
 

 

 
 

札幌医科大学学術機関リポジトリ ikor 
SAPPORO MEDICAL UNIVERSITY INFORMATION AND KNOWLEDGE REPOSITORY 

 

 
・コンテンツの著作権は、執筆者、出版社等が有します。 
・利用については、著作権法に規定されている私的使用や引用等の範囲内で行ってください。 
・著作権法に規定されている私的使用や引用等の範囲を越える利用を行う場合には、著作権者の 
許諾を得てください。 

Title 髄鞘形成期における初代培養ラット後根神経節細胞への組換えアデ

ノウイルスを用いた変異MPZ cDNAの 導入 

Author(s) 菊池, 真; 小塚, 直樹; 二宮, 孝文; 山下, 利春; 武田, 秀勝; 舘, 延忠 

Citation 札幌医科大学保健医療学部紀要,第 13号: 13-20 

Issue Date 2011年 

DOI 10.15114/bshs.13.13 

Doc URL http://ir.cc.sapmed.ac.jp/dspace/handle/123456789/6361 

Type Journal Article 

Additional 
Information  

File Information  

 



札 幌 医科 大学保 健 医療 学部紀 要　 第13号　 13-20 (2011)

髄鞘形成期における初代培養ラット後根神経節細胞への組換え

　　　　　　アデノウイルスを用いた変異MPZ　 cDNAの 導入

菊池　 真1),小 塚直樹2),二 宮孝文1),山 下利春3),武 田秀勝2),舘　 延忠4)
　　　　　　　　1)札幌医科大学医学部解剖学第一講座
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　　　　　　　　3)札幌医科大学医学部皮膚科学講座

　　　　　　　　4)札幌医科大学保健医療学部作業療法学科

Myelin Protein Zero(MPZ)遺 伝 子の変異 はCharcot-Marie-Tooth病 を 引き起 こす.今 回,我 々は,ラ ッ ト後

根神 経節細胞 由来の培養細胞 に389A>G(130Lys>Arg)の 点 変 異を有す るMPZ cDNAを 導 入 し,そ の形態学

的観 察を行った.培 養後,2週 間 の時点で、アデ ノウイルスベ クター を用い,野 生型MPz cDNA(wild),

点 変 異MPZ cDNA(Mt), LacZ cDNA(LacZ)の それ ぞれ を導入 した.同 時に,何 も導入 しない群(NC)も

作 成 した.cDNA導 入 後,さ らに2週 間の培養 を継続 し,合 計4週 間の培養 を行 った.解 析は免疫組織化学

染色法 と髄節長の計測,お よび電子顕微鏡 による微細構造の観察 を行 った.結 果,ア デ ノウイルスベ クター

を用いて,培 養細胞 にMPZ cDNAの 導 入が可能で あった.ま た,全 ての群間 において髄節長 に違い はみ ら

れなか った.ま た,電 子顕微鏡 に よる観 察で も違い はみ られ なかった.こ れ らの ことか ら,389A>G(130

Lys>Arg)の 点 変 異 をもつMPZ遺 伝 子 は2週 間の培養 では髄鞘 の形態 に作用 しないこ とが考 え られ た.し か

し,今 後,髄 鞘 の病理学的変化 がいつ の時点であ らわれ るか につ いて,DRGの 長 期培養 も含 めた更 なる

実験が必要であ ると考え られた。

キ ー ワ ー ド:Myelin Protein Zero(MPZ), Charcot-Marie-Tooth,髄 鞘,後 根 神 経 節,初 代 培 養

  A study of cultured rat dorsal root ganglia cells infected with

a recombinant adenovirus containing mutant MPZ cDNA in myelination
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The mutations of the Myelin Protein Zero (MPZ) gene cause Charcot-Marie-Tooth disease (CMT). In

this study, cultured rat dorsal root ganglia (DRG) cells infected with 389A>G (130Lys>Arg) point mu-

tation MPZ cDNA was observed. The two-week cultured rat DRG cells were injected with wild type

MPZ cDNA (Wild), mutation MPZ cDNA (Mt) and LacZ cDNA (LacZ). Non-injected cultured cells
were used as normal control (NC). The injected cultures were cultured two-week more. The samples

were analyzed through immunohistochemistry and each length of myelin was estimated. The micro

structure in each myelin was observed by electron microscopy (EM). It was possible to transfer MPZ

cDNA into peripheral myelin in culture through an adenovirus vector. The lengths of myelin of Wild,

Mt, LacZ and NC had no significant differences. There were no pathological observations or abnor-

malities accounting for demyelination in the Schwann cell or axon. The MPZ gene could be intro-

duced into peripheral myelin in culture by adenovirus vector. This result may be useful in analysis of

the mechanism of the disease with MPZ gene mutations. The results of lengths of myelin and EM

observation showed no differences between each group during two-week culture period following in-

jection. It can be suggested that the dominant-negative effect was minimal in early-stage CMT pa-
tients with 389 A>G point mutation, and a longer term DRG culture will be needed to analyze the

effect of the MPZ mutation.

