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研究成果の概要（和文）：脳血管性認知症の発症・進展機構に迫る新機軸としてCypAとCD147に着眼し、小血管性認知
症において大きな病理学的特徴である白質病変の発症におけるCypA-CD147の役割について検討を行った。CD147の発現
は生後1日目より観られ、白質の形成に伴いCD147の発現も増大することが示された。次に白質病変モデル動物を作製し
、CD147の発現について検討したところ、白質領域である脳梁と線条体においてCD147の発現増加が示された。現在CypA
の発現とともにCD147の発現局在について検討中である。認知、運動、言語機能に関わる白質領域の障害にCD147 が関
与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ischemic white matter lesions are the characteristic pathological changes in 
subcortical ischemic vascular dementia , a common form of vascular dementia. Demyelination of the central 
nervous system leads to progressive cognitive and motor dysfunction. CD147, a membrane glycoprotein of 
the immunoglobulin superfamily, is highly upregulated during dynamic cellular events including tissue 
remodelling. In this study, we studied expression of CD147 and a novel involvement of CD147 in white 
matter lesion animal model, cuprizone-induced demyelination. Mice were fed a diet containing 0.2% 
cuprizone for 5 weeks. Cuprizon treatment induces severe demyelination and microglial activation. We also 
found CD147 levels to be upregulated in the brain of cuprizone-induced demyelination mouse. These results 
provide new insights suggesting CD147 is a potential therapeutic target to inhibit white matter lesions.

研究分野： 薬理学

キーワード： CD147　白質
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１．研究開始当初の背景 
脳血管性認知症は脳梗塞・脳出血などの脳

血管性病変によって生じる認知症である。脳
血管性認知症は多発梗塞性認知症、局在病変
型梗塞認知症と小血管性認知症の三つに分
類される。なかでも小血管性認知症は、白質
病変を主体とし、脳血管性認知症の過半数を
占める最も多い病型であるが、これまで脳血
管性認知症病態において、血管塞栓による大
小の空洞性病変だけに焦点が当たり、小血管
性認知症病変の首座である大脳白質変性の
重要性は看過されてきた。しかし、「脳卒中
治療ガイドライン 2009」ではじめて深部白質
病変が項目として記載され、「小血管性認知
症の予防ならびに治療は、要介護者を減少さ
せるために最も注目されるべき、最も対応が
重要な部分の一つである」と注目されるよう
になった。 
小血管性認知症において白質病変は大き

な病理学的特徴であり、認知症以外に運動障
害や言語障害など多彩な神経症状を呈する。
大脳白質は神経細胞の軸索とこれを覆うミ
エリン（髄鞘）から構成される。ミエリン形
成の主役はオリゴデンドロサイトであり、前
駆細胞よりミエリンを産生する成熟型に分
化し、軸索に巻きつく。オリゴデンドロサイ
トは、軸索のミエリン化により神経伝導速度
の高速化に寄与しているが、最新の報告で、
オリゴデンドロサイトはミエリン形成とは
異なる機序により軸索の機能を支持してお
り、その機能異常は軸索変性へと導くことが
示された。この変性機構として、モノカルボ
ン酸輸送体 1（MCT1）を介する乳酸輸送の障
害が挙げられている。ミエリン化された軸索
は、エネルギーが枯渇した場合、乳酸を利用
することができる。MCT1 はオリゴデンドロサ
イトにきわめて豊富に存在しており、MCT1 の
欠損は軸索の損傷と神経細胞の消失をもた
らすことが明らかにされ、オリゴデンドロサ
イトが神経細胞と軸索を支持する新たな機
構が発見された。すなわち、MCT1 を発現する
オリゴデンドロサイトの脱落（脱髄）は、神
経伝達の速度低下や微弱化だけではなく神
経細胞と軸索の致死的破綻を誘導すること
が示唆されている。 

 
２．研究の目的 
シクロフィリン A（CypA）はイムノフィリ

ンファミリーに属するシクロスポリン（免疫
抑制薬）結合タンパク質である。CypA は細胞
質に局在するタンパク質であるが、炎症病態
時には細胞外へ遊離される。この細胞外 CypA
の受容体として同定された分子がCD147であ
る。CD147 はイムノグロブリンファミリーに
属する 1 回膜貫通型の糖タンパク質であり、
細胞外マトリックスメタロプロテアーゼ誘
導因子でもある。さらに、CD147 はオリゴデ
ンドロサイトに豊富に存在する MCT1 を細胞
膜上に輸送するシャペロンタンパク質とし
ても機能する。従って、十分量の CD147 がオ

