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研究成果の概要（和文）：発生初期の脊髄神経節細胞 (DRG) の軸索は脊髄背側からの誘引作用

によって脊髄背外側部に侵入する．本研究ではこの誘引メカニズムの解明を目指し，脊髄背側

部に発現する新規遺伝子群に注目して解析を進めた．その結果，mouse Fukushima 1 (mF1) と命

名した遺伝子の遺伝子産物が DRG 軸索を誘引する活性を有することを見出した．電気穿孔法

の結果と考え併せると，mF1 が脊髄背側部由来誘引因子の有力候補であることが判明した．  

 

研究成果の概要（英文）：During early development, the dorsal spinal cord-derived cue chemoattracts 

dorsal root ganglion (DRG) axons toward the dorsal root entry zone. To identify the molecular nature of 

this chemoattraction, we examined the function of novel genes expressed in the embryonic dorsal spinal 

cord. We revealed that a protein encoded by mouse Fukushima 1 (mF1) exerted an attractive activity for 

DRG axons. These results suggest that mF1 may be a candidate for the dorsal spinal cord-derived 

attractant.      
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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．私たちは，脊索等の非標

的組織の出す軸索反発因子が軸索を「通せん

ぼ」することで，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．一方で私たちは，DRG

の軸索が脊髄背外側部の中間標的 (エント

リーゾーン) に向かう現象に軸索誘引メカ

ニズムが関与することも明らかにした．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わかっていない． 

そこで私たちは，脊髄背側部由来の軸索誘
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引作用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を用いてエントリーゾ

ーンを含む脊髄背側部を選択的に切り出し，

この領域に特異的な cDNA を得ることに成

功した．平成 19-20 年度には科学研究費の補

助を受け，この 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．これら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，その機能の詳細な解析が待たれる．  

 

２．研究の目的 

私たちはマイクロダイセクション法とマ

イクロアレイを併用した以前の研究を通じ

て，脊髄背側部に発現する 25 個の新規遺伝

子を得ることに成功した．本研究ではこれら

の新規遺伝子のうち，発生初期の脊髄で興味

深い発現様式を有する 3 個の遺伝子 

huntingtin-interacting protein 1-related (Hip1r), 

neuron navigator 2 (Nav2), mouse Fukushima 1 

(mF1) に的を絞り機能解析を進める．まず，

遺伝子導入の容易なニワトリ胚を用いて電

気穿孔法による生体内での解析を行う．さら

に各遺伝子産物を発現させた培養細胞と

DRG を共培養する in vitro の系を用いて，そ

の詳細な作用機序を検討する．これらの解析

を通じて，各遺伝子の DRG 軸索ガイダンス

への関与の有無を評価する．本研究を推し進

めることで，脊髄背側部の軸索誘引作用によ

る DRG 軸索の標的認識メカニズムの全容解

明を目指す． 

 

