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研究成果の概要（和文）：CLAC-P/collagen XXVは発生期の運動ニューロンの骨格筋内での伸長に必須の役割を
果たす、膜結合型コラーゲンである。本研究では、組織特異的Col25a1ノックアウトマウスを作製し、発生期の
骨格筋に一過性に発現するcollagen XXVが軸索の伸長に必須であることを明らかにした。またcollagen XXVの発
現は、神経支配により持続的に抑制される可能性を見出した。更に、collagen XXVの相互作用分子として、軸索
伸長ならびにシナプス形成に働くことが知られるIIa型RPTPを同定した。

研究成果の概要（英文）：We previously identified that CLAC-P/collagen XXV is essential for 
intramuscular innervation of motor neurons during development. In this study, we generated 
tissue-specific Col25a1 knockout mice and revealed that collagen XXV expressed in developing 
skeletal muscle but not in motor neuron is indispensable for neuromuscular development. mRNA 
expression of collagen XXV in skeletal muscle is downregulated by muscle electrical activity arising
 from motor innervation. We also identified type IIa RPTPs, which are known to be involved in 
synapse formation in the CNS and motor axon elongation/regeneration, as possible interactors.

研究分野：神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
CLAC-P/ collagen XXVは、アルツハイマ
ー病脳のアミロイド構成タンパク質として
見出された膜貫通型コラーゲンである。
CLAC-P/ collagen XXVの生理機能を解明す
る目的でノックアウトマウスを作出した結
果、運動ニューロンの発生異常により出生時
致死となる類例のない重篤な表現型を見出
し、原因として骨格筋内での運動ニューロン
軸索の伸長障害を示唆する結果を得た。この
ことから、collagen XXVは運動ニューロン軸
索の骨格筋との相互作用とその伸長を担う
必須の因子であることが明らかとなったが、
その分子メカニズムは未解明であった。 

Collagen XXVの相互作用分子の候補とし
て、運動ニューロン軸索再生や脳のシナプス
接着に重要な役割を果たすことが知られる
受容体チロシンフォスファターゼ（RPTP）
との in vitroにおける結合を見出しており、
RPTPとの相互作用を通し、神経筋発生なら
びに中枢神経系で collagen XXVが重要な機
能を担う可能性が想定されていた。 
 
２．研究の目的 

Collagen XXV KOマウスで見られた骨格
筋内での軸索伸長不全のメカニズムの解明
のため、本研究においては、組織特異的ノッ
クアウトマウスの作製と解析、遺伝子発現解
析、および培養運動ニューロンを用いた in 
vitro/ex vivo両面からの解析を行い、運動ニ
ューロンと骨格筋との相互作用における
collagen XXV の機能を分子レベルで明らか
にすることを目的とした。また、collagen 
XXV の結合分子の候補として見出された
RPTPとの相互作用メカニズムの解析ならび
に、神経筋発生や中枢のシナプスにおける機
能に関与する可能性を明らかにすることを
目指した。 

CLAC-Pの機能解明を通じ、神経発生やシ
ナプス機能における新規分子機構の解明に
寄与するとともに、AD 発症メカニズムにも
示唆を与えることが期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、我々が既に作出した

Col25a1 KOマウス、既にラインの樹立が進
んでいる組織・時期特異的 cKO マウスを用
い、末梢神経系および中枢神経系の発生と機
能維持の観点から解析を行う。これらの遺伝
子改変マウスを用い、筋障害や軸索損傷など
の介入実験を行い、組織再生過程における
collagen XXVの機能を解析する。また、運動
ニューロンと筋細胞の共培養や、培養神経細
胞を用いたシナプス誘導などの in vitro実験
系を樹立し、collagen XXVと RPTPとの相
互作用やプロテオグリカン（HSPG、CSPG）
を介した結合調節メカニズムを検討する。更
に、collagen XXVの新規結合分子のプロテオ
ミクス解析を行う。これらの研究により、
collagen XXVによる神経-筋あるいはシナプ

ス間相互作用に必須のパートナー分子の探
索と機能制御メカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) Col25a1 cKOマウスの作出と解析 

Col25a1 floxマウスとHb9-Cre Tgおよび
HSA-Cre Tgマウスを交配し、各々、運動ニ
ューロン特異的、骨格筋特異的ノックアウト
マウスを作出した。これらのマウスについて、
発生期の日齢を追って、横隔膜 whole mount
免疫染色による横隔神経の軸索伸長と、神経
筋接合部形成を検討すると同時に、脊髄前角
の運動ニューロン数を定量解析した。運動ニ
ューロン特異的欠損マウスは、正常な発生を
示して出生し、成体まで顕著な表現型なく成
育した。同様に、神経系特異的（Nestin-Cre）
KO マウスについても正常に出生・発育し、
運動機能異常を認めなかった。一方、骨格筋
特異的欠損マウスは全身性の KO と同じく、
標的骨格筋内の運動ニューロン軸索伸長障
害と、脊髄全レベルにおける 9割程度の運動
ニューロンの脱落が認められた。以上の結果
から、発生期の骨格筋に発現する collagen 
XXVが、軸索伸長、神経支配に必須の役割を
果たすことが明らかになった。 
 

 
 
