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A. 概要 

オリゴデンドロサイト前駆細胞は、感覚経験によって細胞の増殖・分化が調整さ

れる。視覚剥奪依存的オリゴデンドロサイト前駆細胞の変化は、マウスの一次視覚

野においては未だ明らかとされていない。本研究では、眼優位性臨界期の開始頃、

即ち生後 25 日目の時期特異的にオリゴデンドロサイト前駆細胞の増殖能がピークと

なり、尚、開眼開始(生後 14~15 日目)からの両眼球剥奪によって、一次視覚野の大脳

皮質下層と皮質下白質において更なる増加が観られた。これらの結果を二つの章に

分けて詳細に述べた。 

生後 25 日目の健常マウスでは、細胞周期を通して分裂した娘細胞が対称的に分化

へ進んだ。視覚剥奪では、対称的に細胞分裂した未分化性娘細胞が細胞周期の G1 期

に戻ったため増殖能が増加する一方、G0 期に脱して分化へ進む細胞は減少した。こ

れらの未分化性状態の亢進は、ソニックヘッジホッグ(Sonic hedgehog, Shh)シグナル

経路の一部を媒介する可能性が挙げられた。その 5 日後（生後 30 日目）、未分化性

オリゴデンドロサイト前駆細胞の殆んどは分化へ進み、僅かは更に分化が進み成熟

細胞となった。視覚剥奪マウスでは、対称性モードの娘細胞が静止状態と分化状態

が転換され、未分化性が維持された。やがて生後 50 日目の健常マウスでは、増殖細

胞の殆んどが成熟オリゴデンドロサイトへ分化した。視覚剥奪マウスでは更なる成

熟オリゴデンドロサイト数が見られ、それは主に対称的・非対称的に成熟細胞へ分

化が増加したためであった。尚、増殖細胞に関わらず、全ての成熟細胞の分布や蛍

光強度を検討すると、視覚剥奪によって更に細胞数が増加し、ミエリン形成の更な

る増加も示唆された。 

皮質下白質においては、第一章の結果のように生後 25 日目に、時期特異的に細胞

の増殖能がピークと増加し、視覚剥奪による更なる増加が示された。この増加は、

増殖細胞の対称性・非対称性に関わらず、未分化性を促進させたためであった。視

神経切断による視覚剥奪では、視神経の軸索がたどり着く視覚視床において反応性

アストロサイトやミクログリア・マクロファージが増加したが、一次視覚野では影
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響しなかった。即ち、視神経切断による炎症反応は視床でのみ生じ、視覚野の皮

質・白質では神経回路の再編成よる未分化性増加が示唆された。増殖細胞はやがて

成熟細胞へ分化し、増殖 5 日後（生後 30 日目）をピークとして増加し、視覚剥奪マ

ウスでも同様であった。皮質の結果と異なり、視覚剥奪による成熟細胞の促進は影

響しなかった。 

本研究では、眼優位性臨界期開始頃、オリゴデンドロサイト前駆細胞の発達に重

要な時期であると示唆され、やがて視覚剥奪による皮質内と白質で異なる発達・制

御をもつ事が明らかとなった。視覚剥奪下、皮質下層では、生後 25 日目の時期特異

的に増殖した細胞の未分化性維持は Shh シグナル経路の一部を介して促進され、大

脳視覚皮質の下層ではやがて成熟オリゴデンドロサイトへの分化を更に促進させた。

白質では、生後 25 日目にも未分化性細胞が視覚剥奪によって増加する一方、成熟へ

の促進は影響しなかった。従って、視覚剥奪すると神経回路の再編成が生じるが、

それに伴う皮質内と白質においてオリゴデンドロサイト前駆細胞の発達時期・制御

が異なる事が明かされた。この結果は、やがて神経回路再編成にオリゴデンドロサ

イトの発達が関与する事を示唆する。 
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B. 緒言 

B-1. オリゴデンドロサイトの発達 

オリゴデンドロサイト(Oligodendrocyte; 以下、OL とも言う)はグリア細胞の一種であり、 

生後 2 週間目まで大脳皮質内オリゴデンドロサイト前駆細胞(Oligodendrocyte progenitor cells; 

以下、OPC とも言う)のピークとなり(Hill and Nishiyama, 2014)、成熟 OL へ分化してニュー

ロンの軸索の周りに巻き包むミエリンを形成する役割を果たす。中枢神経系にある成熟 OL

は 13 ヵ所以上の軸索上ミエリンを形成するが、末梢神経系では一つの OPC が Schwann 細

胞に成熟して一か所のみミエリンを形成する相異性がある。中枢神経系の脳における OPC

は主に同種性(Homogeneity)の性質をもって生後の脳に広く分布し(Nishiyama et al., 1999)、成

体の脳において脳全体の中、2~9%の増殖性をもつ細胞腫であり(Pringle et al., 1992; Dawson et 

al., 2003)、一生にわたって新たなミエリン形成の再編成を繰り返す (Mallon et al., 2002; 

Dawson et al., 2003; Dimou et al., 2008; Rivers et al., 2008; Kang et al., 2010; Young et al., 2013; Hill 

et al., 2018)。 

OPC は主に NG2(Neuro-glia antigen 2)を発現し、発達期の間、多数の OL 系細胞と少数のア

ストロサイトへ分化する(Bergles et al., 2010; Zhu et al., 2011; Huang et al., 2014)。大脳皮質の成

体 OPC の殆んどは未成熟状態としてグリッド状として分布し、NG2 発現性(+)OPC 同士で常

にコミュニケーソンを取り合いながら必要に応じて増殖・分化をするなど、恒常性の特徴を

持つ(Hughes et al., 2013; Nishiyama et al., 2014; Mazuir et al., 2021)。成体の中枢神経系における

未分化性 OPC の役割は未だ明らかとされていない(Dimou and Gallo, 2015)が、組織損傷や神

経変性などによって OPC が増加して修復へ貢献する事は多数報告されている(Horner et al., 

2002; Viganò et al., 2016)。しかし、神経活性の一つである眼球剥奪による未分化性 OPC の増

減に関しては、未だ解明されていない。 

さらに成体の NG2＋OPC は多様な細胞種へ分化をする可能性が示されてきた(Belachew et 

al., 2003; Aguirre and Gallo, 2004; Aguirre et al., 2004; Baracskay et al., 2007)が、in vivo 研究では

未だ明確とされていない(Zhu et al., 2008, 2011; Viganò et al., 2013; Young et al., 2013; Hill and 

Nishiyama, 2014)。また NG2+OPC の増殖や分化速度そしてミエリン形成数が、神経細胞の細

胞体と軸索が存在する灰白質よりも、神経細胞の軸索しか存在しない白質において明らかに

早く、多い(Hill et al., 2013; Hill and Nishiyama, 2014)。先行研究より、転写因子や発達領域に

よって NG2 グリアの異種性(Heterogeneity)の可能性が秘められている(Trotter et al., 2010)。皮
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質（灰白質）と白質のそれぞれにおいて NG2＋OPC 多様性の違いが報告されており(Dimou 

et al., 2008; Káradóttir et al., 2008; Zhu et al., 2008, 2011; Hill et al., 2013; Viganò et al., 2016)、中枢

神経系の場所によってマウスの感受性期における single-cell RNA 解析から熟成 OL 組成の多

様性も示されている(Marques et al., 2016)。最近は、単一の NG2＋OPC を追跡することがで

き、胎児期に新生した NG2＋OPC が成体脳の皮質で増殖し続ける事が報告された(García-

Marqués et al., 2014)。しかし、神経可塑的臨界期の間、視覚情報を遮断する神経活動の変化

に伴って反応する一次視覚大脳皮質の OPC 分布や多様性に関する研究報告は明確にされて

いない。 

 

B-2. 神経活性によるオリゴデンドロサイトの発達 

最近の研究では、感覚経験による神経活動の減少によって、神経系幹細胞が増殖する事が

数々報告されている。例えばマウス体性感覚皮質にあるバレル野形成の臨界期開始期に

NG2＋OPC はバレルの隔壁（Septa）に分布するが、ヒゲの切断によって NG2＋OPC が増殖

してバレルの内側まで分布される(Mangin et al., 2012)。又、オタマジャクシの視神経を切断

すると、視覚中枢の一つの視蓋（Optic tectum）において神経幹細胞が増加する(Sharma and 

Cline, 2010)。しかし、一次視覚皮質において、視神経の切断によるアストロサイトやミクロ

グリア細胞の増減は報告されているが、オリゴデンドロサイト発達の変化については未だ明

らかと分かっていない。 

多数の神経伝達物の受容体やグルタミン酸シグナル系が OPC で発現し、OL 系細胞の分化

に 重要な役割とされると近年に報告された。中枢神経系発達期や成体の脳において、神経

細胞（またはニューロン）の軸索からシナプス入力を受けて介す AMPA（α-Amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid）レセプターから OPC も入力を受ける(Kukley et al., 

2007; De Biase and Bergles, 2011; Zonouzi et al., 2011; Mitew et al., 2018)。OPC における AMPA

レセプターのサブタイプの一種である GluA2 の Ca2+透過性の高低程度によって、OPC の増

殖や分化が制御される(Chen et al., 2018)。脳梁の OPC は、AMPA レセプターを介すシグナル

を受け、新たな生存性のある成熟 OL へ分化が進む(Kougioumtzidou et al., 2017)。また、電位

依存性 Ca2+チャンネルの L 型の中で、Cav1.2 と Cav1.3 が生後発達期の皮質内 NG2 発現性

OPC 増殖の増加を制御し、ミエリン形成への成熟には影響を及ぼさないが、OPC 形状が短

くなると同時に、ランビエ絞輪の間隔が短くなる。Cav1.2 と Cav1.3 欠損によって、N-
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methyl-D-aspartate (NMDA)依存性長期抑制 long-term depression (LTD)が除去され、長期神経可

塑性の制御に寄与をする(Zhao et al., 2021)。しかし、興奮性・抑制性ニューロンからのシナ

プス入力は、OPC 分裂の際には変動せず、分化した OL においてシナプス入力反応が減少す

る(De Biase et al., 2010; Kukley et al., 2010)。視覚喪失による視床～・皮質系経路を介した入力

の減少に伴う、一次視覚野における第 4 層のシナプス活性低下による OPC の増殖性・分化

性の変動に関する研究は未だ報告されていない。 

感覚経験によって OPC の増殖や分化・ミエリン形成に制御される。例えばマウスのヒゲ

運動を増加させると、一次体性感覚皮質における OPC・OL 細胞とミエリン形成が増加する

(Hill et al., 2018; Hughes et al., 2018)。また、神経回路の再編成によるシナプスにおける棘突起

（dendritic spine）の増加により(Polley et al., 2004; Jung and Herms, 2014)、それに伴う OPC 増

殖性の影響が示唆される。しかし、出生後から単独に親や兄弟から単離すると、やがて前頭

前皮質（prefrontal cortex）において myelin basic protein (MBP)の発現が減少するなど、ミエリ

ン形成の数や鞘厚みが減少する(Liu et al., 2012; Makinodan et al., 2012)。従って神経活動の活

性亢進は OPC から OL・ミエリン形成へ促進させることが示唆される。ところで、経験活動

による神経感覚入力の増加は環境に適応するため神経回路可塑性が生じ、それに伴った

OPC 増殖・分化の変動が、視覚喪失によって一次視覚野の OPC でも同様な変動が見られる

かは疑問である。 

 

B-3. 成体脳の神経新生 (Adult neurogenesis) 

1900 年以来、胎児期のみならず、哺乳類の成体脳において神経幹細胞の増殖や分化が持

続すると報告されてきた。それは、成体脳の主に 2 ヵ所（脳室下帯（subventricular zone; 

SVZ)と海馬の顆粒細胞下帯 (subgranular zone ; SGZ)にある歯状回 (dentate gyrus; DG)）で、

常に神経系幹細胞(neural stem cells; NSCs) の増殖が続いている(Gage, 2000, 2002)。SVZ で生

まれた NSCs（type B 細胞)は、一過性増殖細胞（type C 細胞)からニューロブラスト（type A

細胞)へ、或いはグリア細胞のアストロサイトかオリゴデンドロサイトへ分化し、嗅球

(olfactory bulb)や前頭皮質へ移動して分化をする。SGZ で新生した細胞（type 1 細胞)は、中

間型前駆細胞(intermediate progenitor；type 2 細胞)からニューロブラスト（type 3 細胞）とな

り、やがて海馬の興奮性細胞へ分化するか、または NSCs からアストロサイトやオリゴデン

ドロサイトへ分化をする(Ming and Song, 2011)。成体マウスを走らせたり、感覚刺激の多い
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環境に居させたりすると、海馬の SGZ において NSC が更に増殖し、6 週間目に最も成熟ニ

ューロンへ分化が促進される(Bergami et al., 2015; Gonçalves et al., 2016)。脳の障害や神経疾患

によっても、SVZ で増殖した NSCs 損傷領域へ移動して分化し、大脳皮質の NSCs や反応性

グリア細胞が増殖することも近年、多数報告されている(Buffo et al., 2005, 2008; Kamphuis et 

al., 2012; Shimada et al., 2012; Sirko et al., 2013; Faiz et al., 2015)。未分化性細胞である NSC の増

殖・分化の機序は神経活性パターンや時期などによっても、それぞれである。しかし、大脳

皮質内にある OPC 増殖・分化の機序が、SVZ や SGZ における NSC と同様なシグナル経路

を介して制御されるか否かは、未だ明確ではない。 

 

B-4. 本研究に使用された諸マーカー 

Ki67 

Ki67は、MKI67を抗原とし、細胞周期の活性期（G1、S、G2、M期）に発現する核タンパ

ク質である(Gerdes et al., 1983, 1984; Burger et al., 1986; Nakajima et al., 1999)。G0期への移行と

ともに徐々に発現が減少し、細胞周期の長い細胞では検知できない (Miller et al., 2018)。つ

まり、細胞の増殖能の有無を識別するに有用なマーカーとして使用されている。 

 

BrdU（5-bromo-2'-deoxyuridine） 

BrdUはDNAのチミジンのアナログとなる合成ヌクレオシドである。細胞周期 S期（DNA

複製期）の間、DNA のチミジンの CH3 基が臭素（Br）原子に置き換わって新たに合成され

る DNA 鎖に取り込まれ、細胞分裂と共に娘細胞へ受け継がれる(Kee et al., 2002)。BrdU を生

体へ注入することで増殖細胞が抗 BrdU 抗体の標識で検知され、注入後、２時間から最大２

年以上に渡って検出することが可能であると言われる(Eriksson et al., 1998)。BrdU 検知によ

り、活発に増殖する細胞を特定する事が可能である。 

 

Nestin 

神経系幹細胞・前駆細胞と考えられる未分化性細胞マーカーが Nestin である。Nestin は、

中間径フィラメント(intermediate filament)タイプ IV のタンパク質であり、神経系幹細胞又は

前駆細胞マーカーとして主に中枢神経系で発現することが知られている。胎児期には放射状

グリア細胞(radial glial cell)の軸索に(Murdoch and Roskams, 2008)、生後には SVZ や SGZ の神

経系幹細胞や前駆細胞に主に発現し、大脳皮質では神経上皮細胞(neural epithelial cell)や未分
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化性細胞に発現する(Lagace et al., 2007; Imayoshi et al., 2008)。Nestin は、分化した成熟細胞で

は発現が消滅するため、細胞種特異的マーカーとの共染色する事により、どの種類の細胞が

未分化性をもつか識別することが可能となる。 

 OL 系細胞の中で、OPC が未分化性細胞であるため、Nestin が OPC で発現することが考え

られる。in vitro 研究では、潜在的増殖能をもつ未分化性グリア前駆細胞と OPC で Nestin が

発現し、分化状態の OL やミエリン形成 OL では Nestin が発現しない (Gallo and Armstrong, 

1995; Guo et al., 2009; Rafalski et al., 2013)。よって、NG2 との共発現させて比較すると、NG2-

Nestin+グリア前駆細胞、NG2+Nestin+ OPC、NG2+Nestin- 未成熟 OL（pre-OL）、NG2-

Nestin- 成熟 OL と識別する事が可能になると考えられる(Tanaka et al., 2009; Reviewed in 

Schumacher et al., 2012; Kremer et al., 2016)。 

 

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) 

GFAP は中間径フィラメント(intermediate filament)タンパク質の一種であり、中枢神経系で

はアストロサイトや上衣細胞(ependymal cell)に発現し、神経変性疾患や損傷によって現れる

反応性肥胖アストロサイト(reactive astrocyte)が増殖すると共に強い蛍光強度が検出される。

胎児時と出生後の直ぐにおけるマウスの脳（胎児 18～生後３日目）では、殆んどの放射状

グリア細胞に発現し、それ以降はアストロサイトに発現する(Ge et al., 2012; Rusnakova et al., 

2013)。マウスの胎児 18 日目～生後３日目は、アストロサイト発生ピーク期と言われ、放射

状グリア細胞からアストロサイトへ分化すると共に、アストロサイトの増殖ピークとなる時

期である。GFAP は、発達期や成体の時期に関わらず、代表的アストロサイトのマーカーと

して広く用いらている。 

 

S100β (S100 calcium-binding protein B) 

S100β はカルシウム結合ドメインの持つタンパク質であり、中枢神経系、特に脳において

高い発現性をもち、アストロサイトに選択的に発現する。S100β タンパク質は、細胞内のカ

ルシウム濃度をある程度の一定に維持させるバッファーとして機能し、細胞内のシグナル伝

達や細胞外への分泌など、S100β の役割に関しては明確になっていない。ところが、 S100β

は通常、アストロサイトマーカーとして広く使われ、近年、胎児期と出生直後の脳における

放射状グリア細胞での主な発現と、グリア前駆細胞や分化性細胞においてラベルされる事が

報告されている(Clarke and Barres, 2013)。S100β マーカーを使用して細胞種同定を行うには、
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多種マーカーとの共染色により明確な細胞種を同定する事が出来る。 

 

NG2 (Neural/glial antigen 2) 

NG2 細胞（ポリデンドロサイト：多樹状細胞）は、ニューロン、成熟した OL、アストロ

サイト、ミクログリアとは異なる中枢神経系の細胞の一種である。NG2 は、細胞膜におい

てプロテオグリカン NG2（CSPG4, chondroitin sulfate proteoglycan 4）の発現によって検出で

き、枝分かれした樹状突起が豊かな形を持ち、灰質や灰白質において脳全体に分布している。

NG2 は、膜貫通型プロテオグリカンで、通常 252 kDa の分子量をもち、グリコシル化状態で

は 300kDa となる。NG2 のコアタンパク質は、95％を占める 2,225 アミノ酸配列の大きな細

胞外ドメイン、25 アミノ酸配列の膜貫通ドメイン、および 76 アミノ酸配列の短い細胞質尾

部で構成されている(Stallcup, 2002; Price et al., 2011; Yadavilli et al., 2016)。これらのドメイン

は、NG2 と細胞外・内リガンドとの相互作用を促進し、細胞付着キナーゼおよび MAP キナ

ーゼ経路を介してシグナル伝達を活性化させる。それによって、細胞増殖、移動、浸潤、細

胞骨格再編成、生存、神経回路の再編成などの重要な細胞機能を調節する(Stallcup, 2002; 

Sakry et al., 2014; Yadavilli et al., 2016)。マウス NG2 の発現は、翻訳開始部位の上流にある

1,585 塩基対のプロモーター領域によって制御される(Sellers et al., 2009)。NG2 プロモーター

には、遺伝子発現を調節する共活性因子として p300 および CREB 結合タンパク質の結合部

位が含まれている(Sellers et al., 2009)。 

また、in vitro 研究より、NG2 細胞は成熟 OL へと分化することから、しばしば OPC と同

一視されてきた。実際に NG2 細胞は OPC で、PDGFRαを発現すると in vivo 研究でも分かり

(Rivers et al., 2008; Kang et al., 2010; Li et al., 2017)、OPCから成熟OLの間にいる未成熟OL(pre-

OL)の前半期まで発現する事が分かってきた(Kelenis et al., 2018; Marie et al., 2018)。しかし、

このポリデンドロサイト(多樹状細胞)が、ニューロンとアストロサイトをも生み出すことが

できる多能性細胞であると、最近少しずつ報告されている(Zhu et al., 2008, 2011)。さらに、

電気生理学的研究では、ニューロンからシナプス入力を受け取ることを示し、それらが神経

回路に統合されていることを示唆している(Kukley et al., 2008, 2010; Nishiyama et al., 2014)。

本研究では、NG2 標識抗体および他の細胞種抗体と共染色して、OL 系細胞でどの細胞種を

示し、それに加えてアストロサイト等の他の細胞種にも発現するか検証を行った。 

 

