
326

中枢神経系の脱髄機序に関する研究
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Calcium-dependent protease was extracted from human brain myelin membrane and

partially purified on a phenyl Sepharose CL 4B column. It was activated by calcium

ion in the millimolar range, and therefore was determined to be calpain I. This

enzyme fraction was electrophoresed and immunostained with anti-chicken muscle calpain

antibody, resulting in staining as a single band with apparent molecular weight of

80K. This protease degraded exogenous myelin-associated glycoprotein. From the

present result, it is suggested that calpain is bound to myelin membranes and involved

in the turnover of myelin proteins.

The vacuolar degeneration was produced by oral administration of triethyl tin

(TET). The wet. weight of brain stems which seems to reflect the degree of accumu-

lation of water increased during the administration of the toxin, whereas the activity

of 2', 3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase altered less remarkably. When TET

was withdrawed from the drinking water, the rats showed a dramatic clinical im-

provement along with reduction in wet weight of brain stems. Treatment with ace-
tazolamide following TET inhibited the clinical improvement and reduction in wet

weight of brain stems. The present results indicates that central myelin has plastici-
ty in recovering from the vacuolar degeneration by removing the accumulated fluid and

carbonic anhydrase is possibly involved in the dehydration of myelin in such a recovery

phase.

Key words: calpain (calcium-activated neutral protease), human brain myelin, myelin-

associated glycoprotein, triethyl tin, acetazolamide
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は じ め に

中枢性髄鞘はその形成細胞であるオリゴデソドロダリ

アの細胞質膜が伸展延長し,神経軸索を多層性をことりま

いたものであり,神経線維の電気的シグナルの効率良い

伝導 く跳躍伝導)を維持するうえで蒐要な構造である.

髄鞘蛋白の構成は比較的単純であり,髄鞘塩基性蛋白

(myelinbこiSicprotL,in,入:11号lJ),PrOtt101ipidI)rOtLTjll

(PL甲)および WolfgTam PrOteinで全体のおよそ9割

を占める,これらの蛋白は互いに髄鞘内の局在が異なり,

細胞内機能も一様ではないと考えられるが,その詳細は

不明である. これまでの研究から, MBPおよび PLP

に関しては,選伝的に欠損したミュ-タントが発見され

ており,それぞれ蚤璃な神経症状をしめすことが知られ

ている且)2)3)4)5),髄鞘をこぼこの他,量的には全髄鞘蛋白

の1%ながら,髄鞘と神経軸索との間をこ局在する糖蛋白

(myelin-associatedg旦ycoproteim,MAG)があり,秤

経細胞とオリゴデソドログロリアとの間の情報交換をこ重

要な機能を果たしていると考えられる6).一方,中枢神

経髄鞘には内因性中性蛋白分解酵素活性があり予MBP

および MAGを分解することが知られており,Satoand

Miyatakeにより内因性酵素はカルシウム依存性中性蛋

白分解酵素 (calcium-虻tivatedneutralprotease,CAMP)

額魁の酵素学的特徴をもつことが明らかにされた7).そ
の後,われわれはヒト脳に CANP活性が存在すること,

およびと卜脳より部分精製した CANPが MBPを分

解することを報告した8)也

奉研究は,以上の研究成果をふまえて,ヒト脳髄鞠内

因性蛋白分解酵素と CANPとの異同を酵素学的,およ

び免疫生化学的をこ検討し,脱髄の生化学的機序を明らか

にすることを第 1の目的としたかさらをこ,白質をこおける

虚血,炎症,中毒などの病態で共通して観察される髄鞘

層構造と破綻と髄鞘内浮腫,およびその修復赦横を生化

学的に解析し,白質障害性疾患の治療の可能性を探るこ

とを第2の目的とした.

