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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、髄鞘膜蛋白質PLP1のアミノ酸置換変異により中枢神経系の髄鞘形成
不全を呈するPelizaeus-Merzbacher病を引き起す細胞病態機序を解明することである。従来知られて来た
unfolded protein responseに加え、我々は変異体PLP1がER-Golgi体輸送経路を担うCOPII小胞の形成を障害する
ことにより、細胞で産生される他の正常な膜蛋白質や分泌蛋白質の輸送を障害することを明らかにした。またこ
の細胞病態には、細胞内カルシウム濃度の調整障害が関与している可能性が示唆されたので、今後この分子機序
をさらに明らかにしていく予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to delineate the cellular pathogensis of a 
hypomyelnating leukodystrophy, Pelizaeus-Merzbacher disease caused by amino-acid substitution in the
 PLP1, which a myelin membrane protein in the central nervous system. In addition to the unfolded 
protein response, we identified that the mutant PLP1 disturb the transport of normal membrane and 
secretary proteins by impairing the formation of COPII vesicle that serve as transporting vehecles 
from ER to Golgi apparatus. 

研究分野： 神経遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Pelizaeus-Merzbacher病は、生涯にわたって重度の障害を伴う小児の遺伝性神経難病であり、現在治療法はな
い。原因遺伝子であるPLP1のアミノ酸置換変異がオリゴデンドロサイトに引き起こす細胞毒性が著明な中枢神経
系の髄鞘化不全を引き起こすことが疾患の本態と考えられているが、この細胞毒性の分子機序はこれまで不明で
あった。今回、ER-Golgi体輸送経路の障害が明らかになり、さらにCOPII小胞の形成が障害されることを明らか
にしたので、今後これを分子標的とした治療法開発を行うことが可能になると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 枢神経系の髄鞘膜蛋白質 PLP1 のアミノ酸置換変異は、重篤な先天性大脳白質形成不全症で
ある Pelizaeus-Merzbacher 病（PMD）の原因となる(1)。PMD では、生直後から始まる大脳の髄
鞘化に伴って発現が急上昇する変異体 PLP1 が ER に蓄積し、これが UPR を誘導し、最終的にオ
リゴデンドロサイト（OLs）の細胞死を引き起すことが主たる病態と考えられて来た。しかし
UPRの CHOP経路など細胞死シグナル経路を遮断してもOLsの細胞死を抑制できないことから(2)、
変異体 PLP1 に起因する PMD の細胞病態は、UPR 以外に別の機序が存在することが示唆されてい
るが、その詳細は全く不明である。 
(2) 我々はこれまで得られた知見から、本疾患における新規病態仮説として、ER ストレ
スと UPR 仮説に加え、変異体 PLP1 の小胞体（ER）への蓄積によって他の正常な分泌蛋
白質や膜蛋白質の輸送障害が起こり、
正常な細胞機能を維持出来ず、破綻し
てしまうこと、すなわち ER-Golgi 体
分泌経路の輸送障害が、PMD の主要
な病態になっているのではないかと
考えた。 
 
２．研究の目的 
変異体 PLP1 蛋白質の分泌経路障害モデ
ルを実証し、その PMD の新規分子病態機
序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
PMD の新規病態機序を明らかにするために、PLP1 のアミノ酸置換変異体を用いて、HeLa 細胞な
どの不死化細胞、マウスオリゴデンドロサイト（OLs）初代培養細胞、PMD モデルマウス、ヒト
PMD 患者由来 iPS 細胞を用いた細胞生物学的手法により、以下の４点について明らかにする。 
(1) 変異体 PLP1 は OLs において ER-Golgi 分泌経路を通る蛋白質の輸送を障害するのか 
(2) 変異体 PLP1 の分泌経路障害作用はどのような分子機序を介するのか 
(3) ER-Golgi 分泌経路の輸送障害は生体や患者細胞の病態を反映しているのか 
(4) ER-Golgi 分泌経路の輸送障害は PMD に対する治療標的病態になるのか 
 
