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神経幹細胞の培養 

  望月秀樹（順天堂大学医学部脳神経内科） 

 

神経幹細胞培養法は，Reynords と Weiss により分離培養に成功した．我々は，この細胞に遺伝子を改

変レトロウイルスベクターにより導入し，その後の cell fate につき検討した． 

 

 胎生13～15日のマウスおよびラットより線状体を摘出後、F12 / DMEM中で細切する．遠心後下記の

培地にresuspend する. 

培養液は F12/DMEM (Hepes Buffer (15mM), glucose (0.6%), sodium bicarbonate (3mM), and glutamine 

(2.5mM) を含む)を利用した。さらに insulin (25mg/ml), transferrin (100mg/ml), progesterone (20nM), 

putrescine (60mM), and sodium selenite (30nM) を加えた 。培養の際に EGF(Pepro Tech EC, 

20ng/ml )と bFGF(Pepro Tech EC, 20ng/ml)を加えた。 

ピペッティングをパスツールピッペトにて１０回施行する．細胞数を2.0×106 / mlにて25 cm2のculture 

bottleに培養する。培地交換は2-3日に一回行う． 

培養後6～８日にて神経幹細胞のsphereを500rpm,4minの遠心にて採取する。 

約6×105個の標的細胞を12wellのculture dishに播き、ウイルス上清と共にプロタミン非存在下にて

500rpm,２hrで遠心した。2日後、標的細胞はmediumと共に25 cm2のculture bottleに播き培養した。 



海馬切片培養で新生ニューロンを観察する試み 

石龍徳・難波隆志（順天堂大学医学部解剖学・早稲田大学大学院生命理工） 

 

海馬歯状回の顆粒細胞の大部分は生後に新生される。このニューロン新生は成体になっても続いてい

る。我々は、生後に起こるニューロン新生を解析するために、海馬切片培養法を用いてる。 生後初期

（生後 1 週間目ぐらい）では、細胞の増殖は顆粒細胞下帯 subgranular zone (SGZ) と歯状回門で起こり、

それらの新生細胞が移動して顆粒細胞となる。成体になると細胞増殖は SGZ だけで行われるようにな

る。このように，生後初期と成体で行われるニューロン新生には若干の違いがあるが、似た様式でニュー

ロン新生が起こる。したがって，培養でよく用いられる生後 5-8 日目の海馬切片でニューロン新生を観

察した場合は，生後初期のニューロン新生に関する知見が得られるだけでなく、成体海馬で起こるニュ

ーロン新生に関する情報も得られる可能性がある。 

  培養方法は次の通りである。生後 5 日目の海馬を切り出し，McILWAIN Tissue Chopper で 350μm

の海馬切片を作製する。６穴のプレートに 1ml の培養液（50% MEM / 25%HBSS / 25% horse serum）を

加え，そこにテフロン性透明多孔膜 (Millicell-CM)を入れる。その膜上に海馬切片を置き、34℃（95% 

air / 5%CO2）で培養する。 

 一般に海馬培養切片は，一週間ほどで安定な状態になると考えられているので，最初の実験では，海

馬切片を一週間培養してから BrdU を加え，さらに一週間培養し，BrdU を取り込んだ細胞がどのような

種類の細胞になるのかを調べた。その結果，BrdU 陽性細胞が多数観察されたが，BrdU 陽性新生細胞

の多くはニューロンにならず，S100β陽性のアストロサイト様細胞に分化していた。In vivoでは、BrdU陽

性新生細胞の多くがニューロンに分化するので，この実験系はニューロン新生の観察には適しないと考

えられる。次に，培養 30 分前に BrdU をラットに注射し，海馬を切片培養して調べたところ，顆粒細胞層

に位置する BrdU 陽性新生細胞の多くがニューロンに分化していた。また，培養直後に 30 分間 BrdU を

培養液に加えた場合でも，同じようにニューロンへの分化が見られた。したがって，培養直後の培養海

馬切片では、ニューロン新生が in vivo とあまり変わらずに起こるが，培養後１週間経った海馬切片では、

ニューロン新生能が低下すると考えられる。これらのことから，海馬切片培養は，培養直後に新生した細

胞の発達を観察するのには良い系であることが明らかになった。現在、このような実験結果をもとに 2 つ

の実験を行っている： １）生後の歯状回顆粒細胞の発達を、in vivo で観察し、in vitro の実験の基礎デ

ータとする  2〕培養前あるいは培養直後に、EGFP 遺伝子を組み込んだレトロウイルスを感染させ、ラベ

ルされた細胞の発達を観察する。将来的にはリアルタイムでニューロン新生を観察したい。 
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1. E14 ラット中脳を用いた高 TH 陽性細胞率培養法 

中脳神経核の同定と切りだし法 

microisland（MI）法 

 

