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要旨  
 
	
 神経組織の発達期において、神経細胞は遠く離れた標的細胞に向かって軸索を伸長

させる。神経ネットワークを正しく構築するために、軸索の伸長、ガイダンス、分枝

形成などの形態変化は細胞外の因子や神経細胞に備わるシグナル伝達機構により厳

密に制御されている。近年、申請者の所属する研究室において、低分子量 Gタンパク
質の一つである R-Rasが軸索に局在しており、軸索の決定および成長の制御に重要な
役割を担っていることがわかった。しかしながら、R-Rasの下流で軸索の形態制御に
働く分子メカニズムの解明はまだ十分ではなく、特に神経細胞における R-Rasの直接
のエフェクター分子は、PI3K（phosphatidylinositol 3-kinase）以外明らかとなっていな
い。また、軸索の形態制御には細胞骨格の再構築が重要であることがわかっているが、

微小管骨格制御に関しては R-Ras は PI3K シグナル経路を介して CRMP-2（colapsin 
response mediator protein-2）を活性化し、微小管骨格を制御していることがわかってい
る一方で、R-Rasとアクチン骨格制御との関係はよくわかっていない。 
	
 本研究では、まず、神経細胞における R-Ras のエフェクター分子を探索するため、
ラット脳 cDNA ライブラリーを用いて酵母ツーハイブリッドスクリーニングを行い、
F-actin（filamentous-actin）結合分子である afadinが R-Rasのエフェクター候補分子と
して得られた。次に R-Rasと afadinの結合実験を行い、R-Rasは活性型特異的に afadin
の RA（Ras-association）ドメインと結合すること、および軸索成長期の神経細胞にお
いて R-Rasと afadinは結合していることがわかった。続いて、軸索の成長制御におけ
る afadinの機能を調べるため、afadinのノックダウンおよび過剰発現を行ったところ、
ノックダウンにより軸索分枝が減少する一方、過剰発現により軸索分枝が増加するこ

とがわかった。また、RA ドメインを欠失した afadin の変異体の過剰発現では軸索分
枝は増加しないこともわかった。さらに、afadinが R-Rasの下流で軸索の分枝形成を
制御しているのか調べるため、活性型 R-Rasの過剰発現と afadinのノックダウンを同
時に行ったところ、活性型 R-Rasによる軸索分枝形成の増加が afadinのノックダウン
によって有意に抑制された。次に、R-Rasによる afadinの機能制御のメカニズムを調
べる目的で、R-Rasが afadinの細胞内局在を制御しているのか検討したところ、活性
型 R-Rasは afadinを細胞膜へリクルートする働きがあることがわかった。また、膜移
行シグナルを付加した afadinの変異体を過剰発現させると軸索の成長が促進されるこ
とがわかった。さらに、Neuro2a細胞に活性型 R-Rasと afadinを共発現させると各分
子の単独発現よりも神経突起の成長が大きく促進されること、およびこの変化には

afadinの RAドメインが必要であることがわかった。次に afadinによる軸索分枝形成
の制御と F-actinの関係を調べたところ、afadinは軸索先端や分枝形成部位の成長円錐
において F-actinと共局在していること、および afadinによる分枝形成制御には afadin
の F-actin結合ドメインとアクチン骨格の動的変化が必要であることがわかった。 
	
 本研究により申請者は、活性型 R-Rasが afadinを細胞膜へ運び、運ばれた afadinが
アクチン骨格の再構築を促すことで軸索分枝形成を制御するという新しい分子メカ

ニズムを明らかにした。 
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第１章	
 序論  
 

	
 記憶、学習などの高度な脳機能には、複雑な神経ネットワークが正確に形成

されることが必要である。このネットワークの構成単位である神経細胞は高度

に分化した細胞であり、情報の出力を担う軸索と入力を担う樹状突起という２

種類の神経突起を持つ。神経細胞は１本の軸索と複数本の樹状突起を伸ばし、

標的細胞と接続することで情報のやり取りを行う。神経細胞の形態制御メカニ

ズムを調べるためのモデル系として、海馬あるいは大脳皮質神経細胞の初代培

養がよく用いられる（Bradke and Dotti, 2000）。初代培養神経細胞の成長に伴う形
態変化は、主に５つのステージに分けられることがわかっている（Fig 1-1）。ま
ず、神経細胞の辺縁部からラメリポディアが生じ（ステージ 1）、続いて複数の
未分化な神経突起が進展する（ステージ 2）。しばらくするとそのうちの１本が
急激に成長を始め軸索となる（ステージ 3）。その後、他の突起の進展が始まり、
突起が分枝化して樹状突起が形成される（ステージ 4）。この樹状突起はさらに
複雑に分枝化して成熟した神経細胞となり、他の神経細胞の軸索とシナプスを

形成して神経ネットワークを構築する（ステージ 5）。 
 
 

 
Fig 1-1  初代培養神経細胞の成長過程  
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 神経組織の発達期において、神経細胞は遠く離れた標的細胞に向かって軸索

を伸長させる。神経ネットワークを正しく構築するために、軸索の伸長、ガイ

ダンス、分枝形成などの形態変化は細胞外の因子や神経細胞に備わるシグナル

伝達機構により厳密に制御されている（O’Donnell et al., 2009; Bilimoria and Bonni, 
2013）。これまでの研究により、Rasスーパーファミリー低分子量 Gタンパク質
（Rasスーパーファミリー）が軸索の形態制御において重要な役割を担っている
ことが明らかとなってきた（Hall and Lalli, 2010）。 
	
 Rasスーパーファミリーは細胞の増殖や分化、運動、脂質小胞の輸送など、さ
まざまな細胞機能の調節に関与する分子である。Ras スーパーファミリーには
GTP結合型の活性状態と GDP結合型の不活性状態が存在し、この２つの構造を
往復することで細胞内シグナル伝達における分子スイッチとして機能しており、

活性化されるとその特異的なエフェクター分子と結合することで、シグナルを

さらに下流へと伝えることができる（Bishop and Hall, 2000）。Rasスーパーファ
ミリーは活性化に働く分子および不活性化に働く分子により、双方向に活性が

調節されている。活性化に働く分子である GEF（guanine nucleotide exchange 
factor）は、GDP の解離とそれに続く細胞質からの GTP の取り込みを促進し、
Ras スーパーファミリーを活性化する。一方、不活性化に働く分子として、Ras
スーパーファミリーの内在性の GTPase 活性を上昇させる GAP
（GTPase-activating protein）、GDP結合型から GTP結合型への交換反応を抑制す
る GDI（guanine nucleotide dissociation inhibitor）がある。このような活性制御因
子により Ras スーパーファミリーの機能は細胞内で時間的・空間的に厳密に制
御されている（Fig 1-2）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1-2  Rasスーパーファミリーの機能調節機構  
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 Rasスーパーファミリーは構造および機能面から主に Ras、Rho、Ran、Rab、
Arfの 5種のファミリーに大別される。各ファミリーの代表的な機能として、Ras
ファミリーは細胞増殖の制御（Feramisco et al., 1984）、Rhoファミリーは細胞骨
格の制御（Hall, 1998）、Ranファミリーは核-細胞質間輸送の制御（Moore et al., 
1994）、Rabおよび Arfファミリーは小胞輸送の制御（D’Souza-Schorey et al., 1995; 
Stenmark and Olkkonen, 2001）があげられる。このうち、Rasファミリーにはさ
らに classical Ras（p21 Ras）、R-Ras、Rap、Ralなどのサブファミリーが存在する
ことが知られている（Reuther and Der, 2000）。Rasファミリーは classical Rasに
属する H-Ras、K-Ras、N-Ras の３分子について最も研究が進んでおり、その下
流には複数のシグナル経路が存在することがわかっている（Kinbara et al., 2003; 
Schubbert et al., 2007）（Fig 1-3）。一つはMAPK（mitogen-activated protein kinase）
経路であり、Ras は Raf と結合して活性化し、MEK、ERK を順次活性化するこ
とで細胞の増殖や分化などを制御している。二つ目は PI3K（phosphatidylinositol 
3-kinase）経路であり、Rasは PI3Kを活性化することで AKTなどの下流分子を
活性化し、細胞の生存や極性形成などを制御している（Suire et al., 2002; Arimura 
 

 
Fig 1-3  Rasファミリーの下流シグナル経路  

Rasファミリーが制御する下流シグナル経路および細胞機能の例を示す。 
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and Kaibuchi, 2007）。三つ目は RalGDS/Ral経路であり、Rasは RalGDSを介して
Ralを活性化し、細胞膜の輸送などを制御している（Hofer et al., 1994; Goi et al., 
1999）。その他に、Rac1 を介した細胞骨格の制御や、NORE1 を介したアポトー
シスの制御などのシグナル経路および機能が知られている（Khokhlatchev et al., 
2002; Yamauchi et al., 2005）。 
 

