
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１９

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

細胞骨格調節因子FILIPの神経突起伸展調節機構に関わる機能解析

Study of the function of FILIP on the neuron morphology

１０３０３３７２研究者番号：

八木　秀司（Yagi, Hideshi）

兵庫医科大学・医学部・教授

研究期間：

２６４３００４５

平成 年 月 日現在２９   ６   ５

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：神経系を構成する神経細胞の機能を明らかにするため、神経細胞の形態を調節する機
構について研究を行った。中枢神経系や脊髄神経節に発現しているFILIPは、細胞内のミオシンの細胞内での分
布を制御することで、神経細胞の形態を調節している。今回の研究で、この調節機構にHsc70の機能が必要であ
ることが判明した。また、FILIPによる神経細胞の形態調節にもHsc70の機能が必要であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of morphological control of neurons that have 
an essential role in the function of the nervous system. FILIP which expression is observed in the 
central nervous system and spinal ganglia controls neuronal cell morphology through the control of 
intracellular distribution of non-muscle myosin IIB. In this study, we revealed that the function of
 Hsc70 was indispensable for the control mechanism of non-muscle myosin IIB via FILIP. We also 
revealed that the function of Hsc70 was involved in the function of FILIP that controls neuronal 
morphology.

研究分野： 神経科学

キーワード： ミオシン　アクチン　神経細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 神経発生時に各種分泌蛋白や受容体により
神経突起の伸展方向が決定され、回路形成が
なされる。この神経突起の伸展に関わる分子
群（セマフォリンとその受容体（プレキシン
等）など）が重要な役割を果たしていること
が知られている(Hur et al.)。セマフォリン等
の因子は、神経突起先端部にある成長円錐を
誘因もしくは反発することで、伸展の方向性
が決定される。このとき、神経突起内でのミ
オシン活性化の調節が伸展の方向性を決定す
るために重要な役割を果たしている(Brown 
& Bridgman)。つまり、外部からの情報によ
り、神経突起内のアクトミオシンが変化し、
その神経突起の伸展方向の決定、退縮などが
引き起こされている。以前より、脊髄神経節
の神経細胞は、神経突起の伸展の研究に用い
られてきた。しかしながら、多種類の神経細
胞が混在している脊髄神経節神経細胞を区別
せずに扱った報告が多い。脊髄神経節神経細
胞の種類によって、脊髄に終止する様式や再
生時の神経突起の伸展が異なる（Leclere et 
al.）ことから、それぞれの神経細胞に特徴的
な機構が存在することが考えられる。この違
いをもたらす機構は、転写因子や細胞表面の
分子の発現の違いに求められている（Leclere 
et al.）が、いまだに全貌は明らかにされてい
ない。 
 FILIPは神経発生期に神経細胞移動調節を
行う分子として解析され(Nagano et al.)、さ
らに、興奮性シナプスが構築される神経細胞
樹状突起上の棘突起の形態がFILIPにより調
節されていることが判明した。FILIPが直接
にミオシン分子に結合し細胞内局在を変化さ
せることにより、この棘突起の形態調節が行
われることを見いだした(Yagi et al.)。 
 FILIPのミオシンに対する作用を考慮する
と、細胞骨格に対する直接の作用により神経
突起の伸展が調節されている可能性が有り、
FILIPの発現の有無が脊髄神経節神経細胞の
種類の違いによる脊髄への終止様式や神経
突起伸展に差をもたらしていると考えられ
る。 
 最近、統合失調症患者における解析で、
FILIP の遺伝子変異が報告された(Gulsuner 
et al.)。FILIP は脳内でも、特に嗅覚伝導に
関わる部位に強く発現している。統合失調症
の症状には、嗅覚の異常が含まれており、
FILIPの変異に伴う神経回路網の異常が統合
失調症の症状と関わる可能性も考えられる。
さらに、FILIP 遺伝子欠損マウスの視覚野で
は、皮質内での興奮の伝播の低下を認めてい
る。また、神経回路形成に重要な役割を持つ
セマフォリンの受容体であるプレキシンの
一つが FILIP 遺伝子欠損マウスの大脳皮質
で発現が低下している可能性を見いだして
いる。これらは、大脳皮質においても神経突
起伸展の制御機構に FILIP が関与し、FILIP
の欠損により皮質神経回路に異常を来して
いる可能性を示している。FILIP の機能解析

