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研究成果の概要（和文）：脳・神経細胞の樹状突起スパインは、アクチン細胞骨格の再編により形態を変化させ
ることで効率の良い神経伝達を図っている。しかしながら、樹状突起スパインにおけるアクチン細胞骨格の制御
機構については、未だ明らかでない。本研究により、アクチン重合因子Fhod3は、大脳皮質特定領域の興奮性錐
体神経細胞のスパイン内部に集積していることが明らかになった。また、脳特異的Fhod3欠損マウスを用いてス
パインの形態を詳細に解析したところ、スパインの成熟がコントロールマウスに比べて不十分であった。本研究
により、Fhod3は大脳皮質における特定の興奮性神経細胞のスパイン形態形成に必要不可欠であることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：Dendritic spines in neural cells perform efficient neurotransmission by 
changing their morphology with reorganizing the actin cytoskeleton. However, little is known of the 
regulatory mechanism of the actin cytoskeleton in dendritic spines. Our present study showed that 
the actin polymerization factor Fhod3 is expressed in the dendritic spines of excitatory pyramidal 
neurons of specific regions of the cerebral cortex. A detailed analysis of spine morphology using 
brain-specific Fhod3-deficient mice revealed that spine maturation was inadequate compared to 
control mice. These findings revealed that Fhod3 is essential for spine morphogenesis of specific 
excitatory neurons in the cerebral cortex.

研究分野：中枢神経系におけるアクチン細胞骨格制御

キーワード： アクチン重合因子Fhod3　樹状突起スパイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、樹状突起スパインのアクチン細胞骨格制御機構に新たな分子メカニズムを提供し得るだけでな
く、スパインの形態異常を認める神経精神疾患の新たな治療法確立にむけた分子基盤となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
神経細胞のアクチン細胞骨格は、直線状および分枝状のアクチン線維が細胞周縁部に複雑に混
在することで形成されており、「成長円錐の運動性」「樹状突起上に形成されるフィロポディアの
伸長」「シナプス前部・後部の成熟に伴う形態的特殊化」など細胞周縁部の動的機能に重要な役
割を果たしている。それら動的機能におけるアクチン細胞骨格の制御機構は長い間不明であっ
たが、近年、成長円錐の伸展や樹状突起フィロポディア伸長におけるアクチン細胞骨格の制御機
構にフォルミンなどのアクチン重合促進因子が関与していることが明らかにされてきた。神経
細胞間の伝達を担うシナプスは神経軸索上のシナプス前部と樹状突起上のスパインと呼ばれる
シナプス後部から構成されている。脳・神経細胞は互いの連絡部位である多数のシナプスによっ
て伝達を行い、経験・学習・記憶など様々な刺激条件の下でそれらシナプスの数を増減あるいは
形態を変化させている。興奮性シナプス後部の樹状突起スパインは、刺激により形態や機能を可
塑的に変化させ、記憶・学習などの高次脳機能に重要な役割を果たしている。スパインにはキノ
コ型や切り株型、細長い形など様々な形が存在しており、成熟するにつれて細長い形からより神
経伝達物質を受容しやすいキノコ型へと形態を変化させている。近年、精神発達遅滞やてんかん
の患者脳内において、スパインが異常な形に変成していることが相次いで報告されており、スパ
イン形態と高次脳機能には密接な関係が有ると考えられている。スパイン内部の粗構造はシナ
プス後部肥厚とアクチン細胞骨格で構成されており、スパインの形態変化は主にアクチン細胞
骨格の再編により制御されている。スパイン内部のアクチン線維は直線状・分枝状が混在した複
雑な構造をとることでアクチン細胞骨格を形成し、スパインの可塑的変化を支持している。スパ
イン成熟に伴うアクチン細胞骨格の再編は主にアクチン結合蛋白質により制御されている。例
えば、アクチン結合蛋白質の一つである Arp2/3 の複合体は、単量体アクチンが重合する際の核
として提供されることで線維状アクチンの枝化を担っていることがすでに明らかにされており、
スパイン内部の分枝状アクチン細胞骨格の再編成に重要な役割を果たすことで正常な神経精神
状態の維持に寄与している。しかしながら、スパイン成熟に伴うアクチン線維の伸長や制御機構
については未だ不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 
アクチン重合制御因子のひとつとして知られるフォルミンは二量体蛋白質であり、その分子構
造的特徴から自らが重合核となりアクチンの重合を促す。さらに二量体フォルミンは、重合によ
り形成された直線状アクチン線維の伸長端に結合することによりその伸長を促進している。こ
れまで、スパイン成熟過程におけるアクチン線維の伸長において、フォルミン蛋白質の関与を示
唆する報告はいくつかある。しかし、それらは強発現による局在の同定のみにとどまっており、
実際にスパイン内部でアクチン重合促進因子として機能しているかは定かでない。本研究は、ス
パインの細胞骨格形成における Fhod3 の役割を明らかにすることでスパインのアクチン細胞骨
格の制御機構に新たな分子メカニズムを提供するだけでなく、神経精神疾患にみられるスパイ
ン形態異常に伴うアクチン細胞骨格再編不全の分子メカニズムを解明する糸口を見いだすこと
を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）成獣マウス脳における Fhod3 の発現および局在解析 
 