	
 神経細胞の形態制御における Rasスーパーファミリーの機能については、Rho
ファミリー、特に Rac1、Cdc42、RhoAに関して最も研究が進んでいる。神経突
起において、Rac1と Cdc42はアクチンの重合を促進して突起伸長を促し、RhoA
はストレスファイバーの形成を介して突起退縮を引き起こすことが知られてい

る（Dickson, 2001）。また、Ras ファミリーについても神経突起の制御に関与す
ることがわかっているが（Hall and Lalli, 2010）、中でも近年 R-Rasサブファミリ
ーの分子が重要な役割を担っていることが明らかとなってきた。 
	
 R-Rasサブファミリーは比較的高い相同性を持つ R-Ras、TC21（R-Ras2）、M-Ras
（R-Ras3）の 3分子で構成され、classical Rasとは異なるグループを形成してい
る（Matsumoto et al., 1997）（Fig 1-4）。R-Rasサブファミリーの分子は高い相同
性を持つにも関わらず、異なる機能を持つ。例えば、R-Rasは PI3Kシグナル経
路を活性化するが ERKシグナル経路を活性化する機能はなく、integrinの活性化、
細胞運動、血管新生などを制御していることがわかっている（Zhang et al., 1996; 
Keely et al., 1999; Komatsu and Ruoslahti, 2005）。一方で、M-Rasは B-Rafの活性
化を介して ERK シグナル経路を活性化し、PC12 細胞の神経突起伸長を促進す
ることがわかっている（Kimmelman et al., 2002）。神経細胞においては、R-Ras
は軸索の形態制御に関与しているのに対し、M-Ras は樹状突起の形態制御に関
与していることが明らかとなっている（Ivins et al., 2000; Saito et al., 2009; Tasaka 
et al., 2012）。 
 

	
 R-Ras は軸索の決定および軸索の成長が起こるステージ２とステージ３の間
で強く活性化され、後に軸索となる１本の神経突起に集積し、PI3Kシグナル経
路を介して軸索の決定を制御していることがわかっている（Oinuma et al., 2007）。
また、反発性軸索ガイダンス因子 semaphorin-4Dは、その受容体である plexin-B1
を介して R-Ras を不活性化し、軸索先端の成長円錐を崩壊させ、軸索の退縮を
引き起こすことが明らかとなっている（Oinuma et al., 2004a）。その後、他の plexin 
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Fig 1-4  Rasファミリーの樹形図  

R-Rasサブファミリーは R-Ras、TC21（R-Ras2）、および M-Ras（R-Ras3）で構成される。 

 

ファミリー分子においても R-Ras GAP 活性が証明され、R-Ras を介するシグナ
ル伝達が plexin ファミリーにおいて普遍的なものであることが明らかとなって
いる（Toyofuku et al., 2005; Uesugi et al., 2009）。また、大脳皮質神経細胞におい
て semaphorin-3Aは軸索の分枝形成を抑制することがわかっており、R-Rasが軸
索の決定および伸長だけでなく、分枝化も制御している可能性が示唆されてい

る（Dent et al., 2004）。このように軸索の形態制御において R-Rasが重要な役割
を担っていることが明らかとなってきたが、R-Rasによる軸索形態制御の分子メ
カニズムはごく一部しか解明されていない（Fig 1-5）。特に、直接のエフェクタ
ー分子に関しては、非神経細胞においてはPI3K以外に近年RLIP76および filamin 
Aが同定されたが（Goldfinger et al., 2006; Gawecka et al., 2010）、神経細胞におい
ては今のところ PI3K以外明らかとなっていない。また、軸索の形態制御には細
胞骨格の再構築が重要であることがわかっているが、微小管骨格制御に関して
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は R-Ras は PI3K シグナル経路を介して CRMP-2（colapsin response mediator 
protein-2）を活性化し、微小管骨格を制御していることがわかっている一方で（Ito 
et al., 2006）、R-Rasとアクチン骨格制御との関係はよくわかっていない。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1-5  R-Rasによる軸索形態制御機構のモデル図  

軸索において、R-Rasは何らかの細胞外刺激因子および GEFにより活性化され、PI3Kおよ

び未知のエフェクター分子を介して軸索の伸長、分枝形成などを制御していると考えられ

ている。 

 

	
 Afadin（AF-6、canoe、またはMLLT4）は RA（Ras-association）ドメイン、PDZ
（PSD-95/Dlg/ZO-1）ドメインなど、多数のドメイン構造を持つアダプタータン
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パク質である（Takai et al., 2008）（Fig 1-6）。Afadinは細胞-細胞間接着部位にお
いて F-actin（filamentous-actin）と結合する分子として同定された（Mandai et al., 
1997）。上皮細胞において、afadinは細胞接着分子である nectinと結合し、nectin
とアクチン骨格のリンカーとして働くことで、細胞-細胞間接着の形成に関与し
ていることがわかっている（Takahashi et al., 1999; Kurita et al., 2011）。Nectin以
外にも、afadin は細胞-細胞間接着の形成および安定化に働く様々な分子と結合
することが知られている（Tachibana et al., 2000; Pokutta et al., 2002; Asada et al., 
2003）。最近の研究により、afadin は線維芽細胞および乳がん細胞において細胞
運動を制御していることもわかっている（Miyata et al., 2009; Fournier et al., 2011）。
神経細胞では、afadin は樹状突起スパインの形態を制御していることが in vitro
および in vivoの実験系で明らかとなっている（Xie et al., 2005; Beaudoin et al., 
2012）。Afadinは樹状突起だけでなく軸索にも局在していることがわかっている
が（Lim et al., 2008）、軸索の形態制御における機能はわかっていない。Afadin
はアミノ末端領域に 2つの RAドメインを持つ。RAドメインは Raf-1や PI3K 
 

 
Fig 1-6  Afadinの構造、結合分子、および機能  

Afadinのドメイン構造と結合分子、および制御する細胞機能の例を示す（DIL; dilute domain, 

FBD; F-actin-binding domain, FHA; forkhead-associated domain, PR; proline-rich region, RA; 

Ras-association domain）。図中の数字はアミノ酸配列を示す。 
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などの多くの Rasエフェクター分子に見られ、Rasファミリーが afadinの上流制
御分子として機能することも示唆されている（Rodriguez-Viciana et al., 2004）。実
際、Rasファミリーに属する Rap1は afadinに結合し、その機能を制御すること
で細胞運動におけるリーディングエッジの形成や樹状突起スパインの可塑性、

神経上皮細胞の頂底軸極性形成を制御していることがわかっている（Xie et al., 
2005; Miyata et al., 2009; Carmena et al., 2011）。しかしながら、軸索の形態制御に
おける Rasファミリーと afadinの関係はよくわかっていない。 
 

	
 本研究では、大脳皮質および海馬神経細胞において afadin は R-Ras のエフェ
クター分子として機能し、R-Rasの下流で軸索の分枝形成を制御していることを
明らかにした。 
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第２章	
 結果  
 

活性型 R-Rasは afadinの RAドメインと結合する  
	
 本研究では、まず神経細胞における R-Ras のエフェクター候補分子を探索す
るため、ラット cDNA ライブラリーを用いて、酵母ツーハイブリッド法による
R-Ras結合分子のスクリーニングを行った。その結果、いくつかの陽性クローン
が得られ、その中に、２つの RA ドメインを持つアダプタータンパク質である
afadinのアミノ末端領域を発現するクローンを見出した（Fig 2-1 A）。そこで、
R-Rasが全長の afadinと結合するのか、結合するならばそれは R-Rasの活性状態
に依存するのか調べるため、HEK293T細胞に GFP（green fluorescent protein）タ
グを付加した afadin FL（full length）を発現させ、GDP-βSあるいは GTP-γSを結
合させた GST（glutathione S-transferase）融合 R-Rasを用いてプルダウンアッセ
イを行った。その結果、GTP-γSを結合させた活性型 R-Rasは afadinとの結合が
見られたが、GDP-βSを結合させた不活性型 R-Rasでは afadinとの結合は見られ
なかった（Fig 2-1 B）。このことから、R-Rasは活性型特異的に afadinと結合す
ることがわかった。 
	
