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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の無髄神経の分布に関してNav1.2をマーカーにして検討を行った。脳梁・
分界条の線維に無髄が存在することを免疫電顕を含めて確認した。その起始細胞を大脳皮質４層神経細胞に蛍光
タンパク質を発現するマウスを用いて検討し、一部Nav1.2抗体の染色性と一致することを同定し、無髄神経の起
始細胞が存在することが示唆された。
Nav1.2のコンディショナルノックアウトマウスについては線条体中型有棘神経細胞特異的なScn2aコンディショ
ナルノックアウトマウスを用いて行動試験を行った結果、活動性低下、不安の減少、後肢のアタキシア様運動異
常および社会的新奇性に対する嗜好性の軽度な不全が観察された。

研究成果の概要（英文）：Unmyelinated fibers in the central nervous system are known to exist in 
hippocampal mossy fibers, cerebellar parallel fibers and striatal projection fibers. Previously, we 
and others reported diffuse distribution of Nav1.2, a voltage-gated sodium channel α-subunit 
encoded by the SCN2A gene, on unmyelinated striatal projection fibers. Mutations in the SCN2A gene 
are associated with epilepsies and autism. In this study, we investigated the distribution of Nav1.2
 on the unmyelinated fibers in the corpus callosum and stria terminalis by immunohistochemistry and 
immunoelectron microscopy analysis, suggesting that diffuse localization of Nav1.2 on mid-axonal 
regions can be a useful marker for unmyelinated fibers. 
Furthermore, Scn2a KO/+ mice exhibited t a spectrum of phenotypes commonly observed in models of 
schizophrenia and autism spectrum disorder, suggesting that Nav1.2 has a pathological role in 
psychiatric disorders.

研究分野：病態脳科学

キーワード： 無髄神経　Nav1.2

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢神経系における無髄神経の役割についてはほとんど知られていない。進化の過程で有髄神経が形成されるた
め、なぜ無髄神経が中枢神経が発達した哺乳類においても残存しているかは謎である。我々はNav1.2が軸索にび
まん性に存在することが無髄神経の特徴であることを見出し、中枢神経に従来知られている以上に無髄神経が存
在することを示した。この知見は無髄神経という伝導速度の遅い線維の情報処理における役割を検討するという
全く新しい研究領域を切り開く可能性を持つ。また無髄神経に関連する疾患の存在も今後見出されていく可能性
があり、医学的な意義も大きいと思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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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に付帯し、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おり、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ことを報告した(Wong HK et al  J 
Biol Chem 2005)。また 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、その欠損によって線条体 medium spiny 
neurons(MSN)の resurgent current が減弱することを示した(Miyazaki et al Nat Commun 
2014)。 一方 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、また免疫電顕の検索によって、線条体投射線維が無髄線維である
ことを明らかにした(Miyazaki et al Nat Commun 2014)。この研究をまとめていく過程で、中
枢神経系における無髄線維の役割は全く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。しかしながら、小脳の平行線維、海馬の苔状線
維など系特異的に無髄線維が存在することはむしろ進化の過程で残存してきた意義があるはず
である。本研究は中枢神経系の無髄神経の役割を明らかにすべく、その実態を分子レベルで明ら
かにし、正常機能、病態での意義を解明する新しい学問領域を切り開こくことを目指した。 
 
