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緒言 

中枢神経系のグリア細胞であるオリゴデンドロサイトは、髄鞘形成を行い神経伝導の高

速化を担う。髄鞘の維持は神経機能の保持に重要である。髄鞘異常は、加齢、多発性硬化

症や神経変性疾患などの病態時において広く認められるため、高齢化社会において増加し

ている中枢神経疾患の治療標的として今後さらに重要となるであろう。 

オリゴデンドロサイト前駆細胞 (OPC) は成体脳細胞数の5%ほどを占め、増殖、病変部へ

の遊走、オリゴデンドロサイトへの分化を行い、髄鞘形成に寄与する。しかし、その機能

制御機構はほとんど解明されていない。また、病態時には、OPCの異常が髄鞘異常の一因

となることが示唆されているものの、その詳細な機能は不明である。従って、OPCの機能

制御機構および疾患時の役割解明は、中枢神経系の正常な機能や疾患メカニズム理解のた

めに重要である。 

本研究の第一章、第二章では、OPC機能制御機構の一端を解明するために、Ca2+透過性

非選択的カチオンチャネルであるtransient receptor potential (TRP) チャネルのサブタイプ、

TRPV4とTRPM3に着目して研究を行った。これらのチャネルは、体温ほどの温かい温度域

や機械刺激、低浸透圧といった脳内の生理的刺激や病態刺激で活性化するが、OPCにおけ

る機能は不明であったため、Ca2+シグナリングおよび細胞機能への関与について検討を行

った。 

第三章では、自己免疫性脱髄疾患である多発性硬化症(MS)におけるOPCの役割を、モデ

ルマウスを用いて検討した。OPCはオリゴデンドロサイトの前駆細胞としての役割から、

脱髄病態においても保護的に働くものと想定されている。しかし、MS患者やMSモデルマ

ウスでは、一部のOPCで炎症性因子の遺伝子発現が上昇しており、生理的なOPCとは異な

る性質を持つ可能性がある。しかし、病態モデルを用いた介入実験は未だされておらず、

OPCが従来の想定通り保護的に働くのか、それとも病態増悪に働くのかは不明である。そ

こで、MSモデルマウスにおいてOPCを病期特異的に除去することにより、OPCの病態形成

への関与を検討した。 

本研究により得られた新規知見は以下の通りである。第一章では、初代培養OPCを用い

た検討により、TRPV4がOPCに発現し、その活性化により細胞内Ca2+流入とプロテインキ

ナーゼC活性化を介して細胞増殖が促進されることを明らかにした。第二章では、初代培

養OPCでTRPM3が発現し、その活性化により細胞内Ca2+流入が惹起されることを示した。

さらに、OPCのTRPM3は脳梗塞モデルや炎症条件下にて発現上昇し、病態時における機能

が示唆された。第三章では、多発性硬化症モデルマウスにおいて、予想に反し、OPCが急

性期の病態悪化や脱髄悪化に関与することを見出した。さらにその機序として、OPCが末

梢から浸潤したマクロファージを脊髄において活性化させ、T細胞の再活性化を促進する

ことが示唆された。 

これらの研究成果について、以下に論述する。 
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なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

AMPA   α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

BDNF   brain-derived neurotrophic factor 

BrdU    bromodeoxyuridine 

CC   corpus callosum 

cDNA   complementary deoxyribonucleic acid 

CD3   cluster of differentiation 3 

CD4   cluster of differentiation 4 

CD8   cluster of differentiation 8 

CIITA   class II major histocompatibility complex transactivator 

cRNA   complementary ribonucleic acid 

CNS   central nervous system 

CNTF   ciliary neurotrophic factor 

CTX   cerebral cortex 

DMSO    dimethyl sulfoxide 

DTR   diphtheria toxin receptor 

EAE   experimental autoimmune encephalomyelitis 

FGF   fibroblast growth factor 

FISH   fluorescence in situ hybridization 

Fura 2-AM  Fura 2-acetoxymethyl ester 

GFAP   glial fibrillary acidic protein 

HEK    human embryonic kidney 

Iba1   ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IFNγ   interferon γ 

IL1β   interleukin 1β 

IL17A   interleukin 17A 

MBP   myelin basic protein   

MHC   major histocompatibility comlex 

MMP9   matrix metalloproteinase 9 

MOG   myelin oligodendrocyte glycoprotein 

MS   multiple sclerosis 

NFAT5   nuclear factor of activated T cells 5 

NF-κB   nuclear factor-kappa B 

NG2    neuron-glial antigen 2 

NMDA  N-methyl-D-aspartate 
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OPC   oligodendrocyte precursor cell 

PBS   phosphate-buffered saline 

PCR   polymerase chain reaction 

PDGF   platelet-derived growth factor 

PDGFRα  platelet-derived growth factor receptor α 

PDGFRβ  platelet-derived growth factor receptor β 

PFA   paraformaldehyde 

PKC   protein kinase C 

PLP   proteolipid protein 

PS   pregnenolone sulfate 

P4   postnatal day 4 

RNA   ribonucleic acid 

RT-PCR   reverse transcription-PCR 

rRNA   ribosomal RNA 

TNFα   tumor necrosis factor α 

TRP    transient receptor potential 

TRPC1   transient receptor potential canonical 1 

TRPM3   transient receptor potential melastatin 3 

TRPV4  transient receptor potential vanilloid 4 

TLR   toll-like receptor 

T3   triiodo-L-thyronine 

VEGF   vascular endothelial growth factor 
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第一章 初代培養OPCにおけるTRPV4の機能解析 

 

オリゴデンドロサイトはグリア細胞の一種であり、神経軸索を髄鞘で覆うことで神経伝

導を高速化し、神経の代謝を助ける[1, 2]。オリゴデンドロサイト前駆細胞 (OPC) は、増殖、

遊走し、オリゴデンドロサイトに分化する。脱髄や白質傷害は、多発性硬化症、アルツハ

イマー病、精神疾患など、様々な中枢神経疾患において認められる[3, 4, 5]。そのため、

OPCの増殖、遊走、分化の制御は、これらの病態の改善につながる可能性がある。OPCの

増殖は、中枢神経系 (CNS) 傷害後の髄鞘修復の過程で最初におこる。多発性硬化症におい

て、OPCは傷害を受け、髄鞘修復が低下する[6]。また、OPCはオリゴデンドロサイトに分

化するだけでなく、脳由来神経栄養因子(BDNF) を産生し、神経をアポトーシスから保護

する役割も担う[7, 8]。したがって、OPC数を増やすことは、CNS傷害後の髄鞘修復や機能

回復を促進するための重要な戦略となりうる[9, 10]。 

OPCの機能を制御する細胞内シグナリングは十分に解明されていないが、OPC機能に影

響を与える分子として、ソニックヘッジホッグ、Wntタンパク質、NMDA、血小板由来成

長因子 (PDGF)、線維芽細胞成長因子 (FGF)、ニューレグリン、BDNFが報告されている[11, 

12, 13, 14, 15]。 

また、α-アミノ-3-ヒドロキシ-5-メチル-4-イソキサゾールプロピオン酸(AMPA)受容体[16]、

P2Xプリン受容体[17]、電位依存性Ca2+チャネル[18]を介してOPCの細胞内Ca2+濃度が上昇

することが報告されており、これらの受容体やチャネルへの刺激は、OPCの増殖[18]、形

態[16]、分化や髄鞘形成[18]を制御する。さらに、PDGFやFGFはCa2+応答を惹起する[19]。

しかし、Ca2+シグナリングの詳細なメカニズムは未だ十分に理解されていない。 

Transient receptor potential (TRP) チャネルは、多様な機能を持つCa2+透過性非選択的カチ

オンチャネルである。哺乳類では、28種類のTRPチャネル遺伝子が6ファミリー (TRPC, 

TRPM, TRPV, TRPA, TRPP, TRPML) を構成している[20]。これまでに、OPCにおいては、

TRPC1活性化がストア作動性Ca2+流入を介して増殖を促進することが報告されている[21]。

また、髄鞘形成期の初期のオリゴデンドロサイトでTRPM3が発現し、活性化によってCa2+

応答を惹起する[22]。成熟オリゴデンドロサイトにおいて、プロトン作動性のTRPA1が機

能的に発現しており、TRPA1活性化によるCa2+応答は髄鞘傷害を引き起こす[23]。しかし、

他のTRPチャネルのオリゴデンドロサイト系譜細胞の機能への関与は未だ不明である。本

章では、温度刺激、低浸透圧、機械刺激、アラキドン酸代謝物などの様々な環境刺激で開

口するTRPV4のOPCにおける機能を解析した。その結果、TRPV4はin vivoおよび初代培養

系両方においてOPCで発現し、TRPV4選択的アゴニストGSK1016790A処置が、Ca2+流入や

プロテインキナーゼC (PKC) 経路を介してOPCの増殖を促進することを見出した。 
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実験方法 

 

蛍光 in situ ハイブリダイゼーション (FISH) と免疫組織学的検討 

FISHは、既報[24, 25]に従って行った。Trpv4, Pdgfra, プロテオリピドタンパク質 (Plp), グリ

ア繊維性酸性タンパク質 (Gfap) の相補リボ核酸 (cRNA) プローブは既報[24, 26, 27]に従っ

て作製し、ビオチンやジゴキシゲニンによるcRNAプローブの標識は、既報[25]に従って行

った。 8週齢マウス脳の矢状切片は、ハイブリダイゼーション緩衝液中で、ビオチン標識

またはジゴキシゲニン標識cRNAプローブと反応後、洗浄した。ビオチンは、ペルオキシ

ダーゼ標識ストレプトアビジン(PerkinElmer; 1:100)と1 時間反応後に、フルオレセインイソ

チオシアネート-チラミドシグナル増幅キット(PerkinElmer)を用いて検出した。残存ペルオ

キシダーゼ不活化のために1.0% H2O2と30分間反応後、ジゴキシゲニンはペルオキシダーゼ

標識抗ジゴキシゲニン抗体(Roche Diagnostics;1:500)と１時間反応させた。Ionized calcium-

binding adapter molecule 1 (Iba1)の検出には、抗Iba1抗体(1:500, Wako)およびAlexa Flour 564

標識ヤギ抗ウサギIgG (1:2000)を用いた。切片の観察には、冷却CCDカメラ(DP80, Olympus)

搭載の蛍光顕微鏡(BX53, Olympus)を用いた。 

 

初代培養OPC 

全実験は、京都大学動物実験委員会が定める倫理指針に従って行った。初代培養OPCは、

0–2日齢のWistar/STラット新生仔 (Japan SLC) の大脳皮質から調製した。まず、大脳皮質を

トリプシン (2.5 mg/mL; ナカライテスク) とDNase I (25 μg/mL; D5025, Sigma-Aldrich)で37  

°C 15 分間処理して細胞を解離させ、ポリ-L-オルニチンでコーティングした75 cm2フラス

コに播種した。非働化した10%ウシ胎仔血清および 1%ペニシリン/ストレプトマイシン混

合液（ナカライテスク）含有ダルベッコ改変イーグル培地 (D5796, Sigma-Aldrich) 中で、

37 °C 5% CO2下で培養し、混合グリア培養を作製した。 10–15日後、OPC を単離するため

に、シェイカーでフラスコを120–130 rpmで1時間振とう後、ミクログリアを含む上清を取

り除き、新たな培地を追加した。その後、230–250 rpm で 16–18 時間振とうし、浮遊した

細胞を回収し、コーティングしていない10 cm ディッシュ上で 37 °C 5% CO2 で1時間培養

して張り付いたアストロサイトを除去し、上清の細胞懸濁液を、ポリ-L-オルニチンでコー

ティングされた 10 mm カバーガラス、35 mm ディッシュまたは 48 ウェル プレートに再播

種した。増殖培地として、1 × B27 (Life Technologies)、グルタミン (2 mM)、1%ペニシリン/

ストレプトマイシン混合液、血小板由来成長因子 (PDGF) -AA (10 ng/mL; PeproTech)、およ

び塩基性FGF (10 ng/mL; PeproTech)を添加したNeurobasal 培地 (Life Technologies) を用い、 

細胞は播種から1日以上置いた後使用した。OPCの分化誘導には、トリヨード-L-チロニン 

(T3, 30 ng/mL; Sigma-Aldrich)と毛様体神経栄養因子 (CNTF, 10 ng/mL; PeproTech)含有の分化

培地を用いた。 
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免疫細胞化学 

OPCは、ガラスカバーガラス上にて増殖培地で2日間培養した。分化検討用には、分化培地

でさらに5日間培養した。細胞は4%パラホルムアルデヒド (PFA) 固定後、3%ウシ血清アル

ブミンと0.1%トリトンX-100含有リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 中で30分間透過処理した。1

