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研究成果の概要（和文）： 
本研究は ARF6 の樹状突起形成制御機構の解明を目指し企画した。研究成果として、BRAG ファ

ミリーに属する IQ-ArfGEF/BRAG1 が ARF6 に対する活性化制御因子として、PSD-95 や IRSp53 と

の結合を介してグルタミン酸受容体とシナプス後肥厚部で複合体を形成することを明らかにし

た。また、酵母ツーハイブリット法により Vezatin が GTP 型 ARF6 と特異的に結合し、さらに

RNA 干渉法により Vezatin が海馬神経細胞の樹状突起の形成に関与することを明らかにした。

これらの結果から、Vezatin が ARF6 を介する樹状突起形成に関与する可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to dissect the molecular mechanism by which ADP ribosylation factor 6 (ARF6) 

regulates dendritic formation. First, we found that IQ-ArfGEF/BRAG1 functions as a guanine nucleotide 

exchange factor for ARF6 at the postsynaptic density of excitatory synapses by interacting with the 

PSD-95 family and IRSp53. Second, we isolated vezatin as a novel ARF6-interacting protein by yeast 

two hybrid screening. Furthermore, we provided the strong evidence for the functional involvement of 

vezatin in the dendritic formation of cultured hippocampal neurons using the RNA interference approach. 

These findings suggest that vezatin regulates dendritic formation downstream of ARF6.  
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞の樹状突起は神経入力を受け取り、そ

の情報を処理変換する。発達過程で樹状突起は

ダイナミックに伸展分岐し、その空間的な広が

りは個々の神経細胞の情報処理能力を規定して

いる。また、成熟期においてもその形態を変化

させ、特に樹状突起上沿って存在する棘突起は、

興奮性シナプスの場を提供し、神経活動依存的

にその数と形状を変化させることより、学習・

記憶などの高次神経機能の細胞レベルでの基盤

であるシナプス可塑性の構造的な場を提供して

いる。また、樹状突起の形成の破綻は、精神遅

滞を伴う精神神経疾患を引き起こすことが明ら

かになり注目されている。その形成分子機構の

解明は、軸索のそれに比べて立ち後れており、

研究開始当初、低分子量 G タンパク質 Rho フ
ァリミー分子などの細胞骨格制御経路の関与が

明らかになっているのみであった。しかしなが

ら、樹状突起の形態を変化させるためには、そ

の駆動力としてのアクチンをはじめとする細胞

骨格の機能関与とともに、変化する細胞表面積

に対応して膜脂質や膜タンパク質成分を細胞膜

に供給する細胞内小胞輸送機構が深く関与する

と考えられるが、そのような観点から樹状突起

の形成機構に着目した研究は皆無であった。 
 Rasスーパーファミリーに属する低分子量 G
タンパク質である ADP リボシル化因子６
（ARF6）は、上皮系、間葉系培養細胞におい
て細胞骨格制御とともにトランスフェリン受容

体などの膜タンパク質のリサイクリングに関与

す る こ と が 知 ら れ て い た 。 2002 年 に

Hernandez-Deviz らが神経細胞の樹状突起形
成に関与することを初めて報告し、さらに

Miyazakiら (2005年)と Choiら(2006年)によ
り、ARF6 が棘突起の形成・維持に関与するこ
とが報告されて、樹状突起の形成の新たな制御

分子としての ARF6 が脚光を浴びつつあ
った。申請者は ARF6を活性化するグアニ
ンヌクレオチド交換因子(ARF6-GEF)ファ
ミリーのうちEFA6サブファミリーの神経
機能発現解析を施行した結果、EFA6A、
EFA6C、EFA6Dの３分子が神経系におい
て多様な遺伝子発現様式を示し、EFA6A
と EFA6Cが神経樹状突起に局在すること、
また、GEF不活性型 EFA6Aの遺伝子導入
により、海馬初代神経培養細胞の樹状突起

