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研究成果の概要（和文）：成獣ラットの終脳に存在するニューロンおよび各種グリア細胞において、核ラミナ構
築タンパク質であるラミン・サブタイプ（A/C, B1, B2）の構成パターンを免疫組織学的に解析した。ニューロ
ンおよび各種グリア細胞におけるラミン・サブタイプの構成パターンは、非神経系細胞のものと異なっており、
さらにニューロンおよび各種グリア細胞における構成パターンも細胞種の間で異なっていることが明らかになっ
た。またオリゴデンドロサイトの細胞分化過程において構成パターンが変動することも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated the composition of lamin subtypes (A/C, B1, 
B2), which are nuclear lamina proteins, in neurons and various glial cells of adult rat cerebral 
cortex using an immunohistochemical staining method. The constitution patterns for lamin subtypes in
 neurons and glial cells were different from those of non-neuronal cells. The constitution of lamin 
subtypes was also different between neurons and various cell types of glial cells. In addition, the 
constitution patterns for lamin subtypes fluctuated during oligodendrocyte differentiation process.

研究分野： ニューロンおよびグリア細胞の細胞分化と核膜構築、脊椎動物における成体ニューロン新生
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ラミン・サブタイプの組織分布については種々の臓器で報告があったが、中枢神経系のニューロンおよび各種グ
リア細胞におけるラミンの網羅的な免疫組織学的解析は申請者の報告が初めてである。申請者が過去に報告し
た、ニューロンの分化過程におけるラミン・サブタイプの変動パターンの解析と本研究の成果を合わせることに
より、ニューロンの分化とグリア細胞の分化における共通性も明らかになった。本研究により、ラミンの遺伝子
変異で発症する神経変性疾患の標的細胞の予測が可能となり、疾患の発症機序の解明、標的細胞の保護や再生、
疾患進行のコントロール、また創薬など、治療法の探索や開発が進むと予想される。



１．研究開始当初の背景 
 
核膜は核外膜と核内膜から構成され、核内膜は核ラミナといわれる網の目状の構造で裏打ちされ

ている。核ラミナを構成する主要なタンパク質は中間径フィラメントの１種であるラミンであり、
哺乳類のゲノム上には A/C、B1、B2 の３種類の遺伝子が存在する。核膜構築タンパク質の解析はラ
ミンを中心に進んできたが、その後、ラミンと相互作用する膜貫通タンパク質が複数同定され、さ
らに 2000 年代からこれらのタンパク質をコードする遺伝子変異によって体内のさまざまな組織に
先天性疾患が起きることが報告された。これらには神経変性疾患も含まれ、ラミン A/C 遺伝子の変
異では Charcot-Marie-Tooth 病（type 2B1）、ラミン B1 遺伝子の重複変異では成人発症型白質ジス
トロフィーが発症する。これらの疾患の発症機序の解明には、核膜構築タンパク質の神経系細胞に
おける分布パターンの詳細な解析が必要と考えられる。 
申請者らは、中枢神経系におけるニューロンおよびグリア細胞とラミンに関する一連の研究を行

なってきた。哺乳類の成個体には、側脳室壁の脳室下層および海馬歯状回の２か所のニューロン新
生領域が存在するが、申請者らはラットのニューロン新生領域におけるラミン・サブタイプの発現
パターンを解析した。神経幹細胞、神経前駆細胞、成熟ニューロンではラミン・サブタイプの発現
は異なっており、ニューロンの分化にともなってサブタイプの構成パターンが変動することを明ら
かにした（引用文献①）。また食肉目フェレットの成個体におけるニューロン新生領域の組織構築を
解析し、脳室構造などはげっ歯類と一部異なるものの、ニューロン分化に伴うラミン A/C と B1 の変
動パターンは種を超えて保存されていることを確認した（引用文献②）。さらに申請者らは成獣ラッ
トの網膜におけるラミン・サブタイプの分布パターンを解析し、成熟ニューロン間にもサブタイプ
の構成に違いがあり、ラミン A/C のスプライシング産物のうち、ラミン Cが優位に発現しているこ
とを見出した（引用文献③）。 
 
