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研究成果の概要（和文）：本研究ではCRMPの機能について、神経回路形成における役割と神経再生に関わる役割
に着目し、遺伝子改変マウスを用いて解析した。神経発生期のCRMPの役割については、CRMP1とCRMP4が大脳皮質
５層神経のbasal dendriteの発達に関与すること、CRMP2のリン酸化が樹状突起スパイン形成に影響を与えるこ
とを明らかにした。脊髄損傷モデルを用いた解析により、CRMP2のリン酸化を抑制することにより、運動機能と
感覚機能の脊髄損傷からの回復が良好となることを示すとともに、LKEを投与することにより脊髄損傷後の運動
機能回復が良好となることを報告した。

研究成果の概要（英文）：In present study, we analyzed the role of CRMP family proteins in brain 
development and neural regeneration by using mutant mice of CRMP genes. We reported orientation 
abnormality of basal dendrites of layer V neurons in cerebral cortex of CRMP4 KO mice and this 
phenotype became worse in CRMP 1/4 double KO mice (Takaya et al., 2017). We also reported the 
involvement of CRMP2 phosphorylation in dendritic spine formation (Jin et al., 2016). In neural 
regeneration, we found that suppression of CRMP2 phosphorylation promoted functional recovery of 
motor and sensory system after spinal cord injury (Nagai et al., 2016). We further showed that LKE, 
which modified the function of CRMP2, also promoted recovery of motor function after spinal cord 
injury (Kotaka et al., 2017). These results indicate the importance of CRMP family proteins in brain
 development and their involvements in neural regeneration.

研究分野：神経科学
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１、 研究開始当初の背景 
(1) CRMP2 は軸索ガイダンス分子 Sema3A の細

胞内シグナル制御分子として同定されたが、

軸索の退縮のみならず、神経細胞極性、樹状

突起伸長やシナプス形成に関与することが

明らかにされてきた。CRMP は CRMP1-5 のメン

バーを有するファミリータンパク質で、中枢

神経系形成期にオーバーラップして発現し

ていることが示されている。 

 

(2) 我々は Sema3A の反応過程で、Cdk5 によ

る CRMP2 の Ser522 リン酸化が軸索退縮反応

に必須であることを示した。さらに GSK3 に

より Thr509, Thr514, Thr518 がリン酸化さ

れ、チュブリンダイマーとの結合能が低下し

て軸索の退縮が起きることを示した。このリ

ン酸化部位の Serを Ala に１アミノ酸置換し

た CRMP2knockin(KI)マウスを作出した。以上

の経緯から、CRMP が神経細胞の発達に重要で

あるとの仮説を立てた。また、脳発達期の

CRMP の機能を解明するには、重複した CRMP

遺伝子欠損を持つマウスの作成と解析が必

要であると考えた。 

 

(3)Alabed らは、培養神経細胞を用いて、神

経再生阻害物質であるMAGの細胞内シグナル

伝達にCRMP4が関与している可能性を示した。

我々は、CRMP4 欠損マウス由来の後根神経節

細胞(DRG)を用いて、CRMP4 欠損由来 DRG は

MAG への反応性が低下していることを確認し

た。また軸索切断時に起きるワーラー変性時

に、ユビキチンリガーゼ ZNFR1 が CRMP2 のリ

ン酸化を制御していることが示されている

が、マウス個体を用いた実験は行なわれてい

ない。 

 
２．研究の目的 
神経発達特に神経回路形成に重要な働きが

示唆されている軸索ガイダンス細胞内シグ

ナル制御分子”CRMP”の機能について、遺伝

子改変マウスを用いて解明する。さらに、

CRMP4 の発現と CRMP2 のリン酸化を抑制する

ことで脊髄損傷が顕著に改善することを見

出しており、神経再生における CRMP の機能

を詳しく解析することで、CRMP およびそのリ

ン酸化をターゲットとした脊髄損傷治療へ

新たな治療法の開発に寄与することを目的

とする。 

 
３．研究の方法 
(1) CRMP の神経発生における役割の解明 

・CRMP1KO,CRMP2KI,CRMP4KO の多重変異マウ

スの作成:これらの遺伝子変異マウスの神

経細胞移動の解析、樹状突起、軸索形成、

スパイン形成などの神経回路形成の解析を

行なう。 

 

(2) CRMPの神経再生における役割の解明とそ

の応用 

・CRMP4KO, CRMP2KI マウスの脊髄損傷後の回

復について 1) BMS スコアによる評価 2)組

織学的評価、3)生化学的評価を行なう。 

・リン酸化阻害剤など薬剤による CRMP2 リン

酸化阻害による脊髄損傷回復の評価を、

1)BSA スコアなどの行動解析、2)組織学的解

析、3)生化学的解析について行なう。 

 
４．研究成果 
(1) 神経発達における役割の解明 

CRMP1-5 の機能的重複のために、単独の機能

欠損では明らかな異常があらわれないこと

が分かっているため、CRMP1, CRMP2, CRMP4

の遺伝子改変マウスを組み合わせて欠損し

ているマウスを作成した。この際、CRMP2 に

関しては、CRMP2KI を用いた。CRMP4 欠損で

は、basal dendrite の下向き傾向があり、

CRMP1 欠損との２重欠損でこの異常が増悪さ

れることを明らかにした。また、CRMP2 のリ

ン酸化が樹状突起スパイン形成に与える影

響についてCRMP2KIマウスを用いて明らかに

した。 

(2) CRMP4 欠損は脊髄損傷後の回復を促進す

る 



脊髄損傷後の回復を、組織学的解析に加え機

能的回復を BMS スコアと感覚機能の回復を

hot plate テストで行ない、野生型と CRMP4

欠損マウスで比較した。その結果、CRMP4 欠

損マウスでは、軸策伸長の促進と炎症反応の

低下が観察され、運動機能と感覚機能の回復

が良好であることが明らかとなった。 

 

(3) CRMP2 のリン酸化抑制は脊髄損傷後の回

復を促進する 

CRMP2 のリン酸化の抑制が脊髄損傷からの回

復に有利に働くとの仮説を立てて、Cdk5 によ

る CRMP2 のリン酸化が起きない CRMP2KI マウ

スを用いて検証した。脊髄損傷後に Cdk5, 

GSK3による CRMP2 のリン酸化が起きること

が確認できた。次に、CRMP2KI と野生型のマ

ウスに脊髄損傷を起こして、運動機能回復を

BMS スコアで、感覚機能の回復を hot plate

での温度上昇に対する反応として、それぞれ

術後４週間検討した。その結果、野生型に比

べ、CRMP2KI では、運動機能及び感覚機能の

回復が顕著に良好であった。また、DRG ニュ

ーロンの CSPG に対する反応が減弱している

こと、BDNF への反応が上昇していることなど

が分かった。これらの事が、感覚機能回復に

寄与していると考えられ、機能回復は組織学

的検討でも裏付けけられた 

 

(4) CRMP2 機能調整薬 LKE は脊髄損傷後の回

復を促進する 

LKE を投与した群では対照群に比べて、軸索

伸長が良好で、炎症反応も抑制されていた。

BMS スコアによる評価で、運動機能の回復も

良好であることが判明した（図１）。 

 

以上より、本研究により CRMP2 及び CRMP4 の

機能修飾が脊髄損傷などの治療ターゲット

になり得ることを明らかとなった。 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図１ LKE の運動機能回復に対する効果 
  ***, p<0.001 
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