が ARF6 不活性型遺伝子と同様の影響を
受けることより、ARF6の上流制御因子の
一つとして機能する可能性を提示してき

た。しかしながら、（１）ARF6 の多様な
分子種からなる ARF6-GEF 分子による活
性制御機構（２）ARF6を介する樹状突起
形成の分子機構（３）ARF6による樹状突
起の形成制御と高次神経機能との機能連

関についてなどの重要な問題に関しては

手つかずの状況であった。 

 
２．研究の目的 
このような研究背景のなか、本研究は、本

研究は、ARF6 経路の樹状突起・棘突起の形

成の分子機構と神経高次機能への機能的

な連関の解明を目指して、以下の点を解明

標的として企画立案した。 

(1) ARF6 の活性化制御機構の解明：ARF6 活

性化制御因子 ARF6-GEF の分子多様性の生

理的意義を明らかにするために ARF6-GEF

分子種の細胞内局在を明確にする。 

(2) 樹状突起、棘突起の形成における ARF6

の分子機序の解明：酵母ツーハイブリット

法を用いて活性型 GTP 結合型 ARF6 と結合

する分子を網羅的に単離同定し、ARF6 の樹

状突起、棘突起の制御に関与する分子機構



を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
(1) ARF6-GEFの細胞内局在解析： ARF6-GEF分子

の大腸菌融合蛋白質を発現精製し、抗原として

ウサギやモルモットに免疫し、特異抗体を精製

する。イムノブロット解析により特異性を確認

した後、固定脳や初代培養細胞での細胞内局在

を免疫組織学的に検討する。 

(2) 酵母ツーハイブリット法による ARF6 経路

の分子ネットワークの同定：ARF6 及び ARF6-GEF

を餌にした酵母ツーハイブリット法によりマウ

ス脳 cDNA ライブラリーをスクリーニングし、新

規結合分子を探索する。得られた候補分子との

結合を pull down アッセイ法や免疫沈降法によ

り確認する。 

(3) 樹状突起への関与に関する機能解析：海馬

初代神経培養細胞に RNA 干渉法や機能阻害変異

遺伝子を導入し、樹状突起の形成への影響を分

岐、伸展長などを計測して検討する。 

 