Key words:Myelin Protein Zero (MPZ), Charcot-Marie-Tooth, myelin, dorsal root ganglia(DRG), pri-

      mary culture
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1.は じ め に 皿.方 法

　 Charcot-Marie-Tooth病(以 下,　 CMT)は10万 人 に1.5-4人

の 罹患率を示す遺伝性の末梢神経疾患であ り,臨 床症状 は,

緩 徐進行性の四肢遠位 部におけ る特徴的な筋萎縮,筋 力低

下 と知覚障害,足 関節の変形拘縮 である1).CMTは,そ の

病型か らい くつ かに分類 され る.CMIT　 I型 は末梢神経 の

髄鞘形成 不全,ま たは脱髄 を示 し,CMT　 II型 は軸 索そ の

ものの変性 を示す').CMT　 I型 は高度 の脱髄性ニ ュー ロパ

チー(neuropathy)と 神 経伝達 速度の低下(38m/sec以 下)

を 示 し,CMT　 II型 は 軸 索型 ニュー ロパ チー であ り,神 経

伝達速度は正常 あるいは極軽度の低下を示す.そ の他 にも,

1型 の重症型で あるDejerine‐Sottas　 symdrome(以 下,　 CM

Tm型),1型 の 軽症型で あるhereditary　neuropathy　 with　li-

ability　to　pressure　 palsies(HNPP),　 CMT皿 型 の1つ であ る

Congenital　 hypomyelination(CH)が あ る2).

　 近 年では,遺 伝子解析がすすみ,こ の タイプの違いが変

異す る遺伝子の違いや変異の程度によることが明 らか となっ

た3・4).髄 鞘 に関係す る遺伝子 としては膜貫通蛋 白であるp

eripheral　myelin　 protein　 22　 (PMP22)5'6),　 myelin　 protein

zero(以 下,　MPZ)7),　 Connecxin32(Cx32)8)な どが明 らか

になってい る.中 で もMPZは 末 梢髄鞘 の中で最 も多 く存在

し9),末 梢 髄鞘形成 にお いて細胞膜の接着機能 を担 い,末

梢髄鞘 にお ける多層構 造の形成 お よび維持 に関与 してい る

ことが,MPZノ ックア ウ トマ ウスな どの実験 か ら明 らかに

なっているiais).

　 しか し,CMTの 病 態は 同 じMPZ遺 伝 子 に変 異 があ った

と して も,そ の変異 部位 に よ り著 しく異な って い るtU.

MPZ遺 伝 子 ノックア ウ トマ ウスの よ うにMPZ遺 伝 子全 ての

発現 を抑制 して しま う方法では,MPZ遺 伝 子 に点変異 を有

す る患者個 々人 の末梢髄鞘 の形成や形態,病 態 に言及す る

ことはで きない.MPZ遺 伝 子 に点変異を有 し,発 症 したC

MTの 脱 髄 の程度 を,点 変 異のそれ ぞれ につい て可視化す

るこ とは,ポ ス トゲノム時代のオー ダー メイ ド医療 を考 え

た場合,意 義の あるこ とだ と考 える.

　 今回,我 々はラ ッ ト後根神経節初代培養 を用 いて,MPZ

遺 伝 子変異が短期間で末梢髄鞘形成過程に影響 を及ぼすか

ど うか を検討 した.変 異遺伝子 は,過 去 にMPZ遺 伝 子の38

9番 目のアルギニン(A)が グアニン(G)へ 点 変異(以 下,

389A>G)を お こ し,130番 目の リジン(K)が ア ル ギニ ン

(R)に 変 異(以 下,133K>R)し た 変異MPZ遺 伝 子15)を用

いた.野 生型MPZと 変 異型MPZの 遺伝 情報 をもとに,　MPZ

組 換 えcomplementary　 DNA(以 下,　cDNA)を 作 製 し,ア

デ ノウイルスベクターに構築 した.こ れを,ラ ッ ト後根神

経節初代培養 に導 入 し,MPZ組 換 えcDNAが 末 梢 髄鞘 に与

える影響 を,免 疫組 織化学染色 し光学顕微鏡 を用いて観 察

お よび解析 を行 うとともに、電子顕微鏡 を用 いて微細構 造

の観 察を行 った.

II-i.研 究対象

　胎生20日 目のSprague-Dawleyラ ッ ト(以 下,　SDラ ッ ト)

胎 仔5-7匹 のDRGを 用 いた.ま た,389A>G(130K>R)の

点 変異 を有す るMPZ　 cDNA遺 伝 子 を作製 し,ア デ ノウイル

スに構 築 し,実 験に用いた.ラ ッ トとヒ トにおけるMPZア

ミ ノ酸の相 同性 は94%で あ り,非 常に高い.

II-ll.動 物実験お よび組み換えDNA使 用に関する倫理お

　　　　よび規定

　動物実験な らびに,組 換 えDNAの 使用に関 しては,札

幌医科大学動物実験委員会並びにDNA安 全委員会の承認

を得た.ま た,札 幌医科大学における組換えDNA実 験指

針16)および,文 部科学省の組換えDNA実 験指針17,18)を遵守

し実施 し,動 物の使用に関しては札幌医科大学動物実験指

針19)を遵守し実験を行った.

