
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

３２６６０

基盤研究(B)

2013～2011

膜輸送と細胞骨格編成を統合した神経突起伸展・軸索ガイダンス機構の解析

Analysis of the mechanism of neurite outgrowth driven by membrane transport and cyto
skeletal reorganization

６０３６２６０４研究者番号：

中村　岳史（Takeshi, Nakamura）

東京理科大学・生命医科学研究所・教授

研究期間：

２３３００１３４

平成 年 月 日現在２６   ５ ２４

円    15,500,000 、（間接経費） 円     4,650,000

研究成果の概要（和文）：神経細胞の伸展制御の実体は骨格再編成と膜制御である。特に膜制御に焦点をあてキー分子
の活性を可視化して基本要素の解明を行った。cAMPによる突起伸展ではcAMP→PKA→STEF→Rac1が中心的に働き、先端
部でのRac1とCdc42の局所活性化が制御の最小要素である。海馬細胞の極性形成では最長の突起先端でのみRap1が活性
化し下流でPI3K、RalA、Nore1Aが働く。小胞上のTC10の不活性化がExo70乖離を介してRab11小胞の細胞膜融合を促進し
伸展を正に制御する。突起伸展を促進するRab35のセンサーを開発した。突起先端部の細胞膜でのRab35活性は細胞体の
細胞膜での活性よりも高い。

研究成果の概要（英文）：Cytoskeletal reorganization and the membrane addition are pivotal for neurite outg
rowth. Here we studied the regulation-mechanism of membrane addition using FRET biosensors. TC10 activity 
at the plasma membrane decreased at extending growth cones. GTP hydrolysis of TC10 promotes neurite outgro
wth through exocytic fusion of Rab11- and L1-containing vesicles by releasing exocyst component Exo70. We 
developed FRET sensor for Rab35, which promotes neurite outgrowth. Using Rab35 sensor, we showed that Rab3
5 activity at plasma membrane of growth cones was higher than that of neurite shafts and cell bodies. Phos
phorylation of STEF by PKA is critical for Rac1 activation and neurite outgrowth in dbcAMP-treated PC12D c
ells. We propose that local activation of Rac1 and Cdc42 at neurite tips is necessary for neurite outgrowt
h. Longest neurite-specific activation of Rap1B in hippocampal neurons contributes to polarity formation t
hrough 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

的なガイダンスキューに応答する成長円錐

の伸展制御が中心的な役割を果たしている。

この伸展制御の実体は、細胞骨格の再編成と

小胞輸送による膜の付加・取込みである。前

者を制御する Rho ファミリーG 蛋白質とイ

ノシトールリン脂質の制御機構の理解は近

年急速に進んでいる。その一方で、後者の中

心的制御因子である Rab ファミリーG 蛋白

質が、外部刺激に応答するシグナル経路と小

胞輸送機能をどう結びつけているかはほと

んど未解明である。その大きな理由は、運動

している成長円錐で Rab ファミリー分子の

局所的な活性変化を見る手段がないことで

ある。 

 

２．研究の目的 

本研究は、成長円錐の伸展制御におけるブラ

ックボックスとなっている膜の付加・取込み

の制御機構に焦点をあてて、そのキー分子の

活性動態を可視化し、神経突起伸展・軸索ガ

イダンスの基本要素を明らかにすることを

目的として行った。 

①  膜付加を制御するキー分子である

Rab35 などの FRET センサーを新たに開発

し、神経突起伸展の過程で、Rab5 を含むそ

れらキー分子の活性変化を可視化し、その制

御機構を明らかにする。 

② ２つの分子の活性を同時に可視化でき

るデュアル FRET 法に最適化したセンサー

を開発し、Rho ファミリー分子と Rab ファミ

リー分子の協調的制御の分子的実体を明ら

かにする。 

③ 細胞接着因子依存的な神経突起伸展に

ついて、FRET イメージングによる解析を行

ない、これまでの NGF および cAMP による

突起伸展制御機構の解析から得られた神経

突起伸展の最小基本要素に関する作業仮説

の検証と拡張を行なう。 

④ ガイダンス制御を受けて運動している

成長円錐について、Rho/Rab ファミリー分子

の活性とイノシトールリン脂質の量が「いつ

どこで変化しているのか」を FRET イメージ

ングで可視化して、それらが軸索ガイダンス

制御の中で果たす役割を明らかにする。 

⑤ 以上の成長円錐伸展過程での形態変化

データと分子活性変化データの相関を統計

数理的手法で解析し、神経細胞の形態変化シ

グナル制御を統合した定量的モデルを構築

する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、細胞内の分子活性を生きた細胞

でモニターできる FRET センサーを使用し、

各種の先端技術と組み合わせて使用した。 

 

４．研究成果 

(1) 私たちのグループでは、NGF 刺激により

誘導された神経突起先端部に Rac1/Cdc42 と

PIP3を含む２つのフィードバックループが存

在し、初期突起形成の原動力となることを明

らかにした。ポジティブフィードバックでは

PIP3 →Vav2/3→Rac1/Cdc42 という経路が主

に働く。PIP3 を脱リン酸化する SHIP2 がネ

ガティブフィードバックを担う(Mol Biol 

Cell 2005; J Cell Biol 2007)。これに対し

て、cAMP による神経突起伸展の系では cAMP

→PKA→STEF→Rac1 という経路がその中心で

働いている。NGF 刺激の系との比較から、突

起先端部での Rac1 と Cdc42 の局所活性化が

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。 

 

