
 

 

 

 

博士論文 
 

 

 

 

運動ニューロンによる骨格筋支配における

CLAC-P/Collagen type XXVの機能解明 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  大泉 寛明 
 



  H.Oizumi 

                                                                        博士論文 

- 1 - 

 

目次 

 

第 I章 序論 

I-1 アルツハイマー病と老人斑                                                    5 

I-2 CLAC-P/Collagen type XXVの同定                                          6 

I-3 CLAC-Pが AD病態に与える影響                                               7 

I-4 MACIT ファミリーの生理機能                                              8 

I-5 CLAC-Pの生理機能                                                       9 

I-5-1 In vitroにおける CLAC-P/sCLACと細胞外マトリックス分子との相互作用    9 

I-5-2 Col25a1 KOマウスの表現型                                           10 

I-5-3 ヒト神経筋支配におけるCLAC-Pの機能                                12 

I-6 標的骨格筋内における運動ニューロン軸索発達のメカニズム                 13 

I-7 本研究の目的                                                           15 

 

第 II章 結果 

II-1 CLAC-P mRNAの発現解析                                               16 

II-2 Col25a1floxマウスの作製                                                  16 

II-3 Creリコンビナーゼの発現確認                                            17 

II-4 Hb9-Cre; Col25a1flox/floxマウスの表現型解析                                 18 

II-5 HSA-Cre; Col25a1flox/floxマウスの表現型解析                                19 

II-6 リコンビナント sCLAC が運動ニューロンの生存と軸索発達に与える影響の解析 

                                                                           19 

II-6-1 sCLACが培養運動ニューロンの生存性に与える影響の解析               20 

II-6-2 sCLACが培養運動ニューロンの神経突起伸長に与える影響の解析         20 

II-7 CLAC-P発現HEK293細胞と運動ニューロン軸索との相互作用の解析          20 

II-8 CLAC-P RAmt発現細胞と運動ニューロン軸索との相互作用の解析            21 

II-9 ゼブラフィッシュを用いた CLAC-Pの機能解明                             22 

II-9-1 ゼブラフィッシュにおけるCLAC-P mRNAの発現解析                   22 

II-9-2モルフォリノによるゼブラフィッシュCol25a1遺伝子ノックダウン実験    23 

 

 

 



  H.Oizumi 

                                                                        博士論文 

- 2 - 

 

第 III章 考察 

III-1 運動ニューロン軸索の投射過程における軸索-標的組織間の相互作用と、CLAC-P

機能の位置づけ                                                             25 

III-2 CLAC-Pが運動ニューロンの軸索発達ならびに生存に果たす役割             28 

III-3 CLAC-P/sCLACの相互作用分子                                          31 

III-4 CLAC-Pの furin切断の意義                                              33 

III-5 ゼブラフィッシュの運動ニューロン軸索発達における CLAC-P の機能        34 

III-6 今後の展望                                                            35 

 

第 IV章 方法 

IV-1 実験動物                                                              37 

IV-2 マウスの遺伝子型の決定                                                38 

IV-3 C2C12細胞の培養と分化誘導                                            39 

IV-4 C2C12細胞における in situ hybridization                                   39 

IV-5 Col25a1 floxマウス targeting constructの作製                              40 

IV-6 ES細胞からのゲノムDNA抽出                                           42 

IV-7 サザンブロッティング                                                  42 

IV-8 PCR法によるES細胞の遺伝子型決定                                     42 

IV-9 横隔膜の whole mount 蛍光染色                                          43 

IV-10 凍結切片の作製                                                       44 

IV-11 抗 Islet1/2抗体および抗 GFP抗体による共免疫染色                       44 

IV-12 抗 MyHC抗体と抗 GFP抗体による共免疫染色、および抗 ChAT抗体による免疫

染色                                                                       44 

IV-13 脊髄前角運動ニューロン細胞体数の計測                                 45 

IV-14 運動ニューロンの初代培養                                             45 

IV-15 リコンビナント sCLAC-FLAG の精製                                    45 

IV-16 精製 sCLAC 添加時の運動ニューロン生存率の測定                        46 

IV-17 精製 sCLAC コーティング時の運動ニューロン軸索長の測定                46 

IV-18 脊髄前角 explantとHEK293細胞との共培養                              47 

IV-19 脊髄前角 explant-HEK293細胞共培養の免疫染色と軸索集簇の定量          47 

IV-20 HEK293細胞における表面ビオチン化実験とウエスタンブロッティング      48 

IV-21 CLAC-Pおよび CLAC-P RAmt発現 HEK293細胞の免疫染色                49 

IV-22 ゼブラフィッシュにおける whole mount in situ hybridization                49 

IV-23 ゼブラフィッシュのパラフィン切片作製                                 50 



  H.Oizumi 

                                                                        博士論文 

- 3 - 

 

IV-24 モルフォリノを用いたノックダウン実験と運動ニューロン軸索伸長の観察   50 

IV-25 ゼブラフィッシュ胚からの mRNA 抽出と定量                            51 

 

第V章 参考文献                                           53 

第 VI章  図表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  H.Oizumi 

                                                                        博士論文 

- 4 - 

 

本論文中における主な略語 

 

AD: Alzheimer’s disease 

A: amyloid  

CLAC: collagenous Alzheimer amyloid plaque component 

CLAC-P: CLAC-precursor 

sCLAC: soluble CLAC 

CSPG: chondroitin sulfate proteoglycan 

HSPG: heparan sulfate proteoglycan 

RPTP: receptor protein tyrosine phosphatase 
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I 序論 

 

 

I-1 アルツハイマー病と老人斑 

 

アルツハイマー病（Alzheimer’s disease：AD）は高齢者の認知症の原因として最も

頻度が高く、記憶障害、見当識障害、判断力の低下を主症状とする進行性の神経変性疾

患である。AD患者脳では大脳皮質を中心に神経細胞の広汎な脱落が認められ、病理学

的特徴として、細胞外の老人斑と神経細胞内の神経原線維変化と呼ばれる 2種類の異常

構造物が蓄積することが知られている。老人斑はアミロイド（Amyloid : A）と呼ば

れる 4 kDaのタンパク質を主成分としたアミロイド線維からなる。一方、神経原線維変

化は高度にリン酸化された tauタンパク質を主成分とした細胞内封入体である。 

このうち、老人斑は AD患者において最初期に認められ、かつ ADに特異性の高い病

理学的特徴である点、家族性 AD 患者の遺伝子変異がいずれも Aの質的あるいは量的

な変化を引き起こして Aの凝集性を促進する点から、Aが線維化し、アミロイドとし

て蓄積することが AD 発症メカニズムの最上流に位置すると考える「アミロイド仮説」

が提唱され、広く支持されている（Selkoe, 1991; Hardy and Higgins, 1992; Hardy and 

Selkoe, 2002）。 

一方、老人斑には A以外に様々な非アミロイド成分が蓄積し、それらの構成分子も

Aと相互作用することでアミロイド蓄積と AD 発症に関与する可能性が示されている。

特に、AD患者脳老人斑に蓄積し、高い親和性で Aと結合する apoEの例が代表的であ

る。ヒト apoE には2、3、4 の 3 種の遺伝子多型が存在するが、このうち4 のアレル

頻度は健常者では約 15%にとどまるのに対し、AD患者においては4アレルの保有率が

約 50%にのぼることが分かり、apoE 4アレルは ADの強力な遺伝的危険因子であると

考えられている（Namba et al., 1991; Strittmatter et al., 1993）。ApoE 4アレルが AD

発症のリスクを上昇するメカニズムについては現在までに統一的見解は得られていな

いが、ADモデルマウスにおいて apoE遺伝子をノックアウト（KO）するとアミロイド

斑が減少し、さらに同マウスにヒト apoE 2、3、4をそれぞれ発現させると4アレル

の発現下にて最も多くのアミロイド斑が認められることから（Holtzman et al., 2000; 

Fagan et al., 2002）、apoE 4アレルはアミロイド蓄積に対して促進的に働くと考えら

れている。このように、老人斑に蓄積する非 A成分が AD 病態形成に強く関与する例

が見出されたことから、当研究室においてアルツハイマー病患者脳に蓄積する老人斑の
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構成因子として、Aの線維化、蓄積に影響を与えうる新規の非 A老人斑構成成分の探

索がなされた。 

 

 

I-2 CLAC-P/Collagen type XXVの同定 

 

当研究室においてAD脳のアミロイド画分を抗原としてマウスモノクローナル抗体が

作出され、AD脳老人斑を認識するクローンのスクリーニングにより 9D2抗体が得られ

た。9D2抗体は老人斑を特異的に染色し（図表 1）、AD脳のアミロイド画分に対するウ

エスタンブロットでおよそ 50 kDaと 100 kDaの付近に 2本のバンドを検出した。続い

て、9D2抗原タンパク質の精製・アミノ酸配列の解析が行われるとともに、抗原タンパ

ク質の全長 cDNA がクローニングされた。9D2 抗体が認識する老人斑構成タンパク質

は CLAC（Collagenous Alzheimer amyloid plaque component）、全長 cDNAによりコー

ドされる CLAC の前駆体タンパク質は CLAC-P（CLAC precursor）と命名された

（Hashimoto et al., 2002）。ヒト CLAC-Pは 654アミノ酸からなる II型の細胞膜 1回貫

通型タンパク質であり、3残基おきにグリシン残基が繰り返される G-X-Yリピート配列

からなるコラーゲン領域を 3か所（COL1-3）、それらを分断する非コラーゲン領域を 4

か所持つ（NC1-4）（図表 2）。ヒトにおいては総長 468アミノ酸に及ぶコラーゲン領域

を有し、プロテアーゼに対して安定な 3重らせんを形成する構造上の特徴から、CLAC-P

はコラーゲン分子に分類され、Collagen type XXVとも呼ばれる。CLAC-Pはコラーゲ

ンファミリーの中でも細胞膜貫通型というユニークな構造を有しており、membrane 

associated collagen with interrupted triple helices（MACIT）ファミリーに分類される。

MACIT ファミリーには CLAC-Pの他に、Collagen XIII、Collagen XVIIおよび Collagen 

XXIII が属する（後述）。CLAC-P は細胞膜近傍に furin 認識配列を有し、ヒトでは 112

番のアルギニンと113番のグルタミン酸の間で切断を受け、細胞外領域が soluble CLAC

（sCLAC）として分泌されることが培養細胞系で確認されている（Hashimoto et al., 

2002）。また、AD脳老人斑に蓄積する CLACも 113番のグルタミン酸で開始しており、

CLAC-Pの furin切断産物であると考えられ、in vivoにおいても CLAC-Pは furinによる

切断を受けて分泌されうることが分かっている。CLAC-P の発現パターンについては、

CLAC-P mRNAは成体マウスでは神経系に特異的に発現し、マウス胎児脳由来の初代培

養細胞を用いた発現解析により神経細胞に特異的な発現が確認されている（Hashimoto 

et al., 2002）。 
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I-3 CLAC-Pが AD病態に与える影響 

 

 CLACの老人斑への蓄積パターンについては、線維性の低い老人斑であるびまん性老

人斑とは CLACは共局在しないものの（図表 1）、老人斑の成熟に伴い老人斑への CLAC

蓄積が観察されることが明らかとなっている（Kowa et al., 2004）。さらに、CLACは

A陽性斑のおよそ 60%の領域で陽性であるが、シート構造に富み線維性の高いである

Thioflavin S（ThioS）陽性のアミロイドや、脳血管アミロイドとはほとんど共局在しな

いことが分かっている。このように、CLACは AD病理の比較的早い段階から老人斑へ

の蓄積を開始し、その蓄積はある一定程度の線維性をもつアミロイドに限局するという、

特徴的な蓄積パターンを示す。 

 In vitroにおいては、sCLACは線維化した Aに特異的に結合すること（Hashimoto et 

al., 2002）、sCLACと A線維との結合には sCLACが 3重らせん構造を取ることが必須

であること、その結合は COL1領域の塩基性アミノ酸クラスターを介した静電相互作用

であること、結合により Aの線維形成過程のうち A線維の伸長過程を阻害することが

明らかとなっている（Osada et al., 2005） 

 さらに、CLACが A蓄積に与える影響を in vivoにおいて評価するため、当研究室に

おいて Thy1.2 プロモーターにより神経細胞特異的に CLAC-P を過剰発現する

Thy1-CLAC-Pトランスジェニック（Tg）マウスが作出された。ADモデルマウスと Thy1- 

CLAC-P Tg マウスを交配したマウスでは、通常の AD モデルマウスに比してアミロイ

ド斑の出現時期は変わらないものの個々のアミロイド斑面積が小さく、びまん性のアミ

ロイド斑が減少し、ThioS陽性のコアを持った線維性の高い斑が増加した（藤井大資修

士論文）。このことから、CLACは in vivoにおいてアミロイド斑の成熟と線維性の上昇

を促進する可能性が示唆された。sCLAC が in vitro においては Aの線維化に抑制的に

機能する事実とこれらの in vivoの結果を考え合わせると、CLACは A線維に結合して

その線維性を直接的に促進するのでなく、CLAC の結合により A線維の解離あるいは

分解が抑制され、結果的に in vivo におけるアミロイド斑の成熟が促進する可能性が考

えらえる。 
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I-4 MACIT ファミリーの生理機能 

 

 前述のとおり、MACIT ファミリーに属するコラーゲンとして CLAC-P のほかに

Collagen XIII、XVII、XXIIIが同定されているが、現在までにもっとも詳細な研究が行わ

れているのは水疱性皮膚障害をきたす自己免疫疾患である水疱性類天疱瘡（Bullous 

pemphigoid: BP）関連分子として同定された Collagen type XVII（Col XVII）である。

BP は基底膜と表皮基底膜細胞層との細胞接着装置であるヘミデスモソームが自己抗体

により障害されることが原因で発症するが、Col XVII/BP180 はこの自己抗体の主要な

抗原タンパク質の1つとして同定された。（Diaz et al., 1990; Diaz et al., 1991; Giudice et 

al., 1992）。Col XVIIは細胞外で laminin 332や Collagen IVなどの細胞外マトリックス

分子と、細胞内外で64 integrinと in cisに結合することでヘミデスモソームを構成し

て細胞接着分子として機能することが知られており（Hopkinson et al., 1995; Koster et 

al., 2003; Tasanen et al., 2004; Nishie et al., 2011; Nishie 2014）、Col XVIIに対する自己

抗体は補体を介した炎症を惹起してCol XVIIの分解を引き起こすことでBPを発症する

と考えられている（Nishie 2014）。また Col XVIIの遺伝子変異により先天性表皮水疱症

を発症することも知られる（Floeth et al., 1998）。他の MACIT ファミリー分子と同様に

Col XVIIは細胞膜近傍（NC16内部）で切断されることが知られており、その切断は主

として ADAM9/10 によることが明らかになっているが、切断の機能的意義については

統一的な見解は得られていない（Franzke et al., 2009; Nishie 2014）。 

 Collagen type XIII（Col XIII）は CLAC-Pと最も構造が類似しており、NC領域におけ

るアミノ酸レベルの相同性が NC3領域で 55%、NC4領域で 72%と高い（図表 3）。Col 

XIII は眼組織や神経細胞、筋などを含む様々な組織で発現が認められており

（Sandberg-Lall et al., 2000; Sund et al.,2001; Hagg et al., 2001）、細胞間あるいは細胞

と細胞外マトリックスの接着部分に局在が見られることから、細胞間接着分子として機

能する可能性が示唆されている（Peltonen et al., 1999）。COL2領域の一部を欠損した

Col XIIIを過剰発現したマウスでは心筋と胎盤における接着結合の異常や血管形成不全

をきたし、胎生致死となる（Sund et al., 2001）。さらに Col XIIIは NMJ の synaptic cleft

にも存在し、内因性 Col XIII を欠損したマウスでは出生後の NMJ のプレシナプスおよ

びポストシナプスの成熟不全をきたした（Latvanlehto et al., 2010）。これらの結果から、

Col XIIIは特に心筋や骨格筋に発現し、細胞接着分子として機能すると考えられる。 
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 Collagen type XXIII（Col XXIII）も CLAC-Pと相同性が高く、Col XXIII の NC2領域

と NC4領域は CLAC-P NC3領域、NC4領域とアミノ酸レベルでそれぞれ 43%、72%

の相同性を有する（図表 3）。Col XXIIIはラット転移性前立腺癌細胞において mRNA発

現が上昇している分子として同定され（Banyard et al., 2003）、正常組織では肺、角膜、

脳、皮膚、腱、腎臓に mRNAが発現し（Koch et al., 2006）、in vitroにおいて21 integrin

と結合することが示されているが（Veit et al., 2011）、その詳しい生理機能については

不明である。 

 

 

I-5 CLAC-Pの生理機能 

 

I-5-1 In vitroにおける CLAC-P/sCLACと細胞外マトリックス分子との相互作用 

 

コラーゲンファミリーに属する CLAC-P と相互作用する分子として、コラーゲンの

受容体として知られる integrin 11、21、111が想定され、リコンビナントタンパク

質を用いた結合アッセイが行われた。インテグリンは基質認識を担うサブユニットと

下流のシグナル伝達を担うサブユニットからなるヘテロ 2 量体である。各サブユニ

ットの I（inserted）ドメインの GST 融合リコンビナントタンパク質と精製 sCLAC と

の結合を比較したところ、いずれのサブユニットにおいても結合が認められ、中でも

11 で最も強い結合が確認された（若林朋子博士論文）。また、sCLAC は細胞外マトリ

ックスに豊富に存在するグリコサミノグリカンとも相互作用することが分かっている。

in vitro における結合評価実験の結果、ヘパラン硫酸とコンドロイチン硫酸、ヒアルロ

ン酸のうち、sCLAC はヘパラン硫酸およびコンドロイチン硫酸と結合し、特にヘパラ

ン硫酸と最も強く結合することが明らかとなっている（若林朋子博士論文）。これらの

in vitroの実験から、CLAC-P/sCLACが細胞外マトリックス分子や細胞外マトリックス

の受容体であるインテグリンと相互作用することが示されており、これらの結合が

CLAC-Pの生理機能発揮に必要である可能性がある。 
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I-5-2 Col25a1 KOマウスの表現型 

 

