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序論 

 
大脳皮質の発生時期における神経細胞の増殖、移動、分化は、様々なシグナ

ル伝達経路により厳密に制御されている。大脳皮質の神経細胞は規則正しく分

布されることで六層の層構造を形成している。この六層の層構造が正しく形成

されるには神経前駆細胞の遊走が適切に起こることが不可欠である (Nadarajah 

and Parnavelas, 2002: Bielas et al., 2004)。 

六層構造の最下層である脳室帯 (ventricular zone、VZ) では神経幹細胞が増殖

を繰り返しているが、非対称分裂により産生された神経前駆細胞は皮質表層へ

と垂直方向に遊走し (Radial migration)、決まった位置に配置することでそれぞれ

の層構造を形成したあと、最終的にニューロンへと分化することで、緻密な神

経回路網が構築される (Levison and Goldman, 1993、Suzuki and Goldman, 2003、 

Lambert de Rouvroit and Goffinet, 2001: Solecki et al., 2004) (図 1)。Radial migration

は細胞体トランスロケーションと呼ばれる様式、ロコモーションと呼ばれる様

式、更に多極性移動の三つの様式が観察されている。細胞体トランスロケーシ

ョンとは、脳室帯に存在する一部の神経前駆細胞が脳表面にまで突起を伸長し

接着させ、脳表面との接着を維持したまま突起を収縮させることによって細胞

体を皮質表層へと移動させる様式である (Nadarajah et al., 2001)。一方、ロコモ

ーションと呼ばれる様式は放射状グリア細胞を足場にして移動する様式であり、

先導突起の伸長と核移動が続けて起こることで遊走を完了させる (LoTurco and 

Bai, 2006)。多極性移動はタイムラプス顕微鏡により最近明らかとなった、先の

二種とは異なる移動方式である。トランスロケーション様式により細胞体が中

間帯 (intermediate zone、IZ) 付近に移動したあと、伸長していた突起を収縮させ

ることで多極性の細胞となる。この多極性細胞は中間帯に数日間停滞した後、

再び双極性となり、放射状グリア細胞に沿って移動する (Tabata and Nakajima, 

2003、Noctor et al., 2004)。このように、神経前駆細胞の遊走は非常に複雑かつ厳

密的に、時空間的に制御されているが、遊走を制御する詳細な分子メカニズム

については不明な点が多い。 

大脳皮質発生時、特に神経前駆細胞の遊走に異常が生じる遺伝子疾患は多数

知られている。しかし、神経前駆細胞の遊走に関与するとされる種々のタンパ

ク質の詳細な機能や大脳皮質の発生メカニズムは、未だ不明な点が多い (Kerjan 

and Gleeson, 2007)。ダブルコルチン (Doublecortin, DCX) は X 染色体連鎖性滑脳

症/皮質下帯状異所性灰白質 (subcortical band heterotopia、SBH) の原因遺伝子と

して、連鎖解析により同定された遺伝子である (Ross et al., 1997)｡滑脳症患者で

は、DCX のアミノ酸のミスセンス変異が確認されており (Taylor et al., 2000: 
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Leger et al., 2008)、てんかんや精神遅滞といった症状が見られる。女性患者の場

合は大脳皮質の白質内の一部にもう一層の灰白質が存在するという Subcortical 

band heterotopia (SBH) の症状が見られるが、一方で男性患者の場合は女性患者

よりもさらに重篤な症状が観察され、大脳皮質の層構造が破綻し、平滑な脳表

となる。このような大脳皮質の層構造の異常は神経前駆細胞の遊走が正常に起

こらないために生じると考えられているが、詳細な疾患の発症メカニズムや有

効な治療法は確立されていない。 

DCX のノックアウトマウスは大脳皮質の層構造および細胞の放射状移動に異

常は観察されない (Corbo et al., 2002、Kappeler et al., 2006)。しかしながら in utero

の系で shRNA 発現プラスミドを脳室体に導入し DCX を発現抑制したラットで

は神経前駆細胞の遊走が中間帯付近で停止する (Bai et al., 2003)。また、DCX と

類似したアミノ酸配列をもつ DCX 様キナーゼ (DCLK)と DCX のダブルノック

アウトマウスでは滑脳症様の遊走異常を示す (Deuel et al., 2006)。これらのこと

から、DCX が神経前駆細胞の細胞骨格を調節しその遊走を制御することで、大

脳皮質の発生に重要な役割を担っていると考えられている。 

DCX は微小管結合タンパク質のひとつであり、微小管の安定化、束状化、ま

た微小管の形成促進に関わっていることが報告されている (Horesh et al., 1999、

Greeson et al., 1999、Moores et al., 2004、Moores et al., 2006) 。DCX は進化的によ

く保存された二つの微小管結合配列 (DCX ドメイン) を持ち、この二つの配列

が協働的に作用して機能を発揮していると示唆されている (Taylor et al., 2000、

Kim et al., 2003) (図 2)。また、DCX は遊走している培養神経前駆細胞内において、

核周囲、先導突起、成長円錐に存在する微小管に強く局在しており (Tanaka et al., 

2004(2))、神経前駆細胞の微小管の動態を複雑に調節することで遊走を制御して

いると考えられている。 

DCX は数種のタンパク質リン酸化酵素や脱リン酸化酵素によりリン酸化、脱

リン酸化される。DCX は Protein kinase A (PKA) / Microtubule affinity regulatory 

kinase (MARK) によって 47 番目のセリン (Ser47) がリン酸化され、protein 

phosphatase 2A (PP2A)によって脱リン酸化を受ける (Schaar et al., 2004) 。また、

Cyclin dependent kinase 5 (CdK5) により 297 番目のセリン (Ser297) がリン酸化

され (Tanaka et al., 2004 (1))、protein phosphatase 1 (PP1) により脱リン酸化され

る (Bielas et al., 2007)。PKA や Cdk5 によるリン酸化は、DCX の微小管への親和

性を減少させることが明らかにされている。一方、c-Jun N-terminal protein kinase 

(JNK) によって 321 番目と 331 番目のスレオニン(Thr321、Thr331)、334 番目の

セリン (Ser334) がリン酸化され (Gdalyahu et al., 2004)、PP1 によって脱リン酸

化されることが明らかにされた (Shmueli et al., 2006、Tsukada et al., 2006)。その

他に、Rho kinase や GSK3によってもリン酸化されることが報告されている 
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(Amano et al., 2010: Bilimoria et al., 2004)。これらの報告より、DCX が異なるリン

酸化酵素により異なる部位がリン酸化されることでその機能が制御されている

と考えられるが、発生時期にこれらのリン酸化酵素がどのように使い分けられ

ているのか、またこれらのリン酸化酵素の上流のシグナル伝達経路については

明らかではない。    

G タンパク質共役受容体 (GPCR) は細胞膜を七回貫通する特徴的な構造を持

ち、ホルモンをはじめとした生理活性物質などのシグナルを細胞外から細胞内

へと伝達する機能をもつ。これまでに非常に数多くの GPCR が明らかとなって

おり、これらはスーパーファミリーを形成している。GPCR は三量体 G タンパ

ク質と共役しており、三量体 G タンパク質を介したシグナルは様々な生体応答

を誘導する (Marinissen and Gutkind. 2001)。 

三量体 G タンパク質は G、G、Gの三種類から構成されており、刺激が入

っていない定常状態では Gは GDP と結合しており、G、Gとともにヘテロ三

量体を形成している。しかし、GPCR にリガンドが結合すると、GPCR は構造

変化を起こし、Gに結合している GDP を解離して、GDP の代わりに細胞内に

多量存在している GTP と結合した Gに変換する。また、この GDP-GTP 交換反

応により三量体 G タンパク質は Gサブユニットと G複合体に解離し、G及
び G複合体は各々のエフェクターを調節し、下流へとシグナルを伝達する 

(Kaziro et al., 1991)。Gは Gs、Gi、Gq、G12/13 の 4 つのファミリーに分

類されるが、これらの Gが伝達するシグナル経路は異なっている。Gs はアデ

ニル酸シクラーゼを活性化させることにより cAMP の産生を促し、PKA を活性

化するシグナルを伝達する。一方、Gi は Gs とは逆に、cAMP の産生を抑制

する。Gq はホスホリパーゼ Cを活性化することでジアシルグリセロール及び

イノシトール三リン酸 (IP3) の産生を誘導し、IP3 は小胞体からの Ca2+イオンの

流出を促す。G12/13 は Rho グアニンヌクレオチド交換因子 (GEF) の活性化を

介して Rho を制御することにより、アクチン細胞骨格の編成を制御する 

(Milligan and Kostenis. 2006)。 

個々の GPCR によって共役する Gのサブタイプは異なり、GPCR が伝達する

シグナルは多岐にわたる。例えば、免疫系や内分泌系、また循環器系などの恒

常性維持に関わるだけでなく、発生時期の細胞の増殖、分化、遊走などにも関

与していることが知られている。大脳皮質の発生においても例外ではなく、数

種類の GPCR が大脳皮質発生の制御に関わることが報告されている。Pituitary 

adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) はGPCRである PAC1を活性化す

るリガンドとして知られており、Gs-PKA を活性化するシグナルと Gq-PLCを活

性化するシグナルを伝達することが知られる (Spengler et al., 1993)。また、

PACAP ノックアウトマウスの大脳皮質は野生型マウスに比べて薄くなることが
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報告がされており、PACAP が大脳皮質の発生、特に神経前駆細胞の遊走に関与

していることが示唆されていた (Botia et al., 2007)。一方、当研究室では大脳

皮質のスライス培養系を用いて、血管収縮物質である Endothelin-1 (ET-1) による

刺激が、GPCR である B-type Endothelin receptor (ETRB) とこれに共役する Gq を

介して JNK を活性化することで、神経前駆細胞の radial migration を抑制するこ

とを明らかにした (Mizuno et al., 2005)。更に、大脳脳室の拡大や大脳皮質の層

構造に異常が生じる疾患である、両側性前頭登頂多少脳回の原因遺伝子として

発見された GPR56 が G12/13、またこの下流分子である Rho GEF を介して Rho

の活性化を誘導し、神経前駆細胞の遊走を抑制することを見出した (Iguchi et al., 

2008)。これまでは GPR56 はリガンド未知のオーファン受容体として知られてい

たが、2011 年に、GPR56 のリガンドとしてコラーゲンⅢが同定され (Luo et al., 

2011)、生体内における GPR56 による神経前駆細胞の遊走調節機構が明らかにさ

れつつある。 

一方、当研究室では、PACAP が cAMP と PKA を介して神経前駆細胞の放射

状移動を促進するという結果を得ていた。しかし、PKA より下流のシグナル伝

達分子は特定されておらず、どのようなメカニズムで PACAP が神経前駆細胞の

遊走を促進させているのか明らかではなかった。 

そこで私は、神経前駆細胞の遊走制御に関与し、更に PKA によってリン酸化

される分子である DCX に着目し、PKA による DCX のリン酸化が神経前駆細胞

の遊走調節に関わるのか、更に、G タンパク質シグナルが神経前駆細胞の遊走

制御、あるいは大脳皮質の形成に寄与しているのかを明らかにするために研究

を行った。その結果、PACAP 刺激によって、DCX のリン酸化が亢進されること、

更に、PKA リン酸化部位である Ser47 をグルタミン酸置換した変異体 (疑似リン

酸化型変異体、S47E) は神経前駆細胞の遊走を促進させることを見出した。ま

た、S47E 変異は微小管への親和性を減弱させ、DCX による微小管の動態調節を

変化させるだけでなく、低分子量 GTP 結合タンパク質である Rac1 の活性化を

介してアクチン骨格の制御にも関わることを明らかにした。これらの結果は

DCX が関与する様々な神経機能のメカニズムを説明する際のブレイクスルーと

なると考えられる。 
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材料と方法 

 
マウス胎仔脳由来神経前駆細胞の調製と培養 

 

 胎生 11.5 日マウスから大脳を採取し、0.05 % トリプシン, 0.67 mg/ml ヒアル

ロニダーゼ, 0.1 mg/ml DNase を含む Low Ca & High Mg aCSF 培地 (124 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 3.2 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 10 mM D-グルコ

