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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の神経細胞軸索は周囲を髄鞘（ミエリン）に覆われている。

髄鞘は軸索を絶縁することにより跳躍伝導を引き起こすが、髄鞘の役割はそれだけではない。

髄鞘と軸索が直接接するパラノード部位では、ジャンクションが形成され軸索と髄鞘の膜タン

パク質が結合している。髄鞘がこのジャンクションを形成することが、軸索輸送や軸索内カル

シウム濃度調節など軸索恒常性維持に必須であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Vertebrate myelinated axons propagate electrical impulse rapidly by 
salutatory conduction. Paranodal axo-glial junctions play a crucial role in the organization and 
maintenance of molecular domains in myelinated axons. Cerebroside sulfotransferase (CST) 
deficient mice show disruption of the paranodal axo-glial junction both in the CNS and the 
PNS. We reported that axonal mitochondria at the nodes of Ranvier were large and swollen, 
and that axonal transport related protein levels decreased in the PNS of CST-deficient mice. 
We also found that the finding of frequent focal axonal swellings in the cerebellar Purkinje 
neurons.     
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１．研究開始当初の背景 
（１）脊椎動物の神経軸索は髄鞘（ミエリン）
に覆われている。中枢神経系はオリゴデンド
ロサイトが、末梢神経系はシュワン細胞がそ
れぞれ軸索周囲にミエリンを形成する。ミエ
リンが形成されると、活動電位発生に関与す
る電位依存性 Na チャネルはランビエの絞輪
にクラスターを形成し跳躍伝導を引き起こ
す。ランビエ絞輪の両隣にはパラノーダルジ
ャンクション(PJ)が形成され、軸索・ミエリ

ン間を結合させる重要な役割を担っている。 
（２）PJ の形成は軸索表面のみならず軸索
内部の恒常性維持にも重要である可能性が
ある。ミエリンの主要糖脂質スルファチドが
形成されないマウス CST 欠損マウス(KO マ
マウス)は、PJ 形成不全を呈する（図１）。こ
のマウスの座骨神経ランビエ絞輪部に異常
に拡大したミトコンドリアが認められるこ
とを以前報告している。ミトコンドリア等の
膜小器官は軸索内で ATP 依存性モータータ
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ンパク質と結合し微小管に沿って輸送され
る。微小管のプラス端に向かう順行性輸送は
キネシンが、逆行性輸送はダイニンが担って
いる。PJ 崩壊により軸索輸送に何らかの変
化を来たし、ランビエ絞輪部にミトコンドリ
アを集積している可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
          図１ 
  
（３）一方 CSTKO マウス小脳では異なる変
化が認められ。プルキンエ細胞軸索に異常膨
らみが高頻度に出現し、内部にリン酸化ニュ
ーロフィラメントやアミロイド前駆体タン
パク質の蓄積が認められた。この軸索の腫脹
はコンパクトミエリンに覆われたインター
ノード部位に存在していた。 
 
２．研究の目的 
有髄神経軸索内ミトコンドリアを含めた細
胞内小器官の分布および機能制御における
ミエリンの役割を調べる。特に PJ 形成の重
要性を明らかにすることを目的に研究を行
った。また中枢神経系と末梢神経系のランビ
エ絞輪部の構造の違い、パラノーダルジャン
クション形成不全における異常所見の違い
を比較し、軸索恒常性維持におけるパラノー
ダルジャンクションの役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）CST 欠損マウス小脳プルキンエ細胞軸
索の変化の解析                                           
① PJ 形成異常マウスである CST 欠損マウス
の小脳プルキンエ細胞は、軸索に多くの腫脹
した部分が認められた。この異常に腫脹した
軸索は、ミエリンが形成されない幼弱期には
認められないことから、パラノーダルジャン
クション形成不全による変化であることが
考えられた。この軸索腫脹の性状を免疫組織
化学的解析、電子顕微鏡解析により詳細に解
析した。                                               
② 上記のプルキンエ細胞軸索の腫脹部位に
はカルシウム結合タンパク質であるカルビ
ンジン D28K およびカルシウム濃度調節に関
与している IP3RIの蓄積が顕著に認められた。
このことより軸索内カルシウム濃度調節に
何らかの異常がある可能性が考えられる。し
たがって、小脳スライスを用いて軸索カルシ
ウムイメージングを行った。 

