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研究成果の概要（和文）：成体マウスの脳室下帯(subventricular zone: SVZ)では、生涯を通じてニューロン新
生が起きている。申請者は、脳室下帯に少数の成熟ニューロンが存在することを発見し、SVZ-N (Neuron)と命名
し、それらの形態学的な解析を通じて、成体ニューロン新生に対する機能解析を行った。SVZ-Nは、隣接する線
条体ニューロンと近縁ではあるが、異なる形態学的特徴を有していた。発生学的解析から、SVZ-Nは細胞死によ
り脱落する可能性が示唆された。本研究の副次的な成果として、ニューロンの細胞死を特異的に検出する
Fluoro-Jade C染色の染色プロトコールを改良することができた。

研究成果の概要（英文）：In the adult mouse subventricular zone (SVZ), neurogenesis occurs throughout
 life. We identified small number of mature neurons in the SVZ and named them SVZ-Ns (Neurons). In 
this study, we characterized and analyzed SVZ-Ns from the morphological aspects. SVZ-Ns were similar
 to neurons of the striatum residing next to the SVZ in expression pattern of marker proteins. But, 
the SVZ-Ns had characteristic morphology. The SVZ-Ns were mainly generated at embryonic day 13 and 
postnatal day 1. Moreover, some of the SVZ-Ns could be eliminated during postnatal period. 
FlouoroJade C staining is widely used to specifically detect degenerating neurons. During analysis 
of degeneration of SVZ-Ns, we established a new protocol of double staining of Fluoro-Jade C and 
immunostaining. This is an unexpected effect of this research project.

研究分野： 神経発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、新規のニューロン群であるSVZ-Nを発見し、その形態学的解析から、成体ニューロン新
生との関連を明らかにしたことにある。成体ニューロン新生は、脳の活動状態に左右され、特に神経伝達物質に
よる調節機構が注目されている。本研究から、SVZ-Nが、成体ニューロン新生に深く関与する可能性を示唆して
いる。本研究は、成体ニューロン新生の調節メカニズムの研究に、大きく寄与するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）齧歯類に代表される哺乳類の脳では、生涯を通じて新しいニューロンが産生される場所が
あり、海馬と側脳室に隣接する脳室下帯(subventricular zone: SVZ)の二か所である。これは、
成体ニューロン新生として広く知られる現象であるが、神経幹/前駆細胞の未分化性維持、分裂・
増殖能、そして移動能の制御について、多くの研究
がなされてきたが、未だ全容の解明には至ってい
ない。 
成体ニューロン新生を調節する因子の一つとし

て、ニューロンの興奮、つまり神経伝達物質が重要
であることが近年知られるようになってきた。従
来の研究は、SVZ 以外のニューロン由来の神経伝
達物質と、成体ニューロン新生を解析するもので
あった。申請者のそれまでの研究から、SVZ の中
にも、ごく少数ではあるが成熟ニューロンが存在
していることを発見し、SVZ-N (Neuron)と名付けていた（図１）。            

 
（２）また、下位中枢神経系には、脳脊髄液接触ニューロンと呼ばれる特殊なニューロンが、脳
室系の壁面に存在している。脳脊髄液接触ニューロンの細胞体は、脳室系の壁をなす上衣細胞に
接して脳実質側に存在するが、1 本の樹状突起を上皮細胞の間から脳室へ伸ばしている。脳脊髄
液接触ニューロンの存在は、古くから知られているが、側脳室における存在は議論がある。SVZ-
N は、脳脊髄液接触ニューロンの一種である可能性がある。 
 
 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、新規のニューロン群である SVZ-N は、その特異な存在部位から推測して、
成体ニューロン新生の調節に中心的役割を担うものであると仮説を立てた。そこで、形態学的・
組織学的解析を行い、ニューロン種の分類、投射先、発生学的な産生時期の解析を通じて、SVZ-
N の機能解析を行うことを目的とした。 
 
（２）また、SVZ-N が脳脊髄液接触ニューロンの一種である可能性を、電子顕微鏡レベルで解
析し、検討を行うことを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）SVZ-N の組織学的解析 
①SVZ-N の分類 
SVZ は線条体と隣接しているため、SVZ-N は線条体ニューロンと類似のニューロン群であると予
想される。線条体ニューロンの約 95％は GABA 作動性ニューロンで、残りのニューロンは、それ
ぞれ nNOS、Calretinin、Parvalbumin、ChAT 陽性のニューロンである。これらのマーカー分子に
対する抗体と、成熟ニューロンのマーカーである NeuN 抗体を用いた多重免疫染色により、SVZ-
N の分類を行う。 
 
