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研究成果の概要（和文）：神経細胞はシナプスに局在するシナプス小胞と呼ばれる軸索内の膜小胞によって情報
伝達をする。シナプスやシナプス小胞の構成成分は細胞内でしか合成されない。そのため、細胞内で合成された
シナプスやシナプス小胞の材料を輸送する仕組みが重要となる。これを軸索輸送と呼ぶ。本研究ではBLOC-1関連
複合体(BORC)→small GTPase ARL-8→分子モーターKIF1Aからなる分子カスケードがシナプスやシナプス小胞の
軸索輸送を担っていることを明らかにした。BORCはsmall GTPaseであるARL-8をGTP状態にする。GTP状態のARL-8
は分子モーターKIF1Aを活性状態にし軸索輸送が開始する。

研究成果の概要（英文）：Neurons transmit information via synaptic vesicles that are localized in the
 axon. Synaptic vesicles are synthesized only in the cell body and transported down to the axon by a
 transport mechanism called axonal transport. In this work, we have shown that axonal transport is 
regulated by a molecular cascade consisting of BLOC-1 related complex (BORC), small GTPase ARL-8 and
 a molecular motor KIF1A. BORC activates ARL-8 by converting ARL-8(GDP) to ARL-8(GTP). ARL-8(GTP) 
binds to KIF1A and unlock the autoinhibition. Activated KIF1A binds to axonal transport carriers and
 transport them. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 軸索輸送　KIF1A　シナプス小胞　ARL8A　ARL8B　BORC　UNC-104

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索輸送は神経細胞の機能を支える重要なマシナリーであるにもかかわらず、その制御についてはほとんどわか
っていなかった。また、制御機構があるとしてそれが破綻した場合に何が起こるのかも不明であった。本研究で
は軸索輸送の制御メカニズムの一端を解明することができた。また、このメカニズムに異常が起こることが遺伝
性痙性対麻痺と呼ばれる運動神経疾患の原因となることを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 神経細胞は筋肉や他の神経細胞に情報を伝達する。情報の伝達は軸索が担う。この際に特に重

要なオルガネラがシナプス小胞である。高等生物では神経細胞間の情報のやりとりは主に化学

シナプスによって行われる。化学シナプスではシナプス小胞内の神経伝達物質が神経の活動に

応じて開口放出される。開口放出の制御などのためにシナプス小胞の膜上には数百のタンパク

質が載っている。ところが軸索内にはシ

ナプス小胞を構成するタンパク質を合

成するためのリボソームや合成された

タンパク質を修飾するゴルジ体は存在

しない。そのため軸索のシナプス小胞は

すべてその材料が細胞体において合成

された後に軸索に輸送される。この輸送

を担うのが微小管をレールとするモー

タータンパク質であるキネシンスーパ

ーファミリー(KIF)のうちで、KIF1A である(図 1）。 
 シナプス小胞前駆体を軸索輸送するモータータンパク質 KIF1A のファミリーは線虫

（Caenorhabditis elegans)の遺伝学によって発見された。線虫で運動に異常が起こる変異体は

unc(uncoordinated の略)と名付けられている。百以上ある unc 変異体のうちの unc-104 と呼ば

れる変異体ではシナプス小胞がシナプスからなくなり、細胞体近傍に集積する表現型が見られ

た。unc-104 変異体の原因遺伝子はキネシンスーパーファミリーモータータンパク質をコードす

る遺伝子であった。後の解析で UNC-104 は種を越えて保存されていることがわかり、哺乳類で

は KIF1A と名付けられた。 
 スタンフォード大学 Kang Shen のグループは線虫の遺伝学を用いることで small GTPase 
ARL-8 がシナプス小胞前駆体の軸索輸送に必須であることを明らかにした。線虫の arl-8 遺伝

子変異体ではシナプス小胞前駆体の軸索輸送が大幅に減少し、シナプス小胞が軸索の途中に集

積する。ARL-8 タンパク質が GTP 状態に変換されたときに UNC-104 キネシンに結合して自己

阻害を解除し、軸索輸送が活性化されることがわかった。 
 
２．研究の目的 
 シナプスごとのシナプス小胞の数は普通の状態では極端に増減することはない。このことか

ら、シナプス小胞前駆体の軸索輸送を制御することで必要な分を供給する分子メカニズムがあ

ると推測される。モータータンパク質（当然、無生物である！）が必要なシナプス小胞タンパク

質の供給量をどのように認識し、どのように輸送量を調節しているのかは大きな謎である。本研

究ではこのシナプス小胞の材料の軸索輸送量を調節するメカニズムの解明を目指した。そのヒ

ントとして、ARL-8 タンパク質が不活性な GDP 状態から活性型の GTP 状態に変換されること

が軸索輸送開始の鍵となる現象であると考えられることが私たちの過去の研究でわかっていた

(Niwa et al., Cell Reports, 2016)。本研究では神経細胞において ARL-8 タンパク質を活性型に

変換する分子の探索と機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)線虫の遺伝学スクリーニング 

 
図 1 軸索輸送の模式図 



 

