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研究成果の概要（和文）：脳のコレステロールは血液脳関門のため、内因性のコレステロール合成による供給に
依存していると考えられていたが、実証はされていなかった。そこでコレステロール合成経路の律速酵素である
HMG-CoA還元酵素(HMGCR)を脳特異的に欠損させたマウス(Nestin-Cre HMGCR KO)を作製したところ、Nestin-Cre 
HMGCR KOマウスは脳底部以外が原器のみでほとんど欠損し、生後間もなく死亡した。本研究では脳形成や神経新
生に内因性コレステロール 合成が重要である点とその分子メカニズムを明らかにしている。

研究成果の概要（英文）：Due to blood-brain-barrier, supply for cholesterol in brain has been thought
 to depend upon endogenous synthesis of cholesterol, which has not been precisely proved.  We 
created brain-specific KO mice of HMGCR, a rate-limiting enzyme for biosynthetic pathway of 
cholesterol (Nestin-Cre HMGCR KO).  Nestin-Cre HMGCR KO exhibited complete deficiency of brain, 
especially brain cortex except brain stem, and died soon after birth.  We proved the hypothesis that
 endogenous cholesterol is crucial for brain formation and neurogenesis, and clarified the molecular
 mechanism by the primary culture and neurosphere experiments.    

研究分野：脂質代謝

キーワード： コレステロール 　神経分化　HMGCoA還元酵素　脳形成　ニューロン　アストロサイト　神経新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳細胞は脂質に富み特にコレステロールは脳形成に必須とされているが、その生合成系酵素を欠損させることに
より大脳や小脳の形成に必須であることを明確に示すことができた。またニューロンとアストロサイトの関与に
ついても示唆に富むデータが得られた。我々が作成した３種のHmgcr BKOをさらに解析することにより、いまま
で謎であった神経新生に関するコレステロールの関与が明らかになり、認知症をはじめとする神経精神疾患、脳
の高次機能に対する脳コレステロールの新しい臨床的アプローチが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは脂肪酸・コレステロール合成を統括する転写因子 Sterol regulatory element 
binding protein (SREBP)の解析を行ってきた。SREBP のバリアントの一つ SREBP-2 がコレステ
ロール合成系遺伝子の発現を調節し、脂質異常症の発症に関わることを明らかにし、コレステロ
ールが生命現象全体に大きく寄与することを実感してきた。SREBP-2 の標的遺伝子の１つに
Hydroxyl-methyl-glutaryl-Co-A reductase (HMGCR) HMGC 還元酵素があり、研究代表者らはこ
の酵素の個体レベルでの機能を明らかにするため、HMGCR を全身で欠損した。しかしながら、こ
のマウスは胎生致死であった(Ohashi JBC 2004)。そのため、組織特異的なノックアウトマウス
をさせなくては HMGCR の個体レベルでの生理的な機能は明らかにできないと認識させられた。 
HMGCR は脂質異常症治療薬スタチンの標的遺伝子である。スタチンは HMGCR の機能を阻害し、
コレステロール合成を抑制し、血中コレステロール値を効果的に低下させる。そのため、スタチ
ンは世界各国で汎用されてきている。しかしながら、副作用として横紋筋融解症を発症させ、重
篤化すると死に至らしめてしまう。それにも関わらず、その発症メカニズムについては未だ明確
な答えは出ていない。そのため、研究代表者らはスタチンの標的である HMGCR を骨格筋でノック
アウトしたマウスを作成した。想定通りに骨格筋細胞は生存できず、細胞死と再生を繰り返す横
紋筋融解症を呈したこのマウスの骨格筋細胞は細胞死が誘導されたため、筋肉が委縮した(Osaki 
BBRC 2015)。このように研究代表者らは個体レベルでのコレステロールの生理的意義を初めて
実証した。 
コレステロール分子自体は動物細胞にとっては生体膜の構成物質であるとともに、様々な生
命現象に関わる重要な化合物である。脳はコレステロール含量の多い組織の一つであり、個体で
最も重要な組織である。脳のコレステロールの９０％は脳内で合成される。それは血中のコレス
テロールは脳血管関門を通過できないためである。そのため、コレステロールが原因となる脳に
関連する病態は脳内コレステロール合成に起因することになる。さらにコレステロール含量の
多い組織の一つであり、個体で最も重要な組織、”脳”で HMGCR をノックアウトするマウスを作
成した。このマウスは脳が形成されず、生後すぐに死亡してしまう結果をすでに得ている(未発
表)。また、初代培養を用いた解析ではニューロン細胞への分化に異常が観察されている(未発
表)。 
 
