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第１章 研究の背景 

1.1 軸索におけるタンパク質合成、リボソーム、そして mRNAの発見 

 細胞はしばしば極性を持ち、その極性は眼に見える構造として顕在化する（Martin 

& Ephrussi, 2009）。例えば、上皮細胞は頂端側に微絨毛を持つ一方、基底側にはヘ

ミデスモソームを持つ。また脊椎動物の典型的なニューロンは、複数の樹状突起を

伴う細胞体と一本の長い軸索から成る。mRNAはしばしば、そのような極性に応じ

て細胞内の特定の場所に局在する（ショウジョウバエ受精卵の前端に局在する

bicoid mRNAや繊維芽細胞の葉状仮足に局在するβアクチンmRNA、ニューロンの

樹状突起に局在するカルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キナーゼα鎖

（CamKIIα）mRNAなど）。 

 以前、ニューロンの軸索にはリボソームやmRNAは存在せず、タンパク質合成は

起こらないと考えられてきた。1960 年台の後半には、軸索におけるタンパク質合成

やリボソームの存在を、1990年前後には軸索性mRNAの存在を示唆するデータが

報告され始めたが、それらの存在はすぐには受け入れられなかった。実際、2006年

に執筆された教科書には、軸索ではタンパク質合成が起こらないとの記述がある

（Bears et al., 2006）。 

 Koenig（1967）は、コリン作動性末梢神経における、不可逆的不活性化後のアセ

チルコリンエステラーゼ活性の回復が、新しいタンパク質合成に因ることを示唆し

た。また、Giuditta et al.（1968）はグリアの混入の可能性が哺乳類よりも少ないイ

カの巨大軸索において、タンパク質合成を報告した。 

 Tennyson（1965, 1970）はウサギ胚の背根神経節の神経芽細胞において、初めて

軸索にリボソームが存在することを報告した。引き続き、成体のミエリン化した軸

索（背根神経節軸索）においてもリボソーム様小体の存在が報告された（Zéléna, 

1970, 1972）。その後、エネルギーフィルタ型透過電子顕微鏡を用いた解析により、

無脊椎動物（巨大軸索を持つイカ星状神経細胞）の非ミエリン化軸索（Martin et al., 

1989）や脊椎動物のミエリン化軸索において［キンギョのマウスナー軸索（Koenig 

& Martin, 1996）；ラットおよびウサギ脊髄神経根軸索（Koenig et al., 2000）］、軸

索にリボソームが存在することの直接的証拠が示された。 

 軸索性mRNAの存在に関する報告はやや遅れて、1980年台後半に初めてあった。 

Giuditta et al.（1986）は、イカの巨大軸索で、βアクチンやβチューブリンをコー

ドするmRNAを発見し、それらの一部はリボソームと結合している、すなわち翻訳

上活性であることを示した。脊椎動物では Jirikowski et al.（1990）が、下垂体ニ

ューロン軸索でオキシトシンの軸索性mRNAを検出した。 
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1.2 軸索性タンパク質合成、リボソーム、および mRNA の由来に関する議論 

 このように軸索におけるタンパク質合成やリボソーム、mRNAの存在の報告が出

始めた一方、議論になったのは、それらのデータの信頼性に加え、リボソームや

mRNAの起源が、グリアなど周囲の細胞なのか、それともニューロンの細胞体であ

るのか、ということであった。例えば、通常の電子顕微鏡法では、成長円錐を含む

軸索において常にリボソーム（あるいはリボソーム RNA）が観察されるとは限らず

（例えば、Lasek et al., 1973; Ellis et al., 1985; Mohr & Richter, 1992）、また、オ

ートラジオグラフィーを用いた初期の研究においては、軸索原形質とミエリンやシ

ュワン細胞を区別するための解像度が問題となった（Edström, 1966; Fischer & 

Litvak, 1967）。更に、無脊椎動物でグリアからタンパク質が軸索に（Lasek et al., 

1974）、哺乳類ではリボソームもグリアから軸索に輸送されることが示唆された（Li 

et al., 2005）。但し、リボソームのグリアから軸索への輸送がmRNAを伴うかにつ

いては結論が出ていない（Sotelo et al., 2013）。加えて、シナプス標的からmRNA

が逆行輸送されるということも報告された（Jirikowski et al., 1992; 

Maciejewski-Lenoir et al., 1993）。周囲の細胞からmRNAもタンパク質も共に輸送

される可能性があるということは、軸索においてタンパク質合成が局所的に起こる

かどうか、と言う点に関しても議論を引き起こした。  

 軸索でのタンパク質合成が初めて明確に示されたのは、イカ神経前終末由来のシ

ナプトソームにおいてであった（Crispino et al., 1997）。脊椎動物の系では、Eng et 

al.（1999）が、ラット上頸神経節の軸索mRNAが局所的に新しいタンパク質に翻

訳されるだけでなく、βアクチンのごく一部のみが交感ニューロンの軸索区画で生

ずることを、区画化培養系を用いて示した。 

 軸索性mRNAの存在をよりはっきり示す証拠、あるいは細胞体に由来するmRNA

やリボソームの存在を示す証拠も得られていった。Olink-Coux & Hollenbeck（1996）

は、ニワトリの交感ニューロンの培養において蛍光 in situ ハイブリダイゼーション

（FISH）により軸索性ポリ A+ RNA を、更に軸索由来mRNA の RT-PCR により、

チューブリンとβアクチンの軸索性mRNAの存在を明らかにした。彼らはまた、阻

害剤を用いて軸索性mRNAの存在がアクチン繊維ではなく微小管に依存すること

も示した。更に、区画化培養系を用いて、細胞体から軸索への RNAの輸送が大脳皮

質ニューロンの分散培養において確認された（Taylor et al., 2009）。一方、ラット

坐骨神経軸索中のリボソームの分布の解析により、リボソームが微小管による速い

軸索輸送により末梢の軸索領域に輸送される可能性が示唆されている（Kun et al., 

2007）。 
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 細胞体から切断された培養中の軸索における研究も、軸索性タンパク質合成の存

在の証明に寄与している。Campbell & Holt（2001）は、Xenopusの網膜神経節細

胞の細胞体から単離した軸索において、ネトリン１やセマフォリン３Ａに対する化

学向性反応がタンパク質合成阻害剤により阻止されることを見出した。このことも

軸索内で局所的翻訳が起こることを示している。また、細胞体から切断された再生

中の感覚軸索の成長円錐の維持にも局所的翻訳が必要であることが示唆されている

（Zheng et al., 2001）。 

 

1.3 軸索性 mRNA がコードするタンパク質の種類と役割、それらの翻訳調節 

 Lee & Hollenbeck（2003）は培養交感神経を用いて、細胞で起こる全タンパク質

合成の 5～10％が軸索区画で起こることを報告した。様々な種類の神経細胞の軸索

で合成されるタンパク質は共通して存在する（細胞骨格タンパク質など）ものがあ

ると共に、その型の神経細胞で特に多く見られるものもあることが、網羅的な RNA

プロファイリングにより明らかになりつつある。例えば、Willis et al.（2007）は、

培養開始７日前に損傷した再生中のラット成体感覚ニューロンを 16～20時間培養

後、軸索mRNAのプロファイリングを行い、タンパク質合成、代謝、細胞骨格、シ

グナル伝達、シャペロン、タンパク質分解、細胞内輸送に関わるタンパク質やチャ

ネルタンパク質、核酸結合タンパク質、神経伝達物質といった幅広いタンパク質を

コードする軸索性mRNAを同定した。Taylor et al.（2009）は、18日目ラット胚の

大脳皮質ニューロンを 13日培養後mRNAプロファイリングを行い、翻訳、輸送、

細胞骨格、ミトコンドリアの機能に関連するタンパク質をコードする mRNAが豊富

であることを示した。また Gumy et al.（2011）は、E16および成体ラット由来の

背根神経節ニューロンを４日培養後、軸索性mRNAのプロファイリングを行い、胚

の軸索は軸索伸長に関わる細胞骨格関連タンパク質をコードする mRNAに富む一

方、成体の軸索は慢性疼痛や神経障害性疼痛に関わる免疫反応関連分子をコードす

るmRNAに富むことを示した。このことは、痛覚に軸索性翻訳が必要であるという

報告と密接な関連があると考えられる（Jiménez-Díaz et al., 2008; Géranton et al., 

2009）。 

 Zivraj et al.（2010）はマウスと Xenopusの網膜神経節細胞の成長円錐中のmRNA

プロファイリングを行い、タンパク質合成、酸化的リン酸化、ガン、神経疾患、お

よびシグナル伝達に関わるタンパク質をコードするmRNAに富むことを見出した。

彼らは Xenopus の経路探索中の成長円錐より、標的に達したものの方が mRNAの

数が多く複雑度も高く、多くの前シナプスタンパク質 mRNAも特異的に含むことを
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見出した。更に、それ以外の軸索部分に比べ成長円錐に豊富な mRNAが存在するこ

