
 

1

緒　　言
神経新生は現在、世界中の研究者から注目が集まっ

ており、その分子機構としては、転写制御因子や分泌因
子を中心に解析が為されてきたが、栄養的な観点からの
研究はほとんど行われていない。必須脂肪酸である n-3

系、n-6系の高度不飽和脂肪酸（PUFA）は特に脳に多
く存在しており、その機能に深く関わっているといわれ
ている。大部分の神経細胞は胎生期に作られるが、海馬
歯状回および側脳室下帯には神経幹細胞が生後において
も存在しており、神経細胞の産生、すなわち神経新生が
起こり続ける。近年、生後の神経新生の低下がうつ病や
統合失調症等に関係する可能性が指摘されている。また、
PUFAの一種であるドコサヘキサエン酸（DHA）が海
馬歯状回での神経新生に関与しているという報告がなさ
れた (Kawakita et al. 2006）。我々はこれまで、脳の発
生・発達に重要な転写因子 Pax6の機能についての研究
を行ってきたが、その過程において Pax6が胎生期およ
び生後海馬での神経幹細胞の増殖と分化を制御すること
を見出した (Maekawa et al. 2005; Osumi et al. 2008）。
また、Pax6はラット終脳において、脂肪酸結合タンパ
ク質 Fabp7の発現を制御し、胎生期の神経幹細胞を未
分化状態に維持している (Arai et al. 2005） ことから、脂
肪酸結合タンパク質（Fabp）の機能に着目した。すでに
我々は Fabp7が海馬の神経新生に重要であることを報
告し (Watanabe et al. 2007）、また、Fabp7が統合失調
症の発症リスクに関わることも明らかにした (Watanabe 

et al. 2007）。一方、野生型ラットおよび神経新生が低下
している rSey2/   ラットに、生後まもなくから母獣を介し
てアラキドン酸（ARA）を投与し、海馬の神経新生を解
析したところ、どちらの系統においても細胞増殖が亢進
することが確認された。さらに、富山大学の井ノ口研究
室との共同研究によって、ARA投与の rSey2/ ラットで
はプレパルス抑制（統合失調症、自閉症等精神疾患の生
物学的指標の一つ）の低下が改善されることがわかった 

(Maekawa et al. 2009）。以上のような背景をふまえ、本
研究ではとくに脳に豊富な脂肪酸に着目することにより、
神経幹細胞に対する影響を詳細に検討した。
　
実験方法
胎生 16.5日目のラット胚の脳を切り出し、マイクロ
剪刀を用いて大脳皮質原基を取り出し、ピペッティング
により細胞を解離させた。この細胞を塩基性線維芽細
胞増殖因子 (bFGF）、上皮増殖因子（EGF）を添加した
無血清培地で培養し、一次ニューロスフェアを形成させ
た。以下の実験においては、この一次ニューロスフェア
と、継代を 2回繰り返した三次ニューロスフェアを用い、
それぞれを、神経細胞の産生が多い neurogenicな神経
幹細胞、グリア細胞の産生が多い gliogenicな神経幹細
胞とみなして実験を行った。

ARAおよび DHAが神経幹細胞の増殖能に与える影響
を評価するため、一次もしくは三次ニューロスフェアを
再び解離させ、2.0×103 cells/wellとなるように 96穴プ
レートに播いた。ここで種々の濃度の ARAまたは DHA

を添加し、7日間培養し、1ウェルあたりの直径 50mm

以上の二次または四次ニューロスフェア数を定量した。
また、ARAおよび DHAが神経幹細胞の分化能に与
える影響を評価するため、一次または三次ニューロス
フェアを再び解離させ、5.3×104 cells/cm2となるよう
にポリ -L-オルニチンおよびラミニンでコートしたチャ
ンバースライドに播き、bFGFおよび EGFは添加せ
ず、分化を誘導した。ここで種々の濃度の ARAまたは
DHAを添加し、4日間培養し、抗 β3-tubulin抗体お
よび抗 GFAP抗体を用いて免疫染色を行い、それぞれ
ニューロンおよびアストロサイトの割合を定量した。
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結　　果
1.  一次ニューロスフェアの増殖に対するARAおよび

