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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㸫㸯㸷ࠊＦ㸫㸯㸷㸫㸯ࠊＺ㸫㸯㸷ࠊＣＫ㸫㸯㸷㸦共通㸧	

㸯㸬研究開始当初ࡢ背景 

	 神経極性決定機構ࡢ解明ࠊࡣ脳ࡢ発生やࠊ

神経再生を理解࡛ୖࡿࡍ非常࡟㔜要࡞意味

を持ࠋࡘ申請者ࡣࡽこࢀま࡛ࠗ࡟ 神経極性ࠊࡀ

細胞外ᇶ質ラࢽ࣑ンࡾࡼ࡟ࣝࢼࢢࢩࡢ短時

間࡛決定さ࠘ࡿࢀこ࡜を明ࠋࡓࡋ࡟࠿ࡽ生体

ෆ࠾࡟けࡿ神経極性形ᡂ決定ࠊࡣ細胞外ࢢࢩ

形ࠊࡀࡿࢀࡽ考え࡜ࡿࢀ制御さ࡚ࡌ応࡟ࣝࢼ

質膜ୖ࡛細胞外࡟ࣝࢼࢢࢩ応答ࡿࡍศ子機

構ࡢ詳細ࡣ明࡞࡛࠿ࡽいࠋ	

M6a 神経ᡂࡓࡗ࡞こ࠾ࡀࡽ以前申請者ࠊࡣ

長෇錐ࢸࣟࣉࡢオࢫࢡ࣑解析[Nozumi,	Honda	

et	al.,	PNAS.	USA.	(2009)]࡛ࠊ最ࡶ主要࡞

形質膜ୖࢱࡢンパࢡ質ࡢ一࡛ࡘあࠋࡿM6a ࠊࡣ

࡟ࠖࢺࣇ脂質ラࠕࡿࢀさ࡜場ࡢ伝遉ࣝࢼࢢࢩ

深く関係ࡿࡍパࣝࢺ࣑イࣝ化修飾部位を多

数持ࠋࡘ	

申請者ࡣ既޽ࠊ࡟	M6a	ࡢ発現抑制ࠊࡀラ

ࡍ神経細胞極性を阻害࡞ンᇶ質依存的ࢽ࣑

M6a	޾ࠊࡿ 	,ศ子(Rufy3ࣝࢼࢢࢩ細胞ෆࠊࡣ

Rap2,	STEF)࡜複合体を形ᡂࠊࡋそࡢ複合体

形ᡂࠊࡀ既知ࡢ極性決定因子ࡢ非対称性局在

M6a	޿ࠊࡿ必要࡛あ࡟ ࡚࡟ンᇶ質ୖࢽ࣑ラࡣ

既知ࡢ神経極性決定因子࡟ඛ行࡚ࡋ形質膜

࡟集積ࡢそࠊ集積࡟非対称性࡟ୖ Nᮎ領域ࡢ

パࣝࢺ࣑イࣝ化ࡀ必須࡛あ߀ࠊࡿ	M6a パࣝࡢ

࡞ンᇶ質依存的ࢽ࣑ラࠊࡣḞ失ࡢイࣝ化ࢺ࣑

神経細胞極性決定を阻害߁ࠊࡿࡍ	ラࢽ࣑ン

ᇶ質ୖ࡚࡟ M6a 複合体ࢱンパࢡ質ࠊࡣコࣞࢫ

ࡍ共局在࡟ࢺࣇ脂質ラࡓࡋ依存࡟࣮ࣝࣟࢸ

	ࠋࡓࡁ࡚ࡋ࡟࠿ࡽ等を明ࠊࡿ

	 こࡢࡽࢀ結果ࠊࡽ࠿M6a イࣝࢺ࣑パࣝࡀ

化ࡾࡼ࡟脂質ラ࡟ࢺࣇ局在ࠊ神経極性決定

ラࠊࡋ相互作用࡜ศ子ࣝࢼࢢࢩࡓࡋ関与࡟

を明࡜こࡿࡍ関与࡟ン依存的極性決定ࢽ࣑

その分子機構の詳細は、ࡀたࡁして࡟࠿ࡽ

未だศ࡚ࡗ࠿い࡞いࠋ	

 