２．研究の目的 
本課題ではさらに脂質を多く含む脳に着目し、脳で HMGCR を欠損し、脳でコレステロールが作
れないマウスを作成し、脳におけるコレステロール合成の重要性について個体レベルで検討し
た。作成した脳特異的 HMGCR ノックアウト(KO)マウスは胎児期の脳形成に異常があり、脳の大部
分が形成されない。脳の発生・分化における脳内・細胞内コレステロール合成の意義をニューロ
ンとアストロサイトの機能分化に視点をおきながら本課題では明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） Nestin-Cre HMGCR KO マウスの解析 
①マウスの表現型（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Nestin Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、神経幹細胞で特異的に HMGCR がノック
アウトされるマウスを作成した。P0の脳をホルマリンで固定し、パラフィン切片を作成した後、
ヘマトキシリンエオジン染色を行った。胎生期（12.5 日（E12.5）、14.5 日（E14.5）、16.5 日
（E16.5））、出生直後（P0）において体重、脳重量、脳コレステロールの測定を行った。 
②免疫蛍光染色（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Nestin-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、E14.5、P0 のマウスの脳をホルマリン
で固定し、パラフィン切片を作成した。その後、Ki67、cleaved caspase-3 で免疫蛍光染色を行
った。 
③初代神経細胞培養（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Nestin-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、胎生 14.5 日（E14.5）の胎仔脳の大脳
皮質を用いて、初代培養を行った。FBS 0%のニューロン条件と、血清添加（FBS 5%）、メバロン
酸添加、LDL 添加でのレスキュー実験を行った。TUJ1, GFAP, DAPI を用いて免疫蛍光染色を行
い、細胞を観察した。 
④ニューロスフェアアッセイ（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Nestin-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、胎生 14.5 日（E14.5）の胎仔脳の大脳
皮質を用いて、ニューロスフェアアッセイを行った。 
メバロン酸添加、LDL 添加でのレスキュー実験を行った。 
⑤RNA シークエンス（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Nestin-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、胎生 14.5 日（E14.5）および胎生 16.5
日（E16.5）の胎仔脳の大脳皮質を用いて、RNA シークエンスでの網羅的な解析を行った。 
 



（２）Synapsin-Cre HMGCR KO マウスの解析 
①マウスの表現型（Synapsin-Cre HMGCR KO マウス） 
Synapsin-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、神経細胞で特異的に HMGCR がノック
アウトされるマウスを作成した。 
②初代神経細胞培養（Synapsin-Cre HMGCR KO マウス） 
Synapsin-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、胎生 14.5 日（E14.5）の胎仔脳の大
脳皮質を用いて、初代培養を行った。FBS 0%のニューロン条件と、血清添加（FBS 5%）、メバロ
ン酸添加、LDL 添加でのレスキュー実験を行った。TUJ1, GFAP, DAPI を用いて免疫蛍光染色を行
い、細胞を観察した。 
 
（３）GFAP-Cre HMGCR KO マウスの解析 
マウスの表現型（GFAP-Cre HMGCR KO マウス） 
GFAP-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、アストロサイトで特異的に HMGCR がノッ
クアウトされるマウスを作成した。 
 
