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論文内容の要旨

申請者氏名 藤岡 洋美

Doublecortin－likekinase1（DCLK1） は神 経細胞 に発現す る微小管結合領域 を持つセ リ

ンス レオニ ンプ ロテイ ンキナーゼで あ り、神経細胞 の移 動障害 によ り生 じる脳 形成異常

の原 因遺伝子 にコー ドされ るDoublecortin（DCX） のパ ラ ログで ある。Dclk1／Dcx二 重欠

損 マ ウスは大脳皮 質の神経 細胞 の層構 築異常 を呈 し、またDclk1欠 損マ ウスは左右 の大脳

半球 を繋 ぐ軸索線維 で ある脳 梁や海 馬交連 の形成異常 を示す ことか ら、DCLK1は 神経細

胞移動や 軸索伸長 の過 程において機 能 してい るこ とが 明 らかに され てい る。DCLK1の キ

ナーゼ領 域 はターゲ ッ トを介 し機能す ると考 え られ たが，そ の標的分子 は未 同定 であっ

た。本研究で はDCLK1の ターゲ ッ トを同定 し、そ の脳 形成 にお ける機能 を明 らかにす る

こ とを試 みた。

まず胎 生16日 のマ ウス胎 児 の脳 可溶 性画 分 よ りDCLK1相 互作 用蛋 白質 をアフ ィニテ

ィー クロマ トグラフィー及 び質量分析 を用い て網羅的 に同定 した。次 にinvitroキ ナーゼ

ア ッセイ を用いてMAP7D1（microtubule－associatedprotein7domaincontaining1） を新規基

質 と して同定 し、 さらに315番 目のセ リンが リン酸化部位 であ ることを同定 した。

MAP7D1の 抗 体 を作製 し、免疫染色 に よ り発現パ ター ンを調 べた とこ ろ、移動や軸索

伸長 の起 こってい る神 経細胞 にお いてDCLK1と ともに発 現 してい る ことを明 らか に し

た。 単離 した大脳 皮質神経細胞 にお いてエ レク トロポ レー シ ョン法 に よ り遺伝子導入 を

行 いMAP7D1の ノックダ ウンを行 った結果 、MAP7D1やDCLK1の ノックダ ウンでは コン

トロール に比べ有意 に軸索伸長 が阻害 され るこ とを明 らか に した。次 にMAP7D1が 生体

内において も軸索伸長 に関与す るか否 か明 らか にす るた め、子宮 内エ レク トロポ レーシ

ョン法 に よ り胎生15日 のマ ウス子宮 内胎児 の脳 室帯の神 経前駆細胞へ遺伝子導入 を行 い、

脳 梁 を構 築す る軸 索 を伸 ばす 大脳 皮質2／3層の神経 細胞 におい てMAP7D1の ノ ックダ ウ

ンを行 った ところ、MAP7D1やDCLK1の ノ ックダ ウンでは コン トロール に比べ有意 に軸

索伸長 が阻害 され るこ とを明 らか に した。

最 後 にMAP7D1の リン酸 化 が脳 梁 の軸 索伸 長 に 関与 す るか否 か 明 らか にす るた め、

MAP7D1の 野生型や非 リン酸化変 異体 （S315A、315番 目のセ リンをア ラニンに置換 した

もの）を大脳 皮質2／3層の神経細胞 に過剰発現 させ た。そ の結果 、野生型 では コン トロー

ル と比較 し脳 梁 の軸 索伸長 に有意 な差 はみ られ なかったが、S315Aの 過剰発 現で は軸索

伸長 が有意 に阻害 され た。 この ことか らS315Aが ドミナ ン トネ ガテ ィブに作用 し、本来

のMAP7D1の 機能 を阻害 して しま うことに よ り軸索伸長 が阻害 され た こ とが考 え られた。

以 上の よ うに、本研究 はDCLK1の 新規基 質MAP7D1を 初 めて 同定 し、 さらにそ の315

番 目のセ リンの リン酸化が軸索伸長 に必要 であ る可能性 を初 めて示 した。本研 究 の成果

はDCLK1の 脳 形成 にお ける分 子機 構 を明 らか にす る上で重 要 なもの と位置付 け られ る。



論文審査結果の要旨

申請者氏名 藤岡 洋美

Doublecortin－likek㎞e1（DCLK1） は神経細胞に発現するセ リンス レオニンプロテインキナー

ゼであり、遺伝子欠損マ ウスの解析か ら脳神経系の形成の際、神経細胞の移動や軸索伸長におい

て機能することが明らかにされてきた。申請者 はDCLK1が ターゲ ット分子を リン酸化することに

よりこれ らの脳神経系の発生において機能 しているのかを明 らかにするため、DCLK1の ターゲ ッ

トを同定 し、神経細胞の軸索の伸長において機能するか解析を行った。

申請者はまずDCLK1の ターゲッ トを同定す るために、マ ウス胎児の脳可溶 性画分よ り相互作用

蛋 白質をアフィニティークロマ トグラ7イ ー法を用いて単離 し、さらにinvitroキナーゼアッセイ

によ りMAP7D1を 新規基質 として同定 した。次にMAP7D1の 機能についてRNAiに よるノックダウ

ンを用いて解析 した。免疫染色により発生中の大脳皮質神経細胞 に発現 していることが分かった

ので、まず単離 した大脳皮質神経細胞においてノックダウンを行ったところ、軸索伸長が阻害 さ

れることを明 らかにした。さらに申請者は生体内においても軸索の伸長に関与するのか明らかに

す るため、子宮内エ レク トロポレーシ ョン法を用いてマ ウスの胎仔脳の大脳皮質2／3層の神経細胞

においてMAP7D1の ノックダウンを行い、軸索伸長の様 子を観察 した。その結果、MAP7D1の ノ

ックダウンでは、DCLK1ノ ックダウンやDclk1欠 損マ ウスで見 られるの と同様に、大脳皮質神経

細胞の脳梁 を構築す る軸索の伸長が阻害 されることを明 らかに した。またMAP7D1の リン酸化部

位 を質量分析およびセ リンーアラニン変異体を用いて決定 した。 さらにMAP7D1の 野生型や非 リ

ン酸化変異体S315A（315番 目のセ リンをアラニンに置換 したもの）を大脳皮質2／3層の神経細胞

に過剰発現 させ、野生型 ではコン トロールに対 し脳梁の軸索伸長に有意な差はみ られないが、

S315Aで はおそ らく ドミナン トネガティブに作用 し、軸索伸長が有意に阻害 されることを明 らか

にした。

これまでDCLK1の キナーゼのターゲットは、い くつか提示 されていたが、その機能については

まだよくわかっていなかった。以上のよ うに本論文はDCLK1の 新規基質MAP7D1を 明らかにした

だけでなく、神経細胞の軸索の伸長 において機能 してお り、さらにDCLK1に よるリン酸化が軸索

伸長 において必要である可能性を初めて明らかに したものである。また近年DCLK1はADHD（ 注

意多動 性障害）や統合失調症、双極性障害 といった精神障害に関与す ることが報告 されてお り、そ

の病態理解の点でも、学術上、応用上貢献するところが少な くない。 よって審査委員一同は、本

論文が博士（バイオサイエンス）の学位論文 として価値あるものと認めた。