２．研究の目的 
（１） 中枢神経系における無髄神経の回路分布を明らかにする。これまでは無髄神経の同定は
電顕による以外、有髄のマーカーである Ranvier nodeのマーカーが存在しないことによるネガ
ティブ所見しかなかった。我々は前述の研究過程においてNav1.2(sodium channel α subunit)
が線条体無髄神経軸索に発現することを示し、この性質が小脳平行線維、海馬苔状線維において
も当てはまることから、この抗体が中枢神経の無髄神経のマーカーとなる可能性がある。この点
を確認するとともに、新たな中枢神経における無髄神経を同定する。 
（２） 無髄神経系に特徴的な sodium channelなどの構成分子群を解明する。無髄神経のプロ
テオーム解析を行い、この構成成分を明らかにし、系特異性、あるいは無髄神経共通のマーカー
を明らかにし、その分布を解明する。 
（３） 無髄神経特異的 Nav1.2 の機能を明らかにする。Nav1.2 の突然変異がてんかんの主要
な病因遺伝子であることを研究分担者の山川は明らかにしてきた。山川は Nav1.2のコンディシ
ョナルノックアウトマウスを作製し、大脳皮質において細胞特異的にノックアウトすることに
よりてんかんの発症機序メカニズムを明らかにしている。これを無髄神経の系特異的なノック
アウトを行うことにより、Nav1.2の無髄神経における欠損の機能的役割を明らかにする。 
（４） 無髄神経維持に必要な分子メカニズムを明らかにする。ミエリン塩基性タンパク質
(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。ところが我々が線条体中型有棘神経細胞
(MSN)を分離し、遺伝子発現を DNA array によって検討したところ、MBPが発現していると
いう結果を得た。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。これまでに Golliのノックアウト
マウスは作製されているが、軽度の有髄線維の異常以外認められていない。そこで Golliのコン
ディショナルノックアウトマウスを作製し、無髄神経特異的にノックアウトしたときに有髄化
などの変化が起こるかどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 



