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Short Review

神経軸索成長を制御する分子クラッチ機構

西村一成 ・上 口裕之

軸索成長過程にある神経細胞の葉状仮足および糸状仮足では,極 性のあるアクチン骨格がミオ

シン系モーターの駆動により先導端から中心方向に向かって流れている(アクチン求心性流

動).分 子クラッチとは,接 着分子と相互作用してアクチン求心性流動と細胞外基質を連結する

蛋白質複合体である.神 経軸索の成長を促す前方移動の牽引力は,ア クチン求心性流動と細胞

外基質とのクラッチ接続により伝達される.こ れまで分子クラッチの実体は未解明であったが,

最近,ア クチンースペクトリンに結合するアンキリンが,神 経軸索形成において分子クラッチと

して機能することが実証された.

神経突起形成 神経成長円錐 アクチン求心性流動 分子クラッチ

はじめに

脳 神 経 系 の機 能 をつ か さ ど る神 経 回 路 網 の 正 確 か つ 精

緻:な神 経 接 合 は,発 生 過 程 に お け る神 経 突 起 形 成(neuri-

togenesis, neurite initiation),細 胞 体 移 動(neuronal mi-

gration),軸 索 伸 長(axonal elongation)と い っ た,神 経

細 胞 局所 の 形 態 変 化 を伴 う前 進 運 動 を経 る こ とに よ っ て

形 成 され る.神 経 突 起 形 成 は,神 経 分 化 を終 え た ば か り

の 形 態 学 的 に 丸 く極 性 の ない 神 経 細 胞 体 か ら,そ の周 囲

構 造 を打 ち破 っ て 膜 を突 出 す る,細 胞 局所 の 前 方 移 動 に

よ りひ き起 こ され る1).突 起 形 成 に つ づ く細 胞 体 の 移 動

は,先 導 突 起 に よ っ て導 か れ る微 小 管 依 存 的 な核 移 動 を

伴 う 前 方 移 動 で あ る2,3).移 動 す る 細 胞 体 か ら伸 び る 未

熟 な 神 経 突 起 は,先 端 の 前 方 移 動 に よ り発 達 して,形 態

的 ・機 能 的 に異 な る樹 状 突起(dendrite)と 軸 索(axon)に

分 化 す る.軸 索 先 端 の 成 長 円 錐(growth cone)は,細 胞

外 環 境 の ガ イ ダ ンス 分 子 を局 所 的 に 感 知 して前 方 移 動 や

旋 回 運 動(turning)を す る こ と に よ り,進 むべ き軸 索 伸

長 の 方 向 を誘 導 す る4).以 下 で は,神 経 細 胞 体 か らの 突

起(軸 索)形 成 と,標 的へ の 軸 索 の 伸 長 をあ わせ て,神 経

軸 索 成 長(axon outgrowth)と よぶ こ と に す る.

一 般 に
,細 胞 の 形 態 変 化 に 伴 う前 進 運 動 に は,細 胞 骨

格 の 動 態 や 構 造 変 化 お よ び 細 胞 外 基 質(substrate)と 接

着 分 子 との 相 互 作 用 が 深 く関 与 す る.神 経 軸 索 成 長 を促

す 前 方 移 動 に は,分 子 ク ラ ッチ(molecular clutch)に よ

る 配 向性 の あ る ア ク チ ン骨 格 構 造 と基 質 との接 続 が 重 要

な意 味 を もつ(ク ラ ッ チ仮 説).一 方,線 維 芽 細 胞 の 前 方

移 動 で は,イ ンテ グ リ ンか らな る接 着 装 置 フ ォー カル ア

ドヒ ー ジ ョ ン(focal adhesion)に 連 結 す る,極 性 不 明 瞭

な ス ト レス フ ァ イバ ー の 収 縮 が 関 与 す る(収 縮 移 動 モ デ

ル).本 稿 で は,は じめ に細 胞 移 動 の 力 学 的 な仮 説 モ デ

ル で あ る収 縮 移 動 モ デ ル(contraction model)と ク ラ ッチ

仮 説(clutch hypothesis)の 相 違 につ い て 簡 単 に整 理 した

うえ で,最 近,筆 者 らが 明 らか に した,ク ラ ッチ 仮 説 に

基 づ く神 経 軸 索 成 長 の 分 子 メ カニ ズ ム を 中 心 に 概 説 す

る.

