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１．研究実施の概要

脳機能発現は神経結合の構造的な再編成をも伴う神経結合の可塑的変化に依存し

ている。従って、脳機能の発現機構を理解するためには、神経結合の形成とその維

持、精密化、強化、再編成を制御する分子機構の解明が重要である。このような観

点にたって、神経線維のガイダンスや神経結合の形成に関与する因子、分子の検索

とその機能解析を行った。

分子機能解析グループ（研究代表者：藤澤　肇、名古屋大学大学院理学研究科）

では遺伝子機能解析グループと共同で神経系膜分子ニューロピリンー１の遺伝子を

ノックアウトしたマウス、ならびに、神経線維の伸張を抑制する反発因子として知

られているセマフォリン３Ａ（以前はセマフォリン�/Dと呼ばれていた）遺伝子を

ノックアウトしたマウスの作出に成功し、ニューロピリン－１がセマフォリン３Ａ

のレセプターとして機能していること、ニューロピリン－１を介したセマフォリン

３Ａの神経線維反発シグナルが秩序だった末梢神経回路の形成に不可欠であること

を証明した。さらに、ニューロピリン－１が血管内皮増殖因子（vascular endothelial 

growth factor; ＶＥＧＦ）と結合して補助レセプターとして機能し、胚での血管形成

を制御することも明らかにした。また、ニューロピリン－１を介したセマフォリン

３Ａシグナルが交感神経系の形成に必須であることも明らかにした。一方、神経系

膜分子プレキシンの解析も進行し、マウスで４種類のプレキシン遺伝子が存在する

こと、それぞれのプレキシンが発生時の特定の神経回路で選択的に発現することを

明らかにし、プレキシンが神経回路の形成に関与する可能性を明らかにした。プレ

キシンの機能を明らかにするため、プレキシン遺伝子欠損マウスの作製、線虫を用

いた分子遺伝学的解析を進めている。

嗅覚回路形成解析グループ（共同研究者：平田たつみ、国立遺伝学研究所）では、

神経回路形成機構解析のためのモデル実験系を開発し、神経回路形成を制御する分

子機構の解明を進めてきている。研究対象をマウス嗅覚神経回路に絞り、嗅覚神経

回路を培養下で再構成する技術を確立した。更に、モノクローナル抗体法を用いて、

嗅覚神経回路形成に関与する分子を検索し、培養下で再現させたマウス嗅覚神経回
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路を用いてその機能を検証した。

