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研究成果の概要： 
低分子量G蛋白質Rhoとその標的蛋白質であるRhotekinの下流で機能する蛋白質の候補として、
多機能アダプター蛋白質である Vinexin と p140Cap を見出した。シナプスに局在する Vinexin
の MAP キナーゼによるリン酸化の分子機構を明らかにした。また、がん細胞においては ERK-MAP
キナーゼによる Vinexin のリン酸化は細胞の伸展、遊走、および足場非依存性の増殖に必須で
あることを示した。さらに、p140Cap のシナプスにおける機能解析を遂行した。また、最近、
遺伝性神経痛性筋萎縮症(HNA)の原因遺伝子としてセプチン分子の一種である Sept9 が同定さ
れた。この知見に基づき、Rho/Rhotekin と Sept9 との相互作用の異常が HNA の病態の基礎にな
り、それが神経細胞自身の機能異常に基づく可能性を示した。また、ラット脳の発達に伴うセ
プチンの発現変化を調べたところ、生後発達に伴って Sept8 の発現が顕著に増加していた。ま
た、蛍光抗体法により、ラット海馬神経細胞における Sept8 の局在を検討したところ、シナプ
スのマーカーであるシナプトフィシンとよく一致していた。Sept8 の生理機能を明らかにする
ことを目指し、Sept8 と結合するタンパク質を酵母 two-hybrid 法により検索したところ、シナ
プス小胞に存在し、神経伝達物質の放出に関与するシナプトブレビンと結合することがわかっ
た。 
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(LPA)などで活性化され、細胞骨格・細胞周
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とが確実視されている。私共は、細胞骨格関
連蛋白質・セプチンという分子群に焦点を絞
り研究を遂行している。セプチンは酵母から
哺乳類まで広く保存されている分子量４~
８万の GTP 結合蛋白質群である。構造的には
細胞内フィラメントを形成し、細胞骨格の構
造・機能と密接に関連すると考えられている。
下等真核生物では数種類のセプチンが発現
しており、細胞内シグナル経路・細胞骨格
系・細胞周期の制御などを通じて細胞の極性
決定への関与が示されている。哺乳動物でも
多数のセプチン分子(Sept1-14)が同定され
ており、主として細胞極性の形成・維持を通
して、多彩な細胞機能を時間的・空間的に制
御する可能性が高い。しかし、その分子メカ
ニズムはほとんど不明である。 
２．研究の目的 
酵母から哺乳類に至る動物種で、セプチン繊
維とアクチン繊維が細胞内で非常によく似
た挙動を示すため、セプチンとアクチン分子
間の構造・機能的関連性が想定されていた。
アクチンや微小管など細胞骨格の構造・機能
制御には、低分子量 G蛋白質 Rho シグナルが
本質的な役割を果たしていることが知られ
ている。セプチンと細胞骨格の密接な相互連
関は、セプチンも Rho シグナルによる機能調
節を受けていることを示唆する。そこで私共
は、セプチンと Rho シグナルとの関連性に焦
点を当てた研究を進めた。そして最近、セプ
チンが Rho のシグナルと生理的にクロストー
クすることを分子レベルで解明することに
初めて成功した。具体的には、セプチン結合
蛋白質として Rho の新規活性化因子を同定し、
SA-RhoGEF と命名した。SA-RhoGEF は Sept9
との直接結合によりセプチン繊維との複合
体を形成し、細胞内でアクチンおよびセプチ
ン繊維と共局在した。その後私共は、細胞内
に活性型 Rho を過剰発現させるとセプチン繊
維が崩壊することも見出した。一方、Sept9
を細胞に過剰発現すると、SA-RhoGEF に依存
する Rho 活性化が特異的に抑制されることを
示した。これらの結果は、SA-RhoGEF によっ
て活性化された Rho シグナルがセプチン繊維
構造を制御すると同時に、セプチン繊維がス
カホールドとして SA-RhoGEF の活性を調節す
る可能性を示し、Rho シグナルとセプチンが
相互に機能調節しあっていることを初めて
分子レベルで明らかにするものであった。こ
れらの成果は、従来ほとんど不明であった哺
乳類セプチンの機能解析の端緒となった。さ
らなる解析の結果、私共は最近、Rho の標的
蛋白質である Rhotekin がセプチンの構造制
御に関与することも見いだし、Rho シグナル
とセプチンが予想以上に密接にリンクする
ことを明らかにした。この成果は、これまで
未知であった Rhotekin の機能の解明に糸口
を与えるものでもあった。この知見に基づい

