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研究成果の概要（和文）：今回の研究は髄鞘変化から脱髄への経過とプロテアーゼの機能を明らかとすることを目的と
した。実験的自己免疫性脳炎では従来の観察で脱髄が生じる時期より、早くから髄鞘変化が生じており、KLK6の関与が
示唆された。これに対し、クプリゾン投与による脱髄は異なるメカニズムによるもので、KLK6の関与は少ないものと考
えられる。脊髄損傷による脱髄にもKLK6の関与はあるものと考えられる。培養細胞での結果から、これらはオリゴデン
ドロサイトの発達や形態によるものであることより、脱髄時のプロテアーゼの作用であることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：The objective of the current study was to elucidate the mechanism of 
demyelination from the change of myelin condition and the function of the protease of oligodendrocytes. 
In experimental autoimmune allergic encephalitis, changes of the condition of myelin occurred earlier 
than previously thought. The involvement of KLK6 was also suggested. In contrast, demyelination by 
cuprizone administration was caused by different mechanism with less involvement of KLK6. KLK6 was also 
partially involved in demyelination after spinal cord injury. From the study of cultured 
oligodendrocytes, KLK6 may play a role during demyelination rather than development of oligodendrocytes.

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 中枢神経の多くの軸索にはオリゴデン
ドロサイトにより髄鞘が巻かれ、跳躍伝導を
行っている。病的状態ではこの髄鞘が破壊さ
れ、それにより軸索の機能が損なわれ、さら
には変性に至ることもしばしばである。これ
が脱髄である。多発性硬化症は脱髄を主とす
る代表的な疾患である。脱髄後に再び髄鞘が
形成されるのが再髄鞘化であるが、再髄鞘化
は容易に生じないこともしばしばである。こ
れまでの脱髄のメカニズムは炎症細胞の浸
潤と細胞障害性免疫細胞の作用により、髄鞘
が破壊されて、脱髄とその後の軸索傷害が生
じるというものである。 
これに対し、脱髄が生じるよりも先にオリゴ
デンドロサイトがプロテアーゼを発現する
こと示されている 1-2。このことは、オリゴデ
ンドロサイト自身による脱髄への関与の可
能性が考えられ、さらに、このプロテアーゼ
による蛋白分解が直接的に髄鞘破壊にはた
らいている可能性も考えられる。 
 
(2)そこで、脱髄のメカニズムへのオリゴデ
ンドロサイトの関与とオリゴデンドロサイ
トが発現するプロテアーゼの機能を明らか
とすることは脱髄の抑制や再髄鞘化を目指
した治療法の開発の上で重要であると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
(1)  そこで、今回の研究では髄鞘変化から
脱髄への経過を明らかとすることを目的と
する。また、オリゴデンドロサイトが発現す
るプロテアーゼの機能を明らかとすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) EAE 作成 C57BL/6（野生型）マウスと
KLK6 遺伝子ノックアウトマウス（KLK6-KO）
に対し、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タ
ンパク質（MOG）の 35-55 部分アミノ酸配列
ペプチドを皮下注射により、実験的自己免疫
性脳炎（EAE）を生じさせた。免疫注射後、5，
7，10，14，21，42，70 日後にマウスを 0.5%
ホルムアルデヒド、0.5%グルタールアルデヒ
ド溶液で灌流固定後、脊髄を採取した。1%オ
スミウム液で後固定後、ジメチルスルフォキ
シド液に浸漬後凍結し、割断試料を走査型電
子顕微鏡にて観察をおこなった。 
 
(2)Shiverer マウス ミエリン遺伝子の部分
欠損により髄鞘不全を生じる shiverer マウ
スを灌流固定後、脊髄を採取し上記の方法に
より試料作製し、走査型電子顕微鏡による観
察を行った。 
 
(3)クプリゾン投与 野生型と KLK6-KO マウ
スに対し、0.2%クプリゾン含有飼料を投与し
た。４週後に通常食にもどし、1 週後と 2 週
後に 4%ホルムアルデヒド溶液で灌流固定後

