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1. 要旨 

 脊髄損傷後のオリゴデンドロサイト前駆細胞 (OPC)活性化における Chd7 の

役割を解析した。OPC 特異的 Chd7 ノックアウトマウスでは脊髄損傷後の OPC

の増殖、分化が抑制され、再髄鞘化の減少により、運動機能回復が有意に不良

であった。このことから、Chd7 が脊髄損傷後の再髄鞘化による運動機能回復に

重要な役割を担っていることが示された。さらに OPC において Chd7 と Sox2 は

複合体を形成し、その増殖に関与する新規分子 Rgcc 及び PKCθ の発現を直接制

御することが示された。Chd7、Rgcc 及び PKCθ は脊髄損傷治療の新規創薬標的

分子となる可能性が示唆された。 
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2. 略語 

Ab: antibody 

aCSF: artificial cerebrospinal fluid 

bFGF: basic fibroblast growth factor 

BMP: bone morphogenetic protein 

BMS: Basso Mouse Scale 

BRD: bromodomain 

BrdU: 5-bromo-2’-deoxyuridine 

CHD: chromodomain helicase DNA-binding protein 

ChIP: chromatin immunoprecipitation 

cl-Casp3: cleaved caspase 3 

CSPG4: chondroitin sulfate proteoglycan 4 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNMT: DNA methyltransferase 
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dpi: days post injury 

DSP: dithiobis succinimidyl propionate 

EdU: 5-ethynyl-2'-deoxyuridine 

ES cells: embryonic stem cells 

Ex: exon 

4-OHT: 4-hydroxytamoxifen 

FPKM: fragments per kilobase of exon per million reads mapped 

GalC: galactocerebroside 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GBM: glioblastoma multiforme 

G-CSF: granulocyte-colony stimulation factor 

GEO: Gene Expression Omnibus 

GFAP: glial fibrillary acidic protein 

GIST: gastrointestinal stromal tumor 
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GM: gray matter 

GO: gene ontology 

GSTπ: glutathione S-transferase π 

Gt: goat 

HDAC: histone deacetylase 

HGF: hepatocyte growth factor 

IgG: immunoglobulin G 

IP: immunoprecipitation 

iPS cells: induced pluripotent stem cells 

MAG: myelin-associated glycoprotein 

MBP: myelin basic protein 

NASCIS: National Acute Spinal Cord Injury Study 

NG2: neural/glial antigen 2 

NPC: neural progenitor cells 
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NS: non-significant 

OL: oligodendrocytes 

OPC: oligodendrocyte precursor cells 

PBS: phosphate buffered saline 

pCAGIG: pCAG-IRES-EGFP 

PDGFRα: platelet-derived growth factor receptor α 

PDL: poly-D-lysine 

PEI: polyethyleneimine 

PFA: paraformaldehyde 

PGK: phosphoglycerate kinase 

PKCθ: protein kinase Cθ 

PLA: proximity ligation assay 

pMXIG: pMX-IRES-EGFP 

Rb: rabbit 
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Rgcc: regulator of cell cycle 

Shh: sonic hedgehog 

shRNA: short hairpin RNA 

TET: ten-eleven translocation 

TRH: thyrotropin-releasing hormone 

T3: triiodothyronine 

Tx: tamoxifen 

WCL: whole cell lysate 

WM: white matter 
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3. 序論 

脊髄損傷は転落や交通事故などの外傷により脊髄が損傷されることで、四肢、

体幹の運動知覚障害、膀胱直腸障害などの重篤な後遺障害を引き起こす代表的

な中枢神経系外傷のひとつである。脊髄損傷新規患者発生数は、我が国では年

間約 5000人 (人口 100 万人あたり約 40人) [1]、世界では約 25 – 50万人 (WHO 

2013年報告)と言われており、急性期治療を終えた後も残存する神経機能障害に

よる麻痺や痙縮、疼痛により、重篤な身体的、心理的苦痛をもたらすのみなら

ず、長期間のケアの必要性から患者家族、地域社会に多大な社会的、経済的損

失をもたらす。 

脊髄損傷の治療には、主に脊髄除圧手術などの外科的手術や、残存神経機能

回復を目指したリハビリテーションの実施、薬剤治療としてはステロイド薬の

使用などが行われている。手術的治療に関しては有効性に関する報告も認めら

れるが [2]、統計学的解析に多くの症例数が必要とされることから、有効性を確

認するためのランダム化比較試験の実施が困難な現状である。ステロイド大量

療法 (メチルプレドニゾロン大量療法)は 1990 年に National Acute Spinal Cord 

Injury Study (NASCIS)が有効性を報告して以来 [2]、わが国で唯一保険適応が認

められている脊髄損傷治療薬であるが、近年その有効性に疑問を呈する報告 
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[3-5]が散見されるようになり、さらに 2013 年のアメリカ脳神経外科学会が発表

した急性期脊髄損傷治療ガイドラインでその有害事象に関する報告が示され、

ステロイド投与を推奨しないことが明記された [6]。 

こういった現状から、脊髄損傷の病態に応じた新たな治療法や薬剤が試みら

れるようになっている。脊髄損傷の一般的な病態経過として、直達外力による

脊髄組織の挫滅損傷 (一次損傷)の後に、数日から数週間かけて炎症による損傷

拡大 (二次損傷)が誘導され、軸索損傷やニューロン細胞死、脱髄などが引き起

こされる。その後、炎症の沈静化や、脱髄した神経軸索への新たな髄鞘形成 (再

髄鞘化)、部分的な神経軸索の再生により一定の神経機能の回復が認められるが、

損傷瘢痕部周囲に反応性アストロサイトによるグリア瘢痕が形成されることで、

軸索再生が阻害され、恒久的な神経機能障害が残存すると言われている [7, 8]。

そこで脊髄損傷の病態に応じた新たな治療の取り組みとしては、二次損傷の原

因となる炎症の抑制や、ニューロン細胞死の抑制 (神経保護)、軸索再生の促進

などの効果を有する新規薬剤の検討が進められている。現在まで報告されてい

る代表的な薬剤として、GM-1 ガングリオシド [9]、甲状腺刺激ホルモン放出ホ

ルモン (thyrotropin-releasing hormone, TRH) [10, 11]、ミノサイクリン [12, 13]、

リルゾール [14]、エリスロポイエチン [15]などが知られている。他にサイトカ
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インや成長因子も検討されており、代表的なものとして顆粒球コロニー刺激因

子  (granulocyte-colony stimulation factor, G-CSF)  [16]、肝細胞増殖因子 

(hepatocyte growth factor, HGF)  [17]、塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic fibroblast 

growth factor, bFGF) [18]があり、いずれも国内での臨床治験が進行中である。 

上記新規薬剤に加え、近年では損傷脊髄への細胞移植治療についての研究が

急速に進んでいる [19, 20]。特に 2006 年には、分化した体細胞への特定の遺伝

子導入による人工多能性幹細胞 (induced pluripotent stem cells, iPS 細胞)への初期

化 (リプログラミング)技術が樹立され [21]、脊髄再生治療への応用が期待され

ている。移植細胞として代表的なものでは、神経幹細胞 (胎児由来、embryonic 

stem cells [ES 細胞] 由来、iPS 細胞由来) [22-24]、嗅神経鞘細胞 [25, 26]、間葉系

幹細胞 [19, 27, 28]、シュワン細胞 [29]、活性化マクロファージ [30]などがあり、

国内でも臨床治験の実施が進められている。細胞移植治療で期待される効果と

して、損傷により失われたニューロンなどの神経系細胞補充による効果や、移

植細胞由来液性因子による炎症抑制、神経保護、軸索再生効果などが挙げられ

る。実際に動物モデルでの検討や臨床治験において細胞移植治療の有効性に関

する報告は数多く認められる [19, 20]。その一方で倫理的問題 (特に胎児由来、

ES 細胞由来移植細胞)、細胞移植による感染症や腫瘍化の危険性 (特に iPS 細胞
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由来移植細胞) [31, 32]、移植細胞の準備にかかる期間の長さや、移植細胞を均一

に保つ技術、コストの問題などが挙げられており、脊髄損傷治療での実用化の

ためには未だ多くの問題点が残されている。 

細胞移植治療に変わる脊髄再生治療として、中枢神経系に内在する神経幹細

胞や前駆細胞の活性化により、損傷脊髄の機能回復を図る方法が考えられてい

る [20]。神経幹細胞は成体脳では主に側脳室下帯、海馬歯状回顆粒下層に存在

し、生涯にわたってニューロン新生に関与することが知られている [33-35]。脳

梗塞後には修復のメカニズムのひとつとして、内在性の神経幹細胞が増殖し、

梗塞巣周囲に遊走、一部は新生ニューロンになり、既存のニューロンとシナプ

ス形成することが知られている [36, 37]。こういった病態時に起こる一連の内在

性の修復反応は、成体哺乳類では非常に効率の低いものであるが、この効率を

高めるような治療法や薬剤の開発が重要であると考えられている [38]。 

神経幹細胞以外の前駆細胞として、脊髄組織においても比較的多く認められ

るのが、オリゴデンドロサイト前駆細胞 (oligodendrocyte precursor cells, OPC)で

ある。オリゴデンドロサイト (oligodendrocytes, OL)は、アストロサイト (中間径

フィラメントである glial fibrillary acidic protein [GFAP]を発現する)とともに中枢

神経系のグリア細胞の一種であり、神経軸索周囲に髄鞘を形成することで、跳
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躍伝導による速やかな神経伝導を可能とし、ニューロンへの栄養供給、軸索保

護などの機能を果たしている [39]。OL の前駆細胞である OPC は、マウス脊髄

では胎齢12.5日 (embryonic day 12.5, E12.5)に運動ニューロンが発生するpMNド

メインと呼ばれる腹側のOlig2発現領域より発生し、E15.5ごろから背側のdp3, 4, 

5, 6 ドメインの Olig2+ 前駆細胞からも発生する (図 1)。発生した OPC は細胞表

面マーカーとして platelet-derived growth factor receptor α (PDGFRα) [40]や

neural/glial antigen 2 (NG2, chondroitin sulfate proteoglycan 4 [CSPG4]としても知ら

れる) [41, 42]を発現し、増殖をしながら、前駆細胞ドメインから遊走、発生期脊

髄全体に広がっていく [43-45]。成体においても OPC は脊髄を含む中枢神経系に

広く存在し、静止状態を保ちながら、一部緩徐に増殖し、成熟 OL (マーカーと

して CC1、glutathione S-transferase π [GSTπ]、myelin basic protein [MBP]、

myelin-associated glycoprotein [MAG]、galactocerebroside [GalC]などを発現する)

に分化することで、中枢神経系の髄鞘恒常性の維持に寄与している [46-50]。ま

た OPCは多発性硬化症などの脱髄性疾患や脊髄損傷などの中枢神経系外傷にお

いて、静止状態から速やかに活性化、増殖することが知られている [51-53]。活

性化した成体内在性 OPC は新生 OL に分化、成熟し、脱髄した神経軸索を再髄

鞘化することで、神経機能回復に寄与すると考えられている [54-56]。以上のこ 
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図 1 マウス発生期脊髄における OPC発生の模式図 

マウス発生期脊髄の脳室帯における各前駆細胞ドメインを示す。OPC は E12.5

に腹側の pMNドメインより発生し、E15.5ごろから背側の dp3, 4, 5, 6 ドメイン

から発生する。 
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とから損傷脊髄における再髄鞘化の促進は脊髄損傷に対する重要な治療戦略の

ひとつであり、その細胞供給源となる成体内在性 OPC の活性化を制御する分子

は、新たな脊髄損傷治療の創薬標的分子となる可能性があると考えられる。 

OL 発生の制御因子として細胞外来性シグナル因子及び細胞内因性制御因子

がある。代表的な細胞外来性シグナル因子として、FGF、PDGF、Sonic hedgehog 

(Shh)、bone morphogenetic protein (BMP)、Wnt、Notch、ニューロンの活動電位な

どが知られている [57]。OL発生の細胞内因性制御因子としては転写因子による

制御及び、エピジェネティック因子による制御がある [58-60]。OL 発生を制御

する転写因子として代表的なものでは、Sox9 [61]、Ascl1 [62, 63]、Olig2 [64, 65]、

Sox10 [66, 67]、Olig1 [68]などが知られている (図 2A)。また損傷後の OPC 活性

化においては iPS細胞へのリプログラミングに必要な山中 4因子 [21]のひとつ、

Sox2 が関与すると言われている  [69, 70]。Sox2 は神経系前駆細胞  (neural 

progenitor cells, NPC)マーカーとしてよく知られている [71]が、発生期及び成体

中枢神経系の OPC にも発現し、脊髄損傷後の活性化した OPC でその発現が増加

することが報告されている (図 2A) [69, 70, 72, 73]。 

OL 発生を制御する細胞内因性制御因子として転写因子以外にエピジェネテ

ィック因子による制御が知られている [58-60]。エピジェネティクスは「DNA塩
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基配列変化によらない後天的な遺伝子発現を制御・伝達するシステム及びその

学術分野」と一般的に定義され、主なエピジェネティックな制御メカニズムと

して、様々なヒストンの翻訳後修飾 (メチル化、アセチル化、リン酸化、ユビキ

チン化、SUMO 化)や DNA メチル化、クロマチンリモデリングなどが知られて

いる [74]。エピジェネティックな制御は細胞の発生・分化の過程や、生体恒常

性維持に必須のものであるが、その制御メカニズムの異常は、癌や神経変性疾

患などの病態と関連することも知られている [75, 76]。近年では主に癌治療領域

等においてエピジェネティック創薬の臨床応用に関する研究が進んでおり、主

なものでは DNAメチル化酵素 (DNA methyltransferase, DNMT)阻害剤、ヒストン

脱アセチル化酵素  (histone deacetylase, HDAC)阻害剤、ブロモドメイン 

(bromodomain, BRD)阻害剤などの癌治療での臨床治験が進められている [77]。

脊髄損傷治療においてもエピジェネティック因子を利用した治療法開発に関す

る基礎研究報告が散見される [78-80]。以上のことから脊髄損傷後の再髄鞘化を

制御するエピジェネティック因子は、脊髄損傷治療の新たな創薬標的分子とな

り得る可能性があると考えられる。 

OL 発生に関与するエピジェネティック因子 (図 2B)としてはヒストン修飾酵

素としてHDAC1及び 2がOL分化を制御するという報告 [69, 81, 82]や、HDAC3 
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図 2 OL 発生を制御する転写因子及びエピジェネティック因子 