II血.正 常MPZ　 cDNAと 変 異MPZ　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の

　 　 　 　 作 製

　 野 生 型MPZ　 cDNAは,山 形 大 学 医 学 部 早 坂 教 授 よ り 供

与 さ れ た も の を 使 用 し た2°).ベ ク タ ー はpUC19(TAKARA)

を 用 い た.ま ず,遺 伝 子 導 入 部 位 はpUCI9の5'側 に 存 在

す るHind皿 と3'側 に 存 在 す るXba　 Iの 間 と した.供 与 され

た 野 生 型MPZ　 cDNAは こ の 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 持 た な い

た め,Hind皿 認 識 部 位 を 有 す るprimerl(5'-GCCAAGCTTG

CTATGGCTCCTGGGGCT-3')と,　 Xba　 I認 識 部 位 を 有 す る

primer2(5'-GCGTCTAGACCGCTATTTCTTATCCTT-3')を

用 い てPCRを 行 い,5'側 にHind皿 認 識 部 位 お よ び3'側 に

Xba　 I認 識 部 位 を 有 す る 野 生 型MPZ　 cDNAを 得 た.反 応 液

は 以 下 の 組 成 と し た.Ex　 TaqTM　 Polymerase(TaKaRa);

0.5u1,　 10　X　Ex　 Taq　 BufferT"'(TaKaRa)　 10ｵ1,　 dNTPs

Mixture(TaKaRa);8μ1,　 right　primer;0.5μ1,　 lefしprimer;

0.5μ1,Template　 DNA;500ng,超 純 水;up　 to　100μ1.増

幅 に はDNA　 Thermal　 Cycler　 480(PERKIN-ELMER/CETUS

Co.)を 使 用 し た.反 応 手 順 は94℃5minに て5分 間 加 熱 後,

①94℃ に て1分 間,②55℃ に て1分 間,③72℃ に て1分 間 の

過 程 を35サ イ ク ル 繰 り 返 し,最 後 は72℃ に て5分 間 反 応 さ

せ た 後,4℃ に て 保 存 し た.こ のcDNAを,制 限 酵 素Hindm

とXba　 Iで 消 化 し,　Low-melt　 agaroseゲ ル を 用 い て 精 製 し,

制 限 酵 素Hind　 mとXba　 Iで 消 化 し たpUCl9にT4　 DNA

Ligase(TAKARA)を 用 い てligationを 行 っ た.

　 389A>Gの 変 異 を 有 す る 変 異MPZ　 cDNAは,　 PCR法 に よ

る 変 異 導 入 法 で あ るsite-directed　 mutagenesis法21)を 用 い,

正 常MPZ　 cDNA　 389A近 傍 に あ るAat　 II認 識 部 位 を 利 用 し

た.ま ず,primer1とAat　 H認 識 部 位 を 有 す るprimer3(5'-

TTTGACGTCACAAGTGAA-3')を 用 い て 増 幅 し,こ のPC

R産 物 を 制 限 酵 素Hind皿 とAat　IIに て 消 化,精 製 し,両 端
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にHind皿 お よびAat　II認 識 部位 を もつMPZ　 cDNAを 得 た.

次 に制限酵素Aat　H認 識部位 を持 ち,変 異389A>Gを 含 む

primer4(5'-TGTGACAGAAACCCTCCA-3')　 とprimer2を

用 い て増幅 し,制 限酵素Aat　IIと,　 Xba　Iで 切 断,精 製 し

て 両端 にAat　llとXba　 Iの 認 識部 位 と変異389A>Gを 含 む

MPZ　 cDNAを 得 た.こ の2つ をAat　llの 切 断部位 でライゲー

シ ョン し,pUC19を 制 限酵素Hind皿 とXba　Iに て切 断,精

製 し,389A>Gの 変 異 を有す るMPZ　 cDNAをpUCI9のHind

mとXbaIの 切 断部位 にライ ゲー シ ョン した.

　 野 生 型MPZ　 cDNAと389A>Gの 変 異 を 含 む 変 異 型

MPZ　 cDNAが 組 み込 まれ たpUC19をcompetent　 cellに 導 入

し,ク ロー ン をx-gal染 色 に よ る カ ラ ー セ レク シ ョン

(color　selection)法 に よ り選択 し,シ ー クエ ンシングにて

確認 して野生型MPZ　 cDNAと389A>Gの 変 異 を含 む変 異型

MPZ　 cDNAを 得 た.

　 実際 に,pUC19に 組 み込まれたcDNAの 塩 基 配列 は直接

塩 基配列 決定法 にて確認 した.直 接塩 基配 列決 定法 は,

Big　Dye(ABITM)を 用 いた.得 られた プラス ミ ドDNAを,

Microcon(AMICON)を 用 いて精製 した.精 製 したDNA500ng

に対 してM13　 primer(TAKARA)を3.5pmol,超 純 水 を8μ1,

Premix(ABITM)7μ1を 混合 した.　DNA　 Thermal　 Cycler　480

(PERKIN-ELMER/CETUS　 Co.)に て,96℃ で4分 間加熱 後,

①96℃ に て10秒 間,②50℃ に て5秒 間,③60℃ に て4分 間の

過程 を25サ イクル繰 り返 した後,エ タノール沈殿法 を用い

てDNAを 抽 出 した.抽 出 したDNAをtemplate　 suppression

reagent(TSR)(ABI'"')25μ1に 溶 解 し,95℃ に て2分 間加熱 後

に急冷 して2本 鎖DNAを1本 鎖 に した.1本 鎖 に したDNAを

ABIPRISMTM　 310　Genetic　 Analyzer(ABI「M)を 用 いて電気泳動

し,塩 基配列 を決定 した.同 時に野生型MPZ　 cDNAの 塩 基

配列 も確認 した.

