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は し が き

外傷などによる脊髄損傷はその後の機能的回復が多 く望めないため、医学的、

社会的にも大きな問題 となっている。 これは、切断された軸索の再生は中枢神

経においてはほとんど生 じないという事実によるところが大きい。実際、教科

書的にも中枢神経の軸索伸長はないとされてきた。 このdogmaは 近年 にお ける

様 々な神 経栄養 因子 の解析等によ り必ず しも事実でない ことが明 らかとなって

きた。しか し、大きな障害の0つ とな ってい るのが ミエ リンに含 まれる軸索伸

長阻害因子の存在である。これらとして、nogoやMAGな どの蛋 白性の因子が 同

定 されてきている。ミエリン関連糖蛋白(MAG)は オ リゴデ ン ドロサ イ トが発現す

るミエ リン蛋白質で最初に分子同定された軸索伸長阻害因子である。この蛋白

質は軸索のミエリン化の際に互いを認識 しあ うのに重要な分子であるが、生後

の神経細胞の軸索伸長阻害 を行 うことが明 らかとなってきている。nogoは1999

年 に同定 され た因子 で、 オ リゴデ ン ドロサイ トが発現する因子であるが、非障

害時のはた らきなどまだ不明な点は多い。さらに、中枢神経傷害後 に損傷部位

に集まるアス トロサイ ト等か ら分泌され る様々なプロテオグリカ ンにも軸索伸

長を高度に阻害す ることがわかった。オリゴデ ンドロサイ トの一部か らも一種

のプロテオグリカンが分泌されることも明 らかとなっている。すなわち、ミエ

リンタンパク質の分解 は軸索再生において非常に重要なステ ップである。オ リ

ゴデン ドロサイ トは中枢神経系でのミエ リン形成細胞であるが、中枢神経損傷

時のミエ リン分解 にオ リゴデ ンドロサイ トがどのように関わっているかは これ

まで明 らかでなか った。私たちは、 これまでオ リゴデン ドロサイ トが中枢神経

障害時に2種 のセ リンプロテ アーゼ、ニ ューロプシンとプロテアーゼMを 新た

に発現す る ことを見 いだ した2・8)。さ らに、 これ らのプ ロテアーゼ発現誘導が傷

害後2か ら8日 目に ピー ク を迎 える。 これ は、脱髄が開始 される時期 と一致

する。この事実はこれ らのプロテアーゼが脱髄 に関連 した機能 を持つ可能性を

示唆する。

そ こで、今回の研究は脊髄損傷や多発性硬化症のモデルであるexperimental

1



allergicencephalitis(EAE)に よ りニ ュー ロプシ ンとプ ロテ アーゼMが どの様

に発現変化 し、 これ らの基質 と想定される細胞外基質の変化および神経軸索の

再生との関連を検討 した。
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研究の背景及び目的

外傷などによる脊髄損傷はその後の機能的回復が多 く望めないためY医 学的 、

社会的 にも大 きな 問題 となっている。これは、切断された軸索の再生は中枢神

経においてはほとんど生じないという事実によるところが大きい。実際、教科

書的にも中枢神経の軸索伸長はないとされてきた。 このdogmaは 近 年 にお ける

様 々な神経栄養 因子 の解析等により必ず しも事実でないことが明らかとなって

きた。 しか し、大きな障害の一つ となっているのがミエ リンに含まれる軸索伸

長阻害因子の存在である。 これ らとして、nogoやMAGな どの蛋 白性 の因子が 同

定 されて きて いる。ミエリン関連糖蛋 白(MAG)は オ リゴデ ン ドロサ イ トが発現す

る ミエ リン蛋白質で最初に分子同定された軸索伸長阻害因子である。この蛋白

質は軸索のミエ リン化の際に互いを認識 しあうのに重要な分子であるが、生後

