
大阪大学・大学院連合小児発達学研究科・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

軸索起始部に着目した神経可塑性に関わる新規分子機構

Molecular Mechanisms for axon initial segment plasticity in neurons

６０４０２５６７研究者番号：

吉村　武（Yoshimura, Takeshi）

研究期間：

２０Ｋ０６８５５

年 月 日現在  ５   ４ ３０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：軸索起始部は可塑性を有しており、その骨格構造は変化する。本研究課題は軸索起始
部に特有な細胞骨格を制御する分子機構を解き明かすことを目的とした。Cdk5が軸索起始部の細胞骨格分子
ankyrin-Gをリン酸化することを見出し、そのリン酸化部位を同定した。また、注意欠如・多動症や自閉スペク
トラム症様の行動を示すモデル動物の脳において軸索起始部の構造に変化が起きていることも見出した。Cdk5は
ankyrin-Gのリン酸化を介して軸索起始部特異的な細胞骨格構造の形成に重要な役割を果たしており、神経発達
症様モデル動物においてそのリン酸化制御が破綻していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The axon initial segment (AIS) is plastic and may change in response to 
activity and disease. The molecular mechanism by which the AIS forms remains unclear. In this study,
 we report that Cdk5 phosphorylates ankyrin-G, a master organizer of AIS. We identified the 
phosphorylation site of ankyrin-G by Cdk5. We observed abnormalities in AIS length in rodent models 
of attention-deficit hyperactivity disorder and autism spectrum disorder. These results suggest that
 Cdk5 regulates the AIS formation through the phosphorylation of ankyrin-G. Abnormal neuronal output
 due to abnormalities in the AIS may contribute to the pathophysiology of neurodevelopmental 
disorders such as attention-deficit hyperactivity disorder and autism spectrum disorder.

研究分野： 分子神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から、Cdk5はankyrin-Gのリン酸化を介して軸索起始部に特異的な細胞骨格構造の形成に重要な役割
を果たしており、注意欠如・多動症や自閉スペクトラム症様モデル動物においてそのリン酸化制御が破綻してい
ると考えられる。Ankyrin-G (ANK3)のヒト遺伝子変異により注意欠如・多動症や自閉スペクトラム症などが引き
起こされることが報告されており、本研究は注意欠如・多動症や自閉スペクトラム症の病態解明の手がかりにな
ることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 可塑性とは、物質が外力を受けるとそれに反応して変形し、力を取り去ってもその形状が保持
される性質である。神経系の構造や機能は遺伝情報によって全てが決定されているわけではな
く、様々な内的・外的環境によって常に変化し、それを保持する。この現象は神経可塑性と呼ば
れ、脳の学習や記憶、発達に大きな役割を果たしている。1969 年に Raisman 博士が神経可塑性
という概念を確立した（Raisman, Brain Res, 1969）。この報告以降、約半世紀にわたってシナ
プスにおける可塑性の研究は多くの研究者達によって進められ、現在もその勢いは衰えるどこ
ろか増している。 
 神経軸索の根元は軸索起始部と呼ばれ、軸索と細胞体/樹状突起の架け橋である高度に特殊化
された区画である。軸索起始部は活動電位発生と神経極性維持という主に２つの機能を担う。
2010 年に新規の神経可塑性として軸索起始部の構造が可塑的であると報告された（Grubb et al., 
Nature, 2010; Kuba et al., Nature, 2010）。この新しい神経可塑性の発表後、指定難病に認定
されている重度精神遅滞やてんかんを特徴とするアンジェルマン症候群のモデルマウスや脳卒
中モデルマウスなどでも軸索起始部の長さが変化していると報告された（Yoshimura and 
Rasband, Curr Opin Neurobiol, 2014）。しかし、どのような分子機構で軸索起始部の長さが変
化するのかは未だ理解されていない。そもそも、どのような分子機構で軸索起始部が形成される
のかすら未だ明らかではない。 
 細胞骨格は細胞の形態形成に必須である。軸索起始部では ankyrin-G とαII-spectrin、βIV-
spectrin という軸索起始部に特有な細胞骨格がナトリウムチャネルなどの分子と結合し、それ
らを軸索起始部に集積させている（Liu and Rasband, Front Cell Neurosci, 2019）。細胞骨格
の制御には多くのリン酸化シグナルが関与していることが知られている。故に、研究代表者は軸
索起始部に特有な細胞骨格のリン酸化制御に着目すれば、軸索起始部の可塑性の分子機構が解
明できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題は、蛋白質リン酸化酵素に着目し、軸索起始部に特有な細胞骨格を制御する分子機
構を解き明かすことを目的とした。軸索起始部の細胞骨格分子の中でも ankyrin-G は軸索起始
部のマスターオーガナイザーとして知られており、蛋白質リン酸化酵素 Cdk5 のコンセンサス配
列を有することから研究代表者は ankyrin-G に着目した。また、ankyrin-G (ANK3)のヒト遺伝子
変異により注意欠如・多動症(ADHD)や自閉スペクトラム症などが引き起こされることが報告さ
れていることから、注意欠如・多動症(ADHD)や自閉スペクトラム症様の行動を示すモデル動物の
脳において軸索起始部の構造に変化が起きているか調査した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Cdk5 による ankyrin-G のリン酸化を検討するための in vitro キナーゼアッセイ 
 GST タグを付けた ankyrin-G 変異体（GST-ankyrin-G）を COS7 細胞に発現させた後、Pull-down
アッセイによって GST-ankyrin-G を単離した。GST-ankyrin-G に精製された Cdk5 および RI標識
[γ-32P]ATP を加えて反応させた。試料を SDS-PAGE で分離後、オートラジオグラフィーを用いて
放射能標識されたバンドを検出した。また、銀染色により基質蛋白質を検出した。 
 
