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研究成果の概要（和文）：てんかん発作に伴う海馬歯状回顆粒細胞軸索の形態変化においてshootin1の明確な機能は認
められなかったことから、発作により発現が上昇するタンパク質の機能を解析した結果、Neuritinタンパク質の過剰発
現により、顆粒細胞軸索の分枝形成が促進されることを見出した。薬剤により発作を誘導した際、neuritinノックアウ
トマウスは発作の程度が軽く、てんかん発作後に観察される顆粒細胞の異常な分枝形成も少なかった。
NeuritinはFGF受容体を細胞外に移動させることでFGFシグナルを活性化させており、FGFシグナルが活性化することで
顆粒細胞軸索形成が促進されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Because we could not find the evidence that shootin1 is involved in the aberrant 
axonal branch formation of hippocampal granule cells after epileptic seizure, we investigated the 
function of activity-dependent proteins in seizure-mediated axonal branching. We found that 
overexpression of neuritin, one of the protein increased after the seizures, promoted axonal branching in 
granule cells. Chemical kindling induced less severe seizures in neuritin knockout mice than in wild-type 
mice, and neuritin knockout mice showed smaller number of axonal branching after the induction of 
epileptic seizures.
We found that excess amount of Neuritin recruited FGF receptors to cell surface and the recruitment of 
FGF receptors activated FGF signaling. Furthermore, the increased activity of FGF signaling promoted 
axonal branching in granule cells.
We concluded that Neuritin-mediated translocation of FGF receptors induce abberant axonal branching after 
epileptic seizures.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脳の神経回路網は、標的細胞とのシナプ
ス形成が確立した成熟段階においても、機能
や構造を変化させることができる可塑性を
有している。「難治性てんかん」においては
発作が繰り返されることで海馬顆粒細胞の
軸索に異常な発芽や分枝が生じ、通常は海馬
CA3 領域に投射する軸索が歯状回に伸長し
自己回路を形成する苔状線維発芽といった
現象が観察される (Buckmaster et al J 
Neurosci 22:6650-8 (2002))。この軸索形態異
常は発作に伴う神経細胞の過剰な活動によ
り生じると考えられているが、伸長を司るタ
ンパク質の単離やその機能解析は行われて
いない。 
(2) 応募者らは軸索伸長を促進するクラッチ
タンパク質 shootin1 を単離していた。
Shootin1 は発生期に強く発現し、神経突起、
および軸索の伸長を促進することを見出し
ていたが (Shimada et al., J. Cell Biol. 
181:817-829 (2008))、成熟後の神経細胞にお
ける機能は不明であった。 
(3)てんかん発作などの神経活動に伴い発現
が上昇するタンパク質はいくつか単離され
ていたが、実際に顆粒細胞の軸索分枝の形成
や軸索伸長に関与するタンパク質の単離や
機能解析は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)成熟神経細胞における神経活動依存的な
軸索伸長に shootin1 が関与していることを
明らかにする。神経活動と軸索先端における
shootin1 存在量との相関関係、および
shootin1の蓄積に伴う軸索の伸長、運動性の
変化を解析する。また、shootin1の過剰発現
あるいは発現抑制を行った際に、神経活動依
存的な軸索伸長がどのように変化するか、て
んかん発作に伴う苔状線維の異常伸長、分枝
がどのように変化するかを解析する。これら
の結果から shootin1 が神経活動特異的な軸
索伸長を制御していることを明らかにする。 
(2)神経活動に伴い発現量が上昇し、軸索の伸
長または分枝の形成を誘導するタンパク質
を探索する。神経活動に伴い、神経細胞内に
おける発現量が上昇するタンパク質はいく
つか知られている。これらのうち、過剰発現
することで神経活動非依存的に軸索の伸長、
分枝の形成を誘導するタンパク質を探索す
る。発見したタンパク質について、相互作用
するタンパク質を単離すると共に、軸索の伸
長、分枝の形成に関与するシグナルカスケー
ドを抑制した際に、過剰発現時の軸索の伸長、
分枝の形成が変化するかを測定することで、
標的タンパク質が既知のシグナルカスケー
ドに関与するかを明らかにする。また神経活
動に伴い発現が上昇するタンパク質の細胞
内局在についても解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) シナプス形成後の神経細胞（培養７〜２

１日程度の培養海馬顆粒細胞、海馬スライス
培養）を用い、成長円錐に存在する shootin1
の量の神経活動の誘導に伴う変化と、その際
の軸索伸長速度との相関関係を解析する。海
馬スライス培養を用い、shootin1 による軸索
伸長の制御機構が、海馬顆粒細胞における過
剰な神経活動に伴う軸索投射の異常に関与
していることを示す。 
(2) 神経活動依存的に発現が上昇することが
知られている遺伝子を海馬顆粒細胞に過剰
発現し、軸索の形態に変化が生じるかを解析
する。過剰発現により軸索形態に変化が生じ
る遺伝子について、発現を抑制した際に神経
活動に伴う軸索分枝形成が抑制されるかを
解析する。さらに、分子的な機能を明らかに
するために、免疫沈降法を利用して相互作用
するタンパク質の単離を試みる。 
 
