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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、蛋白質リン酸化酵素Cdk5と細胞骨格分子αII-spectrinに着目して、
軸索に特異的な細胞骨格構造を形成する分子機構を解き明かすことを目的とした。Cdk5はαII-spectrinをリン
酸化することを見出し、そのリン酸化部位を同定した。Cdk5によりリン酸化されたαII-spectrinを特異的に認
識する抗体を作製した。この抗体およびCdk阻害剤を用いた実験から、神経細胞においてCdk5はαII-spectrinの
リン酸化を介して軸索特異的な細胞骨格構造の形成に重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Axons have a specific cytoskeletal structure lining the cytoplasmic face of 
the axolemma. Super-resolution microscopy has revealed a remarkable periodic lattice in axons. α
II-spectrin is the only α spectrin detected in the nervous system, and forms the periodic lattice 
in axons. While αII-spectrin intracellular localization is fairly well understood, the molecular 
mechanism by which αII-spectrin was regulated remains unclear. In this study, we report that Cdk5 
phosphorylates αII-spectrin. We identified the phosphorylation site of αII-spectrin by Cdk5, and 
made anti-phospho-specific αII-spectrin antibody. The phosphorylated αII-spectrin was localized in
 the axon initial segment. Inhibition of Cdk5 impaired axon initial segment formation and neuronal 
polarity. These results suggest that Cdk5 regulates the axonal periodic cytoskeleton through the 
phosphorylation of αII-spectrin.

研究分野： 分子神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、神経細胞においてCdk5はαII-spectrinのリン酸化を介して軸索特異的な細胞骨格構造の形成に
重要な役割を果たすことが明らかとなった。本研究により軸索に特異的な細胞骨格の形成機構が分かることで、
情報出力を担う軸索の基盤の理解が深まると考えられる。ウエスト症候群は既知の小児難治てんかんの中では最
も多い、精神運動発達の退行を伴う指定難病である。この疾患に関わるαII-spectrinの制御機構の解明はその
病因解明の糸口になると期待される。

※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 
 
 細胞骨格は細胞の構造を内部から補強する役割だけでなく、細胞の形態形成、分裂、運動、極
性、小胞輸送など様々な細胞内の機能を果たす。最近、軸索の膜直下全域には規則的に並んだは
しごの様な格子状細胞骨格が構築されていると報告された（Xu et al., Science, 2013）。この
構造は樹状突起には存在せず、軸索に特異的な構造である。この spectrin とアクチンリングで
構成された骨格構造は、蛇腹ホースのように柔軟性と強度を持たせるために長い突起である軸
索に必要と考えられる。研究開始当初、軸索の膜直下の格子状細胞骨格において、軸索遠位部で
はαII-spectrin とβII-spectrin および ankyrin-B によって構成されており、軸索起始部では
βIV-spectrin および ankyrin-G によって構築されることが知られており、軸索起始部において
βIV-spectrin の結合パートナーである spectrin のαサブユニットは見つかっていなかった。
2017年に軸索起始部においてαII-spectrinがβIV-spectrinと結合して特異的細胞骨格を構築
していると報告された（Huang et al., J Neurosci., 2017）。つまり、αII-spectrin は軸索に
おいて遠位部および軸索起始部に共通した格子状細胞骨格構造の構成分子である。 
 神経細胞の発達期において、最初に軸索先端から軸索起始部手前までの軸索遠位部構造が形
成され、残された領域に軸索起始部の細胞骨格が形成される（Yoshimura and Rasband, Curr 
Opin Neurobiol., 2014）。軸索遠位部構造が崩壊すると軸索起始部構造も破綻することから、軸
索遠位部構造は軸索起始部構造の形成および維持に必須である（Galiano et al., Cell, 2012）。
しかしながら、軸索膜直下細胞骨格の起点である軸索遠位部構造がどのように形成されるのか、
その分子機構は殆ど理解されていなかった。 
 細胞骨格の制御には多くのリン酸化シグナルが関与していることが知られている。近年、蛋白
質リン酸化酵素 Cdk5 がショウジョウバエ脳のキノコ体の軸索起始部様区画の形成に重要な役割
を果たしていることが報告された（Trunova et al., J Neurosci., 2011）。軸索形成期におい
て、Cdk5 は軸索先端で活性化されている（Nikolic et al., Genes Dev., 1996）。故に、Cdk5 は
軸索遠位部構造の形成を介して軸索起始部構造の形成に関わっていると考えられる。そして、研
究代表者は Cdk5 のコンセンサス配列を有するαII-spectrin に着目した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題は、“Cdk5 がαII-spectrin をリン酸化する”ことを足がかりにして、軸索に特異
的な細胞骨格構造を形成する分子機構を解き明かすことを目的とした。αII-spectrin の Cdk5
によるリン酸化部位を同定し、Cdk5 によりリン酸化されたαII-spectrin を特異的に認識する
抗体（抗リン酸化αII-spectrin 抗体）を作製することで神経細胞におけるαII-spectrin のリ
ン酸化レベルを調べた。また、Cdk5 のリン酸化酵素活性が軸索特異的な細胞骨格構造の形成に
必須であるか検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Cdk5 によるαII-spectrin のリン酸化を検討するための in vitro キナーゼアッセイ 
 GST タグを付けたαII-spectrin 変異体（GST-αII-spectrin）を COS7 細胞に発現させた後、
Pull-down アッセイによって GST-αII-spectrin を単離した。GST-αII-spectrin に精製された
Cdk5 および RI標識[γ-32P]ATP を加えて反応させた。試料を SDS-PAGE で分離後、オートラジオ
グラフィーを用いて放射能標識されたバンドを検出した。また、銀染色により基質蛋白質を検出
した。 
 
