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研究成果の概要（和文）： 
ミエリン崩壊を特徴とする dmy ラットでは，7 週齢よりオリゴデンドロサイト（OL）数

が激減し、ミトコンドリア（Mt）マーカーに強く陽性となる OL が認められた．Mt 内のマ
グネシウム流入に関与する Mrs2 遺伝子に変異がみつかった． 
dmyラットでは，鉄蓄積とheme oxygenase-1 の発現上昇，フェリチンの増加がみられた． 
mv ラットでは、ミエリン蛋白の発現は，白質および灰白質の両方で減少していたが、OL

数は著変がなかった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
The dmy rat is an autosomal recessive mutant that exhibits severe myelin destruction.  
The number of oligodendrocytes decreases rapidly from 7weeks of age in the dmy rat. 
Hypertrophic oligodendrocytes were frequently observed, and the cytoplasm was found 
to be intensely positive for mitochondrial markers. 

 We found that a G-to-A transition, 177 bp downstream of exon 3 of the Mrs2 
(MRS2 magnesium homeostasis factor (Saccharomyces cerevisiae)) gene. 

 We demonstrated an abnormal iron deposition, and significant upregulation 
of antioxidant enzyme heme oxygenase-1 (HO-1) and iron storage protein ferritin in 
the dmy rat. 

 Immunohistochemical and Western blot analyses demonstrated a 
considerable reduction in the expression of major CNS myelin proteins both in the 
white and gray matter of mv rats. However, there was no significant difference 
between control and mv rats in the cell number of PLP mRNA-positive 
oligodendrocytes either in the white or gray matter.  
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは，多くの神経疾患モデル動
物の病態を解析し，特に，中枢神経系のミ
エリンに異常を来すミュータント動物であ
る mv ラットおよび dmy ラットに関しては，
どちらのミュータントラットにおいても，
これまで報告されていない病態および分布
を示すミクログリア・オリゴデンドロサイ
トの形態変化が認められ，病理発生にグリ
ア細胞が直接的・間接的に役割を演じてい
ることが示唆されていた．ミエリンの形
成・維持に関わるグリア細胞の役割を明ら
かにするためには，グリア細胞の機能変化
に注目し，グリア細胞が発現する各種サイ
トカイン・分化因子の発現パターンを網羅
的に解析する必要があると考えられた． 
 
２．研究の目的 
ミエリン異常ミュータント動物を用いて，
リアルタイム PCR，in situ hybridisation
法，マイクロアレイ法によってグリア細胞
と関連するサイトカイン，分化因子を解析
し，病理発生メカニズムを明らかにするこ
とである． 
dmy ラット原因遺伝子は未だ不明であっ

たが，それまでの遺伝的解析により，dmy
ラットの原因遺伝子がこれまでに報告され
ていない新規の遺伝子であることが明らか
であった．また，dmy ラットの臨床症状の
発現・進行，病理学的な特徴を考慮すると，
非常にユニークなミエリンの病態が示唆さ
れており，その病理発生にはミエリン形
成・維持における新たな分子が役割を演じ
ていると予想された． 
 
ミエリンの形成・維持異常におけるオリ

ゴデンドロサイトの分化・動態を明からか
にする目的で，オリゴデンドロサイトの前
駆細胞および成熟オリゴデンドロサイトの
形態変化および神経細胞・アストロサイト
との位置関係を共焦点レーザー顕微鏡を用
いて解析した．さらに，各種サイトカイン
発現細胞を in situ hybridisation 法にて
同定し，オリゴデンドロサイト系細胞との
多重染色法により，グリア細胞とサイトカ
イン発現動態を解析した． 
 
mvラットおよびdmyラットの病変進行過

程で観察されるミクログリアおよびオリゴ
デンドロサイトの形態異常の意義を明らか
にするために，グリア細胞関連のサイトカ
イン動態を解析した．解析にはリアルタイ
ム PCR 法を用いた． 
 

３．研究の方法 
動物：研究代表者の施設（大阪府立大学大

学院）あるいは京都大学大学院・動物実験
施設にて維持されている mv ラットあるい
は dmy ラットのヘテロラット(mv/+あるい
は dmy/+)を交配し，得られたホモ型(mv/mv
あるいは dmy/dmy)ラットを実験に用いた．
コントロールラットとして，同腹のヘテロ
型(mv/+あるいは dmy/+)あるいは野生型ラ
ットを用いた．発症前の病態を理解するた
めに，動物の尾より DNA を抽出し，原因遺
伝子あるいは原因遺伝子近傍の遺伝子マ
ーカーを用いて遺伝子診断を行い，動物の
遺伝型を診断した． 
 
