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研究成果の概要（和文）： 

KLK6 はオリゴデンドロサイトに発現するプロテアーゼであるが、そのオリゴデンドロサイト
成熟への関与は不明であった。KLK6 ノックアウト（KLK6-KO）マウスの解析により、脊髄
でのオリゴデンドロサイト発達の一時的な遅延が見られた。KLK6-KO では脊髄損傷後のミエ
リン塩基性タンパク質の発現も少なかった。これらの結果から、KLK6 はオリゴデンドロサイ
トの発達に一定の関与をしていることが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）： 
KLK6 is a serine protease specifically expressed in oligodendrocytes. The function of the 

protease on the maturation of oligodendrocyte has been undetermined. We analyzed KLK6 

gene knockout (KLK6-KO) mice and found that the development of oligodendrocytes was 

temporally delayed. We also found that the expression of myelin basic protein was smaller 

in KLK6-KO mice than that of wild-type mice. These results indicate that KLK6 plays a 

role in the development of oligodendrocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

オリゴデンドロサイトは中枢神経系で軸索
に髄鞘を形成するグリア細胞であるが、軸索
及び神経細胞の保護作用もあることが示さ
れてきている。このオリゴデンドロサイトは
成熟するとカリクレイン型プロテアーゼで
ある KLK6 を発現する（Yamanaka et al. Mol 

Brain Res, 71, 217-224, 1999）。また、オリゴ
デンドロサイト前駆細胞である NG2 陽性
細胞の一部にプロテアーゼM/KLK6は発現

するが、脊髄損傷時には発現が見られなく
なる。また、脊髄損傷時および脱髄性疾患
である多発性硬化症のモデルである
experimental allergic encephalitis (EAE)にお
いてオリゴデンドロサイトでの KLK6 発現
が亢進する事も合わせて報告した。培養細
胞において、RNAi により KLK6 発現を抑
制すると、ミエリンタンパク質である PLP

および MBP 発現が抑制されることも我々
により報告してきた。 
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２．研究の目的 

 以上の結果から以下の事が推論された。 

１．KLK6 は NG2 陽性オリゴデンドロサイト
前駆細胞からオリゴデンドロサイトへの分
化に関与し、さらに、ミエリン化にも関与し
ている。 

２．脊髄損傷時と EAE におけるオリゴデンド
ロサイトにおける分子機構は異なる。 

 そこで、本研究の目的は以下の２つとした。 

１．KLK6 のオリゴデンドロサイト分化およ
び成熟すなわちミエリン化へ関与する分子
機構を明らかとすること。 

２．EAE におけるオリゴデンドロサイト反応
の分子機序を明らかにすること。 

 

３．研究の方法 

（１）脊髄の組織 

 In vivo でノックアウト動物および野生型
動物の胎児期後期および生後の各発達段階
で野生型および KLK6 遺伝子ノックアウト
マウス（KLK6－KO）を４％パラホルムアル
デヒド含有リン酸バッファーにて灌流固定
した。中枢神経の凍結切片を作成し、オリゴ
デンドロサイト前駆細胞および成熟細胞の
マーカーであるミエリン塩基性タンパク質
(MBP)、Olig1、NG2、CNPase、APC により免
疫染色を行い、陽性細胞数をカウントした。 

 

（２）オリゴデンドロサイトとミエリンの微
細構造 

 生後の発達段階で野生型および KLK6 ノッ
クアウトマウスを２％グルタルアルデヒド、
４％パラホルムアルデヒド含有リン酸バッ
ファーにて灌流固定した。脳梁を含む前脳領
域と脊髄を常法によりエポン包埋を行い、ミ
エリン発達を電子顕微鏡下で観察した。 

 オリゴデンドロサイトとミエリンの微細
構造変化を電子顕微鏡にて観察した。 

 

（３）ミエリン関連タンパク質の変化 

 生後の発達段階で KLK6-KO と野生型マウ
スの脊髄サンプルよりウエスタンブロット
を行い、ミエリン関連タンパク質の発現を検
討した。 

 

（４）培養細胞 

 KLK6-KO と野生型新生児マウス脳から細
胞を分離し、オリゴデンドロサイト濃縮培養
を行った。培養開始 3 日後に、オリゴデンド
ロサイトへの分化培地に交換し、3 日間培養
した。オリゴデンドロサイトの形態を顕微鏡
下にて観察した。 

 野生型および KLK6 ノックアウトマウスか
らオリゴデンドロサイト初代培養を行い、ミ
エリン関連タンパク質の発現をウエスタン
ブロット解析にて検討した。 

 

（５）EAE 

 野生型と KLK6-KO マウスに MOG ペプチ
ド免疫によるアレルギー性脱髄(EAE)を生じ
させた。行動観察により、EAE による麻痺の
スコア化した。 

 免疫組織化学により EAE の各ステージで
のオリゴデンドロサイト由来の分子発現を
観察した。さらに、電子顕微鏡を用いて、脱
髄の進行を観察した。 

 

