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研究成果の概要（和文）：神経ガイド分子セマフォリン3A（Sema3A）は神経突起伸長を抑制する。Sema3Aは細胞内情報
伝達分子CRMP1を介してアクチン細胞骨格を崩壊させる。本研究ではCRMP1とアクチン結合蛋白質Filamin-Aとの相互作
用を見いだした。CRMP1はFilamin-AのＮ末端とＣ末端に結合し、その立体構造を大きく変化させた。CRMP1やFilamin-A
のそれぞれの結合領域の変異体はSema3Aの作用を阻害した。これはCRMP1・Filamin-A相互作用がSema3A情報伝達に必要
なことを示す。CRMP1・Filamin-A結合の阻害により神経突起伸長を促す新たな薬物の開発へと発展させたい。

研究成果の概要（英文）：Sema3A, an axon guidance molecule, repels neurite outgrowth. This action 
accompanies the collapse of actin-cytoskeleton in the neuronal growth cones. We found that CRMP1, an 
intracellular mediator for Sema3A-signaling, interacts with Filamin-A, an actin binding protein. In C. 
elegans, Filamin-1 (Filamin-A homologue) is involved in DD/VD motoneuron guidance with UNC-33 (CRMP1 
homologue). CRMP1 binds N- and C-termini of Filamin-A and alters its ternary structure. We determined the 
interaction residues in Filamin-A and CRMP1. Overexpression of the point-mutants of those residues in 
cultured neurons interferes Sema3A-response. Sema3A induces phosphorylation of CRMP1. A phospho-mimicking 
mutant of CRMP1 binds Filamin-A with higher affinity than wildtype. The phospho-mimicking CRMP1 
interferes the actin cytoskeleton weaved with F-actin and Filamin-A. These results suggest that 
phosphorylated CRMP1 removes Filamin-A from actin-cytoskeleton in turn to bring the collapse in 
Sema3A-signaling.

研究分野： 神経生物学

キーワード： 神経回路形成　細胞骨格　アクチン　セマフォリン　Sema3A　CRMP1　Filamin-A　リン酸化
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１．研究開始当初の背景 
 神 経 ガ イ ド 分 子 セ マ フ ォ リ ン 3A
（Sema3A）は神経突起伸長を抑制して回路
形成を制御する(Nakamura, 2000)。Sema3A
は脊髄後根神経節(DRG)や海馬神経細胞の突
起 先 端 の 成 長 円 錐 に 発 現 す る
Neuropilin-1/Plexin-A 受容体複合体に結合
する。Plexin-A は細胞内情報伝達機構を活性
化して神経突起内のアクチン及びチュブリ
ン細胞骨格を再構築させ、軸索伸長を停止、
あるいは方向の転換を引きおこす。 
 Collapsin response mediator protein 
(CRMP)はSema3A細胞内情報伝達分子とし
て同定された(Goshima, 1995)。CRMP には
５種類（CRMP1〜CRMP5）のメンバーが存
在する。CRMP1/2 は Sema3A 情報伝達にお
いて Fyn、Cdk5, GSK3β などのキナーゼに
よりリン酸化され、活性化する (Uchida, 
2005,2009)。CRMP2 はチュブリンダイマー
に結合しその輸送に関わるが、リン酸化によ
りこの結合能を失い、神経突起伸長が抑制さ
れ る  (Yoshimura, 2005) 。 申 請 者 ら は
Sema3A、CRMP1 のホモ変異、及び二重ヘ
テロ変異マウス大脳の解剖学的解析から、
Sema3AとCRMP1の遺伝的相互作用を明ら
か に し た  (Yamashita, 2007) 。 し か し
Sema3A情報伝達においてCRMP1を介した
アクチン細胞骨格の制御機構はまだ不明の
点が多い。 
 そこで線虫を用いて相互作用分子を探索
した。線虫の CRMP1 相同分子 UNC-33 を
Bait として Yeast two hybrid 法によるスク
リーニングを行い、アクチン結合蛋白質
Filamin-1 を得た。また脊椎動物における
Filamin-1 相同分子の Filamin-A も CRMP1
と相互作用した。これらの事実から、
Filamin-A が Sema3A 情報伝達において
CRMP1 とアクチン骨格をつなぐ分子と想定
して研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 線虫を用いて UNC-33 と Filamin の生体
内相互作用を検証する。次に脊椎動物の
Sema3A 情報伝達経路における CRMP1・
Filamin-A 相互作用の役割を明らかにする。
相互作用部位を Filamin-A、CRMP1 それぞ
れについて、部分配列及び１アミノ酸変異体
を用いた結合実験により決定する。相互作用
部位に変異を導入した Filmain-A や CRMP1
を DRG 培養神経細胞に導入し、Sema3A 情
報伝達の阻害効果を検証する。CRMP1・
Filamin-A 複合体の立体構造を、原子間力顕
微鏡を用いて明らかにする。構造情報を基に
Filamin-A の CRMP1 相互作用に関与するア
ミノ酸配列を含むペプチドを合成し、in vitro
におけるCRMP1-Filamin-A相互作用の阻害
効果や神経細胞における Sema3A 作用の抑
制を検討して、軸索反発因子の細胞内情報伝
達を阻害する薬物開発の基盤とする。 

