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研究成果の概要（和文）：　これまでの研究により、我々は成体大脳新皮質において新しい抑制性神経細胞を産
生することのできるL1-INP細胞を同定している。本研究では、L1-INP細胞の成体神経新生について機能解剖学的
解析を行い、以下の結果を得た。1) 新しい神経細胞の3D-SEM解析を行うにあたり、条件を検討し、マウスの脳
固定に0.15Mカコジル酸、樹脂包埋にDurcupan、リコンストラクトにはFijiとTrakEM2をそれぞれ決定した。2) 
L1-INP細胞が老化により、マウスの生後12ヶ月から17ヶ月に約90%が減少することを明らかにした。3) L1-INP細
胞の増殖分化メカニズムを解析するための抗体を作製した。

研究成果の概要（英文）：We have found the neural progenitor cells, L1-INP cells, in the adult 
cortex. In this study, we further analyzed L1-INP cells, using neuroanatomical methods. First, we 
determined the protocols for 3D-SEM analysis of L1-INP cells. Second, we found that the density of 
L1-INP cells was kept from 5- to 12-month-old, dramatically decreased at 17-month-old, and 
thereafter maintained the same level until 24-month-old. Additionally, the degrees of decreased 
densities of NPCs in the cingulate and insular cortices were significantly smaller than those in the
 primary motor and somatosensory cortices. Finally, we made anti-TrkB-T1, which is 
useful for studying the mechanism underlying adult neurogenesis of L1-INP cells. We obtained 
antiserum for TrkB-T1 in one  out of three guinia pigs.
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１．研究開始当初の背景 
 大人の脳は、非常に再生しにくいことが昔
からよく知られている。そのため、事故や疾
病による脳の損傷により、多くの人たちが後
遺症を抱えたまま一生を過ごさなければな
らず、患者の QOL（生活の質）の低下や家族の
負担は甚大なものとなっており、一刻も早い
治療法の確立が望まれている。 
 現在、脳損傷や精神・脳疾患の治療法とし
て、外因性の ES細胞、人工多能性幹細胞（iPS
細胞）、神経幹細胞を増殖、分化させて、脳
へ移植する細胞治療法が模索されている。し
かし、移植した細胞のがん化、脳の移植領域
に存在する神経細胞の多様な種類へ分化さ
せる技術、倫理的問題などが大きな障壁とし
て立ちはだかっている。一方、細胞を使った
もう一つの治療法として、内因性神経幹細胞
/前駆細胞を利用する方法が考案されている。
この方法を用いることによって、将来、薬剤
などで神経細胞を産生させることができれ
ば、上記の問題をクリアできることになる。
しかし、内因性神経幹細胞/前駆細胞を利用
する方法を実現するためには、神経幹細胞/
前駆細胞が、治療の対象となる脳領域に存在
することが前提となる。成体の中枢神経系に
おいて、海馬歯状回と側脳室下帯の２領域で
は、神経幹細胞/前駆細胞が存在することは
知られているが、それら以外の脳領域、特に
大脳皮質の神経幹細胞/前駆細胞が存在する
のかどうかは、長い間不明であった。このよ
うな中で、申請者らは、成体大脳皮質 1層に、
脳虚血を起こすと抑制性神経細胞を産生す
る内因性神経前駆細胞を発見し、L1-INP 細胞
と名付けた (Ohira et al., Nature Neurosci, 2010) 
(図 1)。さらに、最近、健常なマウスに抗う
つ薬を投与することにより、L1-INP 細胞の神
経新生が促進されること、新しい神経細胞が
脳虚血によって生じる神経細胞死を抑える
働きを持っていることを見出した (Ohira et 
al., Neuropsychopharmacology 2013)。 
 これらの発見より、成体大脳皮質において
も、神経精神疾患に対して、神経前駆細胞を
用いた神経再生や保護が実現できる可能性
があることが示唆される。しかしながら、
L1-INP 細胞は、近年、申請者らによって発見
された神経前駆細胞であるため、世界的にほ
とんど研究は行われておらず、基礎研究の端
緒に着いたばかりである。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、L1-INP 細胞や産生された新しい
抑制性神経細胞に焦点を当て、機能解剖学的
解析により、L1-INP 細胞の成体神経新生の生
物学的基盤を明らかにすることを目指して
いる。以下に具体的な研究項目を示す。 
 
