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(論文博士関係)

学位論文の内容要旨

Kit14Mutation Causes Severe Brain Malformation and 
Hypomyelination 

Kif14の変異は脳の形成異常と髄鞘低形成を引き起こす

(指導教員:神戸大学大学院医学研究科匂坂敏朗教授)

藤倉航平

(目的)

多種多様な神経細胞によって構成される脳の形態形成には、数多くの遺伝子が、

ステージ特異的、細胞特異的に秩序だって発現することが必要不可欠である。

本研究では、ノックアウトマウスの作製中に偶然、協調運動障害を示す新規突

然変異マウスを見出し、系統を確立した。このマウスは単一座位劣性遺伝様式

を示し、協調運動障害を特徴とすることから laggard(のろま)と命名した。こ

の突然変異マウス laggaz・dの表現型解析と遺伝子同定を通して、脳の形態形成
を解明することを目的とした。

(方法)

Stationarv Beam Test 

P12の同腹マウスを5cm幅の水平な台に置き、落下するのにかかる時間の計

測を行った。

実験動物の作出

突然変異マウスlaggardはRA-RhoGAPノックアウトマウスの作製中に偶然

発見された。 pCAGGS-Kif14トランスジェニックマウスは、Kifl4cDNAの全

長をpCAGGSベクターにサブクローニングし、 C57BLl6Jの受精卵にマイクロ

インジションを行うことで得られた。Kifl4ノックアウトマウスは、 C57BLl6J

マウス由来のHK4iES細胞にexon5をNeomycin耐性カセットで置換するこ

とで作出した。

連鎖解析と次世代、ンークエンス解析

マイクロサテライトマーカーおよびSNPマーカ}を用いて連鎖解析を行った。

得られた結果をLOD(Logarithm of Odds) scoreを算定し、連鎖が確認された領

域に関して、 Exomβcapturesequencingを行った。

免疫抗体染色

マウスを4%のパラホルムアルデヒドで還流固定した後、脳と脊髄を取り出し、

各種抗体で固定染色を行った。抗Kifl4抗体は、大腸菌に発現させたGST融合

Mus musculus Kifl4 (aa 137-390)を抗原として、ウサギを用いることで得られ

た。

量圭璽盤鐘
マウスを還流固定した後、脳と脊髄を取り出した後、酢酸ウラニノレとクエン

酸鉛で二重染色を行い、 TEMで観察を行った。

マイクロアレイ

Total RNAをP14マウスの大脳から抽出し、 A島rmetrixGeneChip Mouse 

Genome 430 2.0で解析した。



(結果)

・新規突然変異マウス laggardは、小頭症、振戦、失調性歩行を示した。

Stationary beam testにおいて、 P12変異マウスは10秒以上橋脚に乗り続ける

ことは困難であった。lag変異をホモに持つマウスはP21までに全て死亡した。

・脳と脊髄の切片を抗MyelinBasic Protein ω四P)抗体で染色したところ、変
異マウスの脳においては、小脳髄体の弱いシグナルを除いて、全て陰性であっ

た。同様に脊髄においても、後索のわずかなシグナルを除いて、陰性であった。

・全脳のウエスタンブロッテイング及びマイクロアレイ解析を行った結果、 P14

変異個体ではオリゴデンドロサイトで優位に発現する遺伝子群が極端に減少し

ていた。また視神経を電子顕微鏡で観察したところ、オリゴデンドロサイトの

数は、正常個体と変異個体で大きな差はなかったが、 P14変異マウスの軸索で

はミエリンが認められなかった。

-変異個体の小脳では、プルキンエ細胞の整列が認められず、更に頼粒細胞層

の形成及び頼粒細胞の軟膜側から髄質側への移動が障害されていた。またアポ

トーシスのマーカーである activatedcaspase-3が穎粒細胞の軟膜側で極端に増

加していた。

-変異個体の大脳では、 Cux1(2・4層のマーカー)陽性神経細胞の移動障害が

認められ、層構造は乱れていた。

・胎児期の変異マウスに関して、 BrdUの取り込み実験とTUNEL染色を行った

ところ、細胞増殖率の減少とアポトーシスの充進を確認した。

• Laggarcfマウスの原因遺伝子の同定をポジショナルクローニンクキで行った。マ

イクロサテライトマーカー及びSNPマーカーによるマッピングを用いて、原因

遺伝子は第1染色体上の約1.2センチモルガンの領域に位置することを明らかに

し、当該ゲノム領域を次世代シークエンサーで解読し、Kifl4<のexon5のacceptor

siteにGからAへの1塩基置換を同定した。

.Kifl4の1塩基置換によるスプライシングへの影響を調べるために、 RT-PCR

を行ったところ、Kifl4のモータードメインのexon5のskippingを確認した。

.Kifl4抗体を作製し、 Westernblottingを行ったところ、変異マウスではKifl4

の発現量が大幅に低下していた。 Laggarcilの原因遺伝子がKifl4i:、あることは、

トランスジェニックマウスによる機能回復実験及びノックアウトマウスにより

確認した。

(結論)

本研究では、協調運動障害を特徴とする新規突然変異マウス laggardを系統

として確立し、表現型解析及び原因遺伝子の同定を行った。変異マウスにおけ

る中枢神経系の形態異常として、ミエリン低形成、大脳のサイズ減少、大脳・

小脳・海馬の神経細胞の層構造の乱れを認めた。ポジショナルクローニングに

より、 laggardマウスの原因遺伝子として K沼4を同定した。 K迎4遺伝子が、

胎生期から新生児期におけるミエリン形成、小脳皮質、大脳皮質及び海馬の神

経細胞の層繕造の形成に関与することを明らかにした。
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(目的)