A : OL発生を制御する転写因子 Olig2, Sox10, Sox2 の OL系譜細胞における 

発現パターン模式図。  

B : OL発生を制御するエピジェネティック因子の模式図。 
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が OLの細胞系譜維持に働くという報告 [83]、Sirtuin 1 が OPC 増殖を制御する

という報告がある [84, 85]。またヒストンメチル化酵素では Ezh2 及び Ehmt2、

Suv39h1 が OL 発生を制御することが示されている [86-88]。ヒストン修飾に加

えて DNA メチル化では DNMT1 が OPC 発生や分化に関与するという報告や

DNA脱メチル化酵素の ten-eleven translocation (TET)ファミリー分子がOL分化に

必要であるなどの報告がある [89, 90]。 

エピジェネティックな制御には上記ヒストン修飾やDNAメチル化以外にクロ

マチンリモデリング因子による制御がある。クロマチンリモデリング因子は

9~12個のサブユニットからなる巨大な複合体を形成し、ATPaseドメインによっ

て産生される ATP 加水分解エネルギーを利用して、ヌクレオソーム上での DNA

のスライド  (nucleosome sliding)、DNA とヒストン分子の解離  (nucleosome 

unwrapping)、ヒストン分子の除去 (histone eviction)、ヒストンバリアントの置換 

(exchange of histone variants)などにより、ヌクレオソーム内の DNA への

accessibilityが変化することで、遺伝子発現を調節している [91] (図 3A)。クロマ

チンリモデリング因子は、触媒サブユニットの違いにより、SWI/SNF、ISWI、

INO80、CHDの 4つのサブファミリーに大別されている [92, 93] (図 3B)。クロ

マチンリモデリング因子による制御は神経系の発生に必須であるとされており  



21 

 

 

 

図 3 クロマチンリモデリング因子 

A :クロマチンリモデリング因子による DNAへの accessibility制御メカニズムの

概要図。 

B : クロマチンリモデリング因子のサブファミリータンパク質模式図。(文献番

号 [91] Xu et al., 2013より抜粋)  

C : CHDファミリー分子のタンパク質模式図。(文献番号 [98] Hall and Georgel, 

2007より抜粋) 
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[94]、近年では SWI/SNF複合体の 1つである Brg1 が OL分化、成熟に必要であ

ることが報告された [95-97]。 

クロマチンリモデリング因子のサブファミリーのひとつ、Chromodomain 

Helicase DNA-binding protein (CHD)ファミリーは Chd1から Chd9の 9種類が存在

する [98] (図 3C)。そのうちのひとつ、Chd7 は 38 エクソンで構成される全長 188 

kb の分子であり、そのヘテロ接合体変異が先天性多発奇形症候群のひとつであ

る CHARGE 症候群の発症に関与するとされている [99, 100]。CHARGE 症候群

は出生児 10000人に 1 人程度に発症する比較的稀な疾患で、虹彩欠損 (coloboma 

of the eye)、心奇形 (heart defects)、後鼻孔閉鎖 (atresia of the choanae)、成長障害・

発達遅滞  (retardation of growth and development)、性腺発育異常  (genital 

abnormalities)、耳介奇形 (ear abnormalities)の主徴候の頭文字の組み合わせにより

命名されている [99, 100] (図 4A)。CHARGE症候群患者は顔面神経麻痺などの神

経系異常 (図 4A-e)の他に、MRIによる検討では髄鞘が豊富な白質の形成異常を

示すことが報告されている [101] (図 4B)。 

Chd7 は転写因子と複合体を形成し、active histone mark (H3K4 メチル化や

H3K27アセチル化など)のエンハンサー領域や転写開始点近傍領域にリクルート

され結合し、クロマチン構造のリモデリングを起こすことで遺伝子発現を調節 
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図 4 CHARGE 症候群 

A : CHARGE症候群患者で認められる徴候。a: 虹彩欠損、b: 後鼻孔閉鎖、c: 耳

介奇形、d: 三半規管の低形成、e: 顔面神経麻痺。(文献番号 [100] Bergman et al., 

2011より抜粋、改変) 

B : CHARGE 症候群患者 (3歳男児、Chd7 nonsense truncation mutation あり)と同

年齢健常児の脳MRI T2 強調画像水平断。a: 大脳皮質レベル。左: 健常児, *は正

常白質部を示す。右: CHARGE 症候群患者、矢頭は白質低形成により脳脊髄液範

囲が拡大していることを示す。 b: 脳幹部、小脳レベル。左: 健常児、 右: 

CHARGE症候群患者。矢印は白質構造を示し、CHARGE症候群患者では形成異

常が認められる。(文献番号 [101] He et al., 2016 より抜粋、改変)  
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している [102, 103]。Chd7 ノックアウトマウスに関する報告では、Chd7 ホモ接

合体ノックアウトマウスが E10.5で胎生致死となり、ヘテロ接合体ノックアウト

マウスでは CHARGE 症候群と類似した表現型を示すことが報告されており 

[104, 105]、また神経堤細胞特異的 (Wnt1-Cre)や神経外胚葉特異的 (Foxg1-Cre) 

Chd7 コンディショナルノックアウトマウスが、頭蓋顔面骨格形成異常の表現型

を示すことが報告されている [106, 107]。神経系においては神経幹細胞の増殖、

静止状態の維持、ニューロン新生を制御することや [108-113]、NPC において

Chd7は Sox2と協調して標的遺伝子発現を制御することが報告されている [114]。

またごく近年において、Olig1-Creマウスを用いた解析で、Chd7 は Sox10 と協調

して OL分化及び髄鞘化を制御していることが報告された [101]。しかしながら、

脊髄損傷後のOPC活性化における Chd7の役割は充分に明らかにされていない。 

そこで本研究では脊髄損傷治療の新たな創薬標的分子として Chd7 に着目し、

脊髄損傷後の OPC の活性化における役割について解析することとした。 
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4. 実験材料および方法 

4-1. 動物 

Chd7flox/flox マウス (EMMA ID, EM:04817)は EMMA mouse repositoryより購入

した。PDGFRα-CreER マウス [47] (ストック番号 018280)は Jackson Laboratory

より購入した。CAG-CAT-EGFP マウス [115]は宮崎 純一教授 (大阪大学)より供

与頂いた。これら遺伝子改変マウスは C57BL/6J 系統マウスとして維持した。マ

ウスの遺伝子型の同定 (Genotyping)は以下の通り行った。離乳期の生後 21 日か

ら 28日の間に、尾を約 0.5 cm 切断した。尾断片に 50 mM NaOH (Wako)を加え

て 95℃で 10分加熱処理後、1 M Tris-HCl (pH 8.0)を加えることによりゲノムDNA

を抽出、以下のプライマーを用いて PCR を行った。1%アガロースゲル電気泳動

により PCR 産物を確認し、遺伝子型を同定した。 

Chd7flox/flox ; Forward (wild, mutant); 5'-TGCAGATGGGACGTTTTCAG-3' 

Reverse (wild); 5'-CTGCAAGAACACAGGGCAAG-3' 

Reverse (mutant); 5'-TCGTGGTATCGTTATGCGCC-3' 

PDGFRα-CreER; Forward; 5'-TCAGCCTTAAGCTGGGACAT-3' 

Reverse; 5'-ATGTTTAGCTGGCCCAAATG-3' 

EGFP; Forward; 5'-CCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGC-3' 
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Reverse; 5'-CGGCGAGCTGCACGCTGCGTCCTC-3' 

PCR 条件 

1. 95℃（3 min） 

2. 95℃（15 sec）, 60℃（15 sec）, 72℃（15 sec）× 35 cycles 

3. 72℃（10 min） 

8 ~ 10 週齢 C57BL/6J 雄雌マウス及び ICR 妊娠マウスはオリエンタル酵母工業

株式会社より購入した。飼育ケージ内の移動は自由とし、飼料及び飲料水は常

時摂取可能な状態で、12 時間ごとの明暗サイクルで飼育した。全ての動物実験

は「動物の保護及び管理に関する法律」、「動物実験の飼養及び保管などに関す

る基準（総理府告示）」、「東京大学医学部動物実験指針」および「国立障害者リ

ハビリテーションセンター動物実験指針」に従って行った。 

 

4-2. マウス圧挫脊髄損傷モデルの作成 

メデトミジン (0.3 mg/kg)、ミダゾラム (4 mg/kg)、ブトルファノール (5 mg/kg)

の 3 種混合麻酔薬をマウスに腹腔内注射し、全身麻酔をかけた。背部を剃毛し

た後、皮膚切開し、皮下脂肪および傍脊柱筋を正中より分けて第 8 胸椎から第
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10 胸椎部の椎弓を露出し、第 9 胸椎の椎弓切除を行い、脊髄を露出させた。第

8 胸椎及び第 10 胸椎を攝子固定し、コンピューター制御下に圧挫脊髄損傷モデ

ルを作成する専用のデバイス(Infinite Horizons Impactor, Precision Systems and 

Instrumentation, Fairfax Station, VA) を用いて 60 kdyn の力で脊髄に圧挫損傷を加

えた。皮膚を縫合し、麻酔からの早期覚醒のためメデトミジンの拮抗薬である

アチパメゾール (0.3 mg/kg)を腹腔内投与し、元のケージに戻した。その後ケー

ジ内で健康状態及び動作、膀胱炎や創感染、麻痺した肢部の自食の有無などを

毎日確認し、尿閉による膀胱炎予防目的に脊髄損傷後 1 週間は 1 日 2 回、1 週

以降は必要に応じて 1 日 1 回の用手的膀胱圧迫による排尿補助を行った。創部

感染や膀胱炎を発症したマウスは解析から除外した。 

 

4-3. 行動学的解析 

Basso Mouse Scale (BMS)による 9点満点 (後肢の完全麻痺が 0点、正常運動が

9点)の scoringで脊髄損傷後のマウス後肢運動機能を評価した。原著論文に沿っ

て、マウスの運動は open field での自由歩行とし、少なくとも 5分間観察を行っ

た [116]。 
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BMS スコア 

0点: 足関節が動かない 

1点: わずかに足関節が動く (可動域の 50%未満) 

2点: 広く足関節が動く (可動域の 50％以上) 

3点: 足底が接地する または足背でステップを踏むことがある 

4点: しばしば足底でステップを踏み、体幹支持が可能である (前進時の 50%未

満) 

5点: ほぼ足底でステップを踏み (前進時の 50％以上)、四肢の協調運動がない 

6点: 四肢の協調運動はたまにあり (50%未満)、後肢は接地時に体と平行になる

が、離地時には外旋 

7点: 四肢の協調運動は多く見られ (50%以上)、後肢は接地時に体と平行となり、

体幹が非常に不安定 

8点: 後肢は接地時、離地時ともに体と平行で、体幹はやや不安定で、尾部が接

地することがある 

9点: 体幹は安定し、尾部が常時浮いている 
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4-4. タモキシフェン及び BrdU投与 

タモキシフェン (Sigma-Aldrich)は sunflower seed oil (Sigma-Aldrich)で20 mg/ml

の濃度で溶解し、成体マウスに対しては 50 μg/gで 5日間連続、腹腔内投与した。

圧挫脊髄損傷モデルマウスでは脊髄損傷後 3 日目に、5-bromo-2’-deoxyuridine 

(BrdU, 50 mg/kg)を 2 時間おきに 4回腹腔内投与、最終投与 2時間後に脊髄サン

プルを採取した。正常成体マウスでの解析では、BrdU (1 mg/ml)及び 1% ショ糖

含有滅菌蒸留水の飲水 (2日ごとに飲料水を交換)とBrdU腹腔内投与 (50 mg/kg)

を 8 日間実施し、最終腹腔内投与 2 時間後に脊髄サンプルを採取した。発生期

脊髄の解析においては、E13.5で妊娠マウスにタモキシフェン (80 μg/g)を腹腔内

投与し、E15.5で妊娠マウスに BrdU (50 mg/kg)を腹腔内投与後 2 時間で胎仔脊髄

サンプルを採取した。 

 

4-5. 脊髄サンプル採取と免疫組織及び細胞化学染色 

ペントバルビタール (50 mg/kg)で深麻酔したマウスを 1x phosphate buffered 

saline (PBS, NaCl, KCl, Na2HPO4・12H2O, KH2PO4)及び 4% paraformaldehyde (PFA, 

TAAB Laboratories Equipment)で還流固定した。成体マウス脊髄採取後は 4% PFA
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に 4℃で overnight 浸漬固定、胎仔脊髄採取後は 4% PFAに 4℃で 10時間浸漬固

定した。その後 20% ショ糖液に overnight、さらに 30% ショ糖液に overnight 4℃

にて浸漬し、最終的に凍結切片作成用包埋剤  OCT compound (SAKURA 

FINETEK)で包埋、試料凍結器 (東京理科器械社)を用いて急速凍結した。凍結標

本の冠状断切片は、クライオスタット Leica CM3050S (Leica Microsystems)で成

体脊髄は 16 μm 厚に、胎仔脊髄は 14 μm 厚のスライスで作成した。切片は 4% 

Donkey Serum (Millipore)含有 TBS/T (Tween 0.01%)で、2時間室温にてブロッキ

ングした後、1 次抗体を室温で overnight、2 次抗体は室温で 2 時間反応させた。

BrdU 染色は BrdU Immunohistochemistry Kit (Exalpha Biologicals)を使用し、

FluoroMyelin Red (ThermoFisher Scientific)染色は製造元の使用説明書に従い、

1:200 の希釈濃度で行った。核染色は Hochest 33342 (Sigma-Aldrich)を用いた。ス

ライドは ProLong Gold 退色防止剤 (ThermoFisher Scientific)を用いてマウントし

た。染色した標本の観察には、BZ-9000 蛍光顕微鏡 (Keyence)を用いた。免疫細

胞化学染色は、培養細胞を 4% PFAで室温 20分固定後、10% fetal bovine serum 

(FBS, Thermo Scientific)で室温 30 分ブロッキングを行った。1次抗体は室温で 3

時間、その後 2 次抗体は室温で 1 時間反応させた。EdU 染色は Click-iT EdU 

Imaging Kit (Thermo Scientific)を用いて行った。 
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4-6. プラスミド及びレトロウイルスの作成 

 レトロウイルスベクター  pcUXIE 及び pMX-IRES-EGFP (pMXIG) [117]は

Hongjun Song教授 (Johns Hopkins University)、北村 俊雄教授 (東京大学)よりそ

れぞれ供与頂いた。プラスミド  pCAG-IRES-EGFP (pCAGIG)は Constance L. 

