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研究成果の概要：神経突起などの「かたち」の変化は、記憶学習の基盤と考えられている。申

請者らは、「かたち」をコントロールするアクチン細胞骨格に結合する性質と、遺伝子を制御

する性質の両方を持つ分子群[megakaryoblastic leukemia (MKL)と Phactr]に焦点を当てた研

究を行った。神経細胞は、樹状突起と軸索という特徴的なかたちを持っているが、本研究結果

から、MKL は主に樹状突起形態を、Phactr は軸索形態をコントロールしている可能性が示唆さ

れた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 480,000 3,780,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学•生物系薬学 
キ ー ワ ー ド ： serum response factor, megakaryoblastic leukemia, phactr, siRNA, 

transcription factor, 大脳皮質ニューロン 
 
１．研究開始当初の背景  RPEL ファミリーは、総じて細胞の「かたち」

に影響を及ぼす性質があり、転写コアクチベ

ー タ ー と し て の 機 能 も 兼 ね 備 え た

MAL(megakaryocytic acute leukemia)ファミ

リ ー と Phactr(phosphatase and actin 

regulator)ファミリーとに大別される。MAL

ファミリーは、SRF (serum response factor)

に結合し、転写を活性化する。申請者らは、

すでにMALファミリーがRho-アクチン動態の

活性化で核移行すること、大脳皮質ニューロ

ンを用いた解析で樹状突起の形成あるいは

 神経突起やシナプスの形態変化は、神経回

路網構築や再編成に不可欠な記憶学習の基

盤である。近年、形態変化に寄与する分子群

の機能解析がなされてきたが、その多くがア

クチンなどの細胞骨格系タンパク質と相互

作用するという共通の性質を有している。申

請者らは、そのなかでもアクチン結合モチー

フ RPEL（コンセンサス配列 RPXXXEL）を有す

る分子群（総称：RPEL ファミリー）に着目し

ている。 



維持に必要であることを明らかにしている。

また、脳の発生が進むにつれて MALmRNA の発

現上昇が認められること、MAL が樹状突起上

に点状クラスターを形成していること、脳由

来神経栄養因子 BDNF で MAL リン酸化が促進

されること、そして突起上を輸送される可能

性を示している。以上の研究成果は、MAL フ

ァミリーには神経突起形態と遺伝子発現と

をリンクさせるユニークな機能が備わって

いることを示唆している。しかしながら、も

う一つの RPEL ファミリー、Phactr ファ   

ミリーの解析は遅れている。Phactr は、脳に

高発現するタイプのものや神経シナプスへ

の局在が報告されているものなどがあり、細

胞株への過剰発現により細胞の「かたち」を

変化させる（フィロポディア様、ラメリポデ

ィア様）ことが海外研究者により報告されて

いる。また、一部の Phactr ファミリーメン

バーは核に存在するなど、核内情報制御にも

関与する可能性がある。以上の背景は、MAL

ファミリーのみならず、RPEL ファミリー全体

が「かたちと遺伝子発現をリンクさせる共通

の仕組み」を有している可能性を示唆する 

                  
②その後、in situ hybridization あるいは
リアルタイム PCR 解析により、それぞれのバ
リアントの脳内発現部位や発現量に関する
基本的情報を得る。具体的には、マウスある
いはラットの脳切片を作製し、ラジオアイソ
トープラベルしたプローブにより、in situ 
hybridization を行う。リアルタイム PCR 解
析は、脳の各領域から RNA を調製する必要が
ある。海馬、大脳皮質、線条体、小脳から組
織を採取し、凍結させたものをポリトロンホ
モジナイザーで粉砕し、RNA を採取する。リ
アルタイム PCR には、CyberGreen 蛍光色素を
用いる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者らがこれまで行った研

