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高次脳機能発現の分子的基盤を明らかにするためには，脳がどのような過程を経て作られるの
かについての理解が不可欠である。精子と卵の受精現象に始まり，神経外胚葉の形成，神経板の
部位特異化，皮質層構造の形成，神経回路網の形成といったいくつかの決定的な事象の流れのな
かで脳神経系は形づくられる。それぞれの過程で重要な役割を果たす分子群の構造・機能，それ
らの細胞，組織，個体レベルでの役割を明らかにすることにより，脳神経系に特徴的な多様性と
特異性をうみだすメカニズムを明らかにする。
特にこれまでに我々が見いだした，神経分化に関わる因子，神経系の位置情報を決定する因子，
神経回路網の形成に関わる因子の機能と役割をアデノウイルスベクター，遺伝子ターゲッティン
グ法を利用して解明する。また，新たに見いだされた神経発生の分子機構について，これに関与
する新規の分子群を探索し，それらの相互関係を明らかにすることより，最終的に包括的な理解
をすることを目指す。

1. 脳神経細胞の移動位置決定機構の解明（大島，林，鈴
木（博），足立，楯 ＊1，御子柴）
脳内の神経細胞の位置決定に重要な役割を担う各種分子
の解析を，それらの変異マウスを利用して行うとともに，各
種分子の構造生物学的，分子間の生化学的解析を行ってい
る。変異マウスはリーリン/CR-50抗原を欠損したリーラー
と，リーリンシグナルを受ける側の細胞内分子 disabled-1

（Dab1）変異マウスで我々の研究チームで単離されたヨタ
リマウスに加え，Cdk5/p35キナーゼ欠損マウスを主に用
いて検討を行っている。本年度は，リーリンシグナルの下
流と，Cdk5/p35キナーゼの脳内基質の検索を中心とした
生化学的解析を行った。
リーリンシグナルでは，Dab1のチロシンリン酸化が起き
るが，その下流として近年 PI3キナーゼの活性化，GSK3β
活性の抑制が起こることが明らかとなったが，その後の細
胞内でどのような変化が起き，リーリンシグナルが機能を
果たすかは不明である。そこで我々は，マウス大脳皮質神
経細胞の初代培養系において，リーリンの添加により起き
るタンパク質の変化を 2-D DIGE法を用いて検討し，タン
パク質のリン酸化レベルの変動する分子を複数同定し，現
在Western blot法による検討を行っている。
また，Cdk5 の欠損により，神経細胞の位置決定に異常
が起きるのは，このキナーゼによる基質のリン酸化が起こ
らないためであると推定される。マウス胎児脳内の Cdk5

の基質を，リン酸化特異的抗体と二次元電気泳動を組み合
わせた方法により，リン酸化の低下しているタンパク質を
スクリーニングした。これまでに Pak1，CRMP-2，FAK1，
doublecortinがリン酸化の低下したタンパク質として同定
された。これらのうち CRMP-2に関しては，リン酸化特異
的抗体などにより Cdk5のリン酸化部位は Ser522と同定さ
れ，Cdk5欠損マウスでのリン酸化の消失が確認された。さ
らに，このリン酸化が，Ser509の GSK3β のリン酸化に必
須であることが in vitroの実験で確認された。また，リン
酸化CRMP-2はAlzheimer病患者脳の神経原線維性変化の

構成成分として同定されており，特異的に反応するモノク
ローナル抗体 3F4の抗原性がこの sequentialなCRMP-2の
リン酸化により in vitroで再現された。さらに，この Cdk5

→GSK3βによるCRMP-2のリン酸化により，CRMP-2と
tubulinの結合能が低下し，Cdk5欠損マウス脳においては
両者の結合が亢進していることが明らかとなった。

2. 抗体遺伝子の単離，細胞内発現技術による神経突起
伸展の分子機構の解明（樺山，竹内，徳重，御子柴；福田
（福田独立主幹研究ユニット））
抗体タンパクは分子の局在や機能解析のために強力なツー
ルとして用いられてきた。しかしながら抗体タンパクを非
侵襲的に細胞内に導入することは非常に困難であり，それ
は神経細胞において特に顕著である。これを解決する方法
として抗体の遺伝子を単離するファージディスプレイ法があ
る。この方法はハイブリドーマや脾臓から作成した cDNA

ライブラリーから目的の抗体遺伝子を単離するのに強力な
手法として開発された。しかし，特定の抗原にだけ結合で
きるファージを選択する手法に欠点があるため，免疫した
動物脾臓から作成したファージライブラリーから目的の抗
体遺伝子をもつファージを効率よく選択できない。我々は
この欠点を克服した高効率かつ短期間で目的の抗体遺伝子
を単離できる新しい選択法を開発することに成功した。こ
の手法によりシナプス小胞や成長円錐小胞に局在するシナ
プトタグミン 1，2 の機能ドメインに対する特異的抗体を
コードする遺伝子を単離することに成功した。この抗体遺
伝子を蛍光タンパクである GFPと融合させることで，細
胞内で抗体分子の可視化に成功した。本年度はこの抗体遺
伝子をマウス背根神経節ニューロンの成長円錐に発現させ，
胎生期の成長円錐小胞に局在するシナプトタグミンの機能
解析を行った。その結果，抗体遺伝子を発現した成長円錐
では脱分極刺激依存的なフィロポディアの増大が著しく抑
制されることが分かった。しかし，変異型抗体遺伝子を発
現する成長円錐ではこの抑制効果は観察されなかった。こ
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れは成長円錐に局在するシナプトタグミンが脱分極刺激依
存的なフィロポディアの増大を制御していることを示して
いる。現在，抗体遺伝子の抑制効果が成長円錐小胞のエク
ソサイトーシスの抑制を介しているかを検討中である。

