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緒言 

 

アルツハイマー病は、脳内炎症や神経細胞死などを特徴とする神経変性疾患である。患

者数は全世界で推定三千万人に上るにもかかわらず未だ有効な治療法や治療薬が存在し

ないため、根本的な治療薬の開発が望まれている。 

アルツハイマー病は認知症の原因疾患のおよそ 6 割を占めており、進行に伴い記憶障害

や見当識障害を発症する。記憶の形成や獲得に重要な海馬歯状回における神経新生の異常

がアルツハイマー病患者において観察されることから、海馬神経新生の異常は認知機能の

低下に関与していると考えられる。またアルツハイマー病の病理学的特徴として、神経原

線維変化および老人斑の出現を伴う脳萎縮などが知られている。老人斑の主要構成成分で

あるアミロイドタンパク質は海馬の神経新生を抑制することが報告されているが、その

詳細な機序は未だ不明である。 

記憶の維持に効果的な物質として、ドコサヘキサエン酸をはじめとした長鎖脂肪酸が

知られている。ドコサヘキサエン酸は脳内に移行することで学習記憶改善作用を示すこ

とが報告されている。また、同じ長鎖脂肪酸の一種でありヒトの腸内細菌により産生さ

れる腸内細菌産生脂肪酸は、通常の脂肪酸と比べ産生することが困難な脂肪酸であり、

消化管内において腸管バリア機能制御、腸管免疫制御機能、炎症抑制作用など免疫に対

して重要な働きをもつことが報告されている。しかし、中枢神経系に対する作用につい

ては未だ報告されていない。 

本研究では、成体マウス海馬において E22P-A誘発の神経新生障害メカニズム解明

を行うと共に、神経新生障害の制御を目的として腸内細菌産生脂肪酸の作用及び作用メ

カニズムの検討を行い、以下の新知見を得た。 

第一章では、成体マウスを用いて海馬歯状回の神経新生に対して E22P-A42 が与え

る影響を検討し、Aにより神経幹細胞の増殖が促進される一方で神経への分化が抑制さ

れ、結果的に神経新生の異常を引き起こすことを明らかにした。 

第二章では、神経新生異常抑制物質の探索を行う目的で、腸内で抗炎症作用を示す腸

内細菌産生脂肪酸に着目し、腸内細菌産生脂肪酸が培養ミクログリア細胞の活性化を抑

制する作用を示すことを明らかにした。さらに、腸内細菌産生脂肪酸によるミクログリ

ア活性化抑制メカニズムを明らかにした。 

第三章では、成体マウス海馬歯状回において E22P-A42 誘発のミクログリア活性化

を介した神経新生異常に対して、腸内細菌産生脂肪酸がミクログリア活性化を抑制する

ことで A誘発の神経新生異常を正常化することを明らかにした。 

これらの研究成果について以下に論述する。 
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なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。

 

 

AD 



ANOVA 

AP-1 

BDNF 

BrdU 

BSA 

cDNA 

DCX 

DG 

DHA 

DMEM 

EGTA 

EPA 

ERK 

GPR 

HYA 

Iba1 

IGF2 

IB 

IL-3 

iNOS 

JNK 

KetoC 

LPS 

MAPK 

MEK 

NeuN 

NF-B 

NO 

NSPCs 

PBS 

PFA 

PPAR 

PVDF 

 

Alzheimer's disease 

amyloid beta protein 

analysis of variance 

activator protein 1 

brain derived neurotrophic factor 

bromodeoxyuridine 

bovine serum albumin 

complementary deoxyribonucleic acid 

doublecortin 

dentate gyrus 

docosahexaenoic acid 

Dulbecco’s modified Eagle medium 

ethyleneglycol bis(2-amino-ethylether)tetraacetic acid 

eicosapentaenoic acid 

extracellular signal-regulated kinase 

G protein-coupled receptor 

10-Hydroxy-cis-12-octadecenoic acid 

ionized calcium-binding adapter molecule 1 

insulin-like growth factor 2 

Inhibitor B 

interleukin 3 

inducible nitric oxide synthase 

c-jun N-terminal kinase 

10-Oxo-trans-11-octadecenoic acid 

lipopolysaccharide 

mitogen-activated protein kinase 

MAPK/ERK kinase 

neuronal nuclei 

nuclear factor-kappa B 

nitric oxide 

neural stem/progenitor cells 

phosphate buffered saline 

paraformaldehyde 

peroxisome proliferator-activated receptor 

polyvinylidene difluoride
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RNA 

RT-PCR 

SDS 

SGZ 

SVZ 

TBS-T 

TLR4 

 

 

 

ribonucleic acid 

reverse transcription-polymerase chain reaction 

sodium dodecyl sulfate 

subgranular zone 

subventricular zone 

Tris buffered saline-Tween 20 

Toll- like receptor 4 
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第一章 

Aによる海馬神経新生抑制メカニズムの解析 
 

神経新生は神経幹/前駆細胞が神経へと分化・成熟する現象である。神経新生は胎児期や

幼年期に最も活性化するが、成体の脳には神経幹細胞が存在しないため神経新生は発生せ

ず、中枢神経系は損傷を受けると二度と再生することはないとこれまで考えられてきた。

しかし近年、ヒトを含む成体哺乳類の海馬歯状回顆粒細胞下帯（SGZ）と側脳室に面する

脳室下帯（SVZ）において、自己複製能と分化能を有する神経幹/前駆細胞（NSPCs）が

存在し、加齢によりその程度は低下するものの生涯を通じて神経新生が起きていることが

報告された（1）。海馬歯状回における神経新生は記憶の形成や獲得に重要な役割を果たし

ている。海馬歯状回の新生ニューロンは神経可塑性に富み（2）、空間記憶に対して重要な

働きを担うことが報告されている（3-5）。しかし、アルツハイマー病（AD）モデルマウス

や AD 患者脳において海馬神経新生の異常が観察される（6-8）ことや、AD の重要な病理

学的所見である老人斑の蓄積により新生ニューロン数が減少すること（9）などから、神

経新生の異常が AD における認知機能低下に関与することが示唆されている。このため、

AD における神経新生異常のメカニズムを解明することは、認知機能障害に対する新たな

治療戦略の提示に繋がる可能性がある。 

アミロイドタンパク質（A）は 40～42 アミノ酸からなるペプチドであり、アミロイ

ド前駆タンパク質が-およびセクレターゼによる切断を受けることで産生される（10）。

AD における老人斑の主要構成成分の一つであり、神経細胞に対して高い毒性を示し細胞

死を惹起するなど（11-12）、AD の病態形成に重要な役割を果たすと考えられている。A

は多様な立体構造を取ることが知られており、Aの構造解析により 22-23 番目にターン

構造をとるコンホマーの存在が報告されている（13-14）。さらに、22-23 番目にターン構

造をとるコンホマーは、より高い凝集能を持ち、高いラジカル産生能と細胞毒性を有する

ことが示唆されている（15）。A42 の 22 番目のグルタミン酸をプロリン残基に置換した

変異体（E22P-A）は 22-23 番目においてターン構造を形成しやすい変異体であり、野

生型の Aに比べ顕著に高い凝集活性を有し、PC12 細胞や大脳皮質初代培養細胞を用い

た検討において顕著に強い細胞毒性を発現することが報告されている（15-16）。 

Aの神経新生への関与について、Aが神経幹/前駆細胞に与える作用に関して統一され

た見解が得られておらず（17-18）、作用の詳細なメカニズムも未だ明らかとなっていない。  

そこで、本研究では成体マウスの海馬における神経新生に着目し、E22P-A42 が海馬

歯状回における神経新生に与える影響およびそのメカニズムを明らかにした。 
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実験方法 

 

試薬 

5-ブロモ-2’-デオキシウリジン（BrdU）は Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）か

ら購入し、ミノサイクリンは和光純薬工業株式会社（大阪、日本）から購入した。ソムノ

ペンチルは共立製薬株式会社（東京、日本）より、ウシ由来アルブミン（BSA）はナカラ

イテスク株式会社（京都、日本）より購入した。 

 

