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研究成果の概要（和文）：神経細胞が正常に機能する上で、軸索輸送は重要な役割を果たす。本

研究では、軸索輸送に対する髄鞘の関与を明らかにすることを目的とした。髄鞘異常を伴うマ

ウスを用いた詳細な組織学的および生化学的解析の結果、髄鞘—軸索間結合の欠損により輸送を

含む局所的な軸索の変化が生じ、週齡に伴い軸索腫脹や変性が進行することを明らかにした。

また、これらの変化に局所のカルシウム濃度変化が関与する可能性を示した。本研究により新

たな髄鞘の役割が示され、今後軸索変性機序や予防などの研究に役立つ重要な知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the role of myelin on axonal transport, 
immunohistological and biochemical analyses were performed in the central and peripheral 
nervous systems of myelin mutant mice. In these mice, paranodal axo-glial junctions (AGJ) 
were disrupted but compact myelin was preserved. The present results demonstrated that 
disruption of AGJ caused local axonal swellings containing various axonal components and 
changes of axonal transport-related molecules. Involvement of local calcium change was 
suggested. Focal axonal swellings were first observed at early stage of myelination and 
progressive with age. Axonal degeneration became more prominent in aged mice. Thus, the 
axo-glial interaction at the paranode is important for local axonal homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経系の機能は、神経回路を介した情報処
理によって行われる。個々の神経細胞からの
情報の出力には、軸索上の興奮伝導と終末部
でのシナプス伝達が関与する。軸索周囲に一

定間隔で巻き付いた膜様構造物である髄鞘
は、これまで単なる絶縁体として考えられて
きた。しかし、髄鞘がランビエ絞輪軸索への
イオンチャネル集積に関わることが近年明
らかとなるなど、軸索—グリア（髄鞘）間の
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局所シグナルの神経機能への重要性が認識
され初めている。本研究代表者は、軸索—髄
鞘間で形成される細胞間結合（paranodal 
axo-glial junction: AGJ）の形成不全マウス
の末梢神経において軸索絞輪部が異常に膨
らみ、変性したミトコンドリアや小胞などが
蓄積することを見出したことから（Hoshi et 
al, 2007）、軸索輸送に関する髄鞘の局所的な
関与を調べることが重要と考え、本研究を申
請した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、神経軸索輸送の調節の中
でも特に髄鞘の役割に着目し、髄鞘からの外
的シグナルによる軸索輸送調節機構を明ら
かにすることを目的とした。このため、本研
究では、上述した軸索変化〔腫脹〕を伴う髄
鞘異常マウスを利用して、以下を明らかにす
ることを申請当初の目標とした。（１）髄鞘
異常による軸索輸送関連分子の量的あるい
は質的変化の解析、（２）同マウスの軸索部
分におけるリン酸化タンパク質の変化の解
析、（３）培養系における軸索輸送変化の解
析。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、中枢および末梢神経系におい
て軸索異常を来す AGJ 形成不全マウスとし
て、スルファチド合成酵素（cerebroside 
sulfotransferase: CST）欠損ホモマウスを用
いた。このマウスでは、髄鞘自体は形成され
るが、ランビエ絞輪に接した髄鞘両端のパラ
ノード部分における髄鞘と軸索との間の結
合（AGJ）が十分に形成されない。AGJ は、
電気的絶縁の他、軸索表面の膜タンパク質の
側方移動に対するバリアとしてはたらく。こ
のため、CST 欠損マウスの中枢神経系では軸
索上のイオンチャネルの分布やチャネルサ
ブタイプに変化を生じることが明らかにな
っている（Ishibashi et al, 2002: Suzuki et al, 
2004）。一方、末梢神経系では絞輪における
Na+チャネルの分布は変わらないが、K+チャ
ネルの分布異常と成熟マウスの絞輪部分の
軸索腫脹が見られる（Hoshi et al, 2007）。そ
こで、この CST 欠損マウスにおける中枢お
よび末梢神経系の軸索変化を以下の方法で
解析した。 
 
