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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。現在、切断

された軸索を再生すべ く栄養因子の投与や遺伝子改変の試みがなされ、また、

神経回路網再構築のために幹細胞を用いた研究 も盛んに行われてい るが実用化

にいたる過程にはまだ解決 しなければな らない問題 も多い。 これ らの点を考慮

すると、脊髄損傷や変性疾患において再生により機能を回復す る事に加 え、損

傷を最小限にとどめ機能温存 を図る事が重要になって くると考えられる。

我々はオ リゴデン ドロサイ トが2種 のセ リンプ ロテアーゼ を発現 し、損傷等の

傷害時にその発現が増強す る事 を見出 してきた。今回の課題による研究ではこ

れらのプロテアーゼの機能に迫 るために、野生型動物 と遺伝子 ノックア ウ ト動

物における神経損傷後の機能を比較、検討を行った。
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材 料 と方 法

1.プ ロテ ア ー ゼM遺 伝 子 ノ ッ クア ウ トマ ウス の表 現 型 の解 析 を行 っ た。

(1)行 動 観 察 に よ る運 動 能 力 等 の 検 討

ケー ジ の 中で1分 間マ ウス の行 動 を観 察 した。

(2)組 織 学 的 検 討

8週 齢 の プ ロテ ア ー ゼM遺 伝 子 ノ ック ア ウ トマ ウスお よび 野 生 型 の マ ウス をネ ン

ブ ター ル にて 深 麻 酔 後 、4%paraformaldehyde,0.1Mphosphatebuffer(PB,pH

7.4)に て 灌 流 固 定 を行 い 、脳 と脊 髄 か ら厚 さ18μmの 凍 結 切 片 を 作成 した。 切

片 に 対 しHematoxylin-eosin染 色 お よび 、Thioninに よ るNiss1染 色 を行 っ た。

電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 の た め に 、 マ ウ ス を2%glutaraldehyde,4%

paraformaldehyde,0.1MPB(pH7.4)に て灌 流 固 定 を行 っ た。 脳 梁 お よび脊 髄

の ブ ロ ック片 を切 り出 し、1%Osmiumtetroxideに よ り1時 間 固 定 を行 い、Epoxy

樹 脂 包 埋 後 超 薄 切 片 を作 成 した。1%Uraniumacetateに よ る染 色 お よび鉛 染 色

を施 し、電 子 顕 微 鏡(HitachiH-7650)に て 観 察 した。

る。

(3)生 化 学 的解 析

プ ロテ ア ー ゼM遺 伝 子 ノ ッ クア ウ トマ ウス と野 生型 マ ウス を頚椎 脱 臼に て 安 楽

死 ごに視 神 経 と脊 髄 を取 り出 した 。RIPAbuffer(1%NonidetP-40,PMSF,EDTA

inPBS)に て ホ モ ジナ イ ズ 後 、polyacrylamidege1に て電 気 泳 動 を行 い 、PVDF

膜 に転 写 後 した 。 家 兎 抗 プ ロテ ア ー ゼM抗 体 お よび マ ウス抗 ミエ リン塩 基性 タ

ンパ ク抗 体 に て イ ン キ ュベ ー ト後 、ECLchemiluminescence(Amersham)に て発

光 後1uminoimageanalyzer(LAS-3000;Fuji)に て観 察 を行 っ た。

2.Experimentalallergicencephalomyelitis(EAE)

6-8週 齢 の プ ロ テ ア ー ゼM遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス と野 生 型 マ ウス に 対 しEAE

