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研究成果の概要（和文）：特異的な神経投射は、発生期に誘引性分子と反発性分子により形成される。研究代表
者は、腓骨神経を欠損した突然変異マウスの原因遺伝子を同定することにより、新しい軸索ガイダンス機構を見
出そうとしている。これまでに候補領域に存在する全ての遺伝子エクソンの配列を決定したが、明らかな機能喪
失変異は存在しなかった。本研究では、次世代シークエンサーを用いた解析によりゲノム異常を見出し、ゲノム
編集を用いて正常化することにより表現型が消失することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neural circuits are formed by accurate guidance of growing axons towards 
their targets by the actions of attractants and repellents during development. Previous studies have
 revealed the roles of axon guidance molecules and their receptors, but the molecular mechanisms 
that control motor axon guidance have not been completely elucidated. I have been trying to identify
 the gene responsible for the spinal motor axon defects in a spontaneous mouse mutant line. 
Previously I mapped the critical region by linkage analysis and determined the sequences of all the 
exons of all the genes in the region. However, loss of function mutations were not identified. In 
this study, I performed the re-sequence of the critical region and RNA-seq analysis to determine the
 genomic and genetic abnormalities. I also made genome-edited mouse lines to examine the roles of 
the genomic abnormalities identified by next generation sequencing.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄運動神経の軸索形成に関して今までに知られていない遺伝子を同定することができた。今後、この遺伝子の
機能を解析することにより、新しい神経回路形成の分子機構を明らかにすることができる可能性がある。先天性
の内反尖足はヒトでも高頻度で見られる異常であるが、その発症機序は不明であり、ごく少数例を除いては原因
となる遺伝子異常が知られていない。本研究の成果がヒト内反尖足の遺伝的診断や治療法開発に繋がる可能性が
ある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 脊髄運動ニューロンは特定の筋を支配し運動を制御する。この特異的な神経投射は、発生期

に様々な誘引性分子と反発性分子の相互作用によって形成される。これまでの研究から、後肢

の背側筋へ投射する腓骨神経は、後肢芽の腹側間充組織に発現する EphrinA の反発作用と背側

間充組織に発現する EphA・GDNF の誘引によって背側へ誘導されることが明らかになってきた。

しかしながら、運動ニューロン軸索ガイダンスの分子機構には未だ不明な点が多い。 

 申請者は、腓骨筋萎縮マウス（peroneal muscular atrophy: pma）を用いてこの問題に挑戦

している。pma マウスは、1980 年代に日本で発見された突然変異マウスであり、先天的に内反

尖足を示す。この異常は、腓骨筋を支配する神経が欠損するため腓骨筋が神経原性の萎縮を起

こすことによる。出生時に既に表現型が観察されることから、胎児期における腓骨神経の欠損

が示唆されるが、胎児期の軸索走行については系統的には調べられていない。そこで、申請者

は、脊髄運動ニューロンに特異的に EGFP を発現させた pma マウスを作製し、胎児期の後肢運動

神経の走行を直接観察したところ、腓骨神経が形成されず、腰部に異常な軸索が観察された。

このような異常は、腓骨神経が欠損する他の遺伝子改変マウスで報告されていないことから、

pma マウスは、これまでに知られていない機序による軸索ガイダンス異常を有すると考えられ、

pma の原因遺伝子同定が、運動神経の軸索ガイダンスの新たな分子機構の解明につながる可能

性がある。 

 申請者は、これまでに、多数のマウスとマイクロサテライトマーカーを用いて連鎖解析を行

い、その候補領域を約 1.1 Mb まで絞り込んだ。この領域に存在する 22 遺伝子、244 エクソン

（およびスプライスジャンクション周辺）の塩基配列を決定し、エクソン内の一塩基置換や欠

失・挿入が 195 カ所、アミノ酸の変化を伴う変異が 21 カ所存在することを明らかにした。後者

は、マウスの一塩基多型（SNP）データベースに登録されているものがほとんどであり、遺伝子

機能の変化を伴わない多型であると考えられる。従って、遺伝子機能の喪失を引き起こすこと

が明らかな変異（ナンセンス変異、フレームシフト変異など）は存在しない。以上の結果から、

pma マウスの変異は、蛋白コーディング領域の異常ではなく、遺伝子の発現調節領域に存在す

る可能性が高いと考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、pma マウスの原因遺伝子を同定し、その発症機序を明らかにすることであ

る。そのために、次世代シークエンサーを用いた胎児の RNA-seq 解析を行い、本研究の開始前

に行った候補ゲノム領域のリシークエンスのデータと参照することにより、候補領域内に存在

するゲノム異常を明らかにすることを第１の目標とした。次いで、CRISPR/Cas9 法を用いたゲ

ノム編集により、同定したゲノム異常を正常化することにより、表現型が消失するかどうかを

検討することにより、同定した異常が発症の要因になっていることを証明することを第２の目

標とした。 

 

３．研究の方法 

 野生型（またはヘテロ）マウスと pma ホモマウスの胎児からトータル RNA を抽出し、次世代

シークエンサーを用いてシークエンスを行った。RNA のバリデーションおよびシークエンスは、

つくば i-Laboratory LLP の受託で実施し、解析は筑波大学医学医療系の村谷匡史博士と共同研

究で実施した。 



 CRISPR/Cas9 法を用いたゲノム編集は、新学術領域研究「先端技術基盤支援プログラム」の

「先端モデル動物支援プラットフォーム」による支援を受けて、筑波大学生命科学動物資源セ

ンターの水野聖哉博士との共同で実施した。先ず CRISPR/Cas9 による切断が起こりやすい配列

を検索し、その配列をターゲットとするベクターを pma マウス受精卵に微量注入した。得られ

たマウスの尻尾からゲノム DNA を抽出し、PCR により予想される編集が起こったマウスを選択

し、次に切断部位の配列を通常のシークエンスにより決定した。卵割の途中で遺伝子組換え時

期が起こる結果、最初の世代では異なる組換えを起こした細胞が混在したキメラ状態となるこ

とがあるため、実験には、Ｆ１世代を用いた。 

 ゲノム編集で得られた成獣マウスの表現型（尖足の有無）を観察した。次に胎児期に脊髄運

動ニューロンを標識できるマウスと交配して、胎児期の運動神経走行を観察した。 

 

４．研究成果 

 RNA-seq とゲノムリシークエンスの結果から、候補領域内に存在するある遺伝子に、正常マ

ウスでは見られない挿入配列があることが分かった。そこで、CRIPSR/Cas9 法により、この挿

入配列を除去したマウスを作製し、表現型を解析したところ、この遺伝子改変マウスは pma の

表現型を示さなくなった。さらに胎児期の運動神経走行の観察から、運動神経の形成が正常化

していることが分かった。従って、この配列の挿入が pma マウスの原因であると考えられる。 
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