次抗体と室温で3時間反応後、洗浄し、2次抗体と4°Cで一晩反応した。血小板由来成長因

子受容体α (PDGFRα) およびミエリン塩基性タンパク質 (MBP) の検出には、以下の抗体を

用いた。1次抗体：ウサギ抗PDGFRα抗体 (1:1000; Santa Cruz)、ラット抗MBP抗体 (1:375; 

Millipore) 。2次抗体: Alexa Fluor 594標識ロバ抗ウサギIgG (1:500;Invitrogen)、Alexa Fluor 

488標識ロバ抗ラットIgG (1:500; Invitrogen)。DAPI Fluoromount-G (Southern Biotechnology 

Associates)で核染色後、FluoView FV10i共焦点顕微鏡 (Olympus) を用いて蛍光画像を撮影し

た。 

 

逆転写-ポリメラーゼ連鎖反応 (RT-PCR) 

35 mmディッシュで培養したOPCからの総リボ核酸 (RNA) 抽出には、Nucleo Spin RNAキッ

ト (TaKaRa Bio) を使用した。1本鎖相補デオキシリボ核酸(cDNA)は、ReverTra Ace qPCR 

RTキット (Toyobo) を用いて調製した。ラットTrpv4 cDNAは、Blend Taq (Toyobo) を用い、

プ ラ イ マ ー ペ ア  (5 ′ -GGTTGTGTCTGCGGCGCTCT-3 ′ ,  5 ′ -

GTGGTGGCCCACTGCAGCTT-3′)で増幅した。94 °C 2分間反応後、 94 °C 30 秒間、58 °C 

30 秒間、72 °C 1 分間の反応を30サイクル行った。増幅したPCR産物は、臭化エチジウム含

有アガロースゲルで電気泳動し、紫外線ライトで検出した。画像取得には、Quantity One 

software (Bio-Rad) を用いた。 

 

ウェスタンブロッティング 

ウェスタンブロッティングは、既報[28]に軽微な修正を加えて行った。2日間培養したOPC

は、RIPAバッファー (Nacalai Tesque)で溶解した。タンパクは、NuPAGE 4× LDS sample 

buffer (Life Technologies)で希釈し、10%ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル

にロードし、Immobilon-P PVDF transfer membranes (Millipore)にブロットした。Blocking 

One (Nacalai tesque)によるブロッキング後、メンブレンは抗TRPV4抗体(1:250; ab39260, 

Abcam)と0.1% Tween-20と10% Blocking One含有トリス緩衝生理食塩水中で 4°Cで一晩反

応させた。洗浄後、メンブレンはペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギ IgG (1:5000; GE 

Healthcare) と室温で 1 時間反応させた。特異的バンドは、 Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP substrate (Millipore) で検出し、ChemiImager 4400 imaging system 

(Alpha Innotech) を用いて可視化した。 
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蛍光Ca2+イメージング 

Ca2+イメージングは、既報[28]に軽微な修正を加えて行った。カバーガラス上で培養した

OPCに、0.005%Cremophor EL (Sigma-Aldrich)含有Krebs-Ringer buffer (140 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM グルコース, 10 mM HEPES, pH 7.4に調整)中で希釈し

た5 μM Fura 2-アセトキシメチルエステル (Fura 2-AM; Dojindo)と30–40分間反応させた。励

起波長340 nm / 380 nm、  蛍光波長510 nm を用い、蛍光画像は室温で2秒おきに

AQUACOSMOS/ORCA-AG imaging system (Hamamatsu Photonics) で撮影した。 細胞内Ca2+

濃度定量のために、励起波長340 nm/蛍光波長510 nm (F340)で得た蛍光強度と、励起波長

380 nm/蛍光波長510 nm (F380)で得た蛍光強度の比率 (F340/F380)を計算した。 

 

ホールセルパッチクランプ 

ホールセル電流は、既報[29]に軽微な変更を加え、室温で記録した。外径1.5 mmのフィラ

メント入りガラス毛細管 (Narishige) をP-87 (Sutter) で引いて作製した記録電極を用いた。

バス溶液は、150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1.5 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 10 mM D-glucose 

(NaOHでpH 7.4に補正)、内液は、150 mM CsCl, 10 mM BAPTA 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES 

(CsOHでpH 7.2に補正) を用いた。電極を内液で満たした際のアクセス抵抗は、2–5 MΩで

あった。電流電圧曲線は、ランプ電圧(200 msかけて−100 mVから+ 100 mVに、0.2 Hz) を用

いて測定した。保持電位は0 mVに設定した。アクセス抵抗は70%補正した。パッチクラン

プ記録は、パッチクランプアンプEPC-10 (HEKA Instruments) と、PATCHMASTER software 

(HEKA) を用いて測定した。 

 

スクラッチアッセイ 

35 mmディッシュで培養し70–80%コンフルエントに達したOPCの一部を、セルスクレーパ

ー(BM Bio) を用いて削り取った。PBSで2回洗浄後、GSK1016790Aまたは溶媒（ジメチル

スルホキシド , DMSO）を含む培地を加え、6–48時間遊走させた。位相差画像は、

DIAPHOT 300 inverted phase contrast microscope (Nikon) と DS-U1 DIGITAL SIGHT camera 

system (Nikon) を用いて取得し、削り取った部位に遊走した細胞数を計測した。 

 

MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) アッセイ 

細胞の増殖や生存率は、MTT (Nacalai Tesque) を用いたアッセイにより、製品プロトコルに

従って評価した。薬物処置から24–72時間後、細胞にMTT (0.025 mg/mL) を3時間処置した。

MTTの細胞内代謝により生成したホルマザン結晶をDMSOに溶解し、570 nm の吸光度を測

定した。細胞生存率は対照群の細胞との比で表した。 

 

ブロモデオキシウリジン (BrdU) 取り込み実験および染色 

10 mmカバーガラスに播種してから2日後、OPCに24時間薬物処置した。BrdU (1 μM; 
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Sigma-Aldrich) を3時間処置し、4%PFAで固定後、1 N HCl を37 °C 20分間浸透させ、核DNA

を変性させた。その後、細胞にマウスモノクローナル抗BrdU抗体 (1:500; Roche) を 室温で

3 時間処置し、Alexa Fluor 488標識ロバ抗マウスIgG (1:500; Invitrogen) を 4 °Cで1晩処置し

た。DAPI Fluoromount-Gで核染色後、FluoView FV10i confocal microscope (Olympus) で蛍光

画像を撮影した。全細胞数に対するBrdU陽性細胞の割合を求めた。 

 

定量的RT-PCR 

ReverTra Ace qPCR RTキット (Toyobo) を用いて総RNAからcDNAに逆転写後、StepOne Real-

Time PCR System (Life Technologies) と THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo) を用いて

リアルタイム定量的PCRを行った。使用したプライマーは以下の通りである。ラット18S 

リ ボ ソ ー ム RNA (18S rRNA) (5 ′ -CGGTCCAAGAATTTCACCTC-3 ′ , 5 ′ -

ACCGCGGTTCTATTTTGTTG-3 ′ ) 、 ラ ッ ト Pdgfra(5 ′ -

GATAGCTTCATGAGCCGACACCCA-3′ , 5 ′-CATTGGCACGTACTGTGTGGTGTCA-3′)、 

ラットMbp (5′-CTCTGGCAAGGACTCACACA-3′, 5′-TGTCTCTTCCTCCCCAGCTA-3′)。

PCR反応条件は、95 °C 10分間の後、95 °C 15秒間、60 °C 60秒間を45サイクル行った。各

遺伝子発現量は18S rRNA発現量で補正した。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。Student’s t検定またはOne-way ANOVAの後

にTukey検定を用いて、GraphPad Prism 5 で解析した。危険率5%未満の場合に統計学的な有

意差があると判定した。 
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結果 

 

OPCは生体内でTRPV4を発現する 

既報[24, 30, 31]において、ニューロン、アストロサイト、ミクログリアがTRPV4を発現

することが報告されており、OPCにおける発現を検討した。FISHを用いて、生後4日齢(P4)

および成体ラットの大脳皮質（CTX, 灰白質）と脳梁（CC, 白質）におけるTRPV4と

PDGFRα (OPCマーカー ) のmRNA発現を検討した (図1-1A)。P4において、TPRV4は

PDGFRα+ OPCのほとんどで発現したが (~ 80%, 矢頭)、明白なTRPV4シグナルが認められな

いOPCもあり(~ 20%, 矢印)、CTXとCCとの間の差は認められなかった(図1-1A)。成体では、

CTXでTRPV4+/PDGFRα+細胞数が減少したのに対し、CCではTRPV4+/PDGFRα+細胞が多数

認められた(図1-1A)。以上より、OPCにおいてTRPV4が発現することが示唆された。また、

成体の皮質と白質において、PLP陽性成熟オリゴデンドロサイトにおいてもTRPV4が検出

された(図1-1B)。以上の結果から、TRPV4はOPCと成熟オリゴデンドロサイトの両方で発

現することが示唆された。また、アストロサイトマーカーGFAPのFISHでは、TRPV4+/ 

GFAP+細胞がP4と成体の両方で認められた(図1-1C, 矢頭)。ほとんどのGFAP陽性アストロ

サイトで明白なTRPV4シグナルが検出された一方、弱いシグナルしか検出されないアスト

ロサイトも存在した。さらに、P4にてミクログリアマーカーIba1の免疫組織化学染色およ

びTRPV4のFISHを行ったところ、既報[30]と一致して、Iba1陽性ミクログリアはCTXとCC

の両方でTRPV4を発現した(図1-1D)。従って、in vivoにおいて、TRPV4はアストロサイト

とミクログリアに加え、オリゴデンドロサイト系譜細胞でも発現することが示唆された。 
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TRPV4はラット初代培養OPCにおいて機能的に発現する 

続いて、ラット初代培養OPCにおいてTRPV4の生理的機能を検討した。播種2日後では、

細胞は幼若OPCマーカーPDGFRαを発現し、成熟オリゴデンドロサイトマーカーMBPは発

現しなかった。播種7日後（T3とCNTFを含有する分化培地で5日間培養後）では、MBPを

高発現し、PDGFRαはほとんど発現しなかった(図1-2A)。増殖培地で2日間培養したOPCに

おいて、RT-PCRによりTRPV4のmRNA発現が(図1-2B)、ウェスタンブロッティングにより

TRPV4のタンパク発現が(図1-2C)認められた。TRPV4がOPCにおいて機能的に発現するか

どうか調べるために、Fura 2-AMを用いて細胞内Ca2+濃度 ([Ca2+]i) を測定した。選択的

TRPV4アゴニストGSK1016790Aを処置すると、濃度依存的な[Ca2+]i上昇が認められた(図1-

2D, E)。GSK1016790A (0.1 μM) 処置により惹起された[Ca2+]i上昇は、選択的TRPV4アンタ

ゴニストHC067047 (10 μM)処置により完全に抑制された(図1-2F)。GSK1016790A (0.1 μM) 

の反復処置実験により、HC067047 (10 μM)によるTRPV4阻害作用は可逆的であることが示

唆された(図1-2G)。ホールセルパッチクランプ法による検討で、GSK1016790Aの細胞外処

置は電流応答を惹起し(図1-2H)、電流電圧曲線はTRPV4+ミクログリアの既報[30]と同様に

外向き整流性を示した(図1-2I)。GSK1016790Aにより惹起された電流応答は、HC067047 

図1-1 TRPV4は生体内OPCで発現する  

A. P4および成体ラットCTXとCCにお

けるTrpv4およびPdgfra mRNAの検出。

TRPV4+/PDGFRα+(矢頭)とTRPV4+/ 

PDGFRα− (矢印)両方が認められた。 

B. 成体ラットCTXとCCにおけるTrpv4

お よ び Plp mRNA の 検 出 。

TRPV4+/PLP+(矢頭)とTRPV4+/PLP− (矢

印)両方が認められた。 

C. P4および成体ラットCTXとCCにお

けるTrpv4およびGfap mRNAの検出。

TRPV4+/GFAP+(矢頭)とTRPV4+/GFAP− 

(矢印)両方が認められた。 

D. P4ラットCTXとCCにおけるTrpv4 

mRNAおよびIba1タンパク質の検出。

TRPV4+/Iba1+(矢頭)が観察された。 

破線はCTXとCCの境界を示す。スケ

ールバーは20 μmを示す。 
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(30 μM)により抑制された(図