方 法

ヒト脳ミエ リンからのカルパイン分離 ･抽出

しニト1釦二l田 (40glよりNortonandPoduslo(Tl方

法9､に従1て,髄鞘を精製し凍結乾燥を行-･､た.凍結

5mM EDTA;25mM mercapt(℃t.hanol;0.50｡′Trit()n

いてホモジl･fイズした.超遠心 (loo,OOOg.90分)後,
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卜清かr)1､ritonを除去するために BufferA にて平

衡化した Bi0---蔑 こゝIdsSM-2Column(PhamlaCia)(0.9

×9cnl)にかけ.充分量の BuufferA を用いて 0∴i

m1.分(り'くど-トでcolumnを洗浄した.C･olumn-

L71非吸着成分を集れ 同形塩化ナ トり｢H､を 30OmM

n濃度になるよ･-7加え.溶解後､室温に20分間静附した.

試料液を BL1ffcrL3(20mM ′1､ris｣-iCl,pl17.5;0.1mM

EGTA;25mM mercaptoelhilnOl∴i(1OmM NこICl)に

て平衡化した PllenylSet)hこtrOSeド()lumnにかけ,充

た.C(11url川 かt､〕t丸lfferC (20mh･･1′1､I-is-IICl,1)H

7.5:1.OmM I二GT̂ ;25111M m(､maPt(X-チtht･lnOl:200･.

elllyl(1Ilei,1)･･LL｡11を用いて酵素活性分画を 5()1111･;時間

のスピ--ドで溶出させた.
酵素活性測定

Guroffの方法 10)に準 じて,アルカリ変性カゼイソ

を基質に用いてカルパイン活性を測定した.活性測定溶

液 (300mD は以下の組織より作成した.反応溶液 (3

チ((,'′しカー】変性-1)･t-I:仁::20mMTris-HCIpH7.5;25

mM mplでこ11)tOPttlとmOl)1L･15fLl,酵素活性分画 145/Llお

,しこド150mM 塩化カ′しシ,17ム溶液 10FElないしは 3mM

ITTJじ1､.八溶液 1()lLl.酵素反応は60分間,22℃で行い,loo

河の氷冷 血ehloroaceticacidを加えることをこより止

めた.氷中に15分間静置した後,遠心 (3000g∴i()分間)

を行い,上清の吸光度 (280mm)を EGTA添加反応液

上清iこ対して測定した.酵素活性 1単位は. 上亮己反LLこに

より吸光度 (280mm)1.0の上昇をもたらすものと定義

した.

髄鞘関連糖蛋白 (MA(i.)分解反応

ヒト脳tLl質よ上 QuL,lrl(?S｢けり)j法lL､に従--､て髄鞘

関連蛋白 th･:IAGlを精製 した.MAC.(2(Wtlg)を牛血

清7,LIT'ミン LtiSAL)(2OIIl､0.1)5901に溶解上 カ/i

べ.(ンノ活性分画 (2()Ill,0.01単位),反応溶液 (25IEl.

2511.爪･1Tris-tl(二1,pH7.5こ25mM mercat)toelhanol)

および塩化カ,iI;rl,1､溶液 LIO/Ll,37.5ml).1二GTA

上18時F乱 ニi7℃で反応させた.

Gtlh･lLlrtrOPhtlreL<iLqおよび 1mmunoblotting

酵素活性分LJ-i_)j(50/Eglを凍結乾燥 し,Laemmliand

gelにて電気泳動を行い,TowbinlT:'の方法131に準じ

てニトロ-i:,_JLロー-一七紙にプロt.J卜した.-プロ･｢,卜を Tris-

晩浸透した後,抗鶏骨格筋カJLバ･rン抗体 (東京都臨床



328 新潟医学会雑誌 第105巻 第5号 平成3年5月

研,鈴木紘一博士恵与)(1×250)を25t'で1時間反応

させ,洗浄後.ビオチン化 ･lL卜羊抗家兎 I㌣G LVpetro.

1×25())を25℃で 1時間反応させた.洗浄後,べ′り -

キシFf一一-t_さ抱合･アビジン･--ビオチン投合体 (Vect(1r,

Ix200)と25Tで 1時間反応させJ=.洗浄後./1･ヾhlo-

ronaphtholを基質としてF机 ､で発色させた.

