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成体マウス脳における嗅覚系新生ニューロンの
遊走に関する三次元構造解析

徳岡 晋太郎，清蔭 恵美，樋田 一徳

川崎医科大学解剖学，〒701-0192　岡山県倉敷市松島577

抄録　哺乳類の嗅覚系ニューロンの一部は生後も新生することが知られている．側脳室前角の脳室
下帯で新生した細胞は吻側遊走経路を嗅球に向かって遊走し，嗅球各層のニューロンに分化する．
ニューロン新生は再生医学の観点から研究が進んでいるが，神経回路への組み込みなどの分化に関
しては未だ不明な点が多い．これは，新生細胞を継時的に追跡した時空間的同定に基づく統合的構
造解析の欠如に起因する．そこで本研究は，生後新生するとされる嗅球傍糸球体細胞，顆粒細胞の
起源を生体細胞標識法により特定し，標識細胞が遊走し，嗅球に達する過程を正確に同定した後に
免疫組織学，電子顕微鏡連続切片三次元再構築，デジタル計測で解析し，新生細胞の遊走と分化の
詳細を明らかにすることを目的とした．成体マウス脳室下帯へ Cell Tracker Orange（CTO）を脳
定位的に注入し，１～７日後に灌流固定し矢状断切片を作製，CTO 標識された新生細胞が遊走経
路に沿って嗅球に到達しているのを確認した．その後，抗 CTO 抗体を用いた多重免疫染色により
経路内の新生細胞の立体構造を同定し，遊走と分化を検討し，また微細構造を透過型電子顕微鏡で
解析した．遊走経路の CTO 標識細胞は PSA-NCAM 陽性で，遊走する新生ニューロンであること
を同定した．Neurolucida によるデジタル形態解析により経路の部位により突起の形態と伸展極性
に多様性があることを明らかにした．また嗅球ニューロンのマーカーである tyrosine hydroxylase
（TH）の遺伝子発現が遊走早期に見られる新たな知見を TH-GFP マウスで得た．本研究の生体標
識法は遊走と分化の過程を同一標本で確認できる利点があり，遊走しながら形態が変化している．
一方，化学的性質を決める遺伝子は，形態変化より前に発現していることがわかり，遺伝子発現と
形態の多様性変化について今後の解析課題と言える．
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緒　言
　1910年代にスペインの Ramón y Cajalが，「成
人では中枢神経回路は固定され再生しない」
と提唱した１）．この提唱により成体脳は自己修
復および再生されないと言われてきた２）．しか

し，1968年に Altmanがトリチウムチミジンを
用いた方法で，生後もラットの脳において海馬
歯状回（dentate gyrus of hippocampus: DG）で顆
粒細胞が産生され続けていることを発見して以
来３），脳領域において様々な新生ニューロンに
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関する解析が行われるようになった．その結果，
成体哺乳類の脳において，DGと側脳室前角の
脳室下帯（subventricular zone: SVZ）ではニュー
ロン新生が絶えず生じていることが広く知られ
るようになった４）．
　Loisらは，SVZで産生された神経前駆細胞
は嗅球へ移動し，嗅球の顆粒細胞層（granule 

cell layer: GCL）および嗅球糸球体層（glomerular 

layer: GL）に組み込まれ，嗅球介在ニューロ
ンへ分化することを示唆した５）．SVZにおい
て，産生された神経幹細胞は神経前駆細胞とな
り神経芽細胞へ分化し，吻側遊走経路（rostral 

migratory stream: RMS）と呼ばれるマウス脳で
総長約5 mmの遊走経路６）を毎時70～80 μm の
速さ７）で遊走し，嗅球の GCLや GLに達する．
RMSはアストロサイトの突起が縦に繋がった
鎖状構造で，その中を神経芽細胞（新生ニュー
ロン）は長軸方向への移動を可能とする６）． 

嗅球へ到達した新生ニューロンは約95%が顆粒
細胞へ７），他にごく少数が傍糸球体細胞へ分化
することが報告されており８，９），少なくとも傍
糸球体細胞や顆粒細胞は SVZから産生され遊
走してくることが知られている５）．傍糸球体細
胞はγ-アミノ酪酸（gamma-aminobutyric acid: 

GABA），カルシウム結合蛋白である Calbindin

および Calretininを含有する３種類の化学的サ
ブポピュレーションからなることが筆者らを
はじめとするこれまでの研究で明らかになっ
ている10）．すなわち，ラットの嗅球では傍糸
球体細胞のうち，GABA陽性細胞は約20%，
Calbindinおよび Calretinin陽性細胞はそれぞ
れ20%，10%存在し，さらに，GABA陽性細
胞の半数以上はチロシン水酸化酵素（Tyrosine 

Hydroxylase: TH）陽性細胞であり，TH陽性細
胞の80%が GABA陽性である11）．一方マウス
では，TH陽性細胞のほとんどが GABA陽性
であるなど THと GABAの化学的共存性は高
い12）．THはドーパミン合成の律速酵素であり，
嗅上皮の破壊や鼻腔閉鎖で匂い刺激が遮断され
ると TH発現が低下することが知られ，匂い入
力の有無による影響を受け易い13，14）．このよう

な TH陽性細胞がどこから遊走し，どこで発現
するのか明確な見解はない．このような特徴を
持つ TH陽性細胞は，嗅球神経回路において匂
い識別に重要な役割を演じているが15，16），生後
に新生して遊走する細胞がいかにして嗅球神
経回路に組み込まれるかはわかっていない．
ニューロン新生については従来，分子レベルか
ら組織レベル，また電子顕微鏡による微細構造
レベルの研究がなされているが，解析対象と
なった細胞を継時的に追跡して日齢を同定する
といった，より精緻な組織学的解析はない．こ
れには，生後新生する TH 陽性細胞をはじめと
する嗅球傍糸球体細胞，顆粒細胞などの時空間
的な起源を特定し，それらが遊走し，嗅球に達
する過程を正確に同定した細胞そのものを解析
する必要がある．
　最近，生体への脳定位的注入によって特定な
領域の細胞を生きたまま標識し，細胞を数週間
生存させ，活動挙動が解析可能となる生体細胞
標識物質が神経生物学に応用され始めた17）．更
に遺伝子レベルで蛍光標識する TH-GFP（Green 

