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研究成果の概要（和文）：ラミン、またラミンと結合する核ラミナ構築タンパク質の遺伝子変異によって、種々の先天
性疾患がおきることが知られており、その中には神経変性疾患も報告されている。本研究は「核ラミナ構築タンパク質
の変異で誘導される神経変性疾患の発症機序」を明らかにすることを目指し、中枢神経系におけるラミンおよび核ラミ
ナ構築タンパク質の分布パターンを免疫組織学的手法で網羅的に解析した。具体的には、成獣フェレット脳のニューロ
ン分化に伴うラミン・サブタイプの変動パターン、成獣ラット脳の各種グリア細胞におけるラミン・サブタイプの構成
パターン、また各種神経系細胞におけるラミン結合タンパク質の構成パターンを解析した。

研究成果の概要（英文）：Mutations in genes encoding lamins and nuclear lamina associated proteins cause 
diverse human congenital diseases including neurodegenerative disorders. In this study, we investigated 
the distribution of lamin and nuclear lamina associated proteins in the central nervous system using 
immunohistochemical method to reveal the onset mechanism of these neurodegenerative diseases. We have 
revealed the expression patterns for lamin subtypes during neurogenesis in the adult ferret brain, and 
the composition of lamin subtypes in glial cell types as well as the composition of nuclear lamina 
associated proteins in neural cell types in the adult rat brain.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
ラミンは核膜の裏打ち構造である核ラミ
ナの主要構成タンパク質であり、哺乳類のゲ
ノム上には A/C、B1、B2 の３種類のサブタ
イプが存在する。ラミン遺伝子、またラミン
と相互作用する核ラミナ構築タンパク質の
変異によって、種々の先天性疾患がおきるこ
と が 知 ら れ て お り 、 ラ ミ ン 病
（ laminopathies）また核膜病（ nuclear 
envelopathies）と総称される。ラミン病や核
膜 病 に は Charcot-Marie-Tooth 病
（type2B1）、成人発症型白質ジストロフィー
などの種々の神経変性疾患も報告されてい
る。非神経系のラミン病や核膜病の一部では
発症機序の解明や治療法の開発が進んでい
るものの、神経変性疾患に関しては、発症機
序は明らかになっておらず有効な治療法は
ない。 
哺乳類の成個体（アダルト）の脳の広範囲
には未分化なグリア系前駆細胞（NG2 陽性
細胞）が存在することが知られている。申請
者らは、ラット終脳皮質において抗ラミン
B1 抗体を用いて核膜を可視化することによ
り、ニューロン近傍に存在する増殖性の NG2 
陽性細胞の核とニューロンの核を識別し、核
どうしの距離の測定をおこなった（引用文献
①）。また NG2 陽性細胞がオリゴデンドロサ
イトへ分化する過程で、グルタチオン S トラ
ンスフェラーゼ pi（GSTpi）の局在が核から
細胞質へ変化することを、同様の方法で核膜
を可視化することで明らかにした（引用文献
②）。また哺乳類の成体には側脳室壁の脳室
下層および海馬歯状回の２ヶ所のニューロ
ン新生領域が存在することが明らかになっ
ている。申請者らはラットのこの領域におい
て、神経幹細胞、神経前駆細胞、成熟ニュー
ロンにおけるラミン・サブタイプの発現を解
析し、ニューロンの分化にともなってラミ
ン・サブタイプの成パターンが変動すること
を明らかにした（引用文献③）。また成獣ラ
ットの網膜ではニューロンの細胞種によっ
てラミン A/C のスプライシング・バリアン
トの発現に違いがあることを見出している
（引用文献④）。 
 
２．研究の目的 
当初は以下の研究を予定していた。①成体
脳のグリア細胞におけるラミン・サブタイプ
の構成パターンの解析、②発生過程の脳のお
けるラミン・サブタイプの発現パターンの解
析、③NG2 陽性前駆細胞の分化過程におけ
るラミン・サブタイプの発現パターンの解析、
④NG2 陽性前駆細胞に対するラミン遺伝子
変異導入の影響の解析。 
しかし、ラミン Aと Cのサブタイプを識別
する必要性、フェレットのニューロン新生領
域の構築およびラミン発現の解析の追加実
験の必要性、ラミン結合タンパク質の解析を
優先する必要性、などが生じたため、実験計
画を一部変更して以下の研究を目的に設定

