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＜序論＞＜序論＞＜序論＞＜序論＞  

 

 神経細胞は神経伝達を直接担う細胞であり，複雑なネットワークの最

小の構成単位である。神経細胞は多様な形態をしているが，細胞体，軸

索，樹状突起という 3 つの基本構造から構成されている。細胞体は，核

などの細胞内小器官が多く存在し，遺伝情報の保持，遺伝子発現，タン

パク質の合成など一般的な細胞としての機能はほとんどここで行われる。

細胞体から長く伸長する単一の突起が軸索であり，他の神経細胞に情報

伝達を行なっている。樹状突起は，細胞体から複数本出ている突起であ

り，他の神経細胞の軸索からのシグナルを受け取る。このように，神経

細胞がシグナルを受け取り，それを統合し，伝達するためには，神経細

胞の軸索が標的となる細胞に正しく到着し，シナプスを形成しなければ

ならず，神経細胞が神経突起を伸長することは極めて重要なプロセスで

あると考えられる。  

 神経細胞の軸索が伸長し，標的となる神経細胞に正しく到着してシナ

プスを形成するには，軸索の先端に存在する成長円錐が重要である。成

長円錐は二次元基質上では扇状に広がった手のひらのような構造で，そ

の形態から P-domain (Peripheral  domain；末端領域 ) と C-doamin (Central  

domain；中央領域 )  の領域に分けられる [1]  (図 1)。また， P-doamin と

C-domain の境界部分は Transit ion zone (移行帯 ) と呼ばれる [1]  (図 1)。

P-domain は 主 に Filopodia と Lamellipodia か ら 成 り ， ア ク チ ン 線 維  

(F-actin) が豊富に存在する。一方，C-domain は主に微小管から成り，ミ

トコンドリアや小胞などの細胞内小器官も多く含まれる。成長円錐は，

ダイナミックに構造を変化させながら前方へと移動することで，神経突

起を伸長させる。この成長円錐の運動性は，細胞骨格や細胞接着分子，

膜輸送により制御されている [1]。また，成長円錐には軸索ガイダンス因

子の受容体が多く存在し [2]，軸索の成長円錐は軸索ガイダンス因子に応

じて運動性と進行方向を変化させ，神経軸索を標的となる神経細胞に正

しく到着させる [1,  2]。  

成長円錐の前方への移動の分子メカニズムとして，1988 年に Mitchison

と Kirschner によりクラッチモデルが提唱された [3] (図 2)。成長円錐の

P-domain においてアクチン線維は，Filopodia および Lamellipodia におい

てプラス端を成長円錐先端に，マイナス端を C-domain 側に向けて規則正

しく配置されている。単量体アクチン  (G-actin) のアクチン線維への重

合は成長円錐の先端で，脱重合は C-domain 側で起こり，この時，アクチ

ン線維は成長円錐の先端から C-domain へ移動する  (アクチン線維の逆行
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性移動 )[4, 5]。アクチン線維の逆行性移動は，先端でのアクチンの重合お

よびモータータンパク質である Myosin II の収縮力により駆動すること

がわかっている [6, 7]。クラッチモデルとは，細胞接着分子が細胞外領域

の不動性の基質と結合し，“クラッチ分子”を介してアクチン線維の逆行

性移動と細胞接着分子が連結すると，アクチン線維の逆行性移動により

駆動力が生じ，これを動力源として成長円錐が前進し，軸索が伸長する

というモデルである [3, 8]。現在までに，軸索伸長を引き起こすクラッチ

分子として Catenin[9]や Ezrin[10]が機能する可能性が示唆されている。  

 当研究室では，神経細胞の軸索の成長円錐に濃縮し，その濃縮により

軸索の伸長を引き起こすタンパク質として Shootin1 を同定した [11]。

EGFP-shootin1 の細胞内一分子計測から，Shootin1 が軸索の成長円錐にお

いてアクチン線維の逆行性移動に沿った挙動を示すことが観察された。

また，神経細胞において，Shootin1 と細胞接着分子 L1 が相互作用し，成

長円錐の一部において Shootin1 と L1 が共局在することが確認されてい

る。さらに，L1 でコーティングしたビーズを，光ピンセットを用いて成

長円錐上に載せると，ビーズがアクチン線維の逆行性移動に沿った挙動

を示した。これらのことから，Shootin1 はアクチン線維と L1 とを連結す

るクラッチ分子として機能し，軸索の伸長を引き起こすことが示唆され

ている [12]。しかしながら，Shootin1 のアクチン線維や L1 との相互作用

が直接的であることを示す実験データはなく，未知の分子を介してアク

チン線維や L1 と相互作用する可能性があり，クラッチモジュールを構成

する他のコンポーネントは明らかになっておらず，その分子ネットワー

クは不明である。  

これまでに当研究室では，酵母ツーハイブリッド法を用いたスクリー

ニングにより Shootin1 と直接相互作用する分子の同定が行われた。これ

に よ り ， ク ラ ッ チ メ カ ニ ズ ム に 関 与 す る 可 能 性 の あ る 分 子 と し て

MEGF10/KIAA1780[13]，KLHL20[14]，MICAL2[15]を同定した [16]。これ

らの分子について，in vivo での結合解析の結果，いずれの分子も HEK293T

細胞では不溶性となり，免疫沈降による相互作用解析を行うことができ

なかった。また，COS-7 にこれらを遺伝子導入し細胞内局在を検討した

ところ， Shootin1 との共局在は観察されなかった。これらのことから，

酵母ツーハイブリッド法により同定された分子が細胞内で Shootin1 と相

互作用する可能性が低いと考えられた [16]。  

そこで，酵母ツーハイブリッド法によるスクリーニングから方針を変

更し， Shootin1 とアクチン線維の連結を仲介する分子に焦点を当て，ア

クチン結合タンパク質を免疫共沈降法により網羅的にスクリーニングし
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た。その結果，クラッチ分子の候補として Cortactin を同定した  (後述，

結果 1)。Cortactin はアクチン結合タンパク質であり，チロシンキナーゼ

v-Src の基質として同定された [17]。Cortactin は，アクチンの重合を制御

するタンパク質である Arp2/3 complex と直接結合し，アクチン線維の枝

分かれに関与することが知られている [18, 19]。また，Cortactin は移動性

細胞の先導端に局在し，細胞の移動に関与することが報告されている [20, 

21]。神経細胞においては，Cortactin は成長円錐に濃縮し [22]，発現を抑

制すると神経突起が短くなるという報告がある [23]。また，軸索反発因

子である Ephrin の受容体である EphA を介したシグナルとして Cortactin

のチロシンリン酸化が作用することを示唆する報告がある [24]。これら

のことから，成長円錐の形成や軸索伸長，軸索ガイダンスに Cortactin が

関与する可能性が考えられる。本研究では，同定した分子  (Cortactin) が

クラッチ分子として機能するのかを解析することで，クラッチメカニズ

ムの分子ネットワークやその制御機構を解明し，軸索伸長の分子機構を

明らかにすることを目指した。  
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＜材料と方法＞＜材料と方法＞＜材料と方法＞＜材料と方法＞  

 

1．細胞培養．細胞培養．細胞培養．細胞培養  

1-1．．．．HEK293T 細胞および細胞および細胞および細胞および COS-7 細胞の培養細胞の培養細胞の培養細胞の培養  

 ヒト胎児由来腎臓細胞株 HEK293T 細胞およびアフリカミドリザル腎

臓由来細胞株 COS-7 細胞を直径 10 cm ディッシュ  (CORNING) 上で，ウ

シ胎仔血清  (Fetal  bovine serum: FBS，終濃度 10%，ジャパン・バイオシ

ーラム ) を含む Dulbecco's  modified Eagle’s medium (DMEM，Sigma) で培

養した  (37°C， 5% CO2)。 70-80% コンフルエントになったら，継代培養

を行った。  

 

1-2．．．．XTC 細胞の培養細胞の培養細胞の培養細胞の培養  

 アフリカツメガエル由来線維芽細胞株 XTC 細胞を 25 cm
2
培養フラス

コ  (greiner bio-one) 中で，FBS (終濃度 10%) を含む 70% Leibovitz’s L-15 

medium (L-15，GIBCO) で培養した  (23°C)。 70-80% コンフルエントに

なったら，継代培養を行った。  

 

1-3．海馬神経細胞の初代培養．海馬神経細胞の初代培養．海馬神経細胞の初代培養．海馬神経細胞の初代培養  

 胎生 18 日目の Wister ラット  (日本 SLC，日本 クレア ) の全脳を

Solution G (0.4% Glucose を含む PBS (pH 7.4，GIBCO)) 中に回収した。速

やかに海馬のみ摘出し， Solution A+ (0.18% Glucose， 0.1% BSA (Sigma)，

0.0012% DNase (Sigma)， 0.05% Papain (ナカライ ) を含む PBS pH 7.4) 中

に回収した。37°C で 20 分インキュベートした後，上清を除いて，Solution 

A- (0.18% Glucose，0.1% BSA，0.0012% DNase を含む PBS pH 7.4) を 2 ml

を加え，パスツールピペットによるピペッティングを 4 回行い，さらに

Solution A-を 6 ml 加え， 37°C で 15 分インキュベートした。海馬組織か

ら乖離した細胞を含んだ上清を氷上の別のチューブに回収し，沈殿して

いる海馬組織に新たに Solution A-を加えて，パスツールピペットによる

ピペッティングおよび 37°C でのインキュベートを海馬組織の細胞が完

全に乖離されるまで繰り返し行なった。遠心分離  (1,000 rpm， 4°C， 15

分 ) により回収した神経細胞を 10% FBS 含有 Neurobasal  medium (GIBCO) 

5 ml に再懸濁し，細胞数を血球計算盤でカウントした後， poly-D-Lysine 

(Sigma) あるいは L1-Fc (下記に記述 ) でコートした 13 mm ガラスカバー

ス リ ッ プ  (MATSUNAMI) も し く は ガ ラ ス ボ ト ム デ ィ ッ シ ュ  

(MATSUNAMI) に 細 胞 を播種し た 。 神 経 細 胞 は ， 2% B-27 supplement 

(GIBCO)， 1mM Glutamine (Sigma) を含む Neurobasal  medium で培養した  
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(37°C， 5% CO2)。長期培養するときは， 3 日に 1 度，培養液を半分量交

換した。  

 

2．プラスミド．プラスミド．プラスミド．プラスミド  

2-1．遺伝子発現ベクターの構築．遺伝子発現ベクターの構築．遺伝子発現ベクターの構築．遺伝子発現ベクターの構築  

 ラット Cortactin の cDNA は，成体ラットの脳の cDNA ライブラリー  

(CLONTECH) を template として，プライマー  (下記表参照 ) を用いて

PCR 反応を行い，増幅された DNA を pBluescript  I SK (+) (Stratagene) に

サブクローニングした。シーケンスにより塩基配列に変異が無いことを

確認し，動物細胞への遺伝子導入のための発現ベクター及びタンパク質

精製用の発現ベクターに組み込んだ。Shootin1 および Cortactin の切断型

変異体は，それぞれ pBluescript-shootin1，pBluescript-cortactin を template

として PCR 反応を行い，上記と同様の手順で目的の発現ベクターに組み

込んだ。  

 

表 1．プライマー一覧  

遺伝子名  

(付加したサイト )  
プライマー  発現ベクター  

Cortactin 

(BamH I)  

5’-CTGGATCCATGTGGAAAGCTTCT

GCAGGC-3’ 

5’-CTGGATCCCTACTGCCGCAGCTC

CACATAG-3’ 

pCAGGS-myc 

pEGFP-C1 

pCMV-myc 

pCMV-FLAG 

pGEX-6P-1 

 

2-2．発現抑制ベクターの構築．発現抑制ベクターの構築．発現抑制ベクターの構築．発現抑制ベクターの構築  

 Cortactin の 発 現 抑 制 を 行 う 際 に 使 用 し た ベ ク タ ー の 構 築 に は ，

Invitrogen 社の BLOCK-iT Pol 2 miRNAi expression vector kit を用いた。ラ

ッ ト Cortactin の 2708 番 目 か ら 2728 番 目  (miRNA#1 ：

5’-GCAGCACAGCATGTCCTTGTA-3’) と ， 1719 番 目 か ら 1739 番 目  

(miRNA#2： 5’-TACATCGCGTCTGCGTGTGTT-3’) を標的とする塩基配列

を同キット内の pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miRNA vector に l igation し，発現