CNPase (2′, 3′-cyclic nucleotide 3′-phosphodiesterase) 
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  CNPase は、ヌクレオシド 2 '、3'-サイクリックモノホスフェート（2'、3'-cNMP）がヌク

レオシド 2'-モノホスフェート（2'-NMP）へ加水分解すると 1960 年代にはじめて観察された。

それ以来、中枢神経系の非コンパクト型ミエリンの酵素としてよく知られており、ミエリン

タンパク質の中で 4％を占め(Trapp et al., 1988; De Monasterio-Schrader et al., 2012; Raasakka and 

Kursula, 2014)、末梢神経系にも極少量が存在すると報告された(Radtke et al., 2011)。CNPase

ドメインの大部分は C 末端（アイソフォーム 1）ペプチドとして脂質化された Cys 残基を介

して細胞膜に結合しており、極一部は N 末端のターゲット配列（アイソフォーム 2）を介し

てミトコンドリアに輸送される(McFerran and Burgoyne, 1997; Lee et al., 2006)。また、カルモ

ジュリンや細胞骨格の相互作用をする polynucleotide kinase (PNK)類似型ドメインと(Stingo et 

al., 2007)、ホスホエステラーゼ活性部位がある His-X-Thr-X の 2 連続ドメインの構造を持つ

(Lee et al., 2001; Raasakka and Kursula, 2014)。CNPase は、C 末端ペプチド作用によって OL 樹

状突起の形成、分岐、成長に不可欠であり(Lee et al., 2005)、成熟 OL やミエリン形成 OL で

発現するタンパク質として知られている(Hemmer et al., 2002; Lappe-Siefke et al., 2003; Raasakka 

and Kursula, 2020)。 

 

B-5. 視覚大脳皮質における眼優位性 

脳には学習や記憶に必要な神経回路がある。その回路には、環境に適応しながら機能を形

成する重要な時期がある。それを臨界期または感受性期と呼ぶ。通常、一つの機能に対する

臨界期は一生に一度しか生じないため、極めて重要である。臨界期が生じる時期は、視覚や

聴覚などの感覚機能や、言語学習などの記憶機能というように各々異なり、さらには動物種

によっても異なる。 

臨界期に重要な脳の部位は大脳皮質であり、感覚皮質の神経回路形成においては光刺激や

音刺激などの各要素に対応する臨界期が存在する。その臨界期は、典型的にマウスの生後

19 日目から 32 日目までと知られてる(Prusky et al., 2006; Maffei et al., 2010)。視覚の刺激パタ

ーンによってニューロンの機能的反応に敏感な時期であり、神経回路が成熟した後（成体時）

においては視覚入力パターンによる変化は生じないと良く知られている(Hubel and Wiesel, 

1962; Wiesel and Hubel, 1963; Globus and Scheibel, 1967; Hensch, 2005)。感覚皮質は感覚入力パ

ターンによって、一生に渡ってダイナミックな変化や適応をする(Burton, 2003; Amedi et al., 

2005; Merabet and Pascual-Leone, 2010)。子猫の早期(開眼前)の眼球剥奪は一次視覚野における
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シナプス活性は変化させず、視覚情報の減少により、視床の lateral geniculate nucleus (LGN)

に至る軸索を減少させ、反応性のある一次視覚野の領域を縮小させる(Ohwaza and Freeman, 

1988; Karlen and Krubitzer, 2009)。 

興奮性と抑制性の神経細胞、およびグリア細胞とそれらの神経細胞との相互作用が臨界期

形成に重要だと考えられている。例えば、視覚皮質では、興奮性神経活動を抑制する抑制性

神経細胞(特に、Parvalbumin(PV)発現性バスケット細胞)が臨界期の開始に重要な働きをする

ことが報告されている(Hensch, 2005)。また、抑制性神経細胞による興奮性神経細胞の制御

とアストロサイトによる神経伝達物質の代謝が臨界期の形成に関与していると考えられてい

る(Hensch, 2005; Muthukumar et al., 2014)。したがって、神経細胞やグリア細胞などの神経系

幹細胞の増殖かは、臨界期における神経回路形成に重要な役割をもつことが考えられる。 

 

B-6. 視覚剥奪によるグリア細胞の変化 

V1 の発達時における視覚経験はグリア細胞に影響を与える。眼優位性臨界期の以前の生

後 12 日目から 24 日目までマウスを闇環境下(Dark rearing)にさせると、GFAP＋アストロサイ

トの細胞数には影響を与えないが、生後 12日目から成体までの闇環境ではGFAP＋アストロ

サイトを減少させる(Corvetti et al., 2003, 2006)。生後 28 日目からの単眼剥奪は、両眼から情

報を受け取って処理する V1B 領域（the binocular zone of primary visual cortex）において Iba1

を発現するミクログリアの分布を変化させないが、単眼剥奪より 4 日間までは、ミクログリ

アが形態的に変化し、ブランチ(神経突起数)が増加した(Sipe et al., 2016)。出生後から 4 週間

の暗環境下での発育では、OPC の数や分布に影響しないと報告されている(Mangin et al., 

2012)。一方、ミエリン関連遺伝子は生後 28 日目の一次視覚野の下層において増加し

(Lyckman et al., 2008)、オリゴデンドロサイト特異的遺伝子は生後 26 日目の一次視覚野に最

も多く発現している(Benoit et al., 2015)。その中で、serum/glucocorticoid-regulated kinase(e.g., 

Sgk1, Erf, Egr1, Nogo-66 receptor, etc)などの一部は光刺激に反応して増加する(McGee et al., 

2005; Hrvatin et al., 2018)。しかし、視覚入力パターンによる OPC 増殖や分化における OL 系

細胞の発達に関して未だ明らかとされていない。 

 

B-7. Sonic Hedgehog (Shh) シグナル 

Shh は、胎児期にモルフォゲンとして、濃度勾配による器官形成の制御に重要な役割を担
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い、生後の細胞種や組織部位によって役割が変わってくることがよく知られている(Lu et al., 

2000)。例えば、脳組織の発生過程で、神経管の腹側にある脊索（Notochord）から分泌され、

腹側から背側へ濃度勾配を形成しながら NSC を OPC へ分化させる。また、成体 NSC での

細胞分裂やグリア細胞への分化制御にも、Shh が関与することが報告された(Ruiz i Altaba et 

al., 2002; Araujo et al., 2014)。さらに Shh は、視神経交叉(Optic chiasm)または脊髄の中央交連

(spinal cord midline commissure)で軸索を介して長い距離まで分泌され(Sánchez-Camacho and 

Bovolenta, 2008; Fabre et al., 2010; Sánchez-Arrones et al., 2013)、神経回路形成に関与する可能

性が示唆されている。Shh の RNA レベルや N 末端タンパク質は Pre-synapse と Post-synapse

両方で発現し、マウスの胎児 14 日目をピークとして経時的に減少し、P30 の皮質で僅かな

増加が表れる(Rivell et al., 2019)。これらより、シナプスにおける Shh 発現の増減による、神

経回路再編成が生じるかどうかという疑問が生まれる。 

Shh は皮質第５層の興奮性ニューロン(Harwell et al., 2012)と、皮質内アストロサイトによ

って分泌されると報告された(Garcia et al., 2010; Hill et al., 2019)。Shh タンパク質は、C 末端

ドメインと 19 kDa の N 末端ドメインで構成されており、N 末端でのパルミトイル化と C 末

端アミノ酸へのコレステロール付加によって修飾され、シグナル活性状態の Shh-N タンパク

質として細胞外へ分泌される(Bonn-Breach et al., 2019)。非活性状態の場合、Shh シグナルを

受ける細胞では、PTCH1(Patched 1)受容体が Oxysterol と結合して Smo(Smoothened)受容体を

非活性化させ、その下流にある Gli 複合体が Sufu タンパク質と結合して、核内で転写抑制因

子として働く。Shh-N タンパク質が PTCH1 受容体に結合すると、Oxysterol が PTCH1 から離

れて Smo 受容体に結合すると同時に、Smo 受容体が活性化され、その下流にある Gli タンパ

ク質と Sufu タンパク質との結合が解除され、Gli が核内で転写活性因子として働く。つまり、

GliはShhシグナル関連遺伝子、例えば、PTCH1、Smo、Gli1/2/3など(Bonn-Breach et al., 2019; 

Espinosa-Bustos et al., 2019; Yang et al., 2021)の転写活性を制御する。本研究では、Shh シグナ

ルの制御による OPC 未分化性維持を調べるため、Cyclopmaine と用いて Smo 受容体の活性

を抑制した。上記のように、Oxysterol が Smo 受容体に結合することによって Shh シグナル

経路の活性され、Cyclopmaine は Oxysterol に代わって Smo に結合し、Shh シグナルを非活性

状態で維持させる(Chen et al., 2002)。成体マウス SVZ の新生細胞では、Cyclopamine 投与に

よって Smo 受容体下流の RNA 量が低下した(Palma et al., 2005)ため、Shh シグナルを効果的

に阻害できると想定した。 
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脳卒中などによる脳損傷、また多発性硬化症やアルツハイマー認知症による神経変性疾患

は、損傷部位における肥胖アストロサイトが発現してグリア性瘢痕(Glial scar)を形成し、Shh

を分泌して(Yang et al., 2012; Sirko et al., 2013)、ニューロンの細胞死を保護する(Chechneva et 

al., 2014; Pitter et al., 2014; Sofroniew, 2020)。アストロサイトとは別に、Shh シグナルは成体の

脳梁において軸索変性に反応して OPC 増殖・分化を促進させ、OL 系細胞の分布拡大を誘導

する(Ferent et al., 2013; Samanta et al., 2015; Sanchez and Armstrong, 2018)。しかし、神経疾患を

持たない健常 OPC の大脳皮質における Shh シグナルの影響は知られていない。 

 

B-8. OPC 増殖・分化における諸メカニズム 

 OPC 増殖や分化は多数のメカニズムによって制御される。皮質のスライス切片培養（in 

vitro）では、phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/mammalian target of rapamycin (mTOR) と

Wnt/β-catenin シグナル経路の相互作用よって NG2＋細胞の増殖性が亢進されるが、

extracellular signal-regulated kinase (ERK) 経路は介さない(Ishii et al., 2012; Hill et al., 2013)。in 

vivo 研究より、p38MAPK-ERK1/2 シグナルは、ミエリン鞘の太さを制御し、Akt/mTOR と

ERK1/2 経路の相互作用はOPCからOLへの分化を促進させる(Chew et al., 2010; Ishii et al., 2012, 

2016; Dai et al., 2014)。また、OPCをターゲットとした PTEN-Akt-GSK3β の活性は OPC から

OL への分化を促進し、mTOR 非依存的に新たなミエリンを形成させる(González-Fernández 

et al., 2018)。さらに、Notch1 や TGF β シグナルが OPC から OL へ分化の促進に関わり、

Wnt/βcatenin 回路の TCF7l2 Transcription factor 7 like 2)は阻害の方に働く(Fancy et al., 2009; 

Hammond et al., 2015)。従って、OL 系細胞の発達には諸メカニズムが関わり、マウスの日齢

や実験方法による結果の相異性を見極める必要性があると考えられる。 

 

B-9. 本研究に向けて 

オリゴデンドロサイト前駆細胞は生後の脳において広く分布し、一生にわたって持続的に

増殖性の持つ主な細胞種として知られており、やがて成熟 OL へ分化して新たなミエリンの

再編成を繰り返す(Mallon et al., 2002; Dawson et al., 2003; Dimou et al., 2008; Rivers et al., 2008; 

Kang et al., 2010; Young et al., 2013)。OPC は均一な数や分布を維持し、神経活動に応じて増殖

や分化をする(Hughes et al., 2018)。例えば、神経回路における特定のニューロンを刺激させ

ると、OPC の増殖や分化を亢進させたり(Li et al., 2010; McKenzie et al., 2014)、静止状態 OPC
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の成熟 OL への分化を促進させたりする(Gibson et al., 2014)。マウスのヒゲ切断による感覚喪

失は、体性感覚皮質のバレル野において OPC 増殖と同時に成熟を低下させる(Mangin et al., 

2012; Hill et al., 2014)。 

一次視覚皮質においては経験依存性 OPC の増殖・分化の影響に関する報告は少ない。生

後 4 週間の暗環境下での発育は、OPC の数や分布の変化に影響しない(Mangin et al., 2012)一

方、光入力パターンに応じて神経回路再編成をする感受期である眼優位性臨界期のピークに

は、一部のミエリン関連遺伝子の発現が、特に V1 の下層において亢進し(Lyckman et al., 

2008; Benoit et al., 2015)、光刺激によって OL 発現性遺伝子が増強する(McGee et al., 2005; 

Hrvatin et al., 2018)ことから、その臨界期での OPC 発達への重要性が示唆された。しかし、

ミエリン関連遺伝子発現がミエリン形成にどのように関わるかは未だ明らかではない。本研

究では、眼優位性臨界期における、眼球剥奪による OPC および OL の発達への影響を解明

する事を目的とした。 

 本研究は、マウスの一次視覚野において OL 系細胞がどのように発達し、更に眼球剥奪に

よって増殖・分化がどのように変化するかを検討した。増殖性細胞の発達的変化を眼優位性

臨界期開始前後の時期に調べ、OPC 増殖・分化の時期特異的感受期の解明と共に、光情報

入力の開始時からの盲目による一次視覚野の灰白質(Gray matter; GM)、特に下層における

OPC の未分化性について検証した。生後 22 日目から 25 日目までの BrdU 投与により OPC が

最も増殖したことから、この時期に着目し、増殖能の有無、分化状態、および細胞分裂した

娘細胞の対称性モードを視覚経験依存的で有るか否かを検証した。また、これらの変化を

Shhシグナル経路が介するかを検討した。増殖細胞の 25日以降の分化状態を経時的に調べ、

成熟 OL やミエリン形成に眼球剥奪がどのように影響を与えるか検証した。これらの結果よ

り本研究では、一次視覚野の神経回路再編成に重要な時期に、マウスの目蓋が開く時期から

盲目環境にすると、Shhシグナル経路の一部を介してOPCの未分化性維持を誘発し、やがて

更なるミエリン形成 OL への成熟を促進させる事が明らかとなった。 

さらに皮質下白質（WM）での両眼剥奪の影響を調べた。WM には、神経伝達情報を仲介

する投射軸索において、適切な神経電気的伝導を行うのためにミエリンが存在している。ミ

エリンは、神経情報の電気的伝導の速度とタイミングを制御し、軸索を構造的・機能的に修

飾する。そのため、神経回路の成熟形成に OL がどのように発達するかを理解することが重

要である。OPC の密度は GM よりも WM で約 50％高い分布を示す(Dawson et al., 2003)。

OPC は自己新生して増殖し、OL へと分化する(Rivers et al., 2008; Guo et al., 2009; Kang et al., 
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2010; Young et al., 2013; Nishiyama et al., 2014)。OPC 発達における増殖率は、GM よりも WM

において速い(Simon et al., 2011)。これらの OPC 特性の重要性は、まだ明らかとされていな

い。 

OPC 増殖は、ニューロンの軸索活動によって影響される。成体における脳梁の in vivo 研

究より、電位依存性ナトリウムチャネル阻害剤テトロドトキシンによって局所的な軸索伝導

が阻害され、OPC の増殖が増加した(Gautier et al., 2015)。出生時からヒゲを切断して感覚入

力が皮質に到達するのを防ぐと、一次体性感覚皮質のバレル野における GM でも OPC 増加

が検出された(Mangin et al., 2012; Hill et al., 2014)。一方、in vitro 研究から、後根神経節(dorsal 

root ganglion)で神経活動が強化されると OPC 増殖が減少した(Stevens et al., 2002)。つまり、

神経活動の増加が OPC 分布を減少させ、神経活動の喪失が OPC を増加させた。しかし、こ

のようにを結論付けるのは簡単ではない。成体運動野の皮質下 WM と皮質脊髄路

(corticospinal tract)においては、神経活動の亢進によって OPC 増殖は減少せず、増加した(Li 

et al., 2010; Gibson et al., 2014)。これは、脳領域依存的な OPC 増殖性が示唆される。また、

OPC 増殖の増加における原動力として OPC 恒常性が考えられ、細胞分裂時に、OPC から分

化への割り当てを制御することによって、OPC を一定数に保つと考えられる(Hughes et al., 

2013; Xiao et al., 2016)。一次視覚野の皮質下 WM では、OPC の増殖と分化の性質、そしてそ

れらの活動依存性に関しては殆んど知られていない。 

本研究で、GM では、生後 15 日目の開眼時から視覚剥奪すると、特定の発達時期に OPC

未分化性を増加させ、その後 OL への分化を増強させることを発見した。盲目マウスでは、

生後 19 日目から 22 日目または生後 25 日目から 28 日目に比較して、生後 22 日目から生後

25 日目に毎日 1 回 BrdU の腹腔内注射で検出された OPC 増殖を増加させた。この皮質下層

における OPC 増殖の増加は、Ki67+増殖性細胞を上昇させて Ki67-分化性細胞を減少させる

事を明らかにした。興味深いことに、増殖した細胞の成熟が、生後 25 日目以降に促進され

た。本研究より、P22～25の時期は、神経活動依存によるOPC増殖に対して感受性の高い特

異的時期であることが示唆された。さらに、生後 22 日目から 25 日目の特異的な期間の V1

の皮質下 WM における OL 系細胞の発達上の変化や、OPC の増殖と分化に対する視覚剥奪

の影響を検証し、GM との違いを明らかにした。 

 

 

 

 

 



18 

 

C. 実験材料・方法 

C-1. 実験動物 

実験動物はC57BL系統マウスを用い、12時間明暗サイクル下、動物施設で飼育をした。全

てのマウスの処置は創価大学動物管理委員会の承認下、実験動物の世話と使用のためのガイ

ドに従った(US National Research Council Committee, 2011)。本研究では生後15~50日目のマウ

スを用いた。 

マウスにおける視覚剥奪環境を作るため、生後15日目(Postnatal day; P15)に目蓋が開いた事

を確認した後、視神経切断の手術を行った。IACUCの承認下（承認番号170015、18013、

190009、20008、21006）、眼球剥奪の実験手法は先行研究に基づいて施した(Karlen and 

Krubitzer, 2009; Aerts et al., 2014)。P15のマウスに鼻を覆うマスクを用いて、1.0 L/min O2と1.5 

L/min N2Oのガス混合物とともに2%イソフルラン(Cat# 008313, Intervet)のガス麻酔下で眼球剥

奪手術を施した。手術の間、マウスの体温が冷え込まないよう、ヒットパッドを用いて37℃

で体温を維持させた。麻酔にかかって不動状態であることを確認した後、痛み止めである

2%リドカイン(Cat# 125-05681, Wako)を目蓋の上に塗布した。目蓋を開いてピンセットで眼

球を持ち上げながら軌道から離し、その眼球の奥方にある血管と視神経をピンセットで軽く

虚血した後、手術用ハサミで視神経を切断した。眼球剥奪の後、眼球不在の代わりに、滅菌

済みのGelfoam (Pfizer)の断片を入れ込んだ。目蓋を閉じ、手術の部分的痛み軽減させるため、

綿棒で濡らした2％リドカインか0.25 % ブピバカイン(bupivacaine; LKT laboratories, USA)を

目蓋の上から再び塗布した。一方側の眼球剥奪は上記と同様に行い、一匹マウスの手術時間

は概して5分内で済ました。対照群のため、眼球剥奪ステップのみ除いて同様な実験手法で

偽手術を行った。手術後、対照群と眼球剥奪マウスに5 mg/kgの消炎鎮痛剤メタカム

(Metacam; Meloxicam; Cat# M20812A-32, Boehringer Ingelheim)を3日間、一日一回を腹腔内注

入を行い、マウスの手術による苦痛をできるだけ抑える工夫を行った。手術の間、マウスの

体温や心拍数、呼吸を持続的にモニターをした。両眼球剥奪もしくは偽手術を施したマウス

は、その親や兄弟・姉妹の元に戻して、12時間明暗サイクル下、動物施設で飼育をした。マ

ウスの健康状況を確認するため、毎日モニターを行った。P20頃に親元から離乳した後、視

覚低下による生存低下を防ぐため、実験動物が自ら餌が食べれるまで概して3~5日間餌を手

動供給しながら観察をした。実験に用いた全ての動物は、手術による顕著な体重低下は見ら

れなかった。手術後、P22、P25、P28、P30、P50のマウスを用いた。 
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C-2. BrdU 及び Shh シグナル抑制剤の投与 