Cepko 教授 (Harvard University)と松田 孝彦博士 (京都大学) より供与頂いた。

Human Chd7 cDNAは Promega より購入した。Human Sox2、Mouse regulator of cell 

cycle (Rgcc)、Mouse protein kinase Cθ (PKCθ) cDNA は transOMIC Technologies よ

り購入した。Cre及び CreERT2 cDNAは Anjen Chenn 教授 (University of Illinois, 

Addgene plasmid # 26647)と Constance L. Cepko 教授 (Addgene plasmid # 14797)よ

りそれぞれ供与頂いた。これら cDNAは pcUXIE、pMXIG、pCAGIGのそれぞれ

のベクターに組み込んだ。pSIREN-short hairpin (sh) Luc (control shRNA)、 

pSIREN-shChd7 (Chd7 shRNA)、 pSIREN-shSox2 (Sox2 shRNA)、pSIREN-shRgcc 

(Rgcc shRNA)、pSIREN-shPKCθ (PKCθ shRNA)発現レトロウイルスベクターは

Clontech 社の使用説明書に従って作成した。Phosphoglycerate kinase (PGK) 遺伝

子プロモーター制御下に GFP が発現するように、pSIREN shRNA ベクターの

puromycin耐性遺伝子を GFP遺伝子に変換した。用いた shRNA配列は以下の通
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りである。 

Chd7 shRNA #1; 5'-GCTGATGACTGGAAGAAATCG-3' 

Sox2 shRNAs #1; 5'-GACGCTCATGAAGAAGGATAA-3' 

#2; 5'-GCTTAAATTTAGGACCGTTAC-3' 

Rgcc shRNAs #1; 5'-GCGCCACTTCCACTATGAGGA-3'  

#2; 5'-GCAAATCGGCTACTAGAATCT-3' 

PKCθ shRNAs #1; 5'-GCAGTGATCGCCTGTTATAGA-3' 

#2; 5'-GCGACTTAATGTACCACATCC-3' 

全てのウイルスベクター及び pVSV-G は polyethyleneimine (PEI) (Polyscience)に

よるトランスフェクションによりパッケージング細胞であるPlat-GPに導入した。

トランスフェクション 3 日後に培養細胞の上清を採取し、室温で 5 分、3000 回

転で遠心分離した後、0.45 μm 孔径のフィルター (Corning)で濾過して細胞残屑

を除去した。ウイルス溶液を 4℃で 2時間、25000回転の超遠心分離にて濃縮し、

得られたウイルスペレットを Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

(ThermoFisher Scientific)にて再懸濁した。 
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4-7. 培養 OPC とレトロウイルス感染 

 OPC (オリゴスフェア) [118, 119]の培養をいくつかの改変を加えて実施した 

(図 5)。E15.5 マウス胎仔を妊娠マウスより無菌的に取り出し、DMEM/F-12 HAM 

(Sigma-Aldrich)に入れ、解剖用顕微鏡 (Zeiss)下に胎仔前脳を採取した。採取した

前脳組織は低 Ca2+ 高 Mg2+濃度の人工脳脊髄液 (artificial cerebrospinal fluid, 

aCSF) [124 mM NaCl, 5 mM KCl, 3.2 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 

10 mM D-グルコース, 100 units/ml ペニシリン, 100 μg/ml ストレプトマイシン 

(ThermoFisher Scientific)]に 0.05% (w/v) トリプシン (Sigma-Aldrich)、0.67 mg/ml 

ヒアルロニダーゼ (Sigma-Aldrich)、0.1 mg/ml デオキシリボヌクレアーゼ I  

(Roche)を含有した混合液で 37℃10分インキュベートし、細胞を分離した。次に

0.7 mg/ml オボムコイド (Sigma-Aldrich)でトリプシンを中和し、得られた組織懸

濁液をピペッティングで機械的に破砕し、単細胞浮遊液とした。細胞はナイロ

ンメッシュのフィルター  (孔径  40 μm, Corning)で濾過し、DMEM/F-12 

(ThermoFisher Scientific)で 2 回洗浄した後、B-27 サプリメント (ThermoFisher 

Scientific)、FGF2 (20 ng/ml) (Peprotech)、EGF (20 ng/ml) (Roche)及び ヘパリン (2 

μg/ml) (Sigma-Aldrich)を添加した DMEM/F-12で培養した。一次培養スフェアは
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まき直し後 2 日目に細胞分離し、ディッシュに再播種し、B-27 サプリメント, 

FGF2 (10 ng/ml)、PDGF-AA (10 ng/ml) (Peprotech)及び ヘパリン (2 μg/ml)を添加

した DMEM/F-12で培養した。二次培養スフェアは 4日目に細胞分離し、5 x 104 

cells/ml の細胞密度で播種し、B-27サプリメント、FGF2、PDGF-AA、N2 サプリ

メント (ThermoFisher Scientific)添加 DMEM/F-12 で培養した。その後 8日間は隔

日でメディウムの半量を交換し続けた。三次培養スフェア (オリゴスフェア)を

細胞分離し、poly-D-lysine (PDL, 100 μg/ml) (Sigma-Aldrich)でコートした培養ディ

ッシュもしくはガラス製チャンバーに播種、B-27 サプリメント、FGF2、PDGF-AA、

N2サプリメント添加 DMEM/F-12で培養した。培養 OPC にレトロウイルスを 8

時間インキュベートした後、メディウムで洗浄した。感染後 2 日目に培養 OPC

を増殖条件及び分化条件にわけた。増殖条件では 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU, 

4 μM) (ThermoFisher Scientific)を増殖細胞に 2時間取り込ませ標識した。分化条

件では FGF2 及び PDGF-AAを除去して B-27 サプリメント、N2サプリメント及

び triiodothyronine (T3, 40 ng/ml) (Sigma-Aldrich)を添加した DMEM/F-12で 5日間

培養した。培養 OPC に Cre 酵素による組み換えを誘導するため、

4-hydroxytamoxifen (4-OHT, 1 μM) (Sigma-Aldrich)を添加した。 
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図 5 培養 OPC実験の手順模式図 

 

4-8. 細胞培養とトランスフェクション 

 293T細胞 (ATCC)は 10% FBS 添加 DMEM (Wako)にて培養した。細胞に PEI

を用いてトランスフェクションを行い、その 6 時間後にメディウムを交換、48

時間後に細胞を採取した。 

 

4-9. 定量 RT-PCR 

RNAをRNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて抽出精製し、うち1 μgをReverTra Ace 

qPCR RT Kit (TOYOBO)を用いて逆転写した。逆転写により合成された cDNA を

Power SYBR Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific)を用いて Applied 
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Biosystems 7500 Real Time PCR System で Real-time PCR を行った。Internal control 

(内部標準)として Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNAを使

用した。使用したプライマーは以下の通りである。 

mouse Chd7, Forward; 5'-AGAAAAGCCTTGTGCAAAGCC-3' 

Reverse; 5'-CCAGCCGTAAACCAGCAGATT-3' 

mouse Sox2, Forward; 5'-AACGCCTTCATGGTATGGTCC-3',  

Reverse; 5'-GGACAAAAGTTTCCACTCCGC-3' 

mouse PDGFRα, Forward; 5'-CATTTGGAAGCAGAAACCACG-3' 

Reverse; 5'-AGTCGTAAGGCAACTGCATGG-3'  

mouse Myt1, Forward; 5'-TCATCACCCACAGACAGCTGA-3' 

Reverse; 5'-AAGTTGCAATGATCCCCTGG-3' 

mouse CSPG4, Forward; 5'-ATTCCCCATCCACATTGGTG-3' 

Reverse; 5'-AGCCAACTTGCCATGGTGA-3' 

mouse Hes5, Forward; 5'-ACCGCATCAACAGCAGCATAG-3' 

Reverse; 5'-CGAAGGCTTTGCTGTGTTTCA-3' 

mouse Sox9, Forward; 5'-CCAACATTGAGACCTTCGACGT-3'  

Reverse; 5'-ATGCCGTAACTGCCAGTGTAGG-3' 

mouse Id2, Forward; 5'-CCCAGAACAAGAAGGTGACCA-3'  
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Reverse; 5'-TGATGCAGGCTGACGATAGTG-3' 

mouse Sox10, Forward; 5'-TCTCACGACCCCAGTTTGACT-3'  

Reverse; 5'-GCCCCATGTAAGAAAAGGCTG-3' 

mouse Olig2, Forward; 5'-CCACGTCTTCCACCAAGAAAG-3'  

Reverse; 5'-ATCTTGGAGAGCTTGCGCA-3' 

mouse Rgcc, Forward; 5'-TCTCCAACCAACTCCTCTCCA-3'  

Reverse; 5'-TGTCCAGATCGGCAATGAAG-3' 

mouse PKCθ, Forward; 5'-AAATAAATCGGCCGGTCCTC-3'  

Reverse; 5'-TCCCAACATCTTGTGCAGGAT-3' 

mouse GAPDH, Forward; 5'-GCAAAGTGGAGATTGTTGCCAT-3'  

Reverse; 5'-CCTTGACTGTGCCGTTGAATTT-3' 

 

4-10. クロマチン免疫沈降 (chromatin immunoprecipitation, ChIP) 

 OPC は PDL でコートされたディッシュにて B-27 サプリメント、FGF2、

PDGF-AA、N2サプリメント添加 DMEM/F-12で培養した。クロマチン免疫沈降

は ChIP-IT Express Enzymatic Kit (Active Motif)を用いて行った。細胞を 1% ホル

ムアルデヒドで固定し、グリシン添加により架橋反応を停止させた。架橋され
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たクロマチンを 37℃10 分の酵素消化により断片化し、断片化クロマチンに抗

Chd7 抗体 (Abcam, rabbit, 2 μg)、抗 Sox2 抗体 (R&D Systems, goat, 2 μg)、抗

H3K27ac抗体 (Abcam, rabbit, 2 μg)、正常 rabbit IgG抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 

2 μg)もしくは正常 goat IgG 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 2 μg)を加えて 4℃で

overnight インキュベートさせた。Dynabeads Protein G (ThermoFisher Scientific)を

添加した後、混合液を 3 時間ローテーターで攪拌した。抗体結合ビーズを単離

し、低塩濃度溶液 (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl [pH 

8.1], 150 mM NaCl)、高塩濃度溶液 (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 

mM Tris-HCl [pH 8.1], 500 mM NaCl)、LiCl 溶液 (0.25 M LiCl, 1% Nonidet P-40, 

1% sodium deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl [pH 8.1])で洗浄した後、

Tris-EDTA 溶液 (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA)で 2回洗浄した。10 mM 

dithiothreitol、1% SDS、0.1 M NaHCO3含有溶液にてビーズから免疫複合体を溶

出し、その後最終濃度が 0.2 M になるよう NaCl を加え、溶出した免疫複合体を

65℃で overnightインキュベートした。プロテイナーゼ K (ThermoFisher Scientific)

を 45℃で 1時間反応させてタンパク質を除去後、DNAを QIAquick spin column 

(Qiagen)を用いて精製した。得られた DNA は Power SYBR Green PCR Master Mix 

(ThermoFisher Scientific)を用いて Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System
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で Real-time PCR を行った。標的ゲノム DNA量はインプットの DNA量で標準化

した。PCR で用いたプライマーは以下の通りである (それぞれセンス鎖、アン

チセンス鎖を表す)。 

Rgcc遺伝子  

R1; 5'-ACACCGTGTGGTCTGGCCT-3', 5'-TCTCCGGTCTGTGGAACTGC-3' 

R2; 5'-TGGGTGCACTCATCATCAGG-3', 5'-TGCTTTGCCCAGGGTCTTT-3' 

R3; 5'-ACGCTGTGAGCTGCCATGTA-3', 5'-GTCAGAGGACCTGGGTTTGG-3' 

R4; 5'-AAGATGCTGGGCACTATGGC-3', 5'-TTCACCTGTCCTGCACTGGA-3' 

R5; 5'-TTGCGGCTCTTGGCATATC-3', 5'-CAATTAGCAGCGATGATGGCT-3'  

R6; 5'-TTTCCTAGTGGGACAGGCTCC-3', 5'-ACAGCACATGGGATGCTCAC-3' 

PKCθ遺伝子  

R1; 5'-TGTGGCCATTTAAAGATGATGTATG-3',  

5'-CTCCTCAGCAGGCTTCTGGT-3'  

R2; 5'-TCTGGCCTTCCTGTACTGCA-3',  

5'-TCGCGCACTTAATAAAATTACATTTT-3' 
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R3; 5'-CGAAAAGTTGCTGCCGAAAT-3',  

5'-TGATGTTTTGAACTGCTGTAAACTGT-3' 

R4; 5'-TTCAGCTAAGCAAGAAGAGACTGC-3',  

5'-GCCTGAGTGCCAGAAAGGG-3' 

R5; 5'-TGGAGGTGCCAAAGATCAGG-3', 5'-TTGCAAGAGACATTCGGGTG-3' 

R6; 5'-AAGGCTCGCTGATCCCATTA-3', 5'-AAGATCCTTCGAGCGTGCTG-3' 

R7; 5'-AGGTCCTCATTGGGCCTGAT-3', 5'-CCTCAGAAGGCTGGGATTCC-3'  

R8; 5'-TCCATGGAAGCCTTTTGTGC-3', 5'-CCCAACACATGGTGAGCCA-3' 

  

4-11. 共免疫沈降及びウエスタンブロッティング 

トランスフェクションした 293T細胞は細胞溶解液 (50 mM HEPES-NaOH [pH 

7.5], 50 mM NaCl, 0.5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM 

dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5% protease inhibitor cocktail 

(Sigma-Aldrich), 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, and 20 mM β-glycerophosphate)で溶解

し、細胞溶解液を 4℃10 分、15000 回転で遠心した。上清に抗 Sox2 抗体 (Santa 
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Cruz Biotechnology, goat)及び抗 Chd7 抗体 (Cell Signaling Technology, rabbit)を加

え 4℃で overnight インキュベートした。Dynabeads Protein G (ThermoFisher 

Scientific)を添加した後、混合液を 3 時間ローテーターで攪拌した。免疫沈降物

を細胞溶解液にて 4 回洗浄し、抗 Chd7 抗体 (Cell Signaling Technology, rabbit, 

1:1000)及び抗 Sox2 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, goat, 1:200)を用いてウエスタ

