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研究成果の概要（和文）：脳の発達過程におて軸索や樹状突起のガイダンス制御は、であるセマ

フォリン 3A やネトリンなどの反発性ないし誘引性の神経ガイダンス分子によって制御されて

いる。コラプシン応答媒介タンパク質(CRMP)は Sema3A の応答を媒介する細胞内タンパク質

として同定された。我々は、Sema3A が軸索内輸送を亢進し、それが海馬神経における AMPA

型グルタミン酸受容体の局在制御に関わることを見出した。CRMP タンパク質の生体内におけ

る役割を明らかとするため、crmp1 を初めとする crmp ファミリー遺伝子の欠損マウスを作製

し、その表現型を解析した。例えば crmp1 欠損マウスにおいて、胚初期の大脳皮質細胞の移動

が遅延する。CRMP1 はリーリンシグナルのアダブタータンパク質である Dab1 と共局在する

リーラーマウス脳においては、CRMP1 と Dab1 は高発現する一方、CRMP1 のチロシンリン

酸化の水準は低下する。Dab1 へテロバックグランドにおける crmp1 欠損マウスにおいては、

リーラーマウス同様に、海馬における細胞の層構造に乱れが生ずる。CRMP1 はまた Sema3A

による AMPA 型グルタミン酸受容体の局在制御とスパインの成熟に関わる。培養皮質神経細胞

において、Sema3A 適用はシナプス前・後のマーカータンパク質であるシナプシン I と PSD-95

タンパク質のクラスター形成を促進するが、crmp1 欠損神経細胞においては、この作用が著し

く減尐する。一方、我々は、ネトリンの局在異常とガイダンス異常を示す線虫変異体を単離し

た。これらの知見は、グルタミン酸受容体やガイダンス分子の局在制御が、細胞移動や神経回

路形成にわたる様々な神経発生のプロセスにおいて重要な役割を果たすことを示す。 

 
研究成果の概要（英文）：In developing brain, axon and dendritic guidance are regulated by 

repulsive and attractive axon guidance molecules such as semaphorin3A (Sema3A) and 

netrin. Collpapsin response mediator protein (CRMP) has originally been identified as an 

intracellular protein that mediates Sema3A. We found that Sema3A elicits axoplasmic 

transport that may be involved in regulating the localization of AMPA type glutamate 

receptors in hippocampal neurons. To elucidate in vivo role of CRMPs, we generated 

several crmp1 and other crmp family gene-deficient mice and performed phenotypic 

analysis of these mice. For instance, in crmp1-deficient mice, the cell migration of cortical 

neurons at early embryonic stages is retarded. CRMP1 is colocalized with disabled-1 

(Dab1), an adaptor protein in Reln signaling. In the Relnrl/rl cortex, CRMP1 and Dab1 are 

expressed at a higher level, yet tyrosine phosphorylated at a lower level. Loss of crmp1 in a 

dab1 heterozygous background lead to the disruption of hippocampal lamination, a 

Reeler-like phenotype. CRMP1 is also involved in Sema3A-induced localization of AMPA 

receptors and spine development in the cerebral cortex. In the cultured cortical neurons 

from crmp1 mice, Sema3A increases the density of clusters of synapsin I and postsynaptic 

density-95, but this increase is markedly attenuated in crmp1-deficient mice. In our study 

of C. elegans, we identified several mutant alleles which show aberrant localization of 
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netrin/UNC-6 and axon guidance defects. We therefore conclude that the regulation of the 

glutamate receptor and the axon guidance molecule localization may play an important 

role in a wide variety of developmental processes from cell migration to neural network 

formation. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は , 世界で始めてセマフォリン 3A 

(Sema3A) の情報伝達を媒介する分子 

CRMP の同定に成功し, その後も, LIM キ
ナーゼ, Fyn, Cdk5 の関与を明らかにするな
ど, 当該分野における先駆的研究を展開して
きた. 神経軸索ガイダンス分子 Sema3A が 

NRP, Plexin 受容体複合体の順行性・逆行性
の神経軸索内輸送を惹起し, この応答に あ
る種のイオンチャネルと CRMP が関わる
ことを世界に先駆けて報告した. 本計画の当
初における特色ある背景は, 1) Sema3A 刺
激が電位変化を伴う細胞内輸送を惹起する
事の発見, 2) CRMP の軸索ガイダンスシグナ
ルを媒介する機構を確立, 3) CRMP ノックア
ウトマウスの表現型の発見, 4) Alzheimer 病
との関連性を着想するに至った等の諸点に
ある.これらを基盤に,申請者らは, 「CRMP 

は細胞外環境と細胞内機能因子との位置情
報の機能連関に関わる」との作業仮説を提起
した. 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，期間内に，CRMP ファミリ
ー分子 (CRMPs1-5)の組織構築における役
割 を 軸 索 ガ イ ド 分 子 セ マ フ ォ リ ン 

(semaphorin) および受容体の ニューロピ
リン(NRP), プレキシン (Plexin) ファミリ
ーとの分子間相互作用とその変異マウス表
現型との対応を中心に細胞・個体レベルにお
いて明らかとすることである．さらに,機能分
子の局在制御の普遍的原理を明らかとする
ため,ネトリンおよびネトリン受容体分子の

局在異常を示す線虫変異体を単離,遺伝学的
解析を行う. 