動物 

実験には 6 週齢の C57BL/6N 系雄性マウス（体重 20-25 g；日本 SLC、静岡、日本）

を用いた。全てのマウスは室温が 22  1C、明暗周期が 12 時間の条件下で飼育し、餌お

よび水は自由に摂食させた。実験は全て、京都大学動物実験委員会による審査・承認を受

け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行った。 

 

A調製・投与 

E22P-A42 は F-moc 法により合成した。投与直前に 0.02%アンモニア水に溶解し、氷

上に 30 分間静置後に使用した。0.02%アンモニア水（Vehicle）または E22P-A42 を 3 

g、マウスの脳室内（bregma より尾側 0.5 mm、左外側 1.0 mm、腹側 2.0 mm）に 4 分

間かけて投与した。 

 

BrdU 投与による増殖性細胞の標識 

 BrdU（100 mg/kg）をマウスの腹腔内に 3 時間毎に 3 回投与、または BrdU（1 mg/mL）

を飲水中に 2 週間含ませ、Type-1 細胞および Type-2 細胞を含む増殖性の神経幹/前駆細

胞を標識した。 

 

免疫組織化学 

 マウスをソムノペンチル麻酔下にて開胸し、リン酸緩衝生理食塩水(PBS；10 mM 

NaH2PO4、10 mM Na2HPO4、137 mM NaCl、 pH 7.5)を経心還流することで脱血し、

4% paraformaldehyde （PFA）を経心灌流し固定した。全脳摘出後、4% PFA 中におい

て 4C で 2 時間後固定した後、30%スクロース溶液に置換して 4C で二晩静置した。全

脳は-80C で凍結し、凍結ミクロトーム（LEICA3000 ; Leica、Nussloch、 Germany）

を用いて厚さ 40 m の凍結切片を作製した。 
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脳切片を PBS で 3 回洗浄後、3% BSA / 0.1% Triton-X / PBS で室温にて 60 分間ブロ

ッキングを行い、1% BSA /0.1% Triton-X /PBS に希釈した一次抗体と 4 C で一晩反応さ

せた。一次抗体として、抗 BrdU ラット抗体（ab6326、Abcam、Cambridge、UK）（希

釈倍率 1:200）、抗 DCX ウサギ抗体（#4604S、Cell Signaling Technology）（希釈倍率 

1:300）、抗 NeuN マウス抗体（MAB377、Merck、Darmstadt、Germany）（希釈倍率 

1:300）、抗 Iba1 ウサギ抗体（019-19741、和光純薬工業株式会社）（希釈倍率 1:500）を

使用した。一次抗体反応後、二次抗体としてヤギ由来抗ウサギ IgG (H+L) Alexa Fluor 488

標識抗体（Life Technologiese、California、USA）、ヤギ由来抗マウス IgG (H+L) Alexa 

Fluor 488 標識抗体（Life Technologiese）をそれぞれ 1% BSA / 0.1% Triton-X /PBS で

希釈し（希釈倍率；BrdU 1:500、DCX 1:500、NeuN 1:300 、Iba1 1: 500）、室温で 90 分

間反応させた。最後に Hoechst 33258 （Sigma-Aldrich）を 15 分間室温で反応させ核を

染色し、FluorSave Reagent にて包埋した。マウス海馬の脳切片は 12 枚ごと（6 枚/匹）に

染色を行い、定量結果を 12 倍することで海馬における細胞数とした。 

 

統計処理 

 データは平均値±標準誤差で表した。統計学的な有意差は 1-way ANOVA を用いて検

定し、事後比較として Tukey’s test を用いた。危険率 5%未満の場合には統計学的に有意

な差があると判定した。 
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実験結果 

 

神経幹細胞の増殖に対する E22P-A42 の作用 

神経幹細胞の増殖に対する Aの作用を検討した。E22P-A42（以下 A）を成体マウス

の脳室内に投与した 3 日後、BrdU を 3 時間おきに 3 回腹腔内に投与し神経幹細胞を標識

し、海馬歯状回顆粒細胞下帯（SGZ）の BrdU 陽性の神経幹細胞数を計数したところ、

vehicle 投与群と比較して A投与群では BrdU 陽性の神経幹細胞数が用量依存的に増加

した(図 1-1)。以上の結果より、Aは神経幹細胞の増殖を促進することが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 E22P-A42が成体海馬神経幹細胞の増殖に与える影響 

(A, B) E22P-A42 をマウスの脳室内に投与した 3 日後に BrdU を 3 時間ごとに 3 回投与

し、神経幹細胞を標識した。海馬歯状回領域における BrdU陽性神経幹細胞（赤）および細

胞の核（青）を、抗 BrdU抗体および Hoechstを用いた免疫染色により可視化し（A）、SGZ

における BrdU陽性神経幹細胞を定量した（B）。スケールバーは 100 m を表す。 

** P < 0.01 vs. 対照群（Vehicle） 
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神経幹細胞の分化に対する Aの作用 

次に、Aが神経幹細胞の神経への分化に与える影響について検討を行った。Aを脳室

内投与し、神経幹細胞が幼若ニューロンへと分化する 14 日後に海馬歯状回の

doublecortin (DCX)陽性幼若ニューロン数を計数した。その結果、A投与により DCX 陽

性幼若ニューロン数は有意に減少した （図 1-2）。以上の結果より、Aにより神経幹細胞

の増殖が亢進したために神経幹細胞の神経への分化が抑制され、結果的に幼若ニューロン

数が減少することが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 E22P-A42が成体海馬神経幹細胞の分化に与える影響 

(A, B) E22P-A42をマウスの脳室内に投与した 14日後に、SGZにおける DCX陽性幼若

ニューロン数（赤）を、抗 DCX 抗体を用いた免疫染色により可視化し（A）、DCX 陽性

幼若ニューロン数を定量した（B）。スケールバーは 100 m を表す。 

** P < 0.01 vs. 対照群（Vehicle） 
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神経新生に対するAの作用 

次に、神経新生に対する Aの作用を検討する目的で新生ニューロン数を確認した。神

経幹細胞を BrdU で 14 日間標識した後 Aの脳室内投与を行い、神経幹/前駆細胞が成熟

ニューロンへと分化する 28 日後に海馬歯状回領域における BrdU 陽性/NeuN 陽性の新

生ニューロン数を計数したところ、A投与により BrdU 陽性/NeuN 陽性新生ニューロン

数が有意に減少した（図 1-3）。この結果から、Aはニューロンへの分化を抑制すること

で成体海馬神経新生異常を引き起こすことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3 E22P-A42が成体海馬神経新生に与える影響 

(A, B) BrdU をマウスへ飲水により投与し、神経幹細胞を 14 日間標識した。その後、

E22P-A42を脳室内に投与し、28日後の SGZにおける BrdU 陽性/NeuN 陽性の新生ニ

ューロン数を、抗 BrdU抗体および抗 NeuN 抗体を用いた免疫染色により可視化し（A）、

BrdU 陽性/NeuN 陽性の新生ニューロン数を定量した（B）。スケールバーは 100 m を

表す。 

** P < 0.01 vs. 対照群（Vehicle） 
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海馬ミクログリアの活性化に対するAの作用 

ミクログリアは脳内免疫担当細胞であり、ADモデルマウスにおいてAプラークの周囲

でミクログリアが活性化していることが報告されている（19-21）。また、活性化ミクログ

リアは成体海馬神経新生を促進または抑制するなどの影響を与えることが報告されてい

るが（22-23）、その詳細は明らかになっていない。そこで、Aがミクログリアの活性化に

与える影響について検討した。Α脳室内投与3日後および7日後の成体マウスの海馬にお

けるIba1陽性のミクログリア細胞数を免疫染色により確認したところ（図 1-4A）、vehicle

投与群と比較してA投与群において投与3日後のIba1陽性ミクログリア数の有意な増加

が見られた（図 1-4B）。一方で、A投与7日後においてはvehicle群と比較しIba1陽性ミク

ログリア数に有意な差は見られなかった（図 1-4C）。以上の結果より、Aはミクログリ

アの一過的な活性化を引き起こすことが明らかになった。

 

