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研究成果の概要（和文）：神経軸索の先端構造である成長円錐は、周辺環境に存在する軸索ガイダンス因子に誘引・反
発されることで遥か遠隔の標的まで辿り着く。過去に我々は、成長円錐の反発がクラスリン依存性エンドサイトーシス
の非対称化によって駆動されることを明らかにしていた。本課題では、成長円錐の反発を担うエンドサイトーシス調節
因子として、ホスファチジルイノシトール4-リン酸5-キナーゼgamma-90（PIPKIgamma90）を同定した。

研究成果の概要（英文）：During embryonic development, axonal growth cones are guided along their correct 
routes toward distant targets by a variety of extracellular attractive and repulsive cues. We previously 
demonstrated that growth cone repulsion, but not attraction, is driven by asymmetric clathrin-mediated 
endocytosis across the growth cone. In the present study, we identify a 90 kDa splice variant of 
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type-1 gamma (PIPKIgamma90) as an endocytosis-adaptor protein 
that mediates growth cone repulsion.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
神経回路形成過程の神経軸索先端部に現

れる成長円錐は、細胞外環境に呈示される多
種多彩な軸索ガイダンス因子の濃度勾配を
感知し、それに応じて自身の運動性を変化さ
せることで軸索を正しい標的まで牽引する。
軸索ガイダンス因子は、成長円錐を引き寄せ
る作用を持つ「誘引因子」と、遠ざける作用
を持つ「反発因子」に大別されるが、どちら
の場合も因子を受容した側に発生する局所
Ca2+シグナルが旋回運動誘発の必要十分条
件である（文献①）。研究代表者らの過去の
研究により、誘引を引き起こす Ca2+シグナル
（誘引性 Ca2+シグナル）と、反発を引き起こ
す Ca2+シグナル（反発性 Ca2+シグナル）の
Ca2+供給源の違いが明らかになっている。細
胞質 Ca2+濃度は、細胞外からの「Ca2+流入」
または小胞体からの「Ca2+放出」により上昇
するが、ガイダンス因子受容に伴って Ca2+

流入のみが生じた場合には成長円錐は反発
性旋回を呈し、Ca2+流入に伴いリアノジン受
容体を介した Ca2+誘発性 Ca2+放出が起きる
と誘引性旋回を呈する（文献②－④）。また
研究代表者は、これら Ca2+シグナル下流にお
いて誘引と反発を駆動するメカニズムを解
析し、誘引性旋回は成長円錐片側での
VAMP2 依存性エクソサイトーシス促進によ
って、反発性旋回は成長円錐片側でのクラス
リン依存性エンドサイトーシス促進によっ
て駆動されることを世界に先駆けて報告し
た（文献④－⑥）。これに引き続いて研究代
表者は最近、Ca2+シグナルからエンドサイト
ーシス促進・抑制に至るシグナル伝達経路に
ついて解析を進めた。まず反発性 Ca2+シグナ
ルの構成要素である「Ca2+流入」の下流でエ
ンドサイトーシスを促進するシグナル分子
として Ca2+依存性脱リン酸化酵素カルシニ
ューリンを同定した（文献⑥）。一方、誘引
性 Ca2+シグナルが「Ca2+放出」と「Ca2+流入」
の集合であることを考慮すると、誘引性 Ca2+

シグナル下流ではエクソサイトーシスのみ
ならずエンドサイトーシスも同時に促進さ
れてしまうことになり、両者の拮抗により成
長円錐は旋回運動を呈することができない
という矛盾が生じる。これを防ぐためには、
「Ca2+放出」からエンドサイトーシス抑制に
至る経路（交差抑制経路）の存在が必須であ
ると考えられ、この経路を担うシグナル分子
として Ca2+依存性リン酸化酵素 CaM キナー
ゼ II（CaMKII）とサイクリン依存性キナー
ゼ 5（Cdk5）を同定した。 
 
２．研究の目的 
これらの知見に基づき本課題では、Ca2+シ

グナル下流においてカルシニューリンと
Cdk5 により拮抗的リン酸化制御を受け、成
長円錐の旋回方向（誘引／反発）の決定を担
うエンドサイトーシス調節因子を同定する
ことを目的とした。その第一候補として、
dephosphin と総称されるクラスリンアダプ

タータンパク質群の一員であるホスファチ
ジルイノシトール 4-リン酸 5-キナーゼ-90
（PIPKI90）に焦点を当てた。Dephosphin
とはカルシニューリンにより脱リン酸化を
受けることでシナプス小胞のクラスリン依
存性エンドサイトーシスを促進する分子群
で、カルシニューリンによる脱リン酸化部位
は Cdk5 によりリン酸化されることが報告さ
れている（文献⑦－⑨）。dephosphin に属す
る分子としては、 PIPKI90 の他にも
dynamin、amphiphysin、AP180 など現時
点で 7 種が同定されているが、これらの成長
円錐での機能は全く解明されていなかった。
PIPKI90 は、形質膜脂質二重層の内側リー
フレットにおいてホスファチジルイノシト
ール 4-リン酸（PIP）の 5 位をリン酸化する
ことでホスファチジルイノシトール 4,5-二リ
ン酸（PIP2）を合成する酵素である。多くの
エンドサイトーシス関連タンパク質は PIP2

