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研究成果の概要（和文）：本研究では、Rhoの下流でアクチン核化・重合因子として働くmDiaの機能を分子・細胞レベ
ルと個体レベルで解析した。前者では、mDiaがアクチン線維のピッチに沿って回転しながら重合を行っていること、Li
prin-αが活性化mDiaの細胞膜への移行を制御してその活性を抑制していることを見出した。後者では、mDai1と3が、
神経上皮の極性維持、抑制性神経前駆細胞の遊走制御、大脳皮質脊髄路の軸索ガイダンスの制御を行って脳の組織構築
と恒常性の維持を行っていること、mDia2が赤芽球の細胞質分裂の制御を行って造血系の制御と行っていることを明ら
かにし、各々の過程でmDia由来のアクチン線維の働きを解明した。

研究成果の概要（英文）：Here we examined action and regulation of mDia, a Rho-regulated actin nucleator/po
lymerization factor, at the molecular and cellular level and the role of each mDia isoform in tissue archi
tecture and maintenance in the body. In the former, we discovered that mDia catalyzes actin polymerization
 by rotating along the pitch of actin filament and that Liprin-alpha negatively regulating mDia activity b
y trapping mDia in the cytosol. In the latter, we used mDia-deficient KO mice and discovered that mDia con
tribute to shaping and maintenance of architecture of the brain by regulating the neuroepithelial polarity
, tangential migration of inhibitory neuron precursors and axon guidance of the corticospinal tract neuron
s. We also discovered that mDia2 regulates cytokinesis of erythroblasts and contributes to maintenace of t
he hematopoietic system.  In this work, we further elucidated how mDia-induced actin cytoskeleton function
s in each of these in vivo processes.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞骨格、とりわけ、actin 細胞骨格は
細胞の形態、接着、移動、増殖に大きな役
割をなしている。ここ 20年の研究で、actin
細胞骨格の形成が、細胞の中でどのように
制御されて上記過程に働くのかの大略が明
らかになって来た。しかし、これらの解析
の多くは培養細胞でなされたもので、培養
細胞で明らかになった原理が、個体の組織
でどう働いているかは殆ど不明であった。 
２．研究の目的 
 上記背景の下、本研究では、Rhoの下流
で actin 重合因子として働いている mDia
を対象として、３種のmDia isoformの遺
伝子欠損マウスを用い、その組織構築、組
織恒常性、組織可塑性における働きを明ら
かにしようとしたものであった。これに加
え、未だに不明なことが多い細胞内での
mDia 活性の制御メカニズムの解明や
mDiaと並ぶRho effectorであるROCKの
個体での機能、citronの細胞機能の解明も
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、mDia の各種 isoform の欠
損マウスを用い、Rho-mDia 経路の神経幹
