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大脳皮質 の発生時 には、脳室 帯 に存在 す る神経幹 細胞が最終 分i裂を終 えた後 、神経

前駆細胞 が生みだ され る。神経前駆 細胞 は脳室 帯か ら皮質側 へ と垂直方 向 に移動 し、

最終的 に成熟 したニ ュー ロンへ と分化 す る。 い くつか の細胞 の移 動 にお いて細胞骨格

や細胞接着 を制御す る分子 の働 きが細胞 内外 のシ グナル分子 によ って調節 され る こと

が明 らか にな りつつ あるが 、最終 的に6層 か らなる大脳皮質形成 に至 る過 程の神経 前

駆細胞の移動 の制御機構 は未解 明 の部分が多 い。ダブル コルチ ン （Doublecoltin，DCX）

は大脳皮質形成異 常 を示す滑脳症 の原 因遺伝子 として 同定 され 、さ らにcAMP依 存性 タ

ンパ ク質 リン酸化 酵素 （PKA） によ って リン酸化 され るDCXの47番 目のセ リンが アル

ギニ ンに置換 され た変異 （S47R）が滑 脳症患者 にお いて見 つか って いる。本研 究で は

大脳皮質が形成 され る分子 メカニ ズムの解 明を 目指 し、PKAに よるDCXの リン酸化 と

細胞遊走および細胞骨格 との関連 を調べた。

まず初め に、二 次元電気泳動法 を用 いてDCXの リン酸化 を解析 した。神経 前駆細胞

をPituitaryadenylatecyclaseactivatingpolypeptide（PACAP） で刺激 す ると、PKAを 介 し

たDCXの リン酸化 の元進が 認め られた。非 リン酸化型変異体S47Aで はPKA依 存 性

の リン酸 化は見 られなか った。次 に、細胞遊走 にお けるPKAに よ る リン酸化DCXの

役割 を解析 した。神経 前駆細胞 の内在 性DCXを ノックダ ウン し、続 いてDCXの 野 生

型やSer47変 異体 を発現 させ た。そ の結果 、疑似 リン酸化 型変異体S47Eの 発現 は神経

前駆細胞 の遊 走 を促進 した。PACAPがDCXの 微小管へ の親 和性 を変 えるか検討 す る

ため に細 胞内 の遊離 チ ュー ブ リンと微 小管チ ューブ リンをそ れぞ れ分画 し、 これ らの

画分 中のDCXと チ ュー ブ リンをウエス タンブ ロッ トで検 出 した。そ の結果 、PACAP

刺激 した細胞 で は微小管画分 に含 まれ るDCXの 量が著 しく減 少 して いた。細胞 中のア

クチ ンの 動態 を観 察す るため にmCherry融 合DCXとEGFP融 合 アクチ ンを神経前駆

細胞 に発現 させ、 これ らのタイム ラプスイ メー ジング解析 を行 った。野生 型DCXと

S47A、S47R変 異体 は微 小管 と共局在 して いたが、S47E変 異体 は微小管 よ りも細胞 質

全体 に存在 してお り、S47Eの 発現 はアクチ ン再編成 を伴 うラメ リポデ ィア を誘導 した。

この ラメ リポ ディアはRac1の ドミナ ン トネガテ ィブ体 を共発現す る ことで抑制 され

た。次 にPAK1－CRIBド メイ ンを用 いたプル ダ ウン法 によ り、PACAP刺 激や’S47E変

異体 の発現 に伴 って活 性型Rac1が 増加 する ことや、S47E変 異体 はRac1に 対す るグ

アニ ンヌ クレオチ ド交換 因子Asef2と 相互作用す る ことを見 出 した。以上の結果か ら、

DCXが 「微 小管 の安定化 ・不 安定化」を調 節す るだ けでな く、Gタ ンパ ク質 シグナル

によ りPKAを 介 して リン酸化 され ることでrRac1の 活 性化 を介 したアクチ ン繊維 の

動態制御」’を行 うことが初 めて明 らか とな った。
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ダブル コルチ ン （doublecortin，DCX） は大脳皮質 の構造 異常 を特徴 とす る滑脳 症 の原

