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〈要 約〉

　KIF1Aは軸索輸送における主要なモータータンパク質のひとつであるが，個体レベルにおける役割については不明な点が多い．今回，筆者らは，KIF1Aノックアウトマウスを作製し，KIF1Aヘテロノックアウトマウスが進行性の感覚神経の麻痺を生じることを発見した．KIF1Aヘテロノックアウトマウスの後根神経節の1次感覚神経ニューロンにおいて，NGFの受容体であるTrkAの軸索輸送が障害され，カプサイシンに対する感受性および生存率が有意に低下した．細胞生物学的な解析により，KIF1AがGTP結合型Rab3を介してTrkAを含む小胞と結合することが示唆された．一方，これまでの研究により，炎症などの際に増強されるNGF-TrkAシグナル伝達系によりカプサイシンの受容体であるTRPV1においてPI3キナーゼに依存性のリン酸化が亢進し，TRPV1が細胞の表面に提示されカプサイシンに対する感受性が上昇することが知られていた．そこで，KIF1Aヘテロノックアウトマウスの後根神経節のニューロンおよびKIF1Aをノックダウンしたニューロンにおいて確認したところ，NGFによるPI3キナーゼシグナル伝達系の活性，TRPV1のTyrリン酸化，TRPV1の細胞の表面への提示が，いずれも有意に低下していた．これらの表現型はPI3キナーゼシグナルの増強により回復したため，TrkAの軸索輸送の障害によるPI3キナーゼシグナル伝達系の不全がKIF1Aヘテロノックアウトマウスにおける感覚神経の麻痺の本体であることが示唆された．この研究は，末梢神経での感覚の制御におけるモータータンパク質の役割を分子レベルから個体レベルをとおし明らかにしたものであり，モータータンパク質によるシグナル伝達タンパク質の軸索輸送はシグナル伝達の制御における新しいパラダイムとしてさらなる展開が期待される．
はじめに

　キネシンスーパーファミリータンパク質は細胞においてオルガネラや超分子複合体などを微小管にそって輸送するモータータンパク質の一大スーパーファミリーであり，45種類以上のそれぞれのキネシンスーパーファミリータンパク質のもつ異なるカーゴ結合ドメインによりさまざまなカーゴが運び分けられる1,2)．KIF1Aはkinesin-3ファミリーの一員であり，シナプス小胞の前駆体をGTP結合型Rab3をアダプターとして輸送すること3,4)，また，ニューロンの生存に必須であること5) がこれまで明らかにされたが，シナプス小胞の欠損だけではニューロンの細胞死は起こらないため6)，KIF1Aを欠損したニューロンの細胞死を説明する分子機構がもとめられていた．今回，筆者らは，新たにKIF1Aノックアウトマウスを作製し，KIF1Aヘテロノックアウトマウスの表現型を詳細に解析した．
1．KIF1Aヘテロノックアウトマウスにおいて進行性の感覚神経の麻痺が生じる
　Cre/loxP系を用いて新たにKIF1Aノックアウトマウスを作出した．10カ月齢のKIF1Aノックアウトマウスの脳および後根神経節をイムノブロット解析したところ，KIF1Bβは脳にのみ発現していた．KIF1AヘテロノックアウトマウスにおけるKIF1Aのタンパク質量は，脳においては野生型マウスのほぼ半分，後根神経節においては約1/4に減少していた．7～12カ月齢のKIF1Aノックアウトマウスの行動を解析したところ，KIF1Aヘテロノックアウトマウスにおいて進行性の感覚神経の麻痺が生じていた．また，痛覚の障害は5カ月齢よりのちに出現することがわかった．
2．KIF1Aヘテロノックアウトマウスの後根神経節においてTrkAをもつ感覚ニューロンが選択的に脱落する
　痛覚はおもにTrkAをもつ1次感覚ニューロンにより伝達される．そこで，後根神経節を免疫組織化学法により観察したところ，9カ月齢以上のKIF1AヘテロノックアウトマウスにおいてTrkAをもつニューロンが選択的に脱落した．TUNEL染色により，8カ月齢のKIF1Aヘテロノックアウトマウスにおいて特異的にニューロンのアポトーシスの増加がみられた．これは，TrkAをもつニューロンの細胞死のピークとは一致したが，痛覚の障害の出現した時期からは若干の遅れがあった．よって，細胞死が生じるまえに機能的な問題も生じることが示唆された．