Fluorescent Protein）トランスジェニックマウス
により個体レベルで化学的性質を同定するこ
とが可能になるなど18），細胞の生体標識が急速
に進歩した．また，光学顕微鏡の三次元解析の
発展により細胞の正確なデジタル形態計測と統
計学的処理も急速に進歩している19）．このよう
な現代的手法に，従来の我々が行ってきた免疫
組織化学法，電子顕微鏡連続切片三次元再構
築法を組み合わせることにより，本研究は，こ
れまで詳細な解析が困難であった，発生起源を
時空間的に同定した新生ニューロンの遊走過程
における三次元的構造解析を行うものである．
ニューロン新生により神経回路に組み込まれ
るニューロンの起源を同定した組織学解析によ
り，嗅球神経回路の詳細な構造解析を行うのが
本研究の主な目的である．

材料と方法
1．動物
　生後８～12週齢の C57BL/6Jマウス（日本
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SLC）を14匹（雄10匹，雌4匹）および B6. Cg-Tg

（TH-GFP）21-31マウス（BRC No. 02095，理
研バイオリソースセンターより提供18），川崎
医科大学 DNA組換え承認番号 : 川換12-01，
2013），４匹（雄4匹）を用いた．すべての動物
実験の前に，マウスはペントバルビタールナト
リウム （6.48 mg /100 g 体重） を腹腔注射し，深
麻酔を行った．

2．新生ニューロンの標識
　定位脳固定装置を用いて生体細胞マーカー
で あ る Cell Tracker Orange（CTO, Molecular 

Probes, USA）2mM，0.3 μlをニューロン新生
の場である SVZ（Bregmaから前方 0.5 mm，側
方 1.0 mm，深度 2.0 mm）へ注入した17）．
　頭皮をナイロン糸（6-0）で縫合し，麻酔か
ら覚醒させ通常に飼育させて１～７日後，４%

パラフォルムアルデヒド及び電子顕微鏡観察
用には0.05％グルタールアルデヒドを含む0.1M
リン酸塩緩衝液（PB）で心臓より灌流固定を
行った．全ての実験は，川崎医科大学動物実験
委員会の承認（承認番号13-020, 13-022, 2013）
を受け，川崎医科大学動物実験指針に基づいて
行われた．

3．免疫組織化学法
（1）免疫単染色
　潅流固定後に脳を摘出し，ビブラトーム
（VT1200S, Leica, Germany）を用いて50 μm厚
の傍矢状断連続切片を作製した．スライスは，
0.3% Triton X，0.05% アジ化ナトリウム含有１
% ウシ血清アルブミンリン酸ナトリウム緩衝
液（BSA-PBS）に入れ，20℃，１時間ブロッ
キング反応を行った．その後，CTOの抗体で
あるウサギ抗 Tetramethyl rhodamine（TMR, 1: 
100希釈, Molecular Probes, USA）抗体で20℃，
１～３日間反応させた．洗浄後スライスは，
ビオチン標識ロバ抗ウサギ IgG （1: 200希釈, 

Jackson）BSA-PBS中で，20℃，２時間，さら
に Alexa Fluor 594 fluoronano streptavidin（1: 200
希釈, Nanoprobe，USA）中で20℃，３時間，

その後 avidin-biotin complex PBS（ABC, 1: 200
希釈, Vector）中で20℃，２時間で反応させ
た．スライスを洗浄後，Metal Enhanced 3, 3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride substrate kit

（metal-DAB, Thermo Scientific, USA） 溶 液 中
で室温，１～３分間発色反応を行った．免疫
染色後のスライスは，0.05% オスミウム酸リン
酸緩衝液で後固定を４℃，15分行い，脱水後
エポン樹脂 （TAAB）包埋を行った．包埋され
たスライスは，光学顕微鏡で確認後（Olympus 

BX61 Olympus, Japan, Uplan Apo 40x/0.85, Uplan 

Apo 100x/1.35 油浸），RMSの各領域（下降部 : 

RMS1, 水平部 : RMS2，嗅球深部 : core OB）の
新生ニューロンを Lucivid（MicroBrightField, 

USA）を用いて三次元的にデジタルトレースし，
形態解析を行った．以上は，我々の従来の方法
に従った10，15）．
（2）多重蛍光染色
　トレーサーで標識されたニューロンの分化
段階を確認するため，各種マーカーを用いて
多重蛍光免疫染色を行った．スライスは１% 

BSA-PBSでブロッキング反応後，以下の一次
抗体を組み合わせて20℃，１～３日間反応させ
た : ⑴ ウサギ抗 TMR抗体（1: 100希釈），⑵ 遊
走する新生ニューロン（神経芽細胞）のマー
カーであるマウス抗 polysialylated neural cell 

adhesion molecule（PSA-NCAM, 1: 5000希釈, T. 

