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序論

　中枢神経系の発生では，神経幹細胞の分裂，
前駆細胞への分化と増殖，神経細胞への分化，
さらに神経細胞の遊走が秩序だって行なわれて
いる1）。中でも発生期における神経細胞の遊走
障害は滑脳症やヘテロトピアのような脳の形成
不全を来たし，症候性てんかんの大きな原因と
なっている2）。特に症候性てんかんは滑脳症や
ヘテロトピアのような基礎疾患が脳にあり，そ
のため電気的な異常・過剰放電が起こる。私た
ちはこれまで滑脳症の研究に取り組み，原因遺
伝子・LIS1が微小管ネットワークやモーター
タンパク質である細胞質ダイニンの制御因子で
あることを見出した3）。LIS1は細胞質ダイニン
がキネシンによって微小管のプラス端に運ばれ
る際の必須因子であり，LIS1の変異によって
正常な細胞質ダイニンの分布と機能が傷害され
神経細胞の遊走不全となることを明らかにし
た。さらにLIS1-細胞質ダイニンの複合体がキ
ネシンと結合する際にNudCがアダプタータン

パンク質として機能することを発見した4）。
　てんかんのメカニズムを解明し，新たな治療
法の確立のためにも動物モデルの作成は重要な
ステップである。私たちはこれまでLIS1のノッ
クアウトマウスを作成し典型的な遊走障害を示
し，致死的なてんかん発作を起こすことを明ら
かにした5）。私たちはさらに中枢神経系の形成
にかかるNudCの機能を解明し，神経疾患のモ
デルマウスを確立するためにNudCのノックア
ウトマウスを作成し表現型の解析を行った。
　NudCのノックアウトマウスはホモではごく
初期の胚性致死であることからNudCは中枢神
経系の発生だけでなく細胞分裂に必須であるこ
とが分かった。CRE-loxPシステムによるコン
ディショナルノックアウトマウスを用いた解析
から，NudCは中枢神経系の形成に重要な役割
を果たしていることが分かった。さらにNudC
の成熟した神経細胞での機能喪失は，てんかん
発作だけでなく学習障害も示し神経細胞の機能
の維持にも重要な役割を果たしていることが明
らかとなった。

中枢神経系の形成における微小管ネットワークと
モータータンパク質の制御機構の解明
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要旨：中枢神経系の発生では神経幹細胞からの分裂と神経細胞の遊走が重要な役割を果たし
ている。その制御機構の破綻は様々な中枢神経系の形成不全となり、症候性てんかんの原因
となっている。私たちは滑脳症の原因遺伝子・LIS1の機能の解明に取組み、LIS1は細胞質
ダイニンの順行性の移動に必須であることを明らかにした。さらに一連の研究から細胞質ダ
イニンが順行性に移動する際にNudCがキネシンのアダプタータンパンク質として機能する
ことを発見した。今回の研究ではNudCの中枢神経系の発生と機能の制御における役割を明
らかにするためにノックアウトマウスを作成し、表現型を解析した。CRE-loxPシステムに
よるコンディショナルノックアウトマウスの解析の結果、NudCは神経形成とその維持の双
方に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。
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方法

NudCノックアウトマウスの作成
　NudCのノックアウトマウス作成のために
ターゲティングベクターにNudC遺伝子をク
ローニングした。CRE-loxPシステムを用いる
ためにloxP配列をNudC遺伝子のイントロン2と
5に挿入し，CREタンパク質の発現によってエ
クソン3-5を欠失させNudCの機能を失わせるこ
とを計画した。NudCのターゲティングベクター
をES細胞に形質転換し，G418とガンシクロビ
ルで選別し相同組換えを起こしたES細胞を単
離し離同定した。ES細胞を胞胚期の胚に注入
しキメラマウスを作成した。キメラマウスを
B6マウスと交配しNudCへテロコンディショナ
ルノックアウトマウスを単離した。ホモNudC
コンディショナルノックアウトマウスは胚性致
死であったため選別に用いたneo遺伝子を除去
した。その結果，ホモNudCコンディショナル
ノックアウトマウスの作成に成功した。