3．KIF1Aヘテロノックアウトマウスのニューロンにおいてカプサイシンに対する感受性は低下する
　TrkAをもつニューロンにおいて，痛覚はおもにカプサイシンの受容体であるTRPV1により受容される．KIF1Aヘテロノックアウトマウスの後根神経節のニューロンをカプサイシンにより刺激したところ，Ca2+の応答が有意に減弱していた．また，この刺激の際にホールセルパッチクランプ法により内向き電流を測定したところ，電流の密度は30％ほど有意に減弱した．NGFが存在しない場合にはCa2+の応答および内向き電流はいちじるしく減弱し，野生型マウスとKIF1Aノックアウトマウスとのあいだに差がなくなった．よって，NGFシグナル伝達系によるTRPV1の活性化はKIF1Aにより制御されることが予想された．
4．KIF1AヘテロノックアウトマウスのニューロンにおいてTRPV1およびTrkAの局在は異なる
　後根神経節のニューロンの軸索の遠位部においてTRPV1およびTrkAを免疫細胞化学法により観察した．TRPV1の存在量には差はなかったが，細胞の表面から消失し細胞質においていちじるしく離散的なパターンを示した．これに対し，TrkAは存在量がいちじるしく低下した．さらに，後根神経節のニューロンのモデルであるTRPV1-F11細胞においてKIF1Aをノックダウンしたところ，細胞膜においてTRPV1およびTrkAは減少した．9カ月齢のマウスにおいて感覚神経である伏在神経にて神経を結紮することによりタンパク質の累積の軸索輸送の量を定量したところ，TRPV1について差はなかったが，TrkAについてはKIF1Aヘテロノックアウトマウスにおいて結紮した部位の近位端における集積量が特異的かつ有意に減少した．TRPV1とTrkAはほとんど共発現するので，この結果は，TrkAの順行性の軸索輸送の特異的な障害を示唆しており，その結果として，TRPV1の細胞の表面への提示が障害されたと考えられた．
5．KIF1AヘテロノックアウトマウスのニューロンにおいてTrkAの軸索輸送は減弱する
　TrkAと蛍光タンパク質EYFPとの融合タンパク質を後根神経節のニューロンに導入しライブイメージング法により観察した．軸索の起始部における輸送の頻度を比較したところ，KIF1AヘテロノックアウトマウスにおいてTrkAの軸索輸送は双方向性に有意に減弱した．順行性の軸索輸送から逆行性の軸索輸送へと折り返すのに要する時間はKIF1Aヘテロノックアウトマウスにおいてほぼ半分になったが，逆行性の軸索輸送から順行性の軸索輸送へと折り返すのに要する時間は変化しなかった．また，順行性の軸索輸送の1～2μm/sの成分はほとんど消失していた．これらのことから，KIF1AはTrkAの順行性の速いプロセッシブな軸索輸送に必須な役割をはたすことが明らかにされた．
6．TrkAはKIF1AとGTP結合型Rab3により軸索輸送される
　マウスの脊髄馬尾において小胞を免疫沈降したところ，KIF1AおよびTrkAは双方向の輸送に特異的に共沈した．KIF1Aの輸送アダプターであるGTP結合型Rab3との関係をRab3QL変異体3) をモデルとして解析した．TRPV1-F11細胞の細胞溶解液を用いてタグ免疫沈降したところ，Rab3QLとTrkAの共沈が確認された．1次培養ニューロンにおいてタイムラプス観察をしたところ，Rab3QL，KIF1A，TrkAは同一の小胞において軸索を移動しており，とくに，順行性に軸索輸送されるTrkAを含む小胞のほとんどはKIF1AおよびRab3QLを含んでいた．超高解像度顕微鏡により三重染色したところ，KIF1AおよびTrkAを含む小胞のほとんどはAPPL1およびTrkAを含むエンドソームとは一致しなかった．