 
３．研究の方法 
（１）線虫を用いた Filamin-1・UNC-33 生
体内相互作用の検証：Filamin-1(fln-1)欠失変
異体(tm545)の DD/VD 運動神経を GFP で可
視化し、神経走行の異常を評価する。また
Filamin-1変異体とunc-33の弱変異体(e204)
あるいは欠失変異体(mn407)の二重変異の
DD/VD 神経走行を評価し、遺伝的相互作用
を検証する。弱変異体の異常を増強し、欠失
変異体の異常を増強しなければ、Filamin-1
と unc-33 の遺伝的相互作用が実証できる。
同様の遺伝的相互作用を Sema2A 受容体の
Plexin-2 欠失変異体 (tm729)とも行い、線虫
のセマフォリン情報伝達における Filmain-1
の関与を明らかにする。 
（２）Filamin-A・ CRMP1 相互作用部位の
決定：Filamin-A の ABD や CRMP1 の部分
配列を、大腸菌を用いて発現・精製する。Dot 
blot法によりそれぞれの結合部位を限定する。
限定された部位について、１〜数アミノ酸の
アラニン置換をそれぞれの分子全長に対し
て導入し、結合能を評価する。この解析によ
り Filamin-A, CRMP1 それぞれについて相
互作用に重要なアミノ酸が決定される。 
（３）相互作用部位の bioassay による検証：
Filamin-A や CRMP1 のアラニン置換変異体
を、ヘルペスウイルスベクターを用いてニワ
トリ胚脊髄後根神経節(DRG)に変異体を発現
させ、Sema3A 退縮応答に対する阻害効果を
検討する。 
（４）Filamin-A 全長と CRMP1 複合体の原
子間力顕微鏡による構造検証：Filamin-A は
Ｃ末端領域を介して二量体化し、Ｖ字型の形
状をとる。一方、CRMP1 は４量体を形成す
る。Filamin-A と CRMP1 の精製蛋白質を再
構成し、原子間力顕微鏡により複合体構造を
明らかにする。また Filamin-A の F-actin 結
合がCRMP1により増強するあるいは減弱す
るかを、精製蛋白の再構成系や HEK293 培
養細胞を用いて検討する。 
（５）Filamin-A-ABD と CRMP1 の複合体
結晶構造解析：ABD 及び CRMP1 を発現・
精製し複合体のＸ線結晶構造解析を行う。 
（６）CRMP1-Filamin-A 相互作用阻害ペプ
チドの検討：見いだした相互作用部位を含む
部分ペプチドを合成し、CRMP1-Filamin-A
相互作用の阻害効果、及び Sema3A 退縮応答
の抑制作用を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）線虫における filamin-1・unc-33 相互
作用と神経回路形成 
 線虫の DD/VD 神経は腹側に１９個の神経
細胞体を持つ。その繊維は腹側を走行した後、
交連繊維となり背側に投射する。野生型では
１４〜１７本の交連繊維が梯子状に観察さ
れる（図１A）。これらの繊維は背側で１本の
連続した神経束(dorsal nerve cord)を形成す



