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略語・用語一覧 

 

ACC: Anterior cingulate cortex [前帯状皮質] 

ACSF: artificial cerebrospinal fluid [人工脳脊髄液] 

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

CA1,3: cornu ammonis [アンモン角] 

CC: corpus callosum [脳梁] 

Cg1,2: cingulate cortex area 1,2 [帯状皮質領域 1,2] 

CMOS: complementary metal oxide semiconductor 

CNS: central nervous system [中枢神経系] 

CPZ: cuprizone [クプリゾン] 

EAE: Experimental autoimmune encephalomyelitis [実験的自己免疫性脳脊髄炎] 

EPSP: excitatory postsynaptic potential [興奮性シナプス後電位] 

FMG: FluoroMyelinTM Green 

GABA: γ-aminobutyric acid [γアミノ酪酸] 

GAD: glutamic acid decarboxylase [グルタミン酸脱炭酸酵素] 

GFAP: Glial fibrillary acidic protein [グリア線維性酸性タンパク質] 

GZ: gabazine 
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Iba1: Ionized calcium-binding adapter molecule 1 [イオン化カルシウム結合アダプター分子 1] 

LTα: lymphotoxin α 

MAG: myelin associated glycoprotein [ミエリン関連糖タンパク質] 

MHC II: major histocompatibility complex Ⅱ [主要組織適合性複合体Ⅱ] 

MS: multiple sclerosis [多発性硬化症] 

PB: phosphate buffer [リン酸緩衝液] 

PBS: phosphate buffer saline [リン酸緩衝生理食塩水] 

PFA: paraformaldehyde [パラホルムアルデヒド] 

PLP: myelin proteolipid protein [ミエリンプロテオリピドタンパク質] 

TNFα: tumor necrosis factor [腫瘍壊死因子] 

VSD: voltage sensitive dye [膜電位感受性⾊素] 

VSDI: voltage sensitive dye imaging [膜電位感受性⾊素イメージング] 
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第 1 章 緒論 

 

1-1 研究の概要 

 

神経細胞は軸索といわれる細い管状の突起を使って遠くまで活動電位を伝導させ、情

報を伝えている。脳の神経細胞の多くは軸索を髄鞘（ミエリン）によって覆うことで

神経の伝導速度を飛躍的に高めた有髄神経である。脳の白質といわれる部位は、ほと

んどが有髄神経の軸索で構成され、脳の離れた領域間、左右半球間の情報のやり取り

を行っている。難病として知られる多発性硬化症（Multiple Sclerosis；MS）では、髄鞘

が損傷されて機能低下すること（以下、「脱髄」）により脳内の領野間の情報伝達が

阻害され、様々な神経症状がおこると考えられている。これまでに MS の病態は、分子

病理学的な観点や fMRI などの非侵襲的機能評価を用いて調べられている。しかし、神

経回路レベル、特に脳内の左右大脳半球間における機能的な欠損については解析手法

が限られており、十分には解明されていない。そこで、本研究では、脱髄による前頭

前野の神経回路機能障害を明らかにすることを目的として、これまでに前頭前野の急

性脳スライスにおける広範囲の神経回路解析に成功している膜電位感受性色素を使用

したイメージング（VSDI）と免疫組織学的解析を組み合わせて、Cuprizone（CPZ）誘

発性脱髄モデルマウスにおける前頭前野の神経興奮伝播障害について解析した。また、

後半では、加齢による脳内炎症を伴った神経回路機能の変調を明らかにすることを目

的とし、上記と同様の解析手法により、記憶の座とされる海馬における、神経回路機

能変調と脳内炎症の関係について解析した。 
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1-1-1 多発性硬化症と Cuprizone 誘発性脱髄モデルの関連 

 

多発性硬化症 （MS） は中枢神経系における代表的な脱髄疾患として世界的に知られ

ている （Dobson and Giovannoni. 2019; Lubetzki et al. 2014; Vercello et al. 2009）。中枢神

経系 （CNS）は免疫特権部位であるため、血液脳関門が分子や細胞の侵入を選択的に

制御しているが、MS ではこの免疫特権が破壊され、抗原特異的 T 細胞と B 細胞の異常

活性化につながる。これにより自己損傷プロセスのカスケードが引き起こされ、CNS

炎症、脱髄、軸索損傷、神経変性が生じる （Mohammed 2016; Frischer 2009; Dobson and 

Giovannoni. 2019）。また、炎症によって引き起こされる断続的な再発・寛解期を経て、

その後脱髄と軸索喪失 （神経変性） を特徴とする進行期が継続する （Mohammed. 

2016）。慢性的な脱髄により視力障害、疲労、気分障害、認知障害、痛み、膀胱/腸機

能障害、性機能障害、歩行困難、筋痙攣、脱力感等様々な症状がみられる （Lakin et al. 

2021）。一方、疾患の初期段階においても認知障害や精神神経症状が発生する可能性

がある （Oset et al. 2020; Marrie et al. 2015; Murphy et al. 2016）。このように MS は多く

の異なる特徴と側面をもつ疾患であると考えられており、MS の明確な発症機序は未解

明である。現在のところ、ヒトの MS 病態の複雑さの全体を網羅する実験動物モデルは

いないが、実験的自己免疫性脳脊髄炎 （EAE） モデルマウスや Cuprizone （CPZ） によ

り脱髄を誘発したモデルマウスが MS モデルマウスとして研究で頻用されている 

（Oveland et al. 2021; Zhang et al. 2022）。特に実験用化合物である CPZ は銅キレーター

であり、CPZを投与して作製した脱髄モデルでは、多発性硬化症のほとんどの患者で見

られる病気の再発と寛解における脱髄と再髄鞘化を再現できることが特徴である 

（Zendedel and Kipp. 2013）。また、CPZを与えられたマウスでは神経繊維の束である脳

梁だけでなく広範な皮質脱髄が示されており、この病理学的パターンは MS で見られる
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広範な軟膜化脱髄と類似している可能性がある （Bø et al. 2003; Bö et al. 2006）。さらに、

Lucchinetti らは、MS における 4 つの異なる病変サブタイプの発見を発表しており、パ

ターン 1 および 2 の病変はそれぞれ T 細胞媒介性または T 細胞と抗体媒介性の自己免疫

性、パターン 3 および 4 の病変は主にオリゴデンドロサイト原発性であることが示唆さ

れ、特にパターン 3 の病変 （①ミクログリアまたはマクロファージが多く存在する活

発な脱髄病変 ②代謝ストレスとミトコンドリア欠損の兆候を伴う低酸素症様組織損傷

を伴うオリゴデンドロサイトアポトーシス ③他のミエリンタンパク質 mRNA 発現がダ

ウンレギュレーションされる前に軸索伸長阻害因子 MAG mRNA 発現がダウンレギュレ

ーションされる ④病変の境界が不明瞭で、静脈や細静脈を中心としていない） は CPZ

誘発性病変と多くの病理学的類似点を示す （Lucchinetti et al. 2001）。その他にも、空

間記憶障害や社会性行動の減少 （ Xu et al. 2010; Xu et al. 2011） が報告されており、多

発性硬化症で見られる認知障害や精神神経症状と類似した行動異常を示すことが明ら

かにされている。 

 

1-1-2 Cuprizone 誘発性脱髄のメカニズムと神経病理 

 

近年では、CPZ モデルマウスの作製には主に C57BL/6 マウスが使用されており、多く

の場合、脱髄を誘発するために CPZ は 0.2〜0.3％の濃度で 4〜6 週間投与されている 

（Armstrong et al. 2002; Emery et al. 2006）。しかしながら同じ期間投与しても CPZ の濃

度によって脳梁の脱髄の程度が異なり、0.2％CPZ を使用した場合、投与中にもかかわ

らず投与 4週目と比較して投与 6週目に再髄鞘化する。対照的に、0.3％CPZを使用した

場合は投与 6 週目に脱髄が完了することが免疫組織染色、色素染色、電子顕微鏡写真や

これらの定量解析により確認されている （Lindner et al. 2007）。 
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1950 年、CPZ は Gustav Nilsson によって初めて報告され、CPZ が銅の指示薬であり、

銅の共存で比色変化を起こすことが発見された （Nilsson et al. 1950）。その後数年で、

CPZは齧歯類の神経系と末梢臓器に重篤な全身作用を引き起こすことも明らかになった。

その後、標準化された CPZ 投与プロトコルの採用により、研究の信頼性が向上し、現

在は CPZ の毒性における炎症関連遺伝子の発現レベルや脱髄誘発経路、各種免疫細胞

固有の役割をより詳細に分析できるようになった。しかし、いくつかの作用機序は示

されつつあるが、CPZ 給餌投与により脱髄を誘発するメカニズムは未だ不明である。 

CPZ 脱髄では、様々な要因によるオリゴデンドロサイトの死とミエリン喪失が示され

ており、大きくは内因的および外因的原因に分類されている （Zirngibl et al. 2022）。内

因性原因としては、オリゴデンドロサイトにおける ミトコンドリアの障害によるエネ

ルギー不足や活性酸素種の蓄積、脂質タンパク質の合成障害 （Praet et al. 2014; Gudi et 

al. 2014）、外因性要因としては、アストロサイトから放出される細胞障害性サイトカ

インである LTαや TNFαなどのオリゴデンドロサイトへの作用 （Plant et al. 2004, ）、

アストロサイトから放出されたCXCL10などの他のサイトカインによるミクログリアの

増殖や活性化を介したオリゴデンドロサイトの障害 （Clarner et al. 2015）、オリゴデン

ドロサイトからのミエリン破片の放出や、補体とアナフィラトキシンによる損傷オリ

ゴデンドロサイトからのサイトカイン放出によるミクログリアの活性化に伴うオリゴ

デンドロサイトの障害 （Ingersoll et al. 2010） が示唆されている。 

上記の機序との関連は不明であるが、CPZ 誘発性脱髄後の神経病理学的変化も報告さ

れている。CPZ 投与 8 週間後のグルタミン酸脱炭酸酵素 （GAD） 阻害作用による抑制

性神経伝達物質γ-アミノ酪酸 （GABA） の生成量低下が示唆されているが、投与 3 週

間では GABA 濃度の上昇が見られたという報告があり（Biancotti et al. 2008）、CPZ 投

与期間によって脳内の GABA 濃度が変化することを示唆している可能性がある。また、
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グルタミン酸受容体である α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid （AMPA） 

