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研究成果の概要（和文）：有髄神経軸索のランビエ絞輪部両隣には、活動電位発生を担っているチャネル分子の局在化
に必須の構造、髄鞘-軸索間結合paranodal axo-glial junction (AGJ)が存在する。このAGJが軸索表面分子の局在だけ
ではなく、ミトコンドリアの分布など軸索内動向に積極的に関与していることが解明されつつある。本研究では、特に
カルシウム調節に関与している分子IP3R1やERの軸索内局在に着目し、軸索恒常性維持におけるAGJを中心とした髄鞘の
新たな役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Myelin sheaths are attached to axons on both sides of each node of Ranvier by 
means of highly specialized paranodal axo-glial junctions (PNJs). PNJs play important roles in the 
organization and maintenance of molecular domains in myelinated axons. To better understand the 
importance of the PNJs, we investigated cerebroside sulfotransferase (CST) deficient mice that partially 
lack PNJs. By ultrastructural and immunohistochemical studies we found that the mutant mice showed 
several axonal alterations before starting neurological symptoms both in the PNS and the CNS.In the CNS, 
myelinated internodal regions showed many focal swellings, and immunohistochemical analysis by means of 
the antibody against IP3RI revealed high immunoreactivity within the swellings, and this IP3R1 
accumulation was the first change we observed at the swellings. Therefore, defects of axonal transport 
appear to be a common phenotype of CST deficient mice and PNJs are important to maintain the axonal 
homeostasis.
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１．研究開始当初の背景 
（１）脊椎動物の神経軸索の多くは、髄鞘（ミ
エリン）に覆われている。中枢神経系はオリ
ゴデンドロサイトが、末梢神経系はシュワン
細胞が生後発達期に増殖分化し、それぞれ軸
索周囲にミエリンを形成する。ミエリンが形
成されると、活動電位発生に関与する電位依
存性 Na チャネルはランビエ絞輪に K チャネ
ルはジャクスタパラノードにクラスターを
形成することにより、跳躍伝導を引き起こす。
ランビエ絞輪の両隣にはパラノーダルアク
ソグリアルジャンクション(AGJ)が形成され、
軸索・ミエリン間を結合させる重要な役割を
担っている(図１)。	 
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（２）これまでに、軸索表面のチャネルの局
在変化・維持には AGJ が必須であることを明
らかにしてきた。また、AGJ 形成異常を示す
マウス cerebroside	 sulfotransferase(CST)
欠損マウスを用いた研究より、AGJ 形成異常
軸索では、ミトコンドリア・小胞体などの細
胞小器官の異常集積、モータータンパク質量
の減少など輸送障害が起こり、最終的には軸
索変性を来すことを明らかにした。この欠損
マウスは脱髄は生じないので、AGJ が軸索機
能維持に極めて重要であることを示唆して
いる。類似の変化は、他の AGJ 異常マウスで
も報告されており、また Shroff らは（2011）
AGJ の状態と物質の透過性の関与について形
態学的に研究を行っているが、AGJ 形成異常
における軸索内の分子レベルでの詳細な変
化は明らかではない。	 
（３）CST 欠損マウスの AGJ 形成異常は、中
枢および末梢神経に共通した所見であるが、
興味深いことに出現部位に違いがある。中枢
軸索では、コンパクトミエリンに覆われたイ
ンターノード部分に限局的な軸索腫脹・細胞
小器官の集積が多数認められた。特に小脳プ
ルキンエ細胞軸索の変化が顕著であり、軸索
腫脹の初期の変化として、イノシトールトリ
スリン酸(IP3)誘導性 Ca チャネルである 1 型
IP3 受容体(IP3R1)の局所的な集積がインター
ノード部位にあることを見出した。	 
（４）一方、末梢軸索では腫大したミトコン
ドリアや小胞などの蓄積は、絞輪やそれに隣
接したパラノード部分に認められる。中枢と
末梢神経軸索の異常部位がなぜこのように
異なるのか不明である。そこで、本研究では
軸索と髄鞘が直接接する AGJ が、どのような
メカニズムで軸索輸送を含めた機能調節に
関わっているのか、分子レベルで明らかにす