酵素活性分画上反応させた MAG溶液を上記と同 様

i･こ,電気泳動およびゾE~-ノトを行い,抗 九･iAGlモ ノ f7

r~-I-辛′l/抗体 (I)7Ⅰミ10.r)otxlrSt1rli▲-,1985)を用いて
免疫染色を行--､た.

TriLLthyltin中毒ラIIJ卜の作成

8遇令C')SprこILlu(さ･･-.I)こIWlel,:i･ソト(雌1を triethyl

till('n･:T)(OrgilnisLTh Che‖lisL､h I【1St.,UreL,ht,

TheNethcrhnds)long:L 含有飲料水で飼育した.

ラtlJ卜は毎E_J観察 し,運動繊維障書を 1-'eltinelli吊rl

方法 L･lliこ従-,て評価 し点数化した.飼育開始,60r二!後

l･ニューナ′L妹軒下に断頭 して轍し開頭後,脳幹部を摘出

し湿重患を測定 した後,牛化学F畑試料し土二組織学的検索用

試料に分けて保存した.

mgacetazol;･ulljdeLIJedellyJとlPこln)を 0.0:lN 水酸 化

ナ トり･17J'､液で溶解 し,腹陸内注射 した,水恨lL,/Fl卜lI

r▲/ム液のムの注射ljI.,卜を対照群とし た .

(.Tydirnude()tideph(LSPhodieかraLW ((lNP)活性

測定

prohLISkこIt､)の方法157に準 Llて.21.3Icl-Clic

nL1elL.oli(it工iI･･･････phosphodiLISILll･ase(GNP)活性を測定

した.酵素活性 1単位(,土1/'Jtf帥こ.2'∴iI-てyClicAMr)

かL､_'I/Lll101の 2'--AMr'を庶するもC里こした.

形態学的観察

Triethyltill捜ij･別F帥恒こおける髄鞘内浮腫J)評価

を,牛ff二卜で IllこIL･netiL､reSOnこlnCt)imLlgjng (MRI)

で観察 した.髄靴Lr)也徴形態は.断頭筏,電 ~∫･舶徴鏡学

的に行∴,た.

結 果

Phenl,トScpa_hroseCL4Iうrolumn 'Jl77 トゲうム

を図 1に示 した.酵素活性は colLlTnn を Iiuffer･C

で洗浄後,急峻な立ち上がりをもって溶出された廿本案

験に用いた-L一段階 columtl操作はカ′し′く(ンを髄鞘か

ら効率良く倉離 し,再現性も良好であることが確認され

では検出されなかった.ホモご十 一一卜内に存在 し.カ′ト

パイソをこ対 して特異的な阻害作周を有する丸ルパスタチ
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図 2 1JJレシTLZム 仁4-ン;.,r;lr.FL化作用

酵素活性化に必要なカウシウムイオン磯度をゥ0.i
mM から 5mM の範囲で検討 した,

ン (ealpastatin)が､その hydrophobicitycT)通いに

よってカルパインから分離されたものと考えられた｡

酵素の活性化をこ必要なカルシウムイオジ濃度を検討 し

たところ,0.1mM から 5mM のカルシウムイオン濃

度の範囲において,50%の活性化には imM のカルシ

ウムイオンを必要とした (図 2).さらをこチオ-ルプロ
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テア-ゼ阻害剤である E-64による抑制効果を検討 し

たこし二二/㌦ loo/LhllIの Ⅰ･_ト611により 0.1単位(')酵素活

性は';a全に抑制された.以上より.し:.卜脳髄輪､L吊Jt離 ･

抽出した蛋白分解酵素はカルパイyⅡ くCaipaim 血,

mCA酵 )であることが酵素学的に確認されたl

酵素活性分画内蛋白の抗鶏骨格厳カルパイ ン 抗体を周

いた Wester･nlllot;111こ,llll･sisLり精髄.分(･鼠臼()K i,T)

