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研究成果の概要（和文）：軸索ガイダンス分子、および、その受容体には特異な局在機構が存

在し、それが軸索走行の多様性を生み出しているという仮説が提唱されている。しかしな

がら、軸索ガイダンス分子、および、その受容体の局在機構はほとんど明らかとなってい

ない。今回、我々は、モデル生物である線虫C. elegansを用いて、軸索ガイダンンス分子

U N C - 6 / N e t r i nおよびその受容体であるU N C - 5の局在制御分子を同定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：A hypothesis that localizations of axon guidance molecules and 
their receptors cause variability of neural networks is proposed. However, the molecular 
mechanisms are largely unknown. By using a model organism C. elegans, we found molecules 
that regulate localization of an axon guidance molecule UNC-6/Netrin and its receptor 
UNC-5.  
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１．研究開始当初の背景 

研究構想： 

 脳をはじめとする神経回路網は、神経細胞

が他の神経細胞や筋肉細胞へと正確に軸索

を伸長し、それらと正確に接合することによ

り形成される。軸索ガイダンス分子は、伸長

する軸索に対し位置情報を提示し、その位置

情報は、軸索先端の成長円錐に存在する軸索

ガイダンス分子受容体により受容される。

Netrin、Slit、Semaphorin 等の軸索ガイダン

ス分子、および、それらの受容体が同定され

つつあるが、神経細胞の多種多様な軸索走行

パターンは、軸索ガイダンス分子、および、

その受容体の多様性だけでは、到底説明でき

ない状況にある。この状況を打開する仮説の

１つは、軸索ガイダンス分子、および、その

受容体には特異な局在機構が存在し、それが

軸索走行の多様性を生み出しているという
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ものである。事実、近年、この仮説を裏付け