て私共は、Rhotekin が、Rho とセプチンをつ
なぐキー分子であると考えて Rhotekin 結合
蛋白質の探索に着手した。その結果、ArgBP2, 
Ponsin, MAGI-1, Vinexin, Lin7, PIST, MUPP1
などの蛋白質を同定した。これらの Rhotekin
結合蛋白質は全て PDZ や SH3 ドメイン等を含
むマルチドメイン蛋白質であり、上皮細胞や
神経細胞の極性決定・維持に必須の役割を果
たすことが報告されているものであった。セ
プチンも細胞極性制御に密接に関連すると
考えられており、同定された Rhotekin 結合
蛋白質とセプチンの機能連関の解明は今後
の大きな研究課題と考えて、本研究の着想に
至った。 
 従来の研究で、Rhotekin ファミリーに属す
る Rac,Cdc42 が、細胞の接着を制御しながら
細胞極性を制御することが明らかにされて
いた。一方、私共の得た結果は、Rho も、
Rhotekin を介してセプチンや種々の蛋白質
と相互作用しながら細胞の極性を制御する
ことを強く示唆するものであった。また、セ
プチンの構造・機能が Rhotekin 結合蛋白質
によって時間的・空間的に制御される可能性
も想定された。このような状況の下で私共は、
ArgBP2, MAGI-1, Vinexin, Lin7, PIST の特
異抗体を作成すると共に、各種の変異体を構
築して、これらの蛋白質群がセプチンの細胞
内構造に与える影響や細胞極性の形成・維持
に果たす役割を解析することにした。現在ま
でに得られた具体的な成果として、１）
Rhotekin と PIST が、上皮細胞と初代培養海
馬神経細胞で共局在するとともに、免疫複合
体を形成すること、２）PIST が Rhotekin の
局在を制御することを見出した。さらに、
Lin-7 についても、Rho/Rhotekin シグナルと
の関連性と神経細胞シナプスにおける性状
解析に焦点を当てた研究を遂行した。残念な
ことに、現在までに PIST、Lin-7 とセプチン
の相互作用は確認できていない。そこで現在、
ArgBP2, MAGI-1, Vinexin に焦点を移し、
Rho/Rhotekin シグナルおよびセプチンとの
関連性を探るための生化学・分子細胞生物学
的解析を企画しており、本研究の骨子として
提案したものである。ArgBP2 と Vinexin は構
造的に類似した細胞接着関連のマルチドメ
イ ン 蛋 白 質 で あ り 、 １ つ の
SoHo(Sorbin-homology)ドメインと３つの
SH3 ドメインを有するアダプター蛋白質であ
る。一方、MAGI-1 は１つの MAGUK ドメイン、
WWドメインと５つのPDZドメインを有する蛋
白質で、βカテニンや低分子量 G 蛋白質 Rap1
と連関して上皮細胞極性の決定・維持に関与
することが報告されている。本研究の期間内
に目標とするところは、１）細胞極性維持・
決定におけるセプチンと ArgBP2, Vinexin, 
MAGI-1 の相互作用の生化学的・分子細胞生物
学的な解析、２）Rho/Rhotekin シグナルと



 

 

