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研究成果の概要（和文）： 
 これまでの研究で神経損傷に鋭敏に発現応答し神経細胞特異的に発現する Damage 
induced neuronal endopeptidase (DINE)を同定した。DINE のノックアウトマウス(KO)
は、生直後に呼吸不全で死に至った。この原因として横隔膜の神経筋接合部の形成が著し

く減少していることが明らかになった。KO では、神経軸索とシュワン細胞(SC)との接着

性が低下したこと、また DINE KO の後根神経節細胞と SC との共培養では、野生型 SC
の分化が正常に起きないことが明らかになった。軸索終末と SC 間の DINE を介したイン

ターラクションが SC の分化に影響し、神経筋接合部形成に重要な役割を果たしているこ

とが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have identified nerve injury induced neuronal endopeptidase (DINE) using 
peripheral nerve injury model. DINE is induced in both CNS and PNS neuronal cells 
in response to nerve injury. To reveal a function of this peptidase, we have made DINE 
knockout mice. These mice were lethal immediately after birth due to respiration 
problem. We identified that DINE-deficient mice exhibited the poor innervation of final 
branching of nerve and only a few neuromuscular junctions (NMJ), suggesting that 
DINE is a crucial molecule in distal axon arborization into muscle to establish NMJ. To 
reveal mechanisms underlying the phenotypes, we co-cultured DINE-deficient neurons 
and Schwann cells, and found that DINE-deficiency affected on axon-Schwann 
interaction and Schwann maturation. These data suggests that DINE is implicated in 
maturation of Schwann cells as well as proper construction of NMJ. 
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するため、神経損傷後の運動神経核組織を用
いて、各種の網羅的解析を行ってきた。その
過程で、神経特異的かつ軸索損傷応答的に発
現する膜型メタロプロテアーゼ Damage 
Induced Neuronal Endopeptidase (DINE)を
新規に同定した（PNAS 2000）。DINE の発現応
答は中枢・末梢神経にかかわらず、神経損傷
にきわめて鋭敏に応答することから、その発
現制御の分子メカニズムは神経再生研究を
推進するうえで大変興味深い(J Neurosci 
2003)。DINE プロモーター解析を行ったとこ
ろ、DINE のプロモーターの主要な制御メカニ
ズムとして ATF3 と cJun がヘテロダイマーを
構築し、それに STAT3 が加わることで相乗的
な強い誘導がかかることが明らかになった。
さらに、転写因子の Sp1 をプラットホームと
して、それに ATF3, cJun, STAT3 の３つの転
写因子が結合し、大きな複合体を形成してい
ることも明らかになった(JBC 2008)。また、
このような複合体は DINE だけでなく、他の
神経損傷関連分子の発現にも機能している
ことが明らかになった。例えば、軸索損傷後
に発生する酸化ストレスに対して、活性酸素
を消去し神経保護に作用するスーパーオキ
シドディスミューテース（SOD）の遺伝子も
同様の発現制御を受けていることが明らか
になった。DINE の転写制御の研究から、神経
再生を起動する転写因子複合体のはじめて
の発見につながった。一方、DINE のプロテア
ーゼとしての基質や、発生や神経再生におけ
る DINE の機能解明に関しては、様々な試み
にも関わらず本研究開始時点では不明のま
まであった。 
 
２．研究の目的 
 DINE の機能解析の一端として進めていた
DINE ノックアウトマウスが本研究を開始す
る直前に完成した。残念ながら、このマウス
は生直後に死に至り、神経再生研究への適用
が難しい。そこで本研究では、この DINE 欠
損マウスが死に至る分子メカニズムを明ら
かにし、神経軸索再生や発生の過程で重要な
役割を演じると予想される DINE の機能解明
を行い、神経軸索再生や発生の新たな分子メ
カニズムの確立をめざす。生後に呼吸不全で
死にいたる DINE ノックアウトマウスでは、
呼吸運動に必要な横隔膜に異常が認められ、
神経筋接合部の形成異常も認められた。この
マウスの観察から、以下のような疑問点が生
じた。 
(１)なぜ運動神経の最終的な分岐や神経投
射がうまく行かないのか。(２)運動神経の筋
内侵入・分岐を阻害する因子は神経以外の筋
あるいはシュワン細胞に存在するのか。
(３)DINE ノックアウトマウスに見られる表
現型には DINE のプロテアーゼとしての機能
が必要か。これらの問題を解決するために、

培養系を用いて後根神経節や運動神経と、シ
ュワン細胞や骨格筋とのインターラクショ
ンを解析し、細胞間相互作用の有無を検討す
る。また、DINE 欠損動物を生存させるため、
横隔膜などの骨格筋のみでフェノタイプを
レスキューすることをめざし、各種トランス
ジェニック (Tg) マウスの作成と交配を試
みる。また、プロテアーゼ機能を持たない酵
素活性欠損型である変異型 DINE を発現させ
ることによりノックアウトマウスの表現型
がレスキューできるかどうかを解析し、プロ
テアーゼ活性の必要性を実験動物レベルで
検討する。 
 