1-2H, I)。これらの結果から、

初代培養OPCにおいてTRPV4

が機能的に発現することが示

唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

図1-2 TRPV4はラット初代培養

OPCにおいて機能的に発現する

A. 増殖培地で2日間培養した

OPCと、増殖培地で2日間、分

化培地で5日間、計7日間培養し

たオリゴデンドロサイトにおけ

るPDGFRαとMBPの免疫染色。

スケールバーは50 μmを示す。 

B. 増殖培地で2日間培養した

OPC の RT-PCR に よ る Trpv4 

mRNA検出。Mは100 bp DNAラ

ダーを示す。  

C. 増殖培地で2日間培養した

OPCにおけるTRPV4のウェスタ

ンブロッティング。 

D, E. TRPV4選択的アゴニスト

GSK1016790Aを図示した濃度 

(0.01–0.1 μM)で処置した際の

Ca2+応答。 

F. TRPV4選択的アンタゴニスト

HC067047 (10 μM)前処置後に

GSK1016790A (0.1 μM)を処置し

た際の[Ca2+]i変化。 

G. HC067047 (10 μM)存在下また

は非存在下でGSK1016790A (0.1 

μM)を処置した際の [Ca2+]i変

化。 

H, I. HC067047 (30 μM)存在下ま

たは非存在下でGSK1016790A 

(0.1 μM)を処置した際のホール

セル電流。Hは代表的なトレー

ス、Iは電流電圧曲線を示す。 

斜線入りバーはGSK1016790A、

白いバーはHC067047を処置した

タイミングを示す。 
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TRPV4刺激はPKC経路を介してOPCの増殖を促進する 

TRPV4刺激がOPCの増殖を促進するかどうか検討するために、MTTアッセイで細胞生存

率を、BrdU取り込み実験で増殖を評価した。GSK1016790A処置によって、濃度依存的に細

胞生存率が上昇した(図1-3A)。GSK1016790A (0.1 μM)による細胞生存率上昇は、HC067047 

(10 μM)共処置により抑制されたが、HC067047単独による影響は認められなかった(図1-3B)。

BrdUを取り込んだ増殖中の細胞は、GSK1016790A (0.1 μM) 処置で有意に増加し、

HC067047 (10 μM)共処置により抑制された(図1-3C, D)。これらの結果から、TRPV4刺激は

OPCの増殖を促進することが示唆された。続いて、メカニズムの検討を行った。まず、

TRPV4からのCa2+流入が増殖に必要か否か検討するために、細胞内Ca2+キレーターBAPTA-

AMを使用した。BAPTA-AM (3 μM)処置は、GSK1016790Aにより惹起されるOPCの増殖を

有意に抑制した(図1-3D)。さらに、PKC経路阻害薬bisindolylmaleimide II (BIM II; 0.5 μM)処

置も、GSK1016790Aにより惹起されるOPCの増殖を抑制した(図1-3E)。これらのデータか

ら、TRPV4刺激がPKC経路を介してOPCの増殖を促進することが示唆された。 

 

図1-3 TRPV4はPKC経路を介してOPCの

増殖を促進する 

A, B. OPCにTRPV4選択的アゴニスト

GSK1016790AおよびTRPV4選択的アゴ

ニストHC067047 (10 μM)を24時間処置し

た際の、MTTアッセイで評価した細胞

生存率。 *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. 

control; ###P < 0.001 vs. GSK1016790A 

(0.1 μM) alone; n = 6–8.  

C. 対 照 培 地 （ 上 段 ） ま た は

GSK1016790A (0.1 μM)含有培地（下段）

を処置したOPCのBrdU取り込み実験の

代表画像。増殖中の細胞はBrdU陽性で

あり、全細胞核はDAPIで染色した。ス

ケールバーは50 μmを示す。 

D, E. DAPI+細胞に占めるBrdU+細胞の割

合の定量。薬物処置は48時間行った。 

*P < 0.05 vs. 対照群; ##P < 0.01 vs. 

GSK1016790A (0.1 μM)単独処置群; n = 3. 
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TRPV4はOPCの遊走に関与しない 

OPCのTRPV4の他の機能を評価するために、スクラッチアッセイで遊走能を評価した。

遊走時間6–48時間のいずれにおいても、スクラッチした部位の細胞数はGSK1016790A処置

で変化しなかった(図1-4A, B)。スクラッチから24時間後と48時間後では、GSK1016790A処

置群において細胞生存率が有意に高かったため、TRPV4の細胞増殖への関与が再度確かめ

られた(図1-4C)。これらの結果から、TRPV4はOPCの増殖に関与する一方、遊走には関与

しないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

図1-4 TRPV4刺激はOPCの遊走に影響を

与えない 

A. スクラッチ法によるOPC遊走評価。

スクラッチした部位に遊走した細胞数を

評価した。白カラム: 対照群、黒カラム: 

GSK1016790A (0.1 μM)処置群。n = 4.  

B. 対照群およびGSK1016790A (0.1 μM)

処置群の、スクラッチ直後および48時間

後の細胞の代表画像。黒線はスクラッチ

部位の端を示す。スケールバーは100 

μmを示す。 

C. スクラッチ後、GSK1016790A (0.1 

μM)を24時間または48時間処置し、MTT

アッセイで細胞生存率を評価した。 

**P < 0.01 vs. 対照群; n = 3.  
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TRPV4刺激はOPCの分化に関与しない  

TRPV4刺激のOPCの分化への影響を検討するために、OPCマーカーPDGFRαと成熟オリ

ゴデンドロサイトマーカーMBPのmRNA発現量を定量的RT-PCR法で検討した。分化培地中

でPDGFRα発現量が低下しMBP発現量が上昇した一方、増殖培地中でのGSK1016790A (0.1 

μM) 24時間処置は、PDGFRαとMBPの発現量を変化させなかった(図1-5A, B)。また、分化

培地中でのGSK1016790A (0.1 μM) 72時間処置は、PDGFRαとMBPの発現量を変化させず 

(図1-5C, D)、細胞生存率への影響も認められなかった(図1-5E)。免疫細胞化学的検討にお

いても、増殖培地と分化培地いずれでも、GSK1016790A処置によるPDGFRαとMBPの発現

率への影響は認められなかった(図1-5F-K)。これらの結果から、TRPV4刺激はOPC分化に

は関与せず、TRPV4は分化抑制を介さずにOPCの増殖を促進することが示唆された。 
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図1-5 TRPV4刺激はOPCの分化に影響を与えない 

A–E. OPCにGSK1016790A (0.1 μM)含有または非含有増殖培地(Pro)を24時間、または分化培地(Dif)を72

時間処置した。A-D. Pdgfra (a, c)またはMbp (b, d)のmRNA発現量を定量的RT-PCRで測定した。n = 3–4. 

E. MTTアッセイによる細胞生存率評価。n = 4.  

F, H, I. 薬物処置24時間後に細胞を固定し、PDGFRαとMBPの免疫染色を行った。F. 代表画像。上段：

対照増殖培地、中段：GSK1016790A (0.1 μM)含有増殖培地、下段：分化培地。スケールバーは50 μm

を示す。 

H. PDGFRα+細胞の割合定量。n = 3. I. MBP+細胞の割合定量。n = 3.  

G, J, K. 薬物処置72時間後に細胞を固定し、PDGFRαとMBPの免疫染色を行った。G. 代表画像。上段：

増殖培地、中段：対照分化培地、下段：GSK1016790A (0.1 μM)含有分化培地。スケールバーは50 μm

を示す。 

J. PDGFRα+細胞の割合定量。n = 3. K. MBP+細胞の割合定量。n = 3.  

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. 対照増殖培地群。 
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考察 

本章では、TRPV4が生体内と初代培養系においてOPCで発現し、選択的アゴニスト

GSK1016790AがCa2+流入を惹起し、アンタゴニストHC067047共処置によりほぼ完全に抑制

されることを示した。TRPV4刺激は、Ca2+流入とPKC経路を介してOPCの増殖を促進した

が、遊走と分化には関与しなかった。これらの結果は、TRPV4はOPCからオリゴデンドロ

サイトへの分化に影響することなく、OPCの増殖を促進することを示唆している。 

増殖評価において、TRPV4選択的アンタゴニストHC067047単独処置はOPCの増殖に影響

を与えなかったため、恒常的条件においてはTRPV4の増殖への関与は小さいことが示唆さ

れる。これは、TRPV4ノックアウトマウスの脳では白質の厚さは正常で、組織学的な異常

は認められないという報告[24]と合致した結果である。一方で、GSK1016790Aによる刺激

は、OPCの増殖を有意に増加させた。この結果は、脳においてTRPV4がある特定の条件下

で活性化されると、OPC増殖を促進することを示唆している。 

脳において、どのような内在性分子がOPCのTRPV4を開口させるのであろうか？グラム

陰性菌の細胞壁の主要構成分子であるリポ多糖がTRPV4を直接活性化することが報告され

ている[32]。脱髄部位では、多くの炎症性因子（タンパク質、糖鎖、脂質など）がミエリ

ンデブリや傷害を受けた軸索から放出されるため、このような分子が脱髄病態において

TRPV4を活性化し、OPCの増殖を促進する可能性がある。TRPV4は、アラキドン酸代謝に

より様々な細胞種で産生される5′, 6′-エポキシエイコサトリエン酸によっても活性化す

る[33]。アラキドン酸は、外傷性脳損傷で発現が増加する[31]。OPCはCNS傷害時に増殖す

るが[35]、これは炎症で産生されるアラキドン酸代謝物によるTRPV4活性化を介している

可能性がある。 

低浸透圧と機械刺激も、TRPV4を活性化する[36]。細胞分裂時には張力が発生すること

が知られており[37]、神経幹細胞では機械刺激受容チャネルであるPiezo1を介してそのよう

な力に応答するため[38]、OPCのTRPV4も細胞分裂時に活性化して増殖を促進する可能性

がある。また、TRPV4は白質構成分子によっても活性化される。白質はラミニンやコラー

ゲンなどの細胞外マトリックスタンパク質を含有するが、ラミニン-2はインテグリンシグ

ナルを介してオリゴデンドロサイトの膜伸展を促進することが報告されている[39]。興味

深いことに、TRPV4は物理的にインテグリンと相互作用して機械的痛覚過敏に関与するこ

とが報告されており[40]、TRPV4は白質の細胞外マトリックスによって過敏化する可能性

がある。しかし、本章のTRPV4の機能評価実験はすべてin vitroで行ったため、多様な生理

的条件下におけるTRPV4の本来の機能を再現できていない可能性があり、in vivo実験で

OPCのTRPV4の機能を精査する必要があるだろう。 

もう一つの重要なTRPV4活性化刺激として、温かい温度(> 27–34 °C)が挙げられる[24]。

HC067047単独による薬理学的なTRPV4抑制は、37 °Cで培養したOPCの増殖を抑制しなか

ったことから、in vitroでは温かい温度のみではOPCのTRPV4は開口しないことが示唆され
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る。しかし、アラキドン酸代謝物などの他のリガンド刺激と体温との相乗効果で、OPCの