（４）Synapsin-/GFAP-Cre HMGCR KO マウスの解析 
マウスの表現型（Synapsin-/GFAP-Cre HMGCR KO マウス） 
Synapsin-Cre マウス、GFAP-Cre マウスと HMGCR flox マウスを掛け合わせ、神経細胞とアスト
ロサイトの両方で特異的に HMGCR がノックアウトされるマウスを作成した。 
 
４．研究成果 
（１） Nestin-Cre HMGCR KO マウスの解析 
①マウスの表現型（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
脳特異的ノックアウトマウス（Nestin-Cre HMGCR KO マウス）は、ホモ接合体では脳が著明に
低形成となった。ヘテロ接合体では明らかなフェノタイプを示さなかった。 
Nestin-Cre HMGCR KO マウスは、胎生致死ではないが、出生後 3日以内に死亡した。 
 Nestin-Cre HMGCR KO マウスの出生直後（P0）の仔は、コントロールと比較し、体重に差は認
めなかったが、脳重量は著明に低下を認めた。病理像では、大脳皮質と小脳で著明な低形成を認
めた。大脳皮質では、6層構造が形成されず障害されていた。 
 胎生期（12.5 日（E12.5）、14.5 日（E14.5）、16.5 日（E16.5））、出生直後（P0）において、体
重については、Nestin-Cre HMGCR KO マウスでコントロールと差を認めなかった。脳重量、脳コ
レステロールについては、Nestin-Cre HMGCR KO マウスでコントロールと比較し、E14.5 以降で
低下を認めた。 
②免疫蛍光染色（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Ki67 染色においては、P0の Nestin-Cre HMGCR KO マウスで染色細胞数の減少を認め、細胞増
殖の障害が示唆された。E14.5 では、Nestin-Cre HMGCR KO マウスとコントロールで差は認めな
かった。cleaved caspase-3 では、染色細胞数に差は認めなかった。 
③初代神経細胞培養（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
コントロール細胞と比較し、Nestin-Cre HMGCR KO マウス細胞では、神経細胞の突起伸長が著
明に障害された。血清添加、メバロン酸、LDL 添加を行うと、KO 細胞の突起伸長が改善した。
Nestin-Cre HMGCR KO マウス細胞での突起伸長の障害には、コレステロール欠乏が関連している
可能性が示唆された。 
④ニューロスフェアアッセイ（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
Nestin-Cre HMGCR KO マウス細胞のニューロスフェアは、形の異常を認めた。また、コントロー
ルと比較し、大きさや数の減少を認め、幹細胞の障害が示唆された。Nestin-Cre HMGCR KO マウ
ス細胞に、メバロン酸、LDL を添加すると、ニューロスフェアの形の異常が回復した。また、ニ
ューロスフェアの大きさも回復した。 
⑤RNA シークエンス（Nestin-Cre HMGCR KO マウス） 
E14.5 では、コントロールと Nestin-Cre HMGCR KO マウスを比較し、345 遺伝子に差を認めた（カ
ットオフ：Fold Change 2 以上、EDGE test 0.05 以下）。345 遺伝子のうち、33遺伝子が KO で低
下し、312 遺伝子が KOで増加していた。低下遺伝子の中に、脳形成にも関わる Tcf7l2 などが含
まれた。E16.5 では、コントロールと Nestin-Cre HMGCR KO マウスを比較し、83遺伝子に差を認
めた（カットオフ：Fold Change 2 以上、EDGE test 0.05 以下）。83遺伝子のうち、3遺伝子が
KO で低下し、80遺伝子が KO で増加していた。E16.5 では、E14.5 と比較し、差を認めた遺伝子
が少なく、E14.5 で認めた Tcf7l2 なども認めなかった。 
 
