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神 経 細 胞 の軸 索 が標 的 とな る細 胞 に正 しく到 着 す る た め に は 、 軸 索 の先 端 に存 在 す

る成 長 円錐 が 、誘 引 ・反 発 因子 を受 容 す る こ とで伸 長 方 向 を決 定 し、 軸 索 が 伸 長 す る

際 の駆 動 力 を発 生 させ る と考 え られ て い る。 これ ま で に、 軸 索伸 長 の メ カ ニ ズ ム と し ’

て ク ラ ッチ メ カ ニ ズ ム が提 唱 され 、軸 索 伸 長 を促 進 させ る タ ンパ ク質Shootin1が ク ラ

ッチ 分 子 と して機 能 す る こ とが わ か っ て い る。 しか しなが ら、 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。 そ こで 本 研 究 で は ， ク ラ ッチ モ ジ ュー ル を構 成 す る新 規 ク ラ ッチ 分 子 を探 索

す る こ とで分 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 目的 と した。

まず 初 め に、F－actinとShootinlと の連 結 を仲 介 す る新 規 ク ラ ッチ 分 子 を探 索 した と

こ ろCortactinを 同 定 した 。成 長 円錐 にお け るCortactinの 局在 を免 疫 細 胞 染 色 に よ り解

析 した と こ ろ，成 長 円錐 の末 端 領 域 でShootin1と 共 局 在 す る こ とが わ か っ た。 ま た ，

ラ ッ ト脳 の ラ イ セ ー トを 用 い た 免 疫 共 沈 降 法 や 精 製 タ ンパ ク質 を用 い たinvitro

bindingassayに よ り，Shootin1とCortactinはinvivoに お い て相 互 作 用 し， 直 接 結 合 す

る こ とが示 唆 され た 。

次 に 、Cortactinが 逆 行 性 に移 動 す るF－actinと 相 互 作 用 して い るの か を検 討 す る た め

に ，EGFP－cortactinを 線 維 芽 細 胞 ま た は神 経 細 胞 に発 現 させ ，細 胞 内 一 分 子 計 測 を行 っ

た 。 そ の結 果 ，EGFP－cortactinがF－actinと 同 じ速 度 で逆 行 性 に移 動 す る こ とが わ か っ

た 。 続 い て 、F－actinとShootin1の 連 結 をCortactinが 仲 介 す る の か を検 討 す るた め に，

F－actinsedimentationassayを 行 っ た。F－actinとShootin1と の直 接 的 な相 互 作 用 は見 られ

な か っ た が ，Cortactinを 加 え る こ とに よ り，ShootinlがF－actinと 共 沈 降 した こ とか ら，

CortactinがF－actinとShootinlの 連 結 を仲 介 す る こ とが 示 唆 され た。

F－actinが ク ラ ッチ 分 子 に よ り細 胞 接 着 分 子 と連 結 す る と，F－actinの 逆 行 性 移 動 の 速

度 が 遅 くな る こ とが示 唆 され て い る。 そ こで ，Cortactin発 現 抑 制 細 胞 にお け るア クチ

ンの 一 分 子 計 測 を行 っ た と こ ろ， コン トロール 細 胞 よ りもF－actinの 逆 行 性 移 動 の速 度

が 有 意 に速 くな っ た。 さ らに ，F－actinの 駆 動 力 がCortactinを 介 して伝 わ ？ て い るの か

を ビー ズ トラ ッキ ン グに よ り検 討 した と ころ 、コ ン トロー ル 細 胞 と比 較 して ，C・rtactin

発 現抑 制 細 胞 で は ビー ズ の 動 き の速 度 が 有 意 に遅 くな った 。 ま た ， 軸 索 が伸 長 す る 際

に発 生 す る力 を定 量 した と こ ろ、 コ ン トロー ル 細 胞 よ りもCortactin発 現 抑 制 細 胞 の ほ

うが 牽 引 力 が 減 少 した。 最 後 に ，Llコ ー テ ィ ン グ上 で 培 養 した神 経 細 胞 の 軸 索 の長 さ

を比 較 した とこ ろ， コン トロv・・一ル 細 胞 よ りもCortactin発 現 抑 制 細 胞 の ほ うが 有 意 に軸

