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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経極性の安定化・維持の分子メカニズムを解析するた

めに、神経極性安定化に関与する Singar1 と相互作用する Rab33a の機能解析を行った。その結

果、Rab33a が、細胞体で合成された細胞膜成分の軸索先端への輸送と供給を担うことによって、

軸索の伸長と形成に関わることを証明した。今回の発見は、これまでに知られていなかった軸

索を伸ばすために細胞膜を広げる仕組みに光を当てることとなった。Singar1 と Rab33a の機能

的関係は今後の研究課題である。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we analysed the functions of Rab33a which directly 
interact with Singar1; singar1 is involved in the robustness of neuronal polarity. Our data 
suggest that Rab33a mediates the anterograde axonal transport of post-Golgi 
synaptophysin-positive vesicles, thereby contributing to membrane insertion at the growth 
cones and to axon outgrowth. The functional relationship between Singar1 and Rab33a is 
an important issue for future studies. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
神経細胞は１本の軸索と複数の樹状突起を
形成して極性を獲得する。神経極性は、神経
細胞のシグナルの入出力や統合、ひいては脳
の活動に必須である。最近の研究から、
Shootin1 や PI 3-kinase、PAR3/6、GSK-3、
CRMP-2 といった分子群の細胞内におけるシ
グナルの非対称性が神経細胞の極性形成に
寄与することが明らかとなりつつある。しか
しながら、脳内神経細胞が極性形成の過程で
いかにして１本のみの軸索を形成しそれを
維持することができるのか、その分子機構は

不明であった。 
これまでの研究で、我々は、新規の脳特異

タンパク質 Singar1 を見出した (Mori et al J 
Biol Chem 282, 19884, 2007)。興味深いことに、
培養海馬神経細胞の Singar1 を RNAi で発現
抑制すると過剰な軸索が形成された。一方、
我々は Shootin1を神経細胞に過剰発現すると
過剰軸索が形成されることを見出している
が(Toriyama et al J Cell Biol 175,147, 2006)、
Singar1 は Shootin1 過剰発現による過剰軸索
の形成を抑制した。さらに我々は、Singar1 が
Rab33a と直接相互作用をすることを明らか
にした。活性型 Rab33a を過剰発現させると
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過剰軸索が形成されたことから、Rab33a が
Singar1 による過剰軸索の形成の抑制に重要
な役割を果たす可能性が示唆された。 
 
 
２． 研究の目的 
本研究では、以上のこれまでの研究成果を発展
させて、Singar1 の脳内における過剰軸索の形
成抑制作用とその分子メカニズムの解明を行っ
た。具体的には、Singar1 の機能の分子機構の
解明のために、Singar1 の Rab33a に対する作
用と Rab33a の機能解析を解析した。また、
Singar1のKOマウスの脳内における神経細胞
の形態異常を解析した。 
 
 
３． 研究の方法 
実験材料として、胎生 18日のラット海馬
より調製した培養神経細胞を用いた。ラ
ット培養海馬神経細胞は軸索と樹状突起
がよく発達しており、また比較的均一な
細胞が得られるため、軸索形成の研究に
適している。海馬神経細胞への遺伝子導
入は Nucleofector (Lonza)を用いて行った。
神経細胞の抗体染色は、以前に報告した
手法(Mori et al J Biol Chem 282, 19884, 
2007)に基づいておこなった。染色した細
胞の顕微鏡観察は Carl Zeiss および
Olympus の蛍光顕微鏡を用いて行った。
また、神経細胞内における EGFP- Rab33a
や RFP-synaptophysin といった蛍光タンパ
ク質を融合させた分子のライブイメージ
ングは、全反射顕微鏡と、共焦点顕微鏡
を用いて行った。 
マウス脳の構造解析は、クリオスタッ

トを用いて凍結脳切片を作成し、その後、
ニッスル染色あるいは CO 染色をして行
った。 

 
 

４．研究成果 
（１）Singar1 結合タンパク質 Rab33a の機能
解析 
i) Rab33aは軸索形成時期に発現が上昇する。 
まず初めに、ラット脳の発達に伴う Rab33a
の発現量の推移をイムノブロットにより解
析した。その結果、Rab33a は胎生期から発現
が認められ、神経突起伸長が盛んな胎生 18
日目で最も高い発現量を示した。同様に、培
養海馬神経細胞の軸索形成に伴う Rab33a の
発現量の変化を調べた結果、軸索形成に伴っ
て Rab33a の発現量の上昇が認められた。以
上の結果より、Rab33a は神経細胞が軸索の伸
長が盛んな時期に発現が上昇することが解
った。 
 
ii) Rab33aはゴルジ装置から軸索先端に至る

膜成分の輸送経路に沿って分布する 
次に、培養海馬神経細胞内における内在性
Rab33a の局在を解析するために、抗 Rab33a
抗体を用いた免疫染色を行った。その結果、
Rab33a はゴルジ装置のマーカータンパク質
である Giantin、GM130、adaptin、TGN38 と
共局在することが解った。また、Rab33a は
Golgi 装置由来の小胞上の膜タンパク質であ
る synaptophysin とも共局在した。一方、Rab4、
Rab5、Rab7、Rab8、Rab9、Rab10、Rab11 と
いったエンドソーム上に局在するタンパク
質と Rab33a との共局在は認められなかった。
また、軸索先端の成長円錐に存在する数多く
の小胞にも局在していた（図１）。 
また、EGFP-Rab33a と RFP-synaptophysin