単I-/ミントを認めた (図 3l.こL')分 仁鼠は.＼Jitl()llnd

Nixom をこより吐卜脳より精製されたれルパインの分子

虹卜堪よりの精製 MAG と本酵素との反応結果,以

下の結果を得た.5mM の丸ルシウムイオンの存在下

で本酵素は MAG を分解 した.分解産物｢恒二は,/Jl了-

巌を 101く滅 し､､た (lLlri＼･,こIti＼-(-,h･lAG (dMAG)も含まれ

ていた.MAGの分解はきま榊がM の E灘 および lmM

図 3 抗力 /レパイン抗体 ･イムノブロット

酵素活性分画 し50JLg)を抗鶏首格筋カルパイン抗休
しlanea1,コントurル血清 Llaneb)で免疫染
色した.
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L')1.:(i/r̂ により杵酎こ抑制された (図 41.

良質障害の生化学的メカニズムを明らかにするために,

非炎症性脱髄モデルである TET 中毒ラットを作成 し

をこ,尾および後肢の運動麻痔を示した.運動麻痔は,

TIlI'r投与継続にてそ(,Tl練2ないし3週間進行し∴ L'1･:T

投与中に約1割LT)ラ-卜が死亡した.'1'l~ミ′r投与一･を6OLl

で中止し,通常飲料水に変更したところ,運動麻輝は約

1OH間で軽減･消失 した (図 5).'rET投LJ-･30LI後お
よび60F]後に∴-:i-,し麻軒下に断iifiにて殺し,開頭後脳

湿重量を部位別に測定 した.30tl後,6(川 後ll)いずI=こ

おいても脳幹部L')湿轟鼠は対照群iこ比 して.有意iこ増加

図 4 抗 MAG 抗体 ･イムノブロット

MAG と酵素活性分画との反応溶液を抗 MAG モ
ノ'IU-ナJL抗体 し1.)7EIO.I)oberson,1985)杏

r削 ､て免疫染色した.lanel:150ng ヒ ト脳精製
九:IAG,lane2:0.01甲tilL酵素活性無札 lane3--
5:A,TAG および酵素活性分画.さ吊こ,lane3:1
mM E(.i,TA,lane4:5mM 塩化カJレシTT)ム.
lane5:5mM 塩化カルシrL)ムおよび 100/L九･･IE一-･-
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(八 ) (fl) ((I)

10 20 30 40 50

DAYS

60 70

図5TET中毒 =/.LJ卜におトトる運動時書し'1
経過

ー.inellii.､(T,)力~法 し1981､1に従 -,て -八コIr一化 し た .

していた (図6-Aう.Tl二rl'投 与 ニラ.I/卜におけ る 小 脳 お

よび人脳半球の湿重巌Lr)-変fLは脳幹に比Lて軽度 で か -_,

た.脳幹湿素敵は 'I､Il:T PUJ-1r恒L後,運動麻輝刷リ I復

と平行して減少し対照値に近付いた (図6-Al,

脳幹よ･'･)精製 した髄鞘(I)収故は 'rlミ'r捜!j-:).リ卜に

おいて.対照群と比較Lて行酎こ減少を示し.rl､rl:'r投

与中止2週間後の回復期においては収慶の回復を認めた

(図 6-Bl.脳幹ホモジ㌦巨 -卜内L])CNI'活性は鞘捌洋

に比 して有意に低下 していたが,そし7)射Lは渥鋸i頼一変

化i･こ比 して軽度であった (図 6-tl上 /-f･-I-t-ジ.ト-卜内

M̂ Gおよび髄鞘塩基性蛋白 tmyelinbasicprot(.,ill,

l l暮暮

(Y,) [ r- 弓 (%)
200 日)0

{

日

日

日

日

〓

=
U

ド 1

ll lll
r l (% ) rm l

too

(I T I: Lt T li

図 6 6〔け川HTET 投 与IL班長

LA ) 脳 幹 混 車 重;i;. (Bう髄鞘 11賄 t.し(~｢)('N P 活 性 .