 

グリア細胞相互作用理解のための組織構
築の解析 
ミクログリアおよびアストロサイトの形

態異常の立体構築および他の神経構成細胞
との位置関係を明らかにし，細胞間の相互
作用を明らかにする目的で，蛍光色素（HNPP
色素）を用いた in situ hybridisation 法・
免疫組織化学と共焦点レーザー顕微鏡を組
み合わせた三次元解析を行った． 
 
グリア細胞関連サイトカインの動態解析 

mvラットおよびdmyラットの病変進行過
程で観察されるミクログリアおよびオリゴ
デンドロサイトの形態異常の意義を明らか
にするために，グリア細胞関連のサイトカ
イン動態を解析した．病変形成初期からミ
エリン崩壊期に至る1，2，4，6，8，10週齢
のmvラットおよびdmyラットの脊髄（胸髄）
をサンプリングし，Total RNAを抽出した．
まず，マイクロアレイ法により発現増減が
認められる遺伝子群をスクリーニングした．
次に，ミエリン崩壊過程に伴うオリゴデン
ド ロ サ イ ト 関 連 サ イ ト カ イ ン
(FGF-2,PDGF-2, TGF-・1など)の動態を，
リアルタイムPCRを用いて検討し，ミエリン
崩壊過程のサイトカインネットワークを明
らかにした． 

 
オリゴデンドロサイトの分化・成熟解析 

オリゴデンドロサイトの分化・動態を明
らかにする目的で，Proteolipid Protein 
(PLP)およびPlatelet derived growth 
factor alpha receptor (PDGF-・R)に対す
るプローブを用いたin situ hybridisation
法を行い，それぞれ成熟オリゴデンドロサ
イト，オリゴデンドロサイト前駆細胞を同
定した．サンプルには4%パラフォルムアル
デヒドを灌流固定した凍結切片を用い，DIG
標識のRNAプローブを使用して目的の細胞
を同定した．脊髄の背索・側索・腹索の各
部位における陽性細胞数を，画像解析装置
（WinRoof 三谷商事）にて測定し，これら



の陽性細胞数の経時的変化および分布を明
らかにし，内因性オリゴデンドロサイトお
よび前駆細胞の役割，ミエリン形成の状況
を把握した． 
 
４．研究成果 
平成 20 年度： 
中枢神経系のミエリン低形成とミエリ
ンの解離を特徴とし，膜蛋白アトラク
チンをヌル欠損するmvラットを用いて，
アトラクチンの中枢神経系の役割を明
らかにする基礎データーを得ることを
目的として，mvラットにおけるミエリ
ン関連遺伝子および蛋白の発現動態を
調べた．2, 4, 6, 10週齢のmvホモ型お
よび対照ラットの脊髄（腰部）を用い
て，proteolipid protein (PLP)および
myelin basic protein (MBP)の免疫染
色を実施した．全ての週齢において，
PLPおよびMBPの免疫染色性が低下して
いた．PLP mRNAおよび蛋白の発現量は，
4週齢から有意に低下していた．MBP 
mRNA発現量は4, 6週齢で低下傾向を示
し，MBP蛋白発現量は10週齢で有意に低
下した．CNP mRNA発現量は，4, 6週で
低下傾向にあり，CNP蛋白発現量は4週
齢で有意に低下した．これらミエリン
遺伝子および蛋白の発現量の低下は，
mvラットにおけるオリゴデンドロサイ
トの機能異常を示唆し，発症メカニズ
ムとして重要と考えられた．また，新
規ミエリン異常ミュータントVFラット
の病態解析に着手した．このミュータ
ントでは，脊髄白質においてミエリン
低形成および軸索周囲における空胞形
成が観察された．空胞形成は4週齢にお
いて顕著であり，その後10週から20週
齢では徐々に空胞病変が軽減した．病
変部のオリゴデンドロサイト数は，4
週齢から増加し，10週および20週齢で
は対照ラットに比べて有意に増数して
いた．このミュータントラットでは，
何らかのオリゴデンドロサイトの機能
異常があり，代償性の過形成が生じて
いる可能性が示唆された． 
 
