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研究成果の概要（和文）：神経極性決定のためのシグナル伝達制御機構を解明するため、我々は神経軸索先端に
ある成長円錐の主要な膜タンパク質M6aに着目した。発生期のマウス脳でのM6aの発現抑制は、神経極性決定や軸
索伸長を遅延させた。M6aは情報伝達の場とされる脂質ラフトに分布、ラミニン基質のシグナルにより形質膜上
で局在化することで、形質膜上の脂質ラフトや、M6aに相互作用する細胞内シグナル分子、及びその下流の神経
極性決定因子を脂質ラフト近傍に集積させることを見出し、M6aが細胞外のラミニンのシグナルを細胞内の神経
極性決定のためのシグナル伝達へと情報変換するトランスデューサーとしての役割を持つことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the signal transduction mechanism for neuronal polarity 
determination, we focused M6a, a major plasma membrane protein in growth cones. We showed that 
suppression of the M6a expression in mouse brain at developmental stage caused delay of neuronal 
polarity determination and the axonal elongation. M6a was localized in lipid raft known as a micro 
membrane domain for signal transductions. M6a was accumulated on plasma membrane by an extracellular
 matrix, laminin, and which induced clustering of lipid rafts on the cell-surface. Subsequently, 
intercellular signal transduction molecules associated with M6a and their downstream molecules for 
neuronal polarity were assembled in vicinity of the lipid rafts. Thus our data suggest that M6a acts
 as a signal transducer for neuronal polarity determination that responds to extracellular signals. 

研究分野： 神経科学
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様	 式	 Ｃ Ｆ Ｚ ＣＫ 共通 	

研究開始当初 背景 

	 神経極性決定機構 解明 脳 発生や

神経再生を理解 非常 要 意味

を持 申請者 こ ま 神経極性

細胞外 質ラ ン 短時

間 決定さ こ を明 生体

け 神経極性形 決定 細胞外

応 制御さ 考え 形

質膜 細胞外 応答 子機

構 詳細 明 い 	

M6a 以前申請者 こ 神経

長 錐 オ 解析[Nozumi,	Honda	

et	al.,	PNAS.	USA.	(2009)] 最 主要

形質膜 ンパ 質 一 あ M6a

伝遉 場 さ 脂質ラ

深く関係 パ イ 化修飾部位を多

数持 	

申請者 既 	M6a	 発現抑制 ラ

ン 質依存的 神経細胞極性を阻害

	M6a 細胞 子(Rufy3,	

Rap2,	STEF) 複合体を形 そ 複合体

形 既知 極性決定因子 非対称性局在

必要 あ 	M6a ラ ン 質

既知 神経極性決定因子 行 形質膜

非対称性 集積 そ 集積 N 領域

パ イ 化 必須 あ 	M6a パ

イ 化 失 ラ ン 質依存的

神経細胞極性決定を阻害 	ラ ン

質 M6a 複合体 ンパ 質 コ

依存 脂質ラ 共局在

等を明 	

	 こ 結果 M6a パ イ

化 脂質ラ 局在 神経極性決定

関与 子 相互作用 ラ

ン依存的極性決定 関与 こ を明

して た 、その分子機構の詳細は

未だ い い 	

 

研究 目的 

	 研究 M6a 形質膜 形 ン

パ 質複合体 神経極性決定 け 役割

発生期 脳 け 要性を明

さ 脂質ラ け M6a ンパ 質複

合体 局在化 子機構 そ 生理的意義

を解明 こ を目的 研究

発生脳 M6a を介 脂質ラ

伝遉 要性を示 け く 神経再生研

究や M6a 関与 疾患 発病過程 解明

等 こ を目指 い 	

 

研究 方法 

	 研究 研究項目を 1]-3] 示 	

[1]	M6a を介 子間相互作用 そ

伝遉 神経極性決定機構 解明

[2]	M6a ンパ 質複合体 制御

伝遉制御 脳発生過程 け 役割解明	

[3]	形質膜 け M6a 複合体 局在化

子機構 脂質ラ 関係性 解明	

	 	

[1]	M6a を介 子間相互作用 そ

伝遉 神経極性決定機構 解明	

	 ラ ン〜M6a〜細胞 子 至

ま 子間相互作用を生化学的 形態学的

解析 既 M6a 相互作用 子

定 い Rufy3,	Rap2,	STEF 全長 く

断片配列を 付 ンパ 質を遺

伝子導入 株細胞 共発現させ 各

子 細胞 局在 関係性を免疫染色

解析 さ 識抗体 免疫

沈降を行い 子間 結合様式を解析 	

	 こ 他 M6a び Rufy3 ノッ アウ

神経細胞 生型 神経細胞 け 神

経極性決定 相遊や M6a 相互作用 子 極

性決定因子 局在 相遊を免疫染色

解析 	

[2]	M6a 複合体 制御 伝遉制御

脳発生過程 け 役割 解明	

	 発生過程 脳 け M6a 要性を明

子宮 エ ョ

ン ウ 胎仔大脳皮質 M6a	shRNA 導

入を行 い M6a ノッ ウン実験を行
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	 shRNA 導入 数日後 胎仔脳を摘出

