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研究成果の概要（和文）：発生期の脊髄神経節細胞 (DRG) から伸び出す神経軸索のうち，中枢枝は脊髄背側からの軸
索誘引作用によって脊髄に侵入することが知られているが，その分子実体はわかっていない．また，運動神経軸索と合
流し，背筋・真皮に伸長する末梢枝（脊髄神経後枝）の投射路形成メカニズムも，依然としてその詳細は不明である．
私たちは，電気穿孔法による生体内への遺伝子導入システムおよびアデノ随伴ウイルスベクターを用いた解析を通じて
，5つの軸索誘導候補分子の生体内での機能を解析・評価した．その結果，中枢枝および末梢枝は別々の軸索誘導因子
によってガイドされる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：During development, dorsal root ganglion (DRG) neurons extend their axons both 
centrally and peripherally. However, the molecular mechanism underlying this phenomenon is less clear. By 
using in-vivo electroporation and adeno-associated virus vectors, we examined the in-vivo functions of 5 
candidate molecules in DRG axonal guidance. Our study revealed the fact that one of the candidate 
molecules may attract centrally projecting DRG fibers and that the other molecule may attract 
peripherally projecting DRG ones.
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１．研究開始当初の背景 

発生初期，脊髄神経節細胞 (DRG) は中枢
と末梢に向けて中枢枝と末梢枝を伸ばすが，
その制御メカニズム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が出す
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．さらに私たちは，DRGの中枢枝が脊
髄背側のエントリーゾーンに向かう現象に
軸索誘引因子が関与することも明らかにし
たが，その分子実体は未だ不明である． 
そこで私たちは，脊髄背側からの軸索誘引
作用の実体解明を目指し，レーザーマイクロ
ダイセクション法によって脊髄背側片を切
り出し，その cDNAを用いたマイクロアレイ
で候補遺伝子のスクリーニングを行った．そ
の結果，脊髄背側に発現を有する 25 個の新
規遺伝子を得た．さらに，脊髄神経後枝 (末
梢枝) のガイダンス機構の解明を目指して，
DNA データベースに基づいたスクリーニン
グを行った結果，軸索誘導に関連するモチー
フを有する遺伝子を 20個同定した． 
これら 45 個の遺伝子産物について培養法
による予備実験を進めた結果，DRG軸索を誘
引・反発する可能性を有する分子が 5個見つ
かり，現在これら 5個の分子のさらなる解析
に向けて準備を整えている．  
 
２．研究の目的 

発生期の DRG の中枢枝は脊髄背側からの
軸索誘引作用によって脊髄に侵入するが，そ
の分子実体はわかっていない．また，運動神
経軸索と合流し，背筋・真皮に伸長する末梢
枝（脊髄神経後枝）の投射路形成メカニズム
も，依然としてその詳細は不明である (図 A
参照)． 

私たちは，マイクロアレイとデータベース
を用いたスクリーニングによって，軸索誘導

に関与する可能性のある新規・既知遺伝子を
多数同定した．その後の解析を通じて，対象
を 5つの分子に絞り込みつつある．本研究で
は生体内での解析を軸とした機能解析を進
め，これらの分子の作用機序を詳細に検討す
る．本研究を推し進めることで，DRG軸索を
含む脊髄神経の投射路を形成する分子メカ
ニズムの全容解明を目指す． 
 
３．研究の方法 

(1) 電気穿孔法による mF1 と mF2 の in vivo
における機能の解明 

新規分子 mF1は発生初期マウス・ニワトリ
胚の脊髄背側に発現する分泌型の分子であ
る．一方で，新規分子 mF2は脊髄底板に限局
して発現する分泌型の分子であり，DRG軸索
の反発因子ネトリン-1 とよく似た発現様式
を有している． 
これら 2つの分子の生体内における機能を
明らかにするため，電気穿孔法によるニワト
リ胚への遺伝子導入および遺伝子抑制を行
う．具体的には，ニワトリ胚脊髄片側に異所
性に各遺伝子を発現させる．または RNA 干
渉によってその発現を抑制する．遺伝子導
入・抑制後，一定期間ののちに胚を固定し，
導入側の DRG 軸索の走行を解析し，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．発現実験には各遺伝子の発現ベク
ターを使用し，RNA干渉実験には業者の作製
した siRNAを使用する．  

(2) 3 つの軸索ガイダンス候補分子の in vitro
における機能の解明 

脊髄神経後枝のガイダンスには，皮筋節 
(将来の真皮・背筋) の分泌する軸索反発因子
セマフォリン 3Aと誘引因子 Fibroblast growth 
factor 8 (FGF8) が働くことが，私たちの研究
から明らかとなっている．しかしながら，両
分子の存在のみで複雑な現象を十分に説明
することはできない．そこで私たちは，公開
されているデータベースを基にして，軸索誘
導に関連したモチーフを有し，脊髄周辺に発
現する遺伝子を 20 個選び出した．次に，培
養法によって各遺伝子産物の DRG 軸索への
作用を調べ，DRG軸索に対して誘導活性を有
する可能性のある 3つの分子に対象を絞り込
んだ．これらの分子はいずれもセマフォリン
ファミリーに属し，脊髄神経後枝の投射経路
または投射部位に発現しており，脊髄神経後
枝のガイダンスに何らかの重要な機能を持
つことが予想される． 



これらの分子のさらなる機能を明らかに
するため，脊髄運動神経の組織片と各分子を
分泌する HEK293細胞塊を共培養し，運動神
経軸索への各分子の作用を調べる．  

(3) ウイルスベクターによる 3 つの候補分子
の in vivoにおける機能の解明 

脊髄神経後枝のガイダンスにおける上記 3
つの分子の役割を in vivoで検討するため，脊
髄周辺の組織に効率よく遺伝子を導入でき
るアデノ随伴ウイルス (AAV) を用いた遺伝
子導入を行う．まず，各遺伝子の全長配列を
AAV ベクターに挿入した発現ベクターを作
製し，増殖・精製を行う．その後，精製した
AAVベクターを用いて，ニワトリ胚脊髄周辺
の組織へのウイルス感染実験を行う．解析方
法は電気穿孔法による遺伝子導入実験に準
ずる．具体的には，ウイルスを感染させたの
ち，一定期間後に胚を固定する．免疫染色法
で脊髄神経後枝の走行を解析し，各遺伝子の
軸索ガイダンスにおける機能を評価する．  
 
４．研究成果 

後日公表可能となった際に再提出し，公表す
る． 
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