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研究成果の概要（和文）：神経細胞は高度に極性化した細胞であり、1本の軸索と複数の樹状突起を形成する。しかし
ながら、神経細胞がいかにして極性を獲得し維持するか、その分子機序は未だ限定的なものであった。我々は、神経栄
養因子NT-3の局所活性に応答して、軸索から長距離Ca2+伝播が引き起こされ、CaMKIが活性化することを見出した。さ
らに、リン酸化プロテオミクスによりCaMKIの新規基質としてRhoAの活性化因子RhoGEFを同定した。以上の結果より、
長距離Ca2+伝播を介してCaMKI/Rho GEF/RhoA/Rho-kinase経路が複数の軸索形成を抑制することで樹状突起への運命決
定を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurons are highly polarized cells, which have two structurally and functionally 
distinct compartments, ie., axons and dendrites. Neuronal polarization is precisely established by local 
activation signal and long-range inhibitory signaling (Takano et al., 2015, Development). However, the 
long-range inhibitory signaling that prevents multiple axonal formation remains largely unknown.
 In this year, we found that local application of NT-3 to axon induced a long-range Ca2+ propagation that 
led to activate RhoA in the cell body through CaMKI. The local inhibition of Rho-kinase in the minor 
neurites induced neurite elongation and subsequently formed multiple axons. We performed 
phospho-proteomic analysis (the KISS method) to identify novel substrates for CaMKI. We found that CaMKI 
phosphorylated a RhoGEF, and enhanced its GEF activity. Together, long-range signaling of 
Ca2+/CaMKI/RhoGEF/RhoA/Rho-kinase might be a novel inhibitory pathway responsible for neuronal 
polarization.
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1. 研究開始当初の背景 

 神経細胞は外界からの情報に応答して極

性を獲得し、軸索と樹状突起が正確な位置に

配置されることにより精巧な神経回路網を

構築する。しかしながら、神経細胞がいかに

して極性を獲得し維持するか、その分子機序

の理解は未だ限定的なものであった。これま

での知見より、軸索も樹状突起も共通の未成

熟な神経突起から形成されることが明らか

になっている。しかしながら、どのようにし

て未成熟な神経突起のうち一本のみが軸索

となり、他の未成熟な突起の軸索への分化が

抑制されるのか未だに判っていない。そこで

本研究では、一本のみの軸索が形成される分

子機序を解明することを目的とする。 

 
２．研究の目的 

 本研究課題では、一本のみの軸索形成を制御

する分子機序を細胞外環境から細胞内への一

連のシグナル伝達経路まで包括的に解明する

ことを目的とする。 

３．研究の方法 

 マイクロピペットを用いて単一の神経突

起のみに刺激する局所刺激法やリン酸化プ

ロテオミクス解析を行うことで、神経細胞の

極性形成を制御する細胞外から細胞内への

一連のシグナルネットワークの解明を図っ

た。 

 

