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研究成果の概要（和文）：ホスホリパーゼ Cδ3（PLCδ3）はホスファチジルイノシトール二リ
ン酸（PIP2）を分解して二種の主要なセカンドメッセンジヤー（IP3, DAG）を産生する酵素
であり、神経組織に発現が多く見られる。子宮内エレクトポレーションによりマウス胚にて大

脳皮質の PLCδ3 の発現をノックダウンすると皮質板形成時に見られる神経細胞の移動が阻害
された。更に大脳皮質ニューロンや小脳顆粒細胞及び Neuro2a細胞の分化過程で PLCδ3をノ
ックダウンすると神経突起の伸長が阻害されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Phospholipase Cδ3（PLCδ3）, which is highly expressed in neuronal 
tissues, hydrolyzes phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) and generates two 
second messengers, i.e. IP3 and DAG. PLCδ3 knockdown in cerebral cortex of E14 embryo 
by in utero electroporation caused the migratory inhibition of cortical neurons in 
developing cerebral cortical plate. Furthermore, we demonstrated that neuronal outgrowth 
was inhibited in cerebral neurons, cerebellar granule cells, or Neuro2a cells when PLCδ3 
was transiently knocked down during differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
	 PLC はホスファチジルイノシトール二リン
酸（PIP2）を分解して 2 種の主要なセカンド
メッセンジャーであるジアシルグリセロー
ル（DAG）やイノシトール 3 リン酸（IP3）を
産生する酵素であるが、δ型アイソザイムは
酵素活性に必須なドメインや PIP2 に特異的

結合を示す PH ドメイン以外に特徴的な構造
を持たないために活性制御に重要なメカニ
ズムやその生理機能について明らかにされ
ていない点が多い。PLCδ3 は皮膚や精巣等に
も存在するが、発達期の大脳皮質や小脳等の
神経組織にも多く存在する。PLCδ3 ノックア
ウトマウスは顕著な表現型の異常を示さず、
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その機能は長らく不明であった。本研究では
子宮内エレクトロポレーションや初代培養
細胞系を用いて PLCδ3 を一過性にノックダウ
ンすることにより、神経機能における PLCδ3
の生理機能を解明することを試みた。 
 
２．研究の目的 
	 神経突起伸長及び神経細胞移動における
PLCδ3 の機能を明らかにする。また PLCδ3 に
よって制御される神経突起形成に関わる細
胞内シグナル伝達機構を解明する。 
 
３．研究の方法 

 
	 PLCδ3 は大脳皮質や小脳等の神経組織や神
経芽腫細胞に多く存在する。（1）E14 胚にお
いて子宮内エレクトロポレーション法にて
脳室下帯の PLCδ3 をノックダウンし、GFP 陽
性細胞として可視化することにより、大脳皮
質板形成過程における神経細胞の移動（生後
2日目）や先導突起の形成（生後 0日目）に
及ぼす影響を in	 vivoレベルで解析した。(2)	 
E14 胚より大脳皮質ニューロンを調製し、エ
レクトロポレーション法にて PLCδ3 をノック
ダウンすることにより初代培養にて軸索の
伸長や樹状突起の形成過程に及ぼす影響を
解析した。（3）生後 2 日目に単離した小脳顆
粒細胞の初代培養系において PLCδ3 をノック
ダウンすることにより神経突起の形成に及
ぼす影響について解析した。（4）神経芽腫細
胞 Neuro2a を血清除去により分化誘導した系
を用いて PLCδ3 のノックダウンが神経突起伸
長に及ぼす影響を調べた。突起伸長は細胞体
の 2倍の長さ以上の神経突起を有する細胞の
割合を突起伸長率として定義することによ
り定量化した。また（5）PLCδ3 の活性変異体
や他の PLCδアイソザイムを導入することに
より神経突起形成に PLCδ3 活性が重要である
か否かについて解析した。更に（6）血清除
去による Neuro2a 細胞の分化モデルをもとに
アクチン細胞骨格系を制御する Rho ファミリ
ー蛋白質に着目し、PLCδ3 ノックダウン細胞
に Rho 活性変異体を導入、或いは Y-27632 等
の Rho キナーゼ阻害剤で処理することにより、

PLCδ3 による Rho/Rho キナーゼ活性の抑制が
神経突起形成に関与することを明らかにし
た（図 1）。また(7)	 PLC 下流のシグナルとし
て 2種のセカンドメッセンジャーのうちどち
らが重要であるかをイオノマイシンや PMA 等
の PKC 活性化試薬を用いて検討した。	 
	 
４．研究成果	 
（研究の主な成果）	 
(1)	 E14 の ICR マウスの大脳皮質において
PLCδ3 をノックダウンした結果、生後 2 日目
において本来大脳皮質上層部に位置するニ
ューロンの放射状移動が顕著に阻害された
（図 2）。このときの神経細胞の配向性はノッ
クダウンによる影響を受けなかったが、先導
突起の形成が阻害されていた。このことから
PLCδ3 は先導突起の伸長を制御することによ
り大脳皮質ニューロンの移動を制御するこ
とが示唆された。	 
	 