CLAC-P の生理機能解明のため当研究室において CLAC-P をコードする Col25a1 遺

伝子のノックアウト（KO）マウスが作出され、詳細な表現型解析がなされた。CLAC-P 

をヘテロに欠損する Col25a1+/-マウスはメンデル則に従い出生し、正常に発育した一方

で、CLAC-Pをホモに欠損する Col25a1 KOマウスは自発的な運動を示さず出生時に死

亡した（図表 4A）。出生後 0 日齢（P0）マウスの肺胞には拡張が見られなかったこと

から、Col25a1KO マウスは呼吸不全により死亡すると考えられた。これらの表現型は

神経筋接合部（neuromuscular junction: NMJ）の形成不全を生じるマウスに典型的な特

徴を有することから、Col25a1 KO マウスが NMJ 形成不全をきたした可能性が検討さ

れた。胎生 18.5日齢（E18.5）時点の Col25a1 KO胎児において脊髄前角の運動ニュー

ロン細胞体が広汎な消失を示し（図表 4B）、運動ニューロンの投射先である筋組織は

P0 時点で菲薄化し中心核が顕著で未熟な筋細胞が多くみられた（図表 4C）。一方、脳

神経系には明らかな形態的異常は認められず、大脳皮質の層構造の形成も正常であった。

さらに末梢神経系の神経細胞に注目したところ、後根神経節に存在する感覚ニューロン

および交感神経節に存在する交感神経節後ニューロンについても野生型（wild type: WT）

と比較して顕著な脱落は認められなかった。これらのことから、Col25a1KO マウスで

は神経系の細胞の中でも運動ニューロンが特異的かつ広汎な消失をきたすことがわか

った（Tanaka et al., 2014）。 

 Col25a1 KO胎児における運動ニューロンの分化・発生と消失について発生段階を追

って検討するため、分化直後の運動ニューロンにて特異的に GFP を発現する

Hb9-GFPtgマウスと Col25a1 KOマウスとを交配し、GFP標識された脊髄前角の運動

ニューロン細胞体が免疫組織化学的に解析された。マウス脊髄前角の運動ニューロンは

E9.5以降に分化することが知られているが、E11.5の胎児における脊髄前角の運動ニュ

ーロン数について、WTと KOの間で差は見られなかった（図表 5A, B）。ところが E13.5

の KO 胎児では WT に比して運動ニューロン数が約 70%消失しており、さらに E14.5

以降の KO 胎児においては運動ニューロンの大部分が消失していた（図表 5A）。また、

E13.5においてWTに比して KOの脊髄前角において TUNEL染色陽性細胞数が多いこ

とから、運動ニューロン細胞体の消失はアポトーシスによるものであることがわかった。
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これらのことから、KO胎児ではWT同様運動ニューロンは脊髄前角にて正常に分化す

るが、進行性に広汎なアポトーシスを呈することがわかった（Tanaka et al., 2014）。 

Col25a1 KO胎児において運動ニューロン細胞体は神経筋発生期に一致して脱落した

ことから、骨格筋の神経支配について免疫組織学的検討がなされた。横隔膜の whole 

mount蛍光免疫染色の結果、E12.5時点でWTにおいては運動ニューロン軸索束が分枝

して軸索進入部位からより遠位へと伸長していた一方で、KO胎児においては運動ニュ

ーロン軸索束が横隔筋に到達しているにもかかわらず、その分枝・伸長を欠如していた

（図表 6A）。さらに E13.5時点の KO胎児においては軸索束内部に retraction bulb様の

構造物が多く観察され（図表 6B）、E14.5 以降、KO 胎児では横隔膜骨格筋付近の運動

ニューロン軸索はほぼ全て消失していた。これらのことから、Col25a1 KO胎児におい

ては運動ニューロン軸索が標的骨格筋に到達するが、骨格筋内における軸索束の分枝・

伸長を欠損して、細胞体のアポトーシスと同時に軸索も退縮することがわかった

（Tanaka et al., 2014、図表 7）。 

発生期においてマウス筋芽細胞は E9.5 以降に融合して多数の筋管（myotube）を形

成する。続いて運動ニューロンによる神経支配に先立ち、個々の筋管表面上に NMJ に

おける神経伝達物質受容体であるアセチルコチン受容体（Acetylcholine receptor: AChR）

が集積し、骨格筋組織の中央部分に多数のクラスターを形成する AChRの prepatterning

と呼ばれる現象が認められる。Col25a1 KO 胎児において、E12.5 横隔筋の中央部に

AChRクラスターの集積化すなわち prepatterningがWTと同程度に認められ、また E13

時点で横隔筋の筋層の厚みがWTと KOとで差異が認められないことから、KO胎児の

骨格筋は運動ニューロンによる神経支配前の時点では形態学的に異常がないと考えら

れる（田中智弘修士論文）。ところが、神経支配依存的な筋細胞の成熟が顕著になる

E15.5 以降、KO 胎児において中心核が顕著で未熟な筋細胞を多く含む未成熟な筋組織

が確認されることから、KO胎児では神経支配非依存的な骨格筋の発達は正常であるが、

運動ニューロン軸索の発達不全と脱落により、神経支配依存的な骨格筋の成熟が障害さ

れると考えられる（田中智弘修士論文、Tanaka et al., 2014）。 

CLAC-Pの欠損により、運動ニューロンは骨格筋内部における軸索の分枝・伸長不全

と同時に細胞体のアポトーシスをきたしたことから、CLAC-Pは軸索の発達と細胞体の

生存のいずれに必須の役割を果たすかが注目された。これを検討するため、
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pro-apoptotic geneである Bax遺伝子 KOマウスと Col25a1 KOマウスとを交配し、運

動ニューロンのアポトーシス抑制下における骨格筋の神経支配について解析がなされ

た。Bax KOマウスにおいては既報通り運動ニューロンのアポトーシスがほぼ完全に抑

制されており（Sun et al., 2003）、Col25a1; Baxダブル KOマウスにおいても運動ニュ

ーロン細胞体は同様にアポトーシスが抑制された。ところが、Col25a1; Baxダブル KO

マウスの横隔膜においては E14.5時点で運動ニューロン軸索が骨格筋内での分枝・伸長

を欠損しており、NMJの形成が認められなかった。Col25a1 KOマウスにおいて運動ニ

ューロンのアポトーシスを抑制しても軸索発達を欠損したことから、CLAC-Pは軸索束

の分枝・伸長を促進する機能を有すると考えられるが、CLAC-P/sCLAC が運動ニュー

ロンの生存を促進する可能性については未だ排除できていない（Tanaka et al., 2014）。 

発生期における CLAC-P発現の分布を検討するため、in situ hybridization（ISH）に

より、CLAC-P mRNAの局在解析がなされ、E11.5から P3個体までの発生期を通して

運動ニューロンを含む脊髄神経細胞には恒常的に発現が認められた。一方、成体骨格筋

には CLAC-P mRNA発現が認められなかったが（図表 8B）、E11.5-P3までの発生期に

は骨格筋にも CLAC-P mRNA シグナルが認められた。このことから、運動ニューロン

と骨格筋のいずれにおける CLAC-P 発現が運動ニューロン軸索の伸長・分枝に必要で

あるかが重要な問題として残った（Tanaka et al., 2014）。 

 

I-5-3 ヒト神経筋支配における CLAC-Pの機能  

  

 前述の通り Col25a1 KOマウスを用いた解析の結果、CLAC-Pは運動ニューロン軸索

の標的骨格筋内部における伸長・分枝に必須の役割を果たすことが明らかとなったが、

近年、Col25a1が先天性脳神経支配異常症（congenital cranial dysinnervation disorder: 

CCDD）の原因遺伝子として同定され、ヒトにおいても CLAC-Pが神経筋支配に必要で

あることが示された（Shinwari et al., 2015）。CCDDは眼球運動障害を主症状とする先

天性疾患であり、これまでに神経発生や軸索伸長・誘導に関わる TUBB3、KIF21A、

PHOX2A、ROBO3などが原因遺伝子として同定されていること、筋電図検査および病

理学的特徴から、CCDDは胎生期における脳神経の発生異常に起因すると考えられてい

る（Oystreck et al., 2011; Assaf 2011）。 

 Shinwariらは動眼神経による眼瞼挙筋と内側直筋の神経支配異常、および外転神経に

よる外側直筋の神経支配異常など家族性に CCDD 症状を呈するサウジアラビアの 1 家
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系について連鎖解析を行ったところ、CLAC-P COL2領域内の 382番グリシン残基がア

ルギニンに置換したミスセンス変異（G382R）が劣性遺伝性に CCDD を発症すること

を発見した。HEK細胞由来の G382R変異型リコンビナント sCLACはWTに比して熱

抵抗性が減少していたことから、G382R変異により CLAC-P/sCLACの 3量体の安定性

が低下すると考えられた（Shinwari et al., 2015）。さらに、Shinwariらは孤発性 CCDD

患者の candidate gene screeningおよび exome sequencing を行った結果、CLAC-Pの

497番のグリシンのナンセンス変異（G497Ter）と 124番から 236番に相当する領域を

欠損した copy number deletion変異（CNV Deletion）を新たに同定した。両遺伝子変異

が CCDD 発症にどのように寄与するかは不明であるが、G497Ter のヘテロ接合体は

CCDD を発症せず、G497Ter と CNV Deletion とを同時に保有することで CCDD を発

症することとから、G497Ter および CNV Deletionはともに CLAC-Pの loss of function

をきてして劣性遺伝性にCCDDを発症する可能性が考えられる（Shinwari et al., 2015）。

以上のことから、CLAC-Pの loss of functionは外眼筋の神経支配異常の発症を引き起こ

すと考えられ、CLAC-Pがヒトにおいても運動ニューロンによる骨格筋支配に必要であ

ることが明らかとなった。 

 

 

I-6 標的骨格筋内における運動ニューロン軸索発達のメカニズム 

 

 運動ニューロン軸索が標的骨格筋内部で分枝・伸長する分子メカニズムについては不

明であるが、Col25a1 KOマウスの他に標的骨格筋内部における運動ニューロン軸索発

達を完全に欠損する唯一の例として、受容体型チロシンホスファターゼ（Receptor 

protein tyrosine phosphatase: RPTP）の一種である RPTPおよび RPTPのダブル KO

マウスが知られている（Uetani et al., 2006）。 

RPTPおよびは細胞外に 3つの immunoglobulinドメインと fibronectin type III モチ

ーフを、細胞内に 2 つのホスファターゼドメインを有し、同様の構造を持つ LAR

（leukocyte common antigen-related receptor）とともに Type IIa RPTPファミリーに

分類される。ショウジョウバエにおける type IIa RPTP である PTP69D や Drosophila 

LAR（DLAR）は神経細胞に特異的に発現し、その loss-of-function 変異体では

intersegmental nerve b（ISNb）と呼ばれる運動ニューロン軸索が標的である筋線維を

迂回する、あるいは標的筋線維到達以前の他の筋繊維に投射するなどの軸索誘導異常を

きたす（Desai et al., 1994; Krueger et al., 1996）。また、PTP69Dや DLARの変異ショ

ウジョウバエでは光受容体細胞の一部においても軸索誘導異常を生じる（Garrity et al., 

1999; Clandinin et al., 2001）。ニワトリ胚においても、RPTPや RPTPが運度ニュー
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ロンに発現することが知られており、両者に対する shRNAを用いて腰髄にてそれぞれ

ノックダウンすると、運動ニューロン軸索束の分枝・伸長が部分的に減少する

（Stepanek et al., 2005）。これらのことから、type IIa RPTPは無脊椎動物と脊椎動物

の両者で神経細胞の軸索誘導に関与すると考えられている。マウス発生期の神経系にお

いては、Type II RPTPファミリーの中でも LARは胎生期において皮質の脳室帯や膝神

経節、後根神経節（DRG）などに限局して発現しており（Schaapveld et al., 1998）、

LAR KO マウスは前脳基底部に位置し海馬に投射するブローカ対角帯核のコリン作動

性ニューロンがわずかに減少するなど、神経系における表現型は軽微である（Yeo et al., 

1997; Van Lieshout et al., 2001）。一方で、RPTPはオリーブ核や嗅球、脊髄などに発

現しており、RPTPは終脳、間脳、脊髄、DRGなど神経系に広範に発現が認められる

（Schaapveld et al., 1998）。RPTPのホスファターゼ活性ドメインを欠損したマウスは

空間学習・記憶障害と運動機能障害をきたし、paired-pulse facilitationの増強を認めた

（Uetani et al., 2000）。さらに、RPTP KOマウスは約 60%が出生後 48時間以内に死

亡し、生存した個体も形態学的に嗅球の萎縮と下垂体の形成不全、黄体形成ホルモン放

出ホルモン産生細胞の消失、内側中隔や線条体のコリン作動性ニューロンの脱落、ミエ

リン形成不全などを呈し、痙攣と四肢の屈曲、嗅覚障害、生殖能力の低下など神経系を

中心に重篤な表現型を示した（Elchebly et al., 1999; Wallace et al., 1999）。さらに、

RPTP KO マウスの海馬では樹状突起スパイン形成数の増加、微小興奮性シナプス後

電流（mEPSC）の frequencyの増加、海馬長期増強（LTP）の減弱などを認めた（Horn 

et al., 2012）。これらのことから、哺乳類においても type IIa RPTPファミリーが神経

系発生に重要な役割を果たすことが知られているが、各遺伝子欠損個体の表現型が生じ

る分子メカニズムについては不明である。 

マウス RPTP/の発現パターンの重複性から、Uetaniらは両者の代償関係を想定し、

両者を同時に欠損したダブルノックアウトマウス（DKO）を作成した。その結果

RPTP/ DKOマウスは E13.5時点で横隔筋内部における運動ニューロン軸索の分枝・

伸長を完全に欠損し、細胞体が進行性に広汎な消失をきたした。一方で、後根神経節に

存在する感覚ニューロンおよび交感神経節に存在する交感神経節後ニューロンの細胞

体に脱落は認められず、神経細胞の中でも運動ニューロンが特異的に脱落することが確

認されている（Uetani et al., 2006）。これらの表現型は Col25a1 KOマウスと酷似して

おり、RPTPが CLAC-P 同様に運動ニューロンの骨格筋内軸索発達に必須の役割を

果たすことが分かっているが、その分子メカニズムは現在までに明らかとなっていない。 
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I-7 本研究の目的 

 

 前述の通り、CLAC-Pをコードする Col25a1遺伝子 KOマウスは発生期に骨格筋内に

おける運動ニューロン軸索の分枝・伸長を完全に欠損することから、CLAC-Pが骨格筋

内軸索発達において必須の役割を果たすことが分かっている。一方、神経筋発生の初期

段階である E11.5 時点で、CLAC-P mRNA は脊髄前角の運動ニューロンおよび骨格筋

の両者に発現することが確認され、両組織に発現した CLAC-P が、運動ニューロン軸

索の発達にそれぞれどのように寄与しているのかは不明であった。さらに、CLAC-Pが

運動ニューロン軸索発達に対してどのような影響を与えるのか、またその分子メカニズ

ムはいかなるものであるかは一切不明であった。 

 本研究において私は、Col25a1遺伝子の組織特異的 KOマウスを作製してその表現型

を解析することにより、運動ニューロンと骨格筋のいずれにおける CLAC-P 発現が運

動ニューロン軸索発達に必須であるのかを検討した。さらにマウス胎児脊髄前角

explantを用いた in vitro共培養実験系を樹立して解析を行い、CLAC-Pタンパク質が運

動ニューロン軸索発達に果たす役割の解明を試みた。 
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II 結果 

 

 

II-1 CLAC-P mRNAの発現解析 

 

 成体においてCLAC-P mRNAは神経細胞に特異的に発現することが知られていたが、

発生期における発現パターンは未知であったため、運動ニューロン軸索が骨格筋内部に

進入する時期である E12.5胎児に対して in situ hybridization解析を行った。その結果、

脊髄前角の運動ニューロンのみならず骨格筋においても CLAC-P mRNA の発現を認め

た（図表 8A）。ところが、同時期における骨格筋では筋芽細胞（myoblast）が盛んに細

胞分裂と細胞融合を繰り返して筋管（myotube）への分化を進行中であり、骨格筋にお

ける CLAC-P mRNA シグナルは筋芽細胞と筋管のいずれに由来するのかが不明であっ

た。私は本学修士課程において、マウス筋芽細胞株である C2C12細胞（Yaffe and Saxel 

1977）を用いた CLAC-P mRNA の発現解析により C2C12 細胞の分化に伴い CLAC-P 

mRNA 発現量が著しく上昇すること定量的 PCR 法により示した（大泉寛明修士論文、

Tanaka et al., 2014、図表 9A）。ところが、C2C12分化条件下においては筋芽細胞と筋

管が混在するため、両者のうちいずれが CLAC-P mRNA を発現するのかは断定できな

かった。そこで、私は C2C12細胞の分化条件下で in situ hybidizationを行い、筋芽細

胞と筋管のいずれに CLAC-P mRNA発現が見られるかを検討した。C2C12筋芽細胞を

低栄養条件下で培養することで分化を誘導し、誘導 5 日目において細胞を固定して

Col25a1 遺伝子エキソン 1 配列に対するアンチセンスプローブを用いて in situ 

hybridization を行ったところ、すべての筋管において CLAC-P mRNA シグナルが認め

られたのに対し、筋芽細胞にはシグナルは認められなかった（図表 9B）。このことから、

CLAC-P mRNAは筋芽細胞ではなく筋管に発現することが分かった。 

 

 

II-2 Col25a1floxマウスの作製 

 

 神経筋発生期においては CLAC-P mRNA は脊髄前角運動ニューロンおよび骨格筋の

筋管の両者に発現することから、標的骨格筋内における運動ニューロン軸索の発達に際

して、神経側、筋肉側のいずれにおける CLAC-P 発現が必須であるのかが問題となっ

た。そこで、Cre-loxPシステムを用いた組織特異的 Col25a1 KOマウスを作出すること
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でこの問題の解決を試みた。マウス Col25a1 遺伝子のエキソン 2 はその欠失によりフ

レームシフトをきたすことが知られており、実際に Col25a1 KOマウスにおいてエキソ

ン 2欠失により CLAC-P機能の欠損による表現型が認められた（Tanaka et al., 2014）。

そこでエキソン 2 の両端に loxP 配列を配置したターゲティングコンストラクト（図表

10）を作製して、ES細胞への導入と相同組み換えのスクリーニングを行った。ターゲ

ティングコンストラクトを遺伝子導入した ES 細胞からゲノム DNA を抽出して、サザ

ンブロッティングにより相同組み換えによりターゲティングコンストラクトが導入さ

れたクローンを確認した（図表 11）。さらに、これらのクローンについて PCR 法を用

いて再度相同組み換えを確認し、同時に 3’側 loxPを保有していることを PCRにより確

認した（図表 12）。得られた Col25a1 flox-geo ES細胞にエレクトロポレーション法に

より flippase を遺伝子導入してモノクローン化し、PCR 法によりゲノム DNA を

genotypingしてgeoカセットの除去を確認し、Col25a1 floxクローンを得た（図表 13）。

これらの Col25a1 flox ES細胞をマウス胚盤胞に注入して、Col25a1 floxキメラマウス

を作出した。キメラマウスを交配して Col25a1flox/wtマウスを作出し、さらにそれらを交

配することで Col25a1flox/floxマウスを得た。 

 

 

II-3 Creリコンビナーゼの発現確認 

 

