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 研究要旨 

 神経幹細胞の恒常性維持に重要な機能を果たす老化制御転写因子の活性制御メカニズムに

ついて検討した。IIS シグナルおよび酸化ストレスシグナルによる老化制御転写因子のター

ゲット遺伝子特異性を明らかにし、これに基づき酸化ストレス不応答ノックインマウスを樹

立した。また、ゼブラフィッシュを成体神経新生のモデルとして用い、神経幹細胞・前駆細

胞の恒常性維持の分子メカニズムおよび老化が与える影響を解析した。成魚脳で神経幹細胞

に発現し、加齢に伴って減少する老化制御因子の機能を解析した結果、老化制御因子は神経

幹細胞の維持に重要な役割を果たすことを明らかにした。さらに、加齢に伴い蓄積する DNA

マウス損傷と老化の関連を検討した。DNA 損傷応答因子ノックアウトマウスでは、早期に神

経幹細胞数・新生ニューロン数が減少することを明らかにした。 
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Ａ．研究目的 

 学習・記憶等の認知機能は加齢とともに減少する。また、アルツハイマー病をはじめとす

る認知症の罹患率は、加齢に伴い対数的に増加する。成人の脳でも神経幹細胞が存在し、一

生を通して神経新生が起こっており、学習・記憶などの脳高次機能に大きく関与している

ことが明らかになってきた。しかし、加齢に伴い神経新生が著しく減少することが示され

ており、加齢に伴う認知機能の低下の一因であると考えられる。老化制御シグナルである

インスリン／IGF シグナルカスケード（IIS）や DNA 損傷が神経幹細胞の老化に関与するが、

そのメカニズムは不明な点が多く残されている。また、糖尿病・インスリン抵抗性とアル

ツハイマー病発症との関連も示唆されている。そこで 老化シグナル（インスリン／IGF シ

グナルカスケード（IIS）と DNA 損傷応答）に着目して、その制御メカニズムを解明するとと

もに、学習・認知機能において重要な機能を果たす神経幹細胞の老化および神経新生の減少

のメカニズムを明らかにするとともに、アルツハイマー病発症における老化シグナルの機能

を解明し、加齢に伴う認知機能低下および認知症発症の原因を追及することを目的とする。 

Ｂ．研究方法 
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細胞培養：細胞は、10%FCS 含有 DMEM で培養した。タンパク質の発現量は SDS-PAGE、ウエス

タンブロット法、mRNA の発現量は、RT-qPCR 法により解析した。脳切片は、細胞サブタイプ

特異的なマーカーに対する抗体を用いて解析した。 

アンチセンス・モルフォリーノの脳室内注入法：麻酔下で、ゼブラフィッシュの間脳上部の

頭骸骨に 27-G 針で微小な穴を開け、老化制御因子の発現を抑制するアンチセンス・モルフォ

リーノをガラス針および油圧マニピュレータを用いて間脳実質に注入した。対照群には、非

特異的な配列を有するコントロール・モルフォリーノを用いた。 

組織免疫染色法：ゼブラフィッシュ脳を 4%PFA 溶液で固定したのち切片を作成し、細胞サブ

タイプ特異的なマーカーに対する抗体および老化制御因子に対する抗体を用いて組織免疫染

色をおこなった。染色された脳切片は共焦点レーザー顕微鏡を用いて撮像し、解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

 遺伝子組換えマウスを用いた動物実験は、国立長寿医療研究センター動物実験倫理委員

会・遺伝子組換え実験安全委員会の承認を受け、動物実験取扱規定および遺伝子組換え実験

安全規定に則り行った。名古屋市立大学で実施したゼブラフィッシュを用いた実験は、名古

屋市立大学医学研究科動物実験委員会・名古屋市立大学遺伝子組換え実験等安全委員会の承

認を受け、動物実験取扱規定および遺伝子組換え実験安全規定に則り行った。 

 

 

Ｃ．研究結果 

1)  老化制御転写因子の活性、ターゲット遺伝子発現制御メカニズムの解明 

老化制御転写因子の活性は、IIS シグナルと酸化ストレスシグナルのバランスによって制

御されている。老化制御転写因子を欠損すると神経幹細胞の早期老化が引き起こされること

から、老化制御転写因子の活性制御メカニズムの減弱が神経幹細胞の老化と関連していると

考えられる。IIS シグナルと酸化ストレスシグナルによる老化制御転写因子の転写活性につ

いて検討し、ターゲット遺伝子によって活性制御が異なることを示した。今後は、網羅的解

析を通してプロファイル化していく予定である。 

 