（１） 中枢神経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 commun2014)、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
ことが示唆される。そこで我々は 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
ーン抗体を作製した。なお有髄線維では Ranvier node には Nav1.6 が存在する。現在 Nav1.2 の
染色性から中枢神経のいくつかの線維束が無髄であることが示唆されており、これについて免
疫電顕などの手法で確定する。 
（２） 無髄神経系の特徴的な sodium channel などの構成分子群の同定： 
線条体投射線維の Nav1.2,beta4 結合タンパク質の解析：すでに線条体投射線維に発現している
ことが分かっているこれらの分子をもとに結合タンパク質を同定する。線条体投射線維を切り
出し、Nav1.2、Beta4 subunit などで免疫沈降し、その結合タンパク質を同定する。 
（３） コンディショナルノックアウトマウスによる Nav1.2 の機能解析： 
Nav1.2flox/floxマウスは研究分担者山川らによって作製済みである。線条体特異的に Cre リコンビ
ネースを発現する Gpr88 promoter Cre マウス（Hisatsune et al. Transgnenic Res2013）と掛
け合わせて Nav1.2 を線条体特異的にノックアウトしたマウスを作製する。線条体投射線維にお
ける Nav1.2 の欠損を確認し、生理学的、行動学的検索、病理学的、生化学的検索を行う。 
（４） Golli コンディショナルノックアウトマウス作製： 
新学術領域研究｛学術研究支援基盤形成｝先端モデル動物支援プラットフォームに作製を依頼し、
Golli ノックアウトを確認した上で、病理学的解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１） 中枢神経における無髄神経の分布の検討： 
本研究では、無髄線維の軸索には Nav1.2 がびまん性に存在すると仮説を立てて、8 週齢のマウ
スの脳において無髄線維の脳内での分布の検討を行った。免疫組織化学染色において抗 Nav1.2
抗体で軸索がびまん性に染色された脳梁と分界条に注目した。抗 Nav1.2 抗体でびまん性に染色
された軸索について免疫電子顕微鏡解析を行い、無髄線維に Nav1.2 が特異的に局在しているこ
とを確認した。軸索起始部、軸索末端では有髄神経でも Nav1.2 が存在することが報告されてお
り、また有髄神経の有髄化以前には軸索に Nav1.2 がびまん性に存在することから、Nav1.2 のび
まん性分布は無髄部分のマーカーであると考えられる。一方脳梁と分界条はともに軸索起始部、
軸索末端を含まない mid-axon からなる。このことから mid-axon において Nav1.2 がびまん性に
存在することが無髄線維の有用なマーカーになることを提唱した(Yamano et al. 2021)。 
次に、脳内ネットワークにおける無髄線維の役割を調べるために、その起始細胞の同定を試みた。
先行研究より、脳梁は大脳皮質、分界条は扁桃体から投射している事が分かっている。海馬の苔
状線維や小脳の平行線維の起始細胞は、顆粒細胞と呼ばれる小さな細胞体であり、線条体投射線
維の起始細胞は中型有棘細胞である。どちらも細胞体の大きさが 10µm 前後で、比較的細胞体の
直径が小さい。したがって、脳梁や分界条の無髄線維の起始細胞が、大脳皮質や扁桃体の小型細
胞である可能性を検討した。免疫組織化学染色にて脳梁と分界条の Nav1.2 陽性の軸索をたどっ
て、起始細胞の位置を推定した。その結果、脳梁後部の無髄線維の一部は大脳皮質一次視覚野に
由来し、分界条の無髄線維の一部は扁桃体中心核に存在することが示唆された。大脳皮質一次視
覚野からの投射を可視化するために、まず、大脳皮質一次視覚野に順行性トレーサーを打ち、軸
索を蛍光標識した。大脳皮質一次視覚野の小さい細胞体から投射する線維の一部は Nav1.2 陽性
線維と共局在することがわかった。次に、大脳皮質の 6層のうち、どの層から投射しているのか
を解明するために、大脳皮質において時に小さい細胞体を有する大脳皮質一次視覚野 4 層に着
目した。大脳皮質一次視覚野 4層の細胞体を蛍光標識するマウスを用い、軸索を蛍光標識した。
大脳皮質一次視覚野4層の小さい細胞体からの軸索の一部はNav1.2陽性線維と共局在していた。
しかし、免疫電子顕微鏡解析によると、大脳皮質一次視覚野 4層から投射される軸索は無髄線維
と細い有髄線維が混在していた。よって大脳皮質一次視覚野 4 層の小さい細胞体からの投射線
維の一部が無髄線維であることが示唆された。分界条についても扁桃体中心核からの線維につ
いて扁桃体中心核小型細胞特異的にマーカーを発現するマウスを用いては脳梁と同様の実験を
行い、検討すべきであると考えている。 
（２） 無髄神経特異的構成タンパク質の同定： 
線条体投射線維は無髄線維に富むことがわかっているので、解剖学的に投射線維を含む領域を
切り出し、ショ糖密度勾配法で髄鞘に富む分画とそれ以外の分画に分けた。髄鞘に富む分画は
MBP に富むことで確認し、非髄鞘膜分画には MBP が存在しないことを確認した。この画分から
Nav1.2抗体を用いて免疫沈降を行うと両分画でbeta subunitが沈降した分画に存在することを
確認した。両分画を質量分析によってプロテオミクス解析を行い、無髄神経特異タンパク質の道
程を目指している。現在 Nav1.2 コンディショナルノックアウトマウスを用いた両分画のプロテ
オミクス解析を行い、線条体投射線維特異的 Nav1.2 結合タンパク質の同定を目指している。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
なお線条体中型有棘細胞は線条体投射線維を出しており、無髄神経細胞であるが、この細胞を取
り出して、mRNA 発現を網羅的に検討した(Miyazaki et al J.Biol Chem. 
（３）コンディショナルノックアウトマウスによる Nav1.2 の機能解析： 
線条体特異的に Cre リコンビネースを発現する Gpr88 promoter Cre マウスと掛け合わせ 
て Nav1.2 を線条体特異的にノックアウトしたマウスを作製し、解析した。Scn2a 変異ヘテロマ
ウスが軽度の社会行動障害、恐怖条件付けの強化、恐怖の減衰の欠損を示すことを報告した
（Tatsukawa et al.Mol Autism. 2019）。 
（４）Golli コンディショナルノックアウトマウス作製： 
Golli-MBP flox マウスは、Jacobs らの Golli-MBP ノックアウトマウス作製のストラテジーを参
考に作製した（Jacobs EC, et al. J Neurosci. 2005）。Jacobs ら Golli-MBP をノックアウトす
るため、Mbp 遺伝子のエクソン２を欠損した。これによって Classic MBP の発現には影響を与え
ず、Golli-MBP の翻訳産物のみを排除したマウスが作製可能となった。本研究では、ゲノム編集
により Mbp 遺伝子エクソン 2 の両端に loxP 配列を挿入した flox マウスを作製した(Golli-MBP 
flox マウスの作製は、JSPS 科研費 JP 16H06276 (AdAMS)の助成を受けており、大阪大学微生物
研究所の伊川正人先生との共同開発によるものである)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この Flox マウスと E3CreN マウスを掛け合わせ、小脳顆粒細胞、大脳皮質において Golli をノ
ックアウトしたマウスを得た。行動解析、組織化学的解析において明確な異常を現在のところ見
いだせていない。 
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