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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軸索ガイダンス分子に誘導

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。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、 Shootinlaが逆行性移動をするアクチン線維と細胞接着分子 LI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、誘引性軸索ガイダンス分子Netrin-1の刺激により ShootinlaのSerlOJ 

およびSer!OlがキナーゼPak!を介してリン酸化を受け、アクチン線維と LIの連結を

強めて軸索伸長のための推進力を促進することが示された。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生じる Shootinlaのリン酸化充進が引きおこされ、

成長円錐が Netrin-1の濃い方向に向かって移動することが解った。タンパク質は、キ

ナーゼによるリン酸化とフォスファターゼによる脱リン酸化によってリン酸化レベル

が調節されるが、これまでのところ Shootinlaの脱リン酸化を担うフォスファターゼは

不明である。

そこで申請者は、本研究でShootinlaを脱リン酸化するフォスファターゼの同定とそ

の機能解析を行った。まず、 Shootinlaを脱リン酸化するフォスファターゼをスクリー

ニングするために、種々のフォスファターゼ阻害剤で処理した培養海馬神経細胞の

Shootinla のリン酸化レベルをウエスタンブロット法で解析•したところ、 PPI/PP2A の

阻害剤であるカリクリン Aあるいはオカダ酸で処理をすると ShootinlaのSer!Olおよ

び SerlOJのリン酸化レベルが有意に上昇することが解った。一方、 PP2Aの阻害剤

Endothall、PP2Bの阻害剤Deltametrin、あるいはPP2Cの阻害剤 Sanguinarinechlorideに

よる処理では、 Shootinlaのリン酸化レベルに変化が見られなかった。そこで、精製し

たリン酸化 Shootinlaをinvitroにおいて PP!と反応させたところ Shootinlaの脱リン

酸化が起こった。また、 COS細胞に ShootinlaとPP!を発現させたところ PP!による

Shootinlaの脱リン酸化が検出された。さらに、免疫細胞染色の結果から、 PP!が成長

円錐において Shootinlaと共局在をするデータが得られた。以上の結果より、 PP!が

Shootinlaをinvitroおよび細胞内において脱リン酸化することが明らかとなった。

さらに、 PP!を培養海嗚神経細胞に過剰発現させると、 Netrin-1の濃度勾配刺激によ

って成長円錐内で非対称に生じる Shootinlaリン酸化の充進が見られなくなり、Netrin-1

の濃い方向に向かった成長円錐の移動も抑制された。以上の結果から、 PP!が神経成

長円錐内において Shootinlaを脱リン酸化し、その脱リン酸化による活性の制御が

Netrin-1を介した軸索ガイダンスに重要な役割を果たすことが示唆された。
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論文審査結果の要旨
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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、脳内の軸索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重要な役割をはたすの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

子を介して細胞外環境に伝わることで成長円錐の推進力が強まると考えられている。

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 Shootinla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 Llに伝えて軸索伸長のための推進力を生

み出すこと、また、誘引性軸索ガイダンス分子Netrin-1の刺激により ShootinlaのSer!Ol

および Ser!Olがキナーゼ Pak!を介してリン酸化を受け、アクチン線維と細胞接着分

子 LIの連結を強めて軸索伸長のための推進力を促進することが示された。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生じる Shootinlaのリン酸化充進

が引きおこされ、成長円錐が Netrin-1の濃い方向に向かって移動することが解った。

しかしながら、 Shootinlaの脱リン酸化を担うフォスファターゼは不明だった。

申請者は、本研究で、一連のファターゼ阻害剤を用いた解析と、 invitroおよび細胞

内における脱リン酸化解析を組み合わせて、神経細胞における Shootinlaの脱リン酸化

を担うフォスファターゼとして PPlを同定した。さらに、 PP!による Shootinla脱リン

酸化の機能解析としてPPlを培養海馬神経細胞に過剰発現させると、Netrin-1の濃度勾

配刺激によって成長円錐内で非対称に引き起こされる Shootinlaリン酸化の充進が見

られなくなった。また、 Netrin-1の濃度勾配下で軸索ガイダンスアッセイを行ったとこ

ろ、 PP!を過剰発現させた培養海馬神経では、 Netrin-1の濃い方向に向かった軸索誘引

が起こらなくなることを見出した。以上の結果から、 PP!が神経成長円錐内において

Shootinlaを脱リン酸化することが明らかなり、また、 PPlによる Shootinlaの脱リン酸

化を介したShootinla活性の制御がNetrin-1による軸索ガイダンスに重要な役割を果た

すことが示唆された。この様に、本論文は、 Shootinlaの脱リン酸化を担うフォスファ

ターゼを初めて同定するとともに、その神経回路網の形成における関与を示した。

以上のように、本論文は神経回路網形成および軸索ガイダンスの分子メカニズムの

一端を明らかにしたもので、学術上、応用上貢献するところが少なくない。よって審

査委員ー同は、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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