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綜 説

SADキナーゼによるSlingshot1フォスファターゼを介した

神経細胞極性化の分子機構
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SAD Kinases Regulate Neuronal Polarization Through Slingshot1 Protein Phosphatase
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要

神経 細 胞の極性化,すなわち軸索突起と樹状突起の選別,に関わるシグナル分子は近年にな

って複数報告されて来ましたが,そのinvivoでの必要性が遺伝学的に証明されたものは多くあ
りません,我々は神経系に特異的に発現するセリンスレオニン蛋白キナ-ゼSADキナ-ゼの遺

伝子欠損マウス僅製とその解析を世界に先駆けて行い,SADキナーゼが神経細胞極性化に必須

な分子であることを明らかにしました.更に,その作用機構を解析するため,SADキナーゼの

直接的なターゲットとなりうるペプチド配列を有する分子を検索し,それらの車でアクチン繊

維の制御因子てあるS豆i咽Shotlフォスフアタ-ゼがinvitroでSADキナーゼの極めて良い基

質となることを明 らかにしました.この結果は,SADキナ-ゼが少なくとも部分的には

Slingshotlの下流に位置するCoBlinによるアクチン繊維の制御を通 じて神経細胞極性化を引

き起こしているいという可能性を示唆しています.

神経細胞の極性化 とは

成熟 した神経細胞が有する神経突起のうち,樹

状突起は神経電気シグナルを受容 し細 胞 体 にまで
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伝える役割を,逆に,軸索突起はその電気シグナ

ルを細胞体から遠 く離れた標的にまで伝播する役

割を,それぞれ担 っています.発生過程の若い神

経細胞は,未分化かつほぼ均質な神経突起を極致
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樹状二丈担

図1 神経細胞の極性化

発生中の神経細胞の多くはほぼ均質な短 い神経

突起を伸展 させた後,まつだけを長い軸索突起に,

他を短い樹状栗進に分化させます.

起として,また,残 りを短い樹状突起として分化

させますが,この神経突起の分化に伴う非対称性

の形成を,神経細胞の極性化と呼びます.従って,

この極性化の過程は,幼若な神経細胞が神経回路

綱の d単位としての機能性を獲得 していく Lで,

特に 重 要な分化ステップの --つであると考えられ

ます 1) 個 l).

国内外の研究動向

米国の Banker博士 らは 1980年代後半よりこ

の 軸 索 突 起 ･樹状突起の形成に伴う神経細胞の極

性 化に注目し,一連の培養下での細胞生物学的な

解析を元に,その確立にはアクチン繊維や微小管

といった細胞骨格の制御が最も重要な役割を果た

しているという解析結果を報告 して釆ました 2).

彼らは幼若な海馬神経細胞を単離し経時的に観察

する培藻システムを利用することで,アクチン繊

維の脱重合を促す薬剤であるアクチノマイシンD

を局所的に9-えられた神経窯走が極めて高い確率

で軸索突起に分化すること3),また,その選ばれ

た窯超においては微小管の方向性が 一定方向に定

まっており,樹状突起におけるランダムに近い方向

性を持った微小管とは対照的であるということ4)

を示 しました.これらの結果から,アクチン繊維

の安定性が何らかの要因で低下 した神経突起が軸

索突起 として選ばれ 野に微小管の伸展が非対称

に促 されることで,両突起の運命が決定され極性

が確立す る というモデルが考えられます.2000年

代に入っ て ,どういった分 子が軸索突起の選択に

関わって い るのかという分子的な解析が進められ

るようにな り,微小管の重合に関わるCRMP25)

やDOCK76),また,--一般的な細胞極性の確立に

関わるGSK3betBt7)やPar3/Par68)などのシグナ

ル分子が,伸長中の軸索賓走と樹状突起との間で

不均等に分布 しているという報告がなされ その

中のいくつかについては,神経細胞に過剰発現 さ

せると複数の軸索突起を形成するようになるとい

う軸索突起の決定因子である可能性を強く示唆す

る結果が得 られております.これらは神経初代培

養の系におけるRNAiを相いた機能阻害実験によ

ってもその重要性が間違いなく詳細に示されてお

りますが,実際に豆n扇voの神経組織内でその必

要性が示されているものは少なく9),また,ショウ

ジョウバエを用いた遺伝学的解析では,その重要

性に否定的な結果が得られている例も存在 し10),

どのシグナルパスウェイが普遍的に重要であるの

かという問題点は未だ解決されていません.

