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研究成果の概要（和文）：シュワン細胞で膜骨格蛋白4.1ファミリー4.1Gが髄鞘内シュミット・ランターマン切痕の形
態に関与し、遺伝子欠損でシグナル蛋白Membrane protein palmitoylated (MPP) 6と接着分子 Cell adhesion molecul
e (CADM) 4の局在化消失、癌関連蛋白Srcのリン酸化を明らかにした。生体内凍結技法により、伸展した末梢神経線維
は数珠状となり切痕部位での緩衝機構を直接可視化できた。この凍結技法でアルブミンも保持でき正確な局在を明らか
にした。また神経で見出した4.1とMPPファミリー複合体をマウス腸管上皮細胞でも検討した。

研究成果の概要（英文）：We clarified that a membrane skeletal 4.1 family, 4.1G, is involved in 
Schmidt-Lanterman incisure in myelin of Schwann cells, and have roles in sorting of membrane protein 
palmitoylated (MPP) 6, cell adhesion molecule (CADM) 4 and phosphorylation of Src. In vivo cryotechnique 
revealed beaded appearance and protective reaction of the incisures in stretched peripheral nerve fibers, 
as well as accurate localization of albumin. In addition, we analyzed relationship between the 4.1 and 
MPP families in mouse intestinal epithelial cells.

研究分野：細胞組織学
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１． 研究開始当初の背景 
赤血球の「膜骨格」は、スペクトリン－ア
クチンからなる線維状蛋白にプロテイン
4.1R、シグナル蛋白 MPP (membrane 
protein palmitoylated) 1 、 膜 内 蛋 白
Glycophorin Cが複合体形成した網目状構造
で、赤血球が血管内で流動する際の外力に抗
する形態保持の役割が知られている。研究代
表者らは、この 4.1R のファミリー蛋白であ
る 4.1G および 4.1B の詳細な組織細胞内局
在について神経系をはじめとして種々の臓
器・組織に世界に先がけて見出し、さらに独
自に両遺伝子欠損マウスを作製していた。 
また複合体蛋白の局在解析のための顕微鏡
観察試料作製手段に、従来の試料作製法に加
えて急速凍結技法や生体内凍結技法による
最新の形態学的解析法を用いられる状況に
あった。 
そこで本研究では、それまで明らかにした

4.1B および 4.1G の局在を基にして、作製
した 4.1B および 4.1G 遺伝子欠損マウスの
検討を加えて、末梢神経系での“膜骨格の視
点からの細胞膜の安定保持とシグナル伝達
の構造基盤”を追究する点にあった。 
 
２．研究の目的 
(1) 髄鞘形成における構造やシグナルに関
わる複合体形成蛋白の探索 
髄鞘を形成する新規蛋白を同定し、さらに
それらの蛋白複合体としての連関を解析す
ることを目的とした。そのために関連蛋白の
候補の発現と結合性を検討し可能性の高い
ものを絞り込んだ。 
 
(2) 光学顕微鏡および電子顕微鏡による関
連蛋白局在の解析 
髄鞘を形成する新規蛋白について遺伝子
改変マウスを作製し、その形態と機能変化を
野生型マウスと光学顕微鏡、電子顕微鏡レベ
ルでの比較検討を目的とした。神経系ではヒ
トでも遅延性に神経疾患が発症することが
あるように、マウスの加齢による経時的変化
が想定され、形態および蛋白発現と局在を詳
細に検討した。 
 
(3) 凍結技法による顕微鏡 3次元蛋白複合体
解析方の開発 
髄鞘を形成するシグナル蛋白の接着蛋白
などとの相互位置関係を明らかにすること
を目的とした。シグナル蛋白、膜骨格蛋白、
膜内接着蛋白が連動した機構が大切と思わ
れるが、生体に本来ある水分を加味した形態
解析法の必要性として、神経線維の運動時に
おける形態変化の解析に生体内凍結技法に
よる蛋白局在解析法の開発を試みた。構造蛋
白として、伸縮を自在にしながら血管を流れ
る赤血球にある膜骨格蛋白に着目し、神経線
維の伸展をグリア細胞が検知して保護して
いる可能性を仮説とした。 
 