細胞制御、軸索ガイダンス、シナプス可塑
性などの神経系の恒常性での役割、骨髄幹
細胞制御や分裂、脱核など主に骨髄恒常性
での役割を解析する。これらすべてについ
て個体での in vivoの解析と培養系での in 
vitroの解析を組み合わせ、個体での異常が
細胞でのどのような分子機構に基づいてい
るかを明らかにする。また、遺伝子欠損マ
ウスでの解析を補完するものとして、in 
utero electroporationによる遺伝子発現、
RNAiを併用する。 
 
４．研究成果 
⑴ 神経系の組織構築と恒常性での mDia の
役割 
① mDia1/3 による神経上皮の極性維持。 
 神経上皮は、神経幹細胞として中枢神経
系の各種細胞の前駆体を産み出す。神経幹
細胞のこの働きは時間空間的に厳密に制御
されているが、これを保障しているのが神
経上皮の極性 (apicobasal polarity)であ
り、これは頭頂部の細胞間接着 (apical 
adherens junction)で保持されている。
mDia1/3 二重欠損(DKO)マウスの脳では、神
経上皮の apical adherens junction とそれ
を連ねるアクチンベルトが消失、この結果
神経上皮極性が破綻して神経幹細胞の増殖
制御が外れ、脳室内へ向かっての異常増殖
が起こった。それにより、mDia1/3 DKO マ
ウスは脳室閉鎖と水頭症を発症した。この
結果は、Rho-mDia 経路が神経上皮で誘導す
るアクチン細胞骨格が apical adherens 
junction の形成と維持を介して神経上皮
極性と幹細胞制御に必須の働きを行ってい

ることを示したものである（発表論文 9）。 
② mDia1/3 による抑制性神経前駆細胞の
tangential migration の制御。 
 脳の発生過程で興奮性神経細胞と抑制性
神経細胞の前駆細胞は、radial migration と
tangential migration という異なる移動様式
を示し脳構造の形成に預かっている。
mDia1/3 DKOマウス脳では、興奮性神経細
胞の radial migrationとそれに伴う大脳皮質
層形成に異常は認められなかったが、抑制
性神経細胞の大脳皮質や海馬、嗅球への
tangential migrationは有意に減少し、成体で
顆粒細胞の減少による嗅球低形成が見られ
た。脳組織の in vitro培養系での神経前駆細
胞移動の観察により、mDia1/3 は中心体の
先導突起方向への移動と、移動した中心体
への細胞核・細胞体の移動の両方に関与し
ていること、これらが中心体に付随したア
クチン線維の先導突起方向への移動と細胞
体移動時の細胞体後部での一過的なアクチ
ン線維の集積で起こることが明らかとなっ
た。これらの結果から、抑制性神経細胞の
tangential migration とその結果としての脳
構造の形成において Rho-mDia 経路による
アクチン形成が不可欠であることが明らか
となった（発表論文 7）。 
③ mDia1/3 による大脳皮質脊髄路の軸索
ガイダンスの制御。 
 動物の運動制御では、脳の運動皮質に発
する皮質脊髄路の軸索が起始部と反対側の
脊髄前角の運動ニューロンに投射すること
が重要である。mDia1/3-DKO は、左右両
肢が同時に動く‘miffy型’の歩行を呈し、
大脳皮質脊髄路の軸索が反対側だけでなく
同側の脊髄前角にも投射しているのが見ら
れた。mDia1/3-DKO 脊髄では反発ガイダ
ンス分子である Ephrin 中央部集積の消失
が見られ、 in vitro の神経培養系で
mDia1/3-DKO 神経細胞は Ephrin に対す
る反応性を欠くことが見られた。これらの
結果は、mDia1/3によるアクチン細胞骨格
が脊髄の正常な組織構築や神経細胞の軸索
ガイダンスに不可欠なことを示したもので
ある（発表論文３）。 
⑵ mDia2 欠損マウスの作出と mDia2 の赤
芽球細胞質分裂での役割の解明 
 mDia2条件付き欠損 floxマウスを作出し、
まず、全身欠損マウスで解析を行なった。そ
の結果ホモ欠損マウスは、胎生 11.5日まで生
存するが、多核赤芽球を主徴とする強度の貧
血を示し、全例が胎生 12.5日までに死亡する
ことを見出した。In vitroの実験で、mDia2
欠損赤芽球は、正常に分化するが、前赤芽球