４．研究成果 
(1)分散培養系において成熟神経細胞に
shootin1を過剰発現した場合、軸索、樹状突
起のいずれにおいても異常な伸長を観察す
ることはできなかった。また海馬スライス培
養においては shootin1 を過剰発現すること
ができなかった。このため、神経活動依存的
な軸索の形態変化について shootin1 は機能
を持たないのではないかと推測された。 
(2)神経活動依存的に発現が上昇する遺伝子
について探索を行ったところ、Neuritin遺伝
子を過剰発現すると、顆粒細胞軸索の分枝の
形成と伸長を促進することが明らかとなっ
た。しかし、Neuritinの過剰発現は軸索の伸
長は引き起こさなかった。（図１） 
 

この結果を受けて、Neuritinの解析を行うこ
とにした。Neuritin過剰発現による顆粒細胞
における分枝形成は、ラット海馬スライス培
養においても観察された。 
(3)Neuritin のてんかん発作後における軸索
分枝形成への関与を明らかにするために、培
地中にカイニン酸を添加し、神経活動を亢進
させたところ、野生型マウス由来の海馬顆粒
細胞では軸索分枝形成が誘導されたが、ノッ
クアウトマウス由来の細胞では軸索分枝形
成は観察されなかった。（図２） 
野生型、ノックアウト双方から得た海馬スラ

 

 
図１：Neuritin過剰発現により、軸索長は
変化しないが、分枝の形成と伸長は促進さ
れる。 



イス培養においても同様の結果を得た。 

(4)Neuritinによる顆粒細胞軸索分枝形成が、
てんかん発作にどのように関与するかの解
析を行った。低用量のペンチレンテトラゾー
ルを慢性投与することで、投与直後の発作が
次第に悪化する現象が知られている（ケミカ
ルキンドリング）。Neuritin ノックアウトマ
ウスにペンチレンテトラゾールを投与した
ところ、野生型と比べて発作の悪化速度は緩
やかであった（図３上）。また、投与後の海
馬を解析すると、苔状線維発芽の程度も低か
った（図３下）。 

(5)Neuritin と相互作用するタンパク質を探
索した結果、FGF受容体が Neuritinと結合
することが明らかとなった。そこで、
Neuritin を過剰発現する神経細胞の培地中

に FGF 受容体の阻害剤を添加した。すると
Neuritin による軸索分枝形成が抑制された

（図４）。
FGF受容体
の阻害剤は、
海馬スライ
ス培養にお
け る
Neuritinに
よる軸索分
枝形成も抑
制した。さ
らに RNAi
を利用して
FGF受容体
の発現を抑
えた場合で
も Neuritin
による軸索
分枝形成は
抑制された。
すなわち、

Neuritin が FGF 受容体と結合することで
FGF受容体が活性化し、その結果軸索分枝形
成が誘導されると考えられた。 
(6)FGFシグナルの中でNeuritinによる軸索
形成誘導に必要なものを明らかにするため
に、FGFシグナルを構成するMAPK、PI3K、
PLCの阻害剤をそれぞれ添加すると、いずれ
においても Neuritin 依存的な軸索形成は抑
制された（図５）。すなわち、Neuritin はこ
の３種のシグナルをすべて活性化し軸索分
枝形成を行っていると考えられる。 

(7)FGFによる軸索分枝形成とNeuritinとの
関連を解析するため、まず、培養顆粒細胞に
各種 FGF を添加した。その結果、
FGF4,FGF7,FGF8 サブファミリーは顆粒細
胞軸索に分枝形成を誘導することが明らか
となった（図６上）。 
続いて、Neuritinノックアウトマウス由来の
培養顆粒細胞にFGF4,FGF7,FGF8を添加し
たところ、FGF4による軸索分枝形成は起き

図２：野生型マウス由来の顆粒細胞ではカ
イニン酸添加により軸索分枝形成が促進
されたが、Neuritinノックアウトマウス由
来の顆粒細胞では、分枝形成は起きなかっ
た。 

 

 
図３：Neuritinノックアウトマウスはケミ
カルキンドリングにおける発作強度の悪
化が緩やかであり、投与後の苔状線維発芽
も起きにくい。 

図４：Neuritinによる軸索
分枝形成は、FGF受容体阻
害 剤 （ PD173074 、
AZD4547）により抑制され
た。 

 

図５：Neuritin による軸索分枝形成は、
MAPK 阻害剤 (U0126)、PI3K 阻害剤
(LY294002)、PLC阻害剤(U73122)により
抑制された。 



なかったのに対し、FGF7,FGF8 では軸索分
枝形成が観察された（図６下）。これらの結
果から、Neuritinは FGF4サブファミリーと
協調することで、軸索分枝形成を誘導すると
考えられた。 

(8)最後に Neuritinと FGF4がどのような協
調関係にあるのかを解析した。精製 Neuritn
タンパク質、あるいは FGF4を培地に添加す
ると、培養顆粒細胞において細胞表面上に現
れる FGF 受容体の量が増加した。しかし、
Neurin ノックアウトマウス由来の顆粒細胞
では FGF4を添加しても細胞表面の FGF受
容体の量は増加しなかった（図７）。 
このことから、Neuritinと FGF4は協調して
FGF 受容体を細胞表面に輸送し、その結果
FGFシグナルが活性化すると考えられる。ま
た、大過剰のNeuritinはそれだけで FGF受
容体を細胞表面に輸送することが可能であ
る。 
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図６：FGF-4,FGF-7,FGF-8は顆粒細胞軸
索分枝の形成を誘導するが、FGF-4 に限
り、Neuritinノックアウトマウス由来の顆
粒細胞の軸索分枝形成を誘導できなかっ
た。 

 
図７：FGF4は Neuritin存在下で FGF受
容体を細胞外に輸送することができる。 
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