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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病老人斑構成蛋白質であるCLAC-P/25型コラーゲンの生理機能について、遺
伝子改変マウスを用いた解析を行った。CLAC-Pの欠損により、発生期の運動ニューロンの骨格筋内での軸索伸長・分枝
が阻害され、過剰なアポトーシスによりほぼ全ての運動ニューロンが特異的に消失した。CLAC-P KOマウスにおいてBax
を欠損しアポトーシスを抑制しても軸索伸長障害が回復しなかったことから、CLAC-Pは運動ニューロン軸索の標的骨格
筋への支配の最初の段階に働き、それに続く神経筋接合部形成とプログラム細胞死の抑制に必須の役割を果たす分子で
あることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the physiological functions of CLAC-P/collagen XXV, a transmembrane-typ
e collagen originally identified as a component of senile plaque amyloid of Alzheimer's disease brains, by
 means of generating CLAC-P knockout and conditional knockout mice. In CLAC-P KO mice, motor axons failed 
to elongate and branch within the muscle, followed by degeneration of axons. Failure of muscular innervati
on in KO mice led to excessive apoptosis during development, resulting in almost complete and exclusive lo
ss of spinal motoneurons. Bax deletion in CLAC-P KO mice rescued motoneurons from apoptosis, although moto
r axons remained halted around the muscle entry site. These observations indicate that CLAC-P/collagen XXV
 is a novel essential factor that regulates the initial phase of intramuscular motor innervation, which is
 required for subsequent target-dependent motoneuron survival and NMJ formation during development.
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らはこれまでに、アルツハイマー病
（AD）発症と密接な関連が想定されている
老人斑のアミロイド線維に蓄積し、斑形成に
影響を与えると考えられる新規老人斑構成
タンパク質 CLAC および、その前駆体
CLAC-P/collagen type XXV を同定した。
CLAC-P は成体の神経細胞に特異的に発現
する膜貫通型コラーゲンであることが明ら
かになっていたが、その生理機能は不明であ
った。CLAC-P ノックアウト（KO）マウス
を作出し、解析を行った結果、発生期に脊髄
前角の運動ニューロンが消失すること、また
神経筋接合部（NMJ）の形成が認められず、
骨格筋が成熟不全となる結果、呼吸障害によ
り出生時致死となることがわかった。しかし、
CLAC-P の欠損により神経筋発生が阻害さ
れる原因は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 CLAC-P KOマウスで見られた神経筋発生
不全のメカニズムとして、標的組織内での神
経軸索伸長不全、NMJ 形成・維持の不全、
神経栄養因子の受容もしくは下流シグナリ
ングの不全、筋組織分化もしくは神経栄養因
子の分泌の不全、などの可能性が考えられた。
そこで本研究においては、上記の可能性をマ
ウスを用いた in vivo もしくは培養細胞系を
用いた in vitro両面から検討し、CLAC-Pが
神経発生に果たす役割を分子レベルで明ら
かにすることを目的とした。また、CLAC-P 
KO マウスと同様の表現型を示す例として、
受容体型チロシンフォスファターゼである
RPTPσ, RPTPδのダブルKOマウスが報告さ
れており、これら RPTP と CLAC-P が相互
作用し、運動ニューロンの発生に関与する可
能性についても、検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 CLAC-P の神経筋発生における役割を明
らかにするため、KO マウスの発生時期を追
った詳細な解析をすすめるとともに、神経細
胞における機能を解析するにあたり、ノック
アウトマウスが致死性の表現型を示すこと
から、この問題を克服するため①アポトーシ
スに抵抗性を示す Bax KO マウスを用いた
解析、②コンディショナル KO（cKO） マウ
スの作出と解析を行い、in vivo の組織で
CLAC-P の生理機能を明らかにしていく。ま
た、これに関わる分子メカニズムを解明する
ため、③生存や軸索伸長に対する機能を明ら
かにする目的で、初代培養運動ニューロンを
用いた in vitro での軸索伸長、栄養因子応答
性の検討を行う。更に、④RPTPを始めとす
るリガンド-受容体機能の解析を目的とした
培養細胞系を用いた実験を行う。 
 
４．研究成果 
①CLAC-P KOマウス胚の神経筋発生につい
て、日齢を追った詳細な解析を行った。その

結果、胎生 11.5日（E11.5）までに脊髄運動
ニューロンは軸索を標的骨格筋に投射する
が、その程度は野生型（WT）と CLAC-P KO
マウスとの間に差が認められなかった。しか
し E12.5以降、WTの運動ニューロン軸索束
は筋組織内に侵入し、分枝をして NMJ 形成
部位に向かって伸長していくのに対し、KO
マウスの軸索は、骨格筋侵入部位付近で伸長
を停止し、以降の分枝も認められなかった
（図 1）。WTの胎児では、E13.5に筋線維中
央部の終板に NMJ形成が認められるが、KO
では軸索が変性、退縮していた（図 1）。 
 