 

線虫の遺伝学を用いた。ARL-8 タンパク質が不活性化する変異体を単離し、その原因遺伝子を

決定することを目指した。ARL-8 タンパク質は small GTPase である。small GTPase の共通の

性質として、活性化状態（＝GTP 結合状態）では膜に結合し、不活性化状態(=GDP 結合状態）

では細胞質に局在するというものがある。ARL-8 タンパク質もまた GDP 状態を模倣する変異

体（T34N 変異体）は細胞質中に局在し、GTP 状態を模倣する変異体(D133N 変異体）はシナプ

ス小胞やゴルジ体などに局在することがわかっていた。野生型の ARL-8 タンパク質は野生型の

線虫の神経細胞ではシナプス小胞やゴルジ体に結合する。このことから、何らかのメカニズムに

よって神経細胞内の ARL-8 タンパク質のうちの一定量は GTP 状態に変換され、活性化されて

いると考えられた。この ARL-8 タンパク質の性質に着目することにした。もし、神経細胞内の

ARL-8 タンパク質が完全に膜から外れるような変異体を同定することができれば、その変異体

の原因遺伝子は ARL-8 タンパク質を GTP 状態に変換する役割を持っている分子のはずである。

ARL-8 タンパク質の局在を生きた線虫の中で観察するために、ARL-8::YFP を安定的に発現し

た線虫を作製した。ARL-8 タンパク質が不活性化するような変異体を同定するために、作製し

た ARL-8::YFP 線虫を変異原であるメタンスルホン酸エチル（EMS）によって処理を行った。

線虫は雌雄同体であるため F2 世代では 1/4 でホモ接合体が得られる。F2 世代の線虫を蛍光顕

微鏡下で x63 のレンズで 1 匹ずつ観察し、ARL-8::YFP が膜から外れるような変異体を探索し

た。 
(2)その他の変異体の入手 
blos-1/BLOS1、snpn-1/Snapin と kxd-1/KXD1 については線虫遺伝学センター（CGC、ミシガ

ン大学）およびナショナルバイオリソースプロジェクト「線虫」の変異体ライブラリの中に含ま

れていたので、それらを取り寄せた。blos-2/BLOS2、blos-7/Lyspersin、blos-8/Diaskedin につ

いては既存の変異体が存在しなかったため、CRISPR/cas9 法を用いたゲノム編集によって欠損

変異体の作製を試みた。 
(3)ARL-8 の生化学的解析 
ARL-8 は GST融合タンパクとして大腸菌に発現した。その際に、修飾を受けて膜に結合するこ

とが知られているＮ末端の 11 アミノ酸は削ることとした(Δ11)。GST-ARL-8(Δ11)は大腸菌の

中で可溶化し、グルタチオンビーズを用いてアフィニティー精製した。BORC のサブユニット

は非常に小さいため、大腸菌で発現、精製した。ラジオアイソトープでラベルした GDP を GST-
ARL-8 に取り込ませた。ラベルしていない GTP と精製した BORCサブユニットを加え、ラジ

オアイソトープを定量し、GST-ARL-8 に取り込まれている GDP の経時変化を測定した。 
 
４．研究成果 

(1) ARL-8 が不活化した変異体の同定と原因遺伝子の解析 
 ARL-8::YFP が膜から外れるような変異体を複数得ることに成功した。全ゲノムシークエンス

などを駆使することでその原因遺伝子を決定したところ、哺乳類の MEF2BNB 遺伝子のオルソ

ログである blos-9 遺伝子に変異が入っていることがわかった。blos-9 の変異体線虫でシナプス

小胞の局在を観察すると、細胞体近傍にシナプス小胞が集積することがわかった。このことは

blos-9 遺伝子が ARL-8 タンパク質の膜への結合を制御し、シナプス小胞前駆体の軸索輸送を活

性化する因子であることを示唆する。 
 このスクリーニングと同時に、既存のシナプス小胞前駆体の軸索輸送の変異体で ARL-8::YFP
の局在を観察する実験も行った。軸索輸送に異常があることはわかっていても、その分子メカニ

ズムが不明である変異体がいくつか存在しており、sam-4 と呼ばれる変異体はその一つであっ



 

 

た。解析の結果、sam-4 変異体（sam-4 は哺乳類の Myrlysin のホモログをコードしている）に

おいてもまた ARL-8::YFP がシナプス小胞やゴルジ体から外れ、細胞質中に局在することがわ

かった。 
(2)BLOC-1関連複合体(BORC)がシナプス小胞前駆体の軸索輸送に必須である 
 blos-9/MEF2BNB 遺伝子と sam-4/Myrlysin 遺伝子は線虫から哺乳類まで保存されている分