3. MRASAL, KIAA0538 PH domainの機能解析
（皆川 ＊2，御子柴）

GAP1ファミリータンパク質は Ras-GAPファミリータ
ンパク質の一員であり，GAP1m，GAP1IP4BP，MRASAL
and KIAA0538 の 4 種類から構成されている。GAP1m，
GAP1IP4BP に関しては PH domain においてリン脂質と
結合することが膜への移行に必須であることが示されてい
たが，MRASALと KIAA0538に関してはほとんど解析が
なされていなかった。本研究で，まず我々はMRASALの
PH domainには PI(4, 5)P2と PI(3, 4, 5)P3が結合するを明
らかにした。一方 KIAA0538の PH domainにはリン脂質
が結合せず，これは 592番目の残基がロイシンに置き換わっ
ているためであると推測された。このことを実証するため，
MRASALのこの部分に相当するアミノ酸を KIAA0538野
生型と同様にロイシンに置換した変異体（R591L）を作製し
たところ，リン脂質への結合性は失われた。また，NIH3T3
細胞に MRASAL を発現させたところ細胞膜に限局した。
一方，KIAA0538，MRASAL（R591L）を発現させたとこ
ろ細胞質に局在した。これらの結果から，GAP1ファミリー
タンパク質の PH domainのリン脂質の結合性はそれぞれ
異なり，またこのことがそれぞれのタンパク質の細胞内で
の局在に関与していることが示唆された。

＊1 非常勤研究員，＊2 基礎科学特別研究員

In order to elucidate the molecular basis of higher brain
function, it is essential to know how the complicated struc-
tures of brains are formed. Brains are formed in a series
of critical developmental processes, i.e. fertilization, gen-
eration of the neuroectoderm, regional specification of the
neural plate, and arrangement of neural cells in a lami-
nar fashion. The main results obtained in this year are as
follows:

1. Studies on the cellular and molecular mecha-
nisms of neuronal migration and positioning in the
developing brain

We found that Reelin altered the phosphorylation
states of several proteins in cultured cortical neurons us-
ing a 2D-DIGE method. We are now characterizing several
candidates as downstream targets of Reelin signaling.

We identified CRMP-2 as a novel Cdk5 substrate in
the embryonic brain. CRMP2 is phosphorylated at mul-
tiple sites in vivo, and Ser522 was identified as Cdk5-
phosphorylation site of CRMP2. We also found that
GSK3β is able to phosphorylate CRMP2 only when
Cdk5 phosphorylates CRMP2 in vitro. This Cdk5-primed
CRMP2 phosphorylation by GSK3β reduced the affinity of
CRMP2 for tubulin. We found an enhanced association be-
tween CRMP2 and tubulin in lysates from a Cdk5-deficient
brain.

2. Studies on the molecular mechanisms of KCl-
induced filopodia formation in growth cones by us-

ing an antibody gene system
We developed a new screening method for the isola-

tion of antibody genes encoding antibody against target
proteins and isolated recombinant antibody genes against
the C2A domain of Synaptotagmin 1 and 2. We found
that expression of this antibody inhibited depolarization-
induced filopodia formation in growth cones of mouse em-
bryonic DRG neurons. The present study provides the
first evidence for a regulatory role of growth cone vesicles
on depolarization-induced filopodia formation of growth
cones.

3. Characterization of the pleckstrin homology
domains of MRASAL and KIAA0538

GAP1, one of the Ras GTPase-activating protein fam-
ilies, includes four distinct genes (GAP1m, GAP1IP4BP,
MRASAL and KIAA0538). Although the PH domains of
GAP1m and GAP1IP4BP have been shown to be essential
for membrane targeting via binding of specific phospho-
lipids, little is known about the functions of the PH do-
mains of MRASAL and KIAA0538. Herein, we show that
the PH domain of MRASAL has binding activity towards
PI (4, 5)P2 and PI (3, 4, 5) P3, while the PH domain of
KIAA0538 does not bind these phospholipids due to an
amino acid substitution at position 592 (Leu-592). Muta-
tion of the corresponding position in MRASAL (Arg-to-
Leu substitution at position 591) resulted in loss of the
phospholipid binding activity. MRASAL proteins were
localized at the plasma membrane in NIH3T3 cells. By
contrast, KIAA0538 and MRASAL (R491L) proteins were
present in the cytosol. Our data indicate that the distinct
phosphoinositide binding specificity of the PH domain is
attributable to the distinct subcellular localization of the
GAP1 family.
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proteins in the developing mouse brain”, J. Comp. Neu-

rol. 473, 582–599 (2004).＊
Higo T., Hattori M., Nakamura T., Natsume T.,

Michikawa T., and Mikoshiba K.: “Subtype-specific and

ER lumenal environment-dependent regulation of inosi-

tol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 by ERp44”, Cell

120, 85–98 (2005).＊
Otsu K., Kuruma A., Yanagida E., Shoji S., Inoue T.,

Hirayama Y., Uematsu H., Hara Y., and Kawano S.:

“Na+/K+ ATPase and its functional coupling with

Na+/Ca2+ exchanger in mouse embryonic stem cells

during differentiation into cardiomyocytes”, Cell Cal-

cium 37, 137–151 (2005).＊
Uchida Y., Ohshima T., Sasaki Y., Suzuki H., Yanai

S., Yamashita N., Nakamura F., Takei K., Ihara

Y., Mikoshiba K., Kolattukudy P., Honnorat J.,

and Goshima Y.: “Semaphorin3A signalling is medi-

ated via sequential Cdk5 and GSK3β phosphorylation of

CRMP2: implication of common phosphorylating mech-

anism underlying axon guidance and Alzheimer’s dis-
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