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論文内容の要旨

〔目的〕

個体発生時の神経回路網形成過程において、神経管の背側で分化した一群の神経細胞は、腹側正中線の底板(フロ

アープレート: FP) に向けて軸策を伸ばし、さらに FP を越えて反対側へと投射する。交連'性ニューロンの軸索と

FP 細胞の接触は腹側正中交差の制御に関与すると考えられているが、この接触および腹側正中交差の分子機構は明

らかではない。ネクチンは、カルシウム非依存性のイムノグロプリン様の細胞間接着分子であり、ネクチンー1 、 -2 、

-3 、 -4 の 4 つのメンバーからなるファミリーを構成している。ネクチンはホモのトランス結合とともに、ネクチンー3

はネクチンー1 、 -2 と、ネクチン-4 はネクチン-1 というようにヘテロのトランス結合も形成し、異種細胞聞の接着に関

与することが示唆されている。本研究では、ネクチンー1 とー3 のヘテロトランス結合が FP における交連'性ニューロン

の軸索の腹側正中交差に関与しているかについて解析した。

〔方法ならびに成績〕

FP におけるネクチン-1 およびー3 の局在の検討

マウス胎仔の組織を用いて免疫染色を行ない、ネクチンー1 および-3 の局在を検討した。胎生 9 日目、腹側正中線上

に FP 細胞が出現すると同時に、ネクチン-3 の FP 細胞間接着部位への濃縮を認めた。胎生 10 日目、交連性ニューロ

ンが腹側正中線を通過すると考えられる時期、 FP 細胞と軸索の接触部位にネクチン-1 と -3 の共局在を認めた。さら

に、 FP の発達に伴って、ネクチン-1 および合の発現量は増加し、 FP が消失すると考えられる出生直前にはネクチン

の発現も低下した。以上の結果から、ネクチン-1 およびー3 が FP 部位に濃縮していることが明らかとなった。

FP におけるネクチン-1 と -3 のヘテロトランス結合の存在の検討

マウス胎仔の組織を用いて in situ hybridization を行ったところ、 FP 細胞体にはネクチン-3 が特異的に発現して

いた。さらに、ネクチン-1 の細胞内を認識する抗体で免疫電顕を行ったところ、ネクチン-1 が軸索側にのみ局在して

いた。以上の結果から、ネクチン-1 は交連性ニューロンの軸索に、ー3 は FP 細胞に非対称に局在し、交連性ニューロ

ンの軸索と FP 細胞の接触は、ネクチン-1 と -3 のヘテロトランス結合によって形成されていることが示唆された。

FP におけるアファディンおよびアクチン骨格系の存在の検討
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これまでに、ネクチンはアクチンフィラメント結合タンパク質アファディンを介してアクチン細胞骨格に連結する

ことが示されている。マウス胎仔の組織において免疫染色を行ったところ、 FP の接触部位にはアファディン、アク

チン、その他のアクチン結合タンパク質の濃縮は認められなかった。また、形態電顕を用いて接触部位の構造を観察

したところ、電子密度の高いアドへレンスジヤンクション様の構造は見られなかった。以上の結果から、交連性ニュ

ーロンの軸索と FP 細胞の接触部位はアクチン細胞骨格で裏打ちされていないことが示唆された。

ネクチンのヘテロトランス結合の破綻による交連'性ニューロンの走行への影響についての検討

ラット胎仔の後脳・髄脳部分の組織培養を行い、交連性ニューロンの軸索走行の発達を観察した。またこの組織培

養において、ネクチン-1 と -3 のヘテロトランス結合を阻害する阻害剤、ネクチン-3 の細胞外領域のキメラタンパク質

と glycoprotein D、を加えて培養し、その効果を検討した。その結果、阻害剤によって軸索と FP 細胞の接触が破綻

し、軸索同士の異常接触が認められた。また、 DiI ラベルした軸索の走行を観察すると、正中線を越えて水平方向か

ら垂直方向に向きを変える部位での走行異常が認められた。以上の結果から、ネクチン-1 と -3 のヘテロトランス結合

による接触が軸索走行の方向性の制御に関与していることが明らかとなった。

〔総括〕

ネクチン-1 と -3 が交連性ニューロンと FP 細胞の接触部位にそれぞれ非対称に局在し、ヘテロトランス結合を形成

していることを明らかにした。また、ネクチンのヘテロトランス結合を阻害することにより、軸索と FP 細胞の接触

が破綻し、軸索走行が異常になることを見出した。以上の結果から、 FP の接触はネクチン-1 と -3 のヘテロトランス

結合により形成され、ネクチンによる接触が軸索走行の方向性の制御に関与していることが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

個体発生時の神経回路網形成過程において、神経管の背側で分化した一群の神経細胞は、腹側正中線の底板(フロ

アープレート)に向けて軸策を伸ばし、さらにフロアープレートを越えて反対側へと投射する。交連性ニューロンの

軸索とフロアープレート細胞の接触は腹側正中交差の制御に関与すると考えられているが、この接触および腹側正中

交差の分子機構は不明で、あった。

申請者は本研究において、交連'性ニューロンとフロアープレート細胞の接触部位に細胞間接着分子であるネクチン

-1 とー3 がそれぞれ非対称に局在し、ヘテロトランス結合を形成していることを明らかにした。また、ネクチンのヘテ

ロトランス結合を阻害することにより、軸索とフロアープレート細胞の接触が破綻し、軸索走行が異常になることを

見出した。以上の結果から、 FP の接触はネクチンー1 と -3 のへテロトランス結合により形成され、ネクチンによる接

触が軸索走行の方向性の制御に関与していることを明らかにした。

本研究は、神経発達のメカニズムを解明する上で重要であり、実験結果自体の意義だけでなく、今後の研究への発

展も期待できる。したがって、博士(医学)の学位授与に値する。
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