TRPV4が開口する可能性はある。局所的な神経活動によって脳内局所温度が上昇するとの

報告があり[41, 42]、活動が活発な神経の近くに存在するOPCは、より高い温度にさらされ

ている可能性がある。従って、活動中の神経近傍のOPCのTRPV4は特に強く活性化されて

いる可能性があり、これが神経活動依存的なOPCの増殖とその後の髄鞘形成に寄与する可

能性がある。このように、TRPV4刺激はCNSの生理的または病態時の様々な条件下で、

OPCの増殖を促進する可能性がある。 

多くの研究で、OPCの増殖へのCa2+シグナリングの関与が報告されている[43, 44]。

TRPC1を介した細胞外からのCa2+取り込みがOPCの増殖に重要であることが報告されてい

る[21]。本章では、Ca2+シグナリングとPKC経路活性化がTRPV4を介したOPC増殖に関与す

ることを示したが、これはPKC経路がOPC増殖に関与するという知見[45, 46]と一致した結

果である。一方、電位依存性Ca2+チャネルからのCa2+流入は、OPCの遊走と分化を促進す

るという報告[18, 44]があり、本章のTRPV4を介したCa2+流入との結果の相違の理由は不明

である。しかし、これらのチャネルは開口動態や流入させる細胞外Ca2+の量が異なるため、

別のCa2+シグナリング経路が活性化している可能性があり、OPCのCa2+シグナリングにつ

いてはさらなる研究が必要であろう。 

結論として、本章ではin vivoでOPCがTRPV4を発現し、初代培養OPCにおけるTRPV4刺

激は増殖を促進することを示した。この新規知見は、脳内でTRPV4がOPC数の増加に関与

する可能性を示している。 
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第二章 初代培養OPCにおけるTRPM3の機能的発現 

 

OPCの増殖、遊走、分化は、様々な脳病態で変化する[47]。OPCは脳傷害に応答して迅

速に増殖するが[48]、炎症的環境下では完全な髄鞘修復は阻害される[49]。脳血管障害では、

OPCがサイトカイン等の分子を分泌し、保護的[7]または傷害的[50]な機能を持つことが報

告されている。そのため、病態生理的条件下におけるOPCの機能制御機構を明らかにする

ことは、脳傷害治療法創出のために重要である。 

第一章で論述したように、OPCの機能制御にはCa2+シグナリングが関与する。AMPA受

容体からのCa2+流入は、遊走[51]や生存[52]に関与する他、L型電位依存性Ca2+チャネル

Cav1.2は髄鞘修復[53]や増殖と生存[54]を担う。OPCのCa2+シグナリングを理解することは

機能制御につながるだろう。TRPチャネルを介したCa2+シグナリングの重要性は前章で述

べた通りであるが、TRPC1[21]や前章で明らかにしたTRPV4以外のTRPチャネルのOPCに

おける機能はほとんど分かっていない。そこで本章では、TRPチャネルの1つTRPM3に着

目して機能解明を試みた。TRPM3は、視神経のオリゴデンドロサイトに高発現し、Oraiや

他のTRPチャネルと同様にストア作動性Ca2+流入を担う[55]。さらに、分化したオリゴデン

ドロサイトはTRPM3を発現する[22]。一方で、OPCにおけるTRPM3の機能は未だ不明であ

った。TRPM3は、神経ステロイドの硫酸プレグネノロン(PS)[56]や、D-エリスロ-スフィン

ゴシン[57]、低浸透圧[58, 59]、温かい温度[60, 61]で開口する。TRPM3は脳で高発現し[62]、

PSが惹起するTRPM3開口は、大脳皮質神経のグルタミン酸放出を促進し、グルタミン酸神

経伝達に関与する[63, 64]。 

本章では、TRPM3がin vivoおよびin vitroにおいてラットOPCに発現し、初代培養OPCに

おいてPSによるTRPM3刺激はCa2+流入を惹起することを見出した。さらに、TRPM3は、エ

ンドセリン-1 (ET-1)注入ラクナ脳梗塞モデルラットの脱髄病変部のOPCや、腫瘍壊死因子α 

(TNFα)処置OPCにおいて高発現していた。これらの知見は、虚血脱髄病変部において

TRPM3が重要な役割を果たす可能性を示すものである。 
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実験方法 

試薬 

PSはSigma-Aldrichから、isosakuranetinはExtrasyntheseから、ヒトリコンビナント血管内皮細

胞増殖因子(VEGF) 165 (100-20)とラットリコンビナントTNFα (400-14)とラットリコンビナ

ントインターロイキン1β (IL1β; 400-01B)はPeproTechから、その他の試薬はNacalai Tesqueか

ら購入した。 

 

初代培養OPC 

初代培養OPCは、第一章で示した方法に軽微な変更を加えて作製した。より高純度のOPC

を得るために、混合グリア細胞からのOPC単離の際のフラスコの振とう時間および速度を

変更した。ミクログリア除去のための振とうは130–150 rpmで1.5時間、アストロサイト層

からOPCを浮遊させる際の振とうは220–230 rpmで15–17時間行った。 

 

RT-PCR  

初代培養OPCからのRNAの抽出、RT-PCR、電気泳動は第一章で示した方法に従って行った。

Rat Trpm3 cDNAのPCRに用いたプライマー配列は、5’-AGCAGTGGCCGGTAGGGTCC-3’, 

5’-GAGCTTGCAGGCCACCAGGG-3’で、94 °C 2分間反応後、 94 °C 30 秒間、60 °C 30 秒間、

72 °C 1 分間の反応を30サイクル行った。 

 

蛍光Ca2+イメージング 

蛍光Ca2+イメージングは、第一章で示した方法に軽微な修正を加えて行った。カバーガラ

ス上で培養したOPCに、0.005% Cremophor EL (Sigma-Aldrich)含有Krebs-Ringer buffer (140 

mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM グルコース, 10 mM HEPES, pH 7.4に

調整)中で希釈した5 μM Fura 2-AMと45–55分間反応させた。蛍光画像は室温で2秒おきに撮

影し、励起波長340 nm/蛍光波長510 nm (F340)で得た蛍光強度と、励起波長380 nm/蛍光波

長510 nm (F380)で得た蛍光強度の比率 (F340/F380)を計算した。 

 

スクラッチアッセイ 

スクラッチアッセイは、第一章で示した方法に軽微な修正を加えて行った。70–80%コンフ

ルエントに達した初代培養OPCの一部をセルスクレーパーで削り取り、PBSで2回洗浄後、

PSまたは溶媒 (DMSO）を含む培地を加え、12–24時間培養後に画像撮影し、削り取った部

位のOPC数を計測した。 
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定量的RT-PCR 

定量的RT-PCRは、第一章で示した方法に従って行った。ラット18S rRNA、ラットPdgfra、

ラットMbpのプライマーは、第一章と同じものを使用した。その他に使用したプライマー

は、以下の通りである。ラットTrpm3 (5′ -AGGCCTCAAGGTAATTCTGG-3′ , 5′ -

CGGCTCCTTCTCTTGGAGAT-3 ′ ), ラ ッ ト Actb (beta-actin) (5 ′ -

TAAGGCCAACCGTGAAAAG-3′, 5′-TACATGGCTGGGGTGTTG-3′), ラットLdha (lactate 

dehydrogenase A) (5 ′ -TCCAGTGTGTAAGTCCATCG-3 ′ , 5 ′ -

CATCATCCATATGCAGATCTTAC-3′)。各遺伝子発現量は、低酸素実験ではActb、その他

は18S rRNA発現量で補正した。 

 

酸素欠乏実験 

OPC播種3日後に、新しい増殖培地に交換し、Personal CO2 Multi Gas Incubator (APM-30D; 

ASTEC, Fukuoka, Japan)を使用した37 °Cの低酸素条件下(2% O2, 5% CO2, 93% air)、または通

常条件下(5% CO2, 95% air)で12時間培養した。 低酸素処置後直ちに、OPCからRNAを抽出

した。2% O2条件下では18S rRNA発現量が増加したため、発現量補正に用いる対照遺伝子

としてActbを使用した。 

 

ET-1局所注入 

ET-1は、既報[65]に従って注入した。8週齢のSprague-Dawleyラットを麻酔し、脳定位台に

固定した。ET-1溶液(200 pmol/L) 1 μLを一定速度(0.5 L/min)で、内包後脚(2.3 mm posterior 

and 6.1 mm lateral left to the bregma; depth, 3.7 mm; angle, 25°)に注入した。虚血傷害の形成が

完了するモデル作製7日後に脳を回収した。脳切片は、既報[66]に従い、ルクソールファス

トブルー(LFB)染色により内包を可視化した。 

 

FISHおよび免疫組織学的検討 

FISHおよび免疫組織学的検討は、P4または12週齢ラットの冠状切片を用い、第一章の方法

に従って行った。Trpm3とPdgfraのcRNAリボプローブは既報[26, 60]で報告されたものを使

用した。Trpm3 FISHの後にNeuron-glial antigen 2 (NG2)を検出するために、抗NG2抗体 

(1:200, Millipore, Burlington, MA, U.S.A.) とAlexa Flour 564標識ヤギ抗ウサギIgG (1:2000)を用

いた。Trpm3の検出には、アルカリホスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体(Roche)と

nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3’-indolyl phosphate (Roche)を用いた。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。Student’s t検定またはOne-way ANOVAの後

にTukey検定を用いて、GraphPad Prism 5 で解析した。危険率5%未満の場合に統計学的な有

意差があると判定した。 
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結果 

 

P4および成体ラットのOPCでTRPM3が発現する 

成熟オリゴデンドロサイトにおけるTRPM3が報告されている[22]。OPCにおけるTRPM3

の発現を検討するため、P4と成体ラットのCTX（灰白質）とCC（脳梁）において、Trpm3

とPdgfra (OPCマーカー) をFISH法で検出した(図2-1)。P4ラットにおいて、ほとんどの

Pdgfra陽性OPCはTrpm3を発現した（80%以上、矢頭）。CTXとCCで、Trpm3+/Pdgfra+細胞数

に差は認められなかった。成体ラットのCTXとCCにおいても、ほとんどのPdgfra陽性OPC

はTrpm3を発現した（80%以上、矢頭）。これらの結果より、生体内のほとんどのOPCが

TRPM3を発現することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRPM3は初代培養OPCにおいて機能的に発現する  

続いて、ラット初代培養OPCにおいてもTRPM3が発現するか検討した。RT-PCRにおい

て、TRPM3 mRNA発現が認められた(図2-2A)。このTRPM3が機能するかどうか検討するた

めに、Fura 2-AM を用いた蛍光で、細胞内Ca2+濃度 ([Ca2+]i)変化を測定した。TRPM3を直接

活性化する神経ステロイドであるPSを処置すると、濃度依存的に[Ca2+]iが増加した(図2-2B-

D)。非選択的TRPチャネルブロッカーGd3+ (100 μM, 図2-2E)やTRPM3アンタゴニスト

isosakuranetin [67] (10 μM, 図2-2F)は、ほぼ完全にPS (50 μM)刺激による細胞内Ca2+流入を阻

害した。これらの結果より、TRPM3はラット培養OPCにおいて機能的に発現し、細胞外

Ca2+取り込みに重要な役割を果たすことが示唆された。 

図2-1 生体内のOPCでTRPM3が発現する 

P4または成体ラットのCTXとCCにおけるTrpm3とPdgfraのmRNA

検出。破線はCTXとCCの境界を示す。矢頭はTrpm3+/Pdgfra+細胞

を示す。スケールバーは200 μmを示す。 
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TRPM3はOPCの遊走や分化に関与しない 

次に、TRPM3のOPC分化に対する影響を検討した。PS (50 μM)を含む増殖培地で48時間

培養後、幼若OPCマーカーPdgfra (図2-3A)や成熟オリゴデンドロサイトマーカーMbp (図2-

3B)のmRNA発現量に変化はなかった。分化培地で培養した細胞は、Pdgfraのネガティブコ

ントロール、Mbpのポジティブコントロールとして用いた。従って、TRPM3活性化はOPC

の分化に関与しないことが示唆された。 

続いて、スクラッチ法でOPCの遊走に対するTRPM3活性化の影響を検討した。既報で

OPCの遊走を促進することが報告されているVEGF-A [68]処置群では、24時間後に遊走した

OPC数が増加した。一方、スクラッチ12, 24時間後いずれにおいても、PS処置による遊走

したOPC数の変化は認められなかった(図2-3C-E)。したがって、TRPM3はOPCの遊走にも

関与しないことが示唆された。 

図2-2 初代培養OPCにおいてTRPM3が機

能的に発現する 

A. 初代培養OPCにおけるTRPM3のRT-

PCR解析。マーカー(M)は100 bp DNAラ

ダーを示す。 

B–F. Fura 2-AMによる[Ca2+]i測定。 

B–D. OPCに図示した濃度のPS (30–100 

μM)を処置した際の[Ca2+]i変化。 

E. PS (50 μM)と非選択的TRPチャネル拮

抗薬Gd3+ (100 μM)を共処置した際の

[Ca2+]i変化。 

F. PS (50 μM)と選択的TRPM3拮抗薬 

isosakuranetin (10 μM, Iso)を共処置した

際の[Ca2+]i変化。 
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ET-1局所注入ラット脳梗塞モデルの脱髄部位においてTRPM3+OPCが増加する 

