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研究成果の概要（和文）：1)LET-502-MLC-4-NMY-2からなるミオシンおよびその制御系が、軸索切断後の成長円
錐形成に重要な役割を果たすことが明らかになった。2) CDK型プロテインキナーゼをコードしておるSVH-16は
JNK経路の上流あるいはJNK活性化で抑圧できるパラレルな経路で機能することが示唆された。３）アクチン結合
タンパク質α-アクチニンの線虫ホモログATN-1はLIMドメインタンパク質ALP-1と結合することで神経軸索再生を
制御することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：1.We found that LET-502-MLC-4-NMY-2 pathway regulated growth cone 
reformation in the axon regeneration. 2.We found that SVH-16, a CDK type protein kinase might have 
function in the upstream of JNK pathway or parallel to JNK pathway. 3. We found that C.elegans 
homolog ATN-1, actinin alpha 1 can bind to ALP-1, an ortholog of human LDB3 (LIM domain binding 3), 
which had important function in the axon regeneration.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 神経再生　線虫C.elegans

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経軸索の再生機構の解明は、医学的には事故や疾患による神経切断や欠損の治療法を開発する上で重要であ
り、社会的にも喫緊の研究課題である。従って、本研究は単なる学術的発見にとどまらず、ヒトにおける神経再
生誘導の理解および再生治療に繋がることが期待される点で、日本発の極めて重要な研究と考える。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 

