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研究成果の概要（和文）：dmyラットではミエリ病変が形成されるよりもかなり以前からTRMラットの原因遺伝子
であるAspartoacylase(Aspa)遺伝子およびASPA蛋白の発現低下が見られることが明らかとなった．Aspa遺伝子が
オリゴデンドロサイトの機能異常のマーカーとなることが示唆された．dmyラットでは，Tribbles homolog 3 
(Trib3)が顕著な発現上昇を示し，dmyラットのミエリン障害における酸化ストレスや小胞体ストレスの関与が示
唆された．Aspaノックアウトラットでは，ミエリンの水腫状変化が認められ，アストロサイトの機能障害とオリ
ゴデンドロサイトの分化異常が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Prior to the myelin destruction at 7-8 weeks, disrupted expression of Aspa 
mRNA and ASPA protein undergoes from early stage of myelinogenesis. The ASPA protein is localized to
 oligodendrocytes, suggesting that the Aspa gene serves as a marker for oligodendrocyte dysfunction.
 In addition, detailed pathological analysis suggested that both mutants might have oligodendrocyte 
differentiation, maturation and dysfunction. In dmy rats, Tribbles homolog 3 (Trib3) showed a marked
 increase in expression, suggesting the involvement of oxidative stress and endoplasmic reticulum 
stress in myelin injury in dmy rats. Pathological analysis of newly established Aspa knockout rats 
was carried out, and in Aspa knockout rats, edema-like changes of myelin were observed, suggesting 
astrocyte dysfunction and oligodendrocyte differentiation abnormalities.

研究分野：獣医病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
複数のミエリン疾患モデルラットの病態比較から，Aspa遺伝子の発現がオリゴデンドロサイトの機能を評価する
指標として優れていること，Trib3がミエリン障害における酸化ストレスや小胞体ストレスの指標となり得るこ
とを示した．難治性疾患のミエリン病変の病理発生を検討する上で，興味深い知見を得ることができた．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
中枢神経系のミエリン（髄鞘）は，神経の刺激伝導における絶縁体として働いているが，
遺伝子異常，自己免疫，薬物，ウイルスなどの様々な原因によって障害され，ミエリンの
低形成や消失（脱髄）が引き起こされる．ヒトの代表的なミエリン疾患である多発性硬化
症は，北ヨーロッパでは 10万人に 50～100人の罹患率，日本でも 10万人に 8～9人の罹
患率と推測されており，厚生労働省の難病指定を受けている．多発性硬化症は再発と寛解
を繰り返し，障害を受けたミエリンはある程度再生していることが知られているが，最終
的に完全なミエリン修復には至らない．多発性硬化症の直接的な原因は自己免疫性疾患と
考えられているが，治療のためにはミエリンの変性をいかに防御し，再生能力をいかに引
き出すかが重要であり，ミエリン異常を示す動物モデルはミエリンの形成，維持，再生を
研究するうえで極めて重要なツールとなる． 
 
２．研究の目的 
中枢神経系のミエリン（髄鞘）の代表的な疾患である多発性硬化症は，厚生労働省の難病
指定を受けており，その克服にはミエリンの変性と再生をどうコントロールするのかが課
題である．いずれのミュータントも，原因遺伝子は神経細胞を中心に発現しており，その
発現異常がどのようにミエリン形成細胞であるオリゴデンドロサイトを障害するのかは不
明である．本研究は，これらのミエリン疾患動物の神経細胞とミエリンの相互関係に注目
し，健全なミエリンを保つためには神経細胞のどの機能が必要なのかを解明し，ミエリン
疾患の治療戦略を構築することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)dmyラットと TRMラットの病態比較 
dmy ラットはミトコンドリアのマグネシウムチャネルである MRS2 遺伝子の変異により
発症する．カナバン病は中枢神経の白質変性症の一つであり , 原因遺伝子
aspartoacylase(Aspa)の変異により引き起こされる. TRMラットは自然発症カナバン病モ
デルである．dmyラットおよび TRMラットの病態を比較検討することにより，ミエリン
崩壊のメカニズムの詳細を解明することを目的とした． 
 