 最後に、OPCの病態生理学的役割を検討した。既報において、内包へのET-1局所注入に

よって顕著な脱髄が惹起され、注入7日後では脱髄部位近傍のOPCの増殖が増加することが

報告されている[48]。このモデルの脱髄部位において、Trpm3 mRNA発現が認められた。既

報[48]の通り、注入7日後において、内包のNG2+OPC数はsham群と比較してET-1注入群に

おいて顕著に増加していた(図2-4A, B, 上段)。Trpm3シグナルのほとんどがNG2シグナルと

共局在した。内包において、Trpm3+/NG2+細胞数がET-1注入群で顕著に増加した。一方、

Trpm3+/NG2-細胞もET-1注入群で増加しており(図2-4B, 上段)、OPC以外の脳細胞または浸

潤した免疫細胞においても、Trpm3発現が増加することが示唆された。FISH法では、ハレ

ーションにより個々の細胞を見分けるのが困難なため、アルカリホスファターゼ標識 in 

situ ハイブリダイゼーションによるTrpm3検出も行った。Trpm3シグナル数は、ET-1注入群

の内包で増加した(図2-4B, 下段)。一方、ET-1注入群の海馬ではTrpm3シグナル数は変化し

なかった(図2-4C)。 

Trpm3発現上昇の機序を探るために、脳梗塞で発現が増加する炎症性サイトカインが

Trpm3発現量に影響を与えるかどうか、ラット初代培養OPCで検討した。Trpm3発現量は、

TNFα (30 ng/mL)処置で有意に増加し、IL1β (30 ng/mL)処置でも有意差はないものの増加傾

図2-3 PSによるTRPM3刺激は、OPCの分

化や遊走に影響を与えない 

A, B. OPCに対照増殖培地(Ctrl)、PS (50 

μM)含有増殖培地、分化培地(Dif)を48時

間処置し、Pdgfra (A)およびMbp (B)の

mRNA発現量を定量的RT-PCRで測定し

た。*** P < 0.001 vs. Ctrl; n = 8. 

C–E. スクラッチアッセイによるOPCの

遊走評価。スクラッチ後、PS (50 μM)ま

たはVEGF-A (200 ng/mL)を処置し、24時

間遊走させた。C. D. 12時間後(C)または

24時間後(D)までにスクラッチ部位に遊

走したOPC数。* P < 0.05 vs. Ctrl (24 h); 

n = 3. E. スクラッチ直後（上段) また

は24時間後（下段）の細胞の代表画

像。黒線はスクラッチ部位の端を示

す。スケールバーは100 μmを示す。 
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向が認められた(図2-4D)。続いて、低酸素がTrpm3発現量に与える影響を検討した。通常酸

素条件下と比較して低酸素条件下(2% O2)では、低酸素による発現誘導が報告されている乳

酸デヒドロゲナーゼA (LDHA) [69]のmRNA発現量が増加した一方で(図2-4E)、Trpm3発現量

は変化しなかった(図2-4F)。TNFα処置によるTrpm3発現上昇幅は小さいことから、ET-1注

入群における顕著なTrpm3発現増加は、Trpm3+ OPC数の増加の寄与が大きいと考えられる。

これらの結果から、TRPM3が脳梗塞モデルの炎症的環境下におけるOPCの何らかの機能の

制御に関与する可能性が示された。 

 

 

 

 

図2-4 ET-1局所注入ラット脳

梗塞モデルの脱髄部位にお

いてTRPM3+OPCが増加する 

A. ET-1注入ラット脳切片の

ルクソールファストブルー

染色。矢頭は梗塞病変部を

示す。スケールバー2.5 mm 

B, C. PBS注入(Sham)および

ET-1注入ラット内包におけ

る、Trpm3 mRNA (緑)、NG2

タンパク質 (赤)、細胞核 (青)

の染色（B, 上段）。Trpm3 

mRNAは、アルカリフォスフ

ァターゼ標識抗体を用いたin 

situ ハイブリダイゼーション

によっても検出した (B,下段,

内包、C, 海馬)。スケールバ

ー200 μm 

D. ラット初代培養OPCに

TNFα (30 ng/mL) またはIL1β 

(30 ng/mL)を48時間処置後の

Trpm3 mRNA発現量。 

* P < 0.05 vs. Ctrl; n = 5–6.  

E, F. ラット初代培養OPCを

通常酸素条件下(Ctrl)または

低酸素条件下(2% O2)で12時

間培養し、Ldha (E)または

Trpm3 (F) mRNA発現量を測

定した。 

* P < 0.05; n = 5–6.  
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考察 

 

本章では、ラットCTXとCCのPDGFRα+ OPCおよび初代培養OPCにおいてTRPM3が発現

し(図2-1, 2-2)、TRPM3アゴニストPS処置はCa2+流入を惹起する(図2-3)ことを示した。従っ

て、OPCのTRPM3はCa2+シグナリングを担うことが示唆された。TRPM3は、成熟オリゴデ

ンドロサイトで機能的に発現しているが[22, 55]、本章では幼若OPCにおけるTRPM3におけ

る機能的発現を示し、本チャネルがオリゴデンドロサイト系譜細胞の早期から機能するこ

とが示唆された。 

脳のTRPM3はPS、スフィンゴシン、低浸透圧、温かい温度で活性化される。PSは、脳で

産生される神経ステロイドで、脳脊髄液中にナノモル濃度レベルで存在する[70]。本章の

実験および既報[71]において、マイクロモル濃度レベルのPSがTRPM3活性化に必要であっ

たが、PS濃度は局所的に、また、不安・うつ障害[72]や甲状腺機能亢進症[73]などの特定の

疾患において増加する[71]ことが報告されている。プレグネノロンの硫酸化は、細胞質基

質の硫酸転移酵素サブファミリーである、SULT2A1、SULT2B1a、SULT2B1bによって触媒

される[74]。神経がコレステロールをプレグネノロンに変換し[75]、SULT2B1bを発現する

[76]ことから、内在性PSはニューロンが産生しOPCのTRPM3を活性化する可能性がある。

従って、OPCのTRPM3は、ニューロン-OPC間の相互作用に関わる重要な分子である可能性

がある。さらに、Trpm3+ OPC数は脳梗塞モデルの脱髄部位で増加していた(図2-4)ことから、

病変部の傷害を受けた神経がPSを産生してOPCのTRPM3を活性化する、という細胞間コミ

ュニケーションが存在し、脳梗塞部位の細胞の挙動に影響を与えている可能性がある。 

スフィンゴシンはTRPM3の内因性アクチベーターであり[57]、TRPM3を介して成熟オリ

ゴデンドロサイトでCa2+流入を惹起する[22]。スフィンゴシンは、セラミダーゼによりセラ

ミドから合成され、リン酸化を受けてスフィンゴシン-1-リン酸となる。脳梗塞においてセ

ラミド、スフィンゴシン、スフィンゴシン-1-リン酸が増加することから[77]、OPCにおけ

るTRPM3は健常脳よりも脳梗塞部位において強く活性化される可能性がある。さらに、体

温 (30–40 °C) [60]や低浸透圧刺激 (200–300 mOsM) [58]もTRPM3の開口を増加させることか

ら、TRPM3の内因性アクチベーターとして知られている。このように多くの内因性アゴニ

ストが存在するため、脳梗塞モデル脱髄部位のTRPM3発現増加はCa2+流入増加につながる

だろう。 

 TRPM3には内因性の抑制機構も存在することが明らかとなってきた。TRPM3活性化は、

Gタンパク質のβγサブユニット[78, 79]や、PLC活性化[78]によって抑制されることが報告さ

れている。TRPM3とPDGFRβを両方発現するヒト胚性腎臓 (HEK)細胞では、PDGF処置によ

るPLCγ活性化を介して、PS刺激誘発TRPM3電流が抑制される[78]。本章で用いた培養OPC

はPDGFRαを高発現し、Ca2+イメージングを除くほとんど全ての実験は、PDGF-AAを含む

培地で行われた。PDGFによる強いPDGFRα刺激がPLCを活性化し、PSによるTRPM3活性化
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を抑制した可能性は十分に考えられる。PDGF-AAはOPCの細胞機能に重要な役割を果たす

ため、PDGF-AAを含まない培地での実験は行えなかったが、PDGF-AAによる抑制効果に

ついてはさらなる検討が必要である。さらに、ET-1注入ラクナ梗塞モデルにおけるPdgfb発

現増加が報告されている[80]ため、分泌されたPDGFが病変部におけるOPCに影響を与える

可能性がある。また、脳の血管内皮細胞由来PDGF-BBは、OPCのPDGF-BB/PDGFRαシグナ

リングを介して血液脳関門の完全性を促進する[81]。TRPM3がPDGF-BBで抑制される[78]

ことを考慮すると、ET-1注入部位におけるTRPM3の機能は限定的である可能性もある。病

変部のOPCにおけるTRPM3とPDGF-BB/PDGFRαシグナリングの機能連関についてさらなる

検討が必要であろう。 

内包へのET-1注入は、ラクナ梗塞様の微小血管の収縮と白質傷害を惹起する[82]。ET-1

注入群の脱髄部位では、OPCのほとんどでTRPM3を発現しており、OPC数が増加していた。

TRPM3発現量はTNFαによって増加することを考えると、TRPM3は炎症部位のOPCのCa2+

シグナリングを変化させる可能性がある。ET-1注入脳梗塞モデルでは、軸索は損傷しない

[48]一方で、脱髄が起こる。従って、TRPM3の発現や開口を制御することは、OPCの正常

な機能を促進し髄鞘修復を促進する治療法の開発につながる可能性がある。本章のin vitro

のデータでは、TRPM3アゴニストPSは非炎症条件下においてOPCの分化や炎症を変化させ

なかった。TRPM3が脳梗塞モデルにおいてTrpm3+ OPC数が増えることから、TRPM3は増

殖やサイトカイン産生などの何らかの細胞機能に寄与する可能性がある。OPCのTRPM3の

病態生理学機能を明らかにするために、さらなる検討が必要である。 

脱髄部位のOPCのTRPM3は、脳梗塞の病態にどのような影響を与えるだろうか。病変部

の増殖中のOPCの一部はオリゴデンドロサイトに分化すると考えられている。OPCのL型

Ca2+チャネルCav1.2は、髄鞘修復を促進すると報告されている[53]ため、TRPM3を介した

Ca2+流入も髄鞘修復や脳梗塞からの回復を促進するかもしれない。TRPM3活性化は、増殖

培地で培養したOPCの分化には影響を与えなかった。しかし、分化培地や、炎症性サイト

カイン存在下では分化に関与する可能性があり、今後の検討課題となるだろう。また、驚

くべきことにOPCは、脳傷害時にマトリックスメタロプロテアーゼ9 (MMP9)を産生し血液

脳関門を破綻させる[50]など、有害な機能も持ちうる。炎症性脱髄モデルにおいては、

OPCは分化能を失い、その代わりに抗原提示能を獲得し炎症をさらに拡大させるという報

告[83]もある。仮にOPCがTRPM3活性化によって有害な作用を持つ場合、TRPM3発現上昇

は脳梗塞後の傷害増悪につながる可能性もある。Ca2+流入量の制御も、細胞の正常な機能

に重要である。AMPA受容体は生理的にオリゴデンドロサイトの生存に重要であるが[52]、

AMPA受容体からの過剰なCa2+流入は多発性硬化症モデルの脱髄を悪化させる[84]。脳梗塞

モデルにおけるOPCのTRPM3発現上昇(図2-4)は、細胞内のCa2+ホメオスタシスを乱し、細

胞機能異常につながる可能性がある。今後TRPM3KOマウスを用いた検証が必要だろう。 

 結論として、本章では、TRPM3がin vivoとin vitroにおいてOPCに機能的に発現すること

を示した。また、脳梗塞モデルの脱髄部位で増殖するOPCや、炎症性サイトカインTNFαを
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処置した培養OPCにおいて、TRPM3発現量が増加した。OPCのTRPM3は脳傷害や炎症時に