 本研究では運動ニューロンで特異的に Col25a1 遺伝子をノックアウトするため、分

化直後の運動ニューロンで特異的に発現する転写因子である motor neuron and 

pancreas homeobox 1（Mnx1/Hb9）遺伝子の内因性プロモーターの下流に Creを発現

するノックインマウスである Hb9-Creマウスを用いた（Arber et al., 1999）。また、骨

格筋特異的 Col25a1 KOマウス作出のため、成体骨格筋の筋線維および胎児期の筋管で

特異的に Cre を発現する human -skeletal actin-Cre（HSA-Cre）tg マウスを用いた

（Miniou et al., 1999）。これらの Cre発現マウスを Creの発現依存的に EYFPを発現す

るレポーターマウスである Rosa26-stop-EYFP マウスと交配して EYFP の発現を確認

した。 

まず Hb9-Cre マウスと Rosa26-stop-EYFP とを交配し、E12.5 胎児の凍結切片を作

製して EYFP および運動ニューロンマーカーである転写因子 Islet1/2 を抗 GFP 抗体お

よび抗 Islet1/2抗体を用いてそれぞれ蛍光免疫染色したところ、脊髄の下部頸髄から上

部胸髄にあたるbrachial levelにおいてほぼすべての Islet1/2陽性運動ニューロン細胞体

に EYFP発現を確認した（図表 14A）。さらに、マウス脊髄前角の運動ニューロンの分

化は E9から E11にかけて進行するが（Nornes and Carry 1978）、運動ニューロン分化
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の後期にあたる E10.75時点の brachial levelにおいても約 70%の Islet1/2陽性運動ニュ

ーロンが EYFP陽性であった（図表 14A）。これらのことから、運動ニューロン軸索と

骨格筋の相互作用が始まり、Col25a1 KOマウスにおいて軸索発達不全が認められる時

期である E12.5 においてはほぼすべての運動ニューロンにおいて Cre が発現すること

が確認された。 

 次に、HSA-Cre マウスと Rosa26-stop-EYFP マウスとを交配し、E12.5 胎児の凍結

切片を作製して EYFP および胎生期には筋管マーカーとなる Myosin heavy chain

（MyHC）抗体を用いて免疫染色を行った結果、MyHC陽性の筋管に特異的に EYFP発

現が確認された（図表 14B）。 

 

 

II-4 Hb9-Cre; Col25a1flox/floxマウスの表現型解析 

 

 まず、Col25a1flox マウスを Hb9-Cre マウスと交配して、運動ニューロン特異的

Col25a1 KOマウスを作出してその表現型解析を行った。E13.5における横隔膜を摘出

して軸索マーカーである抗ニューロフィラメント抗体を用いて whole mount 蛍光染色

を行い、横隔膜筋内における運動ニューロン軸索の走行を解析したところ、Hb9-Cre; 

Col25a1flox/flox胎児の運動ニューロンの軸索束は横隔膜筋内で 3 方向に分かれて伸長し、

secondary branchのより遠位への分枝・伸長が認められた（図表 15A）。これらの軸索

束の発達は、コントロールとなる同腹の Col25a1flox/flox マウスと比較して、差異は認め

られなかった（図表 15A）。さらに、E16.5 胎児の横隔膜を抗ニューロフィラメント抗

体およびニコチン型アセチルコリン受容体（AChR）に特異的に結合する-Bungarotoxin

（BTX）を用いて蛍光 2重染色したところ、Hb9-Cre; Col25a1flox/floxマウスの横隔膜に

おいて、運動ニューロン軸索末端と神経筋接合部のポストシナプスマーカーである

AChRのクラスターが近接して存在する神経筋接合部の形成が確認され、Col25a1flox/flox

と比較して差異は認められなかった（図表 15B）。また、E18.5 胎児脊髄の凍結切片を

作製し、運動ニューロンマーカーであるコリンアセチルトランスフェラーゼ

（choline-acetyltransferase: ChAT ）に対して免疫染色を行い、運動ニューロン細胞体

を観察したところ、Hb9-Cre; Col25a1flox/flox 胎児においても脊髄前角の運動ニューロン

プールが存在することが確認された（図表 16）。定量的評価のため、頸髄 C3-5 までの

連続切片を作製して免疫染色を行い ChAT 陽性細胞数について計測したところ、

Col25a1flox/flox と Hb9-Cre; Col25a1flox/flox とで運動ニューロン細胞体が同程度に生存し

ていることが確認された（図表 16）。さらに Hb9-Cre; Col25a1flox/floxマウスは出生後も

正常に成長し、繁殖能力を有した。これらの結果から、運動ニューロンにおける CLAC-P
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発現は、骨格筋内における運動ニューロン軸索の発達および運動ニューロン生存に必要

ではないと結論した。 

 

 

II-5 HSA-Cre; Col25a1flox/floxマウスの表現型解析 

 

次に、HSA-Creマウスと Col25a1floxマウスを交配し、骨格筋特異的 Col25a1 KOマ

ウスを作出して表現型解析を行った。抗ニューロフィラメント抗体を用いて横隔膜を

whole mount 免疫染色したところ、E13.5時点で、HSA-Cre; Col25a1flox/floxマウスの横

隔膜では、運動ニューロン軸索束が骨格筋進入部位付近に認められたが、その後の分

枝・伸長が完全に障害されていることが確認された（図表 17A）。さらに、E15.5 横隔

膜を抗ニューロフィラメント抗体と-Bungarotoxinを用いて蛍光 2重染色したところ、

HSA-Cre; Col25a1flox/flox胎児においては運動ニューロン軸索が退縮し、完全に消失して

いた（図表 17B）。運動ニューロンの支配を受けた骨格筋表面の AChRは、骨格筋の成

熟とともに横隔筋中央部に限局して endplate band を形成することが知られているが、

Col25a1flox/flox 胎児においては径の小さい未成熟な AChR クラスターが幅広く分散して

存在し、この所見は運動ニューロン軸索による神経支配を欠如した骨格筋の特徴に一致

していた（図表 17B）。さらに、E18.5 胎児の凍結切片を作製して抗 ChAT 抗体による

免疫染色を行った結果、頸髄の ChAT 陽性運動ニューロン細胞体の大部分が脱落してい

た（図表 18A）。運動ニューロン細胞体の脱落の程度を定量的に評価するため、頸髄の

C3-5 にかけて連続切片を作製して ChAT 陽性細胞数を計測したところ、HSA-Cre; 

Col25a1flox/flox胎児は同腹のコントロールである HSA-Cre; Col25a1flox/wtに比して運動ニ

ューロン細胞体数が約 85%消失していた（図表 18C）。また、胸髄においても HSA-Cre; 

Col25a1flox/flox胎児は運動ニューロン細胞体の広範な脱落をみとめた（図表 18B）。以上

の表現型は、Col25a1 KOマウスのそれと一致していた。これらの結果から、発生期の

骨格筋に発現した CLAC-P が、運動ニューロン軸索束の骨格筋内での分枝・伸長に必

須であることが分かった。 

 

 

II-6 リコンビナント sCLACが運動ニューロンの生存と軸索発達に与える影響の解析 

 

 組織特異的 Col25a1 KOマウスの表現型解析の結果から、運動ニューロンでなく骨格

筋に発現した CLAC-P が、運動ニューロン軸索の発達および運動ニューロンの生存に

必須であることが明らかになった。そのため、CLAC-Pが運動ニューロンの生存および
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軸索発達を促進する可能性を想定し、初代培養運動ニューロンに対してリコンビナント

sCLACを添加し、運動ニューロンの生存性および軸索長について定量的に評価した。 

 

II-6-1 sCLACが培養運動ニューロンの生存性に与える影響の解析 

 

発生期の運動ニューロンは標的骨格筋やシュワン細胞、グリア細胞などから神経栄養

因子を受容することが生存に必須であることが知られている。Col25a1 KOマウスで運

動ニューロンの広汎な細胞死を認めたことから、骨格筋由来の CLAC-P あるいは

sCLAC が神経栄養因子として機能し、運動ニューロンの生存性を向上する可能性を検

証した。運動ニューロン特異的に GFP を発現する Hb9-GFP 陽性胎児由来の初代培養

運動ニューロンを培養 0日目（0 day in vitro: 0 DIV）から 3 DIVまで HEK293細胞由来

の精製 sCLAC-FLAG タンパク質を含む培地中で培養し、0 DIVおよび 3 DIVにおいて

GFP 蛍光陽性細胞数を計測して生存率を算出した。Positive control である神経栄養因

子（0.1 ng/ml GDNF, 1 ng/ml BDNF, 10 ng/ml CNTF）添加群において生存率の優位な

上昇が認められたのに対して、精製 sCLAC-FLAG を 1-100 ng/ml の濃度で添加した群

においてはいずれの濃度でも運動ニューロンの生存率向上は認められなかった（図表

19）。 

 

II-6-2 sCLACが培養運動ニューロンの神経突起伸長に与える影響の解析 

  

続いて、CLAC-P が運動ニューロン軸索の伸長を促進する可能性を検証するため、

sCLAC-FLAG をコーティングしたガラスカバースリップ上にて Hb9-GFP 陽性胎児由

来の初代運動ニューロンを分散培養し、培養開始から 24 時間後に免疫染色を行って

GFP陽性神経細胞の突起長を測定した。Positive controlであるラミニン（3 g/ml）を

コーティングした群では、negative controlである BSA（3 g/ml）コーティング群に比

して突起伸長の程度が約 5倍上昇した（図表 20）。一方、精製 sCLAC-FLAG（3 g/ml）

をコーティングした群では BSA コーティング群に比して運動ニューロン神経突起長に

有意な差は認められなかった（図表 20）。このことから、固相に吸着された精製

sCLAC-FLAGは分散運動ニューロンの神経突起の伸長を促進しないことが分かった。 

 

 

II-7 CLAC-P発現 HEK293細胞と運動ニューロン軸索との相互作用の解析 

 

 骨格筋と運動ニューロン軸索間の相互作用において、軸索-骨格筋間の細胞接着に関
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わると考えられる分子の阻害により軸索束の分枝・伸長が部分的に障害される例が知ら

れている（Landmesser et al., 1988; Landmesser et al., 1990）。そこで、CLAC-P発現

HEK293細胞と脊髄前角の explant（Wang and Marquardt 2012）を共培養し、軸索の

遠位部分と CLAC-P発現細胞との相互作用を検証した。Hb9-GFP陽性胎児由来の脊髄

前角 explant を mCherryと CLAC-Pを共発現する HEK293 細胞と 2 日間共培養を行っ

た（図表 21A）。その後、免疫染色を行い HEK293細胞周囲に伸長した運動ニューロン

軸索の走行を観察したところ、脊髄前角から GFP 陽性の運動ニューロン軸索が放射状

に伸長し、その一部はmCherry陽性のHEK293細胞との接触が認められた（図表21B）。

mCherry 陽性細胞の周囲に伸長した運動ニューロン軸索の走行を観察したところ、

CLAC-P発現細胞にはmockコントロールに比してより多くの運動ニューロン軸索の集

簇を認めた（図表 22）。軸索集簇の程度を定量的に評価するため、運動ニューロン軸索

が mCherry 陽性 HEK293 細胞と接触・マージする部分の長さを計測して比較したとこ

ろ、CLAC-P発現細胞はmockコントロールおよびMACITファミリーに属するCollagen 

XIII、Collagen XXIIIを発現する細胞と比較して有意に軸索集簇の程度が大きかった（図

表 22）。以上より、CLAC-P発現 HEK293細胞が運動ニューロン軸索を誘引する機能を

有することが分かった。 

 

 

II-8 CLAC-P RAmt発現細胞と運動ニューロン軸索との相互作用の解析 

 

 CLAC-P 発現細胞は運動ニューロン軸索の誘引機能を示したが、CLAC-P は furin に

よる切断を受けて分泌型としても存在しうることが知られているため（Hashimoto et 

al., 2002）、全長型の CLAC-P と切断型の sCLAC のいずれが運動ニューロン軸索の誘

引効果を有するのかが不明であった。そこで CLAC-P の furin 認識配列である

107KIRIAR112 配列中のアルギニン残基をアラニンに置換することで furin による切断

に耐性とした CLAC-P RAmt を用いて（Hashimoto et al., 2002、図表 24A）、脊髄前角

explant と HEK293 細胞との共培養実験を行った。2 日間の共培養の後に免疫染色を行

った結果、CLAC-P RAmt発現細胞はmock コントロールに比して軸索集簇の程度の有

意な上昇を認めた（図表 23）。一方、CLAC-P発現細胞と比較すると軸索集簇の程度は

有意に小さかった（図表 23）。 

 CLAC-P発現細胞とCLAC-P RAmt発現細胞の細胞表面におけるCLAC-P発現量を検

討するため、両細胞表面に存在するタンパク質をビオチン化試薬にて標識した。これを

アビジンビーズにてプルダウンし、抗 CLAC-P NC3抗体によるウエスタンブロットに

て両者の細胞表面 CLAC-P量を比較した結果、CLAC-P発現細胞と CLAC-P RAmt発現
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細胞において、細胞表面における CLAC-P発現は同程度であった（図表 24B）。さらに、

CLAC-P発現細胞と CLAC-P RAmt発現細胞とを抗 CLAC-P NC4抗体により免疫染色

を行ったところ、CLAC-P発現細胞の周囲には sCLACの蓄積が認められたのに対して、

CLAC-P RAmt発現細胞の周囲には sCLAC蓄積が認められなかった（図表 24C）。 

これらの結果から、細胞表面のCLAC-P発現量は同等であるにもかかわらず、CLAC-P

発現細胞においてCLAC-P RAmtに比して有意に運動ニューロン軸索集簇の程度が大き

かったことは、HEK293細胞の周囲に蓄積する sCLACの有無に起因する可能性が考え

られた。すなわち、全長型 CLAC-Pのみならず sCLACにも運動ニューロン軸索の誘引

機能を有すると考えられた。 

 

 

II-9 ゼブラフィッシュを用いた CLAC-Pの機能解明 

 

 Col25a1遺伝子は脊椎動物において保存されており、ゼブラフィッシュにおいてもア

ミノ酸レベルで約 63%の相同性を有しており、特に NC2 領域で 100 %、NC3 領域で

83 %、NC4領域で 100 %と高い相同性をもって保存されている。ゼブラフィッシュは

ゲノム配列が解析済みであり、人工核酸や mRNA などを受精卵にインジェクションす

ることで容易に遺伝子ノックダウンあるいは過剰発現が可能であることから、遺伝学実

験に適したモデル動物である。さらに、ゼブラフィッシュ胚は体が透明であることから、

運動ニューロン軸索の伸長を直接観察することが可能である（Asakawa et al., 2012）。

これらのことから、ゼブラフィッシュにおいても CLAC-P が運動ニューロン軸索の伸

長に必須の役割を担っていた場合、遺伝学的相互作用分子の探索により CLAC-P の相

互作用分子の同定が期待される。そこで、本実験ではゼブラフィッシュの神経筋発生期

における CLAC-P mRNAの発現パターンの解析と、ゼブラフィッシュ Col25a1遺伝子

ノックダウンが運動ニューロン軸索伸長に及ぼす影響についての表現型解析を行った。 

 

II-9-1 ゼブラフィッシュにおける CLAC-P mRNAの発現解析 

 

ゼブラフィッシュ胚においては、受精後 14時間（14 hours post fertilization: 14 hpf）

頃までに運動ニューロンが脊髄前角にて分化し、16 hpf 以降 1次運動ニューロンと呼ば

れる運動ニューロンの軸索が体節筋上を伸長する（Panzer et al., 2005; Flanagan-Steet 

et al., 2005）。運動ニューロン軸索伸長の発生段階は頭側の体節ほど早く、尾側の体側

ほど遅れて進行する。1次運動ニューロンは伸長方向によりCaudal primary motoneuron

（CaP）、Middle primary motoneuron（MiP）、Rostral primary motoneuron（RoP）の 3
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種類に分類され、CaP は腹側正中方向に、MiP は背側正中方向に、RoP は側方にそれ

ぞれ伸長して体節筋を支配する（Eisen et al., 1986; Myers et al., 1986、図表）。16-24 hpf

にかけて、それぞれの 1 次運動ニューロンは体節筋上を共通の進路を伸長して choice 

pointと呼ばれる地点まで到達したのち、20-28 hpf にかけてそれぞれの伸長方向に分岐

していく（図表 25A）。さらに、この時期に最初の NMJが choice point付近で形成され

ることが知られている（Panzer et al., 2005）。以上のことから、ゼブラフィッシュにお

いて運動ニューロン軸索束の分枝が生じ、NMJ 形成が開始する時点である 20-28 hpf

が、Col25a1 KOマウスで運動ニューロン軸索の発達不全をきたす E12.5-E13.5に一致

すると考えられる。 

そこでまず、ゼブラフィッシュにおいて CLAC-P の発現パターンを解明するため、

ゼブラフィッシュ CLAC-P cDNA 全長をテンプレートに合成したジゴキシゲニン

（Digoxigenin: DIG）標識アンチセンスプローブを用いて、24 hpfのゼブラフィッシュ

胚に対して in situ hybridizationを行った。その結果、運動ニューロン細胞体を含め脊髄

に CLAC-P mRNA シグナルが見られなかった一方で、体節筋および脊索においてシグ

ナルを認めた（図表 25B）。以上のことから、ゼブラフィッシュの神経筋発生期におい

てもマウスと同様に筋側に CLAC-P mRNAが発現することが分かった。 

 

II-9-2モルフォリノによるゼブラフィッシュ Col25a1遺伝子ノックダウン実験 

 

 ゼブラフィッシュにおける遺伝子ノックダウンにはモルフォリノ（morpholino: MO）

と呼ばれる人工核酸が汎用されている（Summerton and Weller 1997）。MOはヌクレア

ーゼに耐性であり、MO アンチセンスには標的mRNAの 5’キャップ-開始コドン領域を

標的としてハイブリダイズして mRNA の翻訳を阻害するタイプと、スプライシングア

クセプターあるいはスプライシングドナー部位に結合してスプライシングを阻害する

タイプが存在する（Eisen and Smith 2008）。ゼブラフィッシュ Col25a1遺伝子のエキ

ソン 2はその欠失によりフレームシフトをきたすことから、エキソン 2のスプライシン

グドナー部位を標的に MOを作製した（図表 26A）。受精卵 1-2細胞期に Col25a1 MO

をインジェクションし、そのノックダウン効率を検討するため 22 hpf 時点で胚から

mRNAを抽出して CLAC-P mRNA量の定量を行った。エキソン 1の 3’末端とエキソン

2の 5’末端部分にプライマーを設計してリアルタイム PCRを用いてmRNAの定量を行

った結果、MOインジェクションを行わなかったコントロールに比して、Col25a1 MO

インジェクション群では PCR産物量が約 90 %の低下を認めた（図表 26C）。このこと

から、Col25a1 MO によりエキソン 2-3 間のスプライシングが阻害されてエキソン 1-

エキソン 3が結合するエキソンスキッピングが生じていると考えられ（Eisen and Smith 
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2008、図表 26A）、Col25a1 MO 注入により 22 hpf時点で Col25a1遺伝子の十分なノッ