ンブロッティングを行った。バンドの検出には secondary horseradish peroxidase

結合抗体 (Promega, rabbit, 1:4000; Promega, goat, 1:5000)及び Chemi-Lumi One 

(Nacalai Tesque) もしくは ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE 

Healthcare)を用いた。内在性の Chd7 及び Sox2 の免疫沈降では、オリゴスフェア

に 2 mM の架橋剤 dithiobis succinimidyl propionate (DSP) (ThermoFisher Scientific)

を加えて 4℃2時間インキュベートし、室温で 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)を添加し

て架橋反応を停止させた。免疫沈降は Nuclear Complex Co-IP Kit (Active Motif)

を用いて行った。 

 

4-12. Proximity ligation assay (PLA) 

 OPC は PDL でコートされたディッシュにて B-27 サプリメント、FGF2、

PDGF-AA、N2サプリメント添加 DMEM/F-12で培養した。PLAは Duolink in situ 
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red starter kit (Sigma-Aldrich)を用いて行った。細胞を 4% PFAで室温 20分固定し、

ブロッキング溶液 (Sigma-Aldrich)で 37℃30 分インキュベートした。細胞に抗

Sox2 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, goat, 1:200)、抗 Chd7 抗体 (OriGene, rabbit, 

1:500)、正常 rabbit IgG 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 1:400)、正常 goat IgG 抗

体 (Santa Cruz Biotechnology, 1:400) を 37℃3 時間インキュベートし、オリゴヌク

レオチド標識二次抗体(Sigma-Aldrich, PLA probe anti-rabbit PLUS, DUO92002; 

PLA probe anti-goat MINUS, DUO92006)を 37℃1 時間インキュベート、ライゲー

ション酵素を 37℃30分添加した後、Amplification-Polymerase solution で 37℃100

分インキュベートした。スライドは DAPI (Sigma-Aldrich)含有 mounting medium

でマウントした。 

 

4-13. マイクロアレイ解析 

E15.5 胎仔由来培養 OPC に control 及び Chd7 ノックダウンレトロウイルスを

感染させ、感染後 3日で細胞を回収した。RNAを RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用

いて抽出精製した。マイクロアレイ解析は 3D-Gene Mouse Oligo chip 24k (Toray 

Industries)を用いて行った。マイクロアレイ解析データは Gene Expression 

Omnibus (GEO) database (accession number GSE95347)に登録した。Gene ontology 
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(GO)解析は ToppFun (ToppGene Suite; https://toppgene.cchmc.org)を用いて行った。 

 

4-14. 抗体及び希釈濃度 

 用いた抗体及び希釈濃度は以下の通りである。抗 Chd7 抗体 (Abcam, rabbit, 

1:500; Origene, rabbit, 1:500; Abcam, goat, 1:200; Santa Cruz Biotechnology, mouse, 

1:200)、抗 Olig2抗体 (Millipore, rabbit, 1:1000; Millipore, mouse, 1:500)、抗 Sox10

抗体 (Santa Cruz Biotechnology, goat, 1:500; Abcam, mouse, 1:5000)、抗 Sox2 抗体 

(Santa Cruz Biotechnology, goat, 1:200)、抗 CC1抗体 (Millipore, mouse, 1:500)、抗

GSTπ 抗体 (BD Biosciences, mouse, 1:1000)、抗 GFAP 抗体 (Millipore, mouse, 

1:1000; Millipore, rabbit, 1:1000; Abcam, chicken, 1:2000)、抗 NG2抗体 (Millipore, 

rabbit, 1:200)、抗 PDGFR抗体  (BD Biosciences, rat, 1:200)、抗 MAG 抗体 

(Millipore, mouse, 1:400)、抗 NFIA抗体 (Sigma-Aldrich, rabbit, 1:200)、抗 MBP 抗

体 (Bio-Rad, rat, 1:200)、抗 GalC 抗体  (Millipore, mouse, 1:500)、抗 Ki67 抗体 

(Abcam, rabbit, 1:1000)、抗 cleaved caspase 3 抗体 (Cell Signaling Technology, rabbit, 

1:1000)、抗 Rgcc 抗体 (Sigma-Aldrich, rabbit, 1:200)、抗 PKCθ 抗体 (Abcam, rabbit, 

1:200)、抗 NeuN 抗体  (Millipore, mouse, 1:200)、抗Ⅲ-tubulin (TuJ1) 抗体 

(Covance, MMS-435P, mouse, 1:5000)、抗 GFP 抗体 (MBL, rabbit, 1:2000; Abcam, 

https://toppgene.cchmc.org/
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chicken, 1:2000)。二次抗体は Alexa Fluor 350, 488, 568, 594, 633, 647 標識抗体 

(ThermoFisher Scientific, 1:400)を用いた。本論文で用いた各細胞種のマーカーは

表 1の通りである。 

 

表 1 本論文で用いた各細胞種のマーカー一覧 

 

4-15. 実験結果の解析手法及び統計学的解析法 

正常脊髄の免疫組織化学染色による解析では E12.5、E14.5、E16.5、E18.5 の

胎仔及び 8～10 週齢の成体雌マウスを用いた。胎仔、成体正常脊髄では最低 3

ヵ所の冠状断切片で細胞数のカウントを行った。OPC 特異的 Chd7ノックアウト
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マウスの解析では、8～10 週齢の成体雌及び雄マウスと、E15.5 の胎仔マウスを

用いた。損傷脊髄では、損傷中心から頭側及び尾側 600 μm の範囲で、1 サンプ

ルあたり最低 3ヶ所の冠状断切片で細胞数をカウントした。培養 OPC による解

析は、最低 3 回の独立した実験を行って評価した。それぞれの定量解析の結果

は平均値 ± 標準偏差（s.d.）として表記し、有意差の検定には Student’s t 検定を

行った。BMS スコアによる行動学的評価では、後肢の体幹支持を正確に評価す

るため、外性器が目立たない成体雌マウスのみで行った。BMS スコアの結果は

中央値 ± 標準誤差 (s.e.m)として表記し、有意差の検定には Mann-Whitney U 検

定を用いた。p < 0.05を有意差ありとした。 
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5. 結果 

5-1. Chd7 は発生期及び成体正常脊髄の OL系譜細胞に発現する 

 まずマウス正常脊髄における Chd7 の発現パターンを解析した。E12.5 から

E18.5の発生期脊髄において、Olig2+または Sox10+ OL系譜細胞 (OPC と成熟 OL

を含むOL系譜に運命づけられた細胞)の多くで Chd7が発現していた (図 6A, B)。

成体脊髄では白質 (white matter, WM)及び灰白質 (gray matter, GM)の Olig2+また

はSox10+ OL系譜細胞及びSox2+ 細胞においてChd7が発現していた (図 7A, B)。

過去の報告 [101]に一致して、CC1+または GSTπ+ 成熟 OLに Chd7 が発現してい

た (図 7A, B)。OPC における Chd7 発現を調べるため、PDGFRα-CreER マウス

と CAG-CAT-EGFP マウスを交配させ、PDGFRα-CreER;CAG-CAT-EGFP マウス

を作製した [47, 115] (図 8)。同マウスはタモキシフェン投与により PDGFRα遺

伝子プロモーター制御下に GFP が発現することで、PDGFRα+ OPC を特異的に標

識するレポーターマウスである。成体脊髄 WM 及び GM の PDGFRα-GFP+ OPC

の多くで Chd7 が発現しており、その Chd7 発現レベルは CC1+ 成熟 OLよりわ

ずかに低かった (図 7A-C)。OLと異なるもうひとつのグリア細胞である、GFAP+ 

アストロサイトではChd7発現はごくわずかであった (図 7D)。また成体脊髄GM

では NeuN+ ニューロンに Chd7 発現を認めていた (図 7E)。以上の結果から、発 
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図 6 マウス発生期脊髄において Chd7は OL 系譜細胞に発現する 

A : E12.5、E14.5、E16.5、E18.5発生期脊髄における Chd7 と Olig2、Sox10 との

免疫組織化学 2重染色像。上の弱拡大像のボックス範囲を下の強拡大像に示す。

Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、強拡大像: 50 μm。 

B : 写真 Aの各マーカー陽性細胞での Chd7+ 細胞の割合を定量。平均値 ± 標準

偏差（s.d.）で示す (n= 3)。 
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図 7 マウス成体正常脊髄において Chd7 は OL 系譜細胞に発現する 

A : 成体脊髄白質 (上列)及び灰白質 (下列)における Chd7 と Olig2、Sox10、

PDGFRα-GFP、Sox2、CC1、GSTπのそれぞれのマーカーとの免疫組織化学 2重

染色像。矢印は 2重陽性細胞。Scale bar; 50 μm。 

B : 写真 Aの各マーカー陽性細胞での Chd7+ 細胞の割合を定量。平均値 ± 標準

偏差（s.d.）で示す (n= 3)。WM; white matter、GM; gray matter。 

C : 成体正常脊髄での Chd7+ PDGFRα-GFP+ CC1－  細胞  (矢印 )及び Chd7+ 

PDGFRα-GFP－ CC1+ 細胞 (矢頭)。Scale bar; 50 μm。 

D : 成体正常脊髄での Chd7+ GFAP－ CC1+ 細胞 (矢印)及び Chd7－ GFAP+ CC1－ 

細胞 (矢頭)。Scale bar; 50 μm 

E : 成体正常脊髄灰白質での Chd7 と NeuN との免疫組織化学 2重染色像。矢印

は 2重陽性細胞。Scale bar; 50 μm。 
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図 8   PDGFRα-CreER;CAG-CAT-EGFP マウス  (Control マウス )及び

PDGFRα-CreER;Chd7flox/flox;CAG-CAT-EGFP マウス (Chd7 cKO マウス)の作製

模式図 

Tx; tamoxifen、Ex; exon。 
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生期及び成体正常脊髄の OL 系譜細胞に Chd7 が発現していることがわかった。

また成体正常脊髄では、成熟 OL 同様、OPC に Chd7 が発現していることがわ

かった。 

次に培養 OPC (図 9A)における Chd7 発現を解析した。FGF2 及び PDGF-AA存

在下 (増殖条件)で培養した OPC の大多数が OL 系譜細胞マーカーの Olig2 

(95.7%)、OPC マーカーの NG2 (82.6%)、PDGFRα (70.6%)を発現していた (図 9B, 

C)。OPC は in vitro において、OL及びアストロサイトに分化することが報告さ

れている [120]。これに一致して、本研究の培養 OPC では少数の GFAP+ アスト

ロサイトが含まれていた (図 9B, C)。一方で TuJ1+ ニューロンはほとんど認めら

れなかった (図 9B, C)。Olig2+、NG2+、PDGFRα+ OPC のほとんどで Chd7 が発

現している (図 10A, B)一方で、GFAP+ アストロサイトでの Chd7 発現は低かっ

た (図 10C)。成熟 OLでの Chd7 発現を調べるため、培養 OPC を FGF2、PDGF-AA

除去、T3存在下 (分化条件)で 5日間培養し、分化誘導をかけた。GalC+、MAG+、 

MBP+ 成熟OLやOlig2+、 Sox10+ OL系譜細胞でChd7が発現していた (図 10D, E)。

また in vivo同様、PDGFRα+ OPC での Chd7発現レベルは GalC+またはMAG+ 成

熟 OLよりやや低かった (図 10F)。以上の in vitro での発現パターンから、Chd7

が OPC 及び分化した成熟 OLに発現していることがわかった。 
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図 9 培養 OPCの多くは OL 系譜細胞である 

A : E15.5 マウス胎仔前脳由来の OPC を増殖条件で培養。左写真: オリゴスフェ

アの位相差観察像。右写真: PDL コートしたディッシュ上の培養 OPC の位相差

観察像。Scale bars; 100 μm (左写真)、50 μm (右写真)。 

B : 培養 OPC に GFP 発現レトロウイルスを感染させ増殖条件で培養し、感染 3

日後に GFP と Olig2、NG2、PDGFRα、Sox10、TuJ1、GFAP のそれぞれのマーカ

ーで免疫細胞化学 2重染色した。矢印は 2重陽性細胞。Scale bar; 25 μm。 

C : 全 GFP+ 細胞あたりの各マーカー陽性細胞の割合を定量。平均値 ± 標準偏

差（s.d.）で示す (n = 3)。 
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図 10 培養 OPCにおいて Chd7 は OPC及び OL系譜細胞に発現する 

A : 培養 OPC を増殖条件で培養。Chd7 と Olig2、NG2、PDGFRα、Sox10、Sox2

のそれぞれのマーカーとの免疫細胞化学 2重染色像。 

B : 写真 Aの各マーカー陽性細胞での Chd7+ 細胞の割合を定量。 

C : 培養OPCにおけるChd7low GFAP+ 細胞 (矢印)とChd7high GFAP－ 細胞 (矢頭)。 

D : 培養 OPC を 5日間分化条件で培養。Chd7と GalC、MAG、MBP、Olig2、Sox10

のそれぞれのマーカーとの免疫細胞化学 2重染色像。 

E : 写真 Dの各マーカー陽性細胞での Chd7+ 細胞の割合を定量。 

F : 培養OPCでの Chd7+ PDGFRα+ GalC－ 細胞 (矢印)及び Chd7+ PDGFRα－ GalC+ 

細胞 (矢頭)。 

(A, D) 矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 25 μm (A, C, D, F)。 

(B, E) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3)。 
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5-2. 脊髄損傷後急性期の活性化 OPCに Chd7 と Sox2 が共発現する 

Sox2 は発生期及び成体中枢神経系の OPC に発現し、脊髄損傷後の活性化した

OPC でその発現が上昇することが知られている [69, 70, 72, 73]。そこで成体正常

脊髄及び培養 OPC での Sox2 発現パターンについて解析した。成体脊髄 WM 及

び GM の Sox10+ OL 系譜細胞及び、PDGFRα-GFP+ または NG2+ OPC の一部で

Sox2 が発現していたが、CC1+ または GSTπ+ OL には発現を認めなかった (図

11A)。一方で、成体脊髄の GFAP+ アストロサイトのほとんどで Sox2 が発現し

ていた (図 11A)。アストロサイトのほとんどが Sox2を発現している一方で Chd7

の発現は低いため、少なくとも Sox2+ Chd7+ 細胞の一部は OPC と考えられた。

実際に成体正常脊髄の PDGFRα+ OPC では Sox2 と Chd7 が共発現していた (図

11B)。またアストロサイトを含むグリア細胞発生制御に関わる転写因子である

NF1A の発現解析では、成体脊髄の OPC で Sox10 と共発現していた (図 11C)。

培養 OPC では増殖条件において、Sox10+、Olig2+ OL系譜細胞や PDGFRα+、NG2+ 

OPC の多くで Sox2 が発現していた (図 12A, B)。分化条件において、PDGFRα+、

NG2+ OPC では引き続き Sox2 を発現していたが、GalC+、MBP+、MAG+ 成熟 OL

のほとんどで Sox2 発現が消失していた (図 12C, D)。このことから、OPC では

Sox2 発現を多く認めるが、OPC から成熟 OLへの分化過程でその発現レベルが 
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図 11 マウス成体正常脊髄において Sox2は OPCとアストロサイトで発現する 