ース) で細胞を懸濁し、37 ℃で 15 分間インキュベートした。1.4 mg /ml オボム

コイドを加えトリプシンの反応を停止させた後、ピペッティングすることで

個々の細胞に分離させた。1,000 rpm で 3 分間遠心後に上清を取り除き、5 ml の

aCSF 培地 (124 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 

10 mM D-グルコース) で沈殿を懸濁し 70 m nylon cell strainer (BD Falcon) を用

いて細胞をろ過した。ろ過した細胞懸濁液を 180×g で 3 分間遠心し、上清を取

り除いて沈殿を D/F 培地 (Doublecco’s modified eagle’s medium : Nutrient mixture 

F12 (1:1), Gibco) に懸濁し、細胞数を 2×106 cells/dish となるように調製して 20 

mg/ml poly-HEMA であらかじめコートした 10 cm ディッシュにまいた。更にサ

プリメントとして培養液に 1 mg/ml BSA (Sigma), 2 g/ml ヘパリン, 1×B27 

supplement (Invitrogen), 20 ng/ml mouse EGF (Roche), 20 ng/ml Human basic FGF 

(Peprotech) を加えた。37 ℃, 5% CO2 の条件下で 3 日間培養し、ニューロスフェ

アを形成させた。また、継代は三日ごとに行った。 

 

株化細胞の培養 

 

ヒト胎児腎臓由来であるHEK293T細胞及びアフリカミドリザル腎臓由来であ

る COS7 細胞は、10 %のウシ胎児血清 (MP Biomedicals) 及びペニシリン (100 

U/ml) / ストレプトマイシン (100 g/ml) を含む Doublecco’s modified eagle’s 

medium (DMEM; Sigma) 中で、37 ℃, 5 % CO2 の条件下で培養した。HEK293 細

胞は 10 %のウシ胎児血清 (Cellect) 及びペニシリン (100 U/ml) / ストレプトマ

イシン (100 g/ml) を含む DMEM 培地で培養した。 

これらの細胞は培養皿中でコンフルエントに達する前に 0.25 % トリプシン

溶液で細胞をはがし、細胞を 10 倍に希釈して新しい培養皿に継代した。 

 

ウエスタンブロット 

 調製したサンプルを、12 %アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE により分

離し、その後 polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) (Millipore) に転写した。
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メンブレンを 5 %スキムミルクを含む PBST (137 mM NaCl, 8 mM NaHPO4, 1.5 

mM KH2PO4, 0.5 % (w/v) Tween-20) に 1 時間浸し、ブロッキングを行った。5 %

スキムミルクを含むPBSTで希釈した一次抗体でメンブレンを浸し2時間静置し

た。その後、5 分毎に 3 回 PBST で洗浄し、5 %スキムミルクを含む PBST によ

って希釈した HRP 標識二次抗体でメンブレンを浸し、1 時間静置した。PBST で

3 回洗浄し、ECL 試薬 (GE Healthcare) を用いて検出を行った。 

 
なお、用いた一次抗体とその希釈率は次の通りである。 
一次抗体： 
ヤギ抗ダブルコルチン抗体 (C18), 1/1000 希釈 (Santa Cruz biotechnology) 

マウスモノクローナル抗-チューブリン抗体, 1/1000 希釈 (Sigma) 

マウス抗 FLAG 抗体 (M2), 1/1000 希釈 (Sigma) 

マウス抗 Myc 抗体 (9E10), 1/2000 希釈 (Covance) 

マウス抗アクチン抗体, 1/1000 希釈 (Santa cruze biotechnology) 

マウス抗 Rac1 抗体, 1/500 希釈 (Upstate Biotechnology (UBI)) 

 

DCX リン酸化部位変異体の作製 

 

pCMV5-FLAG-DCX -WT を鋳型とし、以下のプライマーを使用し QuikChange

Ⅱ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用いて、各変異体を作製した。 

 

pCMV5-FLAG-DCX A-S47A) 

  5’-GAACCTTGCAGGCATTAGCTAATGAGAAGAAGGCCAAG-3’ 

  5’-CTTGGCCTTCTTCTCATTAGCTAATGCCTGCAAGGTTC-3’ 

pCMV5-FLAG-DCX -S47E 

  5’-GAACCTTGCAGGCATTAGAGAATGAGAAGAAGGCCAAG-3’ 

  5’-CTTGGCCTTCTTCTCATTCTCTAATGCCTGCAAGGTTC-3’ 

pCMV5-FLAG-DCX -T331A/S334A 

  5’-GCAGTCTCCTATCTCTGCACCCACAGCCCCTGGAAGTCTGC-3’ 

  5’-GCAGACTTCCAGGGGCTGTGGGTGCAGAGATAGGAGACTGC-3’ 

pCMV5-FLAG-DCX-T331E/334E 

  5’-GCAGTCTCCTATCTCTGAACCCACAGAGCCTGGAAGTCTGC-3’ 

  5’-GCAGACTTCCAGGCTCTGTGGGTTCAGAGATAGGAGACTGC-3’ 
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アデノウイルスの作製 

 

DCX をノックダウンする 4 種類の siRNA (Dharmacon) のうち、神経前駆細胞

において DCX の発現抑制効率の高かった①と④の配列を基にこれらの shRNA

を産生するアデノウイルス及び 3’ UTR 配列を標的とした shDCX 3’UTR (Bai et 

al.,2003) のアデノウイルスを構築した。 

センスオリゴ DNA とアンチセンスオリゴ DNA をそれぞれ 1 g ずつ 23 l のア

ニーリングバッファー (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 5 mM MgCl2) に溶解し、ヒート

ブロックで 90 ℃, 3 分間熱変性させた。ヒートブロックを室温に置き温度を徐々

に下げアニーリング後、HindⅢ 及び MluⅠで処理した siRNA expression vector 

pRNAT－H1.1 / Adeno (GenScript Corporation) に挿入した。正常に挿入されたか

どうかはシークエンスを読むことで確認した。これらを PmeⅠにより切断し、

pAdEasy-1 Vector をもつ組み換え用 BJ5183-AD-1 electroporation competent cell 

(Stratagene) にエレクトロポレーション法によって導入した。続いてカナマイシ

ンを含んだ LB 培地に播種し、約 20 時間後に形成された小さいコロニーを選択

し siRNA expression vector pRNAT－H1.1 / Adeno と pAdEasy-1 vector との間に組

換えが起こったことを PacⅠによる制限酵素マッピングにより確認した。3.0 kbp

もしくは 4.5 kbp の位置に切り出されたバンドが存在するサンプルを、組換えが

正常に起こった DNA と判断した。続いて組み換えが起こったプラスミドを

XL10-GOLD ultracompetent cells (Stratagene) に導入し、増幅させ精製した。0.3 

mg/ml コラーゲン (新田ゼラチン) でコーティングした 6 cm ディッシュに

HEK293 細胞を播種し、これに PacⅠ処理によって線状化したプラスミドをリン

酸カルシウム法によって導入した。この HEK293 細胞を回収し凍結融解を繰り

返すことで細胞を破砕し、1,600×g で 15 分遠心することで上清を 1 次シードウ

イルス液として回収した。1 ml の上清をコラーゲンコートした 6 cm ディッシュ

に播種した HEK293 細胞にかけ、翌日 FBS を含む DMEM 培地を足した。一次

シードウイルス液回収時と同様に二次シードウイルス液を回収し、以上の操作

を四次シードウイルスを回収するまで続けた。 

 

設計した siRNA の配列を以下に示す。 

siDCX① センス 

5’-GGAGUGCGCUACAUUUAUAUU-3’ 

 

siDCX① アンチセンス 

5’-UAUAAAUGUAGCGCACUCCUU-3’ 
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siDCX② センス 

5’-GGAAACCGGAGUUGUCAAAUU-3’ 

 

siDCX② アンチセンス 

5’-UUUGACAACUCCGGUUUCCUU-3’ 

 

siDCX③ センス 

5’-GCAGAGUCAUGAAAGGGAAUU-3’ 

 

siDCX③ アンチセンス 

5’-UUCCCUUUCAUGACUCUGCUU-3’ 

 

siDCX④ センス 

5’-GUACGUUUCUACCGCAAUGUU-3’ 

 

siDCX④ アンチセンス 

5’-CAUUGCGGUAGAAACGUACUU-3’ 

 

また、コントロールに用いた siLuciferase 配列を以下に示す。 

5’-CGUACGCGGAAUACUUCGA-3’ 

 

また、shRNA 産生アデノウイルスシャトルベクターに挿入したオリゴ DNA 配列

を以下に示す。 

 

shDCX ① sense 

5’-CGCGTCCGGAGTGCGCTACATTTATATTTTCAAGAGAAATATAAATGTAGCGCACTC

CTTTTTA-3’ 

 

shDCX ① anti sense 

5’-AGCTTAAAAAGGAGTGCGCTACATTTATATTTCTCTTGAAAATATAAATGTAGCGCA

CTCCGGA-3’ 

 

shDCX ④ sense 

5’-CGCGTCCGTACGTTTCTACCGCAATGTTTTCAAGAGAAACATTGCGGTAGAAACGTA

CTTTTTA-3’ 
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shDCX ④ anti sense 

5’-AGCTTAAAAAGTACGTTTCTACCGCAATGTTTCTCTTGAAAACATTGCGGTAGAAAC

GTACGGA-3’ 

 

shDCX 3’ UTR sense 

5’-CGCGTCCGCTCAAGTGACCAACAAGGCTATAGACACAATAGCCTTGTTGGTCACTTG

AGCTTTTTA-3’ 

shDCX 3’ UTR anti sense 

5’-AGCTTAAAAAGCTCAAGTGACCAACAAGGCTATTGTGTCTATAGCCTTGTTGGTCAC

TTGAGCGGA-3’ 

 

レトロウイルスの作製 

 

DCX とその変異体の cDNA を pMYs-IRES-GFP レトロウイルスベクターの

BamHⅠ/XhoⅠサイトに挿入した。また、HEK293T 細胞を 6cm ディッシュに培

養し、24 時間後、培地を Opti-mem 培地  (Invitrogen) に交換した。その後

lipofectamine2000 を用いてレトロウイルスベクターを導入し、リポフェクション

の 6 時間後に血清が入った DMEM 培地 1.5 ml に置き換えた。リポフェクション

の 36 時間後から 48 時間後までの間、計 5 回ウイルスが分泌された細胞培養液

を 1.5 ml ずつ回収、交換することでウイルス溶液を回収し、得られたウイルス

液を 4,000×g 、4 ℃で一晩遠心した。上清を取り除き、75 l の滅菌 PBS にウ

イルスを再懸濁することで、100 倍濃縮ウイルス溶液を調製した。 

 

DCX タンパク質の精製 

 

 pCMV5-FLAG ベクターに挿入された DCX コンストラクトをそれぞれ BglⅡ、

HindⅢで切り出し、これを pCold-GST ベクターの BamHⅠ、HindⅢサイトに挿

入し、大量精製を行った。それぞれのプラスミドを導入した BL21 (DE3) codon 

plus を 500 ml の LB 培地にて 30℃で培養し、OD600＝0.5 となったときに 0.1 mM 

IPTG を添加して 15 ℃で 24 時間振蕩培養することで DCX タンパク質を発現さ

せた。以下の操作からは全て低温室で行った。菌体を回収し 40 ml の PBS に懸

濁後、菌体をソニケーターで破砕してから 9,000 ×g で 15 分間、4 ℃で 2 回遠

心し上清を回収した。上清に Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) を 500 l

加え 2 時間攪拌させることでレジンに GST-DCX タンパク質を結合させた。直径

0.8 cm、高さ 4 cm のカラム (BIO RAD) を用いてレジンを回収し、5 ml の洗浄

バッファー (20 mM Tris-HCl (pH8.0), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 300 mM NaCl, 1 
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g/ml ロイペプチン, 1 mM PMSF)で 3 回洗浄し、さらに 5 ml の溶出バッファー 

(40 mM グルタチオン, 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 1 g/ml ロイペプチン, 1 mM PMSF）をカラムに加えた。溶出液を 500 l

ずつ 10 フラクションで分注し、GST-DCX タンパク質を回収した。回収後、

SDS-PAGE で GST-DCX タンパク質を分離し、アクリルアミドゲルを CBB 染色

することによって GST-DCX タンパク質が多く含まれている画分を確認し、この

画分を 40 mM グルタチオンを含まない 2 L の溶出バッファーで 3 回透析しグル

タチオンを除いた。得られた DCX タンパク質溶液は-80℃にて保存した。 

 

in vitro キナーゼアッセイ 

 

 GST タグは PKA によってリン酸化されるので、上記の様に精製した GST-DCX

タンパク質 1 mg あたり 5 unit の PreScission protease (GE Healthcare) によって

GST タグを 4 ℃、一晩かけ切断した後、GST タグを Ni-NTA レジンで除去した。

2 g (50 pmol) の DCX タンパク質と 100 unit の PKA (New England BioLabs)を

PKA バッファー (50 mM Tris-HCl (pH7.5), 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 2 mM 