遺伝子導入さ 神経細胞を shRNA 共発現

させ GFP 蛍 確 固定 脳

片 い ノッ ウン神経細胞 極性決

定異常 無や そ 領域 特異性等を共焦

点顕微鏡 解析 	

	 又 神経発生過程 け M6a ノッ ウ

ン 継時的作用を解析 shRNA を導

入 胎仔脳 生 ライ 片 い

ノッ ウン神経細胞 あ GFP 陽性神経細

胞をライ イ ン 観察 	

	[3]	形質膜 け M6a 複合体 局在化

子機構 脂質ラ 関係性 解明	

	 生 細胞 膜表面 コ を

可視化 形質膜 脂質ラ 局在変化

を調 コ 結合

Perfringolysin	O 毒素 イン 4 GFP 融

合 ンパ 質 GFP-D4 を 用

い 	

	 脂質ラ 布 M6a 局在性 関係を

明 M6a を過剰発現させ 株

細胞 発現 い い細胞 細胞表面

け GFP-D4 布を比較 又 M6a ノッ

アウ 生型 神経細胞 け

GFP-D4 布を比較 M6a 相互作用 子

局在関係免疫染色 解析 	

	 さ 脂質ラ M6a ンパ 質複合

体 布 関係性を生化学的 解析

脂質ラ 生化学的定義 界面活性剤

耐性膜(DRM)画 け M6a ンパ 質

複合体 布様式を M6a ノッ アウ

生型 ウ 胎仔脳 DRM を用い ウエ

ン ッ 解析 	

	

研究 果	

[1]	 付 ンパ 質を用い 結合実験

M6a C 細胞質領域 Rufy3 RUN	

domain 結合 更 Rufy3 活性型	(GTP

結合型)	Rap2 結合 こ M6a

活性型 Rap2 を介在 ア ンパ

質 作用 M6a-Rufy3-Rap2 3 者複

合体 形 さ こ 更 活

性型Rap2 Rac1GEF あ STEF 結合

STEF GEF 活性を増強 Rac1 を活性化

こ を見 免疫細胞染色 結果

M6a Rufy3 Rap2 STEF 生型 軸索

長 錐 端 く 散 養直後

非対称的 共局在 図 M6a ノッ

アウ 神経細胞 ここ 散在 事

	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

[2]子宮 エ ョン

shRNA 導入 M6a 発現を急性 ノッ

ウン ウ 脳 神経細胞を解析

こ ノッ ウン神経細胞 け 軸

索伸長 遅延 見 更 発生過程初期

解析 こ 大脳皮質 中間帯 い

神経細胞 多極 単極細胞 極性変

化 遅延 い 事 明 (図 2)

免疫組織染色 結果 M6a 発生過程 大脳

皮質 い 中間帯 多く発現

M6a 発現 大脳皮質中間帯 け 極性決

定過程 要 役割を持 事 示唆さ 	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



[3]	イ ノ ッ 生化学的解析

M6a 界面活性剤耐性膜(DRM)画 布

コ 阻害薬や M6a パ イ

修飾部位 変異 そ 布 阻害さ

こ M6a パ イ 修飾 コ

相互作用 M6a 脂質ラ

局在 こ 又 M6a

流 子 Rufy3,	Rap2,	STEF DRM 画

布 DRM 画 ラ ン

容体 あ Integrin	β1 布 確 さ

一方 M6a ノッ アウ ウ 脳 い

そ 子 非 DRM 画 布

い 	

	 GFP‒D4 形質膜

M6a 脂質ラ 布 関係を調

こ 株細胞 い 生型 M6a 過

剰発現 自身 局在化 filopodia 脂

質ラ を集積させ パ イ 修

飾部位変異型M6a filopodia 脂質ラ

集積 起 いこ パ

イ 修飾 M6a 脂質ラ 局在

細胞表面 脂質ラ 集積を誘導 こ

	

	 細胞外 質ラ ン 養 ウ

大脳皮質神経細胞 い GFP-D4 M6a

や 流 子 Rufy3,	Rap2,	STEF 局在化

領域 集積 共局在 い M6a	ノッ

アウ 神経細胞 い GFP-D4 M6a 流

子 様 散在 い (図 1 ) 	

	 M6a 流 子 け く脂

質ラ ま M6a を介 形質膜 集

積 こ M6a ノッ アウ 神経細胞

比較実験 明 	

	 々 既 細胞外 質ラ ン

神経細胞 け M6a 局在化を引

起こ こ 神経極性決定 時間過程

を加速 事を M6a ノッ アウ 神経細胞

比較実験 見出 い こ

M6a 脂質ラ M6a 流 神経極性

関連 伝遉 子 集積 脂質ラ

け 神経極性決定 を増強

事 示唆さ 	

	

	[1]-[3] 結果 M6a 細胞外 ラ

ン を け 自身 局在化

こ 形質膜 脂質ラ 細胞

伝遉 子を集積 細胞 神

経極性決定 伝遉 情報

変換 ラン ュ サ 役割

を持 こ を明 (図 3) 	
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