る。Filamin-1 欠失変異体 (tm545)では、
DD/VD 神経の異常な交連線維の投射（途中
停止など）や、途切れた背側神経束が認めら
れた（図１B）。また、unc-33 の弱変異体(e204)
も類似の異常を示した（図１C）。さらに
filamin-1(tm545) unc-33(e204)二重変異体
では異常が増強した（図１D, E）。一方 unc-33
欠失変異体(mn407)では増強されなかった
(図 1E)。このことから unc-33 と filamin-1
は遺伝的に相互作用して DD/VD 神経投射を
制御すると考えられた。 
 次に線虫のセマフォリン Sema2A の情報
伝達機構に Filamin-1が関与するかどうかを
検証した。Filamin-1 変異体(tm545)の背側神
経束の異常は、Sema2A 受容体 Plexin-2 の欠
失変異(tm729)との二重変異では増強されな
かった（図１F）。この結果は Filamin-1 の
Sema2A/Plexin-2 情報伝達への関与を示す。 

 
（２）CRMP1・Filamin-A 相互作用 
 ラ ット脳 を 用いた 免 疫沈降 に よ り
Filamin-A と CRMP1 との相互作用を見いだ
した（図２A）。また HEK293T 細胞を用いた
免疫沈降においてもFilamin-AとCRMP1の
相互作用が確認された。次にマウス DRG 培
養神経細胞にFilamin-AのRNAi発現抑制を
行い、Sema3A の感受性低下を見いだした
（図２B, C）。これは Filamin-A が Sema3A
情報伝達を構成する分子であることを示す。 
 Filamin-A はアクチン結合領域(ABD)とイ
ムノグロブリン様(Ig)反復配列２４個から構
成される紐状の分子である。Filamin-A を部
分領域に分割してCRMP1相互作用領域を決
定した。CRMP1 は ABD（アクチン結合領域）
と Ig24 に結合した（図３A）。また ABD の

93〜96 番目のアミノ酸が CRMP1 の結合に
関与した（図３B）。この部分をアラニンに置
換したFilamin-A変異体はCRMP1との親和
性が低下した（図３C）。さらにニワトリ胚
DRG への Filamin-A 変異体、ABD 欠失体(Δ
ABD)、Ig24 欠失体(ΔIg24)、R96A 変異体の
強制発現は Sema3A 応答を抑制した（図３
D-F）。一方 Ig1-15 欠失変異体は(ΔIg1-15)
は抑制しなかった。これは ABD や Ig24 が
Sema3A 情報伝達に関わること、ABD 内で
は９６番目のアルギニン(R96)が Sema3A 情
報伝達に重要なことを示す。 

 
 CRMP1 についても同様の解析を行い、相
互作用部位として 245〜247 番目のアミノ酸
を見いだした。この領域のアラニン置換変異
体を作成し、Filamin-A 結合能、DRG にお
ける Sema3A の退縮応答抑制を検討した。そ
の結果、247 番目のアスパラギン (N247)が
相互作用及び Sema3A 情報伝達に重要であ
ることが明らかになった。これらの結果から

