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研究成果の概要（和文）：神経軸索の再生に不可欠であるTC10は、膜輸送の制御に加えて微小管安定化を通して
も軸索伸長に働く。この際に神経細胞では、小胞上にあるTC10がPAK2→JNK→微小管制御因子であるSCG10と
MAP1Bのリン酸化という経路で局所的にシグナルを流す。Rab7はリソソーム分解経路のマスターレギュレーター
であり、アルツハイマー病モデルを使って、Rab7活性を可視化するセンサーにより変性疾患とリンクするRab7活
性分布の異常を検索する研究を進めた。AAVによりRab7センサーを神経特異的に発現させ、共焦点顕微鏡による
FRETイメージングでのRab7活性分布の解析を脳スライス等で行う系を立ちあげた。

研究成果の概要（英文）：TC10, which is critical for axon regeneration, promotes axon outgrowth 
through microtubule stabilization in addition to membrane addition to the plasma membrane. In 
neurons, TC10 on vesicles locally transmits signals through the pathway of PAK2→JNK→SCG10 and 
MAP1B, which regulate microtubule stability.　Since Rab7 is a master regulator of the lysosomal 
degradation pathway, we have searched for abnormalities in the distribution of Rab7 activity linked 
to the onset of degenerative diseases using FRET sensor in Alzheimer's disease models.  For this 
purpose, we have established a system in which the Rab7 sensor is expressed specifically in neurons 
by AAV and thereby the distribution of Rab7 activity is analyzed by confocal FRET imaging in neurons
 and brain slices.

研究分野：分子・細胞神経科学

キーワード： 軸索伸長　軸索再生　軸索変性　微小管　細胞内輸送　G蛋白質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Rho GTPasesによるアクチン骨格制御は詳細に明らかにされているが、微小管制御の分子機構は多くの点が不明
である。本研究により、神経細胞においては小胞上のTC10が局所的に微小管安定化に働くことを示し、Rho 
GTPasesと微小管制御をつなぐシグナル経路を初めて明らかにした。またTC10による微小管安定化経路が軸索再
生・変性の決定過程に重なって働く可能性が示され、今回の知見は軸索変性治療の開発において有用と考えられ
る。神経変性疾患とリンクするRab7活性分布の異常を検索するシステムを本研究で立ち上げたことにより、神経
変性疾患の発症と細胞内輸送の障害を結び付ける解析系を提供できる。

※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 

神経細胞が特定の相手と機能的な結合をして精妙な回路を作り上げる過程で、局所的なガイダ

ンスキューに応答する軸索の伸長制御が中心的な役割を果たしている。また、でき上がった回路

の軸索が損傷を受けると、環境や神経細胞の成熟度によって、あるものは再生して標的に再投射

し、あるものは軸索が変性して細胞自体の死につながる。この軸索の再生と変性のシグナル経路

の間には分子レベルで重要なオーバーラップがあることが見出されている。さらには、損傷で起

きる軸索変性と、神経変性疾患の初期に生じる軸索変性とを関連づけて理解できると想定され

ている。こうした軸索の伸長・再生・変性というマクロな現象を支えるものとして軸索における

順行・逆行輸送があり、その双方向輸送を Rab 分子などのＧ蛋白質が時空間的に制御するという

構造になっている。ところが、膜輸送が時空間的に変動し続ける局所的な事象の集まりであるこ

とや、個々のＧ蛋白質が結合するエフェクターが多様であるために、制御マシナリーの実体は十

分には理解されていない。 

 

２．研究の目的 

神経軸索の伸長・再生・変性というマクロな過程を共通して支えるものとして軸索内部での順行

と逆行の輸送があり、Rab 分子などのＧ蛋白質がモーター分子などを介してその輸送を制御して

いる。しかしながらそうした時空間的な制御の実体は多くがブラックボックスのままである。本

研究は、軸索の伸長・再生・変性それぞれに大きく関わる軸索での順行と逆行の輸送をＧ蛋白質

シグナルがどう制御しているかを理解することを目的とする。これにより、軸索の伸長・再生・

変性という過程を互いに結びついたものとして統一的に理解するための枠組みを見出すことが

期待できる。(1) Rab11 の GTP 結合型と GDP 結合型それぞれが軸索でのリサイクリング小胞の輸

送にどう関わって軸索の伸長や再生に働くのかを明らかにする。(2) 輸送に関わる Rho ファミ

リーＧ蛋白質 TC10 の KO マウスで見られる軸索再生やガイダンスに関わる異常がどのような輸

送障害から起きてくるかを明らかにする。その解析により、成熟した中枢神経細胞での軸索再生

能の低下に TC10 が関わっているかという問いに答える。(3) 成長円錐や軸索のリソソーム分解

経路で働く Rab5-Rab7 スイッチ（小胞上で Rab5 が Rab7 に置き換わる機構）の実体を解明し、神

経変性疾患と直接結びつく可能性のある軸索変性や輸送障害が、Rab スイッチ機構の変化とどう

いう関係にあるのかを突き止める。 

 

