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研究成果の概要（和文）： 微小管は、細胞内の構造・輸送の制御を介して細胞の形態制御において重要な役割を担っ
ている。神経細胞の持つ複雑な形態を構築するためには、特異的な領域で微小管を介した機能が制御されることが重要
である。本研究課題では微小管を構成するチュブリンの翻訳後修飾のうち、チロシン化およびグルタミン酸化について
、神経細胞における形態制御の観点から機能の解明を試みた。この結果、特にグルタミン酸化の低下は頂上樹状突起に
おけるニューロフィラメント分布に異常をもたらすことを見出した。これらの解析に加え、神経細胞の種類に依存した
形態制御機構についても解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Microtubules play central roles in the regulation of cellular morphology. It 
could receive region dependent regulation within the cell, which is especially important in the 
regulation of complicated neuronal cell shape. In this project, we investigated the role of two types of 
post-translational modifications of tubulins, tyrosination and polyglutamylation in the regulation of 
neuronal structure. Especially, we found that polyglutamylation regulate the dendritic distribution of 
neurofilaments. In addition to these tubulin modifications, we investigated the neuronal subtype 
dependent regulation of morphogenesis.

研究分野：神経化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

  微小管は、細胞内の構造・輸送の制御を介
して細胞の形態制御において重要な役割を
担っている。神経細胞の持つ複雑な形態を構
築するためには、特異的な領域で微小管を介
した機能が制御されることが重要である。こ
の過程には、日本のグループを始めとする研
究により、微小管結合タンパク質(MAP)や微
小管モーター(キネシン, ダイニン)などが
関わっていることが示唆されてきたが、特定
の領域を標識することで位置情報を担う分
子の実体は明らかにされていなかった。微小
管は多様な修飾を受けることが以前から知
られていたが、神経細胞における機能につい
て十分な理解がなされてこなかった。最近、
グルタミン酸化やアセチル化など微小管の
翻訳御修飾に関わるいくつかの酵素が同定
され、神経回路の形成・維持における役割に
ついて国内外で注目されている。申請者は、
これまで神経回路形成を制御する細胞内在
的な分子機構に着目して研究を行って来た。
興味深い事に、これらの研究過程で軸索、樹
状突起の伸長が、それぞれ異なった細胞内の
分子ネットワークにより制御されることを
見出した。これらのシグナルは何れも核内に
作用することから、細胞内で特定の突起を標
識する未知の機構と相互作用することによ
り細胞機能を調節すると考え、微小管を構成
するチュブリンの翻訳後修飾の一つである
チロシン化が海馬神経細胞の極性形成時に
おいて軸索—樹状突起を識別する標識として
機能することを発見し、微小管の機能制御が
神経細胞の領域に依存した機能発現に関与
する可能性を示した。グルタミン酸化など他
の修飾や神経形態の制御シグナル因子との
協調など細胞内システムの理解が今後の課
題である。 
 
２．研究の目的 
   
 神経細胞内では多くのシグナル伝達因子
と多様な微小管の制御、アクチンを介した制
御など多くの因子が協調的に機能すること
で細胞の形態を調整すると考えられる。本研
究課題では申請者の研究成果をさらに発展
させ、複数の微小管修飾の機能制御と神経細
胞の形態制御に関わる一連の分子ネットワ
ークを明らかにすることを目的とする。微小
管の修飾についてはチロシン化に加えてグ
ルタミン酸化の神経細胞における形態制御
の観点から解析を行い、その機能を明らかに
する。これまでの研究で、グルタミン酸化酵
素 TTLL ファミリー因子群のノックアウトマ
ウスを作成し、特に脳内でのチュブリン修飾
に関わるサブタイプを同定しており、この神
経細胞を解析することで、グルタミン酸化の
機能を明らかにする。また、これまで報告さ
れている極性確立に関与するシグナル伝達
因子の活性を調節することで、微小管修飾と