の段階で、分裂溝にアクチン線維が集積せず、
細胞質分裂が起こらないことが明らかにな
った（発表論文 1）。これは培養細胞で見い
だした mDia2 の細胞質分裂での働きが個体
レベルでも働いていることを証明したもの
である。 
⑶ mDia活性の細胞内での制御機構の研究 



① Liprin-によるmDiaの細胞膜局在の制
御。 
 mDia は Rho エフェクターであり、Rho に
よる活性制御を受けるが、この分子がその
他にどういった制御を受けるかは不明であ
った。本研究では、mDia の DID-DD domain
に結合する蛋白質として Liprin-αを同定
した。Liprin-αの過剰発現は mDia の膜移
行を抑制し、Rho-mDia 経路による stress 
fiber を減弱させ、反対に RNAi による
Liprin-αの枯渇はmDiaの膜集積とstress 
fiber 形成を促進した。このことから、
Liprin-αが活性化 mDia の細胞膜への移行
を制御することにより mDia のアクチン核
化・重合活性を負に制御していることが明
らかになった（発表論文 6と 8）。 
② mechanosensor としての mDia の働き。 
 生体内で細胞は絶え間なくズリ応力や収
縮伸展などの機械刺激を受け、それらに沿
って形態を変換する。このことは、細胞に
張力を感知してアクチン細胞骨格の再編成
に結ぶ仕組みが存在することを意味する。
これを mechanosensor と呼ぶ。本研究では、
培養細胞に伸展刺激や張力解除を加えた時
に起こるアクチン線維形成機構を解析し、
これが mDia によること、この場合の mDia
の活性化は張力解除時におこる Rho の活性
化とアクチン繊維崩壊によるアクチンモノ
マーの局所濃度増加の両方によることを明
らかにした（発表論文 4）。これは、mDia
の mechanosensor としての働きを明らかに
したものである。 
⑷ ROCK の血管発生での役割の同定。 
 ROCK は mDia と並ぶ主要な Rho エフェク
ターである。ROCK は ROCK-I と ROCK-II の
２つのアイソフォームからなり、我々はこ
れまで各々の単独欠損マウスを用い、ROCK
が個体発生の過程で細胞をまたぐアクトミ
オシン束を形成し眼や臍部などの体壁閉鎖
に働いていることなどを明らかにして来た。
しかし、ROCK が２つのアイソフォームを合
わせ全体として生体内でどう働いているか
は 不 明 で あ っ た 。 本 研 究 で は 、
ROCK-I/ROCK-II の２重ヘテロ欠損マウス
を交配してその点を解析した、その結果、
ROCK-I/ROCK-II の２重ホモ欠損マウスは、
胎生 9.5 日以前にすべて死亡すること、
ROCK-I/ROCK-II のヘテロ・ホモ、ホモ・ヘ
テロ欠損マウスでは卵黄嚢の血管形成不全
と body turning の異常を呈し、胎生 12.5
日までに死亡することが明らかになった。
これらの結果は、ROCK が血管形成で不可欠
なことを明らかにしたものである（発表論
文 10）。これまで、同様の表現型が、
Lysophosphatidic acid (LPA)合成酵素であ
るatuototaxinと LPA受容体刺激をRhoの
活性化に繋ぐ Galpha13 の遺伝子欠損マウ
スで見られており、以上の結果は LPA-LPA
受容体-G13-Rho-ROCK というシグナル伝達
経路が血管発生に働いていることを示すも

のと考えられる。 
⑸ Citron-K の細胞質分裂での働きの同
定。 
 Citron-kinase は GTP-Rho に結合して活
性化される Rho エフェクターの一つで、活
性化体の発現が細胞質分裂の失敗を招来す
ることから、細胞質分裂での Rho エフェク
ターと考えられてきた。しかし、この分子
の正確な働きは不明であった。本研究では、
RNAi と truncation mutants の rescue 実験
により Citron-K の働きを解析した。その結
果、Citron-K が収縮環による細胞質絞扼時
に分裂溝に局在したのちに細胞間橋の
midbody で ring 状の安定構造をつくるこ
と、この ring 構造は KIF14 や PRC-1 などの
微小管結合分子の midbody 局在に必要なこ
