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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の髄鞘形成阻害や欠落・変性は、白質形成不全症や脱髄性疾患等の様々な
神経疾患を引き起こす。その診断・治療を目的とした髄鞘形成の分子作用機序の解明の必要性が求められてい
る。本研究では膜貫通型タンパク質テニューリン-4（Ten-4）に着目し、オリゴデンドロサイトによる髄鞘形成
の分子機序を解明を目的に実験を行った。その結果、Ten-4は細胞接着活性を有しており、オリゴデンドロサイ
トの他の細胞との相互作用や形態形成に関わっていることが示された。今後より詳細な分子メカニズム解析が期
待される。

研究成果の概要（英文）：Myelination by oligodendrocytes is essential for proper functioning of the 
central nervous system (CNS). Here, we showed that a type II transmembrane protein teneurin-4 
(Ten-4) was essential for CNS myelination. Further, Ten-4 possessed cell-cell adhesion activity. The
 recombinant protein of the Ten-4 extracellular domain promoted cell attachment and a positive 
effect on oligodendrocyte morphological change and myelination. These findings suggest that Ten-4 is
 a novel regulator of oligodendrocyte differentiation and that it plays a critical role in the 
myelination of axons in the CNS.

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
中枢神経系の神経情報伝達は、神経軸索に
オリゴデンドロサイトが髄鞘を形成するこ
とによって正常に機能する。髄鞘の形成・維
持に障害が起こると、効率的な活動電位の伝
播や神経軸索の成熟・維持が阻害され、様々
な神経障害を引き起こすことが知られてい
る。発生段階で髄鞘の形成阻害が生じる白質
形成不全症として、髄鞘構成タンパク質 PLP
の遺伝子変異に起因するペリツェウス・メル
ツバッハ病（PMD）が知られており、振戦や
痙性下肢麻痺等の神経障害が見られる。一度
形成された髄鞘が欠落していく脱髄性疾患
としては多発性硬化症が最も良く知られて
おり、オリゴデンドロサイトの細胞死や髄鞘
維持能力の欠陥による髄鞘の欠落が見られ、
軸索崩壊を伴い、振戦その他様々な神経障害
を呈する。中枢神経系での髄鞘形成は、オリ
ゴデンドロサイトの細胞突起が薄いシート
状の構造に変化し、神経軸索に巻き付くダイ
ナミックな現象である。通常、一つのオリゴ
デンドロサイトから多数の髄鞘が形成され、
末梢神経系のシュワン細胞による髄鞘形成
とは形態学的に異なる。この中枢神経系の髄
鞘形成過程、また、その後の維持の過程で
様々な分子が関わっていると考えられてい
るが、その分子機序の詳細はほとんど解明さ
れていないため、多くの関連疾患で有効な治
療法が確立されていない。そのため髄鞘形成
に関与する重要分子の基礎的・応用的研究の
必要性が求められている。また、髄鞘形成は
異種細胞間での複雑な現象であるため、分子
機序解明のアプローチ法の開発が未だ不十
分で、研究目的に応じた解析方法の改良が必
要である。 
 最近研究代表者らは、中枢神経系で顕著な
髄鞘形成不全を生じ、激しい振戦を呈する変
異型マウスを発見し、膜貫通型タンパク質で
あるテニューリン-4 (Ten-4)の遺伝子発現が
完全に阻害されていることを明らかにした
（引用文献 1）。さらにオリゴデンドロサイト
前駆細胞（OPC）株 CG-4 の単培養系を用い
た結果から、Ten-4 は Focal Adhesion Kinase
（FAK）の活性化を制御して、細胞分化や細
胞突起形成を促していることを解明した。し
かし髄鞘形成・維持の過程において Ten-4 の
分子作用機序は未だ解明されていない。特に
Ten-4 はオリゴデンドロサイトだけでなく神
経細胞にも発現していることから、髄鞘形成
において各々の細胞種に発現する Ten-4 の機
能を解明し、その分子機構を探る必要がある。
また最近、ショウジョウバエの中枢神経系や
末梢神経系神経筋接合部位において、テニュ
ーリンファミリー分子（ショウジョウバエで
は 2種類：Ten-a、Ten-m）のホモフィリック