Ⅰ.細胞移動と神経軸索成長の力学的モデル

1.収 縮移動モデル

多細胞生物の生体内では,損 傷修復時の創傷治療や,

血管新生における血球系細胞,線 維芽細胞,血 管内皮細

胞などの損傷部分に向かう遊走など,多 様な局面で極性

化 した細胞が移動 ・遊走する5).線 維芽細胞に代表され
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る 一 般 的 な培 養細 胞 の 基 質 上 の 移 動 に つ い て は,細 胞 の

形 態 変 化 に よ る 力 学 的 な 移 動 モ デ ル が 提 唱 さ れ て い

る6,7).こ の 仮 説 モ デ ル は ア ク チ ン骨 格 の 再 構 築 に よ り

細 胞 が 伸 展 と収 縮 を く り返 す た め,収 縮 移 動 モ デ ル と よ

ば れ る6).こ こ で は,細 胞 移 動 を 実 現 す る細 胞 形 態 変 化

の 一 連 の 過 程 が,突 出(protrusion),接 着(adhesion/at-

tachment),収 縮/牽 引(contraction/traction),後 尾 退

縮(tailretraction),の4つ の ス テ ッ プ に 分 け ら れ る(図

1a).ま ず 第1に,ア ク チ ン骨 格 の 再 構 築 に よ り先 端 の

細 胞 膜 が 波 打 ち(ruffling),進 行 方 向 へ 細 胞 膜 が 突 出 す

る.第2に,突 出 した細胞膜 と細胞外基質が接着する.

第3に,細 胞が伸展 したため に発生 した張力(tension)

を解消するため細胞が収縮 し,後 方の核 を含む細胞体が

前方へ向けて牽引される.そ して最後に,残 された細胞

後尾が基質との接着力を弱め(de-adhesion),尾 突起が

退縮することで,細 胞全体が前方へ移動する.

2.Rhoに よるアクチン骨格の動態制御

収 縮 移動 モ デ ル に お い て,細 胞 体 を前 進 させ る 牽 引 力

(traction force)は,ス トレ ス フ ァ イバ ー の収 縮 力(con-

図1 2次 元平面基質上の細胞移動の力学的仮説モデル

(a)収 縮移動モデル.膜 の前方突出(突 出)に 続き,先 導端側の葉状仮足の フォーカルア ドヒー ジョン(黄 色の楕円)が 基質と接着する(接着),

細胞前後 で接着力の強弱差が生 じた結果,ス トレスファイバー(赤の実線)に 発生する収縮力(矢 印)が,前 方移動 を促す牽引力に変換される

(収縮/牽 引).最 後に,後 方のフォーカルア ドヒージ ョンの脱着 によ り後尾退縮が起こる.

(b)分子 クラ ッチによる核周辺部局所の微小管の前方牽引と,膜 突出につづ く神経突起形成,お よ び,(c)分 子クラ ッチによる成長円錐の

微小管の前方牽引と膜突出,細 胞体周囲や成長円錐の辺縁域に含まれる網目状ア クチン(紫の実線)と繊維束状ア クチン(榿色の波線)は,膜

の先導端か ら中心方向に流れている(3本 の矢印で示 した流動力;求 心性流動).細 胞外基質(リ ガン ド)と接着分子 との結合直後は,ア クチ

ン求心性流動と接着分子が接続 しない潜在期である(ス リップ状態).細 胞局所の接着分子の リガン ド(基質)結 合が持続すると,分 子クラッ

チが集積 して接着分子の細胞内領域と相互作 用する(相互作用期).こ こでは,分 子クラッチが基質 とアクチ ン骨格を クラ ッチ接続(黄 緑 と

ピンクの楕円)させることで求心性流動が減弱される(クラ ッチ接続部位の後 方,水 色の求心性流動減弱 ゾー ン).そ の結果 膜先端の前方

突 出とクラ ッチ接続部位に向か う微小 管の前 方牽引が起こる.
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tractile force)が 先 導 端 側 の フ ォー カ ル ア ドヒ ー ジ ョ ン

で 細 胞 外 へ 伝 達 さ れ る こ と で 発 生 す る7,8).ス ト レス フ

ァ イバ ー はFア ク チ ン が 密 に 束 化 した 分 子 極 性 の 不 明

瞭 な繊 維構 造 で あ り,低 分 子 量GTP結 合 蛋 白質 のRhoA

(Ras-homologous member A)に よ り構 築 さ れ る.Rho

フ ァ ミ リー(RhoA,Rac1,Cdc42)は ア ク チ ン 骨 格 の 再

構 築 を 制御 す る分 子 ス イ ッチ で あ り,収 縮 移 動 モ デ ル の

各 ス テ ップ に関 連 す る9～12).第1ス テ ッ プの 突 出 で は,

Rac1(Ras-related C3 botulinum toxin substrate)が 葉 状

仮 足(lamellipodia)の 形 成 と突 出 部 へ の 小 胞 輸 送,お よ

び,Cdc42(cell-division cycle42)が 糸 状 仮 足(filopodia)

の 形 成 に 関 与 す る.第2ス テ ップ の 接 着 で は,Rac1と

RhoAが フ ォー カ ル ア ドヒー ジ ョ ンの 接 着 力 を強 化 させ

る.第3ス テ ッ プ の 収 縮 で は,同 じ くRhoAが ミ オ シ

ン を調 節 す る こ とで 張 力(収 縮 力)を 発 生 させ る.