（２）Synapsin-Cre HMGCR KO マウスの解析 
①マウスの表現型（Synapsin-Cre HMGCR KO マウス） 
神経細胞特異的ノックアウトマウス（Synapsin-Cre HMGCR KO マウス）は、コントロールと比較
し、脳重量に差は認めなかった。Synapsin-Cre HMGCR KO マウスでは、Nestin-Cre HMGCR KO マ
ウスで認めたような、脳の低形成は認めなかった。Synapsin-Cre HMGCR KO マウスは、胎生致死
ではないが、出生後 9日以内に死亡した。 
②初代神経細胞培養（Synapsin-Cre HMGCR KO マウス） 



コントロール細胞と Synapsin-Cre HMGCR KO マウス細胞で、神経細胞の突起伸長や形成に差を
認めなかった。Nestin-Cre HMGCR KO マウス細胞で認めたような、神経細胞の突起伸長障害は認
めなかった。Synapsin-Cre HMGCR 細胞で突起伸長が障害されなかったことから、Nestin-Cre 
HMGCR KO 細胞で認めた神経細胞の突起伸長障害には、幹細胞が関連している可能性が示唆され
た。 
 
（３）GFAP-Cre HMGCR KO マウスの解析 
アストロサイト特異的ノックアウトマウス（GFAP-Cre HMGCR KO マウス）は、コントロールと
比較し、脳重量に差は認めなかった。GFAP-Cre HMGCR KO マウスでは、Nestin-Cre HMGCR KO マ
ウスで認めたような、脳の低形成は認めなかった。GFAP-Cre HMGCR KO マウスは、1年以上長期
生存するが、出生後 6ヶ月頃に運動障害を生じた。 
（４）Synapsin-Cre + GFAP-Cre HMGCR KO マウスの解析 
神経細胞とアストロサイトの両方で特異的に HMGCR がノックアウトされるマウス（Synapsin-
/GFAP-Cre HMGCR KO マウス）は、コントロールと比較し、脳重量に差は認めなかった。Nestin-
Cre HMGCR KO マウスで認めたような、脳の低形成は認めなかった。Synapsin-/GFAP-Cre HMGCR 
KO マウスは、胎生致死ではないが、Synapsin-Cre HMGCR KO マウスと同様に、出生後 9日以内に
死亡した。神経細胞およびアストロサイトを共に HMGCR を欠損しても、Nestin-Cre HMGCR KO マ
ウスのような脳の低形成を示さなかったことから、脳の低形成の原因は、幹細胞にあることが示
唆された。 
 
脳のコレステロールは血液脳関門のため、内因性のコレステロール合成による供給に依存し
ていると考えられていたが、実証はされていなかった。脳特異的に欠損させたマウス(Nestin-
Cre HMGCR KOH)を作製したところ、Nestin-Cre HMGCR KO マウスは脳底部以外が原器のみでほと
んど欠損し、生後間もなく死亡した。興味深いことに Synapsin-Cre を用いたニューロン特異的
あるいは GFAP-Cre 用いたグリア細胞特異的に、さらに両方を欠損させても脳形成に異常は認め
られなかった。したがって、脳形成における HMGCR の重要性は、ニューロンかアストロサイトの
細胞特異性よりも、ネスチンが発現する神経新生の時期特異性が重要と推測された。現在、ニュ
ーロスフェア形成実験で HMGCR の神経発生における重要性が確認されつつある。一方、Nestin-
Cre HMGCR KO マウスの初代培養細胞では、神経樹状突起の伸長など神経系への分化異常が LDL
コレステロールの補充でレスキューできることから、本表現型ではコレステロールが鍵をにぎ
っていることが明白である。HMGCR、そして細胞内コレステロール 欠損による細胞膜やマイクロ
ドメインの異常と神経発生に必要な Notch、Wnt、SHH などのシグナルとの連動性を検討中であ
る。また、うつ病やアルツハイマー型認知症では、脳内コレステロールの低下が発症に関与して
いること、脳特異的な Hmgcr の欠損を生後誘導させると行動異常が観察されることから、本研究
成果を脳神経系疾患の病態シグナチュアの同定へと展開させる予定である。 
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