遺伝子機能解析グループ（共同研究者：八木　健、岡崎国立共同研究機構生理学

研究所）ではＦｙｎキナーゼの機能をＦｙｎキナーゼの機能欠損マウスを用いて調

べ、アルコール摂取時に海馬のシナプスでＦｙｎが活性化され、学習・記憶に重要

な役割を持つNMDA受容体をリン酸化し、アルコールにより機能が低下したNMDA

受容体の機能を回復させることを明らかにした。さらに、Ｆｙｎチロシンリン酸化

酵素をプローブとして、新規な神経回路の形成機能分子の単離を試みた。その結果、

Ｆｙｎに結合する新たなカドヘリンファミリーＣＮＲ（cadherin-related neural 

receptor）を得ることに成功し、その生化学的特性、発現様式、遺伝子構造の解析、

ならびに遺伝子マッピングを行った。また、各種の遺伝子欠損マウスの作製、時限

遺伝子欠損法の開発を行った。

２．研究実施内容

　分子機能解析グループ

１）ニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルによる神経線維ガイダンス

の機構の解析

セマフォリン（semaphorin）３Ａは神経線維の伸張方向を制限する反発性の

ガイダンスシグナルである。しかしながら、生体内でセマフォリン３Ａが神経

線維の伸長をどのように制御しているか不明であり、また、神経細胞側のセマ

フォリン３Ａレセプターも不明であった。我々は、ニューロピリン－１遺伝子

ノックアウトマウス（分子機能解析グループが担当）、セマフォリン３Ａ遺伝子

ノックアウトマウス（遺伝子機能解析グループが担当）の作出と表現型の解析

を行い、ニューロピリン－１がセマフォリン３Ａのレセプターとして機能し、

ニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルが神経回路の形成に不可欠で

あることを示す結果を得た。

ニューロピリンは眼神経、上顎神経、下顎神経、顔面神経、舌咽神経、迷走

神経など特定の脳神経、ならびに、脊髄神経で発現する。ニューロピリン－１

欠損マウスではこれら末梢神経の走行経路が無秩序となり、投射部位も異常と

なることが明らかとなった。また、ニューロピリン－１遺伝子ノックアウトマ

ウスが示す末梢神経系の異常ときわめて酷似している異常がセマフォリン３Ａ

遺伝子ノックアウトマウスでも認められた。このような表現型の類似は、ニュー

ロピリン－１とセマフォリン３Ａが機能的に連関していることを示唆してい

る。

このことをより直接的に検証するため、ニューロピリン－１欠損マウス

ニューロンの培養にセマフォリン３Ａを加えた。その結果、過剰量のセマフォ

リン３Ａを加えてもニューロピリン－１欠損マウスニューロンの成長円錐は全
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く崩壊しないことが明らかになった。これら一連の解析結果から、ニューロピ

リン－１がセマフォリン３Ａのレセプター、ないしは、レセプター複合体の不

可欠構成分子であると結論することができる。

末梢神経系はきわめて秩序立ったパターンを示すためニューロンネットワー

ク形成の機構を明らかにするための良い実験系で、数多くの研究がなされてき

ている。しかしながら、末梢神経ネットワークの形成を制御する分子機構は全

く不明であった。我々の研究成果は、ニューロピリン－１がセマフォリン３Ａ

のレセプターとして機能し、ニューロピリン－１を介したセマフォリン３Ａの

神経軸索反発シグナルが末梢神経線維の伸張方向を制限し、その結果、生体で

見られる秩序だった分節的な末梢神経ネットワークが作り出されてくることを

完璧に証明したもので、末梢神経ネットワーク形成を制御する分子機構の一端

が初めて明らかにされたといえる。

一方、ニューロピリン－１は中枢神経系の一部のニューロンでも発現する。

また、セマフォリン３Ａも脳の特定の領域で発現することが知られている。更

に、培養した中枢神経ニューロンに対しセマフォリン３Ａが抑制的に作用する

ことが示されている。しかしながら、ニューロピリン－１遺伝子ノックアウト

マウス、ならびにセマフォリン３Ａ遺伝子ノックアウトマウスでは中枢神経系

で明瞭な形成異常は認められなかった。

　　２）ニューロピリン－１・ＶＥＧＦシグナルによる血管形成の制御

ニューロピリン－１遺伝子ノックアウトマウスの解析を行う中で、ニューロ

ピリン－１が血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor; ＶＥＧＦ）の

補助レセプターであり、血管形成の制御に必須の分子であるという成果を得た。

ニューロピリン－１遺伝子ノックアウトマウスは胎生致死である。その原因

を明らかにするため、ニューロピリン－１遺伝子欠損マウスの血管系の詳細な

解析を行った。その結果、ニューロピリン－１遺伝子ノックアウトマウス胚で

は血管形成が低下し、神経組織への血管進入が極度に低下すること、また、心

臓血管系の形成異常が見られ、全ての胚で肺動脈が欠損し、更に、７０％以上の

胚で動脈弓が体の右側へ転移することが明らかとなった。セマフォリン３Ａ遺

伝子ノックアウトマウスではこのような血管形成異常は認められなかった。

生化学的な解析でニューロピリン－１がＶＥＧＦと結合し、補助レセプター

として機能する可能性が報告されており、ニューロピリン－１遺伝子ノックア

ウトマウスが示す心臓血管系の低形成は、生体内でもニューロピリン－１がＶ

ＥＧＦの補助レセプターとして機能し、血管形成を制御していることを示して

いると考えられる。
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３）ニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルによる交感神経節細胞とそ