H-iv.組 換 えアデ ノウイルスの作製

　最終分化 したアデ ノウイル スベ クター を用 い,組 換 えア

デ ノ ウイル スの作製 はGrahamら の 系 を用 いた.ま ず,野

生型MPZ遺 伝 子 と変異MPZ遺 伝 子を組換 えアデ ノ ウイル ス

の作 製の為 のベ クター(pAd-':1)のLacZ発 現 部位 ヘサ ブ

クローニ ング した.こ のプ ラス ミ ドとE1を 欠如 したアデ

ノウイル スゲ ノム(pjM　17)を293細 胞 ヘ リポフェ クタ ミンを

用いて 同時導入 して組換 えアデ ノウイル スを得 た.野 生型

MPZ遺 伝 子 または,変 異MPZ遺 伝 子 を含む組換 えアデ ノ ウ

イル スが導入 された293細 胞 はx-gal染 色 に よるカ ラーセ レ

クシ ョンにて確認 した後に,破 壊 され,遠 沈 し,そ の培養

上清 をラ ッ トDRG細 胞 に感染 させた.ま た,同 時にMPZ　 c

DNAを サ ブク ロー ニ ング しないベ クター を用 いてLacZを

発 現す る組換 えアデ ノウイルスを作製 した.

　 得 られ た組換 えアデ ノウイル スの力価(lm1あ た りの ア

デ ノウイル スの数)は 野生型MPZc　 DNAを 含 んだ組換 えア

デ ノウイル スが8.8plaque　 forming　unit(プ ラーク形成単位;

以 下,per)/ml,変 異 型MPZ　 cDNAを 含 んだ組換 えアデ ノ ウ

イ ル ス が7.9pfu/ml,　 LacZを 含 ん だ 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス

が7.5pfu/mlで あ っ た.

II-v.培 養 液 の 組 成

　 培 養 液 は αMEM(powderαminimum　 essential　 medium

(GIBCO);1g,超 純 水;100ml,炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム;0.22

g,　 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperadinyl]ethansulfonic　 acid

(HEPES);0.38g,β グ ル コ ー ス;0.5g,　 nerve　 growth　 fac-

tor(GIBCO);1,000ng,ペ ニ シ リ ン;10,000units,ス ト

レ プ トマ イ シ ン;10,000units)を 用 い た.

H-vi.細 胞 の分離 と培養

　 実体顕微 鏡下 でDRGを 摘 出 し,周 囲 の結合組 織 をで き

るだけ除去 した後,0.25%ト リプシン処 理 した.処 理後,

10%ウ シ胎仔 血清 を加 えた αMEMを 加 え,0.1%poly-L-

lysineで コーテ ィング した培養ガ ラス上に静置後,イ ンキュ

ベーター(36 .5℃,5%CO、+95%air)に て培養 した.24時 間

後に5%FCSを 含 む αMEMを2ml添 加 し,そ の後2-3日 お き

に,新 しい5%FCSを 含 む αMEMと 入 れ替 えた.

II-vll.培 養 細胞へのcDNA導 入

　培養2週 間 を経過 した培養細胞 にアデ ノ ウイル スを用 い

て,正 常MPz　 cDNAを 導 入 した もの(以 下,　wild)と,389A

>Gの 変 異 を含 む点変 異MPZ　 cDNAを 導 入 した もの(以 下,

Mt)を 作 製 した.ア デ ノウイル スは,先 行研 究に従い200,

000cellに 対 して2.5×10'pftt/mlと な るよ うに感 染 させ た22).

そ の後2週 間,5%FCSを 含 む αMEMを 交 換 しなが ら培養 を

続 けた.ま た,ア デ ノ ウイル スの影響 を調べ るためにLacZ

を発 現す るcDNAを 同 様 の手順 で 導入 した もの(以 下,

LacZ)を 作 製 し,同 様 に培養 した.対 象 群 として アデ ノ

ウイルス を感染 させない群(以 下,NC)を 作 製 し,同 様の条

件下で培養 した.

II-vm.導 入cDNAの 確 認お よび直接塩基配列決定法

　 cDNAの 導 入の有 無は アデ ノ ウイル スを感 染 させ た培養

細胞の一部 を トリプ シンを用いて,培 養皿か ら遊離,採 集

し,セ パジー ン⑪(三 光製薬)を 用いてDNAを 抽 出 した.

抽 出 したDNAをPCRに よ り目的部位 を増幅 し,導 入遺伝子

の塩基配列 を決定 した.