Seki20））抗体，⑶ 神経前駆細胞のマーカーであ
るマウス抗 mammalian achaete schute homolog 1
（MASH-1, 1: 200希釈, BD Biosciences, USA）抗体，
⑷ ニワトリ抗 GFP（1: 5000希釈 , Molecular 

Probes, USA）抗体．一次抗体反応後，標識シ
グナルを増強するためビオチン標識ロバ抗ウ
サギ IgG抗体（1: 200希釈）を20℃，２時間で
反応させたのち，以下の蛍光二次抗体を組み
合わせ20℃，２時間反応させた : ⑴ fluorescein 

isothiocyanate （FITC）標識ロバ抗マウス IgG （1: 
200希釈, Jackson），⑵ FITC標識ロバ抗ニワ
トリ IgY抗体（1: 200希釈, Jackson），⑶ Alexa 

Fluor 594 fluoronano Streptavidin（1: 200）．
Vectashield（Vector H-1000）で封入後，共焦
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点レーザー顕微鏡（LSM700, Zeiss, Germany, 

Plan Apochromat 63x/1.40 油浸，A1R-MP, Nikon, 

Japan, apochromat x25/NA 1.4 水浸）で観察撮影
を行った．以上の多重蛍光染色は，従来の我々
の方法に従った10）．

4．電子顕微鏡による観察
　１% BSA-PBSでブロッキング反応後，ウサ
ギ抗 TMR抗体（1: 100希釈）およびマウス抗
PSA-NCAM抗体（1: 5000希釈）を20℃，1-3日
反応させたのち，ビオチン標識ロバ抗ウサギ
IgG （1: 200希釈）20℃，２時間で反応させる．
さらに，Alexa Fluor 594 fluoronano Streptavidin

（1: 200希釈）および FITC 標識ロバ抗マウス
IgG （1: 200希釈）混合液で20℃，３時間反応さ
せた．共焦点レーザー顕微鏡（LSM700，A1R-

MP）で新生ニューロンを観察撮影後，PBSで洗
浄し，20℃条件下で avidin-biotin complex（ABC，
1: 200希釈，Vector，USA）を２時間反応させ，
metal-DABで発色反応後，３% グルタールアル
デヒド溶液30分，および１% 四酸化オスミウム
溶液による後固定を氷上温で１時間，２％ 酢
酸ウラン水溶液で電子染色を氷上で30分間行っ
た．その後，室温でエタノール溶液を用いた脱
水，酸化プロピレンに置換し，60℃でエポン－
アラルダイト混合樹脂にて熱重合包埋した． 

　光学顕微鏡で metal-DABで置換された新生
ニューロンを確認し，その標本をエポン樹脂
に再包埋した．RMSを含む観察対象領域を
残してトリミングし，ウルトラミクロトーム
（Reichert-Nissei Ultra-Cuts, Leica, Germany）を
用いて80 nm厚の超薄連続切片を作製した．そ
の後，透過型デジタル電子顕微鏡（JEM-1400, 
JEOL, Japan）を用いて光学顕微鏡で観察した
新生ニューロンを同定し，連続切片のモンター
ジュ撮影（3×5images）を倍率3,000倍で行った．
撮影された画像から Neurolucida （version 11, 
MicroBrightField, USA）を用いて対象となる新
生ニューロンをデジタルトレースし，三次元再
構築を行った．以上の免疫電子顕微鏡法は，従
来の我々の方法に従った15）．

5．新生ニューロンの経時的分布
　TH-GFP マウスの SVZに CTO注入３日後の
50 μm厚傍矢状断連続切片18枚を用いて新生
ニューロンの経時的な分布の定量解析を行っ
た．共焦点レーザー顕微鏡（LSM700）で各
切片の SVZから嗅球全ての領域，すなわち，
個々の細胞と突起が同定可能な倍率（LSM700: 
Plan Apochromat x20/0.8, A1R-MP: apochromat 

x25/NA 1.4 水浸）で一画像を撮影し，この画像
を縦５画像×横８画像の広範囲モンタージュ
モードにより撮影した．このモンタージュ撮影
された切片を1.6 μm ごとに焦点を変え，各焦
点位置にて同じモンタージュ撮影を行い，深さ
６～７ μm までの光学的モンタージ画像を得
た（総撮影160画像 /切片）．このようにして撮
影された5,500 μm×900 μm×3,000 μm の脳内
空間には新生→遊走→嗅球と言った RMS全経
路が含まれる．得られた三次元スタック画像を
基に SVZで産生された新生ニューロンと TH-

GFP陽性細胞の分布を Neurolucidaを用いて各
切片上にプロットし，トレーサー注入部位か
らの距離を Sholl analysis（Neurolucida explorer 

ver.11）で三次元的に計測した．

結　果
1．新生細胞の標識
　標識された細胞がどのように分布しているの
か，生体細胞マーカーである CTOを用い新生
細胞を脳定位的に標識した．CTOで標識され
た細胞は，遊走経路内に認められ，嗅球へ到達
していた．標識細胞は注入部位から嗅球までの
RMSの全経路にわたり広範に分布しており発
生起源の同定された新生細胞の様々な分化段階
を同一切片で観察することができた（図１）．

2．標識細胞の形態
　CTOで標識した新生細胞を詳細に形態を解
析するために，CTOに対する特異的抗体であ
る抗 TMR抗体，および新生ニューロンのマー
カーである抗 PSA-NCAM抗体を用い多重免疫
染色を行った（図２-a）．光学顕微鏡を用いた
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図１ Cell Tracker Orange（CTO）を用いた新生細胞の標識
A: CTO注入３日後の傍矢状断像．注入部（a）から嗅球深部（d）まで全ての遊走経路（a～ d）で新生細胞が CTOで標
識されていた．B: 傍矢状断全体の模式図．a: CTO注入部位，b: RMS1, c: RMS2, d: core OB，RMS: rostral migratory 
stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=1 mm（白線）

