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<はじめに>

 ネスチンは，神経細胞産生領域に分布する中間

径フィラメントであると考えられています。ま
た，ネスチンは，成体終脳胞の脳室下帯（SVZ）
や，歯状回の顆粒細胞下層（SGZ）において，

てんかんに伴って成体大脳新皮質内で起きる興奮性神経細胞と
抑制性神経細胞の新生現象
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要旨：ネスチンは，神経前駆細胞に発現します。また，神経系への侵襲が有った際にも，多
くの脳内の細胞にネスチンが発現します。私共は，マウスの扁桃体と大脳新皮質の表面に電
極を埋め込み，kindlingを形成すると，脳の外面にある脳軟髄膜にネスチン陽性細胞が現れ
ることを発見しました。私共は，軟膜のネスチン陽性となる細胞をpia-progenitorと命名し
ました。更に電気刺激によりkindlingを1か月に渡って続けると，ネスチン陽性のpia-
progenitorは，GAD67(抑制性神経細胞のマーカー)陽性となる細胞や，NeuroD6（大脳皮
質興奮性神経細胞のマーカー）陽性となる細胞が見つかりました。そこで，pia-progenitor 
が生み出す細胞の形態を調べるために，GAD67陽性細胞特異的にGFPを発現するシンプル
レトロウイルスを，またNeuroD6陽性細胞特異的にGFP を発現するシンプルレトロウイル
スを，くも膜下腔に注入してkindlingを2週間継続しました。その結果，多くのGFP陽性の
大脳皮質興奮性神経細胞と大脳皮質抑制性神経細胞を見つけることが出来ました。
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神経前駆細胞のマーカーとみなされています1,2)。 
しかし，Lendahl et al1)は，NG2グリア細胞のよ
うな非神経細胞，及び血管の内皮前駆細胞3-5)も
ネスチンを発現することを報告しています。虚
血，出血，てんかん，および機械的損傷によっ
て引き起こされる脳損傷が，ネスチン発現を誘
導することから考えても，脳の機能回復に，ネ
スチンが関連することは常に推定されてきまし
た5-7)。
　てんかんの発症率は人口の1％に達する重大
な神経学的障害です。てんかんは，脳損傷後ま
たは患者の生活のかなり長い期間続くことが知
られています。てんかんの本質的なメカニズム
として，繰り返しによって形成される焦点にあ
ります。焦点が広がると，てんかんを悪化さ
せ，全ての抗てんかん薬に抵抗性となり，脳萎
縮を引き起こす難治性の状態になります。てん
かんを模倣する動物モデルを生成することは，
患者の脳におけるてんかんの進行を研究するた
めに重要です。
　扁桃体キンドリングは，扁桃体に刺激電極を
配置することによって形成することができ，本
稿では，キンドリングにより生じた変化の中で
も，脳内，脳表面に発現するネスチンに着目し
て，研究を始めることにしました。

<材料および方法>

動物とキンドリング形成
　実験には，野生型マウスC57BL / 6Jマウス
を，SLC（静岡.Japan）から購入しました。ま
た，10週齢のマウスの3種のラインをこの実験
に使用しました。NST-lstopl-DTA（ジフテリ
ア毒素Aフラグメント）/ NesCreERT2（NES-
DTA）は，ホモNST-lstopl-DTAマウスとホモ
NesCreERT2マウスを交配することにより準備
しました8)。ネスチン-GFPトランスジェニック
マウスは，東京大学の山口先生より供与9)を受
けました。今回の動物実験は，熊本大学の動物
実験委員会によって承認されました。
　初めの実験では，3ラインのマウス，C57/B6
野 生 型 マ ウ ス，NST-DTAマ ウ ス， 及 び
NestinGFPマウスをケタミン（100mg/kg）で
麻酔し，実験に供しました。麻酔の適切な深さ

