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研究成果の概要（和文）：中枢神経系における無髄神経の存在部位の確認に関しては、現在のところ既報のよう
にNav1.2が瀰漫性に軸索上に存在することが無髄神経のマーカーとなることに基づき、中枢神経系の無髄神経を
網羅的に同定している。線条体投射線維、小脳平行線維、海馬苔状線維などの既知の線維に加え、脳梁、分界条
にNav1.2の分布が瀰漫性に存在する繊維の存在を認めている。電子顕微鏡による検討においても脳梁、分界条に
無髄繊維の存在を認め、現在免疫電顕による確認を行っている。

研究成果の概要（英文）：Unmyelinated fibers in central nervous systems(CNS) are not well known. 
Recently, we found Nav 1.2 localizes on  the axons of unmyelinated fibers diffusely, not as 
concentrated localization in the Ranvier nodes on myelinated fibers. Based on this property, we 
investigated the localization of unmyelinated fibers in the CNS of mice. We found Nav 1.2 diffuse 
localization on the axons of mossy fibers in hippocampus, parallel fibers in cerebellum, and 
projection fibers of striatum which are already know to be unmyelinated. In addition to those 
fibers, we found diffuse localization of Nav 1.2 on the axons in stria terminals and some part of 
corpus callosum, We also found unmyelinated fibers by electron microscopy.  The results suggest, 
there are still unknown or uninvestigated unmyeilated fibers in CNS.

研究分野：病態脳科学
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１．研究開始当初の背景 
われわれはハンチントン病における遺伝子
発現異常を検討し、sodium channel beta4 
subunit(以下 beta4 subunit)が早期からモデ
ルマウスにおいて減少していること、また剖
検脳においても発現が低下していることを
見出した (Oyama F et al J Neurochem 
2006)。Beta4 subunitはナトリウムイオンが
通過するチャンネルポア部分を形成する α 
subunitに beta1 subunitとともに付帯し（ア
クセサリーサブユニット）、イオンチャンネ
ルの機能を制御していると考えられている。
一方われわれは beta subunit1-4が細胞接着
因子類似の構造を持っていることから、アル
ツハイマー病のアミロイド前駆タンパク質
(APP)と同様に βセクレターゼと γセクレタ
ーゼによって切断される基質であることを
報告した(Wong HK et al  J Biol Chem 
2005)。また beta4 subunitの発現が突起伸長
を引き起こし、これが β セクレターゼ
(BACE1)によって制御されることも報告し
た(Miyazaki H et al BBRC 2007)。そこでわ
れわれは beta4 subunitの発現低下がどのよ
うな病態を引き起こすかを明らかにするた
め、ノックアウトマウスを作製し、その症状
や病理像を検討していたが、beta4 subunit
の局在を検討していたところ、beta4 subunit
は錐体路や小脳などでは Ranvier node や
axon initial segmentに局在するが、線条体
においては軸索に瀰漫性に存在し、他の系の
ような局在を認めなかった。さらに beta4 
subunit のプロモーターによって蛍光タンパ
ク質 Venus を発現するトランスジェニック
マウスを作製したところ、Venusが発現した
軸索には sodium channel の Ranvier node
への局在が認められなかった。 Beta4 
subunit は線条体においては medium spiny 
neuron(MSN)に発現しており、黒質、淡蒼球
のそれぞれに投射するニューロンに発現し
ている。この投射線維において Ranvier node
が存在しないことを様々な方法で確認する
ことにより、また免疫電顕の検討によって、
線条体投射線維は無髄線維であることを明
らかにした(Miyazaki et al Nat Commun 
2014)。この研究を行っていく過程で、中枢
神経系における無髄線維の役割は明らかに
なっておらず、脊椎動物において伝導効率の
良い有髄線維が形成されたのに対して、無髄
線維は単純に遅れた系と考えられており、そ
の存在意義の考察すらなされていないこと
に気づいた。 
 
２．研究の目的 
これまでほとんど解明されていなかった中
枢神経系における無髄神経の存在意義を明
らかにする。中枢神経系における無髄神経の
分布を詳細に検討し、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
成のメカニズム：有髄無髄の制御機構解明の
研究基盤を形成し、無髄神経の研究領域「無