A : 脊髄白質及び灰白質における Sox2 と Sox10、PDGFRα-GFP、NG2、CC1、

GSTπ、GFAP のそれぞれのマーカーとの免疫組織化学 2 重染色像。矢印は 2 重

陽性細胞。 

B : 成体脊髄における Chd7、PDGFRα、Sox2 の免疫組織化学 3重染色像。矢印

は 3重陽性細胞。 

C : 成体脊髄における Sox10、PDGFRα、NF1A の免疫組織化学 3 重染色像。矢

印は 3重陽性細胞を示す。 

Scale bars; 50 μm (A - C)。 
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図 12 培養 OPCにおいて Sox2は OPCとアストロサイトで発現する 

A : 培養 OPC を増殖条件で培養。Sox2 と Sox10、Olig2、PDGFRα、NG2、GFAP

のそれぞれのマーカーとの免疫細胞化学 2重染色像。 

B : 写真 Aの各マーカー陽性細胞での Sox2+ 細胞の割合を定量。 

C : 培養 OPC を 5日間分化条件で培養。Sox2と Sox10、Olig2、PDGFRα、NG2、

GalC、MBP、MAG、GFAP のそれぞれのマーカーとの免疫細胞化学 2重染色像。 

D : 写真 C の各マーカー陽性細胞での Sox2+ 細胞の割合を定量。 

(A, C) 矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 25 μm (A, C)。 

(B, D) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3)。 
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減少することがわかった。さらに増殖条件において Sox2+ 細胞の多くで Chd7 が

発現していた (図 10A, B)ことから in vitro において Sox2 と Chd7が OPC で共発

現していることがわかった。  

増殖している培養 OPC で Chd7 と Sox2 が共発現していたことから、脊髄損傷

後に活性化、増殖する Sox2+ OPC [73]で Chd7 が発現している可能性が考えられ

た。このことを検証するため、OPC 特異的レポーターマウスである

PDGFRα-CreER;CAG-CAT-EGFPマウス [47, 115] (図 8)で圧挫脊髄損傷モデルを

作成して解析を行うこととした。1日 1回のタモキシフェン腹腔内投与 (50 μg/g)

を 5 日間連続で行い、最後のタモキシフェン投与 3 日後に圧挫脊髄損傷モデル

を作成し、脊髄損傷後 3日 (3 days post injury, 3 dpi)で GFP+ 細胞の表現型を解析

した (図 13)。成体正常脊髄では OPC のごく少数で増殖マーカーである Ki67 及

び Sox2 が共発現していた (図 14A, B)ことから、正常状態では OPC の多くが静

止状態か、もしくは一部が非増殖性の成熟 OL に分化していることが示された。

成体正常脊髄では Sox2+ / GFP+ 細胞の割合は Ki67+ Sox2+ / GFP+ 細胞の割合より

も多く (図 14B)、過去の報告 [72]にあるように、細胞周期停止後の OL 系譜細

胞においても Sox2 発現が残っていることが示唆された。3 dpi の損傷脊髄におい

て、GFP+ 細胞が顕著に増加し、細胞体の肥大や突起数の増加などの形態的変化 
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図 13 脊髄損傷実験計画の模式図 (図 14, 16-19) 

タモキシフェン投与を 5日間連続で行い (青矢印)、最終タモキシフェン投与後 3

日に圧挫脊髄損傷モデルを作成 (赤矢印)し、3 dpi で BrdUを投与した (緑矢印)。

損傷脊髄は 3 dpi と 42 dpi で解析した。dpi: days post injury。  
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図 14 脊髄損傷後の活性化 OPCに Chd7 と Sox2 が共発現する 

A : PDGFRα-CreER;CAG-CAT-EGFPマウス正常脊髄 (Intact)及び損傷後 3 日脊髄 

(3 dpi)における GFP、Ki67、Sox2 の免疫組織化学 3重染色像。 

B : 写真AのGFP+ 細胞におけるKi67+ Sox2+ 細胞及びSox2+ 細胞の割合の定量。 

C : PDGFRα-CreER;CAG-CAT-EGFPマウス正常脊髄 (Intact)及び損傷後 3 日脊髄 

(3 dpi)における GFP、Chd7、Sox2 の免疫組織化学 3重染色像。 

D : 写真CのGFP+ 細胞におけるChd7+ 細胞及びChd7+ Sox2+ 細胞の割合の定量。 

(A, C) 写真上の弱拡大像のボックス範囲を下の強拡大像に示す。矢印は 3 重陽

性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像 : 100 μm、強拡大像 : 25 μm (A, C)。           

(B, D) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。 
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を示していた (図 14A)。さらに正常脊髄と比べて、損傷脊髄の GFP+ 細胞では

Ki67及び Sox2 発現の割合が著明に上昇しており(図 14A, B)、このことから脊髄

損傷後の増殖する活性化 OPC において Sox2 発現が増加することがわかった。

さらに損傷脊髄の GFP+ 細胞で、Chd7+ 細胞の割合や Chd7+ Sox2+ 細胞の割合が

正常脊髄と比べて顕著に増加することがわかった (図 14C, D)。これらの結果か

ら、脊髄損傷後の増殖する Sox2+ OPC において Chd7 発現が増加することが示さ

れ、Chd7 が脊髄損傷後の OPC 活性化に関与する可能性が考えられた。  

 

5-3. Chd7 は脊髄損傷後の OPC活性化に必要である 

Chd7 が脊髄損傷後急性期の OPC 活性化を制御している可能性が考えられた

ことから、次に OPC 特異的 Chd7 ノックアウトマウスでの解析を行うこととし

た 。 OPC 特 異 的 に Chd7 を ノ ッ ク ア ウ ト す る た め 、

PDGFRα-CreER;CAG-CAT-EGFP マウスに Chd7flox/flox マウスを交配し、

PDGFRα-CreER;Chd7flox/flox;CAG-CAT-EGFP マウス (Chd7 cKO マウス)を作製し

た (図 8)。タモキシフェン投与後の正常脊髄の免疫組織化学染色により、

PDGFRα-CreER;Chd7+/+;CAG-CAT-EGFP マウス (Control マウス)では GFP+ 細胞

に Chd7 が発現していたが、  Chd7 cKO マウスではその発現を認めず、
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PDGFRα-GFP+ OPC 特異的に Chd7 発現がノックアウトされていることが確認さ

れた (図 15)。本研究の実験条件では、Control マウス正常脊髄で NG2+ OPC の

57.8%が GFP を発現しており、Chd7 cKOマウス正常脊髄の GFP+ 細胞における

Chd7 ノックアウト効率は 89.7%だった。脊髄損傷後の OPC 増殖に対する Chd7

ノックアウトの影響を調べるため、Control 及び Chd7 cKO マウスにタモキシフ

ェン投与後脊髄損傷モデルを作成し、3 dpi で BrdU を投与した後、損傷脊髄を

採取、免疫組織化学染色による解析を行った (図 13)。Chd7 cKO マウスでは

Control マウスと比較して、3 dpi の損傷脊髄での GFP+ 細胞における BrdU の取

り込み及び Ki67+ 増殖細胞の割合が有意に減少し、OPC 増殖が抑制されている

ことがわかった (図 16A - C)。Chd7 cKOマウスと Control マウスでアポトーシス

マーカーである cleaved caspase 3+ 細胞の割合に有意な違いがなかった (図 16D, 

E)ことから、Chd7 cKO マウスでの OPC 増殖抑制の結果は細胞死の増加による

ものではないことが示された。さらに Chd7 cKOマウスでは GFP+ 細胞における

NG2+ OPC や Sox10+ OL系譜細胞の割合が Control と比べて有意に減少している

ことがわかり (図 17A - C)、Chd7 cKO細胞の一部で OL系譜の維持が損なわれ

ていることが示唆された。 
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図 15 Chd7 cKO マウスでの OPC特異的 Chd7 ノックアウトの確認 

PDGFRα-CreER;Chd7+/+;CAG-CAT-EGFP マ ウ ス  (Control マ ウ ス ) 及 び

PDGFRα-CreER;Chd7flox/flox;CAG-CAT-EGFP マウス (Chd7 cKO マウス)にタモキ

シフェン 5 日間連続投与し、最終タモキシフェン投与 3 日後にそれぞれのマウ

ス脊髄を採取、Chd7とGFPの免疫組織化学 2重染色を行った。矢印はChd7+ GFP+ 

細胞、矢頭は Chd7－ GFP+ 細胞を示す。上の弱拡大像のボックス範囲を下の強拡

大像に示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、強拡大像: 25 μm。 
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図 16 Chd7 は脊髄損傷後の OPC増殖に必要である 

A, B : Controlマウス及びChd7 cKOマウスの 3 dpi損傷脊髄におけるGFPとBrdU 

(A)または Ki67 (B)の免疫組織化学 2重染色像。 

C : 写真 A, Bの GFP+ 細胞における BrdU、Ki67 発現の割合の定量。 

D : Control マウス及び Chd7 cKOマウスの 3 dpi 損傷脊髄における GFP、cleaved 

caspase 3 (cl-Casp3)の免疫組織化学 2重染色像。 

E : 写真 Dの GFP+ 細胞における cl-Casp3 発現の割合の定量。 

(A, B, D) 写真上の弱拡大像のボックス範囲を下の強拡大像に示す。矢印は 2重

陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、強拡大像: 25 μm。              

(C, E) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01, ⚹⚹ p < 0.05。

NS: non-significant。 
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図 17  Chd7は脊髄損傷後の OPC系譜維持に必要である 

A, B : Controlマウス及び Chd7 cKOマウスの 3 dpi損傷脊髄におけるGFPとNG2 

(A)または Sox10 (B)の免疫組織化学 2重染色像。写真上の弱拡大像のボックス範

囲を下の強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 

μm、強拡大像: 25 μm。 

C : 写真 Aの GFP+ 細胞における NG2、Sox10 発現の割合の定量。平均値 ± 標

準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。 
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次に脊髄損傷後 42日 (42 dpi)の慢性期損傷脊髄での Control及び Chd7 cKOマ

ウスの表現型を解析した (図 13)。42 dpi の損傷脊髄において、Chd7 cKOマウス

ではGFP+ 細胞におけるGSTπ+ 成熟OLや Sox10+ OL系譜細胞の割合が減少して

おり、損傷後慢性期の OPC から成熟 OL への分化も抑制されていることが示さ

れた (図 18A - C)。また FluoroMyelin による髄鞘染色では、Control マウスに比

べて Chd7 cKOマウスで髄鞘染色陽性面積の割合が有意に減少しており、脊髄損

傷後の再髄鞘化も抑制されていることがわかった (図 19A, B)。Chd7 cKO細胞の

一部が Sox10+ OL系譜細胞ではなかったことから、アストロサイトへの細胞系譜

転換の可能性が考慮された。実際に 42 dpi 損傷脊髄の Chd7 cKO 細胞の一部が

GFAP+ アストロサイトであり、OL系譜からアストロサイトへの系譜転換が示唆

された (図 19C, D)。次に行動学的評価として脊髄損傷後 1週おきに BMS スコア

によるマウス後肢運動機能の評価を行ったところ、Chd7 cKOマウスでは 28 dpi、

35 dpi、42 dpi において有意に BMS スコアが低く、運動機能回復が不良であるこ

とがわかった (図 19E)。以上の結果より Chd7 は脊髄損傷後の OPC 増殖及び系

譜維持、成熟 OLへの分化に必要であり、再髄鞘化による運動機能回復に寄与す

ることがわかった。 
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図 18 Chd7 は脊髄損傷後の成熟 OLへの分化に必要である 

A, B : Control マウス及び Chd7 cKO マウスの 42 dpi 損傷脊髄における GFP と

GSTπ (A)または Sox10 (B)の免疫組織化学 2 重染色像。写真上の弱拡大像のボッ

クス範囲を下の強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大

像: 100 μm、強拡大像: 25 μm。 

C : 写真A, BのGFP+ 細胞におけるGSTπ、Sox10発現の割合の定量。平均値 ± 標

準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01, ⚹⚹ p < 0.05。 
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図 19  Chd7は脊髄損傷後の再髄鞘化や運動機能回復に必要である 

A : 野生型マウス正常脊髄と、Control マウス及び Chd7 cKOマウスの 42 dpi 損傷

脊髄における FluoroMyelin による髄鞘染色像。 

B : 写真 Aの髄鞘染色陽性面積の割合 (髄鞘染色陽性面積 / 全脊髄横断面積)の

定量。 

C : Chd7 cKOマウスの 42 dpi 損傷脊髄における GFP、GFAP、Sox10 の免疫組織

化学 3重染色像。矢頭は GFP+ GFAP－ Sox10+ 細胞、矢印は GFP+ GFAP+ Sox10－ 細

胞を示す。 

D : 写真 C の GFP+ 細胞における GFAP 発現の割合の定量。 

E : Control マウス及び Chd7 cKOマウスの脊髄損傷後 1週おきの BMS スコアに

よるマウス後肢運動機能評価。中央値 ± 標準誤差（s.e.m）で示す (Control: n = 5、

Chd7 cKO: n = 6)。⚹ p < 0.01, ⚹⚹ p < 0.05。 

Scale bars; 100 μm (A)、25 μm (C)。 

(B, D) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹⚹ p < 0.05。 
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5-4. Chd7 は発生期及び成体正常脊髄の OPC増殖、系譜維持に必要である 