は，つま先のピンチに応答して反射の欠如に
よって確認しました。マウスの胸を開き，心臓
の左心室穿刺して，固定剤（0.1 Mリン酸，4％
パラホルムアルデヒド，0.9％生理食塩水[PBS]
をバッファリング）で灌流し，全身を固定しま
した。
　第２番目の実験では，上記のような麻酔後に，
5匹の野生型マウス，9匹のNST-DTAマウス，
及び3匹のNestin-GFPマウスの脳に刺激電極を
植えました。マウスは，定位固定装置に保持さ
れ，電極を挿入するためのポイントは，頭蓋骨
にマッピングして，電極をブレグマから尾側3 
mm横1.6mmのポイントから脳内に挿入し，ブ
レグマから4mmの深さに入れました。参照電
極は尾1.6mmとブレグマに対して横1mmの新
皮質中に入れました。
　第3番目の実験では，野生型マウスは，1日2
回（2mA最大2秒間60Hzの矩形波）電気刺激を
与えて，一日二回（1.5時間間隔で２回50μg/kg
の腹腔内）BrdUをを投与しました。そしてこ
の様な作業を，28日間繰り返しました。電気刺
激の結果，野生型マウスにおけるキンドリング
後の行動は，0〜5の発作クラスにより記録しま
した10)。てんかん行動の持続時間は，脳電図

（EEG）を記録しました。 EEGは，プレアンプ
（BSA-ECG，ユニーク·メディカル株式会社，
東京）とペンレコーダーに電気刺激電極を再接
続して記録しました。電極なし３野生型マウス
は，28日間一日二回（1.5時間間隔で２回50μg/
kgの腹腔内）BrdUを投与しました。 28日目に
は，BrdUを注射した後，6野生型マウスは，免
疫組織化学のために麻酔をかけ，ホルマリン固
定液で灌流し固定しました。
　電極を有する3匹の野生型マウス，及び3匹の
NesCreERT2 x NST-lstopl-DTAマ ウ ス を4週
後，電気刺激に加えて，タモキシフェン（1mg
をサンオイルに溶かして経口投与で与えまし
た。）およびBrdU（50mg/kgの投与は30分及
び電気刺激後2時間）を投与後，固定剤で灌流
して脳を取り出しました。他の6匹マウスにも
同様な処置をし，電極を有するNesCreERT2 x 
NST-lstopl-DTAマウス６匹に，3日間（各3匹の
マウス）または週（各3匹）にタモキシフェン
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を投与しました。その間の脳内の組織学的変化
を調べるために，すべてのマウスは，ケタミン
で麻酔し，上記と同じ固定液で灌流しました。

免疫組織化学
　固定した脳は，免疫組織化学のために使用し
ました。この実験で使用された抗体は，以下に
記載されています。抗カスパーゼ3（ウサギ
1/200セルシグナル），抗BrdU（ラット1/200ア
ブカム），抗DTA（マウス1/200-1/1000アブカ
ム），抗GAD67（マウス1/1000ミリポア），抗
GAD67（ウサギ1/200アブカム），抗GFP（ウ
サギ1μg/mlの，モルモット1μg/mlの;11)，抗
GFAP（ウサギ1/2000ダコ），抗ネスチン（マ
ウス1/300-1/1000 BD），抗NG2（ウサギ1/1000
ミリポア）。二次標識抗体は，ウサギIgG，ま
たはラットIgG，ロバ，またはヤギで作成した
マウスIgGの定常領域を認識する抗体を用い，
以前の論文12)に記載のように免疫反応性部位
は，alexa-488，alexa-594， ま た はABC/DAB
反応の蛍光によって可視化しました。

