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研究成果の概要（和文）：膜骨格蛋白4.1G欠損マウスを用い、末梢神経髄鞘にある切痕において4.1Gが接着分子
cell adhesion molecule (CADM) 4、シグナル蛋白 membrane palmitoylated protein(MPP) 6とLin7蛋白を輸
送、4.1G欠損で髄鞘形成不全を起こし神経伝導速度低下による運動障害を起こすことを明らかにした。またMPP6
欠損マウスを新たに作製し、MPP6欠損でLin7は消失するがCADM4と4.1Gは野生型同様に局在、髄鞘肥厚はあるが
形態変化に著変なかった。以上より、4.1G-CADM4 complex⇒MPP6⇒Lin7の複合体形成様式を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Under 4.1G deficiency, cell adhesion molecule (CADM)4, membrane 
palmitoylated protein (MPP)6, and Lin7 were disappeared in Schmidt-Lanterman incisures in peripheral
 nervous system (PNS) myelinated nerve fivers. 4.1G-deficient mouse had impairment of moter activity
 with decreased nerve conduction velocity. We produced novel MPP6-deficient mice, showing 
disappearnce of Lin7 as well as remaining of 4.1G and CADM4. 
 Thus, process of the 4.1G-CADM4-MPP6-Lin7 molecular complex in PNS was clarified.

研究分野： 解剖学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢神経における4.1G蛋白複合体に新たにシグナル蛋白であるLin7を含み、4.1GがMPP6とCADM4と合わせてその
輸送も主導することが明らかとなり、さらに4.1G欠損における形態と生理機能にも異常を認めたことから、4.1G
の複合体蛋白の運搬と局在化による髄鞘形成への制御の役割が示唆された。
ヒト末梢神経系にもCADM4や4.1Gが存在していることから、マウスで見出している膜骨格構造の破綻が、ヒトの
シャルコー・マリー・トゥース病の原因や病態を解明する一助となることが示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
I. 「膜骨格」の概念 
 赤血球が血管との剪断力に対応して弾丸状やヘルメット状に変形して柔軟に血管内を流動す
るために，赤血球膜直下には「膜骨格」と呼ばれる網目状構造がある。この赤血球「膜骨格」
は，spectrin－actinがつくる網目がankyrinやプロテイン4.1Rによって膜内蛋白であるband3
（陰イオン交換体）や glycophorin C（糖蛋白）と結合し、これら構成蛋白の異常によって溶
血性貧血の病態が知られることから、膜の安定化機能が考えられていた。 
私はこの「膜骨格」が，赤血球のみに特異的な構造ではなく種々の組織や器官にあって、細

胞接着やイオンチャネル蛋白と結合する機能に着目してきた。「膜骨格」の構成要素の一つであ
る 4.1R のドメイン構造に着目すると、①ezrin-radixin-moesin 接着蛋白の共通配列部（ERM）、
②spectrin-actin 結合部、③カルボキシル末端部の 3つのドメイン（機能的アミノ酸配列）を
もつ 4.1B（brain に多い）、4.1G（general に種々の組織にある），4.1N（nerve に多い）の 3
つの相同蛋白があってプロテイン 4.1 ファミリーを構成し、種々の組織・臓器に発現局在をし
ていることを報告してきた。 
 