(2) ADHD 様および ADS 様の行動を示すモデル動物の作製と評価 
 マウスの脳発達期に神経毒 6-OHDA と選択的ノルアドレナリン再取り込み阻害剤（デシプラミ
ン）を用いて ADHD 様モデルマウス作製した（Avale et al., Mol Psychiatr, 2004; Bouchatta 
et al., Sci Rep, 2018）。作製した動物は行動解析（オープンフィールド試験）を用いて評価し
た。ADHD 様モデルラットとして Lister hooded（LH）ラットを用いた（Jogamoto et al., Neurochem 
Int, 2020）。ASD 様モデルマウスとして Zbtb16 ノックアウト（KO）マウスを用いた（Usui et 
al., Transl Psychiatry, 2021）。 
 
(3) ADHD 様および ADS 様の行動を示すモデル動物の軸索起始部の長さの測定 
 ADHD 様モデルマウスおよび ADHD 様モデルラットと ASD 様モデルマウスの還流固定を行い、ク
リオスタットを用いて脳切片を作製後、抗 ankyrin-G 抗体を用いた免疫染色法により軸索起始
部を染色して長さを測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Cdk5 による ankyrin-G のリン酸化部位の同定 



 Cdk5 が Ankyrin-G をリン酸化するか調べるために、GST-Ankyrin-G 切断変異体と Cdk5 を用い
て in vitro キナーゼアッセイを行った。複数の Ankyrin-G 切断変異体のリン酸化が検出された
ことから、Cdk5 により Ankyrin-G は数カ所リン酸化されると考えられる。特に、Ankyrin-G のβ
IV-spectrin との結合領域が強くリン酸化されていることから、Cdk5 による Ankyrin-G のリン
酸化がβIV-spectrin との結合に影響を与えると考えられる。この領域にあるリン酸化予想部位
をアラニンに置換した Ankyrin-G 変異体を用いて in vitro キナーゼアッセイを行った。このア
ラニンに置換した Ankyrin-G 変異体においてリン酸化レベルが顕著に低下した。故に、Cdk5 に
よりリン酸化される Ankyrin-G の主なリン酸化部位を同定した。 
 
(2) ADHD 様および ADS 様の行動を示すモデル動物における軸索起始部の長さの変化 
 過去に報告されている方法で薬剤誘導 ADHD 様モデル動物を作製し、その動物の行動解析を行
った。オープンフィールド試験により、コントロールマウスと比較して薬剤を用いて作製したマ
ウスは総移動距離や総移動時間、平均速度が上昇していた。過去の報告通り、薬剤を用いて作製
したマウスは ADHD 様の行動を示した。 
 ADHD 様モデルマウスの内側前頭前野（mPFC）および一次体性感覚野バレルフィールド領域
（S1BF）の軸索起始部の長さを測定した。コントロールマウスと比較して、ADHD 様モデルマウ
スの mPFC 2/3 層および S1BF 2/3 層と 5層において短い軸索起始部が観察された。次に動物種
を変えて、ADHD 様モデルラットの軸索起始部の長さを測定した。ADHD 様モデルラットの mPFC 
2/3 層および S1BF 2/3 層において短い軸索起始部が観察された。ASD 様モデルマウスにおいて
も同様に軸索起始部の長さを測定した。ASD 様モデルマウスの S1BF 2/3 層と 5層において短い
軸索起始部が観察された。 
 
 以上の結果より、ADHD 様モデルマウスおよび ADHD 様モデルラットの脳の特定領域において、
軸索起始部の骨格構造が正しく作ることが出来ていないことが明らかとなった。ADHD 様モデル
マウスおよび ADHD 様モデルラットで同様の結果が得られたことから、動物種を超えて ADHD 様
の行動を示す動物で軸索起始部の骨格構造が変化していることが考えられる。また、ASD 様モデ
ルラットでも同様に軸索起始部の骨格構造が正しく作ることが出来ていないことから、神経発
達症に共通して見られる変化であると考えられる。本研究により、Cdk5 は ankyrin-G をリン酸
化することが明らかとなった。神経細胞において Cdk5 は ankyrin-G のリン酸化を介して軸索起
始部特異的な細胞骨格構造の形成に重要な役割を果たすことが考えられる。ADHD 様や ASD 様の
行動を示すモデル動物において Cdk5 による ankyrin-G のリン酸化制御が破綻していることが考
えられる。研究代表者はこれらの結果を学会で発表し、ADHD 様および ADS 様の行動を示すモデ
ル動物における軸索起始部の長さの変化に関して論文として報告した（Usui et al., Neurochem 
Int, 2022）。Ankyrin-G のリン酸化に関しては論文投稿準備中である。また、本研究に関する総
説を発表した（吉村, 生化学, 2021; 吉村ら, 子どものこころと脳の発達, 2021）。 
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