　KIF1AとKIF1Bβとの関係について調べるため，後根神経節のニューロンを免疫染色したところ，おもにKIF1Aが発現しており，培養のごく初期のほかはKIF1Bβは発現していなかった．脳において小胞を免疫沈降したところ，シナプス小胞タンパク質はKIF1AおよびKIF1Bβと共沈したが，TrkAはKIF1Aのみと特異的に共沈した．よって，TrkAはKIF1Aに特異的なカーゴであり，幼弱なニューロンにおいてはKIF1Bβによる未知の小胞輸送により同様の効果が発揮されると予想された．これは，KIF1Aヘテロノックアウトマウスにおける感覚麻痺が成年に発症し進行性であることを説明した．
7．KIF1Aの減少によりNGF-TrkAシグナル伝達系は減弱する
　KIF1AをノックダウンしたニューロンにおいてNGF-TrkAシグナル伝達系の活性を測定した．培養液にくわえたNGFの6時間での取り込み量を比較したところ有意に減少した．PI3キナーゼシグナル伝達系のマーカーであるリン酸化Aktを定量したところ，NGFの刺激による上昇は起こらなかった．これは，活性化Rasの発現により回復したことから，KIF1Aの減少による可逆的なNGF-TrkA-Ras-PI3キナーゼシグナル伝達系の阻害が示唆された．
　野生型のニューロンにおいては，1時間のNGFの刺激により，KIF1Aのタンパク質レベルでの発現が1.5倍，mRNAレベルでの発現が1.2倍に増加した．PI3キナーゼのアゴニストとして作用するPTEN阻害剤SF1670の処理によっても，KIF1Aの発現は同じくらい増加した．これは，エンリッチな環境における飼育によるKIF1Aの増加の結果7) とも一致した．すなわち，KIF1Aの発現とTrkA-PI3キナーゼシグナル伝達系の正のフィードバックによりKIF1Aヘテロノックアウトマウスの後根神経節のニューロンにおいてKIF1Aの激減が起こったことが示唆された．
8．PI3キナーゼシグナル伝達系の増強によりKIF1Aヘテロノックアウトマウスのニューロンの表現型は回復する
　カプサイシンの受容体であるTRPV1はNGFによるTyrリン酸化により細胞膜に移行し，カプサイシンに対する感受性は増強する8)．そこで，このTyrリン酸化の程度を免疫沈降法およびPhosタグブロット法により比較したところ，KIF1Aを欠損したニューロンにおいて有意に減少した．活性化Rasの強制発現によりTRPV1のTyrリン酸化および細胞の表面における発現量は回復した．さらに，PTEN阻害剤SF1670処理によっても，Ca2+の顕微蛍光測光におけるカプサイシンに対する感受性および細胞の表面におけるTRPV1の発現量は同様に回復した．
　以上のことから，KIF1Aヘテロノックアウトマウスの後根神経節のTrkAをもつ感覚ニューロンにおけるカプサイシンに対する感受性および生存率の低下は，KIF1AによるTrkAの軸索輸送をとおしたNGF-TrkA-Rasシグナル伝達系によるPI3キナーゼシグナルの増強によると考えられた（図1）．さらに，このシグナル伝達系は複数のレベルにおいて自己組織化することにより，モータータンパク質の活性の微細な変化を増幅し細胞機能の制御に関与することも示唆された．
おわりに

　痛覚の制御機構は非常に複雑であるが，この研究は，末梢神経における基礎的な分子制御機構についてモータータンパク質の生物学の観点から解明したものである．KIF1AによるTrkAの軸索輸送がNGF-TrkA-Ras-PI3キナーゼシグナル伝達系を増強し，TRPV1のTyrリン酸化および細胞の表面への提示により痛覚をささえることがはじめて示された．また，KIF1Aがニューロンの細胞死をふせぐ機構，あるいは，関連するモータータンパク質であるKIF1AとKIF1Bβとのあいだの機能の分化の証拠も提示された．細胞は複雑に機能の分化した形態をもち，機能をもつ分子の局在がその分子の役割を修飾するという地政学的なパラダイムから，モータータンパク質を用いた新たな創薬の標的の創出も大きく期待される．この観点を大切に，キネシンスーパーファミリータンパク質のマウスにおける分子遺伝学的な研究を進めていきたい．
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〈図説明〉
図1　KIF1Aによる痛覚の制御機構についての作業仮説