(1) 新生神経細胞の 3次元微細構造解析 

 走査電子顕微鏡を用いた連続イメージ
ング法により、新しい神経細胞の 3 次元

再構築を行う。細胞体、樹状突起からシ
ナプスレベルの微小構造に到るまで解析
することによって、形態学的な性質につ
いて明らかにする。 
 

(2) L1-INP 細胞および新生神経細胞の機能
解剖学的解析 
 L1-INP 細胞の成体神経新生に影響を
与える因子として、現在、脳虚血と抗う
つ薬投与が増殖と分化を促進すること
が明らかとなっている。しかし、それ以
外の因子については全くわかっていな
い。本研究では、老化が L1-INP 細胞の
密度にどのような変化をもたらすのか
明らかにする。 
 

(3) 新生神経細胞を産生するメカニズムに
関する解析 
 L1-INP 細胞を初代培養するときに、培
地に BDNF を添加すると産生されるニュ
ーロスフィアの数や大きさが増大する
ことを明らかにしている（unpublished 
data）。このことは L1-INP 細胞に BDNF
の受容体が発現しており、BDNF 刺激によ
って増殖の調節が行われていることを
示唆している。そこで、詳細に BDNF 受
容体である TrkB の細胞内シグナリング
経路を解析する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 新生神経細胞の 3次元微細構造解析 

 走査電子顕微鏡を用いた連続イメージ
ング法により、新しい神経細胞の 3 次元
再構築を行う (FIB-SEM、SBF-SEM)。細胞
体、樹状突起からシナプスレベルの微小
構造に到るまで解析することによって、
形態学的な性質を抽出する。 
 まず、あらかじめ L1-INP細胞を、すで
に確立している GFP を発現することので
きるレトロウイルスを用いて標識してお
く。その後、マウスに抗うつ薬の一つで
あるフルオキセチンを 3 週間毎日投与す
ることにより、L1-INP 細胞の神経新生が
刺激され、GFP標識された新しい神経細胞
が産生されてくる。これらの細胞が含ま
れた組織切片に対して、前シナプスマー
カーである VGluT1、VGluT2、VGATなどで免
疫染色を行う。染色した切片を共焦点顕
微鏡で観察し、FIB-SEMで解析する新しい
神経細胞を決定する。目的の細胞が入っ
ている切片に対して、GFPはイムノゴール
ド銀増感法、VGluT1、VGluT2、VGATは HRP-DAB
法−オスミウム固定を実施することによ
って、L1-INP 細胞由来の新生神経細胞と
他の神経細胞由来の入力繊維との間に形
成されたシナプスについて 3D 再構成す
ることにより解析を行う。 

 
(2) L1-INP 細胞および新生神経細胞の機能解



剖学的解析 
 生後 5、12、17、24 ヶ月齢の雄マウス
の大脳皮質に存在する L1-INP 細胞の密
度を計測する。L1-INP 細胞マーカーとし
て、増殖細胞の全細胞周期の核タンパク
質である Ki67 と GABA の蛍光二重染色を
行う。また、L1-INP 細胞を GFP発現レト
ロウイルスベクターでラベルし、脳虚血
による刺激を与えて、新しい神経細胞の
産生について、生後5ヶ月齢と24ヶ月齢
を比較する。 

 
(3) 新生神経細胞を産生するメカニズムに
関する解析 

 L1-INP 細胞の増殖•分化のメカニズム
についてほとんど分かっていない。一方、
L1-INP 細胞を初代培養するときに、脳由
来神経栄養因子（BDNF）が必要である。
BDNF を培地に添加することにより、
L1-INP 細胞より形成されるニューロス
フィアの大きさや数が増大する。この結
果は、BDNF が L1-INP 細胞膜上にある特
異的受容体 TrkB と結合することで、
L1-INP 細胞の増殖を促進させているこ
とが示唆される。そこで、L1-INP 細胞の
神経新生におけるBDNF-TrkB経路の役割
について検討するため、L1-INP 細胞の初
代培養やマウス脳を用いて、TrkB の発現
パターン、細胞内シグナリング経路につ
いて明らかにする。 