クダウン効果が得られると判断した。 

 次に、Gal4-UAS システムを用いて運動ニューロン特異的に GFP を発現する

mnr2b-GAL4; UAS-GFPゼブラフィッシュ胚（Asakawa et al., 2013）に Col25a1 MO

をインジェクションして表現型観察を行った。30 hpf 時点の Col25a1 MO 注入群はコン

トロールと比較して外表形態の顕著な異常を認めなかった（図表 26B）。さらに、胚を

アガロース内に包埋して蛍光顕微鏡下GFP陽性軸索の走行を観察したところ、Col25a1 

MO群においても 26 hpf 時点で CaP軸索は choice pointより先の腹側方向への伸長を

認め、コントロールとの間に差異は認められなかった（図表 27A）。また、32 hpf時点

においてもCol25a1 MO群においてCaP軸索の腹側への伸長およびRoP軸索の背側へ

の伸長を認め、コントロールとの間に差異は認められなかった（図表 27B）。さらに、

48 hpf までに Col25a1 MO群は自発的な運動により孵化して正常に遊泳した（data not 

shown）。これらのことから、ゼブラフィッシュにおいては CLAC-P 欠損により運動ニ

ューロン軸索発達の異常および神経筋接合部の欠如は生じないと結論した。 
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III 考察 

 

 

本研究において私は以下のことを明らかにした。 

 

 CLAC-P mRNAは発生期において、筋芽細胞ではなく筋管に発現した。 

 運動ニューロン特異的に CLAC-Pを欠損するマウスは正常な神経筋支配を示した。 

 骨格筋特異的に CLAC-P を欠損するマウスは運動ニューロン軸索束の骨格筋内発

達を完全に欠損し、運動ニューロン細胞体の広汎な消失をきたした。 

 精製 sCLAC-FLAG タンパク質は初代培養運動ニューロンの生存性および軸索伸長

を促進しなかった。 

 CLAC-P発現 HEK293細胞は脊髄前角 explantから伸長した運動ニューロン軸索の

集簇を引き起こした。 

 細胞外領域の分泌が起こらないCLAC-P RAmt発現細胞は運動ニューロン軸索の集

簇を引き起こしたが、その程度は CLAC-P発現細胞と比較して有意に小さかった。 

 神経筋発生期のゼブラフィッシュにおいて CLAC-P mRNA は体節筋に発現が見ら

れたが、Col25a1遺伝子をノックダウンしても運動ニューロン軸索発達は障害され

なかった。 

 

これらの結果から、CLAC-Pが運動ニューロン軸索に対して、骨格筋側から retrograde

に作用し、その発達および生存に必須の役割を果たすと考えるのが最も妥当であると結

論した。本章では CLAC-P がいかなる分子メカニズムにより運動ニューロン発達に寄

与するかを中心に考察する。 

 

III-1 運動ニューロン軸索の投射過程における軸索-標的組織間の相互作用と、CLAC-P

機能の位置づけ 

 

運動ニューロン軸索が標的骨格筋での神経筋接合部（NMJ）形成開始に至るまでの過

程は、「脊髄からの軸索束の伸長」、「標的組織の選択」、「標的骨格筋内における軸索発

達」、という大きく 3 つの段階に分けて考えることができる。以下に、各ステップにつ

いて既知の知見をまとめてみる。 

「脊髄からの軸索束の伸長」：脊髄内部および脊髄周囲の間充織由来で軸索束の伸長

に関わる分子として、脊髄腹側の floor plate 由来の因子である netrin、ephrin-B、
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semaphorin や、脊髄周囲の間充織由来の分泌因子である Cxcl12 などが知られている

（Bonanomi and Pfaff, 2010）。ケモカインである Cxcl12は運動ニューロンにおける G

タンパク質共役型受容体 Cxcr4 と結合する。Cxcl12 や Cxcr4 の欠損マウスでは一部の

運動ニューロン軸索束が脊髄前根から出発せず脊髄内部の後角に向かって投射し、また

一部は前角から出発するものの、標的組織への投射の段階で DRGに投射することが知

られている（Lieberam et al., 2005）。これらのことから脊髄周囲に存在する Cxcl12が

液性の軸索誘引因子として機能し、運動ニューロン軸索束の脊髄からの伸長を方向付け、

促進する可能性が考えられる。一方 floor plate に発現する netrin、ephrin-B、

semaphorin3F は反発性の軸索誘導分子として機能し、運動ニューロン軸索束の腹外側

方向への伸長に寄与している（Bonanomi and Pfaff, 2010）。以上のように、運動ニュー

ロン軸索束の脊髄からの伸長には周辺組織に発現する誘引性・反発性の軸索誘導因子に

よって制御されている。 

「標的組織の選択」：脊髄前角に存在する運動ニューロンは axial muscleに投射する

medial motor column（MMC）ニューロンと、limbに投射する lateral motor column（LMC）

ニューロンに大別され、両者は分化の過程において異なる遺伝子発現パターンをとるこ

とから、異なるポピュレーションであると考えられる（Bonanomi and Pfaff, 2010）。

MMCニューロン軸索は脊髄を出発した後、背側の axial muscleに向かうが、このとき

axial muscleから誘因性の因子として FGF4/8が分泌され（Shirasaki et al., 2006）、DRG

や間充織には反発性の因子として ephrin-A が発現していることが知られている

（Gallarda et al., 2008）。MMCニューロンにおいては FGFの受容体として FGFR1が、

ephrin-A の受容体として EphA3/4 が発現しており、これらのシグナルの欠損マウスに

おいて一部の MMC ニューロンが DRG に投射するなど標的組織の選択異常が生じる

（Shirasaki et al., 2006; Gallarda et al., 2008、Bonanomi and Pfaff, 2010）。LMCニュ

ーロンは limb中の腹側の骨格筋（ventral limb）に投射する LMCmニューロンと、背側

の骨格筋（dorsal limb）に投射する LMCl ニューロンの 2 種類にさらに分類される。

Ventral limb間充織に特異的に発現する因子として ephrin-Aが、dorsal limb間充織に特

異的に発現する因子として GDNF および EphA4 がある。前者は EphA4 を高発現する

LMCl ニューロンに対して反発性因子として機能し、後者は GDNF および EphA4 の

coreceptorであるRetを高発現する LMClに対して誘引性因子として機能していると考

えられている。これらのシグナルの欠損により LMCl ニューロンの一部が ventral limb

に投射するミスターゲティングが生じる（Kramer et al., 2006、Bonanomi and Pfaff, 

2010、Bonanomi et al., 2012）。Dorsal limb間充織においては Sema3Fや ephrin-Bが

特異的に発現しており、Neuropilin-2 および EphB1 を特異的に発現する LMCm ニュー

ロンに対して反発性因子として機能しており、これらのシグナルの異常により LMCm
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ニューロンの一部が dorsal limbに投射する軸索誘導異常が生じる（Huber et al., 2005; 

Luria et al., 2008、Bonanomi and Pfaff, 2010）。以上のように、標的組織および運動ニ

ューロンはそれぞれに特異的な軸索誘導因子およびその受容体を発現しており、各々の

リガンド-受容体のマッチングにより適切な標的骨格筋へのターゲティングが可能とな

る。 

 「骨格筋内における軸索発達」運動ニューロン軸索が標的骨格筋に投射した後の、骨

格筋内の軸索分枝・伸長、および適切な subregionまでの誘導が生じるメカニズムにつ

いては現在までほとんど解明されていないが、骨格筋内における軸索発達に障害をきた

す遺伝子組み換えマウスの例がいくつか知られている。骨格筋に発現する ephrin-A を

骨格筋特異的に過剰発現あるいは欠損することで、骨格筋組織内における NMJ 形成の

トポロジーに異常が生じることが知られているため、ephrin-A/EphAシグナルが骨格筋

内の適切な位置への軸索誘導にも関与すると考えられている（Feng et al., 2000; Lampa 

et al., 2004）。また、細胞接着分子である L1や NCAMはニワトリ胚神経筋発生期の運

動ニューロン軸索間あるいは運動ニューロン軸索と骨格筋との接着に関与し、軸索間の

細胞接着の亢進あるいは軸索-骨格筋間の細胞接着の阻害により軸索束の分枝・伸長が

部分的に障害される（Landmesser et al., 1988; Landmesser et al., 1990）。さらに、序

論にて述べた通り、軸索誘導分子である RPTP/ の DKO マウスにおいては運動ニュ

ーロン軸索が標的骨格筋まで一時的に到達するものの、骨格筋内部における分枝と伸長

を完全に欠損し、軸索の退縮をきたすことが知られている。その他の例として、膜結合

型のメタロプロテアーゼである DINE KOマウスは発生期運動ニューロン軸索束の骨格

筋内を伸長して NMJを形成するものの、軸索束の分枝のみを完全に欠損する（Nagata 

et al., 2010）。以上のように、骨格筋内における軸索発達が障害されるマウスやニワト

リでの例が知られているが、それらの分子メカニズムについては多くが未解明である。 

 以上の既知の知見とCol25a1 KOマウスおよび骨格筋特異的Col25a1 KOマウスの表

現型を考え合わせ、運動ニューロン軸索投射過程における CLAC-P の機能について考

察する。Col25a1 KO マウスにおいて、運動ニューロン軸索は C5-T1までの神経叢を正

常に形成し、MMC運動ニューロンの標的である横隔筋や肋間筋、LMC運動ニューロン

の標的である limb bud muscle の各筋組織に運動ニューロン軸索が到達したこと

（Tanaka et al., 2014、田中智弘博士論文）、および骨格筋特異的 Col25a1 KOマウスが

運動ニューロン軸索発達不全の表現型を示したことから、CLAC-Pは運動ニューロンの

脊髄からの軸索伸長および標的組織の選択については関与せず、骨格筋内における軸索

発達においてその機能を発揮すると考えられる。さらに、Col25a1 KOマウスおよび骨

格筋特異的 Col25a1 KO マウスは頸髄、胸髄、腰髄の LMC/MMC の異なるポピュレー

ションのいずれにおいても運動ニューロンに障害をきたしたことから、CLAC-Pは運動
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ニューロン-骨格筋間において普遍的に機能すると考えられる。以上のことから、

CLAC-P は骨格筋内軸索発達に対して、既知の Eph-ephrin シグナルや GDNF-Ret シグ

ナル等の軸索誘導メカニズムとは異なる分子メカニズムを介して機能する可能性が想

定される。 

 

 

III-2 CLAC-Pが運動ニューロンの軸索発達ならびに生存に果たす役割 

 

1. CLAC-P/sCLACが神経栄養因子として運動ニューロンの生存率を向上する可能性 

運動ニューロンをはじめ、末梢に投射する感覚ニューロンや交感神経節後ニューロ

ンは発生期に標的組織由来の神経栄養因子をめぐって競合し、これを受容できた神経

細胞のみが生存することが知られている。運動ニューロンにおいてはニワトリ胚を用

いた実験で、肢芽を移植することにより運動ニューロンのアポトーシスは抑制され、

逆に肢芽を除去することで運動ニューロンのアポトーシスが過剰に生じることから、

標的骨格筋由来の因子により運動ニューロンの生存が制御されていると考えられて

いる（Hamburger 1934）。野生型マウスにおける運動ニューロンのアポトーシスは

E11.5 の頸髄から始まり、E13.5 にピークをむかえて脊髄のほぼ全域でアポトーシス

が確認され、E18.5 までに脊髄全体でおよそ 50%の運動ニューロンが消失する

（Oppenheim et al., 1986; Yamamoto and Henderson, 1999）。マウス運動ニューロン

においては BDNF、NT-3、NT-4/5、GDNF、CNTF、IGF-I/II、HGFなどが in vitroに

おいて運動ニューロンの生存性を向上することが知られているが、BDNF、NT-3、

NT-4/5およびそれらの受容体についてはその欠損により in vivoにおける運動ニュー

ロンの消失を認めず、GDNF、CNTF、IGF-I/II、HGFおよびそれらの受容体の欠損に

より野生型に比して最大 40 %程度の過剰な運動ニューロンの脱落をきたす（Gould 

and Oppenheim 2011）。 

WTにおいて運動ニューロンの細胞死が生じる時期に一致して、Col25a1 KOマウ

スおよび骨格筋特異的Col25a1 KOマウスにおいて運動ニューロンの過剰な細胞死が

生じたことから、骨格筋由来の CLAC-P/sCLAC が神経栄養因子として運動ニューロ

ンの生存性を向上する可能性が想定された。本研究においてこの可能性を検証するた

め、初代培養運動ニューロンに対して精製 sCLAC を添加して生存率を計測したとこ

ろ、既知の神経栄養因子である BDNF、CNTF、GDNF添加により初代培養運動ニュ

ーロンの生存性が向上したのに対して、精製 sCLAC-FLAG 添加群では運動ニューロ

ンの生存率が変化しなかった。このことから、CLAC-P/sCLAC は神経栄養因子とし

て運動ニューロン軸索の生存性を直接高める機能を有しないと考えられた。本実験で
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得られた事実と、Col25a1; Bax DKOマウスが運動ニューロンの細胞死が抑制されて

いるにもかかわらず、骨格筋内部の運動ニューロン軸索発達を欠如したこと（Tanaka 

et al., 2014）とを考え合わせると、骨格筋に発現する CLAC-P/sCLACは運動ニュー

ロンの生存ではなく、骨格筋内部における軸索発達に一義的に必要であると結論でき

る。 

それでは、運動ニューロン軸索発達に必須である CLAC-Pの欠損により、なぜ運動

ニューロンの細胞死をきたすのだろうか。神経筋発生期において運動ニューロンは標

的由来の神経栄養因子をめぐって競合するが、agrin や rapsyn、MuSK など NMJ 形

成のオーガナイザーとして知られる分子を欠損することで NMJ 形成不全となるマウ

スや（Gautam et al., 1995; DeChiara et al., 1996; Terrado et al., 2001）、ニコチン型

AChR のアンタゴニストである d-ツボクラリンを投与したニワトリ胚やアセチルコ

リンの合成酵素である ChAT を欠損するマウスなど（Pittman and Oppenheim 1978; 

Dahm and Landmesser, 1988; Brandon et al., 2003）、神経筋伝達を欠損する動物にお

いては、運動ニューロン軸索は過剰に分枝・伸長するとともに運動ニューロン細胞死

の大幅な抑制が生じることが知られている。これらの例で運動ニューロンの生存性が

向上した原因として、神経栄養因子の量が増加した、あるいは軸索の伸長により神経

栄養因子への accessが増加した、という大きく 2 つの可能性が考えられた。ところ

が、神経伝達を阻害したニワトリ胚由来の骨格筋抽出物はコントロールに比して運動

ニューロン生存性の向上が認められなかったことから（Tanaka 1987）、前者の可能

性は低いと考えられ、運動ニューロン軸索の分枝・伸長の程度が運動ニューロンの生

存性を規定するという access hypothesis が提唱されている（Oppenheim 1989）。

Access hypothesisを支持する例として、ニワトリ胚において、運動ニューロン軸索

と骨格筋間の接着の阻害により、運動ニューロン軸索の分枝・伸長の抑制に一致して、

運動ニューロンの生存率も低下することが知られている（Tang and Landmesser 

1993）また、先に述べた通り、RPTP/ DKO マウスは運動ニューロン軸索発達の欠

損と運動ニューロンの広汎な消失をきたすが、RPTP-/-/マウスは運動ニューロン

軸索分枝・伸長の部分的な障害と運動ニューロン細胞体の部分的な脱落をきたすこと

から、軸索分枝・伸長の程度と運動ニューロン生存性は正の相関を示すことが知られ

ている（Uetani et al., 2006）。これらの知見から、CLAC-P欠損により運動ニューロ

ンの広汎な消失をきたしたのは、軸索発達の不全により運動ニューロンが神経栄養因

子の受容を欠損したために生じた二次的な現象であると考えられる。 

さらに、近年報告された膜結合型のメタロプロテアーゼである DINE KOマウスは

骨格筋内における運動ニューロン軸索束の分枝のみを完全に欠損するが、同マウスの

軸索束は筋層内を伸長するとともに、運動ニューロンの脱落を生じないことが知られ
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ている（Nagata et al., 2010）。このことから、運動ニューロン軸索束の分枝ではなく

筋層内の「伸長」が運動ニューロンの生存に必要であると考えられ、CLAC-Pは運動

ニューロン軸索発達の中でも伸長に必須の役割を果たす可能性が高いと考えられる。 

 

2. CLAC-P/sCLACが運動ニューロンの軸索発達を促進するメカニズム 

本研究において、CLAC-P/sCLACが軸索発達を促進するメカニズムを検証するため、

①sCLAC コーティング時の分散培養運動ニューロンの神経突起長の計測、および②

CLAC-P発現 HEK293細胞と運動ニューロン軸索との相互作用の検討を行った。その結

果、①の実験において培養 24 時間時点で sCLAC コーティングによる神経突起長の増

大は認められず、②の実験において CLAC-P 発現 HEK293 細胞は運動ニューロン軸索

の集簇を増大した。これらのことから、CLAC-P/sCLAC は運動ニューロン軸索に直接

的に作用しシグナル伝達を惹起して伸長を促進する機能を有さず、細胞接着分子として

運動ニューロン軸索と CLAC-P 発現細胞との接着を引き起こすことで、シグナル伝達

を伴う他の因子の授受を促進する可能性が考えられる。前述の通り、運動ニューロン軸

索と骨格筋間の細胞接着を担う分子としてはこれまでに NCAM の例が知られている。

NCAM はニワトリ胚の神経筋発生期の運動ニューロン軸索並びに骨格筋の筋管に高発

現しており、抗 NCAM 抗体の投与により両者の結合を阻害することにより、骨格筋内

部における運動ニューロン軸索の分枝・伸長が障害されることが知られている

（Landmesser et al., 1988; Landmesser et al., 1990）。そのため、CLAC-P/sCLACが

NCAM などの細胞間接着分子と結合することで細胞接着を促進し、成長因子等の他の

分子による運動ニューロン軸索の伸長作用の足掛かりとなっている可能性が考えられ

る。 

他のメカニズムとしては、CLAC-P/sCLAC は運動ニューロン軸索の伸長を直接的に

は促進しなかったが、軸索伸長を促進する他の分子と結合することで、間接的に運動ニ

ューロン軸索の伸長に影響を及ぼす可能性も考えられる。このように、リガンド-受容

体結合を仲介する分子の例として FGF シグナルにおけるヘパラン硫酸プロテオグリカ

ンの例が知られている。FGF の塩基性アミノ酸部分が細胞表面のヘパラン硫酸プロテ

オグリカン（HSPG）と結合して安定化されることが FGF 受容体との結合および下流

のシグナル伝達に必須であることが知られていることから（Yayon et al., 1991; 

Rapraeger et al., 1991）、CLAC-P/sCLACが成長因子や神経栄養因子と結合することで、

間接的に軸索伸長を促進する可能性も考えられる。また、CLAC-P/sCLACと in vitroに

おいて結合することが知られている HSPG を後根神経節（DRG）の培養ニューロンに

添加することで軸索伸長が促進することが知られている（Coles et al., 2011）。そのた

め、筋管に発現した CLAC-P/sCLACが HSPG を細胞表面に係留し、HSPG による軸索
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伸長を仲介している可能性も想定される。 