究成果を発展させる（MAL ファミリーと

Phactr ファミリーの相互関係をさぐる）ため、

最初に Phactr ファミリーのクローニングと

機能解析を行う。これは最初の到達目標であ

り、RPEL ファミリー全体の基本的性質を正確

に、そして着実に理解することを意味する。

そして、Phactr ファミリーが惹起する神経系

特有の生命現象（樹状突起や軸索の形態変

化）に関する分子レベルの解析に取組む。（具

体的には、神経形態における役割を細胞生物

学的に解析したり、遺伝子発現レベルの研究

を分子生物学的に遂行したりする。）そして、

これまで解析されていなかった MALファミリ

ーとの相互関係について明らかにする予定

である。 
この達成目標は、今後個体レベルの実験を遂
行していくための基礎的情報を得る、という
点でも必要不可欠である。後半では、具体的
現象として、神経回路構築に不可欠な細胞移
動と神経突起形態制御を念頭に置いた解析
を個体レベルの実験も含めて実行する予定
である。 
 
３．研究の方法 
（１）Phactr ファミリーのクローニングと機
能解析。 
①研究目的の項でも述べたが、最も重要なこ
とは、MAL ファミリーと Phactr ファミリーと

の相互関係を調べるための「土台」づくりを
着実に行うことである。最初に、脳神経系に
おいて発現している Phactr ファミリーのク
ローニングに取組む。これは、現在４つ知ら
れている Phactr メンバーのスプライスバリ
アントを含めてクローニングする。クローニ
ング戦略としては、RPEL モチーフをコードす
る配列をプライマーとした部分 cDNA クロー
ンを得たあと、RACE 法による全長クローニン
グを行うという常法に則る。 

③次に、機能解析ツールとして有用となるタ

グ付き発現ベクターの構築を行う。タグとし

ては、FLAG, myc, HA などを用いることとす

る。 

 その後は、具体的な細胞内局在部位、細胞

形態への影響、転写への影響などの機能解析

に移る。前述した発現ベクターを NIH 3T3 細

胞などの細胞株に導入し、細胞内局在部位

（細胞質あるいは核）、細胞形態（フィロポ

ディア、ラメリポディアの形成の有無など）

を調べる。MAL ファミリーは、SRF の転写コ

アクチベーターとして機能するため、Phactr

バリアントがその機能性に影響を与えるか

どうかアッセイする（SRF レポーターを用い

たルシフェラーゼアッセイによる）。また、

申請者らは、Banker らの方法に基づいた海

馬ニューロンの長期培養法を導入すること

で、シナプス形態を効果的に観察する方法を

既に試みており、現在、ほぼ確立するに至っ

ている。したがって、細胞株のみならず、ニ

ューロンを用いた細胞内局在の詳細（細胞質

と核のみならず、樹状突起のスパインあるい

は軸索末端にいたる局在）を調べることが可

能である。 
 
４．研究成果 
 2007 年度においては、ラットおよびマウス
の海馬 cDNA ライブラリーから Phactr3 オー
ソローグのクローニングを行った。そして、
HA タグ付き発現ベクターにサブクローニン
グを行った。そして、NIH3T3 細胞にそれら発
現ベクターを導入し、免疫染色による形態観



察および SRF レポーターアッセイを行った。
その結果、NIH3T3 細胞がフィロポディア様突
起を形成するなどの形態変化が起こること
が明らかとなった。また、SRF レポーターア
ッセイの結果から、若干の SRF 転写活性化能
を持つことが明らかとなった。 
 つぎに、2008 年度では、培養大脳皮質ニュ
ーロンに HA タグ付き発現ベクターを遺伝子
導入して機能を解析した。その結果、初代培
養ニューロンでは、Phactr3 の過剰発現が認
められないこと(HA タグ付き発現ベクター導
入後の HA positive neuron が確認されない
ことから)が判明した。内在性のPhactr3 mRNA
およびタンパク質の発現は、他研究グループ
および申請者らも確認していること尾から、
何らかの発現制御システムが存在している
可能性が考えられた。しかしながら、
preliminary な data で は あ る が 、
HA-Phactr3tpGFP を同時に導入したニューロ
ンでは、軸索に相当すると考えられる神経突
起が異常に伸長している現象が観察された。
RPEL ファミリーのもう一つのメンバーであ
る MKL ファミリーは、樹状突起形態に関与し
ていることをふまえると、同じ RPEL モチー
フを有していても MKL は樹状突起形態、
Phactr は軸索形態という役割分担がなされ
ている可能性がある。 
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