またはヘテロフィリック結合が同種または
異種細胞間の特異的相互作用に必須である
ことが報告された（引用文献 2,3）。また他の
哺乳類テニューリン分子（例：Ten-2）が細胞
間相互作用に重要であることも報告されて
いる（引用文献 4）。これらのことから髄鞘形
成・維持の過程でのオリゴデンドロサイト―
神経軸索間の相互作用（細胞接着）において、
Ten-4 が重要な役割を担っている可能性が考
えられる。さらに Ten-4 欠損マウスでは特に
小径軸索の髄鞘形成に選択的な障害が生じ
るが（引用文献 1）、多発性硬化症でも小径軸
索に優位な障害が見られることから（引用文
献 5）、Ten-4 の機能解析から多発性硬化症の
病態機序に関する重要な情報が得られる可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では中枢神経系の髄鞘形成における
Ten-4 の分子機能、特に細胞接着活性に注目
し、その活性同定と機序解明を目指した。さ
らに中枢神経系で OPC とオリゴデンドロサ
イトで特異的に蛍光タンパク質 VENUS を発
現する Sox10-VENUS マウス（引用文献 6）
を利用することで、OPCの効率的な分離とオ
リゴデンドロサイトの細胞突起の細部をリ
アルタイムで解析できる in vitro 髄鞘形成系
の構築を行い、解析に用いた。 
 
３．研究の方法 

⑴ 細胞間接着アッセイ―トランスフェクシ
ョンの 48時間後、細胞を 0.2% EDTA溶液で
回収し、1% FBSを含む Leibovitz L15培地で
懸濁した。細菌培養用 35 mmディッシュに細
胞数 2.5×105 個となるよう播き、回転型シェ
イカーで振盪させながら（80 rpm）、37℃、5% 
CO2の条件下でインキュベートした。1 時間
ごとに細胞の様子を光学顕微鏡で観察して
画像データを取得し、Image Jを用いて、凝集
した細胞の面積から細胞間の接着活性を解
析した。 
 
⑵ Sox10-Venusマウスからのオリゴデンドロ
サイト前駆細胞の精製と培養―生後 0-2 日の
Sox10-Venusマウス（引用文献 6）の脳よりパ
パイン／DNase 処理によって細胞を採取し、
フローサイトメーター（Moflo）を使用して、
Venus 陽性細胞を精製した。精製した細胞を
ポリリジンコートした培養スライドに播種
し、1日間 0.5% FBS入り培養液にて培養後、
4% PFA で固定して、各種マーカー分子の免
疫染色を行った。 
 分化誘導の際は、培養 1 日後に 0.5% FBS
を除いた分化誘導培地でさらに３日間培養
した後に免疫染色を行った。 



 
⑶ Ten-4細胞外ドメインのオリゴデンドロサ
イト接着アッセイ―Ten-4 細胞外ドメインの
組換えタンパク質（Ten-4ECD）を 96-wellプ
レートにコートし、3% BSAでブロッキング
後、Sox10-Venus オリゴデンドロサイト前駆
細胞を播種して、1時間インキュベートした。
メタノールとクリスタルバイオレットを用
いて、固定と染色を行い、Washして接着しな
かった細胞を除去した後に、接着した細胞を
カウントした。 

 分化誘導をかける際は、⑵の分化誘導条件
に Ten-4ECD をコートしたスライドを用いて、
培養と免疫染色を行った。 
 
 
４．研究成果 

⑴ Ten-4の細胞接着活性―初めに、Ten-4の細
胞間接着活性を調べるため、Ten-4 過剰発現
細胞とコントロール細胞を準備し、培養液中
で振盪しながら、細胞凝集形成能を評価した。
アッセイ開始前ではいずれの細胞にも細胞
集塊は形成されていなかったのに対し、アッ
セイ開始から 3時間後では、コントロールと
比べ、Ten-4 過剰発現細胞でより大きな細胞
集塊が観察された（図 1）。これらの結果をも
とに、それぞれの細胞集塊をその面積ごとに
解析した。その結果、アッセイ 3時間後では、
Ten-4 過剰発現細胞がコントロールと比べて
2×103µm2 以上の大きな集塊が有意に増加し、
2×102µm2以上 5×103µm2未満の小さな細胞集
塊が減少していることが解った（図 1）。これ
らの結果により、Ten-4 は細胞間接着を促進
することが解った。 
 