リゴデンドロサイトに局在することが推測
される。最近、心筋虚血再還流時の心筋障害
や脳虚血時の神経細胞死にCypA－CD147シグ
ナル系が関与することが報告された。しかし、
白質病変における CypA-CD147 の役割は不明
である。本研究は脳血管性認知症の発症・進
展機構に迫る新機軸として、CypA と CD147 に
着眼し、脳血管性認知症発症の分子機構を明
らかにすることにより、新たな治療戦略なら
びに新規認知症治療薬開発への活路を開く
実験証拠を提示することを目指すものであ
る。本研究では、白質病変発症における CypA
‐CD147 シグナルの役割について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）白質病変モデルマウスの作成 
 12 週齢の C57BL/6N 雄性マウスを用いた。
麻酔下で頸部を正中線で切開し、右総頸動脈
を迷走神経から分離後、4-0 縫合糸を用いて
約 5㎜の間隔を空けて右総頸動脈の 2ヵ所を
結紮した。右総頸動脈の結紮を行う以外全く
同じ処置を行った動物を対照群（偽手術群）
として使用した。クプリゾン（CPZ）誘発脱
髄モデル動物の作製には 8 週齢の C57BL/6N
雄性マウスを用いた。CPZ 含有飼料は、CPZ 
[Bis(cyclohexanone)ox  aldihydrazone]と、
飼育繁殖粉末飼料を混和して調整した（最終
濃度 0.2％w/w）。0.2％CPZ 含有飼料をマウス
に 5 週間投与し、脱髄を誘導させた。また、
CPZ を投与していないマウスを対照群として
使用した。 
 
（２）ウエスタンブロッティング 
白質病変モデルマウスおよび対照群マウ

スの脳を採出し、大脳皮質、海馬、線条体、
脳梁にわけ試料とした。また、生後 1 日、3
日、7日、14日、21 日齢の ICR マウスの脳を
取出し、その全脳を試料とした。各試料を、
1％プロテアーゼインヒビターカクテルを含
む RIPA 緩衝液中でホモジナイズし、超音波
破砕処理後、遠心し、上清を組織溶解液とし
た。組織溶解液にサンプルバッファーを入れ、
5 分間煮沸し、試料溶液とした。試料溶液中
のタンパク質は、SDS アクリルアミドゲル電
気泳動にて分離し、PVDF メンブレンに転写し
た。転写後、メンブレンはブロッキングバッ
ファーでブロッキングを行った後、1 次抗体
と 4℃で一晩反応させた。1 次抗体はウサギ
抗 CypA 抗体、ウサギ抗 CD147 抗体、ウサギ
抗β-Tubulin 抗体、マウス抗 Myelin Basic 
Protein 抗体を用いた。1 次抗体処理後、メ
ンブレンを十分洗浄し、ペルオキシダーゼ標
識 2 次抗体を室温で 1 時間反応させた。2 次
抗体は HRP標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体を、HRP
標識ヤギ抗マウス IgG1 抗体用いた。2次抗体
処理後、メンブレンを十分洗浄し、ECL 法に
より可視化した。高感度 CCD 画像解析システ
ムにて、画像イメージを取り込み解析した。 
 
（３）免疫染色 



白質病変モデルマウスおよび対照群マウ
スを、4％パラホルムアルデヒド／0.1 M リン
酸緩衝液で灌流固定し、摘出した脳を試料と
した。クリオスタットで厚さ 10 m の凍結冠
状切片を作成した。酵素抗体法には DAKO 
EnVisionTM System-HRP を使用した。試料切片
をブロッキング処理後、1 次抗体で一晩処理
した。1次抗体は、ウサギ抗CD147抗体（abcam）、
ラット抗マウス CD147 抗体（serotec）、マウ
ス抗 Myelin Basic Protein 抗体、ウサギ抗
Iba-1（ミクログリアの特異的マーカー）抗体
を用いた。 
 