抑制ベクターを構築した。ネガティブコントロールとして，同キットに

添付されていた pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miRNA-neg vector を使用した。こ

のベクターが遺伝子導入された細胞は GFP を発現するため，GFP 陽性の

神経細胞において評価を行った。  

 

8



3．遺伝子導入．遺伝子導入．遺伝子導入．遺伝子導入  

3-1．．．．HEK293T 細胞および細胞および細胞および細胞および COS-7 細胞への遺伝子導入細胞への遺伝子導入細胞への遺伝子導入細胞への遺伝子導入  

 HEK293T 細胞および COS-7 細胞への遺伝子導入は，リン酸カルシウム

法により行った。遺伝子導入前に培養液を交換し，3 時間培養した (37°C，

5% CO2)。プラスミド DNA を含む 250 mM CaCl2 溶液に，等量の 2×BES 

(pH 7.0) をオートピペッターで泡立てながら滴下し，滴下後 25 分間静置

した。静置したプラスミド DNA 溶液を細胞培養液に加え，インキュベー

タ内で 24 時間培養した。 24 時間後，新しい培養液に交換し，さらに 24

時間培養した後に目的の実験に使用した。  

 

3-2．．．．XTC 細胞への遺伝子導入細胞への遺伝子導入細胞への遺伝子導入細胞への遺伝子導入  

 XTC 細胞への遺伝子導入は，リポフェクション法により行った。あら

かじめ細胞を 6 穴プレート  (greiner bio-one) に播種し，細胞を 60-70%コ

ンフルエントになるまで 1-5 日間培養した。 100 µ l の L-15 medium に

FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche) とプラスミド DNA を 6:1， 6:2，

3:2 になるように混合し，室温で 15 分間静置後，混合液を細胞上に滴下

し，目的の実験に使用するまで遮光して培養した。  

 

3-3．海馬神経細胞への遺伝子導入．海馬神経細胞への遺伝子導入．海馬神経細胞への遺伝子導入．海馬神経細胞への遺伝子導入   海馬神経細胞への遺伝子導入は，Rat Neuron Nucleofector Kit  (Lonza) 

を用いたエレクトロポレーション法で行った。材料と方法 1-3 に示した

方法に従って回収した海馬神経細胞を遠心  (1,000 rpm， 4°C， 15 分 ) に

より回収し， PBS に再懸濁した。 1.0×10
6
個の細胞を含む PBS (1 反応あ

たり ) を遠心  (1,000 rpm，4°C，15 分 )  し，上清を取り除いた後，回収し

た細胞を 75 µ l の Rat Neuron Nucleofector Solution と 18 µ l の Supplement (1

反応あたり ) の混合液で再懸濁した。 3~10 µg のプラスミド DNA を加え

て，専用キュベットに入れ，Nucleofector装置  (Lonza)のプログラム “O-03”

により遺伝子導入した。キュベットから回収した細胞を 10% FBS 含有

Neurobasal medium に懸濁し，細胞数を血球計算盤でカウントした後，

poly-D-Lysine あるいは L1-Fc でコートした 13 mm ガラスカバースリップ

もしくはガラスボトムディッシュに細胞を播種した。 3 時間培養  (37°C，

5% CO2) 後， 2% B-27 supplement， 1mM Glutamine を含む Neurobasal  

medium に交換し，実験に用いるまで培養を行った。  

 発現抑制ベクターを遺伝子導入した際は，遺伝子導入後に，キュベッ

トから回収した細胞を 10 ml の Neurobasal  medium (2% B-27 supplement，

1mM Glutamine， 10% FBS) に懸濁し， 24 時間浮遊培養した  (37°C， 5% 
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CO2)。冬培養後，細胞を回収し，上記の通り細胞を播種し，実験に用い

るまで培養を行った。  

 

4．コーティング用の．コーティング用の．コーティング用の．コーティング用の L1-Fc の作製の作製の作製の作製  

 HEK293T 細胞を 80%コンフルエントになるまで培養  (直径 10 cm dish)

し， 1 dish あたり 40 µg の pCAGGS-L1-Fc ベクターをリン酸カルシウム

法により遺伝子導入した。24 時間後に DMEM で洗浄し，48 時間 DMEM 

(FBS-free) で培養した。その後，培養液を回収し，遠心  (3,500 rpm，4°C，

25 分 ) によりゴミを取り除き，さらに滅菌フィルター  (0.22 µm) を用い

て濾過滅菌し，コーティングに用いた。  

 

5．ガラスカバースリップ及びガラスボトムディッシュのコーティング．ガラスカバースリップ及びガラスボトムディッシュのコーティング．ガラスカバースリップ及びガラスボトムディッシュのコーティング．ガラスカバースリップ及びガラスボトムディッシュのコーティング  

5-1．．．．Poly-D-lysine (PDL) 

 ガラスカバースリップまたはガラスボトムディッシュに 1 mg/ml の

PDL をのせ， 37°C で 4 時間以上インキュベートした。  

 

5-2．．．．L1-Fc 

 PDL コートしたカバースリップまたはガラスボトムディッシュに抗 Fc

抗体  (Jackson) をのせ，37°C で 3 時間インキュベートした。PBS で洗浄

後，作成した L1-Fc をのせ 37°C で一晩インキュベートした。  

 

6．免疫共沈降．免疫共沈降．免疫共沈降．免疫共沈降  

6-1．培養細胞における免疫共沈降．培養細胞における免疫共沈降．培養細胞における免疫共沈降．培養細胞における免疫共沈降  

上記の方法で遺伝子導入した COS-7 細胞または HEK293T 細胞を 2 日

間培養し，目的のタンパク質を発現させた。培養液を取り除き PBS で細

胞を洗浄した後，ディッシュに NP-40 lysis buffer (0.5% NP-40, 20 mM 

HEPES pH 7.5,  3 mM MgCl2 ,  100 mM NaCl,  1 mM EGTA, 1 mM DTT) 500 µ l

を加え，スクレイパーを用いて細胞を掻き取った。細胞懸濁液を氷上で

10 分間静置し，遠心 (15,000 rpm， 4°C， 10 分 )した後，上清を回収した。

上清に 1 µg の抗体を加え， 4°C で 1 時間回転混和した。その後，溶液を

遠心  (15,000 rpm， 4°C， 15 分 ) し，上清を回収し，予め NP-40 buffer で

平衡化した Protein G-Sepharose 4B (GE healthcare) 15 µ l  を加え、4°C で 1

時間回転混和した。反応後、溶液を遠心  (2000 rpm， 4°C， 1 分 ) により

Protein G-Sepharose 4B を 沈 殿 さ せ 、 上 清 を 取 り 除 い た 。  Protein 

G-Sepharose 4B を 1 ml の  NP-40 lysis buffer で懸濁し、遠心し上清を取

り除いた。この操作を計 3 回行い、 Protein G-Sepharose 4B を洗浄した。
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洗浄した Protein G-Sepharose 4B に 20 µ l の 2×SDS sample buffer を加え，

SDS-PAGE に用いるサンプルとした。  

 

6-2．ラット脳サンプルを用いた免疫共沈降．ラット脳サンプルを用いた免疫共沈降．ラット脳サンプルを用いた免疫共沈降．ラット脳サンプルを用いた免疫共沈降  

 生後 6 日目のラットより全脳を取り出し，氷冷した PBS に浸し，血液

成分等を洗浄した。その後，Homogenate buffer を脳重量の 3 倍量加え，

ホモジナイザーを用いて脳組織を破砕した。 700G で 5 分間 2 回遠心し，

未破砕細胞および核画分を沈殿させ取り除いた上清を超遠心  (10 万 G，

4°C， 30 分 ) し，Cytosol 成分を含む可用性画分と細胞膜や細胞骨格成分

を多く含む不溶性画分に分画した。可用性画分を 0.45 µm のフィルター

で濾過し，1.5 ml チューブに 500 µ l ずづ分注した。そこに抗体を加え，4°C

で 一 晩 回 転 混 和 し ， 予 め Homogenate buffer で 平 衡 化 し た Protein 

G-Sepharose 4B を加え 1 時間反応させた。反応終了後，遠心  (2000 rpm，

4°C， 1 分 ) により Protein G-Sepharose 4B を沈殿させ上清を取り除き，

Wash buffer (0.5% Tween 20, 20 mM HEPES pH 7.5,  3 mM MgCl2 ,  150 mM 

NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM DTT) を加えて穏やかに撹拌した。この操作を 5

回繰り返した後，上清をきれいに取り除き，そこに 2×SDS sample buffer

を加え， SDS-PAGE に用いるサンプルとした。  

 

7．タンパク質精製．タンパク質精製．タンパク質精製．タンパク質精製  

 pGEX-6P-1 vector を大腸菌 BL21 (codon plus) に形質転換し，シングル

コロニーを抗生物質としてアンピシリンを含む LB 培地で一晩振盪培養

を行った。その後，この培養液を新たに用意したアンピシリン含有 LB

培地に移し培養  (200 rpm, 37°C) し，OD:600 が 0.4~0.7 になるまで培養

を行った。目標値に達した後，培地を 20°C (Shootin1) あるいは 23°C 

(Cortactin) に冷却し，IPTG を終濃度 0.1 mM になるように加え，20°C あ

るいは 23°C で 5 時間振盪培養  (150 rpm) を行った。培養終了後，遠心に

より菌体を回収し，氷冷した PBS に再懸濁し，再び遠心により菌体を回

収した。菌体重量を測定し，菌体重量の 3 倍量の TED buffer (20 mM 

Tris-HCl pH 8.0,  1 mM EDTA, 1 mM DTT) を加えて懸濁し，氷上で超音波

破砕した。破砕後の溶液を超遠心  (10 万 G， 4°C， 60 分 ) し，上清を回

収した。回収した上清を 0.45 µm のフィルターを用いて濾過し，pH を 8.0

に調節した。そこに，予め TED で平衡化した Glutathione sepharose 4B (GE 

healthcare) を加え， 4°C で 3 時間回転混和した。 150 mM NaCl を加えた

TED buffer で Glutathione sepharose 4B を洗浄し，15 mM 還元型グルタチ

オンを含む TED buffer で GST 融合タンパク質を溶出した。その後，
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PreScission Protease (GE healthcare) と反応させ，GST を切断した。GST

は Glutathione sepharose 4B により除去し，GST 切断型タンパク質を回収

した。回収したタンパク質は Mini Dialysis Kit  (GE healthcare) を用いて

TED buffer で透析した。  

 

8．．．． In vitro  binding assay とととと in vitro  kinase reaction 

 精製した FLAG-cortactin (80 nM) と Myc-shootin1 (80 nM) を Reaction 

buffer (0.3% CHAPS, 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) 500 

µ l に加え， 4°C で一晩回転混和した。その後，溶液を遠心  (15,000 rpm，

4°C， 15 分 ) し ， 上清を回収し ，予め Reaction buffer で 平衡化 し た

Anti-FLAG M2 affinity gel  (SIGMA-ALDRICH) を 15 µ l 加え， 4°C で 2 時

間回転混和した。反応終了後， 150 mM NaCl を加えた Reaction buffer で

3 回洗浄，TED buffer で 2 回洗浄し，TED buffer で溶かした FLAG peptide 

(400 ng/µ l，SIGMA-ALDRICH) を 50 µ l 加え，4°C で 1 時間回転混和しな

がら溶出を行った。その後，遠心  (6,000 G， 4°C， 30 sec) し，上清を回

収し，5×SDS sample buffer を加え，SDS-PAGE に用いるサンプルとした。  

 In vitro での PAK1 による Shootin1 のリン酸化は， 250 ng の active 

GST-PAK1 (Invitrogen) と 2.1 µg の精製 Shootin1 を 20 µ l の kinase buffer  

(50 mM HEPES pH 7.5,  10 mM MgCl2 ,  2 mM MnCl2 ,  1 mM DTT, 125 µ M 

ATP) 中に混合し， 30°C で 120 分反応させた。  

 

