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Targeted　 Expression　 ofAnti-Apoptotic　 Proteinp35　 in　Oligodendrocytes　 Reduces

Delayed　 Demyelination　 and　 Functional　 Impairment　 After　 Spinal　 Cord　 Inj　ury

　　　　 (オ リゴデ ン ドロサイ トにお け る抗 ア ポ トー シス蛋 白p35の 標的 発 現 は脊髄 損 傷後 の

　　　　　　　　　　　　　遅発 性 脱髄 を減少 させ 運 動機能 回 復 を促進 させ る)

内容の要旨

田　村

　 脊髄損傷後の機能障害は ニュー ロンの細胞死や 軸素断 裂に加 え,髄

鞘形成細胞であるオ リゴデ ン ドロサイ ト(OLG)の アポ トー シスに よ

り重症化す ると考 え られてい るが、これ を直機証明 した報告 は これ ま

でにない。本研 究では、OLGの アポ トー シス を週択的 に抑制 しtp33

urnsgrnic　mouseを 用 いて脊髄損嶋モデル を作製 し、損傷 後の脱髄 や運

動機能障害について解析 し、脊髄損傷 にOLGの アポ トー シスの意嚢を

明 らかにする ことを目的 とした。

　 方法は」)実 験動物:MBPのpromotor下 にアポ トー シス抑制遺 伝子

y33を 発 現す る生後7週 齢 のMBP-cre/p33　 vansgenic　mouseを 用い た

(Tg群N=10)。 　p33の 発現はRT・PCR法 にて確認 した。　z)脊 髄損 傷モ

デル作製:全 麻下に第7胸 椎椎弓切除 後、MASCISの 方法に準 じて硬

膜 上に重錘 を落下 させ損傷モデルを作製 した。 対照 と してcontrol　cre

mouseとwild・1購 のC578U6　 mouseを 用 いた(c群 各N=m》 。経心臓的

濯流固定後 、以下の検肘を行った。3)組 織 学的検索;① 一般組織染

色=LF臼1Hε 煎染色 を行 った。② 髄鞘染色　Toluidine　Blve3k@を 行い

画像解析 ソフ トを用いて脊髄 後索部の髄鞘面穂 を定母化 した。③免疫

染色:OLGの マー カー であ るnGSTを 用 いて染色後 、後索 部の陽性 細

胞数を定凪化 した。さらにHcechs133342と の2重 染色にてOLGの アポ

トー シス惚 を観察 した。④電顕:脊 髄後索皮質脊髄路 を中心に髄鞘の

微細構 造 を観 察 した。4)運 動機 能評価:BBB　 scaleと行 動解析装 置

(SCANET)を 用いて行 った。

　その結果、IJ髄鞘染色ではτB群で径索の髄鞘はC群 と比 較 して有意

に温存 され ていた。z)免 疫組繊染色でi3,　Tg群 の後索部 に残存す る

OLGはC群 と比較 し有意に多か った。また、C群で はTg群 と比較 して多

くのOLGの アポ トーシス像 をseめ た。3}電 顕像 ではTg群 の髄 鞘は比

較的 温存され てい た。一方C群 では著明な脱 髄を認 めた。4)運 動機 能

評価 でi3Tg8$で はC群 と比較 して損傷 後 の下 肢運 動 機能 は 良好 で

あ った。

　OLGは 数多 くの髄鞘を形成す るが 、損煽 によりニ ュー ロンの細胞 死

や軸索 の断裂が起 こると、それを とりま くOLGの ア ポ トー シスが引き

起 こされ 、その結果損 筋を免れた組 織に も脱 髄が起 こ り重篤 な機能障

害をきたす。今回の結果か ら、p33　transgenic　moueで は1次 損 傷を免

れたOLGの アポ トーシスが抑制 され 、脱髄が減少 したために良好な機

能回 復が 得 られ た もの と考 える。p33に ようて脊髄 損傷後のOLGの ア

ポ トー シスを抑制 し、機能障害 を軽減す ることがで きたこ とrt,　OLG