  細胞の新生時期を特定するため、BrdU (5’-bromo-2-deoxyuridine; Cat# B5002, Sigma, 100 

mg/kg/day)を発達期のそれぞれの時期に、P19~22、P22~25、P22~28 に、毎日 1 回、そして犠

牲させる 2 時間前に腹腔内に投与した。BrdU の最初注入から～72 時間経過したマウスを用

い、0.1 M phosphate buffer で溶解した 4% (w/v) paraformaldehyde (Cat# 168–23255, Wako) (4% 

PFA)で脳組織を固定し、その脳切片を用いて特定細胞種マーカーと共に BrdU を検知した。 

Shh シグナル経路の Smoothened (Smo)受容体に結合して活性を抑制する Cyclopamine (Cat# 

C-8700, LC Laboratories, 25 mg/kg/day)は、phosphate-buffered saline (PBS) followed で溶かした

45％の 2-hydropropyl-β-cyclodextrin (HBC, Cat# H-107, Sigma)で 1 mg/ml になるよう溶解したも

のを使用した(Van den Brink et al., 2001)。P22~25 または P22-29 に、HBC (vehicle control)或い

は Cyclopamine を毎日一回、腹腔内注入をし、P25 また P30 に脳組織固定を行った。P22~25

には、BrdU 投与の１時間後、vehicle や Cyclopamine を投与した。  

 

C-3. 免疫蛍光染色 

マウスにウレタン(1.0 g/kg, i.p.; Cat# U2500, Sigma)とキシラジン(13 mg/kg i.p.; Cat# X1251, 

Sigma)を腹腔内注入をして麻酔させた。麻酔された実験動物は、氷上で冷やした 4 % PFAを

用いて 5 分間の心臓灌流固定を行い、取り出した脳を 4 % PFA 上で 4 ℃ 下 、2 時間以内の

追加固定をした。ビブラトーム(Cat# DTK-1000, Dosaka)を用いて冠状(Coronal)脳切片を浮動

状態下で厚みが 40-50 μm になるように作製し、細胞種特異的な諸抗体で免疫蛍光染色手法

に従った。 

anti-Ki67 抗体の染色に当たり、事前熱処理による Ki67 抗原の表れが求められる。熱処理

のため、脳切片を入れたウェルプレートは sodium citrate buffer (pH 6.0) で 80 ℃下、30分間、

恒温槽で熱を与えた後、常温で 10～15 分間冷やし、PBS で 5 分間 2 回洗浄した。Anti-BrdU

抗体の染色に当たり、事前塩酸処理によって DNA の 2 本鎖を解かせて BrdU 抗原の表れが

求められる。脳切片を入れたウェルプレートは 1N HCl に 37 ℃下、恒温槽で 45 分間インキ

ュベートした後、pH を中和させるために 0.1M borate buffer (pH 8.5)に入れ替え、常温で 15

分間 2 回付け置き、PBS で 10 分間 5 回洗浄をした。anti-Ki67 と anti-BrdU 抗体の共染色に

は、先に事前熱処理を行ってから塩酸処理をして、先行研究に基づいた手法で染色を行った
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(Kee et al., 2002; Wojtowicz and Kee, 2006)。BrdU ラベルと多重染色のため、脳切片は 4 °C 下、

4 % PFA で 1 時間インキュベートしてから、次のステップへ進んだ。 

 PBS で脳切片を洗浄し、ブロッキング試薬(5 % normal donkey or goat serum, 0.3 % Triton X-

100 in PBS)を常温で 2～3 時間アプライし、ブロッキング試薬に希釈した一次抗体(下記参

考)は 16 時間以上、4℃下でインキュベートした。続きに、PBS による洗浄後、同様の脳切

片に二次抗体をブロッキング試薬に希釈して常温で 1.5 時間インキュベートした(希釈率

1/500; Table 1)。細胞の核を可視化するため、Hoechst 33342 (3 μg/ml; Thermo Fisher)を最後に

染色した。染色された脳切片は Vectashield antifade mounting medium (H1000, Vector Lab)の塗

布後、カーバーガラスを上から覆って、透明マニキュアで固定させた。 

 細胞特異的に検知させるため様々な一次抗体を用い、それらを可視化させるため其々の染

料が付着された二次抗体を用いた。使用した抗体らの品名、会社、希釈率、RRIDやCat. No.

などの情報を含むリストを Table 1 にまとめた。 

 

C-4. V1 の解剖学的分析位置 

マウスのアトラスに基づき(Paxinos and Franklin, 2008)、両眼球からの情報を受け取って処

理する V1B を主に分析領域とした。V1B は、眼優位性臨界期の間、眼球の左右から受ける

情報が両眼視野闘争による敏感な反応性を示す領域として知られている(Maffei et al., 2006)。

V1B の冠状脳切片における場所特定のため、先ず MGv (the ventral division of the medial 

geniculate nucleus)の中心部から垂直線を引き、その垂直線から後頭皮質側へ 15°になるよう 2

番目の線を引く(Figure 1)。この 15°線はマウスのアトラス（脳解剖学）に基づき、V1B に相

当すると推測した。細胞密度解析のための ROI (The region of interest)は、Hoechst 染色からの

核染色により、Pia（大脳皮質の軟膜）から皮質第 6 と WM の境界線までを GM 領域とし、

皮質第 6 と WM の境界線から海馬までを WM 領域とし、15°線から内側と側面の方に 0.4 mm

の離れた 2 つの線を其々平らになるよう引いて解析領域を決めた。一匹マウスから V1 の連

続的脳切片を平均的に 5~6 枚を使用し、1 グループ当たり最低限 3匹のマウスを使用した。 

 

C-5. 画像取得及び分析方法 

HyD detector を使って共焦点レーザー顕微鏡(Leica TCS SP8)でイメージを撮影した。一領

域に対する画像の Z 軸ステップは 1 μm 置きにして取得した。 
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蛍光強度の閾値以上となる細胞を免疫陽性細胞(或いは発現性細胞)と定義した。細胞数算

出に当たり、同じ脳切片において画像背景となる非発現性場所の蛍光強度を最低限 5 か所の

平均値を算出した。閾値蛍光強度は、脳切片ごとに、画像背景強度平均値の 3X 標準偏差値

(SD)と決め、ROI 内に計算された値を引き算した。細胞カウントは実験条件の未知の下、実

行した。取得したイメージで、染色の視覚化可能の範囲内における細胞数と体積を計算し、

細胞密度(cells/106 μm3)と分析した。一次視覚野の ROI に関しては、Pia を除く第 1 層を Bin 1

とし、Bin 2~8 は大脳皮質の第 2 層から第 6 層と WM の境界線までを 7 等分し、Bin を決め

た。各 Bin における細胞の算出や蛍光強度を測定するため、NIH (National Institutes of Health, 

USA) Fiji/ImageJ software (NIH, USA, RRID:SCR_002285)で解析を行った。 

CNPase (2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase)の発現するピッセル蛍光強度を測定する

ため、取得した画像は NIH image J に運び出し、Z 軸スタッキングをして 2 次元の 1 枚の画

像へ変換させた。閾値は強度以上の数値として引き算した。蛍光強度の分布は、各脳切片に

おいて Image J の Profile 機能を用いて測定した。強度の平均値は、各実験条件当たり、最低

限 4 枚の脳切片の平均値を出した。蛍光強度の累積分布解析のため、ピッセル強度は Pia か

ら第 6 層まで 1%ステップごとに測定し、全体強度を標準化させ、Kolmogorov–Smirnov 検定

よる分析を行った。データ解析は実験条件の未知の下、実行した。 

BrdU+ダブレット細胞の解析にあたり、BrdU+娘細胞の中心間距離を取得画像から 3 次元

で測定した。先行研究に基づき、BrdU+細胞の中、細胞間距離を 35 μm 以下となるものをダ

ブレット細胞として定義した(Boda et al., 2015)。 

 

C-6. 統計学解析 

本研究では統計学解析ツールとして Microsoft Excel と the R Project for Statistical Computing 

software (RRID:SCR_001905) を用いた。健常マウスと BE マウスグループの 2 標本に当たり

平均値の違いによる有意差を検定するため、unpaired Student’s t-test や one-way ANOVA test 

(元配置分散分析法) を行い、統計学的有意差(p < 0.05)を検証した。Cyclopamine の実験に当

たり、4 条件のコンディションにおける違いを比較するため、one-way ANOVA で検証した

後、the Tukey post hoc test (多重比較検定)を行った。 

CNPase の蛍光強度解析のため、各グループの違いを 2 標本 KS-検定(the two-sample 

Kolmogorov-Smirnov test)を用いてテストを行い、有意差(p < 0.05)を検証した。2 標本 KS-検
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定は、適合度の検定法の一つであり、分布種類を問わいノンパラメトリックな二つのグルー

プ間の確率分布が異なるものであるか否かを検定する手法である。各グループの累積確率分

布より、二つの標本間の差を計算し、その最大値を D として表し、KS 統計量と呼ぶ。二つ

の分布が等しいという仮説から得られた KS 統計量を D-crit と、実際に得られた値は D-stat

と表記して D-cirt より大きければ有意差があるとする。 

各実験のグループやコンディションに当たる有意差や N 値（実験に用いた実験マウスの

匹数）は、図や図の説明文（Legend）に記した。各グラフは、該当データ毎の【平均値 ± 

平均値の標準誤差】として表した。 
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D. 結果 

D-1. 眼優位性臨界期の開始時における、灰白質での増殖細胞の検討 

 マウスの一次視覚野において、眼優位性臨界期(P19-32)の初めの頃(P22, P25, P28)、神経回

路再編成に伴って細胞増殖に変化するか検討する事を目的とし、先ずは GM での発達変化を

観察した。増殖細胞マーカーとして Ki67 と BrdU を用いて免疫蛍光染色を行った。Ki67 は

G0 期を除く細胞周期（G1 期、S 期、G2 期、M 期）内に発現する核タンパク質であり、増殖

能力の持つ細胞マーカーである。Ki67 発現(+)細胞は、V1 の全体的に広く分布していた

(Figure 2)。健常マウス(Control mice; CTRL)では P25 に有意的に増加した(Figure 2G; one-way 

ANOVA, F(2, 15) = 7.30, p = 0.0061)。Ki67＋細胞は、P22 から P25 に 2.5 倍増加し、P25 から

P28 に減少の傾向であった(Figure 2G)。DNA 複製を経て活発に増殖した細胞を標識する 

BrdU は、マウスの腹腔へ P19~P22、P22~P25、P25~P28 の各時期に、一日一回(合計 4 回) 注

入し、其々の期間内に実際に増殖したと考えられる細胞を検討した(Figure 2H)。3 日間の

BrdU 投与により増殖した BrdU+細胞は、Ki67 細胞数より 2 倍以上存在し、V1 の下層でより

多く分布するが、どの時期においても細胞密度がほぼ同様であった(Figure 2H, one-way 

ANOVA, F(2, 15) = 0.181, p = 0.84)。これらの結果より、新たに生まれた BrdU+細胞の増殖率

は変化せず、増殖能の持つ未分化性 Ki67+細胞は眼優位性臨界期の早期である P25 に増加す

ると示唆される。 

そして BrdU と Ki67 の共染色より、BrdU+Ki67+細胞と BrdU+Ki67-細胞を上記と同様な時

期で検討した。BrdU+Ki67+細胞は、DNA 複製期を経て細胞周期内に残っている増殖性細胞

を示し、P25 時期特異的に増加をした(Figure 2I, one-way ANOVA, F(2, 15) = 7.46, p = 0.0067)。

BrdU+Ki67-細胞は、DNA 複製期を経て細胞分裂後に G0 期へ細胞周期を脱した細胞であり、

推定的に静止状態か分化へ進んだ細胞を示す。しかし、BrdU+Ki67-細胞は、BrdU+Ki67+細

胞より多く分布するが(Figure 2I & 2J の比較)、どの時期においても優位的変化は無かった

(Figure 1J, one-way ANOVA, F(2, 15) = 0.014, p = 0.986)。これらの結果より、普段の増殖細胞

は細胞周期から脱するが、眼優位性臨界期の開始時である P22~25 の間増加した細胞は増殖

性に感受性を持つと示唆される。 

 

D-2. V1 の皮質下白質における増殖細胞の性質 

 生後 4週目とそれ以降、V1の両眼領域における皮質下白質（WM）で増殖細胞の分化性・
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未分化性状態を検討した。各時期に、BrdU を毎日腹腔内へ注入し、WM で増殖した細胞が

標識された（Figure 1）。 P25 の全ての BrdU+細胞は Olig2 と NG2 を発現したことから

（Figure 1D、96.1±1.4％、N = 6）、増殖細胞がオリゴデンドロサイト系細胞であることを示

唆された(Dimou et al., 2008)。Ki67 を用いた免疫蛍光染色により、増殖能をもつ Ki67+細胞を

検討した（Figure 9A、B）。健常マウスの WM における Ki67+細胞の密度は P22 と P25 で同

様だったが、P25 から P28 の間で約半分が急激に低下し(one-way ANOVA, F(2, 15) = 6.18, p = 

0.011 Tukey-Kramer post-hoc test, P25 vs. P28, p = 0.00094)、P28 から P50 の 3 週間で半分近く

更なる減少が続いた（Figure 9C）。P25 から P28 への減少は、増殖の低下や細胞周期から細

G0期へ脱した状態へ発達的移行による要因であると考えられる。 

  Ki67+細胞の発達的減少を探索するため、先ず 3 日間のBrdU投与によりOL系細胞を P19

から P22（P19～22）、P22 から P25（P22～25）、または P25 から P28（P25～28）標識し、

BrdU と Ki67 の共染色による増殖率を調べた。BrdU＋細胞は、P19～22 から P25～28 に減少

の傾向が観られた（Figure 9D）。P22～25 から P25～28 に BrdU+細胞は 4.4 cells/106 μm3 が

減少し、これは P25 から P28 に Ki67+細胞の低下（6.0 cells/106 μm3）に寄与したと考えられ

る。実際に BrdU+ Ki67+細胞は P22～25 から P25～28 に約 2.2 cells/106 μm3が減少し（Figure 

9E）、これは Ki67+細胞喪失の 3 割以上であった。したがって、Ki67+細胞の喪失は、増殖

率の低下を伴う可能性が考えられる。 

BrdU+ Ki67+増殖性細胞が P22～25 から P25～28 に減少したにも関わらず、BrdU+ Ki67–細

胞の増加に寄与しなかった（Figure 9F）。3 つの期間のいずれかにおいて Ki67–細胞の割合

は、ほぼ同様であった（P19～22 で 73％、P22～25％で P71％、P25～28 で 78％）。これら

の結果より、健常マウスでの増殖率検証の 3 つの時期で、細胞の分化状態の割合に明らかな

変化が無く、P25 から P28 に細胞増殖が低下し、増殖細胞の喪失があったことが示唆された。 

 

D-3. 灰白質での P22~25 の増殖細胞における視覚剥奪の影響 

V1 における Ki67 や BrdU をラベルした細胞の増殖性・分化性に対して、視覚剥奪による

影響を検討した。開眼時期である P14~15 に視神経を切断し、両眼球を無くした盲目マウス

における増殖細胞の変化を調べた。視覚剥奪マウスでも健常マウスと同様に、V1 における

Ki67+細胞が P25 に有意的に増加した(Figure 2G; one-way ANOVA, F(2, 15) = 8.33, p = 0.0036)。

しかし、Ki67+細胞に対して、視覚剥奪による影響や日齢間(P22, P25, P28)での顕著な変化は
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見られなかった(two-way ANOVA analysis, F(2, 30) = 2.06, p = 0.14)。つまり発達期を通して、

健常マウスと視覚剥奪マウスにおいては、細胞の増殖能の違いは無い事を示唆する。ところ

で、盲目マウスの BrdU+細胞は、P25 の時期に顕著な増加をし(Figure 2H, one-way ANOVA, 

F(2, 15) = 7.42, p = 0.0058)、これは視覚剥奪が P22 から P25 の間に細胞の増殖率を促進させた

と示唆される。しかし、BrdU＋細胞に対して、視覚剥奪と日齢による相互的影響は無かっ

た(two-way ANOVA, F(2, 30) = 1.21, p = 0.31)。P22、P25、P28 の 3 つの発達期の間、視覚剥奪

による BrdU+細胞の影響は少なかった(Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.093 for P19-22 vs. P22-

25, p = 0.54 for P22-25 vs. P25-28)。更に、どの時期においても盲目マウスで健常マウスより

BrdU+細胞数が有意的に増加しなかった(Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.90 for P22, p = 0.86 

for P25, and p = 1.0 for P28)。こららの結果より、健常マウスでも盲目マウスでも P25 の時期

特異的に増殖能がピークとなる発達的影響を示す一方、視覚剥奪による増殖細胞の分布には

影響しなかったことを示唆する。 

 新たに新生した細胞の増殖性・分化性の状態に視覚剥奪によって制御されるか検討するた

め、BrdU+Ki67+細胞と BrdU+Ki67-細胞の分布を調査した。P22~25 に増殖した BrdU+Ki67+

細胞の数は盲目マウスで最も多かった(Figure 2I, one-way ANOVA, F(2, 15) = 11.1, p = 0.0013)。

しかし、BrdU+Ki67+細胞は、視覚剥奪や日齢による顕著な相互的影響は示されなかった

(two-way ANOVA, F(2, 30) = 2.09, p = 0.14)。BrdU+Ki67+細胞は、P19-22 より P22-25 に約 5 倍

以上、P25-28 より P22-25 に約 2 倍以上が盲目マウスで優位的に増加した(Figure 2I; Tukey-

Kramer post hoc test, p = 0.0034 for P19-22 vs. P22-25, p = 0.015 for P22-25 vs. P25-28)。盲目マウ

スで P22-25に増加したBrdU+Ki67+細胞は、健常マウスの分布と同様であった(Tukey-Kramer 

test, p = 0.054) 。その一方で、細胞周期を脱した BrdU+Ki67-細胞に対して、どの時期におい

ても視覚剥奪による影響は無く(Figure 2J, one-way ANOVA, F(2, 15) = 1.17, p = 0.34) 、盲目や

時期による相互作用は観られなかった(two-way ANOVA, F(2, 30) = 0.33, p = 0.72)。そしてどの

時期においても、健常マウス(Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.84 for P19-22, p = 0.97 for P22-25, 

p = 1.0 for P25-28)と盲目マウス(Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.094 for P19-22 vs. P22-25, p = 

1.00 for P22-25 vs. P25-28)における顕著な統計学的有意差は検知されなった。これらの結果よ

り、P22-25の時期特異的に視覚剥奪によって増殖性細胞が顕著に増える一方、細胞周期から

脱した BrdU+Ki67-細胞の影響は少なかったと示唆される。 

 成熟 OL マーカーの myelin basic protein (MBP)が、発達期の間に皮質の下層で高い強度を示
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すと同時に.、多数の OL 遺伝子が発現する事より(Dawson et al., 2000)、本研究では P25 の時

期特異的に増殖する細胞が V1 内特定の層で増加するか、大脳視覚皮質を Bin 1~8 に等分し

各層別の定量分析を行った。Bin 1~4 は第 1～4 層、Bin 5~6 は第 5 層の上下、Bin 7~8 は第 6

層の上下に大まかに同様であると想定した。その中、WM に近接した Bin 8 における

BrdU+Ki67+細胞が、時期特異的な有意的差が観られた(two-way ANOVA test, F(2, 29) = 30.14, 

p = 8.3x10-8)。盲目マウスにおいて増殖性細胞は、P22 から P25 で 2.5 倍以上が増加し、P25

から P28 で同様な倍率として減少をした(Figure 2K, Tukey-Kramer post hoc test, p = 1.1x10-6 for 

P22 vs. P25; p = 2.0x10-5 for P25 vs. P28)。P25 の BrdU+Ki67+細胞は、視覚剥奪によって健常マ

ウスより更なる増加が観られた(Figure 2K; two-way ANOVA test, F(2, 29) = 6.97, p = 0.0034; 

Tukey-Kramer post hoc test, p = 1.9x10-6 for control vs BE mice)。一方で BrdU+Ki67-細胞に対し、

各時期における顕著な差は示されなかった(Figure 2L; two-way ANOVA test, F(2, 29) = 0.23, p = 

0.80; Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.78 for P22 vs. P25, p = 0.99 for P25 vs. P28)。したがって、

少なくとも V1 の下層において、P25 の時期特異的に視覚剥奪によって更なる増殖が促進さ

れて、未分化性状態が増加したと示唆され、本研究では大脳視覚皮質の Bin 8 に注目した。 

 