平成 21 年度： 
アトラクチン欠損ラットと脱髄モデルであ
る dmy ラットのミエリン病変形成における
鉄代謝の変化を比較検討した．dmy ラット
ではミエリン病変の進展に一致して，グリ
ア細胞に鉄蓄積が認められ，抗酸化酵素で
あるheme oxygenase-1が発現上昇している
ことが示唆された．dmy ラットのミエリン
崩壊の病理発生に鉄蓄積と酸化ストレスが
関わることが示された．新たなミエリン異
常ミュータントである VF ラットの予備的

な病態解析を行った．2，4，10，20 週齢の
発症（ホモ型）ラットおよび非発症（ヘテ
ロ型）ラットの脳，脊髄を採材し，観察し
た．また，脊髄白質を中心に透過型電子顕
微鏡下で観察した．病変部位におけるグリ
ア細胞の動態を解析するため，抗 Iba-1（ミ
クログリア），GFAP（アストロサイト），NG2
（オリゴデンドロサイト前駆細胞）抗体を
用いた免疫組織化学および PLP に対する
RNA プ ロ ー ブ を 用 い た in situ 
hybridization（オリゴデンドロサイト）を
行った．VF ラットは生後 10 日頃から振戦
症状を示し，4～8週齢で重篤となり，その
後徐々に軽減した．ホモ型ラットの脳，脊
髄において軸索周囲に異常な空胞が認めら
れ，4 週齢で最も顕著となり，その後減少
した．また，ホモ型ラットのミエリン厚は
対照に比べ薄く，ミエリン低形成が示され
た．病変部において活性化したミクログリ
ア，アストロサイトが観察された．病変部
におけるオリゴデンドロサイトの細胞密度
は，対照ラットと比較して 4週齢から増加
傾向を示し，10，20 週齢においては有意に
増加した．発症ラットのオリゴデンドロサ
イトの細胞突起は，対照ラットに比べて短
く，未分化な形態を示すものが多く，オリ
ゴデンドロサイトの成熟異常によるミエリ
ン形成不全が示唆された． 
 
平成 22 年度： 
新たなミエリンミュータントモデル動物

となる可能性がある VF ラットの病態解析
と原因遺伝子解析を行った．VF ラットは，
生後 10 日前後から全身の振戦症状を示す
ミュータントラットである．振戦症状は 4
～8 週齢において最も顕著となるが，その
後軽減する．病理組織学的には，脊髄白質
を中心とした中枢神経系における神経軸索
周囲の異常な空胞形成とミエリン低形成を
特徴とする．また，この振戦形質は劣性遺
伝し，原因遺伝子 vf はラット第 8染色体上
に位置することが判明しているが，同定さ
れていない．2，4，10，20 週齢のホモ型ラ
ットおよび対照（ヘテロ型・野生型）ラッ
トの脳・脊髄を採材し，HE 染色およびエポ
ン厚切りトルイジン青染色を行い，形態学
的な変化を経時的に観察した．マイクロア
レイ，RT-PCR 法，シークエンス解析により
遺伝子変異を検討した．さらに，脊髄から
抽出した mRNA を用いて，real-time PCR 法
により各週齢での原因遺伝子の mRNA 発現
量を比較した． 
ホモ型ラットの脊髄白質において，ミエ

リン低形成と軸索周囲の異常な空胞形成が
観察された．4 週齢のヘテロ型ラットでは，
空胞病変は認められなかったが，野生型ラ
ットと比較して軸索密度の低下と小径軸索



の増加が観察された．これらの結果から，
原因遺伝子はミエリン形成のみならず，軸
索の発達や維持にも関与する可能性が考え
られた． 
また，遺伝子解析の結果，ラット第 8染

色体に位置する遺伝子のうち，ホモ型ラッ
トにおいて顕著な発現低下がみられた有力
な候補遺伝子を発見した．ホモ型ラットの
脊髄では，白質・灰白質においてこの原因
遺伝子の mRNA 発現の低下が認められた．こ
の候補遺伝子およびそのタンパクの発現細
胞については現在検討中である． 
VF ラットは振戦症状および空胞病変が

改善するというユニークな病態を示し，そ
の病理発生の解析は，ミエリンの再生メカ
ニズムを解明する上で有用であると考えら
れる． 
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