以上、CLAC-P/sCLAC が他の分子を仲介して運動ニューロン軸索の伸長を促進する

可能性について述べたが、CLAC-P/sCLAC が直接的に運動ニューロン軸索発達を促進

する可能性について考察する。分散培養条件下の神経細胞は複数の神経突起を有し、そ

れらの中で最も長い 1本が軸索へと分化することが知られているが（Craig and Banker 

1994; Arimura and Kaibuchi 2007）、本研究における分散培養時の初代培養運動ニュー

ロンの神経突起は短小であり、それぞれの突起は軸索あるいは樹状突起への分化は不十

分であると考えられる。そのため、発達した軸索に対しては CLAC-P/sCLAC が直接的

に軸索伸長を促進する可能性については否定できない。これを支持する例として、運動

ニューロンの標的組織の選択に関わる EphA4 はニワトリ胚において軸索束が脊髄を出

発する時期には運動ニューロンにおける発現は非常に低レベルであるが、標的組織選択

の時期にその発現レベルが大きく上昇することが知られている（Soans et al., 1994; 

Ohta et al., 1996）。以上のことから、十分に分化・発達した運動ニューロン軸索に対し

ては CLAC-P/sCLACが直接作用して軸索伸長を促進する可能性も除外はできない。 

 

 

III-3 CLAC-P/sCLACの相互作用分子 

 

 CLAC-P/sCLACが運動ニューロン軸索-骨格筋間の細胞接着に関与する場合、既知の

分子である NCAMが結合分子の候補の 1つとして考えられる。前述の通り、NCAMは

運動ニューロンと筋管の両者に発現が見られ、ニワトリ胚においてはその結合阻害によ

り軸索分枝・伸長の部分的な欠損が生じるが、NCAM遺伝子 KOマウスは NMJ形態と

神経筋伝達の軽微な異常を認めるものの、神経筋支配は完全には障害されることなく出

生後は成体まで成長する（Rafuse et al., 2000; Polo-Parada et al., 2001）。以上のこと

から、NCAMが CLAC-P/sCLACの結合分子として軸索-骨格筋間の接着を促進する可能

性は否定できないものの、その場合は運動ニューロン側の他の分子が機能を代償してい

ると考えられる。 

 CLAC-P/sCLAC の生理的結合分子として現在までに最も可能性が高いと考えられる

のが RPTP/である。先に述べた通り、RPTP/ DKOマウスは Col25a1 KOマウスと

同様に、骨格筋内部における運動ニューロン軸索発達を完全に欠損し、運動ニューロン

細胞体の広汎な消失を示すなど、その表現型が酷似していることから、両者が神経筋発

達において同一の pathway で機能する可能性が高いと考えられる。実際に、近年、富

山大学吉田らにより行われた RPTPの結合分子スクリーニングにおいて CLAC-Pが結

合分子として同定されている（私信）。さらに、当研究室宗實修士により、RPTP/発
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現HEK293細胞に対して精製sCLAC-FLAGを添加するとRPTP発現細胞表面にsCLAC

の蓄積が認められることが示されている（宗實悠佳修士論文）。以上のことから、

RPTP/が CLAC-P/sCLAC の直接あるいは間接の結合分子であると考えられ、

CLAC-P/sCLAC が RPTP と結合することで骨格筋内における運動ニューロン軸索発達

を促進する可能性が非常に高いと考えている。 

 RPTP/が運動ニューロン軸索発達を促進するメカニズムは未知であるが、近年、

HSPG やコンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）が RPTP/のリガンドとし

て軸索伸長を制御することが明らかとなっている（Shen et al., 2009; Coles et al., 2011）。

HSPGおよび CSPG のグリコサミノグリカン鎖はともに RPTPと結合するが、前者は

神経細胞に対して軸索伸長を促進し、後者は軸索伸長を抑制することが知られている

（Shen et al., 2009; Coles et al., 2011）。さらに興味深いことに、HSPGと CSPGはと

もに RPTPの Igドメインに結合して結合部位を共有するが、結合の stoichiometryの違

いにより、前者は RPTP のオリゴマー化を促進し、後者はオリゴマー化を阻害する。

これらの分子会合状態の違いにより、growth coneにおける RPTPの局在が変化するこ

とで軸索伸長が制御されると考えられている（Coles et al., 2011）。CLAC-P/sCLACは

in vitroにおいて HSPGや CSPGのグリコサミノグリカンと結合することが知られてい

ることから、CLAC-P/sCLACが HSPG/CSPGと RPTPの結合の特異性や親和性に関与

して、プロテオグリカンを介した RPTP pathwayに必須の役割を果たしている可能性が

考えられる。 

 さらに、近年、プロテオグリカンに非依存的な機能として RPTP/が中枢神経系に

おいてシナプス間接着分子として働くことが明らかとなっている。RPTP/と結合する

ことが判明している分子として NGL-3、Slitrkファミリー、TrkC、IL1RAcP、IL1RAPL1

などがあるが、これらはいずれも中枢神経系で樹状突起あるいは細胞体に局在し、軸索

に存在する RPTP/との結合によりシナプス形成を誘導することが知られている

（Kwon et al., 2010; Takahashi et al., 2011; Yoshida et al., 2011; Takahashi et al., 2012; 

Yoshida et al., 2012）。これらの分子の多くが type IIa RPTPと直接結合し（Kwon et al., 

2010; Yoshida et al., 2011; Yoshida et al., 2012）、両者を発現する細胞どうしの cell 

aggregation assayにより細胞間接着を促進することが知られていることから、骨格筋

に発現するCLAC-P/sCLACと運動ニューロン軸索に発現するRPTP/とが結合して細

胞接着を引き起こし、運動ニューロンの軸索発達を促進する可能性も考えられる。 

 以上のように、遺伝子ノックアウトマウスの表現型の類似性と CLAC-P/sCLAC と

RPTP/が結合関係にあることから、CLAC-Pが RPTPを介して運動ニューロン軸索発

達を促進する可能性が高い。今後、この可能性を検証するため、両者の結合が直接結合

であるのか、もしくはプロテオグリカンを介した間接的な結合であるかを決定し、両者



  H.Oizumi 

                                                                        博士論文 

- 33 - 

 

の結合阻害が運動ニューロンの軸索発達に与える影響を検討する必要がある。特に、本

研究において、脊髄前角 explant と CLAC-P 発現 HEK293 細胞との共培養により、

CLAC-P 発現細胞に対する運動ニューロン軸索の集簇が認められたが、この現象が

RPTP/と CLAC-Pとの結合に依存的であるかが最も注目される。 

 

 

III-4 CLAC-Pの furin切断の意義 

 

 本研究において、脊髄前角 explantと CLAC-P発現細胞および CLAC-P RAmtとの共

培養実験により、CLAC-P RAmt 発現細胞は運動ニューロン軸索を集簇させるものの、

その程度は CLAC-P 発現細胞に比して有意に小さかった。さらに、両細胞でタンパク

質の発現を確認すると、両者の細胞表面発現量は同程度であったが、CLAC-P発現細胞

の周囲には sCLACの蓄積が認められ、一方 CLAC-P RAmt発現細胞の周囲には sCLAC

蓄積が認められなかった。以上の結果から、全長型の CLAC-P は運動ニューロン軸索

の集簇を促進し軸索を誘引する機能を有するが、CLAC-P 発現細胞の周囲に蓄積する

sCLAC も同様の機能を有すると考えられた。このため、CLAC-P 発現細胞ではより広

範囲から軸索を誘引し、RAmt発現細胞に比して軸索集簇の程度が有意に上昇したと考

えられる。 

 これまでに、CLAC-Pの NC領域を抗原に複数の抗体が当研究室において作製された

が、恐らくは内因性のタンパク発現量が低いために、免疫組織化学的にも生化学的にも

内在性レベルでの CLAC-P/sCLAC タンパク質の検出には成功していない。このため、

神経筋発生期においてCLAC-Pと sCLACのいずれが優位に発現しているかは不明であ

る。一方で、CLAC-P と同様に MACIT ファミリーに属し CLAC-P と相同性が高い

Collagen XIIIは筋管において全長型と分泌型の両者を発現し、膜貫通領域を欠損したノ

ックインマウスが筋腱結合部の基底膜の形態異常と進行性のミオパチーを呈したこと

から、少なくとも Collagen XIII についてはその全長型は機能的であると考えられる

（Kvist et al., 2001; Latvanlehto et al., 2010）。さらに、Collagen XIII は NMJの形成に

関与することが知られているが、Collagen XIIIの furin切断を欠損したノックインマウ

スは NMJ の成熟を形態的・機能的に促進したことから、神経筋発達における機能にも

Collagen XIII の全長型が機能的であると考えられる（ Latvanlehto personal 

communication）。ただし、これらの例は分泌型 Collagenが機能する可能性を除外する

ものではない。以上のことを踏まえると、少なくとも CLAC-P の全長型は機能的であ

る可能性が高いと考えるが、全長型と分泌型のいずれが運動ニューロン軸索の発達に機

能するかを in vivo において検証するためには、Col25a1 KO マウスに対して CLAC-P 
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RAmt発現および sCLAC発現によるレスキュー実験が期待される。 

 

 

III-5 ゼブラフィッシュの運動ニューロン軸索発達における CLAC-Pの機能 

 

 本研究において、ゼブラフィッシュ Col25a1 遺伝子はマウス Col25a1 遺伝子と高い

相同性を有し、CLAC-P mRNAは神経筋発生期の体節筋に発現することが明らかとなっ

た。ところが、ゼブラフィッシュ Col25a1 遺伝子のスプライシング阻害モルフォリノ

を用いてこれをノックダウンしたところ、胚は正常に発生し、運動ニューロン軸索も正

常に伸長して神経筋支配を認めた。以上のことからゼブラフィッシュの神経筋発生にお

いては CLAC-Pは必要でないと考えられる。 

 ゼブラフィッシュとマウスの運動ニューロン軸索発達のメカニズムを比較するに当

たり、ゼブラフィッシュ運動ニューロン軸索発達における RPTP/の機能が注目され

る。ゼブラフィッシュにおいては RPTP/はゲノム重複により RPTPa、RPTPb、

RPTPa、RPTPbの 4遺伝子を持ち、このうち RPTPaおよび RPTPb mRNAは 24 

hpf 時点で脊髄に発現が認められる（van Eekelen et al., 2010）。しかし、RPTPaの単

独ノックダウンにより olfactory sensory neuron軸索末端のシナプス小胞が過剰に蓄積

することが知られているが（Chen et al., 2011）、RPTP/の両者の欠損例は報告されて

おらず、ゼブラフィッシュにおいて RPTP/欠損が運動ニューロン軸索伸長を障害す

る直接の例は現在までに報告されていない。 

 ところが、RPTP/と同じく type IIa RPTPファミリーに属する LARが HSPGとの

結合を介して感覚ニューロンの軸索伸長を促進することから、ゼブラフィッシュにおい

ても type IIa RPTPがプロテオグリカンを介した軸索発達を制御することが明らかにな

っている（Wang et al., 2012）。さらに、RPTPとの結合が示されている HSPGである

Collagen XVIII はゼブラフィッシュの体節筋に発現しており、そのノックダウンにより

一部の運動ニューロン軸索が choice pointで伸長を停止することが知られ、ゼブラフィ

ッシュ運動ニューロンにおいても HSPG-RPTPを介した軸索伸長の制御メカニズムが

想定されている（Aricescu et al., 2002 ;Schneider and Granato 2006）。 

 さらに、ゼブラフィッシュにおいて体節筋上の運動ニューロン軸索発達を完全に欠損

する表現型として Collagen XIXのノックダウン例が知られている。Collagen XIXは神

経筋発達時の体節筋に発現し、その loss of function により全ての運動ニューロン軸索

が choice pointで伸長を停止するが（Hilario et al., 2010）、この表現型は Col25a1 KO

マウスにおける運動ニューロン軸索発達の欠損と類似する。さらに、Collagen XIX は

CLAC-P/sCLACと同様にヘパラン硫酸との結合性を有することが知られており（Myers 
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et al., 2003）、ゼブラフィッシュ運動ニューロン軸索発達における機能はヘパラン硫酸

を介する可能性が考えられる。 

 以上のことから、ゼブラフィッシュにおいても RPTP-HSPG を介した運動ニューロ

ン軸索の制御機構の存在が想定されることと、CLAC-P同様にグリコサミノグリカン結

合性の他の体節筋由来コラーゲンの欠損により運動ニューロン軸索伸長異常が引き起

こされたこととを考え合わせると、ゼブラフィッシュにおいて CLAC-P 欠損により運

動ニューロン軸索発達が障害されなかったことは Collagen XVIII および Collagen XIX

による代償機構が働いたことに起因する可能性がある。 

 

 

III-6 今後の展望 

 

 本研究において私は、組織特異的 Col25a1 KOマウスの表現型解析から、骨格筋由来

の CLAC-P/Collagen XXVが、標的骨格筋内における運動ニューロン軸索の分枝・伸長

に必須の役割を果たすことを明らかにした。これまでに、神経筋発生過程のうち、運動

ニューロン軸索が標的骨格筋を選択するメカニズムや、神経筋接合部形成のメカニズム

については詳細な解明がなされてきた。ところが、両ステップの中間に位置する、骨格

筋内における軸索発達についてはそのメカニズムがほとんど解明されていない。

RPTP/の欠損マウスが骨格筋内軸索発達を欠損することは知られていたが、単一分子

の欠損により運動ニューロン軸索の分枝・伸長が完全に欠損する変異マウスは類例がな

く、特に骨格筋に由来する必須因子としては CLAC-Pが初めてのものである。 

ノックアウトマウスの表現型の類似性と、CLAC-P と RPTP/が直接あるいはプロ

テオグリカンを介した間接的な結合関係にあることを考え合わせると、CLAC-P は

RPTPを介して運動ニューロン軸索発達を促進する可能性が高い。今後は、両者の結合

が実際に運動ニューロン軸索発達に対して機能的意義を有するかを検証することによ

り、骨格筋内における運動ニューロン軸索発達のメカニズム解明の糸口を見出したい。 

 これまでに、発生期において NMJ 形成オーガナイザーやアセチルコリン合成酵素を

欠損することで神経筋伝達が抑制されることにより、運動ニューロンの軸索が過剰に発

達することが古くから知られていた（Gautam et al., 1995; DeChiara et al., 1996; 

Terrado et al., 2001; Brandon et al., 2003）。また、筋側の AChRやリアノジン受容体の

欠損により骨格筋の活動電位やカルシウムイオンの流入が抑制されると軸索発達が促

進することから（Liu et at., 2008; Chen et al., 2011）、骨格筋に由来する軸索発達の促

進因子が存在すると想定され、さらにその発現が骨格筋の活動電位依存的に抑制される

と考えられてきたが、その分子メカニズムについては未解明であった。本研究において
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CLAC-P が運動ニューロン軸索発達に対して骨格筋由来の必須因子として見出された

ことから、これまで解明されなかった神経筋伝達依存的な軸索発達制御に CLAC-P が

関与する可能性が注目される。実際に骨格筋における CLAC-P mRNA 発現は発生期の

一過性のものであることから、神経筋伝達依存的な CLAC-P 発現調節機構が存在する

可能性がある。今後、CLAC-P発現・代謝機構の解明が神経筋伝達依存的な軸索発達制

御メカニズムを解明する端緒となることが期待される。 
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IV 方法 

 

 

以下、特に断りがない場合、試薬は和光純薬、シグマ、関東化学の特級もしくはそれに

準ずるものを用いた。用いたバッファーの組成は phosphate buffered saline（PBS）：8 

mM Na2HPO4、2 mM NaH2PO4、131 mM NaCl（pH 7.6）、tris buffered saline（TS）：

150 mM MaCl、50 mM Tris-HCl（pH 7.6）、20 x SSC：3 M NaCl、0.3 M Sodium （pH 

7.0）、Tris-EDTA（TE）：10 mM Tris、1 mM EDTA（pH 8.0）として用いた。また、培

養細胞用の製品については、特に断りがない場合 Falcon、Nunc、Iwaki、BD Bioscience

のものを使用した。培養細胞および脊髄前角 explant はいずれも 37℃ 5% CO2存在下

の培養機中で培養した。 

 

IV-1 実験動物 

 本研究に用いた実験動物は東京大学動物実験実施規則を遵守し、東京大学大学院薬学

系研究科 SPF動物実験施設および東京大学大学院医学系研究科 SPF動物実験施設、東

京大学大学院薬学系研究科臨床薬学教室のコンベンショナル動物施設において、通常の

飼育、繁殖方法により健康に飼育した。 

 

Col25a1 KOマウス 

Col25a1+/-マウスを交配して作出した。 

Hb9-Creマウス、HSA-Creマウス、Rosa26stop-EYFP（RosaEFYP）マウス 

ジャクソン研究所より購入した。 

Col25a1flox/floxマウス 

Col25a1flox/wtマウスを交配して作出した。 

Hb9-Cre; Col25a1flox/wtマウス 

Hb9-Cre マウスを Col25a1flox/floxマウスあるいは Col25a1flox/wtマウスと交配して作出

した。 

Hb9-Cre; Col25a1flox/floxマウス 

Hb9-Cre; Col25a1 flox/wtマウスをCol25a1flox/wtマウスまたはCol25a1flox/floxマウ

スと交配して作出した。あるいは Hb9-Cre; Col25a1flox/floxマウスを Col25a1flox/flox

マウスと交配して作出した。 

HSA-Cre; Col25a1flox/wtマウス 

HSA-Cre マウスを Col25a1flox/floxマウスあるいは Col25a1flox/wtマウスと交配して作出
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した。 

HSA-Cre; Col25a1flox/floxマウス 

HSA-Cre; Col25a1flox/wtマウスと Col25a1flox/floxマウスとを交配して作出した。 

Hb9-Cre; RosaEYFP/wtマウス 

Hb9-Creマウスを RosaEYFP/wtマウスと交配して作出した。 

HSA-Cre; RosaEYFP/wtマウス 

HSA-Creマウスを RosaEYFP/wtマウスと交配して作出した。 

 

IV-2 マウスの遺伝子型の決定 

 

成体マウスおよび胎児の尾部組織を採取して、180 lの 0.1 N NaOH水溶液中で 95℃ 

5分間加熱して 20lの 1 M Tris-HCl（pH 8.0）バッファーを添加して中和し、ゲノム

DNAを抽出した。抽出した DNAを鋳型として PCR反応を行い、アレル特異的なバン

ドを増幅した。PCR反応には KOD FX Neoキット（TOYOBO）を用いた。0.1 Lの

KOD FX Neo、5 Lの 2 x PCR buffer、1 Lの 2 mM dNTP、0.1 Lずつの 50 Mプラ

イマー、2.6 Lの水、1 Lのゲノム DNAを混合して反応液を調製し、サーマルサイク

ラー（タカラ）を用いて PCR 反応を行った。反応サイクルは Col25a1 KO マウス、

Col25a1floxマウス、Rosa26stop-EYFPマウスの遺伝子型決定については 95℃プレヒート 5

分間の後、95℃ 30 秒、60℃ 30 秒、68℃1 分を 40 サイクル繰り返した。Hb9-Cre マ

ウスおよび HSA-Creマウス遺伝子型決定については、94℃プレヒート 5分間の後、94℃ 

30秒、51.7℃ 60秒、68℃1分を 40サイクル繰り返した。用いたプライマーペアと増

幅されるバンドサイズを以下に記す。 

 

Col25a1 KOマウス 

Forward primer：5’-TTTACTTCCAATGGAGAGGC-3’ 

