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研究成果の概要（和文）：　細胞内イオン環境変化によってグリア前駆細胞から髄鞘を形成するオリゴデンドロ
サイトへ分化誘導できるかどうか検討するために、チャネルロドプシン―２を発現させたグリア前駆細胞に光刺
激を行い、細胞の機能変化について解析した。光刺激したグリア前駆細胞は細胞内イオン環境変化を引き金とし
て、PI3K/Akt/mTORシグナル伝達経路を活性化しオリゴデンドロサイトへと分化した。脱髄病変においても光刺
激によってオリゴデンドロサイトへ分化誘導させることができ、脱髄の緩解と脱髄から生じる運動機能低下を回
復させた。細胞内イオン環境を光操作することで細胞分化を制御できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：　We examined optogenetic control of oligodendrocyte differentiation from 
channelrhodopsin-2(ChR2)-expressing glial progenitors by photo-activation. When ChR2-expressing 
glial progenitors were exposed to blue light, the increases in intracellular Na+ and Ca2+ 
concentrations occurred. It triggered activation of PI3K/Akt/mTOR signaling and resulted in 
oligodendrocyte differentiation from glial progenitors. Moreover, when NG2-ChR2 mice, which NG2 
glial progenitors expressed ChR2-EYFP, were induced demyelination using lysophosphatidylcholine 
treatment, photo-activated glial progenitors around demyelinated regions differentiated into 
oligodendrocytes, and deficits in motor function were reduced. These results suggest that 
ChR2-expressing glial progenitors have potential as a useful tool for therapeutic approaches to 
brain and spinal cord disorders associated with oligodendrocyte dysfunctions.
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１．研究開始当初の背景 
多発性硬化症などの脱髄疾患は神経を覆
っているミエリンが消失し、神経信号がうま
く伝達できなくなるため四肢のしびれなど
種々の神経症状が出る疾患である。脱髄疾患
の治療にはミエリンの消失を抑制するだけ
でなく、再ミエリン化を促進することが鍵に
なると考えられている。この再ミエリン化の
実体は、未成熟なグリア前駆細胞がミエリン
を産生できる成熟したオリゴデンドロサイ
トへ分化することであるが、ミエリンの消失
と再ミエリン化の制御機構には不明な点が
多い。 
オリゴデンドロサイトは、ATPなどさまざ
まな液性因子で刺激することによってグリ
ア前駆細胞から分化誘導できることが知ら
れている。刺激を受けたグリア前駆細胞は、
PI3K/Akt/mTOR シグナル伝達経路を経て、
GalCやPLPといったオリゴデンドロサイト
特異的なミエリン関連マーカー分子を発現
する。一方、液性因子で刺激を受けたグリア
前駆細胞の細胞内では Ca2+の濃度上昇が見
られるが、この細胞内イオン環境変化がオリ
ゴデンドロサイトへの細胞分化にどのよう
に関わっているのかはよくわかっていなか
った。そこで申請者らは近年注目を浴びてい
る光遺伝学的手法を用いて Na+や Ca2+細胞
内イオン環境変化と細胞分化について解析
を行ってきた。 
クラミドモナス藻が発現するチャネルロ
ドプシン―2（ChR2）は青色光照射に選択的
に応答する陽イオンチャネルであり、ChR2
を発現させた細胞に青色光を照射すると細
胞内に Na+や Ca2+を流入させることができ
る。細胞がさまざまな機能を発現する際には、
細胞内イオン環境変化を伴う事例が多く知
られている。ChR2 を光制御することにより
細胞内イオン環境変化を誘導し、細胞の機能
を変えられるのではないかと考え、申請者ら
はChR2を遺伝子導入したアストロサイトを
用いて細胞内イオン環境変化と細胞機能に
ついて検討を行った（Ono K et al. J Neural 
Transm 2013）。ChR2を発現したアストロサ
イトは青色光刺激により細胞内イオン環境
変化が生じ、光刺激依存的なグルタミン酸放
出が生じることがわかった。また、アストロ
サイトにもオリゴデンドロサイトにも分化
させることができるグリア前駆細胞株 OS3
細胞にChR2を遺伝子導入したOS3ChR2細
胞を作製し、光刺激によって細胞内イオン環
境を変化させた際のオリゴデンドロサイト
への細胞分化について解析した。その結果、
OS3ChR2 細胞に青色光刺激を行うと、細胞
内の Na+や Ca2+濃度上昇が見られ、GalCや
PLP といったオリゴデンドロサイトの分化
マーカーの発現が増大し、GFAPなどのアス
トロサイトの分化マーカーの発現が減少し
た。また、これらの細胞を脱髄モデルマウス
に移植すると運動機能の顕著な改善が見ら
れた。これらのことから ChR2を発現させた