の前駆細胞の細胞移動の制御

ニューロピリン－１は交感神経節ニューロンでも強く発現している。培養し

た交感神経節ニューロンにセマフォリン３Ａを作用させると成長円錐の退縮と

崩壊が起こる。このことから、交感神経節ニューロンでもニューロピリン－１

がセマフォリン３Ａのレセプターとして機能することが予測されていた。しか

しながら、ニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルが交感神経系形成

にどのように関与しているか不明であった。

ニューロピリン－１遺伝子ノックアウトマウス、ならびにセマフォリン３Ａ

遺伝子ノックアウトマウスの表現型の詳細な解析を行い、これら２つの変異マ

ウスでは過半数の交感神経節ニューロンが四肢、肩甲部、頚部、腹壁、あるい

は胚の正中部など正常な交感神経節の形成部位と異なる場所に分散しているこ

とが明らかになった。また、このような交感神経節ニューロンの位置異常のた

め、交感神経幹の形態がきわめて異常となっていた。このような結果は、神経

堤由来の交感神経節ニューロン前駆細胞が適切なルートをたどって正しい標的

領域に到達する過程をニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルが制御

していることを示している。

さらに、ニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルが細胞移動を制御

することを実証するため、交感神経節ニューロンの培養にセマフォリン３Ａを

加える研究を行った。その結果、セマフォリン３Ａは交感神経節ニューロンの

運動性と細胞移動を抑制することが明らかとなった。

以上の解析により、ニューロピリン－１・セマフォリン３Ａシグナルが神経

軸索の伸長を抑制的に制御するのみならず、交感神経系細胞の移動をも抑制的

に制御していることを実証することが出来た。

　　４）ニューロピリン－１による細胞接着の制御

ニューロピリン－１は細胞接着能を持つ分子である。ニューロピリン－１の

細胞外領域のどの部分が細胞接着を司るかを解析し、ｂ１ドメイン、ｂ２ドメ

インそれぞれの中間部に位置する１８アミノ酸残基からなる配列が細胞接着ドメ

インであることを証明した。さらに、この２つの細胞接着ドメインはセマフォ

リン３ＡならびにＶＥＧＦの結合ドメインとは異なることを明らかにした。ま

た、この細胞接着ドメインに結合する細胞接着リガンドは蛋白質であることを

明らかにした。

このような結果は、ニューロピリン－１がセマフォリン３Ａレセプター、Ｖ

ＥＧＦレセプターとして機能するほかに、細胞接着レセプターとしても機能す

る多機能性分子であることを示している。
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　　５）マウスプレキシンの解析