受容体の神経発現は脱髄中に減少し、再髄鞘形成中に再び増加する。このプロセスは

マイクロ RNA （miR-124）依存的であり、miR-124 の増減と反比例して AMPA 受容体

の神経発現が変化することで、記憶や学習に影響を与えることが示唆されている

（Dutta et al. 2013）。さらに、急性 CPZ 投与 （6 週間以内） にでは脱髄後の脳梁におけ

る Na+や K+チャネルの拡散が見られ （Crawford et al. 2009）、脱髄による神経興奮性の

低下の原因として示唆されている。 

 

1-1-3 膜電位感受性色素 イメージング（Voltage Sensitive Dye Imaging; VSDI）  

の特徴及び病態モデルへの適用 

 

これまでの先行研究では、膜電位感受性色素 （VSD） を使用して生きた脳スライスで

のリアルタイムで包括的な光学イメージングが行われている （Tominaga et al. 2002; 

Juliandi et al. 2015; Utsumi et al. 2023; Gusain et al. 2023）。他のパッチクランプや細胞外

記録といった電気生理学的手法では、記録電極の設置点でしか細胞膜電位の変化を記

録できない。この問題を解決する手法の一つとして VSD イメージングは利用可能であ

る。海馬は記憶研究において重要な領域であり、これまでにアルツハイマー病などの

認知症に関連した研究が多数行われている。海馬の層構造は比較的単純であるため、

光信号の変化により細胞層の機能性を評価しやすいと考えられる。一方で、前頭前野

の神経回路は複雑で、未解明なことが多い。しかし、VSD イメージングの特徴である

広視野を活かせば、大脳の左右半球間連絡を含めた解析をすることでスライスにおけ

る神経活動の位置特異的な新たな特徴を見出すことが可能である。 
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1-2 研究の目的 

 

本論文では、脳神経機能障害をターゲットとし、特に有効な治療薬開発が進んでいな

い多発性硬化症とアルツハイマー病 （認知機能障害） に関連している、CPZ 誘発性脱

髄モデルでの前頭前野障害の解明と、老齢マウスを用いた海馬機能変調の解明を目的

とした。 
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第 2 章 膜電位感受性色素イメージング法を用いた CPZ

誘発性脱髄によるマウス前頭前野障害の解明 

（本章の内容に関しては、eNeuro. 12 （1） ENEURO.0511-24.2024 （2025） に発表済

み） 

 

2-1 序論 

 

Cuprizone （Bis （cyclohexanone） Oxalyldihydrazone: CPZ） は、齧歯類モデルで脱髄を

誘発するために広く使用されている薬剤で、多発性硬化症 （MS） などの脱髄関連疾患

の研究に特に有用である （Lucchinetti et al. 2000, 1999）。CPZ の脱髄効果は、大脳半球

間のコミュニケーションを担う主要構造である脳梁 （CC） において最も顕著であり、

CC の脱髄は、運動協調や認知処理といった高次脳機能を著しく損なう。他の MS モデ

ルとは異なり、CPZの投与は脱髄を誘発するだけでなく、投与中止後に再髄鞘化が起こ

りうるため、脱髄と再髄鞘化の両方のプロセスを調査するための独自のプラットフォ

ームとなりうる（Matsushima and Morell. 2001; Praet et al. 2014） 。対照的に、実験的自

己免疫性脳脊髄炎 （EAE） などの他の毒素誘発モデルは、主に炎症メカニズムに焦点

を当てており、再髄鞘化の研究には適さない （Storch et al. 1998） 。 

 

CCは、脳の左半球と右半球間の情報の統合を促進し、半球間コミュニケーションに不

可欠である （Aboitiz and Montiel. 2003; Rovira and Geijo-Barrientos. 2016） 。CPZ による

CC の損傷は、この半球間の接続を破壊し、運動協調 （Li et al. 2016） や認知処理

（Degraeve et al. 2022; Fabri and Polonara. 2023; Fenlon and Richards. 2015; Gazzaniga et al. 
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2005; Höller-Wallscheid et al. 2017; Huang et al. 2015; Liu et al. 2010; Russo et al. 2022; Tovar-

Moll et al. 2007） を含む認知機能と運動機能の障害につながる。 

前頭前野で重要な領域である前帯状皮質 （ACC） （Fuster, 2001; Merre et al. 2021） は、

認知プロセス、感情の調節、感情情報の統合など、さまざまな機能に関与している。

これらの機能はすべて、半球間の効果的な調整のために CC の接続性が損なわれていな

いことに依存している （Rolls et al. 2022） 。したがって、CC が損傷すると、半球間で

活動を同期させる ACC の能力が直接損なわれ、認知処理と感情処理の両方に支障が生

じる可能性がある。 

 

私たちの先行研究では、単一光子広視野膜電位感受性色素イメージング （VSDI）  を

使用して、半球内および半球間の接続の両方を含む ACC 内のニューロン活動の伝播を

視覚化することに成功した （Gusain et al. 2023） 。 VSDI は 1970 年代に初めて開発され

た後 （Cohen et al. 1978; Knöpfel and Song. 2019a; Loew et al. 1992; Milicevic et al. 2023; 

SALZBERG et al. 1973）、当研究チームにより改良され、神経活動の広範囲記録のため

の定量的ツールとして利用可能となった （Gusain et al. 2023; Ojima et al. 2024; Suh et al. 

2011; Tominaga et al. 2023; Utsumi et al. 2023）。VSDI は技術的な制限により CC からの

生理学的データを記録できない。しかし、認知機能と情動機能の調整において中心的

な役割を果たす ACC は、VSDI を使用してその機能的ダイナミクスを捉え、CPZ 誘発性

脱髄を研究するための理想的なターゲットであり続けている。 

 

本研究では、CPZ 誘発性脱髄が 、ACC 内の半球内および半球間神経伝達にどのように

影響するかを評価することを目的とした。CC 脱髄の構造的影響についてはかなりの研

究が行われているが、半球間接続の機能的評価は比較的まれである。特に ACC に関し
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て、半球間の神経伝達に対する脱髄のリアルタイムな影響を具体的に調査した研究は

ほとんどない （Bando et al. 2008; Crawford et al. 2009）。VSDI 技術を適用することで、

脱髄段階と再髄鞘形成段階の両方で、ACC 内の神経活動と CC を介した伝播の定量的な

分析結果を提示することを目指している。これらの機能障害を理解することは、中枢

神経系 （CNS） 脱髄に関する知識を深め、潜在的な治療ターゲットを特定するために

不可欠である。 

 

2-2 方法 

 

2-2-1 使用動物 

 

本研究で使用した C57B L/6J 雄マウスは、日本エスエルシー株式会社から導入し、12

時間の明暗周期 （8:00/20:00） 、適切な温度および湿度（20-24 ℃、50-60 %） 下に管理

された動物施設で飼育管理して動物実験に使用した。本研究における動物実験ならび

に動物の飼育管理は「徳島文理大学における動物実験と動物の飼育及び保管に関する

規定」に準拠して行った。また、全ての動物実験は徳島文理大学の動物委員会によっ

て承認されている （承認番号: KP22-83-2, KP23-83-2, KP24-83-2） 。 

 

2-2-2 CPZ 含有粉末飼料の作製 

 

CPZ （Cat No:04198-30、Kanto Chemical Co., Inc）  を実験動物用粉末飼料 （粉末状 CE-

2, CLEA Japan, Inc.） に 0.3 % （w/w） になるように添加し、攪拌とメッシュ 40 （目開

き；約 0.425 mm） のふるいを用いた塊の解砕により、均一になるように混和した。こ
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の作業を 5 回繰り返して、0.3 % （w/w） CPZ 含有粉末飼料 （CPZ 飼料） を調製した。

濃度の決定には、本博士論文の研究の背景「1-1-2 Cuprizone 誘発性脱髄のメカニズ

ムと神経病理」で示した論文を参考にした. （Armstrong et al. 2002; Emery et al. 2006; 

Lindner et al. 2007）。 

 

2-2-3 CPZ 飼料給餌投与による脱髄マウスと再髄鞘化マウスの作製 

 

生後 10 週齢のマウスに対し、自由摂食摂水下で 0.3 %CPZ 含有粉末試料を 6 週間給餌

投与することにより脱髄を誘発させ、CPZ マウスとした。通常粉末飼料で 6 週間同様に

飼育したマウスを対照とした。また、同様にして脱髄を引き起こした後、5 週間通常固

形飼料を与えて飼育し、再髄鞘化を期待したマウスを Recovery （Rec）とした。 

 

2-2-4 スライス作製と VSD 染色 

 

すべての動物実験は、徳島文理大学実験動物委員会の承認を得たプロトコルに従って

行った。16 または 21 週齢の雄マウス （C57BL6J, SLC, Hamamatsu, Japan） を深イソフ

ルラン麻酔下で断頭し、厚さ 350 μm の急性前頭葉スライス標本 （冠状断） を作製し

た。スライス標本の作成、VSD の調製や染色は、冨永ら （Tominaga et al. 2019） が発表

した方法を採用した。 

具体的な手順として、脳を氷冷人工脳脊髄液 （ACSF; 124 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM 

CaCl2, 2 mM MgSO4, 1.25 mM NaHPO4, 26 mM NaHCO3 and 10 mM glucose, pH 7.4, 95% 

O2/5% CO2 混合ガスでバブリング） 中で急速に冷却した。5 分間冷却した後、冠状断で

前頭葉を切り離し、前頭葉を寒天ブロック上に置いた。尾側の垂直面側をシアノアク
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リレート接着剤でビブラトーム （VT-1000 及び VT-1200S, Leica） に取り付け、bregma

からおおよそ 1.34, 0.98, 0.62, 0.26 mm の位置でそれぞれ切り離し、350 μm 厚の切片を 4

枚作製した （図 1A）。各切片をメンブレンフィルター （Omnipore, JHWP01300, 孔径

0.45 μm, Merck Millipore Ltd., MA, USA） が固定されたアクリルリング （内径 11 mm, 外

径 15 mm, 厚さ 1~2 mm） 上のフィルターに移した。 

ACSF を通して 95% O2/5% CO2 混合ガスが連続的にバブリングされているモイストチ

ャンバー内にプレキシガラスリングを入れ、28°Cの温度で 25分間保ち、その後 10分間

室温に戻した。スライスを 110 μLのVSD染色液 [0.1 mM Di-4-ANEPPS （D-1199, Thermo 

FisherScientific Inc., MA, USA） , 2.7%エタノール, 0.13% CremophorEL （Sigma-Aldrich 

Co.） , 50% fetal bovine serum （Sigma-Aldrich Co.） , 50% ACSF] で、20 分間染色した。

その後、スライスの余分な VSD 染色液を ACSF で洗い流し、遮光して室温で少なくと

も 1 時間インキュベートした。 

 

2-2-5 測定条件と刺激 

 

VSD で染色した前頭葉スライスをアクリルリングごと記録チャンバーに移し、95% O2 

/ 5% CO2 混合ガスでバブリングしながら 1 mL/minの速度でACSFを連続的に灌流した。

スライス条件で生じる可能性のある過剰な抑制シナプス伝達を阻害し、生体内で観察

される皮質活性と同様の活性を維持するために GABAA 受容体拮抗薬の 1 μM SR95531

（gabazine; GZ, Tocris, Bristol, UK）存在下で測定した（Iijima et al. 1996; Kajiwara et al. 