(2)	 大脳皮質ニューロンを E14 胚より調製し、
エレクトロポレーションにより shRNA ベクタ
ーを導入することにより PLCδ3 をノックダウ
ンした後に 3,	 7 日間培養することにより軸
索伸長及び樹状突起の形成に及ぼす影響を
解析した。その結果、軸索の形成や伸長及び
樹状突起の形成がノックダウン細胞では阻
害されることを明らかにした。	 
（3）小脳顆粒細胞を生後 2 日目のマウスよ
り単離し、PLCδ3 を一過性にノックダウンし
た後に分化誘導した結果、ノックダウン細胞
では神経突起の形成が顕著に阻害された。 
(4)	 Neuro2a 細胞において PLCδ3 を一過性に
ノックダウンした後に血清除去により分化

誘導した結果、神経突起の形成率が顕著に低
下した（図 3）。また GFP-PLCδ3 を PLCδ3 ノッ
クダウン（KD）細胞に導入したところ、神経
突起形成が回復した。 
(5)	 PLCδ3 恒常的活性化変異体を Neuro2a や
大脳皮質ニューロンに導入した結果、神経突
起の伸長が促進された。また Neuro2a に活性
変異体 H393A を導入すると神経突起形成の阻
害が見られた。また PLCδ1 は PLCδ3 のノック
ダウンによる神経突起形成の阻害をレスキ

 

 



 

 

ューできな
かった。こ
れらの結果
より PLCδ3
活性が正常
な神経突起
形成に必要
であること
が示された。	 
(6)	 PLCδ3
ノックダウ
ン 細 胞 に
Rho ファミリー蛋白質(Cdc42,	 Rac1,	 RhoA)を
導入し、血清除去による神経突起形成率に及
ぼす影響を解析した結果、ドミナントネガテ
ィブ型 RhoA（DNRhoA）を導入した PLCδ3KD 細
胞でコントロールレベルとほぼ同程度にま
で神経突起形成の回復が見られた。血清除去
をしない場合は DNRhoA を導入した細胞でも
突起形成が誘導されず、分化刺激に伴う
PLCδ3 の活性化が必要であることが示唆され
た。また Rho キナーゼ阻害剤（Y-27632）を
PLCδ3 ノックダウン細胞に投与した結果、ノ
ックダウンにより阻害された突起形成が回
復することを見出した。分化誘導後のコント
ロール細胞では分化前と比べて活性化型
RhoA 及びその発現量が mRNA レベルで減少し
ていたが、PLCδ3KD 細胞では分化前後におい
て RhoA 発現量や活性に変化が見られなかっ
た（図 4）。 
（7）PLCδ3 下流のシグナル経路で神経突起形
成に重要な経路を明らかにする目的で PMA や
イオノマイシン及び thapsigargin が RhoA の
発現レベルに及ぼす影響を解析した。その結
果、コントロール及び PLCδ3 ノックダウン細
胞において 3種全ての試薬で処理した細胞に
ついて無処理時に比べて RhoA の発現が低下

することを明らかにした。	 
	 以上の結果より PLCδ3 は分化誘導シグナル
に応じて Rho 発現量を負に制御することによ
り Rho/Rho キナーゼシグナルを抑制し、突起
伸長に関与することを明らかにした。また
PLCδ3 による神経突起伸長の制御には PLC 活
性が重要であり、PIP2 の分解により生じる 2
種のセカンドメッセンジャー、IP3 及び DAG
の両方が重要であることを示した。PLCδ3 に
よる RhoA 発現レベルの低下による活性の制

御は分化刺激依存的であり、PLCδ3 特有の活
性化調節機構の存在が示唆された。	 
	 
(得られた成果の国内外における位置づけ)	 
	 シナプスの形成等の神経機能に種々のイ
ノシトールリン脂質代謝酵素が関与するこ
とは様々なノックアウトマウスを用いた解
析により明らかにされているが、PLCδ3 のノ
ックダウンによる大脳皮質板形成における
細胞移動の阻害と種々の神経細胞でみられ
る神経突起形成の異常は PLCδ3 が他のイノシ
トールリン脂質代謝関連酵素とは異なる機
能を持つことを示す。PLCδ3 が制御する神経
突起伸長には Ca2+シグナルと DAG による PKC
活性化の二つのプロセスが関与することが
示唆されたが、両方とも神経突起伸長に伴う
RhoA の発現を抑制し、且つ PLCδ1 では PLCδ3
の持つ機能がレスキューされないことから
PLCδ3 特有の機能的差異が PLCδファミリー間
でも存在する点が注目される。滑脳症等の脳
機能発達異常では大脳皮質発生時の神経細
胞移動の異常が見られ、Ca2+シグナルが重要
であることが知られている。PLCδ3 下流のシ
グナルの詳細な解析により脳機能疾患との
関連性が明らかになることが期待される。	 
	 
（今後の展望）	 
	 マウス胚発生時の大脳皮質ニューロンで
は分化や皮質板形成時に Rho の発現や活性が
低下することが知られている。RhoA プロモー
ター活性を制御する可能性のある転写因子
について網羅的解析により PLCδ3 との関連を
明らかにすることで PLCδ3 と RhoA/Rho	 キナ
ーゼシグナルの抑制機構を繋ぐ新たなシグ
ナル経路が見出されることが期待される。ま
た Rho の活性異常は種々の精神疾患を引き起
こすことが知られているが、PLCδ3 による転
写レベルでの RhoA 活性の制御は Rho 活性に
よる他の多くの調節機構とは異なる点でユ
ニークである。Ca2+シグナルが関わる精神疾
患との関連も考慮して両者の違いを生み出
す詳細な分子機構が PLCδ3 による Rho シグナ
ルの制御を解析することにより明らかにす
ることができれば、脳発達障害の治療に有効
な新たな分子標的が明らかになることが期
待される。	 
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