プレキシン（plexin）は、当初、アフリカツメガエルの神経系で見出された膜

分子である。この分子の神経回路形成時で果たす役割を解明するため、神経回

路の解剖学的知見が豊富で、かつ、遺伝子操作が可能なマウスでプレキシンホ

モローグの分離を試みた。

すでに、アフリカツメガエルプレキシンｃＤＮＡをプローブとしてマウス胎

児脳より調整したｃＤＮＡライブラリーを検索し、３種類のマウスプレキシン

ホモローグ（プレキシンＡ１，プレキシンＡ２，プレキシンＡ３）を見出し、そ

の一次構造を明らかにしていたが、本研究では、これら３種のマウスプレキシ

ンファミリー分子で保存度の高い領域のｃＤＮＡの塩基配列を参考にしてプラ

イマーを設計し、ＲＴ－ＰＣＲを行い、新たなマウスプレキシンファミリー分

子（プレキシンＡ４）を見出した。

いずれのマウスプレキシンもその細胞外領域に３個のC－rich domainを持つ。

プレキシンＡ１はアフリカツメガエルプレキシンと最も高い相同性（アミノ酸

配列で８４％の相同性）を示し、これがアフリカツメガエルプレキシンのマウス

ホモローグであると考えられた。マウスプレキシンファミリー間では５９％～

６６％の相同性があった。また、プレキシン分子の細胞内領域はマウスプレキシ

ン間で、あるいは、マウスとアフリカツメガエル間で良く保存されている（ア

ミノ酸配列でおよそ８０％の相同性）。また、プレキシンＡ１とプレキシンＡ３，

プレキシンＡ２とプレキシンＡ４とが相同性が高かった。以上の結果は、マウ

スではプレキシンは少なくとも４種の分子からなるファミリーを構成している

ことを示している。

マウス神経系でプレキシンファミリー分子の発現動態を明らかにするため、

プレキシン分子にたいする特異抗体の作製、ならびにこれを用いた免疫組織化

学的解析とin situ hybridization とによる解析を実施した。その結果、各々のマウ

スプレキシンが異なった神経回路に発現することが明らかになった。例えば、

聴覚系では主としてプレキシンＡ１が、一般体性感覚系では主としてプレキシ

ンＡ２が発現する。プレキシンＡ３は神経系の比較的広い領域にわたって発現

するが、特に、脳神経節、脊髄神経節で強く発現する。プレキシンＡ４は一般

体性感覚神経回路を構成する神経節と神経核に強く発現し、その発現領域はプ

レキシンＡ２と部分的に重複していた。しかしながら、嗅覚系、網膜、聴覚平

衡覚系での発現パターンはプレキシンＡ２と明瞭に異なっていた。プレキシン

Ａ１に特異的なモノクローン抗体を作製し、プレキシンＡ１はニューロンに発

現すること、プレキシンＡ１蛋白質がニューロンの細胞体ならびに神経軸索の

膜表面に分布することを明らかにした。
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一方、 Yale 大学との共同研究で、プレキシンＡ１がニューロピリン－１とヘ