㸰㸬研究ࡢ目的 

	 ᮏ研究ࠊࠗࡣ M6a ンࢱࡿࡍ形ᡂ࡟形質膜ୖࡀ

パࢡ質複合体࠘ࡢ神経極性決定࠾࡟けࡿ役割

ࠊࡋ࡟࠿ࡽ㔜要性を明ࡿけ࠾࡟脳ࡢ発生期࡜

さ࡟ࡽ脂質ラ࠾࡟ࢺࣇけࡿ M6a 質複ࢡンパࢱ

合体ࡢ局在化ࡢศ子機構࡜そࡢ生理的意義

を解明ࡿࡍこ࡜を目的ࠋࡿࡍ࡜ᮏ研究ࠊࡾࡼ࡟

発生脳࡛ࡢ M6a を介ࡓࡋ脂質ラࣝࢼࢢࢩࢺࣇ

伝遉ࡢ㔜要性を示ࡔࡍけ࡛࡞くࠊ神経再生研

究やࠊM6a 解明ࡢ発病過程ࡢ疾患ࡿࡍ関与ࡀ

等ࡿࡀ࡞ࡘ࡟こ࡜を目指࡚ࡋいࠋࡿ	

 

㸱㸬研究ࡢ方法 

	 ᮏ研究ࡢ研究項目をࠊḟࡢ 	ࠋࡍ示࡟[3-[1

[1]	M6a を介ࡓࡋศ子間相互作用ࠊ࡜そࢩࡢ

解明ࡢ神経極性決定機構ࡿࡼ࡟伝遉ࣝࢼࢢ

[2]	M6a ࢼࢢࢩࡿࡍ制御ࡀ質複合体ࢡンパࢱ

ࣝ伝遉制御ࡢ脳発生過程࠾࡟けࡿ役割解明	

[3]	形質膜ୖ࠾࡟けࡿ M6a 複合体ࡢ局在化ࡢ

ศ子機構࡜脂質ラࡢ࡜ࢺࣇ関係性ࡢ解明	

	 	

[1]	M6a を介ࡓࡋศ子間相互作用ࠊ࡜そࢩࡢ

	解明ࡢ神経極性決定機構ࡿࡼ࡟伝遉ࣝࢼࢢ

	 ラࢽ࣑ン〜M6a〜細胞ࣝࢼࢢࢩศ子࡟至ࡿ

ま࡛ࡢศ子間相互作用を生化学的ࠊ形態学的

࡟既ࠋࡓࡋ解析࡟ M6a 相互作用ศ子ྠ࡚ࡋ࡜

定࡚ࡋいࡿ Rufy3,	Rap2,	STEF くࡋࡶ全長ࡢ

質を遺ࢡンパࢱ付ࢢࢱࡓࡋ断片配列を᭷ࡣ

伝子導入ࡾࡼ࡟株細胞࡟共発現させ࡚ࠊ各ศ

子ࡢ細胞ෆ局在ࡢ関係性を免疫染色ࡾࡼ࡟

解析ࠋࡓࡋさࡢࢢࢱ࡟ࡽㄆ識抗体ࡿࡼ࡟免疫

沈降を行いࠊศ子間ࡢ結合様式を解析ࠋࡓࡋ	

	 こࡢ他࡟ M6a Rufy3ࠊびࡼ࠾ アウࢡノッࡢ

神ࡿけ࠾࡟神経細胞ࡢ㔝生型࡜神経細胞ࢺ

経極性決定ࡢ相遊やࠊM6a 相互作用ศ子ࠊ極

性決定因子ࡢ局在ࡢ相遊を免疫染色ࡾࡼ࡟

解析ࠋࡓࡋ	

[2]	M6a 複合体ࡀ制御ࣝࢼࢢࢩࡿࡍ伝遉制御

	解明ࡢ役割ࡿけ࠾࡟脳発生過程ࡢ

	 発生過程ࡢ脳࠾࡟けࡿ M6a ࡽ㔜要性を明ࡢ

ョࢩ࣮࣏ࣞࣟࢺࢡ子宮ෆエࣞࠊࡵࡓࡿࡍ࡟࠿

ン࣐ࡾࡼ࡟ウࢫ胎仔大脳皮質࡬ M6a	shRNA 導

入を行࡞いࠊM6a ࡞ウン実験を行ࢲࢡノッࡢ

	ࠋࡓࡗ
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	 shRNA 導入ࡽ࠿数日後ࠊ胎仔脳を摘出ࠊࡋ

