
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２４年 ２月 ２８日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

機関番号：１２３０１ 
研究種目：基盤研究（Ａ） 
研究期間：２００７～２０１０ 
課題番号：１９２０００２９ 
研究課題名（和文）アクチンによるシナプス機能制御とその高次脳機能における役割 
研究課題名（英文）Actin-dependent regulation of synapse function and its role in higher 
brain fuction 
 
研究代表者 

白尾 智明（SHIRAO TOMOAKI） 
群馬大学・大学院医学系研究科・教授 

 研究者番号：２０１７１０４３ 

 

研究成果の概要（和文）： 

初代培養神経細胞系と遺伝子変異動物を用いて、神経細胞樹状突起スパイン内のアクチン結合
タンパクの変化はシナプス機能変化に直接結びつくことを明らかとした。次いで、アクチン結
合タンパクのスパイン内集積動態を測定することにより、グルタミン酸作動精神系繊維は、グ
ルタミン酸受容体の二つのサブタイプを使って、両方向性にアクチン結合タンパクのスパイン
内集積を制御していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We used primary neuronal cell culture and knockout mice, and showed that the expression 

levels of spinal actin-binding proteins are related to the synaptic function, such as 

synaptic strength and plasticity. Then we analyzed the dynamics of spinal accumulation 

of actin-binding proteins, and found that glutamatergic fibers regulate the accumulation 

bi-directionally using two subtypes of glutamate receptors. 
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１．研究開始当初の背景 

研究開始当初においては、アルツハイマ

ー病などにおける認知障害の臨床症状は、

アミロイド斑やニューロフィブラリータ

ングルの出現などに比べ、大脳皮質におけ

るシナプス密度の減少に、より依存してい

ることがわかり、認知障害の病態としてシ

ナプス機能不全が注目を集め始めていた。 



一方 in vitro 系を用いた研究により、

シナプス後部スパインのアクチン細胞骨

格動態異常によりひき起こされる、シナプ

ス形態的可塑性や伝達物質受容体トラッ

フィキングの障害が、シナプス機能不全の

分子基盤の一つであることがわかり、実際

さらに、アルツハイマー病やうつ病におい

ても、生体シナプス内のアクチン結合蛋白

の量的・質的異常が報告された。 

シナプス機能不全にはLTPや LTDなどの

比較的短期間に起こるシナプス可塑性と、

より長期的なホメオスタティック変化と

してのシナプス可塑性の両者に障害が起

きている可能性がある。本研究で取り上げ

る「アクチンによるシナプス機能制御」は、

従来指摘されていた長期のシナプス可塑

性への関与に加えて、短期シナプス可塑性

でも重要な役割を果たしていると考えら

れ、「アクチンによるシナプス機能制御」

の高次脳機能において果たす役割の重要

性が脚光を浴び始めていた。 

我々はこれまでにシナプス発達メカニ

ズムの研究を行い、発達過程の神経細胞に

おいてアクチン結合蛋白ドレブリンの神

経特異的アイソフォーム（ドレブリン A）

が発現することが契機となり、アクチン細

胞骨格動態が変化して、アクチン繊維がシ

ナプス後部に集積し、その結果 PSD-95 な

どの足場蛋白の集積やスパインの形態形

成が誘導されることを発見した（J. 

Neurosci. 2003）。また、スパイン形成後

のホメオスタティックシナプス可塑性に

おいてもドレブリンAの発現が必要である

ことを報告した（J. Neurochem., 2006）。

これらの成果から、アクチン結合蛋白の量

的変化はスパインの形成および機能に重

要な働きをしていることが示唆される。し

かし、ドレブリン Aの発現はスパイン形成

の 十 分 条 件 で は な く （ Mol. Cell. 

Neurosci., 2005）、スパイン形成には AMPA

型グルタミン酸受容体活性によるドレブ

リンAの集積が必要であることが推測され、

また、成熟後のシナプスにおいては、NMDA

型グルタミン酸受容体活性が、ドレブリン

A 結合型のアクチン繊維のスパイン内集積

を制御していることを発見している（Mol. 

Cell. Neurosci., 2006）。 

 

２．研究の目的 

本研究は、「樹状突起スパインのアクチ

ン細胞骨格」と「神経伝達物質受容体」間

に存在すると考えられる双方向性の制御

メカニズムを解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

初代神経細胞培養系はバンカー法を用

いた（J. Neurosci. 2003）。免疫染色には、

深麻酔後の動物を、4％パラホルムアルデ

ヒドを用いて環流固定後、脳を取り出し、

クリオスタットを用いて凍結切片を作成

し、定法により免疫染色を行った。培養神

経細胞の場合は、4％パラホルムアルデヒ

ドで直接固定し、免疫染色を行った。タン

パクの動態計測はドレブリンおよび PSD95

等に GFP を融合させたベクターを作成し、

リポフェクタミンを用いたトランスフェ

クション法やマイクロインジェクション

法により遺伝子導入を行い、褪色後蛍光回

復法（FRAP）により、タンパク動態を解析

した。電気生理学的解析は海馬スライス標

本を作製し、field potentialを測定して、

シナプス後長期増強、長期抑制を観察した。

行動解析は行動バッテリー法により行っ

た。 

 