ることを目的とする。また中枢神経系と末梢
神経系でどのように異なるのかも明らかに
する。	 
	 
２．研究の目的 
有髄神経軸索内ミトコンドリアを含めた細
胞内小器官の分布および機能制御における
ミエリンの役割を調べる。特に AGJ 形成の
重要性を明らかにすることを目的に研究を
行った。また中枢神経系と末梢神経系のラン
ビエ絞輪部の構造の違い、パラノーダルジャ
ンクション形成不全における異常所見の違
いを比較し、軸索恒常性維持におけるパラノ
ーダルジャンクションの役割を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）軸索輸送変化を伴う髄鞘異常マウスに
おける翻訳後修飾の変化の解析	 
モータータンパク質と軸索内で運搬される
分子や細胞小器官の結合は、局所のリン酸化
シグナル調節を受けることが知られている。
特に、ニューロン内のキネシンによる輸送は
cyclin-dependent	 kinase	 5	 (CDK5)による
glycogen	 synthase	 kinase	 3	 (GSK3)の活性
調節が関与することが報告されている。また
アルツハイマー病における軸索輸送異常に
も GSK3 が関与しているとの報告がある。し
かし、髄鞘と軸索が結合する AGJ における局
所的な調節にこれら分子や他のシグナル伝
達系が関するかどうかは不明であり、他のシ
グナル伝達系を介してリン酸化が局所で調
節されている可能性もある。正常および AGJ
欠損マウスから分離した、ランビエ絞輪周辺
部ホモジネートを用いて CDK5 や protein	 
phosphatase	 1,	 GSK,	 tau など現在軸索輸送
に関わることが明らかにされているシグナ
ル分子の変化についてウェスタン解析をお
こなった。	 
（２）AGJ 形成不全軸索の光学および電子顕
微鏡解析	 
①坐骨神経のランビエ絞輪部のミトコンド
リア腫脹は、他の AGJ 形成不全マウスでも認
められる共通の所見である。したがって、正
常に AGJ が維持されることが、軸索のミトコ
ンドリアの分布および性状に極めて重要で
ある可能性が考えられる。しかしながら、パ
ラノーダルジャンクション形成が不完全な
軸索で、なぜミトコンドリアがランビエ絞輪
部に集まり、腫脹するのか原因は明らかでは
ない。そこで、小胞体の分布、軸索骨格の変
化などミトコンドリア以外の軸索内変化を
詳細に調べるために電子顕微鏡解析をおこ
なった。	 
②中枢神経系では、AGJ 形成不全マウスの小
脳プルキンエ細胞軸索に限局的な腫脹が認
められる。軸索腫脹の変化を詳細に調べるた
めに、光学顕微鏡および電子顕微鏡解析を行
い、なぜ軸索腫脹が生じるのか原因の手掛か
りを得た。	 



 

 

	 (３)In	 vitro髄鞘培養系を用いた検討	 
申請者が着目している AGJ は有髄軸索の限局
した場所である。AGJ 形成における軸索変化
を詳細に観察するためには in	 vitro の髄鞘
培養系を用いる必要があると考えた。したが
って、マウス後根神経節細胞およびシュワン
細胞の共培養、小脳分散培養あるいは小脳ス
ライスの系を行い、パラノード形成における
軸索の変化を経時的に観察する系を立ち上
げた。	 
	 
