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研究成果の概要（和文）：　神経軸索のミエリン化は、高次脳機能の発現と維持に必須であり、その異常は様々
な精神・神経疾患の病因となる。本研究では、ミエリン形成異常を症状とする2つのライソゾーム病（ニーマン
－ピック病C型ならびにクラッベ病）の神経病態に着目し、中枢神経系の軸索ミエリン化をつかさどる、オリゴ
デンドロサイトの分化ならびにミエリン形成に果たすリソソームの生理的・病理的役割を、分子レベルから個体
レベルで解析した。
　本研究により、リソソームを介する細胞内の脂質代謝が、脳発達期におけるOLの分化成熟ならびに軸索ミエリ
ン化の制御に重要な役割を演じていることが明らかとなった。また、脳白質障害治療への応用の可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）： CNS myelination is an essential event for the expression and maintenance of
 executive brain functions. To address the role of lysosome for CNS myelination and oligodendrocyte 
development in health and disease, we have studied molecular pathogenesis of two different lysosomal
 storage diseases with CNS myelination defects, Niemann-Pick disease type C and Krabbe disease.
 In this study, we found that lysosomal regulatory mechanism of lipid metabolism plays a critical 
role for the development of oligodendrocyte and CNS myelination by affecting Akt/mTOR signaling 
pathway. Our results suggest that lysosome may be a new therapeutic target for the treatment of CNS 
myelin disease.

研究分野： 神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で得られた研究成果は、脳神経系の軸索ミエリン化に果たすリソソームの新たな病態・生理機能を明ら
かにするものである。またこれらは、ライソゾーム病のみならず、これまで有効な治療法の無かった難治性脳白
質障害の新たな治療標的の同定ならびに創薬へとつながる可能性を持つことから、学術的にも臨床医学的にも重
要な成果となると考えられる。
　尚、研究成果の一部を報告した論文は、掲載誌の表紙と帯タイトルに選ばれた。また、所属機関からプレスリ
リース され、新聞報道された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞小器官の一つであるリソソーム

は、細胞内で不要となったタンパク質

や核酸、脂質などを分解する「生体高分

子の分解の場」として、細胞の恒常性維

持に重要な役割を演じている。近年こ

れらに加え、リソソームが Akt やmTOR
（mammalian target of rapamycin）による

「細胞内シグナル伝達の制御の場」で

もあることが明らかとなり、その生理

的、病理的役割に大きな関心が寄せら

れている 1。一方、リソソームの機能不

全を病因とする疾患として、これまで

50 種 類 以 上 の ラ イ ソ ゾ ー ム 病

（Lysosomal storage diseases）が知られ

る。ライソゾーム病にはミエリン形成

不全や脱随などを症状とするものが数

多く存在するが、その発症メカニズムは不明であり、有効な治療法は確立されていない。こうし

た中、中枢神経系の軸索ミエリン化を司るオリゴデンドロサイト（OL）の分化ならびにミエリ

ン形成が、Akt/mTOR シグナルによって制御されていることが明らかとされた 2。 
 これまで我々は、中枢ミエリン障害を症状とする 2 つのライソゾーム病、ニーマン−ピック病
C 型（NPC）及びクラッベ病（KD）、について、それぞれの疾患モデルマウスやヒト剖検脳を用
いた解析をおこなってきた。我々は既に、本研究開始以前の解析結果から、NPC において、（１）
生後の極めて早い段階から OL の分化異常をともなう顕著なミエリン形成不全が観察されるこ
と、（２）ミエリン形成をおこなう OL のリソソームにコレステロールの異常蓄積が観察される
こと、（３）分化・成熟期の OL において Akt/mTOR シグナルの著しい活性低下がみられること、
を明らかにしていた（図１）3。これらの結果は、リソソームの機能不全によって惹起される
Akt/mTOR シグナルの低下が、NPC の脳白質障害の一因であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
上記の背景に基づき、OL の分化及びミエリン形成に果たすリソソームの生理的・病理的役割

を分子レベルから個体レベルで明らかにする目的で、本研究をおこなった。特に本研究では、小
児早期より、それぞれ髄鞘形成不全（dysmyelination）と脱髄（demyelination）という異なる脳白
質病変を呈する 2 つのライソゾーム病を対比させて解析することで、これまで大きな謎とされ
てきた、発達期の OL の分化ならびにミエリン形成に関する、以下の「3 つの問い」の解明を目
指した。 
 
（１）何故、１つの OL は一度に多数の神経軸索をミエリン化することが可能なのか？ 
 ヒト成人脳には、全身の約 25％のコレステロールが存在し、その殆ど（70-80%）が神経軸索