9．．．．F-actin sedimentation assay 

0.4 mg/ml の Non-muscle Actin (human platelet) (Cytoskeleton) に 1/10 量

の polymerization buffer (500mM KCl, 20mM MgCl2 ,  10mM ATP) を加え，

室温で 1 時間重合させた。超遠心  (10 万 G， 4°C， 60 分 ) により重合し

たア ク チ ン線 維 を沈降さ せ ，上清を 取り除き RM+ATP buffer (20mM 

Tris-HCl pH 8.0,  50 mM KCl, 2 mM MgCl2 ,  1 mM EDTA pH 8.0,  0.5 mM DTT, 

0.5 mM ATP) で溶解した。7.5 µg のアクチン線維と Shootin1-myc (1.5 µM) 

および Cortactin (1.5 µM) を混合し，室温で 1 時間反応させた。 10% 

Sucurose を含む RM+ATP buffer の入った遠心管に，反応溶液をゆっくり

と加え，超遠心  (10 万 G， 4°C， 60 分 ) によりアクチン線維を沈降させ

た。RM+ATP buffer で 3 回洗浄し，反応溶液と同じ組成の buffer でペレ

ットを溶解し， 2×SDS sample buffer を加え， SDS-PAGE に用いるサンプ

ルとした。  
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10．ウエスタンブロッティング．ウエスタンブロッティング．ウエスタンブロッティング．ウエスタンブロッティング  

 SDS-PAGE後のアクリルアミドゲルから PVDF 膜  (Millipore) へのタン

パク質の転写には，Trans-Blot SD Semidry Transfer Cell  (Bio-Rad) を使用

し，2 mA/cm
2
で転写した  (室温，90 分 )。転写後の PVDF 膜を 3% Skim milk

を含む TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.4,  150 mM NaCl) 溶液でブロッキング  

(室温， 60 分 ) し， 3% Skim milk を含む TBS で一晩 4°C で，一次抗体反

応を行った。一次抗体反応後， PVDF 膜を 0.05% Tween 20 を含む TBS 

(TBST) で 3 回洗浄し，TBST で室温 1 時間，二次抗体反応を行った。そ

の後，TBST で 3 回洗浄し，ECL 試薬  (GE healthcare) を用いて，タンパ

ク質のシグナルを X 線フィルム  (富士フィルム ) に感光させて検出した。 

 

11．免疫細胞染色．免疫細胞染色．免疫細胞染色．免疫細胞染色  

 神経細胞が培養されている 24 穴プレート  ( IWAKI) に 7.4% ホルマリ

ンを含む PBS を 500 µ l 加え  (終濃度 3.7%)，氷上で 10 分間固定した。そ

こに氷冷した PBS を 2 ml 加え，アスピレーターで吸い取り，新たな PBS

を 2 ml を加えた。この操作を 3 回行い，最後に 2 ml の PBS が存在した

状態で氷上にて 10 分間静置した。アスピレーターで PBS を完全に吸い

取り，そこに -20°C に冷却したメタノールを加え， -20°C で 10 分間静置

した。アクチン線維の染色を行う際は， 0.05% Triton X-100 を含む PBS

を加え，氷上で 15 分間静置した。透過処理終了後，アスピレーターでメ

タノール完全に吸い取り，すばやく 10% FBS を含む PBS を 500 µ l を加

え，室温で 1 時間静置してブロッキングした。ブロッキング終了後，カ

バースリップを細胞が付着している面が上になるように 24 穴プレート

の蓋に移し， 10% FBS を含む PBS で希釈した一次抗体を加え， 4°C で一

晩反応させた。一次抗体反応終了後，24 穴プレートの蓋に氷冷した PBS

を流し込み，カバースリップを 3 ml の PBS を入れた 24 穴プレートに移

し，氷上で 1 時間静置した。その後，一次抗体反応時と同様にカバース

リップを蓋に移し， PBS で希釈した二次抗体を加え，遮光して室温で 1

時間反応させた。アクチン線維の染色を行う際には，二次抗体反応中に

100 倍希釈した Alexa Fluor 350 Phalloidin を加え反応を行った。二次抗体

反応終了後，PBS を蓋に流し込み，カバースリップを 3 ml の PBS を入れ

た 24 穴プレートに移し，室温で 1 時間静置した。その後，カバースリッ

プ を ス ラ イ ド ガ ラ ス  (MATSUNAMI) に 移 し ， カ バ ー ガ ラ ス  

(MATSUNAMI) を上にのせ， 50% Glycerol を含む PBS で封入し，マニキ

ュアで密閉した。その後，蛍光顕微鏡  (Axio plan 2, Carl Zeiss) で観察し

た。  
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免疫細胞染色における抗体の希釈条件を以下に示す。  

 

表 2．一次抗体一覧  

抗体名  免疫動物と種類  メーカー  希釈倍率  

anti-shootin rabbit,  polyclonal MBL，研究室にて精製  x100 

anti-cortactin mouse, monoclonal 

(4F11) 

Mill ipore x500 

anti-GFP chicken, polyclonal Aves Labs x500 

anti-myc-tag rabbit,  polyclonal MBL x2000 

anti-tau-1 mouse, monocolnal  Chemicon x500 

 

表 3．二次抗体一覧  

抗体名  メーカー  希釈倍率  

Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG Molecular Probes x1000 

Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit  IgG Molecular Probes x1000 

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG Molecular Probes x1000 

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit  IgG Molecular Probes x1000 

Alexa Fluor 350 goat anti-mouse IgG Molecular Probes x500 

Fluorescein-labeled goat anti-chicken IgY Aves Labs x500 

 

12．神経細胞の形態の定量解析．神経細胞の形態の定量解析．神経細胞の形態の定量解析．神経細胞の形態の定量解析  

 それぞれの免疫染色画像を取り込み，定量ソフト ImageGauge (Fujifilm) 

または ImageJ (NIH) で解析を行い，神経突起の長さや細胞内での蛍光強

度を測定し，数値化したデータを得た後，表計算ソフト Excel (Microsoft) 

により統計解析および有意差検定を行った。  

 

13．細胞内．細胞内．細胞内．細胞内一分子一分子一分子一分子計測計測計測計測  

 細胞内一分子計測は，EGFP または mCherry または mRFP を融合したタ

ンパク質を遺伝導入した細胞を使用して行った。XTC 細胞においては，

観察を開始する前に，細胞をガラスボトムディッシュに移し，37°C で 30

分培養した。神経細胞においては，観察を開始する 3 時間以上前に培養

液を 2% B-27 supplement および 1mM Glutamine を含む 70% L-15 medium

に置換し，37°C で培養した。その後，蛍光顕微鏡  (Axio Observer Z1 (Carl  

Zeiss) または BX52 (Olympus)) 上に置き観察した。蛍光イメージは，露
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出 1.5~2 秒， 5 秒間隔で取得した。取得した蛍光イメージから， ImageJ

を用いてキモグラフを作成し，蛍光スペックルの速度を定量した。  

 

14．ビーズトラッキング．ビーズトラッキング．ビーズトラッキング．ビーズトラッキング  

 直径 1 µm のカルボキシルポリスチレンビーズ  (Spherotech) を 8% 

Glutaraldehyde で 6 時間処理し，25 mM NaPO4  (pH 7.0) で 3 回洗浄した。

その後， 400 µg/ml Protein A (GE healthcare) で処理した  (室温， 4 時間 )。

50 mM Tris-HCl (pH 8.0) で 3 回洗浄後， 7.5 mg/ml BSA で処理し  (室温，

2 時間 )，10 µg/ml L1-Fc でコーティングした  (4°C，一晩 )。観察を開始す

る 3 時間以上前に培養液を 2% B-27 supplement および 1mM Glutamine を

含む 70% L-15 medium に置換し，37°C で培養した。その後，蛍光顕微鏡  

(ECLIPSE TE2000-U (Nikon),  plan-Apo 60x W1 1.20 NA (Nikon),  EM-CCD 

camera (C9100; Hamamatsu)) にセットし，光ピンセットを用いてビーズ

を成長円錐上に載せた。 1 秒間隔で計 5 分間撮影を行い，画像を取得し

た。取得した画像は， ImageJ により解析し，ビーズの速度を定量した。  

 

15．．．．Traction force microscopy 

 直 径 200 nm の 蛍 光 ナ ノ ビ ー ズ  (FluoSpheres carboxylate-modified 

microspheres;  Invitrogen) を埋め込んだポリアクリルアミドゲルの表面を

L1-Fc コーティングし，その上で神経細胞を培養した。観察を開始する 3

時間以上前に培養液を 2% B-27 supplement および 1mM Glutamine を含む

70% L-15 medium に置換し， 37°C で培養した。その後，共焦点顕微鏡上

に置き観察した。Axio Observer Z1 (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27, 

LSM 710 scan module,  ZEN2009, Carl  Zeiss) を用いて蛍光イメージを取得

した。観察後，1% SDS を加えて細胞を溶かし，ビーズの初期位置の画像

を取得した。取得した蛍光イメージから，MATLAB (MathWorks) の計算

アルゴリズムを使用して成長円錐下の牽引力を定量した。  

 

16．有意差検定．有意差検定．有意差検定．有意差検定  

 Unpaired Student t  tests を用いて有意差の検定を行った。図 16B のグラ

フにおいてのみ，多群比較のために ANOVA によって多重比較検定を行

った後， Shaffer ’s post  hoc  test を行った。   
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＜結果＞＜結果＞＜結果＞＜結果＞  

 

1．．．．新規クラッチ分子候補のスクリーニング新規クラッチ分子候補のスクリーニング新規クラッチ分子候補のスクリーニング新規クラッチ分子候補のスクリーニング  

 アクチン線維と Shootin1 との相互作用を仲介する新規クラッチ分子を

探索するために，タグ  (FLAG, Myc, EGFP) を付けたアクチン結合タンパ

ク質と Shootin1 を培養細胞  (HEK293T 細胞または COS-7 細胞 ) に共発現

させ，免疫共沈降法により Shootin1 と相互作用するアクチン結合タンパ

ク 質 を探索 し た 。 9 種類の ア ク チ ン結合 タ ン パ ク 質  (Fascin,  VASP, 

p21-ARC, Esp8, XAC2, Capping protein β1, Profi lin1,  Profi l in2a,  Cortactin) 

で免疫共沈降を試みたところ， Profil in2a と Cortactin が Shootin1 と相互

作用するアクチン結合タンパク質として同定された  (図 3)。その他の分

子においては， Shootin1 との相互作用は認められなかった  (表 4)。  

 クラッチ分子はアクチン線維の逆行性移動と相互作用するため，クラ

ッチ分子自身も逆行性に移動する [12]。そこで，二次スクリーニングと

して，同定された Profil in2a と Cortactin が逆行性に移動するのかを検討

した。それぞれの EGFP 融合タンパク質をアフリカツメガエル由来線維

芽細胞株 XTC 細胞に発現させ，細胞内一分子計測を行った。XTC 細胞に

おける EGFP-profi l in2a の分子挙動を解析したところ，逆行性に移動する

様子は観察されなかった  (表 4)。一方，EGFP-cortactin の分子挙動を解析

したところ，XTC 細胞において EGFP-cortactin が逆行性に移動すること

がわかった  (図 4，動画 1)。このことから，Cortactin がクラッチ分子と

して機能する可能性が考えられたので，以降の実験では Cortactin に着目

した。  

 

2．内在性．内在性．内在性．内在性 Cortactin とととと Shootin1 は相互作用し，これらは直接結合するは相互作用し，これらは直接結合するは相互作用し，これらは直接結合するは相互作用し，これらは直接結合する  

 神経細胞における内在性 Cortactin の局在を解析するために，胎生 18

日  (E18) の ラ ッ ト の海馬神 経 細 胞 を初代培養し ，培養 2 日後に抗

Cortactin 抗体と抗 Shootin 抗体を用いて神経細胞の免疫染色を行った。

神経細胞において， Shootin1 は軸索の先端に局在しているのに対し，

Cortactin は 軸 索以外の 神 経 突 起 の 先 端 に も局在 し て い た  (図 5A)。

Cortactin と Shootin1 は軸索の先端でのみ共局在することがわかった。成

長円錐におけるさらに詳しい局在を解析したところ，Cortactin は成長円

錐の末端領域に多く存在し，この領域において Shootin1 と共局在してい

た  (図 5B)。  

 次に，内在性 Cortactin と Shootin1 が相互作用するのかを解析するため

に，生後 6 日  (P6) のラットの脳からタンパク質を回収し，免疫共沈降
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を行った。抗 Shootin 抗体を用いて内在性 Shootin1 を免疫沈降したとこ

