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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経細胞の一次繊毛の形成を制御する細胞外分子の同定および細胞内シ
グナル伝達機構の解析を中心に研究を進めた。神経成長因子およびドコサヘキサエン酸などの不飽和脂肪酸の刺
激により神経細胞の一次繊毛の形成が促進されることを見出した。さらに、これら細胞外からの刺激により、細
胞内カルシウム濃度上昇を経た転写因子NFATの活性化とCOX-2の発現上昇さらに、PGE2の産生が一次繊毛の形成
を促進する新たな機構を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the identification of extracellular molecules 
that regulate the formation of primary cilia in neurons and the analysis of intracellular signaling 
mechanisms. We found that stimulation with nerve growth factor and unsaturated fatty acids such as 
docosahexaenoic acid promoted the formation of primary cilia in neurons. In addition, we found a new
 mechanism by which these extracellular stimuli promote the formation of primary cilia by increasing
 the intracellular calcium concentration, activating the transcription factor NFAT, increasing the 
expression of COX-2, and producing PGE2.

研究分野：神経科学

キーワード： 一次繊毛　繊毛病　神経成長因子　神経回路網形成　不飽和脂肪酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではこれまで理解が進んでいなかった神経細胞の一次繊毛の形成に関わる分子機構が明らかとなった。
DHAなどの不飽和脂肪酸は脳機能の記憶/学習能力の向上に関わることが先行研究から明らかとなっているが、そ
の作用機序の全容は定かではない。今回の研究により不飽和脂肪酸が神経細胞の一次繊毛の形成を促進すること
で、一次繊毛を介したシグナル受容と細胞応答が促進され脳機能の向上に関与する可能性が示唆された。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
一次繊毛は殆どの細胞が有する細胞膜から突出した小器官であり、細胞外シグナルの受容と細
胞内への伝達を司る「アンテナ」として機能する。一次繊毛によるシグナルの受容は、遺伝子発現
の制御を通じ組織形成、恒常性の維持など正常な生体機能に必須である。ヒト遺伝性疾患である
「繊毛病」では、一次繊毛の形成に必要な遺伝子に変異が生じており、一次繊毛の形成が不完全と
なることで十分に機能することができず、組織/個体レベルで様々な異常を呈する。特に脳におけ
る異常は顕著で、左右の大脳半球を神経軸索で連結する脳梁の形成不全や、脳室の拡大による水
頭症、精神遅滞や運動障害などの多様な症状を呈する。これらの異常は脳を構成する最小単位で
ある神経細胞の機能に異常が生じた結果と予測されているが、神経細胞における一次繊毛の機能
が依然として不明であるため、脳・神経系における繊毛病の発症機序の理解には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、神経細胞における一次繊毛の機能の解明を目的とした。特に神経細胞の一次繊毛
の形成に関与する細胞外分子の同定および細胞内で活性化されるシグナル伝達の解析に焦点を絞
り研究を進める。神経幹細胞から分化した神経細胞は細胞外からの様々な因子の影響を受けるこ
とで、正常に神経回路網の形成がなされることが知られている。これら細胞外因子の内で神経成
長因子および不飽和脂肪酸による一次繊毛の形成促進に関わる細胞内シグナル伝達機構に着目し
研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
胎生 16日目のマウス海馬から神経細胞を調製し、培養した。培養開始 24時間後に各種リガン
ドを培養液に添加した。その後、培養神経細胞を固定し、抗 Adenylate cyclase type Ⅲ (ACⅢ)
抗体を用い免疫染色を行い、神経細胞の一次繊毛を可視化した。蛍光顕微鏡により取得した画像
データから神経細胞の一次繊毛の長さを計測した。 
 さらに、神経成長因子の刺激に応答して活性化される細胞内のシグナル伝達機構のうち、一次
繊毛の形成に必要とされるシグナル伝達経路を明らかにするため、各種阻害剤で培養神経細胞
を前処理し、一次繊毛の形成がどのように変化するか解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）DHA は培養神経細胞の一次繊毛の伸長促進に関与する 
まず初めに DHA がマウス海馬初代培養神経細胞の一次繊毛の伸長を促進するか調べるために、
一次繊毛に特異的に局在する分子である Adenylyl cyclase type3 (AC3)に対する抗体を用いた
免疫染色法により解析を行った。その結果、DHA またはアラキドン酸 (AA)を含む培養液中で神
経細胞を培養すると、DHA 及び AAが 5 µMの濃度において一次繊毛がそれぞれ 1.6 倍及び 1.5 倍
に有意に伸長することがわかった (図 1)。 