を取り巻くミエリンに局在する 3。また、末梢神経系の軸索ミエリン化を担うシュワン細胞とは

異なり、OL は一度に多数の軸索（15〜50 本）をミエリン化する（図 2）。このため古くから、

膨大なミエリン形成に必要な多量のコレステロールを賄う何らかのメカニズムが OL に備わっ

ていると考えられてきた。こうした中、最近、コレステロール新生経路の鍵酵素であるスクワレ

ン合成酵素を OL 系譜特異的

にノックアウトしたマウスの

解析から、特に発達期や損傷修

復時の中枢ミエリン形成にお

いて、細胞外からのコレステロ

ールの取込みが不可欠である

ことが明らかとなった 5, 6。そ

こで本研究では、「中枢ミエリ

ン化を可能とする細胞外コレ

ステロール取込み経路の実体

が、リソソームに存在するか否

か」を細胞レベルで検証した。 
 

B

図１. NPC の細胞病態（上段）とミエリン形成不全（下段）
A: NPCでは、リソソームの異常により細胞内にコレステロールが異常蓄積する。
B: 正常（左）ならびにNPC1-/- （右）マウスの脳梁と海馬のミエリン化の様子
（白い部分）。NPC1-/-マウスで顕著なミエリン形成不全がみられる。
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１つのシュワン細胞は、１本の軸索をミエリン化する １つのOLは、多数の軸索をミエリン化する

図２．末梢と中枢ではミエリン化の様式が大きく異なる
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（２）OL は、どのように分化とミエリン形成のタイミングを共役させているのか？ 
中枢神経系の軸索ミエリン化は異なる 3 つの過程、すなわち、① 神経幹細胞から派生した OL

前駆細胞（OPC）が神経軸索へ遊走する過程、② OPC が分裂を停止し、それぞれの軸索に突起

を延ばす過程、③ 多様な分化シグナ

ルを受け取りながら、膨大なミエリ

ン形成を行う過程、からなる 7。こう

した中、コレステロールは、OL の分

化とミエリン化のタイミングを制御

する律速因子として、特に③の過程

で重要な役割を演じていることが知

られるが、そのメカニズムは未だ明

らかでない 8, 9。そこで本研究では、

「 OL の 分 化 シ グ ナ ル で あ る

Akt/mTOR 経路とミエリン形成に必

要な脂質代謝経路との共役の場とし

てのリソソームの役割」について、

NPC ならびに KD マウス OL の細胞

病態解析を行った（図 3）。 
 

(３)リソソームは、ヒト難治性白質障害の新たな治療標的となり得るか？ 
ライソゾーム病以外にも脳白質障害を呈するヒト難治性疾患が知られるが、その殆どは、未だ

有効な治療法が確立されていない。こうした中、コレステロール結合タンパク質である PLP
（proteolipid protein）の異常蓄積を病因とするペリツェウス−メルツバッハー病の治療法として、
リソソームによる細胞内コレステロール輸送の正常化が有効であるとの報告がなされた 10。ま
た、ごく最近、リソソーム酵素である酸性セラミダーゼ（ASAH1）が、KD 発症の原因物質であ
るサイコシン（ガラクトシルスフィンゴシン）の産生酵素であるとの報告がされた 11。これらの
知見は、リソソーム がヒト難治性白質障害の新たな治療標的となる可能性を示唆する。そこで
本研究では、「薬剤ならびに遺伝子導入による細胞内コレステロール輸送や Akt/mTOR シグナル
の正常化が、NPC や KD マウス OL の発達異常やミエリン形成異常を改善するか否か」、その効
果ならびに作用機序について解析した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の 3点に注目し解析を行った。 

（１）OL の分化及びミエリン形成シグナル制御の場としてのリソソームの生理的・病理的役割 
（２）OL における細胞外コレステロール取込み経路としてのリソソームの働き 
（３）中枢ミエリン障害の治療標的としてのリソソーム、及び Akt/mTOR シグナルの可能性 
実験材料として、個体レベルの解析では NPC モデルには NPC1 欠損マウス、KD モデルには