2019） 。内部を ACSF で満たしたガラス電極 （外径 1.0 mm, 内径 0.75 mm） に Ag/AgCl

ワイヤーを挿入し、刺激電極として使用した。また、内部を 3M KCl 溶液で満たしたチ

ップに Ag/AgCl ワイヤー （直径 0.3 mm） を挿入し、接地電極として使用した。刺激周
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期は、各刺激点に対して 20 s ごとに 0.5 ms の長さで 4 回刺激されるように設定した。 

刺激強度は、電気刺激装置（ESTM-8, Brainvision, Inc., Tokyo, Japan）で 40 V に設定し

た。電気刺激は、刺激装置からスライス内の 4 つの異なる部位（運動皮質, 前帯状皮質 

[ACC]: 図 1B）に与えた。実験全体を通して、電気刺激を加えた皮質は同側皮質とし、

反対側は対側皮質とした。 

 

2-2-6 VSD 光信号の計測 

 

スライスの可視化には、2 つの同一レンズ（#10447242; 実体顕微鏡 MZ シリーズ用の 

×5 対物レンズ, Leica Microsystems）を備えた落射蛍光光学系を使用した。一つは対物

レンズ用、もう一つはチューブレンズ用（F1.4 85 mm, SAMYANG）として使用した。

スライスは、フィルター（530 ±  30 nm）を通した安定化 LED 光源（LEX2-LZ4, 

Brainvision, 東京, 日本）からの励起光で照らされ、蛍光は、発光フィルター（> 590 nm）

を通過し、カメラ（MiCAM03, Brainvision, 東京, 日本）に投影された。このシステムに

より、高フレームレート（特に明記しない限り 1 ms / フレーム）と高空間解像度（256 

× 256 ピクセル）で冠状スライス全体の神経活動を記録した。VSD 蛍光の初期蛍光量

に対する変化の割合（ΔF/F）を光信号として用いた。 

 

2-2-7 光計測のデータ処理と統計学的処理 

 

得られたデータは、専用解析プログラム（BV_Ana, Brainvision）と IgorPro（ver. 9, 

WaveMetrics, Portland, OR）のカスタム マクロ プログラムを使用して解析した。数値お

よび統計評価には、IgorPro 内で特別に設計されたマクロを使用した。すべてのデータ
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は平均 ± 標準誤差で表示し、n はスライス数を表す。この実験では、すべての統計分析

で IgorPro内の多重比較 Tukey（HSD）テスト機能を用いた。統計学的有意差は、p 値が

0.05 未満の場合を有意差ありと判断した。図中では統計学的有意差を、擬似カラーまた

は記号*（p < 0.05）で表記した。 

 

2-2-8 凍結切片の作製 

スライスを光計測した後、4% PFA（4 % paraformaldehyde / 0.1M phosphate buffer, pH 7.2）

を入れたスクリュー管瓶に入れ、4 ℃で固定した。セルカルチャープレート 12 ウェル

に必要なスライスを取り出し、PB（0.1 M phosphate buffer, pH 7.2）で 5 分間の振盪を 3

回行うことにより余分な 4% PFA を除去し、氷晶形成防止のため、氷上で 7 % sucrose / 

PB により 15 分間振盪した後、30 % sucrose / PB に変えて同様に振盪した。次に、予め

プラスチック容器（Tissue-Tek Cryomold, 4565 or 4566, Sakura Finetek Japan Co,. Ltd.）に

包埋材（Tissue-Tek O.C.T.Compound, 4583, Sakura Finetek Japan Co.,Ltd.）を入れて-20 ℃

に設定したクリオスタット（HM525NX, Thermo Fisher Scientific）の中で凍結させておき、

350 μm スライスを貼り付けるために表面を削って平にした。ショ糖置換を終えた 350 

μm スライスを透明なフィルムに乗せ、余分なショ糖液をろ紙で除いた後、凍結した包

埋材の平らな面に貼り付け、直ちにフィルムを剥がして上から包埋材を塗り、凍結さ

せた。この凍結スライスから厚さ 12 μm の凍結切片を作製し、切片を PBS（0.01 M 

phosphate buffer saline, pH 7.2）に浮かべてスライドガラス（クレストコートスライドグ

ラス, SCRE-01, Matsunami Glass Ind., Ltd）ですくい取り、余分な PBS をキムワイプで除

いた後、室温で乾燥させた。作成した凍結切片は乾燥用シリカゲルを入れた遮光ボッ

クスに入れ、使用するまで-80 ℃で保管した。 
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2-2-9 FluoroMyelin™ Green による髄鞘の蛍光色素染色 

 

凍結保存していた切片を室温に戻した後、PBS 中で 5 分間の洗浄を 3 回行った。以後

の操作で反応液が拡散するのを防ぐため、撥水材（ブロックペン, 株式会社硝英製作所, 

51002）で切片を丸く囲った。0.2 %Triton-PBS（0.2Trion X-100 を含む PBS）で 300 倍に

希釈した FluoroMyelin™ Green（F34651, Thermo Fisher Scientific, Lot. No. j821818）を用

いて 4 ℃で一晩反応させた。切片を軽く振って余分な反応溶液を除いた後、PBS 中で 5

分間の洗浄を 5 回行った。その後、無蛍光 Glycerol（66.7 % Glycerol, 0.167 M Sodium 

carbonate buffer, pH 8.6）を封入剤としてカバーガラス（22 mm×24mm Matsunami Glass 

Ind., Ltd.）を被せた。これらの蛍光染色標本を、共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV1000, 

Olympus）で観察し、脳梁領域を撮影した。 

 

2-2-10 抗 PLP 抗体による免疫組織化学染色 

 

凍結保存していた切片を室温に戻した後、PBS 中で 5 分間の洗浄を 3 回行った。以後

の操作で反応液が拡散するのを防ぐため、撥水材（ブロックペン、株式会社硝英製作

所、51002）で切片を丸く囲った。各切片について 0.2％Triton-PBS で 5％に調製した正

常 donkey 血清（Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA）を用いて、

室温で 1 時間ブロッキングを行った。PBS 中で 5 分間洗浄し余分な正常 donkey 血清を

除去した後、0.2%Triton-PBS で 1000 倍に希釈した一次抗体（rabbit 抗 PLP（myelin 

proteolipid protein）抗体;抗原ペプチドとして Cys- GRGTKF-COOH を用いた自家製抗体）

を用いて 4 ℃で一晩反応させた。切片を軽く振って余分な反応溶液を除いた後、PBS 中

で 5 分間の洗浄を 3 回行った。続いて 0.2％Triton-PBS で 200 倍に希釈した二次抗体、
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Alexa488 標識 donkey 抗 rabbit IgG 抗体（Jackson ImmunoResaearch Laboratories Inc., West 

Grove, USA, 711-546-152）と 500倍に希釈した細胞核検出用のプローブ（TO-PRO○R -3ヨ

ウ化物, Thermo Fisher Scientific, T3605）を加え、室温で 2 時間反応させた。切片を軽く

振って余分な二次抗体液を除いた後、PBS 中で 5 分間洗浄を 5 回行った。その後、無蛍

光 Glycerol（66.7％ Glycerol, 0.167 M Sodium carbonate buffer, pH8.6）を封入剤としてカ

バーガラス（22 mm x 24 mm, Matsunami Glass Ind., Ltd）を被せた。これらの免疫蛍光染

色標本は、共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV1000, Olympus）で観察し、ACC に隣接す

る皮質及び cg2 領域を撮影した。 

 

2-2-11 組織染色のデータ処理と統計学的処理 

 

比較する切片は全て同一の厚さで薄切し、同一試薬を用いて同じ操作で同時に染色し

た。また、比較に用いる画像は、対象サンプルを全て同日中に同一条件（同一設定）

で撮影した。これらの画像における蛍光面積を比較するため、画像処理ソフトウェア

ImageJ のディストリビューションである Fiji（version 2.14.0/1.54f）により二値化した画

像で全面積に対する蛍光面積の割合を算出した。このとき、同日中に取得されていた

全ての計測画像を通してバックグラウンドノイズを排除できる最小値を閾値として設

定し、その日に取得された画像全てに同じように適用し解析した。蛍光面積の割合は、

対照群を基に正規化した値で表した。統計解析は、R（The R Foundation for Statistical 

Computing, オーストリア, ウィーン）のグラフィカル ユーザー インターフェイスである 

EZR（自治医科大学附属さいたま医療センター, 埼玉, 日本）を使用して多重比較 Tukey

（HSD）テストを行った。統計学的有意差は、p 値が 0.05 未満の場合を有意差ありと判

断した。図中では統計学的有意差を示す記号を、*（p < 0.05）、**（p < 0.01）で表記し
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た。 

 

2-3 結果 

 

2-3-1 Cuprizone 誘発性脱髄による神経活動の半球間伝播の抑制 

 