テロダイマーを形成し、セマフォリン３Ａのシグナルを細胞内に伝えることを

明らかにした。

また、遺伝子機能解析グループと共同で、標的組み換えによりプレキシンファ

ミリー遺伝子を破壊したマウスを系統的に作出する試みを行ってきている。

　　６）線虫におけるプレキシン機能の解析

データーベースの検索から線虫のゲノムには２種類のプレキシン遺伝子が存

在していることが明らかになっている。線虫ではマウスに比べ遺伝学的な解析

が容易に行えるので、プレキシン変異マウスの作製と平行して、線虫プレキシ

ンの分子遺伝学的な解析を実施した。これまでに、２つの線虫プレキシン遺伝

子Cep1とCep2の遺伝子構造、ｃＤＮＡの分離、特異抗体の作製を行った。現在、

これら線虫プレキシン遺伝子の破壊株の分離とその表現形の解析を行ってい

る。

　嗅覚回路形成解析グループ（国立遺伝学研究所）

　　１）僧帽細胞の軸索をガイドする道標細胞（lot細胞）の同定

発生途上のマウス胚の嗅皮質を抗原にしてラットを免疫し、多数のモノク

ローナル抗体を得た。これらのモノクローナル抗体を用いてマウス胚の嗅覚神

経回路の免疫染色をしたところ、僧帽細胞の軸索の伸長経路（嗅索：lateral 

olfactory tract：ＬＯＴ）に限局して存在する一群の神経細胞を選択的に染める

抗体を見出した。この抗体で染まる細胞はＬＯＴの形成時に限ってみられ、培

養した嗅覚神経回路でこの神経細胞を取り除くと、僧帽細胞の軸索の伸長が停

止することが明らかになった。これらの結果から、この神経細胞は僧帽細胞の

軸索をガイドする機能を持つ道標細胞であると考えられ、"lot細胞"と命名した。

　　２）lot細胞の発生起源と細胞移動の解析

様々な培養技術を用いて、終脳におけるlot細胞の発生位置ならびに移動経路

を検討した。更に、脳の形態に様々な異常を持つ突然変異マウスにおいてlot細

胞の数や位置に異常がないか検討した。　

胎生１０日目胚のマウス終脳を新皮質と神経節隆起とに分け、それぞれの細胞

を分散培養して、分化してくるlot細胞の数を計測した。終脳をさらに細かい領

域に分割して培養し、lot細胞がどこから発生してくるかを詳細に検討した。神

経の幹細胞である神経上皮細胞のクローン培養を行い、lot細胞が単一の神経上

皮細胞から分化してくるかを解析した。また、東北大学大隅典子博士との共同

研究で、マウス１０日目胚の全胚培養を行い、マウス終脳における神経細胞の移

動経路を解析した。更に、脳の形態に異常を持つ突然変異マウスとしてExtra 

toes （Xt）, Small eye （Sey）, Reeler （rl）の3種類の終脳におけるlot細胞の分
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布パターンを解析した。

lot細胞は、終脳新皮質の領域の細胞を培養したときにのみ発生し、神経節隆

起からは発生してこなかった。lot細胞を生み出す能力に、終脳新皮質の中では

領域差は認められなかった。新皮質の神経上皮細胞を単離してクローン培養し

てもlot細胞が発生してきたことから、lot細胞を生み出す能力は新皮質の神経上

皮細胞に細胞自立的に備わっていると考えられた。

終脳新皮質は将来lot細胞が局在することになる予定ＬＯＴ領域からは少し

離れたところに位置する。したがって、もしlot細胞が生体内でも終脳新皮質で

生まれているとすれば、これらの細胞は予定ＬＯＴ領域までかなりの距離を移

動しなければならない。全胚培養法を用いてこの時期の細胞移動のパターンを

解析したところ、実際に新皮質から予定ＬＯＴ領域への神経細胞の移動経路が

存在することが確かめられた。

以上の結果を総合すると、lot細胞は終脳新皮質全体で生まれ、腹側方向へと

移動し、ＬＯＴ領域に局在すると考えられる。

Xt突然変異マウスにおいて、lot細胞は終脳背側の新皮質全域にわたって分布

していた。Xtの終脳における細胞の移動様式を検討したところ、この突然変異

マウスにおいては新皮質で生まれた細胞がほとんど移動していないことが示さ

れた。おそらくこの細胞移動の異常がlot細胞の分布異常の直接の原因であると

考えられる。Sey突然変異とrl突然変異マウスにおいてはlot細胞の異常は認めら

れなかった。

　　３）僧帽細胞の突起伸長を阻害するモノクローナル抗体の発見

胎生１６日目のマウス胚の嗅球および嗅皮質から調製した細胞膜画分を抗原と

してハムスターを免疫し、計３００クローンのハムスター・マウスキメラハイブリ

ドーマを作成した。これらを僧帽細胞の培養系でアッセイし、神経突起伸長を

阻害するモノクローナル抗体H1-1B4を見出した。この抗体を用いて免疫組織化

学染色を行い、マウス神経系における抗原の分布パターンを解析した。またこ

の抗体の僧帽細胞以外の神経細胞の突起伸長に対する影響を検討した。この抗

体の認識する抗原を解析するために、免疫沈降を試みた。

H1－1B4は僧帽細胞の突起および成長円錐に結合し、培養シャーレ上での僧

帽細胞の突起伸長を阻害した。H1－1B4は、嗅覚回路培養において僧帽細胞の

軸索伸長も強く抑制し、ＬＯＴ形成を阻害した。僧帽細胞の生存細胞数そのも

のはH1－1B4により影響を受けなかったので、この抗体は突起伸長の過程を特

異的に阻害していると考えられた。H1－1B4は培養網膜からの神経突起伸長も

強く阻害した。しかしこの抗体が結合しない背根神経節からの突起伸長には影

響を与えなかった。ビオチンおよびＳ35アミノ酸でタンパク質を標識して、H1
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－1B4を用いた免疫沈降を行ったところ、分子量約３０Ｋｄのタンパク質が特異