twitcher マウスを用いた（それぞれ自然発症型の authentic な疾患モデルとされる）。細胞レベル
の解析では、それぞれのマウス脳より単離した OPC を甲状腺ホルモン（T3）で OL に分化誘導
して用いた。マウス OPC の純粋初代培養は、Emery らによる抗 PDGFRa抗体を用いたイムノパ
ニング法 12 を参考に、独自の手法を確立して行った。（１）〜（３）のテーマに関する具体的な
研究の方法は以下の通り。 
（１）NPC ならびに KD マウス OL の分化ならびに生存は、それぞれ OPC のマーカー（NG2、
PDGFRa）、成熟 OL のマーカー（CC1、Sox10、MBP、PLP）、アポトーシスのマーカー（活性化
カスパーゼ 3）を指標とする免疫染色と、qRT-PCR とウェスタンブロッティングによる発現測定
で定量化した。ミエリン形成は、フルオロミエリン染色を行い、その蛍光強度を指標として定量
化した。Akt/mTOR シグナルは、シグナル関連タンパク質（リン酸化された Akt や S6 タンパク
質など）に対する抗体を用いた免疫染色及びウェスタンブロッティングにより検出した。細胞内
コレステロール輸送の正常化は、コレステロールキレート剤である 2-Hydroxypropyl-b-
cyclodextrin (b-CD)を、マウス腹腔内投与あるいは培地へ添加して行った。Akt ならびに mTOR シ
グナルの不活性化の効果は、それぞれの特異的阻害剤である MK2206 とラパマイシンを用いて
調べた。マイクロ RNA の発現変化は、マウス組織ならびに細胞から抽出した total RNA をサン
プルとして用い、cDNA合成キットと特異的プライマー（Sigma-Aldrich）を用い、qRT-PCR で定
量化した。 
（２）個体レベルの解析では、野性型及び NPC1欠損マウス脳を 4%パラホルムアルデヒド固定・
洗浄した後、ビブラトームで作成した脳組織切片を用いて行った。OLへの細胞内コレステロー
ルの取り込み（NPC マウス OL 内のコレステロール蓄積）の検出は、θ毒素のコレステロール結
合ドメインに GFP を付加した融合タンパク質（θD4-GFP）を用い、既報 13に従い行った。細胞
レベルの解析は、細胞内コレステール輸送阻害剤である U18666A を処理した野性型マウス OL、

図３．OL分化とミエリン化の共役の場としてのリソソーム
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あるいは NPC1欠損マウス OL に BODIPY や Alexa色素でラベルしたコレステロール（BODIPY-
Chol）や LDL（Alexa555-LDL）を取り込ませて行った。細胞内へのコレステロールの取り込み
量は、各蛍光物質の蛍光シグナル強度を NIH ImageJ を用いて定量化した。 
（３）NPC ならびに KD マウス OL の細胞病態に対する、Akt/mTOR シグナル活性化の病態改善
効果は、恒常活性化型 Akt（N末端にミリストイル化配列を付加した Akt1）及び機能欠失型 Akt
（リン酸化ならびに活性化部位を不活化させた Akt1）をレンチウイルスで遺伝子導入し、その
効果を観察した。マイクロ RNA による病態改善効果は、キアゲン社の成熟型合成マイクロ RNA
を培養 OL にトランスフェクションし、それらの分化と生存を上記の指標で調べた。 
 
４．研究成果 
（１）OL の分化及びミエリン形成シグナル制御の場としてのリソソームの生理的・病理的役割 
 リソソームによる細胞内コレステロール輸送が、OL の分化ならびにミエリン形成に果たす役
割を明らかにするため、初代培養した野性型マウス OPC を分化誘導し、NPC1 の発現変動を調
べた。その結果、NPC1 の発現は OL の分化に伴い著しく上昇する一方、それらをノックダウン
すると分化が阻害された。さらに、細胞内コレステロール輸送阻害剤 U18666A で処理したとこ
ろ、同様に分化が阻害された。これまで、NPC マウス脳では OPC の数に変化は見られない一方、
ミエリン形成を行う成熟 OL の数は著しく減少することが知られている 14。このことは、上記の
結果と合わせ、OPC から OLへの分化成熟には、NPC1 の発現上昇を伴う細胞内コレステロール
輸送の増加が必要であることを示唆している。 
 次に、細胞内コレステロール輸送が、OL の Akt/mTOR シグナルの活性制御に関与しているか
否か調べるため、生後 3週齢の NPC マウス脳梁部位に対するリン酸化 Akt ならびにリン酸化 S6
抗体を用いた免疫組織染色を行った。その結果、それぞれの抗体に陽性の OL 数が、野性型と比
べ有意に減少していた。また、初代培養した NPC マウス OL、及び U18666A処理した野性型マ
ウス OL における Akt/mTOR シグナル活性をウェスタンブロッティングで調べた結果、脳組織の
結果同様、有意な活性低下が観察された。さらに、これらのシグナルの低下は、b-CD処理でレ
スキューされた。以上の結果は、細胞内コレステロール輸送が Akt/mTOR シグナルの活性制御に
関与していることを示している。 
 さらに NPC に関する研究と並行して、Akt/mTOR シグナルの活性低下が、NPC 以外のライソ

