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Co l laps in response  mediator  prote ins  (CRMPs)  /  

Dihydropyr imid inase - l ike  (Dpys ls )  fami ly  は微小管結合タンパク質の一つ

で、軸索伸長や細胞移動といった神経系の発生・発達期のいくつかの過程に

関与することが知られている。ゼブラフィッシュとヒトの CRMPs はホモロ

ジーが高く、ゼブラフィッシュの胚が透明で観察しやすく、発生が早く進む

ので、神経発生において CRMPs がどのような役割を有するのかを調べるの

に適している。CRM P2 は CRMP ファミリータンパク質（ CRMP1-5）の内で、

最も機能解析されているメンバーで、元々はセマフォリンのシグナルを伝達

する分子として見出された。発生期のゼブラフィッシュにおいては、CRMP2

の発現は後脳の脳神経細胞や網膜の神経節細胞、脊髄の Rohon-Beard 細胞な

どの中枢神経系のいくつかの神経細胞で観察されることが報告されている。

CRMP2 は Ant isense  Morpho l ino  Ol igonuc leot ide s  (AMO)を用いたノック

ダウン (KD)実験により脊髄の Rohon-Beard 細胞や運動神経細胞の配置や軸

索伸長に関与していることが報告されているが、 CRMP2 の神経発生におけ

る機能はまだ十分には解析されていない。  

 本研究では、脳運動神経の発生・発達における CRMP2 の役割を、これら

の神経細胞特異的に GFP が発現する Is le t1-GFP トランスジェニックゼブラ

フィッシュを用いて脳運動神経の発生過程を可視化することで解析可能とし

ている。特に今回着目した顔面運動神経は、後脳の第４・ 5 ロンボメアで形

成され、第６・７ロンボメアへ後方移動し、受精後３６時間には大部分の神

経細胞が第６・７ロンボメアへ移動した状態となる。三叉神経と顔面運動神

経の軸索はその後に腹側へ伸長し、受精後５２時間には正中を越え、７２時

間後には投射を終了する。これらの神経細胞の移動と軸索の伸長の制御メカ

ニズムにはまだ不明な点が多く残されている。本研究では AMO を用いた KD

と CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術を用いた KO という２つの実験手法

を用いて、これら発生現象への CRMP2 の関与を明らかにすることを目的と

している。  

 第１章では、ゼブラフィッシュの発生研究におけるモデル生物の有用性を

記述し、研究の背景となった前述のゼブラフィッシュにおける神経発生につ

いての概説と AMO と CRISPR/Cas9 による遺伝子機能解析についてその有用

性 を 議 論 し て い る 。 特 に 、 こ れ ま で AMO を 用 い た ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の

CRMP2 の機能解析を行なった先行研究に触れ、CRISPR/Cas9 で KO ゼブラ

フィッシュを作成して解析する本研究の目的を記載している。これまでの研

究を総括して解説されており、研究目的も明確に示されていて評価される。  

 第２章では、本研究で用いられた研究手法を記載しており、特に本研究で

どの様に CRISPR/Cas9 技術を用いて遺伝子改変を導入したか、AMO により

KD を行なったか、を記述している。また、得られた表現型の解析法も独自

のアイディアを反映させている。  

 第３章は本研究 で得られた結果を 記載している。後 脳 運動神経細胞の 発
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生・発達を解析する方法として用いた Is le t1 -GFP トランスジェニックゼブ