Sjlr)キナーゼは神経細胞極性の

確立に必須である

我々は,これらの研究とは全く独立に,哨乳類

のシナプス形成機構を解析する目的で,線虫に於

いてシナプス形成異常を里する-変異体の責任遺

伝子SADキナ-ゼについて,そのマウスホモロ
グの同定 と遺伝子破壊を行いました 11).噛乳類

ゲノム中には二つの相同遺伝子が存在しましたの

で (SAD-A,SAD-B),両遺伝子について遺伝子

欠損マウスを作製,ダブルノックアウトマウスを

解析 した結果,SADキナ-ゼを完全に欠接 したマ
ウスは出生後早い段階で死に至り,その神経組織

を解剖学的に解析 した結果,神経細胞の高度な形

態異常,特に軸索突起の形成不全が観察されまし

た.その細胞生物学的機序を明らかにするため低

密度神経初代培養を行い解析した結果,SADキナ
ーゼダブルノックアウトマウス由来の海馬神経細
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脂はどれも同程度の長さの神経突起を有し,両突

起分子マーカ-の分布パターンも含めて,軸索突

起と樹状突起とを区別することができていない,

ということが判明致しました.また,分子レベル

では,SADキナーゼを欠損した神経細胞に於いて

微小管結合蛋 白 tauのリン酸化が減少していると

いうことが見出され,SADキナーゼが微小管のダ

イナミクスを制御することによって神経細胞の極

性化を司っているという可能性が示唆されました.

但し,SADキナ-ゼ欠損マウスが神経系の異常を

伴う出生後致死となるのに対し,tau遺伝子破壊マ

ウスの異常は極めて軽度でありますので 12),他に

もSADキナーゼの下流に位置する分子の存在が

予想されます.SADキナ-ゼの作用機構について

は,これまでに,その上流にLKB-1という蛋白

キナーゼが位置しSADキナ-ゼを活性化するこ

とで突起の伸展を調 節し軸索突起の運命を決定し

ているということ13)が示されていますが,逆に

神経細胞極性化に直接関わると考えられるような

SADキナ-ゼの基質分子は未だ報告されていま

せん.

SADキナ-ゼーSlingshotl経路

我々は,SADキナーゼが細胞周期の制御に関わ

る分子のいくつかをinvitroでリン酸化しうると

いう報告 14)に着目し,それらのリン酸化部位に

共通なアミノ酸配列を特定,更にそれを柳 1たホ

モロジーサーチを利用することによって,SADキ

ナーゼの基質分子としてアクチン繊維の結合因子

であるS払ngshotlを同意 しました.Slingshotは

元々Drosophilaを用いた遺伝子スクリ-ニング

によって同意された蛋白脱リン酸化酵素 (ホスフ

ァターゼ)であり,活性化されるとactin-sever-

ing因子であるコブイリン (co名号in)を脱 リン酸

化することによって活性化し,最終的にアクチン

繊維の脱重合 を引 き起 こ します 15). また,

Slingshotは神経線維の伸展調節にも中心的な役

割を果たしている分子です 16).Slingshotlの

SADキナーゼによるリン酸化部位は.その脱リン

酸 化活性の調節 に最も重要な部位であり,実際に

それを含むペプチ ドおよび GST融合蛋白を合威

し,大腸菌より精製したSADキナ-ゼと反応さ

せたところ,極めて強いリン酸化を受けることが

明らかとなりました.現在,このリン酸化反応が

実際にinvivoで起きているものであるのかどう

かを調べるために,抗リン酸化部位抗体の作製や,

SADキナ-ゼ欠損マウスにおけるそのリン酸化

エピトープ減少の有無を解析しており,将来的に

はSl主ngshotl欠損マウスとの掛け合せによって

invivoでの機能的共役の有無を確かめて行く予

定であります.

ま と め

SADキナーゼはC.elegansや Drosophila卵細

胞極性の制 御因子であるPARlキナーゼと高い相

同性を有 し17),神経細胞極性化のメカニズムを

考える上で極めて興味深いことです.また,PARl

キナーゼは一次構造上 Microtubule-Affinity

RegulatingKinases(MAR鑑S)という微小管の制

御因子とolthologousであり18),sADキナーゼが

微小管結合蛋白の 一つであるtauのリン酸化に関

与するということはある程度予想された通りの結

果でありました.鰻 し,神経細胞極性化という細

胞形態変化が微小管の制御だけによって説明され

るとは考えにくく,今回兄い出されたSl豆ngshotl

の活性調節によるアクチン繊維の動態制御という

新たな複軌が,極性の確立に重要な役割を果たし

ているものと考えられます.
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