前頭葉冠状断スライスの背側（上部、頭蓋冠に近い側）にある前帯状皮質（ACC）の

II/III 層の電気刺激（図 1B の SL3 への刺激「a」）は、ACC に沿って神経活動の伝播を

誘発し、背側から内側（正中線に近い側）および腹側（下部、頭蓋底に近い側）に向

かって移動した。活動は背側皮質の運動野に向かって横方向にも伝播した。興奮が脳

梁（CC）近くの ACC の端に達すると、その後反対側の半球に広がり、対側 ACC の最

も腹側に現れた。対照マウスの代表的なピクセル単位の光信号トレースを図 2A（黒の

トレース）に示し、スライスの蛍光画像に重ねた。活動伝播の連続画像を図 2B 左に示

し、隣には、各ピクセルのピーク信号値（振幅マップ）を示した（図 2B 中央パネ

ル）。また、これらのピーク値の 20%に達するまでの立ち上がり時間（潜時マップ）

の蛍光画像への投影を表している（図 2B,右パネル）。 

 

CPZ を投与したマウス（CPZ マウス）の冠状スライスを用いて対照マウスと同様に刺

激し、その代表的なピクセル単位の光信号を赤いトレースで図 2A に示した。対応する

連続画像と、振幅および潜時マップは、図 2C に示した。注目すべきことに、CPZ マウ

スのスライスでは、活動の半球間伝播は見られなかった。しかし、REC マウスでは、

図 2A の緑のトレースと図 2D の活動伝播の画像で示すように、半球間伝播が回復し

た。なお、VSD は脂質に富む成分に優先的に取り込まれるため、CC などの有髄軸索で
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バックグラウンド蛍光が上昇する。その結果、CC からの生理学的データは記録できな

かった。代わりに、ACC 内の半球内および半球間の神経信号伝播に焦点を当てた。 

 

2-3-2 SL3 で最も顕著であった Cuprizone 投与の効果 

 

計 15 匹のマウスから得た 60 枚のスライスからの平均データを使用して、CPZ 投与の

効果を評価した。図 3Aは、図の左側（同側皮質）の部位 a～dでの刺激時の対照および

CPZ マウスの SL1～SL4 の平均振幅マップを示している。 

対照スライスでは、すべての振幅マップで、神経活動が刺激部位から同側（刺激と同

じ側の脳）と対側（刺激と反対側の脳）の両方に伝播していることが示された。半球

間の広がりの程度は、SL3 の刺激 b～d で最も顕著であった。これらの条件では、同側

と対側の活動マップはほぼ対称であり、対側皮質の広がりは同側皮質の広がりと同等

であった。この対称性は、図 3C の黒線で示したように、ACC の背腹軸に沿ったピーク

振幅プロファイルでも明らかであり、SL3 でほぼ対称的な伝播が示されている。 

他のスライス（SL1、SL2、および SL4）では、対側で観察された活動は同側と比較し

て弱い応答を示した。この活動の低下は、スライスの背側（上部）領域で特に顕著で

あった。図 3Cに示したプロファイルでは、この領域は中心（0）から遠い側として表示

され、対側での弱い応答が強調されている。この観察結果は、これらのスライスでの

半球間接続の低下を反映している可能性がある（Gusain et al. 2023）。同側皮質の腹側

付近の刺激は、対側へのより強力な半球間伝播を引き起こす傾向があった。しかし、

対側皮質の伝播活動は、皮質の背側（上部）領域に向かって弱い広がりを示した。 

CPZ マウスの SL3 では、は活動の半球間伝播がほぼ完全にブロックされた。同側は対

照マウスと比較して反応が低下し、対側は実質的に反応を示さなかった。 
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2 つのグループ間の光信号の違いを明確にするために、2 つの光学データセット間で詳

細なピクセル単位の統計比較を実行した。これらのピクセル単位の統計解析による p 値

は、有意な領域を示すために、図 3A の右端のパネルに疑似カラーで示している。SL3

の対側では、対照マウスと CPZ 投与マウスの間で統計的に有意な差（p < 0.05）がみら

れた。また、SL3 の同側 ACC 内下部の cg2（帯状皮質領域 2）における最も腹側の端で

も有意差がみられた。この変化は、半球間伝播のほぼ完全な喪失と同時に発生し、局

所的な接続性の顕著な変化を示唆している。同側の違いは、ACC の II/III 層内の SL2 と

SL3 でも明らかであった。 

CPZ の摂取を中止してから 5 週間回復したマウス（REC マウス）も対照マウスと比較

した（図 3B）。SL3 では、CPZ によって引き起こされた半球間伝播の喪失がほぼ完全

に回復し、対照マウスと比較してわずかな統計的差異が認められた。全体として、通

常固形餌に戻してから 5 週間で、半球間および半球内の接続の両方で CPZ 誘発性障害

がほぼ完全に回復した。 

興味深いことに、振幅マップのラインプロファイル（図 3C）では、RECマウス振幅強

度が増加した。この増加は特に SL1 と SL2 で顕著であり、同側皮質における背側の振

幅が対照と比較して大幅に増大した。この過剰な回復は、特に皮質の背側領域で皮質

活動の過剰補償の可能性を示唆している。 

 

2-3-3 脱髄と神経興奮伝播の遅延 

 

図 4 は、対照、CPZ、および REC マウスの平均潜時マップを示しており、刺激時点か

らの時間をピクセル単位で疑似カラーとして示している。これらのマップは、各刺激

点において皮質全体で潜時がどのように変化するかを示している。ほとんどの場合、
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潜時のパターンと関連する p 値がスライスのほとんどの領域で有意差を示さなかった

（図 4A, B）。 

半球間接続がほぼ完全に失われた SL3 でも、同側皮質の潜時は対照マウスと比較して

有意差を示さなかった。 

これらの観察結果は、同側皮質と対側皮質の両方について示した白い線に沿ったプロ

ットでもなお明らかであり、グループ間で有意差がなく、ほぼ同じ潜時を示している

（図 4C）。 

 

2-3-4 CC における脱髄と再髄鞘化の組織学的解析 

 

次のセクションでは、VSD イメージングに使用した切片を 12 µm の厚さに再薄切し、

組織学的解析を行った。図 5A は、対照、CPZ、および REC マウスの各切片を

FluoroMyelin Green（FMG）で染色した際の CC の代表的な画像を示している。 

 

CPZ マウスは、対照マウスと比較して CC の FMG 蛍光が大幅に減少しており、髄鞘形

成が著しく低下していることを示している。 

 

図 5B は、対照、CPZ、および REC マウスの各スライスを FMG で染色した時の CC 画

像の蛍光領域における、対照マウス SL1の平均値を 1として他のスライスの値を正規化

したグラフを示している。CPZマウスは、対照マウスと比較して蛍光領域が大幅に減少

している。また、RECマウスのでは、通常固形餌を 5週間摂取した後も、蛍光領域は対

照マウスと比較して減少したままであり、再髄鞘形成プロセスが不完全であることを

示している。この結果は、REC マウスにおいて CC の FMG 蛍光が減少していることか
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ら、髄鞘形成がある程度の回復するものの、髄鞘形成が対照マウスレベルまで完全に

回復するには不十分であったことを示唆している。 

 

2-3-5 抗 PLP 抗体を用いた前頭前皮質における脱髄または再髄鞘化の免疫組織

化学的解析 

 

皮質組織の髄鞘形成の程度をさらに調査するため、図 6A に示すように抗 PLP 抗体染

色を行った。この解析は、皮質領域における髄鞘形成をより正確に定量化するために

使用され、特に髄鞘の重要な構成要素であるプロテオリピドタンパク質（PLP）をター

ゲットとしている（Lindner et al. 2008）。 

 

図 6B は、SL1 から SL4 にわたる抗 PLP 抗体染色の結果を示している。CPZ マウスで

は、特に ACC 内上部の cg1（帯状皮質領域 1）に隣接する皮質領域で、対照マウスと比

較して PLP レベルが大幅に低下した。また、cg2 領域でも対照マウスと比較して PLP レ

ベルが低下した。 

 

REC マウスでは、対照マウスと比較して cg1 に隣接する皮質領域と cg2 領域の両方で

PLP レベルが部分的に回復したが、依然として統計学的な有意差が認められた。 

 

注目すべきことに、PLP 染色によって示された髄鞘の構造的回復は、VSD 光信号で観

察された機能的回復と完全には相関していなかった。VSD イメージングでは神経興奮

伝播の大幅な機能的回復を示したが、基礎となるミエリン構造はまだ対照レベルに戻

っておらず、この機能の回復には完全な再髄鞘形成とは無関係な代償メカニズムが関
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与している可能性があることを示唆している。 

 

2-4 まとめ及び考察 

 

この研究では、CPZの投与が ACCの半球間神経伝達を、特に冠状スライスの特定の部

位で障害することを実証している。単一光子広視野膜電位感受性色素イメージング

（VSDI）（Gusain et al. 2023）を使用して、特定のスライス（SL3）で障害が最も深刻

であることが観察され、CPZ 誘発性脱髄が ACC の接続性に部位依存的な影響を示すこ

とが示唆された。興味深いことに、CPZ投与中止後の活動の半球間伝播の機能回復は、

対照と同程度にほぼ回復したが、組織学的解析では、特に CC で部分的な再髄鞘化しか

示されなかった。この矛盾は、機能回復が完全な構造回復に厳密に依存しているわけ

ではないことを示しており、神経の回復力をより包括的に理解するための生理学的ア

ッセイの必要性を浮き彫りにしている。 

 

2-4-1 脱髄の頭尾方向の位置に依存する脆弱性と不均一な効果 

 

測定したスライスのうち、SL3（ブレグマから 0.62 mm）で障害が最も顕著であり、

ACC における CPZ 誘発性脱髄に対する脆弱性が位置に依存していることを示唆してい

る。このスライス固有の効果は、特定の領域が CPZ 毒性に対してより影響を受けやす

い CC 領域間の解剖学的または機能的差異を反映している可能性がある（Steelman et al. 

