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研究成果の概要（和文）：有髄神経軸索のランビエ絞輪両隣には、活動電位発生に関与する電位依存性チャネル
の局在化に必須の構造、髄鞘-軸索間結合paranodal axoglial junction(AGJ)が存在する。本研究では、AGJ形成
が軸索表面の膜タンパク質の局在化のみならず、軸索内部の小胞体(ER)および小胞体―ミトコンドリア近接部位
(MAM)の分布にも影響を及ぼすことを明らかにした。AGJ形成不全軸索では、ERに局在するカルシウムチャネル
IP3R1の集積が軸索局所に認められ、この集積を引き金に軸索腫脹を引き起こす。すなわち、AGJが軸索内カルシ
ウム恒常性維持に極めて重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Myelin loops attach to the axonal membrane and form paranodal axoglial 
junctions (AGJ) at paranodes adjacent to nodes of Ranvier. AGJ play important roles in the 
organization and maintenance of molecular domains in myelinated axons. To better understand how AGJ 
regulate axonal functioning, we studied cerebroside sulfotransferase knockout (CSTko) mice that 
partially lack of AGJ. In CSTko cerebellar Purkinje axons, IP3R1-positive focal accumulations were 
the earliest finding in the axonal swellings, and subsequent the accumulation of MAM-related 
proteins were observed. CSTko/IP3R1heterozygote mice have less than half the normal level of IP3R1, 
and we found a marked decrease of the number of swellings, which suggesting that the focal 
accumulation of IP3R1 triggers cerebellar Purkinje axonal swellings and subsequent Purkinje cell 
death in CSTko mice. Our results imply that AGJ may have an important role in Ca2+ homeostasis in 
myelinated Purkinje axons.

研究分野： 神経生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊椎動物神経軸索の多くは、生後軸索周囲に髄鞘を形成することにより跳躍伝導を可能にする。しかしながら一
旦形成された髄鞘が障害を受けると、無髄軸索に戻るのではなく軸索変性が生じる。軸索に髄鞘を繋ぎ止める部
位であるAGJは、損傷を受けやすい構造であり、わずかなAGJの崩壊が限局した軸索腫脹を引き起こすことが本研
究から示唆された。また、軸索腫脹の引き金が、カルシウム恒常性維持に関与する分子IP3R1の軸索局所での過
剰発現であることを示し、IP3R1の発現を抑制すると軸索腫脹およびその後の神経細胞死を改善することができ
た。この結果は多発性硬化症など脱髄性疾患の初期病態を理解する一助となると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景  
脊椎動物の神経軸索の多くは周囲を髄鞘に覆われている。髄鞘は神経軸索を絶縁し、効率よ

く跳躍伝導を引き起す必要不可欠な構造であるが、それだけではない。ランビエ絞輪部両隣パ
ラノード部位では、軸索と髄鞘が直接接して paranodal axo-glial junction (AGJ)を形成する。生後、
軸索周囲を髄鞘が巻き始め AGJ が形成されると、軸索表面全体に存在していた電位依存性ナト
リウムチャネルはランビエ絞輪に、電位依存性カリウムチャネルはパラノードの隣ジャクスタ
パラノードに局在を変える(Ishibashi et al. 2002; Arancibia-Carcamo et al. 2014)。すなわち、AGJ
は軸索表面のチャネルの局在変化・維持に必須の障壁として働いている。ところが、AGJ 形成
不全を呈するマウス、cerebroside sulfotransferase 欠損 (CSTko) マウスを用いた研究より、AGJ
が軸索表面分子の局在だけではなく、ミトコンドリアや小胞体の分布など軸索内動向にも積極
的に関与していることが明らかになってきた。 

CSTko マウスは、髄鞘の主要糖脂質であるスルファチド合成酵素が欠損し、中枢・末梢神経
軸索ともに AGJ 形成不全を示すが、脱髄は引き起さないため (Honke et al. 2002)、AGJ の機能
を調べるための最適なモデル動物である。最近 CSTko マウス小脳を用いた研究より、以下の所
見を見出している。小脳プルキンエ細胞特異的に 1）軸索の腫脹が認められること、この軸索
腫脹は週齢を経るにつれ大きくなり、数も増加し、最終的にミトコンドリアや軸索骨格タンパ
クなどが蓄積し軸索輸送障害が認められること、2）軸索腫脹部位はパラノードではなく、コン
パクトミエリンに覆われたインターノード部分であり、3）神経症状が見られるより前、髄鞘が
形成されるとすぐ軸索腫脹は認められること(生後 11 日)。また、興味深いことに、軸索腫脹の
極めて初期の変化として、IP3誘導性のカルシウムチャネルである I 型 IP3受容体(IP3R1)の集積
がある (Ishibashi et al. 2015)。さらに、欠損軸索では、滑面小胞体(ER)が過剰に層構造を成して
いる所見も認められる(第 58 回日本神経化学会発表)。In vitro で IP3R1 を過剰発現させると ER
が同様の形態変化を示すことが報告されている(Takei et al. 1994)。つまり AGJ 形成不全を呈す
る CSTko 軸索では、局所的に IP3R1 が過剰になりカルシウム濃度が上昇している可能性が示唆
された。 
 IP3R は細胞内カルシウム貯蔵庫からカルシウムを放出するチャネルであり、ER に存在して
いる（Takei et al. 1992）。なかでも IP3R1 は小脳プルキンエ細胞に豊富に発現し、樹状突起のス
パイン形成やシナプスにおける機能など様々な働きが明らかになっている (Mikoshiba 2007)。
しかしながら、IP3R1 の軸索での役割はほとんど明らかにされておらず、また髄鞘との関係に
ついては全く報告がない。 
 
