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研究成果の概要（和文）：神経の軸索再生は、促進・抑制シグナル経路により決定される。線虫では、JNK MAPキナー
ゼ経路が軸索再生を促進する。我々は、増殖因子SVH-1とその受容体SVH-2が、JNK経路を介して軸索再生を制御するこ
とを示した。また、エンドカンナビノイドのアナンダミド（AEA）が、JNK経路に拮抗するGoα; GOA-1を介して軸索再
生を抑制することを見出した。これらの結果から、複数の経路から構成されるシグナルネットワークが、JNK経路を介
して軸索再生を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The ability of neurons to regenerate their axons after injury is determined by a 
balance between signaling pathways that promote and inhibit regeneration. In Caenorhabditis elegans, JNK 
MAP kinase pathway is important for axon regeneration. We demonstrated that the SVH-1 growth factor and 
its receptor SVH-2 regulate axon regeneration via the JNK MAPK. We also found that the endocannabinoid 
anandamide (AEA) inhibits axon regeneration via the Goα; subunit GOA-1, which antagonizes the JNK 
pathway. In this study, we showed that a signaling network consisting of multiple pathways regulates axon 
regeneration via the JNK pathway.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 遺伝学　シグナル伝達　神経科学　脳・神経　軸索再生
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１．研究開始当初の背景 
 切断された神経軸索の再生研究は、事
故や外科的手術などにより切断を受けた
神経を修復し、元の正常な状態にまで回
復させる方法を開発する上で必要な研究
であり、学術的な面だけでなく医学的・
社会的にも要請度の高い研究課題といえ
る。軸索を切断された神経は、まずその
切断部の先端が速やかに退縮して短くな
るが、その後退縮部分から成長円錐を形
成して伸長し、標的となる細胞に再び到
達することにより機能的な軸索を再形成
する。この再生過程を精緻に制御するた
めには、様々な促進・抑制シグナルが絶
妙なバランスの上に機能することが重要
であるが、これらのシグナルの実体およ
び制御機構は未解明である。 
 最近、モデル動物である線虫を用いた
研究から、ストレス応答型 MAP キナーゼ
（MAPK）経路である DLK MAPKKK→p38 経
路と MLK MAPKKK→JNK 経路が、運動神経
切断後の軸索再生を正に制御することを
明らかにした。この成果は、ストレス応
答型 MAPK 経路が神経再生において重要な
役割を果たすことを示すものであり、神
経軸索再生研究の突破口となる成果であ
る。さらに、マウスにおいても、DLK 経路
が DRG 神経における神経突起再生に必要
であることが示され、神経組織再生を促
進するシグナル経路の種を越えた共通性
が提示された。 
 線虫の DLK→p38 経路と MLK→JNK 経路
は、MAPK ホスファターゼである VHP-1 に
より負の制御を受けており、vhp-1 欠損
変異体では DLK→p38 経路と MLK→JNK 経
路の異常活性化により致死となる。我々
は、網羅的 RNAi スクリーニングでのノッ
クダウンにより、vhp-1 欠損変異体の致
死性を抑圧する遺伝子として、92個の svh 
(suppressor of vhp-1)遺伝子を分離し、
これらが神経軸索再生に関わることを見
出した。さらに、上皮細胞増殖因子受容
体（EGF 受容体）に結合する細胞内アダプ
ター分子 GRB2 の線虫ホモログが、神経軸
索再生を正に制御することも見出した。
我々は以前、MAPKKK ファミリーに属する
ロイシンリッチリピートキナーゼ LRRK1
が、哺乳動物において EGF 受容体と GRB2
を介して結合し、EGF 受容体の細胞内輸送
を制御することを報告している。哺乳動
物の LRRK1 は、EGF 受容体だけでなくダイ
ニンモーター蛋白質とも結合することに
より、EGF 受容体のダイニン依存的な逆行
輸送を制御している。従って、EGF 受容体
が GRB2 を介して LRRK1 と結合し、ダイニ
ンモーター蛋白質に依存して細胞体へと
逆行輸送される機構が、神経軸索再生に
おいて重要な役割を果たしている可能性
が推測された。 

 