(1) 神経栄養因子による軸索からのネガテ

ィブシグナルの増強: 伸長中の軸索では、

NT-3 や BDNF などの神経栄養因子が自己増幅

することで細胞内シグナルを介して他の未

成熟な突起の軸索への分化を抑制している

と考えられる。そこで、長距離ネガティブシ

グナルの有無を検証するために、単一の突起

のみに刺激する局所刺激法を用いて軸索の

みに神経栄養因子 NT-3 や BDNF を刺激した際

の、未成熟な突起の伸長を観察した。 

(2) 軸索から未成熟な突起へと伝わる誘導

因子の同定:近年、我々は NT-3 によって Ca2+

の流入が誘導されることを明らかにしてい

た(中牟田ら., Sci Signal, 2011)。そこで、

軸索から未成熟な突起への誘導因子として

Ca2+伝搬が関与しているか検証するために、

NT-3を用いた軸索での局所刺激の系とCa2+イ

メージングを併せた解析を行った。 

(3) 神経細胞での CaMKI の基質の網羅的同

定：近年、我々は新たなリン酸化プロテオミ

クス技術を開発した(天野ら., JCB, 2015)。

このプロテオミクス技術を用いて、長距離

Ca2+伝搬の下流で活性化する CaMKI の基質を

網羅的に同定した。 

(4) 未成熟な突起で複数の軸索形成を抑制

する分子の同定: 各種阻害剤を用いた局所

刺激法によって、未成熟な突起にて複数の軸

索形成を抑制する分子を同定した。 

 
４．研究成果 

(1) これまでに我々は、神経栄養因子である

NT-3 や BDNF が伸長中の軸索で自己増幅して

いること、またその受容体 Trks が軸索末端

に濃縮することを明らかにしていた(有村

ら., Dev Cell, 2009; 中牟田ら., Sci Signal, 

2011)。これらの結果から、神経栄養因子の

局所活性によって生じる軸索からの何らか

の細胞内シグナルが他の未成熟な突起の伸

長を抑制することで軸索への分化を阻害す

ることが考えられた。そこで、この仮説を検

証するために、単一の突起のみに刺激する局

所刺激法を用いて神経栄養因子である NT-3

や BDNF を軸索のみに刺激した。その結果、

NT-3 や BDNF の刺激によって軸索伸長が優位

に増加した。さらに、予想していたように軸

索での NT-3、BDNF の局所刺激に応答して、

他の未成熟な突起が急速に退縮する様子を



観察した。 

(2) これまでに我々は、NT-3 によって Ca2+流

入が起こり、さらにその下流で CaMKK/CaMKI

経路が活性化することで軸索の運命決定が

誘導されることを明らかにした(中牟田ら., 

Sci Signal, 2011)。この結果から、形成中

の軸索から未成熟な突起へと伝わる誘導因

子として Ca2+が関与している可能性が考えら

れた。そこで、局所刺激法で軸索のみに NT-3

を刺激した際の、Ca2+の時空間的動態を検討

した。その結果、軸索への NT-3 の局所刺激

によって、軸索から細胞体にかけて長距離の

Ca2+伝搬が観察された。さらに、この軸索か

らの長距離 Ca2+伝搬によって、細胞体で

CaMKK/CaMKI 経路が活性化していることを免

疫染色法により明らかとなった。 

(3) 先行研究により、CaMKI が神経細胞の極

性形成に関与していることは報告されてい

るが、CaMKI がどのような基質を介して極性

形成を制御しているのかについては未だに

判っていなかった。そこで、神経細胞での

CaMKI の基質を網羅的に同定することで、

CaMKI による神経細胞の極性形成における分

子機序の解明を試みた。近年、我々は新たな

リ ン 酸 化 プ ロ テ オ ミ ク ス 技 術

(Kinase-interacting substrate screening 

(KISS)法)を開発した（天野ら., JCB, 2015）。

我々は、この KISS 法を用いて CaMKI の基質

を網羅的に同定した。その結果、498 つのリ

ン酸化タンパク質と 1142 箇所のリン酸化サ

イトが同定された。その中には、細胞骨格系

のタンパク質、リン酸化酵素、膜タンパク質、

転写因子や低分子量Gタンパク質の活性化因

子 Rho GEF が数多く含まれていた。 

(4) 低分子量Gタンパク質Rho family (Rac1, 

Cdc42, RhoA)は細胞の極性形成において極め

て重要な役割を担っていることが知られて

いる。その中でも、RhoA はエフェクター分子

Rho-kinase を介して突起伸長を抑制してい

ることが明らかとなっている(Conde et al., 

J Neurosci, 2010; Da Silva et al., JCB, 

2003; Gonzalez-Billault et al., 

Cytoskeleton, 2012) 。 近 年 、 我 々 は

RhoA/Rho-kinase 経路が生体内において軸索

形成を抑制することで樹状突起形成を制御

していることを明らかにしていた (Xu et 

al., J Neurosci, 2015)。これらの結果から、

RhoA/Rho-kinase 経路が未成熟な突起におい

て、その突起伸長を抑制することで複数の軸

索形成を抑制している可能性が考えられた。

そこで、この仮説を検証するために、局所刺

激法を用いて Rho-kinase の阻害剤(Y27632)

を未成熟な突起にのみに刺激を行った。その

結果、Rho-kinase の阻害剤によって未成熟な

突起が急速に伸長することが判った。また、

RhoA の阻害剤や、Rho-kinase の下流で働く

ミオシン II の阻害剤でも同様の効果が認め

られた。さらに、軸索形成後の神経細胞にこ

れらの阻害剤を処理すると、複数の軸索が形

成されることが免疫染色法により明らかと

なった。これらの結果から RhoA/Rho-kinase

経路が未成熟な突起において複数の軸索形

成を抑制していることが示唆された (図 1)。 

 以上の結果より、軸索での細胞外因子 NT-3

の増幅によって、長距離の Ca2+伝搬を介して

CaMKI/Rho GEF/RhoA/Rho-kinase 経路が複

数の軸索形成を抑制することで樹状突起へ

の運命決定を担っていることが示唆された

(図 1)。 
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