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研究成果の概要（和文）：スルファチドは、オリゴデンドロサイトの分化に関わるスフィンゴ糖脂質であるが、
含まれる脂肪酸の種類が様々なので、分化過程において分子種を特定する必要があった。また、OLのマーカーと
して確立されたO4抗体の抗原は、スルファチドと考えられてきたが、その合成が生化学的手法により確認できな
い幼若期のOLでも、O4陽性となることから、この時期のO4認識抗原は未同定のままであった。それらを解決する
ために、質量分析および質量顕微鏡にて分子種を同定した結果、幼若期のOLはC16やC18の脂肪酸を含むスルファ
チドを含有し、成熟・ミエリン形成過程においてC22 やC24の脂肪酸を使うようになることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Sulfatide species comprise the major glycosphingolipid components of myelin.
 Although various sulfatides contain different fatty acids, it is unclear how these sulfatides 
affect myelination. The O4 antibody reaction with sulfatide has been widely used as a useful marker 
for oligodendrocytes/myelin. However, sulfatide synthesis during the pro-oligodendroblast stage has 
not been examined. Here, we identified a sulfatides from the pro-oligodendroblast to myelination 
stage by imaging mass spectrometry. The results demonstrated short-chain sulfatides with 16 carbon 
fatty acids (C16) and C18 existed in the area, where pro-oligodendroblasts initially appear. C22 
sulfatide became predominant later in oligodendrocyte development and the longer C24 sulfatide was 
predominant in the adult brain. These findings indicated that O4 recognized sulfatides with short 
chain fatty acids in pro-oligodendroblasts and individual sulfatide species may have unique roles in
 oligodendrogenesis and myelination.
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１．研究開始当初の背景 

（１）【O4発見と OLマーカー】 1981年、

Schachnerらは、ウシ脳梁由来の白質を免疫

したマウス由来脾臓とマウスミエローマと

の融合により、オリゴデンドロサイト（OL）

細胞特異的抗体Oシリーズ（O1, O2, O3, O4）

を報告した。抗体特異性解析にて、O4 抗体

は、OL 細胞へ運命決定された、移動性はな

く、分裂能をもつプロオリゴデンドロブラス

トを認識する抗体として報告された。また、

プロオリゴデンドロブラストは O4+/O1- を

示し、OL成熟後期には O4+/O1+を示すこと

が明らかとなり、O1、O4 抗体共に、OL の

研究に良く使われるマーカーとなった。

Pfeifferらは、OL成熟後期では、O4抗体認

識抗原はスルファチドであるが、さらに未熟

なプロオリゴデンドロブラストでは、生化学

的解析によりスルファチドが検出されなか

っ た こ と か ら 、 実 態 不 明 の ま ま

pro-oligodendroblast antigen (POA) と名付

けた。 

（２）【質量顕微鏡と O4抗原 POAの同定】

スルファチドは、セレブロシド硫酸転移酵素

（CST）により合成される。以前に作製した

CST欠損マウス脳は、スルファチドを完全に

欠損すると共に、ランビエ絞輪近傍のミエリ

ン形成異常を示し、さらに脳全領域で O4 抗

原性の消失が認められた。CSTが O4抗原の

合成に関わっていることが明らかになり、プ

ロオリゴデンドロブラスト POA がスルファ

チドである可能性が示唆された。この疑問を

明らかにするため、POAの発生母地であるニ

ワトリ胚 E8、神経管腹側に焦点をあて、顕

微鏡による形態観察と質量分析による構造

解析を一体化した質量顕微鏡を使い解析し

た。質量分析イメージング画像解析における

結果、ニワトリ胚ステージ 32 の脊髄腹側部

にスルファチドのピークが確認され、 C16

スルファチドと C18 スルファチドの脂肪酸

の短いスルファチドを示した。時期、場所共

に POA 発現領域で、スルファチドが存在す

る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
OL 分化過程は、細胞表面に様々な脂質マー

カーを発現する。OL分化マーカーO4抗体は、

スルファチドを認識するのは明らかではあ

るが、その実態は未だ不明な部分が残されて

いる。本研究は、発生過程における OL分化

臨界ポイントである O4 陽性領域に着目し、

脂質検出を得意とする質量顕微鏡を用いて、

スルファチドの局在を明らかにする。また、

スルファチドは、様々な長さの脂肪酸をもつ

スフィンゴ脂質であるが、それらのスルファ

チドバリアント（スルファチド類）が、どの

ように発現し、 OL 成熟・ミエリン形成に

関与しているのかを解析する。さらに、生体

内での糖脂質各種の分布を詳細に解析する

ために、有効なツールである質量顕微鏡を駆

使し、質量顕微鏡の発生学への応用を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１） 【OL系譜マーカーO4抗原決定方法】  

①スルファチド類標品の質量分析をおこな

い、得られる値の信頼性を評価した。さらに、

スルファチド類を欠損している CST-null マ

ウスを用い、それらの数値が正確なものかを

検 証 し た 。 ま た 、 質 量 顕 微 鏡 

(iMScope-prototype, Shimadzu)での組織上

でのシグナルをより良い条件でとらえるた

め、マトリックス 9-Aminoacridine (9AA) 

等の噴霧・蒸着条件等を決定した。 

②ラット脳由来 OL前駆体細胞の培養系を使

い、各分化ステージ OLを回収した。それら

の細胞はさらに、ステージ特異的抗体で分画

した FACS ソーティング (BD FACS Aria 

III, BD Biosciences) によりさらに精製し、

引き続き、質量分析を行った。 

③OL 前駆体の発生母地が確定しているステ

ージ 32 ニワトリ胚の脊髄に焦点をあて、質

量顕微鏡でターゲットスルファチド類の動



態が捉えられるかを検討した。 

 

