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研究成果の概要（和文）：コレステロール合成に関わる唯一のCYP酵素LDMは、中枢・末梢神経の髄鞘形成を担うオリゴ
デンドログリア、シュワン細胞で発現している。抗LDM抗体を用いた免疫組織化学、 laser capture microdissection 
と組み合わせたWestern blotにより、LDM は髄鞘形成期の生後2-3週に発現のピークを示した後、減少し、cuprizone 
投与による脱髄後の髄鞘再生過程で再度の発現増大を認めた。LDMの発現増大による脱髄性疾患の治療可能性を探るた
め、PLP 遺伝子のプロモーターを用いてオリゴデンドログリア特異的にLDM を高発現するトランスジェニックマウスを
作出した。

研究成果の概要（英文）：LDM is the only cytochrome P450 enzyme that is involved in cholesterol biosynthesi
s and is expressed in central and peripheral myelin-forming cells, oligodendroglia and Schwann cell. Immun
ohistochemical analysis and Western blot analysis combined with laser capture microdissection using anti-L
DM antibody revealed that LDM-immunoreactivity (IR) reached its peak at the stage of myelination, postnata
l 2-3 weeks.  The same kind of analyses indicated that LDM-IR in the white matter increased during the pro
cesses of remyelination following demyelination induced in mice by feeding diet containing cuprizone that 
injures oligodendroglia.  To examine the possibility to treat demyelinating disorder by the upregulation o
f LDM, transgenic mice were raised using PLP gene-promoter, which express high level of LDM specifically i
n oligodendroglia. 
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１．研究開始当初の背景 
Lanosterol 14-αDemethylase（LDM, CYP51）
は真核生物におけるステロール合成経路に
必須であり、哺乳類では lanosterolを脱メチル
化し、follicular fluid meiosis-activating sterol
（FF-MAS）への代謝を触媒する。哺乳類に
おける LDM 発現は、コレステロール合成
の盛んな肝臓や副腎、精巣、卵巣に多く、
肝臓は脂質代謝、精巣と卵巣では生殖細胞
の分化における LDM の機能的役割という
観点から、多くの研究が成されている。 
 生化学的研究によって、LDM が脳で発現
しており、脳における全チトクロム P450
量当たりの LDM 活性は肝臓の約 4 倍であ
る 事 が 報 告 さ れ て い る  (J Biochem. 
120:982-986,1996)。しかし、発現細胞の同
定も含めて、LDMの神経系における機能的
役割は不明の点が多い。 
 
２．研究の目的 
我々の見出した LDM が脳内ではオリ
ゴデンドログリアに発現しており、髄鞘
の生後発達過程や髄鞘再生時に発現レ
ベルが増大する知見を基に、LDM の髄
鞘形成への関与を明確に証明し、多発性
硬化症など、ヒトの脱髄性疾患の治療へ
の応用の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
(1)抗 LDM 抗体を用いて、脳の生後発達過程
での髄鞘形成と LDM の発現変化の関連性を
免疫組織化学的検索および Western blot
分析によって明らかにする。特に後者につ
いては laser capture microdissecton と
高感度 Western blot 分析とを組み合わせ、
白質特異的な LDM 発言変化を解析する。 
(2) 神細胞とグリア細胞から成る aggregate 

culture を導入し、髄鞘形成に伴う LDM 
の発現変化が生体内の髄鞘形成に伴う
LDM の発現変化と相関することを確認
する。 

(3) ミクロソーム画分を用いた CO 差還元
スペクトルの測定と、精製 lanosterol を基
質とした LDM による脱メチル化反応を
LC-MS で定量的に測定することによる
LDM の酵素活性測定系を導入し、LDM
遺伝子の SNPによる酵素活性の違いを検
討する。 

(4) LDM をオリゴデンドログリア 特異的
に高発現する transgenic mice を作出し、
様々な実験的脱髄法に対する反応性を対
照動物と比較し、LDMをターゲットとす
る脱髄疾患治療の可能性を探る。 

 
４．研究成果 
(1) 脳におけるLDMの発現と髄鞘形成過程で
の発現変化 
これまでに、抗 LDM 抗体を用いた免疫組
織化学的検索によって、LDM免疫活性は幼
弱ラットでは神経細胞でも免疫活性が認め

られたが、その後の生後発達過程では中枢
および末梢の髄鞘を形成するオリゴデンド
ログリアおよびシュワン細胞に発現が限局
すること、無髄神経である末梢の自律神経
組織の軸索周囲には LDM 免疫活性が認め
られないことを確認した。 
 生後各週齢のラット大脳皮質、白質での
LDM の発現を免疫組織化学的解析、laser 
capture microdissection (LCM) 顕微鏡によ
って取り分けた皮質、白質から抽出したタ
ンパクを用いた Western blot 分析によって
検討したところ、皮質では出生直後から認
められ、この発現レベルは P14まではほと
んど変化が認められず、その後の生後発達
過程で減少し、生後 8週では痕跡的な発現
しか認められなくなるのに対し、白質では
出生直後の発現は弱く、P14 まで次第に増
加した後、減少し、髄鞘の生後発達と相関
する変化が認められた。 
 In vitro で明瞭な髄鞘形成が認められる
神経細胞とグリア細胞から成る aggregate 
cultureを用いて、髄鞘形成に伴う LDM の
発現変化を免疫細胞化学的解析によって検
討したところ、LDM免疫活性は主に、軸索
とは無関係に四方へ突起を伸展したオリゴ
デンドログリアと、進展した軸索を覆う様
なものの二種類が確認され、培養日数が経
つごとに後者の割合が増加した。また、
LDM 活性の大部分が CNP （2', 3'-cyclic 
nucleotide 3'-phosphodiesterase ） や MBP 
(myelin basic protein) の免疫活性と共存し
ていた。 
 これらの結果は、LDM が生後の髄鞘形
成過程に関与していることを示唆する所見
と考えられる。 