した。 
 
(1) 成獣フェレットのニューロン新生領域の
構築およびラミン・サブタイプの発現パター
ンの解析 
(2) 抗ラミン抗体の最適固定条件の検討 
(3) 脳における Aタイプ・ラミン・サブタイ
プ（Aと C）の発現の解析 
(4) 成獣ラットの各種グリア細胞におけるラ
ミン・サブタイプの構成パターンの解析 
(5) 成獣ラットの神経系細胞におけるラミン
結合タンパク質の構成パターンの解析 
 
３．研究の方法 
(1) 成獣フェレットの脳の免疫組織化学的解
析 
成獣フェレット（オス、約１歳半から２歳半）
の脳のサンプルは以前に調製し、４％ホルム
アルデヒドで固定していたものを用いた。ク
ライオスタットで 30mの浮遊切片を作成し、
免疫染色を行なった。一次抗体は市販されて
いるものを用いた。ニューロンの各分化段階
の細胞に特異的なマーカータンパク質、各種
グリア細胞に特異的なタンパク質、ラミンな
どに対する抗体を用いて多重染色を行なっ
た。二次抗体は蛍光色素で標識されたものを
用いた。切片は共焦点レーザー顕微鏡で観察
し、画像を取り込んで解析した。一部の抗体
は、抗原特異性をイムノブロット法で確認し
た。 
(2)成獣ラットの脳の免疫組織化学的解析 
成獣ラット（オス、８週齢）の脳を調製し
た。固定法は４通り行ない、各抗体の免疫染
色性を調べて最適条件を割り出す作業を行
なった（①メタノールアセトン固定、②４％
ホルムアルデヒド固定、③１％ホルムアルデ
ヒド弱固定、④４％ホルムアルデヒド固定後、
熱処理で抗原賦活化）。メタノールアセトン
固定では、生の試料を切片にし、スライドグ
ラスに貼り付けた後で固定した。ホルムアル
デヒド固定では、動物を灌流固定した後で脳
を 30mにスライスし、浮遊切片として保存
した。 
一次抗体は市販のものを用いた。使用抗体
は研究対象に応じて変え、多重染色の場合は
複数を組み合わせて使用した。各ラミン・サ
ブタイプに特異的な抗体、各ラミン結合タン
パク質に対する抗体、細胞種に特異的なマー
カータンパク質に対する抗体、などを用いた。
二次抗体は蛍光色素で標識されたものを用
いた。切片は共焦点レーザー顕微鏡で観察し、
画像を取り込んで解析した。 
一部の抗体は、アビジン・ビオチン系のシ
ステムを用いて DAB で発色し、抗体の染色
性を確認した。切片は明視野顕微鏡で観察し
た。また一部の抗体は、抗原特異性をイムノ
ブロット法で確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 成獣フェレットのニューロン新生領域の



構築およびラミン・サブタイプの発現パター
ンの解析 
 他の哺乳類で確認されている２カ所のニ
ューロン新生領域を解析した。側脳室壁から
嗅球にかけての領域では、神経前駆細胞の集
団が見られ、これは吻側細胞移動経路（RMS）
に相当する構造であり、周囲には GFAPおよ
びビメンチン陽性のアストロサイトの集積
が見られた。げっ歯類とは異なり側脳室が前
方（頭方）に伸びており、上衣細胞に囲まれ
た構造が嗅球内部にまで見られた。海馬歯状
回は「飼い葉桶（トラフ）状」の角張った形
状であり、げっ歯類とは異なっていた。側脳
室壁から嗅球、および海馬歯状回における神
経幹細胞や神経前駆細胞の分布、形状、免疫
組織学的な性質はげっ歯類にものと類似し
ていた。 
ダブルコルチン陽性の神経前駆細胞にお
けるラミン A/Cおよび B1の存在について解
析した。前駆細胞ではラミン A/Cは陰性であ
り、ラミン B1 は成熟ニューロンに比べて強
陽性であった。この存在パターンは成獣ラッ
トで報告したものと類似していた。 
この成果は食肉目イタチ目における２か
所のニューロン新生領域を初めて解析した
ものである。またニューロン分化におけるラ
ミンの変動パターンが哺乳類の種（目）を超
えて保存されていることを示した初めての
報告である。結果は学会で発表し、また論文
を投稿しアクセプトされた。 
 