結合領域を持つため、カルシニューリン依存
的に PIPKI90 により合成された PIP2 は、
これらの分子群を形質膜直下に集積させる
ことでクラスリン依存性エンドサイトーシ
スを開始させると予測した。 
 
３．研究の方法 
（１）ケージド Ca2+として、アセトキシメチ
ル化 NP-EGTA を成長円錐に取り込ませ、
355 nm レーザーを成長円錐内の任意の場所
とタイミングで照射することにより Ca2+シ
グナルを発生させ、旋回運動を誘発した。 

（２）全反射蛍光顕微鏡を用いて成長円錐に
おけるクラスリン依存性エンドサイトーシ
スを時空間的に可視化し定量解析した。クラ
スリン依存性エンドサイトーシスが起きる
際、まず形質膜直下へのクラスリン集積によ
りクラスリン被覆ピットが形成され、その後
さらにダイナミン１が集積することで被覆
ピットが形質膜から切り離され細胞質中に
遊離する。全反射蛍光顕微鏡では、ガラス基
質のごく近傍に存在する蛍光分子のみが励
起されるため、基質接着面の形質膜直下に集
積したダイナミン１とクラスリン被覆ピッ
トは粒状のシグナルとして観察されるが、エ
ンドサイトーシスにより細胞質中に遊離し
たクラスリン被覆小胞由来のシグナルは観
察領域から外れて検出されない。そのため、
蛍光タイムラプス像におけるクラスリンお
よびダイナミン１の粒状シグナル消失を指
標として、エンドサイトーシスを単一小胞レ
ベルで時空間的に検出・定量できる。 
 
４．研究成果 
（１）研究代表者が実験試料として用いてい
るニワトリの PIPKI90 はこれまでクローニ
ングされていなかったため、まず始めにクロ
ーニングを行った。その結果、C 末端領域に
クラスリンアダプタータンパク質 AP2 との
結合領域を持つバリアントと持たないバリ
アントの 2 種類が存在することを確認し（そ



れぞれ PIPKI90 および PIPKI87）、その全
長配列を決定した。その上で、発生期ニワト
リ脊髄後根神経節細胞における PIPKI90 タ
ンパク質の発現を抗体染色法により確認し
た。 
 
（２）ニワトリ PIPKI90 の kinase-dead 変
異体を作成し、発生期ニワトリ脊髄後根神経
節細胞の軸索成長円錐におけるエンドサイ
トーシスと旋回運動に対する寄与を検証し
た。その結果、反発性 Ca2+シグナルに応じて
誘起されるエンドサイトーシスの非対称性
お よ び成長 円 錐の反 発 性旋回 運 動 に
PIPKI90のkinase活性が必要であることが
示された。一方、成長円錐の誘引性旋回運動
には PIPKI90 の kinase 活性は必要無かっ
た。さらに、内在性 PIPKI90 の siRNA ノ
ックダウンによっても同様の結果を得た。 
 
（３）PIPKI90 は AP2 と直接結合すること
でのキナーゼ活性を上昇させる。成長円錐の
反発性旋回運動における PIPKI90－AP2 間
結合の必要性を検証するために、PIPKI90
の AP2 結合領域配列のペプチド断片を合成
し、これが成長円錐の旋回運動に及ぼす影響
について解析した。その結果、この合成ペプ
チドはケージド Ca2+による誘引性旋回運動
には効果が無く、その一方で反発性旋回運動
を消失させることが明らかになった。続いて、
成長円錐におけるクラスリン依存性エンド
サイトーシスを可視化解析した。コントロー
ル条件下の成長円錐では反発性 Ca2+シグナ
ルに応じてエンドサイトーシスが非対称化
したが、PIPKI90 の AP2 結合領域を含む C
末端断片を発現させた成長円錐においては、
エンドサイトーシスの非対称化が起きない
ことが判明した。 
以上の結果から、PIPKI90 が成長円錐の

反発を担うエンドサイトーシス調節因子と
して機能することが示された。この研究成果
は、Journal of Neuroscience 誌に受理・掲載
された（文献⑩）。 
 
（ ４ ）成長 円 錐の旋 回 運動に 対 す る
PIPKI90－AP2 間結合の必要性をさらに深
く検討した。AP2 サブユニットの一つである
2-adaptinのearドメイン内の１アミノ酸変
異（K808A）により PIPKI90 との結合を阻
害したところ、誘引性旋回運動には影響が無
く、反発性旋回運動を消失させた。また、PIP2

可視化プローブである蛍光タンパク質標識
PLC-PHを用いて成長円錐内でのPIP2量の
変動を全反射蛍光顕微鏡により観察したが、
現在のところ Ca2+シグナルに応じた顕著な
PIP2 シグナルの増減は観察されていないた
め、今後は蛍光プローブの性能の改良等を試
みて行く予定である。 
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