的に沈降してくることが確かめられた。

　遺伝子機能解析グループ（岡崎国立共同研究機構生理学研究所）

　　１）Ｆｙｎ欠損マウスを用いた脳機能解析

神経回路形成での機能がシナプス及び成長円錐で想定されているＦｙｎキ

ナーゼの機能を遺伝子欠損マウスを用いて調べた結果、アルコール摂取時にマ

ウス脳の海馬のシナプスでこのＦｙｎが活性化され、学習・記憶に重要な役割

を持つNMDA受容体をリン酸化し、アルコールにより機能が低下したNMDA受

容体の機能を回復させていることが明らかとなった。この研究は、アルコール

がどのように脳の機能を変化させるか、またアルコールによる依存症及び痴呆

がどの様な分子メカニズムでおこるかを解析する手がかりを与えるものとして

重要な成果である。

Ｆｙｎ欠損マウスでは嗅球のシナプスにおいて長期増強が抑制され、抑制性

のGABA受容体の機能が異常になっていることが明らかとなった。Ｆｙｎ欠損

マウスでは床敷きの匂いによる哺乳行動の異常が明らかとなっており、Ｆｙｎ

が匂いの識別に関連する神経回路形成でのシナプス領域で機能している結果と

して注目される。

Ｆｙｎ欠損マウスの哺乳行動異常を引き起こす床敷き（オートクレーブした

北米産樅材）をガスクロマトグラフィーで解析したところ、ヘキサナールが約

１０倍出ていることが明らかとなった。このヘキサナール存在下でＦｙｎ欠損マ

ウスをかけあわせした結果、１００％の子供がミルクを飲めず死亡した。この異常

はＦｙｎ欠損マウスだけで認められ他のヘテロ欠損マウス、野生型マウスでは

死亡が認められなかった。

また、フィリームービング状態のマウス嗅球より神経活動を測定することに

成功した。

　　２）新規Ｆｙｎ結合分子ＣＮＲの分離と機能解析

神経回路の形成、再編成、維持に関わる分子機能が想定されるＦｙｎチロシ

ンリン酸化酵素をプローブとして、新規な神経回路の形成機能分子の単離を試

みた。その結果、新たなカドヘリンファミリーＣＮＲ（cadherin-related neural 

receptor）を得ることに成功した。

　　　ａ）Ｆｙｎ結合分子ＣＮＲの同定

ＦｙｎのＮ末端のＳｒｃファミリー間で保存されていない領域、SH2、SH3

をbait（餌）として、この領域と結合する分子を酵母two hybrid系を用いて単

離した。その結果、１５４クローンを得ることに成功した。この内、膜蛋白質を

探索する目的で、全ｃＤＮＡの塩基配列決定を行った。その結果、１クロー
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ンに疎水性アミノ酸クラスターが存在しており、膜蛋白質であることが予想