2. アッセイ系としてのMDN-MI 法の応用 

MPP+毒性モデル 

ケトン体（D-s-hydroxybutyrate, DBHB）の MPP+毒性保護 

中脳 MPP 誘発性アポトーシスとGAPDH 

パ－キンソン病患者髄液の中脳神経細胞毒性 

 

3.  ドパミン神経増殖培養 （ドパミン神経幹細胞培養） 
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成熟動物脊髄後根神経節細胞（DRG neuron) の分散培養法とその応用 

 
東京都神経科学総合研究所・発生形態研究部門 
三五一憲 
kazsango@tmin.ac.jp 

 
神経細胞・組織の初代培養法を用いた研究は、胎生及び新生動物を対象とした発生、分化

に関するものが主流であり、成熟動物を対象としたものは少ない。末梢感覚神経細胞である脊

髄後根神経節 (dorsal root ganglion (DRG)) ニューロンの分散培養は、成熟動物においても容易

であり、神経の可塑性、老化や疾患に伴う神経機能障害等を評価する上で有用な実験系である。

我々はこの培養系をストレプトゾトシン (STZ) 糖尿病マウスや GM2 ガングリオシド蓄積症モ

デルマウスに適用して、代謝異常に伴う神経細胞の接着、生存、神経突起伸長等の変化につい

て検討している。また、成熟ラット DRG 培養系を駆使して、神経再生を促進もしくは制御す

る因子（特に酸化型ガレクチン-1 やコンドロイチン硫酸プロテオグリカン）の作用機構を解析してい

る。 
今回は、我々の研究室で用いている DRG neuron の培養方法について、試薬、器具等を含めて詳し

く紹介するとともに、最近の研究成果・経過の一部を報告する。 
 
成熟マウス DRG neuron の分散培養（概略） 
1. 生後 8-9 週のマウスをエーテルで屠殺後、背側の皮膚を切除し、脊椎（胸部～腰部）を一塊として切

り出す。 
2. 吻側から尾側に向けてはさみを入れ、脊柱管を切り開いた後、脊髄を除去する。 
3. 実体顕微鏡下に DRG を確認し、ピンセット  (Inox No.5) で摘出して、Ham’s F12 培養液 

(Invitrogen) を満たしたディッシュ (Falcon, 3001) に入れる。 

4. 摘出した DRG（15-20 個）を実体顕微鏡で観察しながら、神経節に近い部位で線維束を切断して除く。

（この処理により、神経細胞の回収率がより高くなる。） 

5. 0.2%コラゲナーゼ（Worthington Biochem., Class 3 : 37℃、90 分）及び 0.25%トリプシン

（Sigma : 37℃、15 分）による酵素処理の後、トリプシンインヒビター (Sigma: 5drops≈150 µl) を加え、

先を細くしたパスツールピペットを用いて充分にピペッティングする。 

6. 30%パーコール (Pharmacia Biotech.) による密度勾配遠心分離（1,000 回転、5 分）により、ミエリ

ンや非神経細胞を除く。回収した神経細胞を 10%仔牛血清入りの F12 培養液で２回洗って、ポリリジ

ン (Sigma) コートしたディッシュに撒布する。 

7. 細胞を撒布したディッシュを CO2 インキュベーターに入れ、６～12 時間静置した後、無血清培養液 
(F12/B27 (Invitrogen)) をディッシュに加える。培養液は２～３日毎に交換する。 
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                                   第 19 回神経組織培養研究会 9/6/03 

 

シュワン細胞の培養 
                         東京都神経科学総合研究所分子神経病理 渡部和彦 

 

成体マウス後根神経節からのシュワン細胞の培養 

１．成体マウス（我々は4-8週齢を用いている）５匹をエーテル深麻酔により殺す． 

２．背部の皮膚をはがした後，脊柱と脊髄を含む後背部組織を採取し10 cmペトリ皿に移してPBSで洗う． 

３．腹側から脊柱を切り放し，脊髄を露出させ，ピンセットで脊髄を取り除く．頚髄から仙髄にわたり20対余りの後根神

経節が顔を出すので，これらをピンセットで１つずつ取り出し，培養液（5%FBS, ペニシリン・ストレプトマイシンを含

むDMEM）のはいった6 cmペトリ皿に入れ，付着した血液成分と周囲の結合組織をできるだけ取り除く． 

４．後根神経節を5% FBS, 0.125% collagenase (Worthington Biomedical; CLS-1), 40 unit dispase (Collaborative 

#40235)を含むDMEMに移し，37oCで１時間インキュベートする． 

５．反応液を10-15回やさしくピペッティングしたのち，ナイロン・メッシュまたはCell strainer (Falcon #2360)に通して細

胞を分散させる． 

６．1,000回転5分遠心し，細胞沈殿を培養液5 mlで洗う操作を２回繰り返す． 

７ ． 細 胞 沈 殿 を 培 養 液 5 ml に 浮 遊 さ せ ， あ ら かじ め 培 養 液 を 9 ml ず つ 入 れ て あ る 10 cm Poly-L-lysine 