とや、EphB4 mRNAが経路探索中のニューロンの細胞体にも標的に達したものの

細胞体にも豊富である一方、成長円錐に関しては後者のそれで特異的に検出される

ことも報告している。 

 軸索性mRNAがコードするタンパク質のうち機能が比較的はっきりしているも

のの多くは、成長円錐の機能と関連した細胞骨格タンパク質やその調節に関わるタ

ンパク質、例えばβアクチンやコフィリン、RhoA、Par3などである（Leung et al., 

2006; Yao et al., 2006; Piper et al., 2006; Wu et al., 2005; Hengst et al., 2009）。こ

れらの局所的翻訳はネトリン１、BDNF、Slit2、セマフォリン 3Aといったシグナ

ル分子がトリガーを引くことが示されている（総説としてLin & Holt, 2007; Jung et 

al., 2012）。これらに加えて、ニワトリ交連軸索における EphA2の局所的翻訳が、

成長円錐の反応性に影響を及ぼす可能性が指摘されている（Brittis et al., 2002）。

なお、局所的翻訳は 48時間を越えても軸索伸長に必要ないことが示されている

（Blackmore & Letourneau, 2007）。 

 軸索性mRNAは軸索から細胞体への逆行性シグナル伝達にも関与することが示

されている。例えば、培養背根神経節ニューロンにおいて CREB の軸索性翻訳は、

細胞体の核に於いてリン酸化 CREB の蓄積を引き起こし、NGFが誘導する逆行性

の生存に必要であることが示されている（Cox et al., 2007）。また三叉神経では、

BDNFと BMP4の同時刺激により眼および上顎分枝中の軸索において Smad1/5/8

が局所的に翻訳され、逆行的に輸送されたリン酸化 Smad1/5/8が三叉神経節内にお

けるニューロンのアイデンティティーの獲得に重要な役割を果たすことが報告され

ている（Ji & Jaffrey, 2012）。 

 また、軸索性mRNAの局所的翻訳は、軸索再生にも必要であることが示されてい

る（総説としてWillis & Twiss, 2006）。軸索損傷後、核移行シグナルを持つタンパ

ク質の細胞質-核輸送に関与するインポーティンβの軸索性mRNAは局所的に翻訳

され、生じたインポーティンβは既存のインポーティンαと複合体を形成し、ダイ

ニンによる逆行輸送によりカーゴ（積み荷）を細胞体へ輸送する（Hanz et al., 2003）。

カーゴとして重要なのは、軸索損傷後急速に活性化される（Chierzi et al., 2005）

Erk1/2（MAPキナーゼ）である（Sung et al., 2001; Reynolds et al., 2001）。但し、

リン酸化された Erk1/2はインポーティンに直接結合しない。中間径繊維ビメンチン

のmRNAは培養背根神経節軸索で翻訳され（Willis et al., 2005）、坐骨神経挫滅後

ビメンチンの軸索原形質レベルが上昇するが、インポーティンと Erk をつなぐのは

ビメンチンのタンパク質分解された断片である（Perlson et al., 2005）。軸索損傷後、
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転写因子 STAT3の軸索性mRNAが局所的に翻訳され、ダイニンやインポーティン

α５により逆行輸送された STAT3が感覚ニューロンの生存を調整することも報告

されている（Ben-Yaakov et al., 2012）。線虫でも軸索再生時に転写因子 CEBP-1の

局所的翻訳が起こることが報告されている（Yan et al., 2009）。 

さらに、Xenopus オタマジャクシ幼生の網膜神経節細胞軸索において、通常は核

膜に結合する中間径繊維タンパク質ラミン B2のmRNAが局所的に翻訳され、ミト

コンドリアに結合してその機能を維持することにより、軸索の変性を防いでいるこ

とが示されている（Yoon et al., 2012）。その他、新しく形成された終末ボタンのβ

カテニンの局所的翻訳は、シナプス小胞放出動態を調節することが報告されている

（Taylor et al., 2013）。 

 

1.4 軸索性 mRNA の輸送機構 

軸索性mRNAのうち輸送機構が最も良く研究されているのが、βアクチン mRNA

である。そのシスエレメントのうちで、軸索を含む細胞末梢へのβアクチン mRNA

の輸送に非常に重要であるのは、その 3´非翻訳領域（UTR）に存在する 54ヌクレ

オチド長の zipcodeである（Kislauskis et al., 1994; Zhang et al., 2001; Willis et al., 

2011）。この zipcodeに結合するのが zipcode結合タンパク質１

（ZBP1/IMP1/IGF2BP1）であり、βアクチンmRNAの局在、安定性、あるいは翻

訳調節に関与することが示されている（Ross et al., 1997; Farina et al., 2003; 

Huttelmaier et al., 2005）。ZBP1はそれ自身も含め３つのメンバーから成るファミ

リーを構成する（総説として、Yisraeli, 2005; Bell et al., 2013）。これらのメンバー

は２つの RNA認識モチーフ（RRM）とそれに引き続く４つの hnRNP K 相同（KH）

ドメインを持つ。βアクチンは BDNFの刺激により局所的に翻訳されるが（Yao et 

al., 2006）、その際には ZBP1が Src 依存的にリン酸化されることが必要である

（Sasaki et al., 2010）。βアクチンの zipcodeと他の軸索性mRNAの塩基配列を比

較しても、相同性を示す領域が見つかっていなかったので、ZBP1の結合に関するコ

ンセンサス配列は不明であったが、最近、第３および第４の KHドメインが、適切

に間隔をおいた 5’配列（CGGAC）と 3’配列（[C/A]CA[C/U]）配列を認識するこ

とが明らかになった（Patel et al., 2012）。 

 一方、ZBP1タンパク質の存在量がβアクチンや GAP43のmRNAの軸索局在を

制限しているということが示されている（Donnelly et al., 2011）。GAP-43 mRNA

の場合、その 3´UTRはβアクチンのそれと相同性を示さないが、3´UTR 中の高 AU

調節配列（ARE）はその軸索局在に必要十分であり、ZBP1は HuD/Elavl4と複合

体を形成して AREを通じて GAP-43 mRNAを軸索に局在化させることが提唱され
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ている（Yoo et al., 2013）。HuDは培養 P19ニューロンの軸索・成長円錐でも、ZBP1

や KIF3Aと共に tau mRNAと複合体を形成することが報告されている（Aronov et 

al., 2002; Atlas et al., 2004）。 

 更に、βアクチンmRNAの成長円錐への局在や翻訳を hnRNP-Rと共に調節する

SMN（Rossoll et al., 2003）も HuDと相互作用することが示されている（Akten et 

al., 2011; Fallini et al., 2011; Hubers et al., 2011）。SMNは脊髄性筋萎縮症（SMA）

の原因遺伝子であり、スプラセオソームの核内低分子リボ核タンパクの集合におい

て機能することが良く知られている（総説として Li et al., 2014）。SMNはポリリボ

ソームに結合することで翻訳を抑制できるが（Sanchez et al., 2013）、その標的であ

るコアクチベーター結合型アルギニンメチル基転移酵素１（CARM1）mRNAがコ

ードする CARM1は HuD をメチル化することにより、p21 mRNAと HuDの相互

作用を下方調節する（Hubers et al., 2011）。最近、SMNがmiR-183/mTOR経路を

介して軸索における局所的翻訳を調節することが報告されている（Kye et al., 2014）。 

 βアクチンや GAP-43 mRNA以外にも幾つかの軸索性mRNAにおいて局在機構

が研究されている。シャペロンタンパク質カルレティキュリンの 3´UTRには哺乳類

のオルソログ間で保存された２つの領域が存在し、それらの領域は軸索や樹状突起

への輸送に十分である（Vuppalanchi et al., 2010）。そのうち片方のみが、ニューロ

トロフィン３やミエリン関連糖タンパク質（MAG）が誘導する軸索輸送を仲介する。

オルタナティブポリ A付加により、軸索に局在するmRNAが異なる 3´UTRを持つ

例（ミオイノシトールモノホスファターゼ１）も知られている（Andreassi et al., 

2010）。また、ニューリチン/CPG15 mRNAの場合、3´UTRよりも主として 5´UTR

が軸索局在に関与する（Merianda et al., 2013）。これらの系において、βアクチン

mRNAと同様の調節機構が機能しているか、一部、あるいは全く異なる調節因子に

よる調節が行われているかは不明である。 

 