ゾーム病でも同様に観察されるか、KD の
マウスモデルである twitcher マウスを用い
て行った。KD は、コレステロールと並び
ミエリン膜に多量に存在するガラクトシ
ルセラミドの分解酵素、ガラクトシルセラ
ミダーゼの欠損で生じる小児脱髄疾患と
して古くから知られる。しかし、脱髄に先
立つ OL の細胞病態は殆ど分かっていなか
った。そこで、まず初めに、単離した
twitcher マウス OPC の分化ならびに細胞死
について調べた。その結果、驚いたことに、
明らかな分化異常ならびにサイコシンの
細胞内異常蓄積が細胞自律的に生じてい
ることが明らかとなった。さらに、
Akt/mTOR 活性を調べた結果、NPC 同様、
有意な低下が観察された（図 4）16。 
 以上の結果から、リソソームにおける脂
質代謝経路は、Akt/mTOR シグナルを介す
る OL の分化・ミエリン形成の制御による
生理的・病理的役割を担っていることが示
唆された。 
 

（２）OL における細胞外コレステロール取込み経路としてのリソソームの働き 
 NPC マウスの脳組織を用いた解析では、コレステロールの異常蓄積が OL では観察されない

とされており 15、in vivo における OL の
細胞内コレステロール輸送の役割は、こ
れまで実態の掴めない状況にあった。そ
こで我々は、これまで広く用いられてき
た細胞内コレステロール検出法である
filipin染色に代え、より安定で感度の高
いコレステロール検出プローブである
θD4-GFP を用いた検出を試みた。その
結果、NPC マウス脳では成熟 OL で顕著
なコレステロール異常蓄積が観察され
るのに対し、OPC では殆ど観察されな

図５．NPC1-/- マウスOLに異常蓄積したコレステロール
NPC1-/-マウスOL（右：矢印）では、リソソーム内にコレステロー
ルの異常蓄積がみられる。

WT NPC1-/-

図４. twitcherマウスOLにおけるAkt/mTORシグナル低下
野性型（wt）に比べ、twitcher（twi）マウスOLでは分化に伴う
Akt/mTORシグナルの活性化が低下している。

1    3     5 1    3     5Culture day

wt twi



いことがわかった（図 5）。一方、野性型マウス脳では、OPC、OL 共に蓄積は見られなかった。
これらは、（１）の結果と合わせ、リソソームを介する細胞外からのコレステロール取り込み機
構が、OL の分化成熟ならびにミエリン形成にとって極めて重要な役割を果たしていることを示
唆している。そこで、次に我々は、OL の分化・成熟に伴う細胞外からのコレステロール取り込
み量の変化を、初代培養した OPC を用い、より詳細に観察することとした。その結果、BODIPY-
Chol 及び Alexa555-LDL の取り込みは、OL の分化に伴い顕著に上昇することを明らかにした。
またさらに、U18666A 処理した野性型マウス OL や NPC マウス OL を b-CD 処理すると、細胞
内コレステロールの異常蓄積が改善されると共に、それらの分化異常もレスキューされること
を in vivo ならびに in vitro で明らかにした。 
 以上の結果から、OL におけるリソソーム を介するコレステロール取り込み経路が、OL の分
化ならびにミエリン形成に必須の役割を演じていることが明らかとなった。また、これらの異常
が、NPC の病態生理に深く関わっていることを示した。 
 
（３）中枢ミエリン障害の治療標的としてのリソソーム、及び Akt/mTOR シグナルの可能性 
 Akt/mTOR シグナルの活性低下が NPC や KD における OL の分化・ミエリン形成異常に関与
しているか明らかにするため、恒常活性化型 Akt の過剰発現がそれぞれの細胞病態をレスキュ
ーするか調べた。N末端にミリストイル化配列を付加した恒常活性化型 Akt1（CA-Akt）をレン
チウイルスベクターを使ってそれぞれの疾患モデルマウスの OL に遺伝子導入した。興味深いこ
とに、CA-Akt を発現させた NPC ならびに KD マウス OL で共に、分化異常や細胞死が顕著にレ
スキューされた。さらに、Akt シグナルの下流でこれらライソゾーム病マウス OL の細胞病態の
発症に関わる分子機序に関する解析を行ったところ、OL の分化・ミエリン形成に関わるマイク
ロ RNA のいくつかが NPC ならびに KD マウス OL の細胞病態を改レスキューすることを見出
した（投稿準備中）。これらのマイクロ RNA は、それぞれのライソゾーム病の脳及び OL で共に
発現が低下しており、Akt による発現制御を受けていることがわかった。現在、それらの詳細な
作用機序の解析を進めている。 
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