 次に、細胞内で活性型 R-Ras と afadin が結合するのか調べるため、免疫沈降
実験を行った。HEK293T細胞に Mycタグを付加した R-Ras QL（常時活性型変
異体）と GFPタグを付加した afadin FLを発現させ、anti-Myc抗体を用いて免疫
沈降を行った。その結果、afadinは R-Ras QLと共沈降されることがわかった（Fig 
2-1 C）。このことから、ほ乳類細胞の細胞内においても活性型 R-Rasは afadinと
結合することがわかった。 
	
 続いて、afadinの R-Ras結合領域を明らかにするため、HEK293T細胞に GFP
タグを付加した afadin FLあるいは afadin ΔRA（アミノ末端領域の２つの RAド
メインを欠失した変異体）（Fig 2-1 A）を発現させ、GTP-γSを結合させた GST
融合 R-Ras を用いてプルダウンアッセイを行った。その結果、活性型 R-Ras は
afadin FLとは結合したが、afadin ΔRAとは結合しなかった（Fig 2-1 D）。このこ
とから、R-Rasは RAドメインを介して afadinと結合することがわかった。以上
の結果から、R-Rasは活性型特異的に、RAドメインを介して afadinと結合する
ことがわかった。 
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Fig 2-1  活性型 R-Rasは afadinの RAドメインと結合する  

（A）今回の実験で用いた afadinのコンストラクトの模式図を示す（DIL; dilute domain, FBD; 

F-actin-binding domain, FHA; forkhead-associated domain, PR; proline-rich region, RA; 

Ras-association domain）。図中の数字はアミノ酸配列を示す。（B）GFPタグを付加した afadin 

FLを発現させた HEK293T細胞のライセートと GST、および GDP-βSあるいは GTP-γSを結

合させた GST融合 R-Rasを用いてプルダウンアッセイを行った。（C）GFPタグを付加した

afadin FL と Myc タグを付加した R-Ras QL を発現させた HEK293T 細胞のライセートと

anti-Myc抗体を用いて免疫沈降を行った。（D）GFPタグを付加した afadin FLあるいは afadin 

ΔRA を発現させた HEK293T 細胞のライセートと GST、および GTP-γS を結合させた GST

融合 R-Rasを用いてプルダウンアッセイを行った。 
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軸索成長期の大脳皮質神経細胞において、R-Rasは afadinと結合する  
	
 成長初期の神経細胞において、R-Rasは軸索に局在し、軸索の成長を制御して
いることが明らかとなっている（Oinuma et al., 2007）。そこで、R-Rasによる軸
索の成長制御に afadin が関与しているのか検討するために、まず afadin が成長
初期の神経細胞に発現しているのか調べた。ラットの大脳皮質および海馬の初

代培養神経細胞を用いて、イムノブロット法により afadin の発現量を解析した
結果、afadinは軸索成長期である 0-3 DIV（days in vitro）において比較的強く発
現しており、樹状突起の成長が盛んに起こる 4 DIV 以降は発現が減少すること
がわかった（Fig 2-2 A）。この結果から、afadinが軸索の成長制御に関与してい
ることが示唆された。 
	
 次に、軸索成長の経時的変化をより詳しく調べるため、3 DIV（成長初期）と
6 DIV（成長中期）の大脳皮質神経細胞の軸索の形態を比較した。その結果、0-3 
DIVの神経細胞は軸索の伸長よりも分枝形成が活性化されている一方、3-6 DIV
の神経細胞は軸索の伸長の方が活性化されていることがわかった（Fig 2-2 B, C）。
以上の結果から、afadinの発現時期は軸索の分枝形成が活発に行われている時期
と重なっていることがわかった。 
	
 続いて、成長初期の神経細胞において内在性の R-Ras と afadin が結合してい
るのか調べるため、免疫沈降実験を行った。2 DIVの大脳皮質神経細胞を用いて
anti-R-Ras抗血清による免疫沈降を行った結果、afadinが R-Rasと共沈降される
ことがわかった（Fig 2-2 D）。以上の結果から、R-Rasは軸索成長期の神経細胞
において afadinと結合し、軸索の分枝形成を制御している可能性が示唆された。 
 

Afadinのノックダウンにより、軸索の分枝形成が抑制される  
	
 次に、軸索の成長制御における afadinの機能を調べるため、shRNA（short hairpin 
RNA）発現ベクターを用いたノックダウン実験を行った。まず、２つの異なる
領域を標的とする shRNAを作製し、大脳皮質神経細胞を用いて効果を確認した
（Fig 2-3 A）。続いて、大脳皮質神経細胞に YFP（yellow fluorescent protein）と
これらの shRNAを培養開始前にトランスフェクションし、3 DIVに固定して軸
索の形態を解析した（Fig 2-3 B）。その結果、shRNAによる afadinのノックダウ
ンにより、軸索の長さは変化しないが、軸索分枝が減少することがわかった（Fig 
2-3 C, D）。以上の結果から、afadinは軸索の伸長ではなく分枝形成を制御してい
ることが示唆された。 
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Fig 2-2  軸索成長期の神経細胞において、R-Rasと afadinは結合している  

（A）大脳皮質（左）あるいは海馬（右）の初代培養神経細胞を記述した培養日数でライセ

ート化し、イムノブロット法で検出した。Afadin に関しては、分子量の大きいアイソフォ

ーム（afadin）と分子量の小さいアイソフォーム（short isoform）が検出されている。（B, C）

大脳皮質神経細胞を 3 DIVあるいは 6 DIVで固定し、軸索の総長（B）および軸索 100 µm

あたりの軸索末端数（軸索分枝形成の指標）（C）を定量した。３回の独立した実験結果の

平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。（n=45; ***p < 0.001, Student t-test） 

（D）大脳皮質神経細胞を 2 DIVにライセート化し、ラビット anti-R-Ras抗血清を用いて免

疫沈降を行った。非免疫ラビット血清およびラビット IgG をコントロールとして用いた。

アスタリスクは immunoglobulinの軽鎖を示す。 
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Fig 2-3  Afadinのノックダウンは軸索の分枝形成を抑制する  

（A）培養開始前の大脳皮質神経細胞に YFPと記述した shRNAをトランスフェクションし、

3 DIVにライセート化してイムノブロット法で検出した。（B）培養開始前の大脳皮質神経細

胞に YFPと記述した shRNAをトランスフェクションし、3 DIVに固定した。YFPの蛍光写

真を示す。スケールバーは 50 µm。（C, D）軸索の総長（C）および軸索 100 µmあたりの軸

索末端数（軸索分枝形成の指標）（D）を定量した。３回の独立した実験結果の平均値をグ

ラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。（n=60; ns, not significant; **p < 0.01, one-way 

ANOVA[analysis of variance], Dunnett T3 post hoc test） 
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Afadinによる軸索分枝形成の制御には RAドメインが必要である  
	
 Afadin が軸索の分枝形成を制御していることを確かめると共に、その制御に
RAドメインが必要かどうか検討するため、afadin FLおよび afadin ΔRAの過剰
発現による軸索の形態変化を調べた。1 DIVの大脳皮質神経細胞に、YFPとMyc
タグを付加した afadin FLあるいは afadin ΔRAをトランスフェクションし、3 DIV
に固定して軸索の形態を解析した（Fig 2-4 A）。その結果、afadin FLの過剰発現
により、軸索の長さは変化しないが、軸索分枝が増加することがわかった。一

方で、afadin ΔRA の過剰発現により、軸索の長さは変化せずに軸索分枝が減少
することがわかった（Fig 2-4 B, C）。以上の結果から、afadinによる軸索分枝形
成の制御には、アミノ末端領域の RAドメインが必要であることが示唆された。 
 

 
Fig 2-4  Afadinによる軸索分枝形成の制御には RAドメインが必要である  

（A）大脳皮質神経細胞（1 DIV）に YFPと Mycタグを付加した afadin FLあるいは afadin    
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ΔRAをトランスフェクションし、3 DIVに固定した。YFPの蛍光写真を示す。スケールバ

ーは 50 µm。（B, C）軸索の総長（B）および軸索 100 µmあたりの軸索末端数（軸索分枝形

成の指標）（C）を定量した。３回の独立した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバ

ーは標準誤差を示す。（n=60; *p < 0.05; ***p < 0.001, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc 

test） 

 
活性型 R-Rasは afadinを介して軸索の分枝形成を促進する  
	
 次に、afadin が R-Ras の下流で軸索の分枝形成を制御しているのか検討した。
大脳皮質神経細胞に YFP、Mycタグを付加した R-Ras QL、および afadin特異的
な shRNAを培養開始前にトランスフェクションし、3 DIVに固定して軸索の形
態を解析した（Fig 2-5 A）。その結果、R-Ras QLの過剰発現により軸索の長さお
よび軸索分枝が増加し、afadinのノックダウンにより R-Ras QLによる軸索分枝
の増加が抑制された。一方で、afadinのノックダウンは R-Ras QLによる軸索の
伸長には影響を与えなかった（Fig 2-5 B, C）。大脳皮質神経細胞の代わりに海馬
神経細胞を用いた実験においても同様の結果が得られた（Fig 2-5 D, E）。以上の
結果から、大脳皮質および海馬神経細胞において、afadinは R-Rasの下流で軸索
の伸長ではなく、分枝形成を制御していることが示唆された。 
 

