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研究成果の概要（和文）：神経細胞の成長円錐において脳由来神経成長因子（BDNF; brain-derived 
neurotrophic factor）により、mTORシグナルを介して局所的な蛋白合成が亢進することを明らかにした。ま
た、細胞膜剥離フリーズエッチングレプリカ法により成長円錐の内部の構造を電子顕微鏡により観察し、アクチ
ン線維の形態が、成長円錐の部位により異なっていることを明らかにした。さらに、BDNFとNGFの刺激により成
長円錐における局所的な蛋白合成を促すと、アクチン線維近傍に存在していたリボソームがポリソームとなりア
クチン線維から離れていくことが示唆される所見を超解像顕微鏡観察により得た。

研究成果の概要（英文）：We revealed that brain derived neurotrophic factor (BDNF) rapidly activates 
translation and enhances novel protein synthesis in growth cones of rat dorsal root ganglion (DRG) 
neuron through the mTOR signaling. We found that ribosomes, many of which colocalized with actin 
filament, moved away from actin filament when BDNF and nerve growth factor (NGF) enhanced novel 
protein synthesis in growth cones of DRG.

研究分野： 解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞体から離れた部位で刺激に応じて迅速な機能変化が必要な神経細胞では、細胞体から合成された蛋白を輸送
するのは必ずしも効率的ではない。細胞体から離れた部位での刺激に対する構造・機能変化においては、局所的
蛋白合成が重要な役割を担っている。本研究では、神経細胞の成長円錐において脳由来神経成長因子の刺激によ
り、局所的な蛋白合成が亢進することを定量的に明らかにした。また、それに伴ってアクチン線維の近傍に多く
が存在していたリボソームが、アクチン線維から離れて会合し、ポリソームを形成していくことを示唆する所見
を得た。これらは、成長円錐の構造・機能解析を進めていく上で、意義ある知見と考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
伸長中の神経突起の先端に存在する成長円錐は、手のひらをひろげたような扇形をしており、

神経発生や神経再生の過程で重要な機能を有している。成長円錐が標的細胞を見出してシナプ
スを形成する過程は軸索ガイダンスと呼ばれ、神経回路網の形成において大切な現象である。 
近年、成長円錐に存在する分子、成長円錐が感受するガイダンス因子、誘発因子、反発因子な

どが明らかにされ、成長円錐の運動に関係する分子のはたらきが明らかにされてきた。さらに、
局所的な蛋白質合成が神経細胞の機能に関わることが明らかになり、なかでも発達期の成長円
錐では局所で蛋白質合成が起こり、成長円錐の方向性を変える機能に関与することが示唆され
ている。局所翻訳される蛋白質として、Rho などの細胞骨格制御因子のほかミトコンドリア機
能の調節因子などが報告されている。しかし、翻訳装置（リボソームおよび翻訳因子群）によっ
て局所的蛋白合成が起こっている部位と細胞骨格との相互作用については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、成長円錐における刺激に伴う局所的蛋白質合成と、微小管やアクチンフィラ
メントとの相互関係を形態学的に明らかにし、成長円錐の運動制御の一端を明らかにすること
にある。その相互作用の解明は成長円錐の転向運動のメカニズムの理解に重要である。観察には、
原子間力顕微鏡を用いて細胞膜表面の 3 次元的微細構造を解析するとともに、細胞膜剥離法
（unroofing）による処理も細胞に施して、電子顕微鏡により細胞内部の微細構造も解析する。さ
らに、超解像顕微鏡も使用して、成長円錐のナノレベルの構造を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット初代培養の脊髄後根神経節細胞の成長円錐の部分に脳由来神経成長因子（BDNF; 
brain-derived neurotrophic factor）や神経栄養因子（NGF; nerve growth factor）の刺激を与えて、局
所的に蛋白質合成が促進されることを定量的に証明する。蛋白合成部位を可視化するには、ピュ
ーロマイシンを用いた SUnSET 法を用いる。 
（２）ラット初代培養の脊髄後根神経節細胞の成長円錐に対して、超音波による細胞膜剥離フリ
ーズエッチングレプリカ法（unroofing freeze-etching replica）による処理を施して、その内部の構
造を電子顕微鏡により解析する。 
（３）ラット脊髄後根神経節細胞の成長円錐の部分に BDNF と NGF の刺激を加えて局所的な蛋
白合成を促し、それに伴ってリボソーム蛋白 S6および P0/1/2 とアクチンフィラメントの局在が
どのように変化するのか、超解像顕微鏡により解析する。 
  