(4) 腸管上皮細胞における膜骨格を構成す
る蛋白複合体の検討 
さらに私たちが末梢神経に見出した 4.1フ
ァミリーと MPP ファミリーの関係をより追
求するために、これまで報告したマウス腸管
における 4.1 ファミリー4.1B に着目した。
MPP ファミリーについて腸管での研究がな
かったので、単層円柱上皮をもち細胞局在が
判別しやすいマウス小腸を用いて膜骨格蛋
白の局在解析とシュワン細胞と比較しなが
ら相互関係を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 顕微鏡による関連蛋白の局在解析 
従来の形態のための試料作製法として、麻
酔マウスの心臓よりアルデヒド還流固定、坐
骨神経や大脳の神経組織を摘出し、後固定後、
脱水、包埋して切片を作製した。 
蛋白分布について、光顕および電顕のため
免疫染色のためには、アルデヒド固定後、蔗
糖を浸透させ、クライオスタットで凍結切片
を作製。シグナル蛋白や膜骨格蛋白への抗体、
および既知の接着装置蛋白（閉鎖結合：ZO-1
（基底分画と側面分画の境界に局在）; 密着
結合：カドヘリン、カテニン、さらに種々イ
オンチャネルや髄鞘蛋白に対する抗体を用
いて、多重染色を行い、共焦点レーザー顕微
鏡により、免疫蛍光組織像観察をして局在を
比較した。 

 
(2) 凍結技法による顕微鏡解析法の開発 
神経線維におけるシグナル蛋白、膜骨格蛋
白もしくは膜内貫通蛋白の局在について、生
体内凍結技法を用いて解析した。この方法で
は細胞接着の生体内における状態の空間的
に保持した位置での解析に優れるが、その理
由は通常の化学固定、アルコール脱水などの
試料処理に伴う組織収縮などによる細胞間
の位置関係の変化やそれに伴う組織収縮が
改善されるためである。 
具体的には麻酔下マウスを開腹後、神経系
や消化管の臓器を露出し、血流が維持された
組織に液体窒素で冷却したイソペンタン・プ
ロパン混合液（－193oＣ）を直接かけて生体
内凍結した。電顕のためには、凍結メス刃に
よる切断を併用した。生体内凍結標本を凍結
置換固定し、包埋、切片作製し、光顕と電顕
で観察した。 
 
(3) 末梢神経と腸管の複合体蛋白の生化学
的検討 
末梢神経については、免疫沈降法を用いて
最適条件設定を探り蛋白複合体の検証を行
った。この際、保有する 4.1Bおよび 4.1G遺
伝子欠損マウス試料における複合体形成の
比較が有用であった。 
腸管については、麻酔下でマウス小腸を摘
出し Laemmli sample buffer または Triton 
X-100 で溶解後、上清の蛋白濃度を調整、電



気泳動後ブロット膜に転写し、目的蛋白に対
する抗体で免疫染色した。また免疫沈降には、
マウス小腸上清を抗MPP6抗体で沈降して電
気 泳 動 、 ブ ロ ッ ト 膜 に 転 写 、 抗
Calcium/calmodulin-dependent serine protein 
kinase (CASK) 抗体で免疫染色した。 
 
４．研究成果 
(1) 神経系におけるシグナル蛋白と膜骨格
蛋白の役割 
マウス神経系の髄鞘の構造体であるシュ
ミット・ランターマン切痕（SLI）における
4.1G を含む蛋白複合体について遺伝子欠損
マウスを用いて解析し、シグナル蛋白 MPP6
と接着分子 CADM4蛋白との結合を見出した。
MPP ファミリー蛋白は微小管などの細胞骨
格の輸送に関わるシグナル蛋白と考えられ
ているが、4.1G 欠損マウス神経線維では
MPP6が激減していることから、4.1GがMPP6
の局在を規定していた。一方 CADM4も 4.1G
欠損で消失したことより、 4.1G による
CADM4 の膜内輸送～局在化の役割が明らか
となった。 
さらに癌関連遺伝子SrcがMPP6と結合し、