３．研究の方法 

(1) ニワトリホモログ遺伝子の単離 

ニワトリ胚はマウス胚と比較して生体内

への遺伝子導入が容易であり，目的遺伝子の

生体内での機能を簡便に評価できる利点を

持つ．ニワトリ胚を用いた機能解析を行うた

めに，3 個のマウス遺伝子  (Hip1r, Nav2, 

mF1) のニワトリホモログ遺伝子の単離を

行う．単離した後には，各遺伝子の全長

cDNA を発現ベクターに組み込むとともに，

in situハイブリダイゼーション用の cRNAプ

ローブも作製し，ニワトリ胚脊髄における発

現を in situ ハイブリダイゼーション法によ

って確認する． 

(2) 遺伝子導入実験 

上記で作製した発現ベクターを使用して，

電気穿孔法によるニワトリ胚への遺伝子導

入を行う．この方法では，時間・空間的に遺

伝子を操作することが可能なため，各遺伝子

の機能を簡便に評価することが可能である．

具体的には，電気穿孔法によってニワトリ胚

脊髄片側に異所性に各遺伝子を発現させる．

遺伝子導入後，一定期間ののちに胚を固定し，

その DRG 軸索の走行を解析することで，操

作した遺伝子の軸索ガイダンスにおける機

能を評価する (下図参照)．軸索走行の解析

のほかに，脊髄背側部におけるマーカー分子 

(neogenin, LH2A/2B, Islet-1, Lim1/2) の分布も

in situ ハイブリ

ダイゼーション

法または免疫染

色法によって調

べる．これらの

マーカー分子の

分布に変化が生

じている場合には，操作した遺伝子が脊髄内

の細胞群の発生・分化を調節し，その結果と

して DRG の軸索ガイダンスに影響を及ぼし

た可能性が想定される． 

(3) 組織培養法による解析 

3 個の遺伝子 (Hip1r, Nav2, mF1) の詳細な

作用機序を明らかにするために，培養系によ

る解析を行う．この実験から，各遺伝子の遺

伝子産物が DRG の軸索に対してどのような

活性（伸長・抑制・誘引・反発）をもち，ガ

イダンスに関与しているかがわかる．具体的

には，発現ベクターを用いて HEK 細胞に各

遺伝子のタンパク質を一過性に発現させ，そ

の細胞塊と DRG をコラーゲンゲル中で 3 次

元共培養することでその活性を検討する．な

お，遺伝子産物が分泌型でなくとも，分泌シ

グナル配列をもつ発現ベクターに組み込む

ことで分泌型に改変するので，本アッセイを

行う上で問題は生じない． 

 



 

 

４．研究成果 

(1) ホモログの単離と発現様式の解析 

注目した 3 個の遺伝子 (Hip1r, Nav2, mF1)

のニワトリホモログ遺伝子を単離するとと

もに，各遺伝子の頭部（マウス胚）と脊髄（ニ

ワトリ胚）における発現様式を詳細に調べた．

その結果，マウス胚の頭部では Hip1r は分泌

腺に，mF1 は嗅覚系に特異的に発現している

ことが判明した．一方，各遺伝子のニワトリ

胚脊髄における発現様式は，マウス胚の同時

期のものとほぼ同様であることが明らかと

なった． 

(2) 電気穿孔法による遺伝子導入 

次に，これらのホモログ遺伝子の発現ベク

ターを構築し，電気穿孔法によるニワトリ胚

への遺伝子導入実験を行った．ニワトリ胚脊

髄の片側に異所性に各遺伝子を発現させた

ところ，mF1 遺伝子を導入した場合，導入側

の DRG 軸索の走行に異常が見られた．具体

的には，導入側の DRG 軸索は，本来投射す

べき部位（エントリーゾーン）以外の部位か

らも脊髄内に侵入するようになった（図 A 矢

頭参照）．この

ことは，mF1

遺伝子の遺伝

子産物が DRG

軸索の誘導に

何らか影響を

与えているこ

とを示唆して

いる．また，

mF1 遺伝子導

入後の脊髄内

でのマーカー

分子の分布を調べたところ，Islet-1 陽性細胞

の位置に若干の変化が見られた．このことは，

mF1 の遺伝子産物が脊髄内細胞群の発生・分

化に影響を及ぼしている可能性を示唆して

おり，今後の詳細な検討が待たれる． 

(3) 組織培養法による検討 

さらに組織培養法を用いて各遺伝子産物

のDRG軸索に対する活性の有無を検討した．

その結果，mF1 遺伝子の遺伝子産物が DRG

軸索を誘引する活性を有することを見出し

た（図 B）．本結果と電気穿孔法による結果を

考え併せると，mF1 は脊髄背側部由来の軸索

誘引因子である可能性が高い． 

(4) 国内外における位置づけと今後の展望 

DRG の軸索を誘引する新規分子の同定は，

神経再生を促す新しい治療法への応用に繋

がるので，世界中の医療関係者が渇望してい

る発見の 1 つである．本研究から，新規遺伝

子 mF1 の遺伝子産物が DRG 軸索の誘引因子

である可能性が明らかとなり，今後のさらな

る解明が待たれる．本研究の結果の一部は，

日本解剖学会総会および日本神経科学大会

で既に発表した．今後さらなる検討を重ね，

その成果を国際的な学術雑誌に発表する予

定である．  
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