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研究成果の概要（和文）：アクチン結合タンパクの一つfilamin Aと結合するFILIP分子の新たな機能について本研究を
行った。FILIP分子は細胞の形態に関わるアクチン線維とともに働くミオシン分子の一つと結合し、その細胞内分布に
影響を与えることを明らかにした。また、FILIP分子は、このミオシン分子との結合により神経細胞の形態調節に関わ
る可能性を明らかとした。本研究は、分子生物学的実験を用いて、中枢神経系で神経細胞の形態に及ぼすFILIPを通じ
た新たなミオシン制御機構を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：FILIP has a role in the development of central nervous system through the binding 
of filamin A that is one of the actin-binding proteins. We investigated the additional function of FILIP o
n the neuronal morphology in this study. We observed that the expression of FILIP was observed in the limi
ted region of the adult brain. We found that FILIP bound to one of the non-muscle type myosin and altered 
the subcellular distribution of it. We disclosed that FILIP influenced on the morphology of the excitatory
 neurons. Our findings suggested that FILIP altered the morphology of neurons through the binding of the m
yosin. These results indicate that FILIP regulated actomyosin dynamics that have a role on the neuronal mo
rphology.
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１．研究開始当初の背景 
 近年の遺伝子改変動物、分子生物学的な手
法を用いた解析を通じ、ミオシンの一つであ
る非筋肉型ミオシンは中枢神経系の発生や
心臓の発生に中心的な役割を担う分子の一
つであることが明らかにされた（Tullio et al., 
J. Comp. Neurol. 433, 62, 2001, Ma et al., 
Mol. Biol. Cell 18, 2305, 2007）。また、細胞
生物学的にも、このミオシンは細胞の移動に
おける細胞骨格の制御に重要であることが
明らかにされてきた（Vincente-Manzanares 
et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 10, 778, 
2009）。神経細胞においても細胞移動にミオ
シンの機能が重要であること(Solecki et al., 
Neuron 63, 63, 2009)が明らかにされている。
この細胞移動でミオシンの細胞内分布に極
性が認められるが、その機構は不明な点が残
されている(Solecki et al., Neuron 63, 63, 
2009)。さらに、シナプスの可塑性にミオシ
ンが関わっていることが明らかとされてき
た(Rex et al., Neuron 67, 603, 2010)。今まで
に非筋肉型ミオシンの機能調節としてミオ
シンと結合するミオシン軽鎖のリン酸化に
よる調節機構が報告されている。さらに、ミ
オシンのリン酸化による修飾がミオシンの
重合・脱重合の調節を行い、ミオシンの機能
が調節されている（Vincente-Manzanares et 
al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 10, 778, 2009）。
これらは、ミオシンに対しての時間的な活性
調節として働くと考えられる。先に述べた神
経細胞の移動では、移動の方向に応じてミオ
シンの機能が発揮されている。また、神経細
胞のシナプスの可塑性では、細胞の一部であ
る樹状突起の棘突起という限局した部位で
ミオシンは機能を発揮している。これらは神
経細胞内でのミオシンの空間的な制御機構
が細胞の機能に重要であることを示してい
る。 
 我々は、以前にアクチン線維結合蛋白
filamin Aに結合するFILIPを同定し、FILIP
が胎生期の神経発生時に filamin Aの分解を
促進し、神経細胞の機能に関わる分子である
ことを報告した（Nagano et al., Nat. Cell 
Biol. 4, 495, 2002）。さらに、FILIP遺伝子
欠損マウスを作成し、そのマウスの解析を行
っている。この FILIP遺伝子欠損マウスの解
析中に、FILIP分子の発現は、発達期の脳だ
けでなく、生体の脳の一部に発現しているこ
とがわかってきた。さらに FILIP遺伝子欠損
マウスでは、その FILIP分子を発現している
部位の神経細胞の形態が正常とは異なって
いる可能性を見いだした。この神経細胞の形
態変化は、ミオシンの作用の有無による形態
変化と類似していた(Ryu et al., Neuron 49, 
175, 2006)。また、培養細胞を用いたパイロ
ット研究では FILIP 分子がミオシンの細胞
内局在に変化を及ぼす可能性を見いだした。
つまり、FILIP分子の発現がミオシンの分布
に影響を与える可能性が高いことが判明し
た。 

 以上より、本研究対象である FILIP分子が
関わる細胞形態の調節機構、特にミオシンを
通じた調節機構があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 神経細胞の形態の維持、回路形成に関わる
軸索、樹状突起の伸展、さらにはシナプスの
形成には、細胞骨格の制御が重要である。
我々は、アクチン線維と結合し、その動態に
関わる非筋肉型ミオシンの機能を制御する
新たな機構を示唆するデータを得た。このミ
オシンは神経発生のみならずシナプスの可
塑性や神経突起の伸展に関わり、神経細胞の
機能発揮に重要な分子である。その調節機構
は、明らかにされつつあるが、未だに不明な
点が残っている。本研究を通じ、FILIP分子
が関わるミオシンの制御を明らかにし、神経
細胞の機能･形態に関する新たな制御機構を
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴ FILIP 遺伝子欠損マウスの Western blot
法で認められたミオシンの変化の検討 
 FLIP 遺伝子欠損マウスおよび正常コント
ロールマウスの臓器より得られた蛋白を用
いて Western blot 法を行い、ミオシンにつ
いて正常マウスとFILIP遺伝子欠損マウスと
で比較検討する。また、ミオシンの変化に関
して、FILIP 遺伝子欠損マウスを用い原因に
ついて検討を行う。 
 