３．研究の方法 

軸索内部での順行と逆行の輸送が神経軸索の伸長・再生・変性というマクロな過程を共通して支

えており、Rab 分子などのＧ蛋白質がモーター分子などを介してその輸送を制御している。本研

究では、Ｇ蛋白質シグナルによる軸索での双方向性の輸送の制御機構のコアをなす３つのマシ

ナリー ①Rab11 とリサイクリング小胞の輸送、②TC10 と軸索再生機構、③成長円錐及び軸索で

の Rab5-Rab7 スイッチ機構について、輸送が行われている状態のまま分子活性を可視化できる

FRET センサーと高速高精細なイメージングを用いて定量的に調べて、マシナリーの分子機構を

解明することを目指す。 

 

４．研究成果 

(1) 軸索伸長における TC10 による微小管安定化機構の解明 

哺乳類成体の中枢神経軸索は損傷からの再生能力を失っている。この再生能の欠如は、末梢神

経や発生期哺乳類の中枢神経が示す軸索再生能の高さと対照をなす。私たちは、これまでに、膜

輸送の制御を通じて神経突起の伸展を促進する TC10（Cdc42 に近縁な Rho ファミリーGタンパク

質）が末梢神経の再生に不可欠であること、および人工的に誘導された中枢神経の軸索再生にも

重要であることをノックアウト（KO）マウスの解析により示した。また、本研究で、TC10 が膜輸

送の制御だけでなく、微小管を安定化させて軸索の退縮を防ぐことによって神経突起伸展を促

進していることを見出した。TC10 単独の遺伝子欠損で微小管制御に異常が生じることは予想外



の結果であった。TC10 から微小管安

定化までのシグナル経路を明らかに

することを目的として海馬初代培養

神経細胞を用いて解析を行った。

TC10は細胞膜とRab11陽性小胞に存

在し「TC10 活性は小胞上で高く細胞

膜上で低い」ことがわかっている。

TC10 欠損により、安定な微小管のマ

ーカーであるアセチル化チューブリ

ン量が低下する。この表現型は、野

生型 TC10 や小胞のみに局在する

TC10 変異体でレスキューできるが、

細胞膜に局在する TC10 変異体では

レスキューできない。また生化学的

解析により、TC10→PAK2→JNK→微小管制御因子である SCG10 と MAP1B のリン酸化という経路で

微小管安定化シグナルが流れるモデル（右上図）を考えている。PAK2、JNK のスキャフォールド

である JIP1、SCG10 は TC10 と同じ小胞に存在するというデータと前述のレスキュー実験の結

果から、小胞上の TC10 が局所的に微小管安定化に働くと考えられる。TC10 による微小管安定

化は TC10 による軸索再生の促進に直接働くと推測され、AAV を用いた検証系を構築した。 

(2) 分解経路のマスターレギュレータ―である Rab7 の解析 

後期エンドソームやリソソームで構成される分解経路は細胞内輸送の主要ルートの１つである。

リソソームはエンドサイトーシス、オートファジー、貪食の各経路から生体高分子や細胞内小器

官などを受け取って分解する役割を持つ。また、変性蛋白質の細胞内蓄積に由来する神経変性疾

患の初期病変の多くについて、リソソームの形成と細胞内配置の異常が関わると考えられてい

る。Gタンパク質である Rab7 は、オン（GTP 結合型）とオフ（GDP 結合型）の二状態をシャトル

する分子スイッチであり、分解経路のマスターレギュレータとして働いている。 

① エンドソーム経路で働く Rab7 の小胞膜リクルートメントの解析 

Rab7 は分解経路のマスターレギュレータとして働いているが、その局所的な活性制御や特定の

小胞膜へのターゲティングについては理解が十分でない点が多く、分子機能の生理的意義を考

える際に障害になっている。そこで本研究では、Rab7 の活性と局在の関係を新しい視点から見

直すことを試みた。 

EGFP と融合させた Rab7-T22N 変異体（ほぼ全てが GDP 結合型）を恒常的に発現する細胞株

（COS-7 細胞および HeLa 細胞）を作製して定常状態で観察した。Rab7-T22N はどちらの細胞株で

も細胞質だけではなく小胞膜にも存在していた。一般的に、Rab 分子はオフ（GDP 結合型）状態