1.5 本研究の起点 

中脳視蓋は、哺乳類を除く脊椎動物の視覚情報処理の中枢である。ニワトリの成

熟した中脳視蓋は 16層、視神経線維層（SO）、浅灰白線維層（SGFS）A～J、中心

灰白層（SGC）、中心白層（SAC）、脳室周囲灰白層（SGP）、脳室周囲線維層（SFP）、

および上衣細胞層から成る（Ramón y Cajal, 1911; LaVail & Cowan, 1971; Hunt & 

Brecha, 1984; Dubbeldam, 1997）。これらの層には、異なる型の網膜神経節細胞が

軸索を投射することが示されている（van Gehuchten, 1892; LaVail & Cowan, 

1971; Acheson et al., 1980; Yamagata & Sanes, 1995）。脊椎動物の脳が領域化後、
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構造の複雑化を更に進めていくプロセスを分子レベルでより深く理解するため、ニ

ワトリの中期から後期胚の中脳視蓋において、層構造特異的に発現する遺伝子（主

に転写因子をコードするもの）のスクリーニングを in situ ハイブリダイゼーション

法（ISH）により行っていたところ、幾つかの遺伝子に関し、後期胚で線状のシグ

ナルが検出された。シグナルが検出された部位や、染色の形状から、軸索性 mRNA

を検出したのではないかと考えられた古典的な ISHにより、軸索性mRNA のシグ

ナルがこれほど強く検出された。例は殆ど無いので、研究の対象をこれらのシグナ

ルに変更することにした。 
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第２章 実験結果 

2.1 ニワトリ後期胚の脳における複数の高レベル軸索性 mRNAの発見 

ニワトリ中脳視蓋の層構造形成過程の分子機構を明らかにするため、層特異的に

発現する可能性がある主として転写因子をコードする候補遺伝子の ISHによるスク

リーニングを行った（小野寺望、修士論文「ニワトリ胚中枢神経系における Scrt2

の発現と機能解析」、2012年）。その結果、Scratch2や NeuroD6（マウスMath2

のホモログ）、Cash1/Ascl1（マウスMash1のホモログ）、Ascl3（マウスMash3の

ホモログ）といった幾つかの遺伝子が、孵卵開始９日目（E9）の中脳視蓋で層構造

特異的に発現することを見出した。次に、これらを含む遺伝子のうちの幾つかに関

し、E18の脳における発現を ISHにより解析したところ、一方向に揃った線状の強

い発現パターンを示す遺伝子が存在することを見出した（図 2.1.1）。これら遺伝子

のシグナルが神経軸索を多く含む視蓋の SACで主として見られたこと、そしてその

シグナルが線状であることは、これらの遺伝子の転写産物が神経軸索に局在してい

る可能性を示唆する。SAC以外では幾つかの遺伝子に関し、一部の切片において視

神経の軸索が通る SOでも線状のシグナルが検出された（図 2.1.1、図 2.1.2）。SO

のシグナルは背側の水平断切片でよく観察される印象を持った。もし、この印象が

正しければ、視蓋は後期胚までに前方へ少し回転するので、鼻側網膜の神経節細胞

軸索が伸びる部分で線状のシグナルが観察される、ということになる。 

 以下の研究では、特に Scratch2遺伝子とアミロイド前駆タンパク質（APP）遺伝

子に焦点を当てつつ行った。Scratch2遺伝子は zinc finger 転写因子をコードし、神

経前駆細胞の移動に関与することが示されている（Nieto, 2002; Itoh et al., 2013）。

APPは、病理学的にはアルツハイマー病の原因物質として疑われている Aβを生ず

る一方、正常な神経において多面的な生理学的役割を果たすと考えられている（総

説として Müller & Zheng, 2012）。例えば、発生中のニワトリ胚視蓋では、網膜神

経節細胞の軸索伸長に関わることが示されている（Osterfield et al., 2008）。 

 図 2.1.1に示す ISHで検出したシグナルが、神経軸索に対応することを証明する

ために隣接切片において、上記の実験で線状の染色を示した Scratch2遺伝子の ISH

と、神経軸索を特異的に染色する抗アセチル化チューブリン抗体を用いた免疫蛍光

染色を行ったところ、ISHの染色パターンと似た、線状の蛍光パターンが見られた

（図 2.1.3）。更に、同一切片上で Scratch2の蛍光 ISHと抗アセチル化チューブリ

ン抗体による免疫蛍光抗体法による二重染色を行ったところ、蛍光の重複が見られ

た（図 2.1.4、黄色の蛍光）。これらのデータは、図 2.1.1の ISHで得られたシグナ

ルが神経軸索におけるものであり、軸索性mRNAを検出したことを示す。 
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2.2 ISH染色の特異性の検討 

 ISHで検出された軸索におけるものと思われる染色が特異的なものであるか調べ

るために、対照実験を行った（図 2.2.1）。対照実験において、（１）脱パラフィン後、

標本に発色液のみ添加したもの、（２）プローブを含まないハイブリダイゼーション

溶液を用いたもの、（３）pBluescript Ⅱ SK(+) 由来のプローブを用いたもの、の

何れもシグナルを生じなかった。 

 更に、古典的には対照実験として行われるセンスプローブを用いた ISHを行った

（図 2.2.2、図 2.4.5）。Scratch2、APPのセンスプローブは、それらのアンチセン

スプローブと同様の染色パターンを中脳視蓋において示した。即ち、中脳視蓋では

軸索性mRNAと同じ分布パターンをアンチセンス RNAが示した。一方、端脳では、

Scratch2のセンスプローブによる染色は、そのアンチセンスプローブと異なり、見

られなかった。このことは、筆者が検出した ISH染色の特異性を裏付ける。 

 次に、アンチセンス RNAの存在をさらに確認するため、ニワトリ後期胚（E18）

の脳から RNAを抽出し、ノザンブロット解析を行った。その結果、Scrt2と APP

に関し、センスおよびアンチセンスプローブの両方でバンドが観察された（図 2.2.3）。

このデータは、ニワトリ後期胚の脳におけるアンチセンス RNAの存在を更に支持す

る。 

 更に、検出した線状の ISH染色が特異的であることの別の証拠としては、他にも

多くの軸索が標本中に存在するにも関わらず、それらの軸索においては強い染色が

見られないことも挙げられる。 

  

2.3 他の軸索性mRNAプロファイリング研究の結果との比較 

 図 2.1.1に示す実験で同定した軸索性mRNAのうち、これまでに行われた軸索性

mRNAに関するプロファイリング研究（Taylor et al., 2009; Zivraj et al., 2010; 

Gumy et al., 2011）で同定されているものを調べたところ、表 2.3.1に示すように、

12の遺伝子に関し、それらの研究でも軸索性mRNAとして同定されていることが

分かった。 
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2.4 ニワトリ胚の脳において高レベル軸索性 RNAは E14で初めて検出される 

 次にニワトリ後期胚（E18）で観察された高レベル軸索性 RNAがいつ頃出現する

かを明らかにするため、Scratch2のアンチセンスプローブおよびセンスプローブを

用いて E9, E12, E14, E16胚の脳切片において ISHを行った（図 2.4.1〜5）。その

結果、両プローブとも、E14の試料で初めて軸索性 RNAを検出した。 

 

 

