
／

論文内容の要 旨

申請者氏名 勝野 弘子

神 経 細 胞 は、軸 索 や樹 状 突 起 を伸 ばす こ とに よ つて脳 内 に 回路 網 を形 成 す る。軸 索 を

構 成 す る分 子 は主 に細 胞 体 で合 成 され 、軸 索 輸 送 に よっ て 軸 索 の 先 端 に輸 送 され る た め 、

軸 索輸 送 は神 経 回 路 網 の形 成 ・維 持 に必 要 不 可 欠 で あ る。軸 索 輸 送 は 、そ の輸 送 速 度 に

よ りFastcomponent、Slowcomponenta、Slowcomponentbの3つ に分類 され てお り、

先 行 研 究 に よっ てFastcomponentとSlowcomponentaは キネ シ ンや ダ イ ニ ン な どのモ

ー ター タ ンパ ク質 に よ って 運 ばれ る こ とが わ か っ て い る
。 一一方 、Slowcomponentbは 、

ア クチ ンや ア クチ ン結 合 タ ンパ ク質 を輸 送 す る が 、そ の分 子 機 能 は長 ら く不 明 で あ る。

申請 者 は 、Slowcomponentbの 輸 送様 式 のひ とつ で あ る と考 え られ て い るActinwave

と呼 ばれ る ア クチ ン線 維 の 富 ん だ 構 造 体 に着 目し、 そ の輸 送 機 構 の解 析 を行 っ た。

申請者 は まず 初 め に、 細 胞 内1分 子 計 測 法 を交 え て 、Actinwave内 にお け るア クチ

ンの 局在 と動 態 を解 析 した 。 そ の結 果 、Actinwave内 に は ア クチ ン線 維 が濃 縮 して お

り、進 行 方 向 に 向 い た 重 合 と後 方 で の脱 重 合 を繰 り返 す こ とが わ か っ た。 ま た 、Actin

wave内 の ア クチ ン線 維 は 、 ク ラ ッチ 分 子Shootin1と 細 胞 接 着 タ ンパ ク質L1－CAMを 介

して細 胞 外 基 質 と連 結 して い た。そ こで 申請 者 は 、Actinwaveが 、ク ラ ッチ 分 子Shootin1

と細 胞 …接着 タ ンパ ク質L1－CAMを 介 して 細 胞 外 基 質 に連 結 した ア クチ ン線 維 が方 向性 を

持 っ た重 合 と脱 重 合 をす る こ とで移 動 す る とい う仮 説 を立 て 、そ の検 証 を行 っ た。

この仮 説 を検 証 す るた め に 、まず 、ア クチ ン線 維 の重 合 を 阻 害 ま た は促 進 した場 合 の

Actin 、waveの 移 動 速 度 を調 べ た。 そ の 結 果 、 そ の移 動 速 度 は ア ク チ ン線 維 の 重 合 速 度

に依 存 す る こ とが わ か っ た。 次 に 、Actinwaveの 移 動 と細 胞 外 基 質 へ の連 結 との 関係

を検 証 した。 そ の 結 果 、Actinwaveの 移 動 は基 質 依 存 的 で あ り、 ア ク チ ン線 維 と細 胞

外 基 質 との連 結 を弱 め る と、 ア クチ ン線 維 に ス リップ が 生 じ、Actinwave自 体 の 移 動

が 遅 くな る こ とが わ か っ た。 ま た 、Actinwaveが ク ラ ッチ シス テ ム に よ っ て移 動 す る

の で あ れ ば、 細 胞 外 基 質 に は 前 進 す るActinwaveと は反 対 向 き の力 が か か るは ず で あ

る。 そ こで 、Actinwaveの 移 動 時 に 基 質 に生 じる力 の検 出 ・解 析 を行 った 。そ の 結 果 、

Actinwaveが 、移 動 方 向 とは 反 対 向 き の力 を細 胞 外 基 質 に か け な が ら前 進 す る こ とが わ

か っ た 。 さ らに 、蛍 光 タ ンパ ク質 を用 い た イ メー ジ ン グに よ り、Actinwaveは ア クチ 、

ンだ けで な く、ア クチ ン結 合 タ ンパ ク質 も輸 送 す る こ とが わ か っ た。 ま た 、培養 脳 切 片

を用 い た 実 験 結 果 よ り、Actinwaveは 脳 組 織 にお い て も発 生す る こ とが 確 認 され た。

L以上 の結 果 に よ り、Slowcomponentbの 輸 送機構 の ひ とっ と考 え られ るActinwave

が 、ア クチ ン線 維 の方 向性 を持 っ た重 合 ・脱 重 合 とそ の 基 質 へ の連 結 を基 盤 と して輸 送

され る こ とが 示 唆 され たbActinwaveは 、最 近 、神 経 細 胞 以 外 の様 々 な 細 胞 で も報 告

が な され て お り、申請 者 の研 究 に よ っ て 、従 来 知 られ て い るモ ー ター タ ンパ ク質 を介 し