２．研究の目的 
有髄神経軸索のランビエ絞輪部両隣には、活動電位発生を担っているチャネル分子の局在化

に必須の構造、髄鞘-軸索間結合 paranodal axo-glial junction (AGJ)が存在する。この AGJ が軸索
表面分子の局在だけではなく、ミトコンドリアの分布など軸索内動向に積極的に関与している
ことが、明らかになりつつある。本研究では、AGJ の軸索機能恒常性維持における役割、特に
カルシウム調節に関与している分子 IP3R1 や ER の軸索内局在変化を、どのように制御してい
るのか明らかにすることを目的とする。得られた結果は、神経系における髄鞘の新たな機能を
理解するだけではなく、脱髄性疾患等における初期の軸索変化を理解する手掛かりになると考
えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）CST/ IP3R1double ko マウスの解析 

CSTko マウスプルキンエ細胞軸索の腫脹は、IP3R1 の限局的な集積が引き金になっている可
能性があり、IP3R1 がなければ軸索腫脹は生じないのではないかと推測された。この仮説を検
証するため、CST/IP3R1double ko マウスの解析を行った。IP3R1-/-マウスは生後 14 日前後で死
んでしまうため、CST-/-/IP3R1+/-マウスを解析に使用した。具体的には、軸索腫脹が明らかに
認められる生後 18 日齢、4 週齢、および腫脹部が多くなり、数も増加する 8 週齢マウスを灌流
固定後、小脳凍結切片を作製し、抗 calbindin 抗体、抗 Caspr 抗体（AGJ のマーカー）、および
抗 IP3R1 抗体などを用いて、免疫組織化学的に解析した。コントロールとして同腹の正常およ
び CST-/-マウスも同時に使用し、各週齢 3 匹以上の動物を用いた。 
 
（２）小脳組織由来 in vitro 髄鞘培養系を用いた解析 
AGJ 形成不全を呈すると、なぜパラノード部分ではなく、髄鞘に覆われたインターノード部分



に軸索の異常、すなわち軸索腫脹が生じるのか非常に興味深い。IP3R1 の集積が最も初期の変
化であることより、IP3 シグナリングの関与が示唆される。IP3 は細胞内カルシウムストアから
カルシウム放出を制御するセカンドメッセンジャーであり、細胞外からの刺激に応じて、様々
な細胞機能を調節することが知られている(Mikoshiba J Neurochem. 2007)。例えば、小脳平行線
維の活動は、神経終末からのグルタミン酸放出を起こし、プルキンエ細胞において mGluR 依存
的に IP3シグナリングを活性化する (Furutani et al. PNAS 2006)。しかしながら、軸索で IP3産生
が果たしている役割に関して、知見は非常に乏しい。申請者は、髄鞘形成、特にオリゴデンド
ロサイトが軸索に接すること（あるいは AGJ 形成）自体が、軸索への刺激になり、IP3 シグナ
リングを活性化している可能性を考慮した。この仮説を検証するためには、オリゴデンドロサ
イトの突起の変化、および AGJ 形成を、経時的に観察可能な in vitro 髄鞘培養系を用いる必要
がある。生後 1 日齢マウス小脳を無血清培地で培養しプルキンエ細胞が成熟した後に、別に準
備したオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)を加える方法、あるいは胎生 12.5 日目の胎児小脳
を分離し神経とグリア細胞の混合培養を行った。 
 
