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Myelin-Associated Glycoproteinの中枢神経系における

発現をこ関する 免 疫 組 織化学的検討
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Twopolypeptidcisoformsofmy くさ l i 【1-(lSSOCiatedglycoprotein(MAG)withmolecular

massesof72KDa(largeMAG,し-MAGlm1d67kDa(smallMAG,S--NIAG)arepr()duced

byalternativesplicingoftheex(-)n12pollionoftheMAGgeneinr(1dentbrain.Weprepared

antiseraspecifictotheL-MAG andtheS-lMAG aminoacidresidues.respecti＼r･el),.

ImmunohistochemiealstainingofdeveLlopingm()usebrainshowedthattheL-mLIAGantiserum

staind themyelinsheathsandthecytoplasmofthe()ligodendr(x:ytesintherapidmyelinating

stage,whiletheS-MAGantiserum stainedonlythemyelinsheathesintheadLlltstage.

TheL-MAGpositivecellswerealsopresentinthewhitematteraroundtheexperimental

cerebralinfarctsproducedbyocclusionoftheleftmid(ileceIでbralartell,intherat3days

beforeobsen･,ation. ThesefiningssuggestthatL--MAGproteillpl(lyanimportantr()1e

inmyelinformationduring rapidmyeliI1ationindevelopmm1tandremyelinati()Il.
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石黒 :＼恥(Ilin-AssociこItL-rl(i.11･･C(叩rOtL,illL叫-j枢神経系における発現i･二間すろ免
疫組織化学的検討

緒 悶

髄鞘は中枢神経系及び末稽神経系において,神経軸索

を取り囲みその絶縁効果により,跳躍伝導を可能にして

いる.髄鞘が-次的または二次的に崩壊することをこよっ

管,神経系に重篤な障害が生じるが,髄鞘と髄幣を形成

する oli窟Odendrocyteに関 してはその発生や再生など

不明な点も多く,これを解明することは脱髄の機序や治

療を考える上で患要である.この髄鞘を構成する主要蛋

白は,中枢神経系では myelinbasicprotein(MBP),

3㌧phosphodiesterase(CN㌘),myelin-associated

glycoprotein(MAG)などがある.

MAG は,分子慶約 100kDaで30%の糖鎖を含む糖

蛋白で,その含有量は中枢神経系でも全髄鞘蛋白の約 1

%と徽量であるが,軸索周囲に局在することより,髄鞘

と軸索の接着に登要な役割を担っているものと考えられ

ている1).これまでラット,マウスおよびと卜において

MAG の遺伝子解析が行われている2)-6)が,ラットお

よびマウスでは MAG遺伝子が転写される際にエクソ

ン12の部分で aiternativesplicingを起こすことによ

り,2穫餅の mRNA が存在することが明らかをこされ

ている4)5).この2種類の mRNA より質量の異なる蛋

負,すなわち 72kDaの蛋白 (largefomlMAG,し泌 G)

と,67kDaの蛋白 (smallfomnMAG,S-MAG)那

翻訳される7).発達や髄鞘再生における経時的分析にお

L-MAG

S･MAG

･l･11

いて,i-MAGmRNA の発現は髄鞘形成期や脱髄後の

miRNA に遅れて発現することが明らかをこれている4)5)8)

我々は,マウスの L-MAG,ら-MAG 蛋白に特異的な

アミノ酸配列部分のペプチドを含成 し,それぞれに特異

的な抗体を作製することに成功 した9).本研究では,こ

の抗体を用いて免疫組織化学染色を行い,髄静形成期や,

髄鞘再生期におけるこれら蛋白の細胞レベルでの発現を

明らかにし,その存在意義に関して検討を行った,

材料及び方 法

抗体は既法のごとく9)lO),L-MAG をこ特異的な21の

アミノ酸配列と SIMAG に特異的なilのアミノ酸配列

を基に作製 した合成ベイ+卜を抑京に用いた (図 )).

それぞれのペプチドは,Freumdアジュバソトと共に懸

濁化し,2週間間隔で数回家魔皮下に免疫 し,抗血清を

得た.