DHAの効果
10-7および 10-6 Mの ARA添加によって、二次ニュー
ロスフェアの数が有意に増加し、10-4 Mの ARA添加に
よって、二次ニューロスフェアの数が有意に減少した（図
1）。また、10-7 Mの DHA添加によって、二次ニュー
ロスフェアの数が有意に増加し、10-6および 10-5 Mの
DHA添加によって、二次ニューロスフェアの数が有意
に減少することが分かった（図 1）。このことから、ARA

および DHAは neuorgenicな神経幹細胞の増殖能を亢
進することができる一方、高濃度では毒性を示すことが
示唆された。

2.  三次ニューロスフェアの増殖に対するARAおよび
DHAの効果

10-6～10-4 MのARA添加によって、四次ニューロスフェ
アの数が有意に減少した（図 2）。また、10-10～ 10-8 Mの
DHA添加によって、四次ニューロスフェアの数が有意に増
加し、10-6および 10-5 MのDHA添加によって、四次ニュー
ロスフェアの数が有意に減少することが分かった（図 2）。
このことから、DHAは gliogenicな神経幹細胞の増殖能も

亢進できることが示唆された。

3.  一次ニューロスフェアの分化に対するARAおよび
DHAの効果

10-9～ 10-5 Mの ARA添加によって、β 3-tubulin

陽性細胞および GFAP陽性細胞の割合に有意な差は認
められなかった。また、同様に 10-9～ 10-5 Mの DHA

添加によってもβ 3-tubulin陽性細胞および GFAP陽
性細胞の割合に有意な差は認められなかった。このこと
から、ARAおよび DHAは neuorgenicな神経幹細胞の
分化には効果を示さないことが示唆された。

4.  三次ニューロスフェアの分化に対するARAおよび
DHAの効果

10-5 Mの ARA添加によって、GFAP陽性細胞の割合
が有意に増加した。一方、10-9～ 10-5 Mの ARA添加に
よっては、β3-tubulin陽性細胞の割合に有意な差は認め
られなかった（図 3）。また、10-7 Mの DHA添加によっ
て、β3-tubulin陽性細胞の割合が有意に増加した。一方、
10-9～ 10-5 Mの DHA添加によっては、GFAP陽性細
胞の割合に有意な差は認められなかった（図 4）。このこ
とから、ARAは gliogenicな神経幹細胞のアストロサイ
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図 1  一次ニューロスフェアの増殖に対する ARAおよび DHAの効果

図 2  三次ニューロスフェアの増殖に対する ARAおよび DHAの効果
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ト分化を亢進し、DHAはgliogenicな神経幹細胞のニュー
ロン分化を亢進することが示唆された。　

考　　察
ラット胎児由来神経幹細胞のニューロスフェア培養系

を用いた本研究により、脳に多量に含まれる ARAおよ
び DHAが神経幹細胞の増殖および分化において重要な
働きをすることが示された。井ノ口らによる、神経新生
の低下とマウス PTSDモデル（Kitamura et al., 2009）
や、Hibbelnらの n-3系脂肪酸のうつや自殺に対する効
果（Hibbeln, 2009）等、他の研究結果も合わせると、
神経新生の低下に起因する可能性が指摘される精神症
状（うつ、統合失調症、PTSD等）に関して、ARAや
DHAなどの栄養素を用いてその予防や改善を行い、健
やかな脳の発達や維持に貢献しうる可能性がさらに強く
示唆された。今後、例えばヒト iPS細胞から、あるい
は直接に誘導した神経幹細胞を用いることにより、脂肪
酸が神経新生に与える効果のメカニズムを詳細に明らか
にしていくことが必要である。

要　　約
ラット胎児由来神経幹細胞のニューロスフェア培養系
を用いたアッセイにより、ARAおよび DHAが神経幹
細胞の増殖と分化に対して、それぞれ異なる効果がある
ことがわかった。
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図 3  三次ニューロスフェアの分化に対する ARAの効果

図 4  三次ニューロスフェアの分化に対する DHAの効果
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