　 PCR産 物 は1%ア ガ ロー スゲル 中で100based　 pair　DNA

Ladder(TaKaRa)を サ イズマーカー として100Vで20分 間 の電

気泳動,お よびエチ ジウムブ ロマイ ド染色 を施 し,紫 外線

照射下でバン ドを確認 し,写 真撮影を行った.泳 動バ ッファー

にはTris-acetate,　 EDTA(TAE)を 用 いた.そ の後,直 接 塩

基配列法 を用いて感染の有無 を観察 した.

II-ix.培 養 細胞 の染色

　染色法 は,免 疫組織化学染色法であ るSAB法23)を 用 いた.

一 次抗体はラ ビッ ト抗MPZポ リクローナル抗体(慶 応大学
,
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植村 教授 よ り供 与)を 用 いた.試 料 を4%パ ラ ホル ムアル

デ ヒ ド溶液(pH7.4)で90分 間 固定後,0.OIM　 phosphate-

buffered　saline(PBS)に 浸 して洗浄 し,5%ヤ ギ 血清で20

分 間ブ ロッキング した.そ の後,0.2%Triton　 Xを 加 えた

0.OIM　 PBS(0.2%Triton　 PBS)で 希 釈 した抗MPZ抗 体 を切 片

が完全 に被 われ るだ け滴 下 して,4℃ にて一 晩,反 応 させ

た.反 応後,0.2%Triton　 PBSで5分 間洗浄 を5回 行 い,抗

ラビッ トビオチ ン化第二次抗体(ニ チ レイ)を 滴 下 し,室

温 で90分 間 反応 させた後 、PBSで2回 洗浄 した.発 色の た

めに,0。2%H、0、 と0.1%3.3'-dianinobenzidine(DAB)の 混

合液 で5分 間反応 し,PBSで 洗 浄後,80%グ リセ ロール に

て封入 した.

　 以上の染色法 によ り得 られ た培養末梢神経組織 を,光 学

顕微鏡 下にて4群(Wild,　 Mt,　 LacZ,　 NC)の 末 梢髄鞘 を選

択 して写真撮影 を行 った.撮 影 した写真 をコンピュー ター

に取 り込 み,画 像解 析 システ ムSION　 imageを 用 い て絞 輪

間の距離(以 下,髄 節長)(μm)を 計 測 した,

II-X.解 析

　 4群(Wild,　 Mt,　 LacZ,　 NC)の それ ぞれ にお け る200箇

所 の髄節長 を計測 し,そ れぞれの平均値 を求め,一 元配置

分散分析(one-way　 ANOVA)を 行 った.危 険 率(α)は0.05

と した.

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ♪
R8t　 84　KGOPYIDEVGTFKER　 I　OWVGDPSYIKDGS　t　V　I　HNLDYSDNGTFTCOVKNPPD　 I　VGICTSQVTLYYFEKYPTR　 153

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ♪

　 　 KGOPY　I　DEVGTEKER　I　OMfVGDPsY4KDG　I　V　I　HNLDYSDNGFFTCDVKNPPD　 I　VO1(TSOVTLYVFEKVPTf2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ♪
H.S.　 H4　KGOPYiDEVG7FKER　 tOWVGDPSYYKDGRiViHNLDY$DNGTFiGDVKNPPDIYGf(iSOViLYYFEKVPiR　 IS3

　 　 　 　 　 　 　 　 図1　 MPZの ア ミ ノ 酸 配 列

上 段 に ラ ッ ト の ア ミ ノ 酸 配 列(Rat),下 段 に ヒ トの ア ミ ノ

　 酸 配 列(H.S.),中 段 に 両 方 に 共 通 す る ア ミ ノ 酸 を 示 し た.

　 ラ ッ ト お よ び ヒ トの ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は96%で あ っ た.

今 回,変 異 ア ミ ノ 酸R(Arg)を 導 入 し た 部 分 もK(Lys)で あ

　 り,ヒ ト と ラ ッ ト で 一 致 し て い た.

糊d　 　 　 　 　 　 　 /
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II-x　 i.電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察

　 微 細 構 造 はWild,　 Mt,　 NCに つ い て,電 子 顕 微 鏡 を 用 い

て 観 察 し た.固 定 は1%4酸 化 オ ス ミ ウ ム と1.5%フ ェ ロ シ ア

ン 化 カ リ ウ ム の 混 合 液 で 固 定 し,脱 水 後Epon樹 脂(Epon

Resin　 812　 (TAAB)　 ;4.6m1,　 Dodecenyl　 Succinin　 Anhydride

(TAAB);2.Oml,　 Methyl　 Nadic　 Anhydride(TAAB);3.5m1,

2,4,6‐tric　 (Dimethylaminomethyl)Phenol(TAAB);0.2m1)

に て 包 埋 し た.包 埋 し た 各 試 料 を ナ ノ トー ムMT6000

(DUPONT)を 用 い て 約60nmの 超 薄 切 片 を 作 成 し,酢 酸 ウ

ラ ニ ル 液 と鉛 染 色 液 を 用 い て 電 子 染 色 を 行 っ た.電 子 顕 微

鏡 はH7500(HITACHI)を 用 い た.