D-4. 白質での視覚剥奪による増殖性 OPC 増加の感受性期 

増殖能をもつ Ki67+細胞において、視覚剥奪の影響を WM で検討した。 P15 の開眼時か

ら視覚剥奪をすると、健常マウスに比べて P25 の Ki67 +細胞数が一般により高かったが、統

計学的有意差は認められなかった（Figure 9C; unpaired Student’s t-tests, p = 0.13）。Ki67＋細

胞は、P25 から P28 に減少し（one-way ANOVA, F(2, 15) = 4.60, p = 0.028）、盲目マウスでは

健常マウスと同様に P50 まで低下し続けた。 

次に、視覚剥奪が増殖率や分化性状態に何らかの影響を及ぼしたかどうかを調査した。 

視覚剥奪は、3 つの時期において BrdU+増殖細胞の数に影響を与えなかったが（Figure 9D; 

unpaired Student’s t-tests, P19–22: p = 0.95, P22–25: 0.085, P25–28: p = 0.86）、P22~25 に増殖し

た BrdU＋細胞は健常マウスに比べて盲目マウスで僅かな増加が現われた。P22～25 や P25～

28 の間では、増殖率に有意差が見つかった（one-way ANOVA, F(2, 15) = 7.96, p = 0.0044, 

Tukey-Kramer post-hoc test, P22~25 vs. P25~28, p = 0.0032）。P25～28 に増殖した BrdU +細胞

は健常マウスと盲目マウスで同様であったため、P22～25 は視覚剥奪に対して感受性の高い

時期であると考えられる。この検討に相応し、BrdU+ Ki67+細胞は視覚剥奪によって約 70％
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有意に増加した（Figure 9E、unpaired Student’s t-test, p = 0.042）。この増加は、P19～22

（unpaired Student’s t-test, p = 042）または P25–28（unpaired Student’s t-test, p = 0.57）では見つ

からなかった。しかし BrdU＋Ki67–細胞は、BrdU で標識する３つの期間に、視覚剥奪によ

って変化しなかった（Figure 9F、unpaired Student’s t-tests, p19–22: p = 0.68, p22–25: p = 0.50, 

p25–28: p = 0.70）。したがって、視覚剥奪によって増加した P22～25 の BrdU+ Ki67+増殖性

細胞は、細胞周期から脱した Ki67–細胞の減少とは関連性が無かったと考えられる。これら

の結果より、視覚剥奪によって、新たに増殖した細胞が増加するのに対して、細胞周期から

脱して G0 期に存在する細胞には影響しないことから、細胞周期内に残って増殖し続ける

OPC には P22~25 という、視覚剥奪に対して感受性が高い時期があると示唆される。 

 

D-5. 灰白質での P22~P25 に増殖した細胞の細胞種同定 

 次に、P22~25 の時期特異的に増殖した細胞の細胞種同定を検討するため、P22~25 にラベ

ルされた BrdU+細胞と各細胞種特異的マーカーとの共染色を行った(Figure 3)。Olig2 は OL

系細胞の転写因子であり、OPC からミエリンを形成する成熟 OL まで、OL 系列全般的に検

知できるマーカー(OL 系列細胞マーカー)である。V1 下層の Olig2+細胞は BrdU+細胞の 98％

を、NG2+細胞(主にOPC及び pre-OLマーカー(Dawson et al., 2000; Ghoumari et al., 2005; Kremer 

et al., 2016))は 90％近くを占めた(Figure 3G)。先行研究と同様に、増殖細胞の殆んどが OPC

である結果が得られた (Dimou et al., 2008; Psachoulia et al., 2009; Simon et al., 2011)。

BrdU+NG2+細胞の全ては Olig2 を発現し、BrdU+細胞の殆んどは OL 系細胞であると可能性

が挙げられた。BrdU+細胞の 10％余りの NG2 非発現性（–）細胞は、グリア前駆細胞或いは

成熟 OL であると思われる。ところで、Olig2+細胞や NG2+細胞はアストロサイトのような

他細胞種も生み出すため(Takebayashi et al., 2002; Zhou and Anderson, 2002; Marshall et al., 2005; 

Cai et al., 2007; Dimou et al., 2008; Zhu et al., 2008, 2012)、先ずアストロサイトマーカーである

GFAP と S100β を用いて BrdU+細胞と共染色を行った(Figure 3C, 2D and 2G)。BrdU+細胞で

は、~2%の GFAP+細胞であるが、S100β+細胞は~20%を占めた。2 種のマーカーともアスト

ロサイトに良く使用されている抗体であるものの、S100β を発現する細胞がより多い割合を

占めた。この結果は驚くべきではなく、OPC を含む OL 系細胞においても S100β を発現する

事が既に報告されていた(Deloulme et al., 2004)。その他、BrdU+細胞の中、Iba1(Figure 3E)や

GAD67(Figure 3F)を発現する細胞は全く存在しなかったため、P22~25 に増殖した細胞はミク
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ログリア(Iba1)や抑制性神経前駆細胞 (GAD67)ではない事が分かった。したがって、P25 に

増殖した細胞種は、全てが OL 系細胞であり、その中でも NG2+グリアであった。 

さらに、視覚剥奪によって増殖細胞の細胞種に変化させるかも検討した(Figure 3G)。しか

し、その細胞種も健常マウスと同様な割合を示した。上記の結果より、視覚剥奪は BrdU+細

胞の分布を制御せず、Ki67 発現を促進させたため、細胞種より OL 系細胞における増殖能や

分化性の制御をする事が示唆される。 

  

D-6. 灰白質における視覚剥奪による P25 の増殖性 OPC の増加及び細胞分裂の対称性 

 V1 において P22～25 の時期特異的に増殖した細胞が、視覚剥奪によって OL 系細胞の増

殖性・分化性が制御されるかを確かめた。先ず P22~25 に増殖した BrdU+細胞の中、

Ki67+Olig2+細胞（増殖性 GPC か OPC）と Ki67－Olig2+細胞（静止状態 GPC か OPC、或い

は分化した Pre-OL か OL）を皮質の各層・白質における分布を検討した(Figure 4)。V1 の各

Bin 別解析により、BrdU+Ki67+Olig2+細胞は、白質で細胞数が最も多く、灰白質の中上層

(Bin 2~4)に比べて下層(Bin 6~8)でより多く分布した。どの層においても BrdU＋Olig2＋細胞

の中、増殖能 Ki67＋より非増殖性 Ki67–細胞が多かった(Figure 4I and 4J)。 

 視覚剥奪による OPC 増殖能の制御に皮質の層依存的であるか検討するため、盲目マウ

スにおける BrdU+Olig2+細胞の増殖性・分化性を調べた。皮質下層の Bin 8 において、盲目

マウスでは BrdU+Olig2+Ki67+細胞が 2 倍程増加し(Figure 4B, one-way ANOVA with Tukey-

Kramer post hoc test, F(1, 8) = 51.91, p = 0.000092) 、BrdU+Olig2+Ki67–細胞は健常マウスと同

様であった(Figure 4C)。白質の BrdU+Olig2+Ki67+細胞は、盲目マウスで増加の傾向であった

(Figure 4C)。これらの結果より、V1 第 6 層の下部において特異的に、視覚剥奪によって感受

性的に反応して OL 系細胞の増殖能が顕著に増加する事が分かった。 

 先行研究と同様に、BrdU+細胞は細胞間距離が近接している娘細胞が大脳皮質内に多く存

在し(Kukley et al., 2008; Ge et al., 2009; Hill et al., 2014; Boda et al., 2015)、細胞間の 35 μm 以下

となるペアをダブレット細胞と想定し(Boda et al., 2015)、V1 下層における OPC 分裂の対称

性を検討した。BrdU+細胞の半分以上がダブレット状態である事が分かった(Figure 4A’–4A”)。

健常マウスの BrdU+ダブレット細胞は、細胞分裂後、主に細胞周期から対称的に離脱(Ki67–

/–)し、少数が細胞間の 0~15μm として対称的に細胞周期に残り(Ki67+/+)、非対称的に分裂し

た細胞(ペアの中の片方は Ki67+、一方は Ki67–)は少なかった(Figure 4D)。しかし、視覚剥奪
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マウスの BrdU+ダブレット細胞は、対称性 Ki67–/–細胞が主に存在し、非対称性 Ki67+/–細胞

が少ないものの、対称性 Ki67+/+細胞が細胞間の 6~10μm で約 3 倍増加した(Figure 4E; for 

6~10 μm, 5.6 ± 2.3% for control and 17.1 ± 3.2% for BE; one-way ANOVA, F(1, 8) = 7.94, p = 0.023)。

つまり盲目による細胞の増殖性増加は、対称的に細胞分裂をして細胞周期の G1 期へ戻り、

増殖能の持続性が向上した事に相応すると示唆される。 

 

D-7. 灰白質では視覚剥奪は、静止状態 OPC に影響させず、成熟 OL への分化を減少させて 

P25 の増殖性 OPC を亢進させる 

視覚剥奪による細胞の増殖能促進に細胞周期から脱した細胞の分化状況を調査するため、

Ki67 と Nestin を用いて共染色を行った(Figure 5)。Nestin は神経系幹細胞・前駆細胞の未分化

性細胞マーカーであり、生後の大脳皮質では神経上皮細胞(Neural epithelial cell)や未分化性細

胞に発現することが報告されている(Gallo and Armstrong, 1995; Guo et al., 2009; Rafalski et al., 

2013; Reviewed in Schumacher et al., 2012; Kremer et al., 2016)。Nestin 発現の血管内皮細胞から

識別するため、CollagenIV を用いて血管細胞を検知させた。BrdU+Nestin+細胞は CollagenIV

を発現しない未分化性細胞である事が確認できた。Nestin は増殖性のグリア前駆細胞や OPC

に発現し、分化へ進んだOL（未成熟OL（Pre-OLとも言う）、成熟OL、ミエリン形成OL）

では発現しない(Gallo and Armstrong, 1995; Reviewed in Schumacher et al., 2012; Podbielska et al., 

2013; Coppi et al., 2015)。Ki67 と Nestin を共染色する事により、Ki67＋Nestin＋細胞は活発に

増殖能をもつ未分化性細胞、Ki67–Nestin–細胞は細胞周期から脱して分化へ進んだ細胞、

Ki67–Nestin+細胞は未分化性状態で G0 期へ脱した静止状態細胞として其々想定をした。

P22~25 に増殖した BrdU+細胞は健常マウスと盲目マウスにおける数が同様であったため、

増殖細胞の未分化性状態の変化を割合を検討した。上記の推測の下、健常マウスの BrdU+細

胞の半分は分化の方向(Ki67–Nestin–)へ進み、20%の増殖する未分化性細胞(Ki67+Nestin+)と

30%の静止状態未分化性細胞(Ki67–Nestin+)として存在した(Figure 4F-4H)。視覚剥奪によっ

て、静止状態の未分化性細胞は変化せず、分化した細胞が減少する一方、増殖する未分化性

細胞が約 3 倍増加した(Figure 4H, one-way ANOVA with Tukey-Kramer post hoc test, F(1, 8) = 8.31, 

p = 0.020 for control vs. BE of BrdU+Ki67+Nestin+; F(1, 8) = 12.41, p = 0.0078 for control vs. BE of 

BrdU+Ki67–Nestin–)。健常マウスと盲目マウスにおける BrdU+Ki67–細胞数は同様であった

事より(Control: 4.03 ± 0.52 cells/ 106 μm3; BE: 3.84 ± 0.60 cells/ 106 μm3; Tukey-Kramer post hoc 
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test, p = 0.95) (see also Figure 2L and Figure 4C)、視覚喪失は静止状態の細胞に影響せず、分化

を抑制して未分化性維持を促進すると考えられる。 

上記の視覚剥奪による増殖性細胞の未分化性・分化性の制御が細胞分裂時に決定されるか

BrdU+ダブレット娘細胞の解析を用いて、分化性シフトと細胞分裂の対称性の関連性を検討

した。健常マウスにおいて、対称的に分裂した Ki67–/–Nestin–/–（分化性）細胞は、細胞間

6-20 μmの距離で主に存在し、細胞間31-35 μmの距離では対称的に分裂したKi67–/–Nestin+/+ 

（静止状態未分化性）細胞が占められていた(Figure 4I)。それに対し盲目マウスでは、細胞

間 15 μm 以内の距離において、対称的に増殖能の持つ Ki67+/+Nestin+/+ （増殖性未分化性）

細胞が顕著に増加する一方(one-way ANOVA, F(1,8) = 20.3, p = 0.0020 for 6–10 μm) 、対称性 

Ki67–/–Nestin–/–（分化性）細胞が減少した(one-way ANOVA, F(1, 8) = 17.04, p = 0.0033 for 6–

10 μm, F(1, 8) = 9.43, p = 0.015 for 11–15 μm)( Figure 4I and 4J)。対称的に分裂した細胞の殆ん

どは、静止状態の娘細胞（Ki67–/–Nestin+/+）と推定される細胞として分裂して互いに離れ

ていき、互いに近接する細胞は極少であり、盲目マウスでも同様であった。細胞周期の S 期

を介して G2 期に居るか細胞分裂後に 35 μm 以上離れたと思われるシングレット未分化性細

胞が存在し、健常マウスでも盲目マウスでも同様な割合を示した。健常と盲目の両マウスに

おいて、非対称的に分裂した未分化性娘細胞(ペアの片方は増殖性、一方は静止状態未分化

性; Ki67+Nestin+ & Ki67–Nestin+)として極少ない割合で発見できた。これらの結果より、視

覚剥奪の下、P22~25 に増殖した BrdU+細胞は、未分化性細胞の増殖能を維持さえる一方、

静止状態の未分化性細胞には変化せず、分化への進行を抑えた事から、視覚剥奪が細胞分裂

を制御する可能性が考えられた。 

 

D-8. 白質では視覚剥奪は細胞周期からの離脱に影響させず、OPC の増殖性を亢進させる 

視覚剥奪が P22～25 に増加した BrdU+ OPC の増殖性を上昇させるとすると、OPC の分化

性にも視覚剥奪の影響を与えると推測された。Ki67 と、神経系前駆細胞を発現する中間径

フィラメントタンパク質である Nestin との共染色により、増殖状態、静止状態、または分化

状態の区別を試みた(Lendahl et al., 1990)（Figure 11）。Nestin は未分化性 OL 系細胞で発現す

るため(Gallo and Armstrong, 1995; Guo et al., 2009; Rafalski et al., 2013; Dimou and Gallo, 2015)、

Ki67 と Nestin を共発現する細胞（Ki67+ Nestin+）は増殖能をもつ未分化性細胞、Ki67 を発

現しない細胞（Ki67–Nestin+）は細胞周期から脱した潜在的静止状態の未成熟細胞、Ki67 と
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Nestin の両方を発現しない細胞（Ki67–Nestin–）は成熟 OL に向けて分化する細胞であると

考えられる(Chen et al., 2017)。Nestin は、BrdU+Ki67+細胞の核に近い細胞質に発現し、

BrdU+Ki67–細胞では発現しなかった（Figure 11A、B）。健常マウスにおける BrdU +細胞の

割合を調べ、約 30％が細胞周期内の増殖状態、約 40％が静止状態、約 30％が分化状態であ

った（Figure 11C）。特に視覚剥奪は、増殖し続ける Ki67+ Nestin+細胞数を増加させた。推

定的静止細胞および分化性細胞では、有意的増加はみられなかった。 

増殖し続ける細胞の増加は、増殖細胞の対称性分裂によると考えられるため、細胞分裂の

対称性を検証した。BrdU +細胞で、核の中心間の距離が 35 µm 以内の場合、ダブレットと娘

細胞とみなした(Boda et al., 2015)。細胞密度の分析より、対称的に分裂して細胞周期内にい

る（Ki67+ Nestin+）ダブレットと Ki67+ Nestin+ / Ki67–Nestin+細胞へ非対称的分裂したダブ

レットは、視覚剥奪によって増加した。他のダブレット細胞種は影響を受けなかった。した

がって、視覚剥奪は、主に対称的に分裂して増殖能をもつ細胞を増加させ、少ない程度であ

るが、非対称的にも増加させる一方、細胞周期から脱した非対称性分化細胞には影響しなか

った。 

 

D-9. 灰白質においては視覚剥奪は OPC の細胞分裂の対称性に影響を与えず、未分化性を維

持させて分化を遅延させる 

 P22~25 に増殖した BrdU+細胞の半分程は P25 時に分化へ進み、視覚剥奪によって未分化

性 OPC の増殖能が増加させて成熟を減少させる事まで分かった。これらの結果は、視覚剥

奪が OPC を増加させ、未成熟 OL（Pre-OL）の形成を減少したとも推測される。この推測を

実際に検証するため、NG2 と Nestin マーカーの免疫蛍光共染色手法により、グリア前駆細

胞 (NG2–Nestin+)、OPC (NG2+Nestin+)、pre-OL (NG2+Nestin–)、ミエリン形成 OL (NG2–

Nestin–)として其々見分けられる(Tanaka et al., 2009; Reviewed in Schumacher et al., 2012; Kremer 

et al., 2016)。健常マウスのBrdU+細胞では、殆んどがOPC (33.2 ± 6.2%)とpre-OL (55.2 ± 5.1%) 

であり、血管周皮細胞(Pericyte)や分化へ進んだ OL は少ない割合を占めた(Figure 5A–5H)。視

覚剥奪すると、OPC (59.2 ± 6.9%) と pre-OL (34.2 ± 5.8%)の発達ステージシフトが生じ 

(Figure 5H; one-way ANOVA with Tukey-Kramer post hoc test, F(1, 8) = 7.89, p = 0.023 for NG2 

+Nestin+ OPCs, F(1, 8) = 7.49, p = 0.026 for NG2+Nestin- pre-OLs for control vs. BE)、他の細胞種

の変化は無かった。これらの結果より、視覚剥奪は OPC から Pre-OL への分化を抑制し、

OPC の未分化性を維持させる事で OL 系細胞の発達ステージをシフトさせたと示唆される。 
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 成体 OPC は、増殖性 NG2＋細胞と NG2–成熟 OL へ良く非対称的に分裂する(Simon et al., 

2011; Boda et al., 2015)。OL 系細胞へ分化する際の対称性モードにおいて視覚剥奪の影響を検

討するため、BrdU+ダブレット細胞の対称性解析を行った。健常マウスの BrdU+娘細胞の多

数は、対称性 Pre-OL (NG2+/+Nestin–/–, 44.8 ± 6.5 %)や OPC (NG2+/+Nestin+/+, 22.6 ± 4.2 %)と

して存在した(Figure 5I)。視覚剥奪によって、対称性の OPC と Pre-OL の割合値がシフトした

(NG2+/+Nestin+/+, 50.1 ± 8.0 %; NG2+/+Nestin–/–, 20.4 ± 5.4 %)。しかし、非対称的に OPC と

Pre-OL へ分裂する細胞(NG2+/+Nestin+/–)は、視覚剥奪によって少しだが増加が見られた。

つまり、視覚剥奪による OPC の未分化性維持は、対称的に分裂した細胞を OL 系細胞への

分化を減少して増殖性 OPC を増加を促進させる要因であったと示唆される。 

 

D-10. 白質において、視覚剥奪は成熟 OL に向けた発達を促進せず OPC を増加させる 

次に、OL 系細胞の特異的マーカーを用い、視覚剥奪によって OL 系発達を変化されたか

どうかを白質で調べた（Figure 12）。P22～25 に増殖した BrdU+細胞は、NG2 と Nestin で共

染色を行った。NG2 は主に OPC で発現し、分化中に徐々に分解され、Nestin はグリア前駆

細胞（GPC）と OPC の両方で発現するが、分化へ進んだ OL では発現しない(Figure 12A; 

Ghoumari et al., 2005; Schumacher et al., 2012; reviewed in Kremer et al., 2016)。つまり、NG2–

Nestin+、NG2+Nestin+、NG2+Nestin–、および NG2–Nestin–細胞は、それぞれ GPC、OPC、

未分化性 OL（Pre-OL）、および成熟 OL と考えることができる。この推定定義に従うと、

健常マウスのOPCとpre-OLは、ほぼ等しい細胞数であった（Figure 12C）。視覚剥奪はOPC

を約 50％増加させる一方、pre-OL を約 40％減少させる傾向がみられた。 

ダブレット分析より、OL 系細胞の発達における細胞の分裂対称性を調べた。盲目マウス

では、NG2+Nestin+対称性細胞が大幅に上昇し、上記の OPC増加の要因である事が確認出来

た。NG2–Nestin+の対称性 GPC ダブレットは、少ない割合だが、視覚剥奪によって増加した

（Figure 12D）。他の細胞種は、視覚剥奪によって変化しなかった。これらの結果より、視

覚剥奪は増殖した細胞の未分化性を促進したと考えられる。 

次に、NG2、PDGFRα、および CC1 の免疫染色により、P22～25 に増殖した BrdU+細胞が

OL 系細胞の発達に視覚剥奪の影響がみられたかも検討した（Figure 12E–G）。PDGFRα は

OPC で発現し、CC1 は恐らく pre-OL の後半および成熟 OL で発現する(Figure 12A、たとえ

ば Nagy et al., 2017)。視覚剥奪すると、NG2+PDGFRα+ CC1–細胞（OPC）の増加が現われる
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一方、NG2+PDGFRα–CC1–細胞（pre-OL の前半）と NG2 +PDGFRα–CC1+細胞（pre-OL の後