機能する可能性が示された。 
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第三章 自己免疫性脱髄病態におけるOPCの役割解明 

 

多発性硬化症(MS)は、CNSの炎症性脱髄疾患であり、自己免疫性T細胞やマクロファー

ジがCNSへ浸潤し、顕著な炎症と脱髄が起こる。抗原特異的なCD4+ T細胞はCNSにおいて

抗原提示細胞により再活性化され [85]、クローン増殖し [86]、インターロイキン17A 

(IL17A)などの炎症性サイトカインを産生する。しかし、これらの末梢免疫細胞とCNS常在

性細胞の相互作用はまだ十分に明らかになっていない。 

OPCは、成熟オリゴデンドロサイトに分化するグリア細胞の一種であり、正常なCNSで

は、髄鞘を形成するだけでなく、軸索への栄養供給をも担う[87]。ヒトにおいて、オリゴ

デンドロサイトの大部分は5歳までに産生され、年間0.3 %しか置き換わらない[88]。MS患

者脳の14C解析の結果、ほとんどの患者では、髄鞘修復はOPCから新たに分化したオリゴデ

ンドロサイトによってではなく、主に既存のオリゴデンドロサイトによって行われること

が明らかとなった[89]。このことは、多くのOPCがオリゴデンドロサイトの補充以上の機

能を担う可能性を示している。 

いくつかのトランスクリプトーム解析[83, 90, 91]により、OPCはオリゴデンドロサイト

への分化以外の細胞機能を持つことが報告されている。MS患者や実験的自己免疫性脳脊髄

炎(EAE)マウスのOPCでは、フェノタイプが変化し、炎症関連分子の発現が上昇する[83, 90, 

91]。しかし、幼若OPCが生体内でEAE病態に寄与するかどうかは未解明であり、特に末梢

免疫細胞の浸潤や脱髄が開始するEAE急性期における機能は明らかになっていない。 

そこで本章では、EAEにおけるOPCの機能を明らかにするために、ジフテリア毒素受容

体(DTR)がPdgfraプロモーター下流で誘導されるトランスジェニックマウスを用い、OPC除

去を行った。PDGFRαはOPCの生存や増殖に関わる受容体型チロシンキナーゼである[92]。

このシステムでは、ジフテリア毒素投与により、DTR発現細胞が除去される。本章の実験

により、EAE急性期におけるOPC除去は、臨床症状を改善することを見出した。さらに、

EAE病態におけるOPC除去によって、浸潤や増殖をしたCNSのT細胞数が減少することが明

らかとなったため、詳細な検討を行った。 
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方法 

 

実験動物 

B6N.Cg-Tg(Pdgfra-cre/ERT)467Dbe/J ( ジ ャ ク ソ ン 系 統  #018280) と C57BL/6-

Gt(ROSA)26Sortm1(HBEGF)Awai/J ( ジ ャ ク ソ ン 系 統  #007900) を 交 配 し 、

PdgfraCreER/+;Rosa26DTR/+ (Depl)とPdgfra+/+;Rosa26DTR/+ (Ctrl)を得た。麻酔は、メデトミジン、

ミダゾラム、ブトルファノールの3種混合麻酔を使用した。全実験は、京都大学動物実験

委員会が定める倫理指針に従って行った。 

 

PDGFRα+細胞除去 

コーン油(C8267, Sigma-Aldrich)に溶解したタモキシフェン(150 mg/kg/day, T5648, Sigma-

Aldrich) と、生理食塩水に溶解したジフテリア毒素(2 μg/kg/day, D0564, Sigma-Aldrich)を、

PdgfraCreER/+;Rosa26DTR/+ (Depl)とPdgfra+/+;Rosa26DTR/+ (Ctrl)それぞれに腹腔内投与した。ナイ

ーブマウス(図3-2)におけるOPC除去には、雄性および雌性の2–3カ月齢マウスを用いた。 

 

EAE 

能動免疫によるEAE誘導は、雌性7–11週齢マウスを用い、既報[93]の方法に軽微な変更を

加えて行った。PdgfraCreER/+;Rosa26DTR/+ (Depl)とPdgfra+/+;Rosa26DTR/+ (Ctrl)に、ミエリンオリ

ゴデンドロサイト糖タンパク質ペプチド35–55 (MOG 35-55; Scrum) 200 μg含有生理食塩水

と、M-ツベルクローシスH37Ra (231141, BD Difco) 6 mg/ml含有完全フロイントアジュバン

ト(231131, BD Difco)を1:1で混合して調製したエマルジョン200 μlを皮下注射し免疫した。

さらに、免疫日および免疫2日後に、17.5 μg/kg百日咳毒素(P7208, Sigma-Aldrich)を腹腔内投

与した。野生型マウスの免疫には、MOG 35-55 100 μgと百日咳毒素10 μg/kgを投与した。

臨床スコアは、免疫10日目までは1日おき、それ以降は毎日、次のように評価した（0, 正

常; 1, 尾の一部下垂; 2, 尾の完全下垂; 3, 後肢の部分麻痺; 4, 後肢の完全麻痺; 5, 前肢の麻痺）。

EAE症状を免疫惹起14–28日後から示した個体のみ解析対象とした。強い頭の傾きを特徴と

する非定型EAEを発症した個体は除外した。 

 

血液検査 

マウスに麻酔をかけ断頭し、全血をEDTA-2K入りチューブに回収した。血液サンプルは、

サンリツセルコバ検査センター (Tokyo)に冷蔵輸送した。 

 

定量的RT-PCR 

EAE発症4日後に麻酔をかけ、PBSを経心灌流後、腰髄(L3–L5)、腸骨下リンパ節、脾臓を

摘出した。総RNAは、ISOGENキット(Wako)を用いて抽出した。1本鎖相補cDNAは、
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ReverTra Ace qPCR RTキット(Toyobo) を用いて調製した。定量的PCRは、StepOne Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems)およびTHUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo)を用いて

行 っ た 。 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る 。 18S rRNA (5 ′ -

GCAATTATTCCCCATGAACG-3′ , 5′ -GGCCTCACTAAACCATCCAA-3′ ), Mbp (5′ -

TGTACAAGGACTCACACACGA-3′, 5′-CTTCCCTTGGGATGGAGGTG-3′), Cldn5 (5′-

AGTTAAGGCACGGGTAGCAC-3′ , 5′ -CAACGATGTTGGCGAACCAG-3′ ), Tjp1 (5′ -

GCTGCCTCGAACCTCTACTC-3′, 5′-ACTGCTTGGGCTCAGATGAC -3′), Vcam1 (5′-

TACTGTTTGCAGTCTCTCAAGC-3′, 5′-TCACCTTCGCGTTTAGTGGG-3′), Icam1 (5′-

AGCTCGGAGGATCACAAACG-3′, 5′-TCCAGCCGAGGACCATACAG-3′), H2-D1 (5′-

GTAAAGCGTGAAGACAGCTGC-3′, 5′-CTGAACCCAAGCTCACAGG-3′), Gzmb (5′-

GTGCGGGGGACCCAAAGACCAAAC-3′ , 5′ -GCACGTGGAGGTGAACCATCCTTATAT-

3′), H2-Aa (5′-AGCCTCTGTGGAGGTG-3′, 5′-TACTGGCCAATGTCTC-3′), Cd74 (5′-

CTGGATGAAGCAGTGGCTCT-3′, 5′-CCCAGGCCAGAAGATAGGTC-3′), Cd40lg (5′-

GGATAAGGTCGAAGAGGAAGTAA-3′ , 5′-CGTTATATCCTTGACAAGGTCTT-3′), Tbet 

(5′-CGGAGCGGACCAACAGCATCGTTTC-3′, 5′-CAGGGTAGCCATCCACGGGCGGGT-

3′, Gata3 (5′-GGCAGAACCGGCCCCTTATC-3′, 5′-TGGTCTGACAGTTCGCGCAG-3′), 

Rorc (5′ -GACAGGGAGCCAAGTTCTCA-3′ , 5′ -CTTGTCCCCACAGATCTTGCA-3′ ), 

Foxp3 (5′ -CCTGGTTGTGAGAAGGTCTTCG-3′ , 5′ -TGCTCCAGAGACTGCACCACTT-

3′). PCR反応は、95 °C 10分間の後、95 °C 15秒間、60 °C 60秒間を40サイクル行った。各

遺伝子発現量は18S rRNA発現量で補正した。 

 

免疫組織化学的検討 

マウスに麻酔をかけ、PBSと4 % PFAを経心灌流後、腰髄(L3–L5)を摘出し、4 % PFA中で3

時間後固定した。15 %スクロース中で静置後、OCTコンパウンドに包埋して-80 °C で凍結

保存し、cryomicrotome (Leica)で20 μmの冠状切片を作製した。切片は、0.1 % Triton X-100

含有PBSで透過化処理後、3 %ウシ血清アルブミンおよび0.1 % Triton X-100含有PBSでブロ

ッキングを行った。1次抗体は、以下のものを使用し、4 °C で1晩反応させた。 

抗PDGFRα抗体(AF1062-SP, ヤギIgG, 1:250; R&D Systems)、抗GFAP抗体(ab7260, ウサギIgG, 

1:200; Abcam)、抗CD31抗体(553370, ラットIgG, 1:200; BD Biosciences)、抗CD3抗体(555273, 

ラット IgG, 1:200; BD Biosciences)、抗 IL17抗体 (NBP1-76337, ウサギ IgG, 1:150; Novus 

Biologicals), 抗Iba1抗体(019-19741, ウサギIgG, 1:200; Wako Pure Chemical Industries)、抗MHC

クラスII (556999, ラットIgG, 1:50; BD Biosciences)、抗collagen I抗体(ab21286, ウサギIgG, 

1:250; Abcam), 抗CD45抗体(AF114-SP, ヤギIgG, 1:50; R&D Systems), 抗CD11c抗体(14-0114-82, 

アルメニアンハムスターIgG, 1:50; eBioscience). 洗浄後、以下の蛍光標識2次抗体を室温で

1.5時間反応させた。Alexa Fluor 488標識ロバ抗ウサギIgG (1:500; A21206, Invitrogen)、Alexa 

Fluor 488標識抗ラットIgG (1:500; A21208, Invitrogen)、Alexa Fluor 594標識ロバ抗ヤギIgG 
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(1:300; A11058, Invitrogen)、Alexa Fluor 594標識抗ウサギIgG (1:500; A21207, Invitrogen)、

DyLight 594標識ヤギ抗アルメニアンハムスターIgG (1:200; 405512, BioLegend)、Alexa Fluor 

647標識ロバ抗ウサギIgG (1:500; A31573, Invitrogen). 画像は、FluoView FV10i共焦点顕微鏡

(Olympus)で撮影した。白質の0.08 mm2の領域内のPDGFRα+細胞数、画像内のCD3+または

CD3+IL17A+細胞数、白質のGFAP-, CD31-, Iba1-, MHCクラスII-蛍光シグナル強度は、

ImageJソフトウェアを用いて定量した。 

 

フルオロミエリン染色 

脱髄は、既報[94]に軽微な変更を加えて評価した。厚さ20 μmの凍結脊髄冠状切片は、

FluoroMyelin green fluorescent myelin stain (1:1000, Invitrogen)で染色し、DAPI Fluoromount-G 

(Southern Biotech)で封入した。脱髄部位と白質の全領域の面積は、ImageJソフトウェアで

定量した。脱髄割合は、次式で計算した。 

脱髄部位(%) = (白質の脱髄部位面積) / (白質総面積) × 100 (%) 

 

統計解析 

全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。統計解析には、GraphPad Prism 9を使用し

た。用いた統計解析や例数についての詳細は各図のレジェンドに記載している。対照群と

1つの実験群との比較には、unpaired Student’s t検定またはWelch’s t検定を用いた。また適宜、

two-way ANOVAの後にBonferroni法を用いた。危険率5%未満の場合に統計学的な有意差が

あると判定した。 
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結果 

 