電顕観察
　６匹の野生型マウスは，電子顕微鏡（EM）
で，軟膜とくも膜の構造を観察するために使用
しました。刺激電極は3匹のマウスの脳に植え，
7日間毎日1回刺激しました。その後，軟膜とく
も膜の電顕観察をするために4％パラホルムア
ルデヒド，0.1％グルタルアルデヒドで潅流固
定と浸漬固定をしました。その後，3つの対照
マウスも麻酔し，同様の処置をしました。 2時
間後固定した後，脳組織を小ブロックにトリミ
ングし，PBS中1％OsO4でで後固定しました。
段階的なアルコール/水の溶液で脱水した後，
脳blockをプラスチック樹脂（エポン-812，応
研，東京，日本）に包埋しました。脳組織を有
するプラスチックブロックは，削り出し薄切片

（0.5μmの厚さ）にし，光学顕微鏡下で観察し
た。その後，プラスチックブロックをさらにト
リミングした。関心領域は，（厚さ60nm）超薄
切片に切片化した。酢酸ウラニルで染色し，ク
エン酸鉛後，超薄切片を電子顕微鏡（H-7500，
日立，日本）で観察した。

免疫ブロット法
　キンドリングを繰り返したマウスからは，大
脳新皮質を摘出し，E15.5マウスからは，脳の
全体を収集して，イムノブロッティングを行い
ました13)。採取した組織は，（4％SDS，0.1mM
のトリス-HCl（pH6.8），8.3％のβメルカプトエ
タノール，20％グリセロール，0.02％BPBを含
む）SDS溶解緩衝液で溶解しました。各溶解物
を，5％SDSポリアクリルアミドゲル（PAGE）
に電気泳動しました。ゲル中のタンパク質を
PVDF膜（イモビロン，Millipore）に移し，膜
を以下の一次抗体と共にインキュベートしまし
た。
　マウス抗ネスチン（Rat401，1：500; ab11306，
Abcam社），ウサギ抗GAPDH（1：2500，G9545，
Sigma社）を使用しました。GAPDHシグナルは
標準レベルを示すために使用しました。次いで，
膜（抗マウスIgG1またはヤギ抗ウサギIgG，ジャ
クソンImmunolabratoryヤギ），西洋ワサビペル
オキシダーゼとコンジュゲートした適切な二次
抗体と反応させた後，Immunostar（和光）を使
用して発色しました。また，（バイオラッド
ChemiDocのXRS）バンドはルミノ·イメージア
ナライザーで定量しました。バンド強度は，
レーン間の荷重のばらつきを考慮してGAPDHに
対して正規化しました。これは，脳溶解物

（GAPDHに対して正規化）の相対的なバンド強
度を意味しますが，キンドリング群と対照群と
の比較のために1.0の相対値を割り当てました。

＜結果＞

　この実験では，キンドリングの進行に伴っ
て，どの様にマウスの新皮質におけるネスチン
および他の遺伝子が発現するかを調べました。
まず，扁桃体および皮質で3野生型マウスおよ
び刺激電極を装着したマウスで，キンドリング
の進行は20日間発作クラス11)，発作，及びてん
かん脳波の存続期間に測定しました。多くの場
合，発作クラスは，6日間でプラトーに達し，
発作の持続時間は，10日間でプラトーに達しま
した。
　私共は，電極なしの脳ででも，いくつかの遺
伝子の発現を検出しました。すなわち，電極挿
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入から１週間の回復期間後，その回復期間及び
刺激後に，3回，7回後に，状態を調べました。
三つの条件で，C57/B6野生型マウス，及び3匹
ずつネス-DTAマウスに電気刺激を与えた後
に，タモキシフェンおよびBrdUを投与し，状
態を記録しました。そして固定液で灌流しまし
た。灌流した後，固定した脳を免疫組織化学の
ために回収しました。
　免疫組織化学では，成体マウスの脳組織に
ノーマルマウスモノクローナル抗体を用いて，
バックの結合レベルを下げました。マウス正常
血 清 は， 免 疫 グ ロ ブ リ ンG（IgG） を 含 み，
PBSの灌流によっても，マウス脳から完全に除
くことができません。マウス正常血清による
バックグラウンド染色を評価するために，イン
キュベーション溶液（1％ロバ正常血清，0.25
の一次抗ネスチンマウスモノクローナル抗体

