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研究成果の概要（和文）：Proteolipid ファミリーは、神経系で強く発現する 4回膜貫通タンパ

ク質である。このファミリー蛋白質の生理機能を知るために、これに属する M6a と M6b 遺伝子

破壊マウスの表現系を解析した。各々の単独遺伝子破壊では目立った表現系は見つからなかっ

たが、M6a と M6b の二重変異体において脳梁が顕著に細くなる事がわかった。遺伝子破壊マウ

スの神経細胞の初代培養解析の結果、この異常の原因は、神経細胞自身の細胞自律的な突起伸

長能力の低下によるものと考えられた。	 

 
研究成果の概要（英文）：The proteolipid family is a group of four transmembrane proteins that are 

highly expressed in the nervous systems. To gain a better understanding of physiological functions of 

these proteins, we analyzed brain phenotypes of gene knockout mice for M6a and M6b that belong to 

this family. Although no significant abnormalities have been so far detected in each single mutant, we 

found hypoplasia of the corpus callosum in the double mutant mice that had homozygous mutations in 

both of the genes. Primary culture analyses suggested that the neurons of these mutant mice have 

impaired ability to extend neurites.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 発生時に神経細胞は軸索を盛んに伸長
させる。その時、重要なのが、軸索の先端に
ある成長円錐である。これが、盛んに運動し
ながら、軸索を引っ張りつつ移動する事で、

軸索伸長を引き起こすと考えられている。	 
	 
(2)	 Proteolipid ファミリー蛋白質 M6a は、
成長円錐に豊富に存在する事で同定された
４回膜貫通タンパク質である。申請者らは、
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これまでに、①	 M6a に抗体が結合すると軸索
伸長が強力に阻害されること、	 ②この軸索
伸長阻害は成長円錐の崩壊を伴わないこと、
および、	 ③抗体は M6a の機能を阻害するの
で は な く 、 M6a へ の 結 合 を 介 し て
gain-of-function 的に軸索伸長停止反応を
誘起することを明らかにしてきた。	 
	 
(3)M6a 蛋白質の機能については、申請者以外
のグループからも、さまざまな機能が提唱さ
れている。しかし、これまで、実際の個体に
おける生理機能は検討されておらず、未だ不
明である。	 
 
２．研究の目的 
(1)	 本研究では、M6a を含む proteolipid	 フ
ァミリー蛋白質の生理機能を明らかにする
事を目的とした。これまでの研究で、M6a 遺
伝子破壊マウスを作成したが、際だった表現
系は見つかっていない。M6a には、M6b と
DM20/PLP という２種類の類似分子が存在し、
機能的補償効果が予想される。そこで、これ
らの遺伝子破壊マウスを入手して、M6a 遺伝
子破壊マウスと交配し、多重遺伝子破壊マウ
スを作成して、表現系を検討した。	 
	 
３．研究の方法 
(1)	 M6a 遺伝子破壊マウスは、我々がこれま
で作成した系統を用いた。M6b および PLP 遺
伝子破壊マウスは、Max	 Planck 研究所の
H.B.Werner 博士と K-A	 Nave 博士から供与を
受けた。	 
	 
(2)	 M6a,	 M6bおよび PLP 突然変異マウスを交
配して、二重および三重変異体を作成し、
様々なマーカを用いて、脳の形態的な異常を
探索した。	 
	 
(3)突然変異マウス胚の脳に、in	 utero	 
electroporation 法を用いて蛍光蛋白質を導
入し、軸索走行の異常を検討した。	 
	 
(4)突然変異マウスの脳から神経細胞を採取
して初代培養し、軸索や樹状突起の形態を解
析した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 M6a と M6b の二重変異体を作製して、脳
構造を解析したところ，脳梁が際立って細く
なっていることがわかった（図１）。M6a や
M6b 単独の突然変異体においては、正常体と
の間で、脳梁の太さに有意な差は認められな
かったことから、予想どおり Proteolipid フ
ァミリー間での補償効果がある事が示され
た。	 
	 
	 

図 1	 M6a+/-M6b+/y(AaBy)と M6a-/-M6b-/y(aaby)

の遺伝子型をもつ生後７日目マウス脳切片のニッス

ル染色像	 

	 
	 
(2)	 脳梁の繊維を形成する新皮質神経細胞
の数や密度について、様々な領野で計測した。
その結果、脳のどの領野においても、二重変
異体と野性型との間で違いは認められなか
った（図２）。従って、軸索形成の過程に何
らかの違いがあると予想された。	 

図 2	 M6a+/+M6b+/y(Wild-type)と

M6a-/-M6b-/-(a-/-b-/-)の遺伝子型をもつマウス

脳における神経細胞密度の解析	 

	 
	 
(3)	 脳梁の軸索伸長経路に乱れがあるかど
う か 検 討 す る 為 に 、 in	 utero	 
electroporation 法を用いて、新皮質神経細
胞を標識して、軸索伸長経路を検討した。大
きな乱れは認められなかったが、一部走行異
常の可能性が示唆された。	 
	 
(4)	 M6a と M6b 遺伝子の変異体、ならびに、
野性型マウスの新皮質神経細胞を培養して、
軸索および樹状突起の伸長の程度を解析し
た。その結果、変異体神経細胞において、軸
索、樹状突起共に、伸びが悪いことがわかっ
た。伸長が低下する原因は今のところ不明で
あるが、この細胞自律的な軸索伸長の障害が、



脳梁形成不全の原因の一つであると予想さ
れる。	 
	 
(5)	 すべての Proteolipid ファミリー蛋白質
遺伝子を破壊した M6a,	 M6b,	 PLP 三重変異体
の作成をめざした。M6b と PLP が X 染色体上
にあることもあり困難を極めたが、これまで
になんとか数個体の三重変異マウス胚を回
収する事ができた。詳細な解析は今後の課題
である。	 
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