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研究成果の概要（和文）：神経回路形成過程において神経軸索はセマホリンなどの反発因子

にナビゲートされながら、最終的に標的細胞とシナプスを形成する。セマホリンのシグナ

ル伝達機構においてレドックス反応が関与するという概念が提唱されたがその実態は不明

であった。私たちが同定した新規 GTP 結語タンパク質 CRAG はセマホリンなどのレドッ
クス反応によって産生された活性酸素種により活性化し、核内において神経細胞の分化や

酸化ストレスに抵抗するための生存シグナルを伝達していることが明らかとなった。一方、

ミトコンドリアユビキチンリガーゼ MITOL による神経細胞の酸化ストレス防御機構が明
らかとなった。これらの成果により、神経発生の新たな分子メカニズムが解明されると同

時にアルツハイマー病、パーキンソン病などの社会的に重要性の高い疾患治療への応用が

期待できる。 
研究成果の概要（英文）：Neuronal network and axonal guidance are critical processes that are 
highly regulated through extracellular signaling. Neuronal outgrowth is directed by repelling 
signaling molecules such as semaphorins. Redox reaction via activation of oxidoreductase MICAL 
has been shown to be involved in semaphorin-mediated signaling, however, the molecular basis 
was unknown. We have previously identified a novel GTPase named CRAG which was activated 
by reactive oxygen species generated by semaphorin and translocated to the nucleus. In this study, 
we found that CRAG mediated neuronal cell survival pathway by transcriptional regulation of AP-1 
and SRF in the nucleus. In addition, CRAG was found to activate anti-oxidant signaling which also 
contributes to the cell survival. Furthermore, we succeeded to generate CRAG conditional 
knockout mice. These mice will provide an important information to understand the physiological 
role of CARG during neuronal development. On the other hand, MITOL is a novel mitochondrial 
ubiquitin ligase which regulates mitochondrial dynamics by ubiquitination of mitochondrial fission 
factor Drp1. Subsequently, we suggested that MITOL is involved in mitochondrial quality control 
by ubiquitination of unfolded proteins such as mutant SOD1 and expanded polyQ accumulated in 
mitochondria. However, the exact role of MITOL is still obscure. Most recently we identified two 
physiological substrates of MITOL, MAP1B-LC1 and mitofusin2. Further analysis of MITOL will 
uncover the new role of mitochondria, thereby contributing to a greater understanding of the 
molecular basis of the neurodegenerative disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者は神経回路網形成の分子機構、とくに
反発因子セマホリンを介する細胞内シグナ
ル伝達機構について解析を行ってきた。最初
にセマホリンのシグナルに関与する CRMP
に着目し、CRMPに結合する新規蛋白質とし
て CRAMを同定した (J. Biol. Chem. 2000)。
その後、セマホリンのシグナル伝達機構にチ
ロシンキナーゼ Fes/Fps が活性化して微小管
動態を調節すること、CRAMがセマホリン応
答を負に制御する機能を報告した（EMBO J. 
2002, J. Biol. Chem. 2003, Mol. Biol. Chem. 
2005）。これらの一連の研究成果を通して、
神経発生における軸索の崩壊や消失機構は
活性酸素種（ROS）をセカンドメッセンジャ
ーとするレドックスシグナリングであり、微
小管をはじめとする細胞骨格系の動態や酸
化ストレスに対する独特の防御機構の存在
に気が付いた。とくに私たちが最近同定した
CRAMに結合する新規 GTPase CRAG（J. Cell. 
Biol. 2006）はまさにこのレドックスシグナリ
ングの中核をなす分子であり、ROSに反応し
て核内に移行し、酸化ストレス抵抗性のシグ
ナルを伝達する。同時に CRAGは変性蛋白質
を排除することにより細胞毒性を回避させ
る活性が認められた。実際に CRAGはポリグ
ルタミン病の原因物質であるポリグルタミ
ン変性蛋白質（PolyQ）の分解を促進させた。
最近、私たちはポリグルタミン病モデルマウ
スの小脳にウイルスベクターに組み込んだ
CRAG 遺伝子を導入することにより、PolyQ
の消失と劇的な小脳失調運動の改善を見出
している（EMBO R. 2008）。このことより
CRAGによる神経変性疾患の遺伝子治療の候
補遺伝子としても期待できる。しかしながら、
CRAGの神経発生における生理的役割は不明
である。 
	 一方、私たちはミトコンドリアに特異的に
存在するユビキチンリガーゼ MITOL を同定
した (EMBO J. 2006)。MITOLはミトコンド
リア分裂因子を基質にすることによりミト
コンドリア機能を調節している可能性が示
唆された。しかしながら、MITOLの役割は不
明な点が多く、MITOLの機能解析は、神経機
能や神経変性疾患の病態の解明につながる
ことが期待できる。 
 