（６）脊髄損傷 

 野生型と KLK6-KO マウスを麻酔後、背部
の皮膚の正中切開を行い、第 8 腰椎の椎弓切
除と硬膜切開を行った。露出した脊髄に対し
3 g の重りを 5 cm の高さより落下させ、脊髄
損傷を行った。創部を縫合後 12 週間にわた
り行動観察を行いBasso Mouse Scale (BMS)に
より麻痺の程度を評価した。また、傷害後 4

日と 14 日において一部のマウスを屠殺後、
脊髄よりウエスタンブロット解析により、
MBP の発現を定量した。 

 

４．研究成果 

 

（１）脊髄の組織 

NG2 陽性のオリゴデンドロサイト前駆細胞
は野生型と KLK6-KO マウス共に生後 1 日を
ピークに生後 10 週まで漸減していった。生
後 1日から 4日にかけてNG2陽性細胞が野生
型マウスよりも、KLK6－KO で細胞数が多か
ったが、統計的な有意差は認めなかった。成
熟オリゴデンドロサイトマーカーである
APC陽性細胞数は生後 4日をピークに減少し
ていったが、生後 7 日では野生型マウスの陽
性細胞数が KLK6-KO よりも統計学的有意差
をもって多かった（図１）。MBP および
CNPase 陽性細胞数の両遺伝子型間での統計
的な差はなかった。 

図１ 



 

 

 

BrdU を投与して、BrdU 陽性細胞と各種マー
カーの 2 重染色を行い、細胞増殖に差がある
かも観察したが、陽性細胞数には差はなかっ 
た。 

（２）オリゴデンドロサイトとミエリンの微
細構造 

 電子顕微鏡によりミエリンの形態を観察
したところ、顕著なミエリンの形態的な差は
認められていない。また、ミエリンの層構造
を結び付けている radial component について
も検討を行ったが、両遺伝子型間での差は認
められなかった。 

 

（３）ミエリン関連タンパク質の変化 

 ウエスタンブロットにより、脊髄における
ミエリン関連タンパク質の発現量を定量し
た。野生型マウスでの KLK6 発現は生後 21

日をピークとした発現パターンを示した。
MBP も生後 21 日が発現のピークであったが、
生後 7 日において、野生型での発現が
KLK6-KO よ り も 有 意 に 多 か っ た 。
oligodendrocyte specific proteinは生後7日と21

日において、野生型の発現が有意に多かった
（図２）。 

 

 

（４）培養細胞 

 野生型マウスからのオリゴデンドロサイ
トには CNPase と OSP が豊富にみられ、オリ
ゴデンドロサイトへの成熟が見られた。これ
に対し、KLK-KO からの培養ではこの 2 種の
分子の発現が有意に低かった。 

 

 

（５）EAE  

 野生型マウスでは protease-activated receptor 

2 (PAR2)発現が大きく増加した。これに対し、
KLK6-KO では野生型に比べると発現量は低
かった。これらの結果から、KLK6 はオリゴ
デンドロサイトの分化に重要な役割を果た
すとともに、脱髄とその修復過程にも大きく
関与していることが考えられる。 

 ＭＭＰ９の発現が野生型に比べ、KLK6 ノ
ックアウトマウスでは少ないことが明らか
となった。 

 電子顕微鏡による観察で、脱髄の過程には

Ｔ細胞等の浸潤が認められない部位におい
ても脱髄が進行していることが明らかとな
った。 

 

（６）脊髄損傷 

 マウスの行動観察による麻痺の評価を行
った。受傷後７日までは完全な後肢麻痺であ
ったが、徐々に回復し、スケール 4/9 程度（時
として後肢の足踏み運動がおこる）となった。

野生型と KLK6-KO との間の有意な差はなか
った。（図３） 

 脊髄を損傷部位の頭側、損傷中心、尾側に
分けてミエリン関連タンパク質発現を検討
した。傷害後 4 日で、頭側部位において、
KLK6-KOマウスのMBP量は野生型の 53%で
あった。損傷中心と尾側部位においては、
MBP はほとんど発現していなかった。損傷後
14 日でも KLK6-KO マウスの MBP 量は野生
型の 54%（頭側部位）、64%（損傷中心）であ
ったが尾側においては両者に差はなかった。
（図４、ウエスタンブロットの結果。図５は
定量の結果） 

 

 

 

 

 

図２ 

（図３） 
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これらの結果から、KLK6 はオリゴデンドロ
サイトの成熟に対し促進的なはたらきがあ
ることがわかった。さらに、脊髄損傷後のオ
リゴデンドロサイトの新たな成熟にも促進
的なはたらきがあることが明らかとなった。 
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