 脊髄損傷の病態モデルにおいて Chd7がOPC活性化を制御していたことから、

次に正常脊髄 (発生期及び成体)での OPC 増殖や系譜維持における Chd7 の役割

についても解析した。 

 まず発生期脊髄における OPC 増殖や系譜維持に Chd7 が必要であるかについ

て調べることとした。前述の通り、マウス発生期脊髄において、OPC は E12.5

ごろから腹側の pMNドメインより発生する (図 1) [43-45]。そこで発生期脊髄の

OPC 特異的に Chd7 をノックアウトするため、E13.5で妊娠マウスにタモキシフ

ェン腹腔内投与し、E15.5 で BrdU 投与後に胎仔脊髄を採取し、免疫組織化学染

色で解析した (図 20A)。Chd7 cKOマウスでは Control マウスと比べて BrdU+ 細

胞及び Ki67+ 細胞の割合が有意に減少しており、OPC 増殖が抑制されているこ

とがわかった (図 20B - D)。細胞死に関しては Chd7 cKOマウス及び Control マ

ウス双方で GFP+ 細胞中に cleaved caspase 3+ 細胞は認められなかった (図 21A) 

(Control, 0%, n = 3; Chd7 cKO, 0%, n = 3)。さらに Chd7 cKOマウスでは、PDGFRα+ 

及び NG2+ OPC、Sox10+ OL系譜細胞の割合が減少していた (図 21B, C)。以上の

結果から Chd7 は発生期脊髄における OPC 増殖や系譜維持に必要であることが

示された。 
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図 20 Chd7 は発生期脊髄の OPC増殖に必要である 

A : 発生期脊髄解析における実験計画模式図。E13.5で妊娠マウスにタモキシフ

ェン投与 (青矢印)を行い、E15.5で妊娠マウスに BrdU投与 (緑矢印)後 2 時間で

胎仔脊髄を解析。 

B, C : Control マウス及び Chd7 cKOマウス胎仔脊髄における GFP と BrdU (B)ま

たは Ki67 (C)の免疫組織化学 2重染色像。写真上の弱拡大像のボックス範囲を下

の強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、

強拡大像: 25 μm。 

D : 写真 B, C の GFP+ 細胞における BrdU、Ki67 発現の割合の定量。平均値 ± 標

準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。 
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図 21 Chd7 は発生期脊髄の OPC系譜維持に必要である 

A : Controlマウス及びChd7 cKOマウス胎仔脊髄におけるGFPと cleaved caspase3 

(cl-Casp3)の免疫組織化学 2 重染色像。写真上の弱拡大像のボックス範囲を下の

強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、強

拡大像: 25 μm。Control, 0%, n = 3; Chd7 cKO, 0%, n = 3。 

B : Controlマウス及びChd7 cKOマウス胎仔脊髄におけるGFPと PDGFRα、NG2、

Sox10の免疫組織化学 2重染色像。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bar; 25 μm。 

C : 写真 Bの GFP+ 細胞における PDGFRα、NG2、Sox10 発現の割合の定量。平

均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01、⚹⚹ p < 0.05。 
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次に成体正常脊髄の OPC 増殖や系譜維持における Chd7 ノックアウトの影響

について解析した。タモキシフェンを 5 日間連続投与し、最終投与 3 日後から

BrdU 腹腔内投与及び BrdU 含有飲料水による投与を 8 日間行い、緩徐に増殖す

る OPC を標識した (図 22A)。Chd7 cKOマウスでは発生期脊髄と同様に OPC 増

殖が抑制され (図 22B - D)、OPC 生存には影響が見られず (図 23A, B)、OL系譜

維持が損なわれていた (図 23C, D)。さらにChd7 cKOマウスでは分化したGSTπ+ 

成熟 OL の割合も減少し、一方で一部の GFP+ 細胞が GFAP+ アストロサイトに

系譜転換していることがわかった (図 23E, F)。損傷脊髄での解析結果とあわせ

てまとめると、Chd7 は脊髄損傷などの病態モデルや、発生期及び成体正常モデ

ルにおいて、OPC 増殖や系譜維持を制御していることが明らかとなった。 
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図 22 Chd7 は成体正常脊髄の OPC増殖に必要である 

A : 成体正常脊髄解析における実験計画模式図。Control マウス、Chd7 cKOマウ

スに 5 日間連続タモキシフェン投与 (青矢印)し、最終タモキシフェン投与 3 日

後からBrdU腹腔内注射 (緑矢印)及びBrdU含有飲料水投与 (緑ライン)を 8日間

継続。最終 BrdU投与 2時間後にそれぞれのマウスの脊髄を採取。 

B, C : Controlマウス及びChd7 cKOマウス成体正常脊髄におけるGFPとBrdU (B)

または Ki67 (C)の免疫組織化学 2重染色像。写真上の弱拡大像のボックス範囲を

下の強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、

強拡大像: 25 μm。 

D : 写真 B, C の GFP+ 細胞における BrdU、Ki67 発現の割合の定量。平均値 ± 標

準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01, ⚹⚹ p < 0.05。 
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図 23 Chd7 は成体正常脊髄の OPC系譜維持、成熟 OL への分化に必要である 

A : Control マウス及び Chd7 cKO マウス成体正常脊髄における GFP と cleaved 

caspase3 (cl-Casp3)の免疫組織化学 2 重染色像。写真上の弱拡大像のボックス範

囲を下の強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。 

B : 写真 Aの GFP+ 細胞における cl-Casp3+ 細胞の割合の定量。 

C : Controlマウス及びChd7 cKOマウス成体正常脊髄におけるGFPとNG2、Sox10

の免疫組織化学 2重染色像。矢印は 2重陽性細胞を示す。 

D : 写真 C の GFP+ 細胞における NG2、Sox10 発現の割合の定量。 

E : Controlマウス及び Chd7 cKOマウス成体正常脊髄におけるGFPとGSTπの免

疫組織化学 2 重染色像 (上写真、矢印は 2 重陽性細胞)及び GFP、GFAP、Sox10

の免疫組織化学 3 重染色像 (下写真、矢頭は GFP+ GFAP－Sox10+ 細胞、矢印は

GFP+ GFAP+ Sox10－ 細胞)。 

F : 写真 Eの GFP+ 細胞における GSTπ、GFAP 発現の割合の定量。 

Scale bars; 弱拡大像 : 100 μm、強拡大像 : 25 μm (A)、 25 μm (C, E)。               

(B, D, F) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01, ⚹⚹ p < 0.05。

NS: non-significant。 
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5-5. in vitro で Chd7と Sox2 は OPC増殖と系譜維持を制御する 

 次に in vitroにおいても Chd7が同様に OPC増殖や系譜維持を制御しているか

について検討した。Chd7flox/flox マウス由来の培養 OPC に、GFP のみ (Control)も

しくは GFP と Creを発現するレトロウイルスを感染させ、増殖条件及び分化条

件で培養を行った。Chd7 のノックアウトは免疫細胞化学染色及び定量 RT-PCR

にて確認した (図 24A, B)。Chd7ノックアウトでは Controlと比べ、cleaved caspase 

3+ 細胞の割合に差はなく、生存に影響はなかった (図 24C, D)が、EdU+ 細胞や

Ki67+ 細胞の割合が有意に減少しており、OPC増殖が抑制されていた (図 24E, F)。

さらに増殖条件において Chd7 ノックアウトにより PDGFRα+ OPC や Sox10+ OL

系譜細胞が減少していた (図 24G, H)。以上の結果から in vitroにおいても Chd7

は OPC 増殖や系譜維持に必要であることが示された。また分化条件において、

Chd7 ノックアウトにより Sox10+ OL系譜細胞及びMBP+ 成熟 OLが減少してお

り、反対に GFAP+ アストロサイトは顕著に増加していた (図 25A, B)。これらの

結果より in vitroにおいても Chd7 は OPC から成熟 OLへの分化を制御している

ことが判明した。Chd7ノックアウトにより OPC 増殖が抑制されることで、二次

的に成熟 OLへの分化が抑制されている可能性を考慮し、分化段階の過程におけ

る OL系譜細胞で Chd7 をノックアウトする実験を行い、OL分化への影響につ
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図 24 in vitro において Chd7 は OPC増殖、系譜維持に必要である 

A : Chd7flox/flox マウス由来培養 OPC に GFP のみ (control)または GFP と Creを発

現したレトロウイルスを感染、増殖条件で培養、感染 3 日後に GFP と Chd7 の

免疫細胞化学 2重染色を行った。矢印は Chd7+ GFP+ 細胞、矢頭は Chd7－GFP+ 細

胞を示す。 

B : 感染 3日後の培養細胞を回収し、定量RT-PCRでChd7 mRNA発現量を解析。

Control 値で補正した値を示す。 

C-H : Chd7flox/flox マウス由来培養OPCに controlまたはCre発現レトロウイルスを

感染、増殖条件で培養。感染 3日後に 2時間 EdUで標識し、GFPと cleaved caspase 

3 (cl-Casp3) (C)、EdU 及び Ki67 (E), PDGFRα 及び Sox10 (G)をそれぞれ免疫細胞

化学 2重染色した。GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽性細胞の割合を定

量 (D, F, H)。矢印は 2重陽性細胞を示す (C, E, G)。Scale bars; 25 μm (A, C, E, G)。 

(B, D, F, H) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。NS: 

non-significant。 
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図 25 in vitro において Chd7は成熟 OLへの分化に必要である 

A : Chd7flox/flox マウス由来培養OPCに controlまたはCre発現レトロウイルスを感

染させ、増殖条件で培養。感染 2日後に 5日間分化条件で培養し、GFP と Sox10、

MBP、GFAP とで免疫細胞化学 2重染色した。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale 

bar; 50 μm。 

B : GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽性細胞の割合を定量。 

C : Chd7flox/flox マウス由来培養 OPC に control または CreERT2 発現レトロウイル

スを感染させ、増殖条件で培養。感染 2 日後から分化誘導を行った 8 時間後に

4-OHT処理した。5日後に GFP とMBP の免疫細胞化学 2重染色を行った。GFP+ 

細胞におけるMBP+ 細胞の割合を定量。  

(B, C) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。NS: 

non-significant。 
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いて解析した。Chd7flox/floxマウス由来培養 OPC に CreERT2 発現レトロウイルス

を感染させ、分化誘導を行った 8 時間後に 4-OHT 処理した。分化段階の OL で

Chd7をノックアウトすると、MBP+ 成熟OLが減少していた (図 25C)ことから、

Chd7 は OPC 増殖や系譜維持の制御と独立して、OL分化を制御していることが

示された。 

 次に Chd7 が活性化 OPC において Sox2 と共発現していたことから、Sox2 も

同様に OPC 増殖や系譜維持を制御しているかについて in vitroで検討した。培養

OPCでの Sox2ノックダウンは 2種類の shRNA (sh-Sox2 #1及び#2)を用いて行っ

た。免疫細胞化学染色及び定量RT-PCRでSox2ノックダウンを確認した (図26A, 

B)。Chd7 ノックアウトと同様に、Sox2 ノックダウンにより細胞死には影響がな

かった (図 26C, D)が、EdU+ 、Ki67+ 増殖細胞が減少し (図 26E, F)、PDGFRα+ OPC

や Sox10+ OL系譜細胞も減少していた (図 26G, H)。以上の結果から Sox2 も OPC

増殖や系譜維持に必要であることがわかった。さらに培養 OPC で Chd7 ノック

アウトと Sox2 ノックダウンを同時に行ったところ、Chd7 ノックアウト単独や

Sox2 ノックダウン単独と比べて、OPC 増殖や OPC 及び OL系譜細胞の減少に明

らかな相乗効果は見られなかった (図 27A - C)。このことから Chd7 と Sox2 は同

じシグナル経路で OPC 増殖や系譜維持を制御していることが考えら
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図 26 in vitro において Sox2 は OPC増殖、系譜維持に必要である 

A : 培養 OPC に GFP と control shRNA (sh-Luc)または Sox2 shRNA (sh-Sox2 #1)を

発現したレトロウイルスを感染させ、増殖条件で培養。感染 3日後にGFPと Sox2

を免疫細胞化学 2重染色した。矢印は Sox2high GFP+ 細胞、矢頭は Sox2low GFP+ 細

胞を示す。 

B : 培養 OPC に control、sh-Sox2 #1 または sh-Sox2 #2 発現レトロウイルスを感

染、感染 3 日後に回収し、定量 RT-PCR で shRNA のノックダウン効率を解析。

Control 値で補正した値を示す。 

C-H : 培養 OPC に control、sh-Sox2 #1 または sh-Sox2 #2 発現レトロウイルスを

感染、増殖条件で培養。感染 3日後に 2時間 EdUで標識し、GFPと cleaved caspase 

3 (cl-Casp3) (C)、EdU 及び Ki67 (E), PDGFRα 及び Sox10 (G)をそれぞれ免疫細胞

化学 2重染色した。GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽性細胞の割合を定

量 (D, F, H)。 

(C, E, G) 矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 25 μm (A, C, E, G)。 

(B, D, F, H) 平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。NS: 

non-significant。 
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図 27 培養 OPC での Chd7 ノックアウトと Sox2 ノックダウンにより OPC 増

殖の抑制や OPC及び OL 系譜細胞の減少に相乗効果は認められない 

A-C : Chd7flox/flox マウス由来培養 OPC に control、Cre、sh-Sox2 #1または Cre + 

sh-Sox2 #1 発現レトロウイルスを感染、増殖条件で培養。感染 3 日後に 2 時間

EdUで標識し、GFP と cl-Casp3 (A)、EdU 及び Ki67 (B), PDGFRα及び Sox10 (C)

をそれぞれ免疫細胞化学 2重染色し、GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽

性細胞の割合を定量。平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。

NS: non-significant。 
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れた。そこで Chd7 と Sox2 の相互作用を調べるため、共免疫沈降による解析を

行ったところ、Chd7 及び Sox2 をトランスフェクションした 293T 細胞で Chd7

と Sox2 が結合し (図 28A)、培養 OPC でも内在性の Chd7 と Sox2 が結合し、複

合体を形成していることがわかった (図 28B)。さらに分子同士の近接性をみる

PLA解析でも、培養OPCで内在性のChd7とSox2の結合が確認された (図28C)。

以上の結果から、Chd7 と Sox2 は複合体を形成し、協調して OPC 増殖や系譜維

持を制御していることが示された。 
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図 28 OPCにおいて Chd7 と Sox2は結合し複合体を形成する 

A : 293T 細胞に Chd7 と Sox2 発現プラスミドをトランスフェクションし、その

細胞溶解液を共免疫沈降及びウエスタンブロッティングで解析した。 

B : 増殖条件の培養 OPC の溶解液を共免疫沈降及びウエスタンブロッティング

で解析した。 

C : 増殖条件の培養 OPC で抗 Chd7 抗体、抗 Sox2 抗体、正常 rabbit IgG、正常

goat IgG による proximity ligation assay (PLA)を行った。PLAシグナル (赤色蛍光)