⑵ FILIP の強制発現細胞で認めたミオシン
の細胞内の分布の変化とミオシンの機能
との関連性を検討する 
 FILIP を培養細胞内で発現させ、その細胞
骨格に与える影響を検討する。さらに、FILIP
存在下でのミオシンの細胞内分布に関して、
細胞骨格との関係を Western blot 法を用い
て検討する。また、細胞内でのミオシンの分
布変化を形態的に検討する。この検討には、
FILIP の様々な部位を欠損した変異分子を用
い、その変異分子が細胞骨格などに与える影
響も検討する。 
 

⑶ FILIP とミオシンとの相互作用に関して
の検討 
 FILIP およびミオシンの各種変異分子を用
い、免疫沈降法もしくは pull-down assay 法
により FILIP、ミオシンのそれぞれの結合ド
メインを同定する。 
 また、filamin A とも FILIP は結合するこ
とから、FILIP が、ミオシン以外の他分子と
も結合し、複数の蛋白からなる複合体を形成
している可能性を考え、免疫沈降法、質量分
析法を用いて、結合する候補分子の検索を行
う。 
 

⑷ 梨状葉皮質由来神経細胞を用いた FILIP
とミオシンによる神経細胞の形態変化の
検討 



 FILIP が発現している梨状葉皮質神経細胞
の培養法を確立する。この培養細胞を用いて、
FILIP が神経細胞の形態に及ぼす影響を評価
する。また、ミオシンの活性に影響を及ぼす
化合物を、培養神経細胞に投与し、FILIP と
ミオシンの活性との関係を神経細胞の形態
変化を観察することにより検討する。 
 

⑸ ミオシンの調節機構を生体内の脳で再
現する 
 時期特異的、また、空間的に特定の分子の
発現を制御できるベクターシステム(Iguchi 
et al,PLoS ONE 7, e33380, 2012)を用いて、
FILIP の生体内での役割を検討する。このベ
クターを子宮内電気穿孔法により胎仔脳内
に導入し、時期特異的に FILIP の発現を調節
し、その神経細胞の形態に与える影響を評価
する。 
 
４．研究成果 
⑴ FILIP遺伝子欠損マウスのWestern blot
法で認められたミオシンの変化の検討 
 FILIP遺伝子欠損マウスと正常マウスの心
臓から得られたサンプルに対して、Western 
blot法のゲル濃度を調節し、ミオシンの各種
分子に対する解析を行った。その結果、当初、
認められていたミオシンの変化は、FILIPと
は結合しない心筋細胞内の他のミオシン分
子の発現による影響が大きいことが判明し
た。また、この過程で、FILIPが生体内では
ミオシンの量に影響を及ぼす可能性を見出
した。 
 
⑵ FILIPの強制発現細胞で認めたミオシン
の細胞内の分布の変化とミオシンの機能と
の関連性の検討 
 今までの培養細胞を用いた解析により、
FILIPが発現することにより、ミオシンとア
クチン線維との結合状態が変化する可能性
が考えられた。そこで、ミオシンとアクチン
の細胞内分布を培養細胞内で検討した。
FILIPの発現により、ミオシンとアクチン線
維の相互作用に変化が及んでいることを明
らかにした。様々な領域を欠損した FILIP変
異分子を用いて細胞内でのミオシンの細胞
内分布に与える影響を検討したところ、
FILIPがミオシンに与える影響に関してはミ
オシンと結合が重要であることが判明した。
また、FILIPに結合する新たな分子が同定で
き、FILIPの与えるミオシンへの作用は、こ
の結合分子の機能が重要であることがわか
った。この結合分子の機能において、神経細
胞の形態に関わることは、今までに報告され
ておらず、非常に新しい発見であると考えて
いる。 
 
⑶ FILIPとミオシンとの相互作用に関して
の検討 
 FILIPとミオシンの結合について、詳細に
検討するため、FILIPとミオシンの結合部位

の同定を、FILIPの変異分子およびミオシン
の変異分子を作成し、免疫沈降法を用いて試
みた。その結果、FILIPは FILIPの今までド
メインとしての報告の無い部位でミオシン
と結合することを見出した。また、ミオシン
上の FILIPとの結合部位も判明した。 
 
⑷ 梨状葉皮質由来神経細胞を用いたFILIP
とミオシンによる神経細胞の形態変化の検
討 
 まず、梨状葉皮質の神経細胞の培養法を確
立した。その培養神経細胞を用いて、ミオシ
ンの神経細胞内での分布の変化を検討した。
FILIPにより、そのミオシンの細胞内分布に
変化が生じる可能性を見いだした。さらにミ
オシンの機能を修飾する化合物が神経細胞
の形態に与える影響を検討した。FILIPが存
在する神経細胞と FILIP が存在しない神経
細胞では、その化合物の作用による形態の変
化に違いが生じていることが判明した。 
 
⑸ ミオシンの調節機構を生体内の脳で再
現する 
 FILIP遺伝子欠損マウスでは発達初期より
FILIPを欠損している。発達初期の FILIP欠
損の影響を避けるため、FILIPの発現を時期
特異的に抑える分子を発現するベクターを
作製し検討を行った。このベクターを用い
FILIP発現抑制の分子を生体のマウス脳内に
発現させ、その神経細胞の与える影響を検討
した。その結果、FILIP の機能抑制により、
神経細胞の形態に影響を与えることが判明
した。 
 
 以上より、本研究により神経細胞の形態調
節に関わる新しい機構の一端を明らかに出
来たと考えている。 
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