[-32P]-ATP, 1 g/ml ロイペプチン, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 20 

mM -グリセロホスフェート) 中で、37 ℃にて反応させた。なお、反応は 20 l

の溶液で行った。2×Laemmli サンプルバッファーを 10 l 加え煮沸することで

反応を停止させ、その後 12 % アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により

タンパク質を分離した。SDS-PAGE 後のゲルを CBB 染色し、ゲルドライヤーで

乾燥させ放射活性をイメージングプレートに記録し、イメージングアナライザ

ー (BAS-2500；富士フィルム) を用いて画像データを読み込んだ。読み込んだ

画像データはバンドの濃淡を数値化し、相対値を算出した。 

 

二次元電気泳動法によるリン酸化 DCX の検出 

 

20 MOI のアデノウイルスを用いて、1.0×106 個の培養神経前駆細胞に野生型

DCX と S47A 変異体を発現させた。感染 2 日後に、細胞を 10 nM PACAP で 1 時

間刺激した。1 M PACAP アンタゴニスト、1 M KT5720 は PACAP 刺激の 30

分前に加えた。コントロールの細胞には 2.5 % DMSO を添加した。100 M カリ

キュリン A は 1 時間処理した。薬剤処理後、細胞を回収し溶解バッファー (20 

mM HEPES-NaOH (pH7.5), 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.5 % NP-40, 1 mM Na3VO4, 

10 mM NaF, 20 mM , -グリセロホスフェート, 1 g/ml ロイペプチン, 1 mM 

PMSF) で溶解した後、15,000×g で 5 分間遠心し、その上清をライセートとし

た。 ホスファターゼ (400 U) を調製したライセートに加え、30 分間氷上でイ
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ンキュベートした。酵素処理および未処理のライセートを用いて、二次元電気

泳動法によってDCXのバンドを分離した。一次元目は Immobiline Dry Strip 18 cm, 

pH6-11 (GE Healthcare) を用い、二次元目は 10 % アクリルアミドゲルを用いて

SDS-PAGE を行うことで、タンパク質を分離した。SDS-PAGE 後は上記のウエス

タンブロットの方法に従い実験を行い、DCX タンパク質を検出した。 

 

ボイデンチャンバー法を用いた細胞遊走能の測定 

 

ボイデンチャンバー法とは、8 m の穴の空いたメンブレンを持つチャンバー

の上層に細胞懸濁液を入れ、一定時間経過後に穴を通過してメンブレンの下層

に遊走した細胞数を測定するアッセイであり、定量的に細胞遊走能を評価する

方法である (図 3)。 

1×106個の培養神経前駆細胞にDCXをノックダウンするためのアデノウイル

スを 20 MOI 感染させ、2 日間培養した。感染 2 日後にニューロスフェアを回収

し、トリプシンで細胞を分散させた後、DCX を過剰発現するためのアデノウイ

ルスを 10 MOI 再感染させた。24 時間後細胞を回収し、100 g/ml ポリエチレン

イミンでコーティングした Cell culture insert (8.0 m pore size, PET track-etched 

membrane 24 well format) (BD FALCON) の上層に 1×105 cells/ml に調製した細胞

懸濁液を 500 l 加えた。 

HEK293T 細胞を 35 mm ディッシュに 8 割の密度になるまで培養し、

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いて野生型 DCX と S47 変異体を導入した。1 

mM HCl (pH3.0) 溶液に溶解した 0.3 mg/ml コラーゲン TypeⅠ-A (新田ゼラチン) 

を用いて Cell culture insert (8.0 m pore size, PET track-etched membrane 24 well 

format) (BD FALCON) をコーティングした。これを PBS で 3 回洗浄し、500 l

の 10 % ウシ胎児血清を含むDMEM培地を入れた 24 穴ディッシュにセットし、

1×105 cells/ml に調製した HEK293T 細胞の懸濁液を 500 l 加えた。HEK293T 細

胞の懸濁液を作る際、血清を含まない培地を使用した。 

細胞懸濁液を加えたチャンバーを 37 ℃, 5 % CO2 の条件下で静置し 9 時間後

にメンブレンを回収した。メンブレンをメタノールに浸し細胞を固定後、メン

ブレン上層の細胞を綿棒で掻き取り、下層に移動した細胞をギムザ染色液で染

色した。これらの細胞を顕微鏡で観察し数を測定した。また、アッセイを行う

前の残った細胞懸濁液の一部を溶解バッファー (20 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 3 

mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.5 % NP-40, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 20 mM , -グリ

セロホスフェート, 1 g/ml ロイペプチン, 1 mM PMSF) に溶解してセルライセ

ートとし、ウエスタンブロット法を用いて DCX の発現量がサンプル間で違いが

ないことを確認した。 
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in utero 感染による細胞遊走能の評価 

 

Avertin を用いて E14 母マウスを麻酔し、その後マウス胎児を含む子宮を母マウ

スより一時的に露出した。子宮壁を通して見える胎仔に Fast Green (Sigma) で着

色した DCX 及び EGFP を同時に発現するレトロウイルス溶液をガラスキャピ

ラリーに吸引して、これを側脳室の両方に注入した。片方の側脳室あたり 1 l

程度を注入した。乾燥を防ぐため、常時子宮に PBS をかけながら操作を行った。

注入後は即座に子宮を母マウスに戻し、滅菌済みブレードシルク (秋山製作所) 

と外科用強弯角針 (エルプ) を用いて傷口を縫合した。麻酔が覚めるまでの間、

小動物用電気ヒーターを用いて母マウスを温め、覚醒後ゲージに入れ、4 日間飼

育した。胎生 18 日マウスから大脳を摘出し、4 % パラホルムアルデヒド (PFA)、

4 ℃で 12 時間固定して、その後大脳が沈降するまで 10 % スクロース溶液に浸

した。さらに 20 %、30 % スクロース溶液にそれぞれ 12 時間浸した後、O.C.T 

compound (サクラ精機) に包埋し、ドライアイス上で凍結した。大脳皮質の凍結

切片をクリオスタットで作製後、ウサギ抗 GFP 抗体 (MBL) を用いて EGFP 陽

性細胞を検出し、観察した (図 4)。 

 また、大脳皮質の層構造を可視化するために 1 % チオニンを用いてニッスル

染色法を行った。層構造を 3つの領域に分け、これらの領域に存在しているEGFP

陽性細胞の数を定量することで、DCX が導入された神経前駆細胞の遊走能を評

価した。 

 

細胞内微小管分画法 

  

遊離チューブリン画分、微小管画分の調製法は Solomon らの方法に準じて行

った (Solomon et al., 1986)。これは、細胞内に存在する、重合していないチュー

ブリン (遊離チューブリン) と微小管を分離し、それぞれの画分に含まれる微小

管結合タンパク質やチューブリンの存在量を調べる方法である (図 5)。 

培養神経前駆細胞を用いたアッセイでは、ニューロスフェアをトリプシンを

用いて分散し、10 nM PACAP で細胞を 1 時間刺激した。PACAP 刺激の 30 分前

に2.5 % DMSOもしくは1 M KT5720、1 M PACAPアンタゴニストで処理した。

刺激後、細胞を回収し、遊離チューブリンと微小管画分を下記に示す方法に従

って分離した。 

HEK293T 細胞を用いたアッセイの場合、6 cm ディッシュに培養した 7 割の密

度の細胞にリン酸カルシウム法を用いて DCX を導入した。導入して 36 時間後、

トリプシンを用いて細胞をディッシュからはがし、PM-2G バッファー (0.1 M 

PIPES (pH6.9), 2 M グリセロール, 5 mM MgCl2, 2 mM EGTA) で細胞を一度洗浄
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し、全細胞量のうち半量をチューブリンアッセイに用いた。残りの半量は 100 l

の溶解バッファー (20 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 

0.5 % NP-40, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 20 mM , -グリセロホスフェート, 1 

g/ml ロイペプチン, 1 mM PMSF) に溶解し、DCX の発現を確認した。   

チューブリンアッセイ用のサンプルを 700×g で 5 分間, 室温で遠心し、沈殿

に 0.1 % NP-40を含むPM-2G Bufferを 100 l加え、ローテーターで 15分間, 30 ℃

にてゆっくり攪拌した。さらに 700×g で 5 分, 室温で遠心し、上清を回収して

遊離チューブリン画分とした。また、沈殿に 0.1 % NP-40 を含む PM-2G バッフ

ァーを 500 l 加え、ローテーターで 5 分間, 30 ℃にて攪拌し洗浄した。洗浄後

に 700×g で 5 分, 室温で遠心して回収した沈殿に 50 mM CaCl2 を含む PM-2G バ

ッファーを 100 l 加え、ローテーターで 15 分間, 30 ℃にてゆっくり攪拌した。

その後 700×g で 5 分, 室温で遠心し上清を回収して微小管画分とした。沈殿に

50 mM CaCl2を含む PM-2G バッファーを 500 l 加えローテーターで 5 分間, 30℃

にて攪拌し洗浄した後に 700×g で 5 分, 室温で遠心し、沈殿に溶解バッファー

を 100 l 加え 10 分間氷上に静置した。15,000×g で 5 分間, 4 ℃で遠心し上清を

回収し溶解画分とした。この方法によって得た遊離チューブリン画分及び微小

管画分に含まれる DCX 及びチューブリンをウエスタンブロット法で確認した。 

 
微小管再構成の解析 

 
 このアッセイは精製チューブリンタンパク質を 37 ℃条件下で 1 時間、DCX

と共にインキュベートし、重合した微小管量を蛍光色素の蛍光強度を経時的に

定量することで測定する方法である (図 6)。 

微小管再構成の解析には Tubulin Polymerization Assay Kit (Porcine tubulin and 

Fluorescence based；Cytoskeleton Inc.) を用いた。測定を行う前に 96 穴プレート

を37 ℃で30分間プレインキュベートした。その後Tubulin glycerol buffer (80 mM 

PIPES, 2 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA (pH6.9), 1 mM GTP, 10 % グリセロール, 10 

M fluorescent reporter) に溶解した 50 l の 2 mg/ml 精製チューブリンタンパク

質溶液と DCX タンパク質を混ぜ、37 ℃で 1 時間インキュベートすることでチ

ューブリンタンパク質を重合させた。チューブリンタンパク質の重合度合いを

示す蛍光強度は、プレートリーダー ARVO MX (Perkin Elmer) を用いて経時的に

測定した。なお、蛍光波長は excitation は 355 nm、emission は 460 nm で測定し、

1 分毎に蛍光強度を測定した (図 6)。 
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免疫染色法 

 
細胞内に DCX 変異体を発現させ、DCX の局在変化や細胞骨格に対する効果

を調べるために、EGFP 融合 DCX の発現ベクターを構築した。BglⅡ、HindⅢを

用いて pCMV5-FLAG-DCX から各 DCX 配列を切り出し、切り出した DCX 配列

は pEGFP C1 ベクター (Clontech) の BglⅡ、HindⅢサイトに挿入した。COS7 細

胞を 35 mm ディッシュに 8 割の密度になるまで培養し、2 g の EGFP-DCX プ

ラスミド DNA をリン酸カルシウム法で細胞に導入した。導入してから 36 時間

後に 15 mm カバーグラスに細胞を接着させた。12 時間培養後、適当な大きさの

ディッシュに置き PBS で 1 回洗浄した後、15 分間、4 % PFA に浸して細胞を固

定した。5 分毎に 3 回 PBS で洗浄した後、ブロッキングバッファー (0.1 % 

Triton-X100, 10% FBS を含む PBS) に浸し、1 時間放置した。次に抗チューブリ

ン抗体をブロッキングバッファーで 1/250 に希釈した溶液を細胞の上にのせ、室

温に 1 時間放置した。5 分毎に 3 回 PBS で洗浄した後、Alexa594 が結合した抗

マウス IgG 抗体 (Molecular Probes) をブロッキングバッファーで 1/1000 に希釈

し、この溶液を細胞の上にのせ 30 分間放置した。その後 PBS で 3 回洗浄し、マ

ウント剤を用いて封入した。その後、蛍光顕微鏡 (Axio Observer: Carl Zeiss) を

用いて観察を行った。 

 

タイムラプスイメージング解析 

 

