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研究成果の概要（和文）： 
ｃAMP により誘導される神経突起伸展機構のうち、ほとんど明らかになっていなかった cAMP か
ら細胞骨格を直接制御する経路について、PKA-STEF-Rac1 が主要な因子として働いていること
を見出した。また、NGF による神経突起伸展制御の機構と、今回明らかになった cAMP による機
構を比較することにより、突起先端部での局所的な Rac1 と Cdc42 の活性化が神経突起伸展の最
小基本要素であるという作業仮説を立てるに至った。また軸索極性形成における Rap1B の
instructive な役割を明らかにするとともにその下流のシグナル経路を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
(1) cAMP plays a pivotal role in neurite growth and guidance, but its downstream pathways 
leading to the regulation of Rho GTPases, centrally implicated in neuronal morphogenesis, 
remain elusive. We have shown that phosphorylation of STEF by PKA is critical for Rac1 
activation and neurite outgrowth in dbcAMP-treated PC12D cells. (2) We have shown that 
Rap1B plays an instructive role in neuronal polarization through RalA and Nore1A in 
addition to PI3-kinase. 
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１．研究開始当初の背景 
 
神経細胞が特定の相手と機能的な結合をし
て精妙な神経回路を作り上げる過程で、局
所的なガイダンス因子に応答する成長円錐
の伸展制御は中心的な役割を果たしている。
RhoファミリーG蛋白質およびイノシトール
リン脂質制御系は、外部刺激に応答するシ

グナル伝達経路と細胞骨格／輸送等の制御
系を結びつける機能分子であり、ガイダン
ス制御においても、これらの G 蛋白質とイ
ノシトールリン脂質制御系が Ca2+や cAMP と
並んでキー分子として働いていることが広
く認められている。それにも関わらず、Rho
ファミリーG 蛋白質とイノシトールリン脂
質制御系がガイダンス制御機構の中にどう
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組み込まれて働いているかについては、実
際にはごく限られたことしかわかっていな
い。それはひとつには、運動している成長
円錐で、Rho ファミリーG蛋白質活性やイノ
シトールリン脂質量についての時空間変化
を検出するための適切な方法が存在しなか
ったためである。 

研究代表者が2010年度まで所属していた
研究室では、蛍光共鳴エネルギー移動
（FRET）の原理に基づくプローブを作製し
て、G蛋白質の活性やイノシトールリン脂質
量の局所的な変化を生きた細胞で検出する
技術（FRET イメージング技術）の開発を行
ってきた。特に研究代表者らは、この技術
を使って神経成長因子 NGF による突起伸展
のメカニズムを理解することに注力し、NGF
刺激により誘導された突起先端部に右図の
ような局所的なポジティブフィードバック
とネガティブフィードバックが存在し、突
起形成初期における形態形成の原動力とな
っていることを明らかにした。同様のメカ
ニズムが、神経突起が成熟して伸び続ける
過程や成長円錐ガイダンスの過程でも働い
ているかどうかを検討することにより、神
経突起伸展・ガイダンス制御に共通する形
態変化制御シグナルの基本原理が浮かび上
がってくることが期待できる状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、成熟して伸び続ける神経突
起およびガイダンス因子に応答して方向転
換する成長円錐での Rho ファミリーG 蛋白質
活性とイノシトールリン脂質量の時空間変
化を FRET イメージング技術で可視化し、そ
の知見をもとに、突起伸展・成長円錐ガイダ
ンス制御に共通する神経細胞の形態変化制
御シグナルの基本原理を明らかにすること
である。 
 
３．研究の方法 
 
神経突起、成長円錐での Rho ファミリーG 蛋
白質活性とイノシトールリン脂質量の時空
間変化を FRET イメージング技術で可視化す
ることを中心技術として用い、阻害剤、RNAi
法などをそれと併用し、さらに生化学的な方
法論も用いてシグナル経路を詳細に検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1)ｃAMP により誘導される神経突起伸展機
構の解明 
1975年に Prasadと KumarによりcAMPがヒト
神経芽腫由来の細胞株の神経突起伸展を誘
導することが報告されて以来、様々な系で

cAMP レベルによる神経突起伸展の促進が見
出されている。また、軸索ガイダンスにおい
ても、MAG（ミエリン結合性糖蛋白質）など
による突起伸展の阻害や反発性ガイダンス
を、cAMP レベルの上昇により反転できること
が示されている。in vivo での解析において
も、cAMP が神経軸索再生を促進すること、嗅
覚レセプター(GPCR)を介したｃAMP レベルの
上昇が嗅覚神経ネットワークの標的への到
達に関与することなどが示されている。 
いろいろな組織の細胞でアクチン骨格制