２．研究の目的 
 上述の背景を踏まえ、本研究課題では
神経切断によって生じる軸索再生を促
進・抑制するシグナル因子群を同定し、
これらの因子群による種を越えて保存さ
れた神経軸索再生機構の解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
 種を越えて保存された神経軸索再生を
制御するシグナル伝達機構を、モデル動
物である線虫と哺乳動物培養細胞を用い
て解析を進めた。特に、線虫の MLK→JNK
経路上で機能すると想定される SVH 因子
群および EGF-LRRK-ダイニンを中心に、神
経軸索再生を制御するシグナル因子の同
定と機能解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）網羅的 RNAi スクリーニングにより、
vhp-1 欠損変異体の致死性を抑圧する遺伝
子として分離した svh 遺伝子のうち、svh-1
は、N 末端にシグナルペプチドを持ち、さら
に Kringle ドメイン、N ドメイン、セリンプ
ロテアーゼドメイン等を持つ新規分泌蛋白
質をコードしていた。これらのドメインは、
ヒトの増殖因子である HGFや MSP にも共通に
存在することから、SVH-1 は HGF/MSP タイプ
の増殖因子として機能することが推測され
た。また、svh-2 は哺乳動物の HGF や MSP の
受容体として知られる c-Met および Ronと相
同性が高い受容体型チロシンキナーゼをコ
ードしていた。これらのことから、SVH-1 と
SVH-2 は哺乳動物の HGF/MSP および Met/Ron
と同様、増殖因子と受容体としてそれぞれ機
能すると考えられた。svh-1 と svh-2 遺伝子
の欠失変異体をそれぞれ作成し、軸索再生に
対する効果を調べたところ、野生型の若い大
人の線虫では、切断された軸索のうち約 80%
の軸索が再生するのに対し、svh-1、svh-2欠
損変異体ではどちらも再生率が約 20%まで低
下していた。ちなみに、神経を切断しない通
常の状態では、svh-1、svh-2欠失変異は神経
軸索の走行に影響しない。これらのことから、
SVH-1 と SVH-2 は共に発生過程における神経
軸索形成には関与せず、切断された神経軸索
の再生に特異的に関与することが示された。 
 次に、SVH-1 と SVH-2 が機能する細胞を調
べる目的で、これらの遺伝子の発現パターン
についてそれぞれ検討した。まず、svh-1 遺
伝子の発現パターンについてレポーター遺
伝子を用いて調べたところ、ADL と呼ばれる
一対の頭部感覚神経において特異的に発現
していた。また、svh-1 遺伝子を ADL で特異
的に発現するプロモーターにつないで svh-1
変異体に導入したところ、その軸索再生低下
の表現型がレスキューされた。さらに、野生
型の線虫でADL神経をレーザー照射で殺した
場合、軸索再生率は svh-1変異体と同レベル
まで低下した。これらのことから、SVH-1 は
ADL 神経で特異的に発現することにより、神



経軸索再生を制御することが明らかになっ
た。一方、svh-2 遺伝子の発現パターンを調
べたところ、筋肉や腸などでの発現は見られ
たが、神経では発現が観察されなかった。し
かし、軸索を切断した神経細胞において、切
断後４時間前後で svh-2遺伝子の発現が特異
的に誘導されることが判明した。さらに、
svh-2 遺伝子を切断神経で特異的に発現させ
ると、svh-2 変異体の軸索再生低下の表現型
が回復した。従って、SVH-2 は切断された神
経で細胞自律的に機能していることが示唆
された。以上の結果から、SVH-2 は通常神経
では発現していないが、軸索が切断されると
発現が誘導され、その結果生じた SVH-2 タン
パク質がADL 神経から分泌されたSVH-1シグ
ナルを受け取り、軸索再生を制御すると考え
られる。 
 次に、svh-1 と svh−2 の遺伝学的上下関係
について検討したところ、svh-1と svh−２が
同一経路で機能すること、svh-1 の下流で
svh-2が機能することが示唆された。従って、
SVH-1 と SVH-2 はそれぞれのホモロジーから
予想された増殖因子→受容体の関係と合致
する方向で、軸索再生を制御していることが
示された。さらに、SVH-1 と SVH-2 を過剰活
性化した場合の軸索再生への効果について
検討した。野生型の線虫では、軸索再生開始
は約 80%の切断軸索で起こるが、そのうち標
的である背側まで伸長して到達するものは
5%前後である。ところが、野生型の線虫で
SVH-1 あるいは SVH-2 を多量発現させると、
再生した軸索の背側到達率は 40%～60%まで
促進された。この時、切断軸索先端に形成さ
れる成長円錐は、野生型の線虫と比べて明ら
かに大きく、その活動も活発であった。また、
線虫の軸索再生率は、加齢と共に低下するが、
SVH-1 の多量発現はその低下も抑制した。同
様な表現型は、SVH-2 を多量発現させた時に
も起こる。これらのことから、SVH-1→SVH-2
の過剰活性化は、軸索の再生能を高め、加齢
による軸索再生率の低下を抑えることが明
らかになった。 
 では、SVH-1 と SVH-2 は、MLK→JNK 経路と
DLK→p38 経路のどちらの経路で機能してい
るのであろうか？ この問題について生化
学的に検討した結果、SVH-2 は MLK-1 と直接
結合し、そのチロシン残基をリン酸化するこ
とを見出した。一方、SVH-2 と DLK-1 との間
で生化学的相互作用は見出せなかった。さら
に、svh-2 欠失変異体において、JNK の活性
が顕著に低下していることが明らかになっ
た。以上の結果から、SVH-2 は JNK 型 MAPK カ
スケードの上流で機能していることが示唆
された。 
 本成果については、Nature Neuroscience
誌で発表した。 
 
