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研究成果の概要（和文）：中枢神経系には意外にも多くの無髄神経が存在するが、その分布や機能はほとんどわ
かっていない。本研究では、先行研究で我々が発見した無髄神経線維マーカーの抗Nav1.2抗体を用いて免疫組織
染色を行い、脳梁の一部と分界条の神経線維が無髄であることを明らかにした。また、無髄神経のひとつである
線条体投射神経のトランスクリプトーム解析を行い、遺伝子プロファイルを作成した。線条体投射神経線維のプ
ロテオーム解析の結果から、無髄神経軸索がグリア系細胞と相互作用を形成している可能性を示した。実際、ア
ストロサイトの突起が無髄神経線維を覆うように存在することを免疫組織化学的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the central nerve system, not all axons are myelinated. A large 
proportion of axons are unmyelinated but their distribution and function still unclear. Here, we 
identified parts of fibers in the corpus callosum and stria terminalis as novel unmyelinated fibers 
by immunostaining using anti-Nav1.2, which is a marker of unmyelinated fibers. To obtain the 
information relating to unmyelinated neurons/fibers, we generated gene expression profile of 
striatal medium spiny neurons, which are unmyelinated neurons. Next, we performed proteome analysis 
using MBP (+) and MBP (-) membrane fraction of striatal projection fibers and compared enriched 
proteins in each fraction. Gene ontology analysis of these data suggested that unmyelinated fibers 
may interact with glial cells on the surface of fibers and form synapses with other projection 
fibers. Indeed, we found the striatonigral fibers were surrounded by astrocyte processes by 
immunostaining using astrocyte markers.

研究分野：神経解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、今まで知られていなかった中枢神経系の無髄領域を明らかにした。また、無髄神経線維はアストロ
サイトの突起で覆われていることを明らかにした。有髄神経は情報伝達スピードの速さという点では優れている
が、微妙な調節や修正は無髄神経が担っている可能性がある。本研究を進めることにより、これまで分かってい
なかった無髄神経の機能を解明できる可能性がある。またNav1.2の遺伝子であるSCN2Aはてんかんと自閉症スペ
クトラム症の原因遺伝子であることから、本研究を進めることによりこれらの疾患の病態への理解が深まり、治
療法開発へ繋がる知見が得られると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
髄鞘は神経軸索を覆う絶縁性のカバーであり、脊椎動物はその進化において髄鞘を獲得する
ことで神経伝達速度を飛躍的に上げた。一方で中枢神経系には海馬顆粒細胞、小脳顆粒細胞など
の無髄神経が保存されており、有髄神経の代表格である大脳錐体細胞でも部分的に無髄領域が
存在することが最近明らかとなった（Tomassy GS et al, Science, 2014）。このように無髄神経
線維は中枢の多くに存在しているが、その役割についてはほとんど明らかにされていない。 
電位依存性ナトリウムチャネル (Nav チャネル) は有髄神経では主にランビエ絞輪に存在し、
活動電位の発生を担っている。そのサブユニットのひとつである sodium channel beta4 subunit
（Navbeta4）は、小脳や脊髄ではランビエ絞輪や軸索起始部に限局して存在するが、線条体投射
神経では神経軸索に diffuse に分布し、他の系とは異なる発現パターンを示す。研究代表者らは
その Navbeta4 のユニークな分布に注目し、免疫組織化学的によりランビエ絞輪や髄鞘の構成因
子が線条体投射神経軸索には存在しないことを確かめ、最終的に免疫電顕像によっての
Navbeta4 陽性の軸索が無髄線維であることを明らかにした（Miyazaki H et al, Nat Commun, 
2014）。またこのことから、Nav チャネルのサブユニットの diffuse な分布は無髄神経軸索のマ
ーカーとなり得ることがわかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では中枢神経系における新規の無髄神経を同定し、その投射経路を明らかにすること
を目的とする。また無髄神経の特性を明らかにするため、トランスクリプトーム解析を行い、無
髄神経細胞で発現する遺伝子を網羅的に解析する。さらにはプロテオーム解析を行い、無髄神経
軸索に存在する蛋白質を網羅的に解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）Nav1.2 は sodium channel alpha subunit のひとつであり、Navbeta4 よりも広く中枢に、
diffuse に分布する。抗 Nav1.2 抗体を用いてマウス脳切片の免疫組織染色を行い、中枢神経系
における新規の無髄神経とその投射経路を調べた。 
 
（2）先行研究で研究代表者らが作製した線条体投射神経細胞 (medium spiny neuron: MSN) で
Venus を発現するトランスジェニックマウス（Scn4b-Venus）から FACS を用いて MSN を分離し、
遺伝子発現解析を行い MSN で発現している遺伝子のリストを作成した。この遺伝子リストは無
髄神経で発現している遺伝子を含んでいる可能性が高い。 
 