図２　光学顕微鏡像と電子顕微鏡像との対応
CTO注入３日後の切片を示す．a: CTOで標識された新生細胞は全て TMR陽性であった．b: aの metal-DABに置換
された新生細胞．c: 別の CTO/PSA-NCAMで蛍光標識された新生ニューロンを metal-DABに置換した像．d: cの新生
ニューロンのデジタルトレース像．e: cの新生ニューロンの透過型電子顕微鏡像．細胞質の形態は楕円形であり，細
胞突起は伸展していた．e-1: eの拡大図．細胞突起の先端まで metal-DABで置換され，突起の先端は細胞体に比べ辺
縁が不整であった．e-2: eの拡大図．ニューロンの細胞体は細胞質に乏しく，核は楕円形であった．f: 超薄連続切片
法を用いた電子顕微鏡画像から取得した eの新生ニューロンの三次元構築像．g: 傍矢状断模式図．cの新生ニューロ
ンが観察された部位を赤枠で示す．CTO: Cell Tracker Orange，TMR: Tetramethyl rhodamine，DAB: diaminobenzidine，
PSA-NCAM: polysialylated neural cell adhesion molecule，a，b: Scale bar=10 μm（白線），c-e，f: Scale bar=5 μm（白線），
e-1，e-2: Scale bar=1 μm（白線）



62 川　崎　医　学　会　誌

形態学的な特徴と，電子顕微鏡を用いた微細
構造を解析するため metal-DABに置換し（図
２-b，c），光学顕微鏡下では，Lucividによるデ
ジタルトレースを行い三次元再構築を行った
（図２-d）．次に，デジタルトレースした同一
標本で超薄連続切片法を用い透過型電子顕微鏡
で観察した（図２-e）．新生ニューロンの細胞
体は楕円形で細胞質に乏しく，核も楕円形で，
突起の先端まで metal-DABの反応が見られた
（図２-e-1，2）．さらに，電子顕微鏡写真をデ
ジタルトレースし三次元再構築法を行ったとこ
ろ（図２-f），突起の先端の細部まで光学顕微
鏡によるデジタルトレース所見と一致した．な
お，突起の先端は細胞体に比べ辺縁が不整であ
ることがわかった（図２-e-1，2）．
　RMS各領域に遊走する新生ニューロンにつ
いてデジタルトレース後に三次元再構築をし
たところ，細胞の形態変化に多様性があるこ
とがわかった．RMSの各部位で特徴のある新
生ニューロンの形態変化を認め，単極性（図
３-a），双極性（図３-b），多極性ニューロン（図
３-c）の3種類に分類した．RMS1では細胞体の
長径×短径は9.10±0.51×4.00±0.13 μm（平
均値± SE：n=24），突起の長さは19.71±2.50 
μm（平均値± SE：n=24）であるのに対し，
core OBでは細胞体の長径×短径は11.38±
0.35×5.73±0.19 μm（平均値± SE：n=29），
突起の長さは30.87±3.64 μm（平均値±SE：

図３　新生ニューロンの形態変化
代表的な新生ニューロンの形態変化．a: 単極性ニュー
ロン（矢印），a’: aの新生ニューロンが観察された部位
（赤枠 ; RMS1），b: 双極性ニューロン（矢印），b’: bの
新生ニューロンが観察された部位（赤枠 ; RMS2），c: 多
極性ニューロン（矢印），c’: cの新生ニューロンが観
察された部位（赤枠 ; core OB），RMS: rostral migratory 
stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=10 μm（白線）

表１　新生ニューロンの形態解析

RMS1（n=24） RMS2（n=26） core OB（n=29）

細胞体長径（μm） 09.10±0.51 10.72±0.35 011.38±00.35
細胞体短径（μm） 04.00±0.13 04.26±0.16 005.73±00.19
細胞体表面積（μm2） 91.74±4.78 99.23±4.17 136.28±04.70
細胞体体積（μm3） 72.38±4.73 79.73±5.01 134.11±06.62
突起の長さ（μm） 19.71±2.50 29.11±3.26 030.87±03.64
突起の表面積（μm2） 44.79±6.74 75.11±8.93 088.20±10.58
突起の体積（μm3） 09.46±1.54 18.17±2.39 025.58±03.34
突起の分岐数 0.29 0.42 0.59

表２　新生ニューロンの形態変化

RMS1（n=24） RMS2（n=26） core OB（n=29）

単極性ニューロン 91.67％ 92.31％ 65.52％
双極性ニューロン 8.33％ 7.69％ 24.14％
多極性ニューロン 0％ 0％ 10.34％

n=29）であった．そのほか細胞体表面積およ
び体積，突起の表面積および体積，突起の分岐
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数（bifurcation）についても標識部位（ニュー
ロン新生部位）から離れるに従って漸増傾向
を示した（表１）．新生ニューロンの形態変化
については，RMS1から core OBへ遊走するに
つれて単極性ニューロンの割合が91.67% から
65.52% と減少し（n=24），多極性ニューロンの
割合が０% から10.34% と増える傾向（n=29）
を示した（表２）．このように SVZから発生し
て間もない新生ニューロンと core OBまで遊走
したものとを比較することで形態の多様性が明
らかとなった．

　また，新生ニューロンは遊走時に細胞体を
中心として突起を伸長させる．RMS1では RMS

の方向に細胞突起を伸展していたが，core OB

では様々な方向へ細胞突起を伸展していた（図
４-b, c, d）．そこで，細胞体を中心として突起
がどのように分岐しているのかデジタルトレー
ス（図４-b’, c’, d’）に基づいて極性解析を行っ
た（図４-b’’, c’’, d’’, 表３）．RMS1では75%（n=24）
の新生ニューロンが RMSの方向とほぼ平行に
嗅球側へ細胞突起を伸展したが，core OBでは
44.83%（n=29）と減少した．一方 core OBでは

