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研究成果の概要（和文）：本研究では、複雑に分岐した大きな１本の樹状突起をもつ小脳プルキンエ細胞をモデ
ルとして、樹状突起の空間配置制御のメカニズムを解析した。まず、細胞骨格制御因子に着目した種々の解析か
らアクチン制御因子Arp2/3およびその活性化因子N- WASPが発生期プルキンエ細胞で高発現していることを発見
した。そして、N-WASP-Arp2/3経路の機能阻害を行うと樹状突起の成熟プロセスが早期に停止し、特徴的な１本
の一次樹状突起が形成されず、著しく矮小化することが明らかになった。このことから、プルキンエ細胞の樹状
突起の空間配置制御においてN-WASP-Arp2/3経路が極めて重要な働きをしていることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the regulatory mechanisms of dendritic 
spatial configuration in cerebellar Purkinje cells, which have a single large, intricately branched 
dendrite. Based on various analyses focusing on cytoskeletal regulators, we first found that the 
actin regulator Arp2/3 and its activator N-WASP are highly expressed in developing Purkinje cells. 
Moreover, functional inhibition of the N-WASP-Arp2/3 pathway caused an early arrest of the dendritic
 maturation process, resulting in marked hypoplasia without the establishment of a single 
characteristic primary dendrite. These results indicate that the N-WASP-Arp2/3 pathway plays a 
pivotal role in the regulation of dendritic spatial configuration in Purkinje cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は樹状突起の基本型をつくるために必須の分子機構を解明し、これまで不明な点が多かった樹状突起の空
間配置制御システムの理解に貢献したことから大きな意義をもつ。今後、本研究で得られた知見をさまざまな種
類のニューロンで検証していくこと、またN-WASP-Arp2/3シグナルがどのようなメカニズムで樹状突起を制御し
ているのかを明らかにしていくことで、“脳をつくる”しくみの理解がさらに進むと期待される。また、本研究
で得られた知見は、将来の神経再生医療において移植ニューロンの「かたち」を制御してより機能的な神経回路
を再建するために重要になると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ニューロンのタイプごとに多様な樹状突起の“かたち”は、神経回路の機能と密接に関係してい

る。伸長や分岐などの樹状突起の基本設計にかかわる分子機構についてはこれまで多くの研究

が行われ、その理解が進んできた。一方で、生体内には、小脳プルキンエ細胞や海馬歯状回ニュ

ーロンのように、厳密に制御された再現性の高い三次元構造の樹状突起をもつニューロンが数

多く存在する。このような樹状突起の三次元的な空間配置は、入力回路のシナプス接続性や情報

処理特性などを規定するきわめて重要な要因となる。しかし、特に哺乳類において、樹状突起の

空間配置を制御する発生システムの理解は大きく遅れていた。 

神経系の発生過程では、“スクラップ＆ビルド”と呼ばれるリモデリング機構、つまり、発生過

程で一過性の構造を過剰に構築し、その後、競合によってそれらを選別・再編成して成熟型の空

間配置を確立する機構が存在する。プルキンエ細胞は、その特徴的な樹状突起の構築過程が競合

的リモデリングの典型例としてよく知られている。成熟したプルキンエ細胞は、高度に分岐した

大きな扇状の樹状突起を１本のみ分子層に向かって伸ばす（図１；④）。この特徴的な樹状突起

構造は、平行線維との効率的なシナプス結合や階層的な情報入力、そして情報の統合機構に重要

とされており、プルキンエ細胞の機能発現に欠かせない。プルキンエ細胞は生後 10日間に起こ

る劇的なリモデリングによって成熟型の原型となる一本の樹状突起（＝stem dendrite）を構築す

る。特に、全方向性に多数の樹状突起

をもつ星状細胞様ステージから幼若

型ステージまでの６日間で（図１；②

→③）、頂端側の樹状突起の１本が

stem dendriteとして選定され、選ばれ

なかった残りすべての樹状突起は退

縮する。これまでの研究で、プルキン

エ細胞の樹状突起形成に関わる多様

な分子群が発見されたが、その多くは

幼若型から成熟型への分化機構に関

わるもので（図１；③→④）、stem 

dendrite を形成する競合的リモデリン

グ機構はほとんど解明されていなか

った。 
 
２．研究の目的 
特徴的な三次元構造をもつプルキンエ細胞の樹状突起をモデルとして、その空間配置の制御

機構の解明を目指した。特に、リモデリング機構によって確立される１本の大きな stem dendrite

の形成に関わる分子基盤を細胞骨格制御の観点から明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）発生期プルキンエ細胞における細胞骨格制御因子の発現解析 

マウスのプルキンエ細胞において、その樹状突起が発達する生後３週の間に高発現する

アクチン線維あるいは微小管の制御因子群を既存の発現データベースおよび特異抗体を

用いた免疫組織化学的解析により探索した。組織学的解析では、特に樹状突起上での発現

図１ プルキンエ細胞の樹状突起形成 

星状細胞様ステージ（②）から幼若型ステージ（③）に至る 
６日間で、成熟型の原型となる“stem dendrite”が確立される。 
この過程では、樹状突起の競合的リモデリングが起きている 