（1/1000精製IgG）の有無にかかわらず，厚さ
50μmのマウス脳切片をインキュベートし
PBS，λカラギーナン，0.3％トリトンX-100）
中で一晩インキュベーションしました。次にマ
ウスIgGを，抗マウスIgGロバIgGのビオチン
化，ABC複 合 体（ ベ ク タ ー，USA） お よ び
DAB反応により検出しました。抗ネスチンマ
ウスIgGなしと抗ネスチンマウスIgG有りで比
較して，染色の結果を見ました。染色は高い
バックグラウンドではありませんが，以下の文
章に有りますように，ネスチン免疫反応性の部
位があり，したがって，我々は，組織非特異的
な染色は，無視できるという結論に達しまし
た。
　成体マウスの脳にも，低レベルですが，ネス
チン免疫反応性があります。ネスチン免疫組織
反応は，第三脳室，海馬采，および脈絡叢の下
面に見られました。第三脳室におけるネスチン
陽性細胞は脳室帯14)にあり，tanycytes1)にも含
まれています。その後，成長に伴い，側脳室周
囲の脳室下帯（SVZ）と顆粒細胞下層（SGZ）
がネスチン陽性になります1)。また，既報の通
り，血管の内皮前駆細胞も，増殖するにつれ
て，ネスチン免疫組織化学陽性になりまし 
た2-5)。これらの陽性細胞は，血管内皮にはま
ばらに，新皮質の毛細血管と軟膜の表面上にも

見られました。新皮質の実質および海馬には，
ネスチン陽性細胞の形状を明らかにするほどに
は発現していませんでした。しかし，新皮質と
海馬の実質にあるNG2細胞にはネスチンが含ま
れていました1,16)。
　特に電極と新皮質の表面付近のネスチン陽性
反応は，電極の挿入後に有意に増加しました
が，さらに3日間の刺激によりネスチン陽性反
応は増えました。しかし，それ以降は電気刺激
をしても，陽性反応は減少しました。実質及び
新皮質表面の免疫反応性も減少したので，陽性
細胞の形態を観察することは困難になりまし
た。それ故，私共は電子顕微鏡にてネスチン陽
性細胞を観察しました。固定液でマウスを灌流
しネスチン免疫組織化学処理をし，固定された
組織をエポン樹脂に埋め込み，光顕用切片

（0.5μm厚）または電顕用切片（厚さ60nm）を
作成しました。新皮質の実質に見られたネスチ
ン陽性細胞は，小細胞体から放射状に多数のプ
ロセスを伸ばしていました。これまでに，この
様な組織を観察された方々は2,16)，サテライト
グリアの一種であると主張していました。軟膜
の表面上のネスチン陽性反応は，追加の電気刺
激により強化されました。基底膜はラミニンで
構成され，脳と軟膜との境界にあります。した
がって，ネスチン陽性顆粒細胞は，脳の外にあ
るが，それらは，血液細胞または毛細血管細胞
とは区別することができました。この様なネス
チンの発現量を数値により比較するために，3
匹の対照マウスから採取した脳組織，刺激後の
マウスから採取した脳組織を溶かして，ネスチ
ンウェスタンブロッティング試験を実施しまし
た。免疫組織化学では，最高のネスチン-IRは，
3日間刺激後に見出されましたが，ウェスタン
ブロッティングの結果でも，全く同じ変化が再
現できました。
　ネスチンとその他の免疫反応性（IR）も，
電気刺激後の新皮質の実質で調べたところ，ネ
スチン陽性細胞のかなりの数が，NG2陽性でし
た。しかしGAD67陽性の細胞はNG2陰性でし
た。ネスチン-IRおよびGFAP-IRは，刺激電極
の周りを除いて，新皮質で重複しませんでし
た。
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　軟膜におけるネスチン陽性顆粒細胞は，その
核内にBrdUを取り込んで，導出静脈の周りで
増殖していました。我々が観察した限り，軟膜
におけるネスチン陽性細胞はNG2陰性でした。
軟膜には，正常時にはGAD67-IRは検出できま
せんが，キンドリング刺激によりGAD67-IRが
現れました。ネスチン-IRおよびGAD67-IRは，
軟膜にある顆粒細胞に共局在していました。
　野生型マウスおよびNSTプロモーターおよ
びタモキシフェン投与の制御下でDTAを発現
するNST-DTAマウス間で比較すると，DTA発
現の結果として，BrdU陽性細胞が削除され，
冠状断面で激減していました8)。