４．研究成果 

(1) NMDA 型グルタミン酸受容体と複合体を形成

する新規 ARF6-GEF としての IQ-ArfGEF/BRAG1： 

ARF-GEF スーパーファミリーにうち、神経系に

お け る 機 能 は 全 く 不 明 で あ っ た

BRAG(brefeldin A-resistant ARF-GEF)ファミリ

ーに着目して解析を行った。synArfGEF の Sec7

領域に対して相同性の高い遺伝子を DNA データ

ベースで探索した結果、KIAA0522 が見出された。

さらに KIAA052 を用いて、マウス脳 cDNA ライブ

ラリーをスクリーニングして完全全長の遺伝子

配列を決定し、IQ-ArfGEF/BRAG と命名した。

IQ-ArfGEF/BRAG1 はアミノ酸 1479 残基、推定分

子量 162kDa よりなり、アミノ末領域にはコイル

ド・コイルモチーフ、IQ モチーフ、中央部には

Sec7 領域、プレクストリン相同領域、プロリン

の豊富な配列、そして C末端にはタイプ I型の

PDZ 結合モチーフを持つ特徴的な構造を示

した。さらに、 GGA1 (Golgi-localizing, 

γ-adaptin ear homology domain, Arf-binding 

protein 1)を用いた in vivoでの ARFの活性

化能を検討する pull down アッセイ法によ

り、IQ-ArfGEF/BRAG1 が ARF6 に対する GEF

活性を示すことを明らかにした。さらに 

in situ ハイブリダイゼーション法により

神経系における遺伝子発現解析を行った

結果、IQ-ArfGEF/BRAG1 が嗅球、線条体、

海馬、大脳皮質などの前脳領域と小脳顆粒

細胞に豊富に発現することを明らかにし

た（図１A）。さらに、非放射性 in situ ハ

イブリダイゼーション法を駆使して、

IQ-ArfGEF/BRAG1 mRNA が海馬神経細胞の細

胞体のみならず樹状突起にも局在するこ

とを示した。この所見は、IQ-ArfGEF/BRAG1

が樹状突起の局所で活動依存的に翻訳さ

れることを示し、シナプス可塑性への機能

関与を強く示唆した。さらに特異抗体によ

る 免 疫 組 織 化 学 的 解 析 の 結 果 、

IQ-ArfGEF/BRAG1 は、神経細胞の樹状突起

の領域に顆粒状に分布し、共焦点レーザー

顕微鏡解析により、興奮性シナプスマーカ

ーのPDS-95と共存することを見出した（図

１B-E）。さらに包埋後免疫電子顕微鏡法に

より IQ-ArfGEF/BRAG1 が非対称性シナプス

のシナプス後肥厚部(PSD)に局在すること

を明確にした（図１F） (Sakagami et al., 



2008)。 

次に、IQ-ArfGEF/BRAG1 のシナプス後肥厚部へ

の局在決定機構を解明するために、免疫沈降法

を施行した結果、IQ-ArfGEF/BRAG1 は PSD-95 フ

ァミリー分子、NMDA 型グルタミン酸受容体、カ

ルモデュリンキナーゼIIαと複合体を形成する

ことを明らかにした。さらに酵母ツーハイブリ

ット法により結合分子の同定を試みた結果、

IQ-ArfGEF/BRAG1 の C 末領域に存在するプロリ

ンの豊富な配列を介して PSD に豊富に局在する

IRSp53 (insulin receptor tyrosine kinase 

substrate of 53kDa)の SH3 領域と結合すること

を見出した。さらに免疫沈降法、共焦点レーザ

ー 顕 微 鏡 解 析 、 免 疫 電 顕 法 に よ り

IQ-ArfGEF/BRAG1とIRSP53とのシナプスで相互

作用の可能性を確認した (Sanda et al., 2009)。

以上の研究により、IQ-ArfGEF/BRAG1 が、NMDA

型グルタミン酸受容体と複合体を形成し ARF6

の活性化を制御する PSD における新たな

ARF6-GEF であることを明確にした。 

(2) ARF6 の新規下流分子としての Vezatin の機

能解析 

ARF6 を介する樹状突起の形成制御経路の解明

のために、GTPase 活性を欠落した恒常的 GTP 結

合型 ARF6 変異体を餌にして酵母ツーハイブリ

ット法を用いて下流効果分子の探索を施行した。

その結果、ミオシン VIIA 及びカドヘリンーカテ

ニンと複合体を形成することが知られていた膜

蛋白質である Vezatin の単離に成功した 

(Sanda et al., 2010)。生化学的な解析により、

Vezatin は、ARF ファミリー分子のうち GTP 結合

型 ARF6 に特異的に結合すること、さらに ARF6

の N 末端のヘリックス領域とスイッチ I と II

を繋ぐ interswitch 領域が結合に重要であるこ

とを明らかにした。遺伝子発現解析の結果、

Vezatin 遺伝子は胎児期より神経系に豊富に発

現し、成熟期脳では海馬に最も強く検出された。

さらに初代海馬神経培養細胞に Vezatin を過剰

発現すると樹状突起の伸長が促進され、一

方、RNA 干渉法により内因性 Vezatin の発

現を抑制すると樹状突起の分岐と伸長が

阻害された。以上の結果より、Vezatin が

ARF6 の下流として樹状突起の形成に関与

する可能性を世界に先駆けて報告した

(Sanda et al., 2010)。また、現在、Vezatin

以外にも単離に成功した ARF6 結合蛋白質

についても解析を遂行している。 

以上、本研究により、ARF6 の樹状突起の形

成における分子機構の一端を明らかにす

ることに成功した。これらの研究成果をも

とに、上流・下流の ARF6 制御分子のネッ

トワークを紐解いていく予定である。なお、

本研究計画では個体レベルでの ARF6 経路

の高次神経機能における解明も目指して

いたが、これに関しては現在、ARF6-GEF 分

子に対するターゲティングコンストラク

トの作成し遺伝子欠損マウス作成を目指

し継続中である。 
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