
１． はじめに

発生過程において神経細胞は遠隔地のターゲットへと軸
索を伸長し，複雑な回路網を短期間のうちに正確・精巧に
形成する必要がある．この厳密に制御された回路形成には
誘引性・反発性の軸索ガイダンス因子によるナビゲートが
必要であることが知られている．このようなガイダンス分
子としてネトリン・セマフォリン・エフリン等が知られて
いるが，まだ未知の因子が多数存在すると考えられる．
我 々 は，近 年，膜 貫 通 型 FLRT（fibronectin leucine-rich
transmembrane protein）ファミリーが新規反発性神経ガイ
ダンス分子であることを見いだした１）．FLRTファミリー
はメタロプロテアーゼによってプロセシングを受け，N末
端が細胞外へと放出される．この N末端ドメインはネト
リン受容体として知られている Unc５ファミリーに結合し
てリガンドとして反発活性をもたらしていた．本稿におい
て反発因子 FLRT２の海馬神経細胞および大脳皮質上層細
胞におけるガイダンス因子としての機能を概説する．

２． FLRTファミリー分子について

１９９９年に細胞外マトリックス分子としてⅠ型膜貫通型
FLRT１がクローニングされ，同時にそのファミリー分子
FLRT２，FLRT３が報告された２）（図１）．哺乳類には三つの
ファミリー分子が存在する．Flrt 遺伝子は脊椎動物にのみ
見いだされ，ショウジョウバエや線虫等無脊椎動物におい
ては相同遺伝子がない．非常に特徴的なのは，マウス・ヒ
トともにすべてのファミリー分子をコードする遺伝子が単
一エキソンから構成されていることである．単一エキソン
であることから，スプライシングバリアントも存在しない
（図１A）．すなわち，FLRT遺伝子は，単一エキソンの挿

入により誕生し，その後三つに分かれた遺伝子であると考
えられる．ただし，マウス Flrt２ の５′UTRをコードする
エキソン１はタンパク質をコードする配列を含むエキソン
２から８５ kbpも離れており，遺伝子長は約９３ kbpにも及
ぶ．タンパク質は約６６０個のアミノ酸から構成され，分子
量は８万～１０万である（図１）．FLRT１と FLRT３が最も
高いアミノ酸配列の相同性を示し，５５％の同一性がある．
FLRT１と FLRT２，FLRT２と FLRT３はこれに対してやや低
い．細胞外にはシステインリッチドメイン，ロイシンリッ
チリピート（LRR），フィブロネクチンⅢ型（FNIII）ドメ
インを持つ１回膜貫通型タンパク質であり，細胞内ドメイ
ンには約１００アミノ酸から構成される C末端が存在する．
LRRドメインによってホモフィリックに結合し，接着分
子として機能する３）．その一方で，FLRT３細胞内ドメイン
と Rnd１の結合はカドヘリンの細胞内取り込みを促進し，
脱接着に機能するというまったく逆の作用も報告されてい
る４）．また，アフリカツメガエル FLRT３の FNIIIドメイン
は線維芽細胞増殖因子受容体１（FGFR１）と結合し，FGF
シグナルの活性化に関与している５）．FLRT３ノックアウト
マウスでは胎生７日齢の臓側内胚葉（AVE）に穴が開き，
胚が羊膜外で発生したり，頭部閉塞不全が生じたりする６）．
また，FLRT３は脊髄損傷後に発現上昇が観察され，後根
神経節や小脳顆粒細胞における神経突起・軸索伸長活性も
報告されている７，８）．なお，セアカゴケグモ等から分泌され
る神経毒ラトロトキシンの受容体であるラトロフィリンは
この FLRT３に高親和性に結合し，スパイン形成に関与し
ていることも２０１２年に報告されている９）．

３． FLRTのプロセシングと Unc５との結合

興味深いことに FLRTファミリーはプロセシングを受け
ており，in vitro および in vivo において FLRT１，３は１種
類，FLRT２は２種類の N末端ドメインが細胞から切り出
される（図１B）１）．これらはメタロプロテアーゼ（MMP）
阻害剤である TAPI-０，TAPI-１で抑制されることから，
MMPによって切られている１）．また，切断箇所をマッピ
ングしたところ，膜貫通型ドメイン近傍にて切断されてい
た．FLRT２にはこの領域に N型糖鎖修飾部位があり，こ
れを挟むように２か所切断を受けている（図１B）．

みにれびゅう

膜貫通型 FLRTタンパク質による Unc５陽性神経細胞に対する反発作用

山岸 覚

浜松医科大学解剖学講座神経機能学分野（〒４３１―３１９２ 静
岡県浜松市東区半田山１―２０―１）
FLRT family proteins act as repulsive guidance cues for
Unc５-positive neurons
Satoru Yamagishi （Department Anatomy and Neuroscience，
Hamamatsu University School of Medicine，１―２０―１ Handa-
yama，Higashi-ku，Hamamatsu，Shizuoka４３１―３１９２，Japan）

生化学 第８６巻第４号，pp.４９３―４９７（２０１４）

４９３



さて，切断された FLRTsの機能は一体何なのであろう
か？ ２００９年に アフリカツメガエルとゼブラフィッ
シュ FLRT３がネトリン受容体である Unc５Bと結合するこ
とが相次いで報告された１０，１１）．しかしながら，Unc５-FLRT
の相互作用はシス結合（同細胞内）なのか，トランス結合
（異細胞間）なのか，さらに FLRT３以外の FLRTファミ
リー分子と Unc５ファミリー分子が結合するかは不明で
あった．そこで我々は哺乳類における FLRT１-３と Unc５A
～Dに注目し，すべての組み合わせで結合実験を行った．
その結果，FLRT細胞外ドメインは Unc５ファミリーとト
ランス結合してリガンドとして機能すること，特に FLRT２
と Unc５D（Kd＝１１ nM），FLRT３と Unc５B（Kd＝６６ nM）が
高親和性に結合することを見いだした（図２A）．また，