図 1-4 E22P-A42が成体海馬歯状回におけるミクログリア活性化に与える影響 

(A-C) E22P-A42をマウスの脳室内に投与し、3日後（B）および 7日後（C）のマウス海

馬歯状回（DG）における Iba1 陽性活性化ミクログリア細胞を、抗 Iba1 抗体を用いた免

疫染色により可視化し（A）、Iba1陽性の活性化ミクログリア細胞数を定量した（B, C）。

スケールバーは 100 m を表す。 

*** P < 0.001 vs. 対照群（Vehicle） 
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A誘発神経新生異常に対するミクログリアの関与 

抗生物質のミノサイクリンはミクログリアの活性化を抑制することが知られている

（24）。Aの脳室内投与によって引き起こされた神経幹細胞増殖亢進作用へのミクログリ

アの関与を検討するため、ミノサイクリン（50 mg/kg）をA投与12時間前より12時間ご

とに腹腔内投与することでミクログリアの活性化を抑制し、A投与3日後にBrdU陽性の

神経幹細胞数を計数した。ミノサイクリン投与により、A投与群におけるIba1陽性ミク

ログリア数の増加が抑制されることが確認された（図 1-5A, B）。さらに、A投与3日後に

みられたBrdU陽性増殖神経幹細胞の増加はミノサイクリンの投与により抑制された（図 

1-5A, C）。この結果から、Aによる神経幹細胞の増殖亢進はミクログリアの活性化を介す

ることが明らかになった。 

さらに、A誘発神経新生異常に対する活性化ミクログリアの関与について検討した。

A誘発幼若ニューロン数の減少に対する活性化ミクログリアの影響を確認するために、

ミノサイクリン（50 mg/kg）をA脳室内投与1日前から24時間ごとに14日間腹腔内投与

し、神経幹細胞が幼若ニューロンへと分化する14日後にSGZにおけるDCX陽性幼若ニュ

ーロン数を計数した。その結果、ミノサイクリン投与群ではA単独投与群と比較して幼若

ニューロン数の減少が抑制されていた（図1-6）。以上の結果より、ミノサイクリン投与に

よりミクログリアの活性化を抑制することで、A誘発の神経幹細胞増殖促進が抑制され、

その後の幼若ニューロンへの分化抑制を正常化することが示唆された。
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図 1-5 ミノサイクリンが E22P-A42誘発神経幹細胞増殖促進に与える影響 

(A-C) ミクログリアの活性化を抑制するミノサイクリンを E22P-A42脳室内投与の 12時

間前から 12 時間おきに腹腔内に投与し、E22P-A42 投与 3 日後のマウス海馬 SGZ にお

ける BrdU陽性神経幹細胞および DG領域における Iba1陽性活性化ミクログリア細胞を、

抗 BrdU 抗体、抗 Iba1 抗体を用いた免疫染色により可視化し（A）、Iba1 陽性の活性化ミ

クログリア細胞数（B）および BrdU 陽性の神経幹細胞数（C）を定量した。スケールバー

は 100 m を表す。 

** P < 0.01, *** P < 0.001 vs. 対照群（Vehicle（－））. ## P < 0.01, ### P < 0.001. 
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図 1-6 ミノサイクリンが E22P-A42誘発幼若ニューロン減少に与える影響 

(A-C) ミクログリアの活性化を抑制するミノサイクリン（50 mg/kg）を E22P-A42 脳

室内投与の 1日前から E22P-A42投与後 14日間に渡り 1日 1回腹腔内投与し、SGZに

おける DCX 陽性幼若ニューロンおよび細胞の核を、抗 DCX 抗体、Hoechst を用いた免

疫染色により可視化し（A）、DCX陽性の幼若ニューロン数を定量した（B）。スケールバ

ーは 100 m を表す。 # P < 0.05 vs 対照群（Vehicle）. ** P < 0.01 vs. E22P-A42. 
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考察 

 

 本研究では、Aが成体マウスの海馬歯状回において、ミクログリアの活性化を介した神

経幹細胞の増殖を促進する一方で、ニューロンへの分化を抑制し神経新生異常を誘発する

ことを明らかにした（図 1-7）。 

海馬歯状回における神経新生は、増殖性の低い type-1 および増殖性の高い type-2a 神

経前駆細胞が増殖し、type-2b 神経前駆細胞が産生され、type-2b 神経前駆細胞から type-

3 ニューロブラストへの分化、type-3 ニューロブラストの成熟・生存という過程を経て新

たな顆粒神経が産生され、既存の神経回路に組み込まれる（図 1-7）。また、神経新生にお

ける神経幹細胞の増殖、幼若ニューロンの分化、成熟、生存のそれぞれの過程は、様々な

因子により制御されていることが知られている（25-27）。本研究において、成体マウスへ

の Aの脳室内投与 3 日後において BrdU 陽性の神経幹細胞は増加したが、投与 14 日後

には幼若ニューロン数が、投与 28 日後には新生ニューロン数が有意に減少していた。以

上の結果から、Aにより神経幹/前駆細胞の増殖が亢進されたために神経前駆細胞の分化

が抑制され、結果的に新生ニューロン数が減少することが明らかになった。細胞の増殖と

分化のスイッチは様々な遺伝子により制御されている(25-27)。海馬の SGZ において、遺

伝子の網羅的解析から insulin-like growth factor（IGF2）が神経幹細胞の増殖に関与し

ていることや(28)、分化に至らなかった神経幹細胞はアポトーシスにより淘汰されること

が報告されている（29）。これらの報告から、A投与により神経幹細胞の増殖に関連する

遺伝子発現が増加し神経幹細胞が増殖したために分化に移行できず、さらに増殖したもの

の分化できず未分化のままの細胞はアポトーシスにより細胞死を起こし、結果的に新生神

経数が減少していると考えられる。 

これまでにミクログリアはその活性化により神経新生へ影響を与えることが報告され

ていたため（30-31）、Aによる神経幹細胞の増殖亢進のメカニズムについてミクログリ

アに注目して検討を行った。神経幹細胞の増殖が確認された A投与 3 日後の海馬を観察

したところ、Iba1 陽性の活性化ミクログリア細胞数が有意に増加していた。そこで、ミノ

サイクリンによりミクログリアの活性化を抑制すると、神経幹細胞の増殖が抑制されるこ

とが確認された。以上の結果から、Aによる神経幹細胞の増殖亢進のメカニズムはミクロ

グリアの活性化を介することが示唆された。ミクログリアは脳内における免疫担当細胞で

あり、サイトカインなどの液性因子を産生・放出することが知られている(32-35)。また、

その中には BDNF や IL-3 など細胞の増殖を促進するサイトカインも含まれている（32, 

34）。このことから、ミクログリア活性化を介した神経幹細胞増殖の詳細なメカニズムに

関して、Aにより活性化されたミクログリアは細胞増殖を促すサイトカインの放出を増
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加させたことで、神経幹細胞の分裂・増殖が惹起され、その後に上記の神経新生異常に繋

がると考えられる。 

以上より、Aはミクログリアの活性化を惹起することで神経幹細胞の増殖を亢進する

が、神経への分化を抑制し、結果的に成体海馬における神経新生を抑制することが明らか

となった。そのため、神経新生を正常化するためにはミクログリアの活性化の制御が必要

であると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-7 E22P-A42によるミクログリア活性化を介した神経新生異常のメカニズム 

E22P-A42は、ミクログリアの活性化を介して神経幹/前駆細胞増殖を促進、幼若ニュー

ロンの減少を引き起こし、神経新生異常を惹起する可能性が考えられる。 
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第二章 