の神経細胞の軸索伸長阻害を行 うことが明らかとなってきている。nogoは1999

年 に同定 された 因子で、オ リゴデ ン ドロサイ トが発現する因子であるが、非障

害時のはた らきな どまだ不明な点は多い。さらに、中枢神経傷害後に損傷部位

に集まるアス トロサイ ト等か ら分泌される様々なプロテオグリカ ンにも軸索伸

長を高度に阻害することがわかった。オリゴデン ドロサイ トの一部か らも一種

のプロテオグリカンが分泌されることも明らか となっている。すなわち、ミエ

リンタンパク質の分解は軸索再生において非常に重要なステップである。オリ

ゴデン ドロサイ トは中枢神経系でのミエ リン形成細胞であるが、中枢神経損傷

時のミエ リン分解 にオ リゴデン ドロサイ トが どのように関わっているかはこれ

まで明 らかでなかった。私たちは、 これまでオリゴデン ドロサイ トが中枢神経

障害時に2種 のセ リンプロテ アーゼ、ニ ュー ロプシンとプロテアーゼMを 新 た

に発現する ことを見 いだ した2・8)。さ らに、 これ らのプ ロテ アーゼ発現誘導が傷

害後2か ら8日 目にピー クを迎 える。 これ は、脱髄が開始 される時期 と0致

す る。 この事実 は これ らの プロテアーゼが脱髄に関連 した機能を持つ可能性を

示唆する。

ニュー ロプシンは海馬を始めとす る大脳辺縁系に特異的に発現するプロテア
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一ゼである。我々はニューロプシンの遺伝子クローニング、神経可塑性に関連

する生理的作用、蛋 白分解酵素としての生化学的性質に関して様々な知見を見

いだしてきたi,5・7)。ニュー ロプ シンは生後 の海馬 の神経細胞 に発現するカ リク

レイン型のセ リンプロテアーゼで比較的限局 した基質特異性 を持つ。 このプロ

テアーゼは神経可塑性 に関す るはた らきには海馬における長期増強への促進効

果が電気生理学的に認め られた4)。また、ノ ックアウ ト動物 の解析 により海馬シ

ナプス形成にも大きな役割 を果たしていることが明らかとなった3)。ところが神

経損傷後 において は通常発現が見 られない神経線維束においてニューロプシン

が発現 していることが明らかとなった8)。神経線維束 のニ ュー ロプシンは損傷後

1日 か ら14日 にか けてオ リゴデ ン ドロサイ トが発現 していた。さらに、ニュ

ーロプシンと近縁の遺伝子産物であるプロテアーゼMが オ リゴデ ン ドロサイ ト

に発現 して いることが明らかとなった6・9)。オ リゴデ ン ドロサ イ トに関 して はこ

れ らのプロテアーゼ を発現 しているのはその0部 のサ ブ クラスに限 られて い る。

しか しそのサブクラスの特徴は全 く明 らかとなっていない。さらに、これ らの

プロテアーゼは細胞外に分泌 され、細胞外の基質を分解することによ りその機

能を果たしていると考えられているが、現在のところその基質については不明

な点が多い。

また、オリゴデ ンドロサイ トが中枢神経障害時にどの様な機能 を果たしてい

るのかについての検討 も十分になされていない。

そ こで、今回の研究は脊髄損傷や多発性硬化症のモデルであるexperimental

allergicencephalitis(EAE)に よ りニ ュー ロプシ ンとプ ロテアーゼMが どの様

に発現変化 し、 これ らの基質 と想定される細胞外基質の変化および神経軸索の

再生との関連を検討 した。

材料と方法

動物と手術

本研究での動物実験は本学動物実験委員会により承認された。
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脊髄 損 傷 モ デ ル作 成

