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はしがき

本報告書は平成7年 度～平成9年 度に渡って研究代表者:木 山博資らが研究課題 「神

経系各種活性物質の機能解析のためのプログラム ドノックアウトマウス作成系の開発」

のために受領 した文部省科学研究費補助金(試 験研究B/基 盤研究A)に よって行われ

た研究の報告である.な を、平成7年 度時点では本研究は試験研究Bで あったが、制度

の変更により最終年度は基盤Aと なっていること.ま た、研究代表者が平成9年2月1

6日 より大阪大学医学部助教授から旭川医科大学教授へ昇任したため、所属機関の変更

が平成9年 にあったこと.さ らに、これにともない平成9年 度の研究分担者は加藤英政

(現:旭 川医科大学医学部助手)の みであったことを申し添える.

以下、研究内容の詳細に入る前に、研究組織 ・研究経費 ・研究発表等について記載す

る.

研究組織

研究代表者=木 山 博資(旭 川医科大学医学部教授)平 成7～9年 度

研究分担者:田 賀 哲也(大 阪大学細胞工学センター助手)平 成7～8年 度

研究分担者:加 藤 英政(旭 川医科大学医学部助手)平 成7～9年 度

研究分担者:今 泉 和則(田 辺製薬(株)研 究員)平 成7年 ～8年 度

研究分担者:津 田 学(田 辺製薬(株)研 究員)平 成7年 ～8年 度

研究経費

平成7年 度

平成8年 度
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計

7,800千 円
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2,700千 円

13,500千 円
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研究成果

本研究の 目的は標的遺伝子組換えを用いるのではな く標 的遺伝子の発現を一時的に抑

制しようと試みるものである.こ の系を開発す るにあた って、我々が以前か ら神経再生

関連遺伝子の探索を行っていた経緯 も考慮 し、本研究では損傷を与えた後神経再生時 に

特異的に発現する遺伝子群の発現を抑制することによって、それ ら遺伝子の機能を検 討

することを 目指 した.こ のた め に、神 経 損傷 に応 じて 著 しい発現 促進 を示す遺伝 子

GAP-43の 発 現を コン トロ0ル して いるプ ロモーター に着 目 し、このプロモーターの下

流に目的遺伝子のアンチセンスや リボザイムをコー ドした遺伝子の トランス ジェニ ック

動物を作成 する ことを試み た.(リ ボ ザ イ ム によ る 機 能 抑 制 に 関 して は、我 々は

GAP-43リ ボ ザ イ ム を 用 いinvitroの 系 で 確 認 を 行 っ た.Imaizumietal,Mol.

BrainRes.1995).平 成7年 度はGAP-43プ ロモ ーター領域 の クローニ ング を行 い.平

成8年 度 に は 、 これ が 正 しく作 動す る ことを試み るため に本 プロモータ ーの下流 に

LacZを 結 合 させ た遺伝 子 の トラ ンス ジェニ ックマ ウスの作成を試みた.GAP-43は 成

熟動物ではあま り発現 してお らず、発生の過程や神経再生 時に多く発現することが知 ら

れているので、胎児の 時点でLacZの 発現 パタ ー ンを確 認 し目的 の遺伝子発現 を行 って

いるかどうかを検討 した.こ こで 、一つの問題点が明 らか にな った.ト ラ ンス ジェニ ッ

クの効率が極端 に悪いということである.神 経傷 害時 に特 異的 に発現 させ るためにプ ロ

モーター領域を大きくとりす ぎたためと考え られたため、GAP-43プ ロモ ータ ー領域

を短 くし軽 量化 を試みた.LacZの 発現 を指標 に、各種 プ ロモー ター長のコンス トラク

トを用 い トラ ンス ジェニ ック動物の作成 を試みた.平 成9年 度 に入 ってか らよ うや く

GAP-43の プ ロモ ー タの下流 にGAP-43のN末 の ア ミノ酸 配列 とLacZの 融合蛋 白を つ

ないだ コンス トラク トによる トラ ンスジェニ ック動物が 完成 した.N末 のGAP-43の ア

ミノ酸配列 は成 長 円錐 ターゲ ッティングシグナルで あり、これ によ り発現 したLacZは

軸索へ と運ばれ る.本 トラ ンスジェニ ック動物は本研究の最終 目標産物ではないが、今

後の神経可塑性や再生の研究 には極めて利用価値が高く.今 まで に技術 的 に困難で あ っ

た再生や可塑性時のシナプスや軸索先端を特異的に検出で きる点で今後の研究が多い に

期待される.本 トランス ジェニ ック動物 に関する報告は1997年 にアメ リカのニ ュ ー

オリンズで開催 された第27回 北米神経科学界で発表 した(ア ブス トラク トを添付).

本 トランスジェニ ック動物 を用 いた研究に関しては現在展開中である.

上述のよ うな トラ ンス ジェニ ック動物の作成を試みる傍 ら、当初の予定 にはなかった

ものだが、発生工学的な遺伝子発現抑制の手法にとって変わる新たな手法で、さらに多

くの利点を有すると考え られ るアデノウイルスを用いた遺伝子導入の方法の開発を同時

に開始 した.ア デ ノウイルス は非分裂性 の神経細胞にきわめて効率良く感染することが

分かっており、末梢神経の損傷部位か ら損傷神経細胞にのみ遺伝子を導入することが 可

能であると予想された.本 手 法 によ り、 当初 我々が 目指 した方法をよ り簡便 に行 うこ と

ができるため、より汎 用性に富んだ手法であると考 えられた.先 ず 、LacZを 発 現 させ

るアデ ノ ウイル ス ベク タ0を 作 成 し、LacZ発 現 を指標 に さまざ まな導 入法 を 試みた .

その結果、損傷部位 を加工 す る ことによって、きわめて効率の良い遺伝子導入が可能 と