2.5 調べた限りニワトリ後期胚において高レベル軸索性 mRNAがコードするタン

パク質は軸索において検出されない 

 筆者が検出した高レベル軸索性mRNAが軸索において局所的に翻訳されている

かどうかを、ニワトリ後期胚（E18）において、Scratch2および APPに関して調べ

た。抗 Scratch2抗体または抗 APP抗体と、抗ニューロフィラメントM（NF-M）

抗体による蛍光二重染色を行ったが、軸索において抗 Scratch2抗体および抗 APP

抗体によるシグナルは検出されなかった（図 2.5.1、図 2.5.2）。このことは少なくと

も、調べた発生段階において、これらの軸索性mRNAは局所的に翻訳されていない

ことを示す。 

 

 

2.6 調べた限りマウスでは軸索性mRNAは検出されない 

 本研究で検出した高レベル軸索性mRNAがどの程度普遍的に見られる現象かを、

マウスにおいて調べた。マウス後期胚（E17）、新生仔（出生後 0 日目（P0）、P5、

P10、P15）、成体の脳において、Scratch2 mRNA、APP mRNA、そして軸索性mRNA

として最も良く研究されているβアクチンmRNAの分布を ISHで解析した（図

2.6.1〜5）。しかし、何れの場合も、ニワトリ後期胚で検出されたような高レベルの

シグナルは軸索において検出されなかった。 

 Ji & Jaffrey（2012）は、マウス三叉神経において Smad1/5/8の軸索性 mRNA の

局所的翻訳とそれにより生成された Smad1/5/8転写因子の逆行輸送がニューロンの

運命に影響を与えることを示しているが、彼らはまた、マウス E12.5胚における

Smad1/5/8の三叉神経軸索における ISHデータも提示している。このデータにおい

てそれらの軸索性mRNAのシグナルのレベルは非常に低い。筆者は、このデータに

関する追試を行ったが、彼らと同様、マウスE12.5胚の三叉神経軸索におけるSmad1

の発現レベルは大変低いことを確認した（図 2.6.6）。 
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2.7 ニワトリ後期胚中脳視蓋において高レベル軸索性 RNAを発現するニューロン

は SGC中の大型投射ニューロンであるらしい 

 ニワトリ後期胚中脳視蓋で見られる高レベル軸索性 RNAを伴う神経軸索の細胞

体の位置を特定するため、脂溶性蛍光色素 DiIによる軸索の逆行性標識実験を行っ

た（図 2.7.1）。高レベル軸索性 RNA が見られる中脳視蓋後部の SACに DiIを埋め

込んだところ、逆行性に標識された細胞体の多くが、SGCに位置する大型投射ニュ

ーロンであった。 

 

 

2.8 後期胚における SGC 中の大型投射ニューロンの前駆体候補である初期胚の

DTmesV ニューロンは GAP-43陰性である 

 一般的に脳室に近い層のニューロンは軟膜側の層のニューロンよりも早い発生段

階に生ずるとされている。ニワトリ胚の発生初期に中脳背側で生じ、後方に軸索を

伸ばすニューロンは DTmesVニューロンと視蓋延髄路ニューロンである（Ware & 

Schubert, 2011）。中脳視蓋 SGC付近から延髄に伸びる軸索の起始部に存在するニ

ューロンは、これらのニューロンである可能性がある。そこで、両初期ニューロン

の発生を観察するため、一般的に発生中の胚において汎ニューロンマーカーとされ

ている GAP-43に対する抗体を用いて初期胚の染色を行ったところ、DTmesVニュ

ーロンが GAP-43陰性であることを見出した（図 2.8.1、図 2.8.2、Onodera et al., 

2013）。また、GAP-43が終神経で強く発現することも見出した。 
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第３章 考察 

 本研究において、筆者はニワトリ後期胚の脳の一部の軸索に通常の ISHにより容

易に検出が可能な高いレベルで多様な RNAが存在することを見出した。このような

高レベル軸索性 RNAが同じぐらいの発生段階のマウスの脳で検出できるかに関し、

少数の遺伝子に関し解析を行ったが、マウスでは検出されなかった。筆者が知る限

り通常の ISHにより軸索で RNAが、筆者が検出したようなレベルで見出された例

は、Xenopus のオタマジャクシ幼生の網膜神経節細胞軸索におけるラミン B2 

mRNAのみである（Yoon et al., 2012）。一般的にある系において、何かが存在しな

いことを証明するのは大変難しい。ただ、哺乳類神経細胞では ZBP1の存在量が軸

索性 RNAの量を制限しているという報告があり（Donnelly et al., 2011）、そのこと

がマウスで高レベルの軸索性 RNAが検出されないことと関係があるのかもしれな

い。ニワトリや Xenopus の神経細胞では哺乳類に比べた ZBP1の存在量がどのよう

になっているのか興味が持たれる。軸索性mRNAは軸索再生にも寄与するので（総

説としてWillis & Twiss, 2006）、軸索性mRNAの量が制限されていることは軸索

再生能力の制限につながっている可能性がある。Xenopus オタマジャクシ幼生の視

神経は再生することが知られている（総説として Tanaka & Ferretti, 2009）。この

こととXenopusの網膜神経節細胞軸索でラミンB2 mRNAが高いレベルで存在する

ことを考え合わせると、ニワトリ後期胚で高レベル軸索性 mRNAを有するニューロ

ンの軸索再生能が哺乳類に比べ高いかどうか、興味のあるところである。この観点

から、ニワトリの高レベル軸索性 RNAの局在機構を明らかにすることは、軸索再生

研究に貢献するかもしれない。 

 筆者は、ニワトリ後期胚の脳において、Scratch2と APPに関し、アンチセンス

RNAが存在し、それらの分布が高レベル軸索性 mRNAと一部重複する、もしくは

同じ分布をすることを見出した。古典的な実験では ISHにおいて、センスプローブ

を負の対照実験として用いることが多かった。しかし、近年のシーケンシング技術

の格段の進歩により、ゲノムの大半の部分が転写されることが明らかになっている

（Hangauer et al., 2013）ことを鑑みると、センスプローブでシグナルが検出され

たことは驚くに当たらない。アンチセンス RNAのうち、miRNAについては軸索に

おいて少数の報告がこれまでにある（Natera-Naranjo et al., 2010; Sasaki et al., 

2014）。本研究で調べた発生段階では、Scratch2および APPタンパク質は軸索で検

出できなかった。このことは高レベル軸索性mRNAを有する軸索において翻訳調節

が行われていることを示唆する。筆者が同定した軸索性アンチセンス RNA がどのよ

うな構造をとっているか、あるいはそれがmiRNAへとプロセシングされるのかに



16 

 

ついては不明であるが、何らかの形でそのような翻訳調節に関与している可能性は

ある。 

 Scratch2はマウス大脳皮質において神経前駆細胞の移動に関与することが示され

ている（Itoh et al., 2013）。もし、軸索性 Scratch2 mRNAが翻訳されるとしても、

その機能は細胞移動とは関係しない可能性が高いと考えられる。 

 軸索における局所的翻訳は、ニューロトロフィンを含む細胞外シグナル分子の外

部刺激により引き起こされる（総説として Lin & Holt, 2007; Jung et al., 2012）。こ

の観点から BDNFや NT-3のようなニューロトロフィンのmRNAが高レベル軸索

性mRNAとして検出されたことは興味深い。軸索性のニューロトロフィン mRNA

は、局所的翻訳に関し自己フィードバックループを形成しているのかもしれない。 

 筆者はヒストン H1F0の軸索性mRNAも検出した。ヒストンmRNAは軸索には

存在しないとされてきたが（Taylor et al., 2005）、より最近、ラットの背根神経節

軸索において、H1F0を含む幾つかのヒストンのmRNAが検出されている（Gumy 

et al., 2011）。仮にヒストンが軸索で局所的に翻訳されたとして、それがどのような

機能を持つかは不明である。 

 本研究で検出された高レベル軸索性 RNAを伴う軸索は、中脳視蓋 SGC付近から

延髄に伸びるもの、端脳中央部に後方から伸びるもの、そして中脳視蓋 SOで検出

されるものの３種類である。このうち SOは視神経が投射する層であり、恐らく網

膜神経節細胞軸索でシグナルが検出されていると考えられる。同じ胚由来の切片で

も SOでシグナルが検出されるものとそうでないものがあるので、網膜神経節細胞

における高レベル軸索性mRNAの分布は一様ではないことが予想される。SOでシ

グナルが検出された遺伝子には Pax6 および Otx2が含まれる。Yoon et al.（2012）

は Xenopusのオタマジャクシ幼生の網膜神経節細胞軸索でラミン B2の高レベル軸

索性mRNAを検出しているが、彼らのデータでは Pax6 の発現レベルが大変低く、

この点が本研究と異なる。また、 Sugiyama et al.（2008）はマウスの網膜神経節

細胞で産生された Otx2タンパク質が、２つのシナプスを越えて、外側膝状体経由で

一次視覚野に達することを示している。本研究で同定した網膜神経節細胞由来と思

われる軸索中の Otx2高レベルmRNAが局所的に翻訳されるかどうか、あるいはそ

のタンパク質が中脳視蓋でシナプスを越えて機能するかどうかは、今後の研究課題

である。分泌性タンパク質としては Otx2だけでなく Fgf8の高レベル軸索性mRNA

も筆者は検出している。マウスの三叉神経で組織レベルで検出限界に近い低いレベ

ルの軸索性mRNAが局所的に翻訳され機能しているらしいことを鑑みると（Ji & 
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Jaffrey, 2012）、軸索からシグナル分子が分泌されるような系で、局所的翻訳が見逃