皿.結 果

　　　　　　 図2　 MPZ　 cDNAの 塩 基配列

矢印はMPz　 cDNAの389番 目の塩基 を示す.　Wildで はAと な っ

ているが,Mtで はGに 変異 して いる.そ の結 果,ア ミノ酸

がWildで はAAA(リ ジ ン)で あ るの に対 しMtで はAGA(ア

ル ギニン)と な っている.

200bp__レ

104bp-一 一1i　

欄 鱒轍 　劇醐■膨

　　　　　　　総　　　　　轡lId　　　　　　赫t　　　　　LacZ　 　　　NC

　 　 　　　 図3　 PCRに よ る 目的部位 の増幅

1.5%ア ガ ロー スゲル,20分 間 泳動,エ チ ジウム ブ ロマイ

ド染色.Wildお よ びMtに お いて は160bp付 近 に増 幅 された

フラグメン トが観察 できる.LacZとNCに 関 してはMPZ　 cD

NAが 導 入 され ていな いため,　 PCRに よ る 目的部 位の 増幅

がみ られなか った,M,マ ー カー.　bp,　 based　 pair

m-i.MPZ　 cDNAの 塩 基配列

　 ヒ トのMPZ遺 伝 子 とラ ッ トのMPZ遺 伝 子 は相同性 が高 く,

本 研 究で点変 異のみ られ た130番 目の リジ ン(K)は マ ウ

ス とラ ッ トで も相 同性 がみ られ る(図1).Wildよ り抽 出

したDNAは389番 目のAが 確 認 され た.ま た,　Mtよ り抽 出

したDNAは389番 目のAがGに 置換 してお り,389A>Gの 点

変異 が起 きてお り,130番 目の リジン(K)が ア ルギニ ン

(R)に 変 異 してい ることを確認 した(図2).そ れ ぞれ の

試 料か ら抽 出 したDNAを 用 いてPCRを 行 った結果,　Wildと

Mtに はMPZ　 cDNAの 導 入 が観察 されたがLac　 Zお よびNCで

はMPZ　 cDNAの 導 入はみ られなかった(図3).

皿 一i.抗MPZ抗 体免疫組 織化学染色お よび髄節長

　抗MPZ抗 体 を用 いた免疫組織 化学染色 では髄鞘 のみが染

色 された.Wild,　 Mt,　 LacZ,　 NCそ れ ぞれ の髄節長 の平均

値 ±標準偏差 は97.0±24.9μm,99.5±27.4μm,94.9±29.

3μm,98.6±27.1μmで あった(図4,5).ANOVAに よ

る統計処理 ではp〈0.05で4群 間に有意な差 を認 めなか った.

IH-iii.電 子 顕微鏡 による微細構造 の観察

　 Wild,　 Mt,　 NCの 電 子顕微 鏡 にお け るそれ ぞれ の微 細構

造の観 察では脱髄 お よびオニオ ンバルブな どの病理所 見は

み られ なかった.ま た,髄 鞘 の層構 造お よび シュワン細胞
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髄鞘形成期における初代培養ラット後根神経節細胞への組換えアデノウイルスを用いた変異MPZ　cDNAの 導入

IV.考 察

　 図4　 抗MPZ抗 体を用いた髄鞘の免疫組織化学染色

矢印は絞輪を示す.髄 鞘部分が濃染された.絞 輪部分の異

常伸張などの病理所見はみられなかった.ス ケール,50μm

竃:;:

i。。
w

8。

量,。

040

書 ・・
J　 　o

　　　　　　　　 図5　 各群の髄節長

図内の数字は各群の髄節長の平均値 を示す.ANOVAの 結

果,4群 間において有意な差はみられなかった.

にも3群で差はみ られなかった.軸 索野観察では微小管,

神経細糸などの細胞骨格蛋 白,お よび軸索そのものにおけ

る変性はみられなかった(図6).

　　　　図6　 電子顕微鏡による微細構造の解析

電子顕微鏡を用いて200箇 所の髄鞘を観察 したが,オ ニオ

ンバルブなどの病理変化は観察されなかった.ま た,軸 索,

シュワン細胞についても,3群 間で違いはみられなかった.

スケール,1μm

　 CMTの 病 態は様 々であ り,そ の臨床 症状の違 いの1要 因

として種 々の遺伝子 の関与が考 え られ る.MPZ遺 伝 子 もC

MTの 原 因遺伝子 の1つ であ り,そ のMPZ遺 伝 子 の変異 のお

き る部位 に よって も臨床症状 は異なって くる.臨 床症状 の

原因の一部を可視化 し,ポ ス トゲノム時代 のオーダーメイ

ド医療の基礎実験 と して,389A>Gの 遺 伝子 変異に よ り,1

30K>Rの 点 変異 を有す るCMT患 者 の変異MPZ遺 伝 子 をラ ッ

ト後根神 経節初代培養 系に導入 し,そ の形態 を解析 した.

