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研究成果の概要： 

中枢に向かう脊髄一次求心性線維の軸索は，脊髄背外側部の極めて限局した部位 (エントリ
ーゾーン) から脊髄内に侵入する．この現象をもたらす軸索誘引因子の分子実体は未だわかっ
ていない．この分子メカニズムの全容解明を目指し，本研究ではマイクロアレイによる候補遺

伝子の検索を実施した．その結果，エントリーゾーンを含む脊髄背側部に特異的な発現を有す

る遺伝子群の同定に成功した．  
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１．研究開始当初の背景 

発生初期の脊椎動物胚において，脊髄神経

節細胞 (DRG) の軸索 (脊髄一次求心性線

維) は二極性に伸び出し，末梢と中枢の標的

組織に向けて伸長することが知られている

が，その分子機構はよくわかっていなかった．

研究代表者はこれまでに，脊索等の非標的組

織による軸索反発因子がこのガイダンスに

重要な役割を果たすこと，およびその分子メ

カニズムを明らかにしてきた．さらに，最近

になって DRGの軸索が脊髄背外側部の中間

標的 (エントリーゾーン) に向かう現象に，

脊髄背側部由来の軸索誘引メカニズムが関

与 し て い る こ と を 明 ら か に し た 



(Neuroreport 18, 1645-1649, 2007)．しかしなが

ら，脊髄背側部由来の軸索誘引因子の分子実

体は依然として不明であった． 

そこで研究代表者らは，脊髄背側部から出

る軸索誘引因子の実体解明にあたり，レーザ

ーマイクロダイセクション法と cDNA マイ

クロアレイを用いた領域特異的発現遺伝子

のスクリーニング法に着目した．研究代表者

らの検索する軸索誘引因子は，エントリーゾ

ーン近傍の微小領域の細胞によって産生さ

れると予想される．レーザーマイクロダイセ

クション法を用いれば，エントリーゾーンを

含む脊髄背側の細胞群を選択的に切り出す

ことが可能なため，この領域に特異的な

cDNA を得ることが可能となる．平成 18 年

度には，科学研究費の補助とブレインサイエ

ンス財団の助成を受けて，マウス胚脊髄背側

部・蓋板・腹側部から微小切片を回収し， 

cDNAの調製に成功した．本研究開始当初の

時点では，これらの cDNAを用いて，マイク

ロアレイによる候補遺伝子のスクリーニン

グを進める途上にあった．  

 
２．研究の目的 

本研究では，以下の 3点に焦点を絞り研究

を進めた． 

(1) すでに調製済みのマウス胚微小領域 

(脊髄背側部・蓋板・腹側部) の cDNA を用

いて，cDNAマイクロアレイによる解析を行

う．得られたアレイデータを統計解析し，脊

髄背側部における発現量が有意に多い遺伝

子を選び出す．ここから得られる知見は本研

究を遂行するうえで重要な基盤となる．  

(2) 選び出した遺伝子群について，その発現

を in situハイブリダイゼーション法で確認し，

エントリーゾーンもしくは脊髄背側部に特

異的な発現を有する遺伝子をさらに選抜す

る．この過程を経ることで，脊髄背側由来の

軸索誘引作用に関与する候補遺伝子を絞り

込む． 

(3) 上記 (2) で選抜した遺伝子群に関して，

興味深いプロフィールと発現様式を有する

遺伝子については，様々な時期と部位にお

けるその発現様式の詳細な解析を進める． 

 
３．研究の方法 

(1) cDNAマイクロアレイによる解析 

すでに調製済みのマウス胚微小領域の

cDNA (脊髄背側・蓋板・腹側の組織由来) を

用いて，cDNAマイクロアレイ (かずさ DNA

研究所) による解析を行った．この cDNAマ

イクロアレイには約 1700 個の未知の長鎖

cDNAクローンが搭載されており，その多く

が脳に優位に発現していることから，脊髄背

側部に特異的な発現をもつ未知遺伝子を検

索するうえで有用なツールである．我々は，

このアレイによる解析を計 8回行った (下図

参照)．  

(2) アレイデータの統計的解析 ̶ 得られた

データの選別 ̶ 

アレイ上の全遺伝子について，領域毎に発

現量の平均値を求め，その差を分散分析で検

討し，脊髄背側部における発現量が有意に多

い遺伝子を選び出した． 

(3) in situ ハイブリダイゼーション法による

領域特異的な発現様式の確認 

上記 (2) で選抜した遺伝子群について，そ

の発現を胎生 10.5 日のマウス胚脊髄を用い

た in situ ハイブリダイゼーション法によっ

て確認し，脊髄背側エントリーゾーン周辺に

特異的に発現する未知の遺伝子をさらに絞



り込んだ．  

(4) 新規遺伝子の発現様式の時間・空間的な

解析 

興味深いプロフィールと発現様式を有す

る遺伝子については，マウス胚脊髄および脳

におけるその発現様式の推移 (胎生 9.5 日か

ら 17.5日まで) を in situハイブリダイゼーシ

ョン法によって詳細に調べた． 

 
４．研究成果 

マウス胚微小領域の cDNA を用いたマイク

ロアレイを行い，候補となる遺伝子の絞り込みを

行った．さらに，各候補遺伝子の発現を in situ

ハイブリダイゼーション法で確認し，最終的に脊

髄背側部に発現を有する 25個の新規遺伝子を

得た (Brain Res. 1249, 61-67, 2009)．これまで，

エントリーゾーンを構成する細胞群に特異的に

発現する分子は知られていなかったが，25個の

遺伝子の中にはエントリーゾーンに特異的な発

現を有するものもあり，その機能の解明が待た

れる．さらに，候補遺伝子の中には遺伝性の神

経変性疾患であるハンチントン病に関連し

た遺伝子 hip1r も含まれており，この hip1r

も含めた 3つの遺伝子 (下図参照) に関して

は，マウス胚脊髄および脳における発現様式

の推移 (胎生 9.5日から 17.5日まで) を詳細

に調べた．得られた発現様式のデータは，脊

髄および DRGの発生メカニズムのみならず，

ハンチントン病の詳細な発生機序を調べて

いくうえでも重要な基礎的知見を与えうる

と考えられる． 
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