御を担っている Rho ファミリーG タンパク質
は、軸索の成長とガイダンスを含む神経細胞
の形態変化においても中心的な役割を果た
している。実際に、近年の研究で、様々な突
起伸展因子やガイダンス因子の下流から Rho
ファミリーG タンパク質に至るシグナル経路
が明らかにされている。ところが、cAMP から
Rho ファミリーG タンパク質に至る経路につ
いてはほとんど不明であった。研究代表者ら
はこのシグナル経路を明らかにする目的で、
FRET イメージングを用いた解析を行なった。 

PC12D 細胞を dbcAMP で刺激すると、Rac1
の活性はゆるやかに上昇して高いレベルを
保つ。この時に、神経突起伸展に一般的に必
要と考えられている PIP3のレベルは変化し
ない。 

同様の系で５時間の観察を行なうと、５時間 
後には神経突起の先端部で Rac1 と Cdc42 の
局所的な活性が認められるが、このときも突
起先端部には PIP3の集積は見られない。 

cAMP シグナルの下流には、主に PKA を介する
経路と Epac/Rap1 を介する経路があるが、こ
の系での cAMP による Rac1 活性化は、PKA と
STEF/Tiam2を介することがRNAi法とFRETイ
メージングを用いた解析で明らかになった。
また、STEF のノックダウンにより dbcAMP に
よる神経突起伸展は顕著に減少する。in 
vitro での解析から、PKA は主に STEF 上にあ



 

 

る３か所のセリン／スレオニン(Thr749, 
Ser782, Ser1562)をリン酸化することがわか
った。 

その中でも、Thr749 のリン酸化が cAMP によ
る Rac1 活性化と突起伸展において特に重要
である。 

脊髄損傷などの再生治療において、実際に
cAMP 経路の増強が検討されている。この場合、
転写因子である CREB 活性化の影響が広範囲
に及びことを考えると、比較的低レベルの
cAMP を投与した上で、突起伸展シグナルのみ 

を特異的に活性化して相乗的な効果を上
げることができれば有効な治療法となる可
能性がある。本研究の結果はそうした方向に
応用できる可能性を持っていると考えられ
る。 

また、NGF による神経突起伸展制御の機構
と、今回明らかになった cAMP による機構を
比較することにより、突起先端部での局所的
な Rac1 と Cdc42 の活性化が神経突起伸展の
最小基本要素であるという作業仮説を立て
るにいたった。今後、ほかの刺激による神経
突起伸展および３次元での突起伸展の系な
どで同様の解析を行なって、その作業仮説の
検討を行なう予定である。 

 
(2)軸索極性形成における Rap1B の役割の解
析 
一本の軸索と多数の樹状突起が生じてくる
いわゆる「軸索極性形成」は神経の発生過程
において重要なステップであり、この１０年
間でそれに関わる多くの分子が同定されて
きた。そのうちのひとつが Ras ファミリーG
タンパク質である Rab1B であるが、Rab1B が

どのようなシグナル経路を介して軸索極性
形成に寄与しているかは断片的にしか理解
されていない。研究代表者らは、FRET センサ
ーを海馬神経細胞に導入して、ステージ２お
よびステージ３（in vitro 培養開始後１２～
２４時間）でのイメージングを行なうことで
そのシグナル経路の解析を行なった。 
FRET イメージングにより、ステージ２では

複数の未成熟な神経突起で見られていた

Rap1B の活性化が、極性形成が行なわれるス
テージ３では、将来軸索になると予想される
最も長い神経突起（future axon）で特異的
に見出されることがわかった。 
 これに対し、同様に極性形成において重要
な役割を果たすとされる PIP3の集積や Cdc42
の活性化は、future axon 特異的ではなく、
それ以外の神経突起でも伸長が見られる場
合には観察されることがわかった。このこと
から、極性形成においてRap1Bはinstructive
な役割を果たし、PIP3や Cdc42 は permissive
な役割を果たすことが考えられる。 
次に研究代表者らは、Rap1B のエフェクタ

ー変異体を用いて極性形成に関与する下流
シグナルを明らかにすることを試みた。
Rap1B G12V/E37G と Rap1B G12V/Y40C の過剰
発現により複数の軸索を持つ神経細胞の割
合が有意に増大した。生化学的および細胞生
物学的な解析により、Rap1B G12V/E37G の下
流に RalA と Nore1A が存在することがわかっ
た。ステージ３での RalA の活性化は Rap1B
と同様に future axon に限られていた。実際、
RalA の優勢劣性変異体を発現させた神経細
胞では、Rap1B G12V/E37G による複数の軸索
を持つ神経細胞の増加が有意に減少した。ま
た微小管の動的制御に関わるとされる
Nore1A のノックダウンは有意に軸索極性形
成を阻害した。一方で、Rap1B G12V/Y40C は
軸索極性形成に必須である PI3キナーゼにシ
グナルを流していることがわかった。以上の
解析から、Rab1B は軸索極性形成において
instructive な役割を果たし、その下流では
RalA、Nore1A、PI3 キナーゼが働いていると
考えられる。 
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