に抗ミエリン塩基性タンパク質（MBP、髄鞘
タンパク質マーカー）抗体にて免疫組織染色
を行った。 
 
(4)脊髄損傷 脊髄損傷した後の髄鞘および、
軸索の変化の経時的に観察した。野生型と
KLK6-KO マウスに対し、Th8 脊髄に荷重を落
下することにより脊髄損傷を行った。このマ
ウスを 4%ホルムアルデヒド、2%グルタールア
ルデヒド溶液で灌流固定後に脊髄を採取し
常法により試料を作成し、透過型電子顕微鏡
による観察を行った。また、脊髄を採取し、
抗 MBP 抗体用いてウェスタンブロット法によ
り、髄鞘変化とプロテアーゼ発現の関連を観
察した。 
 
(5)培養細胞 胎生 18日の KLK6-KO マウスか
ら脳を取り出し、オリゴデンドロサイトの培
養を行った。この細胞に対して、リコンビナ
ント KLK6 を投与して、形態変化を観察した。 
  
 
４．研究成果 
(1) 無処置の野生型マウスでは走査型電子
による観察で、髄鞘はコンパクトな形態で観
察され（図 1A）透過型電子顕微鏡にょり見ら
れるようなルースな形態はほとんど認めら
れなかった。免疫注射後 20 日で EAE 発症に
よる、四肢麻痺は最大となった。この時期の
野生型マウスでは、第 4腰髄で髄鞘の様々な
異常が認められた。特徴的なものは、髄鞘が
コンパクトな形態を保ったまま髄鞘から離
れている像（図 1B）、髄鞘の中に髄鞘が 1 つ
以上ある重複髄鞘（図 1C）や髄鞘の中が完全
に閉じている閉塞髄鞘などが見られた。
KLK6-KO では同様の像は観察されるものの、
野生型に比べると変性髄鞘は少なかった。さ
らに、早期の段階で、麻痺などの症状が全く
観察されない免疫注射後 4日の腰髄野生型マ
ウスで髄鞘の軸索からの解離や変性した髄
鞘が多く観察された。KLK6-KO ではこのよう
な変化は殆んど観察されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 髄鞘の異常 スケールバー＝1μm 
 
(2) shivere マウスでは髄鞘が殆んど見られ
ないが、髄鞘がある軸索においても、ランビ



エの絞輪部においてミクログリアと思われ
るグリア細胞の突起が軸索に密に接触して
いる像が観察された（図２A）。また、軸索内
においてはよく発達した滑面小胞体とミト
コンドリアが多く見られた（図２B）。 
 
(3) クプリゾン投与後、抗 MBP 抗体により
染色を行ったところ、染色性の変化は殆んど
生じず、遺伝子型による差も認められなかっ
た。 （図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ shivere の軸索と髄鞘 
矢印がグリア細胞の突起、矢頭が小胞体構造、
Mit はミトコンドリア 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ クプリゾン投与後の野生型（WT）と
KLK6-KO マウスの脳梁の MBP 染色像 
 
 (4) 脊髄損傷後の透過型電子顕微鏡による
観察では、遺伝子型による顕著な差は認めら
れなかった。 
抗 MBP 抗体を用いたウェスタンブロット法に
よる解析で、損傷後４日と１４日後において、
損傷部位の吻側領域で KLK6-KO では MBP 量が
野生型より有意に低かった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) KLK-KO マウスの培養オリゴデンドロサ
イトに KLK6 を投与したが、形態には顕著な
変化は認められなかった。  
 
(6) 以上の結果より EAE では従来の観察で
脱髄が生じる時期より、早くから髄鞘変化が
生じており、KLK6 の関与が示唆された。これ
に対し、クプリゾン投与による脱髄は異なる
メカニズムによるもので、KLK6 の関与は少な
いものと考えられる。脊髄損傷による脱髄に
も KLK6 の関与はあるものと考えられる。培
養細胞での結果から、これらはオリゴデンド
ロサイトの発達や形態によるものであるこ
とより、脱髄時のプロテアーゼの作用である
ことが考えられる。 
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