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研究成果の概要 

Neurobasal を主とした無血清培地にて安定にオリゴデンドロサイトを培養が可能であることがわ

かった。次に、NER による修復される DNA 損傷特異的な抗体を用いることにより、オリゴデンドロ

サイトは、UV による遺伝子損傷に脆弱性が強いことが判明した。また、細胞表面マーカーにより

分化段階を検知することが可能であり、オリゴデンドロサイトの分化段階により、UV による DNA 損

傷に対する修復能力に差があることも発見した。 
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１. 研究開始当初の背景 

認知症の大部分を占める遅発性アルツハ

イマー型認知症(AD)の病因はほとんど解明さ

れていない。老化は遅発性 AD 発症に関与す

 



 

る要因として影響が最も強いと考えられている

が、脳の老化の分子生物学的なメカニズムに

関しては知見が非常に少ないのが現状である。

脳の老化のメカニズムを探ることは AD の病態

解明と予防・治療法の開発に不可欠であり、

また、他の遅発性神経変性疾患の病態解明

にも重要であると考えられる。中枢神経系は

主に神経細胞とグリア細胞からなっているが、

研究が進んでいないのはグリア細胞のひとつ

であるオリゴデンドロサイトである。その理由は

初代培養を行うことが非常に困難であるから

である。オリゴデンドロサイトは中枢神経系に

あって軸索の保護などを通して、神経機能の

維持や神経細胞の生命維持に関わっている

と考えられる。また、統合失調症を含めて多く

の中枢神経疾患の病態に関連があるのでは

ないかと推測されている。しかし、今までに脳

の老化の観点からオリゴデンドロサイトについ

て研究したものは極めて少ない。 

 脳は血流が豊富で有酸素代謝が最も盛ん

であることから、酸素ラジカルなどにより中枢

神経系細胞の DNA は恒常的に損傷を受けて

いると考えられる。塩基除去修復(base 

excision repair, BER)やヌクレオチド除去修復

(nucleotide excision repair, NER、下記図参

照)などの DNA 損傷を効率的にかつ正確に

修復する機構の存在は、高次神経活動の維

持にとって必要不可欠である。これら修復機

構の機能低下や破綻は脳の老化や遅発性の

神経変性疾患の発症に繋がるのではないかと

考えられる。 

オリゴデンドロサイトの初代培養は困難であり、

培養オリゴデンドロサイトの性状についての検

討は他の中枢神経系細胞に比べると極めて

少ない。また、オリゴデンドロサイトの DNA 損

傷に対する脆弱性についてもほとんど報告が

ない。 

 

２．研究の目的 
オリゴデンドロサイトの DNA 損傷に対する

脆弱性メカニズムを明らかにするためには、ま

ず、安定した分化型のオリゴデンドロサイトの

培養法を確立することが重要である。しかし、

従来の方法では PDGF を培地から抜いて分

化した後１～２日しか安定した状態を保てない。

また、培養に用いる血清により結果が異なるこ

とがしばしば見られる。このような実験条件で

は、DNA 損傷修復過程を正しく計測すること

が困難であり、分化後ある一定期間安定した

状態で培養することが必要である。本研究で

は、まず、初代培養分化型オリゴデンドロサイ

トを無血清の条件の下において安定した状態

で培養する方法を検討する。 

次に、NER による修復される DNA 損傷特

異的な抗体を用いることにより、オリゴデンドロ

サイト、神経細胞及びアストロサイトの DNA 損

傷修復動態を比較し、中枢神経系細胞にお

ける DNA 修復機構の特異性とどの種の細胞

が DNA 損傷に対して脆弱であるかについて

解明する。 

本研究により、オリゴデンドロサイトの DNA

損傷修復動態が解明され、その成果は、脳の

老化や AD などの神経変性疾患発症のメカニ

ズムを解明する上で極めて重要であると考え

られる。 

 
３．研究の方法 

 

 ①無血清ラット初代オリゴデンドロサイト培

養系の確立 
ジエチルエーテル麻酔下で妊娠１６日目

のラットの胎児より大脳部分を取り出す。脳膜

を 実 体 顕 微 鏡 下 で 丁 寧 に 剥 離 し た 後 、

DNase, Trypsin存在下で細胞を分散させる。

メッシュを通した後、ガラスボトムディッシュ

（ PLL コ ー ト ） に 細 胞 を 播 き 、 10%FBS 

 