ニューロスフェアをトリプシンによって個々の細胞に分散させた後、2×107 

cells/ml の濃度になるように PBS に懸濁した。このうち 10 l の細胞懸濁液を用

いてエレクトロポレーション法による遺伝子導入を行った。1 g の pEGFP-アク

チンと pmCherry-DCX プラスミドを細胞懸濁液に混ぜ、Neon (Invitrogen) を用い

て遺伝子導入した。遺伝子導入の際は 13 番のプログラムを使用した。遺伝子導

入後はサプリメントが入った DF 培地で 2 日間培養し、ニューロスフェアを形成

させた。その後 100 g/ml poly-D-リジン、10 g/ml ラミニンコーティングした

ガラスボトムディッシュにトリプシン処理した細胞を接着させ、接着 1 時間後

に観察を開始した。10 秒ごと計 30 枚の写真を撮ることでムービーを作製した。 

 

GTP 結合型 Rac1 の検出 

 

pET42a-GST-PAK-CRIB を導入した大腸菌 BL21 (DE3) codon Plus を 30 ℃で培養

し、OD600＝0.5 となったときに 0.1 mM IPTG を添加して 3 時間 GST-PAK-CRIB

ドメインを発現させた。菌体を回収して 40 ml の PBS に懸濁後、菌体をソニケ
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ーターで破砕し Glutathione Sepharose 4B (GSH4B) を 500 l 加え 2 時間攪拌させ

ることでレジンに GST-PAK-CRIB タンパク質を結合させた。直径 0.8 cm、高さ 4 

cm のカラム (BIO RAD) を用いてレジンを回収し、5 ml の洗浄バッファー (50 

mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) で 3 回洗浄後、5 ml

の溶出バッファー (20 mM グルタチオン, 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM NaCl, 

1 mM EDTA, 1 mM DTT) を加え、溶出液を 500 l ずつ 10 フラクション回収し

GST-PAK-CRIB タンパク質を回収した。回収後、SDS-PAGE で GST-PAK-CRIB

タンパク質を分離し、アクリルアミドゲルを CBB 染色することによって

GST-PAK-CRIB タンパク質が多く含まれている画分を確認し、この画分をグル

タチオンを含まない 3 L の溶出バッファーで 2 回透析しグルタチオンを除いた。

得られた GST-PAK-CRIB タンパク質溶液は-80 ℃で保存した。なお、精製は全

て低温室で行った。 

精製した PAK-CRIB を用いて Rac1 のプルダウンアッセイを行った。1 g の

GST あるいは GST-PAK-CRIB を GSH4B レジンと 1 時間、4 ℃でインキュベー

トすることでレジンに結合させた。4 ℃に冷やした 500 l の GST-FISH バッフ

ァー (20 mM Tris-HCl (pH7.5), 2 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 1 % NP-40, 10 % グリ

セロール) を用いて細胞を懸濁し、15,000g で 5 分間遠心し、上清を回収した。

得られた細胞溶解液をタンパク質定量し、750 g のタンパク質を含む抽出液に 

1 g の GST-PAK-CRIB が結合したレジンを加えることでプルダウンアッセイを

行った。 1.5 時間のインキュベート後、レジンを 500 l の GST-FISH バッファー

で 3 回洗浄し、その後 2× Laemmli サンプルバッファーを加えてボイルすること

で、レジンに結合しているタンパク質を溶出した。溶出後、ウエスタンブロッ

ティング法によって Rac1 を検出した。 

 

Asef2 と DCX の相互作用の解析 

 
FLAG-DCXとmyc-Asef2をそれぞれ発現させたHEK293T細胞から溶解バッフ

ァーを用いてライセートを調製し、そのライセートに 1 g の抗 FLAG 抗体 (M2, 

Sigma) を加えて免疫沈降を行った。1 時間、4 ℃でインキュベートした後、抗

体が結合した Protein G Sepharose (GE Healthcare) を 500 l の溶解バッファーで 6

回洗浄し、次にレジンに 2× Laemmli サンプルバッファーを加えてボイルするこ

とでサンプルを調製した。得られたサンプルを 10 % SDS-PAGE で分離し、ウエ

スタンブロッティング法により抗 myc抗体 (9E10,covance)と抗DCX抗体 (Santa 

cruze biotechnology) あるいは抗 FLAG 抗体を用いて myc-Asef2 及び FLAG-DCX

を検出した。 
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結果 

 

in vitro における DCX のリン酸化の解析 

 

DCX の PKA リン酸化部位である Ser47 は PKA 認識配列と Ser を含むペプチ

ドの Mass spectroscopy の解析から PKA によりリン酸化されると示唆されたが 

(Schaar et al., 2004)、本当に Ser47 にリン酸が付加されるか、ラジオアイソトー

プと Ser47 をアミノ酸置換した変異体を用いた生化学的解析は行われていなか

った。 

そこで、DCX の Ser47 が PKA によって直接リン酸化されるのか、in vitro キナ

ーゼアッセイにより検討した。まず、GST 融合 DCX タンパク質を大腸菌発現系

を用いて大量精製した。また、GST は PKA によって直接リン酸化されるので、

PreScission protease を用いて GST を切断した後、除去した。 その後[-32P]-ATP

存在下で PKA による DCX のリン酸化反応を行い、DCX に取り込まれた 32P の

量を定量することでリン酸化の程度を検討した。 

この解析の結果、PKA を加えると、野生型 DCX (DCX-WT) においては 60 分

まで時間依存的な 32P の取り込みが見られた。一方 DCX の PKA リン酸化部位と

予想される Ser47 をアラニンに置換した非リン酸化型変異体 (DCX-S47A) (図 2)

では、60 分経過しても 32P の取り込み量はほとんど増加しなかった (図 7)。この

結果より、DCX の Ser47 が PKA によってリン酸化される部位であることが強く

示唆された。  

 

二次元電気泳動法を用いたリン酸化 DCX の解析 

 

DCX の Ser47 が PKA によって直接リン酸化されることが強く示唆されたため、

次に細胞において PKA を活性化する細胞外シグナル、特に G タンパク質共役受

容体を介したシグナルが DCX をリン酸化し得るのか、二次元電気泳動法を用い

て解析した。 

当研究室の先行研究より、pituitary adenylate cyclase activating polypeptide 

(PACAP) が細胞内 cAMP の蓄積を促進するとともに、神経前駆細胞の遊走を促

進することが明らかとなっている。従って、PACAP が cAMP / PKA を介して DCX

をリン酸化することで神経前駆細胞の遊走を制御している可能性が考えられた

ため、PACAP により DCX のリン酸化が亢進するかどうか調べた。 

培養神経前駆細胞にアデノウイルスを用いてDCX-WT及びDCX-S47A変異体

を発現させ、感染 2 日後に細胞を 10 nM PACAP で 1 時間刺激した。セルライセ
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ートを回収後、二次元電気泳動法によりタンパク質を分離し、ウェスタンブロ

ッティング法によって DCX のバンドを検出した。なお、二次元電気泳動を行う

前に、それぞれのセルライセートにリコンビナント GST-DCX タンパク質 (pI 

8.79)  をインターナルコントロールとして加えてから泳動して検出することで、

GST-DCX のバンドをマーカーとした。 

二次元電気泳動法による解析の結果、PACAP 刺激によって DCX -WT のバン

ドがコントロールよりも酸性側にシフトしていた。また、酸性側へのシフトは
フォスファターゼ処理や PACAP アンタゴニストを処理することによって解除

された (図 8 A)。一方、S47A を過剰発現させた場合、PACAP 刺激してもバンド

は酸性側にシフトしなかったことから、PACAP が活性化する Gs-PKA シグナル

によって DCX の Ser47 がリン酸化されることが示唆された (図 8 B)。 

 

DCX のリン酸化による細胞遊走への効果 

 

DCX は PKA によってリン酸化され、その機能が制御されていることが示唆さ

れているが (Schaar et al., 2004)、PKA によるリン酸化が細胞遊走にどのような影

響を与えるのかは明らかではない。そこでリン酸化 DCX が神経前駆細胞の遊走

にどのような影響を与えるのか定量的に解析するために、ボイデンチャンバー

を用いた細胞遊走能の測定を行った。 

まず初めに、PACAP 刺激によって培養神経前駆細胞の遊走が促進されるのか

どうか検討した。解析の結果、PACAP 刺激によって遊走能が約 2 倍上昇したが、

この促進効果は PACAP アンタゴニストと PKA 阻害剤である KT5720 によって

解除された (図 9)。この結果より、PACAP によって活性化された Gs-PKA シグ

ナルは神経前駆細胞の遊走を促進させることが明らかとなった。 

次に、PKA の活性化による遊走促進効果は DCX 依存的であるのか調べた。

DCXに対する shRNAを産生する 3種のアデノウイルスを用いて培養神経前駆細

胞の内在性 DCX をノックダウンし、これらの細胞の遊走能を測定した。DCX

のノックダウンは胎児脳内での神経前駆細胞の遊走を抑制することが報告され

ているが (Bai et al., Ocbina et al)、その報告同様、ボイデンチャンバー法を用い

た解析において DCX のノックダウンは遊走抑制効果を示した。興味深いことに

アデニル酸シクラーゼの活性化剤であるフォルスコリン処理によって遊走が促

進され、その効果も DCX のノックダウンで抑制されることが分かった (図 10 A)。

すなわち、PKA 活性化による培養神経前駆細胞の遊走促進効果は DCX 依存的で

あることが示唆された。 

次に、DCX の PKA リン酸化部位変異体が培養神経前駆細胞の遊走にどのよう

な影響を与えるのか調べた。まず DCX mRNA の 3’ 非翻訳領域の配列に対する
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shRNA を発現するアデノウイルスを用いて内在性 DCX をノックダウンした。続

いて DCX の翻訳領域のみの cDNA を有するアデノウイルスを感染させ、野生型

および各種変異体の効果を調べた (図 10 B)。外来性の野生型 DCX を発現させ

た細胞では、ノックダウンの効果はコントロール同様にまで回復した。一方で、

DCX-S47E を発現させた細胞では遊走の亢進が見られ、PKA 阻害剤で処理して

もこの効果は抑制されなかった。DCX-S47A を発現させてもノックダウンの効

果は回復しなかった (図 10 C)。 

一方、非神経細胞である HEK293T 細胞に野生型 DCX を導入し、フォルスコ

リン処理した場合においても遊走の促進が見られ、この促進効果は PKA 阻害剤

である KT5720 によって抑制された (図 11 A,B)。また、S47E 変異体を過剰発現

したHEK293T細胞は野生型を過剰発現させたときよりも遊走能が著しく上昇し

た。また、S47A 変異体の過剰発現は遊走能を減少させた(図 11 C,D)。これらの

結果より、DCX の Ser47 が細胞外シグナルにより活性化された PKA によって

リン酸化され、DCX の Ser47 のリン酸化依存的に神経前駆細胞の遊走を促進す

ることが示唆された。 

次に、生体内の大脳皮質形成過程における DCX リン酸化の意義を調べるため

に、in utero インフェクション法を用いて神経前駆細胞に DCX 遺伝子を導入し、

この細胞の遊走能を評価した (図 4)。また、大脳皮質の層構造を可視化するた

めにニッスル染色法により神経細胞を染色し、大脳皮質を 3 つの領域 (皮質板、

中間体、脳室体) に分類した (図 12 A-E 写真右)。それぞれの領域に存在する

EGFP 陽性細胞の数を数えた結果、コントロールである EGFP を発現した神経前

駆細胞は、約 15 %の細胞が皮質板 (CP) へと到達していた。一方で、野生型 DCX

及び疑似リン酸化型変異体S47Eを過剰発現したサンプルではコントロールに比

べ約二倍であるおよそ 30 %の細胞が皮質板へと到達していた。S47A 変異体や滑

脳症患者で同定された S47R 変異体を過剰発現しても、コントロールに比べ遊走

の促進は見られなかった (図 12)。野生型 DCX と S47E 変異体の過剰発現が神経

前駆細胞の遊走を促進したことから、Ser47 がリン酸化された DCX は大脳皮質

の神経前駆細胞の遊走を促進すること、また野生型 DCX の Ser47 は脳内におい

てリン酸化される可能性があることが示唆された。 

 

リン酸化 DCX の微小管への親和性とその機能 

 

今までに、DCX の Ser47 が PKA/MARK によってリン酸化されることで、DCX

の微小管への親和性が減少することが in vitro におけるチューブリン沈降実験や

免疫染色法を用いた解析により報告されている (Schaar et al., 2004: Tsukada et al., 

2005)。そこで、細胞外シグナルにより DCX の親和性が調節されうるのか、微
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小管分画アッセイを行い検討した (図 5)。まず初めに、微小管脱重合阻害剤であ

