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研究成果の概要（和文）：稀突起膠細胞(OLGs)が傷害されている脳室周囲白質軟化症(PVL)への細胞療法に取り組むた
めに、PVLモデルラット脳を用いて神経細胞傷害の解析と遺伝子発現変化の解析を行った。PVL脳では大脳皮質の興奮性
・抑制性ニューロン数の減少は見られず、PVLモデルラットの運動障害がおもに髄鞘傷害により起こっていることが示
された。また、網羅的遺伝子解析によりPLV脳の遺伝子発現変化を検討したところ、炎症反応や細胞死抑制などに関与
する因子が変化していた。これらのことよりPVLラットがOLGs移植に適したモデルであること、遺伝子変化がニューロ
ンの生存、OLGs細胞死や分化抑制に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：As selective loss of oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) is reported in the 
Periventricular leukomalacia (PVL), OPC transplantation seems to be a hopeful treatment. To challenge OPC 
transplantation to PVL, we first checked neuronal damage and gene expression change in PVL model rat 
brain. After injury excitatory and inhibitory neuronal loss was not detected in ipsilateral cortex, 
suggesting that motor deficit in PVL was mainly caused by myelin disturbance but not neuronal loss in our 
model rat. Gene expression analysis revealed that genes involved in the biological processes such as 
inflammatory response and negative apoptosis regulators changed in the ipsilateral cortex. These data 
suggest that as oligo lineage cells are mainly damaged, our PVL model might be useful for cell-based 
therapy, and that many genes may be responsible for neuronal survival, myelin loss and differentiation in 
the PVL model brain.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 早産児における脳性麻痺の原因となる
脳室周囲白質軟化症(PVL)において、細胞補
充療法の可能性が示されている。PVL では、
脳内で髄鞘を形成する稀突起膠細胞(OLGs)
が低酸素虚血により傷害され脱落する。その
ため生涯にわたり続く運動・認知機能障害等
を引き起こす。PVL における細胞補充療法で
は、脱落した OLGs を補うために幹細胞
(iPS/ES など)由来の OLGs がドナー候補とし
てあげられる。幹細胞から分化させた OLGs
を脳内に移植することで 障害された機能の
回復が期待できる。これまでに私たちは、移
植時の安全性が高い無血清培養条件下で iPS
細胞から OLGs を効率よく分化誘導する方法
を確立し報告した。また、これらの細胞が PVL
モデル動物脳内で生存可能であることを確
認した。 
 
(2) PVL の脳内では低酸素虚血により OLGsが
脱落するが、生き残った OLGs もその後の成
熟が抑制されることが報告されている。つま
り、低酸素虚血後の PVL 脳内では OLGs が髄
鞘形成細胞へと成熟するのを阻害する機構
が働いていることが考えられる。このことは
細胞補充療法において移植した細胞(OLGs)
の髄鞘化を妨げる原因として大きな問題点
となる。分化抑制メカニズムを解析すること
で移植 OLGs の分化促進につながることが示
唆される。 
 
(3) PVL の病態解析、細胞移植検討には適切
なモデル動物が必要である。これまでに低酸
素虚血等の負荷の程度により様々な障害パ
ターンを示すモデル動物が報告されている。
私たちは以前に後肢に軽微な障害を示し、髄
鞘化が阻害されたPVLモデルラットを報告し
た。これらの病態において、OLGs のみでなく
神経細胞の傷害も関与しているのかを検討
する必要性があげられる。 
 
２．研究の目的 
(1) PVL モデルラットの脳内で、低酸素虚血
による神経細胞死が誘導されているのかを
評価し、運動機能障害において神経細胞の傷
害が関与しているのかについて検討する。 
 
(2) 低酸素虚血後の脳内では OLGs の成熟を
抑制する機構が働いていると考えられる。よ
って、PVL 脳内で OLG の成熟/髄症化を阻害す
る因子を網羅的遺伝子解析により同定し作
用メカニズムの解析を行う。得られた結果を
効率的な細胞療法の確立へつなげることを
目指す。 
  
３．研究の方法 
(1) モデル動物作成 
生後 3日齢ラットの右総頚動脈を焼灼後、6%
低酸素に 1時間暴露した。 
 

(2) 細胞死の評価 
低酸素虚血 24 時間後、アポトーシスマーカ
ー（active–aspase3 抗体）および各細胞種マ
ーカー抗体(GFAP,NeuN,Olig2)による 2 重免
疫染色を行い、細胞死の評価を行った。 
 
(3) 神経細胞および髄鞘傷害の評価 
皮質投射ニューロンマーカー抗体(SATBII, 
Ctip2)、抑制ニューロンマーカー抗体(パル
ブアルブミン、ソマトスタチン、カルレチニ
ン)を用いて PVL モデルラット脳で免疫染色
を行った。運動・感覚野の一定面積内の細胞
数を計測し、健常側と比較した。成熟 OLGs
数を検討はPAC抗体を用いた免疫染色により
行った。また、MBP 抗体を用いて大脳皮質の
髄鞘を免疫染色し、シグナル強度を ImageJ
ソフトウェアにより定量化した。 
 