(2) 海馬神経細胞での軸索極性形成の過程

で、Ras に近縁の G 蛋白質 Rap1 が最も長い神

経突起（future axon）の先端でのみ活性化

することを示した。また Rap1 の新規変異体

を利用して、Rap1 の下流分子のうち、PI3 キ

ナーゼ、RalA、Nore1A が個々に働いて軸索極

性形成に関与することを示した。 



 

(3) 神経突起が伸びるには膜付加による局

所的な表面積の増大が必要であり、成長円錐

まで運ばれてきた小胞が細胞膜にエキソサ

イトーシスすることで必要な膜が供給され

る。Rho ファミリーG 蛋白質のメンバーであ

る TC10 は、GLUT4 小胞の膜提示などでの解析

から、小胞の細胞膜輸送に関与することが知

られている。また活性型 TC10 は、小胞の繋

留に働くエクソシスト複合体のコンポーネ

ントである Exo70 に結合する。最近、TC10 と

Exo70 が神経突起伸展に関わることが報告さ

れた。その際には膜の付加を介することが想

定されるが、具体的なメカニズムはよくわか

っていない。そこで、そのメカニズムを明ら

かにすることを目指して、TC10 の活性をモニ

ターする FRET センサーを使って、神経細胞

株及び海馬初代培養神経細胞での解析を行

った。神経成長因子(NGF)存在下で伸展して

いる PC12 細胞の突起先端部、および海馬神

経細胞の成長円錐において、伸展部に限局し

た細胞膜での TC10 活性の低下が見られた。

またどちらの細胞でも小胞での TC10 活性は

細胞膜での活性よりも高かった。全反射蛍光

顕微鏡を使って、NGF 刺激した PC12 細胞にお

いて TC10 の載った小胞の細胞膜への融合が

観察されたことから、神経細胞で TC10 小胞

がエキソサイトーシスする際には、まず小胞

上に活性型 TC10 が多く存在し、膜融合前に

細胞膜付近で不活性化されると想定される

（2006 年に、私たちのグループは TC10 セン

サーを発現する HeLa 細胞を全反射蛍光顕微

鏡により FRETイメージングすることで、TC10

小胞が細胞膜に融合する直前に小胞上の

TC10 活性が低下することを示している）。ま

た、NGF で誘導される神経突起伸展は TC10 の

ノックダウンで抑制できるが、その抑制を恒

常活性化型 TC10 変異体ではレスキューでき

ないことから、膜融合前の TC10 不活性化が

突起伸展に必要であると考えられる。さらに、

TC10 と Exo70 の共局在の解析により、小胞上

の活性型 TC10 が Exo70 と結合していること

が確認された。先行研究から、活性型 TC10

と Exo70 の結合は、Exo70 を含む８量体であ

るエクソシスト複合体の安定化に働いてい

るので、TC10 不活性化による Exo70 の乖離は

エクソシスト複合体の disassembly→SNARE

複合体による細胞膜への融合につながると

考えられる。また、小胞リサイクリング経路

のキー分子であり神経突起伸展にも関与す

る Rab11 と TC10 の共局在の解析により、

Rab11陽性小胞の大部分に TC10が載っている

ことがわかった。神経細胞株の成長円錐にお

いては、突起伸展能を持つ細胞接着因子 L1

を含む小胞のほとんどが TC10陽性であった。

以上の結果に基づいて、「神経細胞において

は、小胞上の TC10 の不活性化が、Exo70 の乖

離を介して Rab11 および L1 陽性小胞の細胞

膜への融合を促進し、それにより神経突起伸

展を正に制御する」というモデルを提案した。

 

(4) Rab35 は脳神経系を含む多くの組織で発

現している Rabファミリーのメンバーであり、

細胞膜、細胞質、小胞に存在する。Rab35 に

ついては、細胞質分裂や各種のレセプターの

リサイクリングなど多彩な機能を持つこと



が明らかにされているが、脳神経系において

も広範囲の神経細胞で突起伸展を促進する

ことが報告されている。また Rab35 が神経成

長円錐に豊富に存在することが共同研究者

の解析でわかっている。そこで、Rab35 の神

経突起伸展に果たす役割とその活性制御機

構を明らかにするために、Rab35 の FRET セン

サーを開発した。 

 細胞膜での Rab35の活性を検討するために、

Raichu-Rab35（Raichu-A018）の C末端を K-Ras

の C末端に置換した Raichu-A018kxを作製し

た。Raichu-A018kx を発現させた PC12 細胞を

NGFで 24時間処理して突起伸展を誘導した後

に、タイムラプス画像を撮影した。成長円錐

様の突起先端部の細胞膜での Rab35 活性は、

突起のシャフトや細胞体の細胞膜での Rab35

活性よりも有意に高いことがわかった。ただ

し、突起先端部での Rab35 活性変化は先端部

の伸縮とは必ずしも相関しておらず、むしろ

「よく広がった成長円錐様の形態を保持し

ている部分で Rab35 活性が高い」という傾向

があった。これは以前に私たちのグループが

成長円錐での RhoA 活性について報告したの

とよく似た活性化パターンである。前述のと

おり Rab35 は成長円錐に豊富に存在する。ま

た、昨年度の解析から、成長円錐と神経突起

のシャフトにおいて Rab35陽性小胞が存在し

て移動していること、この Rab35 陽性小胞の

約 80%がリサイクリング経路を中心的に制御

する分子である Rab11を持っていることがわ

かっている。こうしたデータから、Rab35 が

成長円錐で何らかの機能を発揮して突起伸

展に働いていると想定される。 
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