された。このクローンの全長の蛋白質構造を決定する目的で、ｃＤＮＡのク

ローニングを行ったところ約５ＫｂｐのｃＤＮＡが単離された。この塩基配

列には予想細胞外領域にカドヘリンモチーフが６回繰り返されており、新た

なカドヘリン分子であることが明らかとなった。Ｆｙｎと結合するカドヘリ

ン様分子であることよりＣＮＲ１（cadherin-related neural receptor 1）とした。

また、最初のカドヘリンモチーフは、カドヘリンの研究より細胞接着活性に

重要な領域であることが示唆されているが、この領域にはインテグリンの

ファイブロネクチンとの結合配列であるRGD配列が存在していた。カドヘリ

ンでは細胞内領域が細胞接着活性の獲得に必要であり、この領域でカテニン

と結合しアクチンフィラメント系との相互作用が可能となることが知られて

いる。ＣＮＲ１は細胞内領域ではカドヘリンやプロトカドヘリンと全くアミ

ノ酸配列上相同性が無いことより、分子機能が異なることが予想される。予

想細胞内領域には規則的なシステイン残基が存在する。また、SH3領域と結

合するPxxP配列が４カ所存在していた。

　　　ｂ）ＣＮＲ１の発現様式の解析

ＣＮＲ１の発現様式を解析する目的で、成体マウスの各組織よりｍＲＮＡ

を抽出し、ノーザンブロット法により各組織での発現様式を解析した。その

結果、神経組織で発現量が多いことが明らかとなった。また、発生段階での

発現様式を解析した結果、胎生１５日には発現が認められ、生後１０日目で発現

量がピークとなり、成体になるに従い発現量がゆっくりと減少することが明

らかとなった。

　　　ｃ）Ｆｙｎとの結合能の解析

ＣＮＲ１の細胞外領域でモノクローナル抗体を作製し、マウス脳のタンパ

ク抽出液を用いてＦｙｎの抗体による免疫沈降を行った。その結果、Ｆｙｎ

とともにＣＮＲ１が共沈してくることが明らかとなった。この結果をより確

かなものとするため、ｍｙｃ-tagを付けたＦｙｎの全長とＣＮＲ１の全長を

ＨＥＫ２９３細胞にcotransfectionして、ｍｙｃ抗体及びＦｙｎ抗体を用いて免疫

沈降を行ったところ、両者ともにＣＮＲ１と共沈してくることが明らかと

なった。Ｆｙｎは細胞膜直下に存在するので、ＣＮＲ１の細胞内領域と結合

していることが予想される。ＣＮＲ１の細胞内領域を欠失させたｃＤＮＡを

用いて同様の免疫沈降を行った結果、この細胞内欠失ＣＮＲ１は共沈してこ

ないことより、予想どおりＣＮＲ１はＦｙｎと細胞内領域で結合しているこ

とが明らかとなった。

－847－



　　　ｄ）ＣＮＲファミリーの解析

ＣＮＲ１がＦｙｎと結合する新規な受容体型分子であることより、相同な

分子がファミリーとして存在していることを予想し、ゲノミックＤＮＡを用

いてサザンブロット法にて相同遺伝子の解析を行った。その結果、５'側のプ

ローブを用いて約２０本のバンドが確認された。これらの相同遺伝子の単離を

行った結果、新たに７種類のｃＤＮＡの単離に成功した。これらの分子のタ

ンパク質の構造を解析したところ、興味深いことにＣ末端の１５３アミノ酸配列

が完全に一致していた。このアミノ酸配列にはPXXP配列が4箇所存在してい

ることよりＦｙｎと結合する領域であることが想定される。

　　　ｅ）ＣＮＲファミリーの発現様式の検討

ＣＮＲがファミリーとなっていることが明らかとなったことより、これら

ファミリーの発現様式の違いについて解析を行った。その結果、ＣＮＲファ

ミリーのそれぞれが、嗅球、海馬、小脳、大脳皮質で発現しており、大まか

な脳領域での発現様式に差が認められなかった。また、Ｆｙｎの分布とも一

致していた。ＣＮＲファミリーの発現が神経細胞レベルでも一致しているか

どうかについて、ジゴケシゲニンを用いたin situ hybridization法で解析したと

ころ、神経細胞レベルでは発現に差が認められた。しかし、同一の神経細胞

中に２種類のプローブが確認されたことより、細胞１個に１種類のＣＮＲ

ファミリーの発現があるのではなく、数種類のＣＮＲファミリーの組み合わ

せが異なることが考えられた。

　　　ｆ）ＣＮＲファミリーのマウス及びヒトのゲノム構造

ＣＮＲファミリーのマウス及びヒトのゲノム構造を解析した結果、マウス

で１６、ヒトで１６の約２Ｋｂｐからなる大きな第１エクソンが同方向に縦列し

て存在していた。また、その３'側にはＣＮＲファミリーで共通な配列として

知られていた遺伝子配列が３つのエクソンに分断されて存在していた。この

ゲノムの構造は免疫系での多様化分子として知られているイムノグロブリン

Ｔ細胞受容体と類似したものであり、大きく「可変領域」と「不変領域」か

らなることが明らかとなった。また、ヒトとマウスのゲノムの構造を調べた

ところ、マウスとヒトの「可変領域」での並ぶ順序が保存されていた。しか

し、偽遺伝子となっているものがマウスとヒトで異なっていた。また、塩基

配列の比較を行ったところ、マウスはマウスの、ヒトはヒトの「可変領域」

の配列の相同性が高く、これらのエクソンが分子進化的に協調進化している

ことが明らかとなった。また、新たに同一の「可変領域」エクソンが異なっ

た「不変領域」を利用するイムノグロブリンで知られているクラススウィッ

チ様の発現を行っていることも明らかとなった。
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　　　ｇ）ＣＮＲとReelinとの相互作用 

