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研究成果の概要（和文）：NZF-2とNZF-3は、神経細胞ができる時に働く遺伝子です。この２つの遺伝子を働かな
いように遺伝子を人為的に改変した二重変異マウスを作製し、２つの遺伝子が働かなくなることで、組織の状態
や他の遺伝子の働き方にどのような変化が起こるかを、正常マウスや、NZF-2かNZF-3のどちらか一方だけを働か
なくしたマウスと比較検討しました。
その結果、脊髄から横隔膜や四肢の先端部へ神経の線維が届いていなかったり、脳の大脳皮質と呼ばれる部分で
は、神経線維の束が完全に失われていることがわかりました。また、正常マウスと比較して働き方が変化する遺
伝子の中に、他の遺伝子の働き方を調節する遺伝子を見出しました。

研究成果の概要（英文）：We generated the double knockout mice for gene silencing of NZF-2 and NZF-3,
 and compared these mice with normal or single knockout mice of NZF-2 or NZF-3 by their histology 
and gene-expression levels. 
As a result, the neurons did not innervate from spinal cord into the diaphragm or the distal portion
 of the extremities. In cerebral cortex, the bundles of nerve fibers were completely lost. In the 
genes that have moderately changed expression levels in the double knockout mice compared to wild 
type mice, we found ones that control alternative splicing. This finding suggests that NZF-2 and 
NZF-3 may influence alternative splicing patterns of other genes.

研究分野： 神経発生生物学、分子細胞生物学

キーワード： neural zinc finger　myelin　transcription factor　神経発生　神経回路　関節拘縮　遺伝子破壊マ
ウス　トランスクリプトーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた結果は、神経細胞が神経線維を伸ばして情報網をつくる際に、２つの遺伝子NZF-2とNZF-3が協
力して必要不可欠な働きをすることを示しています。また、正常マウスと比べて二重変異マウスでは、他の遺伝
子の働き方が変化する可能性があります。こうした遺伝子やNZF-2とNZF-3の働きは、再生医療で神経を再生させ
たり、遺伝子の働き方の変化を検査して神経難病を診断するなどの応用が期待できます。

※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 
(1) 我々は、神経系の細胞系譜特異的に発現する転写制御因子であるマウス NZF ファミリーの
３種の分子を全てクローニングし（文献①）、それぞれを胚性腫瘍細胞 P19 に強制発現させると、
これらすべてが単独で神経分化を引き起こすことを示した。（文献②） 
 
(2) マウス胚における発現を解析したところ、NZF-1 は分化したほぼ全ての神経細胞で発現して
いるのに対し、NZF-2 と NZF-3 は神経細胞の分化直前から直後に発現が限局していた。 
 
(3) これら遺伝子の中枢神経系形成過程における役割を in vivo で明らかにするため、発現時期
が限局している NZF-2 と NZF-3 の各ノックアウトマウスを作製した。NZF-2 ノックアウトマ
ウスは出生直後に自発呼吸が出来ず致死となる。一方、NZF-3 ノックアウトマウスは成体まで
成長し、生殖能力もある。また、外見的にも組織学的にも形態学的な異常は見つけられなかった。 
 
(4) そこで、NZF-2 と NZF-3 のダブルノックアウトマウス（NZF-2/-3 ダブルノックアウトマ
ウス）を作製したところ、頸部及び四肢に関節拘縮様の姿勢異常が観察された。また、予備的検
討から一部の神経細胞や神経線維が失われていることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ダブルノックアウトマウス個体で、 
(1） 脊髄（後根神経節）や大脳皮質において、どのような構造異常があるのか。 
 
(2） 特に大脳皮質において、神経回路形成過程の異常を、組織化学的に観察し、解析する。 
 
(3) NZF-2/-3 は転写制御因子であることから、遺伝子発現解析により、NZF-2/-3 の下流遺伝子
や、選択的スプライシング・パターンの変化を網羅的に探索し、表現型との相関を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1）脳と脊髄における組織学的解析 
野生型、NZF-2-/-、NZF-3-/-、NZF-2-/-；NZF-3-/- の各遺伝子型のマウス個体について、受精後 11
日胚以降の大脳皮質および脊髄において、細胞増殖（BrdU の取り込み率）、細胞死（TUNEL 法及
び抗 Caspase-3 抗体染色）の解析の他、NeuN、ニューロフィラメント、βIII チューブリンに対
する免疫染色を行い、神経分化及び神経線維の伸長様式を比較解析した。 
 