図４　新生ニューロンの極性解析
CTO注入３日後の切片を示す．a: 傍矢状断模式図．RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）の位置を示す．b: RMS1で観察
された新生ニューロン（矢印）の metal-DAB像．b’: bで観察された新生ニューロンのデジタルトレース像（#1）．b’’: b
で観察された新生ニューロンの極性解析．RMSの方向に沿い細胞突起を伸展させていた．c: RMS2で観察された新生
ニューロン（矢印）の metal-DAB像．c’: cで観察された新生ニューロンのデジタルトレース像（#2）．c’’: cで観察され
た新生ニューロンの極性解析．RMSの方向に沿い細胞突起を伸展させていた．d: core OBで観察された新生ニューロ
ン（矢印）のmetal-DAB像．d’: dで観察された新生ニューロンのデジタルトレース像（#3）．d’’: dで観察された新生ニュー
ロンの極性解析．RMSの方向に対して細胞突起を異なる方向へ伸展させた．CTO: Cell Tracker Orange，RMS: rostral 
migratory stream，OB: olfactory bulb，DAB: diaminobenzidine，Scale bar=10 μm（白線）
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RMSの方向と異なる方向（45 °から135 °）に
細胞突起を伸展する新生ニューロンを37.93%
（n=29）認めた．すなわち，新生ニューロン
は core OBへ遊走しながら細胞突起の伸展極性
を変え，形態を多様に変化させていることが明
らかとなった．

3．標識細胞の分化
　新生した細胞は，神経前駆細胞，神経芽細胞
を経て遊走し，嗅球に組み込まれて化学的性質
を発現してニューロンとなるという分化の過程
をたどる．
（1）神経前駆細胞
　MASH-1はニューロンへの分化を運命づける
転写因子の１つで，神経前駆細胞のマーカーで
ある．このMASH-1に対する特異的抗体を用い
た多重免疫染色を行ったところ，MASH-1は新
生部位である側脳室前角の SVZに多く発現す
るものの，RMSの全領域にも散在的に分布す
ることがわかった（図５）．更にそれを多重染
色することで，少なくともこれまでの解析では，
CTOで標識された新生細胞はMASH-1を発現
することはなかった．この結果から，本研究で
標識された遊走細胞は前駆細胞ではないことが
わかった（図５）．
（2）遊走細胞の同定
　CTOで標識された細胞の遊走を検証するた
め，抗 PSA-NCAM抗体を用いた多重蛍光免疫
染色を行った．PSA-NCAMは細胞外マトリッ

クスに発現しているタンパクで神経芽細胞を標
識できる．CTOと PSA-NCAMに対する二重蛍
光免疫標識では，99.4% の CTO陽性細胞の周
囲に PSA-NCAMが発現していた（図６）．す
なわち，RMSに認められる CTO陽性細胞は遊
走している新生ニューロンであることがわかっ
た．
（3）THの発現
　RMSに局在する TH-GFP陽性細胞は，主要
なニューロンマーカーである THの遺伝子を発
現している．TH-GFP陽性細胞は，嗅球表層の
GLに限局している TH陽性細胞と対照的に嗅
球深部にも認められる．これが深部に認められ
た TH-GFP陽性細胞か遊走しているものかを検
証するために，CTOと TH-GFPの発現の関係
を検証した．その結果，TH発現細胞は僅かで
あるが RMS全領域に認められ，形態変化は乏
しいものの，発生直後から TH-GFPを発現しな
がら嗅球側へ遊走する像が RMSの各領域に認
められた（図７）．

（4）標識細胞の分布と多様性
　CTOで標識された細胞は，遊走性を示す細
胞周囲の PSA-NCAM，さらに分化が進み TH

を発現するものがあり，これらの細胞が RMS

中にどのように特異的に分布しているのか1例
を挙げる．左側全脳の CTOで標識された新生
細胞数を調べたところ CTO/PSA-NCAM陽性細
胞は4,528個（図８-a; 青），CTO/TH-GFP陽性

表３　RMSの接線方向に対する細胞突起の極性変化

RMSの接線方向に対する
細胞突起の向き RMS1（n=24） RMS2（n=26） core OB（n=29）

0－ 45° 75％ 88.46％ 44.83％
45－ 90° 0％ 0％ 27.59％
90－135° 0％ 0％ 10.34％
135－180° 25％ 11.54％ 17.24％

赤点線は RMSの接線方向を示す．
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図５　CTO/MASH-1の２重蛍光染色による神経前駆細胞の標識
CTO注入３日後の切片を示す．a: 傍矢状断模式図．RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）の位置を示す．b-d: CTO（赤）
とMASH-1（緑）は別の細胞に発現し，CTO/MASH-1陽性ニューロンは認められなかった．嗅球入口部までMASH-1
陽性ニューロンは認められ，嗅球に入ると徐々に蛍光強度は減衰した．CTO: Cell Tracker Orange，MASH: mammalian 
achaete schute homolog，RMS: rostral migratory stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=10 μm（白線）

6 CTO/PSA-NCAM

図６　CTO/PSA-NCAMの２重蛍光染色による神経芽細胞の標識
CTO注入３日後の切片を示す．a: 傍矢状断模式図．RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）の位置を示す．b-d: CTO/PSA-
NCAM陽性細胞を RMS1（b），RMS2（c），core OB（d）に認めた．ほぼ全ての CTO陽性細胞（赤）の周囲に PSA-NCAM
（緑）が発現していた．CTO: Cell Tracker Orange，PSA-NCAM: polysialylated neural cell adhesion molecule，RMS: rostral 
migratory stream，OB: olfactory bulb，Scale bar=10 μm（白線）
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細胞は78個（図８-a; 黄緑），CTO単独陽性細
胞は30個（図８-a; 赤）であった．CTO標識さ
れた細胞のうち約1.7% が TH-GFP陽性細胞で
あり，CTO/PSA-NCAMと CTO/TH-GFP陽性細
胞は嗅球側に到達する前に漸増傾向を示した
（図８-b，c）．CTO/TH-GFP陽性細胞は嗅球深
部で最も発現していたが，RMS1でも認められ
発生直後から発現する可能性が示唆された（図
８-c）．