ラフィッシュについて、先ずは自身の観察結果を元に野生型における観察結

果を示し、次に AM O による KD の結果として前述の顔面運動神経の移動が

障害されていることを見出している。AMO としては、翻訳阻害型とスプライ

シング阻害型の２種類を用いて、両者とも異常を示す割合が、コントロール

の AMO に比べて、高率であることを受精後５０時間の各条件で３０以上の

胚で比較して示しており、明確な結果であると評価される。また三叉神経と

顔面神経の軸索伸長を受精後５８時間で解析して、伸長異常を見出している。 

 次に CRISPR/Cas9 による CRMP2 KO ゼブラフィッシュライン確立につい

て記載している。このラインを Is le t1-GFP トランスジェニックゼブラフィ

ッシュと交配して、脳神経発生・発達の解析を行なったことを詳細に示して

いる。変異の同定に用いた PCR による遺伝子型検出法にはオリジナルな工夫

がみられ、評価される。１つの胚を AMO による KD 胚で見出された顔面運

動神経の移動異常と、三叉神経と顔面神経の軸索伸長異常の発生頻度を PCR

による genotyp ing 結果と合わせて解析した。その結果、CRMP2 KO 胚では、

これらの異常が高頻度で認められることを示している。さらに、こうした表

現型が CRMP2 欠損の直接的な効果であることを確認するために、レスキュ

ー実験として、 in  v i t ro で合成した CRMP2 mRNA を CRMP2 KO 胚へイン

ジェクションして回復するかを解析している。顔面運動神経の移動異常につ

いて、CRMP2 野生型、CRMP2 KO、CRMP2 KO に CRMP2 mRNA をインジ

ェクションした３群について統計的に比較して、CRMP2 KO で他の２群と統

計的有意差をもって、異なることを示している。こうした実験結果に基づい

て、 CRMP2 の機能喪失により、顔面運動神経の移動異常が起きていると結

論づけている。解析している個体数も２０以上あり結果は評価される。研究

結果として示された CRMP2 の機能は新規の発見であり、Is le t1-GFP トラン

スジェニックゼブラフィッシュラインを用いる工夫により見出されている。

CRMP2 KO で単に表現型を観察されたことを記載するのみでなく、この表現

型が CRMP2 の機能喪失であることをレスキュー実験によりその特異性を確

認している点で評価される。更に、最近 CRMP2 AMO を用いて見出された、

視神経の伸長についてもその表現型を解析している。その結果、CRMP2 KO

胚でも同様の表現型がある可能性を示唆するものとなっている。  

 第４章では、本研究で得られた研究結果について議論している。特に、こ

れまで AMO による KD による先行研究で見出された脊髄神経細胞の発生異

常の表現型が KO 胚では見出されなかった点について、その結果の違いを議

論している。AMO による KD と KO の表現型が異なることはゼブラフィッシ

ュを用いた研究で既に多くの報告があり、AMO によるオフターゲット効果が

指摘されている。一方で、 KO においては、代償的に他の遺伝子発現が上昇

することで、表現型をマスクするケースも報告されるなど、いずれの実験手

法も限界があり、今回の結果の様に両者の手法を行ない、同様の表現型が示
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されることがより信頼性を上げることが可能となることを議論している。  

 第５章では、ヒレの再生において CRMP2 KO で示された異常を紹介し、

CRMP2 の神経系以外の機能が示唆される点など今後の研究の将来的展望を

示しており、後続の研究の指針となるものであり評価される。  

 公聴会においての審査員と主に以下の質疑があった。  

１、 CRMP2WT と CRMP2+/+の比較で severe  a f f ected に差があるのではな

いか？との質問に対して、その解析を追加して discuss ion することと

するとの回答であった。  

２、今回示された解析結果がオフターゲット効果である可能性はあるかとい

う質問に対して、その可能性はあるが、 KD と KO の解析で同じ表現型

が見られるものは機能喪失の結果と言えるとの説明であった。  

３、コンディショナル KO という技術が今回の解析で有用か、との質問がな

されたが、有用ではあるが、発生のタイミングと表現型の関連をより詳

細に解析することが先ずは必要と考えるとの回答であった。  

４、CRMP2 KO の親から生まれる次世代に致死が多いがその原因は何か、と

いう質問に対して、 CRMP2 が一種の母性効果遺伝子と捉えられる可能

性はあるが、胚の生育不良には多くの環境因子が関連するので、結論づ

けにはより詳細な検討が必要との回答であった。  

５．ヒレの発生には異常があるかという質問に対して、発生期には異常はな

かったとの回答であった。また、ヒレの再生の表現型は CRMP2 の神経

系の機能によるものか、という質問に対して、非神経系の機能がセマフ

ォリンでもあり、 CRMP2 は非神経系にも発現しているので、非神経系

の機能と考えられるとの回答であった。  

 以上の質疑を通じて、申請者が当該学問領域の十分な学識を有しているこ

とが確認出来た。公聴会で指摘された箇所の修正は博士論文に反映されてい

ることを確認した。本研究は、CRISPR/Cas9 を用いて初めて CRMP2 KO ゼ

ブラフィッシュを作成したこと、AMO による KD と KO という２つの異なる

実験手法を用いて、顔面運動神経の移動が障害されることを新たに見出して

いる。さらに、レスキュー実験で表現型が回復することも示しており、学術

的に評価される研究成果で、当該研究領域を発展させる優れたものであり、

博士（理学）に相応しいものであると考える。  
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