半）と NG2–PDGFRα–CC1+細胞（成熟 OL）では視覚剥奪による顕著な影響は見つからなか

った（Figure 12F）。ダブレット細胞の分析より、視覚剥奪によって対称性 OPC が増加した

（Figure 12G）。したがって、P22～25 に増殖した OPC の増殖能が増加した視覚剥奪の影響

に、細胞分裂時の対称性との関連性が示唆される。 

 

D-11. 視覚剥奪による OPC の未分化性維持及び Shh シグナルの役割 

 次は視覚剥奪による未分化性OPCの増殖を制御するメカニズムの一つとしてShh（sonic 

hedgehog）シグナルに着目した。Shh は脳室下帯や脳梁における OPC 分布の増加を促進させ

る制御分子の一つとして報告されている(Tong et al., 2015; Daynac et al., 2016)。盲目による未

分化性細胞の増加と Shh シグナルとの関連性を検討した。Shh シグナル活性を抑制させるた

め、Cyclopamine を P22-25 に毎日一回腹腔内注入(25 mg/kg, i.p.)をした。Cyclopamine は、Shh

と Ptch1(Patched1)受容体との結合によって活性化される Smo(smoothened)受容体に結合して

シグナル経路を阻害する。P22-25 に増殖した BrdU+ OPC の未分化性を Olig2 と Nestin(Nes)

抗体を用いて検証した。予測通り、Vehicle 注入グループにおいて、視覚剥奪によって

BrdU+Olig2+細胞の未分化性(Nestin+)が増加して Pre-OL への分化が遅延された(Figure 6A and 

6B; two-way ANOVA test, F(1, 16) = 16.67, p = 0.00087; Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.000029 

for vehicle in control vs. vehicle in BE)。それに対し Cyclopamine の投与下、視覚剥奪による影

響が抑えられ(Tukey-Kramer post hoc tests, p = 0.00048 for vehicle in BE vs. cyclopamine in control, 

p = 0.0029 for vehicle in BE vs. cyclopamine in BE)、つまり視覚剥奪による OPC の未分化性維

持に Shh シグナルを媒介する可能性が示唆される。 

また、増殖細胞が対称的に未分化性細胞へ分裂する事に対し、つまり P22~25 に増殖した

細胞の同種性(homogeneity)・異種性(heterogeneity)に対し、Cyclopamine が視覚剥奪よる更な

る促進を抑制するか否か検証した。視覚剥奪マウスでは BrdU+Olig2+娘細胞の中、Nestin+/+

未分化性細胞の対称性分裂が増加し、Cyclopamine によってこの増加は抑制された (Fig 5C; 

two-way ANOVA test, F(1, 16) = 9.28, p = 0.0077 for interaction of drug (vehicle, cyclopamine) and 

mice (control, BE), Tukey-Kramer post hoc tests: p = 0.00024 for vehicle injection in control vs. BE 

mice, p = 0.0025 for vehicle in BE vs. cyclopamine in control, p = 0.030 for vehicle vs. cyclopamine 

in BE mice)。視覚剥奪によって非対称性 OPC 分裂（Nestin+/–）は変化しなかったが(two-way 

ANOVA, F(1, 16) = 0.199 for drug and mice interaction)、分化性細胞の対称性分裂（Nestin–/–）
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は減少し、この減少も Cyclopamine 投与によって抑制された (two-way ANOVA test, F(1, 16) 

= 17.25, p = 0.00075 for drug and mice interaction, Tukey-Kramer post hoc tests: p = 0.000086 for 

vehicle in control vs. BE, p = 0.011 for vehicle in BE vs. cyclopamine in control, and p = 0.017 for 

vehicle vs. cyclopamine in BE)。しかし、白質における OPC の未分化性維持には、 

cyclopamine による影響はみられなかった。これらの結果より、Shh シグナルは対称性分裂

細胞に対して灰白質下層 OPC の分化性を減少させて未分化性を増加させる視覚剥奪の影響

に関与すると示唆される。 

 

D-12. P22~25 に増殖した OPC の分化動態 

 P22~25 に増殖した GM の BrdU+細胞の OL 系細胞における発達変化を検討した。先ず、

P22~25 に増殖細胞の P30 における発達状態を調べた(Figure 7)。健常マウスにおける

BrdU+Ki67+増殖性細胞の殆んどは、P30 に既に不在し(Figure 7A and 7E)、言い換えると

P22~25 に細胞周期の S 期を通過した細胞が 5 日後には G0 期へ脱して分化状態或いは静止

状態にいたことを示す。これまでの健常マウスの BrdU+Olig2+Nestin+細胞は、P25 (1.77 ± 

0.36 cells/106 μm3, N = 5)から P30 (0.80 ± 0.23 cells/106 μm3, N = 5)に減少の傾向であった(Figure 

7H; one-way ANOVA test, F(1.8) = 5.07, p = 0.054)。それで OPC の未分化性・分化性は P30 以

降から変化しなかった。P30 から P50 における BrdU+細胞の消失は血管に沿って解析領域外

へ移動もしくは細胞死の可能性が挙げられる(Tsai et al., 2016)。P30 の BrdU+細胞は死細胞マ

ーカーである cleaved caspase-3 を発現しなかったため(N = 2 mice)、BrdU+細胞の消失はアポ

トーシスではないと思われる。Ki67 発現の結果を合わせると、P25 に増殖能をもつ細胞は

P30 になって細胞周期から G0 期へ脱し、分化性細胞（Nestin–Ki67–）より静止状態の未分化

性細胞（Nestin＋Ki67–）になったと示唆される。 

 P22～25 に増殖した WM の BrdU+細胞の運命を調べ、Ki67+細胞の喪失が増殖細胞の分化

性変化を伴うかどうかを検討した（Figure 10）。P25 で BrdU の注入を止め、5 日後のマウス

を用いた。追跡された P30 の BrdU+細胞は、P25 から約 28％の損失を示した（Figure 10A）。

興味深いことに、健常マウスの BrdU+ Ki67+細胞は、P30 でほぼ完全に消失した（Figure 

10B）。P25 から P30 における BrdU+ Ki67+細胞は約 4.8 cells/106 μm3を失い、これは P25 か

ら P30 に見られる Ki67 +細胞の喪失の一部に相応する（Figure 9C; 〜5.8 cells/106 μm3健常マ

ウス）。一方、BrdU+ Ki67–細胞は P25 と P30 で同様であった（Figure 10C）。これらの結果

より、Ki67+細胞の減少は、Ki67 発現の喪失ではなく、BrdU+細胞の消失に関連すると示唆
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される。また、P28 と P30 における Ki67+細胞の数が類似することから（Figure 9C）、増殖

後 3 日以内に BrdU+細胞の喪失が起こったと示唆される。 

 

D-13. P25～P30 における OPC の静止状態への促進に対する視覚剥奪の影響 

 次には、P22~25 に増殖した細胞の分化・発達に対する視覚剥奪による影響を調べた。今

までの結果と同様に P25 の BrdU+Ki67+増殖性細胞は、視覚剥奪によって 2 倍程増加した

(Figure 7E)。5 日後の P30 においては、P25 の細胞数より約 82.8 ± 8.0%程が減少した。健常

マウスでも増殖性細胞が同様に減少した(91.3 ± 8.7%)。盲目に関わらず、BrdU+細胞数はど

の時期でも同様であったため(see above for P25; control: 4.47 ± 0.80 cells/106 μm3, BE: 4.55 ± 0.73 

cells/106 μm3 for P30)、Ki67 発現が同様な割合で失われた事は、分裂後、細胞周期の G1期に

戻る静止状態の未分化性細胞に視覚剥奪細胞は影響を及ぼさなかった可能性が挙げられる。 

 OPC の未分化性・分化性変移における視覚剥奪の影響が P25 から P30 の間にも未分化性

維持に持続するか更に検討した。Shh シグナル阻害剤の Cyclopamine を P22~29 に投与し、

P30 の BrdU+Olig2+細胞の Nestin 発現有無により、P30 まで Shh シグナル経路を介して OPC

び未分化性が維持されるか調べた。P30 の BrdU+Olig2+Nestin+未分化性細胞において 

Cyclopamine 投与や視覚剥奪による相互的影響は、two-way ANOVA 検定より統計学的有意差

が示された (Figure 7H; F(1, 16) = 4.59, p = 0.048)。盲目マウスでは未分化性細胞数が増加し、

それが Cyclopamine 投与によって抑制された(Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.014 for vehicle 

injection in control vs. BE, p = 0.043 for vehicle vs. cyclopamine in BE, p = 0.017 for vehicle in BE vs. 

cyclopamine in control, p = 1.00 for vehicle vs. cyclopamine in control)。P25 の BrdU+Olig2+Nestin+

未分化性細胞は、健常マウスで 1.77 ± 0.36 cells/ 106 μm3で、盲目マウスで 4.48 ± 0.43 cells/ 

106 μm3であった (one-way ANOVA, F(1, 8) = 22.96, p = 0.0014)。P30 の未分化性細胞は、健常

マウスで 0.80 ± 0.23 cells/ 106 μm3で、盲目マウスで 1.94 ± 0.25 cells/ 106 μm3であった(Figure 

7H)。P25 から P30 において、健常マウスでは 46.3 ± 24.3%減少し、盲目マウスでは 55.5 ± 

6.7%が減少した(one-way ANOVA, F(1, 8) = 0.133, p = 0.72)。つまり、視覚剥奪によって P25 と

P30 に未分化性維持が促進されたにも関わらず、Nestin+細胞の減少率は健常マウスでも盲目

マウスでも同様であった。two-way ANOVA 検定から、BrdU+Olig2+Nestin+未分化性細胞に

対する時期と視覚剥奪による総合的有意差は無かった(F(1, 32) = 1.24, p = 0.27)。即ち、未分

化性細胞の静止状態への変移に視覚剥奪よって増加されたと示唆される。 
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D-14. Shh シグナル経路を介して対称性細胞分裂の促進に対する視覚剥奪の影響 

 そして、分裂した細胞が対称的に分化へ進む事に Shh シグナルが関与する可能性を検証し

た。P30 の vehicle 投与した健常マウスの BrdU+/+Olig2+/+娘細胞の多数は Nestin を発現しな

かった事(Nestin–/–; 88.9 ± 5.5%; Figure 7J)より、殆んどが分化へ進んだと示唆される。

Nestin+/+娘細胞は極少なかった(0.22 cells/106 μm3)。盲目マウスにおいて BrdU+/+Olig2+/+

娘細胞の中、Nestin+/+細胞は 0.67 ± 0.19 cells/106 μm3 として約 3 割を示し(34.0 ± 8.5%) 、 

Nestin–/–細胞は 0.64 ± 0.08 cells/106 μm3として約 3 割を示した(36.3 ± 5.8%)。BrdU+/+Olig2+/+ 

娘細胞の数は健常マウス(1.91 ± 0.67 cells/106 μm3) と盲目マウス(1.89 ± 0.29 cells/106 μm3)で

ど同様であったため、Nestin を発現する細胞の割合の差は OPC 娘細胞の対称性分裂に視覚

剥奪による促進の影響が示唆される。 

 Shh シグナル経路を介して OPC 未分化性の対称的分裂へ促進させるか否かを検討した。

Nestin 発現細胞において視覚剥奪と阻害剤投与の 2 つ要因による総合的有意差を求める為、

two-way ANOVA 解析を行い、BrdU+/+Olig2+/+娘細胞の中にある Nestin–/–娘細胞の割合に有

意的な影響が観られた(F(1, 16) = 10.7, p = 0.0047)。 Nestin–/–娘細胞は 健常マウスより盲目

マウスで顕著に少なく、Cyclopamine 投与によって Nestin 発現の減少が抑えられた(Tukey-

Kramer post-hoc tests, p = 0.00017 for vehicle-injected control vs. BE mice; p = 0.042 for vehicle- vs. 

cyclopamine-投与 BE mice; p = 0.70 for cyclopamine-injected control vs. BE mice)。また Nestin 発

現性 OPC の非対称性分裂（Nestin+/–）における影響は小さかった(two-way ANOVA, F(1, 16) 

= 1.47, p = 0.24)。これらの結果は、視覚剥奪によって P30 の OPC を対称性分裂として未分化

性を増加させ、それに Shh シグナルが一部関与する事が示唆される。 

 

D-15. V1 の灰白質・白質および背側外側膝状体（dLG）の神経膠症に対する視覚剥奪の影響 

OL 系細胞の発達における視覚剥奪の影響は、V1 内の構造的・機能的変化に起因する可能

性がある。先行研究より、出生時からの視覚剥奪は視神経から dLG において神経変性が生

じ(Reese, 1986)、dLG のサイズを縮小さると示された(Heumann and Rabinowicz, 1980; Asanuma 

and Stanfield, 1990; Massé et al., 2014)。つまり視床皮質軸索の構造や機能に影響を与え、V1 の

OPC 増減に変化をもたらすと考えられる。この可能性を理解するため、OPC 未分化性維持

が視神経切断による神経傷害で誘導されたものであるかどうかを調べた。V1 の GM や皮質

下 WM および dLG において、神経細胞の軸索変性や細胞死などの損傷によって誘発する神

経膠症（グリオーシス）を検証するため、アストログリオーシスのマーカーである GFAP と、
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ミクログリア食作用のマーカーである CD68 を用いて調査した（Figure 13）。健常マウスと

盲目マウスにおいて、GM や WM では GFAP と CD68 の発現に明らかな違いは検出されなか

った（Figure 13A、B）。しかし dLG において、GFAP 発現は健常マウスよりも盲目マウス

でより増強され、CD68 +細胞は健常マウスで検出されず、盲目マウスで GFAP 発現の領域に

沿って一部検出された（Figure 13C、D; 1 マウス当たり 2 枚の切片を使用、N = 3）。これら

の結果より、視覚剥奪による未分化性 OPC の増加は、V1 の GM や皮質下 WM の損傷によ

るものではないものの、dLGの変化とそれに従う視床皮質シグナルの変化を伴う可能性が示

唆された。 

 

D-16. 灰白質における P22~25 に増殖した OPC の P30 以降の経時的変化 

 P22~25 に増殖した未分化性細胞の多数が静止状態へ移行する事が明らかとなり、それか

ら健常マウスの増殖細胞が日齢が進むに連れて静止状態のあまま残るか、成熟 OL へ分化す

るか疑問が生まれた。増殖細胞の発達の変化を調べるため、CNPase 抗体と共染色を行い、

成熟 OL をラベルした(Figure 8)。CNPase を発現する BrdU＋細胞において、P25 の健常マウ

スでは存在しなかった (平均 53 ± 5 BrdU+Olig2+細胞, N = 3)。しかし、P30 の CNP＋細胞は

少数が検知され(Figure 8C and 8G)、BrdU+Olig2+細胞の中の 3.2 ± 1.2%として存在した(Figure 

8H, N = 4)。細胞周期から脱して G0 期に居る（BrdU+Ki67–）OPC の細胞数は、

BrdU+CNPase+成熟 OL の細胞数(Figure 8G, 0.15 ± 0.06 cells/106 μm3)よりも明らかに多かった 

(Figure 7F, 2.67 ± 0.37 cells/106 μm3)。また P30 の BrdU+Olig2+細胞の殆んどは Nestin を発現し

ない分化性細胞であったため(Figure 8I)、BrdU+細胞の多くは分化へ進んだ推定的 Pre-OL

（未成熟 OL）として CNPase を発現しない状態と存在し、僅かだけが成熟 OL へ分化した。

興味深く、P30 の CNPase+成熟 OL は非対称性分裂細胞として検知された(Figure 8H)。分化

した細胞の非対称性・異種性(heterogeneity)は少なくとも P50 まで続き、BrdU+/+Olig2+/+娘

細胞の中で 4 倍近く増加した。同時に、対称性・同種性(homogeneity)の分化細胞は成熟へも

進み、これは P22~25 に増殖した細胞は日齢に連れて成熟が進んだと示唆される。 

 

D-17. 白質における P22~25 に増殖した BrdU+OPC の運命に対す視覚剥奪の影響 

次に白質において視覚剥奪が P22～25 に増殖した BrdU＋OPC の P25 以降の運命に影響を

与えるかどうかを調べた。最後の BrdU 注入から 5 日後と 25 日後に BrdU +細胞を検討する

と、P25 から P30 までの増殖細胞は、健常マウス（〜24％）と盲目マウス（〜28％）で同様
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に減少し、P30 から P50 までは健常マウス（〜48％）よりも盲目マウス（〜62％）で更なる

減少をした（Figure 10A）。BrdU +細胞は、P25 と同様に P30 の健常マウスよりも盲目マウ

スにおいて僅かに高かった（ただし、有意差はない、unpaired Student’s t-test、p = 0.45）が、

P50 の健常マウスと盲目マウスでは同様な数を示した（unpaired Student’s t-test、p = 0.14）。

したがって、健常マウスと BE マウスにおける増殖細胞の平均値の差は、P30 まで維持され

た。増殖細胞の減少は、細胞周期内に残って増殖し続けるためか、細胞周期から脱するため

か検証するため、BrdU+ Ki67+細胞と BrdU+ Ki67–細胞の運命を調べた。 

盲目マウスで増加した BrdU+ Ki67+細胞は、P30 またはその前において健常マウスと同様

に、ほぼ完全に消失した（Figure 10B）。P50 の BrdU+ Ki67+細胞は、健常マウスと盲目マウ

スの両方とも、殆んどがゼロに減少した（5 匹中 1 匹の健常マウスと 5 匹中 4 匹の盲目マウ

スで、BrdU+ Ki67+細胞は見つからなかった）。それに対し、BrdU+ Ki67–細胞は、健常マウ

スと盲目マウスの両方とも P25 と P30 の間で同様のままであった（Figure 10C）。これらの

結果より、P25 から P30 に減少した BrdU+細胞は、細胞周期から G0 期へ脱せず、細胞周期

内に残って増殖能を保つことが示唆された。一方、P30 から P50 に渡り、BrdU+ Ki67–細胞

は約 47％減少したが、P30 の BrdU+ Ki67+細胞は P50 に比べて有意的な差が無かった。した

がって、P30 から P50 における BrdU +細胞の低下（Figure 10A）は、BrdU+ Ki67–分化性細胞

の消失が原因であると考えられる。これらの結果より、P22～25 に増殖した BrdU+細胞は少

なくとも次の 2 つの異なるステップを介して発達的に消失すると考えられる：BrdU+ Ki67+

細胞の喪失と、それに続く BrdU+ Ki67–細胞の喪失。既に BrdU+ Ki67–細胞は同様な数で消

失したが、BrdU+ Ki67+細胞自体は直接に消失したのか、それとも最初に BrdU+ Ki67–細胞

へ移行したのかは明確ではない。 

これらの結果を合わせると、V1 の皮質下 WM において、P22～25 に増殖した健常マウス

の BrdU+ OPC は 25 日間にわたって徐々に減少した。この減少は主に、最初の 5 日間の増殖

性細胞の喪失と、それに続く P30 以降の G0期へ脱した細胞の喪失によるものだった。 視覚

剥奪は、P25で P22～25に増殖した BrdU+ OPCの増殖状態を一時的に亢進させたが、P50ま

での運命に殆んど影響を与えなかった。 

 

D-18. V1 下層において視覚剥奪による OPC の成熟 OL への促進 

 増殖細胞の運命に視覚剥奪が影響を与えたか検討した。P30 の BrdU+Olig2+CNPase+成熟
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OL は少ない数で下層に分布し、盲目マウスでも同様であった(Figure 8G)。P25 の BrdU+細胞

