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研究成果の概要（和文）：1) 成長円錐のリン酸化プロテオミクス：主要な高頻度リン酸化部位を同定し、MAPK
ファミリーのJNKに依存してリン酸化されることを証明した。またこれらの主要部位（GAP-43のS96, T172, 
S142; MAP1BのS25, S1201）のリン酸化特異抗体は、培養神経細胞の成長円錐、in vivoの発生期の伸長軸索、再
生軸索を認識する分子マーカーとしての意義を確立した。
2) 超解像度顕微鏡による解析：成長円錐フィロポディアは、Z軸方向にも分布することを見出した。また
coactosyn-likeは、フィロポディアのアクチン繊維に密接に局在が関係することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Phosphoproteomic analysis revealed that major phosphorylation sites in the 
growth cone were mainly phosphorylated by JNK. 

研究分野：神経生化学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成長円錐の分子マーカー、およびin vivoの神経成長・軸索再生の分子マーカーとして、複数のリン酸化特異抗
体を樹立できた。これらはこれまでの同種のものの中で、最も特異性の高いものであり、また成長円錐のシグナ
ル伝達の理解にも大きく貢献できるものとなった。これらの中にはヒトを含む霊長類でも適用可能なものもあ
る。またリン酸化プロテオミクスのﾋﾞｯｸﾞﾃﾞｰﾀをどのように解析するか、というスタンダードな方法論を確立で
きたものと考えている。
超解像度顕微鏡では3次元可視化が可能となって、Z軸方向のイメージング情報が得られるようになった。これら
はﾗｲﾌﾞｲﾒｰｼﾞﾝｸﾞも可能となった。

※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 
 神経回路は神経科学の根本的な研究対象であり、これを形成する過程は、発達期の神経細胞の
突起先端に運動性に富んだ成長円錐という特殊構造の挙動に基づく。成熟脳でも神経可塑性の
発現に生ずる新たなシナプス形成（シナプス新生）や、損傷を受けた脳で生ずる部分的な再生や
介在ニューロンによる回路の変更といった回路再編は、成長円錐機能に基づくと考えてよい。従
って、成長円錐の分子基盤を理解することは神経科学の根幹に関わる問題点といえる。哺乳動物
脳の成長円錐に関しては、プロテオミクスを用いたわれわれの研究が重要な情報をもたらして
おり(PNAS 106: 17211 [09])、その研究から脂質ラフトの重要性を見出す研究(J Neurosci 37: 
4046 [17])が報告できた。またこれらの分子情報を可視化するためには、通常の共焦点レーザー
顕微鏡では不十分で、超解像度顕微鏡を用いた研究が有効であることを報告した(Cell Rep 18: 
2203 [17])。 
 
２．研究の目的 
上記の成果をもとに、成長円錐の情報伝達を研究するためにリン酸化プロテオミクスを用い
た網羅的なリン酸化部位の同定、及びそのリン酸化特異抗体を用いた超解像度顕微鏡による可
視化を企図して、成長円錐の分子基盤をさらに包括的に理解し、動的な情報を追加して 3 次元
的に成長円錐機能を説明することを目的とした。また in vivoでの成長円錐機能を抑制する因子
であるコンドロイチン硫酸(CS)合成を調節するノックアウトマウスを樹立しており、これを活
用して、見いだされた分子機構の検証を進めることとした。 
 
３．研究の方法 
1) リン酸化プロテオミクス：成長円錐膜を細胞分画法によって、げっ歯類新生仔脳より調製し、
Sciex 社と共同研究でリン酸化プロテオミクスを行った。これらのリン酸化部位を頻度解析、お
よびバイオインフォマティクス解析で、基質の特異配列とキナーゼのマッチングを行った。 
2) SIM 型超解像度顕微鏡：動的な解析に適している SIM 型超解像度顕微鏡（以下、SIM)を用い
て、成長円錐の 3D 解析を行った。また静止画像レベルで、様々な細胞骨格分子の成長円錐内局
在を明確にした。 
3) T1KO, T2KO:神経系では CS の固有合成経路の律速段階となる、CSGalNAcT1 (T1) の KO を用
いることで、神経系に存在する CSの量を 25－50％程度減少させることができる。一方、その他
の臓器、例えば血球系・血管・心臓などではそのアイソフォームである CSGalaNAcT2 (T2)の KO
で同様の効果が期待できるため、当教室で樹立したこれらのモデルマウスを用いて種々の病態
モデルを作成して解析した。 
 
