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研究成果の概要（和文）：　新規ミエリンミュータントVFラットの原因遺伝子Dopey1を発見した．Dopey1が，ミエリン
形成時の細胞内輸送や，神経細胞・軸索とOL間の相互作用において重要であることを示した．
　dmyラットの病態解析を行い，オリゴデンドロサイトの分化に関わる転写 
因子（PDGFRa，Olig2，Nkx2.2）が減少し，オリゴデンドロサイトの分化・成熟・機能異常が生じ，ミエリン形成障害
至る可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：We identified a nonsense mutation in the Dopey1. We also demonstrated a marked 
reduction in myelin components both at mRNA and protein levels during myelinogenesis in the VF rats. In 
addition, proteolipid protein and myelin-associated glycoprotein accumulated in oligodendrocyte cell 
body. Dopey1 is likely to be involved in the traffic of myelin components. Our results highlighted the 
importance of Dopey1 for the development and maintenance of the CNS myelin.　We examined transcription 
factors (PDGFRa，Olig2，Nkx2.2) in the dmy rat. These factors were reduced in the affected dmy rat, 
suggesting impaired development, maturation and function in the oligodendrocyte.

研究分野： 獣医病理学
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１．研究開始当初の背景 

ポストゲノム研究の中心課題は，遺伝子の

機能解析研究とその応用研究になる．各種の

遺伝子改変モデルマウスが開発され，特定の

遺伝子異常と病変形成メカニズムが明らか

になりつつあるが，多くの遺伝子の機能には

動物間の種差があることが知られている．例

えば，我々のグループは，ミエリン低形成を

特徴とする mv ラットが膜型アトラクチンの

ヌル欠損であることを明らかにしているが

（Kuwamura M et al. Lab Invest.2002），ヒ

ト，ラットのアトラクチンは膜型および分泌

型が存在するのに対して，マウスでは膜型の

みが発現しており，アトラクチンの生理・機

能的役割には動物間の差異が存在する．こう

した動物間の種差を考慮すると，ヒトの治療

を見据えたトランスレーショナルリサーチ

を目指すためには，多くのモデル動物を多面

的に解析し，病態を比較検討することが重要

となる． 

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

など様々な原因により障害され，ミエリンの

低形成や消失（脱髄）が引き起こされる．特

に，ヒトの多発性硬化症は米国で約 10 万人

が，日本でも約 5000 人が罹患し，特定疾患

に認定されている指定難病である．多発性硬

化症患者は，再発と寛解をくり返し，傷害を

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

ンの修復には至らない． 

 

２．研究の目的 

中枢神経系のミエリン（髄鞘）の異常は，

振戦，運動麻痺，視力障害などを引き起こす．

代表的なミエリン疾患である多発性硬化症

において，障害されたミエリンはある程度修

復・再生することが知られているが，完全な

ミエリン再生に至ることは難しく，ミエリン

再生をいかにして効果的に導くかがミエリ

ン疾患の治療の最重要課題となっている．ミ

エリンの再生は，ミエリン形成細胞であるオ

リゴデンドロサイトの再生・分化・成熟が必

要であり，数多くのサイトカインや分化調整

因子が関与することが知られているが，その

ネットワークの全貌は不明なままである． 

本申請課題では，dmy ラット，mv ラット，

VF ラットという原因および病態の異なる複

数のミエリン疾患モデル動物のミエリン修

復過程を形態学的，機能学的および分子生物

学的に比較検討し，病変部で展開される蛋

白・脂質の輸送，酸化ストレス反応，サイト

カイン・分化調整因子のネットワークを明ら

かにし，ミエリンと軸索，他のグリア細胞と

の相互関係の詳細に検討することにより，ミ

エリン修復に障壁となっている因子を明ら

かにし，新たなミエリン疾患の治療戦略を構

築することを目的とする． 

 