る報告が出始めている。しかしながら、軸索

ガイダンス分子、および、その受容体の局在

機構はほとんど明らかとなっていない。本研

究では、モデル生物である線虫 C. elegans
を用いて、それらの局在機構の解明を目指す。 

背景： 

（１）軸索ガイダンス分子受容体 UNC-5 の局

在制御分子として、UNC-51 と UNC-14 を同定。 

我々は、線虫 C. elegans において、進化的

に 保 存 さ れ た 軸 索 ガ イ ダ ン ス 分 子

UNC-6/Netrinの受容体であるUNC-5の細胞内

局在が，UNC-51 と UNC-14 によって特異的に

制御されていることを明らかにした（Ogura 

and Goshima, Development, 133：3441-3450, 

2006）。UNC-51 は S. cerevisiae のオートフ

ァジー（代謝的小胞輸送）に必要な Atg1 に

相同なセリン/スレオニンキナーゼであり

（Ogura et al., Genes Dev., 8:2389-2400, 

1994）、その結合分子である UNC-14 は、小胞

輸送に重要な Rab, Rap 等 GTPase の結合に重

要と考えられる RUN ドメインを有する分子で

あ る （ Ogura et al., Genes Dev., 

11:1801-1811, 1997）。しかしながら、UNC-51

と UNC-14 の分子機能はほとんどわかってい

ない。これらの機能を調べる目的で、UNC-51、

UNC-14 と結合する分子、LET-92/PP2A-C と

UNC-73（Rac/Rho GEF）得た。一方、UNC-51

の機能を解明するため、unc-51 変異体の表現

型を抑制する抑制変異体の分離を行った。現

在までに 12 アリールの抑制変異体を得てい

る。これら抑制変異体の原因遺伝子産物は

UNC-51 の活性を制御している分子である可

能性が高い。 

（２）軸索ガイダンス分子受容体 UNC-5 の局

在制御分子として、オートファジー関連シス

テインプロテアーゼ ATG-4.2/Atg4 の同定。 

軸索ガイダンス分子受容体UNC-5の局在機

構は軸索ガイダンスにおいて重要と考えら

れるが、その局在機構はほとんどわかってい

ない。UNC-5 の局在機構を解明するため、

UNC-5::GFP の局在異常となる変異体のスク

リーニングを行った。その結果、UNC-5::GFP

が神経細胞体に蓄積する変異体 gh35 を得た。

原因遺伝子を同定したところ、gh35 の原因遺

伝子は、オートファジー関連システインプロ

テアーゼをコードする atg-4.2/Atg4 である

ことがわかった（和賀ら、投稿準備中）。我々

は既に、UNC-5 の局在を制御する分子として

オートファジー関連キナーゼ UNC-51/Atg1 を

同定しているが、C. elegans に存在する他の

オートファジー関連分子の RNAi によるノッ

クダウンでは UNC-5::GFP の局在が異常は観

察 さ れ な い 。 こ れ ら の こ と か ら 、

ATG-4.2/Atg4 と UNC-51/Atg1 は、従来のオー

トファジー機構ではなく、新規の分子機構に

より UNC-5の局在を制御していることが予想

される。 

（ ３ ） キ ネ シ ン 様 分 子 VAB-8 が

UNC-73(Rac/Rho GEF)を介し、軸索ガイダン

ス分子受容体 SAX-3/Robo の発現量を増強す

ることを発見。 

我々は、キネシン様モーター分子 VAB-8 が

UNC-73(Rac/Rho GEF)を介し、軸索ガイダン

ス 分 子 SLT-1/Slit の 受 容 体 で あ る

SAX-3/Robo の発現量を増強させることを明

らかにした（Watari-Goshima N., Ogura K., 

Wolf F. W., Goshima Y., Garriga G., Nat. 

Neurosci., 10:169-176, 2007）。しかしなが

ら、VAB-8/kinesin と UNC-73(Rac/Rho GEF)

がどのような分子機構により SAX-3/Robo の

発現量を制御しているのか、全くわかってい

ない。 

（４）AVM 神経細胞の軸索ガイダンスにおけ

る UNC-51、UNC-14 の機能関与の発見。 

遺伝的な解析の結果、AVM 神経細胞の軸索

ガイダンスに関して、UNC-51、UNC-14 はとも

に UNC-6/Netrin の遺伝的経路を抑制し、

SLT-1/Slit の遺伝的経路を促進しているこ

と が わ か っ た 。 UNC-51 、 UNC-14 は

UNC-6/Netrin受容体であるUNC-5の局在を制

御することから、AVM 神経細胞においても、

軸索ガイダンス分子受容体の局在を制御し

ている可能性が強い。 

（５）軸索ガイダンス分子 UNC-6/Netrin の

局在異常変異体の同定、解析。 

軸索ガイダンス分子 UNC-6/Netrin は、軸

索の誘引、反発両作用を持ち、その局在、分

泌制御は軸索ガイダンスにおいて重要であ

る。しかしながら、その制御機構は全くわか

っていない。我々は、蛍光タンパク質である

Venusとの融合分子Venus::UNC-6を発現する

C. elegans を作製した。Venus::UNC-6 は、

腹側の神経細胞、筋肉および陰門前駆細胞で

発現する。Venus::UNC-6 の局在異常の変異体

をスクリーニングした結果、unc-51 を含め、

その局在に必要な遺伝子を１３個同定した。 

 

２．研究の目的 

 我々は、進化的に保存された軸索ガイダン

ス分子 UNC-6/Netrin の細胞内局在が，

UNC-51/Atg1、UNC-14 によって制御されてい

ること、UNC-6/Netrin 受容体である UNC-5 の

細胞内局在が， UNC-51/Atg1 、 UNC-14 、

ATG-4.2/Atg4 によって特異的に制御されて

いることを明らかにした。一方、キネシン様



 

 