発達に伴うMAGの発現をみるために,生後1項目,20

田,30勘 56日の雄 ddY マウスを用いた,これらマウ

スに麻酔後4%パラフォルムアルデヒドで潅流固定を行っ

た.大脳,小脳や脳幹と腰部脊髄をとりだし更に4時間

同じ固定液で後固定を行い,アルコ-ル脱水,キシレン

浸潤線パラフィン包埋 した.射Lm のパラフィン切片を

作製し 脱パラフィンした 前処置として兜ず0.3% H202

を含むメタノ-ルに室温で15分間反応させ内因性のベル

オキシダ-ゼ活性を消失させた.ついで PBSをこて40倍

図 1 抗原に削 ､た合成ペプチドの一次構造と,MAG分子内の位置,D卜D5
は免疫グロブリン類似の ドメイン構造,黒い部分は険貫通部分を示す･
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に希釈 した正常-ナウ血清に室温で3()分rl邦文応させ,非特

艶反応を防御 した_前述LT)抗 し̂ 1AG 血清,抗 S-MAG

血清を PBSで1,000倍希釈 し室温で一晩反応させ,つ

いでビオチン化抗ウサギ lgG 抗体とアビチリ- ビオ チ

ン混合液にて反応させ,i)A13を用し､て発色可視化し仁

対照実験として,免疫前血r乱 及び抗原iこて吸収 した抗

血清で同様の染色を行った.

巌虚血後をこおける MAG の変化を見るために,成熟

雄 Spraguer-I_)LIWIL,yう.ノトをJ＼r~,七ン麻酔 卜に~て滅徴

鏡下で左中東脳動脈起紛部を閉塞したモデルを涌いた‖)ほ う

対照には中東脳動脈を閉塞することなしに同様の手技で

手術を行ったラットを済恵 した.両者とも手術後3日目

に し-MAG.S-M Ĝ抗血清を用いて免疫染色を行.-I

た.病変部位(二り確認および細胞同定のため.連続する切

片でへて トキシりン11--1号 ン染色. ')りIL,こ-バL:i

染色.ArミC法にrtろC,FtAP免疫染色を行.【言二.

結 果

発達における MAtiの変化

小脳において生後14E-:lのて｢■′-人では抗 Lhl̂G 血清

ですでに一部の髄鞘で陽性染色を示 していた一加齢と共

酒での染色では生後14日では髄鞘は染色きれず,生後30

Elでわずかに染色作を示し始めるLL:)になり,牛後Jl(川 .

56円では徐々に抗 L-MAG 血清と同様の染色態度を示

すようになっていった (図 2上

人脳におし､てこエ牛後IAlt巨~L'.Lは し･-MAG.S･･MAC LIB_

鮎髄鞠に明らかな陽後漁色を認めなかったが,生後30勘

10Liで IJl-MAG か染色され 牛後56tH卜こぼ l/MAG.

S-MAG 上も髄鞘に 一致してP雛壬二染色/再IF巨'わた (図 31.

脊髄に頼-､ては,牛後1･1日で十 こ･に l:MAG.S-MAG

とも髄靴に ･致 して暢什染色か得L■)来た.SIM Ĉ,染

色後はやや弱かつた (図 射.

抗 1:M r̂,血清では.大脳.小脳.脊髄に.わた()髄

靴以外に,牛後ト1∴iOE卜で(.TIB､守王】､て oligodendr(ryl(I(I)

形態を示す L-MAG陽性細胞が存在 した (図 5).疏

S-MAG 血清では S-MAG陽性の細胞はいづわの時点

においても確認されなかった.

対照をこ用いた免疫前血清,及び免疫抗原にて吸収 した

抗血清はいずれも髄節をはじめ中枢神経系に免疫染色性

を示きなかった.