2012）。 
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2-4-2 機能的回復と構造的回復の不一致 

 

FMGおよび抗 PLP抗体染色による組織学的解析により、CPZ投与後の髄鞘構造が大幅

に減少し、再髄鞘形成期には部分的な回復しか見られないことが明らかになった

（Matsushima および Morell, 2001）。対照的に、VSDI では、CPZ 投与の中止後、SL3 に

おける半球間伝播がほぼ完全に機能回復した。構造的回復と機能的回復のこの不一致

は、ミエリンの完全な回復がなくても神経興奮伝播の機能的接続を可能にする代償メ

カニズムが関与していることを示唆している。これらのメカニズムには、シナプス可

塑性、神経軸索の発芽、またはミエリンの喪失を補い、半球間コミュニケーションを

維持できる代替神経経路が含まれる可能性がある（Kwiecien, 2010; Phokeo et al. 2002）。 

また、本研究で使用した髄鞘形成の組織学的マーカーは、信号伝播に機能的に関連す

るミエリンの側面を完全には捉えていない可能性もある。これらの知見は、組織学的

データのみに頼ると、神経回復の真の程度と中枢神経系の可塑性が過小評価される可

能性が生じるため、構造評価と並行して機能的尺度を考慮する必要性を強く示してい

る。 

 

2-4-3 長距離線維と局所的微小回路の役割 

 

本研究で観察された神経活動の伝播には、脳梁を介した直接的な半球間接続と前頭前

野内の局所的微小回路活性化の両方が関与している可能性がある。機能的な半球間接

続の喪失はこれまで十分に報告されていなかったが、いくつかの電気生理学的研究で

は、脱髄後の半球間接続の潜時が長くなることが報告されている（Bando et al. 2008 年, 

Crawford et al. 2009 年）。興味深いことに、私たちの研究では、部分的に脱髄の影響を
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受けたスライス（SL2 および SL4。SL3 では完全な機能喪失のため潜時を測定できなか

った。）でも、半球間伝播の潜時に大きな変化は見られなかった。電気生理学的測定

で観察される潜時差は、VSDI で測定されるものと直接比較できない可能性がある。

VSDI での応答は、主に単一シナプスおよび/または多シナプス接続から生じる興奮性シ

ナプス後電位（EPSP）を表す（Tominaga et al. 2009）。この観察された脆弱性は、必ず

しもこの脳領域の分子的または生理学的特異性を示すものではない。これらの差は、

前頭前野のさまざまな位置で観察される不均一な脆弱性に寄与している可能性があり、

局所的な接続性、髄鞘形成密度、または細胞構成の変動を反映している可能性がある。

SL3 で観察された半球間接続の重大な障害は、CC の長距離線維の喪失に関連している

可能性があるが、機能的コミュニケーションの回復は、局所回路が重要な代償的役割

を果たしている可能性があることを示唆している。SL3 の cg2 の最も腹側の端で観察さ

れた大幅な蛍光強度の減少は、半球間伝播の全体的な喪失に寄与する可能性のある局

所的な微小回路の変化を反映している可能性がある。これは、長距離接続が中断され

た場合、本研究で視覚化された半球内コミュニケーションが微小回路の活性化に大き

く依存する可能性があることを示唆している。興味深いことに、半球間コミュニケー

ションの中断にもかかわらず、重大な障害のあるスライスでさえ、神経伝播の潜時に

有意な変化は観察されなかった。これは、接続性の低下は、機能線維の伝導速度の低

下ではなく、機能線維の数の減少による可能性があることを示唆している。脱髄およ

び再髄鞘化中の電位依存性チャネルの再分配（Kanda et al. 2019; Lai and Jan. 2006; 

Lubetzki et al. 2020）も、伝導速度に大きな影響を与えることなく機能伝播を維持するこ

とに寄与する可能性がある。また、シナプスの喪失と GABA 作動性ネットワークの変

化（Dutta et al. 2006; Werneburg et al. 2020）の寄与も考慮する必要がある。これらは、直

接的な伝導特性とは無関係に神経興奮性を変化させる可能性があるためである。 



31 

 

2-4-4 MS への影響と今後の展望 

 

この研究の知見は、中枢神経系における脱髄と機能回復の関係について重要な洞察を

示した。REC マウスで観察された構造的回復と機能的回復の不一致は、生理学的評価

と髄鞘形成などの構造マーカーでの組織学的評価を統合することの重要性を強調して

いる。VSDI などの機能イメージング技術は、構造的評価では見逃される可能性のある

機能的代償メカニズムを明らかにし、CNS の回復力と可塑性に関するより包括的な理

解を提供する。 

今後の研究では、光遺伝学的刺激や遺伝的にコード化されたカルシウム指標などのツ

ールを利用して、これらの発見をさらに拡大し、脳内および脳半球間の接続における

特定の経路と細胞構成成分の寄与をさらに分析する必要がある（Inagaki et al. 2019; Koga 

et al. 2024; Li et al. 2023; Luo et al. 2018; Petreanu et al. 2007）。さらに、脱髄に直面しても

機能的接続を維持する局所微小回路の役割を理解することで、MS 患者の回復を促進す

るための新しい治療ターゲットを提供できる可能性がある。また、女性被験者を含め

て性差を研究することも、性別を問わず効果的な治療法の開発に不可欠である。 

この研究は、CPZ誘発性の脱髄が ACC接続の重大な障害を引き起こし、特に脳半球間

のコミュニケーションに影響を与えることを示している。ただし、ミエリンが完全に

回復しなくても機能的回復が観察されたため、神経伝達を維持する代償メカニズムが

関与していることが示唆された。これらの知見は、脱髄疾患の研究において構造評価

とともに機能的評価を組み込むことの重要性を示している。局所的な微小回路と代償

メカニズムが機能回復にどのように貢献するかをより深く理解することで、多発性硬

化症および関連疾患に対するより効果的な治療介入への道が開かれる可能性がある。 
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第 3章 膜電位感受性色素イメージング法を用いた加齢に

よる海馬機能変調の解明 

 

3-1 序論 

 

近年、医学や医療技術のめざましい進歩により、寿命は延び、高齢人口が急増してい

る。そのため、加齢に伴う神経変性疾患（アルツハイマー病など）や認知機能障害の

有病率も上昇している。したがって、神経変性疾患によるものや加齢に伴う通常の認

知障害の根底にあるメカニズムの解明は、高齢化に伴う認知機能低下を予防または改

善するために重要である。 

加齢に伴う認知障害に関する研究において、記憶の符号化を成功させる上で海馬が重

要であり、主な出力が海馬 CA1 錐体ニューロンを介することから、CA1 錐体ニューロ

ンの加齢に伴う変化を特定することに焦点が当てられてきた。CA1 錐体ニューロンの

加齢に伴う変化については、Ca2+イメージングや電気生理学的手法、ウェスタンブロッ

ト法、免疫組織化学的手法等により検討されており（Hajieva et al. 2009; Moyer Jr et al. 

1992; Veng et al. 2002）、老化した CA1 錐体ニューロンにおける活動電位のバースト後

過分極の増大は、活動電位のバースト中に細胞質カルシウムが増加することが一因で

ある可能性が示唆されている。さらに、齧歯類への L型電位依存性カルシウムチャネル

阻害剤の投与により加齢関連学習障害が改善することも報告されている（Oh et al. 

2016）。これらは、カルシウム恒常性の変化と老化に関連する認知障害との間の潜在

的な関連を示している。一部の文献では、リポ多糖類（LPS）による海馬神経細胞の慢

性炎症が神経興奮性の増大を引き起こすことが示されており（Giansante et al. 2020）、



33 

過興奮と脳内炎症の関連性が示唆されている（Kurki et al. 2023; Aloi et al. 2023）。 

また、加齢は炎症反応の増強と関連することが多く、細菌やウイルスの感染、慢性炎

症によってサイトカインや炎症性分子が生成され、これらが初期は脳内で神経保護に

役立つが、その後は神経変性の原因となる。その結果、炎症は認知機能障害を引き起

こすことが示唆されている（Blalock et al. 2003; Moore et al. 2009）。 

これらの知見の蓄積にもかかわらず、正常な加齢動物における海馬の機能的な理解は

未だ十分でなく、神経興奮伝播を可視化した例はほとんどない。そこで、本研究は、

免疫組織化学的解析を通じて、海馬における加齢に伴う神経回路の異常と脳内炎症指

数を明らかにすることを目的とした。 

 

3-2 方法 

 

3-2-1 使用動物 

 

本研究で使用したC57BL/6J雄マウスは、日本エスエルシー株式会社から導入し、12時

間の明暗周期（8:00/20:00）、適切な温度および湿度（20-24 ℃、50-60 %）下に管理さ

れた動物施設で飼育管理して動物実験に使用した。本研究における動物実験ならびに

動物の飼育管理は「徳島文理大学における動物実験と動物の飼育及び保管に関する規

定」に準拠して行った。また、全ての動物実験は徳島文理大学の動物委員会によって

承認された（承認番号: KP22-83-2, KP23-83-2, KP24-83-2）。 

 

3-2-2 スライス作製と VSD 染色 
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すべての動物実験は、徳島文理大学実験動物委員会の承認を得たプロトコルに従って

行った。若齢マウス（対照）として 8-9 週齢、老齢マウスとして 70 週齢の雄マウス

（C57BL6J, SLC, Hamamatsu, Japan）を深部イソフルラン麻酔下で断頭し、厚さ 350 μm

の急性前海馬スライス標本を作製した。スライス標本の作成、VSD の調製や染色は、

冨永ら（Tominaga et al. 2019）が発表した方法を採用した（図 7）。 

具体的な手順として、摘出した脳を氷冷人工脳脊髄液（ACSF; 124 mM NaCl, 2.5 mM 

KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgSO4, 1.25 mM NaHPO4, 26 mM NaHCO3 and 10 mM glucose, pH 