ArgBP2, MAGI-1, Vinexin の相互作用の分子
機構の解析、さらに、３）これらの分子群が
上皮・神経細胞極性の獲得・維持に果たす役
割の分子レベルの解明である。私共はこれま
でに多くの基礎実験データを積み上げてい
る。本研究を通して、Rho/Rhotekin シグナル
とセプチンの機能連関を初めて分子レベル
で解明し、細胞極性決定・維持に果たす役割
を解明することは、全く新規の発想に基づく
研究であり極めて独創性に富む。 
３．研究の方法 
(1) Rhotekin と Vinexin, ArgBP2, MAGI-1 の
相互作用メカニズムの解析。 
Rhotekin の下流でセプチンの構造・機能を直
接制御する分子の探索をめざし Rhotekin 結
合蛋白質の同定を遂行した。結果として
Vinexin, ArgBP2, MAGI-1, Ponsin, MUPP1, 
PIST, Lin-7 を含む複数のマルチドメイン蛋
白質を同定した。これらの蛋白質は接着分子
やアダプター分子であるが、すべてが細胞極
性の決定・維持に関連する蛋白質群である。
現在までに私共は、Rhotekin と PIST,Lin-7
の相互作用様式と機能連関を明らかにし３
報の原著論文にまとめた。そこで、残された
分子のうち、Vinexin, ArgBP2, MAGI-1 に焦
点を絞り、Rhotekin との相互作用機序を分子
レベルで解析する。 
(2) Vinexin, ArgBP2, MAGI-1 がセプチンの
繊維構造に及ぼす影響の解析。 
繊維芽細胞 REF52、上皮細胞 MDCK、海
馬由来初代培養神経細胞に Vinexin, 
ArgBP2, MAGI-1 の全長あるいは蛋白質
断片を過剰発現させ、内在性のセプチン構
造に与える効果を検討する。いずれかの分
子がセプチン繊維構造の変化を誘導した場
合は、それが Rhotekin からのシグナルに
依存したものかどうかを検証する。すなわ
ち、短鎖 RNA干渉法(RNAi)により該当す
る分子の発現を阻害した際に、活性型 Rho
や Rhotekin によるセプチンの構造変化が
消失するかどうかを観察する。 
(3) セプチンと Rho/Rhotekin シグナルの
相互連関の分子細胞生物学・形態学的解析。 
項目１）と２）では、それぞれ１）Rhotekin
と Vinexin, ArgBP2, MAGI-1の相互作用
と２）Vinexin, ArgBP2, MAGI-1とセプチ
ンの相互作用を解析している。しかし、
Rhotekin からセプチンにシグナルが流れ
てくるのかはこれらの解析だけでは不明で
あ る 。 そ こ で 、
Rhotekin-Vinexin/ArgBP2/MAGI-1- セ プ
チンというシグナル経路が存在するかどう
か、さらに、そのシグナル伝達が Rhoによ
って制御されるかどうかを検討する。  
(4) Rho/Rhotekinシグナルとセプチンが細胞
の極性決定・維持に果たす役割の解析。 
セプチン・Rhotekin・Rhotekin 結合蛋白質の