脳虚血モデルにおける MAGの変化

MCA 閉塞3日後における病変部位は,左頭頂後頭葉

の皮質と線状体に及んでいた (図 63.この虚血巣は壊

死巣Tr:形成 し.LIMAG.SIMAG､GFAlJ左!1-_/LI)免疫

反応後は著 しく低下 していた.この壊死巣以外では L-

空波AG,S-MAG の髄鞘における免疫反応性は, 対照動

物をこみられるものとほぼ変わりなく,明らかな脱髄を思

わせる所見はみられなかった. しかし 脳梁両側におい

応を示す細胞群が存在 した ぐ図 6).この細胞はやや太

い突起を持つ細胞で,髄鞘形成期の白質にみられる L-

MAG 陽性細胞に煩似 した形態を示 し,GFAP陽性の

反応性グリア細胞とは窯起瑚 申展感度などから形態的に

明らかをこ異なっていた.これら L-MAG陽性細胞は,

白質に限F..‖_て存在し.大脳乾督,深部朕目貫内にはTl-

在 しなかつた,また同棲の細胞は対照動物髄には認めら

れ左か一･,た. リjGF̂ l'陽性LT)反応性 ケり-1'細胞は,

梗塞厳を除 く障害側半球全体に広 く出現 し,明らかに

MAG陽性細胞は脳梁の陣営側に多く認められたが,罪

障害側の脳梁の非障害側の対称的な部位にも存在 Lた.

S･･-MAC,敬色ては し /̂lAG陽性細胞とrLilL粁';態LT)細胞

軌 同じ脳梁に,淡く染色されているのを認めた.

考 察

MAG は中枢および末櫓神経系の myelinを構成す

る蚕tLICl)･-L)て,髄軌,T)機能おししび構造維持に深く閏′h-I

-てし､らしi二されている.1979年 St(-rntllrilL,r目上.椛魁

Lた MAG をウサギに免疫 Lて得た抗体で,ラットの

動枢神経系を染色 L.M Ĝ か myぐlin;lliN1に先lJ/.I.

て oligodendroeyteL7').胞体に発現 し,mrL,liniltion/)Li

進むにつれて吸色強度を増 し そC〕襖髄鮪の形成が終わ

るにつれて徐々に染色性が薄くなること,MAG が軸索

周囲の髄鞘に発現 している車を示 した!3㌧ Higginsら

は M̂ Clt])ror(link,Iで如111を PrOtTtlとLた C【)NA

fr;lLlm(1111を月巨､て iJT.ヾtl/IL恒･hridiZlllion'31:'TfL､.髄

鞘形成期に MAG の mRNA が oli琵Odemdrocyteの

胞体に発現することを報告 している】4).本研究は, 2

種板の MAG 蛋白,L-MAG,S-MAG のうち,髄鞘

形成期の oligpdendmeyteの胞体に出現するのは し-MAG

であること,L-MAG は髄鞘の形成早期に髄鞘に発現

し,成熟 してもその免疫反応性に変わりはないこと,

S湖 AG はそれに遅れて髄輪中発現することなどが明
と､'かに左---た.L.M Ĝ 陽性し')()lig(1(len(1r(lc)pt(十LJ)胞

体が髄輸形成初期にのみ見られたことに関しては,髄鞘

形成期には,ol丘godendr｡cyteの艇体が豊かで,董白倉
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図 2 小脳白質における MAG の染色性.

A.B:生後111日.C.D:生後30日.E.F:生後LIO日,G.H:生後56日.A,
C,E.G:L-MAG染色.B.∩.F.H:S-九iIAG染色.(- :lOOFEm)
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図 5 A:生後14日の大脳白質にふらわた しMAG陽性細胞.B:S-MAG

染色では同様細胞は染色されなかった.(- :30FLm)

図 6 中大脳動脈閉塞ラ･･.′卜の MAG の染色性.A:大股割面の K.B.敬
色.大脳皮質,線状体に梗塞巣を認める.*に示した部位を観察した.
B､C,D:障害側半球の脳登.B :I/MAG 染色.C :GFAP染

色,D:S-MAC 染色.E:障害対側の脳梁.L-九･･IAG 染色.

(- :100/Lml



石黒 :Myelin-AssociatedGlycoproteinの中枢神経系における発現に関する免
疫組織化学的検討

し-MAG S-MAG

図 7 MAG の分子構造モデ′し.S-S結合を持つルーブからなる免疫
ゲロブリン頬似構造,糖鎖結合部位.Arg-Gly-Asp(RGD)配
列部.L-MAG の t〉TrOSinkiI･laSeによるりン酸化部位,C末端
側の L-MAG.S-MAG の分子構造の違い (D8および D8*)杏
示す.
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威か盛んで,髄鞘形成が進むと oligodendroeyteの艇

庫は縮小し,蛋白合成が低下するためであろうと考えら

れる.