(4) 皮質脊髄路傷害の評価 
PVL モデル動物(20 日齢)の脊髄を露出し、逆
行性トレーサーのフルオロゴールドを注入
した（頸髄 3-4）。6日後、大脳皮質のフルオ
ロゴールド陽性細胞数を計測した。 
 
(5) Argyrophil-III 染色 
低酸素虚血 24 時間～6日後、脳を脱血潅流固
定し、初期の傷害ニューロン染色である
Argyrophil-III 染色を行った。 
 
(6) 網羅的遺伝子解析 
PVL モデルラット(5 日齢)の白質・大脳皮質
（運動・感覚野）を含む領域から RNA を抽出
し、網羅的遺伝子解析により低酸素虚血で発
現変化している遺伝子を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞死評価 
低酸素虚血による細胞死をみるために、PVL
ラ ッ ト の 白 質 と 大 脳 皮 質 に お い て
Active-caspase3 抗体を用いた 2 重染色を行
った。Olig2 陽性細胞と GFAP 陽性細胞では
active-caspase3 の染色が見られた。一方、
NeuN陽性細胞とactive-caspase3の共染は見
られなかった(図 1)。このことから、低酸素
虚血により OLGs とアストロサイトでは細胞
死が起きているが、ニューロンでは起きない
ことが示唆された。 

  



(2) Argyrophil-III 染色 
PVLラット脳内においてArgyrophil-III染色
により初期の傷害ニューロンを検出した。そ
の結果、低酸素虚血後 24 時間では明らかな
陽性細胞は検出できなかった。また、傷害後
2,3,6 日の各時間で染色を行ったが、いずれ
も陽性細胞は認められず、PVL ラット脳内で
は低酸素虚血による明らかなニューロン傷
害は起きていないことが分かった。 
 
(3) 神経細胞数評価 
低酸素虚血により、ニューロン数の減少が見
られるのかについて免疫染色法により評価
した。大脳皮質投射ニューロンのマーカーで
ある SATBII 抗体と 5-6 層ニューロンのマー
カーである Ctip2 抗体で染色したところ、傷
害側と健常側の大脳皮質（運動・感覚野）に
おいて細胞数の違いは見られなかった。また、
パルブアルブミン、ソマトスタチン、カルレ
チニン各抗体を用いて抑制性ニューロン数
を評価した。その結果、傷害側においていず
れの陽性細胞数にも減少は認められなかっ
た(図 2)。 

さらに、逆行性トレーサーであるフルオロゴ
ールドを頸髄に注入し後肢運動に関係する
皮質脊髄路を評価した。注入後 6日目に大脳
皮質5層のフルオロゴールド陽性細胞数を数
えた結果、傷害側と健常側での変化は見られ
なかった(図 3)。これらの結果より、低酸素
虚血による大脳皮質の投射ニューロンの脱
落は起きていないことが示された(図 3) 
 

(4) 成熟 OLGs 減少と髄鞘傷害 
PVL モデルラットの傷害側白質内では成熟
OLGsであるAPC陽性細胞数が有意に減少して
いた。さらに髄鞘マーカーである MBP 抗体で
PVL モデルラットの大脳皮質を染色したとこ
ろ、傷害側において染色性が落ちていること
が分かった。ImageJ ソフトウェアにより MBP
シグナル強度を測定した結果、感覚野の上層
部(1-4 層)で有意にシグナルの低下が確認さ
れた。またこの減少は髄鞘発達期の26日齢、
髄鞘形成後の 74 日齢どちらの時期において
も同様に認められた(図 4)。これらのことよ
り、PVL モデルラット脳では低酸素虚血によ
りニューロンの脱落は伴わず、OLGs の分化・
髄鞘化抑制が起きていることが明らかにな
った。後肢にみられる運動機能障害は主に髄
鞘化の傷害が原因であることが考えられる。 

 
(5) 網羅的遺伝子解析 
成熟 OLGs 減少と髄鞘傷害に関与している因
子を同定するために 5日齢の PVLモデルラッ
ト脳で網羅的遺伝子解析を行った。結果、163
個の遺伝子が低酸素虚血により変動してい
た（発現上昇；98 個、発現低下；65 個）。
遺伝子オントロジー解析を行ったところ、増
加遺伝子では、炭水化物代謝、タンパク質分
解、イオン輸送、細胞死制御、炎症反応、低
酸素反応などに関与するものが変化してい
た。また、減少遺伝子ではイオン輸送、G タ
ンパク共役型受容体シグナル経路などに関
する遺伝子の変化が多く見られた。これらの
遺伝子がニューロンの生存、OLGs 分化抑制に
関与している可能性が示唆される。 
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