各 eoluI11n は 対 照 群 ､日加 +l㌃寸ナ守 る ベ -･-1 _:ン トLl.I

して 表 示 し た .

C :対 照 う .ソト.T:6O川!りrlll~.i,｢1日 Li･Lj･:iLソト. ri:
TFJT 投[招 1止.10H波:=5-!卜

九 ･Jm P l を 抗 -M.;lG.抗 -MBt'ボ‡)'7I-一十叫 眉本を.

J甘 い ーて 1 1 7 LI S lerlli)lot.an'rllysisにて定鼠を行-､たが,

有 意 な 変 化 を 認 めなかった.以上より,その後の病変盛

図 7 TET 投与ラット脳梁Lf_)'L,ti舶像 い 12,OOOl

(A)60日間 TE習投等ラット,髄鞘の解離と髄鞘内空胞 (V)を認める.
LB)TET投与l帖L14u挨ラ-!卜,髄鞘解離 (矢印)は依然認められる
が,髄鞘内貯留液の減少を認める.
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電雌による形態学的観察により.60[]Fl'[]'111:T投与

ラット脳幹をこおいて最も顕著であった形態学的所見はす

(Spliltinglおよび解離した髄鞘l~隼＼叫字種液貯留であ･.I

た (.図 7-A).血管周囲の細胞浸潤等の炎症性変化は認

められなかった.Tどr授与中止2週間後の回復期のラッ

ト脳においては,貯留液の減少は認められたが,髄鞠層

構造の解離は依然観察された し図トB).

Tt･=1､投与中止後,炭酸脱水酵素阻害剤であるLICetヱVO -

1amide を投与-したう.ソトにおいては,運動麻碑の回

復は観察されなかった.これらのラットの脳幹湿重畳は

TET投与中止直後に断頭したラットのそれと変化を認

めなかった.一方,aeetazolamide単独を投与したラッ

トでは運動麻痔も脳幹湿豪農の増加も認めなかった (国

那.

i *i *

(I,h) ｢--~~1-~~''"-｢

lt,()｢

C T R A/T A

図8 ACetaZOlalnide巨封鮒賄り実験

30日間の TFJT牲-lJ'-綾.3日間 acetazolamideを
投rj･し.脳幹湿重畳を制定した.各 eolumnは.
対照群の平均値に対するパ-セントとして表示した.
C;対照ラット,T;TET投与中止直後ラット,
R:TET投与中止.3E]後.回復期う../,卜.A/T:
TET投与-･lf】止後.3日間 acetazolamideを捜与
したラット,A;3日間 acetazo豆amideのみを投
与しラット

*pく､0.001. **pく':0,01
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以 卜LLり,Trll.T中毒による髄鞘内浮腫の修復過程に

は顔酸脱水酵素が関与しているものと考えられた.

考 察

カルパイソは,これまでの研究から様ざまな組織∴細

胞から精製され精力的をこ研究が進められているが,その

生理的樽能は依然不明である.通常カJL･バヤンは細胞質

内酵素として理解されているが.細胞質膜および細胞内

小器官膜に関連して存在している可能性も報喜されてい

る16､17-. 本研究の結果, ヒト脳髄鞘にもカlLJミ(ン

(myeli l1-associatedealpLli【ln.MAC-IH が存在する

こLL･_が明と､-かとfト-:､た.hJl.}＼ClTは髄鞘の 111こijordonsc

同部位をこ存在する MBP を分解すると考えられる.秤

経軸索周囲においては,膜賢通性糖蛋白である MAG

を膜質通 ドメイン直下で分解するものと考えられる,In

vitT-()における MACの髄鞘内因性蛋白分解酵素によ

る分解は//jL子鼠10万滅日こ分解産物 (deri＼･,ativeMAG.