神 経 細 胞 の 分 化 ・成 熟 過 程 に お け る軸 索 や 樹 状 突起 の

形 態 変 化 に も,Rhoフ ァ ミ リー に よ る ア クチ ン骨 格 の 再

構 築 は 深 くか か わ る13).し か し,収 縮 移 動 モ デ ル で 細 胞

移 動 を 正 に 制 御 す るRhoAの 活 性 化 は,神 経 突 起 形 成

と 成 長 円 錐 の 運 動 に つ い て は 抑 制 や 退 縮 を 誘 起 す

る14,15).こ れ は,軸 索 成 長 に は収 縮 移 動 モ デ ル と は異 な

る ア ク チ ン骨 格 制 御 に よ る力 学 的 プ ロセ ス が 関 与 す る こ

と を示 唆 す る.神 経 細 胞 体 の 周 囲 や成 長 円 錐 の 辺 縁 域 に

は ス トレス フ ァ イバ ー は な く,分 子 極 性 の あ るア クチ ン

骨 格 構 造 と細 胞 外 基 質 と の接 続 が 前 進 運動 を 生 み 出 して

い る.

3.ア クチン求心性流動とクラッチ仮説

初 代 培 養 系 神 経 細 胞 の 細 胞 体 周 囲 や 神 経 成 長 円 錐 の 辺

縁 域(peripheral domain)は,厚 み の 薄 い葉 状 仮 足 と糸

状 仮 足 か ら な る16・17).葉 状 仮 足 と糸 状 仮 足 は,そ れ ぞ れ

網 目状,繊 維 束 状 のFア ク チ ン を 多 く含 み,つ ね に 活

発 に 運 動 して い る(図1b,c).こ の繊 維 束 状 ・網 目状 ア

ク チ ン に は 分 子 極 性 が あ り,重 合 す る プ ラ ス 端(反 矢 じ

り端)を 先 導 端(leading edge)に 向 け,脱 重 合 す る マ イ

ナ ス端(矢 じ り端)は 中 心 付 近 に 向 い て い る.葉 状 仮 足 や

糸 状 仮 足 で は,繊 維 束 状 ・網 目状 ア クチ ンが 先 導 端 か ら

中 心 部 に 向 か っ て 流 れ る ア ク チ ン 求 心 性 流 動(retro-

grade actin flow)が 観 察 され る.繊 維 束状 ・網 目状 ア ク

チ ン を後 方 へ 流 動 させ る力 の 発 生 源 は 単 量 体 ア ク チ ン

の 重 合 脱 重 合 反 応 で は な く,ミ オ シ ン系 モ ー タ ー の

ATPaseに よ る駆 動 力 で あ る18,19).

軸 索 成 長 の 方 向 と逆 向す る ア クチ ン求 心 性 流 動 が,前

方 移 動 を促 す 原 動 機(エ ン ジ ン)と して 働 くこ と を説 明す

る 仮 説 モ デ ル を,ク ラ ッチ 仮 説 あ る い は 基 質-細 胞 骨 格

連 結 モ デ ル(substrate-cytoskeletal coupling model)と よ

ぶ16～18,20,21).こ の 仮 説 モ デ ル は2つ の ス テ ッ プ か ら な

る(図1b,c).第1ス テ ップ の 潜 在 期(latency period)

で は,細 胞 体 の 周 囲 あ る い は成 長 円 錐 の 辺 縁 域 で 接 着 分

子 が 不 動 性 の細 胞 外 基 質(リ ガ ン ド)と 結 合 し,細 胞 膜 上

で の接 着 分 子 の 可動1生が 制 限 さ れ る.リ ガ ン ド結 合 の 直

後 は,接 着 分 子 の細 胞 内 領 域 とア ク チ ン求 心 性 流 動 との

連 結 は ス リ ップ した 状 態 に あ る(ク ラ ッチ 解 離 状 態).第

2ス テ ップ の 相 互 作 用 期(interaction period)で は,細 胞

局 所 で の持 続 的 な接 着 分 子 へ の リガ ン ド結 合 に よ り分 子

ク ラ ッチ が 結 合 部 位 に 集 積 し,基 質-接 着 分 子 と ア ク チ

ン骨 格 が 連 結 す る(ク ラ ッ チ 接 続).ク ラ ッ チ 接 続 の 結

果,細 胞 局 所 的 に ア ク チ ン求 心 性 流 動 の 速 度 が 減 弱 され

る領 域 が 発 生 す る.そ して,最 終 的 に 求 心 性 流 動 の減 弱

と相 関 して,先 導 端 細 胞 膜 の 前 方 突 出 と,成 長 円 錐 の 中

央 域(central domain)や 核 周 辺 部 の 微 小 管(細 胞 質 の 一

部)を 前 方 へ 牽 引 す る 張 力 が 発 生 す る.

