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研究成果の概要（和文）：

一連の膜骨格蛋白 4.1 ファミリーの研究中に見出したマウス末梢神経系シュワン細胞ミエリン
のシュミット・ランターマン切痕（SLI）における 4.1G 膜骨格蛋白複合体について、4.1G 遺伝
子欠損マウスを作製して検討した。シグナル蛋白 MPP6 は 4.1G で免疫沈降され、4.1G 欠損神経
で蛋白発現量は激減し、4.1G が MPP6 の SLI への局在化と蛋白産生を制御する役割が考えられ
た。一方接着分子 CADM4 の 4.1G 欠損神経での SLI 局在消失により、4.1G の CADM4 膜内輸送局
在化への役割が明らかとなった。さらに高月齢の4.1Ｇ欠損神経におけるSLI円錐台の高さが、
野生型と比較して優位に減少することより、4.1G 蛋白複合体の SLI の形態形成への関与がわか
った。今回見出した SLI の 4.1G-MPP6-CADM4 複合体が、末梢神経線維での外力緩衝機構が示唆
される。

研究成果の概要（英文）：
We describe that the 4.1G colocalized at SLI with a member of the membrane-associated
guanylate kinase (MAGUK) family, membrane protein palmitoylated 6 (MPP6), and an
immunoglobulin superfamily-cell adhesion molecule, CADM4. In 4.1G-knockout mice, both
MPP6 and CADM4 were mostly localized in cytoplasm near Schwann cell nuclei, indicating
abnormal protein transport. SLI shape was altered in aged 4.1G-knockout mouse nerves
compared to that of wild-type mice, indicating functional significance of CADM4 for
adhesion. Another immunoprecipitation experiment revealed that MPP6 was interacting with
4.1G. These findings indicate that the 4.1G has a specific role in targeting of MPP6 and
CADM4 to the SLI, and the novel 4.1G-MPP6-CADM4 membrane skeletal complex probably
maintains the structure of SLI as a reservoir against external mechanical forces.
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１．研究開始当初の背景
赤血球は、血管内を流動して全身に酸素を運
搬するために、赤血球膜裏側に「膜骨格」と
いう網目構造を形成して、外力に対抗してい
る。その膜骨格を構成する蛋白の一つである
プロテイン 4.1 は、網目を形成するスペクト
リン－アクチンと細胞膜内貫通蛋白質と結
合すると考えられている。このプロテイン
4.1 は４つのファミリー蛋白(4.1R, 4.1G,
4.1N, 4.1B)をもつが、私たちは 4.1B と 4.1G
に着目して、正常マウスおよびラットの臓器
における超微形態学的局在を明らかにして
きた。これらの検討より、4.1B および 4.1G
は、隣接する細胞や間質との接着に関与する
可能性が考えられ、種々の細胞分布が変化す
る変異マウスモデルにおける 4.1 の発現、局
在をもとに、「プロテイン 4.1 蛋白が各臓器
で組織形成時の接着機能を介した組織構築
に関与すること」を提唱した。これらの構造
の個体レベルでの生体内機能をさらに明ら
かにする上で「プロテイン 4.1 が生体に必須
であり、機能形態学的変化を個体レベルでも
たらすのか？」を解析することが必要となっ
た。このために 2006-2008 年にわたっては、
4.1B の遺伝子欠損マウスを作製して個体レ
ベルでの機能形態変化を研究した。今回、同
様の遺伝子操作による分子生物学的手法を
用いて 4.1G 欠損マウスを作製して検討する
ことにした。

２．研究の目的
プロテイン 4.1G 遺伝子欠損マウスを作製し、
4.1G が発現する組織－臓器において、顕微
鏡試料における構造や形態形成などの機能
への役割について野生型マウスとの比較に
よって明らかにすること、を目的とした。

３．研究の方法
(１）4.1G 遺伝子欠損マウス作製
①マウスゲノム DNA からのクローニング。
②ターゲティングベクターの構築。
③相同組換え ES 細胞作製。
④インジェクションとキメラマウス作製。
⑤F1 ヘテロマウス作製とジャームライント
ランスミッション確認。
⑥交配によるホモマウスを得る。