末 梢髄鞘 へのMRZ蒼 伝 子導ス

　 Mtお よびWildよ り回収 した培養細胞 か らDNAを 抽 出 し,

PCRを 行 った結果,　Wildお よびMtよ り回収 した細胞のみ増

幅 され たバ ン ドが観 察 され,LacZお よびNCよ り回収 した

培養細胞か ら抽 出 したDNAはPCRに よる増幅はみ られなかっ

た.こ れ はWildとMtよ り回収 した細胞 に はアデ ノ ウイル

スに よって導入 された ヒ ト由来MPZ　 cDNAが 導 入 されてい

たため,PCRに よ る目的遺伝 子の増幅 が可能 であ り,　LacZ

とNCか ら得 た培養細胞 には ヒ ト由来MPZ　 cDNAが 導 入 さ

れてい ないた めに,PCRに よ る 目的部位の増幅がみ られ な

か った と考 えられ る.ア デ ノウイルスの培養 末梢神経細胞

へ の感 染率は ほぼ100%で あ り,抗MPZ抗 体 を用いた免疫

組織化学染色 にお いて も末梢髄 鞘以外のfibroblastな どの部

分 は染色 されてい なか ったため,MPZ　 cDNAは 主 として末

梢髄鞘 に導入 された もの と考 えられた.

　 ラッ ト海馬 を用いた初代海馬中枢 神経細胞培養におけ る

アデ ノウイル スを用 いた遺伝 子導入に関 してはastrocyteに

対 し特に遺伝子 を導入す ることが報告 され てい るza)。ま た,

in　vivoに お ける研 究ではグ リア細胞 の他 に直接的に導入 し

た周囲の神経細胞に遺伝子の導入が行われ るとい う報告 も

ある15).末 梢 神経 にお け るアデ ノウイル スを用 いた遺伝子

導入 に関 して も,主 と して末梢髄鞘に導入 され ることが報

告 されて い る.し か し,い ずれ の報告 もLacZ遺 伝 子 を導

入 した もの であ り,MPZ遺 伝 子な どの末梢髄鞘 を構成す る

蛋 白を実際の末梢髄鞘形成す るシュワン細胞 に導入 した報

告 はみ られない.本 研究では,髄 鞘 を構成す る蛋 白で ある

MPZ遺 伝 子 を,末 梢髄鞘 を形成す るシ ュワン細胞に導入 し

た ことに関 して新規性 のある結果 と考 え られ,MPZ遺 伝 子

に変異 を有す る患者への遺伝子治療お よび末梢髄鞘の形成

や構造 を解析す る うえで将来性の ある結果で あることが考

えられた.

遺 伝子導スct　 た末梢髄鞘 の=;:)長 と 微紹構造

　生体 内におけ る,ヒ トの髄 節長は80-600am'b)で あ り,

ラ ッ トの坐骨神経 と脛骨神経の髄節長は2-4週 齢 で260-480

μm,成 熟 ラッ トで190-1,400μmで ある27).培 養 末梢神 経

細胞 にお ける約12週 間培養後 の髄節長 の平均は128μmで,

54-246umの 範 囲 にあ るこ とを報告 して いるLS,1,9).本研 究

の髄節 長の平均値 は,Wild,　 Mt,　 LacZ,　 NCそ れ ぞれ97.0
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±24.9ｵm,99.5±27.4ｵm,94.9±29.3ｵm,98.6±27.1ｵ

mで あ り,過 去の報告 と比較す る と短 い傾 向に あるが,培

養 期間が4週 間 と短いため と考 えられた.

　 脱 髄あるいはオニオンバル ブのよ うな病理所見 がみ られ

る場合,髄 節長 は短 くなる と報 告 されてい る29)が,本 研 究

では4群 間 に有意な差を認 めなかった.

　 電子 顕微 鏡に よる微細構造 の観 察の結果,Wild,　 Mt,　 N

Cの3群 のいずれ も病 理学的 変化 は観 察 され なか った.し

か し,MPZ遺 伝 子 に389A>Gの 点 変 異 を有す る患者 の末梢

神経生検 では,電 子顕微鏡 による観察 の結果,髄 鞘 にお い

てオニオ ンバルブがみ られた と報告 されてい る励.

　 MartiniはMPZ遺 伝 子 ノ ックア ウ トマ ウスのホモ接合体で

は早期 に髄鞘の形成異常がみ られ,そ の後髄鞘の崩壊やオ

ニオ ンバル ブがお こる と報告 してい る3°).ま た,MPZ遺 伝

子 ノックア ウ トマ ウスのヘテ ロ接合体では発症はみ られな

いが,髄 鞘の変成が観察 され る と報告 している3°).Scherer

らは ノックア ウ トマ ウスのヘテ ロ接合体 よ りも,点 変異 を

有す るMPZ遺 伝 子 と正常MPZ遺 伝 子をヘテ ロで有する方 が,

重症度 が高い と報告 してお り,MPZ遺 伝 子 の発症原 因を考

えた場合,単 純 な機 能喪失(loss　 of　function)で は な く,

毒 性 の機 能獲得(toxic　 gain　of　function)と 考 える必要 が

あ るとしてい る31).