腸内細菌産生脂肪酸による培養ミクログリア 

活性化抑制作用メカニズムの解析 
 

ミクログリアは中枢神経系における免疫担当細胞であり、炎症などの刺激により活性

化されることが報告されている（36-37）。活性化ミクログリアは神経細胞死を引き起こ

し（38）、炎症性サイトカインや一酸化窒素（NO）などの様々な炎症メディエーターを

分泌することで、脳内炎症に寄与していることが報告されている（39）。脳内炎症は、

AD やパーキンソン病などの神経変性疾患の病態において重要な役割を果たしており

（40-42）、加齢による神経新生の低下に脳内炎症が関与していることや（43）、前章でミ

クログリアの活性化が神経新生異常に関与している可能性が明らかになったことなどか

ら、ミクログリアの活性化を抑制することが神経変性疾患において有効な治療戦略とな

ることが考えられる。 

リポ多糖（LPS）は、Toll 様受容体 4（TLR4）の活性化を介して炎症性サイトカインを

放出し炎症反応を惹起する（44）。LPS とその他の内因性のリガンド（45）は TLR4 に結

合し、JNK、p38、ERK をはじめとした分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（MAPK）

のリン酸化など下流の経路を活性化する（46-47）。この経路は炎症性サイトカインや誘導

型一酸化窒素合成酵素（iNOS）の発現を増加させ、炎症反応に寄与していることが報告

されている（48）。 

長鎖脂肪酸の一種であるDHAや EPAは炎症性サイトカイン産生抑制作用を示し（49-

50）、脳において抗炎症作用を示す（51-53）。中でも DHA は脳内で最も多く存在する長

鎖不飽和脂肪酸であり、健康な高齢者や軽度の AD 患者において学習記憶能を改善させる

ことが報告されている（54-55）。DHA と同じ長鎖不飽和脂肪酸の一種である KetoC およ

び HYA は、腸内細菌である Lactobacillus plantarum によりリノール酸から産生され

（56）、消化管内において腸管バリア機能制御、腸管免疫制御機能、炎症抑制作用など免

疫に対して重要な働きをもつことが報告されているが（57）、脳内における作用について

の報告は未だない。 

本章では、ミクログリアを活性化させる物質として LPS を用い、NO 放出をミクログ

リア活性化の指標として KetoC 及び HYA が LPS 誘発ミクログリア活性化を抑制するこ

とを明らかにした。さらに、両脂肪酸によるミクログリア活性化抑制メカニズムの解明を

目的に、炎症反応に関与していると考えられるペルオキシソーム増殖剤活性化受容体

（PPAR）、核内因子B （NF-B）、MAPK に着目して検討を行い、MAPK の一種である

ERK のリン酸化を抑制することでミクログリアの活性化を抑制することを明らかにした。 
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実験方法 

 

試薬 

ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）および抗生物質‐抗真菌剤混合溶液はナカラ

イテスク株式会社より購入した。ウシ胎児血清はニチレイバイオサイエンス株式会社（東

京、日本）より購入した。LPS（Escherichia coli （O111:B4）由来）および GW9662 は、

Sigma-Aldrich から購入した。10-Oxo-trans-11-octadecenoic acid （KetoC）および 10-

Hydroxy-cis-12-octadecenoic acid （HYA） は Lactobacillus plantarum 由来の酵素を用

いて産生した（56）（図 2-1）。AH7614、 GW6471 は Cayman Chemical （Michigan、

USA）より購入した。 

 

細胞株培養 

マウスミクログリア細胞株（BV-2）は Eui-Ju Choi 教授（Korea University、Seoul、

Korea）の研究室より御供与いただいた（58）。BV-2 は DMEM に 10%熱非働化ウシ胎児

血清、1%抗生物質‐抗真菌剤混合溶液を加えた培地を用いて、5% CO2、37°C 条件下で

培養した。 

 

NO 産生量測定 

NO の産生量は Griess 法を用いて定量した。ミクログリア培養上清中の亜硝酸塩と

Griess 試薬（2.5%リン酸、1%スルホン酸、0.1%ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩）の

反応により生成したジアゾニウムの 540 nm の波長における吸光度を、マイクロプレート

リーダーを使用して測定した。 

 

Western blotting 

薬物処置後、細胞を TBS で洗浄し細胞溶解液 （1%プロテアーゼ阻害薬カクテル、1%

フォスファターゼ阻害薬カクテル、20 mM Tris 塩酸塩、25 mM -glycerophosphate、2 

mM EGTA、1% TritonX-100、1 mM vanadate、1 mM phenylmethlsulfonyl fluoride、

2 mM dithiothreitol、pH 7.0）を用いて回収した。Bio-Rad Protein Assay kit によりタ

ンパク濃度を揃えた後、細胞溶解液と等量のサンプル緩衝液(124 mM Tris、4% SDS, 10% 

glycerol、0.02% bromophenol blue、4% 2-mercaptoethanol、pH 6.8)を混合した。100°C 

で 5 分間熱処理することでタンパクの変性と SDS 化を行った後、12% SDS-ポリアクリ

ルアミドゲルで電気泳動を行った。分離されたタンパクは 15 V の電圧を 75 分間かける



 

18 

 

ことにより Immobilon-P PVDF 転写膜(Millipore、Massachusetts、USA)に転写し、5%

スキムミルク含有 TBS-T を用い室温で 1 時間ブロッキング処理を施した。その後、一次

抗体として抗 iNOS ウサギ抗体（No. 610332、BD Transduction laboratories、New Jersey、

USA）、抗-actin 抗体（A1978 Sigma-Aldrich）、抗 IB ウサギ抗体（No. 9242、Cell 

Signaling Technology）、抗リン酸化 MEK ウサギ抗体 (No. 9121、Cell Signaling 

Technology)、抗リン酸化 MAPK ウサギ抗体（Erk1/2）（No. 9101、Cell Signaling 

Technology）、抗リン酸化 JNK/SAPK マウス抗体（No. 9252、Cell Signaling Technology）、

抗リン酸化 p38 ウサギ抗体（No. 4631、Cell Signaling Technology）（いずれも希釈倍率

1:1000、抗-actin 抗体のみ 1:100000）を用い 4°C で一晩反応させた。一次抗体反応後、

二次抗体としてペルオキシダーゼ結合抗ウサギ IgG 抗体、抗マウス IgG 抗体(いずれも希

釈倍率 1:2000、GE Healthcare、IL、USA)を用い、室温で 1 時間反応させた。二次抗体

反応後、PVDF 膜を TBS-T で 3 回洗浄し、Enhanced Chemiluminescence（Plus）Western 

Blotting Detection System(GE Healthcare)を用い、luminescence image analyzer（LAS-

4000、 FUJIFILM、東京、日本)を用いてバンドを検出した。バンドの発光強度は ImageJ 

software（National Institutes of Health、Bethesda、MD、USA）を使用して定量した。 

 

RT-qPCR 

 BV-2 細胞の mRNA は ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System（Promega、Madison、

Wisconsin、USA）を使用して回収した。回収した mRNA は、GoTaq® 2-Step RT-qPCR 

System（Promega）及び PCR Thermal Cycler Dice Gradient （TP600; Takara Bio）を

用いて逆転写することで cDNA を得た。cDNA に対し、変性 （95C、15 秒間）、アニリ

ング・伸長（60C、60 秒間）で 45 cycles 反応を行い、Thermal Cycler Dice® Real Time 

System Single（Takara Bio）を使用して解析を行った。各 mRNA 発現量は、

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の発現量を用いて標準化した。

PCR には以下のプライマーを使用した。 

 NOS2 forward：5’-GAACTGTAGCACAGCACAGGAAAT-3’ 

 NOS2 reverse：5’-CGTACCGGATGAGCTGTGAAT-3’ 

 GAPDH forward：5’-AGTGTAGCCCAGGATGCCCTT-3’ 

 GAPDH reverse：5’-GCCAAGGTCATCCATGACAAC-3’ 

 

RT-PCR 

BV-2 細胞の mRNA は ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System（Promega、USA）を

使用して回収した。回収した mRNA を、PrimeScript RT-PCR Kit （Takara Bio、滋賀、
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日本）及び PCR Thermal Cycler Dice Gradient （TP600; Takara Bio）を使用し逆転写