グリア前駆細胞を光刺激することにより、オ
リゴデンドロサイトへの分化誘導できる可
能性が考えられた。 

  
２．研究の目的 
 本研究では、光刺激によって ChR2発現グ
リア前駆細胞がオリゴデンドロサイトへ分
化誘導される分子メカニズムについて解明
する。また、ChR2 をグリア前駆細胞に発現
させたマウスの脳脊髄に脱髄を作製した脱
髄モデルマウスを用いて、光刺激によってオ
リゴデンドロサイトへ分化誘導や再ミエリ
ン化が生じるかどうか、脱髄症状の緩解や運
動機能の改善が見られるかについて検討す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内 Ca2+濃度上昇からオリゴデンド
ロサイト分化に至る分子経路の解析 
 光刺激を行った OS3ChR2 細胞の細胞内
Ca2+濃度変化を可視化するために、細胞をカ
ルシウムインジケーターRhod-3 で標識し、
タイムラップスイメージングを行った。Na+

フリーバッファーや EGTA (100 M; 細胞外
液中のカルシウムキレーター)、BAPTA-AM 
(10 M; 細胞内液中のカルシウムキレータ
ー)、Ionomycin (1 M; カルシウムイオノフ
ォア)存在/非存在下において光刺激を行い、
細胞内 Ca2+濃度変化について検討した。 
 光刺激を行った OS3ChR2細胞の GalCの
発現がどのようなシグナル伝達経路の活性
化によるのかを調べるために、光刺激を行っ
た細胞を用いて western blotting を行った。
カルシウムイオンや PI3K/Akt/mTOR シグ
ナル伝達経路に対する阻害剤の存在/非存在
下において光刺激を行い、GalC の発現やシ
グナル伝達経路の活性化について検討した。 
（２）脱髄マウス脳脊髄内における ChR2発
現グリア前駆細胞からオリゴデンドロサイ
トへの細胞分化の光制御 
 NG2-CreER マウスと Ai32 (CAG-Floxed 
ChR2-EYFP)マウスを交配させ作製した
NG2-CreER x Ai32マウスにタモキシフェン
を 5 日間連続で投与し、NG2 グリア前駆細
胞に ChR2-EYFP を発現させたマウス
（NG2-ChR2 マウス)を作製した。脳梁部や
脊髄部にリゾホスファチジルコリン（LPC）
を注入し脱髄を誘導した。LPC投与後 7日目
から 5 日間連続で青色光刺激（1 分毎に
ON/OFFを 30分間）を行った。LPC投与後
のマウスは、脳や脊髄における LPC 投与の
影響を確認するために経時的な MRI 撮像を
行った。また、運動機能を評価するために経
時的にロータロッドテストを行った。LPC投
与後0～21日のさまざまな時点で脳や脊髄を
採取し、免疫組織化学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）光刺激による細胞内 Ca2+濃度変化の流
入経路に関する解析 