されている可能性があると考えられる。 

 本研究で同定した高レベル軸索性 RNAの由来が細胞体由来のものか、それともグ

リアなど周囲の細胞に由来するものかは不明である。これらの軸索が由来するニュ

ーロンは、その分布から判断するに、何れも投射ニューロンである。前述の通り、

SOで検出される軸索は網膜神経節細胞軸索である可能性が高い。一方、端脳中央部

に後方から伸びる軸索は起始部が本研究では良く分からなかった。今後、連続切片

を系統的に染色し、三次元再構成することにより、起始部を明らかにできるはずで

ある。中脳視蓋 SGC付近から延髄に伸びる軸索の場合、ISHのシグナルパターンと

脂溶性蛍光標識による逆行性標識実験より、少なくとも一部はニューロピリン１陽

性ニューロンおよび／またはコリンアセチルトランスフェラーゼ陽性ニューロンで

ある可能性が高いと思われる（Yamagata et al., 2006）。 

 筆者は後期胚の中脳視蓋 SGC中の大型投射ニューロンの前駆体候補である

DTmesVニューロンがGAP-43陰性であることを発見した（Onodera et al., 2013）。

GAP-43は軸索伸長に重要であるとされているので（総説として Benowitz & 

Routtenberg, 1997）、これは予想外の発見であったが、GAP-43と構造は異なるも

のの機能的に相同である CAP-23/Basp1が（Frey et al., 2000）、DTmesV ニューロ

ンで機能しているのかもしれない。あるいは、DTmesVニューロンでは、GAP-43

が他の初期胚のニューロンと異なる翻訳後修飾をうけ、このため使用した抗GAP-43

抗体で認識されなかったのかもしれない。 

 シャルコー・マリートゥース病（CMT）、脆弱Ｘ症候群（FXS）、脊髄性筋萎縮症

（SMA）といった幾つかの遺伝性神経疾患が、軸索性翻訳が損なわれることにより

発症することが明らかになりつつある（Wallen & Antonellis, 2012; Bassell & 

Warren, 2008; Li et al., 2014）。高レベル軸索性 RNAの研究の進展は、前述した再

生医療の発展に加え、そのような疾患の診断や予後、治療に大きな寄与をするであ

ろう。 
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第４章 実験方法・材料 

4.1 動物 

 

4.1.1 ニワトリ 

 本実験で用いたニワトリ有精卵はヤマギシズム生活榛名実顕地より購入した。購

入後、ニワトリ有精卵は 16℃の気相インキュベーター中で実験に用いるまで保管し

た。孵卵開始後、水を満たした容器も同時に入れることで湿度を保ちながら、気相

インキュベーターにより 38.5℃で孵卵した。 

組織学用の試料を得るために、適当な時間培養した有精卵中の胚から解剖により

脳を取り出し、室温で固定した。固定方法は胚の大きさや染色方法に応じて、パラ

ホルムアルデヒド（PFA）溶液（4% in PBS）による 16時間の固定、もしくはブア

ン固定液（ピクリン酸飽和水溶液：ホルマリン：氷酢酸＝15 : 5 : 1）による 6〜12

時間の固定を使い分けた。抗体染色用の試料の場合、抗原性に影響が出るのをでき

るだけ避けるため、4% PFA溶液、もしくは氷酢酸を欠くブアン固定液を固定に用

いた。 

その後、ジエチルピロカーボネート（DEPC）処理済み PBST（PBS＋0.1% 

Tween-20）（DEPC-PBST）で洗浄し、50% EtOH/ DEPC-PBST、80% EtOH/DEPC

処理済み DW（DEPC-DW）、95% EtOH/ DEPC-DW、100% EtOHにより脱水を

30分～3時間ずつ行い、-20℃で保存した。凍結切片用の試料の場合、固定後、脱水

は行わず、ショ糖による凍結保護処理後、O.C.T. Compoundに包埋した（後述）。 

 

4.1.2 マウス 

 本実験で用いたマウスは、日本クレアより購入した。成体マウスの試料を採取す

る場合は、頸椎脱臼後、4% PFA溶液による灌流固定を行ったのち、また幼弱個体

の場合は断頭後、解剖により脳を取り出し、4% PFA溶液中で 16時間固定を行った。

胚試料を採取する場合は、妊娠マウスを頸椎脱臼後、胎生 12.5日胚の場合は解剖に

より取り出した全胚を、胎生 17日目胚の場合は解剖により取り出した脳を、4% PFA

溶液に移し、16時間固定を行った。成体、幼若個体、胚の何れの試料の場合も、固

定後、DEPC-PBSTで洗浄し、50% EtOH/ DEPC-PBST、80% EtOH/ DEPC-DW、

95% EtOH/ DEPC-DW、100% EtOHにより脱水を 30分～3時間ずつ行い、-20℃

で保存した。 
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4.2 cDNA断片のサブクローニング 

 ISHにおけるプローブ作製のための鋳型 cDNA断片の多くは、E2全胚 E9脳ま

たは E18脳由来のポリ A+ mRNAから RT-PCRにより単離し、汎用ベクター

pBluescript II SK(+) の EcoR V部位にサブクローニングした。RT-PCRの際に用い

たプライマーを表 4.2.1に記す。一部の鋳型 cDNAは仲村春和研究室からの giftで

ある（表 4.2.1）。 

 

4.3 切片作製と ISH 

 解析に用いた胚試料は多くの場合、全胚として実験処理するには大きすぎるため、

胚組織の切片を作製し、解析を行った。切片作製のための方法として、パラフィン

切片作製法と凍結切片作製法を用いた。 

 

4.3.1 パラフィン切片作製法 

 目的の試料を脱水処理した後、キシレンによる脱脂を行い、パラフィン浸透し、

パラフィンブロックを作製した。これをミクロトームにより 7～10µm 厚に薄切し、

MASコートスライドグラス（松浪硝子工業）に貼り付けた。 

パラフィン切片の場合、ISHに先立ち、キシレンによる脱パラフィン処理と EtOH

置換を行った。 

 

4.3.2 凍結切片作製法 

 固定した試料を PBSで洗浄した後、10%ショ糖溶液/PBS、20%ショ糖溶液/PBS

でそれぞれ１〜２時間置換した後、30%ショ糖溶液/PBS で一晩（O/N）置換した。

そのあと Optimal Cutting Temperature (O.C.T.) Compound（Sakura, Tissue-Tek 

4583）で包埋し、-80℃のディープフリーザーで一晩凍結した。これを用いてクライ

オスタットにより 10µm厚の切片を作製し、MASコートスライドグラス（松浪硝子

工業）に貼り付けた。 

 

4.3.3 in situ ハイブリダイゼーション（ISH） 

 ISHの手順は、高木ら（2006）に従って行った。目的の試料を PBSで洗浄後、

Proteinase K 処理（1µl/ml in PBS、10分）によるタンパク質の部分分解を行い、

後固定（4%PFA/DEPC-PBS、10分）を行うことで弱くなった試料を補強した。続

いて、プローブの非特異的な吸着によるバックグランドを防止するため、試料のア

セチル化（室温、20分）を行った。アセチル化溶液の組成は、0.25%（v/v）無水酢
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酸 / 0.1M トリエタノールアミン（pH8.0）である。次に、試料をハイブリダイゼー