（２）svh-3遺伝子は、「体内麻薬物質」とも
呼ばれる脂質メディエーターのアナンダミド
（AEA）を分解する酵素をコードしていた。AEA

は三量体G蛋白質Goの線虫ホモログGOA-1を
介して、別の三量体G蛋白質Gqホモログ
EGL-30、およびホスホリパーゼCホモログ
EGL-8からなるジアシルグリセロール（DAG）
産生経路を抑制することで、神経軸索再生を
負に制御していた。DAGの下流でプロテインキ
ナーゼCホモログTPA-1が機能すること、TPA-1
はJNK経路のMAPKKKであるMLK-1のactivation 
loopに位置する355番目のセリンをリン酸化
することにより、これを活性化することも示
された。以上のことから、SVH-3により代謝さ
れる脂質メディエーターAEAによるJNK MAPK
経路、および神経軸索再生の抑制機構とその
メカニズムが解明された。 
 以上の成果については、Nature 
Communications誌で発表した。 
 
（３）svh-5 遺伝子は、Ets 型の転写因子を
コードしていた。しかし、svh-5 変異体では
神経軸索再生率の顕著な低下が見出されな
かったことから、神経軸索再生では別の Ets
型転写因子が機能しているのではないかと
予想し、SVH-5 と類似した Ets 型転写因子を
コードする ets-4について検討した。その結
果、軸索再生率の顕著な低下が認められた。
ETS-4 が転写因子であることから、これが軸
索切断による svh-2の発現誘導に関与する可
能性について検討した。ets-4 変異体では、
神経切断による svh-2遺伝子の発現誘導が起
こらないことが判明した。また、svh-2 を切
断神経において別のプロモーターにより恒
常的に発現させることにより、ets-4 変異体
の軸索再生率の低下が抑圧された。さらに、
svh-2 遺伝子のプロモーター領域には Ets 結
合サイトが存在し、それを欠損させると神経
切断による svh-2の発現誘導が起こらなくな
った。よって、ets-4が軸索切断による svh-2
の発現誘導を介して神経軸索再生を制御す
ることが明らかとなった。 
 我々はさらに、ETS-4 の N 端側にプロテイ
ンキナーゼ A（PKA）によるリン酸化コンセン
サス配列が存在することを見出した。そこで、
生化学的に検討したところ、実際に ETS-4 が
PKA によってリン酸化されることを確認した。
PKAはセカンドメッセンジャーであるcAMPに
より活性化される。cAMP 合成酵素アデニル酸
シクラーゼをコードする acy-1遺伝子の欠損
変異体で svh-2の発現誘導を検討したところ、
acy-1 変異体では神経切断による svh-2 の発
現誘導が起きないことが判明した。さらに、
リン酸化模倣型の改変 ETS-4 を作成して
acy-1 変異体で発現させたところ、神経切断
による svh-2の発現誘導が再び起こるように
なった。ただし、リン酸化模倣型の ETS-4 を
単に発現させただけでは svh-2の発現誘導は
起こらず、その発現誘導が依然として神経切
断依存的であったことから、cAMP-ETS-4 経路
に加えて、もう一つ別のシグナルが神経切断
による svh-2の発現誘導に必要であると想定
された。svh 遺伝子のうち、svh-8 は C/EBP



型の転写因子をコードする遺伝子 cebp-1 と
同一であったことから、これがもう一つのシ
グナルになる可能性について検討した。軸索
切断による svh-2の発現誘導を検討したとこ
ろ、cebp-1変異体では ets-4変異体と同様に
発現誘導が起こらなかった。これまでの解析
から、cebp-1 は DLK→p38 経路の下流で機能
することが示されている。そこで、dlk-1 変
異体における svh-2の発現誘導について検討
したところ、軸索切断による svh-2の発現誘
導が見られなかった。これらのことから、
cAMP-ETS-4 経路と DLK-1-CEBP-1 経路の両方
が、神経軸索切断による svh-2発現誘導に必
要であることが明らかになった。 
 以上の成果については、PLoS Genetics 誌
で発表した。 
 
（４）EGF、LRRK1、およびダイニンによる軸
索再生の制御については、GRB2 の線虫ホモロ
グが軸索再生を正に制御する結果は得られ
た。しかし、GRB2 の上流で機能する EGFR の
欠損変異体における軸索再生の結果がバッ
クグラウンドにより変わってしまうこと、
LRRK1 およびダイニンの変異体において統計
的に有意な再生率の低下が見られなかった
ことなどから、EGFR-LRRK-ダイニンからなる
経路は神経軸索再生において中核的な役割
は担っている可能性は低いと結論した。GRB2
の神経軸索再生における役割の解明は、今後
の課題である。 
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