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研究成果の概要（和文）：　クラッベ病（KD）はガラクトシルセラミダーゼの欠損により乳幼児期に脱髄を発症
するライソゾーム病の一つである。患者の多くは生後 6 ヶ月以内に重度の運動発達異常を発症し、早期に死亡
するが、その治療法は未だ確立されていない。今回、KD の脱髄を惹起する病態メカニズムの解明とその治療応
用を目指し解析を行なった。本研究により、KD の病因の一つとされるオリゴデンドロサイトの細胞障害に 
miR-219 の機能不全が深く関わることが示された。また、オリゴデンドロサイトにおけるサイコシン産生酵素と
して、ASAH1 の関与が示唆された。miR-219 を標的とする KD の新たな治療戦略の発展が期待される。

研究成果の概要（英文）： Krabbe disease (KD) is an inherited demyelinating disease caused by the 
deficiency of galactosylceramidase activity. Most of the patients are characterized by early-onset 
cerebral demyelination with oligodendrocyte (OL) death.
 By using twitcher mice, an authentic mouse model of KD, we have demonstrated that KD OLs exhibit 
cell-autonomous developmental defects and undergo apoptotic death associated with the aberrant 
accumulation of endogenous psychosine. In the present study, we further investigated the role of 
miR-219 in the cellular pathogenesis of twitcher mouse OLs. We found that expression and functional 
activity of miR-219 were repressed in developing twitcher mouse OLs. We also found that exogenously 
supplemented miR-219 rescued their developmental defects and apoptotic death. miR-219 also reduced 
endogenous accumulation of psychosine in twitcher OLs.
  Our findings provide new insights into the role of miR-219 for the treatment of OL pathologies in 
KD.

研究分野： Molecular neuropathology

キーワード： クラッベ病　オリゴデンドロサイト　ミエリン　脱髄　マイクロRNA　ライソゾーム病　脂質異常症　mi
R-219

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　クラッベ病の主徴とされるオリゴデンドロサイトの変性脱落ならびに細胞内サイコシン産生経路の分子メカニ
ズムは、これまで大きな謎とされてきた。本研究で明らかとなった「クラッベ病におけるmiR-219の機能不全と
その病態改善効果」は、本疾患の発症機構の理解にとどまらず、オリゴデンドロサイトの分化・成熟異常を伴う
他の小児脱髄疾患や神経発達障害の新たな治療法開発にもつながる可能性を持つことから、本研究成果は学術的
独自性と創造性の双方を備えたものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クラッベ病（KD） は、グロボイド細胞白質ジストロフィーとも呼ばれ、ガラクトシルセラミ

ド分解酵素（GALC）の欠損によって乳幼児期に脱髄を発症するライソゾーム病の一つである。

患者の多くは生後 6 ヶ月以内に重度の運動発達異常を呈し、その後早期に死亡するが、未だ治

療法は確立していない。 

現在まで、KDに関する最も有力な病態仮説として、半世紀ほど前に提唱された「サイコシン

仮説」が知られる。本仮説は、『GALC欠損により、細胞毒性を持つサイコシン（ガラクトシル

セラミドのリゾ体）が髄鞘形成細胞であるオリゴデンドロサイト（OL）内に蓄積し、それらの

細胞死ならびに脱髄を惹起する』との考えに基づくものである。しかし、KDの OLにおける「細

胞障害メカニズム」ならびに「サイコシン産生経路」には、今尚明らかでない点が多い（図１；

Miyatake & Suzuki BBRC 1972; Igisu & Suzuki Science 1984）。こうした問題の背景には、「KDの 

OLで惹起される病態を生化学的、細

胞生物学的に解析するための優れた 

in vitro の実験系が存在しなかった」

ことが大きな要因の一つであった。

また、細胞死や脱髄に先立ち、発達

過程の KD の OL 内でどの様な病態

変化が生じているかは、これまで殆

ど解析されていなかった。 

そこで我々は、本研究課題の開始に先立ち、KD の疾患モデルマウスである Twitcher マウス

（twi マウス）の脳から単離した OL 前駆細胞（OPC）の初代培養系を確立し、それらが細胞死

に至るまでの病変を in vitro で再現した。これにより、KD マウスの OL では、（ⅰ）経時的な内

因性サイコシンの蓄積（図２）、（ⅱ）細胞自律的な発達異常と細胞死、（ⅲ）OL の分化成熟に必

要な Akt/mTOR シグナルの活性低下、が見られることを見出した（Inamura et al., Neurobiol Dis 

2018）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が独自に明らかにした上記成果の発展を目的として、（ⅰ）KDマウス OLに