３．研究の方法 

(1)VF ラットの原因遺伝子探索 

これまでの予備的解析によって得られた VF

ラットの原因遺伝子の候補遺伝子について，

ホモ型，ヘテロ型，野生型間で cDNA 配列，

ゲノム DNA 配列を決定・比較し，責任変異を

同定する．また，Real time-PCR 法を行って，

発現動態を解析する．これらのラットの脊髄

から mRNA を抽出し，vf 候補遺伝子特異プラ

イマーを用いて解析する．得られたデーター

とミエリンの発達過程，ミエリン病変の進行

過程を比較検討する． 

 

(2)ミエリン崩壊時におけるグリア細胞の細

胞内小器官動態 

ミエリン形成・再生に関わる蛋白・脂質の産

生およびその細胞内輸送を評価する目的で，

ゴルジ装置，小胞体，ミトコンドリアなどの

細胞内小器官に対するマーカー抗体と PLP，

MBP などのミエリン構成成分に対する抗体を



用いて，多重免疫組織化学を行い，それらの

細胞内分布を共焦点レーザー顕微鏡にて観

察する．さらに，ビブラトームを用いて作製

した 50 マイクロ厚のサンプルに対して，上

記と同じ多重免疫組織化学を行い，共焦点レ

ーザー顕微鏡にて三次元観察を行い，立体構

築を再現することにより，ミエリン蛋白の産

生異常および細胞内輸送異常を明らかにす

る． 

 

(3)オリゴデンドロサイトの分化・成熟に係

わる転写因子の網羅的比較発現解析 

VF ラットでは，脊髄白質におけるオリゴデン

ドロサイトの細胞密度が増加しており，10 週

齢以降では小型で突起伸長の乏しい未分化

オリゴデンドロサイトが認められることを

示した．これはVFラットの病理発生として，

オリゴデンドロサイトの成熟異常があるこ

とを示唆している．オリゴデンドロサイトの

分化・成熟には，Olig1，Olig2，Nkx2.2 など

の 転 写 因 子 や Myelin oligodendrocyte 

glycoprotein (MOG)や PLP などの蛋白発現が

重要であることが明らかとなっている．これ

らの転写因子や蛋白発現のミエリン病変へ

の役割を解明する目的で，dmy ラット，mv ラ

ット，VF ラットでの発現動態を調べる．ミュ

ータントラットおよびコントロールラット

の脊髄および脳より mRNA を抽出し，cDNA を

逆転写し，マイクロアレイ解析にて遺伝子発

現の状況をスクリーニングする．スクリーニ

ングによって，変動が予想される転写因子や

ミエリン関連蛋白遺伝子を選択し，Real time 

PCR 法にて，ミュータント間の比較，成長お

よび症状進展に伴う経時的変動を比較検討

する．さらに興味ある変動が見られた蛋白に

ついては，Western blot 解析を行い，経時的

変化についても詳細を調べる． 

 

(4)免疫電顕法を用いたミエリンダイナミッ

クスの超微形態 

免疫電顕法を用いて，ミエリン疾患ラットの

原因遺伝子の産生蛋白の局在を調べる．さら

に，電顕レベルの細胞内小器官の異常とミエ

リン構成蛋白の分布異常を調べる．解析には

銀増感法と DAB 法を組み合わせることによ

り，ミエリン蛋白と細胞内小器官の関連性を

詳細に解析し，オリゴデンドロサイトの異常

を探る．  

 

４．研究成果 

(1)VF ラットの病態・遺伝解析 

新規のミエリン異常ミュータントである VF

ラットの遺伝子解析を行い，ホモ型ラットに

おいて顕著な発現低下の認められた Dopey1

遺伝子に おいて，ナンセンス変異を発見し

た．免疫組織化学的解析により VF ラットの

原因遺伝子産物は，オリゴデンドロサイトお

よび神経細胞の細胞質に発現していること

が確認された．一方，ホモ型ラットでは

DOPEY1 蛋白の発現細胞は認められなかっ

た．今回初めて，これまで機能が不明であっ

た Dopey1 遺伝子が，ミエリン形成時の細胞

内輸送や，神経細胞・軸索と OL 間の相互作

用において重要であることを示した．これら

の研究成果を国際専門誌である Glia 誌に発

表した． 

各週齢の VF ラット脊髄白質におけるオリ

ゴデンドロサイト前駆細胞(OPC）の動態を

経時的に解析した．VF ラットの Olig2 

mRNA 発現量は，10 週齢で有意な上昇が，

Nkx2.2 mRNA 発現量は全週齢において低下

傾向を示した．Pdgfr alpha mRNA発現量は，

4 週齢で増加，10 週齢以降で低下した．Olig2

に強陽性を示す OPC 数は、10 週齢以降で明

らかに増加した．以上より，VF ラットにお

ける OL の成熟異常が示唆され，ミエリン低

形成に関与していると考えられた． 

 