先 導 端 細 胞 膜 の 突 出 に は,ク ラ ッチ 接 続 に よる ア ク チ

ン求 心 性 流 動 の 減 弱 に伴 う ア ク チ ン重 合 の優 位 と,細 胞

膜 に結 合 す る ミ オ シ ン に よ る膜 を前 へ 押 し出 す 相 対 的 な

力 の発 生 が 関与 す る6,18).ま た,微 小 管 の 牽 引 力 の 発 生

に は,Fア クチ ンの マ イ ナ ス 端 側 の 脱 重 合 と,ア クチ ン

骨 格 と 微 小 管 と の 相 互 作 用 の 関 与 が 想 定 さ れ て い

る17・22・23).クラ ッチ 接 続 に よ る 求 心 性 流 動 の 減 弱 に よ

り,ア クチ ン骨 格 は マ イナ ス 端 か ら前 方 へ 向 け て 逐 次 脱

重 合 す る.成 長 円錐 の 辺 縁 域 で は ア クチ ン骨 格 と微 小 管

は動 的 に相 互 作 用 して お り24),Fア ク チ ンの 前 方 へ の 脱

重 合 に伴 い 両 細 胞 骨 格 の あ い だ に張 力 が 生 じ る.そ の 結

果,成 長 円 錐 中 央 域 や核 周 辺 の 微 小 管 が ク ラ ッチ 接 続 部

位 に 向 け て 牽 引 され る と考 え られ て い る.

な お,ク ラ ッチ 仮 説 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を模 式 的 に示 し

た ア ニ メ ー シ ョ ンが,筆 者 らの 研 究 室 の ホ ー ム ペ ー ジ

[http://www.brain.riken.go.jp/Japanese/bj_rear/b0j_

top.html]か ら ダウ ン ロー ドで きる の で,参 照 され た い.

4.力 学的仮説モデルの相違と協調

クラッチ仮説 と収縮移動モデルとでは膜の突出と基質

接着の順序が逆であ り,突 出部に後続する細胞体 と成長

円錐の中央域を牽引する力の発生機序 も異 なる(表1,
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図1).ク ラ ッ チ 仮 説 に お け る 膜 突 出 は細 胞 外 基 質 と ア

ク チ ン骨 格 の 連 結(ク ラ ッチ 接 続)の 結 果 で あ る の に対

し,収 縮 移 動 モ デ ル で は膜 の 突 出が 先 行 した あ と突 出 し

た膜 先 導 端 が 基 質 と接 着 す る.ク ラ ッチ 仮 説 の 牽 引 力 の

ベ ク トル の 向 き は,細 胞 骨 格 構 造 の 配 向 性(oriented

track)に よ っ て 決 ま る.骨 格 構 造 の 配 向性 で 牽 引 力 の 方

向 性 が 一 義 的 に 決 ま る移 動 モ デ ル を,指 向 性 細 胞 移 送 モ

デ ル(directional transport model)と よぶ6).一 方,収 縮

移 動 モ デ ル の 牽 引 力 の ベ ク トル の 向 きは,前 後 の フ ォー

カル ア ドヒ ー ジ ョ ンの 接 着 力 の 強弱 差 で 決 まる.牽 引 力

の発 生 源 で あ る 張 力(収 縮 力)の ベ ク トル は,ス トレス フ

ァイ バ ー 両 端 の フ ォ ー カ ル ア ドヒ ー ジ ョ ンか ら内側 に 向

くた め,全 体 と して は 方 向性 が な い.収 縮 移 動 モ デ ル で

細 胞 体 が 前 進 す る の は,頑 強 に基 質 と接 続 す る先 導 端 側

の フ ォー カル ア ドヒ ー ジ ョ ンで 収 縮 力 が 牽 引 力 に変 換 さ

れ る た め で あ る6).

収 縮 移 動 モ デ ル は,培 養 さ れ た 線 維 芽 細 胞 な どの 非 神

経 系 細 胞 の 移 動 を説 明 す る力 学 的 な仮 説 モ デ ル で あ る

が,こ れ らの細 胞 移 動 に も一 部 に 分 子 ク ラ ッチ 機構 が 関

与 す る可 能 性 が あ る.移 動 中 の線 維 芽 細胞 で は,先 導 端

の葉 状 仮 足 に あ る静 止 した フ ォ ー カル ア ドヒー ジ ョ ンの

前 駆 体(フ ォー カ ル コ ンプ レ ッ クス25))を 起 点 に膜 が 突 出

(葉状 仮 足 の 前 方 伸 展)す る(図1a)10,26).そ し て 逆 に,

静 止 した 線 維 芽 細 胞 で は,フ ォー カ ル ア ドヒー ジ ョ ンは

細 胞 の先 端 か ら中 心 方 向 へ 移 動 す る26).こ れ ら生細 胞 の

観 察 か ら,フ ォ ー カ ル ア ドヒ ー ジ ョ ン(フ ォー カ ル コ ン

プ レ ッ ク ス)は 分 子 ク ラ ッ チ に 類 似 し た機 能 を もつ と考

え られ る8・26).し か し,移 動 す る線 維 芽 細 胞 の 葉 状 仮 足

で は,遅 い ア ク チ ン 求 心 性 流 動 が み ら れ る も の

の24・27・28),フォ ー カ ル ア ド ヒ ー ジ ョ ン(フ ォ ー カ ル コ ン

プ レ ック ス)と ア ク チ ン 求 心 性 流 動 との 接 続 は 実 証 され

て い な い.静 止 し た線 維 芽 細 胞 の フ ォー カル ア ドヒー ジ

ョ ンの 移 動 は,ミ オ シ ン Ⅱに よ る ス トレス フ ァイ バ ー の

収 縮 に 起 因 す る こ とが確 認 され て い る8,26).