ろ，内在性 Cortactin が共沈降した  (図 6A)。  

 続いて，これらが直接結合するのかを精製タンパク質を用いた in vi tro  

binding assay により検討した。精製した FLAG-cortactin と Myc-shootin1

を混合し，抗 FLAG抗体を用いて FLAG-cortactin を免疫沈降したところ，

Myc-shootin1 が共沈降した  (図 6B)。このことから，Cortactin と Shootin1

は直接結合することが明らかになった。  

 以上のことから，成長円錐の末端領域において，内在性 Cortactin と

Shootin1 は相互作用し，これらは直接結合することが示唆された。  

 

3．．．．Cortactin は逆行性に移動するは逆行性に移動するは逆行性に移動するは逆行性に移動するアクチン線維アクチン線維アクチン線維アクチン線維と相互作用すると相互作用すると相互作用すると相互作用する  

 成長円錐における内在性 Cortactin とアクチン線維の局在を解析するた

めに，抗 Cortactin 抗体と Phalloidin を用いて神経細胞の免疫染色を行っ

た。成長円錐の末端領域には逆行性に移動するアクチン線維が多く存在

し，この領域において Cortactin は，逆行性に移動すると考えられるアク

チン線維と共局在することがわかった  (図 7)。  

 次に，Cortactin が逆行性に移動するアクチン線維と相互作用するのか

を検討するために，まず，mCherry-actin と EGFP-cortactin を XTC 細胞に

共発現させ，同時に細胞内一分子計測を行い，蛍光一分子像  (以後，ス

ペックル ) の速度を比較した。その結果， mCherry-actin のスペックル  

(5.29 ± 0.11 µm/min, n = 30) と EGFP-cortactin のスペックル  (5.21 ± 0.14 

µm/min, n = 30) はほとんど同じ速度で逆行性に移動することがわかった  

(図 8A，動画 2)。さらに，アクチンの重合を阻害した時に Cortactin はア

クチンと同様な挙動を示すのかを検討した。細胞内一分子計測を行なっ

ている時に，アクチンの重合阻害剤である Cytochalasin D を 1 µM 添加し

た。その結果，アクチンのスペックル同様に，Cytochalasin D を添加する

と，Cortactin のスペックルが消失し，細胞の中心部で凝集した  (図 8B，

動画 3)。Cytochalasin D で処理すると，先導端のアクチン線維ネットワ

ー ク が崩壊す る こ と が 報告さ れ て お り [6,  25]， 本実験で観察さ れ た

Cortactin の挙動 は ， こ れ ら の結果と 一致し た 。 こ れ ら の こ と か ら ，

Cortactin は逆行性に移動するアクチン線維と相互作用することが示唆さ

れた。  

 次に，成長円錐においても Cortactin が逆行性に移動するアクチン線維

と相互作用するのかを検討した。培養海馬神経細胞に EGFP-cortactin を

遺伝子導入し，培養 3 日目で細胞内一分子計測を行った。成長円錐にお

いて，EGFP-cortactin は逆行性に移動することがわかった  (図 9A，動画
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4)。また，細胞内一分子計測中に Cytochalasin D を 1 µM 添加したところ，

XTC 細胞の時と同様に，EGFP-cortactin のスペックルが消失し，成長円

錐の中心部で凝集する様子が観察された  (図 9B，動画 5)。  

以上の結果から，成長円錐において Cortactin は，逆行性に移動するア

クチン線維と相互作用することが示唆された。  

 

4．．．．Cortactin ははははアクチン線維アクチン線維アクチン線維アクチン線維とととと Shootin1 の連結を仲介するの連結を仲介するの連結を仲介するの連結を仲介する  

 上記のように，Cortactin は Shootin1 および逆行性に移動するアクチン

線維と相互作用することが示唆された。そこで，アクチン線維と Shootin1

の連結を Cortactin が仲介す る の か を検討す る た め に ， ま ず F-actin 

sedimentation assay を行った。アクチン結合タンパク質である Cortactin

はアクチン線維と共沈降し，アクチン線維と直接結合することが確認さ

れた  (図 10)。一方，Shootin1 はアクチン線維と共沈降せず，直接結合は

認められなかった  (図 10)。しかし，これに Cortactin を加えることによ

り，Shootin1 がアクチン線維と共沈降した  (図 10)。このことから，in vitro

において，Cortactin がアクチン線維と Shootin1 の連結を仲介することが

示唆された。  

 続いて， in vivo においてアクチン線維と Shootin1 の連結を Cortactin

が仲介するのかを検討するために，RNAi 法により Cortactin を発現抑制

させた神経細胞における，内在性 Shootin1 の局在への影響を解析した。

解析に先立ち，Cortactin に対する miRNA の効果を検討した。培養海馬神

経細胞に Cortactin に対する miRNA を遺伝子導入し，それらからタンパ

ク質を抽出し，抗 Cortactin 抗体によるウエスタンブロッティングを行っ

た。その結果，コントロール細胞に対し，Cortactin miRNA を導入した神

経細胞では Cortactin の発現が低下した  (図 11A)。また，miRNA を導入

した神経細胞  (GFP 陽性 ) について，抗 Cortactin 抗体による免疫細胞染

色を行った結果，コントロール miRNA を導入した神経細胞と比較し，

miRNA #1， #2 共に抗 Cortactin 抗体による染色強度が低下していた  (図

11B)。このことから，作成した miRNA は内在的に発現する Cortactin の

発現を抑制することがわかった。次に，RNAi 法により Cortactin の発現

を抑制させた神経細胞を，抗 Cortactin 抗体と抗 Shootin 抗体を用いて免

疫細胞染色を行い，神経突起先端の Shootin1 の濃縮を比較した。Shootin1

は軸索が長いほど成長円錐に濃縮しやすいことが報告されている [26]。

そのため，Cortactin の発現を抑制してもコントロール細胞と軸索の長さ

が同じ  (後述，結果 7) だった poly-D-lysine (以後， PDL) コーティング

上で神経細胞を培養した。その結果，コントロール細胞においては，こ
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れまでの報告と同じように [11]， Shootin1 が軸索の先端に濃縮した  (図

12A)。一方，Cortactin を発現抑制させた神経細胞においては，軸索先端

での Shootin1 の濃縮が減少した  (図 12A)。そこで，神経細胞の軸索先端

における内在性 Shootin1 の染色強度を定量した。その結果，神経細胞の

軸索先端における内在性 Shootin1 の染色強度の相対比は，コントロール

細胞を 1 (n = 3, 79 cells;  n = 3, 64 cells) とすると，Cortactin を発現抑制

させた細胞 miRNA #1 では，0.48 ± 0.06 (n = 3, 85 cells)，miRNA #2 は 0.49 

± 0.10 (n = 3, 61 cells) となり，有意に減少していた  (図 12B， p < 0.05)。

さらに，Cortactin を発現抑制させた神経細胞におけるアクチン線維への

影響を検討した。神経細胞を上記と同様な方法で培養し，Phalloidin を用

いて免疫細胞染色を行った。その結果，Cortactin を発現抑制してもアク

チン線維の染色像に影響は認められなかった  (図 13A)。またアクチン線

維の染色強度を定量したところ，コントロール細胞を 1 (n = 3,  110 cells) 

とすると，Cortactin を発現抑制させた細胞では，1.2 ± 0.2 (n = 3, 110 cells) 

となり，有意な差は認められなかった  (図 13B)。  

以上の結果より， in vivo においても， Cortactin がアクチン線維と

Shootin1 の連結を仲介することが示唆された。  

 

5．．．．Cortactin ははははアクチン線維アクチン線維アクチン線維アクチン線維と細胞接着分子と細胞接着分子と細胞接着分子と細胞接着分子 L1 を連結するクラッチ分子を連結するクラッチ分子を連結するクラッチ分子を連結するクラッチ分子

として機能するとして機能するとして機能するとして機能する  

 以上，アクチン線維と Shootin1 の連結は Cortactin を介している可能性

が示唆された。これまでに，クラッチ分子によりアクチン線維と細胞接

着分子との連結が起こると，先導端でのアクチン線維の逆行性移動の速

度が遅くなると考えられている [27–29]。そこで，Cortactin の発現を抑制

させ，アクチン線維と細胞接着分子 L1 の連結を弱めた時の，アクチン線

維の逆行性移動速度への影響を解析するために，Cortactin を発現抑制さ

せた神経細胞におけるアクチン線維の細胞内一分子計測を行った。L1-Fc

でコーティングされたガラスボトムディッシュ上で神経細胞を培養し，

培養 3 日目で GFP陽性の神経細胞における mRFP-actin の細胞内一分子計

測を行った  (図 14A)。その結果，コントロール細胞における mRFP-actin

のスペックルの速度は 3.4 ± 0.12 µm/min (n = 30) であり，一方，Cortactin

を 発 現抑制 さ せ た 細 胞 に お け る mRFP-actin の スペッ ク ル の速度は

miRNA #1 が 4.3 ± 0.12 µm/min (n = 30)，miRNA #2 がであり 4.3 ± 0.14 

µm/min (n = 30) と有意にスペックルの速度が速くなった  (図 14B， p < 

0.01)。また，神経細胞を Netrin-1 (後述，結果 8) で刺激  (300 ng/ml， 1

時間 ) で刺激すると，コントロール細胞における mRFP-actin のスペック
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ルの速度は 2.8 ± 0.10 µm/min (n = 30) となり，有意に遅くなった  (図 14B，

p < 0.02)。この結果は先行研究の結果と一致した [30]。一方， Cortactin

を 発 現抑制 さ せ た 細 胞 に お け る mRFP-actin の スペッ ク ル の速度は

miRNA #1 が 5.2 ± 0.13 µm/min (n = 30)，miRNA #2 がであり 5.8 ± 0.14 

µm/min (n = 30) と Netrin-1 刺激前に比べて有意に速くなった  (図 14B，p 

< 0.01)。  

 次に，Cortactin を介してアクチン線維の逆行性移動が細胞接着分子 L1

に伝わっているのかをビーズトラッキング法により検討した。Cortactin

を発現抑制させた神経細胞を L1-Fc コートしたガラスボトムディッシュ

上に播種した。培養 3 日目に L1-Fc コーティングした直径 1 µm のビーズ

を加え，光ピンセットを用いてビーズを成長円錐上に載せ，タイムラプ

ス観察を行い、移動したビーズにおける速度を定量した。コントロール

細胞  (図 15A) において、L1 コーティングビーズの 70% (図 15C左，n = 54) 

が逆行性に移動し、速度の平均は 0.93 ± 0.07 µm/min (図 15C 中央，n = 38) 

だった。一方，Cortactin を発現抑制させた細胞  (図 15B) においては，

L1 コーティングしたビーズの 69% (図 15C左，n = 55) が逆行性に移動し，

速度の平均は 0.48 ± 0.05 µm/min (図 15C 中央，n = 38) で有意に減少した  

(p < 0.01)。また，ヒストグラム解析から，移動したビーズの速度のピー

クが Cortactin の発現を抑制させることにより，実質的に 0.8-1.0 µm/min

から 0.2-0.4 µm/min に減少した  (図 15C 右 )。  

以上の結果より，Cortactin はアクチン線維と細胞接着分子 L1 を連結

し，アクチン線維の逆行性移動を細胞接着分子 L1 に伝えるクラッチ分子

として機能することが示唆された。  

 

6．．．．Shootin1 による軸索伸長はによる軸索伸長はによる軸索伸長はによる軸索伸長は Cortactin 依存的である依存的である依存的である依存的である  

 結果 4 において，Cortactin と Shootin1 は軸索の先端でのみ共局在する

ことがわかった。また先行研究により， Shootin1 を過剰発現すると，軸

索を複数本持つ神経細胞の割合が増加することがわかっている [11]。こ

れらのことから，Shootin1 による軸索伸長は Cortactin に依存する可能性

が考えられた。そこで，この可能性を検証するために， Shootin1 を過剰

発現させた細胞で Cortactin の発現を抑制した時の複数本の軸索を持つ細

胞の割合を検討した。Cortactin に対する miRNA と Myc-shootin1 (過剰発

現ベクター pCAGGS) を同時に遺伝子導入し，1 日浮遊培養後に L1-Fc コ

ートしたカバースリップ上に播種し 5 日間培養した。その後，抗 Myc 抗

体による免疫染色を行い， 2 本以上の軸索を持つ神経細胞の割合を定量

し た 。 な お、ポジティブコ ン ト ロ ー ル に は コ ン ト ロ ー ル miRNA と
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Myc-shootin1 を遺伝子導入した細胞を，ネガティブコントロールにはコ

