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研究成果の概要（和文）：神経回路は、発生期に神経軸索が誘引・反発因子により標的へ正しく誘導されること
により形成される。本研究は、腓骨神経の形成異常をもつ突然変異体マウスの原因遺伝子を同定することによ
り、脊髄運動神経の新しい軸索誘導機構を明らかにすることを目指している。これまでに、次世代シークエンサ
ーを用いてゲノム異常を発見し、ゲノム編集を用いて表現型を正常化することに成功している。本研究では、原
因と想定される遺伝子を破壊したマウスを作製し、その表現型を観察した。

研究成果の概要（英文）：Neural circuits are formed during development by the combined actions of 
chemoattractants and chemorepellents in guiding axons towards their targets correctly. This study 
aimed to elucidate the molecular mechanism that regulated the axon guidance of the spinal motor 
neurons by examining the genomic abnormalities in a spontaneous mutant mouse that showed defects in 
the peroneal nerve. I performed next generation sequencing to identify abnormalities in the genome 
of the mutant mouse and then used genome editing to examine whether the phenotype is restored. 

研究分野：神経科学

キーワード： マウス　運動神経　軸索ガイダンス　変異　ゲノム異常　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
突然変異マウスの分子遺伝学的解析により、脊髄運動神経の軸索形成に関与する新規の遺伝子を同定することが
出来た。今後、この遺伝子の働きを明らかにすることにより、神経回路形成の新しい分子機構を明らかにするこ
とができる可能性がある。内反尖足は、ヒトにおいて最も高頻度で見られる先天性異常であるが、その発症機序
や遺伝的メカニズムは不明である。本研究の成果がヒト内反尖足の診断や治療につながる可能性があると考えら
れる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脊髄運動神経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、発生期に誘引

分子と反発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、後肢芽の腹側に発現するephrinAの反発と背側に発現するEphA・GDNFの誘引によ

って背側へ誘導されることが分かってきた。しかし、運動神経の投射制御機構は未だ不明な点

が多く、軸索誘導の分子機構に関する更なる研究が必要である。 

本研究では、腓骨筋萎縮マウス（peroneal muscular atrophy: pma）を用いて神経回路形成

機構を調べている。pmaマウスは、1980年代に日本で発見された自然突然変異マウスであり、ホ

モ接合体で腓骨神経が欠損するため腓骨筋が萎縮し先天的に内反尖足を示す。研究代表者は、

pmaマウスで腓骨神経が形成されず、代わりに腰部に伸びる異常な軸索が存在することを明らか

にしている（未発表データ）。この異常は腓骨神経が欠損する他の変異マウスで報告されてい

ないことから、pmaマウスの原因同定により運動神経軸索ガイダンスの新たな分子機構の解明に

繋がると期待される。 

研究代表者は、これまでに、連鎖解析により原因遺伝子の候補領域を約1.1 Mbpに絞り込み、

この領域内に存在する20遺伝子の全エクソンの塩基配列を決定した。Pmaマウスは近交系由来で

はないため、多数のSNPが存在したが、遺伝子機能を喪失するようなフレームシフト変異やナン

センス変異、およびスプライス部位の異常などは無かった。次いで、次世代シークエンサーを

用いて候補ゲノム領域のリシークエンスおよび胎児のRNA-seq解析を行い、候補領域内に存在す

るある遺伝子に約8キロ塩基対の異常配列が挿入されていることを明らかにした（未発表デー

タ）。この異常配列の挿入により、挿入部位に存在する遺伝子の発現が顕著に減少していたこ

とから、異常配列の挿入がpma遺伝子の原因であると考えられた。そこで、CRIPSR/Cas9法を用

いてpmaマウスからその異常配列を除去した系統を作製したところ、表現型が回復することが分

かった（未発表データ）。以上の結果から、異常配列の挿入がpmaの原因であることが明らかに

なったが、発症機序については不明であった。 

 
２．研究の目的 
上述の通り、CRIPSR/Cas9法を用いてpmaマウスから異常配列を除去した結果、表現型が回復

することが分かった。その際、挿入配列が逆方向に挿入された系統も得られたが、それらでも

表現型が回復していたことから、挿入配列内に存在するエンハンサーによる内在性遺伝子の異

常活性化によるものではないことが明らかになった。しかしながら、異常配列の挿入による挿

入部位の遺伝子の発現低下が原因なのか、異常配列挿入による機能獲得が原因なのかは明らか

ではなかった。そこで、さらに複数のゲノム編集系統を作製した結果、挿入部位の遺伝子の発

現低下が原因であると考えるに至った。本研究では、近交系マウスにおいて当該遺伝子を

CRIPSR/Cas9法を用いて破壊して、その表現型を調べ、腓骨神経形成に対する影響を明らかにす

ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
C57BL/6JおよびFVB系統のマウスで、CRISPR/Cas9を用いて当該遺伝子のノックアウトを行っ

た。前者は神経科学研究で用いられる標準系統マウスであり、後者はpma系統に最も遺伝的に近

いことを見出した近交系マウス系統である。以前の研究において、ガイドRNAなどは全てのマウ

ス系統で使用可能な配列を選んであるので、これまでに用いて実績があるものを使った。ま

た、当該遺伝子には多数のスプライシングバリアントが存在するが、全てのスプライシングバ

リアントに共通する複数のエクソンを除去することができるものであり、完全な機能喪失型変

異体を作製することができると期待される。必要なベクターを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、表現型の観察には、F1世代以降を用いてホモ接合体マウスを作製し

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。 

 



４．研究成果 

C57BL/6J系統では、F0 で 31匹が得られた。PCRを実施して、予想される DNA断片長が得られ

系統の内、Cas9陽性の系統などを除き、13系統の遺伝子解析を行った。FVB系統では、F0 で 103

匹が得られた。PCRを実施して、予想される DNA断片長が得られ系統の内、Cas9陽性の系統など

を除き、25 系統の遺伝子解析を行った。組換え部位の配列を通常のシークエンサーで決定した

ところ、切断部位が正しく除去され結合された系統は少数であり、切断部位から数塩基〜10 数

塩基が除去された系統が多かった。以前に pma マウスで CRISPR/Cas9 法を用いて当該遺伝子を

ノックアウトした時に得られた系統における切断部位の配列（欠損した塩基対）と同一のものを

得るべく多くの系統の遺伝子解析を実施したが、同一のものは得られなかった。 

上記の全てのマウス系統で、当該遺伝子はノックアウトされた状態にあると考えられる。いず

れの系統でも、成獣マウスにおける尖足の有無を観察する限り、pma の表現型を示すマウスはい

なかった。従って、近交系マウスでは当該遺伝子の破壊のみでは pma と同じ表現型が出現しない

ものと考えられ、pma マウスの遺伝的背景が表現型表出の基盤にあるものと思われる。 
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