髄学」を形成する。この領域の形成により、
ハンチントン病、パーキンソン病など基底核
疾患の新たな病態研究、治療法開発に結びつ
く可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1)MSN の遺伝子発現解析：無髄線維ニューロ
ン特異発現の検討 
本研究では線条体MSNにおける、ハンチン
トン病モデルマウスの遺伝子発現異常の検
討の際に得られたデータを利用した。 
MSNで Venusを発現するトランスジェニッ
クマウス (Scn4b-Venus) と HD トランスジ
ェニックマウス  (R6/2) を交配し、FACS 
(BD Biosciences) を用いてマウス線条体か
らMSNを精製した。本研究は早期に変動す
る遺伝子に着目しているため 4週齢のマウス
を使用した。精製MSNサンプルはHDマウ
ス  (R6/2;Scn4b-Venus) とコントロールマ
ウス (WT;Scn4b-Venus)、それぞれ 4例ずつ
用意した。これらのサンプルから Total RNA
を抽出し、Ovation Pico WTA System V2 
(NuGEN) により cDNAの増幅を行い、ラベ
ル化して SurePrint G3 Mouse GE 8x60K 
Microarray Kit (Agilent) にハイブリダイズ
した。正規化は GeneSpring GX 13.1.1 
(Agilent) を用いて 75 percentile shiftで行
った。統計処理は student t-test を行い、
p-value cut-offは蛋白質をコードする遺伝子
では 0.01、lncRNAは 0.05とした。また Raw 
signal cut-off は蛋白質をコードする遺伝子
では 500に設定したが、lncRNAは発現量が
低いため行わなかった。これらの条件を満た
しサンプル間で 1.5倍以上の発現変動が認め
られる遺伝子を抽出した。 

図 1. MSNサンプルの調整とマイクロアレイ
解析 
 
(2)大脳皮質神経細胞における無髄神経の同
定 
大脳皮質神経細胞において無髄神経が存在
するかどうかはこれまで明確には認識され
ていなかった。われわれは上記線条体無髄神
経の存在の検討の過程で Nav1.2 が無髄神経
の軸索にびまん性に存在することを同定し
た(Miyazaki et al Nat Commun 2014)。そこ

 



で中枢神経における Nav1.2 の染色性から無
髄神経を投射している細胞の同定を試みる
こととした。 
 
４．研究成果 
(1)MSN の遺伝子発現解析：無髄線維ニューロ
ン特異発現の検討 
マウス線条体から精製した MSN 画分から MSN
以外の細胞が除去されていることを確かめ
るため、細胞特異的な発現を示す遺伝子のプ
ライマーを用いて RT-PCR を行った。 
すると MSN 画分ではオリゴデンドロサイト、
アストロサイト、マイクログリア、インター
ニューロン特異的遺伝子の発現が著しく減
少した。この結果は FACS によって MSN のみ
を精製することに成功したことを示してい
る。ところがわれわれが MSN を分離し、
遺伝子発現を DNA array によって検討し
たところ、ミエリン塩基性タンパク質
(MBP)が発現しているという結果を得た。
しかしながら、MBPは中枢神経の髄鞘形成
に関わるオリゴデンドロサイトに発現する
分子であるが、無髄神経系では当然ながら
MBP 発現と軸索が解離している。この奇
妙な結果を検討したところ、MBP はゲノ
ム上 Golli と呼ばれる分子の下流にあり、
GolliとMBPの一部が融合した分子が発現
することが知られており、実際発現してい
たのは Golliであった。Golliは小脳平行線
維や海馬の苔状線維に発現することも知ら
れており(Landry et al. J.Neurosci 1996)、
無髄特異的分子である可能性が強い。さら
に発達過程で有髄神経の多い領域の神経細
胞で発現が減少する。Golliは興味深いこと
に脊椎動物で有髄神経がないヤツメウナギ
においても発現しており、ヤツメウナギに
おいては真の MBP はゲノムにみられない
(Werner HB Front Cell Neurosci2013)。
この事実は MBP シークエンスが Golli の
下流に挿入された後、有髄神経が現れた可
能性を示唆している。 
われわれも in situ hybridizationにより、
Golliの発現を検討したが、上記の無髄神経
を投射している神経細胞を中心に発現して
いることが示唆された。今後これらの神経
細胞における機能を明らかにするため、
Golli コンディショナルノックアウトマウ
スを作製する予定である。 
(2)大脳皮質神経細胞における無髄神経の同
定 
すでに beta4 subunit による瀰漫性の染色が
無髄神経の特徴であることを報告している
が(Miyazaki et al Nat commun 2014)、これ
はbeta4発現細胞についてのみいえることで
あり、新たな無髄神経の同定にはより広範囲
の神経細胞に関して特徴的な染色を示すマ
ーカーが必要であった。この点に関しては
sodium channel αsubunit の一つである
Nav1.2 が線条体投射線維、小脳平行線維、海
馬苔状線維を瀰漫性に染めることから、より

広範な無髄神経のマーカーとなる。われわれ
はすでに Nav1.2 に対するホルマリン固定標
本でも染色可能なモノクローン抗体を作製
している。なお有髄線維では Ranvier node
には Nav1.6 が存在する。現在 Nav1.2 の染色
性から脳梁の一部、分界条床核からの線維が
無髄であることが示唆されており（図２）、
これについて免疫電顕などの手法で確定し
ようとしている。また起始細胞の同定が重要
であるので、想定される起始細胞に GFP を発
現して、その軸索と Nav1.2 の染色性が一致
するかどうかを検討する予定である。 

図 2 Nav1.2 による染色。線条体投射線維、
分界条床核からの線維、脳梁（膨大部ではよ
り強染する部分が存在する）に強染する部分
が存在し、無髄線維の存在が示唆される。 
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