II. シュミット・ランターマン切痕（SLI）の構造と構成要素 
シュミット・ランターマン切痕（Schmidt-Lanterman incisures : SLI）は、末梢神経系の有

髄神経線維の髄鞘（ミエリン）輪間部にある構造で、軸索を巻くシュワン細胞によって作られ
る。マウス坐骨神経のほぐし標本では、末梢神経線維内にラッパの口のように並んで見える形
である。シュワン細胞は自身の薄く引き伸ばした細胞膜を軸索に巻物状に重ねることで末梢神
経の髄鞘を作りながら、その途中に細胞質を残した部位を用いて SLI を構成し、①細胞質によ
る膨らみをもち、②隣接する細胞膜が互いに接着している。そして③細胞質は軸索の長軸方向
に対して垂直ではなく斜めに巻くために、連続してコイルバネ状形態となる。これらの結果と
して、竹の子バネのような伸縮作用をもたらす機能をもつと考えた。 
 この SLI の細胞膜には，「膜骨格」を構成する蛋白の actin や spectrin の局在、またイオン
輸送と同時に細胞間接着をするギャップ結合の構成蛋白 connexin や水チャネル aquaporin-1
も局在していることから、SLI においてイオンや水の移動が盛んに起こると考えられていた。
SLI における接着分子に関しては、閉鎖帯（tight junction）を構成する claudin や occludin、
接着帯（adherens junction）を構成するカルシウム依存性接着蛋白 E-cadherin や免疫グロブ
リンスーパーファミリーである junctional adhesion molecule（JAM）-C の局在が報告され、
これらの接着装置が複合的に構築されていることになる。我々は SLI の構成要素として，「膜骨
格」蛋白である 4.1G やシグナル蛋白 membrane-associated guanylate kinase（MAGUK）family
である membrane-protein palmitoylated-6 （MPP6），膜貫通型接着分子 cell-adhesion 
molecule-4（CADM4）を見出し、接着装置と「膜骨格」の接点を明らかにしてきた。 
 
III. プロテイン 4.1 と MAGUK ファミリー蛋白 
Membrane-associated guanylate kinase（MAGUK）ファミリー蛋白は，①postsynaptic 

density：シナプス後膜にある蛋白（PSD）-95 ・ Drosophila disks large（Dlg）：ショウジョ
ウバエの細胞膜直下にある蛋白・zonula occludens：タイト結合蛋白（ZO）-1 に共通する PDZ
ドメイン、②src-homology：Src 類似蛋白（SH）-3 ドメイン、③guanylate kinase：グアニン
酸リン酸化蛋白の類似配列（GUK）ドメインをもち、細胞の状況に応じて細胞膜と細胞小器官の
間を微小管に沿って結合蛋白を輸送させるシグナル伝達としての役割が注目されていた。赤血
球では、MAGUK ファミリーの１つ MPP1 が 4.1R と共同して spectrin－actin 網目と glycophorin 
C の結合強度を増加させている。この MPP ファミリーは、MAGUK ファミリーに特徴的な①PDZ、
②SH3、③GUK ドメインに加えて④4.1 ファミリーと結合できる HOOK ドメインと⑤MPP ファミリ
ー同士で結合できる Lin2/7 binding （L27）ドメインをもち、MPP1～7 が同定されていた。我々
はマウス末梢神経線維において、MPP6 が 4.1G と結合していること、さらに正常で主に SLI に
局在する MPP6 が 4.1G 欠損で消失してシュワン細胞核周囲細胞質に観察されたことから、シュ
ワン細胞では 4.1G が MPP6 を輸送していることを見出した。マウス網膜における 4.1G の微小管
との相互作用が明らかとなり、シュワン細胞でも類似の分子機構をもつ可能性もあった。 

さらに他の MAGUK ファミリーである Dlg1 や MPP5 は、リン酸化や脱リン酸化酵素である
myotubularin related-2（MTMR2）や phosphatase and tensin homolog（PTEN）への作用や，
それに連動するリン脂質 phosphatidyl inositol（PI）の代謝制御によって髄鞘形成に関与す
ることが報告されていた。また MPP5 の接着分子 E-cadherin の輸送制御による、MPP5 欠損マウ
スにおける髄鞘形成に関連した神経線維の構造変化も報告されていた。上皮細胞でDlg1やMPP5
などの MAGUK ファミリー同士の相互作用も知られることから、シュワン細胞における髄鞘形成
の各段階での MPP6，MPP5 と Dlg1 の発現や局在のタイミングや、これらの分子結合状態の解明
が重要であると思われた。 
 
 
２．研究の目的 
細胞膜直下にある網目構造で接着分子やチャネル蛋白に結合する“膜骨格”構成蛋白である



プロテイン 4.1G と Membrane Protein Palmitoylated (MPP)に着目して、これらの遺伝子欠損
マウスを作製して野生型と比較することによって、細胞が連携しながら秩序だった組織を形成
するための膜骨格の役割を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
I. MPP6 遺伝子欠損マウス作製 
1)ゲノム編集用 mRNA 解析： マウス MPP6 遺伝子 Exon を含む部位の遺伝子を確認。 
2)ターゲティングベクター構築：MPP6 遺伝子ゲノム編集用ターゲティングベクターを構築。 
3)受精卵へのベクター導入とマウス作製：作製ベクターをマウス受精卵にインジェクション、