Ⅱ.神経軸索成長における分子クラッチ機構

1.神 経突起形成を制御する分子クラッチ

神経突起 は細胞体周囲の葉状仮足が細胞外基質 と接着

した領域で形成 される.こ のことから,ア クチン求心性

流動 を原動力 とした局所的な前進運動が神経突起形成 に

関与することは古 くから想定されていたが16・22),接着分

子や分子クラッチの実体についてはまった く不明であっ

た.神 経突起形成や軸索伸長を誘起する接着分子 は,免

疫グロブリンスーパーファミリー,カ ドヘリンファミリ

ー,イ ンテグリンファミリーの大きく3つ に分類でき,

おのおのの細胞内領域とアクチン骨格を連結する固有の

アダプター蛋白質が存在する.こ れらの分子クラッチ と

しての機能を実証するのがたいへん困難であるのは,ア

クチン求心性流動と連結する動的な複合体の機能を,細

胞局所の前方移動 と関連づける必要性があるためで あ

る21).最 近,筆 者らは,ス ペク トリン結合蛋白質である

アンキ リンBが,ア クチ ン求心性流動 と接着分子 を連結

する分子クラッチとして機能 し,神 経接着分子L1に 依

存 した神経突起形成に関与することを明らかにした29).

2,神 経接着分子L1と アンキリン

L1は,免 疫 グロブリンスーパーファミリーに属す る

1回 膜貫通型の糖蛋白質である.そ の構造は,6個 の免

疫 グロブリンドメインと5個 のフィブロネクチ ンⅢ型 ド

メインをもつ細胞外領域,膜 貫通領域,細 胞内領域で構

成 される.L1は,発 生過程における末梢 ・中枢ニュー

ロンの軸索 と神経成長円錐に存在 し,神 経軸索の伸長お

表1 細胞運動の力学的仮説モデルの諸相
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よ び神 経 線 維 束 の 形 成 に 関 与 す る.ヒ トお よ び マ ウ ス の

L1の 変 異 は水 頭 症 の 原 因 と な り,L1の 機 能 不 全 に よ り

脳 梁 お よ び 皮 質 脊 髄 路(大 脳 皮 質 の1次 運 動 野 か ら脊 髄

に 投 射 す る)な どの 主 要 な 軸 索 路 が 欠 落 す る30～32).L1

は,細 胞 外 領 域 の ホ モ フ ィリ ック結 合(L1ど う しの 結 合)

も し くは ヘ テ ロ フ ィ リ ッ ク結 合(L1と 異 種 分 子 の 結 合)

に よ り,細 胞 間接 着 に 働 く33).L1依 存 的 な 細 胞 間 の 接

着 力 は,L1の シ ス 多 量 体 化,あ る い は,L1細 胞 内 領 域

と ア ンキ リ ン(ス ペ ク トリ ン結 合 蛋 白質)の 結 合 に よ り増

強 さ れ る34,35).

一般 的 に ア ンキ リ ンは
,ス ペ ク トリ ン と ア クチ ン と と

も に2次 元 的 な網 目構 造 を つ く り,細 胞 膜 を裏 打 ちす る

細 胞 骨 格 蛋 白質 と して知 られ る.ア ン キ リ ン は,細 胞 膜

構 造 を物 理 的 に 支 え る細 胞 骨 格 の 一 部 を構 成 す る と い う

単 純 機 能 に と ど ま らず,細 胞 骨 格 と さ ま ざ ま な膜 貫 通 蛋

白 質 を結 び つ け る ア ダ プ ター と して 多 様 な細 胞 生 理 機 能

を調 節 す る36).ア ンキ リ ンが 多細 胞 生 物 に 備 わ る 高 度 な

生 理 機 能 に 関与 す る こ と は,出 芽 酵 母Saccharomyces cer-

evisiaeの ゲ ノ ム に ア ン キ リ ン遺 伝 子 が 存 在 し な い こ と

か ら も うか が え る36).線 虫Caenorhabditis elegansの ア ン

キ リ ン機 能 欠 失 突 然 変 異 体unc-44に は軸 索 路 の 形 成 異

常 が み られ る37).哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム に は,ア ンキ リ ンR

(R;restricted),ア ンキ リ ンG(G;general or giant),

ア ン キ リ ンB(B;broadly)の3つ を コ ー ドす る 遺 伝 子

が 存 在 す る.ア ン キ リ ンRの 主 要 な 機 能 は 赤 血球 細 胞

膜 の 裏 打 ち で あ り,ア ンキ リ ンGと ア ン キ リ ンBは 神

経 系 に 多 く発 現 し,と もにL1サ ブ フ ァ ミ リー(L1,Nr-

CAM,neurofascin)の 細 胞 内 領 域 と結 合 す る こ とが 明 ら

か と な っ て い る38,39).

