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研究成果の概要（和文）：生後に歩行失調をあらわす突然変異マウス(shambling;shm)の変異遺伝子を同定し、神経系
の異常を明らかにした。shmマウスの神経症状は加齢とともに重篤となることから、その病態病理を経時的に解析した
ところ、発症期には変異遺伝子に起因する部位（有髄神経線維のランビエ絞輪パラノード）にのみ見られた異常が、老
齢期には神経細胞死まで波及することが分かった。更に、ヒトの神経変性疾患に共通する病態機序が考えられたことか
ら、ヒトの病態モデルとしてのshmマウスの有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：We identified a mutation of the Caspr gene in a mouse mutant shambling (shm). We 
analyzed dysfunction of the paranode at nodes of Ranvier and impaired nerve conduction in myelinated 
nerves of shm mice. The shm mice manifest the progressive neurological defect as mice age. We studied a 
pathophysiological process of the disease in the nervous system of shm mice and found that axons and 
neurons were severely damaged and resultant loss of neurons occurred in various regions of the nervous 
system in aged mice but not in young or adult mice. This study is a first demonstration of neuron death 
in the nervous system among the paranodal mutants. Further in this study we identified various 
parallelisms between shm mice and human neurodegenerative disease. We would like to propose that our 
study provides a novel prospect in a study to explore a mechanism of human neurodegenerative disease.

研究分野： 医歯薬学・内科系臨床医学・神経内科学

キーワード： 神経変性疾患　ランビエ絞輪　パラノード　遺伝性疾患マウス

  ２版



 
 

１：研究開始当初の背景 

我々は、生後に失調歩行をあらわす突然変異

マウスshambling(shm)の原因遺伝子を同定し

て、ランビエ絞輪両側のパラノード部に局在

する膜タンパク Caspr をコードする遺伝子の

領域内に二塩基の挿入変異を見つけた。この

変異は、Casprタンパクの著しい産生減少と、

これによる軸索膜とミエリンループ膜の間に

形成される隔壁様の結合装置（パラノーダル

ジャンクション）の欠損、さらには、有髄神

経線維の興奮伝導の低下をもたらした。この

ような神経系の異常が、このマウスの神経症

状の主たる原因となっていると考えられた。

しかしながら、shm マウスは長期生存するに

も拘わらず、加齢とともに神経症状が進行し、

老齢マウスではほぼ歩行不全となる。従って、

進行性の神経症状は、（１）どのような病態生

理学的な過程を経るのか、また、（２）その機

序はどのようなものであるか、そして、（３）

変異遺伝子に起因するパラノードの異常とど

のように関わるのかを明らかにする研究を発

案した。 

 

２：研究の目的 

shm マウスの進行性の神経症状と加齢との関

連を明らかにし、経時的に神経系の異常とそ

の病態変化を解析する。病態進行の機序を解

明し、ヒトの神経変性疾患との関連性を検討

する。具体的には、幼仔期、成獣期、老齢期

のマウスを用いて以下の研究を行う。（１）マ

ウスの行動量や運動パターンを解析する（２）

中枢、末梢神経系の異常を、各部位における

有髄神経線維ならびに神経細胞を光学・電子

顕微鏡で観察して明らかにする。（３）神経線

維や神経細胞の機能分子、ならびに変性に関

わる分子の発現や分布を免疫組織学的に解析

する。（４）有髄神経線維の興奮伝導を電気生

理学的に計測する。 

 

３：研究の方法 

（１）マウスの育成 

米 国 ジ ャ ク ソ ン 研 究 所 か ら 導 入 し た

shambling マウスを、C57BL/6 マウスに遺伝子

導入したコンジェニック系統を確立して、本

研究に用いた。実験には、生後２週齢（幼仔

期）、生後３〜６ヶ月（成獣期）、生後１年齢

以上（老齢期）のマウスを用いた。 

 

（２）行動の解析は以下の実験を行う。 

①各年齢段階のマウスをビデオ撮影してその

行動パターンを観察する。②マウスの前・後

肢に塗料を塗布して歩行パターンを観察する。

③ホームケージ活動性テストによって、一定

時間のマウスの行動量を計測する。④オープ

ンフィールドテストを行い、マウスの活動量

とパターンを解析する。 

 

（３）末梢神経、中枢神経の形態異常を光学・

電子顕微鏡によって観察する。 

マウスを２％パラフォルムアルデヒド

(PFA)・2.5%グルタルアルデヒド固定液で灌流

固定し、末梢神経系では坐骨神経、中枢神経

系では小脳、脊髄の各組織を摘出した。パラ

フィンならびに樹脂包埋切片を作成して、そ

れぞれ光学顕微鏡、電子顕微鏡で有髄神経線

維や神経細胞の異常を観察した。 



 
 

 