神経の再生は事故や疾患による神経切断や欠損を治療するための重要な課題であり、その

メカニズムの解明および再生を誘導する方法の開発は、医学的にも社会的にも喫緊のテーマで

ある。軸索再生機構は種を越えて保存されており、モデル動物である線虫 Caenorhabditis	 

elegans においても、哺乳動物と同様に軸索再生が起こる。通常、成長円錐は軸索の伸長が起

こる発生期で数多く形成される一方、軸索の伸長が終了した神経ではほとんど形成されない。

しかし近年の研究から、生体内で軸索が切断されると、発生終了後の神経においても新たな成

長円錐が形成されることがわかってきた。切断を受けた軸索は、まずその切断部の先端が速や

かに退縮して短くなり、先端に球状構造が形成される。その後球状の軸索先端が成長円錐に変

化すると軸索の伸長が開始される。一方、軸索先端が成長円錐に変化しない場合には軸索の伸

長は起こらない。切断軸索における成長円錐の形成現象は、分子生物学および遺伝学的解析が

容易なモデル生物である線虫 Caenorhabditis	 elegansでも見出されている。申請者はこれまで

に線虫の軸索再生を制御するシグナル伝達経路について、JNK	 MAPK 経路およびその上流を中心

に解明してきた。一方、切断後の成長円錐の再形成がどのような細胞骨格タンパク質およびそ

の制御因子の変化を介して起こるのか、そのメカニズムについてはよくわかっていなかった。	 

 
２．研究の目的 
	 

成長円錐は、神経軸索が伸長する際に軸索末端に形成される放射状の構造体であり、物理

的牽引力を生み出すことにより軸索を伸長させる役割を持つ。通常、成長円錐は軸索の伸長が

起こる発生期で数多く形成される一方、軸索の伸長が終了した神経ではほとんど形成されない。

しかし近年の研究から、生体内で軸索が切断されると、発生終了後の神経においても新たな成

長円錐が形成されることがわかってきた。これまでの培養細胞を用いた解析から、成長円錐に

局在するタンパク質としてアクチン／ミオシン系や GAP-43 などが報告されている。しかし、切

断後に成長円錐の形成が再誘導される詳細なメカニズムについてはあまりよく分かっていない。

そこで、本研究では、分子生物学および遺伝学的解析が容易なモデル生物である線虫

Caenorhabditis	 elegansを用いて軸索切断による成長円錐再形成機構の解明を目的とした。	 

 
３．	 研究の方法 

本研究では、モデル動物である線虫を用いて、軸索再生時の成長円錐形成における（１）

成長円錐形成における Rho―Rho	 キナーゼーMLC-4 シグナル伝達経路	 （２）成長円錐形成にお

ける JNK 経路と細胞骨格との関係	 （３）細胞骨格制御タンパク質による神経軸索制御機構	 に

ついて、それぞれ解析を進めた。	 

	 
４．	 研究成果	 

まず、（１）で Rho―Rho	 キナーゼ―MLC-4 シグナル伝達経路が、切断軸索における成長円

錐の再形成においてどのような役割を果たすか検討した。線虫の Rho キナーゼ let-502の変異

体において軸索切断後の成長円錐形成率を見たところ、野生型と比べて顕著に低下することが

判明した。また、この表現型は非筋ミオシン軽鎖の線虫ホモログ mlc-4の	 リン酸化型模擬フォ

ームを発現させることにより抑圧された。そこで MLC-4 が本当に LET-502 によってリン酸化さ

れているかどうか、免疫蛍光染色法により検討した。まず、野生型と LET-502 多量発現系統の

それぞれにおいて、抗リン酸化 MLC 抗体を用いて線虫内のリン酸化 MLC を検出したところ、

LET-502 多量発現系統において発現神経における顕著な染色が認められた。さらに、軸索切断

後の神経末端について検討したところ、野生型において切断軸索の先端部に顕著なリン酸化



MLC	 の染色を確認できた。さらに、線虫に複数あるミオシン重鎖のうち、軸索切断後の成長円

錐形成に関与するものを探索した結果、nmy-2 変異体において軸索切断後の成長円錐形成率が

顕著に低下することを見出した。この表現型はリン酸化ミミック型 MLC-4 の発現により抑圧で

きなかったことから、NMY-2 は MLC-4 の下流で機能すると推測される。以上の結果から、

LET-502-MLC-4-NMY-2 からなるミオシンおよびその制御系が、軸索切断後の成長円錐形成に重

要な役割を果たすことが明らかになった。	 

（２）成長円錐形成における JNK 経路と細胞骨格との関係については、JNK 経路上で機能

する遺伝子として同定された svh-16 遺伝子について解析を行なった。svh-16 遺伝子は CDK 型

プロテインキナーゼをコードしており、その欠損変異体では軸索切断後の成長円錐形成率の顕

著な低下が認められた。遺伝学的な解析から、svh-16変異体でみられる形成率低下の表現型は、

非筋ミオシン軽鎖の線虫ホモログ mlc-4 の	 リン酸化型模擬フォームを発現させることにより

抑圧された。このことから、SVH-16はMLC-4のリン酸化を介して機能する可能性が考えられた。

MLC-4 のリン酸化は、Rho キナーゼによって誘導されることが哺乳動物で分かっている。線虫の

Rho キナーゼ let-502 の変異体も軸索切断後の成長円錐形成率が低下するが、その表現型も

mlc-4の	 リン酸化型模擬フォームを発現させることにより抑圧された。しかし、LET-502 の活

性化型の発現によっては svh-16 変異体でみられる軸索切断後の成長円錐形成率低下の表現型

が抑圧できなかったことから、SVH-16 は LET-502 とは別の経路を介して MLC-4 のリン酸化を制

御する可能性が示唆された。svh-16による再生制御の詳細をさらに解明するため、svh-16変異

体の再生率低下の表現型を抑圧する変異体を探索したところ、アクチン結合タンパク質カルポ

ニンの線虫ホモログがその表現型を弱く抑圧できることを見出した。これらのことから、SVH-16

がアクトミオシン系を制御することにより、神経軸索再生を制御している可能性が示唆された。

また、svh-16変異体の軸索切断後の成長円錐形成率低下の表現型は、JNK 経路の MAPKKK である

MLK-1 の多量発現により抑圧されたことから、SVH-16 は JNK 経路の上流あるいは JNK 活性化で

抑圧できるパラレルな経路で機能することが示唆された。	 

（３）細胞骨格制御タンパク質による神経軸索制御機構の解析については、アクチン結合

タンパク質α-アクチニンの線虫ホモログ ATN-1 に着目して、その解析を進めた。atn-1変異体

で軸索切断後の成長円錐形成率を見たところ、野生型と比べ顕著な低下が認められた。最近、

当研究室では LET-502―MLC-4 経路において、BRCA2 の線虫ホモログ BRC-2 が、LIM ドメインタ

ンパク質 ALP-1 を介して LET-502 を制御することで、LET-502 による MLC-4 のリン酸化制御を

コントロールすることが明らかになっている。そこで、これらの因子と ATN-1 との関係につい

て検討したところ、ATN-1 は ALP-1 と結合することが酵母ツーハイブリッド法により示唆され

た。しかし、atn-1 変異体で見られた神経軸索再生低下の表現型は活性化型 MLC-4 によっては

抑圧できなかった。これらのことから、ATN-1 は ALP-1 と結合するものの、その神経軸索再生

における作用点はミオシンの下流、または別経路上であることが示唆された。	 	 

以上の結果から、アクトミオシン系の細胞骨格タンパク質およびその制御因子が軸索切断

後の成長円錐形成において重要な役割を持つことが明らかとなった。また、これらの因子の多

くが発生過程における軸索伸長過程には関与しないことが観察されたことから、軸索切断後の

成長円錐の再形成は、通常の発生過程で行われる成長円錐形成とは異なるメカニズムによると

推測される。	 
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