ントロール miRNA と Myc-GST を遺伝子導入した細胞を用いた。その結

果，ネガティブコントロールの細胞は，軸索マーカーの Tau-1 陽性の長

い神経突起を 2 本以上持つ細胞が 13.5 ± 3.3% (n = 4, 94 cells) みられ  (図

16A 上段左，図 16B)，ポジティブコントロールの細胞は， 37.2 ± 3.9% (n 

= 4,  95 cells) の細胞が複数本の軸索を形成しており  (図 16A 上段右，図

16B)，複数本の軸索を持つ神経細胞の割合が有意に増加した  (図 16B，p 

< 0.01)。この結果は，先行研究の結果とほぼ一致した [11]。一方，Cortactin

の発現を抑制した細胞に Shootin1 を過剰発現させた細胞では，miRNA#1

の細胞が 15.4 ± 3.1% (図 16A 下段左，図 16B)，miRNA#2 の細胞が 17.1 ± 

3.4% (図 16A 下段右，図 16B) の割合で複数本の軸索を形成し，ポジティ

ブコントロールと比較すると有意にその割合が減少し  (図 16B，p < 0.01，

p < 0.02)，Cortactin の発現抑制により Shootin1 による軸索伸長が抑制さ

れた。また，Cortactin の発現を抑制した細胞で， Shootin1 を過剰発現し

ても，軸索を複数本形成する神経細胞の割合はネガティブコントロール

とほぼ同じ割合であることがわかった  (図 16B)。  

以上の結果より，Shootin1 による軸索伸長は Cortactin 依存的であるこ

とが示唆された。  

 

7．．．．Cortactin はははは L1 依存的な軸索伸長に関与する依存的な軸索伸長に関与する依存的な軸索伸長に関与する依存的な軸索伸長に関与する  

 上記までに，Cortactin を介してアクチン線維の逆行性移動と細胞接着

分子 L1 が連結することでアクチン線維の駆動力が L1 に伝わり，その結

果， Cortactin が牽引力の 発 生 に関与す る こ と が示唆さ れ た 。 次 に ，

Cortactin を発現抑制させた細胞を L1 コーティング上で培養した時の軸

索伸長への影響を検討した。Cortactin を発現抑制させた神経細胞を L1

コ ー ティン グ し た カ バ ー ス リ ッ プ 上 に播種し た 。培養 3 日目に抗

Cortactin 抗体を用いて免疫細胞染色を行った。Cortactin に対する miRNA

を遺伝子導入した神経細胞において，GFP 陽性であり，かつ Cortactin の

発現が抑制されている神経細胞について軸索  (一番長い突起 ) の解析を

行った  (図 17A)。L1 コーティング上で培養した細胞において，コントロ

ール細胞の軸索の長さは 188.5 ± 18.4 µm，146.1 ± 14.0 µm (図 17B 左，n = 

4， 130 cells；図 17B 右， n = 5， 147 cells) であるのに対し，Cortactin を

発現抑制させた細胞 miRNA #1 の軸索の長さは 84.4 ± 4.1 µm (図 17B 左，

n = 4,  138 cells)，miRNA #2 の軸索の長さは 82.2 ± 9.2 µm (図 17B 右， n = 

5,  169 cells) と有意に短くなった  (図 17B 左，p < 0.01；図 17B 右，p < 0.01)。

一方， PDL コーティング上で培養した細胞においては，コントロール細
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胞の軸索の長さは 91.5 ± 8.1 µm，71.2 ± 3.4 µm (図 17B 左，n = 4，113 cells；

図 17B右，n = 5，140 cells) であり，Cortactin を発現抑制させた細胞 miRNA 

#1 の軸索の長さは 74.2 ± 4.2 µm (図 17B 左， n = 4, 113 cells)，miRNA #2

の軸索の長さは 64.9 ± 4.4 µm (図 17B 右， n = 5, 123 cells) であり，有意

な差は無かった。Cortactin を発現抑制した細胞は，L1 コーティング上で

培養することにより軸索伸長が抑制されるが，PDL コーティング上では，

コントロール細胞と軸索の長さが変わらないことから，Cortactin は L1

依存的な軸索伸長に関与することが示唆された。  

 

8．．．．Cortactin とととと Shootin1 の結合はの結合はの結合はの結合は PAK1 を介したを介したを介したを介した Shootin1 のリン酸化にのリン酸化にのリン酸化にのリン酸化に

より促進されるより促進されるより促進されるより促進される  

 Netrin-1 は，代表的な軸索誘引因子であり，軸索が標的となる細胞に

正 し く誘導さ れ る た め に 重 要 な役割を果た す 。 本 研 究 室 に お い て ，

Netrin-1 が受容体 DCC に結合すると Cdc42 と Rac1 が活性化し，これら

により PAK1 が活性化され，活性化した PAK1 が Shootin1 の 101 番目の

セリン残基と 249 番目のセリン残基を直接リン酸化することを明らかに

した [30]。また，Shootin1 がリン酸化されることにより，クラッチの連結

が増強し軸索が伸長することを明らかにした [30]。そこで，Cortactin と

Shootin1 の結合が PAK1 により促進されるのかを検討するために，まず，

Cortactin と Shootin1 のリン酸化体との結合能を比較した。精製した

FLAG-cortactin と Shootin1 の野生型  (WT)，101 番目と 249 番目のセリン

残基 を アス パ ラギン酸に 置換し た擬似リ ン酸化 体  (DD) を用いて in  

vitro  binding assay を行い，結合能を比較した。その結果， Shootin1 DD

も Shootin1 WT と同様に Cortactin と結合した  (図 18A)。また，Shootin1 DD

のほうが Shootin1 WT よりも Cortactin とより強く結合した  (図 18A)。こ

れらの見かけ上の解離定数を求めたところ， Shootin1 DD の解離定数が

11.5 ± 1.2 nM，Shootin1 WT の解離定数が 25.0 ± 4.9 nM であり，Shootin1 

DD のほうが Shootin1 WT よりも 2.2 倍有意に減少した  (図 18B，p < 0.05, 

n = 4)。また，精製 Shootin1 WT を in vi tro で PAK1 によりリン酸化した

後に in vitro  binding assay を行ったところ，リン酸化していない Shootin1

よりも PAK1 でリン酸化した Shootin1 のほうが Cortactin との結合量が多

かった  (図 18C)。  

 次に，FLAG-cortactin と Myc タグを付加した Shootin1 WT，Shootin1 DD，

101 番目と 249 番目のセリン残基をアラニンに置換した非リン酸化体  

(AA)を COS-7 細胞に同時に遺伝子導入し，抗 FLAG 抗体による免疫共沈

降を行い，結合能を比較した。その結果， Shootin1 AA は Cortactin との
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相互作用が認められなかったが，Shootin1 DD との相互作用は認められた  

(図 19A)。また，Shootin1 WT と比較すると，Shootin1 WT より Shootin1 DD

のほうが Cortactin との結合量が多かった  (図 19A)。さらに，Shootin1 WT

と PAK1 の恒常活性化型変異体（CA）もしくはドミナントネガティブ変

異体（KD）を COS-7 細胞に同時に発現させて，抗 FLAG 抗体による免疫

共沈降を行ったところ， PAK1 CA により Shootin1 のリン酸化が上昇し，

Cortactin との結合量が増加した  (図 19B)。一方， PAK KD を共発現させ

ると， Shootin1 のリン酸化が減少し，Shootin1 と Cortactin との結合が抑

制された  (図 19B)。  

 以上 のこと から ， Cortactin と Shootin1 の結合 は， PAK1 を介した

Shootin1 のリン酸化により制御されていることが示唆された。  

 

9．．．．Cortactin はははは Netrin-1 により誘導される軸索伸長のための牽引力の促により誘導される軸索伸長のための牽引力の促により誘導される軸索伸長のための牽引力の促により誘導される軸索伸長のための牽引力の促

進に関与する進に関与する進に関与する進に関与する  

 成長円錐が伸長する際に Cortactin が牽引力の発生に関与するのかを検

討 す る た め に ， Traction force microscopy を 行 っ た 。 Traction force 

microscopy は，蛍光ナノビーズを埋め込んだ弾性のあるゲル上で神経細

胞を培養し，突起が伸長する際にゲルが変性し，それによりビーズが移

動するので，それを顕微鏡下でモニターすることで牽引力を計測できる

実験系である [31, 32]。培養海馬神経細胞を L1-Fc コートしたポリアクリ

ルアミドゲル上に播種し，培養 3 日目に共焦点顕微鏡を用いてタイムラ

プス観察を行った  (図 20A，動画 6)。成長円錐で牽引力が発揮されると，

蛍光ナノビー ズ は 成 長 円 錐 中 央 に 向 か っ て ダ イ ナ ミ ッ ク に 移 動 す る

“load-and-fail”様式に従って動くことが報告されており [32]，本実験結果

はその結果と一致した。また，コントロール細胞を Netrin-1 で刺激する

とビーズが刺激前よりも大きく移動した  (図 20A，動画 6)。そこで，ゲ

ル の弾性 とビー ズ の 移 動度か ら牽引力を定量 す る と ，刺激前 が 3.8 

pN/µm
2
だったのに対し，Netrin-1 刺激後は 6.0 pN/µm

2  
(n = 10 growth 

cones) と牽引力が上昇した  (図 20B)。この結果は，Netrin-1 がクラッチ

の連結を増強させ牽引力が上昇する過去の結果と一致した [30]。一方，

Cortactin を発現抑制させた細胞においては，Netrin-1 刺激前の牽引力が

2.6 pN/µm
2
であり，コントロール細胞よりも牽引力が減少した。また，

Netrin-1 刺激後の牽引力が 2.2 pN/µm
2
 (n = 11 growth cones) であり，

Netrin-1 刺激前後で牽引力に変化が認められなかった  (図 20B)。  

 次に，Netrin-1 で刺激した神経細胞における Cortactin の発現抑制の影

響を検討した。Cortactin を発現抑制させた神経細胞を L1 コーティング
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したカバースリップ上に播種し， 3 時間後に Netrin-1 を 300 ng/ml (コン

トロールとして BSA) 加え，その 40 時間後に免疫細胞染色を行った。そ

の後，軸索の長さを計測した。その結果，BSA を添加して培養した神経

細胞の軸索の長さは，コントロール細胞が 96.1 ± 2.7 µm (n = 3, 70 cells)，

Cortactin を発現抑制させた細胞 miRNA #1 が 51.7 ± 4.9 µm (n = 3, 68 cells)，

miRNA #2 が 50.0 ± 4.7 µm (n = 3, 76 cells) であり，コントロール細胞よ

りも Cortactin を発現抑制させた細胞の軸索の長さが有意に短くなった  

(図 21A, p < 0.01)。また，Netrin-1 を添加して培養した神経細胞の軸索の

長さは，コントロール細胞が 137.2 ± 8.8  µm (n = 3,  65 cells)，Cortactin

を発現抑制させた細胞 miRNA #1 が 55.4 ± 0.7  µm (n = 3, 67 cells)，miRNA 

#2 が 53.3 ± 2.2  µm (n = 3,  73 cells) であり，こちらもコントロール細胞

よりも Cortactin を発現抑制させた細胞の軸索の長さが有意に短くなった  

(図 21A, p < 0.02, p < 0.01)。Netrin-1 刺激による軸索伸長の促進を解析す

るために，Netrin-1 刺激による軸索の長さから BSA 刺激による軸索の長

さを差し引いた。その結果，Netrin-1 刺激による軸索伸長は，コントロ

ール細胞が 41.1 ± 8.4µm (n = 3)，Cortactin を発現抑制させた細胞 miRNA 

#1 が 3.7 ± 5.7  µm (n = 3)，miRNA #2 が 3.3 ± 6.9  µm (n = 3) であり，

Netrin-1 刺激による軸索伸長が，Cortactin の発現抑制により有意に抑制

された  (図 21B， p < 0.05)。  

以上の結果より，Cortactin が Netrin-1 により誘導される牽引力の発生

および軸索伸長に関与することが示唆された。  

 

10．．．．Cortactin とととと Shootin1 の結合がの結合がの結合がの結合が Netrin-1 により誘導される牽引力のにより誘導される牽引力のにより誘導される牽引力のにより誘導される牽引力の