るタキソールと微小管重合阻害剤であるコルヒチンを用いて画分が目的通り調

製されているか確かめた。タキソールで処理した細胞では微小管チューブリン

がコントロールに比べてより多く得られた。一方、コルヒチン処理によってよ

り多くの遊離チューブリンが得られたことから、この分画法が目的通り行われ

ていることが確かめられた (図 13)。 

次に、培養神経前駆細胞を 10 nM PACAP で刺激し、その後遊離チューブリン

画分と微小管画分にそれぞれ分画した。続いてこれらの画分に含まれる DCX 及

びチューブリンの量をウェスタンブロット法により検出した。その結果、PACAP

刺激により微小管画分に存在する DCX の量は減少していたが、この効果は

PACAP アンタゴニストや PKA 阻害剤を事前に添加しておくことで減弱してい

た (図 14 A,B)。アデニル酸シクラーゼ活性化剤であるフォルスコリンを用いた

時も PACAP と同様の結果が得られた (図 14 C,D)。フォルスコリンは強力なア

デニル酸シクラーゼ活性化剤であるため、PACAP よりも強い効果を示した。フ

ォルスコリン添加前に PKA 阻害剤である KT5720 を処理することによって、

KT5720 単独処理と同様のレベルまで微小管画分に存在する DCX の量が回復し

た。なお、遊離チューブリン画分と微小管画分に含まれるチューブリンの総量

は全ての細胞において差が見られなかった。また、DCX の PKA リン酸化部位変

異体を HEK293T 細胞に発現させ、これら変異体の微小管への親和性を微小管分

画アッセイにより確認した。微小管画分に含まれる DCX の量が野生型、S47A、

S47R 変異体間でほぼ同量であったことから、S47A と S47R 変異体の微小管への

親和性は野生型と同様であることが分かった。一方、微小管画分に含まれる S47E

変異体の量は野生型に比べて減少していた (図 15)。これらの結果より、DCX は

PKA を活性化する細胞外シグナルにより Ser47 がリン酸化され、リン酸化され

ることで微小管への親和性が減少することが示された。 

DCX は微小管の安定化、形成、さらに微小管の束状化に関わっているという

報告がある (Greeson et al., 1999: Moores et al., 2004, 2006)。そこで、微小管の束

状化や形成に DCX のリン酸化が影響するのか調べた。in vitro における微小管再

構成解析を行うために、大腸菌発現系を用いて GST 融合 DCX タンパク質を大

量発現、精製し、アッセイを行った。まず初めに、微小管脱重合阻害剤である

タキソールと重合阻害剤であるコルヒチンを用いて、この in vitro 微小管再構成

系を確認した。チューブリンはインキュベーション開始後ゆっくりと重合し、

60 分で蛍光強度がほぼ一定になった。タキソールを加えると、添加直後に蛍光

強度の増加がみられた。一方、コルヒチンを加えた場合はチューブリンの蛍光

強度の変化は見られなかった (図 16)。このアッセイがチューブリンの重合を解

析するのに適していることが確認されたので、DCX タンパク質を用いてチュー
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ブリンの重合に対する DCX の効果を検討した。その結果、野生型 DCX の場合、

DCX の濃度依存的に微小管の重合の促進が観察された (図 17A)。更に、S47A、

S47E 変異体タンパク質を用いて同様のアッセイを行ったところ、S47A 変異体

では野生型とほぼ同様の微小管重合促進効果が見られたが、S47E は野生型に比

べ顕著に重合促進作用が減弱していた (図 17 B)。この結果より、リン酸化され

た DCX は微小管への親和性が減弱しているために、チューブリンの重合促進活

性が低いことが確認できた。 

続いて、細胞内での DCX の局在と束状化微小管の形成における PKA リン酸

化部位変異体の効果を調べた。野生型 DCX を COS7 細胞で過剰発現させると束

状化した微小管が形成されることが報告されている (Kim et al., 2003)。そこで

COS7 細胞に GFP 融合 DCX を過剰発現し、細胞内でのチューブリンの重合状態

の変化ならびに DCX の局在を免疫染色法によって観察した。野生型、S47A、

S47R を発現させた細胞では束状化した微小管が細胞膜辺縁部に観察されたが、

DCX 未発現 (コントロール) 細胞及び S47E 発現細胞においては、微小管の束状

化は観察されなかった。また、野生型で観察された束状化微小管はフォルスコ

リン処理により見られなくなったが、このフォルスコリンの効果は PKA 阻害剤

により抑制された。一方、S47A、S47R 変異体はフォルスコリンの効果に抵抗性

を示した。また、この束状化した微小管上に GFP-DCX が局在していることが観

察された (図 18)。この結果より、DCX は細胞内で微小管を束状化させる働きが

あり、PKA により Ser47 がリン酸化され微小管への親和性が減少すると微小管

に対する束状化作用が減弱することが示唆された。 

 

神経前駆細胞内における DCX のダイナミクスと DCX が細胞骨格に及ぼす影響 

 

遊走細胞内の細胞骨格は非常にダイナミックな挙動を示し、複雑なシグナル

伝達経路によって制御されている (Heng et al., 2009)。特に、アクチンフィラメ

ントと微小管は細胞の極性 (細胞の方向性) を決定し、細胞遊走に関わることが

知られている (Zhou et al., 2004)。そこで、遊走している神経前駆細胞内での DCX

とチューブリンのダイナミクス、DCX の機能を可視化するために、mCherry 融

合 DCX と GFP 融合チューブリンを発現するプラスミドを培養神経前駆細胞に

エレクトロポレーション法を用いて導入し、2 日後にこれらの動態をタイムラプ

ス顕微鏡により観察した。その結果、野生型 mCherry-DCX の過剰発現は細胞辺

縁部に束状化微小管を形成し、mCherry-DCX はチューブリンと共局在していた。

mCherry-DCX-S47A や mCherry-DCX-S47R のダイナミクスは野生型とほぼ同様

であった。一方、mCherry-DCX-S47E を過剰発現させると、束状化微小管の形成

は観察されず、mCherry-DCX-S47E は主に細胞質全体に局在していた。また、予
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想外なことに、細胞辺縁部において、細胞質もしくは細胞膜が非常に激しく動

く様子が観察された (図 19)。この細胞質もしくは細胞膜の動きはラメリポディ

アと似ていたため、S47E 変異体がラメリポディアの形成を促進しているのでは

ないかと考え、次の実験を行った。 

 ラメリポディアはメッシュ状のアクチン繊維から成る構造体であり、細胞膜

を前方に押しやることで細胞に推進力を生みだすことが知られる (Parsons et al. 

2010)。また、ラメリポディアは低分子量 GTP 結合タンパク質である Rac によっ

て形成が促進されることが知られる (Nobes et al., 1995)。そこで、Gs-PKA シグ

ナルおよびS47E変異体がアクチンの動態調節に関わっているのかを調べるため

に、培養神経前駆細胞に GFP 融合アクチンと mCherry 融合 DCX を過剰発現し、

これらの動態を観察した。mCherry 単独もしくは野生型 mCherry-DCX を過剰発

現させると、細胞突起の先端で GFP-アクチンがラメリポディア様に動く様子が

観察された。mCherry-DCX-S47A や mCherry-DCX-S47R を発現させた場合も野生

型 DCX と違いは見られなかった。一方で、mCherry-DCX-S47E を過剰発現させ

ると細胞全体で GFP-アクチンのダイナミックな動きを伴うラメリポディアが観

察され、Rac1 活性化型変異体 (Rac C.A.) を過剰発現させた時と同様の形態を示

した (図 20)。また、野生型 mCherry-DCX と EGFP-アクチンを過剰発現させた

細胞に PACAP で 1 時間刺激した場合にもラメリポディアの形成が促進され、こ

の効果は PACAP アンタゴニストや PKA 阻害剤である KT5720 を前処理するこ

とで抑制された (図 21)。さらに mCherry-DCX-S47Eと EGFP-アクチン、更にRac1

のドミナントネガティブ体 (Rac1 D.N.) を過剰発現させ、タイムラプスイメージ

ング解析を行ったところ、S47E 変異体が誘導するラメリポディアの形成は Rac1 

D.N.で完全に抑制された。また、低分子量 GTP 結合タンパク質である Cdc42 の

ドミナントネガティブ体 (Cdc42 D.N.) を発現させてもラメリポディアの形成

は抑制された (図 22)。さらに、mCherry-DCX と EGFP-アクチンを過剰発現させ

た細胞に微小管の動態を変化させる薬剤(微小管脱重合阻害剤：タキソール、微

小管重合阻害剤：コルヒチン)で処理してもラメリポディアの形成に影響を与え

なかった (図 23)。これらの結果から、DCX の Ser47 が PKA によってリン酸化

されると、微小管に対する効果とは別に Rac1 を活性化するシグナル伝達経路を

活性化し、その結果ラメリポディアの形成が誘導されることが明らかとなった。 

 

S47E 変異体による Rac1 GEF の機能調節 

 

タイムラプスイメージングの結果より、DCX-S47E の過剰発現が Rac1 の活性

化を介してラメリポディアを誘導することが明らかとなったので、次に

DCX-S47E が GTP 結合活性型 Rac1 を増加させるのか検討した。GTP 結合型 Rac1
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を検出するために、GST 融合 PAK-CRIB ドメインを用いたプルダウン解析を行

った。PAK とは p21-activated kinase の略称であり、Rac1 のエフェクター分子で

ある。GTP 結合型 Rac1 は PAK1 の CRIB ドメインを介して相互作用することが

知られる (Burbelo et al., 1995)。そこで、PAK1 の CRIB ドメインに GST タグを

付加したペプチドを大腸菌内で作製し、このペプチドを用いてプルダウン解析

を行った。    

まず初めに、培養神経前駆細胞を 10 nM PACAP で 30 分間刺激し、その後プ

ルダウン解析を行ったところ、コントロールに比べて GTP 結合型 Rac1 の量が

有意に増加していた。また、この効果は PACAP アンタゴニストや PKA 阻害剤

を添加することにより阻害された (図 24 A)。更に、培養神経前駆細胞の内在性

DCXをDCXの shRNAを産生するアデノウイルスを用いてノックダウンすると、

PACAP 刺激による GTP 結合型 Rac1 の増加が阻害された (図 24 B)。この結果よ

り、PKA シグナルによる GTP 結合型 Rac1 の増加は DCX 依存的であることが分

かった。更に、Rac1 活性化における S47 変異体の効果を調べるために、HEK293T

細胞に DCX を発現させプルダウン解析を行った。その結果、DCX-S47E を過剰

発現させると GTP 結合型 Rac1 の量が著しく増加した (図 24 C)。これらの結果

から、Ser47 のリン酸化が Rac1 の活性化に重要な役割を果たしていることが明

らかとなった。 

 低分子量 GTP 結合タンパク質は一般的にグアニンヌクレオチド交換因子 

(GEF) によって活性化され、反対に GTPase 活性化因子 (GAP) によって不活性

化される (Hall. 1998: Ridley et al., 2001)。そこで、DCX (S47E) が Rac1 の GEF を

活性化することで Rac1 の活性を制御しているのではないかと考えた。Rac1 の

GEF は 数多く知られるが、図 20 より低分子量 GTP 結合タンパク質である Cdc42

のドミナントネガティブ体を過剰発現させるとDCX-S47Eが誘導するラメリポデ

ィアの形成が抑制されたことから、DCX-S47E が制御する GEF は Rac1 と Cdc42

の両分子と相互作用する可能性が考えられた。Rac1 と Cdc42 の両分子に作用す

る GEF は 10 種類ほど知られているが、なかでも APC-stimulated guanine nucleotide 

exchange factor (Asef2) と呼ばれる GEF は発生時期の大脳皮質に発現しており 

(Yoshizawa et al., 2003)、微小管結合タンパク質でありガン抑制遺伝子としても知

られる Adenomatous polyposis coli (APC) が直接結合することで活性化される 

(Kawasaki et al., 2007: Hamann et al., 2007)。更に、DCX-S47E はアクチン結合タン

パク質である NeurabinⅡと相互作用することが報告されているが (Tsukada et al., 

2005)、一方で Asef2 も NeurabinⅡと結合することが報告された (Sagara et al., 

2009)。これらの報告より DCX-S47E が NeurabinⅡを介して、もしくは直接 Asef2

と相互作用することでAsef2のGEF活性を調節しているのではないかという仮説

を立てた。そこで、まず DCX-S47E と Asef2 が相互作用し得るのかを確かめるた
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めに、HEK293T 細胞に DCX 及び Asef2 を過剰発現し、免疫沈降法を行った。そ