EAE急性期のPDGFRα+ OPC除去は臨床スコアと脱髄を改善する 

OPC除去には、トランスジェニックマウスPdgfraCreER/+;Rosa26DTR/+ (Depl)を使用した。こ

のマウスでは、タモキシフェン投与によりPDGFRα+細胞特異的にCreERが活性化し、ジフ

テリア毒素受容体(DTR)が発現する。そこへジフテリア毒素を投与すると、PDGFRα+細胞

が除去される(図3-1A)。対照群には、Pdgfra+/+;Rosa26DTR/+ (Ctrl)を使用した。PDGFRα+ OPC

から分化した成熟オリゴデンドロサイトの除去を防ぐために、タモキシフェン投与はEAE

モデル作製10日後から開始した。ジフテリア毒素投与は、EAE発症日の翌日から投与した

(図3-1B)。EAE発症4日後と9日後に、脊髄のPDGFRα+ OPCの除去を免疫染色によって確か

めた(図3-1C, D)。OPC除去群においてEAE臨床スコアが有意に抑制された一方(図3-1E)、

EAE発症日は群間で差が認められなかった(図3-1F)。EAE発症7日後からの除去では、臨床

スコアに差が認められなかった(図3-1G, H)ことから、OPCはEAE慢性期ではなく、急性期

において病態悪化に関与することが示唆された。EAE急性期におけるOPC除去後の症状改

善と相関して、OPC除去群において髄鞘タンパク質MbpのmRNA発現量が有意に増加した

(図3-1I)。白質の脱髄面積割合は、OPC除去群において有意に減少した(図3-1J, K)。 

図3-1 EAE急性期におけるOPC除去により臨床スコアと脱髄が抑制される （図は次頁） 

A. PdgfraCreER/+;Rosa26DTR/+マウスにおけるCreER活性化によるDTR発現と、ジフテリア毒素投与による

PDGFRα+細胞除去の模式図。 

B. EAE急性期におけるOPC除去のための、EAE免疫惹起、タモキシフェンとジフテリア毒素の腹腔内

投与のタイムコース。 

C, D. 脊髄腰髄における発症4日後および9日後のPDGFRα免疫染色の代表画像(C)および0.08 mm2内の

PDGFRα陽性細胞数定量(D)。スケールバー100 μm. 発症4日後はn = 6、発症9日後はn = 3. 発症4日後は

Unpaired Welch’s t検定、発症9日後はunpaired Student’s t検定を用いた。 

E. EAE急性期のOPC除去における、EAE発症後のEAE臨床スコア。n = 5–7. two-way ANOVAの後に

Bonferroni法を用いた。 

F. EAE免疫惹起からEAE発症までの日数。n = 5–7. Unpaired Student’s t検定を用いた。 

G. EAE慢性期のOPC除去のタイムコース。 

H. EAE慢性期のOPC除去における、EAE発症後のEAE臨床スコア。n = 4. 

I–K. EAE急性期にOPC除去を行い、発症4日後（ジフテリア毒素3回投与後）に脊髄を回収した。I. 定

量的RT-PCRによるMbp mRNA発現量測定。 n = 6. Unpaired Student’s t検定を用いた。J, K. フルオロミ

エリン染色 (髄鞘化された領域) とDAPI染色 (細胞核)の代表画像(J)および、脊髄白質に占める脱髄部位

面積割合の定量(K)。スケールバーは200 μmを示す。 n = 7–11. Unpaired Student’s t検定を用いた。 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.  
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また、末梢血中の血球数はナイーブマウスにおけるOPC除去によって変化せず(図3-2A–

D)、この除去プロトコルでは、末梢免疫細胞は影響を受けないことが示唆された。

PDGFRαは、コラーゲン発現線維芽細胞でも発現が報告されているが[95]、既報[95, 96]と

一致して、collagen I+PDGFRα+線維芽細胞は慢性期病変部において観察された(図3-3)。急性

期病変部では、collagen I+細胞数が少なく、PDGFRα+細胞はほとんどがcollagen I− OPCであ

った(図3-3)。これらの結果より、EAE急性期におけるOPC除去は、EAE症状と脱髄を改善

することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3-2 ナイーブマウスにおけるOPC除去は末梢血の血球構成に影響を与えない 

A. ナイーブマウスにおけるOPC除去のタイムコース 

B, C. Day9脊髄腰髄におけるPDGFRα免疫染色の代表画像(B)および0.08 mm2内のPDGFRα陽性細胞数定

量(C)。スケールバーは100 μmを示す。 n = 3. Unpaired Student’s t検定を用いた。 

D. Day9における全血中の白血球(WBCs)、赤血球(RBCs), 白血球に占めるリンパ球、単球、好中球の割

合。n = 4–5 mice. リンパ球のみUnpaired Welch’s t検定、その他はUnpaired Student’s t検定を用いた。 
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主要組織適合遺伝子複合体(MHC)クラスIIを介する抗原提示がOPC除去群で低下する 

OPC除去によるEAE改善の機序を探るために、EAE発症4日後の脊髄において、免疫染色

と定量的リアルタイムPCRによる検討を行った。アストロサイトは、CNSに最も豊富に存

在する細胞であり、炎症性サイトカイン産生を介して炎症を惹起する。しかし、白質にお

けるアストロサイトマーカーGFAPの蛍光強度は、群間で差が認められなかった(図3-4A, B)。

末梢免疫細胞は、破綻した血液脳関門や血液脊髄関門からCNSに浸潤し、血管内皮細胞上

の接着因子と相互作用する。OPCの一部は血管内皮細胞の近傍に存在し、MSや脳梗塞モデ

ルにおいて血液脳関門/血液脊髄関門の破綻に関与することが示唆されている[50, 97, 98]。

しかし、血管内皮細胞マーカータンパク質であるCD31の発現量(図3-4C, D)や、タイトジャ

ンクションタンパク質Cldn5やTjp1 (図3-4E, F)、接着因子Vcam1やIcam1(図3-4G, H)のmRNA

発現量は、OPC除去による差は認められなかった。これらの結果より、OPC除去は、アス

トロサイト活性化や血液脊髄関門の機能に影響を与えないことが示唆された。 

 病原性CD4+およびCD8+ T細胞は、EAEに重要な役割を果たす。末梢で活性化されたT細

胞が脳炎を惹起するには、CNSで再活性化を受ける必要がある[99]。CD8+ T細胞の活性化

に関与するMHC-I遺伝子H2-D1や、CD8+ T細胞から放出される細胞傷害性セリンプロテア

ーゼであるグランザイムB (Gzmb)の発現量は、群間で差が認められなかった(図3-4I, J)。一

方、MHCクラスII遺伝子H2-Aaや、MHCクラスIIシャペロンCd74はOPC除去群で減少した

(図3-4K, L)。腸骨下リンパ節と脾臓ではH2-Aa発現量は変化しなかったため、抗原提示は

CNSで選択的に低下していることが示唆された(図3-4M, N)。これらのデータから、OPC除

去により、脊髄においてMHCクラスIIを介する抗原提示が抑制されることが示唆された。 

図3-3 PDGFRαは主にOPCで発現するが、EAE慢性期では線維芽細胞でも発現する 

野生型EAEマウス慢性期（発症8日後、上段）と野生型EAEマウス急性期（発症2日後、下段）の脊髄

白質におけるMHCクラスII, PDGFRα, collagen Iの免疫染色。スケールバーは100 μmを示す。 
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図3-4 EAE急性期におけるOPC除去は、アストロサイトマーカーと血液脊髄関門関連因子には影響を与

えない一方で、MHCクラスII発現量を低下させる 

A, B. EAE発症4日後脊髄におけるGFAPの免疫染色の代表画像(A)と白質の蛍光強度定量(B)。スケール

バー100 μm. n = 4–8. Unpaired Student’s t検定。 

C, D. EAE発症4日後脊髄におけるCD31の免疫染色の代表画像(C)と白質の蛍光強度定量(D)。スケール

バー100 μm. n = 3. Unpaired Student’s t検定。 

E–L. EAE発症4日後脊髄におけるCldn5 (E), Tjp1 (F), Vcam1 (G), Icam1 (H), MHC-I遺伝子H2-D1 (I), 

Gzmb (J), MHC class II遺伝子H2-Aa (K), Cd74 (L) mRNAの定量的RT-PCRによる測定。n = 6. 

Unpaired Student’s t検定(E, F, G, I, J) またはUnpaired Welch’s t検定(H, K, L)。 

M, N. EAE発症4日後腸骨下リンパ節(M)および脾臓(N)におけるMHC class II遺伝子H2-Aa mRNA発現

量。n = 6 mice. Unpaired Student’s t検定. 

*P < 0.05.  
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OPC除去はTh17細胞とエフェクターサイトカイン産生抑制に関与する 

MHCクラスIIを介する抗原提示の低下と相関して、活性化CD4+ T細胞に高発現する

Cd40lg (CD40L/CD154)発現量が、OPC除去群の脊髄で有意に低下した(図3-5A)。一方、腸

骨下リンパ節においてはCd40lg発現量に差は認められなかった(図3-5B)。続いて、CD4+ T

細胞サブセットマーカーTbet (Th1)、Gata3 (Th2)、Rorc (Th17)、Foxp3 (Treg)の発現量を脊

髄で解析した。Th17マーカー発現量は、有意差はないものの、OPC除去群で低下傾向が認

められた(図3-5C)。腸骨下リンパ節と脾臓においては、どのサブセットマーカーも変化が

なく、末梢でのCD4+ T細胞のプライミングには差がないことが示唆された(図3-5D, E)。そ

こで、IL17産生細胞に注目し、免疫染色によりさらなる検討を行った。脊髄におけるCD3+ 

T細胞や、CD3+IL17+ Th17細胞数は、OPC除去群で低下した(図3-5F-H)。一方、CD3+全細胞

数に対するCD3+IL17+細胞の割合には、群間で差が認められなかった(図3-5I)。 
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図3-5 EAE急性期におけるOPC除去により、脊髄の病原性T細胞が減少する  

A, B. EAE発症4日後脊髄(A)および腸骨下リンパ節(B)におけるCd40lg mRNAの定量的RT-PCRによる解

析。n = 6. Unpaired Welch’s t検定。 

C. EAE発症4日後脊髄におけるThサブセットマーカーTbet (Th1), Gata3 (Th2), Rorc (Th17), Foxp3 (Treg) 

mRNAの定量的RT-PCRによる解析。n = 7. Unpaired Student’s t検定。 

D, E. EAE発症4日後の腸骨下リンパ節(D)および脾臓(E)におけるThサブセットマーカーTbet (Th1), 

Gata3 (Th2), Rorc (Th17), Foxp3 (Treg) mRNAの定量的RT-PCRによる解析。n = 6.  

脾臓のTbetとGata3はUnpaired Welch’s t検定、その他はUnpaired Student’s t検定を用いた。 

F–I. EAE発症4日後脊髄におけるCD3とIL17Aの共染色の代表画像(F)およびCD3+細胞数の定量(G)、

CD3+IL17+細胞数の定量(H)、全CD3+細胞数に占めるCD3+IL17+細胞数の割合(I)。スケールバーは50 μm

を示す。n = 7–11. Unpaired Student’s t検定。*P < 0.05.  
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マクロファージ活性化抑制がOPC除去マウスにおけるEAE病態改善に関与する 

OPC除去群における脊髄のT細胞数減少(図3-5)は、MHCクラスII発現低下(図3-2K)を介す

る可能性がある。そこで、変化に関与する細胞種を調べたところ、MHCクラスIIは主に脊

髄病変部のIba1+細胞が発現していた(図3-6A)。Iba1の蛍光強度は群間で有意差が認められ

なかった一方(図3-6B)、MHCクラスIIの蛍光強度はOPC除去群で低下することが確認され

た(図3-6C)。既報では、OPCにおけるMHCクラスII発現が報告されているが[90, 100]、野生

型EAEマウス脊髄において、PDGFRα+ MHCクラスII+細胞は認められなかった(図3-3)。し

かし、MHCクラスII+細胞の近傍に位置するPDGFRα+細胞が認められたことから(図3-3)、こ

れらの細胞が相互作用をしている可能性もある。Iba1+ MHCクラスII+細胞の性質をさらに

調べるために、野生型EAEマウスで細胞種特異的マーカーの発現を検討した。まず、野生

型マウスにおいてもMHCクラスIIがIba1+細胞で発現することを確認した(図3-6D)。病変部

のIba1+ MHCクラスII+細胞はCD45を高発現したが、病変辺縁部のIba1+細胞はほとんどが

MHCクラスII–でCD45を低発現していた(図3-6D)。ミクログリアはCD45low、マクロファー

ジはCD45highであることが知られているため、病変部のIba1+ MHCクラスII+細胞はマクロフ

ァージである可能性が高い。このIba1+ MHCクラスII+細胞は、CD11cも発現しており(図3-

6E)、単球由来の抗原提示細胞はCD11cも共発現するという既報[101]と一致した結果である。

これらの結果より、マクロファージにおけるMHCクラスII発現が脊髄のOPC除去マウスに

おいて減少し、T細胞やTh17細胞のクローン増殖減少に寄与している可能性がある。 
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図3-6 EAE急性期におけるOPC除去により、マクロファージにおけるMHCクラスII発現が減少する 

A–C. EAE発症4日後脊髄におけるIba1とMHCクラスIIの免疫染色の代表画像(A)および、脊髄白質にお

けるIba1 (B)とMHCクラスII(C)の蛍光強度。スケールバー100 μm. n = 7–11. Unpaired Student’s t検定。

*P < 0.05.  