の関連を明らかにすることを目的とする。 
 
２． 研究の方法 

 
① 神経細胞の形態制御におけるチュブリ
ンのグルタミン酸化の機能 

 これまでの解析で、チロシン化に加え微小
管のグルタミン酸化も軸索と樹状突起で異
なっており、両者を認識する標識として機能
する可能性が明らかになってきた。グルタミ
ン酸化酵素 TTLL ファミリーのうち TTLL1, 
TTLL7 がそれぞれ脳におけるチュブリン
alpha, beta グルタミン酸化に必要であるこ
とをノックアウトマウスの解析により示し
た。このマウスの脳組織をパラホルムアルデ
ヒド水溶液で灌流固定後、凍結切片を作成し、
免疫組織染色法により微小管修飾、微小管結
合タンパク質等の神経突起を構成する因子
の局在を野生型マウスのものと比較した。ま
たゴルジ染色法により神経突起の分岐形態
を観察し、野生型と遺伝子欠損型で差が検出
されるか否かを検討した。さらに、パラホル
ムアルデヒド／グルタルアルデヒド、および
オスミウム酸で固定した脳組織から超薄切
片を作成し、透過型電子顕微鏡により細胞内
の微細構造を解析することで、神経細胞内に
おけるグルタミン酸化の機能を明らかにす
ることを試みた。 
 

② 神経細胞種に依存したチュブリンチロ
シン化の解析 

 チュブリンの翻訳後修飾の一つであるチ
ロシン化の神経細胞の形態制御における機
能について詳細な解析を行った。すでに海馬
神経細胞において軸索が形成される時期に
神経極性の維持に関与することを示してい
るが、発生時期や神経細胞種に依存した機能
を有するか否かについて解析を進めた。本解
析では海馬錐体細胞とは異なった過程によ
り形態形成を行う小脳顆粒神経細胞につい
て解析を行った。小脳顆粒神経細胞は低密度
での培養が難しいため、海馬神経細胞で用い
られるサンドイッチ法を応用して効率よく
小脳顆粒神経細胞の低密度培養が可能か否
か検討を行った。安定した低密度培養系を確
立した後、細胞内のチロシン化の局在を解析
した。解析には、培養後３日目程度の間もな
い幼弱な神経細胞と培養後１週間程度のよ
り成熟した細胞を用い、発生時期に依存した
微小管修飾の分布の変化を解析することで、
神経細胞の非対称性が確立されるどの時期
から機能するのか、成熟した細胞でも極性の
維持に関与するのかについて解析した。 
 また、チロシン化酵素 TTL に対する siRNA
を幼弱な小脳顆粒細胞ならびに成熟した小
脳顆粒細胞に導入することで軸索の伸長お
よびその維持におけるチロシン化の機能を
解析した。この解析により軸索維持における
チュブリンチロシン化の機能が普遍的なも
のか否かを明らかにすることを試みた。 



 
③ 微小管の制御と協調的に機能する神経
細胞形態制御因子の解析 

 
 これまで報告されている極性確立に関与
するシグナル因子のうち LKB1 および GSK3 の
キナーゼについて阻害剤およびノックダウ
ンにより、下流での微小管チロシン化に変化
が観察される否かを調べた。これらは極性形
成の初期で機能しすると考えられる。LKB1 の
ノックアウトマウスは大脳皮質の層構造、軸
索の異常を示し、チロシン化酵素（TTL）の
ノックアウトマウスの表現型と類似点が見
られる。また、GSK3 はその下流で微小管の機
能を制御すると考えられており、微小管修飾
を調節に関わる有力な因子であると考えら
れた。解析の過程で、海馬錐体細胞と小脳顆
粒細胞において神経極性の制御因子の働き
に違いがある可能性が生じた。これまで神経
極性の解析の多くは海馬神経細胞を用いて
行われていたため、特にGSK3を標的として、
小脳顆粒細胞の初代培養細胞を用いて極性
形成およびその他の形態形成・維持における
GSK3 の機能を詳細に解析し、海馬神経細胞に
おける機能との相違点を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
① 神経細胞の形態制御におけるチュブリ
ンのグルタミン酸化の機能 
 