MPP6 遺伝子がゲノム編集されたマウスを PCR、DNA シークエンスで確認。 
4)F1 ヘテロマウス作製：可能性のあるラインを交配後、F1ヘテロマウス取得。PCR、DNA シー

クエンスで MPP6 遺伝子変異を確認して絞込。 
5)交配によるホモマウスを得て、次に示す機能形態学的解析。 

 
II. 4.1G および MPP6 遺伝子欠損マウスの機能形態学的解析 
 これまで報告した組織・臓器（腸管、精巣、神経系など）に着目し、すでに独自に作製した
4.1G 欠損マウスと、今回新たに作製する MPP6 欠損マウスを用い形態機能変化を解析。 
 
1) 光学および電子顕微鏡による 4.1G および MPP6 欠損マウスにおける組織形態解析 
①マウス心臓よりアルデヒド還流固定、臓器を摘出。オスミウム、脱水、樹脂包埋。 
②透過型電子顕微鏡観察。一部の試料は、免疫染色のために固定後、蔗糖に入れ、クライオ
スタットで切片を作製。 

③免疫染色のためには、MPP6 などの膜骨格蛋白、既知の接着装置に関与する蛋白（閉鎖結
合：occludin, ZO-1; 密着結合：カドヘリン、カテニン；膜内貫通蛋白：CADM,NCAM など）
に対する抗体を組み合わせて多重染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡により蛍光観察。 

④一部の試料は液体窒素冷却したメタルコンタクト法もしくはイソペンタン・プロパン液性
寒剤により、試料を急速凍結。凍結置換固定－エポキシ樹脂包埋。超薄切片作製し、透過
型電子顕微鏡で観察。 

 
2)4.1G および MPP6 欠損マウスにおける生理学的機能変化の検討 

  神経伝導速度や、懸垂試験などの生理機能を欠損マウスと野生型マウスで比較。 
 
3)複合体蛋白の検索 

 結合蛋白について、抗体による免疫沈降法、蛋白の cDNA から作製した GST 融合蛋白の
Pull-down 法を用いて最適な反応条件設定を行い、質量分析法によって蛋白同定。 
この際、作製した 4.1B、4.1G および MPP6 遺伝子欠損マウス試料間で比較。 

 
 
４．研究成果 
 
I. 凍結技法を用いた末梢神経伸縮に伴う SLI 形態の解析、高圧凍結技法の形態解析への応用 
SLI がコイルバネ状構造を含む竹の子バネの役割をする可能性を前述したが、実際の生きた

状態における伸縮性を確認するために、標的部位を凍結によってできるだけ速く生きた状態を
止めることによって生体で起こるダイナミックな変化を組織切片として可視化できる生体内凍
結技法で解析した。麻酔したマウス坐骨神経を露出して後趾を牽引して伸展させながらイソペ
ンタン・プロパン液性寒剤（-193 度）を直接かけて生体内凍結を行うと、神経線維は、非伸展
状態では円筒状であるが、外力を加えた伸展状態では数珠状形態に変化した。この際に SLI は
数珠状の細い部位や太い部位への移行部に位置して円錐台の高さを増加させることが明らかと
なり、SLI が外力に抗する緩衝機能を担っていることが示唆された。このことから、関節の屈
伸運動をする際に起こる末梢神経線維の伸縮による傷害の防止装置の一つが SLI であると考え
ている。 
さらに凍結技法に関連して、麻酔した小動物 Drosophila をそのまま高圧凍結することで、秒