　 今 回,研 究に用いた389A>G(130K>R)の 変 異 を有す る

CMT　 IBと 診 断 され た対象者 の神経伝 達速度 は7歳 時で7.3

m/secで あ り,運 動発達の遅延,筋 力 の低 下が見 られ た と

報告 されてい る15).ま た,同 じ変異を有 した伯父の生検腓

腹神 経の所見は有髄神経 の減少,オ ニオンバルブ形成,M

PZ蛋 白の発現 量の減少 が観察 され てお り,対 象者 の母親

もCMTの 症 候が見 られた と報告 してい るIS).過 去 のMPZ遺

伝 子 におけ る点 変異 によ り,CMTが 発 症 した報 告 では,

immunoglobulin領 域(lg領 域)が 最 も多 かった(図7)叔`).

Ig領 域 は接着機能 を有す ると報告 され てお り{3),本 症 例の

変異 もIg領 域 に該 当す るた め,何 らかの接着機能 の不全が

予想 され る.

　 今回 の研究 では,末 梢髄鞘の変性 を確認す るまでには至

らなか った.MPZ遺 伝 子の点変異に よる臨床症 状や病理所

見 は不完全 なMPZ蛋 白が蓄積 される ことに より末梢 髄鞘の

変性 を引 き起 こす と考 えられてい る.今 回,培 養 末梢神 経

細胞の シュワン細胞にアデ ノウイルスに よる遺伝 子導入の

結果2週 間 は遺伝 子の発現 量が変化 しない と報告 され てい

る22).今 回 の研究 は この報 告を参考 にアデ ノウイル スに よ

る389A>Gの 変 異を有す るMPZ　 cDNAを 導 入 後2週 間の培養

を行ったが,こ の変異では脱髄な どの病理学 的影響 は この

発現期間では観 察 されなかった.こ の結果,本 変 異は ごく

初期の段階では脱 髄な どの病 理学的所 見はみ られ ない可能

性 が示唆 されるが,こ れを明確 にす るためには,今 後,本

変異に よって病 理学的変化 が起きる時期 がいつ なのかを同

定す る必要がある.

細胞内

図7　 MPZ蛋 白の模式 図と点変異CMTが 報 告 されて いる

　　　 部位

MPZ蛋 白の 中で細胞外 のimmunoglobulin領 域(lg領 域)、 細

胞膜貫通領域(膜 貫通領域)、 細胞 内領域 を示す.OはMP

Zを 構 成す るア ミノ酸 を、● は点変異に よ りCMTが 発 症 し

た部位 を示 して いる.今 回、研 究対象 と した130番 目の リ

ジン(130K)を 矢 印で示 している.()の 数 字 は,そ れ

ぞれ の領域 で点 変異 によ りCMTが 発 症 したア ミノ酸 の数

を示 して いる.(文 献32)参 照)

今 慶の課題

　 本研究 の結果 よ り,変 異MPZ　 cDNAを 導 入 後,2週 間 の

培養 では髄節長お よび,末 梢髄鞘 の微細構造 においてWild,

Mt,　 LacZ,　 NCの4群 間 に差 異 はみ られ なか った.こ の こ

とと症 例報告 を考 える と,MPZ遺 伝 子 の389A>Gに 点 変 異

を有す る極初期の段階では比較的脱髄 の影響 が少 ない こと

が推 察 され る.し か し,培 養期間が合計 で4週 間 と短 く,

389A>Gの 点 変異を有す るCMT患 者 への臨床応用 を,本 研

究結 果か ら論ずる ことはできない.今 後、長期培養 の方法

も模 索 しなが ら,対 象者 自身のオー ダー メイ ド医療 を想 定

した患者個 々人のActivity　Daily　Living(ADL)の 維 持 とQ

uality　of　Life(QOL)の 向上 に貢 献で きる研 究につ なげて

いきたい.
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髄鞘形成期における初代培養ラット後根神経節細胞への組換えアデノウイルスを用いた変異MPZ　 cDNAの 導入

V.ま 　 と　 め

　本研究は,ア デノウイルスを用いて野生型MPZ　 cDNA,

389A>Gの 点変異を有するMPZ　 cDNA,　 LacZを 発現するcD

NAの それぞれを培養 ラット末梢髄鞘に導入 したもの(そ

れぞれWild,　Mt,　LacZ)と 遺伝子 を導入 しない培養ラッ

ト末梢髄鞘(NC)を 作製 し,そ の髄鞘の微細構造を比較,

観察 した.そ の結果,ア デ ノウイルスを用いて髄鞘へ

MPZ　 cDNAが 導入されることを確認 した.遺 伝子導入後,

2週間を経過 したWild,　Mt,　LacZ,　NCの4群 問における髄

節長の比較では有意な差がみられなかった.ま た,Wild,

Mt,　NC電 子顕微鏡を用いた微細構造の観察においても3

群間に違いはみ られなかった.本 研究の結果より,髄 鞘に

MPZ遺 伝子を導入が可能であった点は,今 後MPZ遺 伝子に

変異を有する患者への遺伝子治療に有用であると考えられ

た.ま た,培 養 ラッ ト末梢髄鞘へ変異MPZ　 cDNAの 遺伝子

導入後,2週 間とい う極初期の段階では変異MPZ遺 伝子が

脱髄をひきおこす等の影響が少ないことが推察 された.今

後は長期培養の方法を模索しながら,患 者のADLの 維持 と

QOLの 向上に貢献できる研究を展開す る必要性が考えら

れた.
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