のアポ トー シスの抑 制が脊 髄枳蛎 治療 の一手段 とな り うる可能性 を

示唆 しておn,意 義深い もの と考える。

睦　弘

瞳文審査の要旨

　 脊髄 扱鰯 後の機能障 害は二3　 ロンの細胞 死や軸 索断裂 に加 え、

髄鞘形成 細胞 であ るxリ ゴデ ン ドロサイ ト(OLG)の アポ トー シス

に よ り重症化す ると考 え られ てい るが、 これ を直接証 明 した組告は

これ までにな い。 そ こで本 研究 では、OLGの ア ポ トー シス を選択 的

に抑制 したp35　uansgenic　mopeを 用 い て脊髄損伽 モデル を 作製 し、

損 嶋後の 脱髄 や 運動 機 能障 害 につ いて 解析 し、脊 髄損 傷 に お ける

OLGの ア ポ トー シス の 意義 を明 らか に した。実 験 はMyelin　 Basic

Protein(MBP)のpromotor下iニ アポ トー シス抑制遺 伝子p35を 鯉 す

るMｩP-crelp331ransgenic　 rnouseを 用 いた(Tg群)。 全麻下MASCIsの

方法に準 じて硬膜 上に重鍾 を落 下 させ楓 傷モデル を作 製 した。対 照

群 としてcrc　mouseとwild-typeのC57BV6　 mouse(Ce1E)、 椎弓 切除 のみ

を行 なった群(Sham61Jを 用い た。以 上に ついて組織学 的検素.運

動機 能評価 を行な った。 髄鞘染 色な らびに亀顕像 ではTg群 で後索の

髄鞘はC群 と比較 して有童に温存 され てお り、損 傷の頭尾側 でも両群

とも軽 度脱髄 を認め た。 免疫 組織 染色 では、τg群の 後索部 に残存す

るOLGはC群 と比較 し有 意 に多 く、C群 ではTg群 と比較 して 多 くの

OLGの ア ポ トー シ ス像 を認 めた。 運動機 能 評価 ではTg群 ではC群 と

比較 して損 伽後の下肢運動機能 は良好 であった。

　 審 査では 、脊髄 切断 モデルの 方が挫 滅が少 ないた め実験結 果が よ

り明瞭 に出 るのでは ないか と質間 され た。 これに対 して,実 際 の脊

髄nstttに近 い病 態で解 析 をす るとい う理 由 でMASC童Sの 重 鑑落 下法

を選択 した と回答 され た。 また、脊 髄損 侮の病態 の 中での血 流障害

の重 要性 にっ いて質間 がな され 、本研 究で は虚 血や血 管新生 を直接

評価す る実験 はな され てい ないが 、損 傷後 の虚 血や 出血、智髄 損傷

後の血 管新生 が、本 研究 の病 態 に深 く関わ ってい るこ とが考 え られ

るとの推 察が 述ぺ られ た。 また、再髄鞘 化が起 こっ た可能 性 につい

ての質問に対 しては、舳索一髄鞘比(g・ratio)に よる両群間の比較で

は有意 差がな く、軸 素 と髄 鞘は形 態学的 には差異 を膨 めなか ったが

脊 髄揖 傷後に 再髄 鞘化 が起 こった可能性 は十分考 え られ る と回 答 さ

れ た。 さらに、p35の 持続的発現 が脊髄 障害 を引き起 こす可能性 につ

いての 質問 に対 して 、p33　uansgrnic　mouseで 椎弓 切除のみ 行 なった

ShamBFで は、組織や運 動障害 を認 めなか った ことよ りその可能性 は

低い と回答 された。

　 以上 の よ うに,本 研究 は未 だ倹肘 され るべ き点 を残 してい る もの

の、p33に よって脊髄 損砺後のOLGの アポ トーシスを抑制 し、機 能障

害 を軽減 で きた ことか ら.将 来 の臨床 応用 におい てOLGの ア ポ トー

シスの抑 制が脊髄損 傷治療 の一手段 とな り うる可 能性 を示 唆 した点

で有窟義で ある と評価 され た。
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