 同時に脊髄前角における運動ニューロン
数を検討した結果、運動ニューロンへの分化
が終了する時期である E11.5 では KO でも
WTと同等の運動ニューロンが存在し、運動
ニューロンへの運命決定と分化は正常に起
こっていることが明らかとなった。WTマウ
スの運動ニューロンはその後、E13.5をピー
クにアポトーシスにより約半数が消失する
が、KO マウスでは、この時期に一致して大
規模なアポトーシスが起こり、出生前までに、
脊髄の全レベルに渡って、ほぼ全ての神経細
胞体が消失することが示された（図 2）。 
 

図 1 横隔膜への運動ニューロン軸索の投射 
矢頭：軸索束侵入部位 

図 2 脊髄前角運動ニューロンの脱落 
下段：CLAC-P KOマウス 



 運動ニューロン軸索の伸長障害・退縮と細
胞体のアポトーシスによる消失が同時期に
進行することから、これらの因果関係を明ら
かにする目的で、発生過程の運動ニューロン
ンのアポトーシスが抑制されることが知ら
れる Bax KOマウスを用いた解析を行った。
BaxとCLAC-PのダブルKOマウスにおいて
は、運動ニューロンはアポトーシスを免れる
ものの、軸索末端は標的骨格筋侵入部位にと
どまり、伸長・分枝は阻害されたままであっ
た（図 3）。これらの結果から、CLCA-Pの欠
損では軸索伸長阻害が主要因となり、標的由
来の栄養因子を十分に受容できない影響で、
運動ニューロンが過剰なアポトーシスを起
こしていることが明らかとなった。 

 
②次に、いずれの組織に発現する CLAC-Pが
神経筋間の相互作用に重要な役割を果たし
ているのかを明らかにする目的で、cKOマウ
スの作出を行った。KO マウス同様、細胞外
の furin 切断部位を含む exon2 を loxP 配列
で挟む CLAC-P floxマウスを作出した。この
マウスを、E9.5 より運動ニューロンで Cre
リコンビナーゼを発現する Hb9-Cre tgマウ
スおよび骨格筋で発現するHSA-Cre tgマウ
スと交配し、胎生期における神経筋発生の解
析を行った。その結果、運動ニューロン特異
的 CLAC-P cKO マウスにおいては、運動ニ
ューロンの標的骨格筋支配や NMJ 形成が起
こり、正常に発生することが明らかになった。
一方、骨格筋特異的 CLAC-P cKO マウスに
おいては、コンベンショナル KOマウスと同
様、神経支配の起こる E15前後において、運
動ニューロン軸索の退縮と、細胞体の消失を
認めた。このことから、胎生期においては、
骨格筋に発現する CLAC-P が神経軸索の伸
長・分枝に重要な役割を果たしていることが
示された。 
 また、中枢神経系における CLAC-Pの機能
解析を目的として、Nestin-Cre あるいは
CaMKIIα-Cre tgマウスとCLAC-P floxマウ
スの交配をすすめた。これらのマウスは顕著
な障害を認めず、正常に発生し、成体マウス

となることが分かった。 
 
③CLAC-P の生存および軸索伸長に対する
機能を明らかにする目的で、初代培養運動ニ
ューロンを用いた検討も行った。CLAC-Pの
欠損が、運動ニューロンの神経栄養因子の受
容による抗アポトーシス作用に影響を与え
るかについて、CLAC-P KOマウス由来の初
代培養運動ニューロンを用いて解析を行っ
た。その結果、KOニューロンはWTと同等
の生存率を示し、CLAC-Pは神経栄養因子に
よるアポトーシス抑制効果に直接関与して
いないことが示された。また、運動ニューロ
ンに対するリコンビナント CLAC-P の添加
によっても、生存率や軸索伸長は認められず、
CLAC-P 自身が運動ニューロンに対して栄
養因子として機能する可能性も否定する結
果となった。 
 これらの研究により、CLAC-Pによる標的
骨格筋内での運動ニューロン軸索伸長を担
う分子メカニズムの一端が明らかとなり、論
文報告を行った（Tanaka, Wakabayashi et 
al., J Neurosci 2014）。 
 
④RPTP を始めとするリガンド-受容体機能
の解析を目的とし、培養細胞を用いた検討を
行った。KOマウスの表現型が CLAC-P KO
と酷似しており、またシナプスオーガナイザ
ーとしても知られる RPTPσ および RPTPδ
について、これらを一過性に発現する
HEK293細胞に対し、CLAC-Pの細胞外領域
を精製したリコンビナントタンパク質を添
加し、結合アッセイを行った。その結果、
RPTP発現細胞特異的にCLAC-Pの細胞表面
への結合が認められた。これらの結果から、
シナプスあるいは神経突起の伸長過程で
CLAC-PとRPTPが協調的に働いている可能
性を示唆した。 
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