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研究成果の概要（和文）：脂肪酸は鎖長や不飽和数の多様性を生み出すことで膜脂質の性質を調節しており、神経成長
に必要な極長鎖脂肪酸伸長酵素は成長円錐の膜輸送にも関与すると考えられる。小胞蛋白質のGFPライブイメージング
で成長円錐周辺領域の小胞がアクチン束の交差や束化の極めて近傍で生じ、薬理学的実験により、それらの小胞がアク
チン逆行性流動で逆行性輸送されることを明らかにした。アクチン結合蛋白質ファシンをノックダウンしてアクチン束
形成を抑制した結果、周辺領域の小胞数も著しく減少した。これらの小胞はクラスリンが介在しないエンドフィリンに
よるエンドサイトーシスで生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The growth cone is a highly motile structure in the growing tip of a neurite at 
the stages of the neuronal development and regeneration. To visualize the vesicular trafficking and actin 
reorganization of the growth cone in detail simultaneously, we analyzed the dynamics of GFP-synaptophysin 
and mCherry-actin in the growth cone of NG108-15 cells, using a superresolution microscopy. We found that 
the vesicles arose near the root portions of filopodia, and most of them were retrogradely moving along 
the actin bundles. Both of such events were inhibited by actin polymerization inhibitors or a myosin 
light-chain kinase inhibitor. RNAi of fascin also decreased the numbers of vesicles localized at the 
leading edge. Moreover, the retrogradely moving vesicles were not colocalized with clathrin but with 
endophilin and dynamin. These results suggest that there is a novel mechanism of membrane retrieval in 
the growth cone.
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１．研究開始当初の背景 
 炭素数が 20以上の脂肪酸（極長鎖脂肪酸）
は神経成長、正常な精神発達に必要であると
考えられているが、その分子機構は明確にな
っていない。申請者らはプロテオミクス解析
で成長円錐に極長鎖脂肪酸の合成と輸送に
関わる蛋白質を多数同定し、成長円錐に濃縮
する極長鎖脂肪酸伸長酵素 Tecr が軸索伸長
に必要であることを突き止めた。 
 
 
２．研究の目的 
 Tecr ノックアウトマウスの表現型解析に
より、成長円錐における神経成長に不可欠な
極長鎖脂肪酸の役割を明らかにする。蛍光プ
ローブによる超解像度ライブイメージング
で、成長円錐細胞膜の動態を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 極長鎖脂肪酸伸長酵素Tecrを標的とす
るターゲティングベクターの構築からキメ
ラマウス作製を行った。TLCN-Cre マウスと
Tecr-floxマウスの交配でTecrノックアウト
マウスを作出した。 
(2) 成長円錐の膜動態を高解像度で明らか
にするため、神経芽細胞腫 NG108-15 細胞に
小胞蛋白質をGFP融合蛋白質として発現させ
て超解像顕微鏡による観察を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) Tecr ノックアウトマウスのヘテロ接合
型は正常に成長するが、ホモ接合型は胎生致
死であった。成長円錐のリピドミクス解析で
は、ホスファチジルセリン(22:3 / 22:6)、
(20:0 / 22:6)やホスファチジルイノシト 
ール(18:0 / 20:5)が成長円錐膜にのみ含ま
れることを発見した。括弧内の数字は炭素数
と不飽和数を表しており、22:6 はドコサヘ
キサエン酸、20:5 はエイコサペンタエン酸
でいずれも必須脂肪酸として知られる。また
抗体による免疫染色により、極長鎖脂肪酸伸
長酵素は 4 つの酵素のうち、成長円錐には
Tecr のほかに Elovl6、KAR が濃縮している
ことを確認することができた。これらの結果
から、成長円錐に特定の脂肪酸を供給する機
構が存在することが示唆された。 
 
(2) 成長円錐先端部では多くの小胞が逆行
性に移動し、その速度がアクチン逆行性流動
とほぼ一致した。アクチン逆行性流動に関与
するミオシン軽鎖キナーゼの阻害剤で小胞
の移動速度が減少したことから、成長円錐の
逆行性小胞輸送はアクチン逆行性流動を利
用していることが強く示唆された。シナプト
フィジン陽性の逆行性輸送小胞はアクチン
の束が交差、束化される位置で生じることが
明らかになった。このとき BAR ドメインをも
つエンドフィリンとダイナミンが小胞蛋白

質のシナプトフィジンと共局在したが、クラ
スリンの集積はほとんど検出されなかった。
成長円錐におけるエンドフィリンとクラス
リンの分布を比較したところ、クラスリンが
成長円錐の中心部、細胞基底面に多く検出さ
れたのに対して、エンドフィリンはクラスリ
ンより先導端に近い領域に分布した。アクチ
ン束形成に関与するアクチン結合蛋白質フ
ァシンのノックダウンで成長円錐のエンド
フィリン集積が阻害された。さらにマウス皮
質神経細胞の初代培養におけるエンドフィ
リンのノックダウンは軸索伸長を阻害した。
これらの結果から、成長円錐にはクラスリン
依存性のエンドサイトーシスとは異なるも
う１つのエンドフィリンによるエンドサイ
トーシス機構が存在し、それは先導端近傍で
生じるアクチン束化によって誘導されるこ
とを強く示唆する。エンドフィリンによるエ
ンドサイトーシスは神経成長に不可欠な細
胞内物流に関与していると考えられる。 
 

図１ 成長円錐における小胞輸送の分類 
 

図２ 逆行性小胞輸送とアクチン逆行性流
動の関係 
 



 
図３ ミオシン軽鎖キナーゼによる逆行性
小胞輸送の阻害 
 

図４ アクチン束と小胞形成の様子 

 
図５ ファシン蛋白質のノックダウンによ
る小胞数の変化 
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