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研究成果の概要：APC 結合蛋白質として見出した Asef は、各種 dominant-negative 変異体、及
び shRNAを用いた解析により PC12細胞における NGF刺激依存的な神経突起伸長に重要であ
ることを見出した。さらに、蛍光イメージングを用いた解析により Asefと APCの細胞膜近傍
への集積動態が異なることから、細胞膜近傍に集積した APC が Asefと複合体を形成し、Asef
の活性を制御していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
癌抑制遺伝子APC (adenomatous polyposis 

coli) は、大腸癌の大多数の症例で変異が見出
されており、大腸腺腫・癌発症の原因遺伝子

であると考えられている。さらに、APCは脳
神経系おいて最も高い発現がみられることか

ら神経細胞の機能にも重要な役割を担ってい

ることが示唆されている。我々は、APCの機

能を明らかにするためにyeastを用いた
two-hybrid screeningを行い、APC結合蛋白質と
して低分子量G蛋白質のRho familyに対する
guanine nucleotide exchange factor（GEF）分子
AsefとRING fingerドメインをもつNeurodap1
を見出していた。 
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２．研究の目的 
 

Asefは、APCと結合することによって
GEF活性が増大し、細胞の形態変化、接着
低下、運動能亢進を引き起こす。また、大

腸癌細胞の Asefは変異 APCにより恒常的
に活性化しており大腸腺腫・癌の発症に重

要な働きをしている[Kawasaki et al. Science 
289, 1194 (2000); Nat. Cell Biol. 5, 211 (2003)]。 
また、Asefは脳神経系でもっとも高い発現
を示し、神経細胞の機能に重要な役割を果

たしている可能性があると考えられる。事

実、我々は dominant-negative変異体や
shRNAを用いた実験から、Asefが PC12細
胞の NGF刺激による突起伸長に重要な役
割をはたしていることを示す実験結果を得

ている。Neurodap1も脳神経系で特に発現が
高く、神経細胞に損傷を与えた時に発現が

低下する遺伝子として同定されたが、具体

的な機能は不明であった。我々は、

Neurodap1が APCに結合してそのユビキチ
ン化を引き起こし、プロテアソーム依存的

な分解を誘導することを見出している。さ

らに、PC12細胞の NGF刺激により
Neurodap1依存的な APCの分解が亢進する
ことを見出した。また、APCは growth cone
に局在することが知られているが、APCと
Neurodap1の結合を阻害する
dominant-negative変異体（Neurodap1-ABR)
や Neurodap１に対する shRNAを細胞に発
現することにより、growth coneに局在する
APCの量が著しく低下することから、
Neurodap1を介した APCの代謝回転制御が
APCの growth coneへの局在に重要である
ことも示唆された。さらに興味深いことに、

Neurodap1-ABRやAPC及びNeurodap１に対
する shRNAを細胞に発現することにより、
NGF刺激で引き起こされる突起伸長が顕著
に抑制された。これらの実験結果から NGF
シグナルによる PC12細胞の突起伸長に
APCが重要な役割を果たしているだけでな
くNeurodap1によるAPCの分解も必須の役
割を果たしていることが推測された。 
本研究はこれらの実験結果をふまえて、神経

突起伸長における APC の機能をさらに明ら
かにすることを目的としている。 

３．研究の方法 
 
１） APC の神経突起伸長に果たす役割

を、我々の見出した APCによって活
性化されるRac特異的GEF分子Asef
との相互作用に着目して解析する。 

２） Neurodap1によるAPCのユビキチン
化・分解が NGF刺激による突起伸張
に必要とされる分子機構を明らかに

する。 
３） NGF 刺激による APC 分解促進の分

子機構を明らかにする。 
４） PC12細胞だけでなく、初代培養神経

細胞の突起伸長における APC-Asef
複合体の役割、Neurodap1 による
APC分解の意義を明らかにする。 

５） 既に Asef ノックアウトマウスおよ
び Neurodap1 ノックアウトマウスを
作製したので、これらを用いて組織

レベル、電顕レベル、培養細胞レベ

ル、分子レベルの解析を行い、Asef
および Neurodap1 の生理的役割を確
証する。 

 
さらに、我々はゴルジ体の重槽構造の

維持に重要な膜貫通型のタンパク質 Giantin
がAPCと複合体を形成することも見出して
いる。現在までに、１）APC、Neurodap1
およびGiantinが複合体を形成していること、
２）Giantinは Neurodap1による APCのユビ
キチン化を促進することを見出している。

これらの知見は、APC-Neurodap1 複合体の
生理的役割をより詳細に理解するうえでの

重要な手がかりになると考えている。 
 
４．研究成果 
  
 現在までに我々はNeurodap1がAPCのユ
ビキチン化・分解に関わり、growth coneへの
APCの濃縮と PC12細胞の突起伸長に重要で
あることを見出している。これらの結果から、

Neurodap1による growth coneへの APCの集
積制御が神経細胞の突起伸展に極めて重要

であると考えている。そこで、growth coneに
おける APC/Asef の動態観察を遂行するにあ
たり、神経細胞に比べて観察が容易な上皮由



来培養細胞を用いて Time-lapse imaging によ
る予備的検討を行った。その結果、APCは微
小管上をプラス端に向かって輸送されるこ

とを確認し、Asefは増殖因子の刺激依存的に
ラッフリング膜へ濃縮することを見出した。

さらに、同様の手法によって PC12 細胞を用
いてAsef及びNeurodap1の挙動を観察したと
ころ、両者とも主に細胞質に局在すること、

及び Asef の一部はラッフリング膜へ濃縮し
ていることが明らかとなり、微小管上を＋端

方向へ移動し細胞膜近傍に濃縮する APC の
挙動とは明らかに異なることを見出した。 
これらの結果から、細胞膜近傍に集積した

APC が Asefと複合体を形成し、Asefの活性
を制御していることが示唆された。 
 また、Neurodap1(-/-)及び Wild-type マウス
から得られた海馬及び小脳由来初代培養細

胞を用いてNeurodap1によるAPCのユビキチ
ン化・分解の意義を検討した。現在までに、

NGF、BDNF、或いは NT3刺激で誘導される
神経突起伸長、APCユビキチン化・分解には、
Neurodap1 の有無による明確な有意差は認め
られていない。この結果は、生体内において

Neurodap1 が普遍的ではなく部位、又は時期
特異的に APC の制御に関わっていることを
示唆していると考えている。使用する細胞種、

得られた細胞の培養条件、及び細胞を採取す

るマウスの週令について今後検討していく

必要があると考えている。 
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