 
 
４．研究成果 
(1) 新生神経細胞の 3次元微細構造解析 

 新生した抑制性神経細胞の 3D-SEM 解
析を行うことを目的として、その条件検
討を実施した。3D-SEM は、生理学研究所
の Sigma を使用した（生理学研究所村田
准教授との共同研究）。その結果、①マ
ウス脳の固定液は、0.15M カコジル酸バ
ッファーを用いること、②Durcupan を用
いて樹脂包埋を行うこと、③Fiji と
TrakEM2 で 3D リコンストラクトを行う
ことにより、新しい神経細胞の 3D-SEM
解析が可能となることがわかった。 

 
(2) L1-INP 細胞および新生神経細胞の機能解
剖学的解析 

 L1-INP 細胞の成体神経新生について
影響を及ぼす因子の探索として、老化に
注目した。マウスをモデル動物として、
生後 5 ヶ月、12 ヶ月、17 ヶ月、24 ヶ月
齢の大脳皮質における L1-INP 細胞の密
度変化について調べた。その結果、生後
5—12 ヶ月までほとんど密度に変化は現
れなかったが、12 ヶ月から 17 ヶ月の間
に顕著な L1-INP 細胞の密度の減少を見
出した。また、生後 17 ヶ月以降、24 ヶ
月までは密度は維持されていた。また、
大脳皮質を体性感覚野と運動野などの

１字領野と、前部帯状回と島皮質の高次
領野に分けて密度分布について解析す
ると、高次領野の方が密度の減少率が優
位に低いことがわかった。さらに、5 ヶ
月齢と 24 ヶ月齢の大脳皮質に、GFP 発現
レトロウイルスベクターを感染させる
ことで、L1-INP 細胞をラベリングし、脳
虚血刺激により L1-INP 細胞の神経新生
能について調べた。24 ヶ月齢では維持さ
れているL1-INP細胞密度は低いものの、
脳虚血により刺激すると、新生される神
経細胞数は、5 ヶ月齢のコントロールよ
り優位に高くなることを発見した。これ
らの結果は、老化した大脳皮質にも刺激
に応じて新しい神経細胞を産生するこ
とができる神経前駆細胞が存在するこ
とと、高次領野では L1-INP 細胞が維持
される傾向があることが明らかとなっ
た。 

 
(3) 新生神経細胞を産生するメカニズムに
関する解析 

 L1-INP 細胞の増殖と分化は、脳虚血と
抗うつ薬投与によって促進されること
がわかっている。これらのシグナルを仲
介する共通分子として脳由来神経栄養
因子（BDNF）がある。実際に、L1-INP
細胞の初代培養を行うときに、培地に
BDNF を添加すると、L1-INP 細胞から形
成されるニューロスフィアの数と大き
さが増すことが明らかとなっている。そ
こで、L1-INP 細胞の神経新生における分
子メカニズムとしてBDNFに注目し、BDNF
特異的受容体である TrkB サブタイプの
L1-INP 細胞における発現について明ら
かにした。まず、TrkB サブタイプの一つ
であるTrkB-T1特異的抗体の作出を行な
った。TrkB-T1 の C 末端から 11 アミノ酸
残基の合成ペプチドを抗原として、モル
モット 4匹に免疫した。このうち１匹か
ら抗 TrkB-T1 が得られた。この抗体を用
いて、L1-INP 細胞における発現を調べた
ところ、ほぼ全ての L1-INP 細胞に発現
していることを見出した。一方、もう一
方のサブタイプである TrkB-FL は、およ
そ 30％の L1-INP 細胞に発現が見られた。 
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