図１ 線虫 Filamin-1 変異体の神経投射異常 A) 野生
型 DD/VD神経の 14〜17本の交連線維は梯子状に走行
する。また DD/VD は背側で１本の連続した神経束を作
る。矢印部分は強拡大。B) filamin-1 欠失変異型(tm545) 
DD/VD 交連線維の投射異常（矢頭）や背側神経束の断裂
がみられる（＊）。C) unc-33 弱変異型(e204) 交連線維
や背側神経束の異常が見られる。D) filamin-1(tm545) 
unc-33(e204)二重変異 DD/VD の投射異常が増加する。
E) 交連線維投射異常の定量 filamin-1(tm545)との二
重変異において unc-33(e204)弱変異体の表現型増強、
unc-33(mn407)欠失変異体の増強無しは、filamin-1 と
unc-33 との遺伝的相互作用を示す。**, p<0.01, T-test.  
F) plexin-2 と filamin-1 の DD/VD 背側神経束異常
filamin-1(tm545)と filiamin1(tm545); plexin-2 欠失変
異体(tm729)では背側神経束の異常に有意な差がない。
これは２者の遺伝的相互作用を示す。 

図 ３  Filamin-A の CRMP1 相 互 作 用 部 位 の 決 定 
A)Filamin-A 分子構造模式図と結合領域決定 Filamin-A を
分割し、dot blot 法により相互作用部位を検討した。ABD と
Ig24 に結合する。B)ABD 構造図 93〜96 アミノ酸が結合に
関与する。このうち黄色で示す Gln95、Arg96 が分子表面に
露出する。C) 93〜96 をアラニンに置換した Filamin-A 変異
体（93-96AA,赤破線）は野生型（黒線）に較べ、CRMP1 へ
の結合が低下する。D-F) Filmain-A の部分欠失変異体、点突
然変異体の効果 各変異体を DRG に強制発現させ Sema3A
感受性を評価した。ABD 欠損（ΔABD）や Ig24 欠損(ΔIg24)
は Sema3A 反応を抑制する。また Gln95 や Arg96 を Ala に
置換した変異体(Q95A, R96A)も Sema3A 反応を抑制した。 

図２ Filamin-A と CRMP1 相互作用 A) ラット生後１日脳
から Filamin-A を免疫沈降すると CRMP1 が共沈した。B, C) 
マウス DRG における Filamin-A RNAi の効果 Sema3A のな
い条件で神経成長円錐は扇型の形態を示す。Sema3A を添加す
ると針状に変化する（左下）。これを退縮応答と呼ぶ。Filamin-A 
RNAi の神経成長円錐では Sema3A による退縮応答が抑制さ
れる（右下）。C) 定量グラフ 退縮応答が Filamin-A RNAi で
は有意に抑制される。** p<0.01, T-test. 



Filamin-A・CRMP1 相互作用が Sema3A 情
報伝達に関与することが裏付けられた。 
 
（３）CRMP1 リン酸化と相互作用 
 Sema3A 情報伝達において Cdk5 は
CRMP1 の 522 番目のセリンをリン酸化する。
このリン酸化を介して Sema3A 退縮反応が
起こる。リン酸化セリンを摸倣するアスパラ
ギン酸置換を CRMP1 に導入した変異体
CRMP1(S522D)は、CRMP1 野生型に較べて
Filamin-A への親和性が増加した。さらにニ
ワトリ DRG へこの変異体を導入すると、退
縮応答様の形態変化を引きおこした。すなわ
ち CRMP1(S522D)は活性型変異体と考えら
れた。さらにこの反応は Filamin-A を RNAi
発現抑制により減弱化することから、
Filamin-A はリン酸化 CRMP1 の下流で機能
すると考えられた。 
 
