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研究成果の概要：

本研究では、cDNA ライブラリーの発現スクリーニングにより新規ガイダンス分子 Draxin 受容

体の同定を試みた。FACS を用いた発現スクリーニングを行ったが、受容体のクローニングには

至らなかった。一方、既知の受容体タンパクからのスクリーニングを行った(candidate

approach)結果、Draxin と強く結合する膜タンパクを見出した。現在、この分子が真に Draxin

受容体であるかどうかを詳細に解析している。
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１． 研究開始当初の背景

脳では膨大な数の神経細胞がそれぞれ適切

な位置に配置され、非常に精密な神経回路網

を形成しており、記憶、学習、行動などの機

能に重要な役割を果たしている。これらの神

経回路網形成には、様々な細胞外神経ガイダ

ンス分子が担う細胞間の相互作用が必須で

あると考えられる。

我々のグループは、このような細胞間相互作

用に機能する分子を探索するため、膜蛋白質

や分泌蛋白質の cDNA を選択的にクローニン

グするシグナルシークエンストラップ法を

用いて、分子探索を行ってきた。その結果、

ニワトリ胚やマウス胚の脳から脊髄にいた

る中枢神経系の背側に発現し、既知のガイダ

ンス分子とは全くホモロジーの無い反撥性

の新規神経ガイダンス分子を見出し、Draxin

(Dorsal repulsive axon guidance protein)

と命名した。本研究では発現クローニングに

よる Draxin 受容体の同定を試みる。

Draxin分子とその神経ガイダンス機能は世

界に先駆けて我々が発見した。Draxin分子

と同様にその受容体もまた新規分子の可能

性があるため、Draxin受容体の同定及びそ

の機能解析は極めて新規性と独創性の高い

研究であると考えられる。脊髄交連神経の

軸索ガイダンスの研究は神経回路形成のモ

デルとして最も盛んに研究されている系の

一つであるが、未だ完全には分子機構が解

明されていない。従って、ここに提案する

研究により、脊髄交連神経の軸索ガイダン

スにおいてDraxin及びその受容体の役割を

解明できれば、交連神経軸索成長のfloor p

lateまでの成長機構が完結し、神経回路形

成機構の解明に新たな局面をもたらす事が

できると考えられる。

２． 研究の目的

レトロウイルスを用いたcDNAライブラリ

ーの発現スクリーニングを行い、Draxin受

容体の同定を目指す。本研究では、Draxin

受容体の同定と脊髄交連神経の軸索形成

過程におけるDraxin受容体の役割の解明

を目的とする。脊髄交連神経細胞の軸索成

長において、floor plateから分泌されるn

etrinが軸索を誘引する活性をもつ分子と

して発見された。その後、Deleted in Col

orectal Cancerがnetrin受容体である事

が報告され、さらに、それらのノックアウ

トマウスでは脊髄交連神経線維の走行が

異常になる事が示された。また、floor pl

ateからの誘引因子とは相反して、roof pl

ateから分泌されるBMP７, GDF7が軸索成

長に反撥性因子として機能する事がこれ

ら遺伝子のダブルノックアウトマウスを

用いた研究などから明らかにされた。非常

に興味深い事に、このノックアウトマウス

のroof plateは、交連神経に対してなおも

反撥作用を示すことから、新たに別の反撥

因子（X）の存在が示唆されている。我々

が発見したDraxinは、その発現パターンと

軸索伸長に対する反撥活性から、このX分

子の候補であると考えられる。

３． 研究の方法

（Draxin 蛋白質のビオチン化とその活性検

定）

精製した Draxin 蛋白質のビオチン化を ECL

protein Biotinylation Module (GE ヘルスケ

ア)を用いて行う。さらに、このビオチン化



Draxin 蛋白質を精製した後、神経軸索成長の

阻害活性が保持されているかどうかを調べる。

活性の保持されたビオチン化Draxin蛋白質を

用いて、以下に示す binding assay 及び cDNA

ライブラリーのスクリーニングを行う。

（ビオチン化 Draxin 蛋白質を用いた binding

assay）

Draxin 蛋白質の脊髄組織片の軸索成長に対す

る阻害活性は、これらの細胞への受容体を介

した結合により発揮されると考えられる。脊

髄切片や脳切片にビオチン化Draxin蛋白質を

加えインキュベートし、PBS で組織片を洗浄し

た後、蛍光標識したストレプトアビジンを用

いて、Draxin 蛋白質の結合を検出する。これ

らの実験系を用いて、Draxin のその受容体発

現細胞への結合を検出するための最適条件

（Draxin 蛋白質の添加量やインキュベーショ

ン時間など）を決定し、これらの条件をもと

にライブラリーのスクリーニングを行う。

（cDNA ライブラリーの発現スクリーニング）

E3-4 ニワトリ胚脳と脊髄から mRNA を回収し、

レトロウイルスベクターを用いてcDNAライブ

ラリーを作製した。cDNA を発現させたレトロ

ウイルスを BaF3 細胞に感染後、ビオチン化

Draxin蛋白質が結合する細胞をI-Magnetを用

いて分離する。分離した細胞を数日間培養し

た後、再度、I-Magnet を用いてビオチン化

Draxin 蛋白質が結合する細胞を分離する。最

終 的 に 、 こ れ ら の 細 胞 集 団 か ら 、

Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)

を用いて単一細胞をクローニングし、さらに

培養した後、これらの細胞からゲノム DNA を

抽出する。このゲノム DNA から PCR により増

幅した Draxin 受容体候補（Y）遺伝子をクロ

ーニングし、シークエンス解析を行う。

４． 研究成果

ビオチン化 Draxin を調製し、このタンパク

に反撥活性がある事を in vitro の培養系を

用いた実験により明らかにした。次に、ビオ

チン化 Draxin タンパクの脳や脊髄組織への

結合性を調べた。その結果、これらの Draxin

タンパクが大脳や脊髄交連線維などの神経

軸索に特異的に結合することがわかった。こ

れらの結果から、Draxin 受容体が一部の神経

細胞に発現する事とビオチン化 Draxin タン

パクが発現スクリーニングに有用である事

がわかった。これらの結果をもとに、発現ス

クリーニングを行った。

cDNA ライブラリーをレトロウイルスを用い

てBaF3細胞に安定的に導入し、それらのBaF3

細胞にビオチン化 Draxin タンパクを反応さ

せた。その後、ビオチン化 Draxin タンパク

が結合した BaF3 細胞を FACS を用いて選別し、

培養した。結合する細胞は一定の割合で存在

するものの、陽性の単離細胞の増殖が著しく

悪いために、陽性細胞を安定的に維持する事

ができなかった。この事は、Draxin が BaF3

細胞の増殖を負に制御する可能性が考えら

れ、この方法によるスクリーニングが困難で

あると考えられた。

そこで、既知の受容体タンパクからのスクリ

ーニングを行った(candidate approach)。そ

の結果、Draxin と強く結合する膜タンパクを

見出した。現在、この分子が真に Draxin 受

容体であるかどうかを、この膜タンパクのノ

ックアウトマウスの脊髄や脳組織片に対す

る Draxin の反撥活性が保持されているかど

うかを調べる事により解析している。
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