発生と軸索伸長に関与する発生と軸索伸長に関与する発生と軸索伸長に関与する発生と軸索伸長に関与する  

 結果 8 において，Cortactin と Shootin1 の結合が PAK1 による Shootin1

のリン酸化により制御されることが示唆された。そこで，これらの結合

が軸索伸長のための牽引力の発生や軸索伸長に関与するのかどうかを検

討した。最初に，Cortactin が結合する Shootin1 の領域を決定するために，

Shootin1 の切断型変異体を作製し  (図 22A)， in vi tro  binding assay を行っ

た。その結果，Cortactin は Shootin1 の 261-377 アミノ酸領域で結合する

ことがわかった  (図 22B)。  

 次に，この領域の切断型変異体  (以下，Shootin1 (261-377)) が Cortactin

と全長の Shootin1 との相互作用を阻害するの かを検討するため に，

Shootin1 (261-377) を過剰発現させた神経細胞において，EGFP-shootin1

の細胞内一分子計測を行った。なお，Shootin1 (261-377) を神経細胞に過

剰発現させると，核に局在してしまうため  (data not shown)，核外移行シ
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グナル  (NES) を付加した。そして， 1 分間における 1 µm
2
あたりの出現

する EGFP-shootin1 のスペックルの数を計測した。その結果，コントロ

ール細胞  (GST 過剰発現 ) 細胞において，EGFP-shootin1 のスペックルの

数が 63.2 ± 3.8 個  (n = 8 growth cones，動画 7) だったのに対し，

Shootin1 (261-377) 過剰発現細胞における EGFP-shootin1 のスペック

ルの数は 22.5 ± 3.1 個  (n = 7 growth cones，動画 8) と有意に減少した  

(図 23，p < 0.01)。このことから，Shootin1 (261-377) が Cortactin と

全長の Shootin1 の相互作用を阻害することが示唆された。  

 さらに，Cortactin と Shootin1 の相互作用を阻害したときの影響を検

討するために，Shootin1 (261-377) を過剰発現させた神経細胞において，

Netrin-1 刺激前後の牽引力および軸索の長さを結果 9 の方法と同様に定

量した。コントロール細胞において，Netrin-1 刺激前の牽引力が 5.7 

pN/µm
2
だったのに対し，Netrin-1 刺激後は 8.5 pN/µm

2  
(n = 10 growth 

cones) と牽引力が上昇した  (図 24A)。一方， Shootin1 (261-377) 過剰発

現細胞においては，Netrin-1 刺激前の牽引力が 1.8 pN/µm
2
であり，コン

トロール細胞よりも牽引力が減少した  (図 24A)。また，Netrin-1 刺激後

の牽引力が 1.9 pN/µm
2
 (n = 9 growth cones) であり，Netrin-1 刺激前後で

牽引力に変化が認められなかった  (図 24A)。また，BSA を添加して培養

した神経細胞の軸索の長さは，コントロール細胞が 115.6 ± 5.3 µm (n = 3, 

136 cells)， Shootin1 (261-377) 過剰発現細胞が 58.2 ± 0.3 µm (n = 3,  136 

cells) であり，コントロール細胞よりも Shootin1 (261-377) 過剰発現細胞

の軸索の長さが有意に短くなった  (図 24B, p < 0.01)。一方，Netrin-1 を

添加して培養した神経細胞の軸索の長さは，コントロール細胞が 147.9 ± 

5.3  µm (n = 3, 129 cells)，Shootin1 (261-377) 過剰発現細胞が 64.1 ± 1.0 µm 

(n = 3, 143 cells) であり，こちらもコントロール細胞よりも Shootin1 

(261-377) 過剰発現細胞の軸索の長さが有意に短くなった  (図 24B, p < 

0.01)。さらに，Netrin-1 刺激による軸索伸長の促進を解析したところ，

Netrin-1 刺激による軸索伸長は，コントロール細胞が 32.3 ± 0.8 µm (n = 3)，

Shootin1 (261-377) 過剰発現細胞が 5.9 ± 1.3  µm (n = 3) であり，Netrin-1

刺激による軸索伸長が，Shootin1 (261-377) の過剰発現により有意に抑制

された  (図 24C， p < 0.01)。  

 以上のことから，Cortactin と Shootin1 の結合が Netrin-1 により誘導さ

れる牽引力の促進と軸索伸長に関与することが示唆された。  
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＜考察＞＜考察＞＜考察＞＜考察＞  

 

 本研究において， Shootin1 と相互作用するアクチン結合タンパク質の

探索を行ったところ，Cortactin を同定した。神経細胞の軸索の成長円錐

の末端領域において，Cortactin と Shootin1 は共局在し，かつアクチン線

維の逆行性移動と相互作用することを見いだした。また，Cortactin を介

してアクチン線維の逆行性移動の力が細胞接着分子 L1 に伝わり，その結

果牽引力が生じて軸索が伸長することが明らかになった。さらに，軸索

誘引因子 Netrin-1 により Cortactin と Shootin1 の連結が強くなり，それに

より軸索伸長のための牽引力が増加し，軸索が伸長することが明らかに

なった。以上の結果から，Cortactin が軸索伸長を引き起こすクラッチ分

子として機能し，かつ，Cortactin と Shootin1 の結合が，Netrin-1 による

シグナル伝達を力に変換するインターフェースとして機能することが示

唆された。  

 

Cortactin はははは軸索伸長を引き起こす軸索伸長を引き起こす軸索伸長を引き起こす軸索伸長を引き起こすクラッチ分子として機能するクラッチ分子として機能するクラッチ分子として機能するクラッチ分子として機能する  

 Cortactin はアクチン線維の逆行性移動と Shootin1 の連結を仲介する

ことが明らかになった  (結果 2-4)。Cortactin と Shootin1 の結合領域を明

らかにするために，Cortactin の欠損変異体を用いた in vitro  binding assay

を行ったが，Cortactin を切断すると， Shootin1 の全長との結合力が弱ま

った  (補足図 1)。このことから，Cortactin と Shootin1 は多点を認識して

結合している可能性が考えられる。今後，構造解析などにより，Cortactin

と Shootin1 の結合部位の詳細な解析を行いたい。  

 序論でも述べたように，アクチン線維の逆行性移動と細胞接着分子の

連結により，アクチン線維の逆行性移動の力  (駆動力 ) が細胞接着分子

に伝えられ，これにより軸索伸長が引き起こされると考えられている。

アクチン線維の逆行性移動と細胞接着分子の連結は，非神経細胞におい

て機械的な力が生み出されることが報告されており [33, 34]，これにより

細胞の遊走などにも関与することが示唆されている [28]。成長円錐にお

いては，当研究室の先行研究や他のグループらにより，クラッチ分子が

同定されつつあるが，その分子ネットワークは不明である。本研究で，

クラッチ分子の候補として Cortactin を同定したが，実際にクラッチ分子

として機能するのかを解析した。  

アクチン線維の逆行性移動と細胞接着分子が Cortactin を介して連結し

ているのかを検証したところ，Cortactin の発現抑制によりアクチン線維

の逆行性移動が速くなった  (図 14)。また，  Cortactin 存在下において，
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Netrin-1 刺激によりアクチン線維の逆行性移動が Netrin-1 刺激前よりも

遅くなったが，Cortactin の発現を抑制した神経細胞においては，Netrin-1

刺激によりアクチン線維の逆行性移動がさらに速くなった  (図 14)。これ

は，Cortactin 存在下においては，Netrin-1 刺激により PAK1 が活性化し

Shootin1 がリン酸化され，Cortactin と Shootin1 の結合が強くなり，それ

によりクラッチの連結がより強化されるため，アクチン線維の逆行性移

動がより遅くなったと考えられる  (補足図 2A)。一方，Cortactin を発現

抑制した場合，Netrin-1 刺激により Cdc42 や Rac1 が活性化し，それらが

アクチン線維の重合促進に働いたため，アクチン線維の逆行性移動がよ

り速くなったと考えられる  (補足図 2B)。これらのことから， Cortactin

がアクチン線維の重合促進ではなく，アクチン線維と細胞接着分子 L1

を連結していることが示唆された。また，ビーズトラッキングの結果よ

り，Cortactin の発現抑制によりビーズの動きが鈍くなった  (図 15)。結果

の項にも記したように，クラッチ分子によりアクチン線維と細胞接着分

子が連結すると，先導端でのアクチン線維の逆行性移動の速度が遅くな

ると考えられている [27–29]。最近，当研究室では， Shootin1 の発現を抑

制するとアクチン線維の逆行性移動の速度が速くなること見出している

[30]。また，ビーズトラッキングを用いた実験より，Shootin1 の発現を抑

制するとビーズの動きが鈍くなることがわかっている [12]。本実験結果

は，これらの結果と一致しており，アクチン線維 -Cortactin-Shootin1-L1

の複合体を形成していると考えられる。これらの複合体が実際に牽引力

の発生に関与するのかを Traction force microscopy により検討したところ，

Cortactin の発現抑制あるいは Cortactin と Shootin1 の結合を阻害すること

により，軸索伸長のための牽引力が減少した  (図 20，図 24)。また，Shootin1

の発現を抑制すると牽引力が減少する [30]ことから，Cortactin は牽引力

の発生に関与すると考えられる。さらに，図 17 の結果から，L1 コーテ

ィング上で培養した神経細胞の軸索の長さは，Cortactin の発現を抑制す

ると短くなることから，Cortactin は L1 依存的な軸索伸長にも関与する

ことが示唆された。しかし，図 16 のように培養を続けていくと，軸索は

伸長する。このことから，他のクラッチ候補分子，例えば L1 と結合する

Ezrin[10]などの関与も考えられる。  

以上のことから，成長円錐において Cortactin はアクチン線維，Shootin1，

L1 と複合体を形成することで，アクチン線維の逆行性移動の力を L1 に

伝え，その時に牽引力が生じて軸索の伸長を引き起こすクラッチ分子と

して機能することが示唆された。  
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シグナル伝達と力発生シグナル伝達と力発生シグナル伝達と力発生シグナル伝達と力発生のインターフェースとしてののインターフェースとしてののインターフェースとしてののインターフェースとしての Cortactin-Shootin1

の連結機構の連結機構の連結機構の連結機構  

 我々の脳内では，神経細胞は Netrin-1 などの軸索ガイダンス分子から

の科学的なシグナルを機械的な力に変換することで，正しく標的となる

神経細胞に軸索を伸長させる。機械的な力の発生にクラッチメカニズム

が関与することが報告されているが [32]，化学的なシグナルをどのよう

に機械的な力に変換しているのか，その分子機構は不明である。  

 当研究室では最近，軸索誘引因子 Netrin-1 によりセリン／スレオニン

キナーゼである PAK1 が活性化し，活性化した PAK1 により Shootin1 が

直接リン酸化されることを見いだした [30]。さらに，Netrin-1 刺激による

Shootin1 のリン酸化によりクラッチの連結が増強すること，クラッチの

連結が増強されることで牽引力が強くなり，その結果として軸索の伸長

が促進することが示された [30]。本研究において，Cortactin が Netrin-1

のシグナルによるクラッチ連結に関与するのかを検討した。結果 8 (図 18，

19) より，Cortactin は Shootin1 の野生型よりも擬似リン酸化体との相互

作用が強いこと明らかになった。興味深いことに，Cortactin は Shootin1

の野生型よりも PAK1 でリン酸化された Shootin1 のほうがより相互作用

しやすいことが明らかになった。また，Cortactin を発現抑制した細胞あ

るいは Cortactin と Shootin1 との結合を阻害した細胞は，Netrin-1 刺激に

よる牽引力の発生および軸索伸長が抑制されることが明らかになった  

(図 21，図 24)。これらのことから，Netrin-1 の刺激により下流の PAK1

が活性化し，活性化した PAK1 が Shootin1 を直接リン酸化することで

Shootin1 と Cortactin が結合しやくなり，結果的にクラッチが増強される

可能性が示唆された。  

今後，PAK1 による Shootin1 の構造変化や Cortactin との結合様式を解

析し，シグナル伝達を機械的な力の発生に変換する仕組みを構造学的に

解明することで，これまで不明であったクラッチインターフェースを明

らかにできると考えられる。  

 

Shootin1 のリン酸化以外によるのリン酸化以外によるのリン酸化以外によるのリン酸化以外によるクラッチメカニズムの制御機構クラッチメカニズムの制御機構クラッチメカニズムの制御機構クラッチメカニズムの制御機構  