Reverse primer：5’- ATATTTCCATATGGTGACG -3’ 

WT allele：1965 bp 

Col25a1 null allele：500 bp 

 

Col25a1floxマウス 

Forward primer：5’-GTTGGTTAAGGATGCAGTGCAG-3’ 

Reverse primer：5’- ACACAGCCTCTCCATTGGAAG-3’ 

WT allele：138 bp 

Col25a1 flox allele：397 bp 
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Hb9-Creマウスおよび HSA-Creマウス 

Forward primer：5’- GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC-3’ 

Reverse primer：5’- GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT-3’ 

Cre allele：約 100 bp 

 

およびインターナルコントロール 

Forward primer：5’- CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’ 

Reverse primer：5’- GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’ 

324 bp 

 

Rosa26stop-EYFPマウス 

Forward primer：5’- AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT-3’ 

Reverse primer：5’-AAGACCGCGAAGAGTTTGTC-3’ 

Reverse primer：5’-GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’ 

WT allele：600 bp 

Rosa26-stop-EYFP allele：320 bp 

 

IV-3 C2C12細胞の培養と分化誘導 

 

コラーゲン Iコート処理が施されたプラスチック製カバースリップ（住友ベークライ

ト）に C2C12筋芽細胞を播種し、細胞密度が 70-90%程度になるまで 10% 非働化ウシ

胎児血清（FBS、Biowest）、50 U/mL Penicillin・50 g/mL Streptomycin（Life Technologies）

含有 Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）で培養した。その後 2% Horse serum

（HS）、50 U/mL Penicillin・50 g/mL Streptomycin含有 DMEMに培地交換し、筋芽細

胞から筋管への分化を誘導した。分化誘導後は 1日おきに培地交換を行った。 

 

IV-4 C2C12細胞における in situ hybridization 

 

センスおよびアンチセンスプローブにはマウス Col25a1 遺伝子エキソン 1 内-265 か

ら+294の領域をジゴキシゲニン（digoxigenin: DIG）標識したものを用いた（Hashimoto 

et al., 2002）。pBlueScript KSII+ベクターに挿入された同領域を、MEGAscript（Ambion）

T7および T3を用いて DIG RNA Labeling Mix（Roche）による DIG標識 RNAプローブ

を合成した。分化誘導 5 日後の C2C12 細胞を PBS で 1 回洗浄したのち 4 % 
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paraformaldehyde（PFA、TAAB）/PBSにて室温で 10分間固定した。PBSで 3回洗浄

して 1 x SSCにて 5分間、次いで 0.2 N NaOHにて 10分間インキュベートした。ハイ

ブリダイゼーションバッファーにて室温で 5時間インキュベートしたのち、DIG標識し

たセンス/アンチセンスプローブを 0.8 g/mlの濃度で添加して 51℃で一晩反応させた。

0.2 x SSCにて 60℃、1時間洗浄したのち、0.2 x SSCで室温、5分間洗浄した。3% BSA 

0.1 % Triton X-100を含む PBSにて 1時間ブロッキングしたのち、アルカリホスファタ

ーゼ標識抗DIG抗体（Roche、1: 2500）を 4℃で一晩反応させた。0.1 % Triton X-100/PBS

にて 3回洗浄したのち、NBT/BCIP基質（Roche）により 1時間発色させた。用いたバ

ッファーの組成を以下に記す。20 x SSC：3 M NaCl、0.3 M Sodium Citrate（pH 7.0）、

ハイブリダイゼーションバッファー：50 % ホルムアミド、5 x SSC、1 % SDS、50g/ml 

tRNA、0.005 % heparin、ハイブリダイゼーションバッファー：50 % ホルムアミド、5 

x SSC、1 % SDS、50g/ml tRNA。また、SSCおよび PBSは 0.1 % Diethylpyrocarbonate

（DEPC）で一晩反応させて RNaseを阻害し、オートクレーブしたのち使用した。 

 

 

IV-5 Col25a1 floxマウス targeting construct の作製 

 

マウス Col25a1遺伝子のエキソン 2（ex2）の 1508 bp下流から 8965 bp下流までの

イントロン領域 7458 bp（int2-3）を pBluescript II KS+に挿入し int2-3ベクターを得た。

NotI-SalIサイトを付加した forward primerを ex2の上流に、ex2下流の BamHIサイト

より下流に reverse primerをそれぞれ設計し、Phagemid 17-1, clone 44を鋳型として

PCR を行い、ex2 周辺領域を増幅した。PCR 産物を NotI および BamHI にて制限酵素

処理したのちアガロースゲルに電気泳動・精製して ex2周辺配列を得た。Int2-3ベクタ

ーを NotI および BamHI で制限酵素処理してアガロースゲル電気泳動・精製したのち

ex2 周辺配列とのライゲーションを行い、ex2 周辺配列が挿入された int2-3 ベクター

（Long arm）を得た。Long armベクターを BamHI で制限酵素処理後、SacII site-ScaI 

site-loxPの合成 2重鎖とライゲーションして ex2の 3’側に loxP配列を挿入した。geo

カセットが挿入された pBluescript II KS+ベクター（大阪大学大学院医学系研究科、原

田彰宏教授より拝受）を SacII および XhoI により制限酵素処理し、アガロースゲル電

気泳動により精製してgeoカセットを得た。Ex1内部にNotIサイトを付加した forward 

primer と intron1-2 中に SacII サイトを付加した reverse primer をそれぞれ設計して、

Phagemid 17-1, clone 44を鋳型として PCRにより増幅した。PCR産物を SacIIおよび

NotI で制限酵素処理してアガロースゲルに電気泳動・精製して short armを得た。Long 

arm ベクターを NotI および SalI で制限酵素処理後、アガロースゲル電気泳動にて精製
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し、short armおよびgeoカセットとライゲーションし、short arm-geoカセット-long 

armベクターを得た。大阪大学大学院医学系研究科、原田彰宏教授より拝受したジフテ

リアトキシン（DTA）発現 pMC1 ベクターを NotI にて制限酵素処理後、アガロースゲ

ル泳動・精製して DTA配列を得た。short arm-geoカセット-long armベクターを NotI

にて制限酵素処理・アガロースゲル泳動・精製して DTA 配列とライゲーションして

targeting construct を完成した。制限酵素処理はいずれもタカラの試薬を用い、ライゲ

ーションには T4 DNA Ligase（タカラ）もしくは Ligation high（東洋紡）を用いた。PCR

反応には Platinum Pfx DNA polumerase（Life Technologies）を用いた。0.5 l の

polymerase、5 lの 10 x buffer、1 lの 50 mM MgSO4、6 lの 2.5 mM sNTPs、2 l

ずつの 10 Mプライマーペア、100 ng の template DNA、蒸留水を混合して 50 lの反

応液を調製した。サーマルサイクラーにて 95℃プレヒート 5 分間の後、95℃ 30 秒、

60℃ 30 秒、68℃2 分を 30 サイクル繰り返して PCR 反応を行った。合成 2 重鎖の調

整には、1 lずつの 200 M合成オリゴヌクレオチド、1 lの 10 x kinase buffer、1 l

の 1 mM ATP、0.25 lの T4 PNK（いずれもタカラ）と蒸留水を混合して 10 lの反応

液を調製したのち、37℃で 30分間反応してリン酸化を行った。リン酸化反応液に 10 l

の TEバッファーを加えて 95℃で 5分間変性処理したのち放置して冷却し、2本鎖のア

ニーリングを行った。 

 

Ex2周辺配列の増幅に用いたプライマーペア 

Forward: 5’-GGTAATAAGCGGCCGCTAGAGCTGTTGAAGTCGACAGTTATCTTC-3’ 

Reverse: 5’-CCATAGGGCCAGTGGGATGGCACTTGTC-3’ 

 

合成 2重鎖 

Forward: 

5’-GATCACCGCGGAGTACTATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-3’ 

Reverse: 

5’-GATCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAGTACTCCGCGGT-3’ 

 

Short armの増幅に用いたプライマーペア 

Forward: 5’-TAGTTGTGCGGCCGCAGGGACTGAAC-3’ 

Reverse: 5’-TAACTCTCCGCGGCAACAGCTCTAC-3’ 
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IV-6 ES細胞からのゲノム DNA抽出 

 

 ES細胞に lysis bufferを加えて 37℃ 1時間インキュベートしたのち、55℃で一晩イ

ンキュベートした。フェノール・クロロホルム溶液で 2 回抽出したのち、2-propanol

で DNA ペレットを沈殿させ、70% エタノールで洗浄した。ペレットを風乾したのち

TE+Rnase（Sigma, 10 g/ml）バッファー50 lに溶解した。Lysis buffer： 

50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、1 % SDS、100 mM NaCl、20 mM ESTA、10 g/ml Proteinase 

K（タカラ）。 

 

IV-7 サザンブロッティング 

 

2.5 l XbaI（高濃度）、2.5 l 10 x M buffer、2.5 l 10 x BSA（いずれもタカラ）、7.5 

l 蒸留水、10 l ゲノム DNA をまぜ消化反応液を調整して 37℃で一晩反応させた。

0.7 % アガロースゲル（ナカライ）にて 13-15 mA定電流条件下で DNA消化反応液を

一晩泳動した。ゲルをアルカリ変性液（0.5 M NaOH、1.5 M NaCl）中にて 30分間浸

透したのち、中和液（0.5 M Tris-HCl、pH 8.0、1.5 M NaCl）中で 30分間浸透して中和

した。ゲル上に 3 MM Whatmanろ紙、Duralon-UV membrane（ストラタジーン）の順

に乗せて 10 x SSCにてなじませたのち、さらにペーパータオル（大王製紙）を重ねて

一晩転写した。転写後のMembraneを UVクロスリンカーにて 120,000 J/cm2で DNA

をクロスリンクしたのち、乾燥させた。プローブのハイブリダイゼーションに先立ち、

membraneを 0.2 x SSCに浸したのち、ハイブリダイゼーションバッファー中 65℃で

プレインキュベートした。マウス Col25a1遺伝子エキソン 1の約 3 kb上流 357 bpの 

DIG化プローブ（Tanaka et al., 2014）を加えて 65℃、一晩ハイブリダイズした。DIG 

buffer 1（100 mM Tris-HCl pH7.5、150 mM NaCl）にて 65℃、20分洗浄後、0.5 % blocking 

reagent（Roche）/DIG buffer 1（blocking buffer）中にて室温で 30分間浸透してブロッ

キングし、次いでアルカリホスファターゼ標識抗 DIG抗体を blocking bufferにて 10000

倍に希釈して室温で 1時間反応させた。DIG buffer 1 にて 15 分、2 回洗浄したのち、

DIG buffer 3（100 mM Tris-HCl pH 9.5、100 mM NaCl、50 mM MgCl2）に 5分間浸し、

CDP star substrate（TROPIX）を添加して 5分間インキュベートした。DIG buffer 3で

3回洗浄したのち LAS 4000 mini（富士フイルム）にて検出した。 

 

IV-8 PCR法による ES細胞の遺伝子型決定 

 

PCR反応には KOD FX Neoキット（TOYOBO）を用いた。0.1 Lの KOD FX Neo、
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5 Lの 2 x PCR buffer、1 Lの 2 mM dNTP、0.1 Lずつの 50 Mプライマーペア、

2.6 Lの水、1 Lのゲノム DNAを混合して反応液を調製し、サーマルサイクラーを用

いて PCR反応を行った。反応サイクルはcassette allele、Cassette allele 、3’ loxP allele

の遺伝子型決定については 95℃プレヒート 5分間の後、95℃ 30秒、58℃ 30秒、68℃

1分を 40サイクル繰り返した。flox geo alleleの検出については 95℃プレヒート 5分

間の後、95℃ 30秒、62℃ 30秒、68℃1分を 40サイクル繰り返した。 

 

cassette allele（147 bp） 

Forward primer：5’- AAGTTATCCCGGCCGCTCTAG-3’ 

Reverse primer：5’- ACACAGCCTCTCCATTGGAAG-3’ 

 

Cassette allele（610 bp） 

Forward primer：5’- CTATTCGGCTATGACTGGGC-3’ 

Reverse primer：5’- AATATCACGGGTAGCCAACG-3’ 

 

およびインターナルコントロール（324 bp） 

Forward primer：5’- CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’ 

Reverse primer：5’- GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’ 

 

3’ loxP allele（246 bp） WT allele（212 bp） 

Forward primer：5’- GTATGGAAATCAGAGAGCAGC-3’ 

Reverse primer：5’- CTGTCTTCTCAGTCAAAAGCC-3’ 

 

flox geo allele（1054 bp） 

Forward primer：5’- CTCTACCAACTAGTTGTGCAGC-3’ 

Reverse primer：5’- GGCCGGGATAACTTCGTATAGC-3’ 

 

IV-9 横隔膜の whole mount 蛍光染色 

 

 実体顕微鏡下で胎児横隔膜を摘出し、4 % PFA/PBS中で 5-10分間固定した。PBS

で 3回洗浄後、1 % BSA、1 % Triton X-100、0.1 % sodium azide/PBS中にて室温にて

一晩から二晩インキュベートし、ブロッキング・浸透化を行った。抗ニューロフィラメ

ント抗体（2H3、DSHB）を 10 % calf serum、0.1 % sodium azide/PBS（ブロッキング

液）にて 1000倍に希釈し、4℃で一晩から二晩反応させた。PBSで 1時間 x 3回洗浄
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したのち Alexa標識 2次抗体（Life Technologies）および Alexa標識-Bungarotoxin（Life 

Technologies）をブロッキング液でそれぞれ 1000 倍希釈したものを 4℃で一晩反応さ

せた。PBSで 1時間 x 3回洗浄したのち PermaFluor（フナコシ）にて封入した。 

 

IV-10 凍結切片の作製 

 

 胎児を摘出後、4 % PFA にて E10.75胎児については 30分間、E12.5-E18.5胎児に

ついては 2時間いずれも 4℃で固定した。PBSにて 3回洗浄し、12.5 % sucrose/PBS

で 4℃ 2時間から一晩インキュベートし、さらに 25 % sucroseで 2時間から一晩イン

キュベートし、O.C.T compound（サクラファインテック）を満たしたクリオモルドに

サンプルを移した。これをドライアイスで冷却したヘキサン中にて凍結包埋し、凍結ブ

ロックとして-80℃にて保存した。凍結ブロックを-20℃で 3時間静置したのち、クリオ

スタット（Zeiss）にて E10.75-E12.5 胎児については 16m、E18.5 胎児については

20 mの厚みでそれぞれ薄切した。薄切した切片は室温 1時間以上の風乾後、-80℃に

て保存した。 

  

IV-11 抗 Islet1/2抗体および抗 GFP抗体による共免疫染色 

 

凍結切片を室温にて 3 時間インキュベートしたのち、あらかじめ-20℃に冷却された

100 %メタノール中にて 20分間インキュベートして固定した。PBSで 3分間 x 3回洗

浄したのち、10 % calf serum（Gibco）、0.1 % sodium azide/PBS（ブロッキング液）

にて室温、30分間ブロッキングし、次いで抗 Islet1/2抗体（DSHB 、1: 1000）および

抗 GFP抗体（Life Technologies、1: 1000）を含むブロッキング液にて 4℃で一晩反応

させた。PBSで 3分間 x 3回洗浄後、Alexa標識 2次抗体（Life Technologies、1: 1000）、

diamidino-2-phenylindole（DAPI、和光 1: 3000）を含むブロッキング液で室温で 1-2

時間反応させ、PBSで 3分間 x 3回洗浄したのち水溶性封入剤にて封入した。 

 

IV-12 抗 MyHC抗体と抗 GFP抗体による共免疫染色、および抗 ChAT抗体による免疫

染色 

 

 凍結切片をメタノール固定後、1 g/ml Proteinase Kを含む TEバッファー中にて室

温 10分間インキュベートし、PBS中で 5分間洗浄した。次いで、4 % PFA/PBS中で

室温、1分間再固定し、PBSで 3分間 x 3回洗浄した。ブロッキング液にて 30分間の

ブロッキングの後、抗 MyHC 抗体（Sigma）および抗 GFP 抗体については 1000 倍、
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抗 ChAT 抗体（Millipore）については 200 倍にそれぞれブロッキング液にて希釈して、

4℃で一晩反応させた。PBSで 3分間 x 3回洗浄後、Alexa標識 2次抗体（1: 1000）、

DAPI（1: 3000）を含むブロッキング液で室温、1-2時間反応させ、PBSで 3分間 x 3

回洗浄したのち水溶性封入剤にて封入した。 

 

IV-13 脊髄前角運動ニューロン細胞体数の計測 

  

 E18.5 胎児の頸髄 C3-5 にかけての領域の凍結連続切片を作成し、抗 ChAT 抗体によ

る免疫染色をおこない、5切片置きに計 7-9切片の脊髄両側に存在する ChAT 陽性細胞

数をカウントした。各個体の 1 切片あたりの脊髄片側の細胞数の平均値を算出し、

Student’s t-testにより統計処理を行った。 

 

IV-14 運動ニューロンの初代培養 

 

Hb9-GFPマウスの交配により得られた妊娠マウスより E11.5-12.5胎児を摘出し、脊

髄を蛍光顕微鏡下で観察して Hb9GFP 陽性の胎児を選別した。Hb9GFP 陽性の胎児脊

髄を実体顕微鏡下で摘出し、氷冷した Hank’s Balanced Salt Solution（HBSS、Life 

Technologies）中に 1個体分ずつ回収し、0.02 % Trypsin（Life Technologies）を加え

て 37℃で 8分間インキュベートした。インキュベート後上清を捨て、0.4 % ウシ血清

アルブミン（BSA、シグマ）, 0.1 mg/mL DNase/Neurobasal（Life Technologies）を加

えて脊髄を dissociateした。15 mLチューブ中の懸濁液の底面に 4% BSA/Neurobasal

をパスツールピペットを用いて徐々に注入し、480 x g、 5分間遠心し細胞を沈殿させ

た。2 % HS、2% B-27（Life Technologies）、0.5 mM L-Glutamine（Life Technologies）、

21 M メルカプトエタノール、50 U/mL Penicillin・50 g/mL Streptomycin（Life 

Technologies）/ Neurobasalを complete medium として調製し、ペレットを complete 

mediumに懸濁し、血球計算盤を用いてセルカウントを行い、各実験条件下で細胞を播

種した。 

 

IV-15 リコンビナント sCLAC-FLAGの精製 

 

 HEK293細胞を 6 cmディッシュに播種して 50% confluencyとなった時点でCLAC-P 

FLAG/pcDNA3.1hyg を Lipofectamine LTX（Life technologies）によりトランスフェク

ションした。1 日後に 500g/ml の濃度で Hygromycin を培地に添加してポジティブセ

レクションにより CLAC-P FLAG恒常発現細胞を得た。CLAC-P FLAG恒常発現細胞を
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限外希釈法にてクローンニングしてモノクローン株を得た。CLAC-P FLAG 恒常発現モ