は CNPase を殆んど発現せず、NG2 を発現する OPC もしくは Pre-OL として存在した(Figure 

8A-B)。BrdU+Olig2+細胞中の CNPase+細胞に対し、割合は P30 から P50 において約 2 倍程

の増加が現われ、P50 の細胞数は盲目マウスで健常マウスより 4 倍以上増加した (two-way 

ANOVA test, F(2, 18) = 3.54, p = 0.050, Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.0026 for P30 vs P50 BE 

mice, p = 0.79 for P30 vs P50 control mice)。その結果、P50 の BrdU+成熟 OL 細胞数は盲目マウ

スで、健常マウスより 2.5 倍程多かった(Tukey-Kramer test, p = 0.016 for control vs BE mice at 

P50)。この増加は、細胞間の距離が 35 μm 以内となる分裂細胞の対称性・非対称性の増加が

含まれた(Figure 8C–8F and 8H)。 

 上記より、P15 からの視覚剥奪マウスの V1 下層では、P22~25 の増殖性 OPC を増加し、

P30 に細胞未分化性を維持させ、やがて P50 に OPC から成熟 OL へ対称的に分化を促進させ

ることが明らかとなった。それで P22~25 にラベルされた BrdU+細胞に関わらず、眼優位性

臨界期の最中(P30)と終了時(P50)において、P15 からの視覚剥奪による CNPase＋細胞自体の

変化を検討した(Figure 8I-N)。V1 の各 Bin における CNPase＋細胞は、上層より下層の方に

多く分布し、P30 から P50 に渡って Bin 全体的な増加が現れた(Figure 8I-L)。視覚剥奪による

CNPase＋細胞は、P30 では健常マウスと同様な分布が見られ、P50 では Bin 8 において有意

的に増加をした(Figure 8K, 8L; one-way ANOVA test, F(1, 8) = 6.88, p = 0.031)。P50 の盲目マウ

スにおける成熟 OL の増加は、対称性の増加に伴った(Figure 8M; two-way ANOVA test, F(1, 14) 

= 8.02, p = 0.013, Tukey-Kramer post hoc test, p = 0.0092 for control vs BE mice at P50)。CNPase は

成熟 OL の細胞体の他に、ミエリンにも発現するため、CNPase+蛍光強度解析を行った。盲

目マウスで V1 の下層において CNPase 発現の有意的増加が見られた (Figure 8N; K-S test, p = 

0.00003)。従って、これらの結果は、視覚剥奪下、P22~25 の時期特異的に増殖した BrdU+細

胞の未分化性 OPC を増加させ、やがて成熟 OL へ分化を亢進させる事が V1 下層に領域特異

的に起きたことと示す。 

 

D-19. 白質における P22~25 に増殖した OPC の成熟 

P22～25 に増殖した BrdU +細胞の白質における成熟への発達を、成熟 OL マーカーの

CNPas を検出して調べた。P30 と P50 では BrdU+ Olig2+ CNPase+細胞において、BrdU +細胞

は白質の太い繊維状の染色内に殆んどがCNPase+細胞として存在し、全てが Olig2+であった

（Figure 14; P30 で 100 ± 0％、P50 で 96 ± 4％）。BrdU+ Olig2+ CNPase+細胞の定量分析を行
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ったところ、P25 の健常マウスでは非常に少なく（0.54 cells/106 μm3）（Figure 14A）、NG2–

Nestin–細胞の数に一致した（0.6 cells/106 μm3；  Figure 12B）。BrdU+ Olig2+細胞中の

CNPase+成熟 OL の割合は 0.3 ± 0.3％であり、 BrdU +細胞の極僅かが成熟 OL となった。 

P30 において、BrdU+ Olig2+細胞のほぼ 1/4（25.6 ± 8.8％、N = 4）が CNPase を発現したた

め、より多くの BrdU +細胞は成熟 OL になった（Figure 14B）。細胞周期から G0期へ脱した

BrdU+細胞（すなわち、BrdU+Ki67–）の割合は P30 で約 95％であったため、これらの結果

は、多数の BrdU+細胞が細胞周期から脱して CNPase–の pre-OL または静止細胞に移行した

OPC であると考えられる。視覚剥奪により、BrdU+ Olig2+ CNPase+ 成熟 OL の細胞数

（Figure 14D）も、BrdU+ Olig2+細胞中の CNPase+の割合（盲目マウスで 27.1 ± 8.5％、N = 

4）も顕著に変化しなかった。 

P50 における BrdU+ Olig2+ CNPase+ 成熟 OL の細胞密度は、P30 の約 1/4 に減少した

（Figure 14D）。成熟 OL は約 2.3 cells/106 μm3低下し、約 6.2 cells/106 μm3の BrdU+ Ki67–細

胞の減少よりも少なかった（Figure 14C）。BrdU+細胞の消失は成熟 OL の消失によると考え

られ、細胞周期から離脱した他の細胞もこの期間中に失われた。さらに、P30 で形成された

殆んどの成熟 OL は P50 まで持続しなかったため、成熟に寄与する細胞は細胞死を起こす可

能性が考えられた。視覚剥奪は BrdU+ Olig2+ CNPase+細胞数に殆んど影響を与えなかった

（Figure 14D）。CNPase+ 成熟 OL は、P50 の健常マウスで BrdU+ Olig2+細胞の 33.6 ± 8.9％

（N = 5）を構成した。成熟 OL におけるこの割合は、P30 から P50 まで変化しなかった

（unpaired Student’s t-test、p = 0.54）。BrdU+ Ki67+細胞はほぼ存在せず、本質的に全ての

BrdU+細胞は既に P30 までに細胞周期から脱したため（Figure 10B）、成熟 OL の割合が変化

しない事は、CNPase– pre-OL または静止状態 OPC も同様な割合で消失したことが示唆され

る。視覚剥奪は、BrdU+ Olig2+細胞中の CNPase +細胞の割合に有意な影響を及ぼさなかった

（盲目マウスで 51.1±11.3％、unpaired Student’s t-test、p = 0.26）。したがって視覚剥奪によ

り、P30 から P50 にわたり、P22～25 に増殖した OL 系細胞は成熟に向けて発達する事に殆

んど影響しなかったと考えられる。 
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E. 考察、および今後の課題 

E-1. GM 結果の考察 

本研究では、マウスV1におけるOPCの増加性がピークとなる発達期が解明された。BrdU

を用いて 3 日間の BrdU 投与により新生した細胞の研究より、開眼時からの視覚剥奪によっ

て P22~25 に増殖した OPC の増殖能がピークとなる時期特異的に感受性が高く、それが V1

の第 6層の下部で領域特異的に感受性が有る事が分かった。視覚剥奪すると、P25に OPC の

増殖性が促進される一方、分化性が減少した。本研究では、視覚剥奪による OPC 増殖性の

亢進に Shh シグナル経路を介す可能性が示された。P22~25 に増殖した BrdU+細胞の増殖性

OPC は、5 日後の P30 の時に、殆んどが細胞周期から G0 期へ脱して静止状態となり、対称

的に細胞分裂をしていた。増殖した OPC の静止状態への移行増減には視覚剥奪の影響は無

かった。P50 の盲目マウスでは、P22~25 に増殖した BrdU+細胞が CNPase+成熟 OL へ分化が

亢進され、それに対称性（同種性）・非対称性（異種性）としての成熟増加も加わった。実

際に、CNPase+成熟 OL 細胞数は、BrdU+細胞に関わらず、視覚剥奪によって増加された。

これらの結果は、視覚剥奪により、V1 発達の眼優位性の臨界期に OPC の未分化性を維持さ

せて、やがて成熟制帽へ分化を促進させる事が示唆される。ここでは OPC の増殖性がピー

クとなる発達期、増殖性 OPC における視覚剥奪の影響、P22~25 に増殖した OPC の発達の変

遷、そして P50 における成熟に関して述べる。また本研究の限界点に関して論ずる。 

 

V1 皮質内におけるオリゴデンドロサイト系細胞の発達的変化、および視覚剥奪の影響 

V1 における増殖性 OPC は P25 に促進され、この P25 の時は眼優位性のピークとなる時期

に相応する(reviewed in Espinosa and Stryker, 2012)。P19 から P28 の眼優位性臨界期の間、連

続した 3 日間の BrdU 投与によりラベルされた BrdU+細胞中の Ki67+細胞に対して、P22~25

に新たに生まれた OPC の増殖能が増加したが、BrdU+Ki67–細胞は変化しなかった。類似な

増殖率により、眼優位性の臨界期の間、皮質において分化細胞を供給する一方、増殖性

OPC が一時的に蓄積されると示唆される。眼優位性と増殖性 OPC の蓄積の関連性は明確で

はないが、P25 の増殖性 OPC の増加は、V1 発達の重要な時期の間に生じる可塑性の結果で

ある事を反映すると思われる。発達期における遺伝子発現の解析より、P28 の時に OL とミ

エリン関連遺伝子が大きく増加し(Maffei et al., 2010)、P26 の時にニューロンやアストロサイ

ト関連遺伝子より OL 関連遺伝子が顕著に多い割合を示した(Lyckman et al., 2008)。したがっ
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て、眼優位性の臨界期がピークとなるこの時期は、OPC の未分化性・分化性の変化や OL 成

熟に対し、発達的に感受性高くなる時期である事が考えられる。 

今までの先行研究からは、V1 における OPC の感覚経験による影響に関しては報告が少な

かった。マウスの一次体性感覚皮質におけるバレル野を形成する前である P0~P4(Rebsam et 

al., 2002)にヒゲを切断すると、OPC が増殖してバレル野の中隔（Septa）から中空（Hollow）

へ分布が広かった(Mangin et al., 2012)。皮質内ミエリン形成の開始時である P6 にヒゲを切断

して 4～6 日後のバレル野では、OPC が増殖して分化を減少させると同時にアポトーシスも

生じた(Hill et al., 2014)。つまり、感覚喪失は OPC を未分化性状態へシフトさせた。本研究

では、視覚喪失によって P25 の OPC が分化性から未分化性へシフトされた。しかし、視覚

剥奪による増殖性 OPC の増加は、皮質第 6 層の下部において増殖率を変えず、アポトーシ

スも起こらなかった事より、ヒゲ切断による先行研究とは相異が観られた。一次視覚野にお

いて、NG2 を発現する OPC の数は、生後 4 週目の間、皮質第 2/3 層や第 5 層に比べて第 4 層

で少なかった(Mangin et al., 2012)。即ち、OPC の増殖や分化は視床から皮質内への入力の成

熟に依存すると示唆された。Mangin らの研究チーム（2012）は、誕生から闇環境下(Dark 

rearing)にすると、V1 の皮質第 2/3 層や第 5 層と同時に第 4 層における OPC の分布に違いは

無かった。それと同様に本研究では、V1 の第 2～4 における OPC 分布に視覚剥奪による有

意差が無かった。V1 の第 6 層において闇環境下による影響は明確ではないが、V1 の下層に

おける本研究の発見は、感覚経験に依存する OPC の発達への影響に新たな現象が示された。 

 

V1 の OPC 未分化性維持と Shh シグナルの役割 

OPC 分化状態は視覚剥奪によって皮質下層で感受性がある事が考慮される。皮質内各層

別で特異的に分布する細胞から局所的に分泌される一つの可能性が考えられる。アストロサ

イトは、増殖と分化によって制御される OPC とは異なる(reviewed in Gallo and Deneen, 2014; 

Bergles and Richardson, 2015; Dimou and Gallo, 2015; Baydyuk et al., 2020)。GFAP の発達的発現

は、P12 では皮質内の全層で分布し、P24 では第 1～2 層と第 6 層に限って分布する(Corvetti 

et al., 2003)。アストロサイト発現増加の時期と OPC の増殖性ピークとなる時期は、P25 頃の

第 6 層の下部で制御する共通因子の可能性が挙げられる。因子の一つとして Shh が考えられ

る。最近の研究報告より、皮質内の Shh 転写レベルと Shh タンパク質の N 末端断片が発達

につれて徐々に増加し、P21 に一定の数値に達し、少なくとも P30 まで発現が続いた(Rivell 
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et al., 2019)。Shh は NeuN 発現性皮質ニューロン(Garcia et al., 2010)と一次体性感覚の第 5 層

下部のニューロン(Harwell et al., 2012)で発現される。生後第 4 週目の間、主に成熟アストロ

サイトが Shh を分泌し、皮質下層におけるシナプス形成に関わる(Hill et al., 2019)。アストロ

サイトは、主に PDGF（Platelet-derived growth factor、血小板由来増殖因子）や FGF

（fibroblast growth factor、線維芽細胞増殖因子）などの成長因子によって OPC の増殖能を制

御し(Bögler et al., 1990; McKinnon et al., 1990)、主に LIF（Leukemia inhibitory factor、白血病阻

止因子）を介して OPC の分化時期を制御する事が考えられる(Ishibashi et al., 2006, 2009)。主

にアストロサイトによる様々な局所的分泌の因子は、本研究の発見の様に、Shh 依存的に

OPC 分化状態を制御する可能性が考えられる。 

さらに視覚剥奪によって皮質第 6 層の下部における増殖性 OPC の増加する事は、神経回

路の再編成に関わる可能性が考えられる。開眼時からの視覚剥奪による OPC 変化は、V1 の

神経回路にどの様に影響を及ぼすか明確ではない。視神経を切断する事は、外側膝状体背側

核（dorsal lateral geniculate nucleus, dLGN）と上丘（superior colliculus, SC）まで繋がる視覚系

求心路が切断され、視覚系経路に神経変性が誘導される(Reese, 1986)。誕生から視覚剥奪を

すると、dLGN のサイズ(Heumann and Rabinowicz, 1980; Asanuma and Stanfield, 1990)と楔状束

核（cuneate nucleus）の神経刺激伝達が減少する(Asanuma and Stanfield, 1990)。dLGN は更に、

眼球剥奪したラット(Doron and Wollberg, 1994; Bronchti et al., 2002)やハムスター(Izraeli et al., 

2002)の下丘（inferior colliculus, IC）からも軸索入力を受ける。IC ニューロンから dLGN にお

ける神経刺激伝達に関して視覚剥奪マウスでの変化は未だ報告されていないものの(Chabot 

et al., 2008)、無眼球症モデルのマウスでは発見されている(Piché et al., 2004; Laemle et al., 2006; 

Chabot et al., 2007, 2008)。また、IC ニューロンは直接に V1 の下層へ軸索を投射する(Laemle 

et al., 2006)。このような感覚系統合の再編成が視神経切断による視覚剥奪マウスで生じるな

ら、無眼球症マウス(Laemle et al., 2006)や眼球剥奪のフクロネズミ(Kahn and Krubitzer, 2002)

の様に視覚的刺激の無い場合でも主に dLGN を介して V1 でニューロンの機能的活性化が起

こると考えられる。視覚剥奪や先天的盲目は、視床から V1 への投射に影響を及ぼさないの

である(Charbonneau et al., 2012)。dLGN ニューロンは V1 へ軸索を投射し、主に第 4 層で入力

を受け、第 6 層では入力が少ない(Cruz-Martín et al., 2014; Ji et al., 2016)。非視覚系の活性は

V1 内の神経経路に影響を与え、本研究より、視床皮質系軸索からの入力は Shh 分泌によっ

て OPC 分布に局所的に活性させる事が考えられる。ニューロンに加え、Shh を生産する源 
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の可能性として、OPC 自体とアストロサイトの可能性も挙げられる。神経変性モデルでは、

Shh 転写が OL 系細胞で強く発現され、Shh の過剰発現は OPC や成熟 OL の数を増加させた

(Ferent et al., 2013)。しかし、アストロサイトは脳損傷によって Shh を分泌する事が報告され

た(Yang et al., 2012; Pitter et al., 2014; Wang et al., 2014)。したがって、皮質下層における増殖

性 OPC の増加は、ニューロンかグリア細胞から分泌された Shh と神経回路の再編成による

活性亢進である可能性が考えられた。 

P22~25 に増殖した OPC は、5 日以降に殆んどが静止状態から分化状態へ進む事が分かっ

た。P25に増殖した細胞は、約 80％がKi67–となり、多数が既に細胞周期から脱してG0期に

いたと示唆される。Nestin と Ki67 の共染色より、BrdU+細胞の約 3 割は静止状態の OPC と

推定され、約半分は分化へ進んだと示唆された。NG2 と Nestin の共染色より、NG2+細胞の

約半分は Nestin–分化性細胞である事が確かめられた。しかし、P25 の BrdU+細胞では

CNPase+成熟 OL は存在しなかったため、BrdU+Nestin–細胞は未成熟 OL である Pre-OL であ

ると考えられた。P25 から P30 に渡り、Pre-O の細胞数は変化せず、P25 に新生した増殖性

OPC は P25 に細胞周期から脱した(~20% for control, ~40% for BE mice)。つまり P25~30 に Pre-

OL が増加しなかった事と CNPase+成熟 OL が P30 で極小数であったという結果から、未分

化性 OPC を静止状態とさせたと解釈した。視覚剥奪によって増強された Nestin+未分化性細

胞が持続的 Cyclopamine 投与下で未分化性維持が抑制されたため、OPC の静止状態への転移

は Shh シグナル経路を媒介する結果が現われた。この結果は、大脳皮質の OPC 未分化性維

持における Shh シグナルの役割を示す最初の証拠であると思われる。静止状態の OPC 形成

に関与する分子メカニズムを確立する事は、今後の研究課題である。 

 

視覚剥奪による OPC 成熟の促進 

次に、視覚剥奪による増殖性 OPC の分化や成熟の促進に対して、本研究における潜在的

重要性を論ずる。P22~25 に増殖した BrdU+ Pre-OL 細胞の少数は P30 で CNPase+を発現し、

BrdU+娘細胞の僅か 5%だけが CNPase+/–として非対称的に異種性分化をした。やがて P25以

降、非対称的に異種性分化をした CNPase+/–細胞の割合は~20%まで増加し、対称的に同種

性分化をした CNPase+/+細胞は~12.5%まで達した。この成熟の発達プロセスは一次体性感覚

皮質における先行研究に同様である(Hill et al., 2014)。闇環境下では、眼優位性の臨界期の終

了（P32）以降、ミエリンを発現する MBP が V1 において変化しないと報告されている
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(McGee et al., 2005)。これは本研究の P30 における結果に関連性が見られるが、視覚剥奪に

よる CNPase+成熟 OL の細胞数や蛍光強度に大きな影響は無かった。興味深い事に、25 日以

降の P50 まで残った BrdU+娘細胞に対し、視覚剥奪はその中の 90%近く同種性の CNPase+/+

細胞を顕著に増加させた。皮質下層において視覚剥奪は、BrdU+CNPase+細胞数を約 2 倍増

加させると共に、60％以上の CNPase 発現を亢進させた。神経活動の減少によって皮質内の

細胞やミエリンが増加する事は、先行研究と相違した予想外の結果であった(Simon et al., 

2011; Gibson et al., 2014; McKenzie et al., 2014)。盲目マウスの分化や成熟促進における本研究

の驚きな結果は、他感覚系の入力からの神経回路再編成に関与する事が考えられる。 

未分化性 OPC が静止状態から成熟へ実際に移行したかは、より詳細に検討する必要があ

る。これに関する証拠の一つとして、神経変性に反応して OPC を増殖させて一時的に分化

を遅延させ、やがて増殖した分、成熟を促進させた結果がある(Levine and Reynolds, 1999; 

Watanabe et al., 2002; Bu et al., 2004; Fancy et al., 2004)。また分化を亢進させるメカニズムとし

て、Nkx2.2 や Olig2(Fancy et al., 2004)、Sox2(Zhao et al., 2015; Zhang et al., 2018)、Wnt/β-catenin

シグナル経路を介すTcf7L2の活性などが考えられる(Fancy et al., 2009; Hammond et al., 2015)。

メカニズムに関わらず、視覚剥奪はミエリン形成発達のピーク（生後 3 週目頃；(Aguirre et 

al., 2007)）後から成熟を促進させた。開眼時からの眼球剥奪は、P22 から P25 の間、OPC 恒

常性の細胞内メカニズムを関わると思われる。視覚剥奪によって、第 6 層もおける興奮性神

経細胞の活動や神経回路の再編成に適応するため、更新された増殖性 OPC はやがて成熟 OL

を増加させたという可能性が挙げられる。 

 

本研究の限界点、および今後の課題 

最後に、本研究の限界点について論ずる。先ず、視覚剥奪による OPC 分化状態の制御に

基づく潜在的メカニズムは、より詳細に検討する必要性が求められる。本研究では、Shh シ

グナル経路の阻害剤として Cyclopamine のみで in vivo 実験を行った。Shh シグナル経路に関

わる他の因子を抑制する阻害剤やトランスジェニックマウスを用いる追加実験を行い、OPC

で特異的に Shh シグナルが直接に関与する事と、その特定受容体の活性化によってその下流

の細胞内シグナルメカニズムも確かめる必要がある。2 点目として、視覚剥奪による未分化

性維持による重要性を付加的に検証する必要がある。本研究では、Ki67 と Nestin を用いて

未分化性、静止状態、分化性細胞と見分けた。NG2 と Nestin を用いて OPC か分化へ進んだ
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Pre-OL と見分けた。これは、Ki67 や Nestin 発現と OPC 未分化性状態の正確的な関連性を確