（3）無髄神経軸索の蛋白質を調べるため、マウス脳の線条体投射神経線維（無髄線維）を多く
含む領域を採取し、ライセートを作製した。超遠心によって得られた膜画分は、スクロース密度
勾配遠心を行い、髄鞘を含む画分（MBP (+) 膜画分）と髄鞘を除いた画分（MBP (-) 膜画分）に
分離した（MBP: myelin basic protein, 髄鞘の主要な蛋白質の 1つ）。得られた画分は質量分
析を行い、各画分に含まれている蛋白質の同定を行った。続いて、MBP (-) 膜画分に特異的な蛋
白質、および双方の Mascot Score の ratio から MBP (-) 膜画分で score が高い蛋白質（ratio 
> 1.5） を抽出した。このような蛋白質は無髄神経軸索に特有の蛋白質を含んでいる可能性があ
る。 
 
４．研究成果 
（1）マウス脳における Nav1.2 の分布を免疫組織化学的に調べると、海馬顆粒細胞や小脳顆粒細
胞といった、一般的によく知られた
無髄神経の軸索と線条体投射神経軸
索で diffuse な染色が見られたほ
か、脳梁の一部と分界条の神経線維
でも同様に diffuse な染色が認めら
れた（図 1）。これらの軸索は抗 MBP
抗体の免疫染色像とほとんど共局在
しないことから、無髄神経である可
能性が高い（図 1）。今後は、抗 Nav1.2
抗体を用いて免疫電顕を行い、これ
らの神経軸索が無髄であることを確
認する。また、ウイルストレーサー
を用いてオリジンの細胞と投射先を
同定する予定である。 
 
（2）Scn4b-Venus マウスの線条体から FACS を用いて MSN を分離し、マイクロアレイを用いて遺
伝子発現解析を行い、MSN の遺伝子プロファイルを作成した（～3,000 遺伝子）。面白いことに、
この MSN 遺伝子群の中には Golli-MBP という MBP のスプライスバリアントが含まれていた。In 
situ Hybridization の結果から、Golli-MBP はオリゴデンドロサイトだけでなく神経細胞でも
発現していることがわかった（図 2, A, B）Golli-MBP は髄鞘を持たないヤツメウナギの脳でも



発現していることから (Smith JJ et 
al, Nat Genet, 2013)、脊椎動物の進
化の過程において髄鞘獲得に関与す
る可能性が考えられた。 
 
（3）スクロース密度勾配遠心によっ
て得られた各画分を抗 MBP 抗体で
Western blot を行い、バンドの有無に
よって MBP (+) 膜画分と MBP (-) 膜
画分に分けた（図 3, A）。LC-MS/MS 解
析の結果では、髄鞘構成蛋白質の
Mascot Score は MBP (+) 膜画分で高
く、MBP (-) 膜画分で低い値を示した
（図 3, B）。また LC-MS/MS 解析の結果
から、MBP (+) 膜画分では 1,846 個、
MBP (-) 膜画分では 2,269 個 (Mascot 
Score > 0) の蛋白質のリストが得ら
れた（図 3, C）。本手
法を用いると、ミトコ
ンドリア蛋白質が MBP 
(-) 膜画分に濃縮す
るため、無髄神経軸索
に濃縮して存在する
蛋白質との区別が難
しくなる。そこで、ミ
トコンドリア蛋白質
の 遺 伝 子 リ ス ト 
(GO_0005739) を用い
て、ミトコンドリア蛋
白質をリストから除
いた（図 3, C）。続い
て、無髄神経軸索で濃
縮して存在する蛋白
質を抽出するため、
MBP (-) 膜画分と MBP 
(+) 膜 画 分 と の
Mascot Score の
ratio が 1.5 倍以上と
なる蛋白質をリスト
から抽出した（図 3, 
C）。最終的に、これらの MBP (-) 膜画分に濃縮し
て存在する蛋白質と、MBP (-) 膜画分に特異的に
存在する蛋白質とを合わせて 333 個の蛋白質のリ
ストを作成した（図 3, C）。Gene ontology 解析で
cellular component について調べると、これらの
蛋白質には、cell junction、synapse、axon に関
係する蛋白質が多く含まれていることがわかっ
た。このことから、無髄神経の軸索は髄鞘で覆われ
ていないため、周囲のグリア系細胞と相互作用を
形成している可能性が考えられた。また無髄神経
では、その軸索上に他の軸索終末とシナプスを形
成している可能性が考えられた。さらにこの蛋白
質のリストをAstrocyte-enriched gene (Cahoy JD 
et al, J Neurosci, 2008) と比較すると、アスト
ロサイトに濃縮して存在する遺伝子を数多く含ん
でいることがわかった。実際、アストロサイトのマ
ーカーで免疫染色を行ったところ、アストロサイ
トの突起が無髄神経軸索を覆うように存在してい
た（図 4）。 
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