3.分 子クラッチとして機能するアンキリンB

ア ンキ リ ンB遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス よ り神 経 細

胞(後 根 神 経 節 ニ ュ ー ロ ン,小 脳 顆 粒 細 胞)を 培 養 す る

と,L1依 存 的 な 神 経 突 起 形 成 は 有 意 に抑 制 され る が,

Nカ ドヘ リ ンや ラ ミニ ン(イ ンテ グ リ ン)依 存 的 な突 起 形

成 は 対 照 群 と比 べ 有 意 差 が な か っ た.ま た,L1の ア ン

キ リ ン結 合 部 位 を 欠 失 したL1変 異 体 の 強 制 発 現 は,後

根 神 経 節 ニ ュ ー ロ ンの 神 経 突 起 形 成 を 抑 制 す る.細 胞 体

周 囲 の 葉 状 仮 足 の 突 起 形 成 予 定 領 域 に は ア ンキ リ ンの ク

ラ ス タ ー化 が認 め られ(図2),蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動

(fluorescent resonance energy transfer;FRET)に よ っ

て,突 起 形 成 予 定 領 域 で のL1と ア ン キ リ ンBの 分 子 間

相 互 作 用 も確 認 さ れ た29).こ れ ら は,L1依 存 性 の神 経

突 起 形 成 に はL1と ア ン キ リ ンBの 相 互 作 用 が 重 要 で あ

る こ と を示 して い る.

さ らに,光 ピ ンセ ッ トを 用 い て,細 胞 体 周 囲 の 葉 状 仮

足 にL1細 胞 外 領 域 あ る い は 抗L1抗 体 で コ ー トし た 直

径0.8μmの ラテ ッ ク ス マ イ ク ロ ビー ズ を接 触 さ せ,細

胞 局 所 のL1ホ モ フ ィ リ ッ ク結 合 を 模 倣 した,葉 状 仮 足

上 の ビー ズ の 運 動 軌 跡 は,L1と ア ク チ ン求 心 性 流 動 の

接 続 状 態 を示 す(図3).野 生 型 後 根 神 経 節 ニ ュ ー ロ ンで

は,ビ ー ズ は 中心 方 向 へ 移 動 し て ア ク チ ンお よ び ア ンキ

リ ンBの 求 心 性 流 動 と連 動 し た が(図3,図4),ア ン キ

リ ンB遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス で は ビー ズ の 移 動 速

図2 神経突起を形成する後根神経節ニューロンの時間推移解析29)
0分 の時点で,培 養後根神経節ニ ューロンか らの神経突起形成をL1基 質によ り誘導 した,(a)黄 色蛍光蛋白質Venusを 付加 したアンキ リ

ンBの 蛍光像,(b)微 分干渉顕微鏡像.
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度が有意に減少した(図3).こ れはアンキリンBが,接

着分子であるL1と アクチン求心性流動を連結する分子

クラッチであることを意味する.以 上の結果から,ア ン

キ リンBは 分子 クラッチ として機能することで神経突

起形成に関連すると結論 された29)(図5).

4.神 経軸索伸長を制御する分子クラッチの実体ははっき

りしない

神経成長円錐における細胞外基質との局所的なクラッ

チ接続は,軸 索の伸長や誘導に関与する前方移動 を制御

すると考えられる.ク ラッチ接続による成長円錐の前方

*1蛍 光 ス ペ ック ル 顕微 鏡 法(nuorescent speckle microscopy;FSM)

生 きた 細 胞 で の 細 胞骨 格の 動 態 を蛍 光 スペ ッ クル像 と して 可 視 化 す る技 術.蛍 光 標 識 さ れ た低 濃 度 の 単 量 体 ア クチ ンや ヘ テ ロ2最 体

チ ュー ブ リ ンな どを細 胞 内 に導入 す る と,重 合反 応 に よ りそ れ ぞ れFア クチ ンと微 小 管 に 取 り込 まれ る.細 胞 骨 格 に1%以下 の比

率 で 取 り込 まれ た 蛍光 分子 は,細 胞 骨 格 の 構 造 に沿 っ た 不均 一 な 斑 点(蛍 光 ス ペ ック ル)と して 分 布 す る.高 感 度 の 冷 却CCDカ メ ラ

を用 い て 蛍 光 ス ペ ック ルの 時 間推 移 を撮 影 す る と,ア クチ ン求心 性 流 動 や 微 小 管 の 挙 動 を観 察 で きる.図4お よ び 図6で 示 した 蛍 光

スペ ッ クル 像 は,Fア クチ ン に特 異 的 に結 合 す る蛍 光標 識 フ ァ ロ イ ジ ンを用 いて 得 られ て い る.