機能的相互連関を検討する。すなわち、RNAi
により Rhotekin・その結合蛋白質・セプチン
を個別に発現抑制した時、あるいは特定の蛋
白質やその変異体を過剰発現させた時に、
MDCK 細胞の細胞接着部位の形態・機能に影響
が出るかを詳細に検討する。さらに同様の解
析を、海馬培養神経細胞でも試行し、これら
の蛋白質が神経細胞における細胞間接着部
位であるシナプスの形成・維持に果たす役割
を解析する。 
４．研究成果 
(1) シナプスに局在する多機能アダプター
蛋白質 Vinexin の MAP キナーゼによるリン酸
化（文献１） 
 Vinexin は細胞骨格、接着、シグナル伝達
の制御への関与が予想されるアダプター蛋
白質であり、特徴的なドメイン構造を有する。
本研究では、神経細胞における Vinexin の性
状・機能解析を行った。Vinexin は脳組織の
発達に伴い発現が増大し、成獣ラットでは大
脳皮質に広く分布した。免疫組織染色では神
経細胞とグリアでの発現が認められた。海馬
初代培養神経細胞ではシナプスと成長円錐
のフィロポディアに濃縮しており、シナプス
における情報伝達や軸索の伸展に関与する
ことが示唆された。一方、Vinexin は MAP キ
ナーゼによりリン酸化されることが知られ
ている。そこで、このリン酸化を特異的に認
識する抗体を作製してリン酸化の意義を探
った。その結果、海馬神経細胞ではシナプス
にリン酸化 Vinexin が集積していた。さらに、
活性型 MAP キナーゼもシナプスに濃縮するこ
とから、シナプスにおける MAP キナーゼ
-Vinexin のシグナル経路の存在が示唆され
た。 
(2) 家族性神経痛性筋無力症の原因遺伝子
セプチン Sept9 の変異の解析（文献３） 
最近、遺伝性神経痛性筋萎縮症(HNA)の原因
遺伝子としてセプチン分子の一種である
Sept9 が同定された。私共は、低分子量 G 蛋
白質 Rho の標的蛋白質である Rhotekin と
Sept9 との相互作用の異常が HNA の病態の基
礎になることを示してきたが、それが神経細
胞自身の機能異常に基づくかどうかは不明
であった。そこで、海馬由来の初代培養神経
細胞およびアストログリアを用いて生化学
的解析を行うと共に、中枢神経系や末梢神経
の免疫組織染色を施行し、Sept9 の脳内の局
在を詳細に検討した。その結果、他のセプチ
ン蛋白質とは異なり、Sept9 は神経細胞より
もアストログリアに顕著に発現しているこ
とが判明した。また、末梢神経においてはシ
ュワン細胞に濃縮していた。したがって、HNA
の病態は、グリア細胞の異常が一次的な原因
となっていることが強く示唆された。 
(3) ERK-MAP キナーゼによる Vinexin のリン
酸化は細胞の伸展、遊走、および足場非依存



 

 

性の増殖に必須である（文献４） 
項目１）の研究をさらに進展させるために培
養がん細胞における Vinexin の性状・機能解
析を行った。Vinexin は培養がん細胞におい
て、遊走中には先端部のラメリポディアに、
伸展した状態では接着斑に局在した。一方、
ERK-MAP キナーゼによりリン酸化された
Vinexin については、主としてラメリポディ
アに存在し、接着斑には認められなかった。
ついで私どもは、前立腺がん細胞 LNCaP にリ
ン酸化型と非リン酸化型の Vinexin を過剰発
現した培養株を樹立して解析を行った。その
結果、Vinexin のリン酸化は細胞の伸展と遊
走に対して抑制的に機能した。一方、足場非
依存性の増殖については、非リン酸化型の
Vinexin を過剰発現した培養株で抑制がみら
れた。以上の結果から、ERK-MAP キナーゼに
よる Vinexin のリン酸化は時間的・空間的に
制御され、細胞の伸展、遊走、および足場非
依存性の増殖を制御することが示唆された。 
(4) アダプター蛋白質 p140Cap のシナプスに
おける機能解析（文献１０） 
p140Cap は、分子内にプロリン・リッチ領域、
コイルド・コイル領域、荷電領域を２箇所有
するアダプター蛋白質で、がん遺伝子 Src や
Csk と結合してがん細胞の浸潤・転移を制御
する。ところが、興味深いことに、ラット組
織における p140Cap の組織分布を解析したと
ころ脳と精巣に特異的に発現していた。この
結果は、p140Cap が神経組織でも重要な機能
を有することを示唆する。そこで、ラット海
馬神経細胞とグリア細胞を分離培養して比
較したところ、神経細胞に多量の蛋白質発現
が認められた。一方、ラット脳での発現は発
達依存的であり、胎生１８日以降に著明な増
加を認めた。また、生化学的な解析により、
成獣脳ではシナプス膜画分に濃縮すること
が判明した。ついで免疫組織化学的に成獣ラ
ット海馬を解析したところ、神経細胞の興奮
性シナプスに一致した強い局在が見られた。
共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析では、幼
若な初代培養海馬神経細胞ではアクソンに、
成熟した培養神経細胞ではシナプスに濃縮
していた。さらに電顕解析により、海馬神経
細胞における前シナプス膜への局在が確認
された。これらの結果は、p140Cap の前シナ
プスでの機能を強く示唆する。  
 p140Cap 機能を解明するために、酵母
Two-hybrid 法を用いて結合蛋白質の探索を
行った。その結果、Vinexin が同定された。
ラット脳内で p140Cap と Vinexin が生理的な
複合体を形成し、さらに、p140Cap がシナプ
ス小胞膜蛋白質 synaptophysin とも相互作用
することを確認した。これらの結果より、
p140Cap は、前シナプスでのアクチン細胞骨
格系の制御を通してシナプス形成・維持や神
経伝達物質の放出に関与する可能性が示唆