３．研究の方法 
培養実験： 
胎生後期の DINE ノックアウトマウスから後
根神経節あるいは脊髄前角の神経細胞を取
り出し培養する。同時に野生型マウスから得
られる骨格筋やシュワン細胞を共培養し、シ
ュワン細胞や骨格筋細胞の運動動態や軸索
との接着の状態をタイムラプスにより解析
する。また、シュワン細胞の各種分化マーカ
ーの遺伝子発現や髄鞘形成についても検討
する。 
Tg マウスの作成： 
骨格筋に特異的に発現し、プレシナプスの分
岐を促進すると同時に神経筋終板の形成を
促進する Dok-7トランスジェニック(Tg)動物
と掛け合わせたマウスを解析する。運動ニュ
ーロン特異的に DINE を発現させるため、
Choline Acetyl Transferase (ChAT)のプロ
モーター下で、DINE の野生型あるいは酵素活
性ドメインを欠損する変異型を発現する BAC 
Tg マウスを作成する。また、BAC 以外に Hb9
のプロモーターを用いたプラスミドベース
の Tg マウスの作成も試みる。得られたそれ
ぞれの Tgマウスは DINE ノックアウトマウス
と交配し、その表現型を検討する。 
 
４．研究成果 
 通常野生型の後根神経節細胞とシュワン
細胞を共培養すると、シュワン細胞は軸索に
沿って紡錘状に接着する形態をとるものが
多い。一方、DINE ノックアウトマウスの後根
神経節細胞と野生型のシュワン細胞の共培
養実験では、シュワン細胞が軸索に接着する
時間が短く紡錘状に接着するものが少なか
った。このことから、DINE 欠損によりシュワ
ン細胞と軸索間のなんらかのインターラク
ションが阻害されていることが明らかにな
った。この傾向は脊髄前角の運動ニューロン
を用いても同様であった。同様の培養系でシ
ュワン細胞の分化マーカーの発現を検討し
たところ、シュワン細胞が未分化な状態を維
持していることが明らかになった。DINE ノッ
クアウト動物の脊髄神経での観察でも同様



 

 

にシュワン細胞が未分化であることが確認
された。以上のことから DINEの欠損により、 
軸索終末とシュワン細胞との接着や分化に
異常が生じ、これが神経筋接合部形成不全の
原因である可能性が示唆された。 
 一方、Tg マウスの作成については、はじめ
に DINE 欠損による呼吸不全をレスキューす
るために Doc-7 Tg マウスとの掛け合わせ実
験を行なった。DINE ノックアウトマウスと
Doc-7 Tgマウスの交配では遺伝子型を有する
マウスは生まれてこなかった。Doc-7 Tg マウ
ス により個体死は回避できなかったと考え
られた。また、骨格筋に発現し神経筋接合部
形成に関与することが明らかになっている
分子の発現は、DINE 欠損動物で特に発現変化
は見られなかった。次に DINE の野生型ある
いは酵素活性のない変異型をコリナージッ
クニューロン特異的に発現させるトランス
ジェニックマウスの作成を新たにめざした。
アセチルコリンニューロンのマーカーであ
る ChAT のプロモーター下で DINE の野生型あ
るいは酵素活性のない変異型 DINE を発現す
る BACトランスジェニックベクターを構築し、
受精卵に遺伝子導入を行なった。BAC Tg マウ
スのラインは少数得られたが、それらのマウ
スでの遺伝子発現は不十分であり、目的を達
成できなかった。そこで、Tg マウスのプロモ
ーターやベクターを換えて再度 Tg マウスの
作成を試みた。運動ニューロンに胎生期から
幼若な時期に発現する約 9kb の Hb9 のプロモ
ーターを用いたプラスミドベースの Tg マウ
スの作成を試みた。その結果現在までに運動
ニューロンで野生型の DINE と変異型 DINE を
発現する複数のマウスが得られた。これによ
り、生直後の呼吸不全による個体死を回避す
ることが可能になった。また、酵素活性の必
要性を検討する上でのツールを新たに手に
入れることができた。 
 
 以上、本研究により、DINE は神経軸索が骨
格筋に投射し神経筋接合部を形成する時に
シュワン細胞の成熟を促進し、神経筋接合部
の適切な形成に機能する分子であることが
示唆された。シュワン細胞の異常により、骨
格筋内の軸索伸展が妨げられ、神経の分岐異
常が生じている可能性が高い。今後は、DINE
が何らかのペプチドを実際にプロセッシン
グし、それにより放出されたペプチド分子が
シュワン細胞に影響を与えているのか、ある
いは接着因子様にシュワン細胞上の何らか
の分子と直接インターラクションすること
によりシュワン細胞の分化を促進するのか
を明らかにする必要がある。いずれにしろ、
DINE の基質分子の解明が今後の課題として
位置づけられる。また、本研究により胎生期
から幼若期に DINE を運動ニューロンで特異
的に発現させることができる Tg マウスが得

られた。これを用いることにより、生直後の
致死性をレスキューできると考えられ、DINE
の中枢での機能解明の研究において、貴重な
ツールを手に入れることができたと考えら
れる。また、酵素活性欠損 DINE の Tg マウス
もライン化できつつあり、これを用いて DINE
の酵素活性の必要性に関して個体レベルで
結論を出す道筋が見えて来た。 
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