することで cDNA を得た。cDNA に対し、変性 （95C、20 秒間）、アニリング・伸長

（60C、30 秒間）の条件で PCR を行った。40 cycles 反応させ、得た PCR 産物を 3%ア

ガロースゲルにて泳動後、0.1%エチジウムブロマイド存在下、ChemiDoc XRS （Bio-Rad、

California、USA）を用いて検出し、Quantity One software（Bio-Rad）を使用して画像

を保存した。PCR には以下のプライマーを使用した。 

GPR40 forward：5’-TCTGCCTGGGGCCCTATAAT-3’ 

GPR40 reverse：5’-TCCAGGACCTGTTCCCAAGT-3’ 

GPR120 forward：5’-AACCTCTTCTGCGCGGATTT-3’ 

GPR120 reverse：5’-AAATCGGAATTTCCTGGTCCCC-3’  

 

免疫細胞化学 

LPS（1 g/ mL）と各脂肪酸（30 M）を 1 時間処置した後、BV-2 細胞を 4%パラホル

ムアルデヒドで 15 分間固定した。リン酸緩衝生理食塩水（PBS、10 mM NaH2PO4、10 

mM Na2HPO4、137 mM NaCl、pH 7.5)で 3 回洗浄し、0.2% Triton X-100 含有 PBS で

細胞膜透過処理を室温で 30 分間行った。その後、抗 NF-B p65 ウサギ抗体（No. 8242、

Cell Signaling Technology）（希釈倍率 1:1000）を用い、4°C で一晩反応させた。一次抗

体反応後、二次抗体としてヤギ由来抗ウサギ IgG (H+L) Alexa Fluor 488 標識抗体（Life 

Technologiese）を用い、室温で 90 分間反応させた。最後に Hoechst 33258 を 15 分間室

温で反応させ、核を染色した。 

 

統計処理 

データは平均値±標準誤差で表した。統計学的な有意差は 1-way ANOVA を用いて検定

し、事後比較として Tukey’s test を用いた。危険率 5%未満の場合には統計学的に有意な

差があると判定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2-1 KetoCおよび HYAの化学構造 
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実験結果 

  

LPS 誘発 NO 産生及び iNOS 発現増加に対する脂肪酸の作用 

 LPS はミクログリアを活性化し、活性化したミクログリアは培養上清中に NO を放出

することが知られている（59）。そこで、腸内細菌産生脂肪酸である KetoC および HYA

を用いて、BV-2 マウスミクログリア細胞における LPS 誘発 NO 産生に対する作用につい

て検討したところ、KetoC および HYA は NO 産生を濃度依存的に抑制した（図 2-2 A, 

B）。また、ミクログリアを LPS で刺激することにより産生される NO は誘導型一酸化窒

素合成酵素（iNOS）により生成される（60）。そこで、LPS 誘発 iNOS 発現に対する脂

肪酸の作用をウエスタンブロット法により検討した。LPSを24時間処置することで iNOS

発現が増加したが、KetoC および HYA はこれを抑制した（図 2-3 A, B）。さらに、6 時

間の LPS 処置により誘発される iNOS の mRNA 発現増加に対して、KetoC および HYA

は発現抑制作用を示した（図 2-3 C, D）。この結果から、KetoC および HYA は培養ミク

ログリア細胞からの NO 産生を、iNOS の発現抑制を介して抑制することが明らかになっ

た。 
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図 2-2 KetoCおよび HYAが LPS誘発 NO産生に与える影響 

LPS、KetoC（A）および HYA（B）を BV-2細胞に 24時間処置した後、培養液中の NO

産生量を Griess法により測定した。 

### P < 0.001 vs. control. * P < 0.05, *** P < 0.001 vs. LPS alone. 
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図 2-3 KetoCおよび HYAが LPS誘発 iNOS発現増加に与える影響 

LPS、KetoC および HYAを BV-2細胞に 24時間処置した後、iNOSのタンパク質発現量

をウエスタンブロット法により定量した（A, B）。LPS、KetoC および HYAを BV-2細胞

に 6時間処置した後、iNOSのmRNA発現量を PCR 法により測定した（C, D）。 

### P < 0.001 vs. control. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. LPS alone. 
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HYA による LPS 誘発 NO 産生抑制に対する GPR120 の関与 

長鎖脂肪酸は G タンパク質共役型受容体 120（GPR20） および 40（GPR40）に結合

し、作用を発揮することが知られている（61-62）。そこで、長鎖脂肪酸の一種である KetoC

および HYA の NO 産生抑制作用メカニズムを解明する目的で、NO 産生抑制に対する

GPR120 および GPR40 の関与について検討した。まず、RT-PCR 法により BV-2 細胞に

おける両受容体の発現を確認したところ、GPR120 が発現している一方で GPR40 の発現

は確認できなかった（図 2-4A）。そこで、GPR120 のリガンドである HYA を用いて NO

産生抑制作用への GPR120 の関与について検討を行った。GPR120 受容体拮抗薬である

AH7614 を使用し、HYA の抑制作用に与える影響について確認したところ、AH7614 は

HYA による LPS 誘発 NO 産生抑制作用に対し影響を与えなかった（図 2-4B）。この結果

から、GPR120 は今回の HYA による NO 産生抑制作用に寄与しないことが明らかになっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 KetoCおよび HYAの NO産生抑制作用に対する GPR40、GPR120の関与 

BV-2細胞において、長鎖脂肪酸受容体である GPR40および GPR120の発現を RT-PCR

法により確認した（A）。GPR120 の拮抗薬である AH7614 を LPS および HYA 処置の 1

時間前より前処置し、24時間後 NO産生量を Griess法により測定した（B）。 

n.s.：not significant. 
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KetoC および HYA による LPS 誘発 NO 産生抑制に対する PPAR- および-の

関与 

長鎖脂肪酸はペルオキシソーム増殖剤活性型受容体（PPARs）のリガンドとなることが

報告されている（63）。PPAR-および PPAR-はサイトカイン産生抑制など抗炎症作用に

関与しているタンパク質であり、転写因子としての働きを担う（63）。また、KetoC およ

び HYA は PPARs のリガンドとなることが知られている（64）。そこで両脂肪酸の作用に

対する PPAR-および PPAR-の関与について検討を行った。PPAR-受容体拮抗薬とし

て GW6471（図 2-5A, B）、 PPAR-受容体拮抗薬として GW9662（図 2-5C, D）を使用

し BV-2 細胞にそれぞれ処置したところ、両拮抗薬は KetoC および HYA による LPS 誘

発 NO 産生抑制作用に対し影響を与えなかった。これにより、PPAR- および-は今回の

KetoC および HYA の NO 産生抑制作用に寄与していないことが示唆された。 
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図 2-5 KetoCおよび HYAの NO産生抑制作用に対する PPAR-および-の関与 

PPAR-の拮抗薬である GW6471（A, B）、- の拮抗薬である GW9662（C, D）を LPSお

よび KetoC、HYA 処置の 1 時間前より前処置し、24 時間後に培養液中の NO 産生量を

Griess法により測定した。n.s.：not significant. 
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LPS 誘発 NF-B 活性化に対する KetoC および HYA の作用の検討 

次に、Toll 様受容体 4（TLR4）シグナル経路に着目した。LPS は TLR4 を介して NF-

B 経路を活性化し、この経路の活性化は iNOS の発現増加を引き起こすことが知られて

いる（65）。さらに、NF-B は炎症反応に対して重要な役割を果たす転写因子である（66-

67）。そこで、KetoC および HYA による NO 産生抑制作用への同経路の関与について検

討する目的で、両脂肪酸が NF-B 経路に与える影響について検討した。 

始めに、BV-2 細胞における LPS 誘発 NF-B 核内移行に対する両脂肪酸の作用につい

て検討した。BV-2細胞をLPSで刺激することによりNF-Bの核内移行が確認できたが、

KetoC および HYA は LPS 誘発の NF-B 核内移行に影響を与えなかった（図 2-6A, B）。

さらに、LPS誘発 IB発現に与える影響ついてウエスタンブロット法を用いて検討した。

NF-B は LPS によりリン酸化された IB が分解されることで活性化する（68-69）。LPS

処置群では Control 処置群と比較して IB が減少したが、LPS 処置群と KetoC および

HYA 処置群とを比較して有意な差は見られなかった（図 2-6C）。以上の結果から、今回

の KetoC および HYA による NO 産生抑制作用における NF-B 経路の寄与が少ないこと

が明らかになった。 

 