（１）AGJ 欠損マウスにおける輸送関連分子
の量的あるいは質的変化の解析： 
 CST 欠損マウスおよびワイルドマウスを
麻酔した後末梢神経および脳や脊髄を取り
出し、ホモジネートを作製した。SDS ポリア
クリルアミドゲル電気泳動後にタンパク質
を膜に転写し、軸索輸送関連タンパク質など
の特異抗体を用いてウエスタンブロット解
析を行った。 

 
（２）AGJ 欠損マウスにおける輸送変化に対
する形態学的解析： 
 発達段階あるいは成熟した CST 欠損マウ
スおよびワイルドマウスを麻酔した後灌流
固定し、取り出した末梢神経および脳を用い
て凍結切片あるいは超薄切片を作製した。坐
骨神経はときほぐし標本も作製して用いた。
凍結切片およびときほぐし標本は各種抗体
で染色し、蛍光顕微鏡あるいはレーザー共焦
点顕微鏡下で解析した。リン酸化修飾された
タンパク質の局在解析に関しては、各々のリ
ン酸化タンパク質に対する特異抗体を用い
て解析した。超薄切片は電子顕微鏡で形態を
観察した。 
 
（３）培養系を用いた解析： 
 研究開始当初は、AGJ 欠損マウスから樹立
したシュワン由来株化細胞を用いた髄鞘形
成培養系の確立とその利用を予定していた
が、（１）および（２）の解析からカルシウ
ムイオンとの関連性が推測されたため、培養
スライスを用いたカルシウムイオン変化の
解析に変更した。 
 
 本研究における動物実験に関しては東京
薬科大学動物実験規程に基づいて実験計画
の承認を受け、規程を遵守した上で実施した。
また、遺伝子組換え動物の飼育および実験へ
の使用に関しては、東京薬科大学薬学部DNA
組換え実験委員会の承認を得た上で実施し
た。 
 
４．研究成果 
（１）AGJ 欠損マウスにおける輸送関連分子
の量的あるいは質的変化の解析： 
 成熟 AGJ 欠損マウス坐骨神経ホモジネー
トを用いたウエスタンブロット解析の結果、
コントロールのワイルドマウスに比してキ
ネシンやダイニンなどの順行性あるいは逆
行性軸索輸送にはたらく一連のモータータ
ンパク質含有量が明らかに変化していた。こ
れらの結果から、AGJ 欠損マウスの末梢神経
系では、軸索輸送分子の量的異常が絞輪軸索
の腫脹やミトコンドリアの異常と関蓮して
いる可能性が考えられた。また、同様の変化
は脊髄でも認められたことから、中枢神経系
においても軸索輸送変化が生じている可能
性があるため、（２）のように形態学的に解
析する必要があると考えられた。 
 
（２）AGJ 欠損マウスにおける輸送変化に対
する形態学的解析： 
 まず、AGJ 欠損マウスの坐骨神経凍結切片
（あるいはときほぐし標本）をミトコンドリ
ア関連分子に対する特異抗体で免疫組織学
的解析を行った。その結果、ミトコンドリア



 

 