 

 

ても検討を行う。 

．研究成果 

オリゴデンドロサイトの無血清培地での培

eurobasal を主とした無血清培地にて安定

に

GF、NT-3 について投与の時期、期間に

つ

イト分化と細胞表面マーカー 

(DMEM) の培地にて培養を行う。２度のパッ

セージの後、無血清培地に移行し、分化誘

導を行う。この際に、無血清培地に添加する

因子についての検討を行う。特にPDGF、

NT-3について投与の時期、期間について詳

細に検討し、分化したオリゴデンドロサイトが

最も安定する条件を検索する（安藤が担当、

伊藤が指導）。分化したオリゴデンドロサイト

の検討は、抗MBP抗体による免疫細胞化学

染色を行い、形態と染色性の両面から検討

する。また、抗MBP抗体によるウエスタンブロ

ットも行い、どの条件において、MBPが多く発

現されるかについても検討を行う。一方、実

験対照として使用する線維芽細胞を胎児の

大脳以外の組織から樹立する。線維芽細胞

は容易に増殖するので、大量培養し、液体

窒素に凍結保存する。必要時に解凍し、継

代の若い細胞を実験に使用する 

 

②ELISA による線維芽細胞集団における

CPD および 6-4PP の修復動態の解析 

 ラット線維芽細胞を 10 cmディッシュに播き、

10 J/m2のUVを照射する。照射直後あるいは

修復後、DNAを抽出し、ELISA法を用いて

DNA損傷を定量する。 

 
③ラット初代オリゴデンドロサイト培養系にお

ける細胞種類別 6-4PP 修復活性の測定 
樹立したラット初代オリゴデンドロサイトを

分化誘導後、細胞をPBSで洗浄した後、ＵＶ

を照射する（0-10 J/m2）。４％フォルマリン/PBS
にて固定を行い、Triton X-100を含むPBSに

て浸透化処理した後、抗MBP抗体、抗GFAP
抗体、および抗6-4PP抗体を１次抗体として

用い、蛍光標識２次抗体を用いて免疫細胞

蛍光染色を行う。この際には、マウスモノクロ

ーナル抗体およびウサギポリクローナル抗体

の組み合わせにより、蛍光標識２次抗体の種

類を代えることにより二重染色を行う。また、

核の染色はDAPIを用いて行い、核染色を含

めて三重染色する。核DNA蛍光量あたりの

6-4PP蛍光量（100細胞以上）を、照射直後、

および各修復時間サンプルにおいて計算す

る。こうして、オリゴデンドロサイト及びアストロ

サイトにおける6-4PP修復能すなわちNER活

性を線維芽細胞の結果と比較し、中枢神経

系細胞の修復能力の特異性について明らか

にする（安藤、中村が担当）。この結果より、

NER活性の細胞種による違いを明らかにす

ることが可能である。また、この結果の傍証と

してアセチルアミノフルオレンDNA付加体、

およびエストロジェンDNA付加体に対する抗

体を用いて同様の結果が得られるかについ
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１～２週間の培養が可能であることがわかっ

た。 
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いて詳細に検討した。オリゴデンドロサイト

の分化度の検討は、抗 MBP 抗体による免疫

細胞化学染色を行い、形態と染色性の両面

から検討した。 
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②オリゴデンドロサイト、神経細胞及びアストロ

サイトの DNA 損傷修復動態の比較 

NER による修復される DNA 損傷特異的な

抗体を用いることにより、オリゴデンドロサイト、

神経細胞及びアストロサイトの DNA 損傷修復

動態を比較した。オリゴデンドロサイトは、UV

による遺伝子損傷に、他の２種の細胞に比べ

て著しく脆弱性が強いことが判明した。 

神経細胞、アストロサイト、線維芽細胞の UV

による遺伝子損傷の修復過程（オリゴデンドロ

サイトは神経細胞、アストロサイトよりも修復が

遅い） 

 

③オリゴデンドロサイトの分化度による脆弱性 

オリゴデンドロサイトには、種々の分化段階

があるが、培地の調整により、一定の分化段

階にあるオリゴデンドロサイトを得ることが可能

である。その分化段階は、細胞表面マーカー

により検知することが可能である。オリゴデンド

ロサイトの分化の段階により、UV による DNA

損傷に対する修復能力に差があることも発見

し、分化度が高い方が UV による遺伝子損傷

に脆弱であることが判明した。 
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