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研究成果の概要（和文）：我々は弱毒化狂犬病ウイルスと組織透明化手法を組み合わせることで、マウス小脳の
オリゴデンドロサイトとそれが髄鞘形成している軸索の種類を決定した。この手法により、成獣期のオリゴデン
ドロサイトの約半数はプルキンエ細胞の軸索に髄鞘形成すること、発生の初期では9割以上の細胞がプルキンエ
細胞を選択的に髄鞘形成することを明らかにした(Battulga et al., BioRxiv, 2023)。またCre依存性発現ベク
ターを用いる際に問題となる遺伝子リークが起こるメカニズムを明らかにした(Osanai et al., Mol Ther 
Methods Clin Dev, in press, 2024)。

研究成果の概要（英文）：We have combined attenuated rabies virus and tissue clearing techniques to 
determine the type of axons that are myelinated by single cerebellar oligodendrocytes . This 
approach revealed that approximately half of adult oligodendrocytes myelinate on Purkinje cell axons
 and that more than 90% of cells selectively myelinate axons of Purkinje cells during mouse early 
development(Battulga et al., BioRxiv, 2023). We also clarified the mechanism of gene leakage, which 
is a major problem for using Cre-dependent expression vectors (Osanai et al., Mol Ther Methods Clin 
Dev, in press, 2024).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小脳は運動機能や認知機能に重要な役割を持つ。プルキンエ細胞は小脳皮質における唯一の出力細胞であり、今
回我々はこの細胞が発生の初期に選択的に髄鞘形成されていることを突き止めた(Battulga et al., BioRxiv, 
2023)。
遺伝子治療では標的細胞のみに遺伝子を発現させるのが理想だが、実際にはリークと呼ばれる標的外での遺伝子
発現がみられる(Osanai et al., Mol Ther Methods Clin Dev, in press, 2024)。我々はこのメカニズムの一端
を解明した。本研究により、近い将来標的細胞のみを破壊するような遺伝子治療が開発できると考えられる。

※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 
 
脳内では感覚情報や記憶など様々な情報を運ぶ神経軸索が走行している。オリゴデンドロサ
イトは複数の神経軸索に対して髄鞘を形成するが、特定の情報を持つ神経軸索に髄鞘形成して
いるのかは不明である。オリゴデンドロサイトによる髄鞘形成は長期記憶の成立や運動学習に
不可欠であるため、特定の記憶や行動に関連する神経軸索に対して選択的に髄鞘を形成するオ
リゴデンドロサイトが存在する可能性がある。そこで本研究では小脳のオリゴデンドロサイト
に注目して、オリゴデンドロサイトが小脳皮質の唯一の出力細胞であるプルキンエ細胞に優先
的に髄鞘形成するかを調べた。また、細胞種特異的に遺伝子を発現するベクターが標的外の細胞
で遺伝子発現「リーク」する原因が分かっていなかったため、リークのメカニズムの解明を試み
た。 
 
２．研究の目的 
 
オリゴデンドロサイトは 10-50本の神経軸索に対して髄鞘を形成し、神経伝導速度はオリゴデ
ンドロサイトに髄鞘形成されることで 20-100倍高速になる(Nave & Werner, 2014)。オリゴデンド
ロサイトの分化を止めると運動学習や長期記憶が出来なくなることが知られている(McKenzie et 
al., 2014) (Pan et al., 2020)。近年の研究で OL は複数のニューロンの出力を同期させることで記
憶・学習を成立させる可能性が示された(Yamazaki et al., 2019) (Kato et al., 2020)。しかしオリゴデ
ンドロサイトがどの様に神経活動を同期させるのか不明であり、記憶の成立・保持のプロセスに
おけるオリゴデンドロサイトの動態が分かっていない。仮説として、一部のオリゴデンドロサイ
トは特定の行動や記憶に関連する複数の神経軸索を選択的に髄鞘形成しそれらの神経活動を同
期させることで記憶を定着・保持すると考えられる。そこで本研究では狂犬病ウイルスを用いた
オリゴデンドロサイト-神経軸索同時標識法を開発し、オリゴデンドロサイトが特定種類の軸索
に対し優先的に髄鞘形成するのかを解明する。 
また遺伝子発現ベクターを用いた基礎研究や遺伝子治療において標的細胞にのみ目的遺伝子を
発現させることが重要であるが、標的外の細胞にも遺伝子が発現するリークが頻繁に観察され
る(Lavin et al., 2020)。本研究ではこのリークのメカニズムを遺伝子導入された細胞を可視化し、
リークの発現を定量できるベクターを用いて解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)オリゴデンドロサイト-神経相互作用の可視化 
 