 

３．研究の方法 

①計画初年度より遺伝子改変マウスの作製
を開始し,平成 21年度まで継続する. CRMP 
機能におけるリン酸化の意義を生体内にお
いて検証するため, 非リン酸化型 CRMP ノッ
クインマウスを作製する.  
②Sema3A の細胞内 Ca2+ に対する効果, お
よび各イオンチャネル活性化に及ぼす効果
を,新規申請の灌流装置ヒーターシステム, 
加温プレートを用いて解析する. Sema3Aの下
流にあって軸索輸送亢進に関わる分子を薬
物阻害実験,ノックアウトマウス由来の神経
細胞を用いて絞込み, 当該申請の共焦点顕
微鏡を用いて確立したアッセイ系に siRNA 
法を適用することにより確定する. さらに
遺伝子導入と同輸送応答のモニターリング
を組み合わせ発現クローニングを計画・実施
する. 
③当該申請の共焦点顕微鏡を用いて細胞レ
ベルにおいてガイダンス分子に対する応答
性, 軸索, 樹状突起, 細胞極性等の形態・機
能解析を行う. 
④特にガイダンス分子およびグルタミン酸
受容体の局在に焦点をあて、CRMP1~5ノック
アウトマウスの表現型解析を行う.  
⑥ガイダンス分子ネトリン／UNC-6 の局在に
注目し,同分子の局在性に異常を示す線虫変
異体を単離し,遺伝的解析を行う. 
 
４．研究成果 



①CRMPs ファミリー分子遺伝子欠損マウスの
作製と表現型解析：すでに CRMP1, CRMP3, 
CRMP4, CRMP5 および CRMP2S522A ノックイン
マウスの作製および表現型解析に着手・成功
し,細胞極性, 細胞移動,樹状突起の異常,ス
パイン成熟遅滞などの神経形態異常に加
え,crmp1 欠損マウスにおいては,メタンフェ
タミンなどの薬物に対する過剰応答,プレパ
ルスインヒビションテストの陽性などの行
動異常を示すことを見出した.CRMP2S522A ノ
ックインマウス (crmp2ki)において,樹状突
起のパターン形成に異常が認められた.しか
しこの異常は,crmp1 遺伝子の単独欠損マウ
ス  crmp1-/- に 比 し て 軽 微 で あ っ
た.crmp1-/-バックグランドに crmp2ki ホモ
マウスの表現型を観察したところ,同マウス
の第V層錐体細胞の樹状突起の伸長パターン
は,basal dendrite の伸長方向が通常とは全
く逆になるという特異な表現型を示すこと
が明らかとなった.これらの表現型異常の尐
なくとも一部に,ニューロトロフィン,セマ
フォリンおよびリーリンのシグナル伝達異
常,およびそれらに関わる機能分子の局在異
常が関与することを見出しつつある. 
②Sema3A のシグナル伝達機構と機能分子の
局在制御:Sema3A が樹状突起のパターン形成,
スパインの成熟を,Cdk5 の活性化と,それに
もとづく CRMP リン酸化のプロセスを介して
促進することを明らかにした.後根神経節細
胞において,Sema3Aが FynおよびCdk5を介し
て軸索輸送を亢進するとの現象を見出して
いたが,その生理学的役割は長らく不明であ
った.後根節細胞同様,Sema3A に感受性を有
する海馬培養細胞においては,Sema3A は軸索
のみならず樹状突起輸送をも亢進するこ
と,Sema3A の作用部位は軸索成長円錐に限局
し,成長円錐局所のシグナルが,イオンチャ
ネルと逆行性軸索輸送の双方の連関によっ
て樹状突起に伝搬されること,その輸送の積
み荷は,PlexAs/GluR2 であることを明らかに
した(投稿中).この事実は,Sema3AがGluR2な
どのシグナル伝達分子の局在を制御するこ
とを示す. 
③ネトリン／UNC-6 およびネトリン受容体／
UNC-5 などのガイダンス分子ならびにその受
容体の局在異常を示す線虫変異体の遺伝学
的解析:生体内における機能分子の位置情報
が神経回路形成に必須であること,ならびに
その分子機構を明らかにすることを目的と
して,UNC5::GFP, UNC-6::GFPを発現するトラ
ンスジェニック線虫を作製し,その局在に異
常を示す変異体を単離した.この線虫変異体
の原因遺伝子の特定を試み,現在までに
unc-104, vab-8, unc-73,unc-14, unc-18 等
の分子を同定した.  
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