（４）Filamin-A・CRMP1 複合体構造 
 Filamin-A はアクチン結合領域(ABD)と２
４個の Ig反復配列から構成され、さらに Ig24
を介して二量体化する。Filamin-A は V 字型
の紐状形態を示す。CRMP1 は Filamin-A の
ABD と Ig24 に結合し、Filamin-A の構造を
変化させると予想された。そこで Filamin-A
と CRMP1(S522D)の複合体形態を原子間力
顕微鏡（AFM）により観察した。Filamin-A
単体は V 字状で一辺 140 nm の形態（図
4A-C）を示し、CRMP1(S522D)４量体は直
径 40nm の粒子を示した（図 4D-F）。
Filamin-A・CRMP1(S522D)複合体は異なる
大きさの粒子が存在したが、長径 60nm のも
のが多かった（図 4G-I）。結晶構造からの
Filamin-A 二量体の容積は 650nm3、AFM 像
からの CRMP1 四量体は 362nm3と推定され
た。一方 Filamin-A、CRMP1(S522D)複合体
は様々な大きさが観察された（図 4G, 白、青
矢印）が、小さいものは 1680nm3 と推定さ
れた。これは Filamin-A 二量体と CRMP1 の
４量体２個から構成されると考えられた。ま
た超遠心による Filamin-A・CRMP1(S522D)
複合体沈降物のモル比と一致した。 
  
（５）Filamin-A・CRMP1 複合体とアクチ
ン骨格 
 Filamin-A はアクチン線維（F-アクチン）
を架橋し、網状のアクチン骨格を形成する。
CRMP1(S522D)は Filamin-A・F-アクチンの
骨格を脆弱化させた。これはリン酸化
CRMP1 が Filamin-A をアクチン骨格から遊
離させると推測された。さらに Sema3A 受容
体、CRMP1、Filamin-A を発現する HEK293
細胞において、Filamin-A と F-アクチンの相
互作用は、Sema3A 刺激により減少した。 
し か し こ の 減 少 は CRMP1(N247A) や
Filamin-A(R96A)変異体では認められなかっ
た。以上の結果から、Sema3A 情報伝達にお
いてリン酸化されたCRMP1はFilamin-Aと
相互作用して Filamin-A をアクチン骨格か

ら解離させ、アクチン骨格を崩壊させると考
えられた（図５）。 
 
（６）ABD・CRMP1 の結晶構造解析 高純
度に発現・精製された ABD の CRMP1 の複
合体結晶作成を試みた。しかしそれぞれ単体
の結晶構造は得られたが、複合体の構造は得
られなかった。また液層での ABD・CRMP1
複合体形成はカロリメトリーでは検出でき
なかった。ABD と CRMP1 の相互作用は固
相系の結合実験で見いだされたが、解離定数 
1.46μM と弱いため、液層において複合体形
成が困難と考えられた。 
 
 
展望 
 Sema3A 情報伝達におけるアクチン骨格
の制御にCRMP1とFilamin-Aの相互作用が
関わることを明らかにした。また CRMP1 と
Filamin-A の相互作用部位をアミノ酸レベル
で決定した。これら相互作用部位に結合する
低分子化合物やペプチドを見いだし、
Sema3A 作用の阻害薬物へと発展させるこ
とができると考えられる。当初の計画では３
（６）に示したペプチドの効果確認を目標と
したが、本研究期間内では研究方法の（１）

図４ Filamin-A, CRMP1、及び複合体の原子間力顕微鏡
像 A, B)Filamin-A 矢印で示すYやV字型の構造がみ
られる。C)Filamin-A１枝の分子構造プロファイル。長
さは 140nm 程度で２箇所高さが増加するところがある。
これは Ig 反復配列が部分的に重なったものと推測され
る。C-E)CRMP1(S522D) 直径 40nm、高さ 0.5nm の
粒子が多い。F-G)Filamin-A・CRMP1(S522D)複合体 
長径 60nm、高さ２〜４nm の粒子が出現する。高さは
Filamin-A や CRMP1 単独より大きい。青矢頭はさらに
大きな複合体を示す。 



〜（５）の実験及び論文発表(Nakamura, 
2014)までに留まった。今後は（６）の実験
について継続して検討する予定である。 
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