8週齢及び生後8日齢のC57BL6マウスの小脳に対してGFP発現弱毒化狂犬病ウイルス(Osanai 
et al., 2017)をインジェクションし、プルキンエ細胞の軸索を抗Calbindin抗体(1/500, MSFR100390)
で可視化した。全軸索を標識する抗ニューロフィラメント抗体(1/500, NB300-217)と 3 重標識す
ることでオリゴデンドロサイト・プルキンエ細胞の軸索(Calbindin陽性・ニューロフィラメント
陽性)・プルキンエ細胞以外の軸索(Calbindin 陰性・ニューロフィラメント陽性)を可視化し、単
一のオリゴデンドロサイトがどの様な軸索に対して髄鞘形成しているかを測定した。抗体染色
には組織透明化用の高浸透の免疫染色法を用いた(Rapi Clear)。 
 
(2)遺伝子リークメカニズムの解明 
 
 遺伝子が導入された細胞が GFPで可視化され、TetON調節遺伝子(rtTA)と mCherryが Cre存在
下で発現するリーク測定用プラスミドベクター(pCAG-loxp-GFP-STOP-loxp-rtTA-mCherry)を構築
した。このベクターが Cre非存在下で、どの程度 rtTAと mCherryを発現するかルシフェラーゼ
測定法と蛍光観察法、フローサイトメトリーを用いて調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 発生初期のオリゴデンドロサイトはプルキンエ細胞に選択的に髄鞘形成する。 
 
 8 週齢のオリゴデンドロサイトの 17 個がどの種類の軸索に対して優先的に髄鞘形成するか調
べたところ約半数(8/17)のオリゴデンドロサイトがプルキンエ細胞由来の軸索に対して優先的に
髄鞘形成することが分かった。興味深いことに小脳発生の初期(生後 8日齢)では 9割以上のオリ
ゴデンドロサイトがプルキンエ細胞由来の軸索に対して優先的に髄鞘形成することが分かった



(Battulga et al., 2023)。 
小脳発生の初期は特に低酸素に弱く、小脳白質がダメージを受けると認知障害や運動障害が
障害にわたり続くことがある(Lee & Glass, 2021)。本研究の結果は幼少期の低酸素が特にプルキ
ンエ細胞軸索への髄鞘形成に影響を与える可能性を示している。今後プルキンエ細胞選択的な
髄鞘形成のメカニズムと機能的な意義について研究を進めていく予定である。 
 
(2) リーク発現メカニズムの解明 
 
 リーク測定用プラスミドベクターを培養細胞に遺伝子導入した所、5’側にある rtTA のリーク
は少なく、3’側にある mCherry が通常発現量の 5-8%程度リークすることが分かった。このリー
クは mCherry以外の遺伝子にも共通して起こり、2つ以上の遺伝子をつなげることでリークが起
こることが明らかになった。また一般的に使われている AAV-FLEX ベクターにおいても 2 遺伝
子が繋がっているベクターの場合(例えば AAV-FLEX-DTR-GFP)、3’側の遺伝子がリークするこ
とが分かった(図 1)。本研究により得られて知見を応用することで基礎研究や遺伝子治療の分野
において標的細胞にのみ遺伝子を発現させることのできるベクターが構築できるようになると
考えられる(Osanai et al., 2022) (Osanai et al., Mol Ther Methods Clin Dev, in press, 2024)。 
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