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神 経 回路 網 の 形 成 の た め に は 、神 経 細 胞 の軸 索 が脳 内 の 化 学 分 子 に誘 導 され て 正 し

い 標 的細 胞 に 向 か っ て伸 長 しな けれ ば な らない 。 この軸 索 の 化 学 走 性 の た め の推 進 力

を生 み 出す 仕 組 み のひ とつ と して ク ラ ッチ機 構 が想 定 され て い る。 神 経 軸 索 先 端 の成

長 円錐 で は、ア ク チ ン線 維 が重 合 ・脱 重 合 を繰 り返 し進 行 方 向 に対 して 逆行 性 の移 動 を

す る。 これ ま で に、Shootin1が 逆 行 性 移 動 をす る ア クチ ン線 維 と細 胞 接 着 分 子L1を 連

結 す る こ とに よ り軸 索 伸 長 に必 要 な推 進 力 を生 み 出す ク ラ ッチ 分 子 と して 機 能 す る こ

とが報 告 され た 。ま た 、軸 索誘 引 因子Netrin－1の 刺 激 に よ りShootin1がPak1を 介 して

リン酸 化 され る と、 軸 索 伸 長 の た め の推 進 力 が促 進 され る こ とが示 され た 。 さ らに 、

Cortactinが 逆 行 性 移 動 をす る ア ク チ ン線 維 とShootin1と の相 互 作 用 を直 接 的 に介 在 す

る こ とや 、Shootin1の リン酸 化 に よ りShootin1とCortactinの 相 互 作 用 が促 進 され る こ

とが示 され た。 しか し、Shootin1とL1が 直 接 あ るい は他 の未 知 の分 子 を介 して相 互 作

用 す るか とい う点 は不 明 で あ り、 これ らの分 子 群 が 実 際 に神 経 軸 索 の化 学 走 性 に 関与

す る か とい う点 も解 っ て い な い。

そ こ で 申請 者 は 、Shootin1とL1の 精 製 タ ンパ ク質 を用 い てinvitrobindingassayを

行 い 、Shootin1とL1が 直 接結 合 す る こ とを見 出 した 。ま た 、精 製 タ ンパ ク質 やHEK963T

細胞 を用 い た 解 析 に よ り、Shootin1がPak1に よ りリン酸 化 を受 け る とShootin1とL1

と結 合 が 促 進 され る こ とが 解 っ た。 さ ら に 、 培 養 海 馬 神 経 細 胞 用 い た解 析 に よ り、

Netrin－1刺 激 に よ りShootin1がPak1に よ る リン酸 化 を受 け 、Shootin1とL1の 結 合 が促

進 され る結 果 が 得 られ た。 これ らの解 析 結 果 に よ り、Netrin－1に よ るPak1を 介 した

Shootin1の リン酸 化 に よ り、ShOotin1とL1の 結 合 が促 進 され る こ とが 示 唆 され た 。

次 にL1お よびCortactinが 結 合 す るShootin1の 領 域 をinvitrobindingassayに よ り解

析 し、N末 端 側 のShootin1（1－125q．a。 ）がL1と 結 合 す るがCortactinと は結 合 しな い こ

とが解 っ た。 さ らに、免 疫 沈 降 実 験 に よ りShootin1（1－125a．a． ） がShootin1とL1の 相

互 作 用 を 阻害 す るデ ー タ が得 られ た た め 、Shootin1（1－125a．a． ） を ドミナ ン トネ ガ テ ィ

ブ 体 と して 用 い て 培 養 海 馬神 経 細 胞 のShootin1とL1の 相 互 作用 を阻 害 した とこ ろ、

Nethn－1に よ る成 長 円錐 の 推 進 力 の 促 進 と軸 索 伸 長 の 促 進 が 抑 え られ た。 さ らに 、

Netrin－1の 濃 度 勾 配 刺 激 に よ り成 長 円錐 内 で 非 対 称 に分布 す るShootin1リ ン酸 化 の充

進 が 引 き お こ され 、Shootin1（1－125a．a． ） に よ るShootin1とL1の 相 互 作 用 の 阻 害 に よ

り、Netrin－1の 濃 度 勾 配 に よ り誘 引 され る軸 索 の化 学 走 性 が 阻 害 され た。

以 上 の 一 連 の結 果 と これ ま で に報 告 され た研 究 に よ り、 ア ク チ ン線 維 、Cortactin、

Shootin1、L1か らな る ク ラ ッチ機 構 を担 う分 子 群 が 明 らか とな っ た。 ま た 、今 回 の結

果 か らShootin1とL1の 結合 がNetrin－1に よ るPak1を 介 したShootin1の リン酸化 シ グ

ナル を軸 索 の化 学 走 性 のた めの 推進 力 に変 換 す る こ とが示 唆 され た。
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正 常な脳 神経 回路網 の形成 のた めには、神経 細胞 の軸索 が標 的細胞 に正 しく到達す