R-Rasは afadinを細胞膜へリクルートする  
	
 以前の報告により、afadinによる線維芽細胞の運動性の制御や神経細胞の樹状
突起スパインの形態制御には、afadinの細胞内局在の制御が重要であることが明
らかとなっている（Xie et al., 2005; Miyata et al., 2009）。そこで、R-Rasが afadin
の細胞内局在を制御しているのか、免疫細胞染色法を用いて調べた。マウス神

経芽細胞腫由来の細胞株である Neuro2a細胞に GFPタグを付加した afadinのコ
ンストラクトと HA（hemagglutinin）タグを付加した R-Ras QLを発現させ、各
タンパク質の細胞内局在を蛍光顕微鏡で観察した。R-Ras QLと afadinのコンス
トラクトを独立に発現させた場合では、R-Ras QLは細胞の周辺部に局在してお
り（Fig 2-6 B）、afadin FLおよび afadin ΔRAは主に細胞質に局在していることが
わかった（Fig 2-6 C, E）。一方で、R-Ras QLと afadinのコンストラクトを共発現
させた場合では、afadin FLは細胞の周辺部へ局在が変化した（Fig 2-6 D）。この
ような変化は GFPおよび afadin ΔRAでは見られなかった（Fig 2-6 B, F）。 
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Fig 2-5  Afadinのノックダウンは活性型 R-Rasによる軸索の分枝形成を抑制する  

（A）培養開始前の大脳皮質神経細胞に YFPと記述した shRNA、および Mycタグを付加し

た R-Ras QLをトランスフェクションし、3 DIVに固定した。YFPの蛍光写真を示す。スケ

ールバーは 50 µm。（B, C）軸索の総長（B）および軸索 100 µmあたりの軸索末端数（軸索
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分枝形成の指標）（C）を定量した。（D, E）海馬神経細胞を用いて Aと同様の実験を行い、

軸索の総長（D）および軸索 100 µmあたりの軸索末端数（軸索分枝形成の指標）（E）を定

量した。３回の独立した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。

（n=60; ns, not significant; **p < 0.01; ***p < 0.001, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc test）

カラム上の数値は、R-Ras QLの過剰発現による軸索分枝形成の相対的な増加率を示す。 

 

 
Fig 2-6  活性型 R-Rasは afadin FLを細胞膜へリクルートする  

Neuro2a細胞に GFP（A）、GFPおよび HA-R-Ras QL（B）、GFP-afadin FL（C）、GFP-afadin FL

および HA-R-Ras QL（D）、GFP-afadin ΔRA（E）、GFP-afadin ΔRAおよび HA-R-Ras QL（F）

をトランスフェクションし、１日後に固定した。GFPの蛍光写真（A-F, green in merge）お

よび anti-HA抗体による免疫細胞染色写真（B, D, F, magenta in merge）を示す。スケールバ

ーは 25 µm。 
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 R-Rasによる afadinの細胞内局在の変化をさらに確かめるため、細胞分画法に
よる生化学的な解析を行った。GFP タグを付加した afadin のコンストラクトと
HAタグを付加した R-Ras QLを発現させた Neuro2a細胞を用いて細胞分画を行
い、細胞質画分と膜画分を調整し、イムノブロット法を用いて解析した。その

結果、免疫細胞染色の結果と同様に、R-Ras QLが共発現していない場合では、
afadin FLおよび afadin ΔRAは主に細胞質に局在しており、R-Ras QLを共発現さ
せると afadin FLのみ一部が膜画分へ移行することがわかった（Fig 2-7）。以上の
結果から、R-Rasは RAドメインを介して afadinと結合することで、afadinを細
胞膜にリクルートすることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 2-7  Afadinは RAドメイン依存的に活性型 R-Rasによって膜へ移行する  

（A）GFPタグを付加した afadin FLあるいは afadin ΔRAと HAタグを付加した R-Ras QL

を発現させた Neuro2a細胞を用いて細胞分画を行い、細胞質画分（C）および膜画分（M）

をイムノブロット法で解析した。Na+/K+-ATPase および ERK はそれぞれ膜画分および細胞

質画分のマーカーとして用いた。各コンストラクトの発現レベルは細胞ライセートを用い

てイムノブロット法で確認した（右）。（B）GFPタグを付加した afadinの膜画分／細胞質画

分比を定量した。３回の独立した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤

差を示す。（*p < 0.05, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc test） 
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Afadinは膜へ移行することで軸索の形態を制御する  
	
 次に、afadinの膜への移行と afadinによる軸索分枝形成の制御との関係を調べ
た。まず、強制的に afadinを膜へ局在化させるため、afadin FLおよび afadin ΔRA 
のカルボキシル末端に K-Ras の CAAX モチーフを付加した変異体（afadin 
FL-CAAXおよび afadin ΔRA-CAAX）を作製した（Fig 2-8 A）。これらのコンス
トラクトの局在を確認するため、細胞分画法による解析を行った。Myc タグを
付加した afadin のコンストラクトを発現させた Neuro2a 細胞を用いて細胞分画
を行い、イムノブロット法を用いて解析した結果、CAAX モチーフの付加によ
り afadin FL、afadin ΔRA共に膜への局在が増加することがわかった（Fig 2-8 B）。
続いて、1 DIVの大脳皮質神経細胞に YFPおよび afadinの CAAX変異体をトラ
ンスフェクションし、3 DIVに固定して軸索の形態を解析した（Fig 2-8 C）。そ
の結果、afadin FL-CAAXについては、afadin FLに比べて軸索の長さおよび軸索
分枝が増加し、afadin ΔRA-CAAX についても、軸索の長さおよび軸索分枝が
afadin FL-CAAXと同程度まで増加した（Fig 2-8 D, E）。以上の結果から、afadin
は膜へ移行することで軸索の形態を制御すること、および afadin は軸索の分枝
形成だけでなく伸長を制御する機能も潜在的に有していることが示唆された。 
 

活性型 R-Rasと afadinは協調的に神経突起の成長を促進する  
	
 Neuro2a細胞は dbcAMP（dibutyryl cAMP）やレチノイン酸などの刺激により
分化し、神経突起を伸長させることが知られており（Prasad and Hsie, 1971; Shea 
et al., 1985）、この分化した Neuro2a細胞は神経細胞のモデルとして、神経突起の
成長制御の解析に用いられている。この分化した Neuro2a細胞を用いて、afadin
がR-Ras依存的に神経突起の成長を引き起こすのか調べた。Neuro2a細胞にYFP、
Mycタグを付加した afadinのコンストラクト、および HAタグを付加した R-Ras 
QLを発現させた後、dbcAMPで分化を誘導し、刺激開始から２日後に固定して
各細胞の最も長い神経突起について形態の解析を行った（Fig 2-9 A）。その結果、
afadin FLについては、変化は小さいものの過剰発現により神経突起の長さと分
枝が増加し、その効果は R-Ras QLの共発現により大きく増大することがわかっ
た。一方で、afadin ΔRA については、過剰発現により神経突起の長さが少し増
加するものの、R-Ras QLの共発現による変化は見られなかった（Fig 2-9 B, C）。
これらの結果から、R-Rasと afadinは協調的に神経突起の形態を制御することが
示唆された。 
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Fig 2-8  Afadinは膜へ移行することで軸索の形態を制御する  
（A）今回の実験で用いた afadin のコンストラクトの模式図を示す。（B）Myc タグを付加

した afadinのコンストラクトを発現させた Neuro2a細胞を用いて細胞分画を行い、細胞質画

分（C）および膜画分（M）をイムノブロット法で解析した。Na+/K+-ATPaseおよび ERKは
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それぞれ膜画分および細胞質画分のマーカーとして用いた。（C）大脳皮質神経細胞（1 DIV）

に YFPと Mycタグを付加した afadinのコンストラクトをトランスフェクションし、3 DIV

に固定した。YFPの蛍光写真を示す。スケールバーは 50 µm。（D, E）軸索の総長（D）お

よび軸索 100 µmあたりの軸索末端数（軸索分枝形成の指標）（E）を定量した。３回の独立

した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。（n=40; ns, not 

significant; **p < 0.01; ***p < 0.001, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc test） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2-9  活性型 R-Rasと afadinは協調的に神経突起の成長を促進する  