BALB/cマ ウ ス10週 齢 か ら12週 齢 にethylcarbonate(1.59/kgb.w.)の 腹 腔

内 投 与 で麻 酔 後 、脳 定位 固 定 装 置 で 固 定 した 。Bregmaか ら後 方 に2.5㎜ 、側 方

1.7mm、 背腹 に2.5mmの 位 置 にハ ミル トン シ リ ンジ を用 い て 、5nMkainicacid,

そ の反 対側 に0.lMphosphatebufferedsaline(PBS,pH7.4),を そ れぞ れ0.3

1ず つ30秒 以 上 か けて 注 入 した 。 脊髄 損 傷 モ デ ル 作 成 の た め に、 マ ウ ス を麻 酔

後 に椎 弓 切 除 を行 い脊髄 のL4レ ベ ル をナ イ フ にて 半 切 した 。 手 術 後 経 時 的 に灌

流 固 定 し脳 また は 脊髄 を摘 出 した 。

多 発 性硬 化 症 モ デ ル マ ウス 作 成

マ ウス の 足 底 に1001PBSに 溶 解 した200gのmouseoligodendrocyte

glycoprotein(MOG)の 部 分 シー ケ ンス35-55(ア ミ ノ酸 配 列

MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK)と1001completeFreundadjuvant(CFA)と 共 に 皮 下

注 を行 った 。また 、同 日 と2日 後 に200ngの 百 日咳 毒 素 を腹 腔 内投 与 を行 っ た 。

マ ウス の 臨 床 症 状 を35日 後 まで 観 察 を行 い 、6段 階 の ス コ ア と して 記録 した 。

0は 臨 床 症 状 な し;1は 尾 が 垂 れ て い るか 歩 行 異 常 が あ る;2は 後 肢 の部 分 麻

痺;3は 後 肢 の 部 分 麻 痺 か 前 肢 の完 全 麻 痺;4は 後 肢 の 完 全 麻 痺 と前 肢 の部 分

麻 痺;5は 四 肢 の完 全 麻 痺 も し くは死 亡

灌 流 固定 と切 片 作 成

Ethylcarbonateの 腹 腔 内投 与(1.5g/kgb.w.)の 麻 酔 下 で心 臓 か ら0.85%

NaCl、 続 いて4%paraformaldehydeinO.1Mphosphatebuffer(PB,pH7.4)

で 潅 流 し、脳 ま た は脊 髄 を摘 出 した 。脳 及 び脊 髄 は 同 じ固定 液 で 一 晩後 固 定 し、

さ らに30%sucroseinO.1MPBに4℃ で浸 漬 し、 置 換 後 た だ ち に ドライ ア イ ス

で 凍 結 し、 ク リオ ス タ ッ トにて 厚 ざ30mの 前額 断 切 片 を作 成 した 。 ま た 電子 顕

微 鏡 観 察 用 に は、4%paraformaldehyde,0.0胱glutaraldehydeinPBで 灌

流 し、4%paraformaldehyde/0.1MPBに4℃ で 一 晩 浸 潰 し、 ビブ ラ トー ム

を用 いて 厚 ざ50μmの 前 額 断 切 片 を作 成 した。
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Insituhybridization

ニ ュー ロプ シ ン遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト挿 入 プ ラス ミ ドお よ び プ ロ テ ア}ゼM遺