かめると同時に、OL 系細胞の特異的マーカーを用いて発達状況も再び検証する必要がある。

限界点の 3 つ目として、OL へ成熟やミエリン形成を増強させた視覚剥奪の影響を検証する

必要がある。本研究では CNPase のみで成熟 OL をラベルしているため、他の OL 系細胞の

マーカーを用いて成熟 OL の増加を再び検証する事で研究結果の信憑性はより高まるだろう。

今後、ミエリン形成のターゲット軸索や増加と、成熟 OL 数の増加が実際にどの様に関与す

るか検証する事で、より重要性が示される。P22-25 に新生して OL と分化した細胞は、どの

神経細胞種（例えば、皮質下行性や皮質求心性ニューロン或いは、抑制性ニューロン）をタ

ーゲットとするためだったかを解明できると興味深くなる。最後に、視覚剥奪による神経活

動の推定的変化と OPC 発達の関連性は、明確にする必要がある。皮質第 6 層の下部 OPC に

おける視覚剥奪の感受性は特有な結果である。皮質下層における神経細胞特性の潜在的変化

とそれに伴うミエリン形成の関連性は検証することは将来の課題である。 

 

E-2. WM 結果の考察 

V1 の皮質下 WM は視覚機能を維持し、皮質求心性および皮質遠心性投射ニューロンの軸

索を通過する部位である。白質はニューロンの計算と認知的機能に寄与すると考えると

(Bullock et al., 2005; Petersen and Sporns, 2015)、視覚系経路における発達と経験依存性の構造

的可塑性を理解することが重要となる。本研究では、P22～25 の時期に、V1 の皮質下 WM

において生後4週目のOPC恒常性をもつ発達期であることを報告した。新たに新生したOPC

は、主に細胞周期から脱して G0 期へ移行する一方、OPC の増殖性は数日内に消失してしま

う。視覚剥奪は、眼優位性臨界期やそれ以降に、成熟細胞への分化及び発達に大きな影響を

与えず、増殖性 OPC を一時的に増加させた。下記では、これに関して考察し、また本研究

の限界点に関して論ずる。 

 

健常マウスの WM におけるオリゴデンドロサイト系細胞の発達的変化 

本研究では、生後 4 週目の V1 の WM における OPC が細胞周期からの離脱に対して比較

的効率的かを確認した。BrdU投与により、検討した 3つのいずれの期間においても、4日目

の BrdU 注入の最終日に既に BrdU+細胞の 75％近くが細胞周期から脱し（すなわち、

Ki67–）、残りは（〜25 ％）増殖性を維持した（Figure 9）。増殖性細胞のこの割合は、成

体脳の脳梁における細胞周期内に局在する Olig2＋細胞の割合の約 2 倍である(Dimou et al., 
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2008; Rivers et al., 2008) 。P25 の細胞周期から脱して G0期に居る細胞は、分化状態と静止状

態の細胞に見分けられる。全 P22～25 BrdU+細胞の約 70％が細胞周期から離脱し、それらの

約 30％が P25 で分化したため、BrdU+Ki67–細胞の約 40％が 4 日間で分化したことになる。

成体の脳梁で 7 か月間（P45～P255）をかけて生成された OL の割合は、全 OL 中の 20％以

上であるため(Rivers et al., 2008)、成体の視神経で分化した OPC の割合は遥に少ないことに

なる(〜6.5% P120～P185 までの 2 か月間、〜6.5% ; Young et al., 2013)。したがって、他の領

域の成体 WM と比較して、生後 4 週目の V1 の WM においては、成熟 OL への分化はより効

率的と考えられ、これは先行研究の報告と同様である(Reviewed in Bergles and Richardson, 

2015; Nishiyama et al., 2021)。 

他の発見として、P25 から P28 への Ki67+細胞の増殖能喪失は、増殖率の低下と増殖細胞

の消失によると考えられる。増殖率は P22～25 から P25～28 に約 23％減少し、P22～25 の間

の BrdU 投与により~72 時間内で生まれた BrdU+ Ki67+細胞のほぼ全てが 5 日以内に消失し

た。残った増殖性細胞（〜30％）は新生後の数日で消失したため、P22～25 増殖細胞の運命

は増殖期間以内に決まると考えられる。BrdU+ Ki67–細胞は細胞周期から G0期へ移行中に増

加しなかったため、増殖性細胞の喪失は分化ではなく、BrdU +細胞の消失が原因である可能

性がある。消失の可能性として、細胞死、検出閾値以下の抗原検出、または分析領域からの

移動が含まれる。アポトーシスのマーカーである cleaved Caspase-3 はカスパーゼ非依存性の

壊死細胞を示す(Raff, 1998; Zangemeister-Wittke and Simon, 2001)。cleaved Caspase-3 はアポト

ーシス中に短時間で発現するため、本研究では検出できなかった（unpublished observation）

が、実際に細胞死が生じた可能性がも考えられる。BrdU による核膜の喪失が原因で細胞死

が生じる可能性がある(Okuda et al., 2009)。細胞分裂により BrdU が低下し、その結果、検出

されなくなる可能性もある。あるいは、WMの増殖性細胞は健常の成体脳では非移動性を表

す(Gensert and Goldman, 1996)が、思春期に OPC が分析領域から移動した可能性もある。生

後 4 週目における増殖性細胞の消失と運命決定メカニズムの正確な性質を理解するには、更

なる研究が必要である。 

また、P25 から P30 にかけて増殖や分化は変化せず、成熟した OL が増加する事も分かっ

た。NG2 と Nestin の共染色結果に基づき、この日齢で BrdU+細胞の約 18％および

BrdU+Ki67–細胞の約 30％が成熟 OL であると推定できる（Figure 12）。P22～25 BrdU +細胞

の CNPase +成熟 OL は 5 日後に 3.0 cells/106 μm3として増加したが（Figure 14D）、細胞周期
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から脱して G0 期に居る BrdU+ Ki67–細胞は P25 から P30 にかけて変化しなかった（Figure 

10C）。 したがって、増殖後 G0 期に居る OL 系細胞において成熟 OL へ分化性状態のシフ

トが生じ、P25 で約 4％から P30 で約 23％まで増加したと推測される。つまり細胞周期から

脱した細胞の一部は細胞死により消失したが、BrdU+ Ki67–細胞は一定の細胞数に維持され

ていた。細胞周期から脱した OPC において、静止状態へのシフトか、成熟 OL の供給のた

めであったかは、不明である。 

P30 で細胞周期から G0 期へ移行した後、成熟 OL は P50 で約 78％が減少し、殆んどの

BrdU+成熟細胞が 20 日で消失したことがわかった。それに対して生後 4 週間目(Levison et al., 

1993; Zerlin et al., 1995)及び、その後の成人期まで(Levison et al., 1999; Dimou et al., 2008)、脳

室下帯（SVZ）から生まれた OPC は脳梁の OL 増加に継続性を与える。これらの先行研究よ

り、脳梁と V1 の皮質下 WM との間に、明確な OL 生理学の違いを示唆している。P30 から

P50 において BrdU+ Ki67–細胞（6.2 cells/106 μm3）の消失がみられたため、成熟 OL の減少の

原因は細胞死によると考えられる。P50 の健常マウスにおける BrdU+ Ki67–細胞（6.9 

cells/106 μm3）は、生き残った成熟 OL（0.720 cells/106 μm3）よりも遥に多かった。したがっ

て、生存した BrdU+細胞の多数（〜90％）は、分化細胞が静止状態の未分化性細胞へ戻らな

い限り、未成熟な分化細胞（pre-OL または CNPase–未成熟 OL）として存在し続く。 

 

OL 系細胞の発達に対する両眼球剥奪の影響 

本研究では主に、P22～25 増殖細胞の成熟進行に影響を与えることなく、P25 に 増殖性

OPC において、開眼時からの視覚剥奪によって更なる増加が発見された。視覚剥奪の効果

は、それほど強くはないが、様々な細胞系特異的マーカーの組み合わせを使用して一貫して

観察された。視覚剥奪の影響がはダブレット分析でより明確に見られ、盲目マウスでは対称

的に分裂した増殖性 OPC が増加していた。しかし、経時的な横断分析によって制限があり、

多数の系統マーカーを用いた免疫染色の成功に大きく依存しいる。将来、トランスジェニッ

クマウスによる増殖細胞の追跡は、細胞種をより適切に分類する事ができ、増殖した OPC

における増殖性・分化性・および移動の追跡もできるため、重要であると考えられる。 

視覚剥奪による増殖性 OPC の亢進において根本的な原因として、皮質下 WM における軸

索活動の変化や白質損傷が考えられる。GFAP および CD68 発現の結果より、後者の可能性

が除外できる。しかし、dLGで検出された神経膠症は、dLGにおけるニューロンの性質が変

化したことを示唆する。可能性として、視神経細胞の軸索変性(Reese, 1986)または、新生児



49 

 

期の眼球剥奪マウスにおける dLG サイズの減少が考えられる(Heumann and Rabinowicz, 1980; 

Asanuma and Stanfield, 1990; Massé et al., 2014)。本研究では、出生時ではなく自然な開眼時か

らの眼球剥奪により、dLG 変性の可能性に関する予備実験的な情報を提供する。 

ニューロンの細胞数の減少や神経活性の変化は、皮質下 WM を介して投射する視床皮質

系神経細胞の軸索に影響を及ぼし、OPC に影響を与える可能性がある。先行研究より、ニ

ューロンの活動は、白質の OL 系細胞における成熟を調整することが示されている(Reviewed 

in Fields, 2008; Richardson et al., 2011; Bergles and Richardson, 2015; Káradóttir and Kuo, 2018)。 

思春期マウスにおける運動前野（M2）の皮質下白質（脳梁）では、第 5 層の投射ニューロ

ンに活動電位の発火が促進され、OPC の増殖と分化が促進され、成熟 OL の増加とより厚い

ミエリンが形成された(Gibson et al., 2014)。神経細胞の軸索活性は、運動技能学習後の運動

皮質において(McKenzie et al., 2014; Xiao et al., 2016)、および豊かな環境による様々な脳領域

において(Okuda et al., 2009; Ehninger et al., 2011; Simon et al., 2011; Hughes et al., 2018)、OL 新

生や OPC 増殖・分化における促進が観察された。一方、感覚運動刺激の低下（すなわち、

貧弱な環境）でラットを飼育すると、視覚野におけるミエリン形成の成熟が遅延された

(Narducci et al., 2018)。したがって、ニューロン活動の増加や減少は、OL 系細胞における発

達進行を直接制御する。メカニズムとして、中枢運動経路の神経活動の亢進による OPC 増

殖は、軸索の無髄部分において(Kukley et al., 2007; Tomassy et al., 2014)、主にグルタミン酸を

介したOPCへのシナプス入力に依存すると報告されている(Káradóttir et al., 2005, 2008; Kukley 

et al., 2007; Ziskin et al., 2007)。神経活動の喪失が WM の成熟進行にどのように影響するかは

不明である。Narducci 研究チームの結果(2018)より、V1 の灰白質においてミエリンを形成期

やパターンがする程度わかっていた。したがって、WMに対する神経活動の減少の影響は未

だ分かっていない。中枢視覚系経路を介した視覚情報に加え、V1 は非視覚野から直接的或

いは視床核を介して間接的に視覚情報以外の感覚情報を受け取るため、非視覚入力の影響を

考慮する必要がある(Larsen et al., 2009)。 

 

皮質下 WM における視覚剥奪の影響 

V1 の皮質下 WM には、dLG からの求心性軸索が存在する。上記の網膜神経変性による

dLG 縮小に加え、先天的無眼球マウスで下丘（IC）から異種の軸索入力を dLG で受け取る

事が検証されたため、視覚剥奪は dLG を介して WM に影響を与える可能性が考えられる

(Piché et al., 2004; Laemle et al., 2006; Chabot et al., 2007, 2008)。IC ニューロンは V1 の下層に

投射するため(Laemle et al., 2006)、それらの軸索は皮質下 WM を横切る可能性がある。さら



50 

 

に、健常マウスのV1皮質下WMには、視覚視床を含む他の視床核(外側後核、LP：Simmons 

et al., 1982; Garrett et al., 1992; 後背核、LD：Charbonneau et al., 2012) 、非視覚視床(Larsen et 

al., 2009; 前内側核;前腹核;前背核;後核：Charbonneau et al., 2012)、および運動関連視床(ただ

し Larsen et al., 2009 参照; 腹側前核、腹外側核、腹内側核：Charbonneau et al., 2012) からの

求心性軸索が含まれる。先行研究より、視床投射は盲目モデルによって違うことが示された。

たとえば、新生児からの眼球剥奪マウスの LD (Charbonneau et al., 2012)、ZRDCT⁄An 系統の

先天的無眼球マウスの LD および LP(Godement et al., 1979; Kaiserman-Abramof et al., 1980; LP

にいては Charbonneau et al., 2012 参照)、そして 桿体を介した視床を欠く Gnat–/–系統マウス

の聴覚、体性感覚、運動、および辺縁系視床核など、通常の V1 に投射しない視床核(Larsen 

et al., 2009) からの V1 への投射は、C57BL/6 系統マウスと比較して、より強いことが報告さ

れた。これらの求心性軸索に加えて、皮質下 WM には皮質下投射ニューロンも含まれてお

り、視覚剥奪時に構造的・機能的変化を起こす可能性がある(Rhoades et al., 1985)。視覚剥奪

は、P22〜25 の間に V1 の皮質下 WM の求心性・遠心性軸索の機能を変化させ、増殖性 OPC

の増加を誘発させると考えられる。本研究で、P22～25 で増殖し分化した白質の OL 細胞数

には、視覚剥奪の影響は見られなかった。OPC 変化に対して構造的・機能的な影響は未だ

特定されておらず、これらの検証は今後の課題である。 
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F. 結論 

 本研究では、マウス V1 の GM と WM における未分化性 OPC の増加時期や発達の経時

的変化、そして視覚剥奪による影響も分かった。眼優位性臨界期の開始の頃(P22-25)、V1 全

体的に増殖細胞の P25 で一時的な増加が見られ、V1 の下層や WM の領域特異的に視覚剥奪

による OPC 分化状態制御の感受性期が存在することが明らかに分かった (Figure 15)。 更に、

視覚剥奪による V1 皮質下層の OPC 未分化性増加に Shh シグナルが関与することが示唆され

た(Figure 15A)。P22~25 の時期特異的に増加した新生 OPC は、V1 皮質下層では、大半が 5

日後に、対称的分裂により細胞周期の G0 期に移行し、静止状態や分化の方向へ進んだ。視

覚喪失は対称的分裂により OL への分化を減少させ OPC の未分化性を促進した。P22-25 に

生まれた V1 下層の OPC は、視覚剥奪により、未分化性が増加すると共に、やがて P50 には

CNPase 発現性 OL への分化を更に促進させた。WM において、視覚剥奪は P25 の未分化性

細胞の増加を亢進させる一方、P30 以降は影響を及ぼさなかったため、P25 での一時的な変

化を生じさせた(Figure 15B)。以上の結果より、開眼時からの視覚剥奪は、V1 の OPC 発達の

感受期において、細胞周期や OL への分化に影響を及ぼすが、それは GM と WM における相

異性がある事が明らかとなった。 
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I. 図 

 
Figure 1. 解析領域の位置と P25 に BrdU 標識細胞種の同定 

 

A. P25 マウスの冠状脳切片の皮質半球における代表的低倍率画像を示し、Hoechst

（シアン色）とBrdU（マゼンタ）で染色されている。黄色い矢じり（arrowhead）は

V1 における両眼領域（左）と単眼領域（右）のおおよその境界線を指す。 

B. 内側膝状体（MGv）の腹側部と外側膝状体（dLG）の腹側部である V1 の両眼領

域（b）と単眼領域（m）の位置を示す A の画像の図。  

C. 細胞密度分析に使用される V1 の両眼領域の拡大画像。スケールバー：100 µm。 

D. マウス V1 の両眼領域（左）と皮質下白質（White matter, WM）の拡大画像（右

上）。BrdU（マゼンタ）、Olig2（灰色）、NG2（緑色）、およびオーバーレイ（マ

ージ）に対して免疫蛍光染色されたボックス領域（右下）の拡大画像。スケールバ

ー：100 µm。 
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Figure 2. マウス V1 の生後発達期における増殖細胞の分析また視覚剥奪の影響 

 

増殖した細胞のラベルのため、実験計画をスキームとして表した。マウスに BrdU

を~72 時間、毎日一回腹腔内投与を行い、P22、P25、P28 における増殖細胞を観察し

た。 

a-f. 増殖細胞をマーカーKi67 (緑色)と BrdU (マゼンタ)を免疫蛍光染色手法でラベル

し、共焦点レーザー顕微鏡で P22 (a, d)、 P25 (b, e)、P28 (c, f)の健常(CTRL)マウスと

BE マウスの V1 を撮影したイメージ。拡大した BrdU+Ki67+細胞(矢印)のイメージは、

細胞の核染色である Hoechst (シアン色)染色と共に右側に表す。スケールバー：50 

μm (左) ＆ 20 μm (右). 

g-j. マウス V1 における Ki67+ (g)、BrdU+ (h)、BrdU+Ki67+ (i)、BrdU+Ki67–細胞(j)

の細胞密度 (N = 4 for P22; N = 10 for P25; N = 4 for P28 per group)。  

k-l. V1 下部の Bin 8 における BrdU+Ki67+ cells (k) and BrdU+Ki67-細胞(l)の細胞密

度。¶¶p < 0.01 one-way ANOVA; *p < 0.05; **p < 0.01, Tukey-Kramer post hoc tests after 

two-way ANOVA. 
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Figure 3. P25 の BrdU+細胞の細胞種同定 

 

a-f. P25 の V1 下層である Bin 8 にある BrdU+ 細胞 (灰色、矢印)の中、各種細胞種の

特異的マーカー、Olig2+ (a)、NG2+ (b)、GFAP+ (c)、S100β+ (d)、Ib1+ (e)、GAD67+ 

(f) 細胞 (緑色)と共に免疫蛍光染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡によって撮影し

た画像。スケールバー、20 μm。 

g. BrdU+細胞の中、Olig2+、NG2+、GFAP+、S100β+細胞の占める割合フラフ(N = 6 

for Olig2+; N = 5 for NG2+; N = 3 for GFAP+; N = 5 for S100β+)。Unpaired Student’s t-test, 

p > 0.05. 