2) 老化制御因子による神経幹細胞・神経新生・神経再生メカニズムの制御 

神経幹細胞における老化制御因子の機能を調べるために、老化制御因子の発現を抑制するア

ンチセンス・モルフォリーノをゼブラフィッシュ脳室内へ注入した。成魚脳（5 ヶ月齢）に

アンチセンス・モルフォリーノを注入すると、神経幹細胞における老化制御因子の発現量が

劇的に減少することを確認した。また、モルフォリーノによる老化制御因子の発現抑制によ

って成魚脳における神経幹細胞の数が減少し、神経前駆細胞および新生ニューロンの数が増

加することが明らかになった。 

3) 老化制御転写因子による神経幹細胞・神経新生制御メカニズムの解明 
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これまでに、酸化ストレスに応答した老化制御転写因子の活性化にリン酸化が必須であ

ることを示してきた。今年度は、これに基づきリン酸化部位を Ala に置換した酸化ストレ

ス不応答性老化制御転写因子ノックインマウス（SA マウス）を樹立した。IIS シグナルと

酸化ストレスシグナルの神経幹細胞維持・神経新生における生理機能を解析するためのマ

ウスが樹立できた。SA マウスは、KO マウス同様見かけ上は野生型マウスと比べて異常な

く成長している。現在、SA マウスにおける神経幹細胞・神経新生について解析を進めて

行く予定である。 

 

4) DNA 損傷による神経幹細胞・神経新生制御メカニズムの解明 

神経幹細胞の老化・神経新生における DNA 損傷・DNA 損傷応答の関与を検討してきた。

これまでに、DNA 損傷の蓄積・DNA 損傷応答の活性化が認められる早期老化症

Hutchison-Gilford Progeria Syndrome（HGSP）のモデルマウス（Zmpste24 KO マウス：

HGPS モデルマウス）において、海馬歯状回における SOX2 陽性神経幹細胞数に変化はなか

ったが、神経新生が著しく減少することを見出した。また、この HGPS モデルマウスにお

いて、DNA 損傷応答因子を欠損すると、神経幹細胞数・神経新生ともに著しく減少するこ

とを見出した。そこで今年度は、DNA 損傷応答因子 KO マウスにおける神経幹細胞数・神

経新生を検討したところ 4.5 ヶ月齢において神経幹細胞数が減少することを見出した。す

なわち DNA 損傷応答因子は神経幹細胞の維持に重要な機能を果たすことを明らかにした。

neurosphere 培養において、DNA 損傷応答因子 KO マウス由来海馬神経幹細胞の増殖が低下

することを見出した。今後、増殖能・分化能の解析、網羅的プロテオーム解析、トランス

クリプトーム解析を行う。また、発現が変化する因子の機能解析を培養系および個体レベ

ルで行うことにより、神経幹細胞の老化（減少・機能不全）における DNA 損傷、DNA 損傷

応答の解析していく予定である。 

 

Ｄ．考察と結論 

 神経幹細胞の恒常性維持に重要な老化制御転写因子は、IIS シグナルと酸化ストレスシグ

ナルによって活性が制御されているが、ターゲット遺伝子によって活性制御が異なることを

示した。この結果に基づいたノックインマウス（SA マウス）を樹立し、IIS シグナルと酸化

ストレスシグナルの神経幹細胞維持における機能の解析が進むことが期待できる。また、加

齢に伴い神経幹細胞にDNA損傷が蓄積してくるが、DNA損傷応答因子を欠損したマウスでは、

早期に神経幹細胞数が減少し、その結果新生ニューロンの数が著しく減少することを見出し

た。今後、DNA 損傷応答の神経幹細胞の恒常性維持における機能の解析を行っていく予定で

ある。アンチセンス・モルフォリーノを用いた老化制御因子の機能阻害実験により、神経幹

細胞の数が減少し、代わりに神経前駆細胞および新生ニューロンの数が増加したことから、

老化制御因子には神経幹細胞を維持し、ニューロンへの分化を抑制する役割があることが示

唆された。これまでの研究で、加齢に伴って神経幹細胞の数および老化制御因子の発現が減
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少することが分かっていたが、両者の関係については不明であった。本研究の結果から、加

齢に伴う老化制御因子の発現減少が、神経幹細胞のニューロンへの分化を促進し、その数を

減少させると考えられる。今後は、加齢に伴う神経幹細胞の変化をさらに詳細に検討する

予定である。  
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