 Shootin1 のリン酸化によりクラッチメカニズムが制御されることを示

唆する結果を得た。しかしながら，Cortactin もリン酸化を受けるタンパ

ク質である。細胞外シグナル制御キナーゼ  (Erk)の標的である Cortactin

の 405 番目と 418 番目のセリンがリン酸化されるとアクチンの重合が促

進されることが報告されている [35]。また，線維芽細胞において， PAK1

の恒常活性化型変異体を遺伝子導入すると，Cortactin が先導端に局在を
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変化させるという報告がある [36]。これらのことから，神経細胞におい

て，Cortactin のセリンのリン酸化がクラッチメカニズムの制御，クラッ

チの増強に関わる可能性が考えられる。一方，Cortactin のチロシンリン

酸化もクラッチメカニズムの制御に関わっている可能性が考えられる。

Cortactin のチロシンリン酸化は Src や Fyn，Fer などのキナーゼにより行

われ [37]，遊走中の細胞や転移中の癌細胞でよく見られることから，細

胞移動の促進に働くと考えられている [38–42]。しかし，何種類かの腫瘍

においては，Cortactin のチロシンリン酸化が細胞の移動を抑制するとの

報告がある [43]。また，網膜の神経細胞において，反発性因子からのシ

グナルにより Cortactin がチロシンリン酸化され，成長円錐が回転する可

能性が示唆されている [24]。これらのことから，Cortactin のチロシンリ

ン酸化がクラッチ分子の解離の制御にも関与する可能性も考えられる。

今後，Cortactin のリン酸化によるクラッチメカニズムの制御機構を解析

することで，より詳細なクラッチメカニズムの分子ネットワークの解明

が期待される。  

 

 

結論結論結論結論  

 軸索伸長の分子機構としてクラッチメカニズムが提唱されてきた。こ

れまでに， Shootin1 がクラッチ分子として機能し，軸索伸長を引き起こ

すことが報告されていた。しかし，クラッチモジュールを構成する他の

分子は明らかではなく，その分子ネットワークは不明であった。  

 本研究では，アクチン線維と Shootin1 を連結する分子として Cortactin

を同定した。相互作用や機能解析の結果， Cortactin はアクチン線維と

Shootin1 の連結を仲介するクラッチ分子として機能し，軸索伸長を引き

起こすことを見いだした  (図 25)。また，Netrin-1 によるシグナル伝達に

より，Cortactin とリン酸化 Shootin1 が結合し，それによりクラッチの連

結が強化され，牽引力が増加し，軸索の伸長が促進されることが明らか

となった  (図 25)。  

 今後の課題として，クラッチメカニズムの分子ネットワークを解明す

るためには，Shootin1 と L1 との相互作用を明らかにする必要がある。リ

ン酸化 Shootin1 と L1 は直接結合するのか，あるいは他の分子を介して

結合しているのかを解析し，クラッチメカニズムによる軸索伸長の分子

機構の理解を深めていく必要があると考えている。  
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図図図図1．．．．神経細胞の成長円錐神経細胞の成長円錐神経細胞の成長円錐神経細胞の成長円錐

成長円錐におけるアクチン線維 (緑)とTubulin (赤)を重ね合わせた画像。

Peripheral domain

Transition zone

Central domain

F-actin / Tubulin

Filopodia Lamellipodia
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Depolymerization Polymerization

Extracellular Matrix

Unengaged clutch

Clutch moleculesActin

Depolymerization Polymerization

Cell adhesion molecules

Extracellular Matrix

Actin flow

ExtensionEngaged clutch

図図図図2．．．．クラッチメカニズムによる軸索伸長クラッチメカニズムによる軸索伸長クラッチメカニズムによる軸索伸長クラッチメカニズムによる軸索伸長

アクチン線維は重合と脱重合を繰り返しながら逆行性に移動する。アクチン線

維がクラッチ分子を介して細胞接着分子に連結することにより，アクチン線維

の逆行性移動の力 (駆動力) が細胞接着分子に伝わり，この時に牽引力が生じて

軸索が伸長する。
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Myc-shootin1 + +

FLAG-cortactin - +

Myc-shootin1

FLAG-cortactin

IP: α-FLAG

Lysate

Myc-shootin1

FLAG-cortactin

B

EGFP-profilin2a

FLAG-shootin1

EGFP-profilin2a

FLAG-shootin1

IP: α-FLAG

Lysate

EGFP-profilin2a

FLAG-shootin1

+ +

- +A

図図図図3．．．．Shootin1と相互作用するアクチン結合タンパク質の探索と相互作用するアクチン結合タンパク質の探索と相互作用するアクチン結合タンパク質の探索と相互作用するアクチン結合タンパク質の探索

(A) HEK293T細胞を用いた免疫共沈降。FLAG-shootin1を免疫沈降し，EGFP-

profilin2aをウエスタンブロッティングにより検出した。

(B) COS-7細胞を用いた免疫共沈降。FLAG-cortactinを免疫沈降し，Myc-shootin1

をウエスタンブロッティングにより検出した。
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Actin-binding protein
Interaction with 

shootin1
Retrograde flow

Fascin
✕ －

VASP
✕ －

p21-ARC
✕ －

Eps8
✕ －

XAC2
✕ －

Capping protein β1
✕ －

Profilin1
✕ －

Profilin2a
○ ✕

Cortactin
○ ○

表表表表4．．．．Shootin1と結と結と結と結合するアクチン結合タンパク質のスクリーニング合するアクチン結合タンパク質のスクリーニング合するアクチン結合タンパク質のスクリーニング合するアクチン結合タンパク質のスクリーニング
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図図図図4．．．．XTC細胞における細胞における細胞における細胞におけるEGFP-cortactinの細胞内一分子計測の細胞内一分子計測の細胞内一分子計測の細胞内一分子計測

EGFP-cortactinを遺伝子導入したXTC細胞の先導端おけるタイムラプスイメージ。

タイムラプスイメージは5秒間隔で撮影した。白枠の領域を拡大し，図の右側に

示した。 Bar: 5 µm
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図図図図5．．．．培養培養培養培養海馬神経細胞における海馬神経細胞における海馬神経細胞における海馬神経細胞におけるCortactinととととShootin1の細胞内局在の細胞内局在の細胞内局在の細胞内局在

(A) 培養海馬神経細胞におけるCortactin (写真上，赤) とShootin1 (写真中央，緑)

の免疫細胞染色。写真下に重ね合わせたものを示した。矢印と矢頭はそれぞれ，

軸索の成長円錐とマイナープロセスの成長円錐を示している。

(B)培養海馬神経細胞の成長円錐におけるCortactin (写真左，赤)とShootin1 (写真

中央，緑) の免疫細胞染色。写真右に重ね合わせたものを示した。白枠の領域を

拡大したものを写真の右側に示した。

Bars: (A) 20 µm; (B) 10 µm

Cortactin Shootin1 Merge

B

Cortactin Shootin1 Merge

A
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B

A

図図図図6．．．．CortactinととととShootin1の相互作用解析の相互作用解析の相互作用解析の相互作用解析

(A) 生後6日目 (P6) のラットの脳を用いた免疫共沈降。抗Shootin1抗体により

Shootin1を免疫沈降し，ウエスタンブロッティングによりCortactinを検出した。

コントロールとして，rabbit normal IgGを使用した。

(B) 精製タンパク質を用いたin vitro binding assay。精製タンパク質同士を混合し，

抗FLAG抗体を用いて免疫沈降し，抗Myc抗体を用いてウエスタンブロッティン

グした。
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Input
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(IB: cortactin)
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(IB: shootin1)
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+

-

+

+
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Cortactin
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Shootin1 
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Shootin1 
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Cortactin F-actin Merge

図図図図7．．．．培養培養培養培養海馬神経細胞における海馬神経細胞における海馬神経細胞における海馬神経細胞におけるCortactinとアクチン線維の細胞内局在とアクチン線維の細胞内局在とアクチン線維の細胞内局在とアクチン線維の細胞内局在

培養海馬神経細胞の成長円錐におけるCortactin (写真左，緑) とアクチン線維

(写真中央，赤) の免疫細胞染色。写真右に重ね合わせたものを示した。白枠の

領域を拡大したものを写真の右側に示した。Bar: 10 µm
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Cortactin
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Merge

A

Cortactin

Merge

Actin
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B

図図図図8．．．．XTC細胞における細胞における細胞における細胞におけるEGFP-cortactinととととmCherry-actinの挙動解析の挙動解析の挙動解析の挙動解析

(A) XTC細胞におけるEGFP-cortactin (緑) とmRFP-actin (赤) の細胞内一分子計測。

タイムラプスイメージは5秒間隔で撮影した。白枠の領域のキモグラフを図の右

側に示した。キモグラフ中の白線は，それぞれのスペックルの速度を示してい

る。

(B) 1 µM cytochalasin Dで処理した時のEGFP-cortactin (緑)とmCherry-actin (赤)の

細胞内一分子計測。1 µM cytochalasin Dを加える前を0 min (写真左)とし，添加後

1 min (写真中央) と2 min (写真右) のタイムラプスイメージを示した。細かい破

線は先導端を，粗い破線はスペックルの境界線を示している。

Bars: 5 µm
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B

A

図図図図9．．．．成長円錐成長円錐成長円錐成長円錐におけるにおけるにおけるにおけるEGFP-cortactinの挙動解析の挙動解析の挙動解析の挙動解析

(A) XTC細胞におけるEGFP-cortactin (緑) とmRFP-actin (赤) の細胞内一分子計測。

タイムラプスイメージは5秒間隔で撮影した。白枠の領域を拡大し，図の右側に

示した。

(B) 1 µM cytochalasin Dで処理した時のEGFP-cortactinの細胞内一分子計測。1 µM

cytochalasin Dを加える前を0 min (写真左)とし，添加後1 min (写真中央) と2 min

(写真右) のタイムラプスイメージを示した。細かい破線は先導端を，粗い破線

はスペックルの境界線を示している。

Bars: (A) 20 µm; (B) 10 µm

Cortactin

1 min 2 min0 minCortactin
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図図図図10．．．．F-actin sedimentation assayによる解析による解析による解析による解析

重合したアクチン線維 (5 µM) と精製したCortactin (1.5 µM, C) あるいはShootin1-

myc (1.5 µM, S) あるいはCortactin+Shootin1-myc (C+S) をインキュベートした。

重合したアクチン線維を超遠心により沈降させ，アクチン線維と相互作用する

タンパク質をウエスタンブロッティング (抗Myc抗体あるいは抗Cortactin抗体)

により検出した。アクチン線維はCBB染色により検出した。

Cortactin (IB: cortactin)

F-actin (CBB stain)

Shootin1-myc (IB: myc)

- Actin + Actin

C+SC SC+SC S
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図図図図11．．．．CortactinののののmiRNAによる発現抑制による発現抑制による発現抑制による発現抑制

(A)培養海馬神経細胞における内在性Cortactinに対する発現抑制効果を，ウエスタ

ンブロッティングにより評価。

(B) miRNAを遺伝子導入した培養海馬神経細胞における抗Cortactin抗体による免

疫細胞染色。

写真左：miRNAを遺伝子導入した細胞 (GFP陽性)

写真右：抗Cortactin抗体による免疫染色像

矢頭はmiRNAが遺伝子導入された細胞の成長円錐を，矢印は遺伝子導入されてい

ない細胞の成長円錐を示す。Bar: 50 µm

A

B

Control #1 #2

Cortactin-RNAi

Cortactin

Actin

Control-RNAi 

Cortactin-RNAi #1 

Cortactin-RNAi #2 

EGFP Cortactin
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A

B

図図図図12．．．．Cortactinの発現抑制による内在性の発現抑制による内在性の発現抑制による内在性の発現抑制による内在性Shootin1の局在解析の局在解析の局在解析の局在解析

(A) コントロール細胞とCortactinを発現抑制させた細胞 (培養3日目) の抗Shootin

抗体による免疫細胞染色。Bar: 50 µm

写真左：EGFP (緑)とShootin1 (赤)を重ね合わせた画像

写真右：抗Shootin抗体による免疫細胞染色像。矢頭は軸索の成長円錐を示して

いる。

(B) コントロール細胞またはCortactinの発現を抑制した細胞の成長円錐における

内在性Shootin1の染色強度を定量し，コントロール細胞を1としてグラフに示し

た。(*, p < 0.05)
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A B

図図図図13．．．．Cortactinの発現抑制によるアクチン線維への影響の発現抑制によるアクチン線維への影響の発現抑制によるアクチン線維への影響の発現抑制によるアクチン線維への影響