が病態の解析にもつながる可能性が高いと
考えている。 
 
２．研究の目的 
 今までに我々は、細胞骨格の制御系として、
細胞内のミオシンの局在および活性を調節
する分子 FILIP の発現の有無により脳内の
部位特異的に棘突起の形態が調節されてい
ることを見いだした。今回、アクチン・ミオ
シンの調節系が重要な役割を果たしている
神経突起伸展に関して、FILIP によるアクト
ミオシンの調節について検討を行うことで、
神経細胞の機能に重要な突起伸展に関わる
機構を明らかにすることを目的とした。神経
細胞、特に神経突起でのミオシンの細胞内局
在の調節機構については、いまだに不明な点
がある。FILIP の今までの解析より、本研究
では神経突起伸展時のミオシンの神経細胞
内における局在調節について新しい知見が
得られ、神経突起伸展の新しい機構が明らか
に出来ると考えた。また、FILIP が発現して
いる細胞が限られていることより、同じ細胞
外からのシグナルを受けた機能の異なる神
経細胞の突起伸展形式が異なる理由を説明
できると考えた。さらに、本研究により、
FILIPによる神経突起伸展機構が回路網の形
成に働く機構の一部として明らかに出来る
と考えており、この機構の解明が病態におけ
る脳機能の異常の解明に将来的に結びつけ
ることが可能となる。 
 
３．研究の方法 
 以下の検討を行うため本研究に含まれて
いる動物実験に関しては、兵庫医科大学動物
実験規程に基づき、兵庫医科大学動物実験委
員会の審査を受け承認された。また、遺伝子
組換え実験に関して、兵庫医科大学遺伝子組
換え実験安全管理規程に基づき、兵庫医科大
学遺伝子組換え実験委員会の審査を受け承
認された。 
（１）組織化学的な脊髄神経細胞の可視化に
よる検討 
 FILIPは成体の脊髄神経節に存在する様々
な神経細胞のうち特定の細胞に発現してい
ることを見いだしている。まず、この細胞集
団の中での発現パターンについて FILIP 遺
伝子欠損マウスを用いて、免疫組織化学法に
より検討を行った。胎生期のマウスの神経節
細胞、および成体の脊髄神経節細胞を検討す
るため、4%パラフォルムアルデヒドを用いて
固定した後、凍結切片を作成し、FILIP 発現
細胞の同定を FILIP 遺伝子欠損マウスにお
けるβガラクトシダーゼの発現を見ること
で評価した。さらに、脊髄神経節神経細胞の
FILIP を発現する特定の神経細胞の軸索を、
その発現している分子に対する抗体もしく
は、結合する分子を用いて免疫組織化学法に
より可視化し、その神経突起の終末の状態を
皮膚、および脊髄にて検討を行った。 
 また、様々な蛋白質の分布に関して検討す



る場合にも、免疫組織化学法を用いた。免疫
組織化学法は、それぞれの蛋白質に対応した
一次抗体を反応させた後、蛍光標識された二
次抗体を用いて、可視化を行った。画像は共
焦点顕微鏡を用いて取得した。 
(２)胎生期の脊髄神経節神経突起伸展の検
討 
 こ の 検 討 の た め 、 胎 仔 を 用 い た
wholemount immunohistochemistry を行っ
た。本方法は、胎仔を 4％パラフォルムアル
デヒドで固定後、前処置を行い、神経軸索に
存在する蛋白質に対する抗体を用いて、免疫
組織化学法で神経突起を染色した後、胎仔を
透明化し神経軸索の伸展の違いを評価した。 
（３）脊髄神経節細胞の培養 
 胎生期の脊髄神経節を取り出し、その脊髄
神経節内に存在する神経細胞を単離した後、
細胞外基質をコートしたガラスボトムディ
ッシュの上で培養した。培養は神経細胞用の
培地を用い、37℃5％二酸化炭素の条件下で
行った。その後、神経突起伸展に関して検討
を行った。 
（４）FILIP と結合する分子の検索 
 FILIPはアクチン結合蛋白質と結合するこ
とが判明しているが、機能ドメインは明らか
では無い。何らかの活性を有する他の蛋白質
と結合し、その蛋白質の機能により細胞骨格
の調節を行っている可能性を考え、FILIP 分
子と結合する分子を探索した。この一つとし
て Pull-Down 法を用いた。これは、FILIP
分子の一部分を GST 蛋白質との結合蛋白質
として発現するベクターを作成し、蛋白を大
腸菌に発現させた。その後、発現した蛋白質
を回収し、細胞より抽出した蛋白質と反応さ
せ、精製したのち、SDS-PAGE で分離回収し
た。その回収した蛋白質を質量分析器で同定
を行った。また、FLAG タグの付いた FILIP
分子を発現するプラスミドベクターを培養
細胞内に導入し、FILIP が発現した細胞の蛋
白質を取得し、FLAG に対する抗体を用いて、
FILIP と共に結合する蛋白質を回収し、
SDS-PAGE にて蛋白を分離し、Western Blot
法を用いて同定した。神経細胞の形態の検討
は以下の方法で行った。胎生期の大脳から、
神経細胞を単離し、神経細胞用の培地中で培
養した。FILIP 発現ベクターを導入し、同時
に導入し発現した蛍光蛋白質により、細胞を
可視化し、共焦点顕微鏡を用いて画像を取得
した。 
（５）脊髄神経節神経細胞における神経突起
伸展に関わる受容体の発現の検討 
 in situ hybridization 法を用いて、プレキ
シンと共にセマフォリンの受容体を構成す
るニューロピリンの分布を検討した。脊髄神
経節の凍結切片を作成し、前処理後、RI ラベ
ルを行ったニューロピリンに対するプロー
ベを反応させ、乳剤にて検出し、その分布を
検討した。 
 