ション溶液に馴染ませるために、プローブが入っていないハイブリダイゼーション

緩衝液中でプレハイブリダイゼーション（65℃、1時間）を行った後、ハイブリダ

イゼーション（65℃、O/N）を行った。ハイブリダイゼーション緩衝液の組成は、

50%ホルムアミド（和光純薬、生化学用）、5x SSC(pH7.0)、50μg/ml ヘパリン（Sigma, 

H3393）、200μg/ml 酵母 tRNA（Sigma, R7125）である。ハイブリダイゼーショ

ンに際しては、反応を湿箱中で行うと共に、ハイブリダイゼーション溶液をスライ

ドガラスに滴下後、パラフィルム（2.5cm × 6.0cm）をスライドガラスに被せること

により、溶液の蒸発を防いだ。パラフィルムによる被覆は、少量のハイブリダイゼ

ーション溶液を試料上に効率よくかつ均一に広げる効果もある。プローブは前述の

cDNAを制限酵素により直鎖化した後、T3 RNAポリメラーゼ（Thermo Scientific）

もしくは Thermo T7 RNAポリメラーゼ（Toyobo）を用いて作製後、マイクロバイ

オスピンカラム 30 Tris RNase free（BioRad, 732-6250）を用いて精製した。また、

対照実験において用いた pBluescript Ⅱ SK(+)由来プローブは、pBluescript Ⅱ 

SK(+)を NgoM IV（NEB）で直鎖化後、T3 RNA ポリメラーゼを用いて作製した。 

 ハイブリダイゼーション後、2×SSC/ホルムアミド（65℃）で 1時間、0.1×SSC（65℃）

で2時間、プローブの洗浄を行い、TTBS（20mM Tris•HCl(pH8.0), 0.5M NaCl, 0.1% 

Tween-20）に置換した。TTBSを除去後、スライドガラスの縁に付着している TTBS

を拭き取った後、パップペンでスライドガラスの縁を囲むようにブロッカーを塗布

した。続いて、室温で 30分ブロッキング溶液（5mg/mlカゼイン、0.1%ヒツジ血清 

in TTBS）による処理を行った後、ブロッキング溶液で 2000倍に希釈したアルカリ

ホスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体（抗 DIG-AP抗体、Roche）で、室温に

て 2時間処理した。その後、TTBSによる洗浄（15分）を 4回行い、NTM（100mM 

Tris•HCl(pH9.5)、50mM MgCl2、100mM NaCl）に置換した。更に、発色反応を

発色液（4-ニトロブルーテトラゾリウムクロライド（NBT, 0.1g/ml ジメチルホルム

アミド溶液, Roche）4.5µl、5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-リン酸

（BCIP/X-phosphate, 0.05g/ml ジメチルホルムアミド溶液（4-トルイジン塩）, 

Roche）3.5µlを NTM 1mlで希釈）中で遮光しつつ 25℃で行った（約 6～18時間）。

最後に、試料を TEで洗浄後、水性封入し、正立型蛍光顕微鏡（Axioskop2 plus, ZEISS）

および、実体顕微鏡（SZ61, OLYMPUS）で観察・撮影した。 

 なお、免疫蛍光抗体法と組み合わせた二重染色を行う場合は、発色基質を上記の

ものではなく Fast Red（Sigma, F4648）を用いて行った。 
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4.4 免疫蛍光抗体法 

 

4.4.1 パラフィン包埋切片の前処理 

 パラフィン包埋切片の場合、脱パラフィン後、必要に応じて抗原の賦活化を行っ

た。賦活化のために、0.01M クエン酸溶液 pH6.0中で電子レンジにより 10分間加

熱し、引き続き室温で 20分以上放冷した。そして、PBSTにより室温で 5 分間 3回

洗浄した。 

 

4.4.2 凍結切片の前処理 

 凍結切片の場合、最初に O.C.T. compoundを除去する必要がある。試料がスライ

ドガラスに接着している場合、50ml の PBSを注いだ染色バット中に試料が載った

スライドガラスを入れ、室温で 5分間の洗浄を 3回行い、O.C.T. compound を除去

した。また、試料が O.C.T. compound上に接着し、スライドガラスに直接接着して

いない場合は、湿箱で以下の操作を行った。即ち、スライドガラスに PBSを 750μ

l適下し、室温で 5分間の洗浄を 3回行った。O.C.T. compound 除去後、30分から

1時間程度乾燥させ使用した。 

 

4.4.3 切片免疫蛍光抗体法  

 切片の前処理後、パップペンを用いてスライドガラスの縁を囲むようにブロッカ

ーを塗布した。続いて、PBSTで 5分間 3回洗浄し、ブロッキング溶液（5%ヒツジ

血清 in PBST、熱変性済み）でブロッキングを行った後、ブロッキング溶液で希釈

した一次抗体を加え、4℃で一晩抗原抗体反応を行った。翌日 PBSTで 5 分間 3回

洗浄後、ブロッキング溶液で希釈した二次抗体を加え、室温で 2時間、あるいは 4℃

で一晩抗原抗体反応を行った。その後、PBSTで 5分間 3回洗浄し、必要に応じて

対比染色を行った。対比染色は、細胞核の分布と比較するために、DAPI染色（DAPI 

（SIGMA,340-07971） / PBS 1ul/ml 遮光室温 5分間、染色後 PBSで 5分間 3回洗

浄する）を行った。最後に、水性封入剤（70%グリセロール）に退色防止剤 DABCO

（封入剤 1ml当たり 0.023g、Sigma D2522）を加え、封入し、正立型蛍光顕微鏡 

（Axioskop2 plus, ZEISS） および、実体顕微鏡（SZ61, OLYMPUS）で観察・撮

影した。 

 本研究で用いた一次抗体および二次抗体の使用時の希釈率は以下の通りである。 

一次抗体 

 3A10（Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB）  1/400 

 抗アセチル化チューブリンモノクローナル抗体（Sigma, T6793） 1/500 
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 抗 Scratch2 ウサギポリクローナル抗体（Itoh et al., 2013） 1/500 

 抗 APPウサギポリクローナル抗体（Invitrogen, 51-2700）  1/500 

 4H6（抗ニューロフィラメントM抗体、DSHB）    1/100 

 抗 GAP-43ウサギポリクローナル抗体（Novus Biologicals）  1/500 

二次抗体 

 Alexa Fluor 488標識抗マウス IgG ヤギ抗体（Invitrogen, A11001）1/500 

 Alexa Fluor 594標識抗マウス IgG ヤギ抗体（Invitrogen, A11012）1/500 

  HRP標識抗ウサギ IgG ヤギ抗体（Millipore, 12-348）  1/1500 

 

4.4.4 TSA Plus Biotin System 

 Scratch2および APPの免疫蛍光抗体法による検出に当たっては、TSA Plus 

Biotin Systemによる増感を行った。まず切片の前処理後、PBSで洗浄し、更に内

在性ペルオキシターゼを不活性化するために 3%     /PBS処理を室温 30分から 1

時間程度行った。PBSで洗浄後、パップペンを用いてスライドガラスの縁を囲むよ

うにブロッカーを塗布した。TNT 洗浄液（100mM Tris•HCl(pH7.5), 150mM NaCl, 

0.05% Tween-20）で 5分間 3回洗浄し、TNB ブロッキング緩衝液（100mM 

Tris•HCl(pH7.5), 150mM NaCl, 0.5% Blocking Reagent, Invitrogen, FP1020）で

ブロッキングを室温 30分間行った後、一次抗体反応を 4℃で一晩行った。TNT洗浄

液による洗浄を 5分間 3回行った後、二次抗体（Peroxidase AffiniPure Goat 

Anti-Mouse IgG (H+L)）を室温で 2時間以上、あるいは 4℃で一晩反応させた。TNT

洗浄液による洗浄を 5分間 3回行った後、Biotin Plus Amplification Reagent

（Perkin Elmer, NEL749A001KT）を用いてビオチン化チラミド生成反応を行った。

TNT洗浄液による洗浄を 5分間 3回行い、PBSで 1/1000希釈した Streptavidin, 

Alexa 488 conjugate（Invitrogen, S-11223）を遮光室温で 30分間ビオチンに結合

させた。TNT洗浄液による洗浄を 5分間 3回、PBSによる洗浄を 10分間行い、70%

グリセロールで封入し、正立型蛍光顕微鏡（Axioskop2 plus, ZEISS）で観察・撮影

した。 

 