 
４．研究成果 
  
（１）ラット初代培養の脊髄後根神経節細胞の成長円錐におけるリボゾーム蛋白 P0/1/2 および
S6 の局在を調べたところ、原子間力顕微鏡像でみられた隆起部位により多く存在していること
がわかった。さらに、BDNF による刺激を加え、ピューロマイシンを用いた SUnSET 法により蛋
白合成部位を可視化したところ、それも原子間力顕微鏡像での隆起部位に一致していた。また、
蛋白合成に不可欠な因子である真核生物伸長因子 2（eEF2; eukaryotic elongation factor 2）のリン
酸化は蛋白合成を抑制するが、それについて定量的に解析したところ、BDNF の刺激によりその
リン酸化は減少しており、mTOR シグナルの阻害剤であるラパマイシンによってその効果は抑
制された。さらに、BDNF の刺激による成長円錐における蛋白合成について、ピューロマイシン
を用いた SUnSET 法を用いて定量的に解析したところ、刺激により蛋白合成は亢進し、ラパマイ
シンによりその効果は抑制されることが確かめられた。以上の成果は論文発表をした。 
 
（２）ラット初代培養の脊髄後根神経節細胞の成長円錐に対して、超音波による細胞膜剥離フリ
ーズエッチングレプリカ法（unroofing freeze-etching replica）による処理を施して、その内部の構
造を電子顕微鏡により観察した。その結果、成長円錐部分のアクチンフィラメントの形態は、部
位により異なっていることが明らかとなった。一つは、成長円錐の C-domain の細胞膜直下部分
と考えられる部位に、cortical actin として、さまざまな方向に 1 本 1 本のアクチン線フィラメン
トが独立して走行しているものがみられた。他方で、糸状突起に向かって多数のアクチンフィラ
メントが集束していくものが認められた。前者のアクチンフィラメントは安定性が高く、後者は
動的であると考えられるが、今後局所的蛋白合成におけるアクチンフィラメントの役割を明ら
かにする上で、有用な知見を得ることができた。さらに、成長円錐の C-domain に多数のクラス
リンコートが存在していた。クラスリンはエンドサイトーシスに関与する分子群として中核的
な役割を担うことが想定されているが、細胞膜剥離フリーズエッチングレプリカ法はクラスリ
ンの構造解析にも有用であることが示された。 



 
（３）ラット脊髄後根神経節細胞の成長円錐の部分に BDNF と NGF の刺激を加えて局所的な蛋
白合成を促し、それに伴うリボソーム蛋白 S6 とアクチンフィラメントの局在の変化を超解像顕
微鏡により解析した。成長円錐の peripheral domain において、抗 ribosomal protein S6 抗体の陽性
部位とファロイジン陽性部位の共局在率は、コントロール標本では平均 71％であった。BDNF と
NGF の刺激を与えた標本では、その共局在率は平均 51%に低下し、t 検定でも有意差(p＜0.05)が
あり、さらにファロイジン陽性部位より離れた部位で、抗 ribosomal protein S6 抗体の陽性部位が
集簇している様子が確認された。抗 ribosomal protein リン酸化 S6 抗体および抗 ribosomal protein 
P0/1/2 抗体でも同様の解析をしたところ、同じ傾向が認められた。これにより、BDNF と NGF の
刺激により成長円錐において局所的な蛋白合成を促すことで、アクチンフィラメント近傍に存
在していたリボソームがポリソームとなり、アクチンフィラメントから離れていく現象が起き
ていることが示唆された。今後、蛋白合成が亢進しているような条件下では、リボソームはどこ
に存在し、アクチンフィラメントとの関係はどうなっているのかを、明らかにしていく上で有用
な知見が得られた。具体的には、リボソーム蛋白 S6 と P0/1/2 の共染色から、リボソームの会合
/ポリソームの形成の可視化の可能性を検討している。 
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