR Metabotropic glutamate receptor 代謝型グルタミン酸受容体 

ML Molecular layer 分子層 

MPEP 2-methyl-6-(phenylethynyl) pyridine 
代謝型グルタミン酸受容体 5
型の選択的阻害薬 

NDS Normal Donkey Serum ロバ血清 

NeuN Neuronal Nuclei 
成熟神経細胞のマーカータン

パク質 

NeuroD Neurogenic differentiation 
神経前駆細胞以降の細胞種マ

ーカー 

NGS Normal Goat Serum ヤギ血清 

NMDA N-methyl-D-aspartic acid グルタミン酸の類似体 

NPC Neural Progenitor Cell 神経前駆細胞 

NSC Neural Stem Cell 神経幹細胞 

PBS Phosphate buffered saline リン酸緩衝生理食塩水 
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PFA Paraformaldehyde パラホルムアルデヒド 

Prox1 Prospero-related homeobox 1 細胞分化マーカー 

PSA-NCAM 
Polysialic acid-neural cell adhesion 
molecule 

神経前駆細胞及び未成熟ニュ

ーロンのマーカー 

Sox2 
 SRY (sex determining region 
Y)-box 2;Transcription factor 神経幹細胞マーカーの一種 

TBS Tris-Buffered Saline トリス緩衝生理食塩水 

TSA 
Tyramide Signal Amplification 

免 疫 染 色 や in situ 

Hybridizationでの検出感度を

向上させる手法 

VEGF Vascular endothelial growth factor 血管内皮細胞増殖因子 

Veh Vehicle 溶媒 
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補助資料 

 

 
補助資料１：mGluR5刺激に対する神経幹細胞の細胞内カルシウム応答 

（細胞応答化学研究室：加藤智将氏より提供。） 

A-C, 細胞内カルシウム応答は、peak fluorescence intensity/basal fluorescence 

intensity (F/F0)として解析した。神経幹細胞は、海馬 DG-Subgranular zone(SGZ)

に存在する SR101が取り込まれた細胞として特定した。カルシウム応答は、

OGB-1の蛍光シグナルによって測定した。また、B中の Cell#2について、経時

的な pseudo-color imagesを示した(C)。神経幹細胞でのカルシウム応答は、

glutamate (A)及び mGluR5 agonistである CHPG により誘導された(B, C).  

D, また、CHPGが誘導する神経幹細胞のカルシウム応答は Gタンパク Gq-IP3

シグナルの阻害剤である 2APBによって阻害された。 
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補助資料２：海馬DG回路のシーターバースト刺激後の神経幹細胞の細

胞内カルシウム応答  

（細胞応答化学研究室：栗林寛氏より提供。） 

細胞内カルシウム応答は、peak fluorescence intensity/basal fluorescence intensity 

(F/F0)として解析した。神経幹細胞は、海馬 DG-Subgranular zone(SGZ)に存在す

る SR101が取り込まれた細胞として特定した。カルシウム応答は、OGB-1の蛍

光シグナルによって測定した。また、Cell#1について、経時的な pseudo-color 

imagesを示した。神経幹細胞でのカルシウム応答は、海馬 DGを刺激電極を用

いてシーターバースト刺激をする事で誘導された。
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補助資料３：In vivoでの海馬回路刺激による神経幹細胞の増殖 

（細胞応答化学研究室：伊藤佳絵博士より提供。） 

A, 試験デザイン。 B,C, 電気刺激用電極を海馬 DG へ埋め込み (埋め込み

位置： A: -2.54 mm , L: 1.80 mm, V: 1.9 mm)、40µAのシーターバースト刺激

を 10 秒毎に 3 回加えた。その後、24 時間後にマウスを還流固定し、Nissl

染色にて電極位置を特定し、刺激電極埋め込み位置の前後 4枚ずつ切片を用

いて Ki67陽性である神経幹細胞の割合を解析した。 
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