CREタンパク質の発現
　発生初期にNudCをノックアウトするために
は受精卵でCREタンパク質を発現しているEII-
CREの形質転換マウスと交配した。この交配
でNudCを発生の初期からノックアウトした。
また中枢神経系特異的にNudCをノックアウト
するためにtau-CREの形質転換マウスと交配し
完成した中枢神経系においてNudCをノックア
ウトした。さらにアデノ随伴ウイルス（AAV）
を用いて中枢神経系においてCREを発現させ，
完成した中枢神経系においてNudCをノックア
ウトした。アデノ随伴ウイルスは生後5日目に
脳室内に注入すること高い浸透性と広範な部位
の脳で発現させることができた。いずれの場合
も効率よくNudCの機能喪失を達成することが
できた。

ライブセルイメージングによる神経細胞に
おけるNudCのダイナミックスの解析
　NudC，細胞質ダイニン，LIS1，チューブリ
ンの細胞内での動態を解析するために蛍光標識
したタンパク質を坐骨神経に発現させ，ライブ

セルイメージングで解析した。坐骨神経は長い
神経突起を伸ばすため微小管の極性，動態を解
析するのに適している。蛍光標識したタンパク
質は効率よく発現させることができ，3色の蛍
光標識を用いた動的な共局在を明らかにするこ
とができた。

免疫組織化学的解析
　組織学的解析のためにNudCの抗体を独自に
作成した。大腸菌にNudCを発現させて組み替
えタンパク質を精製し，ウサギに免疫すること
でNudCのポリクロナール抗体を作成した。
　NudCノックアウトマウスの胎児，成体の
様々な段階での表現型を解析した。マウスの脳
はかん流固定後にパラフィン包埋をしたもの，
凍結したものを作成し，抗体の特性に応じて切
片を使い分けた。

EECの解析
　NudCノックアウトマウスにおけるてんかん
発作の解析のために，マウス脳内に電極を埋め
込み，自由に行動できる条件で脳波を測定し
た。マウス頭部に装着されるヘッドマウントに
は，超小型前置増幅の採用し，ノイズレスで安
定した生体信号はデータ収録装置に伝送した。
軽トルクのスリップリングの採用で，動物に対
しての負担は軽減させた。記録は24時間連続で
計測できるようにハードディスクに記録し，て
んかん発作特徴的な脳波のスクリーニングを行
なった。

結果

NudCのノックアウトマウス作成と解析
　NudCはLIS1とともに細胞質ダイニンが微小
管のプラス端に向かう移動に必要であり，キネ
シンが可動性微小管と結合する際のアダプター
タンパンク質となっている4）（Fig. 1）。NudC
の中枢神経系の形成と神経細胞の機能維持に
おける役割を明らかにするために，私たちは
NudCのノックアウトマウスの作成を行なっ
た。NudCのノックアウトはLIS1と同様に胚性
致死であることが予想されたのでCRE-loxPシ
ステムを用いたコンディショナルノックアウト
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マウスの作成法を採用した。CRE-loxPシステ
ムの中でも，まずヘテロマウスにおいてG418
を除いたマウス系統を作成し，ヘテロ同士の交
配でNudCコンディショナルノックアウトマウ
スのホモを作成した。G418を除いたNudCコン
ディショナルノックアウトマウスのホモは正常
に発育することが分かった。
　まず，受精卵においてCREタンパク質を高
く発現しているEII-CRE形質転換マウスと交配
し，解析した結果へテロと野生型のみ得られた
ことから胚性致死が示唆された。そのため，交
配後4日目の母体子宮を解析した結果正常に発
育する胚と変性した胚を認めた。そこでブラス
トシストの培養を行い，四分の一の確立で変性
したブラストシストを認めたことからNudCの
ホモノックアウトは着床直後の早い時期の胚性
致死であることが示唆された。次に完成した中
枢神経系の機能維持におけるNudCの役割を明
らかにするためにNudCコンディショナルノッ
クアウトマウスとTau-CRE形質転換マウスと
の交配によって神経細胞特異的にNudCのノッ
クアウトを行なった。その結果，中枢神経系特
異的なNudCのノックアウトマウスでは海馬，
大脳皮質を含む全体的な脳の萎縮を認めた。一
方でCREタンパク質の発現は厳密に神経細胞
成熟後だけでなく，発生の比較的早い時期から
も弱いながらも発現を認めたため，Tau-CRE
形質転換マウスを用いた解析では十分に成熟し