（２） PJ 形成異常における軸索ミトコンド
リアの性状変化の免疫組織化学的解析 
① CST 欠損マウス teased 座骨神経を用い、
ミトコンドリア電子伝達系の COXⅣ、マトリ
ックスに存在する MnSOD、電子伝達系の一端
を担う Cytochrome c、および FoF1-ATP 合成
酵素である ComplexⅤ (COXⅤ)、さらにミト
コンドリア外膜に存在し、電位依存性アニオ
ンチャネルであるポーリンに対する各特異
抗体を用い、PJ 形成異常におけるミトコンド
リアの変化を調べた。 
② PJ 形成異常がミトコンドリアの融合・分
裂に影響を及ぼしている可能性が考えられ
るので、融合因子である GTPase である
mitofusin1,2、および分裂因子である Drp１
の特異抗体を用い、免疫組織化学的に蛋白局
在を調べ、ウェスタンブロッティングにより
蛋白量の変化を調べた。 
③ PJ 形成異常がミトコンドリア DNA の複製
に影響を及ぼしている可能性を、BrdU 取り込
みにより調べた。 
上記の結果により、PJ 形成異常における軸索
内ミトコンドリアの巨大化が、活性化された
ポジティブな変化であるのか、あるいは変性
の初期過程であるのか証拠を得ることがで
きるのではないかと考えた。    
④ミトコンドリアなどの膜内小器官は軸索
内の ATP依存性モータータンパク質と結合し
微小管に沿って輸送される。軸索輸送に何ら
かの変化をきたし、ミトコンドリアの軸索内
分布が変化している可能性を考え、モーター
タンパク質量の変化をウェスタンブロッテ
ィングにより調べた。 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）CST 欠損マウス小脳プルキンエ細胞軸
索の変化の解析 
電子顕微鏡により生後６週齢ですでにプル
キンエ細胞軸索に細胞内小器官（ミトコンド
リアや膜状構造、小胞体）の局所集積が認め
られた。さらに４０週齢以上になると、軸索
変性が顕著に認められた。この変化はパラノ
ーダルジャンクション部分ではなくコンパ
クトミエリンに覆われているインターノー
ド部位で観察された（図２）。この変化はミ
エリンが形成される前は観察されないこと
より、コンパクトミエリンが形成されること
により軸索の変化が生じていることが推測
された。CST 欠損マウスの週齢が進むにつれ 
この軸索腫脹の出現頻度は多くなり、大きさ
は大きくなり、明らかに軸索輸送に障害があ
ることが分かった。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               図２ 
 
 
（２）プルキンエ細胞軸索の腫脹部における
カルシウム濃度の測定 
軸索腫脹部におけるカルシウム濃度の局所
変化が起こっている可能性を考え、免疫組織
学的解析により 1 型 IP3R(IP3R1)の局在を調
べた結果、正常プルキンエ細胞軸索では
IP3R1 は軸索全長にほぼ均一に染色されるの
に対して、CST 欠損マウスでは、腫脹部に限
局的に IP3R1 の集積が認められた。この結果
を踏まえ、小脳スライス培養を用いてプルキ
ンエ細胞軸索のカルシウムイメージングを
行った。しかしながらスライス作製時のアー
チファクトにより CST欠損マウスと正常マウ
スの差が明確ではなくなった。今後スライス
培養の有効性を詳細に検討した後、カルシウ
ムイメージングを行う予定である。 
 
（３）PJ 崩壊により軸索輸送になんらかの変
化を来たし、ランビエ絞輪部にミトコンドリ
アを集積させている可能性を考え、軸索輸送
に関与しているモータータンパク質の変化
を調べた。その結果，CST 欠損マウス座骨神
経では順行性，逆行性輸送ともにモータータ
ンパク質量が有意に減少していた（図３）。
またミトコンドリア特異的タンパク質であ
る COXIVがランビエ絞輪部に集積しているこ
と（図４）、微小管結合タンパク質タウの軸
索内局在に変化が生じていることを明らか
にした。 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
       
        図３ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図４ 
 
 
（４）通常軸索の細胞骨格を形成するニュー
ロフィラメントはインターノード部位（ミエ
リンに覆われた部分）でリン酸化されており、
ランビエ絞輪部ではリン酸かされていない。
しかしながら、CST 欠損マウスの座骨神経ラ
ンビエ絞輪部では明らかに、ニューロフィラ
メントのリン酸化が亢進していた。また、微
小管結合タンパク質タウのリン酸化も認め
られた。このことより、パラノーダルジャン
クションの形成が軸索タンパク質のリン酸
化に関与していることが示唆された。 
 
未解決な部分が多く残されたが、有髄軸索の
パラノーダルジャンクション形成が軸索輸
送に必須であることを示唆する結果が得ら
れた。またパラノーダルジャンクション形成
不全に於ける、異常部位が中枢神経系と末梢
神経系で異なることが分かった。今後は in 
vitro ミエリン培養系を用いさらに研究を
行って行く予定である。 
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