7.4, 95% O2/5% CO2 混合ガスでバブリング）中で急速に冷却した。5 分間冷却した後、

海馬を周囲の皮質とともに切り離し、海馬構造全体を寒天ブロック上に置いた。腹側

の垂直面側をシアノアクリレート接着剤でビブラトーム（VT-1000 及び VT-1200S, Leica）

に取り付け、海馬を含む 350 μm 厚の横断切片を切り出した。各切片をメンブレンフィ

ルター（Omnipore, JHWP01300, 孔径 0.45 μm, Merck Millipore Ltd.,MA, USA）が固定され

たプレキシガラスリング（内径 11 mm, 外径 15 mm, 厚さ 1-2 mm）上のフィルターに移

した。 

ACSF を通して 95% O2/5% CO2 混合ガスが連続的にバブリングされているモイストチ

ャンバー内にプレキシガラスリングを入れ、28°Cの温度で 25分間保ち、その後 10分間

室温に戻した。スライスを 110 μLの VSD染色液 [0.1 mM Di-4-ANEPPS（D-1199, Thermo 

FisherScientific Inc., MA, USA）, 2.7%エタノール, 0.13% CremophorEL（Sigma-Aldrich 

Co.）, 50% fetal bovine serum（Sigma-Aldrich Co.）, 50% ACSF] で、20 分間染色した。そ

の後、スライスの余分な VSD染色液を ACSFで洗い流し、遮光して室温で少なくとも 1

時間インキュベートした。 
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3-2-3 光計測条件 

 

VSD で染色した海馬スライスをプレキシガラスリングごと記録チャンバーに移し、

95% O2 / 5% CO2 混合ガスでバブリングしながら 1 mL / min の速度で ACSF を連続的に灌

流した。本研究では、抑制性神経を完全に遮断して興奮性神経の活性の違いを調査す

るために、10 μM GZ 存在下、非存在下で還流下して測定した。本研究では、内部を

ACSF で満たしたガラス電極（外径 1.0 mm, 内径 0.75 mm）に Ag / AgCl ワイヤーを挿入

し、刺激電極として使用した。また、内部を 3M KCl 溶液で満たしたチップに Ag / AgCl

ワイヤー（直径 0.3 mm）を挿入し、接地電極として使用した。刺激周期は、各刺激点

に対して 0.5 ms の長さで 1 回刺激されるように設定した。電気刺激装置（ESTM-8, 

Brainvision, Inc., Tokyo, Japan）で 25 V の刺激強度で出力されるように設定し、スライス

内の CA1 の放線状層（図 8）に電気刺激を加えた。 

 

3-2-4 VSD 光信号の計測 

 

スライスの可視化には、2 つの同一レンズ（#10447242; 実体顕微鏡 MZ シリーズ用の 

×5 対物レンズ, Leica Microsystems）を備えた落射蛍光光学系を使用した。一つは対物

レンズ用、もう一つはチューブレンズ（F1.4 85 mm, SAMYANG）として使用した。ス

ライスは、フィルター（530 ± 30 nm）を通した安定化LED光源（LEX2-LZ4, Brainvision, 

東京, 日本）からの励起光で照らされ、生成された蛍光は、発光フィルター（>590 nm）

を通過し、カメラ（MiCAM03, Brainvision, 東京, 日本）に投影された。このシステムに

より、高フレームレート（特に明記しない限り 1 ms/フレーム）と高空間解像度（256 

× 256 ピクセル）で海馬スライス全体の神経活動が記録可能となった。VSD 蛍光の初
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期蛍光量に対する変化の割合（ΔF/F）を光信号として用いた。 

 

3-2-5 凍結切片の作製 

 

スライスを光計測した後、4 % PFA を入れたスクリュー管瓶に入れ、4 ℃で固定した。

セルカルチャープレート 12 ウェルに必要なスライスを取り出し、PB で 5 分間の振盪を

3 回行うことにより余分な 4 % PFA を除去し、氷晶形成防止のため、氷上で 7 % sucrose 

/ PB により 15 分間振盪した後、30 % sucrose / PB に変えて同様に振盪した。次に、予め、

プラスチック容器（Tissue-Tek Cryomold, 4565 or 4566, Sakura Finetek Japan Co,. Ltd.）に

包埋材（Tissue-Tek O.C.T.Compound, 4583, Sakura Finetek Japan Co., Ltd.）を入れて-20 ℃

に設定したクリオスタット（HM525NX、Thermo Fisher Scientific）の中で凍結させてお

き、350 μm スライスを貼り付けるために表面を削って平にした。ショ糖置換を終えた

350 μm スライスを透明なフィルムに乗せ、余分なショ糖液をろ紙で除いた後、凍結し

た包埋材の平らな面に貼り付け、直ちにフィルムを剥がして上から包埋材を塗り、凍

結させた。この凍結スライスから厚さ 12 μm の凍結切片を作製し、切片を PBS に浮か

べてスライドガラス（クレストコートスライドグラス, SCRE-01, Matsunami Glass Ind., 

Ltd）ですくい取り、余分な PBS をキムワイプで除いた後、室温で乾燥させた。作製し

た凍結切片は乾燥用シリカゲルを入れた遮光ボックスに入れ、使用するまで-80 ℃で保

管した。免疫染色に用いるため、ミクロトームでカットした直後のスライスでも同様

にして厚さ 12 μm の凍結切片を作製した。 

 

3-2-6 抗原賦活化処理 
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-80℃で保管していた遮光ボックスを室温に戻した後、切片を PBS に 5 分浸潤する操作

を 3 回行い、余分な包埋材を除去した。切片を 75℃に加温した 0.05% citraconic acid 水

溶液（pH7.4）に浸し、75℃の恒温槽中で 1時間静置した後、PBS中での 5分間洗浄を 3

回行った。以後の操作で反応液が拡散するのを防ぐために、撥水剤（ブロックペン, 株

式会社硝英製作所, 51002）で切片を丸く囲った。 

 

3-2-7 免疫蛍光染色 

 

凍結保存していた切片を室温に戻した後、PBS 中で 5 分間の洗浄を 3 回行った。以後

の操作で反応液が拡散するのを防ぐため、撥水材（ブロックペン, 株式会社硝英製作所、

51002）で切片を丸く囲った。各切片を 0.2％Triton X-100 を含む PBS（0.2％Triton-PBS）

で 5％に調製した正常 donkey 血清（Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, 

USA）を用いて、室温で 1 時間ブロッキングを行った。PBS 中で 5 分間洗浄し余分な正

常 donkey 血清を除去した後、0.2%Trion X-100 を含む PBS（0.2%Triton-PBS）で 1000 倍

に希釈した一次抗体（rabbit 抗 Iba1 抗体; 019-199741, 富士フィルム和光純薬株式会社, 

chicken 抗 GFAP 抗体; 6701-2, EnCor Biotechnology 社）を用いて 4 ℃で一晩反応させた。

切片を軽く振って余分な反応溶液を除いた後、PBS 中で 5 分間の洗浄を 3 回行った。続

いて 0.2％Triton-PBS で 200 倍に希釈した二次抗体である、Cy3 標識 donkey 抗 rabbit 抗

体（Jackson ImmunoResaearch Laboratories Inc., West Grove, USA, 711-166-152）または

Alexa488標識 donkey抗 chicken IgG抗体（Jackson ImmunoResaearch Laboratories Inc., West 

Grove, USA, 703-546-155）と 500 倍に希釈した核検出用のプローブ（TO-PRO○R -3 ヨウ

化物, Thermo Fisher Scientific, T3605）と室温で 2 時間反応させた。切片を軽く振って余

分な二次抗体液を除いた後、PBS中で5分間洗浄を5回行った。その後、無蛍光Glycerol
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（66.7％ Glycerol, 0.167 M Sodium carbonate buffer, pH8.6）を封入剤としてカバーガラス

（22 mm x 24 mm, Matsunami Glass Ind., Ltd）を被せた。これらの免疫蛍光染色標本は、

共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV1000, Olympus）で観察し、海馬全体を撮影した。 

 

 

3-2-8 データ処理と統計学的処理 

 

光計測で得られたデータは、専用解析プログラム（BV_Ana, Brainvision）と IgorPro

（ver. 9, WaveMetrics, Portland, OR）のカスタム マクロ プログラムと Excel を使用して解

析した。すべてのデータは平均 ± 標準誤差で表示し、n はスライス数を表す。統計学的

有意差は、p 値が 0.05 未満の場合を有意差ありと判断した。図中では統計学的有意差を

示す記号を、* （p < 0.05）、** （p < 0.01）で表記した。 

免疫組織染色で得られたデータは、画像処理ソフトウェア ImageJ のディストリビュー

ションである Fiji（version 2.14.0/1.54f）を用いて適切な閾値を設定し画像全体の蛍光面

積を測定した。また、測定領域の全面積に対する蛍光面積の割合も算出し、対照群を

基に正規化した値を求めた。 

 

3-3 結果 

 

3-3-1 海馬 CA1 領域の刺激に対する海馬全体の VSD 光信号イメージング 

 

代表的な神経興奮伝播の連続画像を図 9 に示した。連続画像は、各ピクセルのピーク

信号値（振幅マップ）を表し、活動の振幅を示している。 
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海馬スライスの背側（上部、大脳皮質に近い側）にある CA1 領域の放線状層の電気刺

激（図 9A,C）は、CA1 領域から CA3 領域への神経活動の伝播を誘発した。この神経活

動の伝播範囲は、未処置（ACSF のみ）の状態では対照マウスと比較して老齢マウスの

海馬では減少していた（図 9A）が、GZを反応させると老齢マウスの海馬での伝播範囲

は対照マウスと同程度になった（図 9C）。 

 

3-3-2 海馬 CA1 領域における VSD 光信号のトレース解析 

 

連続画像に示した振幅マップのうち、海馬 CA1 放線状層における蛍光強度変化のトレ

ースを図 9B,D に示した。トレースは連続画像と同様に解析点でのピーク信号値を表し、

活動の振幅を示している。 

未処置では、刺激後 10ms ほどで急激な神経活動が生じ、その後 100 ms ほどで活動が

急速に減弱し、徐々に反応がなくなった。初めの急激な神経活動は対照マウス（黒の

トレース）よりも老齢マウス（赤のトレース）の方が増強したが、その後、活動が急

速に減弱して持続し、対照マウスよりも早く反応がなくなった（図 9B）。GZ を反応さ

せると、未処置の時と同じく刺激後 10 ms ほどで急激な活動の増大が生じたが、その後

30 ms ほどかけてピークに達し、興奮性を保ったまま緩やかに活動が減弱した。この反

応は常に老齢マウスの方が強い神経活動を示した（図 9D）。 

 

3-3-3 海馬全体の抗 Iba1 抗体と抗 GFAP 抗体を用いた免疫染色 

 