(2)dmyラットにおける Trib3の異常発現上昇 
マイクロアレイ解析によって，dmy ラ ットの病変進展時に伴って Tribbles homolog 3 
(Trib3)が発現上昇することを見いだした．リアルタイム PCR法，免疫組織化学 およびウ
エスタンブロッティング法を用いて，dmyラットの病態進展における Trib3の発現動態を
調べた． 
 
(3)VFラットの原因遺伝子 Dopey1の機能解析 
Dopey1欠損によるミエリン変性モデルVFラットの詳細な病態解析およびDOPEY1蛋白
の機能解析を行った．①VFラットの病態解析: 10 週齢の VFホモ型発症ラット 3 匹，野
生型対照ラット 6 匹を 4%パラホルムアルデヒドで浸漬固定後，パラフィン包埋し，組織
切片を作製した．作製した切片に対してオリゴデンドロサイト前駆 細胞（OPC）マーカ
ーPdgfrα（血小板由来成長因子受容体）mRNAに対する in situ hybridizationを行い，
Pdgfrα 陽性細胞数をカウントした．②DOPEY1 蛋白の機能解析: 野生型対照ラットの脳
ライセートから，共免疫沈降法により DOPEY1 蛋白複合体を精製した． SDS 化した
DOPEY1蛋白複合体に対してWestern blot法と銀染色を行った．銀染色で検出されたバ
ンドを細切して LC/MS 解析を行い，DOPEY1 蛋白と相互作用する蛋白の同定を行った．
同定された蛋白に対する逆共免疫沈降法を行った． 
 
(4)TRMラットと Aspaノックアウトラットの病態解析 
TRM ラットと新たなカナバン病モデルとして期待されている  Aspa ノックアウト
（AspaKO）ラットを用いて, 中枢神経のシンプルな白質である視神経に着目し, 病態解明
を行った. 4, 8, 12週齢の AspaKOラットのホモ型および対照ラット（野生型）の視神経
を採材し,組織学的評価および透過型電子顕微鏡観察を行った. また, 視神経のパラ フィ
ン切片に対して各種グリア細胞に対する免疫組織化学染色（PDGFRα, Olig2, GFAP）を
行った. また PLP, MBPなどのミエリン関連蛋白や GFAP, AQP4に対する RT-PCRを行
い, ミエリン関連蛋白に対するウエスタンブロッティング（WB）を行った. 
 
４．研究成果 
(1)dmyラットと TRMラットの病態比較 
①dmy ラットでは脊髄腹索を中心にミエリンの崩壊が観察され，TRM ラットでは脊髄白
質において腫大した軸索が認めら れた．②TRMラットでは対照ラットと比較して、NF-H
の染色性に大きな違いは認められなかったが，dmy ラットの脊髄腹索，側索では NF -H



が凝集している軸索が認められた．これらのことから，両ミュータントラットで軸索の機
能障害がおこっていることが示唆された．③TRM ラットでは対照ラットと比較して，
GLUT1の染色性に大きな変化は認められなかったが，dmyラットの脊髄腹索，側索では
腫大したオリゴデンドロサイトで GLUT1の発現上昇が認められた．これらの結果から，
両ミュータントラットで細胞内のエネルギー産生異常に関連するオリゴデンドロサイトの
機能的な変化が起こっていることが示唆された．④TRM ラットでは対照ラットと比較し
て Olig2および Nkx2.2の染色性に差は認められなかったが，7，8週齢の dmyラットの
脊髄腹索において Nkx2.2強陽性 OPCが有意に減少した．⑤dmyラットでは対照ラット
と比較して，オリゴデンドロサイトの PLP mRNAの発現が減弱しており，TRMラットで
は PLP陽性の突起の伸長が悪く ，未熟な形態をしたオリゴデンドロサイトが多数認めら
れた．以上より，両ミュータントラットではオリゴデンドロサイトの分化・成熟・機能異
常が生じていることが示された． 
 さらに，dmyラットではミエリ病変が形成されるよりもかなり以前から TRMラットの
原因遺伝子である Aspartoacylase(Aspa)遺伝子および ASPA 蛋白の発現低下が見られる
ことが明らかかとなった．ASPA蛋白はオリゴデンドロサイトに局在しており，Aspa遺伝
子がオリゴデンドロサイトの機能異常のマーカーとなることが示唆された．これらの成果
を Brain Res誌に発表した 
 