D. 野生型EAEマウス急性期（発症2日後）の脊髄白質病変部と周辺部におけるCD45, Iba1, MHCクラス

IIの免疫染色画像。スケールバーは50 μmを示す。 

E. 野生型EAEマウス急性期（発症2日後）の脊髄白質病変部におけるCD11c, Iba1, MHCクラスIIの免疫

染色画像。スケールバーは50 μmを示す。 

F. 本章の総括。PDGFRα+ OPCはEAE急性期の病態増悪に関与する。CNSにおいてOPCは浸潤したマク

ロファージの活性化を促進する。マクロファージは髄鞘を直接傷害する[102]だけでなく、MHCクラス

IIを介して抗原提示を行い、T細胞やTh17の増殖を促進する。Th17が産生するIL17Aなどのサイトカイ

ンは、さらなる神経炎症と、オリゴデンドロサイト傷害による脱髄を引き起こす。 
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考察 

本章では、EAE急性期におけるPDGFRα+ OPC除去は、臨床スコアを改善し、脊髄のT細

胞数を減少させることを見出し、EAEにおいてOPCが病態増悪に関与することが示唆され

た。OPCは髄鞘修復に寄与する成熟オリゴデンドロサイトの元となる細胞であるが、当初

の予想に反し、EAE急性期におけるOPC除去は脱髄を惹起しないどころか、脱髄を抑制し

た。OPC除去マウスの脊髄におけるT細胞減少は、マクロファージが発現するMHCクラス

II減少と相関していたため、EAEの脊髄実質では、OPCが抗原提示マクロファージによるT

細胞再活性化に関わる可能性がある。 

今回の実験では、OPCの長期的な機能ではなく、EAE発症後の短期における未分化OPC

の役割に着目した。生後45日の健康な成体マウスにおける細胞運命追跡実験において、

PDGFRα+ OPCの70 %が髄鞘形成オリゴデンドロサイトに分化するには、2ヶ月以上かかる

ことが示唆されているが[103]、それと比較し本研究の実験タイムコースは短期である。

OPC除去をより長期間行ったり、より早期にタモキシフェン投与を行ったりすれば、成熟

オリゴデンドロサイトの数が減少し、髄鞘修復が抑制され、EAEに及ぼす結果も逆になっ

た可能性がある。しかし、EAE急性期においてOPCが免疫機能を制御し、病態促進的に働

くことを示唆する今回の結果は、EAE病態におけるOPCの重要な機能についての知見を提

供するものである。 

EAE慢性期におけるOPC除去は臨床スコアに影響を与えなかった(図3-1)。慢性期では

CNSへの大量の免疫細胞の浸潤が既に起こっており、OPCは既存の炎症には影響を与えな

いことが推察される。MS患者の研究で、MSの病期によってOPCの性質が異なることが報

告されている。早期のMSではOPC数が増加する一方、進行型MS患者の慢性脱髄病変部で

はOPCプールが減少する[104]。再発寛解型MS患者の脳脊髄液を処置した培養OPCでは核

内因子κB (NF-κB)や炎症性サイトカイン発現量が増加する一方、進行型MS患者の脳脊髄液

処置では炎症関連因子の発現量は有意に低かった[100]。これらの研究は、MS急性期と比

べてMS慢性期においては、OPCの活性化が抑制されていることを示しており、OPCの機能

を回復させる戦略が治療法として有用である可能性がある。しかし、本章の実験で用いた

EAEは進行型MSのモデルではないため、進行型MSにおけるOPCの役割についてはさらな

る研究が必要である。 

OPC除去でEAE急性期の脱髄が抑制されたのはなぜだろうか？OPC除去マウスの脊髄で

は、マクロファージで主に発現するMHCクラスIIが減少していることを示した(図3-6)。マ

クロファージは、単球から由来し、髄鞘を直接貪食して脱髄を開始させる[102]だけでなく、

抗原提示や炎症性サイトカイン産生などを行う[105]。MHCクラスIIを介した抗原提示は、

CNSにおけるT細胞の再活性化や増殖に重要である[85]。近年、Cx3cr1CreERT2やCx3cr1CreERマ

ウスを用いた実験によって、CNSにおけるMHCクラスII依存的な抗原提示は、ミクログリ

アや境界関連マクロファージではなく、骨髄由来細胞によって行われることが明らかとな
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った[106, 107]。骨髄由来マクロファージと骨髄由来樹状細胞はこのシステムでは判別でき

ないため[106]、どちらも抗原提示細胞として機能する可能性がある。本章では、Iba1+ 

MHCクラスII+マクロファージは、CD11cも共発現したため(図3-6)、樹状細胞としての性質

も持ち合わせている可能性がある。まとめると、マクロファージのMHCクラスIIが、T細

胞の再活性化(図3-5)に関与する可能性がある。 

 これまで、OPCによるマクロファージ活性化の制御についてはほとんど知られていない。

今回の結果により、EAE急性期のOPCはマクロファージ活性化を促進し、脊髄における

MHCIIを増加させた。腎尿細管細胞内転写因子5 (NFAT5)は、マクロファージの主要組織適

合遺伝子複合体IIトランス活性化因子(CIITA)と下流のMHC class II発現量を制御することが

報告されている[108]。NFAT5発現はインターフェロンγ (IFNγ)とトル様受容体(TLR)刺激に

より上昇する[109]。従ってOPCは、マクロファージにおいてIFNγ受容体やTLRを介するシ

グナルを活性化させる可能性がある。EAE急性期病変部では、MHCクラスII+マクロファー

ジの近傍に局在するOPCが観察された(図3-3)。従って、脊髄実質におけるOPCとの直接接

触によって、マクロファージにおけるこれらのシグナル経路が活性化する可能性も考えら

れる。OPCとマクロファージとの相互作用については、マクロファージ表面のTLR4がOPC

表面のNG2プロテオグリカンと結合するとの報告がある[110]。また、他の可能性として、

OPCが産生するサイトカインがマクロファージの活性化を促進することも考えられる。

OPCは病態時に様々なサイトカインを産生するが、そのうちIL1β [111, 112]は、マクロファ

ージにおけるNFAT5発現を上昇させることが報告されている[113]。今後はOPCがマクロフ

ァージのMHCクラスII発現を促進する分子メカニズムを明らかにする必要がある。 

 本研究では、CNSにおけるマクロファージの活性化を抑制することで、T細胞の増殖が

阻害され、神経炎症が抑制されることが示唆された。病態下におけるマクロファージの機

能については、EAE発症後の単球を除去することでピーク期の臨床スコアを抑制し、CNS

のCD4+ T細胞数を減少したという既報[114]でも示されている。現在のMS治療薬は、T細胞

やB細胞を標的としていると考えられているが、マクロファージの活性化抑制作用も治療

効果に寄与するとの見方もある[115, 116]。今後、CNSでOPCがマクロファージを活性化す

る分子メカニズムについて研究することで、新たなMS治療戦略が生まれるかもしれない。 

 OPCの一部はMMP9を産生し[50]、病態下では血液脳関門の破綻に関与する[97]。また、

血管周囲に集積した機能不全OPCのクラスターが、血液脳関門を構成するアストロサイト

のエンドフィートをはがし、血管内皮細胞の密着結合を破壊し、血液脳関門の透過性を上

昇させるとの報告もある[98]。そのため、OPCが血液脳関門や血液脊髄関門の機能に関与

する可能性もあると考え、血液脊髄関門の密着結合タンパク質や接着因子の発現レベルを

調べたが、変化は認められなかった(図3-4)。従って、OPC除去マウス脊髄のT細胞やTh17

減少は、血液脊髄関門の完全性の変化によるものではない可能性がある。 

 今回はOPCマーカーとしてPDGFRαを使用したが、PDGFRαはEAE慢性期において線維芽

細胞でも発現するとの報告がある [95]。既報 [95, 96]と一致して、急性期では
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PDGFRα+collagen I+線維芽細胞はわずかで、慢性期では線維芽細胞数が増加した(図3-3)。

Collagen+線維芽細胞除去により、EAE慢性期の臨床スコアのみが改善され、脊髄のT細胞

数には影響がなかったという既報[95]を考慮すると、今回の結果は線維芽細胞除去とは異

なる結果である。他のOPCマーカーであるNG2は、EAEマウスの活性化ペリサイト[117]や

マクロファージ[118]にも発現しており、特異性に欠ける。従って、OPCの役割をより深く

理解するには、NG2+PDGFRα+ OPCのみを特異的に除去することが必要であろう。 

 結論として、本章では、EAE急性期におけるOPC除去は、マクロファージ活性化の抑制

とT細胞の再活性化抑制を介して、麻痺の重症度と脱髄を改善することを明らかにした。

一方、EAE慢性期におけるOPC除去は、病態経過に影響を与えなかった。分子メカニズム

は十分に明らかとなっていないが、これらの結果から、OPCは髄鞘を形成するオリゴデン

ドロサイトの供給源となるだけでなく、神経炎症の急性期においては免疫制御にも関わる

可能性が示された。 
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総括および結論 

 

本研究では、オリゴデンドロサイト前駆細胞の制御機構および病態時の機能に関して検討

を行い、以下の知見を得た。 

 

第一章 

初代培養OPCおよびラット脳梁、大脳皮質のOPCにおいて、TRPV4が発現した。TRPV4

アゴニスト処置により、細胞内Ca2+濃度が上昇し、TRPV4アンタゴニスト共処置により抑

制された。初代培養OPCへのTRPV4アゴニスト処置は、OPCの分化や遊走には影響を与え

なかった一方、増殖を促進した。TRPV4アゴニスト処置による増殖促進は、細胞内Ca2+キ

レーターやPKC阻害薬共処置により抑制された。 

 

第二章 

初代培養OPCおよびラット脳梁、大脳皮質のOPCにおいて、TRPM3が発現した。TRPM3

アゴニスト処置により、細胞内Ca2+濃度が上昇し、TRPM3アンタゴニスト共処置により抑

制された。初代培養OPCへのTRPM3アゴニスト処置は、OPCの分化や遊走に影響を与えな

かった。ET-1局所注入による脳梗塞モデルラットの病変部においてTRPM3+ OPCが増加し

た。初代培養OPCにおけるTRPM3発現量は、低酸素条件下では変化が認められなかったが、

炎症性サイトカインTNFα処置により増加した。 

 

第三章 

多発性硬化症モデルであるEAEマウスにおいて、急性期におけるPDGFRα+ OPC除去は、臨

床スコアと脊髄白質の脱髄割合を抑制した。一方、EAE慢性期におけるPDGFRα+ OPC除去

は、臨床スコアに影響を与えなかった。EAE急性期におけるOPC除去によって、脊髄の

CD3+T細胞数やCD3+IL17A+病原性T細胞数が減少した。OPC除去マウス脊髄において、密

着結合タンパク質や接着因子などの血液脊髄関門関連遺伝子の発現量に変化は認められな

かった一方、T細胞の活性化に関与するMHCクラスIIの発現量が減少した。MHCクラスII

発現細胞は、主に末梢から浸潤したマクロファージであった。 

 

以上、著者は、初代培養OPCを用いた検討により、TRPV4およびTRPM3がOPC機能制御

を担うことを明らかにした。また、多発性硬化症モデルマウスにおいて、OPCが急性期の

病態悪化に関与することを見出した。これらの知見は、中枢神経系の機能維持や自己免疫

性脱髄疾患の病態解明のための基礎的知見を提供するものである。 
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