単位で変化する網膜の超微細構造変化について電子顕微鏡を用いて観察できることも報告した。 
 
II. プロテイン 4.1G 欠損における末梢神経髄鞘形態と機能の変化 

加齢によって 4.1G 欠損マウスの SLI が，接着蛋白 E-cadherin の局在は保持されているが円
錐台の高さが低くなっていくことから、4.1G－MPP6－CADM4 膜骨格蛋白複合体が SLI 構造を保
持する要素であることを示していた。さらに細胞間結合の活性制御に関わる Src・Fyn といった
癌関連蛋白である Src kinase ファミリーが SLI に局在しているが、Src は正常状態では細胞増
殖シグナルの指標となるチロシン（Y）416 のリン酸化は弱い状態にある。このことは、4.1G－
MPP6－CADM4 膜骨格蛋白複合体が Src のリン酸化と関連して細胞内シグナル伝達に関わること



を示唆していた。 
今回我々は作製した 4.1G 欠損マウスの末梢神経において、加齢に伴って機能障害が起こって

いることを明らかにした。4.1G 欠損と野生型マウスにおける髄鞘の形態の検討では、ランビエ
絞輪脇にある傍絞輪部について Contactin-associated protein（Caspr）の免疫染色を指標と
して光顕観察すると4.1G欠損の傍絞輪部は絞輪部を挟んでCasprの非対称性染色パターンが多
く、その部位の超微形態を透過型電顕で観察すると軸索とシュワン細胞の接着部位の一部解離
を認めた。さらに髄鞘輪間部の電顕観察では，髄鞘の二重輪や局所の肥厚や突出を認め、G-ratio
（神経線維と軸索の直径の比）を統計学的に解析すると、4.1G 欠損においては過剰な髄鞘形成
状態となっていることを見出した。 
生理機能検査として懸垂試験を行うと、4.1G 欠損マウスは 6ヶ月近くの月齢に加齢するにつ

れて体幹方向に前後肢を握る姿勢を示すものが多く、さらに連日の懸垂負荷によってその頻度
と時間が増加した。また、坐骨神経の電気刺激によって下肢筋肉収縮への反応時間を測定した
運動神経伝導速度は、4.1G 欠損で有意に低下していた。 
この解析過程で、SLI におけるさらなる複合体蛋白として、接着分子から細胞内へのシグナ

ル伝達の役割が考えられている Lin7 (Veli) ファミリーも新たに見出した。マウス坐骨神経を
用いた局在解析には抗Lin7抗体による免疫染色でLin7は 4.1Gと同様のパターンでSLIに局在
し、4.1G 欠損神経線維では消失した。Lin7 は Western blot で蛋白量が 4.1G 欠損で激減し、免
疫沈降法により MPP6 と Lin7 の結合性が確認できた。 
以上から，末梢神経における 4.1G 蛋白複合体に新たにシグナル蛋白である Lin7 を含み、4.1G

が MPP6 と CADM4 と合わせてその輸送も主導することが明らかとなり、さらに 4.1G 欠損におけ
る形態と生理機能にも異常を認めたことから、4.1G の複合体蛋白の運搬と局在化による髄鞘形
成への制御の役割が示唆された。 
ヒト末梢神経系にも CADM4 や 4.1G が存在していることから、マウスで見出している膜骨格構

造の破綻が、ヒトのシャルコー・マリー・トゥース病の原因や病態を解明する一助となること
が示唆された。 
 
III. MPP6 欠損における末梢神経における髄鞘形態と複合体蛋白の変化、MPP6 の組織局在 
今回、新たに MPP6 遺伝子の２つの部分を改変したマウスを作製した。１つは MPP6 蛋白 L27N

ドメイン欠損、２つめは中央部PDZドメインを改変したことによるMPP6蛋白欠損マウスである。
これらは、４種類の特異抗体によって蛋白レベルまで変化したことを解析し、さらに形態解析
を行った。 
この MPP6 欠損マウスの末梢神経において、超微形態を透過型電顕で観察すると G-ratio（神

経線維と軸索の直径の比）を統計学的に解析すると、過剰な髄鞘形成状態となっていることを
見出した。ただし、4.1G 欠損で認めた髄鞘の二重輪や局所の肥厚や突出は著明でなく、複合体
蛋白は Lin7 の消失は認められたが 4.1G と CADM4 の局在は野生型と比べて変化がなかった。 
さらに MPP6 蛋白に関連して、腸管上皮細胞での発現と局在を見出し、シグナル蛋白 CASK と

複合体を形成していることも発表した。 
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