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概要 
 

分子モーターであるキネシンスーパーファミリータンパク (kinesin superfamily 
proteins、KIFｓ)は、近年、マウスで 45 種類あることが明らかになり、そのサブタイプに

よって、細胞内で多様な機能を持つことが分かってきた。KIF26A はキネシンスーパーファ

ミリーの新しいメンバーであり、その機能は全く未知である。そこで、本研究では、生体

内での機能を知るために KIF26A 遺伝子欠損マウスを作成し、解析した。 
KIF26A 遺伝子欠損マウスは、巨大結腸 (megacolon)のため生後 2-4 週間で死亡した。

遺伝子欠損マウスの腸の神経節においては、神経細胞の数は増大していたが、神経突起は

逆に減少していた。KIF26A 遺伝子欠損マウスの神経節細胞を培養すると、突起伸張の抑制、

成長円錐の異常拡張などの形態変化が認められた。また、GDNF(glia cell-derived 
neurotrophic factor)によって引き起こされる ERK リン酸化レベルの上昇が過度になって

いることがわかった。以上から、KIF26A は、腸の神経発生を制御していること、その制御

に GDNF シグナリングが関与していることが示唆された。 
 
 



序論 
 

細胞内物質輸送は、細胞の活動にとってファンダメンタルな役割を担っている。従っ

て、この物質輸送のメカニズムを解明することは、細胞生物学の普遍的命題に答えること

になるといえよう。これまでの研究により、キネシンスーパーファミリー (kinesin 
superfamily)が、細胞内物質輸送に重要な働きをしていることが明らかにされてきたが、

個々の分子の生理学的・細胞生物学的役割については、まだまだ不明な点が多く残されて

いる。そこで、本研究では、発生工学的手法であるマウスの標的遺伝子組み換え法(gene 
targeting)を用い、KIF26A 遺伝子欠損マウスを作製し、解析することを通じて、KIF26A
の生体内での役割、及び細胞内での分子機能についての知見を得ようと試みた。 
 
方法と結果 
 
1. 遺伝子組み換え法を用いて kif26a 遺伝子欠損マウスを作製する。 

kif26a 遺伝子欠損マウス作製のために、まず、①ES 細胞の genomic DNA を鋳型とし

て PCR 法で KIF26A 遺伝子断片を得た。次に、②相同組み換えによって KIF26A 分子の

ATP 結合領域である p-loop と IRES-LacZ-neo カセットが組み変わるよう targeting vector 
を作成した。③電気穿孔法により targeting vector を ES 細胞に導入して，薬剤耐性を指標

として組み換え体を選別した。選別された組み換え colony をそれぞれ培養して、その一部

より DNA を精製し，southern blotting 法により，相同組み換え体をスクリーニングした。

④次にこの相同組み換え体をさらに培養して，受精後 3.5 日のマウス子宮から回収した

blastocyst の胚盤腔に微小ピペットを用いて注入した。この胚盤胞を別途準備した偽妊娠状

態の雌マウス子宮に移植し出産させた。⑤ここで得られたキメラマウスと野生型雌マウス

を交配し、仔の遺伝子型を PCR 法あるいは southern blotting 法で検定し変異 ES 細胞の

生殖細胞系列への寄与を確認した。さらに，変異を持つヘテロマウスどうしを掛け合わせ

ることにより，KIF26A 遺伝子欠損ホモマウスを得ることに成功した。 
 
2. 表現型についての解析。 

kif26a 遺伝子欠損マウスは生後１週間頃から巨大結腸を呈し、生後２週間から５週間

までに死亡した。生理学的には、腸のカルバコールに対する反応性が、過剰かつ延長して

いることが分かった。kif26a 遺伝子プロモーター下流につないだ LacZ の発現を調べたとこ

ろ、KIF26A は、腸の神経節に発現していることが分かった。組織学的には、KIF26A 遺伝

子欠損マウスの腸の神経節において、神経細胞の数は増大しているが、特に遠位結腸のア

セチルコリンエステラーゼ陽性神経細胞は増え、神経突起は逆に減少していた。次に神経

節細胞の初代培養を樹立し、細胞の形態を観察した。遺伝子欠損マウスの神経細胞の成長

円錐は過度に拡張していて、その中の微小管は、通常のような tight array を形成せず、束



化が阻害されていた。次に、上記の表現型の分子機構を探るために、腸神経節の発生を制

御すると言われている GDNF(glial cell-derived neurotrophic factor)シグナリングについ

て、検討した。その結果、GDNF シグナリング下流にある ERK リン酸化レベルが、遺伝

子欠損マウスの細胞で過剰になっており、この pathway の脱抑制が起きていることが示唆

された。 
 

３．KIF26A の分子機能についての解析 
 kif26a 遺伝子欠損マウスは、GDNF-Ret pathway の脱抑制が起きていることが分か

ったから、KIF26A たんぱく質とこの pathway を構成する蛋白の関係について調べた。

Yeast two-hybride と免疫沈降法で KIF26A と GDNF-Ret pathway の構成要素である

GRB2 結合していることが観察した。 
 
結論及び考察 
1. 新規モーター分子 KIF26A 遺伝子欠損マウスを作成し解析した。 
2. KIF26A は腸の神経節に発現した。 
3. KIF26A 遺伝子欠損マウスは、巨大結腸のため生後 2-５週で死亡した。 
4. KIF26A 遺伝子欠損マウスの腸の神経節では、神経細胞の数が増加し、神経突起は未発

達となった。 
5. 3, 4, の表現型の原因として、GDNF signaling の関与が示唆された。 
6. KIF26A は GDNF-Ret cascade の GRB2 と結合することが分かった。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