伝 子 フ ラ グ メ ン ト挿 入 プ ラス ミ ドを用 い 、制 限 酵 素 処 理 に よ って 開環 ざせ たDNA

鎖 を鋳 型 と し、DIG-RNAlabellingmixを 用 いたinvitrotranscriptionに よ っ

て 、DlG標 識RNAの ラベ リン グ を行 った 。 切 片 を室 温 で 乾 燥 後 、 室 温 で20分 間 、

4%formaldehyde/0.1MPB(pH7.4)で 後 固 定 し、 そ の後 、proteaseK処 理 お

よび ア セ チ ル化 処 理 した 。 続 いて 、 切 片 を脱 水 お よ び脱 脂処 理 した 。

Hybridizationbufferに て1時 間prehybridizationさ せ た後 、DIG標 識 ブ ロー ブ

をhybridizationbufferに 混 合 し、 切 片 にhybridizationを 行 った 。

Hybridization終 了 後 、highstringencysolution(50%formamide、2×SSC)に

57℃ で30分 間洗 浄後 、RNaseA酵 素 処 理 を行 った 。Blocking後 、alkaline

phosphatase(AP)-antidigoxigenin抗 体 にて 抗 体 反 応 を行 った 。 抗 体 反 応 後 、

AP発 色基 質(NBT、BCIP)に て 発 色 後 反 応 を停 止 させ た 。50%glycerolで 封 入 し

た 後 、光 学顕 微 鏡 下 によ る検 鏡 及 び 写 真 撮 影 を行 っ た 。

免疫 組織 化 学

一次 抗 体 と して抗 ニ ュ ー ロプ シ ン抗体(B5)
、 抗 プ ロテ ア ー ゼM血 清(北 海 道

大 学 、 高橋 孝 行 教 授 よ り供 与(Matsuietal.,2000))、'抗L1抗 体 を用 いた 。

凍 結切 片 を0.1MPBで 洗 浄 し、5%bovineserumalbumin(BSA)/PBSで 室 温1時

間 ブ ロ ッキ ング を行 い 、 一次 抗 体 を5%BSA/PBSで1000倍 希 釈 し、4℃ で16

-20時 間反 応 させ た
。二 次 抗 体 と して 、biotynilatedantirabbitIgGを5%BSA

/PBSで1000倍 希 釈 し、4℃ で16-20時 間反 応 させ た 。ABC試 薬(Vectorstein

ABCkit,VectorLabs)で 室 温2時 間 反 応 させ た 。PBSで の 洗 浄 後 、50酬Tris

Cl(pH7.6)で 浸 漬 し、可 視 化 す るた め に、0.05%diaminobenzidine(DAB),0.03%

H202,0.4%ammoniumnickelin50mMTris-HCI(pH7.6)で5分 間 反 応 ざせ た 。

切 片 を乾 燥 させ エ タ ノー ル 脱 水 しEntellanで 封 入 し、 鏡 検 した 。
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前包 埋 法