FLRT２は Unc５B受容体とも結合するが，Unc５Dほどは親
和性が高くなかった．以上の結果から，切断された
FLRT２や FLRT３の N末端ドメインは Unc５B, Unc５Dリガ
ンドとして機能することが明らかとなった．

４． 反発性軸索ガイダンス因子としての FLRT２，
FLRT３

FLRTファミリーにもネトリン同様，Unc５を介した反
発性ガイダンス因子として活性があるかを調べるため，ス
トライプアッセイを行った（図３A,B）．蛍光ラベルした
FLRT２を基質としてストライプ状にコートし海馬神経細
胞を培養したところ，２４時間内に８割以上の神経細胞が

図１ FLRTファミリー遺伝子および分子構造
（A）マウスおよびヒト Flrt１―３ 遺伝子のコーディングシークエンスはす
べて単一エキソンから構成される．マウス Flrt２ は第一エキソンが解離
しており，全長約９０ kbpにも及ぶ．（B）FLRT１～３は細胞外にロイシン
リッチリピート（LRR），システインリッチドメイン（黄四角），フィブ
ロネクチンⅢ型（FNIII）から構成される約６６０アミノ酸の膜貫通型タン
パク質である．分子量は約分子量は８万～１０万．＊は N 型糖鎖付加箇
所，ハサミはメタロプロテアーゼによる切断箇所を示す．
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FLRT２領域を避けるように移動した．また，タイムラプ
スによる観察から軸索だけでなく，細胞体自体も反発する
ことが，明らかとなった．すなわち，神経細胞に対する
FLRT２の反発因子としての活性が見いだされた．
既知の Unc５ファミリーに対するリガンドとしては，

FLRT２，３以外にはガイダンス因子ネトリン-１，３，４，お
よび Robo-４が知られている１２）（図２B）．ネトリン-１は
Unc５のイムノグロブリンドメインが欠損していても結合
できるが，FLRTは結合できなくなる．したがってネトリ
ンと FLRTでは Unc５に対する結合様式が異なると考えら
れる．

５． FLRT２による Unc５D細胞の移動制御

次に我々は FLRT２と Unc５Dの in vivo における作用を
解析した．胎生１５日齢のマウス脳において FLRT２は皮質
板の神経細胞に，Unc５Dは脳室下帯に存在するマルチ
ポーラー細胞（多極性細胞）に発現していた．マルチポー
ラー細胞は水平方向に数本の突起を伸張し，皮質板への移
動前に数日間脳室下帯にとどまることが知られている．こ

の細胞群は別称 UL２（upper layer ２）細胞とも呼ばれ，皮
質板上層へとゆっくり移動し，SatB２陽性のすばやく移動
する UL１細胞と対比される．我々は FLRT２が Unc５D陽
性である UL２細胞の移動を抑制しているのではないかと
考えた．この仮説を検証するために FLRT２ノックアウト
マウスを作製し，胎生１５日齢における大脳皮質 UL２細胞
の分布を解析した．その結果，FLRT２ノックアウトマウ
スにおいて，UL２細胞の分布は野生型に比して上側にシ
フトしており，上層へと早く移動していることが明らかと
なった．実際，分裂中の細胞を BrdUラベルし，２日後に
BrdU陽性細胞の分布を観察すると，FLRT２ノックアウト
マウスでは皮質板への到達が早くなっていることも明らか
となった．これらの結果は，FLRT２が UL２細胞群の皮質
板への移動を反発因子として作用し脳室下帯にとどめてい
ることを示している（図３C）．

６． おわりに

以上，我々は膜貫通型タンパク質 FLRT２が Unc５Dを受
容体とする新規軸索ガイダンス分子であることを見いだ

図２ FLRTファミリーと Unc５ファミリーの結合
（A，B）アルカリホスファターゼ（AP）結合型 FLRT２および FLRT３を，
Unc５B，Unc５D過剰発現させた HEK２９３T細胞に投与した．FLRT２は
Unc５Dと，FLRT３は Unc５Bと強い結合がみられる．（B）FLRT２-Unc５D，
FLRT３-Unc５Bの解離定数はそれぞれ１１ nMと６６ nMである．（C）既知の
Unc５B・５Dリガンドとして，FLRT２，３，Robo４，ネトリン-１，３，４が知ら
れている．（文献１より許可を得て転載）
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し，Unc５D陽性である大脳皮質 UL２細胞の放射状移動を
抑制していることを明らかにした（図３）．FLRTファミ
リーのガイダンス因子としての研究はまだ始まったばかり
であるが，ネトリンやセマフォリン等と並ぶ重要な分子で
あると確信している．実際，Lopes-Benditoらのグループ
らは，FLRT３が Robo１とシス結合し，DCCを発現上昇さ
せることにより，ネトリンに対して誘引作用をもたらすこ
とを最近報告した１３）．すなわち，FLRTは Slitをリガンド
とした Roboシグナルの調節因子として機能することが示
された．
今後は，リガンドおよび受容体として FLRTの下流にお

いてどのような細胞内シグナル経路を経てアクチン繊維を
動かし，形態変化に結びついているのか解析していきた
い．さらには，神経という分野を越えて，血管形成・血管
新生・腫瘍化等にも関わっているか，疾患との関連性も解
析していきたいと思う．
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