4.1G欠損では Srcリン酸化状態が変化してい
ることが明らかとなった。Src は細胞質や核
内蛋白とリン酸化を介したシグナル伝達が
知られていることから、膜骨格のシグナル開
始の役割が示唆された（図 1）。 

図１ 
 
(2) 凍結技法を用いた顕微鏡試料作製法 

4.1G欠損の神経線維への表現型として、高
月齢の 4.1Ｇ欠損マウス坐骨神経における
SLI 円錐台の高さが、野生型と比較して優位
に減少したことより、形態形成に関与するこ
とがわかった。赤血球においては、4.1 ファ
ミリー蛋白 4.1R が欠損すると溶血性貧血と
いう病態を起こす。外力による神経線維の変
化を明らかにするために、神経線維を伸縮さ
せた状態で直接凍結する生体内凍結技法を
行い、SLI の髄鞘における位置と形態変化を
検討した。髄鞘を含む神経線維は進展時に数
珠状に変化し、その変化に合わせて SLIがバ
ネ状に円錐台の高さが変化していた。このこ
とは前項に述べた赤血球の溶血性貧血のよ

うな機械的ストレスへの適応機能と対比さ
せながら、神経疾患が比較的時間をかけて発
症していく病態の一つの説明になると考え
ている（図 2）。 
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また、可溶性蛋白であるアルブミンは従来
の固定－脱水過程で容易に溶出してしまう
が、生体内凍結―凍結置換固定を用いること
で組織切片内にそのまま保持して免疫染色
によって解析できることを明らかにした。 
このように凍結技法を用いて、正確な蛋白
複合体の構造解析に応用できると考えてい
る。 

 
(3) MPP6の腸管における局在と結合蛋白 
末梢神経で見出したMPP6の腸管における
局在の検討では、免疫染色によってMPP6は
腸陰窩から腸絨毛における上皮細胞側底面
の細胞膜直下に局在することを見出した。こ
のMPP6の局在は E-cadherinとは類似するが
ZO-1とは異なり、電子顕微鏡による超微形態
での染色部位からも上皮細胞側面頂上部の
tight junctionへの局在はわずかであった。 
マウス小腸上皮における4.1BとMPP6の局
在を比較すると、腸絨毛では類似していたが、
腸陰窩ではMPP6のみで染色が得られ、それ
らは細胞質に局在していた。免疫染色による
4.1B欠損マウス小腸におけるMPP6の免疫染
色性や局在部位は野生型マウスと変わらず、
Western blot による蛋白発現量でも変化は認
めなかった。このことから、小腸上皮におい
て 4.1B は MPP6 の局在化に必須ではないこ
とが明らかとなった。 
さらに 4.1ファミリーの 4.1Gと 4.1Nは、
野生型マウス小腸で神経線維にはあるが上
皮において局在を認めないことと、4.1B欠損
マウス小腸においての局在と発現にも変化
が無かったことから、ファミリー蛋白による
補填の可能性も低いと考えられた。 
一方、免疫沈降法によって抗MPP6抗体で
得た沈降物に、CASKの分子量を示すWestern 
blotによるラインが得られたことから、CASK
とMPP6の結合が明らかとなった。 
以上の結果から、神経線維内髄鞘で精密に
制御された部位の構成蛋白を同定し、それら
の分子複合体を明らかにすることによって、
細胞膜間接着の構造さらにシグナル蛋白と
連動する膜骨格部位は、細胞膜直下において
シグナルの検知と伝達が行われている細胞
膜直下から細胞質における機能現場である
ことが考えられた。これらの知見はシグナル
の検知、伝達、応答の構造的基礎の理解に役



立つと思われ、さらに今後これらの蛋白の破
綻の検討により、ヒトにおける未知の脱髄神
経疾患の解明につながると考えている。 
また末梢神経で見出したMPP6について接
着部位に関連して、マウス小腸上皮における
MPP6の CASKと結合した膜骨格蛋白複合体
としての機能が示唆された。ただし 4.1 ファ
ミリー4.1Bを欠損してもMPP6の局在は保持
されたことから、末梢神経でみられた 4.1 に
依存した MPP の輸送とは異なる機構をもつ
可能性があり、今後の検討が必要である。 
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