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研究成果の概要（和文）：　Cdk5は神経細胞特異的な膜結合性キナーゼである。本研究ではCdk5の基質であるLMTK1と
いう脳の新規Ser/ThrキナーゼとGRABというRab8の活性化因子（GEF）について、それらの神経突起伸長における役割を
解析した。LMTK1とGRABはともにCdk5 によってリン酸化され、リン酸化されたLMTK1はRab11の活性化を抑制し、リン酸
化されたGRABはRab8の活性化が出来なくなった。不活性型のRab11とRab8は伸長する突起の先端に膜成分を供給できな
いために突起の伸長が抑制されるという突起伸長抑制機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cdk5 is a brain specific membrane-bound protein kinase. We have analyzed a role 
of Cdk5 in neurite outgrowth in mouse primary neurons. Cdk5 phosphorylates LMTK1, a novel Ser/Thr kinase 
in brains, and GRAB, an activator of Rab8. Phosphorylated LMTK1 suppressed activation of Rab11 and 
phosphorylated GRAB lost the Rab9 activation activity. Rab11 and Rab8 are major regulators in endosome 
transport, supplying membrane components to the tip of axon or dendrites. Thus, their inactivation 
results in the reduced neurite outgrowth. This signaling cascade is negative regulatory mechanism of 
neurite outgrowth.

研究分野： 神経生化学
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞では様々な細胞内膜小器官が存

在し、細胞機能を分担している。各細胞内

小器官が正しく機能することが細胞の生存

にとっては必要なことである。各細胞内小

器官への膜タンパク質の輸送は Rab 低分

子量GTPaseによって精緻に制御されてい

る。しかし、Rab 活性を制御する仕組みに

ついては判っていないことが多い。我々は

脳に特異的な膜結合性プロテインキナーゼ

Cdk5 の活性制御と機能について研究を続

けている。Cdk5 の機能の一つは膜輸送制

御がある。神経細胞は軸索と樹状突起とい

う長い２種類の突起を持つ特徴的な形態を

しており、それぞれの突起の先端で利用さ

れる膜成分を正しく分配、輸送する制御機

構は重要である。具体的な Cdk5 の膜輸送

における役割は、エンドサイトーシスとエ

ンドソーム輸送の制御である。最近、我々

は Cdk5 の新規基質 LMTK1 を同定した。

LMTK1（以前はAATKY1と呼ばれていた）

は脳に高発現する機能未知の Ser/Thr キナ

ーゼであるLMTK1 をノックアウトまたは

ノックダウンすると軸索伸長が促進された。

LMTK1はRab11依存性のリサイクリング

エンドソーム輸送を抑制し、軸索伸長に必

要なメンブレン供給を制限していた。しか

し、その詳しい機構については解明されて

いない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では神経細胞の軸索、樹状突起の

形成に関わる膜輸送系の新規シグナル伝達

経路の制御機構を明らかにする。している

かは不明である。特に、LMTK1A が軸索

や樹状突起伸長を制御する分子機構および

新たに Cdk5 基質として見つかった GRAB
の軸索伸長への関与について分子レベルで

明らかにする実験を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) LMTK1 による樹状突起形成制御 
 LMTK1 が軸索形成を制御していること