図3 神経細胞体周囲の葉状仮足で

の ク ラ ッ チ 接 続29)

光 ピン セ ッ トを用 い てL1を コー トした

マ イ ク ロビ ー ズ を葉 状 仮 足 の 辺縁 端 に接

触 させ,ビ ー ズの 運 動 軌 跡 を 解 析 した(白

線 で 囲 ま れ た 領 域),(a)野 生 型 後 根 神

経節 ニ ュ ー ロ ン.(b)ア ンキ リ ンB遺 伝

子 ノ ック ア ウ トマ ウ ス 由 来 後 根神 経 節 二

ユー ロ ン.

[動画 参照 ⇒http://www.kyoritsu-pub.

co.jp/pne/clutch.html]

図4 後根神経節ニューロン細胞体周囲の葉状仮足および糸状仮足におけるFア クチンとアンキリンBの 動態29)

(a)～(c)は,蛍 光 ス ペ ックル 顕 微 鏡法*1に よ るア クチ ン求 心性 流動 の 可 視 化,(a)微 分干 渉顕 微 鏡1象(b)Fア ク チ ン上 に 発 生 した 蛍 光 ス

ペ ックル 像.(c)は(b)の 白線 で 囲 まれ た領 域 の蛍 光 ス ペ ッ クル像 の 時 間推i移,(d)～(f)は,Venus-ア ンキ リンBの 求 心 性 流動 の 解 析.(d)

微 分干 渉 顕 微 鏡像.(e)Venus-ア ン キ リンBの 蛍 光像,(f)は(e)の 白 線 で 囲 まれ た 領域 の 蛍 光像 の 時 間推 移.ス ケ ー ル バ ー は10μm.

[動画 参 照 ⇒http://www.kyorltsu-pub.co.jp/pne/actin.html]
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移 動 は,海 産 軟 体 動 物 ア メ フ ラ シAplysia californicaの

神 経 分 泌 細 胞 で あ るbag cell neuronの 培 養 系 につ い て

実 証 され て い る23).ア メ フ ラ シ に は 脊 椎 動 物 の 神 経 接 着

分 子NCAMに 対 応 す る相 同 蛋 白 質apCAMが あ る.ア

メ フ ラ シbag cell neuronの 成 長 円 錐 の 葉 状 仮 足 に 抗

apCAM抗 体 を コー トした マ イ ク ロ ビ ー ズ を接 触 させ,

ビー ズ の求 心 性 流 動 を機 械 的 に制 限 す る と,先 導 端 が 突

出 す る とと もに 中 央 域(微 小 管)が ビー ズ接 触 部 に 向 か っ

て 牽 引 され る23).apCAMと ア ク チ ン求 心 性 流 動 を連 結

す る 分 子 ク ラ ッチ は 不 明 だ が,Srcフ ァ ミ リ ー チ ロ シ ン

キ ナ ー ゼ の 活 性 化 がapCAMに よ る ク ラ ッチ 接 続 を調 節

す る こ とが 明 ら か とな っ て い る40,41).

L1を コー トしたマ イクロビーズも成長円錐の葉状仮

足上で求心性 に移動することか ら,L1依 存的な軸索伸

長や軸索誘導は分子 クラッチ機構により制御されると考

え られる42)(図6).し か し筆者 らは,神 経突起形成の場

合 とは異なり,ア ンキ リンBはL1依 存性の軸索伸長に

は無関係であるこ とを見 いだ してお り,FRETに よる

解析結果か ら,成 長円錐ではLlと アンキリンBの 分子

間相互作用はない と考えている29).こ れらは,L1依 存

的な成長円錐の運動制御 には,ア ンキ リンBと は異 な

る蛋白質が分子クラッチとして機能していることを示唆

する.

成長円錐の葉状仮足 および糸状仮足で神経接着分子

L1と アクチン求心性流動 を連結する分子クラッチは不

明だが,ERMフ ァ ミリー(エ ズ リン,ラ デ ィキ シン,

モエシンの頭文字か ら命名 された)の エズリンが候補の

ひとつ として想定 されている29,43).ERMフ ァミリー と

L1は 放射移動する神経細胞や成長円錐が存在する胎生

図5 分子クラッチにより制御されるL1依 存的神経突起形

成 の モデル29)

(a)細 胞体周 囲の葉状仮足および糸状仮足 で,ア ンキ リンBは ア

クチ ン求心性流動と連結するが,基 質 と結 合 しないL1と は連結

しない(分子 クラッチのス リップ状態),(b)L1へ の リガン ド結合

(L1を コー トした ビーズの接触)に よ りL1と ア ンキ リンBが 結合

し,ク ラッチが接続される,可 動性の ビーズ はアクチン求心性流

動によ り細胞体の方 向へ 牽引される.(c)L1が 不動 性のL1基 質

と結合すると,ア ンキリンBに よるクラ ッチ接続 によ りアクチン

求心性流動が減弱 ・制限 され,微 小管の牽引 と膜突 出によ り神経

突起が形成される.