ノクローン株を 15 cmディッシュ 30枚に培養し 100% confluencyとなった時点で無

血清 DMEMに培地を置換して 6日間培養した。得られた培養上清約 500 mlを Amicon 

Ultracolumn 30K（Millipore）にて 50 mlに濃縮し、M2-Agaroseカラム（Life Tecnologies）

に吸着した。TSに溶解した 50 g/mlの合成 FLAGペプチドにより sCLAC-FLAGタン

パク質を溶出して、溶出画分を TS に対して透析し、精製 sCLAC-FLAG タンパク質を

得た。 

 

IV-16 精製 sCLAC添加時の運動ニューロン生存率の測定 

 

500 g/mL poly-D,L-ornithine（sigma）および 10 g/mL laminin（Life Technologies）

であらかじめコート処理を施した 24 well plateに 2.0 x 103 cell/wellの密度でそれぞれ

細胞を播種した。24 well plateに播種した細胞は complete mediumに精製 sCLAC-FLAG

を 1-100 ng/mlの濃度で添加した培地あるいは、1.0 ng/mL BDNF、10 ng/mL CNTF、

0.1 ng/mL GDNF（いずれも R&D）の 3種カクテルを添加した培地（+NTF）でそれぞ

れ培養し、運動ニューロン生存率の計測に用いた。すべての細胞について、1 DIVの時

点で培地を半量交換し、培地は全て用時調製して用いた。Hb9GFPトランスジーンによ

り GFP陽性の運動ニューロンを蛍光顕微鏡下（x200）で観察し、well底面に接着して

intact な細胞体を持つものを生存細胞と判断し、生存細胞数を計測した。細胞数は培養

開始 5時間後（0 DIV）および 3DIVの時点で計測し、毎回 well中の同一の位置におけ

る細胞数を計測した。0 DIVにおける生存率を 100 %として 3 DIVにおける生存率をそ

れぞれの群で算出し、One way ANOVAおよび Tukey’s multiple testにて統計学的処理

を行った。 

 

IV-17 精製 sCLACコーティング時の運動ニューロン軸索長の測定 

 

 500 g/mL poly-D,L-ornithineコートしたガラスカバースリップ（MATSUNMI）に BSA、

精製 sCLAC-FLAG およびラミニンを 3 g/ml の濃度でそれぞれ 4℃一晩コートした。

運動ニューロンをそれぞれのウェルに 3.0 x 103 cell/wellの密度で播種し、24時間培養

した。培養後 PBS で 1 回洗浄し、4% PFA/PBS で 20 分間室温静置し、細胞を固定し

た。PBSで 2回洗浄後、3 % BSA、0.2 % Triton X-100/PBSで室温、15分間ブロッキ

ングおよび浸透化した。PBSで 2回洗浄後、3 % BSA/PBSで希釈した抗 GFP抗体（1: 

1000）および抗 FLAG 抗体（1: 2000）で 4℃一晩もしくは室温、3 時間反応させた。

PBSで 3回洗浄した後、3 % BSA/PBSで希釈した Alexa標識 2次抗体（1: 1000）お
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よび DAPI（1: 3000）を室温で 1時間または 4℃で一晩反応させた。PBSで 3回洗浄後、

PermaFluor（Immunon）を用いて封入し蛍光顕微鏡（Zeiss）にて観察した。 

 細胞体の直径より長い神経突起を有する GFP 陽性神経細胞について、もっとも長い

突起の長さを ImageJにて計測した。各群における運動ニューロンの神経突起長を One 

way ANOVAおよび Tukey’s multiple testにて統計学的検討を行った。 

 

IV-18 脊髄前角 explant と HEK293細胞との共培養 

 

 共培養の 1 日前に 24 well plate に培養した HEK293 細胞（80 % confluency）に

pcDNA3.1空ベクター、CLAC-P、CLAC-P RAmt、Collagen XIII、Collagen XXIII（いず

れも pcDNA3.1Hygro ベクター）と mCherry/pcDNA4 を共遺伝子導入した。トランス

フェクションには Lipofectamine LTX（Life Technologies）を用いて、導入した DNA量

は各コラーゲン: mCherry = 0.1 g: 0.6 ugの量比とした。500 g/mL poly-D,L-ornithine

および 3 g/mL lamininであらかじめコート処理を施した 24 well plate中ガラスカバー

スリップ上に 2.0 x 103 cell/wellの密度で HEK293細胞を播種し、その 1.5-2時間後に

脊髄前角 explantを播種し、共培養を開始した。 

 Hb9GFP陽性の E12.5 胎児脊髄を実体顕微鏡下で摘出し、氷冷した HBSS 中に 1 個

体分ずつ回収した。脊髄の roof plateを裁断し、open book styleにした脊髄をタングス

テンピン（室町機械）で固定し、実体顕微鏡下 GFP 陽性の脊髄前角部分を摘出した。

脊髄前角を直径 200-500 mのサイズに切断し、HEK293細胞との共培養に用いた。共

培養時の培地組成は、Neurobasal mediumをベースに 2% B-27、0.5 mM L-Glutamine、

21 M メルカプトエタノール、1.0 ng/mL BDNF、10 ng/mL CNTF、0.1 ng/mL GDNF 、

50 U/mL Penicillin・50 g/mL Streptomycinを加えた。 

 

IV-19 脊髄前角 explant-HEK293細胞共培養の免疫染色と軸索集簇の定量 

 

 培養 48時間後に培地と等量の 2% PFA、12.5 % sucrose/PBSをウェルの底面に慎重

に流し込み室温 30 分間固定したのち、上層を捨ててさらに 2% PFA、12.5 % 

sucrose/PBSを加えて室温で一晩固定した。PBSで 3回洗浄したのち、3 % BSA、0.2 % 

Triton X-100/PBSで室温にて 15分間ブロッキングおよび浸透化した。PBSで 2回洗浄

後、3 % BSA/PBSで希釈した抗 GFP抗体（1: 1000）で 4℃一晩もしくは室温 3時間

反応させた。PBSで 3回洗浄した後、3 % BSA/PBSで希釈した Alexa標識 2次抗体（1: 

1000）および DAPI（1: 3000）、DRAQ5（Life Technologies、1: 3000）を室温で 1時

間または 4℃で一晩反応させた。PBS で 3 回洗浄後、PermaFluor（Immunon）を用い
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て封入して共焦点レーザー顕微鏡（Leica）にて観察した。 

 脊髄前角 explant から放射状に伸長した GFP 陽性軸索の先端と根本との中間地点よ

り遠位の部分で、HEK293 細胞と接触する部分に着目し、画像を撮影した。mCherry

陽性HEK293細胞と運動ニューロン軸索が接触する部分の長さについて ImageJを用い

て計測し、さらにその値を接触する HEK293 細胞の面積で規格化した。この規格化し

た値を軸索集簇の指標として各群間で比較した。統計学的検討には One way ANOVAお

よび Tukey’s multiple testあるいは Bonferoni correctionを採用した。 

 

IV-20 HEK293細胞における表面ビオチン化実験とウエスタンブロッティング 

 

 12 well plateに培養した HEK293細胞（80 % confluency）に、Lipofectamine LTX を

用いて各コラーゲン発現ベクターを 1.2 g トランスフェクションした。トランスフェ

クション 24時間後にプレートを氷上に置き、1 mM MgCl2、0.1 mMCaCl2/PBS（PBS-CM）

にて 1回洗浄後、1 mg/ml EZ LinkTM Sulfo-NHS-SS-Biotin（Thermo）/PBS-CMを加え

て 30分間インキュベートし,ビオチン化を行った。100 mM Glycine/PBS-CMにて 2回

慎重に洗浄・クエンチしたのち、PBS-CMで 1回慎重に洗浄した。1 % SDS/PBSを加

えて室温にて 30分間振盪して細胞の可溶化を行い、可溶化液を 1.5 mlチューブに回収

してソニケーション（BRANSON）にて細胞を破砕した。得られた可溶化液を Protein 

BCA Assay Reagent（Thermo）を用いて発色、プレートリーダー（モレキュラーデバ

イス）でタンパク定量を行った。少量を inputとして保存し、残りの可溶化液について

各群間でタンパク量を均等化し、1 % SDS/PBSで平衡化した Streptoavidin sepharose

ビーズ（GE ヘルスケア）を添加して室温、12-16 時間 rotation してビオチン化タンパ

ク質を結合させた。1 % SDS/PBSにて 4回ビーズを洗浄し、ビーズには 50 lのサン

プルバッファー（2 % SDS、10 % グリセロール、80 mM Tris-HCl、Brilliant green、

CBB-G250）および終濃度 1 % -メルカプトエタノールを加えて pull down群とした。

Input群についても同様にサンプルバッファーおよび終濃度 1 % -メルカプトエタノー

ルを加えた。Pull down 群および Input 群をあらかじめ 100℃に温めたヒートブロック

中にて 1分間それぞれ boilし loading sampleを得た。 

 Loading sampleのうち Input群については 3-5 g の範囲で同一タンパク量となるよ

うにサンプルをアプライし、pull down群については 10-15 lの範囲で同一量を 7.5 % 

Tris-Glycine ポリアクリルアミドゲルにアプライして電気泳動を行った。電気泳動後の

ゲル中のタンパク質を GVHPメンブレン（Millipore）に 220 mA、120分間の定電流で

転写した。5 % skim milk（BD）を懸濁した TS-Tweenバッファー（0.1 % Tween 20/TS）

中にてメンブレンを室温で 30 分間振盪してブロッキングを行った。2.5 % skim 
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milk/TS-Tween にて 1000 倍に希釈した抗 CLAC-P NC3 抗体を 4℃で一晩反応して

TS-Tweenにて 10分間 x 3回洗浄した。2.5 % skim milk/TS-Tweenにて 10000倍に希

釈したペルオキシダーゼ標識抗ラビット IgG抗体（GEヘルスケア）を 2次抗体として

室温、1時間反応させた。TS-Tweenにて 10分間 x 3回洗浄したのち Immunostar Super 

Signal（和光）にて発色し、LAS-4000 mini（富士フィルム）で検出した。 

 

IV-21 CLAC-Pおよび CLAC-P RAmt発現 HEK293細胞の免疫染色 

 

 「脊髄前角 explant と HEK293細胞との共培養」にて述べた通りの手順にて HEK293

細胞に CLAC-Pおよび CLAC-P RA mtを mCherryとともに遺伝子導入した。トランス

フェクション 24時間後、500 g/mL poly-D,L-ornithineおよび 3 g/mL lamininであら

かじめコート処理を施した 24 well plate中ガラスカバースリップ上に 2.0 x 103 cell/well

の密度で HEK293 細胞を播種し、Neurobasal medium をベースに 2% B-27、0.5 mM 

L-Glutamine、21 M メルカプトエタノール、50 U/mL Penicillin・50 g/mL Streptomycin

を加えた培地にて 48時間培養した。培養後 PBSで 1回洗浄し、4% PFA/PBSで 20分

間室温で静置し、細胞を固定した。PBSで 2回洗浄後、3 % BSA、0.2 % Triton X-100/PBS

で室温、15 分間ブロッキングおよび浸透化した。PBS で 2 回洗浄後、3 % BSA/PBS

で希釈した抗 CLAC-P NC4抗体（1: 1000）と 4℃、一晩反応させた。PBSで 3回洗浄

した後、3 % BSA/PBSで希釈した Alexa標識 2次抗体（1: 1000）、DRAQ5（1: 3000）

および DAPI（1: 3000）を室温で 1時間または 4℃で一晩反応させた。PBSで 3回洗浄

後、PermaFluor（Immunon）を用いて封入して共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。 

 

IV-22 ゼブラフィッシュにおける whole mount in situ hybridization 

 

 ゼブラフィッシュは国立遺伝学研究所、初期発生研究部門にて飼育・維持されている

TU strainおよび筋特異的 GFP tg ライン（プロモーター未同定）を使用した。pTA2ベ

クターに挿入されたゼブラフィッシュ Col25a1 cDNA 全長を鋳型として T7/T3 プロモ

ーター下で DIG 標識したセンスおよびアンチセンスプローブを合成して用いた。GFP

アンチセンスプローブは国立遺伝学研究所、浅川和秀助教より拝受した。受精後 24 時

間の胚を 4 % PFAにて室温、2時間固定し、100 %メタノールにて脱水して-20℃にて

保存した。脱水胚を室温にて 50% メタノール、30 % メタノール、0.5 % Triton 

X-100/PBS（PBST）により順次浸水化し、4 % PFA にて室温、20 分間再固定した。

PBST にて 5分間 x 2回洗浄したのち 10g/ml Proteinase Kにて室温、5分間消化し

た。PBSTにて 5分間 x 2回洗浄したのち、ハイブリダイゼーションバッファーで 65℃、 
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3 時間プレハイブリダイゼーションした。50 ng の DIG 標識プローブを添加して 65℃

で振盪しながら一晩ハイブリダイゼーションした。66 %ハイブリダイゼーションバッ

ファー、33% 2 x SSCにて 65 ℃ 30分間洗浄し、次いで 33 %ハイブリダイゼーショ

ンバッファー、66 % 2 x SSCにて 65℃ 、30分間洗浄した。さらに、2 x SSCにて 65℃、 

15分間洗浄し、次いで 0.2 x SSCにて 65℃ 、30分間 x 2回洗浄した。マレイン酸バ

ッファー（100 mMマレイン酸、150 mM NaCl、0.1 % Tween 20、pH 7.5）にて室温で

10 分間 x 2 回洗浄し、ブロッキングバッファーにて 4℃一晩ブロッキングした。アル

カリホスファターゼ標識抗DIG抗体をブロッキングバッファーにて4000倍希釈し、4℃

で 5時間反応させた。100 mM Tris pH9.5、0.1 % Tween 20にて 5分間 x 3回洗浄した

のち、BM Purple AP Substrate（Roche）にて発色した。 

 

IV-23 ゼブラフィッシュのパラフィン切片作製 

 

 発色後の胚を 4 % PFAにて 4℃で一晩再固定し、PBSにて 3分間 x 3回洗浄した。

70 %、80 %、90 %、95 %、100 %、100 %の順に各 1時間ずつエタノール脱水を行い、

キシレンで 30分間 x 2 回透徹を行った。67℃パラフィン中にて 3 時間浸透したのち、

室温にてパラフィン包埋を行いパラフィンブロックを作製した。得られたパラフィンブ

ロックを 4 m の厚みでミクロトームにより薄切し、37℃の乾燥機中で一晩乾燥した。

切片をキシレン中にて 5分間 x 3回パラフィンを洗浄し、HSR液を用いて封入した。 

 

IV-24 モルフォリノを用いたノックダウン実験と運動ニューロン軸索伸長の観察 

 

 ゼブラフィッシュ Col25a1 遺伝子をノックダウンするため、同遺伝子エキソン 2 の

スプライシングドナーを標的にしたモルフォリノ（ MO 、オリゴ配列

5’-GCATAGCACAGAGCTGTTACCTGGT-3’）を用いた。運動ニューロン特異的に GAL4

を発現する tgゼブラフィッシュであるmnr2b-GAL4ライン（Asakawa et al., 2013）を

UAS-GFP ラインと交配して運動ニューロン特異的 GFP 発現胚を得た。1 mM MO、

0.05 % Phenol red（シグマ）、0.2 M KCl溶液をインジョクション液として、1-2細胞期

の受精卵に 5-10 ngのMOをインジェクションした。受精卵は 1 x E3バッファー（5 mM 

NaCl、0.17 mM KCl、0.33 mM CaCl2、0.33 mM Mg SO4）中で 28℃インキュベーター

にて飼育した。受精後 6時間（6 hpf）時点で Phenylthiourea（PTU）を 30 g/mlの濃

度にて添加し、メラニン沈着を阻害した。 

 24 hpf 時点で胚の chorionを剥離し、0.25 mg/mlのトリカインで麻酔して低融点アガ

ロースゲル（Life Technologies）中に包埋した。26-32 hpf時点での GFP蛍光を共焦点
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レーザー顕微鏡（Olympus）にて観察し、運動ニューロン軸索の伸長を解析した。 

 

IV-25 ゼブラフィッシュ胚からのmRNA抽出と定量 

 

 上述のMOインジェクション胚約60個に対し22 hpf時点でTrizol（Life Technologies）

を加えて可溶化したのち、クロロホルムを加えて激しく撹拌した。遠心後の上清に

2-propanolを加えて RNAペレットを取得し、70 % エタノールで洗浄後、ペレットを

超純水にて溶解した。 

RNA逆転写キット SuperScript®III First-Strand Synthesis System for RT-PCR（Life 

Technologies）を用いて RNAを逆転写した。1 gの total RNAと 1Lの 10 mM dNTP 

mix、1 Lの Oligo dT および 1 Lの Random Hexamersを混ぜ、DEPC処理水で 10 L

にメスアップした混合液をサーマルサイクラー（Takara）で 65℃ 、5 分間処理し 4℃

で 1分間冷却した。続いて、混合液に 2 Lの 10 x Bufferと 4 Lの 25 mM MgCl2、2 L

の 0.1 M DTTおよび 1 Lの RNase OUTを加えて 42℃で 2分間処理した。さらに、1 L

の SuperScript®III Reverse Transcriptaseを加えて 42℃、 15分間、続いて 72℃、 50

分間処理し、逆転写反応を行った。反応液に 1 Lの RNase Hを加えて 37℃ 、20分

間処理して RNAの分解を行い、逆転写産物である single strand cDNAを得た。 

 得られた cDNAを用いてリアルタイム PCR（LightCycler 480、ロシュ）により定量

した。PCR反応液の調製には LightCycler 480 SYBR Green I Master キット（ロシュ）

を使用した。7.5 LのMaster Mixと 5.4 Lの水、0.3 Lずつの 10 M primer ペア、

1.5 Lの cDNAを混合して total 15 Lの反応液を 384 well plate（ロシュ）中に調製し、

リアルタイム PCR で反応させた。定量するサンプルのほか、各プライマーペアについ

て検量線用として、テンプレート cDNAを 3倍、9倍、27倍、81倍に希釈したスタン

ダードを同時に反応させた。反応サイクルは、95℃ 5分間のプレヒート後、95℃ 10 秒、 

60℃ 30 秒の伸長反応を 45サイクル行った。反応後、Advanced Relative Quantification

プログラムにより、internal control と比較して目的の mRNA 量を定量した。用いたプ

ライマーペアは以下に記す。 

 

ゼブラフィッシュ Col25a1 mRNA検出用（103 bp） 

Forward primer：5’- AATGATACAGCAACGAGTGG-3’ 

Reverse primer：5’- GCAGTTGCATTCAGATGGTG-3’ 

 

ゼブラフィッシュ GAPDH（internal control、83 bp） 

Forward primer：5’- CGCTGGCATCTCCCTCAA-3’ 
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Reverse primer：5’- TCAGCAACACGATGGCTGTAG-3’ 
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VI 図表 



1 
AD脳におけるCLACの染色像。抗Ab抗体（赤色）と抗CLAC抗体9D2（緑
色）によるAD脳の蛍光二重染色。CLACは典型的老人斑に蓄積を認め
る一方、ほとんど蓄積を認めない斑も存在する（矢印）。scale bar = 50 
mm （Hashimoto et al., 2002より改変） 