４．研究成果 
 1) 成長円錐のリン酸化プロテオミクス（図 1＝下左図）：リン酸化プロテオミクスにより、約

1,200 種類のリン酸化タンパク質について、約 5,000 か所のリ
ン酸化部位を同定した。主要な高頻度リン酸化部位を同定し、
これらがバイオインフ
ォマティクス解析と阻
害剤実験から MAPK ファ
ミリーの JNK に依存し
てリン酸化されること
を証明した。またこれら
の主要部位（GAP-43 の
S96, T172, S142; 
MAP1B の S25, S1201）について、リン酸化特異抗体を樹立し
て、培養神経細胞の成長円錐、in vivo の発生期の伸長軸索、
再生軸索を認識する分子マーカーとしての意義を確立した
（図 2＝右上図；成長円錐の pS96;図 3＝左図；pT172 のマウ
ス胎仔脳形成の伸長軸索）。これらのリン酸化部位のうち、2
種類についてはヒト
iPS 細胞由来の神経
細胞でも成長円錐を
認識した。またこれ

らのリン酸化部位は線虫やショウジョウバエのような、
無脊椎動物のモデル動物では保存されていないことを
証明し、哺乳動物での神経回路のシグナル伝達は、根本
的にこれらとは異なった分子機構で成り立っているこ
とを証明した（図 5＝右下；脊椎動物に特異的な GAP-43



の成長円錐でのリン酸化部位と JNK）。 
 
 2) 超解像度顕微鏡による解析：共焦点顕微鏡レベルでは成長円錐のフィロポディアは平面的
にしか見えないが、Z 軸方向にも
分布していることを見出した。ま
た成長円錐の coactosyn-like は
成長円錐のプロテオミクスでも

存在が確認さ
れたアクチン調節タンパク質であるが、RNAi と超解像度観察を照合した結果
から、cofilin のような成長円錐で既知のアクチン調節タンパク質と比較し
ても、フィロポディアのアクチン繊維に密接に局在が関係していることを見
出した（図６＝上図；Coactosin-like の成長円錐での超解像局在；Coactosin-
like (A), F-actin (B),merge 像（C））。またプロテインキナーゼ LTMK のアイ
ソフォーム間の局在差が小胞体間であること、微小管結合タンパク質 MAP4 が
アクチンとも共局在していることを見出した。これらの結果をもとに、2018
年 11 月の米国神経科学学会(Society for Neuroscience; SfN)の年次総会に

て、ミニシンポジウムを主催した（図 7＝上左図；J Neurosci 38(40)の表紙を飾る当教室の超
解像データ）。 
 

 3) T1KO, T2KO の解析：T1KO においては、多発性硬化症のモデル
である実験的アレルギー性脳炎モデルを作ると、WT に比べて症状
が圧倒的に軽減した。神経系以外では T1KO は頭蓋骨の発生にも関
係して、異常な形態の頭蓋や、皮膚の過伸展などの表現型が見られ
た。T2KO は圧負荷モデルによる心不全が生じやすい一方、動脈硬
化症を軽減する表現型となり、CS が動脈硬化症に対する創薬の標
的となりうることを示した（図 8＝左図；T2KO 解析に基づいた CS
の動脈硬化症発症に関する作業仮説）。 
 4) 膜脂質の交換機構の解析：OSBP ファミリーの ORP10 は ORP9, 
VAP-A/B と共に、ER-エンドソーム間の PI4P-PS 交換反応を行って

いることを見出した。 
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