の結果、DCX-S47E は Asef2 と共沈降することが明らかとなった。一方、野生型

DCX や S47A、S47R 変異体では Asef2 との共沈降は見られなかった (図 25)。 

更に、Asef2 が誘導する Rac1 の活性化に対する DCX-S47E の効果を検討した。

S47E 変異体や Asef2 を単独で発現させた場合に比べて、DCX-S47E と Asef2 を共

発現させたときの GTP 結合型 Rac1 の量が著しく増加していたことから、

DCX-S47E は Asef2 が誘導する Rac1 の活性化を増強することが判明した (図 26 

A)。 

最後に、GEF 活性を担う領域である DH ドメインを欠失した変異体 (Asef2 

DH) が全長の Asef2 と拮抗することで DCX-S47E が誘導する Rac1 の活性化を

阻害するのではないかと考え、この変異体を作製した。HEK293T 細胞に全長の

Asef2、DCX-S47E、そして Asef2 DH を発現させ、プルダウン解析により GTP

結合型 Rac1 の量を解析した。その結果、DCX-S47E の過剰発現は GTP 結合型 Rac1

の量を著しく増加させたが、Asef2 DH を共発現することでこの増加は見られな

くなった (図 26 B)。これらの結果より、DCX-S47E は Asef2 と相互作用すること

で、Asef2 の GEF 活性を高めることが考えられた。 

 

今まで得られた結果をまとめると、Gs-PKA シグナルを活性化する細胞外シグ

ナルにより、DCX の Ser47 がリン酸化され、微小管への親和性を減少させる。微

小管から離脱した DCX は Rac1 の GEF である Asef2 と相互作用し、Asef2 の GEF

活性を調節することによってラメリポディアを誘導する。そして、リン酸化され

た DCX が誘導するラメリポディアの形成により細胞の駆動力が生じ、神経前駆

細胞の遊走を促進させることが強く示唆された (図 27)。今回明らかとなった微

小管結合タンパク質によるアクチンの動態調節機構は、細胞骨格のダイナミクス

がより複雑な制御メカニズムによって調節されていることを示している。 
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神経前駆細胞
(Neuronal progenitor cell, NPC)

③ロコモーション周辺帯 (MZ)
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脳室下帯 (SVZ)

脳室帯 (VZ)

神経幹細胞

放射状グリア細胞

①トランスロケーション

②多極性移動

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
図 1：大脳皮質発生過程における神経前駆細胞の放射状移動 (radial migration) 
の概略 
脳室帯 (VZ) に存在する神経幹細胞は最終分裂を終え、神経前駆細胞に分化す

る。神経前駆細胞は脳室帯付近から垂直方向に移動し、皮質板 (CP) へと到達

する。この垂直方向の移動においては①トランスロケーション、②多極性移動、

③ロコモーションと呼ばれる 3 つの様式が観察されている。神経前駆細胞の遊

走は厳密に制御されているが、それぞれの移動様式の詳細な分子メカニズムは

未だ明らかではない。 
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図 2：DCX の領域構造  
A. DCX は微小管結合配列である DCX ドメインを 2 つ持ち、C 末端側にセリン/

プロリンリッチ領域が 存在する。N 末端側の DCX ドメインはアミノ酸 47-135

の領域、C 末端側の DCX ドメインは アミノ酸 174-259 の領域からなる。N 末端

側の DCX ドメインの境界に存在する Ser47 は PKA によってリン酸化されると

考えられている。また、滑脳症患者では、Ser47 がアルギニンに置換している変

異が同定されている。PKA によってリン酸化されない S47A 変異体、PKA 疑似

リン酸化型である S47E 変異体を作製し、実験に使用した。滑脳症患者では両

DCX ドメイン中にミスセンス変異が確認されている。 微小管への結合において

は、2 つの DCX ドメインが相乗して働いていると示唆されている。B. Ser47 (赤

字) は脊椎動物間で進化的によく保存されている。  

TLQALSNEKKAHuman

Mouse TLQALSNEKKA
TLQALSNEKKAChick

Xenopus TLQALSNEKKA
TLQALSSEKRAZebrafish

(DCLK2‐like)

N‐DCX C‐DCX Ser/Pro rich

A.A. 1 47 135 174 259 268 361

Ser47

Ser47：PKAリン酸化部位

DCX (S47A): PKA非リン酸化変異体
DCX (S47E):PKA疑似リン酸化型変異体
DCX (S47R)：滑脳症患者で同定された変異体

微小管との相互作用部位
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図 3：ボイデンチャンバー法を用いた細胞遊走能の測定原理  

ボイデンチャンバーとは 8 mの穴が開いたメンブレンを持つ チャンバーの こ

とである。チャンバーの上層に細胞懸濁液を入れ、 一定時間後に細胞遊走能を

測定した。上層に残っている細胞を スクレイパーで掻き取り、下層に遊走した

細胞をメンブレンごと回収し、ギムザ染色法を用いて細胞を染色した。更に、

細胞数を測定することで、定量的に細胞遊走能を評価した。  

細胞遊走

8.0 m の穴が
開いたメンブレン

PACAP
PACAP antagonist
PKA inhibitor
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図 4：in utero インフェクションの方法  

妊娠 14 日目マウスから、麻酔下で外科的に子宮を取り出し、子宮内の胎児脳室

にガラスキャピラリーを用いてレトロウイルスを注入した。導入後は再び母親

胎内に子宮を戻し、4 日後に胎児脳を取り出して凍結切片を作製した。EGFP 陽

性細胞は GFP 抗体を用いて検出した。 

妊娠14日目 母マウス

4日後

pMYs‐IRES‐GFPレトロウイルスを
E14 胎児脳室に注入

E18胎児脳を取り出し、大脳皮質の凍結切片を作製後
GFP抗体を用いてEGFP陽性細胞を検出
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図 5：微小管分画アッセイの方法  

細胞内には重合していないチューブリン (遊離チューブリン) と重合したチュ

ーブリンから成る微小管が存在している。そこで、両者を分画するために

Solomon らの文献を元にチューブリン分画アッセイを行った。  

細胞膜を 0.1% NP-40 で可溶化し、遠心分離することで上清に遊離チューブリン

を得た。一方、微小管はカルシウムイオンを加えると脱重合することが知られ

ているので、得られた沈殿物に 50 mM CaCl2 を加え、脱重合させた後に遠心分

離することで上清に微小管チューブリンを得た。 
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図 6：in vitro 微小管再構成アッセイの方法 

精製チューブリンタンパク質は 37 ℃条件下で重合する。蛍光色素は重合したチ

ューブリンに結合し、その蛍光強度を増す。よって、蛍光色素の蛍光強度を経

時的に定量することで、重合したチューブリン量を定量的に測定することがで

きる。 

37℃で重合

蛍光強度の増強

＋ 蛍光色素

精製チューブリン
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図 7：in vitro における PKA による DCX のリン酸化の解析  

A. DCX-WT (左) と DCX-S47A (右) を PKA 存在下あるいは非存在下で、図に示

した時間インキュベートした。SDS-PAGE 後、32P から放出された線をイメー

ジングアナライザーを用いて画像化したもの (上) とアクリルアミドゲルを

CBB 染色したもの (下)。B. in vitro において、PKA と DCX を[g-32P]-ATP 存在下

でインキュベートし、DCX に取り込まれた 32P の量を定量し、1 時間経過時の

PKA 存在下 DCX (WT) への 32P の取り込み量を 1 として、相対値を算出した。  
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図 8：二次元電気泳動法によるリン酸化 DCX の解析  

培養神経前駆細胞に DCX を過剰発現させ、2 日後に 10 nM PACAP による刺激を

1 時間行った。1 M PACAP アンタゴニスト (アンタゴニスト) と 1 M KT5720 

(KT) は PACAP 刺激の 30 分前に添加した。コントロールの細胞の培養液には

2.5 % DMSO を添加した。100 M カリキュリン A は 1 時間添加した。ライセー

トを回収し、二次元電気泳動法によって DCX を分離し、ウエスタンブロット法

によりバンドを検出した。ホスファターゼはライセートに 400 unit 加え、氷上

で 30 分間インキュベートした。また、それぞれのライセートサンプルに

GST-DCX 精製タンパク質 (pI 8.79) をマーカーとして加えて泳動した。赤い線

は DCX-WT を発現させた、PACAP 未刺激の細胞から調製したサンプルで検出

された DCX のバンドの位置を示している。 
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図 9：PACAP を用いた培養神経前駆細胞の遊走能の測定  

培養神経前駆細胞を 10 nM PACAP で刺激し、ボイデンチャンバー法により細胞

遊走能を測定した。PACAP アンタゴニストは、1 M PACAP 6-38 を、PKA 阻害

剤は 1 M KT5720 (KT) を用いた。いずれの薬剤も、チャンバーの上層、下層両

方に添加した。細胞懸濁液をチャンバーに入れ 16 時間培養後、チャンバー の

メンブレンを回収しギムザ染色液を用いてメンブレンの下層に遊走した細胞を

染色した。コントロールとして PBS と 2.5 % DMSO で処理した細胞の遊走した

数を 1 として比較した。 
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図 10：培養神経前駆細胞の遊走における DCX リン酸化の効果 

A. 培養神経前駆細胞の内在性 DCX を、DCX の shRNA を産生するアデノウイ

ルスを用いてノックダウンし、更に細胞遊走能をボイデンチャンバーを用いて

測定した。1 M フォルスコリン (Fsk)、1 M KT5720 (KT) は細胞をチャンバー

に入れた直後に加え、16 時間培養した。B. 培養神経前駆細胞の内在性 DCX を

ノックダウンした後、DCX の S47 変異体を内在性レベルになるよう外来的に発

現させた。C. B. の細胞の細胞遊走能をボイデンチャンバー法により測定し、グ

ラフ化した。  
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図 11：ボイデンチャンバーを用いた遊走能の測定  

A. HEK293T 細胞に野生型 DCX を過剰発現させ、チューブリン及び DCX に対す

る抗体を用いて発現を確認した。B. A の細胞遊走能をボイデンチャンバー法に

より測定した。C. HEK293T細胞に野生型DCX及び S47変異体を過剰発現させ、

その発現をウエスタンブロットで確認した。D. C.の細胞遊走能をボイデンチャ

ンバーを用いて測定した。  
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図 12：大脳皮質における DCX 変異体の遊走に対する効果  

A-E. EGFP のみ (A)、野生型 DCX (B)、S47A 変異体 (C)、S47E 変異体 (D)、そ

して S47R 変異体 (E) をレトロウイルスを用いて過剰発現させたマウス胎児の

大脳皮質を回収し、凍結切片を作製後、GFP 抗体を用いて EGFP 発現細胞を検

出した (左)。ニッスル染色法を用いて大脳皮質を染色し、層構造を可視化した 

(右)。スケールバー：100 m F. それぞれの大脳皮質の領域に存在する EGFP 発

現細胞を定量し、グラフ化した。  
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図 13：微小管分画アッセイの確認  

細胞内には重合していないチューブリン (遊離チューブリン) と重合したチュ

ーブリンから成る微小管を分画するために微小管分画アッセイを行った (図 5)。  

目的通りの分画が得られていることをタキソールやコルヒチンを用いて確認し

た。コントロールの細胞には 2.5 % DMSO を添加した。  

タキソール :微小管脱重合阻害剤
コルヒチン :微小管重合阻害剤
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図 14：PKA を活性化させるシグナルによる、DCX の微小管への親和性に 

及ぼす影響  

A. 培養神経前駆細胞を PACAP で 1 時間刺激した後、細胞内の遊離チューブリ

ン及び微小管チューブリン画分を分画して、これらの画分に含まれる DCX とチ

ューブリンをウエスタンブロット法により検出した。なお、PACAP アンタゴニ

ストとKT5720 (KT) は、PACAP刺激 30分前に処理し、コントロール細胞は 2.5 % 

DMSO で 30 分間処理後 PBS を加えた。 B. A で得られた結果をグラフ化した。

結果は 3 回の平均を示した。C.フォルスコリン (Fsk) で 1 時間刺激した培養神

経前駆細胞から遊離チューブリン及び微小管チューブリン画分を分画後、これ

らの画分に含まれるDCXとチューブリンをウエスタンブロット法により検出し

た。D. C.で得られた結果をグラフ化した。結果は 3 回の平均を示した。 
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図 15:DCX 変異体の微小管への親和性  