の機能に関連する分子の絞輪部への蓄積の
他に、ミトコンドリア自体の輸送に関与する
KIF1Balpha や tau などの局在にも異常が見
られた。（１）で示したウエスタンブロット
解析の結果と合わせ、以前報告した末梢神経
軸索の部分的腫脹と輸送変化との関連性が
示唆された。 
 また、（１）のウエスタンブロット解析か
ら中枢神経系における輸送関連タンパク質
の量的変化も疑われたことから、中枢神経系
の軸索変化を組織学的に解析した。その結果、
成熟した AGJ 欠損（CST 欠損）マウスにお
いて、小脳プルキンエ細胞の軸索の部分的腫
脹が多数認められた。発達段階を含め、異な
る週齡のマウスを用いた解析の結果、この軸
索変化は髄鞘が形成される頃から観察され
はじめ、週齢と共に軸索の腫脹した部分自体
が大きくなり、数も増加することが確認され
た。また、小型と大型の軸索腫脹を断面で比
較すると、腫脹内におけるニューロフィラメ
ントの分布が異なり、腫脹が大きくなると共
に腫脹部分へのリン酸化ニューロフィラメ
ントの異常蓄積がおきていることがわかっ
た。これらの腫脹部分をそれぞれ数え、統計
解析した結果、週齡に伴って数が増加し、大
きさも増加することがわかった。 
 アミロイド前駆タンパク質（amyloid 
precursor protein: APP）の分布を解析した
ところ、ニューロフィラメントより遅い段階
で軸索の腫脹部位に蓄積することが明らか
になった。さらに、４０週齢以降のマウスに
おいては部分的な腫脹のみならず、明らかな
軸索変性が認められた。また、末梢神経軸索
と異なり、AGJ 欠損マウス中枢神経系におけ
る軸索腫脹はランビエ絞輪部分ではなく髄
鞘膜に覆われたインターノード部分に存在
することがわかった。さらに、軸索の腫脹部
位では、細胞内局所のカルシウムイオン濃度
の調節に関与する小胞体上の分子も髄鞘形
成早期から異常集積することが明らかにな
った。これらの形態的変化は電顕でも確認さ
れた。 
 以上の組織学的解析から、AGJ の欠損によ
り、末梢神経軸索では主にランビエ絞輪部分
を中心としてミトコンドリアや小胞、それら
の輸送関連分子の変化が認められ、中枢神経
系、特に小脳ではインターノード部分の軸索
において、局所的軸索腫脹と様々な分子の腫
脹部分への蓄積が引き起こされ、それが経時
的に進行し、最終的には軸索変性が引き起こ
されることがわかった。  
 
（３）培養系を用いた解析： 
 上述のように、本研究（１）（２）の結果
から、髄鞘膜自体が軸索を取り巻いていたと
しても AGJ が形成されない場合には、軸索
に局所的な腫脹とその部位への様々な分子

の蓄積が生じること、輸送関連分子の量的変
化や分布異常が認められること、これらの変
化に局所のカルシウム異常が関わる可能性
があることがわかった。このため、培養系を
用いて髄鞘異常と軸索のカルシウム濃度変
化との関連性の解析を試みた。 
 本研究開始時の計画では、CST 欠損マウス
あるいはワイルドマウスから採取したミエ
リン形成細胞と神経細胞を共培養した髄鞘
形成培養を用いて、髄鞘異常が軸索に与える
影響を解析する予定で準備を行った。しかし、
上述のように局所のカルシウムイオン濃度
変化が関与することが考えられたことから、
これがより解析しやすいスライス培養系に
変更した。スライス培養系を用いて軸索上の
カルシウムイオン濃度変化を指示薬によっ
て解析する系を作製したが、この系では明ら
かな結果を得ることができなかった。培養系
の調製に関してさらに工夫が必要と考えら
れ、研究期間終了後も引き続き実験を行って
いる。 
 
 以上、本研究期間内にカルシウムイオンの
関与を直接的に証明することはできなかっ
たが、カルシウム結合タンパク質や小胞体か
らのカルシウム放出関連分子が早期に軸索
腫脹内に集積し、週齢が進むと共に腫脹が増
大し、軸索変性へと進行することから、AGJ
異常に伴う軸索局所のカルシウム濃度変化
がこれらの一連の軸索変化に関与すること
が示唆された。本研究を通して、軸索機能維
持に対する新たな髄鞘（特に AGJ）の役割を
明らかにすることができ、今後の軸索変性機
序やその予防などの研究に役立つ重要な所
見が得られた。 
 本研究で得た成果は、以下に示すように国
内および国際学会で発表した。両神経系共に
培養系の結果も含めてそれぞれ成果をまと
める予定であったため論文作成が遅れたが、
本研究により十分な結果が得られたことか
ら、現在論文作成中である。 
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