 

 

 

 

 
 

 
 



76 

 

 
 

Figure 4. P25 の増殖細胞の未分化性状態及びその細胞分裂の対称性 
 

a-c. P25 マウスの V1 における BrdU+ (灰色)、Ki67+ (緑色)、Olig2+ (マゼンタ)細胞

の各層別解析。画像の中にあるボックスは、下段に BrdU+Ki67+Olig2+細胞(矢印) 

を拡大して表し(a’＆a”)、BrdU+ Ki67– Olig2+細胞（開いた矢印）、および BrdU–

Ki67+ Olig2+細胞（閉じた矢印）を示す。スケールバー：100 μm (a) ＆ 20 μm (a’, 

a”)。V1 の各層における Ki67+増殖状態 (b)と Ki67– (c) OL 系細胞の定量化。N = 5 

per group, one-way ANOVA, F(1, 8) = 51.91, *p = 0.000092。 

d-e. Ki67 発現有無による bin 8におけるBrdU+Olig2+ 娘細胞の増殖性状態の分析。

細胞同士の細胞間距離を 5 μm 間隔で細分化し、そして対称的に増殖する細胞 
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(Ki67+/+)、増殖性と分化性に分かれる非対称性ダブレット(Ki67+/–)、対称的に分化

した細胞  (Ki67–/–)を健常マウス (d) と盲目マウス  (e) における比較。one-way 

ANOVA with Tukey-Kramer post hoc test: F(1, 8) = 7.94, *p = 0.023, N = 5 for each mouse 

group。 

f-j. Ki67 (緑色、増殖状態)とNestin (マゼンタ、未分化性)マーカーと共にBrdU+ (灰色) 

増殖細胞の分化性状態を健常マウス(f)と盲目マウス(g)のbin 8 における分析。BrdU+

細胞の中、Ki67+Nestin+ 細胞を矢印で示す。画像内のホワイトボックスは、x-z軸と

y-z軸断面図の其々を上部と左側に示す。スケールバー：20 μm。(h) BrdU+細胞の中、

Ki67 及びNestinの発現有無による割合。N = 5 for each mouse group, one-way ANOVA, 

Ki67+Nestin+細胞：F(1, 8) = 8.31, *p = 0.020、Ki67–Nestin–細胞：F(1, 8) = 12.41, ¶p = 

0.0078。(i, j) BrdU+ダブレットの中、Ki67 及びNestinの発現有無による割合に対して

健常マウス(d)と盲目マウス(e)の比較。N = 5 per group, One-way ANOVA, Ki67–/–

Nestin+/-細胞：F(1, 8) = 10.27, *p = 0.013、Ki67+/–Nestin+/+細胞：F(1, 8) = 5.75, ¶p = 

0.043。 
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Figure 5. P25 の増殖細胞における OL 系細胞の発達変遷 

 

a-g. NG2 (緑色)とNestin (Nes、マゼンタ)と共染色を行ったBrdU+ (灰色)娘細胞の共焦

点顕微鏡によって取得した画像。 BrdU+ ダブレットの中の代表的画像 : 

NG2+/+Nestin+/+ (a)、NG2+/+Nestin+/– (b)、NG2+/+Nestin–/– (c)、NG2+/–Nestin–/– (d)、

NG2+Nestin+ & NG2–Nestin– (e)、NG2–/–Nestin+/+ (f)、NG2–/–Nestin–/– (g)。其々の矢

印と矢じりは、NG2+Nestin+ (白色矢印)、NG2+Nestin– (閉じた白色の矢じり)、NG2–

Nestin– (開いた白い矢じり)、NG2–Nestin+ (黄色の矢印)を示す。黄色い星印は、NG2

とNestinによって共染色された周皮細胞(pericyte)を示す。スケールバー：20 μm。 

概略図は左側に示し、OL系細胞の発達中に現れる可能な発現パターンに基づく推定

的細胞種の定義を表す。 

h. V1 下層のBin 8 におけるBrdU+細胞の中、NG2 やNestinの発現有無による割合フラ

フ。染色パターンによる推定的細胞種を括弧内に表示し、又健常マウスと盲目マウ

スにおける比較。One-way ANOVA, F(1, 8) = 7.89, *p = 0.023, F(1, 8) = 7.49, ¶p = 0.026。 

i. BrdU+娘細胞のダブレット割合分析。健常 vs 盲目マウス：N = 5 per group, One-

way ANOVA, F(1, 8) = 8.28, *p = 0.021, F(1, 8) = 9.28, ¶p = 0.016. 
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Figure 6. V1 下層において、視覚剥奪による P25 の OPC 未分化性維持と Shh シグナ

ルの役割 

 

Shh シグナル経路の Smoothened (Smo)受容体に結合してシグナル活性を抑制する

Cyclopamine(25 mg/kg/day)を P22~25 に毎日一回腹腔注入をし、P25 のマウスを用い

て細胞の未分化性の変化を観察した。 

a-d. vehicle 投与マウスにおいて、BrdU (灰色)、Olig2 (緑色)、Nestin (Nes、マゼンタ)、

Hoechst (シアン色)による免疫蛍光共同染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡によって

取得した画像。上段右側のマージされた画像は、分かりやすくするためにHoechstを

省略した。マージされた画像の x-z 軸および y-z 軸の断面図は、それぞれ画像の上

部と右側に表す。白い矢印（ai）と開いた矢印（aii）は、それぞれ BrdU + Olig2 + 

Nestin +および BrdU + Olig2 + Nestin-細胞を示す。スケールバー：50μm。(b,c) vehicle

か Cyclopamine を投与した健常・盲目マウスの 4 条件における BrdU + Olig2 +細胞

（b）およびダブレット細胞（c）の中、Nestin を発現する細胞の割合分析。Nestin+ 

か Nestin+/+細胞：*p < 0.05; **p < 0.01、¶p < 0.05; Nestin–/–細胞：¶¶p < 0.01、two-way 

ANOVA and Tukey-Kramer post hoc test, N = 5 per condition。 
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Figure 7. P22-25に増殖したOPCの経時的変化 
 

a-d. 健常マウス(a, c)と盲目マウス(b, d)におけるP30 (a, b)やP50 (c, d)時に、Bin 8にお

けるBrdU+ (灰色)、Ki67+ (緑色)、Hoechst (シアン色)に対して免疫蛍光染色された画

像。マージされた画像は、明確にするためにヘキストを省略した。スケールバー：

10μm。右側のスキームは、マウスにBrdUをP22~25に~72時間 (矢印)、毎日一回注入

し、P25、P30、P50（三角形）における増殖細胞の経時的な分化状態の変化を観察

する実験手法を示す。 

e,f. BrdU+Ki67+ (e)と BrdU+Ki67– 細胞(f)の定量化した細胞密度のグラフ。 

**p < 0.01, Tukey-Kramer post hoc tests following two-way ANOVA, N = 10 for P25, N = 4 

for P30, N = 5 for P50。 

g. P30 のマウスにおいて、BrdU（灰色）、Olig2（緑色）、Nestin（マゼンタ）、

Hoechst（シアン色）で共染色された共焦点画像。マージされた画像は、明確にする
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ためにヘキストを省略した。白色の矢印と開いた矢じりは、それぞれ BrdU+ Olig2+ 

Nestin+と BrdU+ Olig2+ Nestin–細胞を示す。白いボックスにおける x-z 軸と y-z 軸の

断面図は、其々ボックスの上部と右側に表す。 スケールバー：20μm。 

h. 異なる 4 条件における BrdU+ Olig2+ Nestin+細胞を定量化した細胞密度グラフ。 

i, j. 上記の4条件のBrdU+ Olig2+細胞（i）とダブレット細胞（j）においてNestinを発

現する細胞の割合グラフ。Nestin+ or Nestin+/+細胞：*p < 0.05, **p < 0.01、Nestin–/–

細胞：¶p < 0.05, ¶¶p < 0.01、two-way ANOVA with Tukey-Kramer post hoc test, N = 5 per 

condition。 
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Figure 8. V1下層におけるP22~25に増殖したOPCの成熟 
 

a,b. 健常(a)と盲目(b)マウスにおける P25 の BrdU (灰色)、Olig2 (シアン色)、NG2 (緑

色)、CNPase (マゼンタ)、Hoechst (シアン色)の免疫蛍光染色の共焦点画像。BrdU+細

胞の殆んどは、 Olig2+NG2+CNPase– 細胞であった。但し、マージされた画像は明

確にするために CNPase が省略されている。矢じりは BrdU+Olig2+NG2+CNPase– 細

胞を示す。スケールバー：20μm。 

c-f. P30 (c, d)と P50(e, f)の健常マウス(c, e)と盲目マウス(d, f)において、V1 の Bin 8 に

おける BrdU (灰色)、Olig2 (g 緑色)、CNPase (マゼンタ)、Hoechst (シアン色)を共染

色した共焦点画像。但し、マージされた画像は明確にするために Hoechst が省略さ

れている。矢印と 開いた矢じりは、其々成熟オリゴデンドロサイト

(BrdU+Olig2+CNPase+)と、OPC或いは pre-OL(BrdU+Olig2+CNPase–)を示す。白色ボ

ックスの x-z 軸(上部)と y-z 軸(左側/右側)の断面図を表示。スケールバー：20 μm。 
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g. P25、P30、P50 における成熟オリゴデンドロサイト (BrdU+Olig2+CNPase+)の細胞

密度グラフ。 

h. P30 と P50 における BrdU+Olig2+ダブレット細胞中、CNPase 発現有無の割合グラ

フ。 

i-l. P30 (i)と P50 (k)の V1 における CNPase (マゼンタ)の発現画像。スケールバー：100 

μm。P30(j)および P50(l)におけるV1全体のCNPase発現細胞の各層別分析。*p < 0.05, 

one-way ANOVA。 

(m) P30 と P50 における CNPase+/+ダブレットの細胞密度。 

(g)、(h)、(m)：*p<0.05; **p<0.01, two-way ANOVA with Tukey-Kramer post hoc tests, N = 

3 for P25; N = 4 for P30; N = 5 for P50. 

(n) P50 における V1 の CNPase+蛍光強度。挿入グラフ：コルモゴロフ-スミルノフ検

定（Kolmogorov–Smirnov test）を使用した累積分布分析は、盲目マウスでより強い

CNPase 発現を示す。¶p = 0.00003 (D-stat = 0.020, D-crit = 0.011)。 
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Figure 9. 生後 4 週目のマウスにおける皮質下白質の増殖細胞の増殖能。 
 

A,B. P25 の健常(CTRL)マウス(A) および盲目(BE)マウス(B) の V1b（左）および白質

（右）において BrdU（マゼンタ）、Ki67（緑色）、および Hoechst（シアン色）に

よる免疫蛍光染色の共焦点画像。BrdU+ Ki67+細胞（矢印）および BrdU+ Ki67–細胞

（矢じり）は、下の拡大画像（i〜iv）に示されている。スケールバー：100 µm

（左）、50 µm（右上）、および 20 µm（右下）。 

C. 健常（□）および盲目マウス（■）の Ki67 +細胞密度の経時変化。 

D-F. P19（P19～22）、P22（P22～25）および P25（P25–28）の各時期に BrdU 注入

後、P22、P25、および P28 で其々検出された BrdU +（D）、BrdU + Ki67 +（E）、

および BrdU + Ki67–（F）細胞の細胞密度。健常（□）マウスと盲目（■）マウスに

おいて、P19–22 は N = 4、P22–25 は N = 10、P25–28 は N = 4。§p < 0.05, one-way 

ANOVA, Tukey-Kramer test. *p < 0.05, unpaired Student’s t-test。 
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Figure 10. マウス V1 下 WM の P22～25 増殖 OPC の増殖能と経時的変化 
 

経時的実験手法の模式図（左上）。  

A-C. P22～P25 までの BrdU 注射後、P25、P30、P50 における BrdU +（A）、BrdU + 

Ki67 +（B）、BrdU + Ki67–（C）細胞の細胞密度。健常（□）および盲目（■）マウ

スの場合、P25 は N = 5、P30 は N = 4、P50 は N = 5。 

One-way ANOVA, *F(2, 16) = 28.78, p = 0.00012, ¶ F(2, 16) = 12.37, p = 0.0077。 
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Figure 11. マウス V1 下 WM の P22～25 増殖 OPC の分化状態 
 

A, B. 健常（A）および視覚剥奪（B）マウスの V1 の白質における P22～25 BrdU +細

胞とKi67およびNestin染色を示す代表的な共焦点画像。BrdU+細胞中、Ki67 + Nestin 

+（矢印）、Ki67–Nestin +（閉じた矢印）、および Ki67-Nestin–（開いた矢印）細胞。 

BrdU+ Ki67+ Nestin+細胞（アスタリスク）は、x-z 軸と y-z 軸の断面図を拡大して表

示。スケールバー：50 µm。  

C. Ki67 および/または Nestin を発現する BrdU+細胞の細胞密度。  

*p < 0.05, one-way ANOVA, Tukey-Kramer test.。健常（□）と盲目（■）マウスの両方で

N = 5。  

D. Ki67 および/または Nestin 発現に関する BrdU+細胞のダブレット分析。  

*p < 0.05, one-way ANOVA, Tukey-Kramer test。 
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Figure 12. マウス V1 下 WM の P22～25 増殖細胞の発達進行 

 

A. OL 系細胞における発達進行と、各細胞種における Nestin、PDGFRα、NG2、CC1

の発現を示す模式図。  

B. NG2（緑色）および Nestin（マゼンタ）で染色された BrdU+（灰色）娘細胞の代

表的な共焦点画像。右側は、ダブレットにおける NG2 と Nestin 発現を示している。 
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NG2+ Nestin+（白色矢印）、NG2+ Nestin–（閉じた白色矢印）、NG2–Nestin+（開い

た黄色の矢印）、および NG2–Nestin–（開いた白色矢印）。スケールバー：20 µm。  

C. BrdU+細胞の細胞密度。  

D. BrdU+ダブレットの細胞密度。 

One-way ANOVA；NG2+/+Nestin+/+：*F(1, 8) = 6.82, p = 0.031、NG2–/–Nestin+/+：

¶F(1, 8) = 7.19, p = 0.028、NG2+Nestin+&NG2–Nestin–： **F(1, 8) = 8.93, p = 0.017。 

E. BrdU（灰色）、PDGFRα（シアン色）、NG2（緑色）、CC1（マゼンタ）、およ

びオーバーレイ（マージ）染色の共焦点画像。BrdU +細胞中、PDGFRα–NG2–CC1–

（ 開いた黄色矢じり、早期前駆細胞）、PDGFRα+ NG2+ CC1–（白色矢印、OPC）、

PDGFRα–NG2+ CC1–（閉じた白色矢じり、Pre-OL 前半）、PDGFRα–NG2+ CC1+

（閉じた黄色矢印、Pre-OL後半）、PDGFRα–NG2–CC1+（開いた白色矢印、OL）。 

F. P25 に PDGFRα、NG2 および/または CC1 発現を伴う BrdU +細胞種の細胞密度分

析。  

G. P25 に PDGFRα および/または NG2 発現を伴う BrdU +細胞種のダブレット分析。  
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Figure 13. P25のV1と視床における神経膠症 

 

A,B. 健常（CTRL、A）また視覚剥奪マウス（BE、B）において、V1b（左）や皮質

下 WM（右）における GFAP（灰色）、CD68（マゼンタ）、Hoechst（シアン色）、

及びオーバーレイ染色（マージ）の代表的な共焦点画像。スケールバー：100 µm

（左）、50 µm（右）。  

C,D. 健常（CTRL、C）および視覚剥奪（D）マウスの MGv や dLG を含む視床にお

ける GFAP（灰色）、CD68（マゼンタ）、Hoechst（シアン色）及びオーバーレイ染

色（マージ）の代表的な画像。ボックス領域は dLG が拡大された（右の 4 つの画

像）。CD68 と Hoechst の画像を統合して、食細胞ミクログリア（閉じた白色矢じり）

を特定した。健常マウスの非特異的な汚れ（開いた白色矢じり）。スケールバー：

100 µm（左）、50 µm（右）。 
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Figure 14. V1下WMにおけるP22–25増殖OPCの成熟に対する経時的変化  
 

A. P25 の V1b（左）と WM における BrdU（灰色）、Olig2（シアン色）、NG2（緑

色）、CNPase（マゼンタ）およびオーバーレイ（マージ）の代表的な画像。ボック

ス領域は、NG2 が Olig2 を取り囲んでいる事を示すために拡大したが、CNPase は細

胞質では発現されていない。開いた白色矢じりは、BrdU+ Olig2+ NG2+ CNPase–細胞

を示す。白いボックスの画像の x-z 軸および y-z 軸の断面図は、それぞれ拡大画像の

上部と右側に表示。スケールバー：10 µm。  

B,C. P30（B）および P50（C）の V1b（左）や WM（右）における代表的な画像。 

BrdU（灰色）、Olig2（緑色）、CNPase（マゼンタ）、Hoechst（シアン）。BrdU+ 

Olig2+ CNPase+細胞（矢印）と BrdU+ Olig2+ CNPase–細胞（開いた白色矢じり）を

拡大した。スケールバー：10 µm。  

D. 健常（□）および視覚剥奪（■）マウスにおける P25、P30、P50 の成熟 OL の細胞

密度。P25 は N = 3、P30 は N = 4、P50 は N = 5。  

§p < 0.05, one-way ANOVA, Tukey-Kramer post-hoc tests。 
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Figure 15. 本研究結果のまとめ 
 

A. 灰白質（Bin 8）結果のまとめの模式図。P22~25 に BrdU を注入し、BrdU 標識細

胞を P25、P30、P50 で V1 の Bin 8 において調べた。健常マウス(CTRL)における

BrdU+OL 系細胞の経時的発達と、視覚剥奪(BE)による影響を検討した。 

B. 白質結果のまとめの模式図。P22~25 に BrdU で標識され細胞を V1 皮質下白質に

おいて、P25、P30、P50 の時期で調べた。健常マウス(CTRL)における BrdU+OL 系細

胞の経時的発達と、視覚剥奪(BE)による影響を検討した。 
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J. 表 

 
Table 1. 免疫蛍光染色に用いた一次・二次抗体のリスト 

 

RESOURCES     SOURCE IDENTIFIER 

Antigen Species 
Dilution, 

1: 
    

BrdU [BU1/75(ICR1)] Rat 500 GeneTex 
Cat# GTX26326, 

RRID:AB_1081056 

BrdU [BU1/75(ICR1)] Rat 500 Abcam 
Cat# ab6326, 

RRID:AB_305426 

Ki67 Rabbit 1000 Leica Microsystems 
Cat# NCL-Ki67p, 

RRID:AB_44210 

Ki67 Mouse 2000 BD Biosciences 
Cat# 556003, 

RRID:AB_396287 

Nestin (Clone rat-401) Mouse 200 Millipore 
Cat# MAB353, 

RRID:AB_94911 

Nestin (Clone rat-401) Mouse 200 DSHB  
Cat# Rat-401, 

RRID:AB_2235915 

PDGFRα Goat 200 R&D Systems 
Cat# AF1062, 

RRID:AB_2236897 

NG2 Rabbit 400 Millipore 
Cat# AB5320, 

RRID:AB_91789 

Olig2 Rabbit 1000 Millipore 
Cat# AB15328, 

RRID:AB_2299035 

OLIG2 (C-17)  Goat 50 
Santa Cruz 

Biotechnology 

Cat# sc-19969, 

RRID:AB_2236477 

APC (clone CC1-1) Mouse 400 Millipore  
Cat# OP80, 

RRID:AB_2057371 

CNPase (clone 11-5B) Mouse 400 Millipore 
Cat# MAB326, 

RRID:AB_2082608 

Glial Fibrillary Acidic 

Protein (GFAP) 
Rabbit 400 Millipore 

Cat# AB5804, 

RRID:AB_2109645 

S100β Mouse 1000 Sigma-Aldrich 
Cat# S2532, 

RRID:AB_477499 

Iba1 Rabbit 500 Wako 
Cat# 019-19741, 

RRID:AB_839504 

GAD67 Mouse 1000 Millipore 
Cat# MAB5406, 

RRID:AB_2278725 

Neuronal nuclear antigen 

(NeuN) 
Mouse 1000 Millipore 

Cat# MAB377, 

RRID:AB_2298772 

Cleaved Caspase-3 

(Asp175) 
Rabbit 500 

Cell Signaling 

Technology 

Cat# 9661, 

RRID:AB_2341188 

CD68 (clone ED-1) Mouse 100 Millipore  
Cat# MAB1435, 

RRID:AB_177576 

Acetyl-Histone H3 

(AcH3) 
Rabbit 500 Millipore 

Cat# 06-599, 

RRID:AB_211528 

p15 INK4b  Rabbit 2000 Abcam 
Cat# ab53034, 

RRID:AB_2078578 

Sonic hedgehog (Shh) Mouse 200 DSHB  
DSHB Cat# 5E1, 

RRID:AB_528466 



93 

 

          

  
target 

antigen 

Dilution, 

1: 
    

DyLight™ 405 AffiniPure Goat 

Anti-Rat IgG (H+L) 

Rat IgG 

(H+L) 
500 

Jackson 

Immunoresearch 

Cat# 112-475-167, 

RRID:AB_2338314 

AMCA-AffiniPure Goat Anti-Rat 

IgG (H+L) antibody 

Rat IgG 

(H+L) 
500 

Jackson 

Immunoresearch 

Cat# 112-155-003, 

RRID:AB_2338221 

Alexa Fluor 488-AffiniPure Goat 

Anti-Rabbit IgG (H+L) 

Rabbit 

IgG 

(H+L) 

500 
Jackson 

Immunoresearch 

Cat# 111-545-144, 

RRID:AB_2338052 

Cy3-AffiniPure Goat Anti-Mouse 

IgG (H+L) 

Mouse 

IgG 

(H+L) 

500 
Jackson 

Immunoresearch 

Cat# 115-165-166, 

RRID:AB_2338692 

Alexa Fluor 647-AffiniPure Goat 

Anti-Mouse IgG, Fc Fragment 

Specific 

Goat IgG 

Fc 
500 

Jackson 

Immunoresearch 

Cat# 115-605-071, 

RRID:AB_2338909 

Alexa Fluor 633 Goat anti-Rat IgG 

(H+L)   

Rat IgG 

(H+L) 
500 

Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# A-21094, 

RRID:AB_2535749 

Alexa555 Donkey Anti-Goat 

IgG(H+L) 

Goat IgG 

(H+L) 
500 Abcam 

Cat# ab150130, 

RRID:AB_2715537 

     

 

 

 

 

 