Ab 

CLAC 

図表 
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cytosol lumen 

N C 

furin 

非コラーゲン領域 

コラーゲン領域（GXY repeat） 

sCLAC 

Human CLAC-P/Collagen type XXV 

654 1 

113 654 

G382R G497Ter 
124 236 
CNV Deletion 

NC1 COL1 NC2 COL2 NC3 COL3 NC4 

CLAC-P/Collagen type XXVの構造。3つのコラーゲン領域（COL）と4つの
非コラーゲン領域（NC）を有し、NC1の細胞外部分でfurinによる切断を
受ける。COL2中のミスセンス変異（G382R）が劣性遺伝性に先天性脳
神経支配異常症（Congenital Cranial Dysinnervation Disorde：CCDD）を
引き起こす。そのほか、COL3中のナンセンス変異（G497Ter）および
124-236間のcopy number deletion変異もCCDDの原因となりうる。 

図表 



3 

CLAC-PとMACITファミリー分子の相同性の比較。Collagen type XIIIおよ
びXXIIIはCLAC-Pと同様に4つのNC領域と3つのCOL領域からなり、NC1
の細胞外部分でfurinによる切断を受ける。CLAC-Pとのアミノ酸レベル
の相同性はCollagen XIIIと43%、Collagen XXIIIと44%であり、NC領域の
相同性が高い。 
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CLAC-P/Collaegn XXV 
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4 

Col25a1 KOマウスの出生前後の表現型。A. Col25a1 KOマウスは自発
的な運動を示さず、出生直後に死亡した。B. P0個体の脊髄前角のHE
染色像。WTでは大型の核と細胞質を持つ運動ニューロン細胞体が存
在するが（点線内）、Col25a1KOではこれらの大型神経細胞が広汎に
消失した。C. E18.5胎児の横隔膜。Col25a1 KOでは筋層が菲薄化し、中
心核が顕著で未熟な筋細胞が多く見られた（矢頭）。（Tanaka et al., 
2014より改変） 
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E13.5 

E11.5以降の脊髄前角運動ニューロン数の変化。A. Hb9-GFP; Col25a1+/+お
よびHb9-GFP; Col25a1 KOマウスの下部頸髄運動ニューロンを、日齢を追っ
て抗GFP染色により標識。B. GFP陽性細胞数の定量。E11.5では運動ニュー
ロンは同程度に存在したが、Hb9-GFP; Col25a1 KOはE13.5では約70%の減
少が見られた。**p < 0.001, n = 3  （ Tanaka et al., 2014より改変） 
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E12.5   GFP 
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* 

* 
* 

E13.5 
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* 

E13.5 

200 mm 200 mm 50 mm 

Col25a1 KO胎児における横隔膜の神経支配異常。A. E12.5 Hb9-GFP陽性胎
児の横隔膜のwhole mount蛍光染色。抗GFP抗体により運動ニューロン軸
索を緑色に染色。Col25a1+/+胎児においては軸索束は横隔膜へ到達後、
進入部位（アスタリスク）から3方向に分枝が見られたが、Col25a1 KOにおい
ては軸索の分枝・伸長を完全に欠損していた。B. E13.5時点での横隔膜の
whole mount蛍光染色。Col25a1 KO胎児において運動ニューロン軸索束の
退縮が顕著であり、拡大するとretraction bulb様構造(矢頭)が認められた。
（ Tanaka et al., 2014より改変） 
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7 図表 

骨格筋 

神経筋接合部 

脊
髄 

軸索束の分枝・伸長を欠如 

過剰なアポトーシス 

WT 

Col25a1 KO 

E11.5                      E12.5                       E13.5- 

生理的アポトーシス 

軸索束の退縮 

神経筋発達におけるCol25a1 KOマウスの表現型。E11.5時点でCol25a1 
KOマウスにおいても運動ニューロンは正常に分化し、軸索束が脊髄から
伸長する。E12.5時点でCol25a1 KOマウスは骨格筋内の軸索発達を欠如
する。E13.5以降、野生型においては神経筋接合部の形成を開始するが、
Col25a1 KOマウスにおいては野生型に比して過剰な運動ニューロンのア
ポトーシスと、軸索束が退縮する。 



8 

In situ hybridizationによるCLAC-P mRNA発現解析。A. E12.5時点で、CLAC-
P mRNAは脊髄前角の運動ニューロン（上段、点線内）と骨格筋（下段、点
線内）の両者に発現が見られた。B. 成体骨格筋ではCLAC-P mRNA発現は
消失することが示されている。（B: Tanka et al., 2014より改変） 
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antisense sense 

100 mm 

DAPI 

9 図表 
C2C12細胞におけるCLAC-P mRNAの発現解析。A. C2C12細胞の分化前後
におけるCLAC-P mRNAの発現量比較。GAPDH量をinternal controlとして、
リアルタイムPCRを用いてCLAC-P mRNA発現量を比較したところ、分化誘導
後5日目の筋管において筋芽細胞の約40倍のCLAC-P mRNA発現の上昇を
認めた。N=4, student’s t-test。（大泉寛明修士論文より改変）B. C2C12分化
条件下（分化誘導後5日目）におけるin situ hybridization解析。すべての筋

管についてアンチセンスプローブにてシグナルが確認された一方で、筋芽
細胞（矢頭）にはシグナルが認められなかった。 

0

20

40

60

C
LA

C
-P

 m
R

N
A

/G
A

P
D

H
 

 (
m

yo
b

la
st

=1
) 

p<0.05 A 

B 



  
Col25a1wt 

bgeo カセット DTA 
Targeting 

construct 

× 相同組み換え 
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5’ 3’ 

10 図表 

Col25a1 conditional KOのtargeting strategy。エキソン2を標的にした
targeting vectorを作製した。相同組み換えにてCol25a1 flox-bgeoアレル
を導入したES細胞はflippase導入によりカセットが除去されCol25a1 flox
アレルとなる。Col25a1 floxアレルを持つES細胞から誕生したCol25a1flox
マウスはCre発現マウスとの交配により、Cre発現部位特異的にCol25a1
がKOされる。 



Col25a1wt 
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11 図表 

相同組み換えによりtargeting vectorが挿入されたES細胞のサザンブロッ
ティングによるスクリーニング。ES細胞から抽出したゲノムDNAをXbaIによ
り制限酵素処理し、電気泳動後サザンブロッティングを行った。WTアレル
では約8.1 kb、相同組み換えを起こしたCol25a1 flox-bgeoアレルでは約3.5 
kbのバンドが出現。 Col25a1 flox-bgeoアレルをヘテロにもつクローンを複
数得た。 

8.1 kb 

3.5 kb 



Col25a1flox-bgeo 5’ 3’ 

Targeting vector 

12 図表 

PCR法による相同組み換えの確認。Targeting vectorの内外に設計したプ
ライマーペアを用いてPCRを行った結果、Col25a1 flox-bgeoアレルで1.1 
kbのバンドを確認（左）。3’側loxP配列の両端に設計したプライマーペア
でPCRを行い、 Col25a1 flox-bgeoアレルで246 bpのバンドを認め、3’側
loxPを含む相同組み換えを確認した（右）。 
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13 図表 

5’ 3’ 

ES細胞におけるbgeoカセットの除去確認。bgeoカセット内部にプライ
マーペアを設計してPCR解析を行った結果、カセット由来の610 bpのバ

ンド（左図矢印）が出現しないクローンを得た。さらに、同クローンは、
カセット除去により特異的に増幅されるプライマーペアにより、147 bp
のバンドの出現を確認した（右図矢印）。 
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Hb9-Cre; Rosa26EYFP/wt 
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14 図表 

HSA-Cre; Rosa26EYFP/wt 

E10.75 

Rosa26stop-EYFPマウスを用いたCre発現確認。A. Hb9-CreマウスにおけるCre発現確認。
Hb9-Cre; Rosa26stop-EYFP/wt E10.75（上段）およびE12.5（下段）胎児切片を運動ニューロ
ンマーカーであるIslet1/2（赤色）およびEYFP（緑色）を共免疫染色したところ、 E10.75
時点では約70%の、E12.5時点では大部分の運動ニューロンにおいてEYFPの発現を
認めた。B. HSA-CreマウスにおけるCre発現確認。 HSA-Cre; Rosa26stop-EYFP/wt E12.5胎
児切片について筋管マーカーであるmyosin heavy chain（MyHC、赤色）およびEYFP
（緑色）を共免疫染色したところ、骨格筋に特異的にEYFPの発現を認めた。 
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15 図表 

運動ニューロン特異的Col25a1 KOマウス横隔筋の神経支配像。A. E13.5横隔膜の
whole mount蛍光免疫染色。抗ニューロフィラメント（NF）抗体染色で運動ニューロン
軸索を緑色に染色。Hb9-Cre;Col25a1flox/flox胎児においても軸索束進入部位（アスタリ
スク）から3方向への分枝・伸長とsecondary branchの形成を認め、Col25a1flox/flox胎児
との間に差異は認められなかった。B. E16.5横隔膜のwhole mount蛍光免疫染色。抗
NF抗体で運動ニューロン軸索を緑色に、a-Bungarotoxin（a-BTX）にてアセチルコリン
受容体（AChR）を赤色にそれぞれ染色。 Hb9-Cre;Col25a1flox/flox胎児においても軸索束
の分枝・伸長を認め、さらに軸索末端はAChRとマージし神経筋接合部の形成が確認
され、 Col25a1flox/flox胎児との間に差異は認められなかった。 
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16 図表 

運動ニューロン特異的Col25a1 KOマウスの脊髄前角運動ニューロン数
の定量。E18.5胎児凍結切片をコリンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）

に対する抗体を用いて免疫染色し、運動ニューロン細胞体を標識した。
Hb9-Cre;Col25a1flox/flox胎児においても運動ニューロン細胞体の生存が
確認され、頸髄C3-5の領域で運動ニューロン細胞体数を計測したところ、
その数はCol25a1flox/flox胎児と同程度であった。Student’s t-test, n=3 
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17 図表 

骨格筋特異的Col25a1 KOマウス横隔筋の神経支配像。A. E13.5横隔膜のwhole 
mount蛍光免疫染色。抗NF抗体染色で運動ニューロン軸索を緑色に染色したところ、
HSA-Cre;Col25a1flox/flox胎児においては運動ニューロン軸索束の分枝・伸長を欠損し
ていた。B. E15.5横隔膜のwhole mount蛍光免疫染色。抗NF抗体で運動ニューロン
軸索を緑色に、a-BTXにてAChRを赤色にそれぞれ染色。 Hb9-Cre;Col25a1flox/flox胎児
においては運動ニューロン軸索束が横隔筋から消失していた。さらに、HSA-Cre; 
Col25a1flox/floxにおいてはAChRが横隔筋中央部に限局してendplate band（点線）を形
成が認められたが、HSA-Cre; Col25a1flox/flox胎児においては径の小さい未成熟な
AChRクラスターが幅広く分散して存在し、この所見は運動ニューロンによる神経支配
を欠如した骨格筋の特徴に一致していた。 
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18 図表 

骨格筋特異的Col25a1 KOマウスの脊髄前角運動ニューロンの染色像。A, 
B. E18.5胎児凍結切片をChATに対する抗体を用いて免疫染色し、運動
ニューロン細胞体を標識した。HSA-Cre;Col25a1flox/flox胎児において、頸髄
（A）および胸髄（B）の運動ニューロン細胞体の広汎な消失を認めた。C. 頸
髄 C3-5の領域における運動ニューロン細胞体数の定量。 HSA-
Cre;Col25a1flox/flox胎児はHSA-Cre;Col25a1flox/wtに比して約85%の消失を示
した。Student’s t-test, n=3, ***: p<0.005 
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19 図表 

精製sCLAC-FLAG添加時の培養運動ニューロンの生存率。Hb9-GFP陽
性運動ニューロンについて、0 DIVにおける生存率を100 %として3 DIV
における生存率を計測。BDNF（1 ng/ml）,CNTF（10 ng/ml）,GDNF（0.1 
ng/ml）を添加した NTF群においては運動ニューロン生存率の有意な上
昇が認められたのに対し、精製sCLAC-FLAGタンパク質を1-100 ng/mlの

濃度で培地中に添加した群では、いずれも運動ニューロン生存率の上
昇は認められなかった。One-way ANOVA with Dunnett’s test, n=5, *: 
p< 0.05 
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20 図表 

精製sCLAC-FLAGコーティング時の培養運動ニューロンの神経突起長の計測。
3 mg/mlのBSA（A）、sCLAC（B）、laminin（C）をそれぞれコーティングしたカ
バースリップ上にてHb9-GFP陽性運動ニューロンを培養し、24時間後に抗
GFP抗体および抗FLAG抗体を用いて免疫染色した。sCLAC-FLAGコーティング
群においてはカバースリップ上に赤色の染色が見られ、sCLACのコーティン
グが確認された。（D）神経突起長の定量。最も長い神経突起についてその
長さを計測したところ、Lamininコーティング群においてはBSAコーティング群
に比して神経突起長が5倍程度上昇したのに対し、sCLACコーティング群にお
いては突起長に変化が見られなかった。N=57, 62, 125, One-way ANOVA 
with Tukey’s multiple test 
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21 図表 

脊髄前角explantとCLAC-P発現HEK293細胞の共培養。A. 共培養の手法。
mCherryと各コラーゲンを共発現するHEK293細胞を播種し、その1.5-2
時間後に脊髄前角explantを播種して、2日間の共培養を行った。B. 共
培養後の染色像。mCherryとCLAC-Pを共発現するHEK293細胞とHb9-
GFP陽性胎児由来の脊髄前角explantとの2日間の共培養の後、抗GFP
抗体により免疫染色した。脊髄前角explant（点線）からGFP陽性軸索が
放射状に伸長し、その一部はmCherry陽性HEK293細胞と接触した（矢
頭）。 
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22 図表 

運動ニューロン軸索と各HEK293細胞との相互作用の検討。HEK293細

胞の周囲に伸長した運動ニューロン軸索の走行を観察したところ、
CLAC-P発現HEK293細胞にはより多くの運動ニューロン軸索の集簇が見
られた。軸索がHEK293細胞と接触・マージする部分の長さを定量したと
ころ、CLAC-P発現細胞においてはmock、Collagen XIII、Collagen XXIII発
現細胞に比して、軸索集簇の程度が有意に増大していた。One-way 
ANOVA with Tukey’s test, n=175, 130, 52, 72, ***: p< 0.001 
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23 図表 

CLAC-P発現HEK293細胞とCLAC-P RAmt発現HEK293細胞に対する運
動ニューロン軸索集簇の比較。CLAC-P RAmt発現細胞はmockに比し

て運動ニューロン軸索集簇の程度が有意に大きかった。一方で、
CLAC-P発現細胞と比較した場合、CLAC-P RAmt発現細胞における軸
索集簇の程度は有意に小さかった。One-way ANOVA with Bonferoni 
correction, n=65, 48, 75, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 
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24 図表 

CLAC-P RAmt発現HEK293細胞の発現確認。A. CLAC-P配列中のfurin認
識部位とRAmt。B. 表面ビオチン化実験による細胞表面CLAC-P発現量の
比較（抗CLAC-P NC3抗体によるウエスタンブロッティング）。CLAC-Pおよ
びCLAC-P RAmtは同程度に発現しており、細胞表面のCLAC-P発現量も
同程度であった。C. CLAC-PおよびCLAC-P RAmt発現HEK293細胞の免疫
染色。抗CLAC-P NC4抗体によりCLAC-PおよびsCLACを緑色に染色。
CLAC-P発現細胞の周囲にはsCLACの分泌・蓄積が認められたが、CLAC-
P RAmt発現細胞の周囲にはsCLACの蓄積が見られなかった。 
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25 図表 

脊髄 

A. ゼブラフィッシュ胚における運動ニューロン軸索伸長。16-24 hpfにか
けてCaP、MiP、RoPの各1次運動ニューロンはchoice point（星）まで共
通の進路をとる。20- 28 hpfにかけて各1次運動ニューロンは各々の伸
長方向に分岐する。B, C. 24 hpfゼブラフィッシュ胚に対するin situ 
hybridization（transverse section）。B. WT fishにおける、CLAC-P mRNA
アンチセンス・センスプローブを用いた解析。CLAC-P mRNA発現は脊髄

（点線）で認められないが、体節筋（矢印）および脊索（実線）において
発現が認められた。C. 体節筋特異的にGFPを発現するfish（プロモー
ター未同定）に対して、GFPアンチセンスプローブを用い、体節筋の
マーカーとした。CLAC-P mRNAの体節筋における発現パターンと同様
の染色パターンを示した。 
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26 図表 
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30 hpf 

モルフォリノ（MO）を用いたゼブラフィッシュCol25a1遺伝子ノックダウン実
験。A. Col25a1 MOの標的部位。Col25a1遺伝子のエキソン2のスプライシ
ングドナー部位を標的に、スプライシング阻害MOを設計した。MOにより、
エキソン2を欠失するエキソンスキップングをきたす。B. Col25a1 MO胚の
外見上の表現型。Col25a1 MO胚は30 hpf時点で-MOコントロールと比較
して外見上の差異は認められなかった。C. Col25a1 MOのノックダウン効
率。エキソン1とエキソン3にプライマーペアを設計し、定量的RT-PCRにて
CLAC-P mRNA量を定量。22 hpf時点でCLAC-P MOにより90%以上のCLAC-
P mRNA量の低下を認めた。 
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27 図表 

消化管 

運動ニューロン 
細胞体 

Rostral Caudal 

Dorsal 

Ventral 

100 mm 

B 

A 

ゼブラフィッシュCol25a1遺伝子ノックダウンによる運動ニューロン軸索
伸長の表現型。A. 26 hpf胚の運動ニューロン軸索の走行。各体節の脊
髄前角から出たCaP運動ニューロン軸索choice point（矢頭）より遠位へ
の伸長が見られ、-MOコントロールとCLAC-P MOとの間に差異は認めら
れなかった。B. 32 hpf時点での表現型。CaP軸索の伸長とRoP軸索（矢
頭）の伸長が見られ、 MOコントロールとCLAC-P MOとの間に差異は認
められなかった。 

Control CLAC-P MO 



28 図表 

運動ニューロン軸索 

筋管 

RPTPs/dやNCAMなど 
細胞接着分子 

CLAC-P sCLAC 

プロテオグリカン 

栄養因子 

RPTPs/dを介した 

軸索伸長 

A 

B 

CLAC-P/sCLACが骨格筋内で運動ニューロン軸索発達を促進する分子メ
カニズム。A. 細胞間接着分子としての機能。筋管に発現したCLAC-Pある
いは細胞外マトリックス（ECM）に蓄積したsCLACが運動ニューロン-筋管
あるいは運動ニューロン-ECM間の細胞接着を促進することで栄養因子

などの授受を可能にし、間接的に軸索伸長を促進する可能性が考えら
れる。B. RPTPs/dシグナルを介した機能。CLAC-P/sCLACがRPTPs/dと直
接結合して軸索伸長を促進する可能性や、CLAC-P/sCLACがプロテオグ
リカンを介したRPTPs/dによる軸索伸長を制御する可能性が考えられる。 

ECM 

RPTPs/d 

CLAC-P 
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