２．研究の目的 
 
脳内の成熟ニューロンおよび各種グリア細胞におけるラミン・サブタイプの構成パターンを解析す
る。またラミンと結合する核膜構築タンパク質の構成パターンについても解析を行なう。さらに成
熟ニューロンの脳内分布領域やニューロンのタイプによってラミン・サブタイプの構成に多様性が
見られるか、また最近明らかになってきた成個体における種々のニューロン新生領域において多様
性が見られるか解析する。また in vitro の培養条件で、グリア系細胞の分化における核膜構築タン
パク質の挙動を解析し、核膜構築タンパク質の変異導入実験の準備を開始する。 
 
３．研究の方法 
 
研究目的（当初の予定）のうち、論文（引用文献④）として発表した研究内容の方法について述べ
る。動物としては成獣ラット（オス、８週齢）を主に用いた。固定法や免疫染色の条件検索のため
に他種の動物を用いることもあった。動物組織の固定法は４％ホルムアルデヒド固定と熱処理によ
る抗原不活化、および１％ホルムアルデヒド弱固定のみ、の２種の方法を用いた。脳の浮遊切片は
クライオスタットで作成した。抗ラミン抗体と細胞種特異的なマーカータンパク質に対する抗体を
組み合わせ、免疫多重染色を行なった。抗体は市販のものを用いた。ラミン・サブタイプ（A、C、
B1、B2）に特異的な抗ラミン抗体は、主に先行実験で用いていたものを使用した。ニューロンの同
定には抗 NeuN 抗体および TOPRO-3（核酸に対する染色物質）を用いた。グリア系細胞に関して、ア
ストロサイトの同定には抗GFAP抗体、成熟オリゴデンドロサイトの同定には抗GST-pi抗体、抗olig2
抗体、抗 RIP 抗体、未成熟オリゴデンドロサイトの同定には抗 NG2 抗体、抗 olig2 抗体、ミクログ
リアの同定には抗 Iba1 抗体を用いた。非神経系細胞に関して、マクロファージの同定には抗 Iba1
抗体、抗 CD68 抗体、毛細血管の同定には抗 RECA-1 抗体、抗ネスチン抗体、抗ビメンチン抗体、髄



膜の同定には抗ビメンチン抗体を用いた。蛍光標識２次抗体を用いて免疫多重染色を行ない、切片
は共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
４、研究成果 
 
抗ラミン抗体は、通常の４％ホルムアルデヒド固定では適切な染色性が見られないため、各抗体

に応じて熱処理による抗原不活化や１％ホルムアルデヒドの弱固定を使い分けるなど条件検索を行
なう必要があった。一方の各細胞種のマーカータンパク質に対する抗体にも適切な固定法の条件が
あるため、使用抗体の組み合わせの検索に時間がかかった。さらに脳内に存在する非神経系細胞と
の比較解析の必要性が出て来たため、当初の研究予定を一部変更し、脳内の各種細胞におけるラミ
ン・サブタイプの網羅的な比較解析を中心に行なった（引用文献④）。 
スプライシング・バリアントであるラミン Aとラミン Cは非神経系細胞である血管系細胞とは異

なり、ニューロン、アストロサイト、成熟オリゴデンドロサイトではラミン Aは陰性で、ラミン C
のみ陽性であった。未成熟なオリゴデンドロサイト（OPC）ではラミン Cも陰性であった。ミクログ
リアは髄膜内のマクロファージと異なり、ラミン A、Cともに陰性であった。ラミン B1は未成熟な
オリゴデンドロサイトではニューロンや他のグリア細胞に比べて強陽性であった。ラミン B2 は、ニ
ューロンでは強陽性、他のグリア細胞では弱陽性であった。 
ニューロンやグリア細胞などの神経系細胞では他の組織における細胞とは異なりラミン Aが陰性

である点がユニークであり、しかもニューロンとグリア細胞の間でもラミン・サブタイプの存在パ
ターンに差が見られた。またオリゴデンドロサイトの分化過程においてラミン Cと B1 が変動するこ
とがわかった。このパターンは申請者が以前に報告していたニューロンの分化過程の変動と類似し
たパターンであった。またミクログリアとマクロファージにおいてラミン Aの存在に差が見られた。 
中枢神経系のニューロンおよび各種グリア細胞におけるラミン・サブタイプの網羅的な免疫組織学
的解析は申請者の報告が初めてである。本研究により、ラミンの遺伝子変異で発症する神経変性疾
患の標的細胞の予測が可能となり、疾患の発症機序の解明、治療法の探索や開発が進むと予想され
る。 
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