子であり、100 アミノ酸程度の小さい分子であった。Hela 細胞を用いて細胞内のリソソームの

局在を研究していた NIH の Juan Bonifacino グループが BLOC-1関連複合体(BORC)と呼ばれ

る 8 つのサブユニットから形成されるタンパク質複合体がリソソームの局在を制御しているこ

とを示した。彼らの論文で BORC が ARL8B を何らかのメカニズムによって活性化することで

リソソームが細胞の周辺部に輸送するというモデルが示された。MEF2BNB と Myrlysin はと

もに BORC のサブユニットであった。そこで、残り 6つの BORC の構成因子もまた ARL-8 タ

ンパク質の活性化やシナプス小胞前駆体の軸索輸送に必須であるかどうかを解析した。BORC
のサブユニットは線虫においてもすべて保存されていた。変異体ライブラリーおよび、

CRISPR/cas9 を利用することですべての BORC 変異体を包括的に解析することできた。BORC
サブユニットの変異体に ARL-8::YFP を発現したところ、blos-1、blos-2、sam-4、snpn-1、blos-
8、blos-9 の 6 つの BORC 遺伝子の変異体ではシナプス小胞前駆体からはずれていることがわ

かった。一方で kxd-1 と blos-7 の二つの変異体では ARL-8::YFP はシナプス小胞前駆体に結合

したままとなっていた。この ARL-8 タンパク質の局在の結果と一致し、シナプス小胞前駆体の

軸索輸送は blos-1、blos-2、sam-4、snpn-1、blos-8、blos-9 の 6つの BORC 遺伝子の変異体で

低下する一方で、kxd-1 と blos-7 の変異体では変化がなかった。 
(3)ARL-8 を過剰発現すると BORC の変異体をレスキューできた 
 BORC は ARL-8 タンパク質を活性化する上流因子であると考えられた。これを立証するため

BORCサブユニット変異体に ARL-8 タンパク質を過剰発現する実験を行った。その結果、BORC
の欠損下でも ARL-8 タンパク質を過剰発現することでシナプス小胞前駆体の軸索輸送は増加し、

シナプス小胞は背側のシナプスに正しく集積するようになることがわかった。 
(4)arl-8 の GTP 状態変異体は BORCサブユニット変異体のサプレッサーとなる 
 次に遺伝学的に BORC が ARL-8 の上流因子であることを示す実験を行った。私は以前の研

究で ARL-8 タンパク質を GTP 状態に固定するアミノ酸置換 D133N を誘導する点変異を

CRIPSR/cas9 を用いたゲノム編集によって導入した線虫変異体を作製していた(Niwa et al., 
Cell Reports, 2016)。この線虫変異体では個体内の ARL-8 タンパク質はすべて GTP 状態にな

っている。本成果報告ではこれを arl-8(GTP)変異体と呼ぶ。BORCサブユニットの変異体と arl-
8(GTP)変異体とをかけ合わせた二重変異体を作ったときに BORC サブユニット変異体におけ

る軸索輸送の低下がレスキューできれば、BORC が ARL-8 を GTP 状態にすることが軸索輸送

に必須であると結論づけることができる。2 重変異体を作製して観察した結果、sam-4; arl-
8(GTP)や blos-2; arl-8(GTP)といった 2 重変異体では、シナプス小胞の局在が野生型レベルに回

復していた。小胞輸送をタイムラプス観察すると、軸索輸送の量は増加していた。 
(4)精製した SAM-4 は精製した ARL-8 に対して GEF 活性を持っていた 
 以上の遺伝学的な実験により(1)BORC を欠損した神経では ARL-8 が膜小胞から外れて細胞

質中に局在する。ARL-8 は small GTPase であるから、ARL-8 が GDP 状態になっているため

であると考えられる （2）BORC のサブユニットが欠損しても ARL-8 が GTP 状態であれば軸

索輸送の量は表面上は正常である ことがわかった。BORC が ARL-8 を GTP 状態にする因子



 

 

GDP-GTP exchange factor (GEF)である可能性が考えられた。この仮説を生化学的に示すため

に、スタンフォード大学（現カリフォルニア大学サンフランシスコ校）Maxence Nachury のグ

ループと共同研究を実施し、精製した ARL-8 タンパク質および BORC サブユニットタンパク

質を用いた生化学実験を行った。SAM-4 タンパク質を加えたときに、ARL-8 からの GDP リリ

ースが大幅に加速することがわかった。このことから、BORC のサブユニットのうちで SAM-4
サブユニットが ARL-8 タンパク質の GEF としての活性を持っていることが示唆された。 
(5)考察 
 以上の結果から、新しく見つかってきた BLOC-1 関連複合体(BORC)は ARL-8 の GEF とし

て機能することがわかった。BORC はシナプス小胞の軸索輸送の制御因子として機能している。

BORC がシナプス小胞の量を何らかの手段でモニタリングし、ARL-8 の活性状態へとフィード

バックすることでシナプス小胞の材料の軸索輸送を制御しているのだと考えられた。この結果

は筆者が筆頭著者かつ責任著者として論文をまとめ、Current Biology誌において報告した。 
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