４．研究成果 

初代培養神経細胞を用いた in vitro 実験



系では、(1) 成長円錐を樹状突起スパインの

モデルとして用いて、アクチン結合蛋白ドレ

ブリンがアクチン線維の retrograde flow を

制御していることがわかった（JNC 2009）。

また同時に、（２）種々のアクチン結合蛋白

の成長円錐およびシナプスへの局在を免疫

組織化学的に明らかにした。ドレブリンＥと

ニューラビン II は成長円錐のアクチン弓に

濃縮していた。また、ニューラビンＩは成長

円錐内に瀰漫性に存在していた。ドレブリン

Ａは成長円錐では検出できなかった。一方、

チュブリンやＶＡＭＰ２などは成長円錐中

心部に分布し、アクチン結合蛋白とは対照的

な分布パターンを呈していた。ゲルゾリン、

ファシン、リン酸化コフィリン、CaMKII など

には、特徴的な分布は認められなかった。シ

ナプス部へは、ドレブリンAが局在していた。

次に、（３） 遺伝子工学的に、初代培養神経

細胞樹状突起スパインのドレブリンをノッ

クダウンして、足場蛋白の集積やスパインの

形態に加えて、スパインの電気生理学的性質

もドレブリン依存性に変化することを明ら

かとした（JCS 2009）。一方、セロトニン受

容体や L型カルシウムチャネルがドレブリン

のスパイン集積に影響を及ぼすことが示唆

され、またドレブリンやアクチンのスパイン

内集積度がシナプス後部神経細胞の種類や

発達段階によって異なることがわかってき

た。（４）スパイン内ドレブリン動態を制御

するメカニズムとして、AMPA 受容体活性を介

したメカニズム(JCS 2009)、スパイン内カル

シウム濃度を介したメカニズム（投稿中）が

存在することを明らかとした。(５) ドレブ

リンのアイソフォームの相違は樹状突起ス

パイン内のアクチン細胞骨格のダイナミズ

ムの変化に相関していることがわかった。 

また、ノックアウトマウス DAKO を用いた

in vivo 実験で(１) NMDA 受容体のホメオス

タチック可塑性はドレブリン A依存性である

ことを示した（JCN 2009）、(２) 高次脳機能

解析および電気生理学的解析を行い、LTP 形

成および fear conditioning 等に関する影響

を解析し、ＤＡＫＯは contextual memory

に障害があることが判った。また、一定

の成熟過程で電気生理学的性質や水迷

路試験で異常が認められた。しかしなが

ら、ニッスル染色による脳の層構造の異

常やゴルジ染色による樹状突起スパイ

ン数の顕著な差は認められなかった。但

し、電子顕微鏡による解析で、パーフォ

レイテッドスパインの割合が高いこと

が示唆された（Neuroscience 2010;投稿準

備中）。 

また強制水泳テストでは野生型とＤＡＫ

Ｏでは有意差は認められなかったが、嗅球除

去処置によりマウスは徐々に活動量が増加

し、その増加量に野生型とＤＡＫＯでは差が

あることが示唆された。さらに、ＡＰ５投

与により急性に起こる NMDA 受容体に関

する恒常性維持可塑性が消失している

ことが判った(J. Comp. Neruol. 2009)。 

一方生化学的な解析では、今のところ

他のスパイン機能蛋白の全能における

発現量には顕著な変化は認められてい

ない。しかしながら、通常ならば成熟脳

ではドレブリンが可溶性画分からほと

んど消失しているのに比較し、DAKO マウ

スでは半分程度のドレブリンは成熟脳

でも幼若脳と同様に可溶性画分に回収

されることが判った。また、FRAP 解析に

よりドレブリンの動態はアイソフォームに

より異なることが示唆されているので、DAKO

マウスのシナプトゾームにおけるドレブリ

ン異常集積はドレブリンアイソフォームに

より、細胞下マイクロドメインレベルでドレ

ブリンの分布が異なるためである可能性が



示唆された。 

一方、ドレブリン E および A の両者を KO し

たドレブリン完全 KO（DXKO マウス）を作成

するために、まず、ドレブリン遺伝子の flox

マウスを作製し、次に、この flox マウスを

用いて、DXKO マウスを作成した。DXKO マウ

スでは、高次脳機能に直結すると考えられる、

成熟脳における新生ニューロンの細胞移動

に異常が出現することがわかった。 
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