ビブ ラ トー ム 切 片 を0.1MPBで 洗 浄 し、30%sucroseinO.lMPBに 浸 潰 し、

液 体 窒 素 で 凍 結 、解 凍 後 、0.lMPBで 洗 浄 した 。 上 記 の よ うに免 疫 反応 後 エ ポ

ン包 埋 した 。 ま た二 次 抗 体 と して 、lnmcolloidalgoldconjugatedを 用 い 、

5%BSA/PBSで400倍 希 釈 し、室 温 で1-4時 間 反 応 ざせ 、 銀 増 感 液(IntensEM,

Amersham)を 用 い て22℃ で6-8分 間 反 応 ざせ 、 超 純 水 で 洗 浄 後 エ ポ ン包 埋 した 。

ウル トラ ミ ク ロ トーム で1mのsemi-thin切 片 と75nmの 超 薄 切 片 を作 成 した 。

semi-thin切 片 は 、 トル イ ジ ン ブル ー で 染 色 し、水 洗 ・乾 燥 して鏡 検 した 。 超 薄

切 片 は 、formvarで コー トした 銅 グ リ ッ ド(日 新EM)に のせ 、2%uranylacetate

お よびleadcitrateで 染 色 し、透 過 型 電 子 顕微 鏡 で 観 察 した 。

後 包 埋 法

ビブ ラ トー ム 切 片 を0.1MPBで 洗 浄 し、 エ タ ノー ル 系 列 で 脱 水 後 、LRWhite

に1時 間浸 潰 し、平 板 包 埋 後 で2日 間重 合 した 。 ウル トラ ミ ク ロ トー ム で80nm

の超 薄 切 片 を作 成 しformvarで コ ー トした ニ ッケ ル グ リ ッ ド(日 新EM)に の せ

た 。PBSで 洗 浄 後 、5%BSA/PBSで 室 温1時 間 ブ ロ ッキ ング を行 い 、 一 次 抗 体 を

1000倍 希 釈 し、4℃ で16-20時 間反 応 させ た 。続 い てPBSで 洗 浄 し、二 次 抗

体 と して10nmcolloidalgoldconjugated(Amersham)を 用 い 、5%BSA/PBS

で100倍 希 釈 し、 室 温 で1時 間反 応 ざせ た後 、PBSで 洗 浄 、1%glutaraldehyde/

PBSで10分 後 固定 した 。 超 純 水 で洗 浄 後 、1%glutaraldehydeinPBSで 固 定 、

2%uranylacetateお よびleadcitrateで 染 色 し、透 過 型 電 子 顕 微 鏡 で観 察 した 。

ニ ュー ロ プ シ ン の酵 素 活 性

マ ウス 脳 脊 髄 をホ モ ジネ ー トし、NortonとPodusloの 方 法 に従 い シ ョ糖 濃 度 勾

配 法 に よ りミエ リン分 画 を粗 精 製 した(NortonandPoduslo,1973)。 ミエ リン

分 画 を含 む ペ レッ トに10酬TrisHCI(pH7.0)を 加 え超 音 波 処 理 を行 った 。 こ

の溶 液 に リコ ン ビナ ン トニ ュー ロ プ シ ン を加 え 、2-8時 間 反 応 させ た。 これ を

SDS一ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トを行 い 、抗 ミ

エ リン塩 基 性 蛋 白質(MBP)抗 体 を用 いて 免 疫 反 応 を行 った 。
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結果

1.脊 髄 損傷 によるプロテ アーゼmRNAの 発現変化 、

無処置マ ウスで はニ ューロプシンは前角の運動ニューロンにmRNA発 現 が見 ら

れた。 しか し、 白質線維束にはニュー ロプシンmRNA発 現細胞 は認 め られなか っ

た(図1A)。 これ に対 し、プロテ アーゼMmRNA発 現細胞 は脊髄 の 白質 に豊富

に認め られたが灰白質にはほとん ど発現 していなかった(図2A)。 これ らの事

実 よ り、無処置 のマ ウスではニューロプシンは神経細胞の0部 に、プ ロテアー

ゼMは オ リゴデ ン ドロサイ トに発現 していることが明 らかとなった。

脊髄損傷後のマウスでニュー ロプシンmRNAの 発現は 白質 に多 く認 め られ た

(図1B-C)。 ここは無処置 マウスでは発現 が全く認め られなかった部位であ

る。発現細胞は比較的小型のオリゴデ ンドロサイ ト様の細胞であった。発現細

胞は側索と前索に多 く分布 しているのが見 られ、皮質脊髄路を含む後索には少

なかった。これに対 し、脊髄損傷後でプロテアーゼMmRNA発 現細胞 は 白質及び

灰 白質共 に増加 した(図2B-C)。 両 プロテ アーゼmRNA発 現細胞 共 に、損傷 後

1日 か ら発現上昇が見 られ、4日 後 を ピー ク として14日 後 にはほ とん ど無処

置 の発現 レベル にまで減少 した(図3)。

2.無 処置マウスにおけるプロテアーゼMタ ンパク質の発現細胞とその局在

抗プロテアーゼM抗 体を用いて免疫組織化学法による染色を行い、光学顕微

鏡および電子顕微鏡での観察を行った。

プロテアーゼMの 陽性細胞は、下位脳幹では三叉神経脊髄路、錐体路、顔面

神経および内耳神経等の線維束にみられた。オリゴデンドロサイ ト様の小型の

細胞の細胞体および突起に陽性反応がみられた。上位脳では、脳梁、海馬白板、

外包および内包等の線維束に陽性反応がみられた。下位脳とは異なり突起には

強い免疫陽性構造は観察されなかった。またこれらのプロテアーゼMタ ンパク

質発現パターンは、プロテアーゼMmRNAの 発現パターンと一致していた。

この発現細胞を同定するために様々な細胞マーカーとの2重 染色を行った。
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この結果、神経細胞のマーカーであるMAP2と の共存 は観察 されなか った(data