おける分子病態メカニズム、及びそれらを改善するための治療標的の同定、（ⅱ）KDマウス OL

における未知のサイコシン産生経路の探索、について解析をおこなった。 
 
３．研究の方法 
研究開始に先立ち、既に我々は、OL の正の分化制御因子として働くマイクロ RNA である、

miR-219（Dugas et al., Neuron 2010; Wang et al., Dev Cell 2017）が、培養下の KDマウス OLで有

意に発現低下していることを明らかにしていた。また近年、脱髄疾患の創薬ターゲットとしての

マイクロ RNA への関心が高まっていることから（Emery, Science 2010; Junker et al., Nat Rev Neurol 

2011）、KD への病態関与ならびに治療標的分子としての miR-219 の可能性について検討するこ

とにした。まず始めに、マウス脳組織を用いた in situ ハイブリダイゼーション法により、正常及

び KDマウス脳内の miR-219発現分布を解析した。次に、初代培養した KDマウス OLを用い、

レポーターアッセイによる miR-219 の細胞内活性、及びそれらの細胞障害に対する miR-219 の

レスキュー効果を調べた。また、miR-219によって KDマウス OL内のサイコシンの異常蓄積が
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GALC欠損 (×印) により、その基質であるサイコシンが蓄積する (GalCerは蓄積しない)。
サイコシンの産生経路として、① CGTによってスフィンゴシンから産生される経路、及び
②未知の酵素（ASAH1？）によってGalCerから産生される経路、の２つが想定されている。

図１．KD におけるサイコシンの産生・分解経路
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改善するか、細胞ならびに脳組織レベルで解析した。 