 グルタミン酸化酵素 TTLL ファミリーのう
ち TTLL1, TTLL7 およびこれら両方を欠損し
たノックアウトマウスの脳組織を抗グルタ
ミン酸化チュブリン抗体を用いた免疫組織
染色法により解析した結果、TTLL1, TTLL7 の
欠損により、大脳皮質の神経細胞内において、
微小管を構成するチュブリンのグルタミン
酸化が顕著に減少することを見いだした。一
方で、脳の重量や大まかな構造には顕著な異
常は認められなかった。TTLL1, TTLL7 両方を
欠損したマウスにおいても、脳内のチュブリ
ングルタミン酸化は、免疫組織染色およびウ
ェスタンブロッティングの結果からある程
度残存していると考えられ、他の TTLL 因子
が相補的に機能している可能性が示唆され
た。一方、大半のグルタミン酸化は消失した
ことから両者が脳内の神経細胞のalphaチュ
ブリン、beta チュブリンのグルタミン酸化を
担う主要な酵素であることが確認された。
TTLL1, TTLL7の欠損による大脳皮質神経細胞
の顕著な形態異常は、ゴルジ染色においても
観察できなかったため、透過型電子顕微鏡法
により神経細胞内の微細構造を解析した。大
脳皮質第 2/3 層の神経細胞を解析した結果、
TTLL1,TTLL7 の欠失によりチュブリングルタ
ミン酸化を抑制したマウスの神経細胞では、
微小管の構造は保たれているものの、ニュー
ロフィラメントが樹状突起内において少な

い傾向が見られ、定量的解析によりその本数
が野生型に比較して有為に減少することが
示された。これに対し、軸索でのニューロフ
ィラメントの分布は正常であり、樹状突起で
のみ異常が観察された。同様の観察は、抗ニ
ューロフィラメント抗体を用いた免疫組織
解析によっても確認され、TTLL1,TTLL7 を欠
失した大脳皮質第2/3層の神経細胞では頂上
樹状突起におけるニューとフィラメント染
色の低下が観察された。また、TTLL1, TTLL7
単独の欠損では頂上樹状突起におけるニュ
ーロフィラメントの有意な減少は観察され
なかった。これら大脳皮質第 2/3 層の神経細
胞の形態学的な異常をさらに解析するため、
同領域に見られるシナプス数、サイズ、シナ
プス小胞の数を定量的に解析したが、いずれ
においても遺伝子欠損マウスにおいて有意
な差は見られなかった。一方、超薄切片にお
け る 頂 上 樹 状 突 起 の 断 面 の 太 さ は
TTLL1,TTLL7 の二重欠損マウスにおいて減少
することが観察された。以上の観察から、
TTLL1, TTLL7 は脳内の神経細胞において、
alpha, beta チュブリンのグルタミン酸化を
担うこと。これにより頂上樹状突起における
ニューロフィラメントの分布を維持するこ
とでその形態を調節することが示唆された。
チュブリンのグルタミン酸化が如何にして
ニューロフィラメント維持に寄与するかに
ついても解析を進めたが、明確な結論には至
っておらず，今後の課題である。 
 