[文献29よ り改変,許 可を得て転載]

図6 神経成長円錐におけるアクチン求心性流動とクラッチ

接 続

(a)蛍 光スペ ックル顕微鏡法*1に よる成 長円錐のア クチ ン求心性

流動の可視化,(b)は(a)の 白線で囲まれた領域の蛍光スペ ックル

像の時間推移,(c)神 経成長円錐辺縁部におけるL1を コー トした

ビーズの運動軌跡.(d)は(c)の 白線で囲まれた領域の運動 軌跡の

時間推移.L1の ホモ フィリック結合 によ りクラッチ接続 し,ビ ー

ズ は先導端 か ら求心 性 に移動 す る42),(a)と(c)の スケール バー

は,そ れぞれ5μmと10μm.
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期 大 脳 皮 質 の 中 間 層(intermediate zone)で 一 過 性 に共

局 在 し,酵 母two-hybridシ ス テ ム に よ りエ ズ リ ン とL1

の細 胞 内 領 域 の 結 合 が 実 証 され て い る44,45).ま た,エ ズ

リ ンの ドミ ナ ン トネ ガ テ ィ ブ体 の 強 制 発 現 は,L1基 質

上 の 軸 索 に 形 態 異 常 を 誘 起 す る一 方,ラ ミニ ン基 質 上 の

軸索 形 態 に は 影 響 しな い45).

5.そ のほかの分子クラッチの候補蛋白質

ERMフ ァ ミ リー,カ テ ニ ン,タ リ ン,ビ ンキ ュ リ ン

は,接 着 分 子 とFア ク チ ン を連 結 す る こ と か ら,分 子

ク ラ ッチ と して 機 能 す る こ とが 推 察 さ れ る,し か し,こ

れ ら ア ダ プ タ ー 蛋 白 質 の 軸 索 成 長 や 細 胞 移 動 と関連 した

分 子 ク ラ ッチ と し て の 機 能 解析 は ほ とん ど進 め られ て い

な い.神 経 成 長 円 錐 の ラ デ ィキ シ ン とモ エ シ ン は協 調 的

に 葉状 仮 足 の 形 態 を安 定化 させ る こ とで 軸 索 伸 長 に 関与

す る が46・47),ア ク チ ン求 心 性 流 動 と の 連 結 は 不 明 で あ

る.p120カ テ ニ ン は 脳 室 下 帯(subvetricular zone)か ら

嗅 球(olfactory bulb)へ 向 け て接 線 移 動 す る 神 経 芽 細 胞

に 発 現 し,Rac1とCdc42を 活 性 化 す るVav2に 結 合 す

る48,49).β カ テ ニ ン は発 生 中 の 大脳 皮 質 層 形 成 に 関 与 す

るp35-Cdk5キ ナ ー ゼ と結 合 す る50).こ れ らは カ テ ニ ン

が 細 胞 骨 格 の 再 構 築 を調 節 して,神 経細 胞 体 の 移 動 に 関

与 す る こ と を 示 唆 す る.ま た,Nカ ドヘ リ ン を コー トし

た マ イ ク ロ ビ ー ズ がRac1依 存 的 に ア ク チ ン求 心 性 流

動 と連 結 し,カ テ ニ ンが ビ ー ズ接 触 部 に 局在 す る こ と は

示 され て い る51).し か しな が ら,カ テ ニ ンの 細 胞 体 移 動

に 関 連 した 分 子 ク ラ ッチ と して の 機 能 につ い て は不 明 で

あ る.顕 微 鏡 下 レ ー ザ ー 分 子 機 能 不 活 化 法(chromo-

phore-assisted laser inactivation;CALI)を 用 い た タ リ

ン と ビ ンキ ュ リ ンの 機 能 阻 害 実験 の 解析 結 果 に よれ ば,

タ リ ンは神 経 成 長 円 錐 の 糸 状 仮 足 の 運動 に関 与 し,ビ ン

キ ュ リ ンは ア クチ ン骨 格 構 造 の安 定 化 に 必 要 で あ る52).

タ リ ン は分 子 ク ラ ッチ と して機 能 す る こ とが推 察 され る

が,ア クチ ン求 心 性 流 動 との 相 互 作 用 は 明 らか で な い.

おわりに

神経軸索の成長過程には,細 胞骨格の動態 と接着分子

との相互作用,ミ オシンによる牽引,小 胞輸送などが関

与す る.今 回,筆 者 らは,ア ンキリンBが 軸索形成を

制御する分子 クラ ッチ として機能することを実証 した

が,成 長円錐の運動を制御する分子クラッチの実体は不

明である.成 長円錐の前方移動 と旋回運動が細胞外基質

との局所的なクラッチ接続により制御 されることは明ら

かであ り,分 子クラッチは軸索伸長の速度 ・方向の制御

に関与するものと考えられる.よ って,分 子クラッチの

制御機構の解明は,発 生期の脳神経系の構築 メカニズム

の理解のみならず,将 来的には神経軸索再生 ・修復技術

の応用 ・開発につながることが期待 される.
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