を 生 じ させ た 。Myelinoligodendrocyteglycoprotein(MOG)の35-55オ リ ゴ ペ

プ チ ド(MEVGWRSPFSRVVHLYRNGK)をGenosys(Sigma)よ り購 入 した 。 こ の オ リ



ゴペ プチ ド200ngをphosphate-bufferedsaline(PBS;pH7.4)100μ1に 溶

解 し、400μgの 熱 不 活 性 化 したMycobacteriumtuberculosisH37RA(DIFCO,

Detroit,MI)を 含 む100μ1のcompleteFreund'sadjuvantと 共 にネ ン ブ タ ー

ル に て麻 酔 後 の マ ウス の 四肢 に 皮 下 注 射 した 。 続 い て 、200ngのpertussis

toxinを 腹 腔 内 注射 した。2日 後 に200ngのpertussistoxinを 腹 腔 内 に 追加

投 与 した。 行 動 の観 察 に は 以 下 の0-5の6段 階 の ス コア を 用 い た 。

0、 健 常

1、 尻 尾 の脱 力 、 歩行 の 異 常

2、 後 肢 の 部 分 麻痺

3、 後 肢 の完 全 麻 痺 も し くは前 肢 の部 分 麻痺

4、 後 肢 の完 全 麻 痺 か つ 前 肢 の部 分 麻痺

5、 瀕 死 の状 態

MOGペ プ チ ド免 疫3週 後 の一 部 の マ ウス を深 麻 酔 後 、脊 髄 を摘 出 しRIPAbuffer

にて ホ モ ジ ェナ イ ズ し、電 気 泳 動 お よび ウェ ス タ ンブ ロ ッ トを行 っ た。 抗 ㎜)9

抗 体(Sigma)お よび抗 ～BP抗 体 を用 い て免 疫 反 応 を行 っ た。 ま た 、 ゼ ラチ ンーポ

リア ク リル ア ミ ドゲル を用 い て ザ イ モ グ ラ フ ィー を行 っ た。

他 の 一 部 のマ ウス はMOGペ プ チ ド免 疫3週 後 に深 麻 酔 後 、4%paraformaldehyde,

0.1MPB(pH7.4)に て灌 流 固 定 を行 い 、脊 髄 の 凍 結 切 片 を作 成 し、LuxolFastBlue

とThionin染 色 を行 っ て検 鏡 した 。



結果

1.行 動観 察

マ ウス の行動 を肉眼にて観 察 した ところ、野生型 と比べて行動様式には差を認

めなかった。

2.組 織学的検討

光学 顕微 鏡 に よる組織観察

(図1)

超微 細構造

基 本的 な構 造 には大 きな差はなく、

かった(図2)。

ミエ リン も野 生型 と大 きな差 は認められな

3.ウ ェスタ ンブ ロ ッ トに よ り、 ノックア ウ ト動物脊髄でのMBP量 は多少少な

い傾 向にあったが有意 な差は認められなかった。CNPaseの 発 現量 に関 して も差

は認 め られ なかった。(図3)

4.EAE

EAEを 生 じさせ た ところ、ノックア ウ トマ ウスは野生型に比べ発症が遅 く、行動

学的な症状 も軽かった。(図4)

組織学 的観 察で はノ ックア ウ トマ ウスでは脊髄内への細胞浸潤が少なく、また、

拡散 しない傾 向にあった。(図5)

㎜P9は 野生型 マ ウスで はEAEに よ り、 ウェス タンブ ロ ッ トに よる発現量とザイ

モ グラフィーによる活性化のいずれ も大きな増加 を示 したが、ノックアウ トマ

ウスではこれが見 られなかった。(図6)

5.脊 髄損 傷

ノ ックア ウ ト動物 では行動 学的な回復が野生型 よりも良好であった(図7)。 ミ

エ リン塩基性 タンパ ク質(MBP)発 現 を検討 した結果 、 ノ ックア ウ ト動物では、



傷害部位 より頭側では量が少なく、尾側では多かった(図8)。

6.ニ ュー ロプ シ ン ノ ック ア ウ トマ ウス で プ ロテ ア ーゼMの 発 現 を測 定 した と

こ ろ皮 膚 に お け る発 現 量 の低 下 は観 察 され た が 脳 にお い て は 有 意 な 差 は認 め ら

れ て い な い(Kishibeetal.,2007)。

以上の結果より、KLK6がEAE発 症 に重 要な関与 を してい る事が示唆 された。



図1脊 髄後索の顕微鏡写真
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図2電 子顕微鏡による野生型(WI)とKlk6ノ ヅクアウトマウス(K6≠)の脳梁
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図3ウ ェスタンブロットによるCNPaseとMBPの 発現
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図4EAEに よる行動学的変化
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図6EAE脊 髄のMBPとMMP-9発 現

ヘウェスタンブロット解析。B,ザイモグラフィーによる解析。
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図7脊 髄損傷後の行動学的評価
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図8脊 髄損傷後のMBP発 現