MAG は,免疫系認識分子の免疫 '/ロブりンの分子構

追.L二の類似性や.neuralCelladhesionmolecule(NĈ M)

などの細胞間認識分子との分子構造上の頓似性,免疫交

叉反応性などより免疫 グローブりンス--′く一一一7･-'ミり一一(Jr)

-農として細胞接着をこ盈要な働きをすることが考えられ

ている3＼15-16＼.また,MAG のN本こ端よりi･こフ(-ナu

ネ')チン受容体なLL:にム!､-)か細胞認識に関わる構造とさ

ナ1ている Arg--Gly-Asp配列が存在するpl､.更に alter-

nativesplieingによ-,て作L')Ilる2種類L')MAG蛋白

のうち,LIMAG はC末端側の細胞内部分に,tyrosin

autophosphorylationsiteに梗似した構造があり.こ

I日工r(ナCePtOrの調節機構をこ関わる構造とされている17､

(図 7).I..:MAG が髄鞘形成期の初期よりoligodendroI

cyte(7)胞体(l二ミ:r-りン膜に発現Lていることは,L･-NノLLIG

が髄鞘が軸索を認識する機構に深く関わっていることを

想像させる.藤田畑土,髄鞘形成不全てrLJスであるquこIkinhl

mouseにおいて.LIMAG cT)発現が髄節形成期にんl･､,

Itないことを兄いだLた9､18､.このことも L-MAG Ll)

細胞認識機能の存在を強く示唆するものと考える.

h,LAGの発現は脳の成熟と共に増加し.成熟脳では全 MAC

免疫組織染色上 S･--MAG は L･･n,lAG より遅1.1て出現

し,髄鞘に沿って分布することかL:--,S-MAGは L-NlAG

の認識した細胞間の接着を維持する機能を着する可能性

が考えられた.

中大脳動脈閉塞による脳虚血モ二71:ILう･.,卜は比較的単

純な脳障害モ:i:JLで,障害部位が限局しており,また障

害発生時期が明らかであることなどより,神経障害に対

本研究では障害3El後の大脳白質iこて.L--MAG 陽性

細胞が,L_li現することを確認した.こLT)細胞は,反応性LT)

astrocyteや mierogliaとはその分布において.白質

内に限局するという点で異なり,また形潜でも蔵過がみ

Il,.)汁 oligodendrocyteであると考えL')Ilた.Ludwin

らは,大脳皮質の-部を取り除いた脳外傷モデルラット

の障害3E3後の大脳で,外傷周囲および対側を含めた脳

梁に,細胞分裂する oligodendrocyteが存在すること

を見いだした20).このことより虚血巣の周囲にみられ

た L-MAG陽性細胞は､分裂することにLト )て幼若化

した oligodendrocyteである可能性が高い.

我々は同Ll~脳虚血モデJLう.11卜を用いて.虚血後の蛋

白変化をイムノブロッティング法にて調べた結果,髄鞘

構成蛋白である MAG と CNPは,虚血3日後まで滅

少 し,その後増加傾向を示 した21).この結果よりサ虚

血部の組織崩壊にて減少した髄鞘蛋白が,その後の髄鞘

再生によ---､て増加する可能性が示唆されていた,成熟脳

ミ･こおいて,MAG は S-MAG優位に発現するとされて

いることより.この時新に L-MAG陽作細胞が出現す

ることは,まきをこ再生初期の像を見ていると考えられた.

銅のキL--.卜剤である cupri7,Oneを用いた冥験的脱髄

モデ′L･においても.髄鞘再生期において LMAGmRNA

の発現が増加することが知1､-凍 てし､る持'.こJ汗,のこと

より,L-MAG は単に幼君脳の髄鞘形成期のみならず,

成熟脳における髄約両生鮮=こl)神経組織修復に重要な役

割を示すことが考えられる.

縞を終えるにあたり,胡助言,都校閲を賜りまし

た辻 省次教授に深謝いたします,また研究の場を

お与え丁さいました宮武 正前教授に深くお礼申し

上げます.終始研究を指導していただいた,佐藤修

三発生,光壕 牽先生,藤田信也先生に心からお礼

申し_卜げます.

馬場広子発生,諸橋イネ予きん,小異由起子さんに

感謝いたします.
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