た仕 組 み とは 異 な る新 しい 細 胞 内分 子 輸 送 機 構 が 明 らか とな っ た。



論文審査結果の要旨

申請者氏名 勝野 弘子

神 経 細 胞 は 軸 索 を伸 長 し、神 経 回路 網 を形 成 す る。軸 索伸 長 に必 要 な タ ンパ ク質 や 膜

分 子 は 主 に細 胞 体 で合 成 され 、突 起 先 端 へ と輸 送 され る。軸 索 内 の 分 子 輸 送 は そ の 速 度

に応 じてFastc・mp・nent、S1・wc・mp・nenta、Sl・wc・mp・nentbの3つ に分 類 され て

お り、FastcomponentとSowcomponentaは モ ー ター タ ンパ ク質 に よ っ て輸 送 され る

こ とが わ か っ て い る。 しか し、Slowcomponentbの 輸 送 機 構 は 、 そ の 発 見 か ら35年 以

上 経 っ て も不 明 で あ っ た。 申請 者 は 、 本 研 究 で 、Slowcomponentbの 輸 送機 構 のひ と

つ で あ る と考 え られ て い るActinwaveと 呼 ばれ る ア ク チ ン線 維 の 富 ん だ 構 造 体 に着 目

し、 そ の 移 動 機 構 を解 明 した。

これ ま で に 、Sloweomponentbに 分i類 され る ア ク チ ンや ア クチ ン結 合 タ ンパ ク質 に

関 して は 、モ ー ター タ ンパ ク質 に よっ て輸 送 され る とい う確 認 は され て い な い。そ こで 、

申請 者 は 、種 々 の 顕微 鏡 技 術 と 申請 者 らが 新 た に 開発 した実 験 手 法 に よ り、神 経 軸 索 内

を移 動 す るActinwaveの 移 動 機 構 の解 明 を行 った 。 まず 初 め に 、細 胞 内 一 分 子 計 測 法

に よ り、Actinwaveを 高解 像 度 で ラィ ブ イ メー ジ ン グす る と、 ア クチ ン が進 行 方 向 を

向 い た 重 合 と後 方 で の脱 重 合 を繰 り返 しな が ら進 ん で い る様 子 が観 察 され た。 さ らに、

Actinwaveに は ク ラ ッチ 分 子Shootin1が 局在 して い た こ とか ら、Actinwaveは ク ラ ッ

チ シ ス テ ム に よ って ア ク チ ン線 維 が細 胞 外 基 質 に連 結 され 、連 結 され た ア クチ ン線 維 が

重 合 す る こ とに よ り、Actinwaveが 移 動 す る と考 えた 。 実 際 に 、 ク ラ ッチ を弱 め る よ

うな処 理 を行 う と、Actin，wave内 のア ク チ ン線 維 にス リ ップ が生 じ、Actinwave自 体

の 移 動 速 度 も遅 くな っ た こ とか ら、Actinwaveは ア クチ ン の重 合 ・脱 重 合 とク ラ ッチ

に よ る 細 胞 外 基 質 へ の 連 結 に よ り移 動 す る こ とが わ か っ た 。 ま た 、Tractionforce

microscopy法 に よ り、Actinwaveが 移 動 す る際 に細 胞 外 基 質 に 生 じる反 作 用 力 の検 出 ・

解 析 を行 い 、Agtinwaveが ク ラ ッチ シ ステ ム に よっ て移 動 す る こ とが よ り確 か に な っ

た 。 さ らに 、 申請 者 等 が 開 発 した レー ザ ー を用 い てActinwaveの 基 質 依 存 性 を検 証 す

る実 験 に よ り、Actinwaveは 基 質 依 存 的 に移 動 す る こ とが わ か っ た。 さら に 、脳 内 に

い て も神 経 軸 索 内 をActinwaveが 移 動 す る こ とが わ か った 。

本 研 究 か ら、Slowcomponentbの 輸 送 機 構 の ひ とっ と考 え られ るActinwaveが 、 ア

クチ ン線 維 の重 合 ・脱 重 合 と、ク ラ ツチ シ ステ ム に よ る細胞 外 基 質 へ の連 結 に よ り移 動

す る こ とが 明 らか に な っ た 。これ は、軸 索 に存 在 す る微 小 管 上 を移 動 す るモ ー タ ー タ ン

パ ク質 に よ る輸 送 機 構 とは異 な る機構 で あ る。 ま た 、Actinwaveは 神 経 細 胞 以 外 の細

胞 で も報 告 され てお り、本 研 究 の 持 つ 学 術 的意 義 は 大 きい と考 え られ る。

以 上 の よ うに 、本 論 文 は細 胞 内 分 子 輸 送 機 構 につ い て新 た な知 見 を示 す もの で 、学 術

上1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。