（A）Neuro2a細胞に YFPと Mycタグを付加した afadinのコンストラクト（上段）、あるい

はYFPとMycタグを付加した afadinのコンストラクト、およびHAタグを付加したR-Ras QL

（下段）をトランスフェクションし、1 mM dbcAMPで 48時間刺激して分化させた後に固

定した。YFPの蛍光写真を示す。スケールバーは 50 µm。（B, C）細胞の持つ最も長い神経

突起の総長（B）および 100 µmあたりの神経突起末端数（分枝形成の指標）（C）を定量し

た。３回の独立した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。（n=60; 

*p < 0.05; ***p < 0.001, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc test） 
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Afadinはアクチン骨格依存的に軸索の分枝形成を引き起こす  
	
 次に、afadinによる軸索分枝形成制御の分子メカニズムを調べた。Afadinは多
数のドメインを持つアダプタータンパク質であり、そのカルボキシル末端領域

で F-actinと直接結合することが明らかとなっている（Mandai et al., 1997）。そこ
で、afadin による軸索分枝形成の制御とアクチン骨格との関係を調べるため、2 
DIV の大脳皮質神経細胞を用いて、ファロイジン染色および免疫細胞染色法に
より神経細胞における F-actinと内在性 afadinの局在を調べた。その結果、afadin
は軸索の先端や分枝形成部位の成長円錐に集積しており、その成長円錐におい

て F-actinと共局在していることがわかった（Fig 2-10）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2-10  Afadinは軸索の先端や分枝形成部位の成長円錐に集積しており、その成長

円錐において F-actinと共局在している  

（A, B）大脳皮質神経細胞（2 DIV）の内在性 afadinの細胞内局在を共焦点顕微鏡で観察し

た。神経細胞は anti-afadin抗体（green in merge）と phalloidin（magenta in merge）で共染色

した。矢印は成長円錐を示す。（B）成長円錐の高倍率画像を示す。スケールバーはそれぞ

れ 20 µm（A）および 10 µm（B）。 
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 この結果から、afadin による軸索分枝形成の制御に F-actin が関与している可
能性が示唆された。そこで、カルボキシル末端領域にある F-actin結合ドメイン
が afadin による軸索分枝形成の制御に必要なのか調べるため、F-actin 結合ドメ
インを欠失した変異体である afadin ΔC（Fig 2-11 A）を作製し（Mandai et al., 1997）、
神経細胞に発現させて形態を観察した。1 DIV の大脳皮質神経細胞に YFP と
afadin FLあるいは afadin ΔCをトランスフェクションし、3 DIVに固定して軸索
の形態を解析した（Fig 2-11 B）。その結果、afadin FLの過剰発現による軸索分
枝の増加が afadin ΔCでは見られないことがわかった（Fig 2-11 C, D）。 
	
 続いて、afadinによる軸索分枝形成の制御にアクチン骨格が必要なのかさらな
る検討を行った。以前の報告により、大脳皮質神経細胞をアクチンフィラメン

トの重合の阻害剤で処理すると、軸索の長さを減少させることなく、分枝形成

を選択的に抑制できることが明らかとなっている（Dent and Kalil, 2001）。そこで、
アクチン重合の阻害剤で処理することで afadin による軸索分枝形成が変化する
のか調べた。YFPとMycタグを付加した afadin FLを発現させた大脳皮質神経細
胞をアクチン重合阻害剤である cytochalasin Bあるいは latrunculin Aで処理した
結果、軸索の伸長には変化が起こらない一方で、afadin FLの過剰発現による軸
索分枝の増加が抑制された（Fig 2-11 E, F）。以上の結果より、afadinは F-actin
結合ドメインでアクチン骨格と結合し、アクチン骨格の動的変化に依存するメ

カニズムを介して軸索の分枝形成を制御していることが示唆された。 

Fig 2-11  Afadinはアクチン骨格依存的に軸索の分枝形成を引き起こす  
（A）今回の実験で用いた afadinのコンストラクトの模式図を示す。（B）大脳皮質神経細胞

（1 DIV）に YFPと Mycタグを付加した afadinのコンストラクトをトランスフェクション

し、3 DIVに固定した。YFPの蛍光写真を示す。スケールバーは 50 µm。（C, D）軸索の総

長（C）および軸索 100 µm あたりの軸索末端数（軸索分枝形成の指標）（D）を定量した。

３回の独立した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。（n=45; *p 

< 0.05; ***p < 0.001, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc test）（E, F）大脳皮質神経細胞に

YFPと Mycタグを付加した afadin FLをトランスフェクションし、cytochalasin B（Cyto B; 1 

µM）あるいは latrunculin A（Lat A; 0.25 µM）あるいは DMSO（dimethyl sulfoxide、溶媒コ

ントロール）で処理した後、3 DIVに固定した。阻害剤は固定前に 3時間作用させた。軸索

の総長（C）および軸索 100 µmあたりの軸索末端数（軸索分枝形成の指標）（D）を定量し

た。３回の独立した実験結果の平均値をグラフに示す。エラーバーは標準誤差を示す。（n=33; 

ns, not significant; *p < 0.05; ***p < 0.001, one-way ANOVA, Dunnett T3 post hoc test） 
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第３章	
 考察  
 

	
 神経軸索のガイダンスや伸長、分枝形成は細胞外の因子や神経細胞に備わる

シグナル伝達機構により厳密に制御されており、軸索の形態変化には微小管や

アクチン骨格などの細胞骨格の再構築が必要である（O’Donnell et al., 2009; 
Bilimoria and Bonni, 2013）。軸索の形態制御に関して、近年 Rasファミリー低分
子量 Gタンパク質の一つである R-Rasが軸索の決定や成長を制御していること
が明らかとなった（Oinuma et al., 2007）。活性型 R-Rasは PI3Kシグナル経路の
活性化を介して微小管重合の活性化分子である CRMP-2 を活性化し、微小管の
再構築を促すことで軸索の形態を制御していることがわかっている（Ito et al., 
2006）。一方で、R-Ras とアクチン骨格制御との関係は明らかになっていなかっ
た。本研究により申請者は、アクチン骨格に結合するアダプタータンパク質で

ある afadin が R-Ras のエフェクター分子として機能し、軸索の分枝形成を制御
していることを明らかにした。 
 

	
 初代培養神経細胞において、活性型 R-Ras の過剰発現により軸索の伸長およ
び分枝形成が促進され、同時に afadin のノックダウンを行うことにより R-Ras
による軸索の伸長は変化せずに分枝形成の促進が抑制された。加えて、afadinの
過剰発現は軸索の分枝形成を促進したが、軸索の伸長には影響がなかった。こ

れらの結果から、afadinは R-Rasの下流で軸索の伸長よりも分枝形成を主に制御
しており、R-Rasによる軸索の伸長は別のメカニズムによって制御されていると
考えられる。軸索の伸長と分枝形成は協調的ではあるが独立した成長プロセス

であり、両者に共通の制御システムと一方に選択的に関わる制御システムが存

在することが明らかになっている。R-Rasは軸索の決定、伸長といった多くの成
長ステップにおいて重要な役割を担う分子であることがわかっている（Ivins et 
al., 2000; Oinuma et al., 2007）。本研究において、afadinは活性型 R-Rasに特異的
に結合し、R-Rasのエフェクター分子として軸索の分枝形成を制御することを明
らかにした。PI3Kなどの様々なR-Rasのエフェクター分子の中で、afadinはR-Ras
による軸索分枝形成の制御に関与するグループに属するものであると考えられ

る。一方で、大脳皮質神経細胞に afadin の膜移行型変異体を過剰発現すると軸
索の分枝形成だけでなく伸長も促進された。また、Neuro2aを用いたモデル系に
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おいて、活性型 R-Ras と afadin を共発現させると神経突起の分枝形成、伸長共
に増加した。これらの結果から、R-Ras/afadinシグナル経路は神経突起の伸長を
制御する機能も潜在的に有しているが、軸索の伸長においてはその寄与は小さ

いと考えられる。一方で、樹状突起においては、afadinのノックダウンによって
樹状突起の長さが減少することが最近の研究で明らかとなり、afadinが樹状突起
の伸長を制御していることが示唆されている（Srivastava et al., 2012）。R-Rasは
軸索に選択的に局在することから、樹状突起においては M-Rasなど他の Rasフ
ァミリーが afadin の機能を制御することで樹状突起の伸長を制御している可能
性が考えられる。 
 