4.5 ノザンブロット解析 

 組織からトータル RNA抽出後、ホルムアルデヒド（2%）を含む１ｘMOPS 緩衝

液で作製した 1%アガロースゲルにて分離した。Hybond N+（GEヘルスケア

/Amersham）へのブロッティングは 20×SSC（DEPC処理済み）を用いて室温で

８時間行った。Hybond N+上に核酸を固定させるために UVクロスリンク



23 

 

（120mJ/cm2）を UVクロスリンカー（UVP Inc）を用いて行った。DIG Easy Hyb

（Roche）中でプレハイブリダイゼーションを 68℃で 30分～数時間行い、ハイブリ

ダイゼーションを 68℃で一晩行った。なお、各プローブは濃度 100ng/ml に希釈し

た。ハイブリダイゼーション後、Hybond N+を 2×SSC/0.1%SDS（DEPC処理済み）

で 5分間 2回洗浄し、更に予熱した 0.1×SSC/0.1%SDS を用いて 68℃で 15分の洗

浄を２回行った。洗浄緩衝液（pH7.5）（マレイン酸緩衝液［0.1M マレイン酸、0.15M 

NaCl］、0.3% Tween-20）で２分洗浄後、ブロッキング溶液（10%ブロッキング試薬

（Roche）/マレイン酸緩衝液）中で 30分～3時間ブロッキング処理を行い、更にブ

ロッキング溶液で1:10000に希釈した抗DIG-AP抗体を室温で30分間反応させた。

その後、洗浄緩衝液で 15分間 2回洗浄後、検出緩衝液（0.1M Tris-HCl(pH9.5)、

0.1M NaCl）に置換した。そして、CDP-Star（Roche）希釈標準溶液（12.5mM 濃

縮液を検出緩衝液で 50倍希釈したもの）を添加し、5分反応させ、フィルムに 15

～25分間露光した。 

 

4.6 脂溶性蛍光色素による軸索の逆行性標識 

 E18ニワトリ胚の脳を採取後、4%PFAで一晩固定した。それを PBSで洗浄後、

中脳視蓋の尾側の SAC付近に脂溶性カルボシアニン色素 1,1'-ジオクタデシル

-3,3,3',3'-テトラメチルインドカルボシアニンペルクロラート（DiI、TAKARA）の

結晶を置き、PBS中で約 1ヵ月間遮光・静置した。必要に応じて、3～4日間毎に顕

微鏡下で DiIの拡散状態を確認した。十分 DiIが拡散したことを確認後、標本をア

ガロースゲル（2% in PBS）で包埋し、ビブラトームを用いて 50～100µm 厚の切片

を作製した。それらの切片をスライドガラス上に並べ、水性封入し、正立型蛍光顕

微鏡（Axioskop2 plus, ZEISS）で観察・撮影を行った。 
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之岩手大学教授（現名誉教授）・山本欣郎教授・中牟田信明准教授に篤く御礼申し上

げます。 

実験のサポートをしていただいた岩手大学工学部技術職員の渡辺美和さん、岩手

大学連合農学研究科の清水佑太郎さんに篤く御礼申し上げます。 

共焦点レーザー顕微鏡の使用方法に関しご助言を頂いた岩手大学農学部付属寒冷

バイオフロンティア研究センターの河村幸男准教授に篤く御礼申し上げます。 

プラスミドを分与して頂いた岩手大学工学部の福祉システム工学科（2012 卒業）

の秋田谷卓生さんに篤く御礼申し上げます。 

最後に、終始ご協力頂きました岩手大学工学部荒木研究室の皆様に心から感謝い

たします。 
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図 2.1.1 E18ニワトリ胚中脳視蓋（前部）水平断切片における ISHシグナル 

ニワトリ胚中脳視蓋は、視神経線維層（SO, stratum opticum）、浅灰白線維層（SGFS, 

stratum griseum et fibrosum superficiale）、中心灰白層（SGC, stratum griseum 

centrale）、中心白層（SAC, atratum album centrale）、脳室周囲線維層（SFP, 

stratum fibrosum periventriculare）、脳室層（VL, ventricular layer）から構成さ

れる。

当研究室で検出した神経軸索索に

存

在する mRNA

ACAN BCAN

Mef2c Mef2d

Fgf8

DBHSp5BDNFGAD65 GAD67
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Histone 
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GlyT2

aPKCζ
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Pax6 Myosin1B

Par3TfBPSP-R

TH

ZFP488

Gata3 Teashirt2 Scratch2 Cash1 Otx2 AP2β ChAT SERT

APP

SO

SGFS

SAC

SGC

VL
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図 2.1.2 E18ニワトリ胚中脳視蓋における Otx2 の発現 

切片は水平断である。Aが視蓋前部、Bが視蓋側部、Cが視蓋後部、Dが全体像で

ある。Eは A中の四角部分の拡大図である。  

E
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図 2.1.3 ニワトリ後期胚中脳視蓋の隣接切片における Scratch2 アンチセンスプロ

ーブによる ISHシグナルと軸索の走行の比較 

孵卵開始後 18日目のニワトリの脳から水平断切片を製作し、隣接切片において

Scratch2 アンチセンスプローブによる ISHシグナルと軸索の走行を比較した。E

と Fはそれぞれ Bと Cの図中の四角部分の拡大図である。ISHの線状の染色が、軸

索の染色と同じ方向を向いている（E, F）。A, B, Eは Scratch2 アンチセンスプロー

ブによる ISHシグナル、C, Fは抗アセチル化チューブリン抗体による蛍光染色、D

は DAPI染色により Cの切片における細胞核の位置を示す。C, D, F の切片では賦

活化を行っている。スケールバーは 0.5mmである。  
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図 2.1.4 ニワトリ後期胚中脳視蓋の同一切片における Scratch2 アンチセンスプロ

ーブによる ISHシグナルと軸索の走行の比較 

E18ニワトリ胚の脳から凍結矢状切片を作製し、同一切片上で Scratch2 アンチセ

ンスプローブによる FISH（B）と 3A10抗体による免疫抗体染色（C）の二重染色

を行った。核は DAPIを用いて染色した。Aは B, Cの四角部分の拡大図である。 

  

A

B C
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図 2.2.1 負の対照実験 

ISHのシグナルが特異的であるか調べる為、対照実験を行った。切片は水平断、視

蓋後部を使用した。Aは脱パラフィン後、発色液のみを添加した試料、Bはプロー

ブ無しの染色、Cは pBluescript Ⅱ SK(+) 由来プローブによる染色を示し、その拡

大写真を Dに示す。スケールバーは 0.5mmである。 
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図 2.2.2 ニワトリE18胚の脳におけるAPP mRNAおよびAPPアンチセンスRNA

の発現パターン 

A, B, C, DがAPP-N618アンチセンスプローブで検出したAPP mRNAの分布、E, F, 

G, Hが APP-N618センスプローブで検出した APPアンチセンス RNAの分布を示

す。下段 I, J, K, Lが APP-C2345アンチセンスプローブで検出した APP mRNAの

分布、M, N, O, Pが APP-C2345センスプローブで検出した APPアンチセンス RNA

の分布を示す。奥平桂子修士論文（2013）より一部改変。  
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I J K
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図 2.2.3 Scratch2と APP-N618および APP-C2345のノザンブロット解析 

アンチセンス RNAの存在を更に調べる為に、ニワトリ E18胚から RNAを抽出し、

ノザンブロット解析を行った。Scratch2のセンス及びアンチセンスプローブの両方

でバンドが検出された。 
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図 2.4.1 ニワトリ E9胚の脳における Scratch2 mRNA及びアンチセンス RNAの

分布 

A, B, C, D がmRNA、E, F, G, H がアンチセンス RNA。写真 A, Eが視蓋前部、B, F

が視蓋側部、C, Gが視蓋後部、D, Hが全体像を示す。スケールバーは 0.5mmであ

る。 
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図 2.4.2 ニワトリE12胚の脳における Scratch2 mRNA及びアンチセンス RNAの