因遺伝子 と して 同定 されたが 、 どの よ うなメカニズムで 滑脳 症が発症 す るのか 、そ の

詳細 は未だ明 らか にされて いな い。従 って大脳皮質発生時期 のDCXの 機 能や神経 前駆

細胞 の遊 走制御 にお ける役割 を研 究す る ことは、大脳皮質が どの よ うな メカニ ズムで

形成 され るのか を解 明す る手が か りとな る。

申請者は、cAMP依 存性 タ ンパ ク質 リン酸化酵 素 （PKA） によ りリン酸化 されたDCX

の機 能 を解 析 し、リン酸化 によ ってDCXが 獲得す る新 たな機 能 を初めて 明 らか に した。

二次元 電気泳動法 を用 いた解析 よ り、脳内ペ プチ ド （Pituitaryadenylatecyclaseactivating

peptide，PACAP） が神経 前駆細胞 内でDCXの リン酸 化 を元進 す る ことを見 出 した。 こ

のPACAP刺 激 、あ るいは リン酸化型DCXで あるS47E変 異体 の発現 は神経前駆細胞 の遊

走 を促進 した。 またPACAP刺 激 は野 生型DCXの 微小管 への親和性 を減弱 させ る こと、

またS47E変 異体 は野生 型や非 リン酸 化型S47A変 異体 、ま た滑脳症患 者 で 同定 され た

S47R変 異体 に比べ て微 小管 への親和性が有意 に減少 して いる ことを示 した。 さ らに、

PACAP刺 激 した際 も しくはS47E変 異体 を発現 させ た細胞 で はGTPが 結 合 した活 性 型

Raclが 増加 して お り、 アクチ ン骨格 の再編成 を伴 うラメ リポ デ ィア の形成が誘 導 され

るこ とが 明 らか とな った。 また リン酸化 され たDCXはRaclの グアニ ンヌク レオチ ド交

換 因子Asef2と 相互作用 し、Asef2とS47Eの 共 発現 は活性型Raclを 増 加 させ る ことも明

らか・とな った。つ ま り、DCXがPKAに よ って リン酸化 され る ことで、微小管 の動 態調

節 だ けでな くア クチ ン骨格 の再編 成 も行 う機 能 を獲 得す る ことが 明 らか とな った。

S47R変 異が 同定 され た滑脳症患 者で は、DCXがPKAに よって リン酸化 されず 、微小管

な い しアクチ ン骨格の制御が行われ ないため に疾患が発症 した可能性 が考 え られ る。

これ まで に、DCXの 機能 を制御 す る外部 シグナル につ いて は明 らか ではな く、今 回

申請者が 得た結果 は、大脳 皮質発 生時 にお ける神経 前駆細胞 の遊 走制御機構 をよ り詳

細 に理解 するため の重要 な知見で ある と考 え られ る。 また、 この知見 は滑脳症 の詳細

な発症機構 が解 明 され る ことに大 き く貢献 し、今後 の有効 な治療 法の開発基盤 とな る

可能性が ある’。DCXは 神経 前駆細 胞の遊i走制御 だけで な く、神経 軸索の伸長 にも関与

して いる と報 告 されて いる ことか ら、本 論文で 明 らか とな った知見 は、神経軸 索の伸

長が どのよ うなメカニズムで制御 されて いるのか を解 明す る手掛か りに もな る。

以上 の ことか ら、本論文 は大脳発生時 にお ける神経 前駆 細胞 の遊 走制御 機構 につい

て新たな知見 を示す もので あ り、学術 上、応用上貢献 す ると ころが少な くな い。 よ っ

て審査委員 一同は、本論文 が博 士 （バ イオサイエ ンス） の学位論 文 として価 値 ある も

の と認めた。
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