遺伝子導入さࡓࢀ神経細胞を shRNA 共発現࡜

させࡓ GFP 蛍ග࡛確ㄆࠋࡓࡋ固定ࡓࡋ脳ࡢษ

片࠾࡟い࡚ࠊノッࢲࢡウン神経細胞ࡢ極性決

定異常ࡢ᭷無やࠊそࡢ領域ࡢ特異性等を共焦

点顕微鏡ୗ࡛解析ࠋࡓࡋ	

	 又ࠊ神経発生過程࠾࡟けࡿ M6a ノッࢲࢡウ

ンࡢ継時的作用を解析ࠊࡵࡓࡿࡍshRNA を導

入ࡓࡋ胎仔脳ࡢ生ࢫࡢライࢫษ片࠾࡟い࡚ࠊ

ノッࢲࢡウン神経細胞࡛あࡿ GFP 陽性神経細

胞をライࣈイ࣓࣮ࢪンࡾࡼ࡟ࢢ観察ࠋࡓࡋ	

	[3]	形質膜ୖ࠾࡟けࡿ M6a 複合体ࡢ局在化

	解明ࡢ関係性ࡢ࡜ࢺࣇ脂質ラ࡜ศ子機構ࡢ

	 生ࡓࡁ細胞ࡢ膜表面ࡢコ࣮ࣞࣝࣟࢸࢫを

可視化ࠊࡋ形質膜ୖࡢ脂質ラࡢࢺࣇ局在変化

を調ࠊࡵࡓࡿ࡭コࣞ࡟࣮ࣝࣟࢸࢫ結合ࡿࡍ

Perfringolysin	O 毒素࣓ࢻࡢイン ࡢ4 GFP 融

合ࢱンパࢡ質㸦GFP-D4㸧を࡚ࡋ࡜ࣈ࣮ࣟࣉ用

いࠋࡓ	

	 脂質ラࡢࢺࣇศ布࡜ M6a 関係をࡢ局在性ࡢ

明ࠊࡵࡓࡿࡍ࡟࠿ࡽM6a を過剰発現させࡓ株

細胞ࠊ࡜発現࡚ࡋい࡞い細胞ࡢ細胞表面࠾࡟

けࡿ GFP-D4 M6aࠊ又ࠋࡓࡋศ布を比較ࡢ ノッ

ࡿけ࠾࡟神経細胞ࡢ㔝生型࡜ࢺアウࢡ

GFP-D4 M6aࠊࡋศ布を比較ࡢ 相互作用ศ子ࡢ

局在関係免疫染色ࡾࡼ࡟解析ࠋࡓࡋ	

	 さࠊ࡟ࡽ脂質ラ࡜ࢺࣇ M6a 質複合ࢡンパࢱ

体ࡢศ布ࡢ関係性を生化学的࡟解析ࡓࡿࡍ

生化学的定義ࠗ界面活性剤ࡢࢺࣇ脂質ラࠊࡵ

耐性膜(DRM)画ศ࠘࠾࡟けࡿ M6a 質ࢡンパࢱ

複合体ࡢศ布様式をࠊM6a ノッࢡアウ࡜ࢺ㔝

生型࣐ࡢウࢫ胎仔脳ࡢ DRM を用い࡚ウエࢱࢫ

ンࣟࣈッࡾࡼ࡟ࢺ解析ࠋࡓࡋ	

	

㸲㸬研究ᡂ果	

࠿結合実験ࡓ質を用いࢡンパࢱ付ࢢࢱ	[1]