（４）ラットオリゴデンドロサイト培養法 
生後 1日のラットより脳を摘出し、メスで細
断後、ピペッティングにて細胞を分散させて、
14 日間培養した。14 日間培養後、14 時間振
盪後、培養液を回収しオリゴデンドロサイ
ト前駆細胞を採取した。オリゴデンドロサ
イト前駆細胞は Neurobasal™ Mediumに B-27 
Serum-free Supplement と GlutaMAX™-I サプ
リ メ ン ト 、 Penicillin/Streptomycin 
Solution、PDGF-AA (10ng/ml)、FGF-basic  
(10ng/ml)を添加した培養液中で、 37℃、
5%CO2条件下で 4日間培養した。培養 4日目に
培養液に T3 を加え、オリゴデンドロサイト
への分化誘導を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）CD147 の発現に発達的変化があるか検
討するため、生後 1 日、3 日、7 日、14 日、
21 日齢のマウスの脳における CD147 の発現
を、ウエスタンブロッティングにより解析し
た。CD147 は生後 1 日目より発現がみられ、
生後 14 日目、21 日目で発現が増加した。
CD147 発現の発達的増加が白質形成と相関
しているか検討するため、ミエリンを構成す
るタンパク質の 1つであるミエリン塩基性タ
ンパク質（MBP）の発現変化をウエスタンブ
ロッティングにより解析した。MBP の発現
はCD147発現が増大する生後14日目から発
現が認められた（図１）。 

 
 
（２）片側総頚動脈永久閉塞マウスを作製し、
白質病変について解析を行った。MBP の発
現をウェスタンブロッティングにより検討
した結果、総頸動脈を結紮した側である右脳

において MBP の発現減少が観察された。ま
た、片側総頚動脈永久閉塞により、閉塞側の
白質領域（脳梁ならびに線条体）において
MBP の発現減少が示された。つぎに片側総
頚動脈永久閉塞による CypA ならびに
CD147 の発現変動について解析を行ったと
ころ、非閉塞側の左脳と閉塞側の右脳で大き
な差は観られなかった。また対照群と比較し
ても CypA ならび CD147 の発現に大きな変
化は観られなかった。現在、免疫染色にて
CD147 の局在に変化があるか検討中である。
片側総頚動脈永久閉塞マウスは処置後に死
亡することがあること、また白質病変（MBP
の発現低下）にばらつきがあることから、白
質病変モデル動物として CPZ 誘発脱髄モデ
ルマウスを作製し CD147 の発現について検
討することとした。まず、MBP の免疫染色
により白質障害について解析した。対照群と
比較し、クプリゾン投与群の脳梁ならびに線
条体において MBP の発現が著明に減少して
いる箇所が観られ、脱髄が起きていることが
確認された。また、Iba1 によりミクログリア
を染色したところ MBP の発現が減少してい
る箇所にミクログリアの集積が観られた（図
２）。 

 
 
次に CPZ 誘発脱髄モデルマウスにおける
CD147 の発現について検討した。CPZ 投与 5
週間後、脳梁ならびに線条体における MBP
の発現をウエスタンブロッティングにより
解析し、脱髄の確認を行った。MBP の発現
は CPZ 投与群の脳梁において対照群と比較
して有意に減少していた（図 3）。脱髄時にお
ける線条体と脳梁の CD147 の発現変化を検
討したところ、CD147 の発現は有意に増加し
ていた（図 3）。ミクログリアにおける CD147
発現も視野に入れ検討を行う必要がある。 
 
（３）次に、ラットの脳より初代培養オリゴ
デンドロサイトを調整し、CD147 の発現につ
いて検討を行った。まずオリゴデンドロサイ
ト前駆細胞を調整し、T3 処理によりオリゴ
デンドロサイトに分化させた。オリゴデンド
ロサイト前駆細胞では MBP の発現が観られ
ないが、オリゴデンドロサイトでは MBP の
著明な発現が確認できた。CD147 の発現につ
いて検討したとこと、オリゴデンドロサイト 



 
 
前駆細胞とオリゴデンドロサイトにおいて
発現に変化は観られなかった。例数が少ない
ため、現在確認実験を行っており、図 1 でみ
られる生後14日目からのMBPとCD147 の
発現増加との関連について検討中である。 
 
（５）以上、認知機能や運動、言語機能に関
わる白質領域の障害に CD147 が関与してい
る可能性が示唆された。今後、白質領域なら
びに白質病変におけるCD147の発現局在つい
て、また、オリゴデンドロサイトの分化なら
びに細胞障害時におけるCD147の細胞内局在
について検討を続けていく必要がある。 
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