分布 

A, B, C, D がmRNA、E, F, G, Hがアンチセンス RNA。写真は A, Eが視蓋前部、

B, Fが視蓋側部、C, G が視蓋後部、D, Hが全体像を示す。スケールバーは D, Hが

5mm、それ以外は 0.5mmである。  

E12胚の中脳視蓋におけるScratch2 RNA & anti RNAの分布

A B
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図 2.4.3 ニワトリE14胚の脳における Scratch2 mRNA及びアンチセンス RNAの

分布 

A, B, C, D, EがmRNA、F, G, H, I, Jがアンチセンス RNA。写真は A, F が視蓋前

部、B, G が視蓋側部、C, Hが視蓋後部、D, Iが全体像を示す。E, Jは視蓋後部の拡

大写真を示す。スケールバーは D, Iが 5mm、それ以外は 0.5mmである。 
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図 2.4.4 ニワトリE16胚の脳における Scratch2 mRNA及びアンチセンス RNAの

分布 

上段がmRNA、下段がアンチセンス RNA。A, Eが視蓋前部、B, Fが視蓋側部、C, 

Gが視蓋後部、D, Hが全体像である。スケールバーは D, Hが 5mm、それ以外は

0.5mmである。  
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図 2.4.5 ニワトリE18胚の脳における Scratch2 mRNA及びアンチセンス RNAの

分布 

上段がmRNA、下段がアンチセンス RNA。A, Fが視蓋前部、B, Gが視蓋側部、C, 

Hが視蓋後部、D, Iが全体像、E, Jが前脳を示す。スケールバーは 0.5mm である。 
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図 2.5.1 ニワトリ E18 胚の脳における Scratch2タンパク質の分布 

赤色は抗 NF-M抗体、緑色は抗 Scratch2抗体による蛍光染色を示す。E´, F´, G’は

E, F, G 中の四角で囲まれた領域の拡大写真である。これらを比較すると軸索でタン

パク質は見られないことが分かる。この切片では賦活化を行っている。A, Cが視蓋

前部、B, Dが視蓋側部、E, F, Gが視蓋後部と合成写真を示す。スケールバーは 0.5mm。 
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図 2.5.2 ニワトリ E18 胚の脳における APPタンパク質の分布 

赤色は抗 NF-M抗体、緑色は抗 APP抗体による染色を示す。C´, D´は C, D中の四

角で囲まれた領域の拡大写真である。これらを比較すると軸索でタンパク質は見ら

れないことが分かる。この切片では賦活化を行っている。A, Bが視蓋前部、C, Dが

視蓋側部、E, Fが視蓋後部を示す。スケールバーは 0.5mm。  
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図 2.6.1 マウス幼若個体におけるβ-actin の発現 

A, Bは P0、C, Dは P5、E, Fは P10 である。切片 in situ ハイブリダイゼーション

（矢状切片）スケールバー0.5mmである。 
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図 2.6.2 ニワトリ E18 胚中脳視蓋におけるβ-actin の発現 

水平断切片を用いて ISHを行った。スケールバーは 0.3mmである 
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図 2.6.3 マウス E17胚の脳における Scratch2の発現 

ニワトリと同様に中脳視蓋で層特異的に発現しているが、軸索における RNAの分布

は見られなかった。Aが全体像、Bが中脳、Cが大脳皮質を示す。切片 in situ ハイ

ブリダイゼーション（矢状切片）、スケールバーは 0.5mmである。 
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図 2.6.4 マウス幼弱個体における Scratch2の発現 

上段から P0,P5,P10マウス胚の切片 in situ ハイブリダイゼーション（矢状切片）、

スケールバーは 0.5mmである。A, C, Eが海馬、B, D, F が全体像を示す。 
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図 2.6.5 マウス幼弱個体における APPの発現 

上段から P0,P5,P10マウス胚の切片 in situ ハイブリダイゼーション（矢状切片）、

スケールバーは 0.5mmである。A, C, Eが海馬、B, D, F が全体像を示す。 

 

  

マウス胚におけるAPPの発現

C D

FE

A B
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図 2.6.6 マウス E12.5胚における Smad1の発現 

先行研究（Ji & Jaffrey, 2012）と同様の ISHを行った。矢状断、スケールバー0.5mm。 

Aが三叉神経付近の拡大図、Bが全体像を示す。 
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図 2.7.1 脂溶性蛍光色素 DiIによる軸索標識 

軸索の細胞体の位置を特定する為に軸索が強く染色された中心白層に DiI 結晶を埋

め込み、逆行性標識した。矢印は中心灰白質に存在する当該神経軸索の細胞体を示

す。スケールバーは 0.5mmである。 
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図 2.8.1 ニワトリ胚吻側脳におけるアセチル化αチューブリンと GAP-43 の発現

パターンの比較 

抗アセチル化αチューブリン抗体（緑、A, C, E, G, I, K）および抗 GAP-43抗体（赤、

B, D, F, H, J, L）による二重免疫蛍光染色。発生段階は HH14（A, B）、HH16（C, D）、

HH17（E, F）、HH18（G, H）、HH20（L, J）、HH21（K, L）である（Hamburger 

& Hamilton 1951）。試料は腹側中線に沿って切った後、脳室側をスライドグラスに

向けてフラットマウントした。 
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図 2.8.1（つづき）  

A´-L´において点線は、端脳-間脳、間脳-中脳、中脳-菱脳境界を示す。背側中線（dm）

を矢印で示す。破線は腹側中線（vm）を示す。四角で囲んだ領域を、図 2.8.2で拡

大している。略号：di, 間脳、III, 動眼神経、mes, 中脳、os, 眼柄、pi, 松果体、rh, 

菱脳、tel, 端脳、MLF, 内側縦束（medial longitudinal fascicle）、TPOC, tract of the 

postoptic commissure、TN, 終神経（terminal nerve）、TPC, tract of the posterior 

commissure、DTmesV, 三叉神経中脳核下行路（descending tract of the 

mesencephalic nucleus of the trigeminus）、LLF, 外側縦束（lateral longitudinal 

fascicle）、TB, 視蓋延髄路（tectobulbar tract）。スケールバーは 1mmである。  
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図 2.8.2 ニワトリの発生中の軸索における GAP-43タンパク質の差異的発現 

抗アセチル化αチューブリン抗体（緑、A, C, E, G, I,）および抗 GAP-43抗体（赤、

B, D, F, H, J,）による二重免疫蛍光染色。HH14において殆どの DTmesV ニューロ

ンは GAP-43陰性（A, B）である一方、TPOC（C, D）およびMLF（E, F）ニュー

ロンは陽性である。但し、少数の DTmesVニューロンは弱く GAP-43を発現する（A, 

Bの矢頭）。HH21において大多数の DTmesV軸索は未だ GAP-43に関し陰性であ

る一方、少数のものは陽性である（G, Hの矢頭）。（I, J）推定 TN細胞は GAP-43

を発現する一方、周りの端脳ニューロンの発現は低いか検出できない（HH25）。ス

ケールバーは 0.1mmである。 
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表 2.3.1 他の軸索性 mRNA プロファイリング研究でも検出された高レベル軸索性

mRNAを生ずる遺伝子 

 

  

Taylor et al. (2009) Zivraj et al. (2010) Zivraj et al. (2010) Gumy et al. (2011) Gumy et al. (2011)

E18ラット大脳皮質

から単離した

ニューロンの培養

11日目に軸索切断

し、その２日後に

おいて、有意に存

在量が変化する軸

索性mRNA

E15マウスから単離

した網膜神経節細胞

の培養１日後の成長

円錐のmRNA

Xenopus のstage

32幼生から単離し

た網膜神経節細胞

の培養１日後の成

長円錐のmRNA

４日培養したE16

ラット由来背根神

経節ニューロンの

軸索

４日培養した成体

ラット由来背根神

経節ニューロンの

軸索

Gata3 ○

Scratch2 ○

Histone H1F0 ○ ○

KIF1B ○ ○

Mef2D ○

Fgf8 ○

Pax6 ○

Myosin IB ○

BCAN ○

Hey1 ○

DBH ○

APP ○ ○
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表 4.2.1 鋳型 cDNA単離に用いたプライマー 

 