(2)  髄鞘再生過程での LDMの発現変化  
ICR マウスに 0.3%（w/w）cuprizone 添加
飼料を 6週間投与すると、脳梁や大脳脚な
どに実験的脱髄を誘発することができる。
その後、正常飼料に戻すと髄鞘再生が認め
られる。正常飼料を 5週間投与して誘発さ
れる後の髄鞘再生過程で、LCM 顕微鏡に
よって取り分けた白質から抽出したタンパ
クを用いた Western blot 分析では、正常対
象に比べて脱髄過程では２倍、髄鞘再生過
程では３倍程度、増加していた。これらの
結果は、LDMの再生への関わりを示唆する。 

(3) マウス LDM遺伝子の SNP の意義 
ICRマウスの LDM遺伝子 exon 2の proline 
rich regionに、histidine（通常型）から tyrosine
（変異型）へアミノ酸の置換を伴う SNPが
報告されているが、その酵素活性に与える
影響は不明である。前項の実験的脱髄・髄
鞘再生モデルマウスを用いて、通常型およ
び変異型における脱髄の程度について解析
を行った結果、通常型マウスでは強い脱髄
の見られた個体が多いのに対し、変異型マ
ウスでは、脱髄が軽微かほとんど見られな
い個体が多かった。ヘテロ型マウスの脱髄
は野生型マウスよりも軽微であったが、変



異型マウスよりも強かった。これらの結果
から、SNP による酵素活性への影響が示唆
された。そこで各遺伝子型のマウスの脳お
よび肝臓から抽出したミクロソーム画分を
用いて CO差還元 Spectrumによる CYP活性
測定を行った結果、いずれの遺伝子型でも
450nmに吸収極大を持つ活性型CYPが回収
されていることがわかったが、遺伝子型に
よる活性の違いは見出せなかった。次いで
C57BL/6 マウス肝臓由来 cDNA から LDM 
cDNA をそれぞれクローニングし、PCR 変
異導入法によって、LDMの変異型 cDNAを
クローニングした後、これらを動物細胞用
発現ベクターに組換え、HEK293-T細胞に遺
伝子導入して組み替え蛋白を強制発現させ
た。HEK293-T細胞の細胞分画を行った結果、
発現した LDM、LDM 変異体はいずれも、
主にミクロソーム画分に存在することがわ
かった。CO 差還元スペクトルにより CYP
酵素活性を検討したところ、野生型および
変異型 LDMのいずれも 450 nmに吸収極大
を持つことから、CYP 酵素としての活性が
あることがわかった。また対象試料である
遺伝子導入をしていない HEK293-T 細胞由
来のミクロソーム画分では、内在性 CYPの
450 nmにおける吸収が見られなかったこと
から、観察された 450 nmの吸収は強制発現
させた LDMに由来していると考えられた。
通常型、変異型いずれについても活性型の
LDM を回収することができたが、CO 差還
元スペクトルでは両者の活性の強さに有意
な違いは見られなかった。 

(4) オリゴデンドログリア特異的にLDMを高
発現させるトランスジェニックマウスの作
成 
以上のデータから、LDM は cholesterol 合
成を通じて髄鞘の再生に関与していると考
えられる。そこで LDM の発現を高めること
で髄鞘の再生を加速することができるかど
うかを個体レベルで解明するための実験系
として、オリゴデンドログリア特異的に
LDM を過剰発現するトランスジェニックマ
ウスの作製を試みた。このために、髄鞘の
生後発達過程ならびに脱髄後の髄鞘再生過
程において LDM と同様の発現パターンを示
す proteolipid protein (PLP)遺伝子の
promoter を用いた。遺伝子発現カセットの
構築に必要な multi cloning site を導入し
た vector に、マウス由来の PLP promoter 
(mPLPp) 、 LDM 遺 伝 子 、 SV40 由 来 の
polyadenylation signal のクローニングを
行った。次に、培養細胞 (HEK293T,Oli-neu)
を用いて、構築した vector による mPLPp
依存的な LDM の発現を確認した。遺伝子導
入後に免疫染色を行った結果、Oli-neu 細
胞においてのみ LDM タンパク質の強い発現
を確認でき、構築した LDM 発現カセットを
導入したトランスジェニックマウスでは、
内在性の LDM に加えて mPLPp 依存的な、
oligodendrocyte での LDM の発現が期待さ

れる。この遺伝子発現カセットを用いてト
ランスジェニックマウスの作出に成功した。 

 

Oli-neu細胞ではmPLP遺伝子プロモーター
（mPLPp）を用いて LDM および EGFP の
強い発現が、それぞれの特異抗体によって確
認されるのに対し、HEK293T細胞では LDM、
-EGFP いずれの発現も認められなかったこ
とを示す図。 
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