②SVZ-N の突起、投射先の解析 
SVZ-N の形態を明らかにするために、固定した厚い脳切片を用いて蛍光色素の Lucifer Yellow
を電気的に注入することで、樹状突起の形態を可視化する。SVZ-N の投射先について、予想され
る投射先の神経核に逆行性トレーサーを注入する。 
 
③発生学的解析 
SVZ-N の発生学的側面として、産生時期を解析する。妊娠マウスの各時期に BrdU を注入した後、
成体（生後 6週齡）において BrdU と NeuN の二重染色を行い、二重陽性細胞数を計測する。 
 
（２）脳脊髄液接触ニューロンとの関係 
SVZ-N が脳脊髄液接触ニューロンの一種である可能性を検討するため、電子顕微鏡を用いた解析
を行う。 
 
 
 



４．研究成果 
（１）SVZ-N の組織学的解析 
①マーカー分子に対する抗体を用いた解析により、SVZ-N の分類
を行ったところ、約 94％が GABA 作動性ニューロンのマーカーで
ある GAD67 陽性であった。しかも、GAD67 陽性細胞のほとんどが、
ドーパミンのシグナル伝達に重要な DARPP-32 を発現していた。
その他は、nNOS、Calretinin、Parvalbumin、ChAT 陽性細胞が数％
ずつであり、この比率は線条体ニューロンとほぼ等しかった（図
2）。 
 
②SVZ-N は、成熟ニューロンの典型的な特徴である、丸く大きな
核を持つ。一方、SVZ 中の神経幹/前駆細胞の核は小さい。そのた
め、核染色剤の Hoechst33258 染色を施すと、SVZ-N を識別するこ
とができる。核の形態を手掛かりに、蛍光色素の Lucifer Yellow
を注入することにることができる。この手技により、SVZ-N と線
条体ニューロンとの間で形態、特に樹状突起の伸長の様子を
比較した。線条体ニューロンは、典型的な多極の形態で、樹状
突起が球状に四方に伸長していた。一方、SVZ-N の樹状突起の
多くは、側脳室の壁に平行に伸長し、しかも SVZ 内で長い距
離を走行するものが観察された（図３）。 
上記①の解析から、線条体ニューロンとの高い類似性を有す
る SVZ-N の投射先は、線条体ニューロンと共通していると予
想された。そこで、線条体ニューロンの投射先の一つである黒
質に、逆行性トレーサーの Fluoro Gold を注入したところ、
Fluoro Gold 陽性となる SVZ-N が検出された。SVZ-N は、線条
体ニューロンと投射先の一つを共有することが分かった、 
 
③妊娠マウスあるいは生直後の各段階で、分裂細胞の DNA に
取り込まれてトレーサーとして使用される BrdU を単回投与
し、成体期の生後 6週齡で解析した。その結果、SVZ-N の産生
時期は、胎性 13 日と生後 1日で、二峰性の産生ピークがある
ことが分かった。線条体ニューロンの圧倒的多数は、胎生期に産生され、生直後はほとんど産生
されないことが示されている。産生時期という点でも、両者には大きな違いがみられた。 
 
（２）脳脊髄液接触ニューロンとの関係 
SVZ-N は、成熟ニューロンのマーカーの NueN 陽性であ
る。また、NeuN は、電子顕微鏡解析で必須のグルタルア
ルデヒド固定された組織切片でも適用可能である。DAB
発色した厚切り組織切片を、超薄切して電子顕微鏡によ
る SVZ-N の微細形態を解析した。その結果、SVZ-N は、
上衣細胞によって完全に脳脊髄液と隔離され、樹状突起
と脳脊髄液との接触は観察されなかった。よって SVZ-N
は、脳脊髄液接触ニューロンとは異なる細胞集団である
ことが示された（図 4）。 
 
（３）副次的な研究成果 
SVZ-N の発生学的側面を検討する中で、その一部が成熟段階で脱
落してゆく可能性を示唆するデータを得た。この点を詳細に検討
するため、Fluoro-Jade C (FJC)染色を用いて検討した。FJC 染色
は、変性ニューロンに対して、簡便で高い特異性をもつ染色法と
して汎用されているが、最大の欠点として、組織切片の酸化処理
など特殊な前処理が必要であるため、マーカー分子に対する蛍光
免疫染色と組み合わせた場合に、蛍光色素の顕著な褪色が問題に
なる場合がある。本研究を遂行する上でも、FJC 染色と免疫染色
の二重染色を多用する必要があった。そこで、avidin-biotin シ
ステムを用いた新たな二重染色プロトコールを確立し、この問題
を解決することができた（図５）。 
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