	
 活性型 R-Ras による軸索分枝の増加は afadin のノックダウンによって抑制さ
れるが、完全には抑制されず、その効果は部分的であった。これは shRNAによ
る afadinの発現の抑制が部分的であることが原因である可能性が考えられるが、
もう一つの可能性として、R-Ras/afadinシグナル経路以外に R-Rasの下流で軸索
の分枝形成を制御しているメカニズムが存在していることも考えられる。実際

に、R-Ras の活性化により PI3K/AKT シグナル経路を介して GSK-3β（glycogen 
synthase kinase-3β）の９番目のセリン残基がリン酸化されて不活性化されること
がわかっており（Oinuma et al., 2007）、PI3K/AKTシグナル経路の活性化および
GSK-3βの不活性化は軸索分枝形成の制御に関与していることが示唆されている
（Yoshimura et al., 2005; Drinjakovic et al., 2010）。R-Rasは afadinを介する経路お
よび PI3K シグナル経路を含む複数のシグナル経路を協調的に働かせることで、
軸索の分枝形成を制御していると考えられる。 
 

	
 これまでの報告により、様々な細胞外因子や神経細胞の活動性が軸索の形態

変化に影響を与えることがわかっている（Dent and Kalil, 2001; Yamada et al., 
2010; Bilimoria and Bonni, 2013）。そういった細胞外因子の中で、netrin-1および
fibroblast growth factor-2は軸索の分枝形成を促進し、反発性軸索ガイダンス因子
の semaphorin-3Aは逆に分枝形成を抑制すること、およびこれら３つの因子は軸
索の伸長には影響しないことが大脳皮質神経細胞を用いた研究によって明らか

になっている（Dent et al., 2004）。また、反発性軸索ガイダンス因子の ephrinも
軸索の分枝形成に関与していることがわかっている（Bilimoria and Bonni, 2013）。
Semaphorin の受容体である plexin は R-Ras を直接不活性化することが明らかと
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なっている（Oinuma et al., 2004a, 2004b; Toyofuku et al., 2005; Uesugi et al., 2009）。
さらに、ephrin は Eph 受容体を介して R-Ras を不活性化することで軸索の退縮
を引き起こすことも報告されている（Dail et al., 2006）。また、神経細胞におい
て、netrin-1は adenosine A2b受容体を介して細胞内での cAMP濃度を上昇させ
ることがわかっており（Corset et al., 2000）、非神経系の培養細胞において、cAMP
濃度の上昇は EPAC の活性化を介して R-Ras の活性上昇を引き起こすことがわ
かっている（López De Jesús et al., 2006）。これらの報告から、R-Ras/afadinシグ
ナル経路は軸索分枝形成を制御する細胞外因子の下流シグナル経路として機能

している可能性が考えられる。 
 

	
 細胞の接着には細胞-基質間接着および細胞-細胞間接着の２つのタイプが存
在し、どちらも細胞の形態制御に関与していることが知られている。細胞-基質
間接着は細胞表面に存在する integrinが fibronectinなどの細胞外基質と結合する
ことによって形成されており、integrin が細胞外基質と強く結合するためには
integrinが活性化され、かつ細胞内においてアクチン骨格と結合することが必要
である（Liddington and Ginsberg, 2002）。細胞外基質タンパク質は軸索の分枝形
成の制御に関与していることが報告されている（Féréol et al., 2011）。また、培養
細胞を用いた研究によって、R-Rasはβ1 integrinを活性化することで細胞-基質間
接着を強めることがわかっている（Zhang et al., 1996）。さらに、視神経細胞にお
いて、R-Rasは integrinを介する神経突起の伸長および細胞外基質への接着を促
進することも明らかとなっている（Ivins et al., 2000）。Afadinは細胞-基質間接着
への関与はよくわかっていないが、細胞膜に存在する nectin と結合することで
細胞-細胞間接着の制御に関与していることがわかっている（Takai et al., 2008）。
また、最近の研究により、軸索の伸長および分枝形成には細胞外基質に対して

軸索が強く接着することが必要であり、この接着力は細胞内のアクチン骨格に

よる牽引力によって調節されていることが示唆されている（Féréol et al., 2011）。
これらの報告から、R-Ras/afadin シグナル経路は軸索において integrin とアクチ
ン骨格とを繋ぐシグナル経路として働き、細胞-基質間接着を調節することで軸
索の形態を制御している可能性が考えられる。 
 

	
 本研究において、R-Ras による afadin の機能制御メカニズムの解析も行った。
Afdinは足場タンパク質として働く分子であり、その機能発現には膜への移行が
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重要であることがわかっている。以前の報告で、方向性を持った細胞運動や樹

状突起スパインの形態制御に、低分子量 Gタンパク質 Rap1による afadinの膜へ
の移行が関与していることが明らかとなっている（Xie et al., 2005; Miyata et al., 
2009）。本研究では、活性型 R-Rasは afadinの RAドメインに結合して afadinを
細胞膜へリクルートすること、およびこの膜への移行が Neuro2a 細胞の神経突
起の伸長ならびに分枝形成に関係していることを示唆する結果を得た。また、

大脳皮質神経細胞において、膜移行型 afadinを過剰発現することで軸索の伸長、
分枝形成が促進されることを明らかにした。Afadin はカルボキル末端領域で
F-actinと結合することがわかっており（Mandai et al., 1997）、また、軸索の分枝
形成部位において F-actinの集積が微小管の突起への侵入に先立って起こること
も報告されている（Kalil et al., 2000）。培養系において、大脳皮質神経細胞の軸
索分枝形成は成長円錐の形態変化を通じて起こることがわかっている（Szebenyi 
et al., 1998）。Szebenyiらは初代培養の大脳皮質神経細胞を用いて、高分解能のタ
イムラプスイメージングを行い、軸索の成長円錐は伸長と停止を繰り返してお

り、成長円錐が停止した部位から後に分枝が形成されることを見出した。また、

彼らは成長円錐が停止した部位の軸索のシャフトに成長円錐の残滓としてフィ

ロポディアあるいはラメリポディアが残り、これらが残る部位から分枝形成が

起こることも示した。本研究では、afadinは軸索の先端および分枝形成部位の成
長円錐に集積しており、その成長円錐において F-actinと共局在していることを
明らかにした。さらに、afadinによる軸索分枝形成の制御にはカルボキシル末端
領域の F-actin結合ドメインが必要であること、およびアクチン重合の阻害剤で
処理することによって afadin FLの過剰発現による軸索分枝形成の促進が抑制さ
れることを示した。以上の結果および報告から、F-actin と結合した afadin が活
性型 R-Ras によって膜へ運ばれ、膜近傍においてアクチン骨格の再構築を促す
ことで軸索の分枝形成を制御していることが示唆される（Fig 3）。しかしながら、
afadinは F-actinと結合するが、afadin自体には F-actinを架橋し、束構造や編目
構造を形成する機能はなく、アクチン重合にも影響を与えないことが明らかと

なっている（Mandai et al., 1997）。したがって、afadinは分枝形成が起こる場所
に F-actin を集める働きをしており、他の分子によってアクチン重合あるいは
F-actin のクロスリンクが引き起こされて軸索の分枝形成が起こると考えられる。
また、afadin は F-actin 以外にも Src キナーゼやα-catenin などの細胞骨格の制御
分子を含む多数の分子と結合することが知られている（Tachibana et al., 2000; 
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Pokutta et al., 2002; Radziwill et al., 2007）。したがって、R-Rasと afadinの結合に
より、F-actin だけでなく、細胞骨格の制御に働く様々な afadin 結合分子が膜へ
運ばれることも軸索分枝形成に関与している可能性がある。R-Ras/afadinの上流
および下流で軸索分枝形成の制御に働く分子メカニズムを明らかにするために

は、更なる研究が必要である。 

 

 
Fig 3  R-Ras/afadinシグナル経路による軸索分枝形成制御のモデル図  

活性化された R-Rasは afadinおよび F-actinを細胞膜へ運び、運ばれた F-actinが何らかの分

子によって重合あるいは架橋されることでアクチン骨格の再構築が起こり、軸索の分枝形

成が引き起こされると考えられる。 
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 複雑な神経ネットワークを正確に構築するためには、軸索が正しく枝分かれ

し、複数の標的細胞とシナプス接続を形成することが必要である。網膜神経節

細胞や大脳皮質神経細胞において、軸索分枝形成の場所および時期が厳密に制

御されていることがわかっている（Gilbert, 1983; Callaway, 1998; Yates et al., 
2001）。また、神経ネットワークが構築された後にも外部環境からの刺激や神経
活動により軸索分枝の再構築が起こることが知られている（Hall et al., 2000; Hua 
et al., 2005）。さらに、海馬歯状回および嗅球の神経細胞の軸索分枝形成異常が、
側頭葉性てんかんおよびカルマン症候群の発症にそれぞれ関与していることが