dMAG)を生じることが知られているが,先にわれわ

拙･まと卜脳脊髄液 (cel･ebrospinal nuid.C-SF)内に

ており且8),姐AC-Ⅱによる MAGの分解は生理的にも

起きていると考えられる.健常人 CSF内における 戯戯G

(I)濃度は通常 lOTlg.:Tnl程度であるが18､.脳内に MAC

の約50倍存在するMBPのそれが 2mg/ml以下である

ことを考慮すると書MAGの分解は非常に活発であるこ

とがわかる.姐AGは神経細胞とオリゴデソドダリアと

の間をこあって情報交換を行っており,MAC-謀はその生

理的調節を担っていると考えられる,

1984年,Sato吊まと卜し')代表的脱髄疾患である多発

性硬化症 tmtlltiplesC1(汁(1Sis,MS)患者脳において,

本酵素による MlミPL')/'jt解および MAG かr)dMAG

-の変換が先進していることを報告Lた19､.脳内にLf)っ

管,髄鞘蛋白を分解するプロテアーゼは,カルパイン以

外にも Cathepsin盟,C級軌epsinDなどが知られてい

る20)那,これまでのところ,MAGから dMAGへの

変換はカルパイソのみによって可能であることから,柄

的な髄鞘蛋白分解においても-1JJLバ{ンが中心的役割を

果たしていると考えられる.MSにおいて MAC一Ⅲに

よる蛋白分解が克進している磯序は不明であるが,可能

性としては,オリゴデソドログリア内カルシウム濃度の

上昇,内因性阻害因子 (カルパスタチソ)の減少,髄鞘

蛋白のりン酸化i･こよる MAC一打に対する感受性の在進,

さらには 空漆AC-Ⅱ遺伝子発現の増加などが考えられる.
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HTLV-1感染 リンパ球において.カJL,く†ンnの茶目

敏および活性が増加 していることが雑費されと (.文部省

総合研究 ;細胞内ゾL-ナ7--㌔-ゼ系の遺伝子発現と病態).

H′nJV･1 は高度の脊髄障害をきたし.HTL.V--1assot:呈-

atedmyelopこIthy(tlAM)を引き起こす.011ilmとIl､_I

は HAM 患者脊髄において炎症性細胞浸潤が捷めて軽

度にもかかわらず,副蜜の脱髄所見を呈した剖検例を報

たすりIIデント1.-7'/り-.)'においても-)JJLバ[ン活性がJlt

進 している可能性を示す事実として重要である.今後.

HAM,入,lS 患者神経組織に関 してJ)′LJミヤンLT)発現を

insituhyhridizこltion 在と:で詳細に検討する必要があ

ると思われる.

髄斡構成来由の蓉解以外のメカニズムによる白質障害

としては,髄鞘層構造(7)解離およびそLJ)結果として(/')敬

鞘内浮腫がある.髄鞘内浮腫は障書cJ)原t/柳こよr'-L｢, 非

特輿的に,また可逆的に起こることが知!､-Itている _ 髄

鞘内浮腫の可逆性の問題は,髄鞘蛋白の崩壊にやる1･｣､前

の段階でCT)撒能修復を検討するうえで重要であE).また

臨床的にも意味がある.

本研究によi).中枢性髄鞘は髄鞘解離とそIlに引き続

く髄矧 勺浮腫に対して旺盛な修復力を有することが確認

さItた.さL､)に,貯留 した浮睡液の除去においては炭酸

脱水酵素が深 く関与して いることが明らかとな･-,た.炭

酸脱水酵素は発達期ニラり卜脳において.髄鞘の成熟に平

行 して活性が上昇すること.および ′rET 中毒による

白質障害の程度は部位別iこ観察 して炭酸脱水酵素活性と

逆比例することか1､二･',同酵素は生狸的および病的状態iこ

おいて,髄鞘より臼由水を除去 (dehydratioll) し,

髄鞘の電気生理学的機能を維持しているものと想像され

であると考えられる.
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