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研究成果の概要（和文）：本研究は、Dscamが細胞自律的に軸索分枝を形成する分子機構を明らかにすることを
目的とした。まず始めにDscamと生化学的に相互作用する分子をスクリーニングし、２つの細胞骨格制御因子を
同定した。機能損失変異と強制発現の解析によって、これらの分子が軸索分枝形成の制御因子であることも明ら
かになった。さらにDscamとそれら2分子の関係を遺伝学的に解析した結果、3者が同一のシグナル経路で軸索分
枝形成に寄与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This project aims to reveal molecular mechanisms of axon collateral 
formation controlled by cell-intrinsic Dscam-Dscam interactions. We have identified two cytoskeleton
 regulators which interact with Dscam biochemically. Loss-of-function and gain-of-function analysis 
have shown that these two molecules are required for axon collateral formation. Furthermore, 
epistasis and genetic analysis indicate that Dscam and these two molecules are in the same signaling
 pathway required for axon collateral formation.

研究分野：神経回路形成

キーワード： 軸索分枝

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索側枝形成には、既存の主軸索の特定の地点から軸索が新たに形成され、それぞれが異なる目的地へ投射され
る必要がある。申請者らは、（１）Dscamが軸索側枝形成のマスター因子であること、（２）Dscamシグナルの時
空間制御が軸索側枝形成に必要であることをこれまでに見出してきた。本研究では、これまで不明だったDscam
シグナルの分子機構を明らかにすることができた。本成果は、軸索側枝形成の分子機構の解明に大きく貢献する
ばかりでなく、損傷を負った軸索に対してDscamシグナルを時空間操作することによって軸索側枝の形成を誘導
し、軸索を再生させることができる可能性を提示することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
神経細胞は、情報の伝達を担う軸索に分枝を形成して複数の下流領域に神経接続することによ
って複雑な神経回路を構築し、外的環境や内的状態に応じた適切な脳機能を実現する。軸索分
枝形成において、軸索ガイダンス因子や成長因子といった外的因子による分子機構の関与が明
らかにされている。一方で我々は、2 万通りものアイソフォームの多様性を持つ接着分子であ
るDscam1が細胞自律的にホモフィリック相互作用することによって軸索分枝形成を全般的に
制御することを示し、本研究分野において全く新たな概念を提唱した。さらに Dscam1のアイ
ソフォーム多様性が、軸索成長円錐における Dscam1シグナルの活性を適切なレベルに調整す
ることによって、軸索分枝が形成されることを明らかにした（He & Kise et al, Science, 2014）。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は以上の背景を踏まえて、Dscam1 が細胞自律的に軸索分枝を形成する分子機構を明ら
かにすることを目的とする。具体的には、細胞自律的な Dscam1-Dscam1相互作用によって引
き起こされる Dscam1の下流のシグナル伝達の分子機構を明らかにすることによって、軸索分
枝パターン形成のメカニズムに迫る。 
 
３．研究の方法 
 
（１） Dscam1の新規結合タンパク質の同定 
Dscam1の細胞内ドメインに結合するタンパク質を生化学的に同定するために、HA-Flagタグ付
きの Dscam1 を安定に発現する神経細胞由来の細胞株を樹立した。その細胞ライセートを HA
抗体、Flag 抗体で免疫沈降し、免疫沈降物を質量分析で解析し、Dscam1 の新規結合タンパク
質を同定した。一方、Dscam1 細胞内ドメインのアミノ酸配列を解析することによって、複数
の Dscam1結合タンパク質の候補も得られた。 
 
（２） Dscam1結合タンパク質の軸索分枝形成における役割の遺伝学的解析 
（１）で同定、予測した Dscam1 結合タンパク質の軸索分枝形成における役割を、ショウジョ
ウバエの機械感覚受容神経細胞の軸索分枝パターン形成をモデルシステムとして用い、遺伝学
的な解析を行った。具体的には、変異体クローンおよび RNAi ノックダウンの表現型と、強制
発現の表現型を解析した。 
 