分子 VAB-8 が UNC-73(Rac/Rho GEF)を介し、

軸索ガイダンス分子受容体 SAX-3/Robo の発

現量を調節することを見い出した。しかしな

がら、UNC-51/Atg1、ATG-4.2/Atg4、UNC-14、

VAB-8/kinesin、UNC-73(Rac/Rho GEF)がどの

ような分子機構で軸索ガイダンス分子、その

受容体の局在を制御しているのかわかって

いない。本研究では、これらの分子の機能解

明を目指す。一方、我々は、軸索ガイダンス

分子 UNC-6/Netrin の局在異常となる変異体

を多数分離した。これらの変異体を解析する

ことにより軸索ガイダンス分子の局在機構

を解明し、軸索ガイダンスの新規基本原理の

解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）UNC-51、UNC-14 と相互作用する分子の

機能解析。 

1-1. LET-92/PP2A-C の機能解析。 

UNC-51、UNC-14 と相互作用する分子として

ser/thr protein phosphatase 2A の触媒サブ

ユニット（PP2A-C）を得た。我々は C. elegans
の PP2A-C は let-92 にコードされていること、

および、UNC-51 と LET-92/PP2A-C に遺伝的相

互作用があることを明らかにした。UNC-51 が

ser/thr kinase であることから、UNC-51 と

LET-92/PP2A-C 両分子によるリン酸化活性の

バランスが機能上重要と考えられる。一方、

PP2A は３量体を形成するが、PP2A の調節サ

ブユニット A（PAA-1/PP2A-A）および調節サ

ブユニット B（SUR-6/PP2A-B）をコードする

遺伝子 paa-1/PP2A-A、sur-6/PP2A-B に関し

ても、UNC-51 との間に遺伝的相互作用を見い

出した。PAA-1/PP2A-A、 SUR-6/PP2A-B は

LET-92/PP2A-C を介して、UNC-51 の機能を制

御していると考えられる。UNC-51 は軸索ガイ

ダンス分子受容体 UNC-5の局在を制御するこ

とから、UNC-51 と PP2A が協調して UNC-5 の

局在を制御している可能性が強い。PP2A と

UNC-5 との遺伝的、物理的な相互作用、共局

在等を調べ、PP2A と UNC-5 局在制御との機能

関連を調べる。 

1-2. UNC-73(Rac/Rho GEF)の機能解析。 

UNC-51、UNC-14 と相互作用する分子として

UNC-73(Rac/Rho GEF)を得た。我々は、UNC-51

と UNC-73(Rac/Rho GEF)の間に遺伝的相互作

用を見い出した。また、UNC-73(Rac/Rho GEF)

は軸索ガイダンス分子 UNC-6/Netrin 受容体

UNC-5 と結合するとともに、UNC-5 と遺伝的

に相互作用することを見い出した。これらの

結果は、UNC-51、UNC-73(Rac/Rho GEF)、UNC-5

が協調して軸索ガイダンスを制御している

ことを示す。しかしながら、unc-73 変異体で

は、unc-51 変異体で観察されるような UNC-5

の細胞体への蓄積異常は観察されない。最近、

HSN 神経細胞で、別の UNC-6/Netrin 受容体

UNC-40 が成長円錐内の伸長方向に局在する

ことが示された。UNC-73(Rac/Rho GEF)は、

UNC-40 とも結合することから、成長円錐内に

おける UNC-5、UNC-40 の局所的な局在形成に

重要な役割を演じているのかもしれない。こ

の可能性を検証するため、unc-73 変異体の

HSN 成長円錐における軸索ガイダンス分子受

容体の局在を調べる。 

（２）unc-51 抑制変異体の原因遺伝子のクロ

ーニング。 

unc-51 抑制変異体を１２アリール得てい

る。これらの変異体は全てドミナントである

ため、相補性検定を行うことができない。従

って、これらのアリールに関して、原因遺伝

子の数を判定することができない。変異部位

の遺伝的マッピングを行ったところ、少なく

とも２遺伝子座はあることがわかった。原因

遺伝子のポジショナルクローニングを行う

とともに、機能解析を行う。 

（３）軸索ガイダンス分子受容体 UNC-5 の局

在制御分子 ATG-4.2/ATG4 の機能解析。 

 我々は、オートファジー関連システインプ

ロテアーゼである ATG-4.2/ATG4 が、軸索ガ

イダンス分子受容体 UNC-5の局在を制御する

ことを明らかにした。ATG-4.2/ATG4 がどの細

胞で発現するのか、UNC-5 と共局在するのか、

その制御は UNC-5 特異的なのか、UNC-5 との

遺伝的相互作用はあるのか等、検討する。一

方、ATG-4.2/ATG4 と相互作用する分子を同定、

解析する。 

（４）軸索ガイダンス分子受容体 SAX-3 の発

現調節因子 VAB-8/kinesin の機能解析。 

我々は、キネシン様分子 VAB-8 を過剰発現さ

せると、UNC-73(Rac/Rho GEF)を介し、軸索

ガイダンス分子受容体 SAX-3 の発現量が増強

し、それが、軸索の伸長極性を反転させるこ

とを見い出した。UNC-73(Rac/Rho GEF)は、

VAB-8/kinesin、SAX-3 と物理的に相互作用す

ることから、この制御は SAX-3 の転写による

制御ではなく、SAX-3 の輸送経路の制御であ

ると考えられる。しかしながら、その分子機

構は全くわかっていない。 

（５）他の軸索ガイダンス分子受容体の局在

におけるUNC-51、UNC-14の機能関与の検討。 

我々は、AVM 神経細胞の軸索ガイダンスに

関 し て 、 UNC-51 、 UNC-14 は と も に

UNC-6/Netrin の遺伝的経路を抑制し、

SLT-1/Slit の遺伝的経路を促進しているこ

と が わ か っ た 。 UNC-51 、 UNC-14 は

UNC-6/Netrin受容体であるUNC-5の局在を制



 

 