(mol.wt.>300,000, Sigma #P1524) 塗布ペトリ皿5枚に１mlずつ分注し，37oC，5%CO2で培養を開始する．この時

点で，浮遊液は大量のミエリン塊を含んでいるので白濁している．一度に大量の培養が必要ない場合は，ミエリ

ン塊を含んだ処理途中の細胞をそのまま凍結保存する (10% dimethylsulfoxide/40% FCS/50%DMEM)．解凍後

少なくとも70%程度の生細胞の回収率は期待できる． 

８．2日間静置培養後，浮遊しているミエリン塊を培養液で３回洗浄除去する．残った付着細胞を位相差顕微鏡でみ

ると，丸い大きな神経節ニューロンがすでに神経突起を伸展させており，小形の細胞はシュワン細胞と線維芽細

胞からなっている．シュワン細胞を含む初代混合培養系は以上の通りであるが，シュワン細胞の純培養を得るた

めには引き続き以下に記すcomplement-mediated cell lysisを行って，混在する線維芽細胞を除去する． 

９．ペトリ皿に付着し残っている細胞を10 cmペトリ皿あたり5 mlの0.05%トリプシン-1mM EDTA液で37oC，10分間保温，

0.5 ml FBSを加えてトリプシンを不活化したのち細胞をはがし，1,000回転5分遠心し細胞を集める．細胞を抗マウ

スThy-1.2抗体（F7D5, Serotec #MCA02; 1,000倍希釈）を含む培養液1 mlに再浮遊させ，30分氷上静置したの

ち，遠心し細胞を集め上清を捨てる．さらにこの細胞をウサギ補体（Cappel #55866; 10倍希釈）を含むDMEM 1 

mlに再浮遊させ, 37oC，45分保温後，遠心し細胞を集め上清を捨てる．細胞を培養液に再浮遊し，新しい10 cm 

Poly-L-lysine塗布ペトリ皿にまいて培養を継続する．以上の操作を２日おいて２回以上繰り返すことにより，細胞

膜にThy1.2抗原を発現している線維芽細胞のほとんどはcell lysisにより姿を消す．また，神経節ニューロンもその

ほとんどが上記培養操作により３週間以内に消失し，結果的に95%以上純粋なシュワン細胞の培養系を得ること

ができる． 
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はじめに：我々は、Aβ が重合(凝集)状態に依存した作用を持つことを明らか

にし、当学会で発表してきた。すなわち、重合体 Aβでは神経細胞内コレステロ

ール代謝障害を誘導する（Michikawa et al, J Neurosci, 2001; Gong et al, J 
Neurosci Res, 2002）が、単体 Aβは、金属と結合して活性酸素の発生を抑制し、

細胞保護作用を発揮すること(Zou et al, J Neurosci, 2002)を見出した。今回は、

単体 Aβ（重合体 Aβ1-40）が重合体 Aβ1-42 の神経毒性作用に対する影響を検討

した。 
対象と方法：神経細胞培養は、E17 のラット大脳皮質から調整した。Aβ1-40

および Aβ1-42 は、既報の方法(Zou et al, J Neurosci, 2002)により準備し、培養に

加えた。Aβ の凝集状態は、thioflavin-T アッセイおよび電子顕微鏡によって評

価した。また、Aβ1-42 および Aβ1-40 のラット脳内への注入を行い、タウのリ

ン酸化および反応性アストロサイトの出現を定量した。 
結果：1) Aβ1-42 を 2-3 µM 以上の濃度で加えると、添加後 2 日目にはほぼ 100%

近く神経細胞死が誘導された。2) 5µM 以上の濃度の Aβ1-40 は、Aβ1-42 による

神経細胞死を抑制した。3) しかし、金属キレーターは、Aβ1-42 による神経細胞

死を抑制できなかった。4) また Aβ1-42（5µM）を 37°C、24 時間インキュベー

ションして形成されるアミロイドも、5µM 以上の濃度の Aβ1-40 によって抑制

された。5) Aβ1-42の大脳皮質内投与により、海馬におけるタウのリン酸化亢進、

投与部位での GFAP 陽性細胞数の増加がみられ、Aβ1-40 を加えることで、それ

らは抑制された。 
考察：Aβ1-40 は Aβ1-42 の重合化/アミロイド形成を抑制することで Aβ1-42

の神経毒性を抑制すると考えられた。細胞外では Aβ1-40/Aβ1-42 比が約 10/1 で

あり、Aβ1-40 は Aβ1-42 の重合化を抑制するに十分な量が存在するが、家族性

アルツハイマー病などではこの比が低下し、重合化/アミロイド形成が促進し、

病態プロセスを促進する可能性がある。 