示唆されている（Soussi-Yanicostas et al., 2002; Koyama and Ikegaya, 2005）。これ
らのことから、軸索分枝形成の分子メカニズムを理解することは重要な課題で

あり、本研究はこの課題の解決に貢献するものであると考える。 
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第４章	
 結論  
 

本研究により得られた知見をまとめると以下の通りである。 
 

・	
 軸索成長期の神経細胞において、活性型 R-Rasは afadinと結合する。 
 

・	
 活性型 R-Rasは afadinを細胞膜へリクルートする。 
 

・	
 R-Rasは afadinを介して軸索の分枝形成を制御する。 
 

・	
 Afadinによる軸索分枝形成の制御には、アクチン骨格との結合およびアクチ
ン骨格の再構築が必要である。 

 

本研究により R-Ras による軸索形態制御の新しい分子メカニズムが明らかにな
った。 
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実験方法  
 

プラスミドの構築  
	
 GST融合ヒト R-Rasおよび HAタグを付加した R-Ras QL（Q87L）は以前の報
告の通り構築された（Oinuma et al., 2004a）。Mycタグを付加した R-Ras QLは
pcDNA3（Invitrogen）に組み込んだ。GFP タグを付加したラット afadin FL
（1-1829aa [amino acid]）およびΔRA（351-1829aa）は神戸大学の高井義美博士に
提供していただいた。F-actin結合ドメインを欠失した afadin ΔC（1-1673aa）は
PCR法を用いて作製した。CAAXモチーフは afadin FLおよびΔRAの C末端に、
以前の報告の通りに付加した（Kato et al., 2002）。Mycタグを付加した afadinの
コンストラクトは pCXN2に組み込んだ。YFPを組み込んだ pCAGベクターは大
阪大学の宮崎純一博士および千葉大学の斎藤哲一郎博士より提供していただい

た。酵母ツーハイブリッド法によるスクリーニングのため、マウス TC21および
TC21 GV（G23V、常時活性型変異体）を PCR 法を用いて作製した。その後、
CAAXモチーフを欠失した R-Ras QL ΔCおよび TC21 GV ΔCを PCR法を用いて
作製し、pGBKT7（Clontech）に組み込んだ。ラット afadinを標的とする shRNA
は pSilencer2.1（Ambion）に組み込んだ。標的配列は以下の通りである。Afadin 
shRNA#A（塩基配列 308-326、 5’-GATTGGACATTGATGAGAA-3’）、 afadin 
shRNA#B（塩基配列 2862-2880、5’-CATTCCAAATGGTTTACAA-3’）。ラット
R-Rasを標的とし、R-Rasのノックダウン効果がなく、軸索の形態にも影響を与
え な い こ と が わ か っ て い る R-Ras shRNA （ 塩 基 配 列 426-444 、
5’-CAAGGCAGATCTGGAGACA-3’）を control shRNAとして用いた（Oinuma et al., 
2007）。 
 

抗体と試薬  
	
 本研究で使用した抗体は以下のとおりである。マウスモノクローナル 
anti-Myc抗体（9E10）、anti-GFP抗体 (B-2)、anti-afadin抗体（clone-35）、ラビッ
トポリクローナルanti-HA抗体（Y-11）をSanta Cruz Biotechnologyより購入した。
ラビットポリクローナル anti-ERK抗体をCell Signaling Technologyより購入した。
ラットモノクローナル anti-HA抗体（3F10）を Roche Applied Scienceより購入し
た。マウスモノクローナル anti-Na+/K+-ATPase	
 α	
 subunit抗体、ラビットポリ
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クローナル anti-GST抗体（Ab-1）をMilliporeより購入した。マウスモノクロー
ナル anti-β-actin抗体を Sigma Aldrichより購入した。ラビット anti-R-Ras抗血清
を BD Biosciencesより購入した。HRP（horseradish peroxidase）標識二次抗体は
DakoCytomation より購入した。Clean-Blot IP Detection Reagent は ThermoFisher 
Scientificより購入した。Alexa Fluor 488標識 anti-GFP抗体と Alexa Fluor 488、594
および 647 標識二次抗体は Invitrogen より購入した。Poly-L-lysine、dbcAMP、
cytochalasin Bは Sigma Aldrichより購入した。Latrunculin Aは Invitrogenより購
入した。 
 

酵母ツーハイブリッドスクリーニング  
	
 pACT2 ベクター（Clontech）の GAL4 活性化ドメインに融合させたラット脳
cDNAライブラリーを対象に、pGBKT7に組み込んだ R-Ras QL ΔCおよび TC21 
GV ΔCをベイトとして、酵母 AH109株を用いて添付文書に従ってスクリーニン
グを行った。ベイトタンパク質とライブラリータンパク質の結合により、HIS3、
Ade、lacZ の３つのレポーター遺伝子の発現が活性化される。1.4×107個のクロ

ーンをスクリーニングし、728個のコロニーがヒスチジンおよびアデニンを欠く
選択培地上に形成され、これらはすべてβ-ガラクトシダーゼ活性陽性であった。
この陽性クローンの中に afadin のアミノ末端領域の配列をコードするものが含
まれていた。β-ガラクトシダーゼ活性の測定は以前の報告の通り行われた（Katoh 
et al., 2002）。 
 

細胞培養と遺伝子導入  
	
 HEK293T細胞および Neuro2a細胞は、4 mM glutamine, 100 units/ml penicillin, 
0.1 mg/ml streptomycin、および、10% FBS（fetal bovine serum）を添加した DMEM
（Dulbecco’s modified Eagle’s medium）を用いて、インキュベータ内 (5% CO2、

37 ℃、加湿)で培養した。トランスフェクションは、HEK293T細胞はLipofectamine
（Invitrogen）および Plus reagent（Invitrogen）を、Neuro2a細胞は Lipofectamine 
2000（Invitrogen）をそれぞれ用い、添付文書に従って行われた。神経突起の観
察については、プラスミドをトランスフェクションした Neuro2a 細胞とトラン
スフェクションしていない細胞を 1:4の割合で混合し、poly-L-lysineでコートし
たカバーガラス（直径 13 mm、Matsunami Glass）上にまいた後、1 mM dbcAMP、
5% FBSを添加した DMEMで 48時間培養して分化させた。 
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 大脳皮質および海馬神経細胞の初代培養には胎生 19 日齢のラットを用いた。
まず、母ラットを麻酔下断頭し、胎児を摘出して氷冷 HBSS (Hanks’ balanced salt 
solution; Ca2+、Mg2+無添加) 中に回収した。その胎児の脳から大脳皮質および海
馬を摘出し、HBSSでウォッシュした後、0.25% trypsinと0.1% DNaseを含むHBSS
で 10分間、37 ℃でインキュベートした。その大脳皮質および海馬を HBSSでウ
ォッシュした後、ピペッティングにより分散し細胞懸濁液を得た (Ishikawa et al., 
2003) 。その後、poly-L-lysine でコートしたカバーガラス（直径 13 mm、2×104

個）あるいはディッシュ（60 mmまたは 100 mm）を用いて、4 mM glutamine, 100 
units/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin、および 10% FBS（fetal bovine serum）
を添加した DMEMを用いて、インキュベータ内 (5% CO2、37 ℃、加湿)で培養
した。４時間後、2%あるいは 4% B-27 supplement (Invitrogen) 、0.5 mM GlutaMAX
（Invitrogen）、50 units/ml penicillin、及び 0.05 mg/ml streptomycin を添加した
Neurobasal medium（Invitrogen）に培養液を交換した。Afadinコンストラクトの
過剰発現を行う際は、1 DIVに Lipofectamine 2000を用いて添付文書に従ってト
ランスフェクションを行った。ノックダウン実験および 3 DIVと 6 DIVの軸索
形態比較を行う際には、Rat Neuron Nucleofector Kit（Lonza）を用いて添付文書
に従ってトランスフェクションを行った。Cytochalasin Bおよび latrunculin Aは
DMSOに溶解し、阻害剤による処理は 1 µM cytochalasin B、0.25 µM latrunculin A
の濃度条件で固定前に 3 時間行った。すべての動物実験は京都大学動物実験委
員会のガイドラインに従って行われた。 
 