(2)dmyラットにおける Trib3の異常発現上昇 
リアルタイム PCR法，免疫組織化学 およびウエスタンブロッティング法によって，Trib
３およびその蛋白 TRB3 は dmy ラットにおいて顕著な発現上昇を示すが，他のミエリン 
ミュータントである mvラットおよび VFラットでは発現変動を示さないことを明らかに
し，Trib3は病変が顕著となるよりも初期に発現 上昇すること，主に神経細胞とオリゴデ
ンドロサイトにおいて発現することを明らかにした．以上の結果より，dmyラットは酸化
スト レスや小胞体ストレスを受けており，それらのストレスにより Trib3の発現が上昇し
た可能性が示唆された．これらの成果を PLoS One 誌に発表した．  
 
(3)VFラットの原因遺伝子 Dopey1の機能解析 
VF ラットの原因遺伝子 Dopey1 の機能を明らかにする目的で，全身諸臓器における
Dopey1 の発現を RT-PCR 法にて検討したところ，Dopey1 発現 は中枢神経系に加えて，
幾つかの実質臓器においても発現しており，その役割が注目された．  
①脊髄 Pdgfrα陽性 OPC数は，野生型対照ラットと比較して VFホモ型発症ラットで，増
加傾向にあった．②DOPEY1 蛋白と複合体を形成している蛋白と して Fibromodulin や
ADP-ribosylation factor-like protein 2 （ARL2）を候補蛋白として実験を進めている．  
 
(4)TRMラットと Aspaノックアウトラットの病態解析 
カナバン病モデル Aspa ノックアウトラットの病態解析を行った．ホモ型の大脳，小脳，
脊髄といった中枢神経系の広範囲で空胞形成が認められた．ホモ型ラットでは脊髄全体の
ミクログリアと脊髄灰白質のアストロサイトの活性化がみられ，脊髄全体で未熟オリゴデ
ンドロサイトの増加および成熟オリゴデンドロサイトの減少も認められた．透過型電子顕
微鏡では，脊髄の白質および灰白質の軸索内でミトコンドリアの腫大や増数，軸索の水腫，
ミエリンの離解が認められた．白 質の水腫状となった軸索内に，電子密度の高い糸くず状
およびドーナツ状の異常な構造物も散見された． 
4週齢の AspaKOラットで空胞形成が, 透過型電子顕微鏡ではミエリンの水腫状変化がみ
られ, ミエリン形成障害が示唆された. 4週齢の AspaKOラットでは野生型 対照ラットと
比べ, PDGFRα（オリゴデンドロサイト前駆細胞マーカー）陽性細胞数が有意に増加し, 8
週齢では減少傾向にあった. Olig2（オリゴデンドロサイトマーカー）陽性細胞 数も同様
の所見が観察された. また, 4, 8週齢で GFAP（アストロサイトマーカー）の染色性の低下
がみられた. RT-PCRでは, 8週齢の AspaKOラットでMBP（ミエリ ン塩基性蛋白質）と 
GFAPのmRNA発現が有意に減少し, WBでは 4週齢のAspaKOラットでMBP蛋白の有
意な減少, 4, 8週齢で GFAP蛋白の有意な減少がみられた. 以上よ り, AspaKOラットの
視神経では, ヒトのカナバン病と同様に空胞病変とミエリンの水腫状変化が認められ，ア
ストロサイト機能障害，オリゴデンドロサイトの分 化異常が示唆された. 
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