４．研究成果	 
（１）CST 欠損マウス小脳プルキンエ細胞の
軸索腫脹の変化	 
CST 欠損マウス小脳の軸索腫脹を詳細に調べ
ると、日齢を経るに伴い腫脹部分が大きくな
り、数も増えることが明らかになった（図 2）。
この軸索腫脹の変化はパラノーダルジャン
クション部分ではなくコンパクトミエリン
に覆われているインターノード部位で常に
観察された。したがって、AGJ がパラノード
部分のみならず、有髄軸索全体の恒常性に関
与している可能性が示唆された。	 
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（２）CST 欠損マウス小脳プルキンエ細胞の
軸索腫脹と IP3R1 の局在	 
CST 欠損マウス小脳プルキンエ細胞の軸索腫
脹をさらに詳細に調べた結果、生後発達期コ
ンパクトミエリン形成に伴い軸索に膨らみ
が認められることが明らかになった。その軸
索腫脹の初期の変化として IP3 誘導性のカル
シウムチャネルである IP3R1 の軸索局在の変
化が認められる。すなわち、正常軸索では
IP3R1 は軸索全体にほぼ均一に染色性が認め
られる。ところが、CST 欠損マウスのプルキ
ンエ細胞軸索ではわずかであるが、IP3R1 が
多く集積している部分がある（図３）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図３	 	 
この時期の軸索を電子顕微鏡で観察すると、
小胞体が過剰に層を作っている所見が認め

られた。この小胞体の変化は、in	 vitro で
IP3R1 を過剰発現した細胞で報告されている
小胞体の構造変化と類似していた。したがっ
て、CST 欠損マウス小脳プルキンエ細胞軸索
の限局した腫脹部分では IP3R1 が過剰になり、
カルシウム濃度が変化している可能性が強
く示唆された。今後腫脹部のカルシウム濃度
変化を測定して行く予定である。また IP3R1
欠損マウスと CST 欠損マウスを交配すること
により、CST/IP3R1 ダブル欠損マウスを作製
し、これらを解析することにより、IP3R1 が
軸索腫脹の引き金になっているのか明らか
にする。	 
（３）CST 欠損マウス坐骨神経軸索の変化	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
一方、AGJ 形成を呈する末梢軸索では、中枢
神経系と異なり、ランビエ絞輪部分に異常が
生じる。以前ミトコンドリアの腫大は報告し
ているが（図４、左上）、今回絞輪部の軸索
径およびパラノード領域のミトコンドリア
の数に注目し解析した。末梢神経軸索は通常、
ランビエ絞輪部はインターノード部分の軸
索径よりも細くなっている（図４、右上）。
これは、コンパクトミエリンが形成されるの
に伴い軸索骨格タンパク質のニューロフィ
ラメントのリン酸化が促進され軸索径が太
くなるためである。ところが、CST 欠損マウ
スでは、ランビエ絞輪部分の軸索径が優位に
大きくなっていた（図４、右下）。この結果、
AGJ 形成不全を呈する軸索（図４、左下）で
は、ミトコンドリアの分布のみならず軸索径
も異常になることが分かった。	 
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（４）CST 欠損マウス坐骨神経のミトコンド
リアの数と軸索のモータータンパク質の変
化	 
さらに、詳細に電子顕微鏡で坐骨神経を観察
すると、絞輪部のミトコンドリアの腫脹だけ
ではなく、パラノード部分のミトコンドリア
の数も有意に多くなっていることが明らか
になった（図５、左）。	 
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また、このミトコンドリアの分布の変化は免
疫組織化学的解析においても同様の結果が
得られた（図５、右上）。軸索内のミトコン
ドリアは微小管の上を走るモータータンパ
ク質に結合して輸送されることが知られて
いる。そこで、CST 欠損マウスの坐骨神経ホ
モジネートを作製し、モータータンパク質量
を調べると、正常マウス坐骨神経に比較して
順行性も逆行性のモータータンパク質も共
にタンパク量が有意に減少していた（図５、
右下）。したがって、AGJ 形成不全軸索では軸
索輸送障害が生じていることが示唆された。
今後、確立した in	 vitro 髄鞘培養系を用い
てミトコンドリアの変化を調べる予定であ
る。	 
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