<考察>

　この研究では，神経活動を人工的に変える
と，脳内の遺伝子発現現象を起こすことができ
ることを示すことができました。電極を挿入
し，キンドリングで脳を電気刺激すると，ネス
チンを容易に発現させることができます。そし
て，発現した細胞には，GAD67を含む細胞も
見られ，それは中枢神経系の神経細胞が産生さ
れたことを示しています。他の細胞は，非神経
細胞に分化するものと考えられました。ネスチ
ン発現を検出するためには，GFP cDNAにネ
スチンエンハンサーおよびプロモーターをつな
いだトランスジェニックマウスが有用です9)。
我々は，ネスチン-GFPトランスジェニックマ
ウスを利用して，軟膜で顆粒細胞を可視化する
ことができました。田中ら16)は，ネスチン
-GFPトランスジェニックマウスを利用すると，
NG2陽性サテライトグリアが，ネスチンを発現
することを示していました。また，GFP発現に
よって可視化して，そのような虚血，出血，お
よび傷害などの出来事の後に，軟膜における神
経前駆細胞を検出することに成功した研究があ
ります5,7)。その様な中，私共は，「脳にストレ
スを加える手法としてキンドリングを使い，in 
vivoでネスチンおよびGAD67を神経前駆細胞
に発現させることに成功しました。両マーカー
を発現する軟膜顆粒細胞を見つけたことは，脳
内で神経細胞を産生させる手法の創出への第一
歩である」と考えています。 
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Summary
Kindling in the mouse neocortex induce excitatory neurons

and inhibitory neurons in the mouse neocortex

Nobuaki Tamamaki, Shogo Ninomiya, Shigeyuki Esumi, Kunimasa Ohta, Takaichi Fukuda, 
Tetsufumi Ito, Itaru Imayoshi, Ryoichiro Kageyama, Toshio Ikeda, Shigeyoshi Itohara

　Nestin is an intermediate filament found in neurogenic progenitors and non-neuronal cells. 
Nestin immunoreactivity (IR) in the brain often increases after brain damage. Here we show 
that amygdala kindling, which mimics the epileptic seizures, also induces nestin expression in 
the brain. Nestin-IR was greatly enhanced in the leptomeninges (pia and arachnoid maters) 
and neocortical parenchyma, but not much in the SVZ around the lateral ventricle, SGZ in the 
dentate gyrus, or the endothelial progenitor cells of blood vessels, fimbria, or choroid plexus 
after kindling. Electron microscopy revealed that nestin-IR in the leptomeninges was localized 
to granule cells, where it co-localized with GAD67-IR after electrical stimulation. The nestin-
positive granule cells in the leptomeninges, especially around the emissary vein, were 
proliferative. However, nestin-IR in the neocortical parenchyma was expressed in NG2 glia and 
did not co-localize with GAD67-IR. Deletion of nestin-positive cells resulted in a high 
susceptibility to electrical stimulation. Consequently, almost all of the mice died or dropped out 
during kindling progression in 20 days, from naturally generated epileptic seizure or exhaustion. 
We speculate that the nestin-positive cells activated by amygdala kindling may involve in the 
protection of the brain from epilepsy.

Ann.Rep.Jpn.Epi.Res.Found. 2015；26：55-62
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