 

LPS 誘発 MAPK のリン酸化に対する KetoC および HYA の作用の検討 

 LPS により引き起こされる TLR4 シグナルは MAPKs を活性化し、これが iNOS 発現

上昇に関与することが報告されている（70）。また MAPKs 経路は炎症サイトカイン産生

や免疫反応の制御など重要な役割を担う経路である（71）。そこで、KetoC および HYA が

MAPKs活性化に与える影響について検討した。LPS処置後 30 分でMAPKs（ERK、p38、

JNK）がリン酸化されることが確認できたため、LPS 処置後 30 分における KetoC およ

び HYA の作用を検討した。その結果、KetoC および HYA は LPS 誘発 p38 および JNK

のリン酸化に対しては影響を与えなかったものの（図 2-7C, D）、MEK のリン酸化を抑制

する傾向を示し（図 2-7A）、LPS 誘発 ERK リン酸化を有意に抑制した（図 2-7B）。以上

の結果から、KetoC および HYA は ERK のリン酸化を抑制することで LPS 誘発の NO 産

生を抑制することが明らかになった。 
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図 2-6 KetoCおよび HYAの NO産生抑制作用に対する NF-B経路の関与 

LPS誘発 NF-Bの核内移行に対する KetoCおよび HYAの作用を検討した。BV-2細胞

に LPSおよび KetoCまたは HYAを 1時間処置し、NF-B（緑）および細胞の核（青）

を、抗 NF-B p65 抗体および Hoechstを用いた免疫細胞化学により可視化し（A）、核

内へ移行した NF-B を定量した（B）。また、BV-2 細胞に LPS および KetoC または

HYAを 30分間処置し、IBの発現量をウエスタンブロット法により定量した（C）。 

# P < 0.05 vs. control.  
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図 2-7 KetoCおよび HYAの NO産生抑制作用に対する MAPKsの関与 

BV-2 細胞に LPS および KetoC または HYA を 30 分間処置し、p-MEK（A）、p-ERK

（B）、p-p38（C）および p-JNK（D）の発現量をウエスタンブロット法により確認した。

MEK、ERK、p38および JNKはそれぞれ内部標準として使用した。 

# P < 0.05, ### P < 0.001 vs. control. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. LPS alone. 
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考察 

 

本研究から、KetoC および HYA は培養ミクログリアを LPS 刺激することで産生され

る NO 放出を抑制することが明らかとなり、ミクログリア活性化に対して抑制作用を持つ

ことが明らかになった。 

リノール酸から腸内細菌により産生された脂肪酸が、腸内で抗炎症作用を示すことは

以前に報告されている（57）。今回、LPS により培養ミクログリア細胞を活性化させたが、

活性化ミクログリアは iNOS 発現および NO 産生を増加させた。NO は活性化ミクログリ

アから放出されることが知られているため、このNO 産生の増加はミクログリア活性化を

反映していると考えられる。また、活性化ミクログリアは様々な神経炎症疾患において重

要な役割を担っており、神経細胞死を引き起こすことが報告されている（72-74）。KetoC

および HYA は、マウスミクログリア BV-2 細胞において LPS 誘発 NO 産生および iNOS

発現の増加を抑制したが、これは KetoC および HYA がミクログリア活性化抑制作用を持

つことを示唆する。 

LPS誘発NO産生に対するKetoCおよびHYAの抑制作用メカニズムを明らかにする

ため、まず長鎖脂肪酸受容体である GPR120 と PPARs に着目した（61,63）。それぞれの

受容体が KetoC および HYA の作用へ関与するか否かについて、各受容体拮抗薬を用いて

検討した。しかしGPR120 および PPAR-、-の受容体拮抗薬は両脂肪酸の作用に影響を

与えなかった。この結果は、GPR120 および PPAR-、-は BV-2 における脂肪酸の LPS

誘発 NO 産生抑制作用に対して寄与が低いことを示唆する。長鎖脂肪酸はGPR40 とも結

合し抗炎症作用を発揮することが報告されている（75）。今回、BV-2 細胞での GPR40 発

現を RT-PCR 法により確認したが、BV-2 細胞にて GPR40 の発現は確認できなかった。 

次に iNOS 発現やサイトカイン産生の制御など、炎症反応に重要な役割を担うことが報

告されている NF-B に着目した（66）。HK-2（ヒト腎臓がん細胞株）において、長鎖脂

肪酸である DHA や EPA は濃度依存的に LPS 誘発 NF-B 活性化を抑制することが報告

されている（76）。今回、同様に長鎖脂肪酸の一種である KetoC および HYA について LPS

誘発 NF-B 活性化に対する作用を確認したところ、KetoC および HYA は LPS 誘発 IB 

分解や NF-B の核内移行に影響を与えなかった。これらの結果から、BV-2 細胞におけ

る両脂肪酸の今回のミクログリア活性化抑制作用について、NF-B が寄与していない、

または寄与が低いと考えられる。 

最後に着目した MAPKs もまたミクログリアにおいて LPS 誘発 iNOS 発現上昇に関与

することが報告されている（48）。 ERK、p38MAPK や JNK はシグナル伝達経路に関与

していることが知られており、この経路は炎症性サイトカイン分泌や iNOS 発現上昇を惹
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起する。そこで、LPS 誘発 MAPK のリン酸化による活性化に対する KetoC および HYA

の作用を検討したところ、両脂肪酸は ERK のリン酸化を抑制し MEK のリン酸化を抑制

する傾向を示した。一方、p38、JNK のリン酸化は抑制しなかった。これらの結果より、

KetoCおよびHYAが直接 LPS誘発 ERKまたはMEKのリン酸化を抑制している可能性

が考えられる。さらに、Raf（MAPKKK（MAP キナーゼキナーゼキナーゼ））の抑制が

ERK リン酸化を抑制することが報告されている（77-78）。これより KetoC および HYA

は、BV-2 細胞において Raf を抑制することで ERK のリン酸化を抑制している可能性も

考えられる。 

さらに、ERK の下流にある転写因子には NF-B だけでなくアクチベータ―タンパク質 1

（AP-1）がある（79）。今回、iNOS の LPS 誘発mRNA 発現上昇に対する KetoC および

HYA の作用を検討し、両脂肪酸が iNOS の mRNA 発現を抑制することを確認した。この

ことから、LPS による転写因子の活性化により mRNA 発現上昇が惹起され iNOS の

mRNA 発現が増加したが、KetoC および HYA が ERK のリン酸化抑制を介して AP-1 な

どの転写因子に作用し iNOS の転写を抑制した可能性が考えられる。 

 

 

以上より、BV-2 細胞において KetoC および HYA が LPS 誘発 NO 産生および iNOS

発現を抑制すること、さらにこの抑制作用は ERK のリン酸化抑制を介していることが明

らかになった。この結果から、KetoC および HYA が腸管内だけではなく脳内ミクログリ

ア細胞に対しても活性化抑制作用や抗炎症作用を発揮する可能性があることが明らかに

なった。 

 

図 2-8 KetoC および HYA の培養

ミクログリア細胞における NO産生

抑制メカニズム 

KetoC および HYA は GPR120 や

PPAR、NF-B には関与せず、ERK

のリン酸化を抑制することで BV-2

細胞における iNOS 発現や NO 産生

抑制作用を示すことが確認された。 
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第三章 

Aによる成体マウス海馬神経新生抑制に対する 

腸内細菌産生脂肪酸の作用解析 

 