A. HEK293T 細胞に DCX をトランスフェクションし、2 日後に遊離チューブリ

ン及び微小管チューブリン画分を分画してこれらの画分に含まれるDCXとチュ

ーブリンをウエスタンブロット法を用いて検出した。B. A で得られた結果をグ

ラフ化した。結果は 3 回の平均を示している。  
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図 16：in vitro 微小管再構成アッセイを用いた、DCX のチューブリン重合能の

解析  

A. in vitro における微小管再構成アッセイの原理。B. アッセイ開始前に微小管脱

重合阻害剤であるタキソールと微小管重合阻害剤であるコルヒチンを添加し、 

添加直後に蛍光強度の測定を開始した。タキソール添加時は即座に蛍光強度が

上がり、チューブリンが重合したことが分かった。一方コルヒチン添加時は蛍

光強度が上がらず、チューブリン重合が起こらないことを確認した。なおコン

トロール (Ctrl) のサンプルには DMSO を加えた。  
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図 17： in vitro 微小管再構成アッセイを用いた、DCX のチューブリン重合能の

解析  

DCX のチューブリン重合能を微小管再構成アッセイによって測定した。  

A. チューブリンに対する DCX のモル比を変え、チューブリン重合促進に必要

な DCX の濃度を検討した。B. DCX:チューブリン= 0.03 :1 のモル比条件で解析

を行った。  
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図 18：COS7 細胞における免疫染色  

A-E. EGFP 融合 DCX を COS7 細胞に過剰発現し、束状化した微小管 (矢印) を

観察した。コントロール細胞には EGFP を導入した。微小管は抗チューブリン

抗体を用いて検出した。また、フォルスコリン (Fsk) は 1 時間処理し、KT5720 

(KT) はフォルスコリン添加前に 30 分間処理した。スケールバー：10 m F. 束

状化微小管を有する細胞の数を測定し、グラフ化した。 
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図 19：培養神経前駆細胞内での DCX 変異体及びチューブリンの挙動  

培養神経前駆細胞に mCherry 融合 DCX と GFP 融合チューブリンをそれぞれ導

入し、PDL/ラミニンでコートしたディッシュに接着させた。コントロール (ctrl) 

の細胞には mCherry と GFP-チューブリンを発現させた。接着して 2 時間後に、

DCX 及びチューブリンの細胞内での挙動をタイムラプス蛍光顕微鏡を用いて観

察した。スケールバー：10 m 
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図 20：培養神経前駆細胞内での DCX 変異体及びアクチンの挙動  

培養神経前駆細胞にmCherry融合DCXとEGFP融合アクチンをそれぞれ導入し、

PDL/ラミニンでコートしたディッシュに接着させ、2 時間後に細胞内の DCX 

及びアクチンをタイムラプス蛍光顕微鏡を用いて観察した。コントロール (ctrl) 

の細胞には mCherry と EGFP-アクチンを発現させた。スケールバー：10 m 
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図 21：培養神経前駆細胞内での DCX 及びアクチンの挙動  

培養神経前駆細胞に mCherry 融合 DCX-WT と EGFP 融合アクチンをそれぞれ導

入し、PDL/ラミニンでコートしたディッシュに接着させ、2 時間後に細胞を観察

した。接着後に 10 nM PACAP で 1 時間刺激し、細胞内の DCX 及びアクチンを

タイムラプス蛍光顕微鏡を用いて観察した。PACAP アンタゴニストと KT5720

は PACAP 刺激 30 分前に加えた。コントロール細胞には 2.5 % DMSO を加えた。 

スケールバー：10 m 

PACAP+KT5720

DMSO PACAP
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図 22：神経前駆細胞内での DCX 変異体及びアクチンの挙動  

培養神経前駆細胞に mCherry 融合 DCX (S47E) と EGFP 融合アクチン、更に Rac1、

Cdc42 のドミナントネガティブ体 (D.N.) を導入し、PDL/ラミニンコートした 

ディッシュに接着させ、2 時間後に細胞内の DCX 及びアクチンをタイムラプス

蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケールバー：10 m   
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図 23：COS7 細胞内での DCX S47E 変異体及びアクチンの挙動  

mCherry 融合 DCX と EGFP 融合アクチンを導入した COS7 細胞を、ディッシュ

に 2 時間接着させた。接着後、100 nM タキソール、1 M コルヒチンを添加し

てから 30 分後、細胞内の DCX 及びアクチンをタイムラプス蛍光顕微鏡を用い

て観察した。  
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図 24：リン酸化 DCX による Rac1 の活性化  

A. 培養神経前駆細胞を 10 nM PACAP で 30 分間刺激し、GST 融合 PAK CRIB ド

メインを用いたプルダウン法により GTP 結合型 Rac1 を特異的に検出した。な

お、PACAP アンタゴニスト (アンタゴニスト) 及び KT5720 (KT) は PACAP 刺

激 30 分前に添加した。B. shDCX を産生するアデノウイルス (shDCX1) を用い

て培養神経前駆細胞の内在性 DCX をノックダウンした。更に 10 nM PACAP を

用いて刺激し、GST 融合 PAK CRIB ドメインを用いたプルダウン法により GTP

結合型 Rac1 を特異的に検出した。C. HEK293T 細胞に野生型 DCX 及び S47 変異

体を過剰発現し、GST融合PAK CRIBドメインを用いたプルダウン法によりGTP

結合型 Rac1 を特異的に検出した。  
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図 25：Asef2 と DCX S47E の相互作用  

HEK293T 細胞に野生型 DCX 及び S47 変異体、Asef2 をそれぞれ過剰発現し、

FLAG (M2) 抗体を用いて DCX を免疫沈降し、DCX と共沈降する Myc-Asef2 を

検出した。  
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図 26：Asef2 と DCX S47E による Rac1 の活性化  

A. HEK293T 細胞に S47A 及び S47E 変異体、Asef2 をそれぞれ過剰発現し、GST

融合 PAK-CRIB ドメインを用いたプルダウン法を行った。プルダウン法により

沈殿した GTP 結合型 Rac1 を、抗 Rac1 抗体を用いて検出した。B. 全長の

Myc-Asef2、DH ドメインを欠失した Asef2 DH 及び S47E 変異体を HEK293T 細

胞に発現させ、GST 融合 PAK CRIB ドメインを用いたプルダウン法により GTP

結合型 Rac1 を特異的に検出した。  
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図 27：Gs-PKA シグナルによる神経前駆細胞の遊走制御機構  

PACAP は G タンパク質共役受容体を介して Gs、PKA を活性化し、活性化され

た PKA は DCX の Ser47 をリン酸化する。リン酸化された DCX は微小管から離

脱し、Rac1 の GEF である Asef2 と相互作用する。破線矢印で示したシグナル伝

達経路は未だ明らかではないが、Asef2 と DCX-S47E 変異体が相互作用すること

で Rac1 が活性化され、アクチン骨格の再編成が起こり神経前駆細胞の遊走が促

進されると考えられる。  
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考察 

 

PKA による DCX の Ser47 リン酸化の解析 

 

in vitro キナーゼアッセイの結果より、DCX は PKA によって直接リン酸化さ

れることが示された。また、Ser47 をアラニン置換した非リン酸化変異体は 32P

の取り込みが著しく減少していた (図 7)。このことから、過去の報告で示唆され

ていたように、47 番目のセリンは PKA によって直接リン酸化されることが明ら

かとなった。更に、PACAP 刺激した培養神経前駆細胞の細胞抽出液を二次元電

気泳動法によって分離し抗 DCX 抗体を用いてバンドを検出した。野生型 DCX

を発現させたサンプルではバンドがPACAP刺激により酸性側に有意にシフトし

たのに対し、S47A 変異体を発現させても野生型のときに見られたようなバンド

シフトが見られなかった。また、野生型 DCX のときに見られたバンドシフトは

フォスファターゼ処理をすることにより元の位置に戻ることから、酸性側への

バンドシフトはリン酸化によるものであることが示された (図 8)。刺激に用いた

PACAPの濃度は 10 nMであり、この濃度は細胞遊走を促進する濃度であり、DCX

をリン酸化させるのに十分であることが示された。 

一方、Ser47 のリン酸化を特異的に認識する抗体の作製を試みたが、現在のと

ころ特異性の高い抗体を作製することができなかった。また、リン酸化された

PKA 基質を認識する抗体を用いて、DCX の Ser47 のリン酸化を認識できるか

DCX を免疫沈降したサンプルを用いて検討したが、DCX の Ser47 リン酸化の亢

進を示す結果を得ることができなかった。これらの理由により大脳皮質発生時

期における Ser47 リン酸化の時空間的な変化については確認できなかった。一方、

PACAP の mRNA は少なくとも胎生 13 日には発現しており、生後もその発現が

持続する (Skoglösa et al., 1999) ことから、少なくとも PACAP により誘導される

Gs-PKA シグナルは大脳皮質発生時期を通して活性が持続されていると考えら

れる。 

 

DCX のリン酸化による細胞遊走への効果の検討 

 

PKA のリン酸化部位変異体を HEK293T 細胞に発現させ、その遊走能をボイ

デンチャンバー法により測定したところ、S47E 変異体の過剰発現は遊走を促進

し、反対に S47A 変異体を過剰発現させると遊走が抑制された (図 11)。このこ

とから、遊走促進効果は DCX 依存的であり、非神経細胞も神経細胞と同様の遊

走促進機構を持っていることが示唆された。Asef2 や NeurabinⅡが HEK293T 細
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胞に発現しているという報告もあることから、神経特異的な DCX を外来的に発

現させることで、Asef2 を介した遊走制御機構が働いた可能性が考えられる。 

大脳皮質に野生型もしくは DCX-S47E を過剰発現すると、培養神経前駆細胞

の遊走がコントロール、S47A や S47R 変異体を過剰発現させた時と比較して有

意に促進された (図 12)。S47A や S47R 変異体は PKA によってリン酸化されな

い。また、Ser47 は進化的に脊椎動物間で保存されていることから (図 2 B)、Ser47

のリン酸化が重要な役割を果たすこと、特に正常な大脳皮質の発生には DCX の

Ser47 のリン酸化が不可欠であり、遊走に重要な役割を果たしていることが考え

られた。 

一方、cAMP-PKA シグナル経路は繊維芽細胞等の細胞遊走を抑制することが

知られている (Howe. 2004)。更にカハール・レチウス細胞等といった脳内の神

経細胞においても、cAMPの産生を抑制するGiと共役するGPCRであるCXCR4

や、このリガンドである CXCL12 (SDF1 とも呼ばれる) をノックアウトした場合、

遊走能が減少することが報告されている (Tiveron and Cremer, 2008)。これまでに

報告されていた、cAMP-PKA シグナルが細胞遊走を抑制するという結果は今回

得た結果と矛盾するが、DCX の発現量や PKA を活性化させるリガンドに対する

感受性、また細胞内における cAMP-PKA シグナルの活性化される部位などの違

いが遊走能の調節結果に違いを生じているのではないかと考えている。また、

当研究室では GPCR である Endothelin receptor type B (ETRB) と Gq を介した

Endothelin1 (ET-1) からの刺激により JNK が活性化され、神経前駆細胞の radial 

migration が抑制されることを報告している (Mizuno et al., 2005)。PACAP は高濃

度条件下では Gs-PKA シグナルだけでなく Gq シグナルも活性化することが知ら

れているので、PACAP がより多く発現している皮質板付近に到達した細胞は Gs

シグナルから Gq シグナルにスイッチすることで、遊走を停止する能力を獲得し、

overmigration するのを防ぐ役割を果たしているかもしれない。 

一方、これまでに、DCX をノックアウトさせたマウスでは大脳の層構造及び

放射状移動に異常は観察されないが (Corbo et al., 2002、Kappeler et al., 2006)、

DCX をノックダウンさせたラットでは多極性神経前駆細胞の遊走が中間帯付近

で停止することが報告されている (Bai et al., 2003)。微小管結合部位である DCX

ドメインは進化的によく保存されており、DCX ドメインを含むタンパク質は

DCX スーパーファミリーを形成している (Reiner et al., 2006、Coquelle et al., 

2006)。DCX ノックアウトマウスにおいて大脳構造の異常が観察されないのは、

DCXスーパーファミリーに属するDoublecortin-like kinase (DCLK) がノックアウ

トされた DCX の代償を行っており、RNAi 法による mRNA の急激な分解には代

償機構が働かないからであると考えられている。DCX と DCLK のダブルノック

アウトマウスでは大脳皮質の層構造が薄くなり、また軸索の伸長、投射も正常
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でなくなる報告もあり、DCX と DCLK の遺伝学的な相互作用が強く示唆されて