御することから、AVM 神経細胞においても、

軸索ガイダンス分子受容体の局在を制御し

ている可能性が強い。UNC-6/Netrin 受容体

UNC-40、SLT-1/Slit 受容体 SAX-3, EVA-1、

UNC-6/Netrin シグナルの抑制因子である受

容体型チロシンフォスファターゼ CLR-1 の局

在を調べ、UNC-51、UNC-14 の機能関与を検討

する。 

（６）軸索ガイダンス分子受容体 UNC-5 の局

在機構の解析。 

UNC-5 と結合する分子を同定し、RNAi、変

異体等を用いて、UNC-5 の局在との機能関連

を調べる。一方、UNC-5::GFP の局在の異常と

なる新規変異体を分離する。UNC-5 にはサイ

レンス機構、すなわち、UNC-5 があっても、

そのリガンド UNC-6/Netrin に応答しない場

合があるが、我々は、UNC-5 の小胞への局在

機構が UNC-5 のサイレンス機構と関連してい

ると考えている。UNC-5 の小胞局在機構を明

らかにするため、UNC-5 の小胞局在に必要な

ドメインを同定する。 

（７）軸索ガイダンス分子 UNC-6/Netrin の

局在異常変異体の解析、原因遺伝子のクロー

ニング。 

UNC-6/Netrin の局在・分泌機構を明らかに

するため、その局在の異常となる変異体のス

ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

UNC-6/Netrin の局在を制御する１３遺伝子

を同定した。 

（A）神経細胞体に蓄積（４遺伝子）：

unc-51(e369) 、 unc-14(e57 、 gh34) 、
unc-104(e1265)、gh23 
（B）筋肉に蓄積（７遺伝子）：unc-68(e540、
r1162、gh21、gh22、gh28、gh29、gh32、gh37)、
unc-18(e234)、gh26、gh33、(gh27、gh38)、
syd-1(ju82)、rpm-1(ju44) 
（C）陰門前駆細胞に蓄積（１遺伝子）：（gh25） 
（D）発現する全ての細胞で細胞体に蓄積（１

遺伝子）：（gh36） 
unc-51、unc-14 変異体で Venus::UNC-6 が

神経細胞体に蓄積することから、UNC-51、

UNC-14 は UNC-6/Netrin 受容体 UNC-5 のみな

らず、そのリガンドである UNC-6/Netrin の

細胞内局在をも制御することがわかった。ま

た 、 unc-104/kinesin 変 異 体 で も

UNC-6/Netrin は神経細胞体に蓄積する。

UNC-6/Netrin は細胞体で合成された後、おそ

らく、UNC-51、UNC-14、UNC-104/kinesin を

介する経路で細胞体から軸索へと運搬され

るのではないかと考えられる（朝倉ら、投稿

準備中）。同様の表現型を示す変異体に gh23
があり、この原因遺伝子産物も UNC-51、

UNC-14、UNC-104/kinesin を介する経路で働

いている可能性が強い。gh23 の原因遺伝子を

同定し、機能解析を行う。 

unc-68 遺伝子は細胞内カルシウムチャン

ネルであるリアノジン受容体をコードする

が、この変異体では Venus::UNC-6 が腹部の

筋肉に蓄積する異常が観察される。このこと

から、リアノジン受容体による細胞内カルシ

ウ ム の 制 御 が 筋 肉 細 胞 に お け る

UNC-6/Netrin の局在に重要と考えられる。一

方、unc-18 変異体でも Venus::UNC-6 が腹部

の筋肉に蓄積する。UNC-18 は神経細胞におい

てシナプス小胞の放出に関わる分子であり、

解析の結果、Venus::UNC-6 の筋肉での局在に

関しても神経細胞で機能することがわかっ

た。syd-1(ju82); rpm-1(ju44)２重変異体で

は、シナプス形成が著しく異常になるが、こ

の２重変異体においても Venus::UNC-6 が腹

部の筋肉に蓄積する。一方、アセチルコリン

や、GABA 等の放出異常の変異体、シナプス小

胞の放出に関する他の変異体においては、

Venus::UNC-6 の異常がみられない。これらの

ことから、神経細胞のシナプスから UNC-18

を介して筋肉細胞に何らかの未知の因子が

未知の機構により放出され、それが筋肉細胞

からの UNC-6/Netrin の分泌を促していると

考えられる。UNC-68/リアノジン受容体によ

る細胞内カルシウム制御もこの経路に関与

しているのかもしれない。gh26、gh33、(gh27、
gh38)変異体においては同様の表現型が観察

されることから、これらの原因遺伝子産物は、

その未知の因子、あるいは、その受容体かも

しれない。gh26、gh33、(gh27、gh38) の原

因遺伝子を同定し、機能解析を行う。 

 

４．研究成果 

 軸索ガイダンス分子、および、その受容

体には特異な局在機構が存在し、それが軸

索走行の多様性を生み出しているという仮

説が提唱されている。しかしながら、軸索

ガイダンス分子、および、その受容体の局

在機構はほとんど明らかとなっていない。

今回、我々は、モデル生物である線虫C. 
elegansを用いて、軸索ガイダンンス分子

UNC-6/Netrinおよびその受容体である

U N C - 5の局在制御分子を同定した。 
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