４．研究成果 
(1) VSVG を用いた ERから Golgi 体までの輸送機能評価 
 VSVG は、40℃では ER に蓄積するが、32℃で ER から細胞膜に向かって移動を開始するため、
この特性を利用して継時的にERからGolgi体を経て細胞膜への移動をトレースすることができ
る。そこで、HeLa 細胞に蛍光蛋白質 YFP と融合した VSVG と変異体あるいは野生型の PLP1 を共
発現させ、継時的にその局在部位を細胞免疫染色およびウェスタンブロットにより観察した。
変異体 PLP1 は重症型 PMD の原因となる A243V に加え、軽症型 PMD となる I187T および W163L
を用いた。その結果、Golgi 体マーカーの GM130 の免疫染色において、野生型 PLP1 は VSVG の
分泌経路での移動速度にほとんど影響を与えず、１時間後にはほとんどの VSVG が細胞膜に到達
したのに対し、A243V 変異では VSVG は ER に局在したまま、１時間後にも全く Golgi 体に移動
していなかった。同様に endoglycosylaseH を用いた翻訳後修飾の酵素感受性による分離を用い
たウェスタンブロットによる局在部位の定量的解析でも、野生型 PLP1 は継時的な局在部位に影
響を与えない一方で、A243V 変異 PLP1 共発現はゴルジ体に移動した VSVG の割合は 1/3 にすぎ
なかったことから、ERから Golgi 体への輸送が障害されていることが明らかになった。興味深
いことに、軽症型 PMD となる I187T および W163L は両者の中間の値となり、この ER-Golgi 輸送
障害と細胞病態と関連する可能性のみならず、疾患の重症度にも関与する可能性が示唆された。 
 
(2) GFP 癒合合成膜タンパクを用いた輸送機能評価 
 変異体 PLP1 が VSVG の ER から Golgi 体への輸送を障害することが(1)で明らかになったが、
我々は以前 HeLa 細胞を用いた解析で同様の現象が他の分泌蛋白質や膜蛋白質でも生ずること
を明らかにしている。一方で、オリゴデンドロサイトでも同様に変異体 PLP1 が他の分泌蛋白質
や膜蛋白質の輸送を障害するのかは不明である。そこで、オリゴデンドロサイト細胞株 OliNeu
細胞を用いて、細胞膜局在型 GFP および GFP 融合 MOG を用い、変異体 PLP1 共発現によるこれら
の輸送に対する影響について細胞免疫染色により行なった。その結果、HeLa 細胞と同様に変異
体 PLP1 は、本来細胞膜に局在するこれらの蛋白質を ER に局在変化させることが明らかになっ
た。従って、内在性 PLP1 が発現するオリゴデンドロサイトにおいても変異型 PLP1 が ER-Golgi
分泌経路を障害することが示唆され、PMD の細胞病態に関与していることが示唆された。 
 
(3) COPII 小胞の形成に対する影響 
変異型 PLP1 が ER から Golgi 体への蛋白質の輸送を障害する分子機序は不明である。細胞内分
泌系輸送には、ER、Golgi 体を経て細胞膜に至る各経路で異なる小胞輸送が役割を担うことが

図 1. ER-Golgi 体分泌経路の輸送障害モデル。変異体 PLP1
は UPR を活性化するとともに、細胞内の膜蛋白や分泌蛋白の
正常な輸送を障害し、細胞の機能と恒常性維持に支障を来す。



知られており、ERから Golgi 体への順方向の輸送は COPII 小胞が、Golgi 体から ER への逆方向
の輸送は COPI 小胞が担う。これまでの解析から変異体 PLP1 が ER から Golgi 体への順方向の輸
送を障害することが明らかになっているので、まず COPII 小胞による輸送の各段階について、
変異型 PLP1 が及ぼす影響の有無を HeLa 細胞で検索した。COPII 小胞は、ERの特定の部位に形
成されるが、この部位は ER exit site（ERES）と呼ばれ、スキャフォールド分子として Sec16
が知られている。ERES に COPII 小胞を形成する最初のステップとして、ERES にあるそのアッセ
ンブリーファクターSec12 に SarI がリクルートされる。その後、COPII 小胞の内膜を形成する
コート蛋白質として、Sec23/Sec24 が小胞を形成し、その後、外膜形成コート蛋白質 Sec30/Sec31
がリクルートされ、COPII 小胞が完成する。野生型 PLP1 あるいは A243V 変異 PLP1 共発現によ
る影響を、これらの各段階で重要な役割を果たす蛋白質の発現量と細胞内局在についてウェス
タンブロット（Sec16A、Sec12、Sar1、Sec23、Sec24C、Sec31A）と細胞免疫染色（Sec16A、Sec24C、
Sec31A）にて検証した。発現量に関しては、どの蛋白質についても野生型と変異型 PLP1 の共発
現による相違は見られなかった。一方で、局在については Sec16A による ERES の構築に相違は
見られなかったが、COPII 小胞を構成する Sec24C、Sec31A の ERES への集束が全く見られない
ことから、変異型 PLP1COPII 小胞の形成が阻害されていることが明らかになった。 
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