中枢神経疾患は未だアンメットメディカルニーズの高い疾患である。中枢神経疾患の中

でも AD やパーキンソン病には有効な治療薬は存在せず、進行を遅らせることが現在の治

療の限界となっており、根本的な治療薬の創出が急務となっている。AD は進行性の記憶

消失や認知障害を主徴とし（80-81）、進行速度に違いはあるものの最終的には日常生活を

送ることが困難となる。現在までの AD の治療薬として、AD 病態の進行を遅らせる目的

で開発され脳内アセチルコリンの減少を抑制するアセチルコリンエステラーゼ阻害薬や

（82-84）、NMDA 型グルタミン酸受容体に拮抗しグルタミン酸異常を抑制する薬剤（85）、

また根本的な治療を目的とした Aに対する抗体や（86）、AD 患者脳内で確認される神経

原線維変化の主成分であるタウタンパク質に対する抗体（87-88）が研究されている。こ

のように、AD に対して様々な治療アプローチの研究が進められている一方で、AD の主

要な病態である認知機能障害に対して重要な役割を担う神経の保護や、神経新生をターゲ

ットとした治療薬は未だ創出されていない。 

脳内で作用を発揮する物質にはいくつか報告があり、DHA や EPA を始めとした長鎖

脂肪酸もその一つである（51-53）。DHA は血液脳関門を通過できる脂肪酸であることが

知られており（89-91）、脳内で抗炎症作用や記憶障害の改善作用を示すことが報告されて

いる（51-55）。 

本章では、ミクログリア活性化抑制作用を持つ KetoC および HYA から、より強い活性

化抑制作用を持つと考えられる KetoC を使用して、第一章で明らかになった E22P-A42

誘発の神経幹細胞増殖亢進やその後の分化抑制に対して KetoC が与える作用を検討し、

ミクログリア活性化抑制を介して A誘発神経幹細胞増殖亢進を抑制、および最終的に A

誘発成体海馬ニューロン新生減少を抑制することを明らかにした。 
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実験方法 

試薬 

5-ブロモ-2’-デオキシウリジン（BrdU）は Sigma-Aldrich から購入し、ソムノペンチル

は共立製薬株式会社（東京、日本）より、ウシ由来アルブミン（BSA）はナカライテスク

株式会社より購入した。 

 

動物 

第一章実験方法に同じ。 

 

A調製・投与 

第一章実験方法に同じ。 

 

BrdU 投与による増殖性細胞の標識 

 第一章実験方法に同じ。 

 

免疫組織化学 

 マウスをソムノペンチル麻酔下にて開胸し、リン酸緩衝生理食塩水(PBS；10 mM 

NaH2PO4、10 mM Na2HPO4、137 mM NaCl、 pH 7.5)を経心還流することで脱血し、

4% PFA を経心灌流し固定した。全脳摘出後、4% PFA 中において 4C で 2 時間後固定

した後、30%スクロース溶液に置換して 4C で二晩静置した。全脳は-80C で凍結し、

凍結ミクロトーム（LEICA3000 ; Leica）を用いて厚さ 20 m の凍結切片を作製した。 

BrdU 染色の場合は、抗原賦活化としてマイクロウェーブ法を用いた。クエン酸緩衝液

（10 mM C6H5Na3O7･2H2O）に脳切片を浸し、10 分間マイクロウェーブの照射を行った

後、室温で 30 分間冷却してから染色を行った。脳切片を PBS で 3 回洗浄後、3% BSA / 

0.1% Triton-X / PBS で室温にて 60 分間ブロッキングを行い、1% BSA /0.1% Triton-X 

/PBS に希釈した一次抗体と 4 C で一晩反応させた。一次抗体として、抗 BrdU ラット

抗体（NB500-169、Novus Biologicals）（希釈倍率 1:300）、抗 DCX ウサギ抗体（#4604S, 

Cell Signaling Technology）（希釈倍率 1:300）、抗NeuN マウス抗体（MAB377, Merck）

（希釈倍率 1:300）、抗 Iba1 ウサギ抗体（019-19741、和光純薬工業株式会社）（希釈倍率 

1:500）を使用した。一次抗体反応後、二次抗体としてヤギ由来抗ウサギ IgG (H+L) Alexa 

Fluor 488 標識抗体（Life Technologiese）、ヤギ由来抗マウス IgG (H+L) Alexa Fluor 488

標識抗体（Life Technologiese）をそれぞれ 1% BSA / 0.1% Triton-X /PBS で希釈し（希
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釈倍率；BrdU 1:400、DCX 1:500、NeuN 1:300、Iba1 1:500）、室温で 90 分間反応させ

た。最後に Hoechst 33258（Sigma-Aldrich)を 15 分間室温で反応させ、核を染色した。 

 

統計処理 

 データは平均値±標準誤差で表した。統計学的な有意差は 1-way ANOVA を用いて検

定し、事後比較として Tukey’s test を用いた。危険率 5%未満の場合には統計学的に有意な

差があると判定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

32 

 

実験結果 

 

成体マウス海馬におけるミクログリア活性化に対する KetoC の作用 

第一章および第二章における検討結果を踏まえ、成体マウス海馬におけるミクログリア

の活性化に対する KetoC の作用を検討した。E22P-A42 および KetoC を脳室内投与し

た 3 日後、海馬歯状回領域において Iba1 陽性のミクログリア細胞数を計数したところ、

E22P-A42 の脳室内投与により活性化ミクログリア細胞数が増加したが、この増加は

KetoC 投与により用量依存的に抑制された（図 3-1）。これより、KetoC は成体マウス海

馬において、A誘発のミクログリア活性化を抑制することが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1 成体マウス海馬における E22P-A42 誘発ミクログリア活性化に対する KetoC

の作用 

(A, B) E22P-A42 および KetoC を脳室内に投与し、3 日後の DG における Iba1 陽性活

性化ミクログリア細胞を、抗 Iba1抗体を用いた免疫染色により可視化し（A）、Iba1陽性

の活性化ミクログリア細胞数を定量した（B）。スケールバーは 100 m を表す。 

# P < 0.05 vs. vehicle. **P < 0.01 vs A alone. 
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A誘発神経幹細胞増殖に対する KetoC の作用 

次に、A誘発の神経幹細胞増殖に対する KetoCの作用を検討する目的で、E22P-A42

を脳室内投与した 3 日後に神経幹細胞を BrdU で標識し、海馬 SGZ の BrdU 陽性の神経

幹細胞数を計数した。その結果、E22P-A42 の脳室内投与により神経幹細胞の増加が確

認されたが、KetoC を投与することでこの増加が抑制された（図 3-2）。この結果から、

A誘発の神経幹細胞増殖に対し、KetoC は抑制作用を持つことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2 成体マウス海馬における E22P-A42誘発神経幹細胞増殖に対する KetoCの作

用 

(A, B) E22P-A42および KetoCを脳室内に投与し、3日後の海馬歯状回 SGZにおける

BrdU 陽性神経幹細胞および細胞の核を、抗 BrdU 抗体および Hoechst を用いた免疫染

色により可視化し（A）、BrdU 陽性の神経幹細胞数を定量した（B）。スケールバーは 100 

m を表す。 

## P < 0.01 vs. vehicle. *P < 0.05 vs A alone. 
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A誘発神経幹細胞分化抑制に対する KetoC の作用 

さらに、A誘発の神経幹細胞の分化抑制に対する KetoC の作用を検討した。神経幹細

胞を BrdU で 14 日間標識した後に E22P-A42 および KetoC を脳室内投与し、BrdU 標

識された神経幹細胞が幼若ニューロンへと分化する 14 日後に海馬歯状回の DCX 陽性

/BrdU 陽性で表される新生幼若ニューロン数を計数した。その結果、E22P-A42 投与群

では vehicle 投与群と比較して新生幼若ニューロン数が有意に減少した。しかし、この減

少は KetoC 投与により有意に抑制された。この結果から、KetoC は A誘発の神経幹細胞

分化抑制を改善することが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3 成体マウス海馬における E22P-A42 誘発新生幼若ニューロン数減少に対する