に着目して探索を行った。 
 

（２）培養プルキンエ細胞における樹状突起形成の解析 

初代培養プルキンエ細胞に、mCherryを融合させたアクチン制御因子サブユニット Arp3

を遺伝子導入し、樹状突起の形成過程をタイムラプス観察して Arp3の分子動体を調べた。

また、Arp2/3およびその上流活性化因子 N-WASPや Cdc42に対する特異阻害剤を初代培

養プルキンエ細胞に添加して樹状突起の発達への影響を解析した。 
 

（３）生体プルキンエ細胞における樹状突起形成の解析 

N-WASP-Arp2/3経路がプルキンエ細胞の stem dendriteの確立（図１；②星状細胞様ステ

ージ → ③幼若型ステージ）に関与するかどうかを調べるために、子宮内エレクトロポレ

ーション法によって N-WASP の機能阻害型変異体群をプルキンエ細胞に遺伝子導入して

N-WASP-Arp2/3 経路を阻害し、共発現させた GFP シグナルの観察や抗体染色により生後

21日目に樹状突起構造の解析を行った。また、逆に N-WASP-Arp2/3経路の活性型変異体

を発現させて樹状突起形成への影響を調べる実験も行った。なお、遺伝子導入の際は、DNA

量を減らして導入効率を下げることで、蛍光標識されたプルキンエ細胞の樹状突起構造の

全容が観察できるようにした。さらに、N-WASP-Arp2/3経路がプルキンエ細胞の樹状突起

の伸長・分岐（図１；③幼若型ステージ → ④成熟型ステージ）に関与するかどうかを調

べるために、アデノ随伴ウイルスベクターを用いて生後 10日目以降に N-WASPの機能阻

害型変異体を発現させて、生後 21日目に樹状突起構造を解析する実験も行った。 
 

４．研究成果 

最初に、上記「研究の方法（１）」により発現解析を行ったところ、樹状突起形成期（生後 6日

目および 14日目）のプルキンエ細胞において、アクチン制御因子 Arp2や Arp3、その活性化因

子 N-WASPおよび Cdc42が発達中の樹状突起で高発現していることが明らかになった。また、

活性型であるリン酸化 N-WASPも発達中の樹状突起に局在していた。 

そこで、次に、N-WASP-Apr2/3 経路がプルキンエ細胞の樹状突起形成に関わる可能性を検討

するために、上記「研究の方法（２）」により、発達中の樹状突起における Arp3の分子動体を調

べた。その結果、伸展中の樹状突起の先端および分岐部位に Arp3が集積していることが明らか

になった（図２）。さらに、樹状突起形成における N-WASP-Apr2/3経路の重要性を調べるために、

特異阻害剤を用いた解析を行

ったところ、Arp2/3 や N-

WASP、Cdc42のいずれの機能

阻害も樹状突起の著しい低形

成を引き起こした。これらの

ことから、N-WASP-Apr2/3経

路がプルキンエ細胞の樹状突

起の構築に重要である可能性

が示唆された。 

そこでさらに、上記「研究の方法（３）」により、生体内プルキンエ細胞での検証を行った。

まず、N-WASPの強力な機能阻害型変異体群を胎生期からプルキンエ細胞に発現させたところ、

図２ 発達中のプルキンエ細胞樹状突起におけるArp3 の集積    

初代培養プルキンエ細胞におけるタイムラプス観察。 
Arp3 は、分岐直前の樹状突起（矢印）および伸展中の樹状突起先端に
集積している。 



プルキンエ細胞の生存や移動には影響がないものの、樹状

突起形成に関しては、競合的リモデリングの異常によって

stem dendrite が形成されず、星状細胞様ステージの形態の

まま発生が止まることが明らかになった（図３）。このこと

から、N-WASP-Apr2/3経路がプルキンエ細胞の stem dendrite

の確立に必須のはたらきをしていることが強く示唆され

た。また、stem dendrite が形成された幼若型期以降に N-

WASP-Arp2/3 経路を阻害してもその後の樹状突起の発達

に異常が生じ、その構造が矮小化することが明らかになっ

た。さらに、N-WASP-Arp2/3経路を高度に活性化させた場

合もプルキンエ細胞の樹状突起が正常に発達できなくなる

こともわかった。 

以上の結果から、発生期のプルキンエ細胞において、N-

WASP-Arp2/3 経路は樹状突起形成の広範なステップでは

たらいており、その活性化レベルを適切に保つことが非常

に重要であることが示された。特に、プルキンエ細胞の stem 

dendrite の確立に関わる分子基盤はほとんど解明されてい

なかったことから、本研究成果は樹状突起の空間配置制御の理解に貢献する重要な発見である

と考えられる。今後、本研究で得られた知見を多様なニューロンタイプで検証し、また N-WASP-

Arp2/3 経路による樹状突起制御の分子メカニズムの詳細を明らかにしていくことで、ニューロ

ンのかたちづくりのしくみがさらに解明されると期待される。 

図３ N-WASPの機能阻害 
による樹状突起の異常    

N-WASP-Arp2/3 経路の機能を阻害 
し た プ ル キ ン エ 細 胞 で は stem 
dendrite が形成されず、樹状突起の 
発達が星状細胞様ステージで止まる。 
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