M6aࠊࡽ ࡢ C ᮎ細胞質領域࡟ Rufy3 ࡢ RUN	

domain ࡟更ࠊࡋ結合ࡀ Rufy3 (GTP	活性型ࡀ

結合型)	Rap2 M6aࠊࡾࡼ࡟࡜こࡿࡍ結合ࡶ࡜

活性型࡜ Rap2 を介在ࡿࡍアࢱ࣮ࢱࣉࢲンパ

M6a-Rufy3-Rap2ࠊࡋ作用࡚ࡋ࡜質ࢡ ࡢ 3 者複

合体ࡀ形ᡂさࡿࢀこࡀ࡜ศࠋࡓࡗ࠿更ࠊ࡟活

性型Rap2ࠊࡣRac1GEF࡛あࡿSTEF࡟結合ࠊࡋ

STEF ࡢ GEF 活性を増強ࠊRac1 を活性化ࡿࡍ

こ࡜を見ࠋࡓࡋࡔ免疫細胞染色ࡢ結果ࠊࡽ࠿

M6aࠊRufy3ࠊRap2ࠊSTEF 軸索ࡣ㔝生型࡛ࠊࡣ

ᡂ長෇錐ࡢඛ端ࡋࡶࠊくࡣศ散ᇵ養直後ࡣ࡟

非対称的࡟共局在ࡀࡿࡍ㸦図㸯ୖ㸧ࠊM6a ノッ

ࡀ事ࡿࡍ散在࡟ここࡣ神経細胞࡛ࢺアウࢡ

ศࠋࡓࡗ࠿	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

[2]子宮ෆエࣞࢩ࣮࣏ࣞࣟࢺࢡョンࡿࡼ࡟

shRNA ࡾࡼ࡟導入ࡢ M6a ノッ࡟発現を急性ࡢ

ࡋ神経細胞を解析ࡢ脳ࢫウ࣐ࡓࡋウンࢲࢡ

軸ࡿけ࠾࡟ウン神経細胞ࢲࢡノッࠊࢁこ࡜ࡓ

索伸長ࡢ遅延ࡀ見ࠋࡓࢀࡽ更࡟発生過程初期

࡛解析࡜ࡓࡋこࠊࢁ大脳皮質ࡢ中間帯࠾࡟い

極性変ࡢ࡬単極細胞ࡽ࠿多極ࡢ神経細胞ࠊ࡚

化ࡀ遅延࡚ࡋいࡿ事ࡀ明ࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ(図 ࠋ(2

免疫組織染色ࡢ結果ࠊM6a 大脳ࡢ発生過程ࡣ

皮質࠾࡟い࡚中間帯࡟多く発現ࠊࡾ࠾࡚ࡋ

M6a 極性決ࡿけ࠾࡟大脳皮質中間帯ࡀ発現ࡢ

定過程࡟㔜要࡞役割を持ࡘ事ࡀ示唆さࠋࡓࢀ	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



[3]	イ࣒ノࣟࣈッࡿࡼ࡟ࢺ生化学的解析࠿

ࡽ M6a ࠊศ布࡟界面活性剤耐性膜(DRM)画ศࡣ

コ࣮ࣞࣝࣟࢸࢫ阻害薬や M6a イࣝࢺ࣑パࣝࡢ

修飾部位ࡢ変異ࡾࡼ࡟そࡢศ布ࡀ阻害さࢀ

M6aࠊࡽ࠿࡜こࡿ パࣝࢺ࣑イࣝ修飾࡜コࣞࢫ

M6aࠊࡾࡼ࡟相互作用ࡢ࣮ࣝࣟࢸ ࣇ脂質ラࡀ

M6aࠊ又ࠋࡓࡗ࠿ศࡀ࡜こࡿࡍ局在࡟ࢺ ୗࡢ

流ࣝࢼࢢࢩศ子 Rufy3,	Rap2,	STEF ࡶ DRM 画

ศ࡟ศ布ྠࠋࡓࡋ DRM 画ศࠊࡣ࡟ラࢽ࣑ンཷ