索 の長 さが短 くな っ た。これ らの こ とか ら，CortactinはF－actinの 駆 動 力 をL1に 伝 え，

牽 引力 の発 生 に 関与 す る こ とで軸 索伸 長 を促 進 させ る こ とが示 唆 され た 。

以 上 の 結 果 よ り，CortactinはShootinlお よびF－actinの 逆 行 性 移 動 と連 結 す る こ と

で ，F－actinの 駆 動 力 を細 胞 接 着 分 子L1に 伝 え，牽 引力 を発 生 させ る こ とで軸 索伸 長 を

促 進 させ る ク ラ ッチ 分 子 と して機能 す る こ とが 明 らか とな っ た。
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神経細胞が他の神経細胞 と神経回路網を形成するためには、軸索を伸長 させなけれ

ばな らない。’その際に重要になるのが軸索の先端 に存在す る成長円錐である。この成

長円錐が軸索を伸長 させ る駆動力や、外からの誘引 ・反発因子 を受容す ることで方向
ノ

転換す る と考 え られ てい る。 これ まで に成長 円錐 が軸索 を伸長 させ る駆動力 を発 生 さ

せ る分子機構 として クラ ッチ メカニズムが提 唱 され て きた。 しか し、’このメカニズ ム

を構成 す る コンポーネ ン トや制御機 構 は不 明だった。申請者 は、CortactinがShootin1

と複 合体 を形成 す る ことでア クチン線維 と基質 を連結す るクラ ッチ分 子 として機能 す

る ことを明 らか に した。また これ らの複合 体が軸索誘 引 因子Netrin・1に よ り制御 され

て い ることも明 らか に した。

申請者 はまず初 めに、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。CortactinとShootin1と の相互作用や神経細胞

にお ける局在解析 を行 った ところ、内在性 のCortactinとShootin1は 相互作用 し、こ

れ らは直接結合 す るこ とが わかった。 また、CortactinとShootin1は 成長 円錐 の末端

領域 で共 局在す るこ とが わかった。 さ らに、Cbrtactinが 逆行性 に移動す るF’actinと

相互作用す るこ と、F・actinどShootin1の 連結 をCortactinが 仲介 す るこ とが明 らか

にな り、、Cortactinが クラ ッチ分 子 として機 能す る ことが考 え られた。

続 いて、Cortactin発 現抑制細胞 にお けるF・actinの 細胞 内一分子 計測、 ビー ズ トラ

ッキングに よ り、CortactinがF・actin逆 行性移 動の駆動力 を細胞接着分子 に伝 えるク

ラ ッチ分子 として機能す るこ とを見 出 した。次 に、軸 索伸長 時の成長 円錐下 で発 生す

る牽引力 を解析 した ところ、Cortactinが 軸 索伸長 のた めの牽 引力 の発生 に関与す るこ

とが明 らか となった。

さ らに、CortactinとShootin1の 相互作用 が どの よ うに制御 され てい るのかを解析

した ところ、Cortactinは リン酸化Shootin1と よ り結合 す るこ とが明 らか とな り、軸

索誘 引因子Netrih・1の 下流 に存在す るPAK1に よ りこれ らの相互作用 が制御 されてい

る ことを見出 した。

今 回 申請者 が得 た結果 は、Cortactinが 軸索伸長 の分子機構 の一一つ であ るクラッチ メ

カ ニズムに関与 し、化学的 シグナル を機械 的 な力 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。本論文 の研 究成果 は、神経軸 索の伸長 メカ ニズムお よび

シグナル か ら力 への変換機 構 の重要 な側 面を解 明 した と考 え られ る。

以上の よ うに、本 論文 は神経細胞 の軸 索伸長 の分子機構 お よびその制御機 構 につ いて

新 た な知 見 を示す もので、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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