４．研究成果 

（１）アクチン結合蛋白質の脊髄神経節内で
の発現 
 FILIP分子はアクチン結合蛋白質に影響を
与えるという知見から、アクチン線維に影響
を与えうる分子群を中心に、その脊髄神経節
内の発現について、免疫組織化学法を用いて
検討した。軸索の伸展に影響を与えうると考
えていた数種類のアクチン結合蛋白質の分
子群の発現は FILIP 遺伝子欠損マウスの脊
髄神経節内での発現分布は正常と比較して、
調べた発達段階においては明らかな異常を
示していないと判断した。 
（２）胎生期の脊髄神経節から伸展する神経
線維の検討 
 wholemount immunohistochemistry 法を
用い胎生期の脊髄神経節からの神経線維の
伸展度について検討した。FILIP 遺伝子欠損
マウスでは、ある時期の神経線維の長さは短
い傾向にあった。しかしながら、成体に関し
て、皮膚に分布している知覚神経に関して、
免疫染色法を用いて検討を行った結果、その
神経軸索の分布には大きな異常を認めなか
った。これらの結果から、胎生期に認めた伸
展の差異は、成体時には、大きな異常をもた
らしていない可能性が高いと考えられた。 
（３）培養脊髄神経節による軸索伸展の検討 
 脊髄神経節の神経細胞を培養し、その突起
伸展の有無に関して評価を行った。観察した
脊髄神経節神経細胞全体に対する神経突起
を有する細胞の比率に関して検討を行った。
現在までの検討では FILIP の有無にかかわ
らず、その比率に明らかな差を認めなかった。 
（４）FILIP と結合する分子の検索 
 FILIP分子と結合する分子についてアクチ
ン結合蛋白質以外の分子を探索した。その結
果、Pull-Down 法で FILIP 分子はシャペロ
ン蛋白質の一つである Hsc70 と結合するこ
とが判明した。また、免疫沈降法でも、FILIP
が Hsc70 と結合することが判明した。さらに、
FILIP 分子と Hsc70 は生体内の組織でも結
合していることを見いだした。FILIP はアク
チンと結合して機能を発揮する非筋肉型ミ
オシン分子の動向を調節しているが、FILIP
とミオシン分子の結合に Hsc70 の結合の有
無が影響を与えないことを明らかにした。
Hsc70 は ATPase 活性を有する。その Hsc70
の ATPase 活性の阻害剤を投与すると、
FILIPによるミオシンの細胞内局在に対する
影響は低下していた。FILIP のミオシンに対
する作用に Hsc70 の機能が重要であること
が判明した。つまり、FILIP がミオシンと結
合するのみでは、ミオシン分子の細胞内での
分布に影響を与えることは出来ないが、
Hsc70 が結合することでミオシンの細胞内
分布に影響を与えることが可能になること
が判明した。この機構が、神経細胞内で実際
に機能しているか、培養神経細胞を用いて検
討を行った。その結果、ミオシンと結合でき
るが Hsc70 と結合できない FILIP 変異分子
では、神経の形態に対する作用は低減してい



ることが判明した。さらに、Hsc70 の阻害剤
を用いると、FILIP の神経細胞の形態に及ぼ
す影響は低減していることが判明した。つま
り、FILIP は Hsc70 と共に、神経細胞の形態
に影響を及ぼしていることが明らかになっ
た。この結果により、神経細胞の突起や形態
形成に関しての、新しい機序を明らかにする
ことが出来た。本結果は、論文として公表し
た。 
（５）脊髄神経節神経細胞における神経突起
伸展に関わる受容体の発現 
 脊髄神経節内にセマフォリンの受容体と
考えられているニューロピリンが発現して
いる事を確認できた。 
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