は Chd7 と Sox2 が近接していることを示す。Scale bar; 10 μm。 

Ab: antibody、IP: immunoprecipitation、WCL: whole cell lysate、IgG: immunoglobulin 

G、Gt: goat、Rb: rabbit。 
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5-6. Chd7 と Sox2 は OL 関連遺伝子群の発現を制御する 

 次に Chd7 による OPC 活性化のメカニズムを明らかにするため、Chd7 の標的

遺伝子に関する網羅的な遺伝子発現解析を行った。Control 及び Chd7 をノック

ダウン (sh-Chd7 #1のノックダウン効率は 65%)した培養OPCを用いたマイクロ

アレイ解析から、Chd7ノックダウンにより発現が減少する遺伝子が 616遺伝子、

発現が増加する遺伝子が 556遺伝子あることがわかった (図 29A)。Chd7 ノック

ダウンにより発現が減少する遺伝子群には、PDGFRα、 Sox10、 NG2 (CSPG4)、

Olig2、 Myt1、 Hes5などの多くの OL関連遺伝子が含まれていた (図 29A, B-a)。

反対に Chd7 ノックダウンにより発現が増加する遺伝子群には、Gfap、 Acsbg1、 

Gjb6 (Connexin 30)、 Gja1 (Connexin 43)、 Slc6a9 (Glyt1)、 Btbd17、 Megf10、 

Sparcl1 (Hevin)などのアストロサイト関連遺伝子が含まれていた (図 29B-b)。培

養 OPCでの Chd7及び Sox2ノックダウンにより上記の OL関連遺伝子の発現が

減少することを定量 RT-PCR で確認した (図 30A)。GO解析では Chd7 ノックダ

ウンにより発現が減少する遺伝子群に細胞増殖制御やオリゴデンドロサイト分

化、グリア細胞発生関連遺伝子群が含まれていることがわかった (図 30B)。以

上の結果から Chd7 は OL関連遺伝子群の発現を制御していることが示された。 
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図 29 Chd7 は OL関連遺伝子群の発現を制御する 

A : control及びChd7ノックダウン培養OPC間における遺伝子発現変化を volcano 

plot で示す。Chd7 ノックダウンにより発現が有意に増加した遺伝子 (fold change 

> 1.5、p < 0.05)を赤色ドット、有意に減少した遺伝子 (fold change < 0.66、p < 0.05)

を緑色ドットで示す。 

B : control 及び Chd7 ノックダウン培養 OPC (それぞれ独立 3サンプル)における

(a) OL関連遺伝子及び、(b) アストロサイト関連遺伝子発現をヒートマップで示

す。カラースケールは補正した遺伝子発現レベルを示す (赤は発現増加、緑は発

現減少)。 
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図 30 Chd7 及び Sox2 は OL 関連遺伝子群の発現を制御する 

A : 培養 OPC に control、sh-Chd7 #1 または sh-Sox2 #1 発現レトロウイルスを感

染し、増殖条件で培養。感染 3 日後に回収し、それぞれの mRNA 発現量を定量

RT-PCR で解析。平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3実験)。⚹ p < 0.01。NS: 

non-significant。 

B : Chd7ノックダウン培養OPCで発現が減少した遺伝子群の gene ontology (GO)

解析。カッコ内の数字はそれぞれのカテゴリーに属する遺伝子数を示す。 
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5-7. Rgcc及び PKCθは Chd7 - Sox2複合体の直接の標的分子である 

 マイクロアレイ解析結果より、Chd7 ノックダウンにより発現が減少する遺伝

子群の中から、細胞増殖に関連する新規分子の候補を探索したところ、Rgcc 及

び PKCθ の発現が顕著に減少していることがわかった (図 31A)。Rgcc (別名 

RGC32)はもともとラット初代培養オリゴデンドロサイトで補体活性化により発

現が誘導される遺伝子として同定された [121]。OLと C6グリオーマ株化細胞を

融合したハイブリッド細胞において、Rgcc 過剰発現により DNA 合成が亢進す

るという報告 [121]があるが、OL 系譜細胞におけるその役割はほとんどわかっ

ていない。PKCθ (別名 Prkcq)は、活性化に Ca2+ を必要としない novel PKC ファ

ミリー (δ, ε, η, θ)のうちの一つで、T 細胞や消化管間質腫瘍 (gastrointestinal 

stromal tumor, GIST) 細胞などの細胞種において細胞増殖促進に働くことが知ら

れている [122]。また in vitro の培養ラット成熟 OLにおいて、PKCθ 発現を認め

るという報告がある [123]が、OL 系譜における PKCθ の役割はほとんど明らか

にされていない。そこで OPC 増殖の新たな制御因子の候補として、Rgccと PKCθ

に着目して解析することとした。定量 RT-PCR 解析により、培養 OPC での Chd7

ノックダウンで、Rgcc と PKCθ 発現が著明に減少しており、Sox2 ノックダウン

でも同様に Rgcc、PKCθ 発現が減少していた (図 31B)。Chd7 と Sox2 が Rgcc、
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図 31  Rgcc及び PKCθは Chd7 の新たな標的分子である 

A : control 及び Chd7 ノックダウン培養 OPC (それぞれ独立 3サンプル)における

Rgcc 及び PKCθ 遺伝子発現をヒートマップで示す。カラースケールは補正した

遺伝子発現レベルを示す (赤は発現増加、緑は発現減少)。 

B : 培養 OPC に control、sh-Chd7 #1 または sh-Sox2 #1 発現レトロウイルスを感

染し、増殖条件で培養。感染 3日後に回収し、Rgcc及び PKCθ の mRNA 発現量

を定量RT-PCRで解析。平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01、
⚹⚹ p < 0.05。 
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PKCθ 発現を直接制御しているかについて調べるため、ChIP 解析を行った。培

養 OPC における ChIP 解析により、Rgcc 遺伝子では R1、R2、R3 領域、PKCθ

遺伝子では R3領域周辺で Chd7 と Sox2 が enrich していた (図 32A, B, D, E)。さ

らに Chd7 と Sox2 が enrich した Rgcc及び PKCθ遺伝子領域は、H3K27がアセチ

ル化 (H3K27ac)された active な状態のプロモーターやエンハンサー領域と一致

することがわかった (図 32C, F)。以上の結果より Chd7 - Sox2 複合体は Rgcc及

び PKCθ遺伝子の activeなプロモーターやエンハンサー領域に結合し、遺伝子発

現を直接制御していることが示された。 

次に in vivoの成体正常脊髄における Rgcc及び PKCθの発現パターンを解析し

た。Rgccと PKCθ が Chd7 と Sox2 の直接のターゲット分子であることを反映し

て、Rgcc+ 細胞と PKCθ+ 細胞の多くが Chd7を発現しており、さらに一部の Rgcc+ 

細胞とPKCθ+ 細胞はSox2を発現していた (図33A, B)。さらにOlig2+ 、Sox10+ OL

系譜細胞や PDGFRα-GFP+ OPC において Rgccと PKCθ が発現していた (図 33C, 

D)。一方でアストロサイトに関しては、多くの GFAP+ アストロサイトで Rgcc

が発現していたが、PKCθ は発現していなかった (図 33C, D)。過去の神経系細

胞の網羅的遺伝子発現解析 [124]のデータベースから、Rgcc は OPC 及びアスト

ロサイトに強く発現し、PKCθはOPCと新生OLで強く発現しており (図 34A, B)、 
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図 32  Rgcc及び PKCθは Chd7 - Sox2 複合体の直接の標的分子である 

A-F : 増殖条件の培養 OPC で抗 Chd7 抗体及び抗 Sox2 抗体 (B, E)、抗 H3K27ac

抗体 (C, F)を用いたクロマチン免疫沈降 (ChIP)解析を行った。Rgcc gene locus

の 6領域 (R1-R6) (A)及び PKCθ gene locus の 8 領域 (R1-R8) (D)で検討した。デ

ータ値は control の Immunoglobulin G (IgG)で補正した fold enrichment で表した。

平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3-6)。 
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図 33 マウス成体正常脊髄で Rgcc及び PKCθは Chd7、Sox2 と共発現し、OPC

及び OL 系譜細胞に発現する 

A : 成体正常脊髄での Rgcc と Chd7 または Sox2 との免疫組織化学 2 重染色像。 

B : 成体正常脊髄での PKCθ と Chd7 または Sox2 との免疫組織化学 2 重染色像。 

C : 成体正常脊髄での Rgcc と Olig2、Sox10、PDGFRα-GFP、GFAP との免疫組

織化学 2重染色像。 

D : 成体正常脊髄での PKCθ と Olig2、Sox10、PDGFRα-GFP、GFAP との免疫組

織化学 2重染色像。 

矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 50 μm (A-D)。 
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図 34 Rgcc及び PKCθは OL 系譜細胞に発現する 

中枢神経系組織に見られる各細胞種 (アストロサイト [astrocyte]、ニューロン 

[neuron]、OPC、新生 OL [newly formed oligodendrocyte]、髄鞘形成 OL [myelinating 

oligodendrocyte]、ミクログリア [microglia]、血管内皮細胞 [endothelial])における

Rgcc (A)及び PKCθ (B)遺伝子発現量 (fragments per kilobase of exon per million 

reads mapped、FPKM)を示す (文献番号 [124] Zhang et al., 2014公開データベース

[https://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html]より検索し、抜粋)。 
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図 35 Chd7 は脊髄損傷後の Rgcc及び PKCθの発現誘導に必要である 

A, B : Control マウス及び Chd7 cKOマウスの 3 dpi 損傷脊髄での Rgcc (A)、PKCθ 

(B)と GFP との免疫組織化学 2重染色像。写真上の弱拡大像のボックス範囲を下

の強拡大像に示す。矢印は 2重陽性細胞を示す。Scale bars; 弱拡大像: 100 μm、

強拡大像: 25 μm。 

C : 写真 A, Bの GFP+ 細胞における各マーカー陽性細胞の割合を定量。平均値 ± 

標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01, ⚹⚹ p < 0.05。 
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本研究結果の発現パターンと一致していた。さらに 3 dpi 損傷脊髄の GFP+ 細胞

におけるRgcc+ 細胞と PKCθ+ 細胞の割合がChd7 cKOマウスではControlよりも

減少していた (図 35A - C)。以上から in vivo において Chd7 は Rgcc や PKCθ の発

現誘導に必要であることが示された。 

 

5-8. Rgcc及び PKCθは OPC増殖と系譜維持を制御する 

 次に Chd7 や Sox2 と同様に Rgcc や PKCθ が OPC 増殖や系譜維持を制御して

いるかについて調べるため、培養 OPC でそれぞれの shRNA によるノックダウ

ン実験を行った。定量 RT-PCR により Rgcc、PKCθ のノックダウンが確認できた 

(図 36A)。培養 OPC で Rgcc、PKCθ ノックダウンにより、EdU+または Ki67+ 増

殖細胞が減少し (図 36B, C)、また PDGFRα+ OPC や Sox10+ OL系譜細胞も減少し

ていた (図 37A, B)が、一方で OPC 生存には影響がなかった (図 37C, D)。以上

から Rgccと PKCθ は OPC 増殖や系譜維持に必要であることがわかった。 

 次に培養 OPC で Rgcc及び PKCθ の過剰発現実験を行った。定量 RT-PCR によ

りRgcc、PKCθの過剰発現が確認できた (図 38A, B)。培養OPCでRgcc及び PKCθ

の過剰発現により EdU+または Ki67+ 増殖細胞が増加し (図 38C)、Rgcc及び
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図 36  Rgcc及び PKCθは OPC増殖に必要である 

A : 培養 OPC に control shRNA (sh-Luc)、Rgcc shRNA (sh-Rgcc #1、2)または PKCθ 

shRNA (sh-PKCθ #1、2)発現レトロウイルスを感染し、増殖条件で培養。感染 3

日後に回収し、定量 RT-PCR でそれぞれの shRNA のノックダウン効率を解析。

Control 値で補正した値を示す。 

B : 培養 OPC に control、sh-Rgcc #1、2または sh-PKCθ #1、2発現レトロウイル

スを感染、増殖条件で培養。感染 3日後に 2 時間 EdUで標識し、GFP と EdU及

び Ki67を免疫細胞化学 2重染色した。矢印は 2 重陽性細胞を示す。Scale bar; 25 

μm。 

C : 写真 Bの GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽性細胞の割合を定量。平

均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。 
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図 37  Rgcc及び PKCθは OPC系譜維持に必要である 

A, C : 培養 OPC に control、sh-Rgcc #1、2または sh-PKCθ #1、2発現レトロウイ

ルスを感染、増殖条件で培養。感染 3 日後に PDGFRα 及び Sox10 (A)、cleaved 

caspase 3 (cl-Casp3) (C)をそれぞれ免疫細胞化学 2重染色した。矢印は 2重陽性細

胞を示す。Scale bars; 25 μm。 

B, D : 写真 A, C の GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽性細胞の割合を定

量。平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。NS: non-significant。 
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PKCθはOPC増殖を促進することがわかった。また PKCθ過剰発現では PDGFRα+ 

OPC や Sox10+ OL系譜細胞が有意に増加し、Rgcc過剰発現では有意な変化は認

められなかった (図 38D)。さらにChd7ノックアウトによるOPC増殖抑制やOPC、

OL系譜細胞の減少効果を、Rgccや PKCθ 単独の過剰発現で部分的にレスキュー

し、さらに Rgcc、PKCθ 双方の過剰発現により完全にレスキューされた (図 38C, 

D)。以上より、Rgcc、PKCθ は Chd7 - Sox2複合体の下流分子として働き、OPC

増殖や系譜維持に中心的な役割を果たしていることが示された。 
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図 38  Rgcc、PKCθの過剰発現は Chd7 ノックアウトによる OPC 増殖抑制や