(2) 抗ラミン抗体の最適固定条件の検討 

AタイプのラミンにはラミンAとラミンC
の２種類がある。これらは単一の LAMA 遺
伝子から生じるスプライシング・バリアント
がであり、C末のアミノ酸配列が異なる。従
来はラミンAとCに共通なアミノ酸配列に対
する抗体を用いた解析が主流であったが、近
年ラミンAおよびCに特異的な抗体が市販さ
れ始めた。当研究室でもラミン A および C
に特異的な抗体を購入し、すでに網膜におけ
る解析を行っている。 
今回は、成獣ラットの脳切片において他の
抗体と組み合わせて免疫多重染色を行える
最適固定条件の検討を行なった。２種類の抗
体とも、４％ホルムアルデヒド固定後に熱処
理で抗原賦活化をする条件が良好であるこ
とを確認した。 
ラミン B1、ラミン B2に対する抗体につい
ても同様の検討を行なった。抗ラミン B1 抗
体では１％ホルムアルデヒドによる弱固件、
抗ラミン B2 抗体では４％ホルムアルデヒド
固定後に熱処理で抗原賦活化する条件で染
色が良好であることを確認した。 
 
(3) 脳における Aタイプ・ラミン（Aと C）
の発現の解析 
多くの組織においては A タイプのラミン
（Aと C）はともに存在するが、近年、中枢
神経系においてはラミン C が優位でありラ

ミン Aは量的に少ないという報告がある。そ
こでラミン A特異的抗体、ラミン C特異的抗
体、ラミン Aと Cの両方を認識する抗体を用
いて、成獣ラットの脳におけるラミン Aと C
の存在について免疫組織学的に解析した。 
ラミン A/C の両方を認識する抗体とラミ
ン C 特異的抗体の染色パターンは類似して
おり、脳におけるラミン A/C陽性細胞の多く
は、ラミン C 陽性であった。一方ラミン A
特異的抗体で認識される細胞は脳では少量
であった。グリア細胞については(4)でさらな
る解析をおこなった。しかしニューロンに関
しては、ラミン Cが弱陽性のものも一部見ら
れ、さらなる解析が必要と考えられた。 
 
(4) 成獣ラットの各種グリア細胞におけるラ
ミン・サブタイプの構成パターンの解析 
成体ラットの終脳皮質に存在する各種グ
リア細胞における、ラミン・サブタイプ（A、
C、B1、B2）の構成パターンについての解析
を行なった。この解析は３種類のラミン・サ
ブタイプ（A/C、B1、B2）として以前から行
なっていたが、今回はラミン Aと Cを識別す
る上記の抗体を導入し、４種類のサブタイプ
で改めて解析した。 
グリア細胞におけるラミン・サブタイプの
構成パターンは、ニューロンのパターンと異
なっており、またグリア細胞間でも一部異な
っていた。アストロサイトと成熟オリゴデン
ドロサイトはよく似たパターンを示したが、
オリゴデンドロサイト前駆細胞では成熟オ
リゴデンドロサイトと比べて、ラミン Cおよ
びラミン B1 の存在パターンが異なっていた。
ミクログリアと髄膜内のマクロファージは、
共に IBA1陽性でよく似た細胞種であるが、
ラミンの構成パターンに違いがあった。脳内
の血管内皮細胞におけるパターンは、ニュー
ロンおよびグリア系の細胞とも異なってい
た。 
この成果はグリア細胞におけるラミンの
構成パターンを網羅的に解析した初めての
ものである。ラミン遺伝子の変異による神経
変性疾患の解明に大きく貢献するものと考
えられる。現在これらのデータをまとめ、論
文を執筆中である。 
 
(5) 成獣ラットの神経系細胞におけるラミン
結合タンパク質の構成パターンの解析 
成体の脳における各種の神経系細胞にお
ける３種類のラミン結合タンパク質（LAP1、
LAP2-beta、LBR）の存在パターンについて
成獣ラットを用いて解析した。３種類のラミ
ン結合タンパク質はニューロンおよび各種
グリア細胞において異なるパターンを示し
た。このパターンはラミン・サブタイプの構
成パターンと一部において関連性を示した。 
なおラミン結合タンパク質であるエメリ
ンに関しても、抗体を購入して解析を行なっ
たが、ラットの脳切片においては良好な染色
が見られず、新たな市販抗体の探索および染



色条件の検討が必要であることがわかった。 
この成果は神経系細胞におけるラミン結
合タンパク質の構成パターンを網羅的に解
析した初めてのものである。ラミン遺伝子、
また核膜タンパク質の遺伝子変異による神
経変性疾患の解明に大きく貢献するものと
考えられる。結果の一部は学会で発表した。 
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