対照マウスと老齢マウスにおける、ミクロトームでスライスにした直後（刺激を受け

ていないスライス）と光計測で電気刺激した後（刺激を受けたスライス）の海馬の脳
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内炎症の程度を調査するため、抗 Iba1 抗体（図 10）と抗 GFAP 抗体（図 11）染色を行

った。この解析は、脳内炎症の指標であるミクログリアとアストロサイトの発現を調

査するために行われた。Iba1（Ionized calcium-binding adapter molecule 1）はミクログリ

ア活性化における細胞イベントの基礎となるアクチン細胞骨格の再編成を制御してお

り、活性化ミクログリアで強く反応する（Imai and Kohsaka. 2002）。GFAP（Glial 

fibrillary acidic protein）は中間系フィラメントを構成しており、その増加はアストロサ

イト活性化の重要な指標として知られている（Reilly et al. 1998）。この二つの抗体は脳

内炎症の指標としてヒトを含めたさまざまな動物の研究で使用されている。 

 

抗 Iba1 抗体染色において、両マウスとも刺激を受けたスライスでは、刺激を受けてい

ないスライスと比較して、赤色の領域が増加しており（図 10A）海馬全体で抗 Iba1抗体

免疫活性が有意に増大していた。また、刺激を受けたスライスでは対照マウスと比較

して老齢マウスの海馬全体で抗 Iba1 抗体の免疫活性が増大傾向であった（図 10B）。 

 

抗 GFAP 抗体染色において、刺激を受けた老齢マウスのスライスでは、刺激を受けて

いないスライスと比較して、緑色の領域が増加しており（図 11A）海馬全体で抗 GFAP

抗体の免疫活性が有意に増大していた。また、刺激を受けたスライスでは対照マウス

と比較して老齢マウスの海馬全体で抗 GFAP 抗体の免疫活性も有意に増強していた（図

11B）。 

 

刺激を受けたスライスと老齢マウスでの抗 Iba1 抗体または抗 GFAP 抗体の免疫活性の

増強と VSD 光信号で観察された興奮性の増強は相関していた。老齢マウスの海馬では、

特に GZ 添加時の VSD イメージングで興奮性の増強傾向を示し、脳内炎症の指標であ
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るミクログリアやアストロサイトの活性化が示唆された。 

 

3-4 まとめと考察 

 

この研究では、加齢に伴い海馬において過興奮性が見られること（Yassa et al. 2011; 

Haberman et al. 2017）や脳内炎症が進行すること（Kurki et al. 2023; Aloi et al. 2023）を実

証している。単一光子広視野膜電位感受性色素イメージング（VSDI）（Tominaga et al. 

2019）を使用して、加齢により海馬 CA1 での過興奮性が見られることや、加齢や電気

刺激によりミクログリアやアストロサイトといった脳内炎症を誘発するグリア細胞が

活性化する可能性が示唆された。興味深いことに、組織学的評価では、抗 Iba1 抗体の

免疫活性は刺激の有無によらず老齢マウスの方が増大していたが、抗 GFAP抗体の免疫

活性は刺激を受けていないスライスでは両マウスにおいて同程度であったが、刺激を

受けたスライスでは老齢マウスの方が増大していた。これらの結果は、加齢による興

奮性の増大と脳内炎症の進行を強く示している。また、電気刺激によって引き起こさ

れるミクログリアやアストロサイトの活性化において、老齢マウスの方がより脆弱で

あることも示唆している。 

 

3-4-1 加齢に伴う興奮性の増大傾向 

 

VSD 光計測では、海馬スライスの未処置の状態と GZ を添加した状態で神経興奮の伝

播と蛍光強度の変化を記録した。連続パネルに示した神経興奮の伝播画像において、

未処置の状態では対照マウスと比較して老齢マウスの伝播範囲が減少していたが（図

9A）、GZ を添加すると老齢マウスの伝播は対照マウスと同程度となった（図 9C）。 
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蛍光強度の変化は神経活動の振幅を表しており、未処置の状態では、老齢マウスの方

が対照マウスと比較して刺激直後の神経活動が大きくなり、その後は対照マウスより

も活動が低下し神経活動の持続反応が小さい状態が続いた（図 9B）。これは老齢マウ

スの方が神経細胞の脱分極性と過分極性が増加している可能性を示唆している（Moyer 

et al. 1992; Landfield and Pitler. 1984）。また、GZ 添加の状態では、両マウスにおいて神

経活動が大きくなり、その後興奮が持続した。これはシナプス前 GABAA 受容体を介し

たグルタミン酸作動性伝達の持続性促進が GABAA 受容体阻害薬により阻害されたもの

と考えられる（Jang et al. 2005）。その反応は、対照マウスよりも老齢マウスの方が増

大傾向であった（図 9D）。したがって、老齢マウスの海馬では対照マウスと比較して

興奮性が高まっている傾向があり、刺激に対して過興奮性を示しやすくなっている可

能性が示唆された。このような海馬の興奮性上昇は、加齢に伴う記憶機能の低下やア

ルツハイマー病の前駆症状である認知障害の主な原因として浮上しており、疾患神経

病理のない加齢モデルにおいて海馬と機能的に相互接続された皮質構造の興奮性増加

の証拠が示されている（Haberman et al. 2017）。 

 

3-4-2 ミクログリアとアストロサイトの加齢に伴う活性化 

 

VSD 光計測で使用したスライスを用いて脳内炎症の指標であるミクログリアのマーカ

ーである抗 Iba1 抗体とアストロサイトのマーカーである抗 GFAP 抗体により免疫蛍光

染色した結果、特に GZ 添加により興奮性を高めた老齢マウスの海馬において免疫活性

の増大傾向が確認された（図 10,11）。これまでに、加齢脳における中枢神経系では主

要組織適合遺伝子複合体 II（MHC II）や補体受容体 3（CD11b）などの炎症マーカーの

発現が増加し、これらの多くは加齢脳のミクログリアに特異的に存在することが報告
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されており、加齢に伴うミクログリアの炎症状態の増加が示されている（Godbout et al. 

2005; Frank et al. 2006）。また、齧歯類とヒトの両方で加齢に伴いアストロサイトに特

異的に存在する GFAP の発現が増加していることが報告されている（Nichols et al. 1993; 

Porchet et al. 2003）。さらに、ミクログリアから放出される炎症性サイトカインはアス

トロサイトの活性化に寄与しており、加齢脳や認知的衰退の悪化を誘発していること

も報告されており（Clarke et al. 2018）、本研究結果はその一端を示している可能性があ

る。 

3-4-3 加齢や刺激による過興奮と脳内炎症の関係 

 

本研究では、GABAA 受容体拮抗薬である GZ を添加し、抑制性神経活動を抑制した状

態で VSD 光計測を行うと、老齢マウスは対照マウスと比較して興奮性が増大傾向であ

ることが明らかとなった。これは加齢に伴う抑制性シナプスの退行、喪失、機能不全

が多くの脳構造で観察されている（Dickstein et al. 2007）という過去の報告を裏付ける

結果であると考えられる。このことは、私たちの VSD イメージングにより広範囲にわ

たる神経興奮伝播を捉えることで老齢マウスにおける神経興奮性の増大を視覚的に強

調している。 

さらに、免疫蛍光染色の結果は、ミクログリアにおける加齢と電気刺激による活性化

傾向と、アストロサイトにおける電気刺激による老齢マウスでのより大きな活性化を

示しており、老齢マウスの海馬での刺激に対するミクログリアとアストロサイトの過

敏性を示唆している可能性がある。これまでに、老齢のヒトや齧歯類などでは若齢の

成体と比較して脳のミクログリアがより活性化した形態へシフトしているという知見

が蓄積されている（Choi et al. 2007; Perry et al. 1993; Kaunzner et al. 2010）。さらに、老

齢の齧歯類のミクログリアは活性化後に炎症性サイトカインをより多く産生し、貪食
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能の増強を示す。また、アストロサイトについても老化脳の海馬 CA1 における活性化

の証拠が蓄積されている（Hayakawa et al. 2007; Kim et al. 2024）。加えて、ミクログリ

アとアストロサイトの神経興奮性については、活性化したミクログリアが放出する

ATP が P2Y1R を介してアストロサイトを活性化し、このアストロサイトからグルタミ

ン酸が放出され、神経興奮性を高めることも報告されており（Pascual et al. 2012）、抑

制性シナプスの障害だけでなくミクログリアとアストロサイトの活性化が老化脳での

過興奮に関与している可能性が考えられる。 

 

3-5 今後の展望 

 

この研究の知見は、海馬における加齢や電気刺激による神経興奮性や炎症性グリア細

胞への影響について重要な洞察を示す。老齢マウスで観察された過興奮性と、加齢と

電気刺激による脳内炎症の増大傾向は、生理学的評価と脳内炎症マーカーでの組織学

的評価を統合することの重要性を強く示している。VSDI などの機能イメージング技術

は、構造的評価では見逃される可能性のある機能的メカニズムを明らかにし、老化し

た海馬の電気刺激に対する過敏性に関するより包括的な理解を提供する。 

今後の研究では、老齢マウスや神経過興奮を示すモデルを使用してミクログリアの機

能を阻害するミノサイクリン等を用いた薬理学的実験や光遺伝学的刺激法などのツー

ルを利用して、これらの発見をさらに拡大し、加齢に伴う過興奮と脳内炎症の関係を

さらに分析する必要がある。  
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第 4 章 総括 

 

第 1 章：多発性硬化症と CPZ モデルの関連性や半球間の情報伝達において重要な役割

を果たす脳梁と ACC、多発性硬化症モデルの作製に古くから用いられている CPZ の給

餌投与による脱髄のメカニズムと神経病理、そして VSD イメージングの特徴と病態モ

デルへの適用について述べた。 

第 2 章：CPZ 誘発性脱髄マウスモデルの冠状断前頭前野スライスを用いて VSD 光計測

と組織染色をおこなった。VSD 光計測により、脱髄した脳の特定の位置でのスライス

における顕著な半球間連絡の障害が明らかとなった。興味深いことに、組織染色では

再髄鞘化が不十分であったにもかかわらず VSD 光計測では対照マウスと同レベルに及

ぶ神経興奮伝播の回復が見られた。これらの結果は、神経回路研究における生理学的

手法を用いた機能解析と組織病理学的手法による構造解析を組み合わせた評価の必要

性を示唆している。 

第 3 章：加齢に伴う海馬機能変調を解明するために、70 週齢の老齢マウスの海馬スラ

イスを用いて VSD 光計測と免疫蛍光染色をおこなった。VSD 光計測では老齢マウスに

おいて過興奮の傾向が見られた。また、免疫蛍光染色では老齢マウスにおける加齢に

伴うミクログリアの活性化と、刺激によるミクログリアおよびアストロサイトの活性

化が見られ、老化脳の炎症性グリア細胞の刺激に対する過敏性が示唆された。近年、

アルツハイマー病での過興奮や脳内炎症が報告されており、加齢での生理学的な特徴

の理解はアルツハイマー病の発症予防のために重要となる可能性がある。 
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図表一覧 