２．研究の目的 
セマホリンシグナリングにおける CRAG の
機能解析を行う。とくに活性酸素による

CRAGの活性化機構について分子レベルで詳
細に解析する。さらに CRAG欠損マウスを樹
立し、個体発生における役割を解明する。
MITOLについては、ミトコンドリアダイナミ
クスにおける役割を分子レベルで明らかに
する。さらに MITOL の生理的基質を同定す
る。最終的に MITOL 欠損発現マウスを樹立
し、解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) CRAGの転写調節機能解析 

CRAGによる核内転写制御機構解析につい
て、AP1などさまざまなレポーター遺伝子
を用いてルシフェラーゼアッセイにて解
析する。 

(2) 活性酸素による CRAGの活性化機構の解
析 
細胞レベルの実験系において、活性酸素に
より直接 CRAG が酸化されるかどうかを
検討する。またストレス応答をより CRAG
のリン酸化などの修飾の有無を検討する。 

(3) CRAGによる PML bodyのユビキチン化誘
導機構の解析 

CRAGとユビキチンリガーゼ parkinとの関
連性について解析する。具体的にはストレ
ス応答により CRAGと RBCK1が会合する
かどうか、CRAGにより parkinが PML body
に移行するかどうか、さらには parkinの活
性化について検討する。 

(4) CRAGの欠損マウスを樹立し解析 
理研との共同研究にて推進する。 

(5) MITOLによるミトコンドリア品質管理機
構の解析 
ミトコンドリア変性蛋白質を細胞に人為
的に発現させて、MITOLとの会合おとびユ
ビキチン化と分解促進活性を検討する。ミ
トコンドリア変性蛋白質として mutant 
SOD1を用いて解析する。 

(6) MITOLと神経変性疾患との関連性の解析 
パーキンソン病はミトコンドリアの機能
異常が疾患の発症に密接に関連している
ことが報告されている。病態における
MITOL とミトコンドリア機能異常を解析
する。 

(7) MITOLの欠損マウスを樹立し解析 
理研との共同研究にて推進する。 

 
４．研究成果 
神経回路形成に関与するシグナル伝達タン
パク質 CRAGは、伸長ポリグルタミン変性タ



ンパク質と会合して、共に核内に移行し、核
内のプロテアソーム活性を介して変性タン
パク質を分解することにより神経細胞の生
存を誘導すると考えられてきた。私たちは
CRAGが転写因子である c-fos（AP1）を活性
化して細胞の生存をさらに高める可能性を
示した。CRAGは、転写因子 AP1を活性化し
て、下流に位置する Sulfiredoxinや Sestrin2を
誘導することにより抗酸化ストレスのシグ
ナルを伝達している可能性が示された。さら
に、CRAG が神経細胞の分化を誘導して、神
経突起の進展と成熟に関与している可能性
も示唆された。これらの結果より、CRAGは
遺伝子治療分子として優れた特性を有して
いることが示された。さらに CRAGの生理的
な役割を知るために CRAG 欠損マウスを樹
立した。CRAG欠損マウスは生後 3週齢で致
死となることが判明し、様々な神経回路形成
異常が観察され、神経発生においてきわめて
重要なシグナル分子であることが示された。
今後、CRAG欠損マウスの詳細な解析により、
CRAGの生理的な役割および遺伝子治療分子
としての整合性を示すことが期待できる。 
	 一方、ミトコンドリアユビキチンリガーゼ
MITOL は ALS の原因遺伝子産物である
mutant SOD1やポリグルタミン病の原因遺伝
子産物である polyQと会合し、ユビキチン化
することにより分解を促進し、毒性を回避す
ることが明らかとなった。これらのことより、
MITOL によるミトコンドリアの品質管理機
構に関与していることが示された。 
さらに、MITOLは、MAP1B-LC1および Mfn2
を生理的基質としていることを見出した。さ
らなる詳細な解析により、MAP1B-LC1 経路
を介した新たなミトコンドリア機能不全に
よる細胞死の分子メカニズムと MITOL によ
る防御機構、および MITOLと Mfn2を介した
新たなミトコンドリアダイナミクス調節機
構が明らかになりつつある。今後、MITOL
マウスの詳細な機能解析により、ミトコンド
リアの新たな役割が明らかになることが期
待できる。 
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