notshown)。 アス トロサ イ トのマーカーであ るGFAPと の共存 も観 察 されなか っ

た(図4A-C)。 成熟 したオ リゴデ ン ドロサイ トのマーカーであるCNPaseと は

ほ とん どのプロテ アーゼM陽 性細胞 で共存 が観 察 された(図4D-F)。 この結

果か らプロテ アーゼMは 成熟 オ リゴデ ン ドロサ イ トに発現することが明 らかと

なった。

前包埋法によるとΣ上位脳および下位脳においてプロテアーゼM陽 性反応 は、

オ リゴデ ン ドロサ イ トおよびミエ リンにみ られた(図7)。 オ リゴデ ン ドロサ イ

トは、低電子密度型(LO)、 中電子密度型(MO)お よび高電子密度型(DO)に 分

類 され る。LO型 オ リゴデ ン ドロサ イ トは大 きな細胞で核は大きく、核染色質塊

は少なく、胞体には遊離 リボソームが散在 し、粗面小胞体やGolgi装 置 の発達が

悪 い。MO型 オ リゴデ ン ドロサイ トは低電子密度オ リゴデン ドロサイ トよ り小ざ

く、染色質塊は核の周辺部によくみ られる。DO型 オ リゴデ ン ドロサ イ トは細胞

体 も核 も小ざく、また粗面小胞体やゴルジ装置はよく発達 している。この中で、
ノ

プロテアーゼM陽 性 のオ リゴデ ン ドロサイ トはLO型(図6A)お よびMO型(図

6B)で あ り、DO型 で免疫 陽性 であ るものはほ とん ど認めなかった(図6C)。

金 コロイ ド標識 した二次抗体 を用 いた検討により、ミエリンに高い陽性反応が

観察 された。その反応は、ミエリンの圧密部位、弛緩部位を問わずミエ リン鞘

全体に広範にみ とめられた。また弛緩部位によ り高い反応性がみられた。

3.上 位脳 と下位脳 にお けるプロテ アーゼM発 現様式 の違 い

上位脳 と下位 脳で もプロテアーゼM発 現様式 の違 いがオ リゴデ ン ドロサイ ト

の微細構造の差異によるものであるかを検討 した。

トルイジンブルー染色方法でオ リゴデン ドロサイ トは3種 類 の染色パ ター ン

を示 し、それぞれの電子密度の違いか ら上記のLO、MO、DOに 分類 した。上位脳

ではDOが 多 く、下位脳 ではLOが 多 く分布 してお り上位脳 と下位脳でオリゴデン

ドロサイ トの分布に違いがみ られた

上位脳および下位脳でプロテアーゼMタ ンパ ク質の ミエ リンで の染色性が異
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なっていた。金コロイ ド標識したプロテアーゼMの 免疫電子顕微鏡観察におい