OPC、OL 系譜細胞の減少効果をレスキューする 

A, B : 培養 OPC に GFP のみ (control)、GFP + Rgcc、GFP + PKCθ 発現レトロウ

イルスを感染し、増殖条件で培養。感染 3時間後に回収、定量RT-PCRでRgcc (A)、

PKCθ (B) mRNA発現を解析。Control 値で補正した値を示す。平均値 ± 標準偏

差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01。 

C, D : 培養 OPC に control、Cre、Rgcc、Cre + Rgcc、PKCθ、Cre + PKCθ、Cre + Rgcc 

+ PKCθ発現レトロウイルスを感染し、増殖条件で培養。感染 3日後に 2時間 EdU

で標識し、GFP と EdU 及び Ki67 (C), PDGFRα 及び Sox10 (D)をそれぞれ免疫細

胞化学 2重染色した。GFP+ 細胞におけるそれぞれのマーカー陽性細胞の割合を

定量 (C, D)。平均値 ± 標準偏差（s.d.）で示す (n = 3 / group)。⚹ p < 0.01、⚹⚹ p < 

0.05 (controlに対する Student’s t 検定)。# p < 0.01 (Creに対する Student’s t 検定)。 
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6. 考察 

 脊髄損傷後に内在性の OPC が活性化、増殖し、成熟 OL への分化を経て、脱

髄した神経軸索を再髄鞘化することで、損傷後神経機能が回復する。この再髄

鞘化の過程において、OPC 活性化の制御メカニズム、特にエピジェネティック

な制御に関しては、十分に明らかにされていなかった。本研究結果から、クロ

マチンリモデリング因子 Chd7 が脊髄損傷後の OPC 増殖や系譜維持を制御して

いることが示された。さらに Chd7 は OPC 活性化に重要な転写因子である Sox2

と複合体を形成し、Rgcc や PKCθ 遺伝子のエンハンサーやプロモーター領域な

どの発現制御領域に直接結合することでその発現を誘導し、OPC 活性化に働い

ていることが示された (図 39)。 

 本研究実施中の 2016 年に、OL系譜細胞における Chd7 の役割に関する先行研

究として、Chd7 が OL分化や髄鞘化、損傷後の再髄鞘化を制御することが報告

された [101]。本研究においても in vivo (図 18A – C、図 19A, B)、in vitro (図 25A 

- C)の双方の検討で、OPC 特異的な Chd7 ノックアウトにより、OL分化が減少

することを確認している。一方で本研究結果と異なり、先行研究では OPC 特異

的Chd7ノックアウトマウス (Olig1-Cre;Chd7flox/floxマウス)による生後初期の脳梁

での検討で、OPC 発生や増殖への影響が見られず、リゾレシチン誘導脱髄モデ 
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図 39 Chd7 による OPC 活性化メカニズムの模式図 

脊髄損傷に反応して活性化 OPC での Chd7 及び Sox2 の発現が上昇、複合体を形

成し、Rgcc及び PKCθ 発現を誘導することで OPC 増殖、系譜維持を制御する。 
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ルによる解析でも、損傷部での OPC 数に変化が見られなかったと報告している 

[101]。先行研究と本研究が異なる結果となった理由として以下の可能性が考慮

された。まずひとつの可能性として、異なる Cre lineマウスの使用 (本研究では

PDGFRα-CreERマウスを使用 (図 8)し、先行研究では Olig1-Creマウスを使用し

ていた)による結果の相違が考えられる。本研究で用いた PDGFRα-CreER マウス

では、タモキシフェン投与により時期特異的に速やかな Chd7 ノックアウトが可

能であるが、Olig1-Cre マウスでは OPC 発生初期 (E12.5)から Cre 酵素による組

み換えを認める [125]ため、発生期から長期にわたる Chd7 ノックアウトにより、

別の分子 (例えば同じ CHDファミリー分子の Chd8 など)による代償作用がかか

り、結果として OPC増殖が抑制される表現型が見られなかった可能性が推測さ

れる。また別の理由の可能性として、異なる損傷モデルの使用 (本研究では圧挫

脊髄損傷モデル、先行研究ではリゾレシチンによる局所脱髄モデル)による結果

の相違が考慮される。OPC とは異なるが、脊髄中心管周囲に存在し、多分化能

を有する上衣細胞は、圧挫脊髄損傷モデルでは反応性に増殖するが、リゾレシ

チン誘導脱髄モデルや実験的脳脊髄炎モデルなどでは増殖しないという報告 

[126]があり、損傷モデルの違いで内在性の幹細胞や前駆細胞の増殖が異なる挙

動を示す可能性が示唆されている。本研究と先行研究との OPC 増殖における解
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析結果の相違も、用いた損傷モデルの違いから導かれた可能性も推察される。

別のクロマチンリモデリング因子である Brg1 は、様々な OL 系譜の Cre line マ

ウスを用いて機能解析がなされており、OL発生の様々な段階に関与しているこ

とが報告されている [95-97]。先行研究と本研究結果から、Chd7 が OL分化のみ

ならず OPC 増殖や系譜維持にも関与することから、Brg1 と同じように Chd7 が

OL系譜の様々な段階で異なる機能を果たしていることが示唆された。 

 Chd7 はパイオニア転写因子 (凝集したクロマチンに結合し、弛緩させ他の転

写因子やエピジェネティック因子をリクルートする転写因子)と複合体を形成し、

標的遺伝子の発現制御領域にリクルートされることが知られている [99]。他の

クロマチンリモデリング因子では Brg1 が Olig2 と結合し、標的遺伝子のエンハ

ンサー領域にリクルートされ、OL 分化を制御することが報告されている [97]。

また OL分化での Chd7 の役割に関する先行研究 [101]においても Olig2 が Chd7

を標的遺伝子の発現制御領域にリクルートするパイオニア転写因子として働く

と考えられており、引き続いて転写因子の Sox10 がリクルートされることで

Chd7 と Sox10 が協調して OL 分化や髄鞘化を制御していると報告している。本

研究結果から、活性化 OPC において Chd7 と Sox2 が複合体を形成し、標的遺伝

子である Rgcc や PKCθ などの発現制御領域に結合することが示され (図 32)、
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Olig2のように Sox2もChd7を標的遺伝子の発現制御領域にリクルートするパイ

オニア転写因子として働く可能性が考えられた。Sox2 は ES 細胞のニューロン

分化関連遺伝子のエンハンサー領域にあらかじめ結合しており、ニューロン発

生のパイオニア転写因子として働くことが知られている [127, 128]。また序論に

述べたように、NPC において Chd7 と Sox2 は複合体を形成して、標的遺伝子発

現を制御することが報告されている [114]。OPC における Sox2 のパイオニア転

写因子としての働きに関しては今後さらなる検討を要するが、少なくとも過去

の研究 [71, 111-114]及び本研究結果から、Chd7 - Sox2 複合体は NPC 及び OPC

増殖制御に重要な役割を果たしていることが考えられる。 

 本研究結果から、OPCでは Sox10と Sox2はChd7と共発現していた (図 7A, B、

図 10A, D、図 11A、図 12A, C)。このことから OPC では、Chd7 - Sox2 複合体に

よる OPC 増殖が主に働き、一方で Chd7 - Sox10 複合体による OL分化は抑制さ

れている可能性が考えられた。OPC で Sox10が発現しているにも関わらず、Chd7

と複合体を形成しない理由として以下のことが考慮された。グリア細胞発生制

御を担う転写因子である NF1A は、OPC で発現し、Sox10 と直接結合すること

で、Sox10による髄鞘形成関連遺伝子発現を抑制することが知られている [129]。

実際に成体正常脊髄において PDGFRα+ OPCでNF1Aと Sox10が共発現している
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ことを確認した (図 11C)。また他の転写因子 Hes5、Sox5、Sox6 が OPC で発現

しており、Sox10 による OL分化関連遺伝子発現を抑制することが言われている 

[130, 131]。以上から、OPC ではこれら転写因子による Sox10 抑制により、Chd7 

- Sox10 複合体による OL分化が抑制され、Chd7 - Sox2 複合体による OPC 増殖

が働く可能性が考えられた。 

 本研究の知見から、Rgcc 及び PKCθ が OPC 活性化における Chd7 の直接の標的

分子として新たに同定された (図 32)。Rgcc は平滑筋細胞で Cdk1 活性化を介し

て、細胞周期進行を促進することが報告されている [132]。さらに Rgcc は様々

な腫瘍細胞で発現が高く [132]、腫瘍細胞の増殖促進に働くことが示唆されてい

る。PKCθ は T細胞でサイクリン D3の活性化や p27Kip1抑制に働き、T細胞の活

性化や増殖を促進することが報告されている [117]。また PKCθ は GIST 細胞や

乳癌細胞においても p21Cip1や p27Kip1を抑制することで細胞増殖を促進すること

が知られている [122]。このように Rgcc や PKCθ は神経系細胞以外の様々な細

胞種で細胞増殖促進に働いており、さらに Cdk2 や p27Kip1は OPC 増殖に関与す

る細胞周期関連分子である [45, 52, 60]ことから、Rgccや PKCθ がこれら細胞周

期関連分子を介して OPC 増殖に働く可能性が考えられた。今後 Rgcc や PKCθ

の下流分子のさらなる解析により、OPC 増殖制御メカニズムの理解がより深ま
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るものと考えられる。 

本研究における Chd7 による OPC 活性化メカニズムの解明は、脊髄損傷や、

多発性硬化症などの脱髄性疾患以外に中枢神経系の腫瘍性疾患の病態への関与

も考慮される。OLを含むグリア細胞から発生する脳腫瘍は神経膠腫 (glioma)と

呼ばれ、その中で最も悪性度が高い腫瘍  (WHO grade Ⅳ)が、神経膠芽腫 

(glioblastoma multiforme, GBM)である。GBM の発生率は欧米において 10 万人当

たり 3 人と稀であるが、全神経膠腫の中では最も多く、その 50%以上を占めて

いる [133]。前述のように、最も悪性度が高く、1年生存率は 17 ~ 30%、2年生

存率はわずかに 3 ~ 5%程度と言われている [133]。近年 GBM の遺伝子変異発現

解析から、ヒト GBM は proneural type、neural type、classical type、mesenchymal type

の 4 つの異なるサブタイプに分類されている [134]。その中の proneural type で

は OPC と類似した遺伝子発現パターンを示すことが報告され、またマウスグリ

オーマ細胞の起源は OPC と考えられている [134-136]ことから、OPC 増殖メカ

ニズムとGBM形成メカニズムが類似する可能性が考えられた。実際に、proneural 

typeに特徴的な変異遺伝子のひとつに Sox2があり、GBMでその発現が亢進し、

グリオーマ幹細胞の増殖や維持、腫瘍形成に関与することが知られている [137]。

また proneural typeに特徴的な変異遺伝子の中に、Sox2 と同様に Chd7が含まれ
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ており [134]、マウスグリオーマ細胞では Sox2、Chd7、Rgcc、PKCθ の発現が亢

進していることが報告されている [135, 138]。さらに GBM 細胞における Sox2

ノックダウンにより、Rgcc や PKCθ の発現が減少するという報告 [139]もあり、

これら過去の報告から Chd7、Rgcc、PKCθ は脊髄損傷のみならず GBM に対する

新たな治療標的分子となる可能性も考えられた。 

 前述の通り、CHARGE 症候群は Chd7 のヘテロ接合体変異が原因で発症する

先天性奇形症候群である [99, 100]。先行研究において、Chd7 が OL分化や髄鞘

化に関与することが見出され、それが CHARGE 症候群患者で見られる白質形成

異常 (図 4B)の分子メカニズム解明の一助となったことが報告されている [101]。

本研究結果はこの先行研究の成果をさらに支持するものであると考えられる。

さらに CHARGE 症候群患者では前述の 5 徴候や脳神経系の異常だけでなく、T

細胞の減少及び機能異常により、免疫不全を認めることがあり、易感染性から

死亡に至る症例も報告されている [140]。しかしながら、Chd7 変異と T 細胞減

少、機能異常とを関連付ける分子メカニズムは明らかにされていない。本研究

で Chd7 の下流分子として新たに同定された PKCθ は、もともと T細胞の増殖や

活性化に関与することが知られており [122]、このことから Chd7 欠損による

PKCθ 不活化が CHARGE 症候群患者での免疫不全に関与している可能性が考え
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られた。今後 CHARGE 症候群患者で見られる T 細胞減少、機能異常における

PKCθ の関与をさらに解析することで、免疫不全による易感染性を予防する新た

な治療につながる可能性があると考えられる。 

 脊髄損傷治療において OPC をターゲットとしたものでは、細胞移植での利用

が過去に報告されており、ラット脊髄損傷モデルでのヒト ES 細胞由来 OPC 移

植により再髄鞘化促進による運動機能回復を示したことが報告されている 

[141]。さらに米国の Geron 社によるヒト ES 細胞由来 OPC である GRNOPC1 細

胞を用いた亜急性脊髄損傷患者を対象とした世界初の臨床治験が 2010年に承認

され、同年スタートしたが、その後経営上の問題から 2011年に中止されている 

[142]。また再髄鞘化促進の創薬研究においては、多発性硬化症などの脱髄性疾

患治療目的に、既存の承認薬剤の利用 (drug repositioning)のためのスクリーニン

グ研究などが行われている [143]。本研究による知見から、OPC 活性化を制御す

る新規分子として同定された Chd7、Rgcc、PKCθ は、脊髄損傷後の再髄鞘化を

促進する新たな創薬標的分子となる可能性が考えられた。また脊髄損傷後に

OPC は再髄鞘化をもたらす新生オリゴデンドロサイトの供給源として神経機能

回復に寄与する反面、反応性アストロサイト同様にグリア瘢痕形成を担い、さ

らに損傷後の二次炎症にも関与するなど機能回復にとって有害な側面も併せ持
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つことが知られている [54-56]。以上のことから、脊髄損傷後に適切なタイミン

グで OPC 活性化を制御することで、より効果的な神経機能回復につながる可能

性があると考えられる。具体的な治療戦略としては、脊髄損傷後の炎症による

二次損傷が落ち着いた亜急性期のタイミングで上記の候補分子促進剤による

OPC 活性化、成熟 OL への分化及び再髄鞘化促進により神経機能回復を効率よ

く高める方法などが考慮される。今後 Chd7、 Rgcc 及び PKCθ の脊髄損傷治療

での臨床応用に向けた創薬研究をさらに推し進め、脊髄損傷患者にとって有効

な脊髄再生治療につなげていくことが重要である。 

 

7. 結語 

本研究により、クロマチンリモデリング因子 Chd7 は Sox2 と協調して、Rgcc

及び PKCθ 遺伝子発現を誘導し、脊髄損傷後の OPC 活性化を制御することがわ

かった。Chd7、Rgcc及び PKCθ は OPC 活性化制御による脊髄損傷後機能回復を

もたらす新規治療標的分子となる可能性がある。 
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