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研究成果の概要（和文）：高等脊椎動物の神経軸索は，生体内の軸索誘引および軸索反発因子によって適切なタ
ーゲットまで辿り着く．報告者らは，2つの新規長鎖遺伝子がコードする分泌型分子 (mF1およびmF2) が，軸索
ガイダンスに重要な役割を果たしていることを見出した．本研究では，バイオインフォマティクスによって，
各々の分子のドメイン構造を決定したのち，遺伝子機能予測法を駆使して受容体候補分子を抽出した．さらに，
in situハイブリダイゼーション法によって，マウス胎仔におけるmF1およびmF2 mRNAの発現部位を明らかにする
とともに，部位特異的変異導入法を用いて，軸索ガイダンスにおける機能ドメインを突き止めた． 

研究成果の概要（英文）：Axons in higher vertebrates can reach the appropriate targets by attractive 
and repulsive axonal guidance cues in vivo. We found that two novel secretory molecules (mF1 and 
mF2) play an important role in axonal guidance. In this study, we determined the domain structures 
of each molecule by bioinformatics, and then selected candidate receptor molecules using our 
prediction methods of gene function. In addition, we identified the expression regions of mF1 and 
mF2 mRNA in mouse embryos by in situ hybridization, and determined the functional domains in axonal 
guidance using site-directed mutagenesis methods.

研究分野： 神経解剖学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経の軸索を反発する分子についてはこれまでに多くの報告がある．しかしながら，軸索反発因子と比較し
て，軸索誘引因子に関する報告は極めて少ない．DRGの神経軸索を誘引する分子メカニズムを解明できれば，世
界に先駆けた発見となり，神経科学における意義は大きい．また，DRG軸索は神経損傷の好発部位である末梢神
経の感覚線維を構成している．DRG軸索を誘引・反発する因子は，神経損傷および神経変性疾患に対する治療剤
としての適応が可能であり，臨床研究および神経再生治療にも大きな影響を及ぼしうる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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
梢に向けて軸索を伸ばすが，その制御機構は不明で
あった．報告者らは，脊索等の非標的組織から出る
軸索反発因子と脊髄背側部から出る軸索誘引因子
がこのガイダンス機構に関与することを明らかにした
が，その実体の多くは判っていない (右上図)． 

そこで報告者らは，かずさ DNA 研究所のマイクロ
アレイを用いて遺伝子のスクリーニングを行い，分泌
型分子をコードし，DRG の神経軸索を誘導する可能
性のある遺伝子を選出した．そのうち 2 個の機能不明
な長鎖遺伝子を mF1 (mouse Fukushima 1) および
mF2 と命名し  (特許申請後に，NCBI の Official 
Symbol を公開予定)，その発現部位と機能を調べた．
in situ ハイブリダイゼーション法によって，両遺伝子の
マウス胎仔脊髄での発現を調べたところ，mF1 遺伝
子は脊髄背側部に，mF2 遺伝子は脊髄底板に強い
発現がみられた (右中図)．次に，組織培養法によっ
てこれらのコードする分子の機能を調べた結果，mF1
は DRG 軸索を誘引，mF2 は DRG 軸索を反発する活
性を有することが示唆された (右下図)． 
 
２．研究の目的 

2 つの新規長鎖遺伝子 (mF1 と mF2) がコードす
る分泌型分子の神経系での作用機序を明らかにする
ことが本研究の目的である．そのために，(i) バイオイ
ンフォマティクス解析データに基づき，mF1 および mF2 がコードする分泌型分子のドメイン構造，機能
部位および受容体候補分子を予測する，(ii) 従来の解析方法を駆使して，各分子の機能部位を検証
するとともに，受容体候補分子の絞り込みを行う． 
 
３．研究の方法 
(1) in situ ハイブリダイゼーション法 

mF1・mF2 両遺伝子のマウス胚頭頚部における発現状況を，in situ ハイブリダイゼーション法によっ
て調べた． 
 
(2) バイオインフォマティクスによる解析 

バイオインフォマティクスによる解析で，各分子のドメイン構造を決定した，次に新規に開発した遺
伝子機能予測法によって，各遺伝子が，どのような生命事象と相関性が高いか調べた．さらに，同予
測法によって各分子と相互作用を有する膜型分子を予測し，受容体候補分子を抽出した． 
 
(3) 遺伝子導入実験 

各分子の機能候補ドメインをコードする遺伝子にミューテーションを入れた欠損体を作製した．これ
らの欠損体を HEK 細胞およびアデノ随伴ウイルスベ
クターに導入し，in vivo および in vitro での神経軸索
の挙動を解析した． 
 
(4) mF1 および mF2 受容体候補分子の絞り込み 

上述の受容体候補分子をコードする遺伝子の
cRNA プローブを作製し，発生期の DRG における発
現を in situ ハイブリダイゼーション法にて検証した． 
 
４．研究成果 
(1) 胎生期マウスの頭頚部における発現 

mF1 および mF2 のマウス胚の頭頚部における発現
を，in situ ハイブリダイゼーション法で調べた．mF1 
mRNA は嗅上皮・視神経に発現していた (右図). 一
方で，mF2 mRNA は虹彩および間脳の底板に発現
していた (右図).  
 
(2) ドメイン構造と機能の予測，ならびに受容体候補
分子の抽出 



バイオインフォマティクスで，各分子の
ドメイン構造を決定した (右上図)，次に，
新規に開発した遺伝子機能予測法から
得られた結果を遺伝子ネットワーク・パス
ウ ェ イ 解 析  (ingenuity canonical 
pathways) にかけたところ，mF1 が神経
軸索ガイダンス事象に対して高い相関
性を示すことが明らかとなった  (右下
表)． 

さらに，同予測法を用いて，各遺伝子
と高い相関を持つ膜型分子を予測し，そ
の中から胎生期の DRG に発現する可能
性のある分子を抽出した． 

 
その他の結果については，後日公表

可能となった際に再提出し，公表する． 
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発明者: 増田知之 
権利者: 国立大学法人筑波大学 
種類: 特許 
番号: 特願 2015-200550 
出願年月日: 2015 年 10 月 8 日  
国内外の別: 国内 
 
○取得状況（計 1 件） 
1. 感覚性の末梢神経線維の伸長又は誘引促進剤 
発明者: 増田知之，石井一弘 
権利者: 国立大学法人筑波大学 
番号: 特許第 6278524 号 
登録年月日: 2018 年 1 月 26 日 
国内外の別: 国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.masudatomoyuki.com/ 
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