４．研究成果 
（１）CST/ IP3R1double ko マウスの組織学的解析 
 AGJ 形成不全を呈する CSTko マウスプルキンエ細胞軸索の
腫脹の引き金が軸索局所での IP3R1 の過剰発現であるのか明
らかにするために、CST-/-/IP3R1+/-マウスを作成した。作成し
たマウス小脳ホモジネートを用いて IP3R1 のタンパク量を調
べると、CST-/-/IP3R1+/+および CST+/+/IP3R1+/+マウスと比較して
半分以下に減少していた（右図 A, B）。このマウスの小脳切片
を用いて免疫組織学的解析を行った結果、CST-/-/IP3R1+/+と比
較して CST-/-/IP3R1+/-マウス小脳では軸索腫脹が顕著に減少し
ていた（右図 C, D）。したがって、CST 欠損マウス小脳プルキ
ンエ細胞軸索の腫脹の原因が、IP3R1 の軸索局所での過剰発現
であることが強く示唆された。IP3R1 量が半分以下である
CST-/-/IP3R1+/-マウスは、12 ヶ月齢 CST-/-/IP3R1+/+マウスで認め
られた、顕著な軸索変性およびプルキンエ細胞の脱落などは認められなかった。以上の結果よ
り、小脳プルキンエ細胞軸索において、IP3R1 の量を制御することが軸索恒常性維持に重要で
あることが示唆された。 
 
（２）髄鞘形成に伴うプルキンエ細胞軸索 IP3R1 の分布の変化 

 IP3R1 は小胞体に存在するカルシウムチャネルである。
AGJ 形成不全を呈する CSTko 軸索で IP3R1 の局在が変化
していたことより、正常発達期、髄鞘形成に伴い IP3R1
の分布が変化する可能性が考えられた。そこで、正常マ
ウス髄鞘形成時期に、AGJ 形成と IP3R1 局在変化を調べ
た結果、軸索全体に存在していた IP3R1 が、AGJ のマー
カーである Caspr のパラノードへの局在化に伴いインタ
ーノード部分に限局することを見出した（左図 A, B）。In 
vitro の髄鞘形成培養系で、髄鞘形成に伴う IP3R1 の局在
を詳細に調べた結果、髄鞘形成に伴い、ミエリンタンパ
ク質であるMBP 陽性のインターノード部位に IP3R1に集
まっていることが分か
った（左図 E）。それに
対して、細胞質に存在す

るカルシウム結合タンパク質である Calbindin は MBP の局在
に関係なく、軸索全体に分布していた（左図 F）。したがって、
髄鞘形成特に AGJ 形成が、軸索 IP3R1 の局在を変化させるこ
とが明らかになった。 
 
（３）CSTko プルキンエ細胞軸索腫脹部位の構造 
 CSTko マウス小脳プルキンエ細胞軸索の変化を電子顕微鏡



で詳細に調べた結果、発達期髄鞘形成の初期である生後 11 日にすでに腫脹している所見が認め
られ（右上図 A）、小胞体の多重層構造も有髄軸索内に認められた（右上図 B）。この多重層構
造を呈する小胞体は、IP3R1 を過剰発現した場合に認められる所見であることが報告されてい
る。したがって、免疫組織学的解析による IP3R1 陽性腫脹の所見（右上図 C）と、電子顕微鏡
解析による小胞体の層構造所見は、同じ変化を見ている可能性が強く示唆された。軸索腫脹内
をさらに詳細に観察した結果、小胞体とミトコンドリアが近接する部位 mitochondria-associated 
ER membrane (MAM)と呼ばれる構造が散見された（右上図 D）。IP3R1 は小胞体に存在するタン
パクであるが、MAM にも豊富に存在することが知られている。したがって、IP3R1 陽性軸索腫
脹部位に、MAM に存在するその他のタンパクも集積している可能性が考えられた。MAM に局
在する小胞体側のタンパクとして Sig1R、ミトコンドリア側のタンパクとして Mfn2 に対する抗
体を用いて免疫染色をした結果、IP3R1 陽性の腫脹部分に Sig1R（右上図 E）および Mfn2（右
上図 F）の陽性所見が認められた。以上の結果より、IP3R1 陽性の軸索腫脹部位には、MAM の
構造が認められることが明らかとなった。 
 
（４）IP3R1 陽性軸索腫脹形成にともなう MAM 構成分子の局在変化 

 IP3R1 陽性軸索腫脹部位に MAM 構成分子の集積が
認められたが、それ以外の部位には Sig1R および Mfn2
陽性所見は認められなかった。すなわち、軸索 IP3R1
の局在変化が、他の MAM 分子の局在に影響を及ぼし
ている可能性が示唆された。そこで、生後 18 日の腫脹
形成初期および、腫脹の数が増え大きくなっている時
期である４ヶ月齢の小脳切片を用いて、MAM 部位で
IP3R1 と結合していることが明らかになっている分子
GRP75 および VDAC および、ERLIN2 の局在を調べた。
その結果、ERLIN2（左図 A）、GRP75（左図 B）、およ
び VDAC（左図 C）いずれも、IP3R1 陽性腫脹部位にの
み陽性所見が認められ、腫脹部位以外の軸索部分には
局在していなかった。すなわち、IP3R1 の軸索局所への
過剰発現が MAM に存在する他の分子の局在に影響を
及ぼすことが示唆された。以上の結果、AGJ 形成が
IP3R1 のみならず MAM に存在する分子の軸索ない局
在にも関与していることが示唆された。 
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