(2）脳の遺伝子発現変化の解析 
NZF-2 と NZF-3 の発現が際だって強い 12 日胚頭頸部から全 RNA を抽出し、遺伝子発現解析を行
った。マイクロアレイ解析により遺伝子発現の変化を、エクソンアレイにより選択的スプライシ
ングパターンの変化を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) NZF-2 のシングルノックアウトマウスでは横隔神経の軸索が変性消失する。 
ニューロフィラメント陽性神経線維を調べたところ、NZF-2 のシングルノックアウトマウス
NZF-2-/-では、一旦伸び始めた横隔神経の軸索が、少なくとも 12.5 日胚以降、発生が進むにつれ
て消失していくのが観察された。神経細胞自身の自律的変性死か、投射先とのシナプス形成不全
による神経細胞死の可能性が考えられた。 
 
(2) NZF-2-/-；NZF-3-/- では、四肢の先端部への神経投射が不全であった 
同様に、ニューロフィラメント陽性神経線維を調べたところ、ダブルノックアウトマウス NZF-
2-/-；NZF-3-/- では、四肢の先端部への神経投射が不全であった。原因として、脊髄神経細胞の
増殖の減少、神経細胞分化の不全、神経細胞分化後の細胞死の増加が考えられた。 
 
(3) 増殖や分化、細胞死の変化 
そこで、脊髄の神経細胞について、増殖（BrdU の取り込み率）・分化（抗 Isl-1 抗体染色）・細
胞死（TUNEL 法及び抗 Caspase-3 抗体染色）を調べた。有意差があるかどうかの詳細は、現在ま
だ解析中である。 
 
(4) 脊髄における軸索の侵入様式の変化 
ニューロフィラメント陽性神経線維の解析から、ダブルノックアウトマウス NZF-2-/-；NZF-3-/- 
の 18 日胚脊髄では、後根神経節から脊髄への投射神経侵入様式に異常が認められた。 
 
(5) 大脳皮質の構造の変化 
ダブルノックアウトマウス NZF-2-/-；NZF-3-/- 個体では、大脳皮質の構造にも異常があり、
ニューロフィラメント陽性線維が完全に失われていた。NZF-2 のシングルノックアウトマ



ウス NZF-2-/-でも、ニューロフィラメント陽性線維の減少が認められるが、消失はしていな
かった。これらの結果から、少なくとも NZF-2 と NZF-3 のはたらきには互いに補償する部
分があり、一方のはたらきだけが失われた時よりも両方のはたらきが失われた時の方が、生
じる異常の程度が大きくなる可能性が考えられる。 
 
(6) マイクロアレイ解析の結果 
12 日胚頭頸部のマイクロアレイ解析では、神経細胞の消失の原因とも結果とも考えられる
tau 遺伝子の発現低下以外に、大きな遺伝子発現の変動を示すものは見つからなかった。た
だし、中程度の発現変動をする遺伝子の中には、あるタイプの選択的スプライシングに関わ
る RNA 結合因子が存在した。 
この結果は、NZF-2/-3 による転写制御が、神経回路形成関連遺伝子の発現そのものには大
きな影響を与えなくても、下流の RNA 結合因子の発現変化を介してグローバルな選択的ス
プライシングパターンに影響を及ぼしている可能性を示唆している。 
 
(7) エクソンアレイ解析 
12 日胚頭頸部のエクソンアレイ解析については、精度を満たす解析が行えなかった。充分
な量と質の試料の調整が行えなかったためと考えられる。 
 
これらの組織学的解析結果は、NZF-2/-3 のシングルノックアウトマウス、およびダブルノック
アウトマウスの表現型についての知見を深め、これらの遺伝子が神経回路形成に果たす役割を
示唆するものである。一方、遺伝子発現解析の結果は、脊髄神経及び大脳皮質神経回路形成過程
における遺伝子発現カスケードの一端を明らかにしてくれると期待していたが、野生型や正常
遺伝子をヘテロにもつマウスと比較して、ダブルノックアウトマウスで発現量に明確な差があ
る遺伝子を特定できなかった。その代り、選択的スプライシングに関わる一部の RNA 結合因
子の発現が変化していたため、神経回路形成関連遺伝子の発現そのものには大きな影響を与え
なくても、これらの RNA 結合因子の発現変化を介して選択的スプライシングパターンに影響を
及ぼしている可能性を期待した。しかし、選択的スプライシングを検出するエクソンアレイ解析が
精度良く行なえなかったため、充分な解析ができなかったのは、非常に残念であった。 
 
＜引用文献＞ 
① F Matsushita, T Kameyama, T Marunouchi (2002). NZF-2b is a novel predominant form 
of mouse NZF-2/MyT1, expressed in differentiated neurons especially at higher levels 
in newly generated ones. Mechanisms of Development. 118. 209-213. 
 
② Toshiki Kameyama, Fumio Matsushita, Yuzo Kadokawa and Tohru Marunouchi (2011). 
MyT/NZF family transcription factors regulate neuronal differentiation of P19 cells. 
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