考　察
　本研究は，日齢および発生起源を正確に同定
した遊走する新生ニューロンにおける形態変化
および分化の過程を，免疫組織学法，電子顕微
鏡連続切片法を組み合わせデジタルトレースで

形態解析を加えた三次元的構造を解析すること
により，新生ニューロンの遊走および分化の過
程を明らかにすることを目的に行ったものであ
る．その結果，遊走過程における新生ニューロ
ンに細胞突起の形態と伸展極性に多様性が認め
られ，生後早期に TH遺伝子を発現しているこ
とが初めてあきらかになった．

1．新生細胞の標識法
　Puche A. Cらは2001年に Cell Trackerが優れ
た蛍光プローブであることを提唱した17）．この
蛍光プローブは細胞の運動，局在，遊走などの
モニタリングが可能な優れたプローブであり，
ライブイメージなど様々な細胞生物学的な解析
に応用できる．この蛍光プローブは細胞膜を自

7 Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Protein
TH-GFP

CTO/TH-GFP TH

図７　Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Proteinトランスジェニックマウス（TH-GFPマウス）の CTO/TH-GFPの
２重蛍光染色による THニューロンの標識
TH-GFP マウスの脳の CTO注入３日後の切片を示す（CTOは赤，TH-GFPは緑，共陽性は黄）．形態の a: RMS1に観
察された CTO/TH-GFP陽性細胞（矢印）．a’: aの細胞の CTO単独像．a’’: aの細胞（矢印）の TH-GFP単独像．a’’’: 傍矢
状断模式図，赤枠は aの細胞が観察された部位．b: RMS2に観察された CTO/TH-GFP陽性細胞（矢印）．b’: bの細胞（矢
印）の CTO単独像．b’’: bの細胞（矢印）の TH-GFP単独像．b’’’: 傍矢状断模式図，赤枠は bの細胞が観察された部位．c: 
RMS3に観察された CTO/TH-GFP陽性細胞（矢印）．c’: cの細胞（矢印）の CTO単独像．c’’: cの細胞（矢印）の TH-GFP
単独像．c’’’: 傍矢状断模式図，赤枠は cの細胞が観察された部位．a-c: RMSの各領域で認められた CTO/TH-GFP陽性
細胞の形態変化は乏しい．CTO: Cell Tracker Orange，RMS: rostral migratory stream，Scale bar=1 mm（白線）
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8 Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Protein
TH-GFP

CTO, CTO/PSA-NCAM, CTO/TH-GPF

図８　Tyrosine Hydroxylase-Green Fluorescent Proteinトランスジェニックマウス（TH-GFPマウス）の CTO，CTO/PSA-
NCAM，CTO/TH-GPF陽性細胞の分布
a: TH-GFP マウスの脳へ CTO注入３日後の左側全脳の三次元再構築像．CTO単独陽性細胞（赤，30個），CTO/PSA-
NCAM陽性細胞（青，4528個），CTO/TH-GFP（黄緑，78個）の分布を示す．b: CTO注入部位から CTO/PSA-NCAM陽
性細胞が局在する部位までの距離をグラフで示す．CTO/PSA-NCAM陽性細胞は嗅球へ到達する前に漸増傾向を示し
た．c: CTO注入部位からCTO/TH-GFP陽性細胞およびCTO単独陽性細胞が局在する部位までの距離をグラフで示す．
CTO/TH-GFP陽性細胞は RMS1で認められ，嗅球へ到達する前に漸増傾向を示した．CTO: Cell Tracker Orange, PSA-
NCAM: polysialylated neural cell adhesion molecule, RMS: rostral migratory stream, Scale bar=1 mm（白線）
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由に通過し，一旦細胞内に取り込まれると細胞
非透過性の反応生成物へ変換される．クロロ基
またはブロモメチル基を含有し，グルタチオン
Sトランスフェラーゼを媒介としてチオール基
と反応する21）．細胞に取り込まれた蛍光プロー
ブは細胞分裂を生じても娘細胞へ伝達される
が，隣接する細胞には伝達されない．このトレー
サーの利点は，局在している多くの新生細胞
を標識できることにある17）．この新規のトレー
サーの有用性を用いて本研究の解析を行った．
　まず，遊走する新生ニューロンの起源を特定
するためには，新生ニューロンの発生部位の細
胞を選択的に標識しなければならない．新生細
胞の標識には，トリウムチミジンや DNA合成
の際に取り込まれる物質として臭化デオキシウ
リジン（BrdU）22）が用いられてきたが，DNAを
合成した細胞を非特異的に標識するため，起源
を同定することは困難である．線条体23），中脳
黒質24）など，SVZ以外の新生ニューロンが標識
される可能性があり，また，レトロウィルスベ
クターを感染させ新生細胞を標識できるが25），
感染後の生存日数が限られることから，CTO

とは対照的にごく少数の細胞しか標識できず効
率が悪い17）．
　本研究では，Puche A. Cらの方法を用い，
SVZへ CTOを注入することで新生細胞を直接
標識した17）．これにより，解析する細胞の日
齢，発生部位と発生起源が同定できるように
なった．Puche A. Cらは遊走細胞に対しライブ
イメージを用いて組織学的観察を行ったが詳細
な解析を行わなかった．そこで本研究はこの方
法を応用して CTOの抗体である抗 TMRを用
いレーザー顕微鏡による解析，Lucividを用い
た光学顕微鏡による解析，超薄連続切片法用い
た電子顕微鏡による解析を行った．
　Namらの報告によると，新生細胞は全長約
５ mmの RMSを約70～80 μm/hの速度で移動
する7）ことから嗅球へ到達するには約３日間か
かると予想される．我々の実験でも RMSは全
長4,519±117 μm（平均値± SE）で，SVZか
ら発生した新生細胞は遊走し約３日で嗅球へ到