イムノブロット解析  
	
 タンパク質を SDS-PAGEによって分離した後、PVDF（polyvinylidene difluoride）
膜（Millipore）に転写した。この膜を 3%スキムミルクを含む TBS（Tris-buffered 
saline）でブロッキングし、一次抗体、続いて HRP標識二次抗体と反応させ、ECL
検出キット（Chemi-lumi One; Nacalai Tesqueもしくは ECL Plus Western Blotting 
Detection System; GE Healthcare）を用いて検出した。画像は LAS3000 analyzer
（Fujifilm）と Science Lab software（Fujifilm）を用いて取得した。 
 

プルダウンアッセイ  
	
 実験で用いた GST 融合リコンビナントタンパク質は、E.coli を用いて以前の
報告の通りに精製した（Katoh et al., 2002）。得られたタンパク質の濃度は、
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SDS-PAGEの後、CBB（Coomassie Brilliant Blue）染色法によって BSA（bovine 
serum albumin）の検量線と比較し、決定した。Afadin が活性型の R-Ras に結合
するのか調べる際には、100 µMの GTP-γSまたは GDP-βSを含む loading buffer
（20 mM Tris-HCl, pH 8.0、150 mM NaCl、5 mM EDTA、0.5 mg/ml BSA、1 mM DTT 
[dithiothreitol]、10% glycerol）で 30 ℃、10分間インキュベートした。その後、
MgCl2を最終濃度が 10 mMになるように加え、ヌクレオチドの取り込み反応を
停止させた。 
	
 プルダウンアッセイの際には、HEK293T細胞に GFPタグを付加した afadin FL
あるいは afadin ΔRAを発現させ、細胞を TBSでウォッシュした後、氷冷した cell 
lysis buffer（20 mM Tris-HCl, pH 8.0、150 mM NaCl、4 mM MgCl2、1% NP-40、10% 
glycerol、1 mM PMSF [phenylmethylsulfonyl fluoride]、10 µg/ml aprotinin、10 µg/ml 
leupeptin、1 mM DTT）で溶解した。その後 16,000×g、4 ℃で 10分間遠心分離
し、上清に 5 µg の GST タンパク質および glutathione-Sepharose beads（GE 
Healthcare）を加えて 4 ℃で 1.5 時間インキュベートした。その後、
glutathione-Sepharose beadsを氷冷した wash buffer（20 mM Tris-HCl, pH 8.0、150 
mM NaCl、4 mM MgCl2、0.5% NP-40、10% glycerol）でウォッシュした後、結合
したタンパク質を Laemmli sample bufferで溶出し、SDS-PAGEとイムノブロッ
トにより検出した。 
 
免疫沈降法  
	
 記述したプラスミドをトランスフェクションした HEK293T 細胞を TBS でウ
ォッシュした後、氷冷した IP buffer（20 mM Tris-HCl, pH 8.0、150 mM NaCl、4 mM 
MgCl2、1% NP-40、10% glycerol、1 mM PMSF、10 µg/ml aprotinin、10 µg/ml 
leupeptin）で溶解した。その後 16,000×g、4 ℃で 5 分間遠心分離し、上清に
anti-Mycマウスモノクローナル抗体（9E10）を添加し、4 ℃で 2時間インキュベ
ートした後、protein G Sepharose beads（GE Healthcare）を加えて、さらに 1時間
インキュベートした。Protein G Sepharose beadsを氷冷した IP bufferでウォッシ
ュした後、結合したタンパク質を Laemmli sample buffer で溶出し、SDS-PAGE
とイムノブロット法で検出した。 
	
 内在性タンパク質の結合を検出する際には、初代培養の大脳皮質神経細胞を 2 
DIVに TBSでウォッシュした後、氷冷した IP bufferで溶解した。その後 16,000
×g、4 ℃で 10 分間遠心分離し、上清に anti-R-Ras 抗血清を添加して 4 ℃で 1
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時間インキュベートした後、protein G Sepharose beadsを加えて、さらに 1時間
インキュベートした。Protein G Sepharose beadsを氷冷した IP bufferでウォッシ
ュした後、結合したタンパク質を Laemmli sample buffer で溶出し、SDS-PAGE
とイムノブロット法で検出した。 
 
細胞分画法  
	
 細胞質画分と膜画分の分画は以前の報告の通り行われた（Hiramoto-Yamaki et 
al., 2010）。記述したプラスミドをトランスフェクションした Neuro2a細胞を TBS
でウォッシュした後、氷冷した buffer A（20 mM Tris-HCl, pH 7.5、150 mM NaCl、
50 mM NaF、1 mM Na3VO4、1 mM PMSF）で回収した。その後、液体窒素によ
る急速凍結と水浴による解凍により細胞膜を穏やかに破壊し、16,000×g、4 ℃
で 10分間遠心分離した。得られた上清を細胞質画分とし、沈殿は氷冷した buffer 
Aでウォッシュした後、1% Triton X-100を含む氷冷した buffer Aで懸濁して膜
画分を抽出した。その後、10,000×g、4℃で 10 分間遠心分離し、得られた上清
を膜画分とした。細胞質画分および膜画分は SDS-PAGE とイムノブロットによ
り検出した。なお、膜画分に存在する afadinの CAAX変異体は可溶化されにく
かったため、CAAX変異体の局在確認の際には、1% Triton X-100および 0.25% 
sodium deoxycholateを含む buffer Aを用いて膜画分の抽出を行った。 
 
免疫細胞染色および観察  
	
 カバーガラス上の培養細胞を 4% paraformaldehyde で室温 20 分間固定し、50 
mM NH4Clを含む PBS（phosphate-buffered saline）で 10分、0.2% Triton X-100を
含む PBSで 10分間処理した後、10% FBSを含む PBSで 30分間ブロッキングを
行った。続いて、一次抗体を希釈した 10% FBSを含む PBS溶液で室温 1時間イ
ンキュベートした後、蛍光標識された二次抗体を希釈した 10% FBSを含む PBS
溶液で室温１時間インキュベートした。その後、0.1% p-phenylenediamine 
dihydrochloride を含む 90% glycerol/PBS で封入した。蛍光顕微鏡観察は Nikon 
Eclipse E800 microscope（Nikon）と Leica DC350F digital camera system（Leica）
を用いて行った。 
	
 大脳皮質神経細胞を用いて内在性 afadin の免疫染色を行う際には、固定およ
び膜透過処理を行った細胞を 1% Blocking Reagent（Roche Applied Science）で 30
分間ブロッキングを行った。続いて、anti-afadin抗体（clone-35）を希釈した Can 
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Get Signal Immunostain Immunoreaction Enhancer Solution A（Toyobo）で室温 1時
間インキュベートした後、Alexa-488 で標識された二次抗体を希釈した Can Get 
Signal Immunostain Immunoreaction Enhancer Solution Aで室温１時間インキュベ
ートした。F-actin の染色を行う際には、Alexa-594 で標識された phalloidin
（Invitrogen）を希釈した Can Get Signal Immunostain Immunoreaction Enhancer 
Solution A で室温１時間インキュベートした。染色後、Prolong Gold antifade 
reagent（Invitrogen）で封入した。Z軸平面画像の取得は、laser-scanning confocal 
imaging system（FluoView FV1000-D, Olympus）と、60倍/開口数 1.35および 100
倍/開口数 1.40の油浸レンズ（Olympus）を搭載した IX81-S confocal microscope
（Olympus）を用いて行った。 
 

データ解析  
	
 イムノブロット画像の定量はMulti Gauge version 3.1（Fujifilm）を用いて行っ
た。軸索の形態の定量については、以前の報告（Schwamborn and Püschel 2004; Yin 
et al., 2008; Sepúlveda et al., 2009）を参考に、他の突起より 2倍以上長く、かつ細
胞体の直径の 2 倍以上長い突起を軸索と判断し、その長さおよび突起先端数を
測定した。Neuro2a細胞の神経突起の定量については、以前の報告（Cowley et al., 
1994; Sepúlveda et al., 2009）を参考に、細胞体の直径の２倍以上長い突起を持つ
細胞を分化した細胞と判断し、最も長い神経突起についてその長さおよび突起

先端数を測定した。蛍光画像の定量は Image J software (National Institute of Health)
を用いて行った。 
	
 突起については、5 µm 以上の突起を定量し、その数を「突起先端数（tip 
number）」とした（Marler et al., 2008）。突起の長さは細胞体の端あるいは分岐点
から突起先端までを測定し、一つの細胞から伸びた軸索あるいは最も長い神経

突起の分枝を含めた突起長の総和を、それぞれ「軸索の総長（total axon length）」
および「最長神経突起の総長（total length of the longest neurite）」とした。統計学
的な検定は SPSS software version 16.0（IBM）を使用し、Student t-testあるいは
ANOVA（analysis of variance）および Dunnett T3 post hoc testを用いて行った。検
定の結果、p<0.05となったものを有意と判断した。 
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