を発現させた神経細胞のライブイメージン
グを行ったところ、Rab33a が synaptophysin
陽性小胞とともに軸索を順行輸送される像
が観察された。以上の結果から、Rab33a が
synaptophysin 陽性の小胞のうち、エンドサイ
トーシス後の小胞ではなく、小胞体・ゴルジ
装置で合成されて軸索先端の細胞膜へ輸送
される小胞に局在することが明らかとなっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 軸索先端の成長円錐に局在する Rab33a 陽

性の小胞（緑）。アクチン線維を赤で微小管を青で

それぞれ示す。 

 
iii) Rab33a は順行性輸送に関与する 
次に、Rab33a が小胞輸送へ関与するかを調べ
るために、Rab33a を発現抑制させた神経細
胞内に RFP-synaptophysin を発現させ、
synaptophysin 陽性小胞の動きを解析した。そ
の結果、Rab33a を発現抑制させた神経細胞で
は 、 軸 索 先 端 へ 順 行 性 に 輸 送 さ れ る
synaptophysin陽性の数とその輸送速度が有意
に減少することが解った。また、Rab33a を発
現抑制させた神経細胞の軸索先端では
synaptophysin 陽性小胞の数が減少していた。
以上の結果から、Rab33a がゴルジ装置由来の
synaptophysin陽性の小胞の軸索内の順行性輸
送に関与することが示唆された。 
 



 

 

iv) Rab33aは軸索先端における synaptophysin
陽性小胞の膜供給に関与する 
次に、Rab33a が軸索先端における膜の供給に
関与するかを調べるために、神経細胞に、細
胞膜に挿入されると蛍光を発するように改
変させた GFP を付加した synaptophysin 
(sypHy)を発現させて、軸索先端の成長円錐に
おける細胞膜に融合した小胞の数を測定し
た。コントロールの細胞では成長円錐の広い
領域で小胞の細胞膜への融合が観察され、特
にアクチン線維に富む P-ドメインと微小管
に富む C-ドメインの境界領域で膜融合が多
く見られた。一方、Rab33a を発現抑制させた
神経細胞では、コントロールと比較して成長
円錐で観察される膜融合のイベントが有意
に減少した。以上の結果より、Rab33a が軸索
先端における synaptophysin 陽性小胞の膜供
給に関与する可能性が示唆された。 
 
v) Rab33a は軸索の形成に関与する 
最後に、Rab33a が神経細胞の形態形成に影
響を及ぼすかを、Rab33a を発現抑制、もし
くは過剰発現させた神経細胞の形態を観察
した。その結果、Rab33a を発現抑制させた
細胞では、軸索をもつ細胞の割合が有意に減
少し、突起の長さも短くなっていた。一方、
Rab33a を過剰発現させた神経細胞では、過
剰な軸索をもつ細胞の割合が有意に増加し
た。これらの結果より、Rab33a は軸索の形
成に関与する可能性が示唆された。 
 

以上の結果より、神経細胞内において
Rab33a は、ゴルジ装置から突起先端への順
行性輸送を制御することによって、軸索の
伸長や形成に関わる分子である可能性が
示唆された（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 神経細胞が軸索を伸ばすために細胞膜を広

げるしくみ。Rab33a は、細胞体の小胞体とゴル

ジ装置で新たに合成された膜成分を軸索先端へ輸

送し軸索先端の細胞膜に膜成分を供給することで、

軸索の細胞膜を広げてその形成と伸長を引き起こ

す。 

 
（２）Singarのノックアウトマウスの解析： 
Singarのノックアウトマウス脳内における神
経細胞の形態異常を解析した。興味深いこと
に、Singarのノックアウトマウスは、生後、1

日ほどで死亡する。そこで、生後、1日目の脳
をニッスル染色で調べたところ、マクロの脳
構造や神経核の構造に目立った異常は認めら
れなかった。そこで脳のバレル構造の解析に
適したCO染色で解析した。バレル構造は、げ
っ歯類のヒゲからの体性感覚を情報処理する
機能モジュールであり、細胞体と樹状突起、
軸索が整然とした特徴ある構造を構築する。
興味深いことに、Singarのノックアウトマウス
では、脳幹のバレル構造に該当するBarrelettes
の形成が認められなかった。以上の結果から、
Singarは脳内における樹状突起の配列や、神経
細胞の配列形成に重要な役割を果たす可能性
が示唆された。 
 
（３）考察 
本研究により、これまでに知られていなかっ
た軸索を伸ばすために細胞膜を広げる仕組
みに光を当てるという、当初予想していなか
った興味深い研究成果が得られた。本研究で
解明を目指した Singarによる神経極性の安定
化・維持のメカニズムに関してはまだ明確な
答えが得られていないが、Singar が Rab33a
の働きを阻害することにより不必要な軸索
の形成を抑制して神経極性の安定化に寄与
する可能性が考えられる。つまり軸索以外の
突起で Rab33a による膜供給が抑制されて、
過剰な軸索ができない可能性が想定される。
今後、Singar と Rab33a も機能的関係を解析す
ることによってこの点を明らかにしてゆき
たい。 
 また、Singar ノックアウトマウスでは興味
深いことに脳幹における Barrelettes の形成不
全がみられた。バレル構造は樹状突起および
軸索、細胞体が整然とした特徴ある構造を構
築する。Singar と Rab33a が、極性の安定化を
含む神経細胞の形態形成に深く関与するこ
とが予想され、今後、脳組織における Singar
と Rab33a のさらなる機能解析を行ってゆき
たい。 
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