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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の無髄線維の役割についてはほとんどわかっていない。その理由はどのシステム
が無髄線維であるかと言うことついてすら明確な報告が無いからである。本研究では我々が最近 sodium channel beta
4 subunit の分布から確認した線条体投射線維が無髄線維であることに基づき、これまでほとんど理解されていなかっ
た中枢神経系における無髄神経の特性を明らかにする。 これにより、中枢神経系における有髄、無髄神経 の新たな研
究領域を形成することを目指した。本研究では線条体投射線維が無髄線維であることを明確に示した(Miyazaki et al 
Nat Commun2014)。

研究成果の概要（英文）：The role of unmyelinated fiber in central nervous system is not well elucidated. 
Even which nervous system is unmylinated is well unknown. We recently found the striatal projection 
fibers are unmylinated suggested by the distribution pattern of sodium channel beta4 subunit. In this 
study we further confirm this fact and identified several features of those unmyelinated fibers(Miyazaki 
et al Nat Commun2014)

研究分野： 病態脳科学
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１．研究開始当初の背景 

ハンチントン病の遺伝子発現異常を検討す
る過程で sodium channel beta4 subunit の
発現低下を見出し、その機能解析を行ってき
た。その過程で、通常 beta subunit はランビ
エ絞輪に存在するが beta4は大脳基底核では
その分布が異なることに気づき、大脳基底核
の神経線維が無髄線維である可能性を見出
した。このような研究は当初全く行われてい
なかったため、その事実の確認と研究基盤作
りの必要性から本計画を申請した。 

 

２．研究の目的 

中枢神経系の無髄線維の役割についてはほ
とんどわかっていない。その理由はどのシ
ステムが 無髄線維であるかと言うことつい
てすら明確な報告が無いからである。本研究
では我々が最 近  sodium channel beta4 

subunit の分布から確認した線条体投射線
維が無髄線維であることに基づき、これまで
ほとんど理解されていなかった中枢神経系
における無髄神経の特性を明らかにする。 

さらにこれと有髄神経系との比較から、中
枢神経系における髄鞘形成のメカニズム、制
御機構の 解明研究の基盤を形成することを
目的とする。これにより、中枢神経系におけ
る有髄、無髄神経 の新たな研究領域を形成
することをめざした。 

  

３．研究の方法 

当初以下の課題の遂行をめざした。 

(1)beta4 subunit モノクローン抗体の作成  
(2)免疫電顕検索  
(3)中型有棘神経細胞の遺伝子発現解析:無
髄線維ニューロン特異発現の検討  
(4)MSN の神経新生・再生傾向の解析  
(5)beta4 ノックアウトマウスの解析  
(6)オリゴデンドロサイト由来因子による 
sodium channel のクラスタリング可能か?  
期間中に遂行できたのは１，２，３，５であ
り、これらの成果がまとまってきたのでそこ
に集中して研究を行った。 
 
４．研究成果 
(1)beta4 C 末側の合成ペプチドを免役して、
モノクローン抗体を作製し、完全長の beta4
を認識し、組織染色も可能なモノクローン抗
体を作成した。一方細胞外ドメインを in 
vitro で作製し、これに対するポリクローン
抗体などを作製し、有髄線維のマーカー(ラ
ンビエ絞輪に存在するタンパク質及びミエ
リン)抗体との重染色を可能として、線条体
投射線維が無髄線維であることを免疫組織
化学的に明らかにした。Beta4 の瀰漫性の染
色性はこれによって染色される中型有棘神
経細胞由来の線維が無髄であることの可能
性を強くした。なお beta4プロモーター下で
Venus を発現するマウスを作製し、beta4 の
発現する中型有棘神経細胞に Venusを発現す
るようにし、これと beta4の染色性が一致す

ることから、beta4 陽性の線維が線条体中型
有棘神経細胞由来であることを確認した。 
  

 
図１マウス脳における beta4 の発現分布 
(a)ランビエ絞輪近傍の模式図と各部の名称
(b)小脳白質(上)と頸髄(下)における beta4
の発現分布。Beta4 は絞輪部にのみ分布して
いる。(c)線条体投射線維における beta4 の
発現分布。線条体から黒質に向かう投射神経
軸索に瀰漫性に分布することが分かった。 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図２ 線条体投射神経軸索が無髄神経であ
ることの発見 
(a) beta4プロモーターの制御下で蛍光
タンパク質 Venusを発現するトランスジェニ
ックマウスを作製し、線条体投射神経を抗蛍
光タンパク質抗体で検出した。Venus 陽性の
軸索(矢頭)には Nav1.6,Caspr の染色が重な
らないことから、この軸索にはランビエ絞輪
が存在しないことが分かる。(b)beta4陽性の
線条体投射神経は MBPと共染色されないこと
からこの軸索には髄鞘が無いことが分かる。
(c)線条体投射神経の免疫電顕像。抗 beta4
抗体のシグナルは無髄神経で観察される。 
 
 
(2)(1)の結果をさらに確実にするため、抗
beta4 抗体による免疫電顕検索を行い、beta4
陽性線維が無髄線維であることを示した。 
(3)線条体中型有棘神経細胞を上記 Venus 発
現マウスを用いてセルソーターで分離する
ことに成功し、その遺伝子発現を DNAアレー
を用いて解析することに成功した。無髄特異
的な遺伝子が存在するかは現在検討中であ
る。 
(4)beta4 ノックアウトマウスを作製し、その
機能解析を行った。Beta4 の発現は線条体に
おいても、その他の有髄線維においても消失
しており、ノックアウトされていることを確
認した。このマウスは症状としては軽度の振
戦が認められたが著明な神経症状は認めな
かった。突然死の傾向があり、これは beta4
が心臓に発現し、その変異が不整脈と関連し
ているという従来の報告から、心臓の関連す
る突然死の可能性を考えた。ノックアウトマ
ウスの中型有棘神経細胞に対して生理学的
解析を行いリサージェントカレントが消失
していることが分かった。リサージェントカ
レントに関してはこれまで細胞レベルの実
験では beta4が制御している可能性が示され
ていたが、我々の結果は beta4の機能に関し
ての in vivo での初めての結果であり、Nat 
Communに報告した。国際的にも Prof.Isom の
ようなチャネル研究者からは beta4の機能に
関して長く待たれていた包括的な研究報告
だ と 評 価 さ れ て い る (personal 
communication)。 
また beta4陽性の線条体投射線維が無髄神経
であることの同定の過程で、通常成獣のラン
ビエ絞輪に存在する Nav1.6 がこの無髄線維
では存在しないことが見出され、αチャネル
がどの分子種であるかが疑問となった。この
点に関しては Nav1.2 がこの線維を瀰漫性に
染めることを見出し、αチャネルは Nav1.2
であることを同定した。Nav1.2抗体がこれま
で知られている中枢の無髄線維(小脳平行線
維や海馬 Mossy fiber)を染め得ることから、
これによって無髄神経のマーカーとして
Nav1.2 を用いることが可能であることがわ
かり、今後の中枢における無髄線維の研究の
基盤を得ることができた。 
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