達していることから，本研究の生体標識法にお
いても新生細胞の遊走は正常に行われていると
考える．また，脳定位手術を用いて CTOを注
入し，３日後の切片を観察すると，注入部位か
ら core OBまで RMSの全領域に CTOで標識さ
れた新生細胞を認めた．このことはトレーサー
が新生細胞へ短期に取り込まれるだけでなく，
組織に貯留したトレーサーが順次取り込まれる
ことによると考えられる．これは最大３日まで
の多様な時間相の細胞形態の観察が可能となる
ことを意味する．すなわち，注入部位付近の標
識された直後の細胞や，標識後３日経過した細
胞まで１枚の切片で様々な分化段階の細胞を同
時に解析できる利点があり，細胞の形態変化の
詳細な解析を可能とする．このような網羅的な
組織的解析はこれまでにない．

2．RMSにおける形態と分化
　遊走する新生細胞は，新生ニューロン（神経
芽細胞）のマーカーである PSA-NCAMが免疫
陽性であることが知られている22）．そこで，抗
PSA-NCAM抗体を用い，CTOで標識された新
生細胞が，ニューロンに分化する神経芽細胞か，
すなわち新生ニューロンかどうかを検証した．
蛍光標本は観察中に退色する欠点があり，広範
囲に存在する新生ニューロンの形態を長時間観
察するには不向きである．CTO/PSA-NCAM免
疫陽性新生ニューロンを，より安定した染色像
へ置き換えるため，抗 TMR抗体を用い染色し
た後，metal-DABで置換を行った．こうするこ
とで光学顕微鏡を用いて高感度で新生ニューロ
ンの形態を詳細に観察でき，また電子顕微鏡用
に応用できる利点がある．
　Loisらは電子顕微鏡を用い RMSを形成する
アストロサイトの突起によって形成されるトン
ネル状構造の中に存在する細長い形態の遊走細
胞を確認した26）．また，Doetschらは SVZに存
在する新生ニューロンの構造を電子顕微鏡で三
次元的に解析し，それらの特徴から A cell（神
経芽細胞），B cell（アストロサイト），C cell

（神経前駆細胞）と定義した27）．A cellの形態
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は楕円形で細胞質に乏しく，核は楕円形で陥入
を認めクロマチンはまばらであるという特徴を
持つ27）．これは Loisらが報告した RMSに存在
した遊走細胞と同様の構造であった．このうち
我々が標識した新生ニューロンは，A cellに類
似する形態であった．Lois や Doetschらの解析
では新生細胞の発生起源を同定せずに，RMS

にみられた新生細胞の位置と形態のみで解析し
ている26，27）．我々は新生細胞の発生起源を同定
しながら，光学顕微鏡および電子顕微鏡を用い
解析を行っており，より信頼性の高い形態解
析ができたと考える．しかし，新生ニューロン
の遊走に関与する微小管蛋白や細胞骨格の変化
は，ほとんどないと報告があり26，27），我々の電
子顕微鏡を用いた解析においても同様の結果が
得られるに留った．
　さらに詳しく観察するためには新生ニューロ
ンの形態変化をライブイメージで見る必要があ
ると考える．新生ニューロンの運動性を観察す
る時には微小管蛋白，アクチンなどの細胞内小
器官が加わる可能性が示唆されるが，それには
ライブイメージにより新生ニューロンの細胞内
外の物質の変化に注目する必要がある．
　神経前駆細胞が遊走する新生ニューロンに
含まれるかどうか，抗 MASH-1抗体で染色し
CTOとの共存を検討したところ，神経前駆細
胞は CTOとほとんど共存を認めなかった．
PSA-NCAMは細胞接着分子で細胞骨格に関わ
り構造の可塑性を促進する28，29）．Sekiらの報告
によると，PSA-NCAMは胎生期に脳の広範囲
に発現し，遊走，突起およびシナプスの形成を
調節するが，生後には劇的に減少し DGや SVZ

で発現が維持され神経発生およびシナプスのリ
モデリングに作用する22）．また，細胞の生存調
節にも重要な役割を持つと報告されている22）．
標識された新生ニューロンは，嗅球深部に近づ
くにつれて細胞体表面積，体積に変化がみられ，
RMSの接線方向に対して極性の変化が認めら
れた．これらの細胞周囲には PSA-NCAMが強
く発現することがあり，形態の変化に影響して
いると考えられる．

3．TH-GFP細胞の発現
　特に RMS1で TH-GFPを発現することは興味
深い．これらの細胞周囲に PSA-NCAMの発現
を認め，形態や細胞極性を変化させながら移動
していることが示唆されたが，実際の形態の変
化は乏しい．また，TH-GFP陽性細胞の発現場
所について検討したところ，RMS全体に TH-

GFP陽性細胞の発現を認め，CTOで標識され
た細胞が TH-GFP陽性を示すのは1.7% に留ま
る．これまで TH細胞は蛋白レベルでは糸球体
にほぼ限局し，遺伝子レベルでは深部にも散在
するが，これらの細胞が遊走新生由来のニュー
ロンであるのかわからなかった．そこで本研究
において生体トレーサーを注入したところ，
RMS1に TH-GFP細胞が認められることから遺
伝子の発現は新生後まもなく行われていること
が初めてわかった．本研究では解析例が限られ
るが，THの発現が CTOの約1.7%に留まるこ
とから考えると，かなり早期に分化している細
胞はそれほど多くはないと推測される．この点
については，今後，解析例を増やし検討したい．
また，TH-GFP陽性細胞は core OBで最も多く
認められ，一部の新生ニューロンは嗅球に入る
と TH-GFPを発現する可能性が示唆され，今後
TH-GFP陽性細胞の形態変化をより詳細に解析
したい．