 OS3ChR2 細胞を光刺激すると、細胞内
Ca2+濃度上昇が確認された。この時、EGTA
や BAPTA-AMを用いて細胞外液中または細
胞内液中の Ca2+をキレートすると、細胞内
Ca2+濃度上昇は確認されなくなった（図１）。
これらのことから光刺激により細胞外液中
からの Ca2+の細胞内への流入が生じている
ことがわかった。一方、Na+フリーバッファ
ー中で光刺激を行うと、細胞内の Ca2+濃度上
昇が確認されなかった。このことから、光刺
激によるChR2を介したNa+の細胞内への流
入が引き金となり、Ca2+の細胞内流入が生じ
ていると考えられた。 
（２）Ca2+を阻害した際の ChR2発現グリア
前駆細胞の細胞分化 
 EGTA や BAPTA-AM 存在下において
OS3ChR2 細胞を光刺激すると、光刺激によ
る GalCの発現上昇が有意に抑制された。ま
た、光刺激を行うと PI3K/Akt/mTORシグナ
ル伝達経路のリン酸化が確認されたが、
EGTAや BAPTA-AM存在下ではこれらのリ
ン酸化が抑制された。さらに、PI3K の阻害
剤 LY294002、PDK1の阻害剤 BX-517、Akt
阻 害 剤 Triciribine 、 mTOR 阻 害 剤
Rapamycin 存在下において光刺激による
GalC の発現上昇が抑制されることがわかっ
た。これらのことから、光刺激による細胞内
Ca2+濃度上昇は PI3K/Akt/mTOR シグナル
伝達経路を活性化しオリゴデンドロサイト
へ分化誘導していることがわかった。 
（３）脳梁部に脱髄を起こした NG2-ChR2
マウス脳内の経時的変化 
 LPC 投与により脳梁部に脱髄を生じさせ
たマウス脳を経時的に MRI で観察すると、
T2 強調画像において脱髄によって生じてい
ると思われる信号増強（白色）が確認された。
この信号増強は 21 日後まで経時的に拡大し
ていった。一方で、脱髄部位に対して 5日間
連続で光刺激を行ったマウスの脳内では、信
号増強が顕著に抑制された。LPC 投与後 14
日の脳切片を作製し、ルクソールファースト
ブルー（LFB）染色で髄鞘の状態を確認して
みると、LPC投与し光刺激を行わなかったマ
ウスの脳梁部分は脱髄によって髄鞘の密度
が薄くなっていることがわかった（図２）。
一方、光刺激を行ったマウスの脳梁部分では、

髄鞘の密度が比較的保たれていることがわ
かった。LPCにより脱髄を誘導した脳梁にお
いてChR2-EYFPを発現した細胞の分布を調
べてみると、光刺激を行わなかったマウスで
ChR2-EYFPを発現した細胞の増加や集積が
確認できた。一方、光刺激を行ったマウスで
は光刺激を行わなかったマウスに比べて顕
著な細胞数の増加や集積が確認された。また、
それらの細胞は NG2 を発現する細胞だけで
なくGalCやPLPといったオリゴデンドロサ
イトのマーカーを発現する細胞が多く確認
できた。 
（４）脊髄に脱髄を起こした NG2-ChR2 マ
ウスの光操作 
 NG2-ChR2マウスの脊髄に LPCを投与し
脱髄を誘導すると、下肢の麻痺が生じ顕著な
運動機能低下が確認された。脱髄部位に光照
射を行うと、運動機能低下が回復することが
わかった。また、脊髄を免疫組織化学的に解
析すると、脱髄部位では ChR2 を発現した
NG2 グリア前駆細胞やオリゴデンドロサイ
トが増加していることが分かった。 
 
以上のことから、ChR2 を発現したグリア前
駆細胞は光刺激により細胞内イオン環境の
変動が引き金となり PI3K/Akt/mTOR シグ
ナル伝達経路が活性化し、オリゴデンドロサ
イトへ分化することがわかった。また、脱髄
部位においても光刺激によってオリゴデン
ドロサイトへ分化誘導させることが可能で
あり、脱髄症状の緩解や運動機能の改善が生
じることが分かった。脱髄部位においては通
常グリア前駆細胞からオリゴデンドロサイ
トへの分化誘導が阻害されているので、本機
序をさらに解析することで阻害効果をどの
ように打ち消しているかを明らかにできる
可能性がある。また本手法、これまでに知ら
れている分化誘導因子を添加することなく、
光操作のみによって細胞分化を誘導させら
れるので、生体内の細胞機能の制御に有用な
手法であると考えられる。脱髄症状自体は多
くの疾患と関連するので、さまざまな病態モ
デルに対しても応用できるのか今後検討し
ていきたい。 
 

図１：阻害剤存在下における細胞内 Ca2+濃度変化 
図２：光刺激の有無による脱髄部位の変化 
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