（４）神経細胞や神経線維軸索の変性と細胞

死を免疫組織化学的に検討する。 

４％PFA 固定液で灌流固定したマウスの各臓

器の凍結切片を作成し、免疫組織化学染色に

供した。切片は、目的に応じたタンパク分子

に対する抗体を用いて免疫染色を行い、共焦

点レーザー顕微鏡で観察した。 

 
（５）タンパク量の変化をウェスタンブロッ
ト法によって解析する。 

坐骨神経、小脳、脊髄の各臓器から、タンパ

クを抽出し、SDS 電気泳動を行った。分離し

たタンパクを PDVF 膜に転写した後、抗体と反

応させてバンドの検出を行い、定量解析した。 

 

（６）興奮伝導速度の計測を電気生理学的に

行う。 

マウスから坐骨神経を取り出し、一定温度

（32C）に保ったチャンバー内に保持した。抹

消側に刺激電極を置き刺激を与えた後、中枢

側で記録電極から活動電位を測定した。 

 
４：研究成果 

（１） 行動解析による shm マウスの神経症

状の進行 

神経症状を発症した直後の幼仔期の shm マウ

スは、後肢の外側への伸展によりふらつき、

歩行パターンや運動量に正常マウスとの違い

がみられた。成熟期 shm マウスも同様であっ

たが、症状の進行はみられなかった。しかし

ながら、月齢とともに後肢の麻痺が顕著とな

り、老齢 shm マウスでは下半身がほぼ不動と

なった。運動量は有意に低下しており、歩行

パターンも著しく乱れていた。 

 

（２）有髄神経線維、神経細胞の形態学的な

異常 

微細構造の異常：幼仔期の異常としては、パ

ラノーダルジャンクションの欠失とミエリン

ループの反転（中枢の有髄神経線維でのみ）

が観察された。成獣期では、パラノードとそ

の周辺域（ランビエ絞輪の絞輪部位）の軸索

細胞質内に、肥大したミトコンドリアなど細

胞内小器官（オルガネラ）の異常な蓄積が観

察された。老齢期になると、ランビエ絞輪間

の軸索細胞質内にも種々の異常なオルガネ

ラが存在しした。これらのオルガネラには、

オートファジーに関連した封入体が多く局

在していたことから、軸索変性にはオート

ファジーが関連していると考えられた。ま

た、小脳、脊髄の神経細胞の細胞質にも同

様な構造物が存在した。しかしながら、パ

ラノード構造の異常は、幼仔期と同様であ

り、加齢による異常の進行はみられなかっ

た。 

光学顕微鏡的観察：坐骨神経組織切片の定

量解析によって、老齢期では太い有髄神経

線維（運動神経線維）が有意に減少してい

ることが明らかとなった。神経細胞特異染

色によって、小脳ではプルキンエ細胞の多

量の脱落が観察された。 

 

（３）神経特異分子の免疫組織細胞化学な

らびにウェスタンブロット法による研究 

軸索の主要な細胞骨格タンパクであるニュ

ーロフィラメント（NF）の発現と分布を、



 
 

リン酸化、非リン酸化抗 NF 抗体を用いて

検討した。坐骨神経の有髄神経軸索では、

老齢期の正常マウスで主に発現・分布して

いるリン酸化 NF が、shm マウスでは減少

しており、逆に非リン酸化 NF が幼仔期同

様に高く発現していた。小脳プルキンエ細

胞では、成獣期から局所的に肥大した軸索

内にリン酸化、非リン酸化 NF が集積した。

老齢期では、残存しているプルキンエ細胞

の軸索肥大部にリン酸化 NF が, 細胞体に

は非リン酸化 NF がそれぞれ凝集していた。

更に、これらの部位には、オートファジー

特異分子 LC3 が局在した。 

 

（４）坐骨神経における複合活動電位の測

定 

坐骨神経の興奮伝導速度は、各年齢におい

て、shm マウスで有意に低下した。しかし

ながら、老齢期における速度の低下に成獣

期からの有意な減少はみられず、加齢によ

る興奮伝導遅延の進行はないと考えられた。

一方、活動電位の大きさをあらわす peak 

amplitude は、成獣期と老齢期の shm マウ

スで有意に低下し、老齢期では更に低下が

進行した。組織学的な研究では、老齢マウ

スの坐骨神経で運動神経線維が脱落してお

り、この結果と一致する。 

以上の研究から、shmマウスの神経

系では Caspr 遺伝子の変異によって発症した

有髄神経線維パラノードの構造異常が、加齢

とともに、神経軸索の全域に更には神経細胞

体にも波及し、神経細胞死をもたらしたと考

えられた。この病態進行過程には軸索骨格タ

ンパク NF の発現とリン酸化動態の異常、さら

にオートファジーの破綻が関与していると考

えられる。このような病態機序は、ヒトの神

経変性疾患においても提唱されていることか

ら、shm マウスの病態モデルとしての有用性

が示された。本研究は、現在国際雑誌に投稿

中である。 
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