(A)コントロール細胞 (写真上)とCortactinを発現抑制させた細胞 (写真下) (培養3

日目)のPhalloidinによる免疫細胞染色。Bar: 5 µm

(B) コントロール細胞またはCortactinの発現を抑制した細胞の成長円錐における

アクチン線維の染色強度を定量し，コントロール細胞を1としてグラフに示した。

Cortactin-RNAi #1

Control-RNAi 

0

0.5

1

1.5

R
e

la
ti
v
e

 i
n

te
n

s
it
y
 o

f 
a

c
ti
n

 f
ila

m
e

n
ts

 

in
 g

ro
w

th
 c

o
n

e
s

Control-RNAi

Cortactin-RNAi #1

ns

50



A

B

図図図図14．．．．Cortactinの発現抑制によるの発現抑制によるの発現抑制によるの発現抑制によるmRFP-actinスペックルスペックルスペックルスペックルの速度解析の速度解析の速度解析の速度解析

(A) コントロール細胞またはCortactinの発現を抑制した細胞の軸索の成長円錐に

おけるmRFP-actinの細胞内一分子計測。図はFilopodiaでのmRFP-actinのスペック

ル像をキモグラフにしたものを示した。タイムラプスイメージは5秒間隔で撮影

した。Netrin-1は終濃度300 ng/mlで1時間刺激した。Bars: 2 µm

(B) (A) で作成したキモグラフから，mRFP-actinのスペックルの速度を定量し，

グラフに示した。(***, p < 0.01; **, p < 0.02)
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図図図図15．．．．ビーズトラッキングによるビーズトラッキングによるビーズトラッキングによるビーズトラッキングによるActin-L1連結の解析連結の解析連結の解析連結の解析

(A-B) コントロール細胞 (A) またはCortactinの発現を抑制した細胞 (B) の軸索の

成長円錐におけるビーズトラッキング。図はL1-Fcコーティングビーズが成長円

錐上に載っている明視野像を示す。白枠の領域の30秒間隔の画像を図の右側に

示した。Bar: 10 µm

(C)移動したビーズについて解析し，グラフに示した。

グラフ左：移動したビーズの割合。

グラフ中央：移動したビーズの平均速度。 (***, p < 0.01)

グラフ右：移動したビーズの平均速度におけるヒストグラム解析
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52



Control-RNAi

EGFP

Tau-1

Mergemyc-GST

EGFP

Tau-1

Merge

EGFP

Tau-1

Merge

myc-shootin1

Cortactin-RNAi #2

EGFP

Tau-1

Merge

myc-shootin1

Cortactin-RNAi #1

EGFP

Tau-1

Merge

myc-shootin1

A

B

0

10

20

30

40

50

%
 o

f 
m

u
lt
ip

le
 a

x
o
n
s

OE

RNAi

GST Shootin1

Control #1 #2Control

*** ***

**

図図図図16．．．．Cortactinの発現抑制の発現抑制の発現抑制の発現抑制時時時時ににににShootin1を過剰発現させた神経細胞の形態解析を過剰発現させた神経細胞の形態解析を過剰発現させた神経細胞の形態解析を過剰発現させた神経細胞の形態解析

(A) コントロール細胞とCortactinを発現抑制させた細胞 にMyc-shootin1を過剰発現

させ，培養6日目 (L1-Fcコーティング上で培養) に抗Myc抗体 (モノクロ)，軸索

マーカーである抗Tau-1抗体 (赤) で免疫細胞染色を行った。EGFP (緑) の発現が認

められた細胞を解析した。白枠の領域を拡大したものを図の右側に示し，矢頭は

Tau-1によって染色された神経突起を示した。ネガティブコントロールとして，コ

ントロール細胞にMyc-GSTを過剰発現させた細胞を用いた。Bars: 50 µm

(B) (A) の免疫細胞染色から，複数本の軸索を持つ細胞の割合を定量し，グラフに

示した。(***, p < 0.01; **, p < 0.02)
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図図図図17．．．．Cortactinの発現抑制によるの発現抑制によるの発現抑制によるの発現抑制による軸索伸長へ軸索伸長へ軸索伸長へ軸索伸長への影響の影響の影響の影響

(A) コントロール細胞とCortactinを発現抑制させた細胞 (培養3日目)において，

抗Cortactin抗体による免疫細胞染色を行い，発現の抑制が認められた細胞を解

析した。写真はEGFPによる画像を示している。Bar: 50 µm

写真左：L1-Fcでコーティングしたカバースリップ上で培養した神経細胞。

写真右：PDLコーティングしたカバースリップ上で培養した神経細胞。

(B) コントロール細胞またはCortactinの発現を抑制した細胞の軸索の長さを定量

し，グラフに示した。(**, p < 0.01)
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図図図図18．．．．In vitroにおけるにおけるにおけるにおけるCortactinとリン酸化とリン酸化とリン酸化とリン酸化Shootin1の結合解析の結合解析の結合解析の結合解析

(A) 精製タンパク質を用いたin vitro binding assay。Shootin1 WTおよびShootin1 DD

の濃度を増加させて免疫沈降を行い，抗Shootin1抗体を用いてウエスタンブロッ

ティングした。WTはShootin1の野生型，DDはShootin1の擬似リン酸化体を示す。

(B) (A)のバンドの輝度を定量し，グラフに示した。

(C) Pak1によりリン酸化した精製Shootin1と精製FLAG-cortactinを用いたin vitro

binding assay。リン酸化の確認のために二種類の抗リン酸化shootin1抗体 (249番目

もしくは101番目のセリン残基を認識)を用いてウエスタンブロッティングした。
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図図図図19．．．．COS-7細胞に細胞に細胞に細胞におけるおけるおけるおけるCortactinとリン酸化とリン酸化とリン酸化とリン酸化Shootin1の結合解析の結合解析の結合解析の結合解析

(A) COS-7細胞を用いた免疫共沈降。FLAG-shootin1を免疫沈降し，Myc-cortactinを

ウエスタンブロッティングにより検出した。WTはShootin1の野生型，DDは

Shootin1の擬似リン酸化体，AAはShootin1の非リン酸化体を示す。

(B) COS-7細胞を用いた免疫共沈降。FLAG-shootin1を免疫沈降し，Myc-cortactinを

ウエスタンブロッティングにより検出した。CAはPAK1の恒常活性化型，KDは

PAK1のドミナントネガティブ変異体を示す。
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図図図図20．．．．Traction force microscopyによる牽引力の解析による牽引力の解析による牽引力の解析による牽引力の解析

(A) コントロール細胞の軸索の成長円錐 (上段，Netirn-1刺激前；下段，Netrin-1

刺激後) におけるTraction force microscopy。直径200 nmの蛍光ナノビーズを埋め

込んだポリアクリルアミドゲルの表面をL1-Fcコーティングし，その上で神経細

胞を2日間培養した。Netrin-1刺激は，終濃度300 ng/mlを添加し，1時間インキュ

ベートした。タイムラプスイメージは3秒間隔で撮影した。画像はビーズの初期

位置 (緑) と移動したビーズ (赤) とEGFPを発現している成長円錐 (青) を示した。

白枠で示したビーズのキモグラフを作成し，中央に示した。右図は，最初から

30秒間における力の平均をヒートマップに示した。破線は成長円錐の境界を示

している。Bar: 5 µm

(B)成長円錐下の単位時間あたりの平均の牽引力を定量し，グラフに示した。
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図図図図21．．．．Nertrin-1刺激による軸索伸長への影響刺激による軸索伸長への影響刺激による軸索伸長への影響刺激による軸索伸長への影響

培養海馬神経細胞をL1コーティングしたカバースリップに播種後，300 ng/mlの

Netrin-1 (コントロールとしてBSA) を加え40時間培養し，抗Cortactin抗体を用い

て免疫染色を行った。

(A)軸索の長さを定量し，グラフに示した。(***, p < 0.01; **, p < 0.02)

(B) Netrin-1で刺激した神経細胞の軸索の長さをBSAで刺激した神経細胞の軸索

の長さを差し引いた長さを，Netrin-1刺激による軸索伸長としグラフに示した。

(*, p < 0.05)
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図図図図22．．．．Shootin1切断型変異体を用いた切断型変異体を用いた切断型変異体を用いた切断型変異体を用いたCortactinの結合部位の解析の結合部位の解析の結合部位の解析の結合部位の解析

(A) Shootin1の切断型変異体の模式図。

(B) 精製タンパク質を用いたin vitro binding assay。精製タンパク質同士を混合し，

抗FLAG抗体を用いて免疫沈降し，抗Myc抗体を用いてウエスタンブロッティン

グした。アスタリスクはShootin1の切断型変異体のバンドの位置を示す。
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図図図図23．．．．Shootin1切断型変異体切断型変異体切断型変異体切断型変異体 (Shootin1 (261-377)) 過剰発現細胞における過剰発現細胞における過剰発現細胞における過剰発現細胞におけるEGFP-

shootin1スペックルの出現頻度解析スペックルの出現頻度解析スペックルの出現頻度解析スペックルの出現頻度解析

コントロール (GST過剰発現)細胞 (左)またはShootin1 (261-377)細胞 (中央)の軸索

の成長円錐におけるEGFP-shootin1の細胞内一分子計測。タイムラプスイメージは

5秒間隔で撮影した。破線は成長円錐の境界を示している。図の右側に1分間およ

び100 µm2
あたりのEGFP-shootin1の出現頻度をグラフに示した。 (***, p < 0.01)

Bar: 5 µm
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図図図図24．．．．Shootin1切断型変異体切断型変異体切断型変異体切断型変異体 (Shootin1 (261-377)) 過剰発現細胞に過剰発現細胞に過剰発現細胞に過剰発現細胞における牽引力おける牽引力おける牽引力おける牽引力

および軸索伸長の解析および軸索伸長の解析および軸索伸長の解析および軸索伸長の解析

(A) コントロール細胞 (GST過剰発現) およびShootin1 (261-377）過剰発現細胞に

おけるNetrin-1 (終濃度300 ng/ml, 1時間)刺激前後の単位時間あたりの平均の牽引

力を定量し，グラフに示した。

(B) 300 ng/mlのNetrin-1 (コントロールとしてBSA) を加え40時間培養したコント

ロール細胞 (GST過剰発現)およびShootin1 (261-377）過剰発現細胞の軸索の長さ

を定量し，グラフに示した。(***, p < 0.01)

(C) Netrin-1で刺激した神経細胞の軸索の長さをBSAで刺激した神経細胞の軸索

の長さを差し引いた長さを，Netrin-1刺激による軸索伸長としグラフに示した。

(***, p < 0.01)
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図図図図25．．．．シグナルシグナルシグナルシグナル伝達を軸索伸長のための力発生に変換するためのインター伝達を軸索伸長のための力発生に変換するためのインター伝達を軸索伸長のための力発生に変換するためのインター伝達を軸索伸長のための力発生に変換するためのインター

フェースとしてのフェースとしてのフェースとしてのフェースとしてのCortactinととととShootin1間の連結間の連結間の連結間の連結
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補足図補足図補足図補足図1．．．．Cortactinのののの切断型変異体切断型変異体切断型変異体切断型変異体を用いたを用いたを用いたを用いたShootin1の結合部位の解析の結合部位の解析の結合部位の解析の結合部位の解析

(A) Cortactinの切断型変異体の模式図。

(B) 精製タンパク質を用いたin vitro binding assay。精製タンパク質同士を混合し，

抗FLAG抗体を用いて免疫沈降し，抗shootin1抗体を用いてウエスタンブロッ

ティングした。アスタリスクはCortactinの切断型変異体のバンドの位置を示す。
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補足図補足図補足図補足図2．．．．Netrin-1刺激時と刺激時と刺激時と刺激時とCortactinの発現抑制時のの発現抑制時のの発現抑制時のの発現抑制時のF-actin逆行性移動逆行性移動逆行性移動逆行性移動，，，，牽引力牽引力牽引力牽引力，，，，

軸索伸長に対する効果軸索伸長に対する効果軸索伸長に対する効果軸索伸長に対する効果

A

B
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