された。 
(5) Sept8 によるシナプトブレビン／シナプ
トフィシン複合体形成の抑制（文献１１） 
特異抗体を用いたウェスタンブロットによ
り、ラット全身臓器における各種のセプチン
（Sept6、Sept7、Sept8、Sept9、Sept11）の
分布を検討したところ、これらすべてのセプ
チンは、大脳、海馬、小脳などの脳組織での
発現が認められ、とくに、Sept6 と Sept8 は、
脳組織に選択的に発現していた。ラット脳の
発達に伴うセプチンの発現変化を調べたと
ころ、生後発達に伴って Sept8 の発現が顕著
に増加していた。また、蛍光抗体法により、
ラット海馬神経細胞における Sept8 の局在を
検討したところ、シナプスのマーカーである
シナプトフィシンとよく一致していた。
Sept8 の生理機能を明らかにすることを目指
し、Sept8 と結合するタンパク質を酵母
two-hybrid 法により検索したところ、シナプ
ス小胞に存在し、神経伝達物質の放出に関与
するシナプトブレビンと結合することがわ
かった。海馬神経細胞において、Sept8 とシ
ナプトブレビンは、細胞体および神経突起上
で局在が一致していた。シナプトブレビンと
シナプトフィシンの結合に対する Sept8 の影
響を免疫沈降実験により検討したところ、
Sept8 は、シナプトブレビンとシナプトフィ
シンの結合を抑制することがわかった。これ
らのことから、Sept8 はシナプトブレビンの
シナプトフィシンへの結合を制御すること
を介して、神経伝達物質の放出を調節してい
ると推測された。 
(6) 神経細胞の Rhotekin 結合蛋白質として
の vinexin の同定と性状解析（文献１２） 
 低分子量 G蛋白質 Rho の標的蛋白質である
Rhotekin は、神経組織に大量に発現すること
から、神経の発達と機能発現に必須の役割を
果たすことが予想される。私どもは、
Rhotekin の機能を解析する目的で、神経組織
における Rhotekin 結合蛋白質の探索を試み
た。その結果、酵母 Two-hybrid 法により
vinexin を同定した。vinexin と Rhotekin の
相互作用は活性型 Rho により影響を受けず、
むしろ Rho ファミリーに属する Cdc42 によっ
て影響を受けたことより、Cdc42 シグナル経
路による制御を受けていると考えられた。ま
た、特異抗体を作成して形態学的解析を施行
した結果、培養繊維芽細胞において vinexin
は Rhotekin と同様に接着斑に濃縮していた。
これらの結果から、vinexin は、Rhotekin シ
グナルの下流で細胞極性の形成・維持に寄与
していることが示唆された。 
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