（３）軸索分枝形成における Dscam1とその結合タンパク質との関係の遺伝学的解析 
Dscam1の結合タンパク質が、軸索分枝形成において Dscam1の下流で機能しているのかを検証
するために、Dscam1との二重変異体を作成し、その表現型を観察した。 
 
（４）軸索分枝形成を制御する新規分子のスクリーニング 
Dscam1の下流またはDscam1と並行して軸索分枝形成に関わる分子の候補としてリン酸化酵素
に着目し、その網羅的 RNAiスクリーニングを行った。表現型が見られた分子について、Dscam1
との相関を含めた機能解析を遺伝学的に行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）Dscam1の新規結合タンパク質の同定 
Dscam1 の結合タンパク質を質量分析によって複数同定する
ことに成功した（図 1）。その中には細胞骨格制御因子やシナ
プス関連因子が含まれていた。 
 
（２）Dscam1結合タンパク質の軸索分枝形成における役割 
（１）で同定した結合タンパク質について、MARCM 法によ
る変異体クローン作製または RNAi ノックダウンを行い、軸
索分枝形成における表現型を観察した。そのうち、２つの細
胞骨格制御分子（A, B）について軸索分枝形成が抑制される
表現型が得られた。２つの遺伝子を同時にノックアウトする
と、表現型がさらに強くなった（図 2B）。逆に、両者を過剰
発現させると、Dscam1変異体と非常によく似た表現型が得ら
れた（図 2C）。 
 
 
 
 

 

図１：Dscam1の新規 

結合タンパク質（銀染色） 



 
 
（３）Dscam1と結合タンパク質との遺伝学的関係 
Dscam1 と細胞骨格制御因子
A、Bとの 3重変異体を作成
し、表現型を観察したところ、
A、Bの 2重変異体と同等の
表現型であった（図 2D）。こ
のことは、分子 A、B が
Dscam1 の下流で軸索分枝形
成に働くことを強く示唆し
ている。また A、Bのダブル
ヘテロ変異体のバックグラ
ウンドでDscam1のアイソフ
ーム多様性を減少させると、
アイソフォーム多様性減少
による軸索分枝形成抑制の
表現型がより強くなった（図
3）。このことは、分子 A、B
が Dscam1-Dscam1相互作用依存的に軸索分枝形成を制御することを強く示唆している。 
 
（４）軸索分枝形成を制御する新規分子のスクリーニング 
軸索分枝形成を制御するリ
ン酸化酵素の RNAi スクリ
ーニングを行った結果、２つ
のリン酸化酵素を同定する
ことに成功した。そのうちの
一つがDscam1と協調して軸
索分枝形成を制御すること
が分かった。今後さらに解析
を進め、論文にする予定であ
る。もう一つのリン酸化酵素
のノックアウトでは、軸索が
退縮していくことから、軸索
の安定化に必要な分子であ
ることが分かった。さらにそ
の機能は哺乳類でも保存さ
れていた。その成果を論文に
まとめている。 
 
 
 
 
（５）Dscam1の核移行とシナプス形成 
（１）の Dscam1の結合タンパク質の中で、
シナプス関連分子が存在した。マウス
DSCAM の結合タンパク質も並行して探索
したところ、Ipo5を同定した。DSCAMの
細胞内ドメインがγセクレターゼによっ
て切断され、Ipo5と共に核移行する。そし
てシナプス形成に必要な分子の転写制御
を担うことが明らかになった。本成果を論
文として発表した（Sachse et al, EMBO J, 
2019）（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図２：Dscam1結合タンパク質の軸索分枝形成における 

遺伝学的解析 

 
図 3：Dscam1アイソフォーム多様性と Dscam1結合分子 

との遺伝学的関係。Dscam1のアイソフォーム多様性 

を減らすと、軸索分枝形成が抑制される（中）（矢印）。 

A,Bダブルヘテロで軸索分枝形成抑制が強まる（右）（矢印）。 

 

図 4：DSCAM の核移行と転写制御によるシ

ナプス形成（Sachse et al, 2019より） 
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