いる (Deuel et al., 2006)。これらの報告を踏まえ、shRNA を用いたノックダウン

によって培養神経前駆細胞における内在性の DCX を発現抑制すること、更に発

現抑制後に DCX 変異体を過剰発現させ、変異体の機能を評価することは非常に

有効的であると考えられた。 

一方、DCX は Cdk5 などの様々なキナーゼによってリン酸化されることが報

告されている (Tanaka et al., 2004 (1))。特に Cdk5 のノックアウトマウスでは大脳

皮質の層構造に異常が生じることが報告されている (Jessberger et al., 2009)。現

在までに Cdk5 による DCX のリン酸化は微小管への親和性を減少させることが

報告されているが (Tanaka et al., 2004 (1))、このリン酸化が細胞遊走や神経機能

の獲得においてどのような役割を果たすのかについては、未解明な点が非常に

多い。今後は様々なキナーゼによる DCX のリン酸化が与える影響、例えば Cdk5

によるリン酸化が PKA によるリン酸化とどのような関係にあるか解析を行う必

要があると考えている。 

 
リン酸化 DCX が微小管の動態に与える影響 

 

これまでに in vitro の系を用いた解析により、精製チューブリンタンパク質と

リコンビナントの野生型 DCX を PKA あるいは MARK を共にインキュベートし

た後に遠心し、重合したチューブリンを沈降させると、上清に DCX が確認され

ること、一方 S47A 変異体を用いた場合には上清に DCX の存在が確認されない

と報告されており、DCX は PKA もしくは MARK によるリン酸化によってチュ

ーブリンへの親和性が減少することが示唆されていた (Schaar et al., 2004)。また、

GFP 融合 S47E 変異体を COS7 細胞に過剰発現させ、免疫染色法を用いて検討し

た実験では、微小管への親和性が減少することが報告されている (Tsukada et al., 

2005)。しかし、これまで細胞外のシグナルによる調節については証明されてい

なかった。今回得られた結果より、PACAP による刺激が DCX のリン酸化を増

加させることが分かったので、PACAP が DCX の機能を調節しているのか検討

した。細胞内シグナルを活性化させた細胞を用いた微小管分画実験より、PACAP

刺激が DCX の微小管への親和性を減少させること、細胞内において S47E 変異

体の微小管への親和性が減弱していることを、ウエスタンブロット法を用いた

定量的解析により明らかにすることができた (図 14、15)。さらに、免疫染色法

を用いた実験においても、PKA シグナルが DCX の Ser47 をリン酸化することで

束状化された微小管を減少させることを明らかにすることができた (図 18)。こ

れらの結果は、PKA によって DCX の Ser47 がリン酸化されることで微小管への

親和性が減少するという他のグループの結果とよく一致している。 
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また、DCX はチューブリンが重合する際の重合核となることで重合を促進さ

せるという報告がある (Moore et al., 2006)。このことから、Ser47 のリン酸化が

微小管への親和性を減少させることで重合核となりにくくなり、チューブリン

重合能にも影響を与えるのではないかと考え、実験を行った。微小管分画実験

では、野生型 DCX や S47 変異体による微小管画分と遊離チューブリン画分のチ

ューブリン量の有意な変化は見られなかった。しかし、in vitro における微小管

再構成解析の結果、DCX の濃度依存的に微小管の重合が促進されること、更に

S47E 変異体は野生型や S47A 変異体に比べ顕著に重合促進作用が弱まっている

ことが分かった (図 17)。Cdk5 や JNK によるリン酸化においても DCX の微小管

に対する親和性を減弱させることが報告されているので、これらのキナーゼに

よる疑似リン酸化型変異体を用いて細胞内の微小管分画実験を行い、微小管へ

の親和性を検討したが S47E 変異体のような、有意な微小管への親和性の減少は

見られなかった。今後は Cdk5 あるいは JNK によるリン酸化部位と PKA による

リン酸化部位 Ser47 の両方に変異を入れたコンストラクトを用いて微小管への

親和性がどのように変化するのか解析を行う予定である。 

一方、遊走細胞を微小管脱重合阻害剤であるタキソール処理、もしくは微小

管重合阻害剤であるコルヒチン処理すると、どちらも遊走能が減少することが

報告されている (Schiff and Horwitz, 1980、Hasskarl et al., 1973)。また、様々な知

見より、遊走細胞における微小管の動態は非常に厳密に調節されていることが

示唆されている (Small et al., 2002、Gundersen, 2002)。特に神経前駆細胞が遊走

する際は、一般に双極性の細長い形態をとり、移動方向の前後にそれぞれ先導

突起と尾突起を形成することが知られている。移動方向に向かって先導突起が

伸長した後、続いて細胞核ならびにその他の細胞内小器官が先導突起内部へ移

動するというしゃくとり虫のような運動様式をとり、先導突起の伸長と核の移

動は神経前駆細胞の遊走に重要であると考えられている (Ridley et al., 2003、

Samuels et al., 2004)。先導突起の内部では微小管が高度に束状化していることが

報告されているが (Geraldo and Gordon. 2009)、遊走している細胞内では、部位に

よって微小管のダイナミクス制御法が異なることが考えられる。そこで、遊走

している培養神経前駆細胞中のDCX及びチューブリンの局在やダイナミクスを

観察したところ、野生型 DCX は細胞辺縁部に強く局在しており、束状化微小管

が形成されていた (図 19)。一方、驚いたことに、S47E 変異体を発現させると、

S47E 変異体は細胞質全体に分布しており束状化微小管が観察されないだけでな

く、細胞辺縁部が非常にダイナミックに動く様子が観察された。この動きはア

クチンにより形成されるラメリポディアと同様であったため、PKA によりリン

酸化された DCX がアクチン骨格の制御に関わるのではないかと考えられた。 
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リン酸化 DCX によるアクチン細胞骨格の動態調節 

 

神経細胞の成長円錐は、アクチンが密に存在してメッシュ状の構造体を形成

している Peripheral domain (P ドメイン) と、微小管が高度に重合している Central 

domain (C ドメイン) とに区別される。P ドメインでは Rac1 の活性化を介したラ

メリポディアの形成が頻繁に観察される。ラメリポディア内ではL1やNeural cell 

adhesive molecules (NCAM) などの接着分子が多く局在しており、神経前駆細胞

が動く際には、これら接着分子が推進力を生みだすのに関与していると考えら

れている (Maness and Schachner, 2007)。一部の微小管は C ドメインに存在する

だけでなく P ドメインにも侵入しており、微小管とアクチンが非常に近い場所

で存在していることが報告されている (Zhou et al., 2002)。また、非常に興味深

いことに、P ドメインに侵入している微小管に DCX が局在しているという報告

があることから (Tint et al., 2009)、DCX がアクチンと相互作用している可能性

も考えられた。S47E 変異体を発現、あるいは PACAP で刺激した培養神経前駆

細胞ではラメリポディアの形成が観察された (図 20、21)。またタキソールやコ

ルヒチンを用いて、ラメリポディアの形成が微小管の動態変化によるものでは

ないことを示した (図 23)。DCX-S47E の発現によるラメリポディアの形成は

Rac1 の活性化依存的であり、PKA によってリン酸化された DCX は特に成長円

錐などで Rac1 を活性化し、アクチン骨格のダイナミクス制御をしている可能性

が考えられる。 

Rac1などの低分子量GTP結合タンパク質は神経前駆細胞の遊走制御に関与す

ること、また微小管とアクチン骨格のクロストークは適切な細胞遊走か接着、

またシナプス形成に必要であることから (Heng et al., 2009)、DCX による微小管、

アクチン両者の細胞骨格の制御は神経前駆細胞の遊走はもちろん、神経細胞の

軸索あるいは樹状突起の伸長や形態変化においても重要な働きをし、正常な大

脳皮質の発生に不可欠であると考えられる。 

それでは、PKA によってリン酸化された DCX はどのようにして Rac1 を活性

化するのだろうか。Rac1 を初めとする低分子量 GTP 結合タンパク質は、Gサ
ブユニットと同様に、定常状態では GDP と結合しており、GTP と結合すること

により活性状態となる。GDP から GTP への交換反応はグアニンヌクレオチド交

換因子 (GEF) によって調節されることが知られている (Ramakers. 2002)。図

25に示すように、S47E変異体はRac1のGEFであるAsef2と相互作用すること、

また Asef2 と S47E 変異体の共発現は GTP 結合活性型 Rac1 を著しく増加させる

ことが明らかとなった (図 26)。さらに DH ドメインを欠失した変異体を発現す

ると、Asef2 と S47E が誘導する Rac1 の活性化が抑えられたことから、S47E 変

異体は Asef2 の GEF 活性を活性化することで、アクチン骨格の制御を行ってい
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ることが示唆された。Asef2 の mRNA は E13.5 マウス脳の脳室体に発現している

という報告があり (Yoshizawa et al., 2003)、発生時期の大脳皮質内においても

Asef2 とリン酸化 DCX が相互作用している可能性がある。さらに、Asef2 は Rac1

だけでなく Cdc42 に対しても GEF 活性を示すことが報告されている (Kawasaki 

et al., 2007: Hamann et al., 2007)。Cdc42 のドミナントネガティブ体の過剰発現は

S47E 変異体が誘導するラメリポディアの形成を抑制した (図 22)。これらのこと

は Asef2 がリン酸化 DCX の標的であることをより強く示唆している。しかし、

DCX-S47E と Rac1 のリコンビナントタンパク質と S35でラベルされた GTP-S を

用いた、in vitro における Asef2 の GEF 活性は測定することができなかったので、

今後さらにアッセイ系を検討し、DCX 存在下での Asef2 の GEF 活性を測定する

必要がある。既述の neurabin II や APC などさらなる分子の関与も考えながら系

を構築していく必要があるかもしれない。 

 

 

 

DCX は遊走だけでなく、神経軸索の伸長や投射に重要な役割を果たすことが

報告されている。特に神経軸索の内部には、非常に安定化された微小管が密に

存在している。Cdk5 による DCX のリン酸化は微小管への親和性を減少させる

ことが知られているが、Cdk5 による DCX のリン酸化を特異的に認識するペプ

チド抗体を用いた解析より、Cdk5 によってリン酸化された DCX は成長円錐や

神経突起で減少していることが明らかとなっている。つまり、神経軸索の形成

や伸長には DCX による微小管の安定化が必要であると考えられている (Bielas 

et al., 2007)。 

一方、神経細胞が遊走する際、微小管やアクチンなどの細胞骨格の編成だけ

でなく、細胞核の動きも厳密に制御されていることが知られている。先導突起

は連続的に伸長するのに対し、細胞核は急速な前進と停止を断続的に繰り返す

ことから、先導突起の伸長と細胞核の移動は、ある意味独立に制御されている

可能性がある。中心体は微小管形成中心とも呼ばれ、微小管が伸長する際の開

始点となる。中心体は細胞分裂に重要であるが、神経前駆細胞の遊走において

も大事な役割を果たす。中心体と核は微小管を介して連結しており、中心体が

前方方向に移動した後に核が中心体の近くに移動することで、核が前方方向へ

と移動する (Solecki et al., 2004)。DCX は先導突起だけでなく、核と中心体を

結ぶ微小管にも局在する。また、DCX 同様に滑脳症の原因遺伝子である LisⅠ

+/-の神経細胞、もしくはダイナミンの構成分子であるダイナミチンの過剰発現

によって微小管モータータンパク質であるダイニンを機能阻害した神経細胞に

DCX を過剰発現すると、遊走抑制が部分的に正常化することが示されている 
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(Tanaka et al., 2004. (2))。LisⅠは中心体に存在し、微小管を制御すること、さら

にダイニンのモーター活性を制御していることが明らかとなっている(Kerjan et 

al., 2007)。このことから、DCX は LisⅠ、ダイニンとともに微小管上に存在し、

神経前駆細胞の遊走を制御していることが示唆される。これらの報告より、DCX

が微小管に結合し安定化することは、大脳皮質の正常な発生に不可欠であるこ

とは言うまでもない。 

 

今回得られた結果は、微小管結合タンパク質である DCX がアクチン骨格の動

態も調節することで神経前駆細胞の遊走を正に制御するという、まったく新し

い知見であるが、滑脳症発症のメカニズムや大脳皮質の発生過程、特に神経前

駆細胞の遊走制御メカニズムが全て明らかになったわけではない。今後さらに

研究が進み、大脳皮質の発生メカニズムの全貌が解明され、滑脳症の治療法が

開発されることが期待される。 
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