 
（2）母体マウスへの DHA の経口投与は一次繊毛形成を促進する 
さらにマウス個体を用いた実験から、in vivo においても DHA が一次繊毛の伸長を促進するか解
析した。妊娠 7日目の母体マウスに DHA を 50 mg/kg となるように毎日経口投与し、胎生 13.5 日
目の胎仔マウス脳を固定後、冠状
切片を作製し、一次繊毛を抗
Arl13b 抗体を用いた免疫組織染
色により可視化しその長さを測
定した。その結果、胎生 13.5 日
目の大脳皮質に存在する神経細
胞の一次繊毛の長さは、コントロ
ールでは 1.204 ± 0.013 µm、DHA
を投与した場合には 1.47 ± 
0.017 µmとなり、有意に 1.2 倍
の上昇が観察された (図 2)。こ
れらの結果から、in vivo の条件
において、DHA が神経細胞の一次
繊毛の伸長を促進する可能性が
示唆された。 
 
（3）GPR40 による DHA の受容は一次繊毛の伸長促進に必要とされる 
次に、DHA が細胞膜に局在する受容体分子により受容され働く場合について検討を行った。長鎖
脂肪酸の受容体である GPR40 と GPR120 が培養海馬神経細胞及び皮質神経細胞において発現する
か RT-PCR 法を用いて解析を行った。その結果、海馬神経細胞及び皮質神経細胞において、GPR40
の mRNA の発現が確認された。そこで、GPR40 のアンタゴニストである DC260126 (10 µM)を用
い、GPR40 の機能阻害を行っ
た。その結果、GPR40 のアン
タゴニストである DC260126
の前処理により、DHA による
一次繊毛の伸長促進は有意
に抑制されることがわかっ
た。また、GPR40 の選択的ア
ゴニストである TAK875 及び
GW9508 を用い、GPR40 を活性
化させた状態における一次
繊毛の長さの解析を行った。
その結果、コントロールに比
べ TAK875 (25 µM)と GW9508 
(25 µM)の刺激により神経細
胞の一次繊毛の伸長がそれ
ぞれ 1.92 倍と 1.91 倍に有意
に促進された。GPR40 からの
シグナル伝達を活性化させ
た場合においても、一次繊毛
の伸長が促進されることが
わかった (図 3)。以上の結果
から、細胞外の DHA は受容体
分子である GPR40 により受容
され細胞内シグナル伝達の
活性化を介して、一次繊毛の
伸長を促進する可能性が高
いと考えられた。 
 
（4）細胞内 Ca2+の上昇と脱リン酸化酵素カルシニューリンによる一次繊毛の伸長促進 
 次に、一次繊毛の伸長促進に必要な細胞内シグナル伝達の解析を進めた。 膵臓において GPR40
は細胞内カルシウム濃度を上昇させ、その結果、多様なシグナル伝達を制御することが報告され
ている。そこで、細胞内 Ca2+ の上昇についてカルシウムセンサー (pGP-CMV-NES-jRGECO1a)を
培養海馬神経細胞で発現させ GPR40 のアゴニストである TAK875、GW9508 及び DHA で刺激した際
のカルシウムセンサーの蛍光強度の変動をライブイメージング法により解析した。その結果、
DHA で刺激し、3秒後に蛍光強度が 1.7 倍に上昇することがわかった。TAK875 及び GW9508 も同
様に刺激後、10 秒後に蛍光強度は 2 倍及び 5 倍に上昇することがわかった。これらの結果から
培養海馬神経細胞においても GPR40 の活性化が細胞内 Ca2+濃度上昇を引き起こすことがわかっ
た。細胞内 Ca2+濃度の上昇は Ca2+結合タンパク質の活性調節を介し細胞内シグナル伝達を制御



する。そこで、数多くある Ca2+により活性化される分子の内で、脱リン酸化酵素であるカルシ
ニューリンに着目して、解析を進めた。カルシニューリンの活性を阻害した場合における、一次
繊毛の伸長に与える影響を解析するため、阻害剤である Cys (200 nM)/FK-506 (10 µM)を用いて
解析を行った。その結果、カルシニューリンの阻害剤である Cys/FK-506 の処理により、DHA に
よる一次繊毛の形成促進は抑制された。 
 