 
４．研究成果 

 正常ならびに KDマウス脳組織

内の miR-219発現を in situ ハイブ

リダイゼーションとリアルタイ

ム PCRで調べた。その結果、miR-

219 を発現する OL の細胞数なら

びに細胞あたりのmiR-219含量が

KD マウスで顕著に減少していた

（図２; Inamura et al., Brain Pathol 

2021）。また、KDマウス OLでは、

miR-219 の活性ならびに標的遺伝

子（Sox10や PDGFRa ）の mRNAに対する発現抑制効果の低下が見られた（未発表データ）。さ

らに、KDマウス OLで惹起される分化成熟異常ならびに細胞死に対する miR-219の効果を調べ

たところ、顕著な病態改善効果が観察された（図３; Inamura et al., Brain Pathol 2021）。 

 近年、マイクロ RNAを標的とす

る脱髄疾患治療に多くの関心が寄

せられている。特に、miR-219に関

しては、クプリゾンやリゾレシチ

ン等で誘導した多発性硬化症モデ

ルならびにウイルス感染によって

誘導される白質変性症において、

再髄鞘化促進や OL に対する細胞

死抑制効果が報告されている。し

かし、これらは全て人為的に誘導

した脱髄モデル動物での知見であ

り、先天性脱髄疾患をはじめとするヒト疾患との直接の関連は全く知られていなかった。この点、

本研究成果はヒト遺伝性脱髄疾患の病因ならびに治療標的としてのマイクロRNAの役割を世界

で初めて示した、学術的にも社会的にも極めて重要なものと考えられる。 

 今回、論文報告した上記成果に加え、本研

究課題に関するその他の成果としては、（ⅰ）

初代培養した KD マウス OL にレンチウイ

ルスベクターを用いて恒常活性化型 Aktを

遺伝子導入すると KD マウス OL の分化異

常や細胞死がレスキューされること、さら

に、（ⅱ）miR-219が Akt/mTORシグナルに

よって正の発現制御を受けていることを明

らかにしている（図４、未発表データ）。ま

た、miR-219によって KDマウス OL内のサ

イコシン含量が減少し、さらにこの時、サイコシン産生酵素として注目される ASAH1（Li et al., 

PNAS 2019）の発現が低下することを明らかにした（未発表データ）。これらの結果は、miR-219

Rapamycin+
miR-219

RapamycinMK2206

MK2206+miR-219

Control

Control+miR-219

図４ Akt/mTOR シグナル阻害剤（MK2206 及びラパマイシン）による
OL の分化抑制（上段）は、共にmiR-219によってレスキューされる
（下段）。（緑）MBP、（赤）Olig2。

図２ KD モデルマウス（twi）脳でみられるmiR-219陽性 OL の減少
(A) 正常（左）ならびに KD（右）マウス脳梁における miR-219 陽性 OL（黒）
に対する in situハイブイダイゼーションとその数の比較（B）。
Inamura et al., Brain Pathol (2021) から改変。
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3.2 | Exogenous miR- 219 supplementation 
rescues cellular pathologies of twitcher OLs.

We have recently reported that OLs of twitcher mice 
exhibit cell- autonomous developmental defects and 
undergo apoptotic death upon endogenous psychosine 
accumulation (18). To investigate whether reduced ex-
pression of miR- 219 is implicated in these pathological 
changes, we examined the effect of exogenous supple-
mentation with miR- 219 on differentiating twitcher 
OLs. Purified OPCs transfected with either a synthetic 

nucleotide molecule homologous to the mature miR- 
219 (miR- 219 mimic) or scrambled negative control 
miRNA (n.c.) were cultured for 4 days in the differenti-
ation media and then, differentiated OLs were detected 
by immunostaining for myelin basic protein (MBP), a 
mature oligodendrocyte marker (Figure 3A). The num-
ber of MBP+ cells was significantly lower in cultured 
twitcher OLs transfected with the n.c. than in cultured 
wild- type OLs (Figure 3B, wt  +  n.c. vs. twi  +  n.c., 
p  <  0.01). However, in cultured twitcher OLs trans-
fected with the miR- 219, the number of MBP+ cells, 

F I G U R E  1  Reduced expression of miR- 219 in developing twitcher mouse brain. (A) In situ hybridization images showing miR- 219- positive 
(miR- 219+) cells in coronal sections of wild- type (wt) and twitcher (twi) mouse brain at postnatal day 21 (P21), compared to the expression 
of a scramble negative control (n.c.) miRNA probe. Boxed corpus callosum regions in the upper panel are shown at higher magnification 
in the middle panel. Scale bars, 100 μm in the upper panel and 50 μm in the middle and lower panels. cc, corpus callosum; ctx, cortex; hc, 
hippocampus. Dotted lines indicate the cc boundary. Insets, High- magnification images showing miR- 219+cells around the areas of arrows. 
Scale bar: 25 μm. (B) Quantification of miR- 219+ cells per mm2 in the corpus callosum of wt and twi mice at P21. Data are presented as the 
mean ± SEM of four animals per genotype. *p < 0.05; Student's t- test. (C) qRT- PCR analysis showing the expression levels of miR- 219 and 
miR- 16 in the corpus callosum of twi mice relative to those in wt littermates; total RNA preparations from mice of both genotypes at P21 were 
used. Expression levels are presented as ratios of miRNA amounts relative to the respective mean levels in the samples from wt mice. Data are 
presented as the mean ± SEM of four animals per genotype. **p < 0.01; Student's t- test. (D) In situ hybridization images of miR- 219+ cells in 
different brain regions in sagittal sections of wt and twi mouse brain at P21. Scale bars: 200 μm. dg, dentate gyrus; fmi, forceps minor corpus 
callosum; fmj, forceps major corpus callosum; wm, white matter
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twi + miR- 219, p < 0.01; wt + n.c. vs. twi + miR- 219 and 
wt + miR- 219 vs. twi + miR- 219, p = 0.07 and p = 0.57, 
respectively).