大脳皮質形成過程でＣＮＲは全てcortical plateで発現していた。Ｆｙｎ欠損

マウスでも部分的な大脳皮質形成異常が認められたことより、カハールーレ

チウス細胞で発現するReelinとＣＮＲファミリーとの関連性を解析した。そ

の結果、ＣＮＲのカドヘリンドメイン１（EC1）でReelinと結合することが明

らかとなった。ＣＮＲファミリーはこのEC1領域がよく保存されている。ま

た、Reelinとの結合に関わる領域はＣＮＲ１から８まで完全にアミノ酸配列

が一致していた。このアミノ酸配列に対するモノクローナル抗体を作製した

ところ、この抗体はReelinとの結合性を阻害するとともに、Reelin依存的な

mDab1のチロシンりん酸化を阻害し、大脳皮質の浮遊培養において、正常な

アグリゲーション形成を阻害することが明らかとなった。また、この保存さ

れているＣＮＲのReelin結合領域でZoo Blotを行うと、大脳皮質の層構造が両

生類から哺乳類へと増加するにつれて、相同な遺伝子のバンドが増えてくる

ことより、ＣＮＲファミリーの大脳皮質の進化過程での機能についても興味

が持たれた。

以上の研究により、チロシンリン酸化酵素Ｆｙｎと結合する新たなカドヘ

リン様受容体を得ることができた。しかし、この分子は他のカドヘリンファ

ミリーと異なり、培養細胞中での発現で細胞膜に局在せず、細胞内膜系で止

まってしまうことより、細胞接着活性については今後の検討が必要である。

また、生体内でＣＮＲ分子がシナプス膜に存在することより、今後は、シナ

プス膜への輸送系を明らかにする必要がある。現在、神経回路の形成、維持、

再編成過程でのＣＮＲファミリーの生体内分子機能を明らかにして行く目的

で、遺伝子欠損マウスの作製を行っている。

　　３）マウスにおける新たな遺伝子操作技術の開発

時限遺伝子欠損法の開発も平行して行っている。トランスジェニックマウス

であることを確認したマウスをloxPの組み換えによりlacZ遺伝子qが発現する

トランスジェニックマウスと交配し、両方のトランスジーンをもつＦ１マウス

を得た。このマウスの脳におけるlacZの発現を確認したところ生後の終脳領域

で発現する３系統を確認した。このlacZの発現により、マウス終脳領域でCreリ

コンビナーゼの発現するトランスジェニックマウスを３系統得ることに成功し

た。また、この３系統は海馬CA1で強い発現を示したが、各系統により大脳皮

質の層、扁桃体での核などで発現の差が認められたことにより、これらマウス

の系統を用い比較することにより、大脳皮質の層や扁桃体での核特異的に遺伝

子欠損した効果を調べられる可能性がある。Creを発現しているマウス胚幹細胞

を効率よく選別する新たな方法を開発し、セマフォリン３Ａについては３種類
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の遺伝子欠損マウスを作製することに成功した。

CaMキナーゼ２プロモーター下にCreとIRES付きtetを導入したベクターを構

築し、マイクロインジェクション法によりC57BL/6マウス卵よりトランスジェ

ニックマウスを作製した。遺伝子導入を確認し、loxPの組み換えによりlacZが

発現 するマウスと交配し、Creの活性を測定した。Creリコンビナーゼとテトラ

サイクリントランスアクティベータ（tet）を生後の終脳領域で発現するトラン

スジェニックマウス、３ラインを得ることに成功した。
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