る必 要が ある。軸 索の先端 に存在す る成長 円錐 は、脳 内の誘 引分子や反発 分子 のシグ、

ナル を受容 し、方 向性 を持 った力 を生み 出す ことで軸索 の伸長方 向を決 定 し軸索 のガ

イ ダ ンス を引 き起 こす と考 え られ てい る。成長 円錐 の先端で はアクチ ン線維が重合 ・脱

重合 を繰 り返 し進行方 向に対 して逆 向きの移動 をす るが、成長 円錐 が化 学シ グナル を

力 に変換 す る しくみ と して想 定 されてい るめが クラッチ分子 に よるア クチ ン線維 と細

胞接着分 子の連結 であ る。す なわ ち、 シグナル伝達 に よ りクラ ッチ分子 に よるア クチ

ン線維 と細 胞接着分子 の連結 が強ま る と、 アクチ ン線維 の動 きが細胞接着分 子 に伝 わ

るこ とで成長 円錐 の推進力 が強ま る と想 定 され てい る。 これ までに申請者 らの グルー

プに よ り、クラ ッチ分子 と してShootin1と アクチ ン線維 結合 タンパ ク質Cortactinが 同

定 され、これ らがアクチン線維 の動 きを細胞接着分子L1に 伝 えて軸索伸 長のた めの推

進 力 を うみ だす こと、また軸 索誘 引因子Netrin－1の 刺激 に よ りShootin1がPak1を 介 し

て リン酸化 され る とShootin1とCortactinの 直接相 互作用 が促進 され るこ とが示 された。

しか し、Shootin1とL1が どの様 に相 耳作用す るか とい う点は不明で あ り、これ らの分

子が実際 に神 経軸索 の化学走性 に関与す るか とい う点 も解 っていなかった。 ＼

申請者 は、本研 究でShootin1とL1が 直接相 互作用 をす るこ とお よびNetrin－1に よる

Pak1を 介 したShootin1の リン酸化 に よ りShootin1とL1の 結合 が促進 され ることを見

出 した。Shootin1の ドミナン トネ ガテ ィブ体 を用 いて培養海馬神経 細胞 のShootin1と

L1の 相互作 用 を阻害 した ところ、Netrin－1に よる成長 円錐 の推進力 の促進 と軸 索伸長

の促進 が抑 え られた。 また、マイ クロデバイス を用いたNetrin－1の 濃度勾配刺激 に よ

り成長 円錐 内で非対称 に局在 す るShootin1リ ン酸化 が引きお こされ るこ とを証 明 した。

さらに申請者 は、shootin1とL1の 相互作用 の阻害す ることに よ りNetrin．1の 濃度勾配

に よ り誘 引 され る軸索の化 学走性 が阻害 され るこ とを示 した。

本研 究の成 果 とこれ までに報告 され た一連 の研 究か ら、神経軸 索のク ラッチ機 構 を

担 う分子連結 の一 つがア クチ ン線維 か らL1へ 至 るまで途切れ な く明 らか となった。ま

た、Pak1を 介 したShootin1の リン酸化 に よってShootin1とL1間 お よびShootinlと

Cortactinの 二 か所 の連 結 が 強 ま る こ とが わ か り、 この 二重 の調節 に よって 細胞 外

Netrin－1に よって引 き起 こされ るシ グナル を軸 索の推進力 に効 率 よ く変換す る可能性

が示 唆 された。 さらに、 これ らのアクチン線維 、Cortactin、Shootin1お よびL1か らな

る分子集合 体が、Netrin－1の濃度勾配刺激 に よ り成長 円錐 内で非対称 に活性化 され て軸

索 の化 学走性 のた めの方 向性 を持 った推進力 を引き起 こす ことが示唆 され た。

以 上の よ うに、本論 文は神 経軸索ガイ ダ ンスの分子 メカ ニズム に新 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。