4．今後の課題
　Lazarini ら は 成 体 マ ウ ス の 嗅 球 に
6-hydroxydopamineを使用してドーパミン作
動性ニューロンを選択的に除去した後に，
Lentivirusで標識され SVZから産生された多く
の新生ニューロンが嗅球に遊走し，ドーパミン
作動性ニューロンの補充が行われ修復されるこ
とを証明した30）．我々は鼻閉後の TH-GFPマウ
スにおける TH発現細胞変化を最近報告してお
り14），SVZから産生される TH-GFP細胞の産生
と，遊走がどのように変化していくのか解析し
ていきたい．同時に遊走細胞，細胞の供給が嗅
覚機能にどのような影響を及ぼすかは今後の興
味深い課題と言える．
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　臨床医学的には THは，中脳黒質おいてドー
パミンの産生低下が認められるパーキンソン
病31）や，中脳－皮質ドーパミン系の低活動およ
び過活動が関係する統合失調症32）など関係が深
い．また，外傷で脳実質が損傷を受けた場合，
一部の新生ニューロンが損傷部位へ移動し，
神経回路を修復することが認められており33）再
生医療分野で注目を集めており臨床的意義は深
い．脳梗塞および神経変性疾患治療などの再生
医学の観点から新生ニューロンに関する研究は
注目され進歩しているが，ニューロン新生から
遊走後，どのように傷害細胞と置換され，どの
ように神経回路へ組み込まれるかなど，新生
ニューロンの分化に関しては未だ不明な点が多
い30）．これは細胞組織を統合的にみた時空間的
解析が無いことに起因すると考えられ，本研究
において行われた嗅覚系ニューロン新生の解析
法，およびそれにより得られた形態学的基盤
を用いることで，様々な他の脳領域における
ニューロン新生，および再生に関する研究に応
用できると思われる．

結　語
　脳定位的手術により CTOで標識された新生
細胞は RMS全体に認められ，これらの細胞は
全て PSA-NCAM陽性であり，分化の過程を同
一標本で確認できることがわかった．免疫組織
的化学法，電子顕微鏡連続切片三次元再構築法
を用い，詳細に形態を解析した結果，新生ニュー
ロンは嗅球深部で形態をダイナミックに変化
させていた．その形態の変化には PSA-NCAM

が関与すると考えられた．TH-GFP陽性細胞
は RMS全体にわたり存在し，形態変化よりも
早期に THの遺伝子発現が認められた．今後は
TH-GFP陽性細胞の構造変化やシナプスの形成
に注目し，電子顕微鏡による微細構造解析を行
い，神経回路への組み込みを探索したいと考え
ている．
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Three-dimensional structural analysis of newly generated cells  
for migration in the olfactory system of the adult mice brain

Shintaro TOKUOKA,  Emi KIYOKAGE,   Kazunori TOIDA

Department of Anatomy, Kawasaki Medical School, 
577 Matsushima, Kurashiki, Okayama, 701-0192, Japan

ABSTRACT   In mammals, it is well known that some olfactory neurons are generated in the 
adult brain. Newly generated cells (NGCs) are continuously born in the subventricular zone 
(SVZ) at the anterior horn of the lateral ventricle, migrate along the rostral migratory stream 
(RMS), and differentiate into neurons in olfactory bulb (OB) layers. From the viewpoint of 
regenerative medicine, adult neurogenesis is attractive and has been investigated by many 
researchers. It remains to be clarified in detail how these differentiated neurons integrate 
into the bulbar circuit, however, because few integrative analyses have been done of the 
structure of NGCs through spatiotemporal identification by tracing during migration from birth 
to differentiation. Our present study thus aimed to clarify migration and differentiation of NGCs, 
which differentiate into periglomerular cells and granule cells, by immunohistochemistry, 
serial-sectioning/reconstruction electron microscopy (serial-EM), and digital morphometry 
after positive identification of NGCs by vital tracer labeling. First we performed stereotaxic 
injection of Cell tracker orange (CTO) into the SVZ of adult mice to label NGCs. 1-7days 
later, fixed brains were cut serially parasagittally. We confirmed CTO-labeled NGCs were 
distributed and reached the olfactory bulb through the RMS. Thereafter, we identified the three-
dimensional structure of NGCs, focusing on migration and differentiation using anti-CTO and 
analyzed ultrastructure by serial-EM. CTO-labeled cells were immunoreactive for polysialylated 
neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM), a well-known marker for migrating NGCs. Digital 
morphology by Neurolucida indicated new findings, showing structural variability of processes, 
especially polarity of process extension through the RMS. In addition, we clarified that genetic 
expression of tyrosine hydroxylase (TH), a marker for bulbar neurons, was found in the early 
phase after birth using TH-green fluorescent protein (GFP) transgenic mice. The present vital 
cell-labeling approach we used has the advantage of being able to examine the pleural phase 
of migration and differentiation in the same section, showing structural changes along with 
migration. Interestingly, genetic expression was expressed earlier than previously reported. 
Based on the structural results in the present study, it is worth examining the genetic expression 
of differentiation that determines the chemical coding of neurons and changes in variability of 
structure in future projects. (Accepted on June 5, 2015)

Key words： adult neurogenesis,   migration,   tyrosine hydroxylase,   electron microscopy,    
three-dimensional structure,   olfactory system
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