 
(2) Collagen XXV の運動ニューロン軸索伸
長における機能の解析 
運動ニューロン軸索発達に対する

collagenXXV の機能を評価するため、
Hb9-GFP マウス胎児の脊髄前角より採取し
た explant と HEK293 細胞との共培養実験
系を確立した。この HEK293 細胞に対し、
一過性に collagen XXV を発現した結果、
GFP 陽性の運動ニューロン軸索が collagen 



XXV発現細胞周囲に誘因され、結合すること
が明らかとなった。また collagen XXV の
furin 切断認識配列をアラニン残基に置換し
細胞外領域切断が生じない変異体を発現す
る細胞では、運動ニューロンの軸索誘因効果
が顕著に低下することを見出し、furin によ
る切断の機能的重要性を明らかにした。 

Collagen XXVと RPTPとの結合および機
能的関連について、HEK293細胞とリコンビ
ナント sCLAC（ecto-collagen XXV）を用い
た結合アッセイを行った。RPTPσ, δ の各種
バリアントを発現させた細胞にのみ、リコン
ビナント sCLAC の結合が認められ、一方で
シナプスオーガナイザーとして知られる複
数の分子との相互作用は認められなかった。
また RPTP のドメイン欠損変異体を用いた
検討では、collagen XXVが Ig-like domain
を介して RPTP に結合する可能性を示唆す
るデータを得た。RPTPσ, δ のシナプス誘導
における複数のリガンドは、Ig2-3 領域内の
ミニエクソン A, B のスプライスバリアント
依存的に結合することが知られるが、
collagen XXV はこれらエクソンのいずれの
バリアントとも結合を示した。一方で、グリ
コサミノグリカンとの結合部位である RPTP
の Ig1領域内に存在する塩基性アミノ酸クラ
スターについて、4 つのリジン残基をアラニ
ンに置換しプロテオグリカンとの結合能を
喪失した変異体では、collagen XXVとの結合
が有意に低下した。更に collagen XXV側の
結合領域として、COL3領域、NC4領域を含
む C 末端側を欠損する変異体を用いた検討
では、コラーゲンとしての物理的性質は保持
するものの、RPPTとの結合が消失すること
を見出した。以上より、RPTP と collagen 
XXV の相互作用に関わる領域の同定ならび
にプロテオグリカンの関与を示唆する結果
を得た。 
これらの知見を基に、脊髄前角 explantと

HEK293 細胞の共培養実験へのリコンビナ
ント RPTPσ 細胞外領域の添加を行った結果、
collagen XXV依存的な軸索誘因・集積が競合
的に阻害された。このことから、collagen 
XXV による軸索集積効果に RPTP が関与し
ている可能性を示した。この脊髄前角
explant 培養を用いた軸索誘因のアッセイに
応用する目的で、マウス骨格筋よりセルソー
ターを用いて筋衛星細胞を精製し、培養によ
り myotube への分化誘導を行った。これら
の細胞では、myotube への分化依存的に
collagen XXVのmRNAの発現の顕著な増加
が認められた。引き続き、脊髄 explantとの
共培養実験を行う。 
 
(3) Collagen XXV の骨格筋における機能の
解析 

Collagen XXVの発現制御メカニズム解明
のため、スプライシングバリアントの解析を
行った。その結果、成体脳および胎児脊髄で
は同様のバリアントが見られたのに対し、胎

生期の骨格筋では特異的なエクソンをもつ
アイソフォームの発現が多数認められ、骨格
筋特異的な機能の重要性を裏付けた。更に、
成体マウスの前脛骨筋に cardiotoxin を注入
して筋損傷を誘発し、筋再生過程における
mRNA 発現を検討した結果、通常 collagen 
XXV の発現がほぼ認められない成体の筋肉
において、損傷後一過性に collagen XXVの
発現が上昇することを明らかにした。 

Collagen XXVの発生期骨格筋における一
過性発現の分子メカニズムについて、成体マ
ウスの坐骨神経切断後の骨格筋における
mRNA発現レベルを定量した結果、脱神経に
より発現上昇することが知られるアセチル
コリン受容体や myogenin 同様、collagen 
XXVのmRNAも顕著に上昇することを明ら
かにした。 
以上の結果から、collagen XXVはmyotube
形成に伴って発現が上昇するが、その後の神
経支配による筋の興奮により、持続的に抑制
されること、成体においても神経支配の消失
により発現が再度上昇することが示された。 
 
(4) Collagen XXV のシナプスにおける機能
の解析 

CLAC-P のシナプスにおける機能を探索
する目的で、昨年度より作出を行ってきた
Nestin-Cre;Col25a1 flox マウスの解析を行
ったが、成体の脳において形態学的に顕著な
変化は認められなかった。 
次にシナプスにおける相互作用分子の解
析を行うため、リコンビナント sCLAC-Fcを
コートしたビーズを初代培養神経細胞に撒
きこみ、ケミカルクロスリンクの後に細胞を
可溶化、プロテイン A 結合ビーズにより
sCLAC-Fcを濃縮し、酵素消化したペプチド
断片をMS解析に供した。Fc領域ペプチドの
みの対照サンプルとの比較解析の結果、8 つ
の collagen XXV結合候補分子が見出された。
これらの分子について、HEK293 細胞への
collagen XXV との共発現による免疫共沈降
によるアッセイを行ったが、いずれの候補分
子でも有意な結合は認められなかった。 
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