(２）4.1G 遺伝子欠損マウス解析
①光学もしくは電子顕微鏡による 4.1G 欠損
マウスの形態学的解析。
②4.1G 欠損臓器、組織における膜骨格構造の
接着装置にからむ微細構造解析。
③蛋白発現組織、臓器における 4.1G と関連
可能性のある蛋白質の 4.1G 欠損マウスにお
ける発現と局在変化の解析。

(３）新たな顕微鏡試料作製と解析法の試み
（生体内凍結技法との融合）

４．研究成果
4.1G 遺伝子欠損（変異）マウス作製を完

了（遺伝子、蛋白レベルで欠損を確認）。欠
損マウスの C57BL6J 系統への戻し交配も行い、
私たちが見出した精巣と末梢神経系におけ
る野生型マウスとの変化を検討した。

(１）精巣における 4.1G および 4.1B の役割
マウス精巣において、4.1Ｇが精粗細胞に発
現して CADM1 と結合していることを免疫沈降
法と免疫染色により明らかにした。しかし
4.1Ｇ欠損マウスさらに 4.1B とのダブルノッ
クアウトマウスにおいても、精子形成に関し
て野生型と大きな変化を認めないこと、また
CADM1 の局在があることより、4.1Ｇと CADM1
は結合するがその輸送や局在に必須な働き
をもつわけではないことが分かった。（論文
14）このことは次に述べる末梢神経系では
CADM1 ファミリーである CADM4 の局在が必須
であることと比較して、臓器によって 4.1 フ
ァミリー蛋白への依存度が異なることがわ
かった。

(２）末梢神経系における 4.1G の役割
膜骨格蛋白 4.1ファミリーの研究中に見出し
た、マウス末梢神経系のシュワン細胞ミエリ
ンにあるシュミット・ランターマン切痕
（SLI）における 4.1G が形成する膜骨格蛋白
複合体について遺伝子欠損マウスを作製し
て解析した。マウス末梢神経系における 4.1G
の、MPP6 と CADM4 蛋白との新規複合体を見出
した。MPP6 は、細胞骨格の輸送蛋白や微小管
に関わるシグナル蛋白と考えられているが、
作製した 4.1G 欠損マウス坐骨神経ではこの
蛋白発現量は激減し、4.1G が MPP6 の SLI へ
の局在化と同時に蛋白産生を制御する役割
が考えられた。一方 CADM4 は、細胞膜内接着
分子であり 4.1G 欠損マウス坐骨神経で SLI
への局在が消失することより、4.1G による
CADM4 の膜内輸送～局在化の役割が明らかと
なった。さらに 4.1G 欠損マウスの表現型と
して、高月齢の 4.1Ｇ欠損マウス坐骨神経に
おける SLI 円錐台の高さについて、野生型と
比較して優位な減少を認めたことより、4.1G
蛋白複合体が SLIの形態形成に関与すること
がわかった。（論文 1,4）この形態変化による
機能変化については、伸展などストレス耐性
の実験系を今後解析する必要がある。赤血球
において 4.1G のファミリー蛋白 4.1R が欠損
すると溶血性貧血というストレスに脆弱な
赤血球への変化を考慮すると、今回見出した
SLI での 4.1G-MPP6-CADM4 複合体が、末梢神
経系の神経線維にある外力に対する緩衝分



子機構であることが示唆される。
なお腸管神経叢にある無髄神経線維のシ

ュワン細胞突起に 4.1G が局在することも確
認して発表したが、この役割については現在
結合蛋白を含めて検討を継続している。

（３）凍結技法を用いた顕微鏡試料作製法
研究成果の（１）と（２）にあげた臓器にお
いても凍結技法を用いた形態や免疫組織化
学的な検討を行ったが、それに加えて生体の
状態をそのまま保持した解析法について検
討した。量子ドットは蛍光消退がきわめて少
ないナノ粒子であるが、これを血管注入した
あとに生体内凍結して切片作製を行うこと
で、秒単位での血流分布が解析できることを
発表した（論文 9）。また低分子生体物質のア
ミノ酸は従来の固定・脱水過程で容易に溶出
してしまうが、生体内凍結―凍結置換固定を
用いることで組織切片内にそのまま保持し
て免疫染色によって解析できることを発表
した（論文 20）。このような凍結技法による
共同研究についても、次項の論文リストにあ
るように発表し、今後の膜骨格蛋白複合体の
解析にも応用できると考えている。
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