容体࡛あࡿ Integrin	β1 ࠋࡓࢀ確ㄆさࡶศ布ࡢ

一方ࠊM6a ノッࢡアウ࣐ࢺウࡢࢫ脳࠾࡟い

非ࡣศ子ࡢࡽࢀそࠊ࡚ DRM 画ศ࡟ศ布࡚ࡋ

いࠋࡓ	

	 ḟ࡟ GFP‒D4ࠊࡾࡼ࡟ࣈ࣮ࣟࣉ形質膜ୖ࡛

ࡢ M6a ࡓ࡭関係を調ࡢศ布ࢺࣇ脂質ラ࡜

㔝生型ࠊい࡚࠾࡟株細胞ࠊࢁこ࡜ M6a 過ࡢ

剰発現ࠊࡣ自身ࡀ局在化ࡿࡍ filopodia࡟脂

質ラࢺࣇを集積させࠊࡀࡿパࣝࢺ࣑イࣝ修

飾部位変異型M6a࡛ࡣ filopodia࡛ࡢ脂質ラ

ࢺ࣑パࣝࠊࡽ࠿࡜いこ࡞ࡁ起ࡀ集積ࡢࢺࣇ

イࣝ修飾ࡿࡼ࡟ M6a 局在ࡢ࡬ࢺࣇ脂質ラࡢ

こࡿࡍ集積を誘導ࢺࣇ脂質ラࡢ細胞表面ࡀ

	ࠋࡓࡗ࠿ศࡀ࡜

	 細胞外ᇶ質ラࢽ࣑ンୖ࡛ᇵ養࣐ࡓࡋウࢫ

大脳皮質神経細胞࠾࡟い࡚ࠊGFP-D4 M6aࠊࡣ

やୗ流ศ子 Rufy3,	Rap2,	STEF ࡿࡍ局在化ࡀ

領域࡟集積࣭共局在࡚ࡋいࠊࡀࡓM6a	ノッࢡ

アウࢺ神経細胞࠾࡟い࡚ GFP-D4 M6aࠊࡣ ୗ流

ศ子ྠ様࡟散在࡚ࡋいࡓ(図 1 ୗ)ࠋ	

	 M6aࠊ࡚ࡗࡀࡓࡋ ୗ流ศ子ࡔけ࡛࡞く脂

質ラࡶࢺࣇまࡓ M6a を介࡚ࡋ形質膜ୖ࡟集

積ࡿࡍこࠊࡀ࡜M6a ノッࢡアウࢺ神経細胞

	ࠋࡓࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡽ࠿比較実験ࡢ࡜

	 ᡃ々ࡣ既ࠊ࡟細胞外ᇶ質ラࢽ࣑ンࢼࢢࢩࡢ

ࡿけ࠾࡟神経細胞ࠊࡀࣝ M6a ࡁ局在化を引ࡢ

起こࠊࡋこࡾࡼ࡟ࢀ神経極性決定ࡢ時間過程

を加速ࡿࡍ事を M6a ノッࢡアウࢺ神経細胞

ࠊࡽ࠿࡜こࡿい࡚ࡋ見出ࡽ࠿比較実験ࡢ࡜

M6a ࡜ࢺࣇ脂質ラࡿࡼ࡟ M6a ୗ流ࡢ神経極性

関連ࣝࢼࢢࢩ伝遉ศ子ࡢ集積ࠊࡀ脂質ラࢺࣇ

ࡿࡍを増強ࣝࢼࢢࢩ神経極性決定ࡿけ࠾࡟

事ࡀ示唆さࠋࡓࢀ	

	

M6aࠊࡾࡼ結果ࡢ[3]-[1]	 ࣑ラࡢ細胞外ࡣ

ࡿࡍ局在化ࡀ自身ࠊをཷけࣝࢼࢢࢩࡢンࢽ

こࠊࡾࡼ࡟࡜形質膜ୖࡢ脂質ラ࡜ࢺࣇ細胞

ෆࣝࢼࢢࢩ伝遉ศ子を集積ࠊࡋ細胞ෆࡢ神

経極性決定ࣝࢼࢢࢩࡢࡵࡓࡢ伝遉࡜࡬情報

変換ࢺࡿࡍランࢹࢫュ࣮サ࣮ࡢ࡚ࡋ࡜役割

を持ࡘこ࡜を明ࡓࡋ࡟࠿ࡽ(図 	ࠋ(3
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