We further examined the effect of miR- 219 on the level 
of endogenous psychosine in twitcher OLs. We have pre-
viously reported that psychosine levels in the twitcher 

F I G U R E  3  Effect of miR- 219 on the development of twitcher OLs. (A) OPCs isolated from wild- type (wt) and twitcher (twi) pups were 
cultured in the differentiating medium for 4 days with miRNA negative control (n.c.) or miR- 219. Differentiated OLs were immunostained 
for MBP (MBP+ cells, green). The miRNA- transfected cells were identified by the expression of BLOCK- iT™ Alexa Fluor™ Red Fluorescent 
Control (BLOCK- iT+ cells, red). Scale bar: 50 μm. (B) Percentages of MBP+ cells transfected with n.c. or miR- 219 among total Block- iT+ 
cells after 4 days of culturing in the differentiating medium. Data are presented as the mean ± SEM (n = 3). **p < 0.01; two- way ANOVA 
with Bonferroni post hoc test. (C) qRT- PCR analysis showing the expression levels of Mbp and Plp mRNAs in primary twi OLs relative to 
those in wt OLs transfected with n.c. or miR- 219. Total RNA preparations from primary OLs cultured for 4 days in differentiating medium 
were used. Expression levels are presented as ratios relative to the respective mean amount in untreated wt OLs. Data are presented as the 
mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01; two- way ANOVA with Bonferroni post hoc test. (D) Western blot image showing the expression levels 
of MBP and PLP proteins in differentiating OLs of wt and twi mice transfected with n.c. or miR- 219; protein lysates from differentiating OLs 
cultured for 4 days in the differentiating medium were used. MBP blot shown is a stripped and reprobed blot of the loading control (GAPDH). 
Representative blots from three independent experiments are shown. (E) Band intensities MBP and PLP in (D) were normalized to the 
corresponding loading control. Expression levels are presented as ratios of protein amounts relative to those in samples from n.c. transfected 
wild- type OLs. Data represent the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01; two- way ANOVA with Bonferroni post hoc test
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図３ miR-219 は KD マウス OL でみられる分化成熟異常をレスキューする
(A) 初代培養した正常（wt）ならびに KD（twi）マウス OL に対する miR-219 
の効果とその数の比較（B）。（緑）MBP、（赤）miR-219を処理したOL。
Inamura et al., Brain Pathol (2021) から改変。



による KDマウス OLの病態改善効果が、Akt/mTORシグナルを介した分化・成熟促進のみなら

ず、OL内の脂質代謝への作用によることを示すものであり、今後、RNA-seq解析等による網羅

的解析の必要性を示唆するものと考えられる。 

 一方、研究開始当初の課題の一つであった「KDマウス OL 特異的な恒常活性化型 Aktの発現

による個体レベルの病態改善効果の in vivo解析」については、PLP-Akt-DDマウス脳内の Aktシ

グナル活性が文献データと比べて極めて低いことが判明し、十分な解析には至らなかった。そこ

で、この問題に対するの解決策として、今回新たに見出された「Aktシグナルの活性化で発現誘

導される miR-219の役割」に注目し、OL 特異的プロモーター下で miR-219を発現するアデノ随

伴ウイルスベクター（pAAV-hCNP-ZSGreen1-miR-219）を KDマウス脳に導入することにした。

現在、これらの解析を継続研究課題で引き続き行なっている。また、「サイコシン産生酵素阻害

剤による病態改善効果の解析」については、L-シクロセリンが部分的に KDマウス OLの細胞障

害を改善する一方（図５）、ASAH1の阻

害剤であるカルモフルは OL に対する

強い細胞毒性を示し、治療薬としての効

果は期待できないことが判明した。この

ため本課題については、多発性硬化症や

知的障害の治験薬として髄鞘形成促進

効果が注目されるクレマスチンやソベ

チロムの効果について、引き続き解析を

おこなっている。 
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