（２） 【OL系譜脂質マーカーを使った OL

発生・分化過程・ミエリン形成後の追跡】  

胎生期マウスの脊髄〜脳の組織を質量顕微

鏡分析にかけ、ターゲットスルファチド分子

の挙動をとらえる。さらに成獣マウス脳にお

ける各スルファチド類の局在を、高空間分解

能をもつ Time-of-flight secondary ion mass 

spectrometry: SIMS （PHI nan TOF II,  

ULVAC-PHI）にて解析した。 
 
４．研究成果  

（１） 【成獣マウスにおけるスルファチド

類質量顕微鏡測定値とその局在】 

成獣マウス脳に対して、質量顕微鏡を用いス

ルファチド類の測定を試みた結果、標準品と

一致する測定値に８種類のスルファチド類

マススペクトルが検出された（参考図１）。

これらのピークは、スルファチド類を欠失し

ている CST-null において完全に消失してい

る。一方でホスファチジルセリン (PS)やホ

スファチジルイノシトール (PI) スペクトル

には変化はなかった。従って、質量顕微鏡で

検出するスルファチド類マススペクトルは、

信頼性の高いものであると結論付けた。 

 

（２） 【未熟 OLステージにおけるスルフ

ァチド類の存在】 

ステージ特異的抗体 O4（または、同等の反

応性をもつ抗スルファチド抗体 DI8）と O1

によるプロオリゴデンドロブラストステー

ジのFACSソーティング分画に対する質量分

析の結果、プロオリゴデンドロブラストステ

ージに脂肪酸の短い C18 スルファチド (m/z 

806.5) と C18-OHスルファチド(m/z 822.5)

が検出された。プロオリゴデンドロブラスト

ステージの O4 抗原はスルファチドであると

示唆された。 

 

（３） 【ニワトリ胚 OL前駆体発生母地に

おけるスルファチド類の局在】 

ニワトリ胚ステージ３２日目の脊髄組織切

片の質量顕微鏡マスイメージング像は、PI 

(m/z 885.5)は組織全体に分布している一方

で、ニワトリ胚脊髄腹側部に C16スルファチ

ド（m/z 778.5）、 C18 スルファチド(m/z 

806.5)、 C18-OH スルファチド(m/z 822.5)

の局在を示した（図２）。また、それらの局

在パターンは、OL前駆体マーカーOlig2の組

織免疫染色像と一致していた。 

 



 

（４） 【マウス胚におけるスルファチド類

をマーカーとした OLの可視化】 

マウス胚 OL発生過程を、スルファチド類を

ターゲットとした質量顕微鏡解析で追跡し

た。その結果、 胎生 15 日で脊髄頚部正中

線に沿って、C16スルファチド（m/z 778.5）、 

C18スルファチド(m/z 806.5)、 C18-OHス

ルファチド(m/z 822.5)、 C22-OHスルファ

チド(m/z  878.6)が検出された。また、延髄

尾側部正中と橋腹側部でも C18-OH スルフ

ァチドが検出された。さらに胎生 18日では、

C18 スルファチドと C18-OH スルファチド

が延髄中央部正中（図３）、橋尾側正中から

外側へ広がる様子が検出された。しかし、同

時期の中脳吻側部には何れのスルファチド

類も検出されなかった。胎生１９日の脊髄腹

側では、C18-OHスルファチドと C22-OHス

ルファチドが検出された。しかし、成獣ミエ

リンで含有量の多い脂肪酸の長いC24:1スル

ファチドは、いずれの領域でも検出されなか

った。スルファチド類をターゲットとした

OL追跡が可能であることが確認された。 

 

（５） 【高空間分解能をもつ質量顕微鏡を

用いた成獣におけるスルファチド類の局在】 

ターゲットとしたスルファチドは、胎生期

OL 前駆体細胞で産生されていた C18 スル

ファチド、C18-OH スルファチド、成熟過程

に検出された C22 スルファチド、成獣マウ

スミエリン鞘で優位であった C24 スルファ

チドである。脳梁近傍領域では、コレステロ

ールシグナルが髄鞘部に、ペプチド断片から

得られた CNO イオンシグナルが、細胞体に

捉えられた。一方で、スルファチド類は、コ

レステロールが検出された髄鞘がコンパク

トに束ねられた領域ではなく、皮質から脳梁

へむかう帯状束領域のやや髄鞘の粗になる

部分に検出され、ドット状の局在を示し、そ

れぞれは共存しなかった。個々のスルファチ

ドバリアントは、クラスターを形成し、それ

ぞれ違う固有領域を支配していることを示

唆する結果を得た。 

 

  

 O4 モノクローナル抗体は、三十数年の歴

史をもち、胎生期 OL 前駆体細胞から生後の

髄鞘形成に至るまでの OL 分化・成熟過程を



認識する分化マーカーとして、現在も世界中

で使われている。このような主要なマーカー

の抗原の実態を明らかにしたことは、グリア

の研究分野に大きく貢献し、その業績は、

EDITORIAL HIGH LIGHT として Journal of 

Neurochem.に掲載された。さらに、胎生期か

ら成獣のミエリン構築まで含有量の豊富な

スルファチド類の各分化ステージにおける

生理機能を解明することは、脱髄疾患等の効

率的な OL 成熟・ミエリン形成促進誘導の研

究を大きく発展させることとなるだろう。 
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