はすでに報告している。ここでは樹状突起

伸長を対象とした。培養神経細胞は培養

3-5 日にかけて軸索伸長し、培養 7-10 日で

樹状突起をする。軸索伸長後に遺伝子導入

し、樹状突起伸長に対する効果を検討する。 

①大脳皮質神経細胞に LMTK1（野生型、

キナーゼ欠損型、Cdk5 リン酸化型、Cdk5
非リン酸化型）を過剰発現させ、樹状突起

の形成（長さ、本数、枝分かれなど）を測

定する。 
②  大脳皮質神経細胞内の LMTK1 を

shRNA によりノックダウンし、樹状突起

の形成を観察する。 
③ 神経細胞へリサイクリングエンドソー

ムマーカーである Rab11-GFP を発現させ、

リサイクリングエンドソームの樹状突起内

での輸送をタイムラプスで観察する。 
④ LMTK1をRab11の活性型、不活性型、

野生型と共発現させ、樹状突起内のリサイ

クリングエンドソーム輸送を観察する。  
⑤ LMTK1 ノックアウトマウスの大脳皮

質神経細胞を培養し、樹状突起の形成を観

察する。 
⑥  ノックアウトマウス神経細胞に各種

LMTK1 を発現させ、レスキュー実験を行

う。 
 以上により、LMTK1 の樹状突起形成に

おける役割を明らかにする。 
 
(2) LMTK1A キナーゼ活性の膜輸送にお

ける役割 
 LMTK1A はプロテインキナーゼである

が、活性が弱いためか、活性自身およびそ

の基質についても判っていない。キナーゼ

不活性型の変異体を用いてキナーゼ活性の

エンドソーム輸送における役割を神経系株

化細胞 Neuro2A や PC12 を用いて調べた。 
① LMTK1A と細胞骨格の相互作用 
 小胞輸送は微小管やアクチンフィラメン

トなどの細胞骨格とそれらと恊働するモー

タータンパク質によって行われている。野

生型（wt）と不活性型（kn）の LMTK1
との細胞骨格との関連を共染色法により確

認する。 
② PC12 細胞を用いて突起伸長に対する

キナーゼ活性の役割を調べる 
 PC12細胞にwtとknLMTK1Aを遺伝子

導入し、NGF により突起伸長を誘導した

後、突起の長さを計測する。 
 
(3)新規 Cdk5 基質 GRAB による軸索伸長

制御  
 Cdk5 が軸索の伸長を制御する経路は複



数あると予想される。新規因子 GRAB によ

る軸索伸長制御を検討する 
① GRAB は Rab8 の活性化因子（GEF）
である。GRAB が Cdk5 によってリン酸化

されるか、された場合のリン酸化部位を同

定する。 
②  GRAB の軸索伸長における役割を

GRABをRNAiによりノックダウンして明

らかにする。 
③ GRAB およびそのリン酸化部位変異体

を神経細胞に発現させ、リン酸化の軸索伸

長における役割を明らかにする。 
④ リン酸化 GRAB の Rab8GEF 活性に対

する影響、Rab11 結合に対する影響を調べ

る。 
 

４．研究成果 

(1) LMTK1 による樹状突起形成制御 
 軸索伸長後にLMTK1 をノックダウンま

たは過剰発現させて、樹状突起伸長におけ

る役割を調べたところ、ノックダウンをす

ると樹状突起の伸長および分岐が増加した。

LMTK1 は樹状突起の抑制因子であること

が示された。軸索伸長と同様に、Cdk5 非

リン酸化型変異体で同様に樹状突起の促進

がみられた。LMTK1 ノックアウトマウス

でも発達初期（生後７日目）に樹状突起の

過剰形成が一過的に観察された。LMTK1
がどのような仕組みで樹状突起伸長を抑制

しているのかを Rab11 の結合したリサイ

クリングエンドソームの輸送に注目して調

べた。LMTK1 を不活性化すると、軸索や

樹状突起内における Rab11 結合小胞の軸

索末端側への移動が促進されていた。特に

連続した移動距離が長くなり、逆方向への

反転が少なくなっていた。以上の結果から

LMTK1 は Rab11 の活性化を抑制し、軸索

輸送を適度の早さにしていることが明らか

となった。 
 
(2) LMTK1A キナーゼ活性の膜輸送におけ

る役割 
 LMTK1A は Rab11 で標識されるリサイ

クリングエンドソームに結合し、核近傍に

集積する。その集積に微小管が関与するか

を微小管重合阻害剤ノコダゾールで処理し

た。微小管の脱重合とともに、LMTK1 は

核近傍から細胞全体へと分散し、核近傍へ

の集積が微小管依存的であることが示され

た。LMTK1 と微小管との結合を調べるた

めに、wt または knLMTK1 を発現してい

る細胞の微小管の分布を蛍光染色で観察し

た。LMTK1 は wt も kn も微小管上に存在

していた。しかし、wt と knLMTK1A 存在

下では微小管の分布が異なっていた。

knLMTK1A を発現させると微小管が細胞

周囲へ移動した。微小管形成中心（MTOC）

の位置をγ -tubulin で調べたところ、

wtLMTK1A 存在下では核の下側にあった

γ-tubulin が核の横に移動していた。 
 アクチンフィラメントとの関連について

調べた。wtLMTK1 は主に微小管と共局在

を示したが、knLMTK1A はアクチンフィ

ラメントの多い領域に存在していた。特に

PC12 細胞の突起の先端ではその傾向が強

く観察された。knLMTK1A は Rab11 活性

を抑制して、突起先端へ向かう輸送を阻害

する。Rab11 活性が弱い状態では微小管の

先端からアクチンフィラメントへ乗り換え

ることができないと考えられた。 
 
(3)新規 Cdk5 基質 GRAB による軸索伸長

制御 
 GRAB のアミノ酸配列を調べたところ、

GEF 領域の C 末側に Cdk5 のリン酸化部

位と想定される配列が３カ所見つかった。

リン酸化部位を解析したところ、Ser169
と Ser180 がリン酸化部位として同定され

た。GRAB をノックダウンすると軸索の伸

長は抑制され、リン酸化によりその活性が

なくなることが示された。即ち、GRAB の

軸索伸長活性は Cdk5 によるリン酸化で抑

制されることになる。リン酸化の GEF 活

性に対する影響を調べたところ、リン酸化

は GEF 活性を抑えることが判明した。し

かし、GRAB の Rab11 との結合はリン酸

化によって影響を受けなかった。実際に

GRAB は Rab11 リサイクリングエンドソ

ームと結合して、軸索内を輸送され、軸索

末端で脱リン酸化され、Rab8 を活性化し、

輸送小胞が細胞膜と融合するのを制御して

いることが考えられた。 
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