② 神経細胞種に依存したチュブリンチロシ
ン化の解析 
 
 チュブリンのチロシン化については以前
の研究により、海馬錐体細胞において軸索が 
形成される時期に神経極性の維持に関与す
ることを示しているが、神経細胞の種類に依
存せず、普遍的にこのような機能を有するか
は不明である。このため、小脳顆粒神経細胞
を用いて実験を行った。まず小脳顆粒細胞を
低密度で培養するため、高密度の小脳顆粒細
胞と低密度の細胞を向かい合わせに培養す
ることで、低密度でも効率よく小脳顆粒細胞
を生存させる新たな手法の確立に成功した。
これにより単一細胞内において詳細に微小
管の修飾や形態の解析することが可能とな
った。この系を用いて実験を行った結果、チ
ロシン化は小脳顆粒細胞においても海馬錐
体神経細胞と同様に細胞体や樹状突起に多
く、軸索では脱チロシン化されたチュブリン
が多く観察された。これは培養後３日に軸索
を伸長し始めた細胞から既に見られ、１週間
ほどのより成熟した神経細胞でも継続して
観察された。次にチロシン化酵素TTLのsiRNA
を培養約 5日の小脳顆粒細胞に導入し、軸索
輸送や形態の解析を行った。キネシンのモー
ター領域とGFPの融合タンパク質を小脳顆粒
細胞に発現させると、軸索に特異的に局在す
ることが観察された。TTL の siRNA により、



樹状突起への再分配がおこることを予想し
たが、有意な軸索輸送極性の変化は観察され
なかった。また、siRNA 導入３日後に固定し、
樹状突起および軸索のマーカーである MAP2, 
および Tau-1 抗体で染色することで、神経細
胞の形態における siRNA の影響を解析した。
軸索の本数や長さについて対照群と比較し
て顕著な違いは見られなかった。これらの観
察はチュブリンのチロシン化修飾が、アセチ
ル化など他の微小管の制御と協調的に機能
することで小脳顆粒細胞の極性維持に寄与
する可能性を否定しないものの、海馬神経細
胞と比較してその寄与は小さい可能性が考
えられ、微小管の修飾を介した神経形態制御
が発生時期や環境などの要因によって変化
する可能性を示していると考えられる。 
 
③ 微小管の制御と協調的に機能する神経細
胞形態制御因子の解析 
 
 神経極性の制御に重要な役割を担うこと
が報告されている GSK3 を抑制することで、
下流における微小管修飾の変化を観察する
ことを目的とし、GSK3 の阻害剤である LiCl
および 6-Bromoindirubin-3'-oxime (BIO)を
小脳顆粒細胞の培養直後に投与し、３日間培
養した。海馬神経細胞では阻害剤により複数
の軸索が形成されるが、小脳顆粒細胞では極
性への影響は観察されなかった。また、LiCl 
5mM や BIO 1um など阻害剤の濃度を上昇させ
ることにより軸索の短縮が観察された。この
ことは神経極性制御における GSK3 の機能に
細胞種特異性があることを示しており、当初
の研究計画を変更し、この点を解析すること
にした。阻害剤の効果を確認するため、GSK3
の変異体を過剰発現した。この結果、阻害剤
と同様に軸索の短縮が見られたものの、神経
極性への直接的な影響は見られなかった。実
際に海馬錐体細胞を用いた実験も並行して
行った結果、海馬錐体細胞において複数の軸
索を伸長が起こる濃度においても GSK3 阻害
剤は小脳顆粒細胞において複数の軸索を生
じさせることは無かった。また、海馬錐体細
胞に比べ、小脳顆粒細胞の軸索の短縮はより
低濃度の阻害剤によってもたらされること
が明らかとなった。GSK3 と同様に神経極性形
成において重要な役割を担っている LKB1 に
ついても siRNA を用いた阻害実験を行い、小
脳顆粒細胞での極性形成について顕著な影
響が見られないことを観察した。しかし、抗
体による内在的なLKB1の検出に問題が残り、
siRNAにより実際にLKB1の発現が十分に低下
しているか否かについては課題が残る。 
 
 これまで哺乳類の神経細胞における極性
制御の解析は主に海馬錐体細胞を用いた培
養実験により進められ、これに関与する多く
の因子が明らかになってきた。しかし、これ
らの因子が他の神経細胞においても同様の
機能を示すかは明らかにされていない。本研

究課題において微小管の翻訳後修飾のチロ
シン化や GSK3 キナーゼの極性制御における
機能が細胞により異なる可能性が示された。
今後複数の因子について解析を進めること
により神経細胞の種類に依存した形態形成
の機序が明らかになると期待される。 
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