 

  
 さらにこのアッセイ条件下における Ten-4
の細胞内局在を調べるため、抗 Ten-4 抗体を
用いて免疫染色を行った。また、F-アクチン、
Rac1の局在も調べた。その結果、Ten-4は細
胞膜辺縁に局在し、特に細胞接着部位に強く
局在していることが確認できた（図 2）。また、
F-アクチンと Rac1 は細胞接着部位を含む細
胞膜辺縁で Ten-4 と共局在していることが確
認できた（図 2）。これらの結果より、Ten-4
はアクチン骨格形成に関わり細胞間接着を
制御している可能性が示された。 
 

 
 
⑵ Sox10-Venusマウスを用いたオリゴデンド
ロサイト前駆細胞の精製・培養法確立―次に
オリゴデンドロサイトにおける細胞接着活
性を調べるために、オリゴデンドロサイトの
精製を試みた。ラットと比較し、マウスでは
オリゴデンドロサイトの一般化された精製
方法が確立されておらず、本研究では、中枢
神経系においてオリゴデンドロサイト系譜
細胞特異的に発現している転写因子 Sox10の
プロモーター下で蛍光タンパク質 Venusを発
現するマウス（Sox10-Venus マウス：引用文
献 6）を用いて、オリゴデンドロサイト前駆
細胞の調製を行った。生後 0-2 日の
Sox10-Venus マウスの脳から Venus 陽性細胞
をフローサイトメーターによって精製し、培
養した。その細胞を各種マーカーで染色した
結果、大部分の細胞がオリゴデンドロサイト
前駆細胞のマーカーである NG2 陽性である
ことが解った（図 3）。さらに、これらの細胞
を無血清培地を用いて分化誘導したところ、
オリゴデンドロサイトのマーカーである
GalC陽性細胞へと分化することが解った（図
4）。また、NG2陽性オリゴデンドロサイト前
駆細胞を 20% FBS存在下で培養すると II型
アストロサイトに分化することも解り、これ
らの結果より、Sox10-Venusマウスを用いて、
オリゴデンドロサイト前駆細胞の精製と分
化誘導に成功した。蛍光タンパク質 Venusを
用いることにより、分化過程での細胞形態変



化のタイムラプス解析にも成功した。 
 
 

 
 

 
 
⑶ Ten-4 のオリゴデンドロサイト接着活性

―⑴の結果より、Ten-4 細胞外ドメインは細
胞接着活性を有すると予想されたことから、
Ten-4 細胞外ドメインの組換えタンパク質

（Ten-4ECD）を調整し、⑵の方法で精製した
オリゴデンドロサイト前駆細胞の細胞接着
アッセイを行った。その結果、Ten-4 細胞外
ドメインはオリゴデンドロサイト前駆細胞
接着活性を有することが解った（図 5）。さら
に Ten-4ECD 上でオリゴデンドロサイト前駆
細胞をオリゴデンドロサイトへと分化誘導
したところ、細胞突起部位にシート状の細胞
膜構造を形成した（図 6）。このシート状構造
が髄鞘形成に重要であると考えられる。 
 

 
 
本研究結果より、Ten-4 がオリゴデンドロサ
イトの細胞接着に重要であることが明らか

となった。今後、Ten-4 欠損マウス由来のオ
リゴデンドロサイトを用いた接着アッセイ
や分化誘導アッセイ、また、細胞外・細胞内
の結合タンパク質同定等を行うことで、さら
に詳細なメカニズムが明らかとなり、髄鞘関
連疾患への応用研究の可能性が期待される。 
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