(2) Cdk5 によってリン酸化されたαII-spectrin を特異的に認識する抗体（抗リン酸化αII-
spectrin 抗体）の作製 
 リン酸化合成ペプチドを用いてリン酸化されたαII-spectrin を特異的に認識するラットモ
ノクローナル抗体を作製した。ELISA 法を用いて１次スクリーニングを行った。 
 
(3) 抗リン酸化αII-spectrin 抗体の評価 
 COS7 細胞に GST-αII-spectrin および Cdk5 を発現させた後に細胞ライゼートを可溶化した。
サンプルを SDS-PAGE で分離後、ウエスタンブロット法を用いて抗リン酸化αII-spectrin 抗体
を評価した。また、COS7 細胞に GST-αII-spectrin および Cdk5 を発現させた後に細胞を固定
し、免疫染色法を用いて抗リン酸化αII-spectrin 抗体を評価した。 
 
(4) 培養海馬神経細胞において Cdk5 によってリン酸化されるαII-spectrin の局在の検討 
 胎生 18 日目のラット胎仔脳から初代培養海馬神経細胞を得た。培養 11 日目の培養海馬神経
細胞をパラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液で固定した。抗リン酸化αII-spectrin 抗体を用い



て固定した神経細胞を免疫染色した後に、顕微鏡を用いて神経細胞を観察した。 
 
(5) Cdk5 のリン酸化酵素活性の抑制が軸索特異的な細胞骨格構造の形成へ与える影響の観察 
 ラット培養海馬神経細胞において軸索に特異的な格子状細胞骨格構造は培養７日目までに形
成される（Galiano et al., Cell, 2012）。軸索特異的な細胞骨格構造が形成される前の培養海
馬神経細胞に Cdk5 阻害剤を処理し、培養７日目において軸索特異的細胞骨格構造の形成が阻害
されているか観察した。また、既に軸索特異的な細胞骨格構造が形成されている培養７日目の培
養海馬神経細胞に Cdk5 阻害剤を処理し、軸索特異的な細胞骨格構造が崩壊するか観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Cdk5 によるαII-spectrin のリン酸化部位の同定 
 Cdk5 が Ankyrin-G をリン酸化するか調べるために、GST-Ankyrin-G 切断変異体と Cdk5 を用い
て in vitro キナーゼアッセイを行った。複数の Ankyrin-G 切断変異体のリン酸化が検出された
ことから、Cdk5 により Ankyrin-G は数カ所リン酸化されると考えられる。特に、Ankyrin-G のβ
IV-spectrin との結合領域が強くリン酸化されていることから、Cdk5 による Ankyrin-G のリン
酸化がβIV-spectrin との結合に影響を与えると考えられる。この領域にあるリン酸化予想部位
をアラニンに置換した Ankyrin-G 変異体を用いて in vitro キナーゼアッセイを行った。このア
ラニンに置換した Ankyrin-G 変異体においてリン酸化レベルが顕著に低下した。故に、Cdk5 に
よりリン酸化される Ankyrin-G の主なリン酸化部位を同定した。 
 
(2) Cdk5 によってリン酸化されたαII-spectrin を特異的に認識する抗体 
 リン酸化されたαII-spectrin を特異的に認識する抗体（抗リン酸化αII-spectrin 抗体）を
作製した。ELISA 法を用いて１次スクリーニングを行った結果、80を超える抗体候補を得た。こ
の抗体を評価するためにリン酸化αII-spectrin と非リン酸化αII-spectrin を発現する培養細
胞を可溶化した。ウエスタンブロット法により、リン酸化αII-spectrin を強く認識する抗体を
選別した。また、リン酸化αII-spectrin と非リン酸化αII-spectrin を発現する培養細胞を免
疫染色して、リン酸化αII-spectrin を強く認識する抗体を選別した。その結果、ウエスタンブ
ロット法および免疫染色法に使用可能な非常に良い抗リン酸化αII-spectrin 抗体を得た。 
 
(3) 神経細胞における Cdk5 によってリン酸化されたαII-spectrin の局在 
 上述の抗リン酸化αII-spectrin 抗体を用いて培養海馬神経細胞の免疫染色を行った。軸索起
始部において強い染色が観察された。この染色は Cdk 阻害剤を神経細胞に処理することで消失
した。故に、軸索起始部に特異的な細胞骨格においてαII-spectrin のリン酸化が重要な役割を
果たすのではないかと考えられる。 
 
(4) Cdk5 のリン酸化酵素活性の抑制が軸索特異的な細胞骨格構造の形成へ与える影響 
 Cdk 阻害剤を処理した神経細胞において軸索起始部の細胞骨格の破綻および軸索には輸送さ
れない蛋白質の軸索への流入が観察された。軸索起始部に特異的な細胞骨格構造が門番として
の機能を果たせなくなったと考えられる。 
 
 以上の結果から、神経細胞において Cdk5 はαII-spectrin のリン酸化を介して軸索特異的な
細胞骨格構造の形成に重要な役割を果たすことが明らかとなった。研究代表者はこれらの結果
を学会で発表した。現在、本研究内容を論文として投稿準備中である。また、本研究に関する総
説を発表した（Iijima and Yoshimura, Front Mol Neurosci., 2019; 吉村と片山, 生産と技術, 
2019; 吉村, 生化学, In press）。 
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