て、下位脳が上位脳よりもミエリンに高い陽性反応を示し、これは光学顕微鏡

による観察で下位脳では突起により高いプロテアーゼM陽 性反応がみられた結

果と関連があると考えられる。

4.中 枢神経系障害時 にお けるプロテ アーゼMタ ンパ ク質 の発現細胞 とそ の局

在

中枢神経系障害時におけるプロテアーゼMの 機 能 を検 討す るた めに、海馬内

カイニン酸投与4日 後 のマ ウス脳 を用 いてプ ロテアーゼMタ ンパ ク質 の免疫組

織化学 を行 い、光学顕微鏡および電子顕微鏡 による観察を行った。

チオニン染色によって、カイニン酸注入側では海馬CA1領 域 の錐体 細胞が細

胞死 を起 こしているのを確認した。脳梁と海馬白板においてコン トロール側

(PBS注 入)よ り陽性細胞数が増 えて いた。免疫組織化学の結果、脳梁、海馬白

板および外包でコン トロールよ り強い陽性反応が認められた。これは、カイニ

ン酸投与後、海馬白板においてプロテアーゼMmRNAの 発 現誘導がみ られ る こと

に一致する。また1μmのsemi-thin切 片 を作成 し トル イジ ンブルー染色 したと

ころ、潅馬白板に明調の核をもった細胞が集合 しているのがみ られ,こ れ は無

処置マ ウス脳および コン トロール側ではみ られないものであった。さらに、脊

髄損傷によってもプロテアーゼM発 現が増強 した。陽性 細胞 はCNPase陰 性 の も

の も観察 され、損傷時 には成熟オ リゴデ ンドロサイ ト以外の細胞 も発現 してい

ることが明 らかとなった(図9)。

前包埋法 による免疫電子顕微鏡観察において、光学顕微鏡観察でみられた海

馬白阪における細胞集合はLOの オ リゴデ ン ドロサイ トで あ り、プロテアーゼM

陽性で ある ことが認 め られ た。 またミエリン鞘においても無処置マウスと同じ

ようにプロテアーゼM陽 性反応 を観察 できたが、カイニン酸投与によ り変性し

た軸索周囲のミエ リン鞘にはよ り強い陽性反応がみ られた(図8)。 また軸索が

変性 しミエ リン鞘 との接触がなくなったものもあり、それを取 り巻いていたミ

エリン鞘にも陽性反応が認められた。後包埋法による免疫標識を行った結果、
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プロテアーゼM陽 性反応 はミエ リン鞘お よびオ リゴデン ドロサイ トの細胞質に

み られた。

5.ニ ュー ロプシンの基質

ミエ リン分 画の蛋白質 をリコンビナン トニューロプシンと反応させた ところ、

MBPと 同0の 分子量のバ ン ドで ある蛋 白質 の減少が認め られた。そ こで、抗MBP

抗体 を用 いて検 討 した と ころ、ニ ュー ロプシンによ りMBP蛋 白質 の減 少が認め ら

れた(図10)。 これ によ り、ニ ュー ロプシ ンはMBPを 切断す る ことが できる こ

とが明 らか となった。

6.L1発 現の変化

脊髄 損傷 によ り脊髄 白質 の前索と側索においてL1免 疫 陽性構造 の増加 が観

察 された。 また、LlmRNA発 現細胞 の増加 も観察 された。

7.EAEの 進行 とプロテ アーゼ発現

EAEはMOGの 皮下注後3週 か ら4週 間後 にス コアが ピー クに達 した(図11)。

この時期の脊髄 にお けるプロテ アーゼmRNAの 発現 を炎 症部位 と比較検討 を行 っ

た。EAE発 症マ ウスで は軟膜か らの炎症性細胞が浸潤 しているのが観察された

(図12)。 ニ ュー ロプシンmRNA発 現細胞 は この炎 症部位 の周辺 に多 く存在 して

いた。プロテアーゼMmRNA発 現細胞 も炎症細胞浸潤 部位 の周辺に多 く存在 して

お り、ニューロプシンmRNA発 現細胞 よ りも数が多か った(図13、14)。 また、

ニ ュー ロプ シンノックア ウ トマウスでEAEの 進行 を観察 した と ころ、重症化 が遅

延する傾向にあった。

考察と今後の展望

今回の研究によ り中枢神経の障害によ りオ リゴデ ンドロサイ トにプロテアー

ゼが発現誘導され、これらはミエリンにも局在 してお り、また、ミエ リン蛋白
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質を分解する能力があることが明らかとなった。これらの結果より、ニューロ

プシンやプロテアーゼMな どのプロテアーゼが中枢神経損傷時に発現してミエ

リン蛋白質等を分解することにより損傷後の修復、再生の0連 の過程に関連し

ていることを示している。この知見は中枢神経の損傷に関するオリゴデンドロ

サイトの役割を明らかにするのみならず、損傷後の治療に向けての方策として

プロテアーゼもしくはその阻害剤が検討されうることを示唆している。

今後は、オリゴデンドロサイ トの機能をさらに追求するためにオリゴデンド

ロサイ トを障害した際の神経細胞の生存維持等に関して検討していく予定であ

る。
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図14EAEに よる脱髄領域 でのプ ロテアーゼMmRNA発 現