多種多様な神経細胞によって構成される脳の形態形成には、数多くの遺伝子が、ステージ特

異的、細胞特異的に秩序だって発現することが必要不可欠である。本研究では、ノックアウ

トマウスの作製中に偶然、協調運動障害を示す新規突然変異マウスを見出し、系統を確立し

た。このマウスは単一座位劣性遺伝様式を示し、協調運動障害を特徴とすることからlaggard

(のろま)と命名した。この突然変異マウスlaggard'の表現型解析と遺伝子同定を通して、

脳の形態形成を解明することを目的とした。

(方法)

Stationarv Beam Test 
P12の同腹マウスを5c岨幅の水平な台に置き、落下するのにかかる時間の計測を行った。
実験動物の作出

突然変異マウスI勾伊rdはRA-RhoGAPノックアウトマウスの作製中に偶然発見された。
pCAGGS-Kぜ14トランスジェニックマウスは、Kifl4cDNAの全長をpCAGGSベクターにサ

ブクローニングし、 C57BU6Jの受精卵にマイクロインジションを行うことで得られた。

Kifl4ノックアウトマウスは、 C57BU6Jマウス由来のHK4iES細胞にexon5をNeomycin耐

性カセットで置換することで作出した。

連鎖解析2三次世代、ン}クエンス解析

マイクロサテライトマーカーおよびSNPマーカーを用いて連鎖解析を行った。得られた結

果をLOD(Logarithm of Odds) scoreを算定し、連鎖が確認された領域に関して、 Exome
capturesequencingを行った。
fF控抗体染色

マウスを4%のパラホルムアノレデヒドで還流固定した後、脳と脊髄を取り出し、各種抗体

で固定染色を行った。抗阻f14抗体は、大腸菌に発現させたGST融合Musmusculus Kifl4 

(aa 137ー390)を抗原として、ウサギを用いることで得られた。
重王璽盤鐘
マウスを還流固定した後、脳と脊髄を取り出した後、酢酸ウラニノレとクエン酸鉛で二重染

色を行い、 TEMで観察を行った。
マイクロアレイ

Total RNAをP14マウスの大脳から抽出し、 A島rmetrixGeneChip Mouse Ge氾ome43⑪ 
2_0で解析した。

(結果)

・新規突然変異マウスlaggardは、小頭症、振戦、失調性歩行を示した。Stationarybeam test 
において、 P12変異マウスは10秒以上橋脚に乗り続けることは困難で、あった。 lag変異をホ
モに持つマウスはP21までに全て死亡した。

・脳と脊髄の切片を抗MyelinBasic Protein仏IIBP)抗体で染色したところ、変異マウスの脳
においては、小脳髄体の弱いシグナノレを除いて、全て陰性であった。同様に脊髄においても、



後索のわずかなシグナノレを除いて、陰性であった。

・全脳のウエスタンプロッティング及びマイクロアレイ解析を行った結果、 P14変異個体で
はオリゴデンドロサイトで優位に発現する遺伝子群が極端に減少していた。また視神経を電

子顕微鏡で観察したところ、オリゴデンドロサイトの数は、正常個体と変異個体で大きな差

はなかったが、 P14変異マウスの軸索ではミエリンが認められなかった。
・変異個体の小脳では、プノレキンエ細胞の整列が認められず、更に頼粒細胞層の形成及び頼

粒細胞の軟膜側から髄質側への移動が障害されていた。またアポトーシスのマーカーである

activated caspase-3が懸粒細胞の軟膜側で極端に増加していた。

・変異個体の大脳では、 Cux1(2・4層のマーカー)陽性神経細胞の移動障害が認められ、層

構造は乱れていた。

・胎児期の変異マウスに関して、 BrdUの取り込み実験とTUNEL染色を行ったところ、細胞
増殖率の減少とアポトーシスの充進を確認した。

• Laggardマウスの原因遺伝子の同定をポジショナノレクローニングで行った。マイクロサテ
ライトマーカー及びSNPマーカーによるマッピングを用いて、原因遺伝子は第1染色体上の
約1.2センチモルガンの領域に位置することを明らかにし、当該ゲノム領域を次世代シーク

エンサーで解読し、五f14のexon5のacceptorsiteにGからAへの1塩基置換を同定した。
. Kifl4の1塩基置換によるスプライシングへの影響を調べるために、 RT-PCRを行ったとこ

ろ、 Kぜ14のモ}タードメインのexon5のskippingを確認した。

'Kぜ14抗体を作製し、 Westernblottingを行ったところ、変異マウスではK正14の発現量が
大幅に低下していた。 Laggardの原因遺伝子がKifl4であることは、トランスジェニックマ

ウスによる機能回復実験及びノックアウトマウスにより確認した。

(結論)

本研究では、協調運動障害を特徴とする新規突然変異マウスlaggardを系統として確立し、

表現型解析及び原因遺伝子の同定を行った。変異マウスにおける中枢神経系の形態異常とし

て、ミエリン低形成、大脳のサイズ減少、大脳・小脳・海馬の神経細胞の層構造の乱れを認

めた。ポジショナルクローニングにより、 laggardマウスの原因遺伝子としてKifl4を同定し

た。 Kifl4遺伝子が胎生期から新生児期におけるミエリン形成、小脳皮質、大脳皮質及び海
馬の神経細胞の層構造の形成に関与することが示唆された。

以上、本研究は、阻f14がミエリン形成、小脳皮質、大脳皮質及び海馬の神経細胞の層構
造の形成に関与することを明らかにしたものであり、脳の形態形成の分子メカニズムを明ら

かにする上で重要な示唆を与えるものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究

は、博士(医学)の学位を得る資格があると認める。