と、Citron-K を枯渇させると midbody/細胞
間橋は不安定化し分裂が reverse されるこ
と、これらの働きに Citron-K の kinase 
domain は不要なこと、などを見出した。こ
のことは、Citron-K が細胞質分裂で分裂溝
の収縮と細胞間橋の切断を繋ぎ分裂の完了
に働く分子であることを明らかにしたもの
である（発表論文 5）。 
⑹ 本研究で得られたその他の未発表・予備
的知見 
① mDia のシナプス終末での神経可塑性
における働き 
 海馬初代培養神経細胞で GFP-mDia1/3
を発現させたり、AAV-CreによるmDia1/3
の欠損を起こしたりして、mDia の神経細
胞での局在と機能を検討した。その結果、
TTX により神経活動を抑制すると
mDia1/3 がシナプス前終末に集積するこ
と、その時に前終末の active zone 周囲に
アクチン線維が形成されること、mDia1/3
を欠損させると TTX 処理に伴う神経活動
の減弱が軽度になること、このとき active 
zone 周囲のアクチン線維は見られず、
active zone に接着しているシナプス小胞
数の減少が見られないこと、を見出してい
る。さらに、Creを発現する AAVを側坐核
に注入して、側座核神経細胞で mDia1/3
を欠損したmDia-cKOを作出し、これに社
会隔離ストレスを与えると野生型に比し不
安行動が減弱していることを見出している。
これらの結果は神経前終末のシナプス可塑
性で mDia が重要な役割をしていること、
この機構が不安様行動を制御する神経回路
で働いていることを示している。現在、研
究継続中である。 
② mDiaの TCRシグナリングにおける働
き 
 mDia1/3 二重欠損マウスのリンパ節、脾
臓など 2次リンパ組織でTリンパ球数の有
意な減少を認め、その原因として胸腺内で
の T細胞産生の障害を同定した。この T細
胞産生障害は T 細胞選択的 mDia1/3 欠損
マウスでも見いだされ、T 細胞の内在的異
常によることがわかった。胸腺 T前駆細胞



から T 細胞が産生される過程では TCR を
介したシグナル伝達が重要であることに鑑
み、胸腺細胞に TCR 刺激を行ったところ
mDia1/3 二重欠損細胞では TCRシグナル
伝達が障害されていることが分かった。
mDia1/3 double floxed マウスより T細胞
を単離し Cre を導入して mDia1/3 二重欠
損成熟 T細胞を作成し testしたところ、同
様の TCR 依存的活性化の障害を認めた。
現在研究継続中である。 
③ mDiaの精子形態形成における働き 
 これ迄の実験で mDia1/3 欠損マウスで
精子形成不全を認め、精原細胞移植実験で、
これが精子での mDia1/3 欠損でなく
Sertoli 細胞での欠損によることを明らか
にした。また、免疫組織化学で Sertoli 細
胞に mDia3 シグナルを認め、phalloidin
染色で mDia1/3 二重欠損マウス精巣で
Sertoli細胞の F-actin hoop の形成不全と
異常に束化されたアクチン繊維の存在を観
察している。現在、上記メカニズムを解析
中である。 
④ mDia の細胞悪性化と皮膚発がんにお
ける働き 
 C57BL/6N × CBAの遺伝背景のES細胞
を用いて作成したmDia1とmDia3の各単
独欠損マウスを DMBA/TPA投与による皮
膚発ガンモデルに供して、mDia1欠損特異
的にパピローマ数の減少および発生時期の
顕著な遅延を認めた。しかし、欠損マウス
を C57BL/6 背景に戻し交配するにつれ, 
この腫瘍形成が対照となる野生型
littermate で 見 ら れ な く な っ た 。
DMBA/TPA を用いた皮膚二段階発癌モデ
ルは用いるマウスの遺伝背景に依存するこ
とが報告されており、現在、以前の所見を
再現するために、mDia1欠損マウスを腫瘍
形成が評価できる FVB 遺伝背景に戻し交
配中である。さらに、DMBA/TPA による
発がんはRasの活性化変異に起因するので
マウス個体実験を補完するため、NIH3T3
細胞やMEFを用いて活性化 Rasによる細
胞悪性化での mDia1 の関与を検討中であ
る。 
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