た神経細胞におけるNudCの機能を明らかにす
ることは困難であることが分かった。
　そこで，私たちは生後7日目のホモNudCコ
ンディショナルノックアウトマウスの脳室内に
CREタンパク質を発現するアデノ随伴ウイル
スを注入し，成熟後の神経細胞の変化を観察し
た。生後7日目に注入した理由は時系列を追っ
た観察から，ウイルス注入の難易度，ウイル
スの浸透性を検討した結果，生後7日目が最も
有効であることが分かったからである。アデノ
随伴ウイルスによるCREタンパク質の発現は
きわめて良好で，効果的に成熟した神経細胞で
NudCをノックアウトすることができた。その
解析の結果，Fig. 2に示すように経過とともに
顕著な海馬の萎縮を認めた。興味あることに大
脳皮質の萎縮は一定認められるものの海馬ほど
顕著ではなかった。さらに，この萎縮がNudC
の機能喪失によるものであることを証明する
ためにCRE発現アデノ随伴ウイルスと同時に
NudC発現のアデノ随伴ウイルスを同時に注入
することで海馬の萎縮は完全にレスキューされ
た。これらのことから私たちは成熟した神経細
胞においてもその機能の維持に対してNudCは
必須であることを明らかにした。

NudCノックアウトマウスにおける脳波の測定
　次にNudCの機能喪失による神経細胞の脱落
と神経ネットワークの異常，特にてんかん発作

Fig. 1



54 てんかん治療研究振興財団　研究年報　第32集　2021年９月

との関連を明らかにするためにノックアウトマ
ウスの脳波測定を行なった（Fig. 3）。今回の計
測では薬剤や物理的な刺激は用いず，自然な
環境における自発的な発作の計測を行なった。
LIS1のノックアウトマウスでは特に3週齢のウ
イーニングごろに多発することが分かっていた
ので5），NudCのノックアウトマウスでもウイー
ニング直後の4週齢で観察を行なった。組織学的
な解析からもこの時点での海馬の変性脱落はそ
れほど顕著でないことが分かっている（Fig. 2）。
24時間の継続した記録を解析した結果，棘波や
それが連続する多棘波が認められた（Fig. 4）。
また同時のモニターを用いた行動の解析から，
棘波や多棘波の出現に一致して持続する静止状
態が見られ，時に強く体幹全体を震わせるよう
な異常行動が見られ，てんかん発作と考えられ
た。興味あることに，異常脳波は海馬萎縮の初
期に顕著に見られたが時系列の進行に伴う著し
い萎縮の後はむしろ軽減する傾向があった。

考察

　てんかんとは，脳の神経細胞の異常興奮が
広がって制御不能になり，様々な神経症状を引
き起こす疾患である。てんかんは最も発症頻度
が高い精神神経疾患のひとつであるにもかかわ
らず，原因解明は不十分で，まだ根本治療は確
立していない。外傷性の脳損傷の後遺症に伴う

ものは損傷の修復過程における異常な神経ネッ
トワークの構築とグリオーシスによるものと考
えられている6）。一方で発生過程における中枢
神経の構築の異常はウエスト症候群やレノック
ス・ガストー症候群に代表される症候性のてん
かんの原因となることが多い7）。私たちは脳形

Fig. 2

Fig. 3
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成不全の滑脳症の研究に取り組み，原因遺伝
子・LIS1が細胞質ダイニンの制御因子であるこ
とを明らかにした3）。さらに，細胞質ダイニン，
LIS1の複合体が微小管のプラス端に運ばれる際
に可動性微小管と名づけた特殊な微小管上に固
定され，キネシン依存的に運搬されることを解
明した8）。この可動性微小管とキネシンが結合
する際のアダプタータンパンク質がNudCであ
り，キネシンによる細胞内物質輸送の重要な構
成因子である。今回の研究でNudCの中枢神経
系の発生と神経細胞の機能維持における役割を
明らかにした。特に，NudCは中枢神経系の発
生に重要な役割を果たしているだけでなくその
機能維持に必須であることが分かった。NudC
の機能喪失は神経細胞の変性脱落に至り，また
変性の過程で同時に生じるであろう修復過程と
あいまって異常な神経ネットワークの構築が起
こることが示唆された。このことがてんかん様
の発作の原因となることが考えられる。興味あ
ることに神経変性がさらに進むとてんかん様の
発作は軽減される傾向にあり，神経細胞ネット
ワークのさらなる喪失はてんかん様の発作に対
して抑制的に働くことが示唆された。
　今回の研究はNudCの神経機能の維持におけ
る役割を解明しただけでなく新たなてんかん発
症の分子機構，治療戦略の確立に貢献すもので
あると考えられる。
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