では RabGDI と結合して細胞質に存在し、オン（GTP 結合型）状態では RabGDI から離れて膜に移

行して機能すると考えられているが、Rab7 についてはその定説と異なる制御が存在することが

示唆された。次に各種エンドソームマーカーと Rab7-T22N の共局在を検討した。初期エンドソー

ムのマーカーとして EEA1 と APPL1 を使用した。Rab7-T22N 陽性小胞の 50%には EEA1 が存在し、

20%にはAPPL1が存在した。したがってRab7-T22N陽性小胞の大部分は初期エンドソームである。

LAMP1（後期エンドソームおよびリソソームのマーカー）および Lysotracker（リソソームのマ

ーカー）は Rab7-T22N とはほとんど共局在しなかった。以前に、4回膜貫通型蛋白質である RABAC1 

(Yip3，RPA1 とも呼ばれる)が、RabGDI から Rab を引き離すことで複数の Rab 分子を小胞膜へリ

クルートすること、RABAC1 と Rab7 の間にある程度の強さの結合があることが報告されている。

そこで EGFP-Rab7-T22N 定常発現細胞株で RABAC1 をノックダウンして Rab7-T22N の局在の変化

を検討したところ、予想に反してノックダウン細胞ではコントロール細胞よりも多くの Rab7-

T22N が小胞にリクルートされた。このように Rab7 には他の Rab 分子と異なる特有の膜ターゲテ

ィングが存在することがわかった。 

② アルツハイマー病とリンクする Rab７活性分布異常の解析 

アルツハイマー病（AD）発症の最初期において初期エンドソームの肥大化が認められ、この異常

は AD 発症のトリガーとなると考えられている。ただし初期エンドソームを肥大化させるメカニ



ズムについては、初期エンドソームから後期エンドソームへの移行（およびその背景にある Rab5

から Rab7 への移行）の異常が想定されるものの、十分に明らかになっていない。私たちは、Rab5

や Rab7 の FRET センサーを用いることで細胞内分解経路の制御機構の解析を進めており、マク

ロピノサイトーシスでの初期エンドソームから後期エンドソームへの移行において、マクロピ

ノソーム上で Rab5 活性が低下する必要があるが、この過程には活性型 Rab7 に依存した Rab5 活

性化因子 ALS2 の離脱が必要であることを見出した。また、Neuro2A細胞を使って、優勢劣性型Rab7

の発現や Rab7 不活性化因子の発現といった Rab7 の持続的な活性低下の誘導により、初期エンドソ

ームでRab5活性上昇が起きることを確認している。さらに、アルツハイマー病モデル（swedish変

異体）を使って、Rab7 活性を可視化するセンサーにより変性疾患とリンクする Rab7 活性分布の

異常を検索する研究を進めた。AAV により Rab7 センサーを神経特異的に発現させ、共焦点顕微

鏡による FRET イメージングでの Rab7 活性分布の解析を脳スライス等で行う系を立ちあげた。 

(3)神経突起での輸送過程の Rab11 活性変化の可視化 

Rab11 はリサイクリング経路を制御するマシナリーの中心因子のひとつであり、リサイクリン

グ経路が関わるさまざまな細胞機能への関与が報告されている。そのひとつが神経突起伸展で

あり、その促進にはリサイクリング経路による膜の付加が必要であることがわかっている。そこ

で、神経突起伸展時の膜制御において Rab11 が組み込まれているマシナリーがどう働いている

かを明らかにするために、Rab11 の時空間的な活性変化を可視化する FRET センサーの作製を行

い、ダイナミックレンジが最も大きいものとして Raichu-A658 センサーを得た。Raichu-A658 セ

ンサーを神経細胞株 N1E-115 に発現させて、神経細胞株の突起上を移動する小胞での Rab11 活

性を検討した。停止している小胞上の Rab11 活性の方が移動している小胞上の活性よりも高い

傾向があるという結果が得られた。 
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