KetoCの作用 

(A, B)神経幹細胞を BrdU 飲水投与により 14 日間標識した後に E22P-A42 および

KetoC を脳室内に投与し、14 日後の海馬 SGZ における BrdU 陽性/DCX 陽性の新生幼

若ニューロンを、抗BrdU抗体および抗DCX抗体を用いた免疫染色により可視化し（A）、

BrdU陽性/DCX陽性の新生幼若ニューロン数を定量した（B）。スケールバーは 100 m

を表す。 

# P < 0.05 vs. vehicle. *P < 0.05 vs A alone. 
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A誘発神経新生異常に対する KetoC の作用 

最後に、A誘発の新生ニューロン数の減少に対する KetoC の作用を検討した。神経幹

細胞を BrdU で 14 日間標識し、E22P-A42 および KetoC の脳室内投与 28 日後に海馬

歯状回の BrdU 陽性/NeuN 陽性新生ニューロン数を計数した。その結果、E22P- A42 投

与群では vehicle 投与群と比較して BrdU 陽性/NeuN 陽性の新生ニューロン数が有意に

減少していることが確認されたが、この新生ニューロンの減少は KetoC 投与により抑制

された（図 3-3）。この結果から、KetoC は A誘発の新生ニューロン数の減少を抑制する

ことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4 成体マウス海馬におけるE22P-A42誘発新生ニューロン数減少に対するKetoC

の作用 

(A, B)神経幹/前駆細胞を BrdU 飲水投与により 14 日間標識した後に E22P-A42 およ

び KetoCを脳室内に投与し、28日後の海馬歯状回 SGZにおける BrdU陽性/NeuN 陽性

の新生ニューロンを、抗 BrdU 抗体および抗 NeuN抗体を用いた免疫染色により可視化

し（A）、BrdU 陽性/NeuN 陽性の新生ニューロン数を定量した（B）。スケールバーは 100 

m を表す。 

# P < 0.05 vs. vehicle. *P < 0.05 vs A alone. 
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考察 

 

本研究では第一章および第二章の検討結果を踏まえ、成体マウス脳内において KetoC

の E22P-A42 誘発神経新生異常に対する抑制作用について検討し、KetoC が成体マウス

海馬において E22P-A42 誘発の Iba1 陽性ミクログリア活性化を抑制することや、ミク

ログリア活性化を介した神経幹細胞の増殖促進、その後の分化抑制による新生幼若ニュー

ロン数の減少、新生成熟ニューロン数の減少に対しても改善作用を発揮することを明らか

にした。 

Aが成体脳内での神経新生に異常をきたし、これが認知機能障害の一因となることは

過去にも報告されている（92-94）。また、第一章の検討結果より Aはミクログリアの活

性化を介して神経新生異常を惹起することが明らかになった。このため、ミクログリア活

性化を抑制し神経新生を正常化することは、認知機能障害など中枢神経疾患の有効な治療

戦略になると考えられる。そこで本研究では、はじめに A誘発のミクログリア活性化を

介した神経新生異常に対する KetoC の作用を確認した。成体マウス脳室内へ E22P-A42

を投与した 3 日後に Iba1 陽性のミクログリア細胞数が増加するが、KetoC はこの増加を

抑制した。これは BV-2 細胞を用いた実験で、LPS 誘発のミクログリア活性化が KetoC

により抑制されたことと一致する。また、成体マウス脳室内へ LPS を投与した 3 日後に

Iba1 陽性のミクログリア細胞数が増加するが、KetoC 投与によりこの増加が抑制される

ことを確認した（data not shown）。第二章の検討結果から、KetoC は ERK のリン酸化

を抑制することでミクログリア活性化を抑制していることが明らかになっており、KetoC

は脳内におけるミクログリア細胞の活性化に対しても、ERK のリン酸化抑制することで

抑制作用を発揮している可能性が考えられる。 

A脳室内投与により神経幹細胞の増殖が確認されたが、このメカニズムに関しては第

一章で考察したように、ミクログリア活性化による細胞増殖性サイトカインの産生および

放出の増加が考えられる（32-35）。今回、A脳室内投与による神経幹細胞増加を KetoC

が抑制することが確認された。これは、KetoC により海馬におけるミクログリアの活性化

が抑制されたことで、細胞増殖性のサイトカイン産生が抑制されたことに起因すると考え

られる。また、A脳室内投与により新生幼若ニューロン数および新生ニューロン数の減少

が確認されたが、KetoC はこれを改善した。このメカニズムに関しても同様に、海馬にお

いてAによるミクログリアの活性化をKetoCが抑制することにより神経幹細胞の過剰な

増殖が抑制され、その後の分化へ移行することができたため新生神経細胞数が維持された

のではないかと考えられる。KetoC と同じ長鎖脂肪酸である DHA の中枢神経系に対する

作用について、AD 患者の海馬において脳リン脂質中の DHA が健康なヒトの半分以下に
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減少していることや（95）、DHA 摂取による AD の認知機能障害やその他の AD 病態の

改善（96-100）、神経新生の促進（101）など、様々な作用が報告されている。このことか

らも、KetoC が末梢だけでなく中枢神経においても作用を発揮する可能性があり、中枢神

経疾患において新たな治療戦略となることが考えられる。 

本研究の結果は、腸内細菌により産生される内在性の長鎖脂肪酸である KetoC が、脳

内においてミクログリアの活性化を抑制することで神経新生を正常化させる作用をもつ

ことを明らかにした。さらに、KetoC が末梢器官だけでなく中枢においても有用であると

いう新たな発見となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

38 

 

総括および結論 

 

本研究では、成体マウス海馬における Aの神経新生抑制メカニズムの解明、また神経

新生異常を抑制する候補化合物として、腸内において抗炎症作用をもつ腸内細菌由来の脂

肪酸に着目して検討を行い、以下の新知見を得た。 

 

第一章では、E22P-A42 を成体マウスの側脳室に投与することにより、BrdU 陽性の

神経幹細胞が増殖する一方で神経分化が抑制され、DCX 陽性の幼若ニューロン数および

BrdU 陽性/NeuN 陽性の新生ニューロン数が減少することが明らかになった。また、ミク

ログリア活性化抑制薬であるミノサイクリンの投与により、A誘発神経幹細胞増殖や幼

若ニューロン減少が抑制されたことから、A誘発の神経新生異常にミクログリアの活性

化が関与していることが明らかになった。 

 

第二章では、ミクログリア活性化抑制物質の探索のため、腸内で抗炎症作用を示す腸内

細菌産生脂肪酸である KetoC および HYA 着目した。そこで、両脂肪酸が BV-2 細胞にお

いて LPS 誘発のミクログリア活性化による NO 産生や iNOS 発現を抑制することを明ら

かにした。さらに、この抑制作用には PPAR-および-の受容体や転写因子である NF-B

は関与せず、MAPK の一種である ERK のリン酸化抑制を介してミクログリアの活性化を

抑制することを明らかにした。 

 

第三章では、成体マウスの海馬において Aの脳室への投与により増加した Iba1 陽性

活性化ミクログリア細胞が KetoC の投与により減少していたことから、KetoC が脳内に

おいてミクログリア活性抑制作用を示すことを明らかにした。さらに、A誘発の BrdU 陽

性神経幹細胞の増殖、BrdU 陽性/DCX 陽性新生幼若ニューロンの減少および BrdU 陽性

/NeuN 陽性新生ニューロンの減少を KetoC が抑制することが明らかになった。 

 

以上、著者は、成体マウス海馬における A誘発の神経新生異常メカニズムを明らかに

すると共に、腸内細菌産生脂肪酸が培養ミクログリア活性化抑制作用を示すことやその抑

制メカニズムを明らかにした。また、この脂肪酸が脳内において A誘発の神経新生異常

を正常化する可能性があることを明らかにした。これらの知見は、神経新生の異常が認

知機能障害の一因であると考えられる AD において、によるミクログリア活性化を

抑制することが新規治療標的となり得ること、さらに腸内細菌産生脂肪酸の中枢にお

ける有用性を示唆するものである。 
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Shiori Ikeguchi, Yasuhiko Izumi, Nahoko Kitamura, Shigenobu Kishino, Jun Ogawa, 

Akinori Akaike, Toshiaki Kume 
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