野生型および Fhod3 ヘテロ欠損（LacZ 発現）マウスを用いて脳における Fhod3 の発現および局
在解析を行なった。具体的には成獣マウス脳をいくつかの領域（大脳皮質、海馬、小脳など）に
分け、ウェスタンブロット法により Fhod3 の発現解析を行なった。また、Fhod3 ヘテロ欠損（LacZ
発現）マウスのスライス脳をX-gal染色することにより、Fhod3発現領域の局在解析を行なった。
さらに大脳皮質シナプス画分（スパイン部位）を採取し、ウェスタンブロット法により Fhod3 の
発現確認を行なった。 
 
 
（２）大脳皮質培養神経細胞における Fhod3 の局在解析 
 
生後０日から１日目の野生型マウスの大脳皮質神経細胞を単離・培養後、Fhod3-EGFP を強発現
させることにより、単一神経細胞における Fhod3 の局在解析を行なった。具体的には、Fhod3-
EGFP と mCherry を共発現することにより mCherry に対する Fhod3-EGFP の発現率を映像化し、詳



細な高発現部位を表現した。 
 
 
（３）脳組織 Fhod3 欠損マウスの作出と表現型解析 
 
Cre-loxP システムを用いて、出生期に脳特異的に Fhod3 蛋白質を欠損するコンディショナルノ
ックアウト（cKO）マウスを作出し、樹状突起スパインの形態解析を行なった。具体的には、生
後 35 日前後のマウス脳をゴルジ染色（神経細胞へのランダムな銀染色）することにより、生体
における脳特定領域のスパイン形態を解析した。また、電子顕微鏡を用いて生後 35 日前後マウ
ス脳のシナプス密度を計測した。加えて、心臓特異的に Fhod3 を発現するトランスジェニックマ
ウス（脳組織 Fhod3 欠損）から大脳皮質神経細胞を単離・培養し、スパイン形態を解析した。具
体的には蛍光蛋白質（GFP, mCherry）やアクチン線維結合ペプチド（Lifeact-mCherry）を細胞
に強制発現させた後スパインの形態を適時観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）成獣マウス脳における Fhod3 の発現および局在解析 
 
野生型および Fhod3 ヘテロ欠損（LacZ 発現）マウスを用いて脳における Fhod3 の発現および局
在解析を行なった。具体的には成獣マウス脳をいくつかの領域（大脳皮質、海馬、小脳など）に
分け、ウェスタンブロット法により Fhod3 の発現解析を行なった。その結果、Fhod3 蛋白質は大
脳皮質に最も多く発現していた。また、Fhod3 ヘテロ欠損（LacZ 発現）マウスのスライス脳を X-
gal 染色することにより、Fhod3 発現領域の局在解析を行なったところ、大脳皮質の運動野領域
（第２/３層）および感覚野領域（第２/３/４層、５/６層一部）に局在していた。その中でも、
錐体細胞（興奮性細胞）にのみ発現していた。さらに大脳皮質からシナプス画分を採取し、ウェ
スタンブロット法により Fhod3 の発現確認を行なった。その結果、トライトン不溶性画分（PSD-
95 陽性画分）に Fhod3 の発現が見られた。このことは、Fhod3 が大脳皮質錐体細胞の樹状突起ス
パインの形成に関与している可能性を示すものであった。 
 
 
（２）大脳皮質培養神経細胞における Fhod3 の局在解析 
 
研究成果（１）記述のとおり、Fhod3 は樹状突起スパインに発現することが示唆されたため、生
後０〜１日目の野生型マウスの大脳皮質神経細胞を単離・培養後、Fhod3-EGFP を強発現させ、
単一神経細胞における Fhod3 の局在および発現動向を検討した。Fhod3-EGFP と mCherry を共発
現し、mCherry に対する Fhod3-EGFP の発現率を検討したところ、よりキノコ型に近いスパイン
で発現率が向上していた。このことから、Fhod3 は比較的成熟の進んだ樹上突起スパインに強く
発現しており、Fhod3 がスパインの成熟に関与していることが示唆された。 
 
 
（３）脳組織 Fhod3 欠損マウスの作出と表現型解析 
 
Cre-loxP システムを用いて、出生期に脳特的に Fhod3 蛋白質を欠損するコンディショナルノッ
クアウト（cKO：Fhod3flox/-;Nestin-Cre+）マウスを作出し、樹状突起スパインの形態解析を行な
った。具体的には、生後 35 日前後のマウス脳をゴルジ染色することにより、生体における大脳
皮質運動野領域２/３層のスパイン形態を解析した。その結果、cKO マウスの大脳皮質運動野第
２/３層の樹状突起スパインは、コントロール（Fhod3flox/+）に比べて、成熟したスパインが少な
く、フィロポディアと呼ばれる未成熟なスパインが多く見られた。また、電子顕微鏡を用いて生
後 35 日前後マウス脳のシナプス密度を計測したところ、cKO マウスのシナプス形成がコントロ
ールに比べて不十分であった。加えて、心臓特異的に Fhod3 を発現するトランスジェニックマウ
ス（脳組織 Fhod3 欠損）から大脳皮質神経細胞を単離・培養し、スパイン形態を解析したところ、
コントロールに比べてフィロポディアが多く、成熟スパイン（PSD-95 陽性スパイン）が少なか
った。このことから、Fhod3 が大脳皮質の一部の錐体細胞のスパイン成熟に必要不可欠であるこ
とが示された。本研究成果は、スパインの形成不全を伴うような神経精神疾患の病態理解に新た
な視座を与えるものである。 
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