 

 

図 1 使用したスライスの位置と刺激部位 

(A) 前頭前野の吻側から尾側にかけての連続した冠状スライス。これらのスライスは、

脳の吻側（前方）から尾側（後方）の領域へと移動する前頭前野のさまざまな領域

を表している。 

 

（B）膜フィルター付きのリング上に置かれた SL3スライスの概略図。皮質の層 II/IIIに

沿った 4 つの刺激部位（a-d）を示している。 
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図 2 冠状スライスの前帯状皮質（ACC）の層 II/III における刺激点 a の電気刺激に対

する代表的な反応 

（A）高速 256 x 256 イメージング システムを使用して取得した ACC 冠状スライスの蛍

光画像。この画像には、選択したピクセルから測定された光信号を表すトレースを重

ねて表示している。黒いトレースは対照マウス（CPZ非投与群）のデータに対応し、赤

いトレースは CPZ マウス、緑のトレースは REC マウス（CPZ 投与中止群）を表す。 

 

（B）連続画像は、電気刺激後のニューロン活動の伝播を 10ミリ秒単位で示している。

これらの画像の隣には、各ピクセルのピーク信号値を元の蛍光画像に投影したパネル

を示し、応答の振幅が強調されている。右端のパネルには、刺激時からの遅延値を表

示し、スライス全体に活動が広がる速度を示している。 

 

（C）および（D）CPZ マウス（パネル C）および REC マウス（パネル D）の同様のデ

ータセットを示しており、対照マウスと比較した活動の広がりと伝播時間の違いが強

調されている。 
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図 3 スライス SL1 から SL4 にわたる電気刺激の平均振幅マップとラインプロファイ

ル 

（A）SL1 から SL4（吻側から尾側へ位置を変えたスライス）に対する刺激 a から d の

平均振幅マップを疑似カラーで表示している。各ピクセル値は応答振幅を表し、

ANOVAを使用してピクセル単位の統計分析を実行し、対照マウスと CPZマウスを比較

した。p 値は、有意差を強調するために疑似カラーで表示している。 

 

（B）パネル A に示されているのと同じ疑似カラー表現とピクセル単位の ANOVA 分析

を使用して、対照マウスと REC マウスを比較した平均振幅マップ。 

 

（C）選択したラインに沿った振幅のラインプロファイルを SL1-stim 画像に重ね合わせ、

対照（黒線）、CPZ（赤線）、および REC（緑線）マウスのデータが平均の標準誤差

（SEM）とともにプロットしている。対照マウスと CPZ マウスの間の統計的に有意な

差（p < 0.05）を赤い記号で示し、対照マウスと REC マウスの間の差は対応するライン

プロファイルグラフの上に配置された緑の記号で示している。 

 

すべてのパネルで、刺激をスライスの半球ごとに加えた。各グループで n = 6～10。 
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図 4 スライス SL1～SL4 にわたる電気刺激の平均潜時マップとラインプロファイル 

(A) SL1～SL4 での刺激 a～d 後の平均潜時マップを疑似カラーで表示。各ピクセル値は

応答潜時を表し、対照マウスと CPZ マウスを比較するために ANOVA を使用してピ

クセル単位の統計比較を行った。有意な潜時差がある領域は、対応する p 値を疑似

カラーで示した。 

 

（B）パネル A に示したのと同じ疑似カラー表現とピクセル単位の ANOVA 分析を使用

して、対照マウスと REC マウスを比較した平均潜時マップ。 

 

（C）選択した線に沿った潜時のラインプロファイルが SL1-stim 画像に重ね合わされ、

対照（黒線）、CPZ（赤線）、および REC（緑線）マウスのデータをプロットし、平均

の標準誤差（SEM）も表示した。対照マウスと CPZ マウス間の統計的に有意な差（p < 

0.05）を赤の記号で示し、対照マウスとRECマウス間の有意な差は対応するラインプロ

ファイルグラフの上に緑の記号で示した。 

 

すべてのパネルで、電気刺激はスライスの半球ごとに加えた。各グループで n = 6～10。 
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図 5  FluoroMyelin™ Green（FMG）を使用した電圧感受性色素イメージング（VSDI）
実験で使用したスライスのミエリン染色 

（A）対照、CPZ、および RECマウスのスライス SL1～SL4における脳梁（CC）領域の

FluoroMyelin™Green（FMG）蛍光画像。画像は各グループのミエリン含有量を示してお

り、蛍光の減少は脱髄を示している。スケールバー:200 μm。 

 

（B）対照、CPZ、および REC マウスの FMG で染色した正規化されたミエリン領域を

表すボックスプロット。対照（黒）、CPZ（赤）、および REC（緑）マウスのデータを

表示している。有意差は**p < 0.01 で示した。各グループの n = 4～6。 
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図 6 PLP 抗体を使用した電圧感受性色素イメージング（VSDI）実験で使用したスラ

イスのミエリン染色 

（A）VSDI 実験で使用したスライスの抗 PLP 抗体免疫蛍光染色。対照、CPZ、および

RECマウスのスライス SL1から SL4にわたって背側運動皮質と腹側皮質（ACCの cg2）

を撮影ターゲットにしている。染色された領域はミエリンの存在を示し、染色の減少

は脱髄を示唆している。スケールバー:200 μm（Cortex）、100 μm（cg2）。 

 

（B）関心領域（ROI、パネル A の四角いボックスで示している）の正規化された蛍光

領域を表すボックスプロット。対照（黒）、CPZ（赤）、および REC（緑）マウスのデ

ータを表示し、有意水差は* p < 0.05、**p < 0.01 で示した。各グループの n = 4～6  
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図 7 マウス脳からの海馬スライス標本の作成 

[Tominaga et al. 2019 より引用] 

（A）脳の切断方法の模式図。（B）切断後の寒天ブロックへの載せ方。（C）スライ

サーでの切断様式。（D）海馬切片（脳幹部をカット）。（E）メンブレンフィルター

（孔径 0.45 μm）付きのプレキシガラスリング。Rostralは鼻側；Caudalは尾側；Dosalは

背側；Ventral は腹側。 
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図 8 VSD 光計測における刺激部位 

内部を ACSF で満たしたガラス電極（外径 1.0 mm, 内径 0.75 mm）に Ag / AgCl ワイヤー

を挿入し、刺激電極（Stimulation electrode）として使用した。電気刺激装置（ESTM-8, 

Brainvision, Inc. Tokyo, Japan）で 25 V の刺激強度で出力されるように設定し、スライス

内の CA1 の放線状層に電気刺激を加えた。 
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図 9 海馬 CA1 電気刺激による神経興奮伝播の連続パネル 

（A, C）Nontreatment（未処置: GZ 非存在下）状態と Gabazine（GZ 存在下）状態での対

照（CNT: 上段）と老齢（Aged: 下段）マウスにおけるそれぞれの電気刺激による代表

的な神経興奮伝播の連続画像を示している。連続画像は、電気刺激後のニューロン活

動の伝播を 1.1 ミリ秒単位で示している。スケールバーは蛍光強度変化の大きさを擬似

カラーで示している。 

 

C 

D 
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（B, D）GZ 非存在下（A）、GZ 存在下（C）の海馬スライスに、白い矢印で示した位

置で電気刺激を加え、得られた蛍光強度の最大値の変化を示している。対照マウスは

黒、老齢マウスは赤のラインでそれぞれの平均値を示している。また、対照マウスは

薄いグレー、老齢マウスは薄い赤で標準誤差を示している。赤い印は両群間に有意差

（p < 0.05）各グループの n = 4〜8。横軸はフレーム数（frame）、縦軸は蛍光強度変化

量（ΔF/F x10-3）。 
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図 10 抗 Iba1 抗体を用いた免疫蛍光染色 

(A) 対照（CNT）マウスと老齢（Aged）マウスの電気刺激を加えていないスライス（No 

stimulation）と電気刺激を加えた後（Stimulation）の海馬全体における抗 Iba1 抗体

（ミクログリアのマーカー）を用いた免疫蛍光染色像（赤色）。TO-PRO○R -3 ヨウ

化物を用いた核染色は青色で示されている。スケールバー: 200 μm。 

 

(B) 対照（CNT）マウスと老齢（Aged）マウスの抗 Iba1 抗体で免疫蛍光染色した正規化

された免疫活性領域を表すボックスプロット。対照（黒）マウスと老齢（赤）マウ

スにおける電気刺激を加えていないスライス（No stimulation）と電気刺激を加えた

後（Stimulation）のデータを表示している。有意差は**p < 0.01 で示した。各グルー

プの n = 8～10。
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図 11 抗 GFAP 抗体を用いた免疫蛍光染色 

(A) 対照（CNT）マウスと老齢（Aged）マウスの電気刺激を加えていないスライス（No 

stimulation）と電気刺激を加えた後（Stimulation）の海馬全体における抗 GFAP 抗体

（アストロサイトのマーカー）を用いた免疫蛍光染色像（赤色）。TO-PRO○R -3 ヨ

ウ化物を用いた核染色は青色で示されている。スケールバー: 200 μm。 

 

(B) 対照（CNT）マウスと老齢（Aged）マウスの抗 GFAP 抗体で免疫蛍光染色した正規

化された免疫活性領域を表すボックスプロット。対照（黒）マウスと老齢（赤）マ

ウスにおける電気刺激を加えていないスライス（No stimulation）と電気刺激を加え

た後（Stimulation）のデータを表示している。有意差は**p < 0.01 で示した。各グル

ープの n = 4～5。 
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