(2) ミエリン変異ラットの比較病態解析 

中枢神経系のミエリン崩壊を特徴とする



dmy ラットの病態解析では，原因遺伝子

MRS2 が主に分布する神経細胞の病態に注

目して解析した．6，7，8 週齢の dmy ラッ ト

のホモ型および対照ラット(野生型)の脊髄を

腹索・灰白質・背索にわけて採材し，①

Real-time PCR 法により，各部位におけるオ

リゴデンドロサイトの分化に関わる転写因

子の mRNA 発現量を測定した．②抗ミトコ

ンドリア COXⅣ抗体を用いた免疫組織化学

解析により，神経細胞におけるミトコンドリ

アの変化を比較した．③抗 Golgi 抗体，抗ユ

ビキチン抗体を用いた免疫組織化学解析と，

PLP に対する in situ hybridization 法によ

って，腹索のオリゴデンドロサイトの染色性

を比較した．その結果，①オリゴデンドロサ

イトの分化に関わる転写因子（PDGFR 

alpha，Olig2，Nkx2.2）は 6，7，8 週齢の

ホモ型ラットにおいて、特に灰白質で減少し

た．②7，8 週齢のホモ型ラット において，

神経細胞におけるミトコンドリアの免疫染

色性が低下した．③ホモ型ラットの腹索にお

いてみられる腫大したオリゴデンド ロサイ

トの細胞質内に Golgi 抗体に対する免疫染色

性の増強がみられ，また，ユビキチンの免疫

染色性も増加した．以上より，神経細胞にお

ける ミトコンドリアの異常に伴い，オリゴ

デンドロサイトの分化・成熟・機能異常が生

じ，ミエリン形成障害がおこっている可能性

が示された． 

dmy ホモ型ラットにおいて顕著な発現増

加を示すある遺伝子（遺伝子 X）に着目し，

その発現動態をそれぞれのミエリン形成異

常の病態と比較検討することにより，ミエリ

ン崩壊のメカニズムを解明することを目的

とした． dmy ホモ型ラットでは，対照ラッ

トと比較して，遺伝子 X の mRNA 発現の著

しい増加が認められた．また，その発現は 4

週齢から 8週齢まで病変の進行に伴い上昇し，

特に病変形成の著しい腹索における発現上

昇が最も顕著にみられた．一方，mv ラット

や VF ラットでは軽度の発現上昇がみられた．

これらの結果から，遺伝子 X は，dmy ラット

におけるミエリン崩壊に関与すると考えら

れた．当研究室のこれまでの研究結果から，

dmy ラットの病変進行過程には酸化ストレ

スが関与していることが示唆されている．以

上より，遺伝子 X は dmy ラットにおいて，

酸化ストレスにより引き起こされるミエリ

ン崩壊の病理発生に関与している可能性が

示唆された． 

 dmy ラットと tremor (TRM)ラットの比較

病態解析を行った．①7，8 週齢の dmy ラッ

トの脊髄腹索において Nkx2.2 陽性 OPC が

有意に減少した．このことから dmy ラット

ではオリゴデンドロサイトの分化・成熟異常

が起こっていることが示唆された．TRM ラ

ットでは Nkx2.2 の免疫染色性に差は認めら

れなかった．②dmy 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 の発現が減弱していた．TRM ラット

では対照ラットと比較して，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．このことから

dmy ラットでは成熟オリゴデンドロサイト

の機能異常が起こっているのに対し，TRM

ラットでは成熟異常が起こっている可能性

が示唆された． 
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