（5）転写因子 NFAT の活性化による一次繊毛の伸長促進 
 数多くあるカルシニューリンの標的タンパク質のうちで、転写因子 NFAT (Nuclear factor 
of activated T-cells) に着目し、以後の解析を行った。NFAT は NFATc1、NFATc2、NFATc3、
NFATc4、NFATc5 の 5 種類が報告されており、NFATc1 から NFATc4 は細胞内カルシウム濃度に依
存し、カルシニューリンによる活性制御を受ける。NFAT は通常時にはリン酸化されており、不
活性状態として細胞質に局在する。しかし、細胞内カルシウム濃度の上昇によりカルシニューリ
ンが活性化されると脱リン酸化を受け、分子構造の変化を起こすことで活性化状態となり細胞
核へと移行する。その後、ゲノム上の標的遺伝子のプロモーター配列に結合し、遺伝子発現を誘
導する。そこでカルシニューリンと NFAT との相互作用を阻害することで、カルシニューリン依
存的な NFAT の脱リン酸化反応を選択的に阻害する INCA-6 (1 µM)を用いて実験を行った。その
結果、DIV2 における一次繊毛の長さは、コントロールが 1.89 ± 0.028 µm、INCA-6 が 1.85 ± 
0.030 µm、 DHA が 2.84 ± 0.029 µm、DHA + INCA-6 が 1.92 ± 0.020 µmとなった (N = 3)。
コントロールに比べて、DHA の処理により一次繊毛の長さが 1.5 倍有意に増加することが示唆さ
れた。しかし、NFAT の阻害剤である INCA-6 の処理により、DHA による一次繊毛の形成促進は抑
制された。DIV4 において一次繊毛の長さは、コントロールが 3.23 ± 0.045 µm、INCA-6 が 3.11 
± 0.047 µm、DHA が 4.19 ± 0.048 µm、DHA + INCA-6 が 3.22 ± 0.034 µmとなった (N = 3)。
コントロールに比べて、DHA の処理により一次繊毛の長さが 1.3 倍有意に増加した。しかし、
NFAT の阻害剤である INCA-6 の処理により、DHA による一次繊毛の伸長促進は抑制されることが
示唆された。 
NFAT は免疫細胞でその機能解析が進んでおり、標的遺伝子としてインターロイキンや COX-2
などが知られている。COX-2 はアラキドン酸からプロスタグランジン E2 (PGE2)の産生を行う酵
素であり、細胞内で産生された PGE2 は細胞外へと分泌され機能する。細胞外へ分泌された PGE2 
はオートクラインやパラクラインの様式により、自己及び近隣細胞へ作用する。先行研究からこ
の PGE2 が一次繊毛の形成に関わっていることが報告されている。そこで、活性化した NFAT が
COX-2 の遺伝子発現を誘導し、一次繊毛の形成を促進する可能性を考え解析を進めた。COX には、
COX-1 と COX-2 の二つのアイソフォームが存在する。COX-1 は全身の組織で恒常的に発現する。
COX-2 は COX-1 に対して、誘導型酵素であり炎症などの刺激に応答して、一過的に発現すること
が知られている。神経細胞において、培養開始 24 時間後で DHA を処理した場合に一次繊毛の伸
長が有意に見られた。そのため、DHA を処理して 6時間または 12 時間で COX-1 および COX-2 の
mRNA 量を定量的 Real time RT-PCR を用いて解析を行った。その結果、コントロールを 1.0 とし
た場合、DHA 処理 6時間では COX-1 が 1.13 ± 0.20、COX-2 が 0.95 ± 0.32、DHA 処理 12 時間
では COX-1 が 2.16 ± 1.3、COX-2 が 10.63 ± 0.29、DHA 処理 24 時間では COX-1 が 1.14 ± 
0.67、COX-2 が 1.18 ± 0.48 となった (N = 3)。DHA を処理して 12時間において COX-2 の mRNA
の発現レベルが有意に上昇したことが確認された。一方、COX-1 では、いずれの処理時間におい
ても mRNA 量の有意な上昇は認められなかった。COX-2 遺伝子の発現量の有意な上昇が確認され
たことから、COX-2 タンパク質の発現量の上昇を抗 COX-2 抗体を用いた Western blot 法により
解析した。その結果、DHA および GPR40 のアゴニストである TAK875、GW9503 で 12 時間刺激した
神経細胞では COX-2 タンパク質の発現量の顕著な上昇が確認された。 
次に、COX-2 の選択的阻害剤である NS398 (5 µM)を用いて解析を行った。DIV2 における一次
繊毛の長さは、コントロールが 1.88 ± 0.028 µm、NS398 が 1.82 ± 0.024 µm、DHA が 2.84 ± 
0.029 µm、DHA + NS398 が 1.86 ± 0.018 µmとなった (N = 3)。コントロールに比べて、DHA の
処理により一次繊毛の長さが 1.5 倍有意に増加することがわかった。しかし、COX-2 の阻害剤で
ある NS398 の処理により、DHA による一次繊毛の形成促進は抑制されることが示唆された。 
さらに、COX-2 により産生される PGE2 について解析を行った。DHA の処理により産生された
PGE2 量を測定するために、ELISA 法を用いて培養液中に分泌された PGE2 濃度を解析した。PGE2 
の濃度は、コントロールが 1.41 ± 0.65 pg/mL、DHA 処理 6時間では 7.40 ± 3.66 pg/mL、12
時間では 11.85 ± 2.89 pg/mL、24 時間では 8.83 ± 1.08 pg/mL (N = 3)となった。結果とし
て、DHA を処理して 12 時間及び 24時間の神経細胞において PGE2 の産生量が有意に上昇するこ
とがわかった (図 4)。次に、PGE2 の刺激における一次繊毛の伸長促進の濃度検討を行った。一
次繊毛の長さはコントロールでは 2.12 ± 0.036 µm、2 pg/mL では 2.09 ± 0.030 µm、20 pg/mL
では 2.94 ± 0.062 µm、200 pg/mL では 2.95 ± 0.057 µm (N = 3)となり、PGE2 が一次繊毛の
伸長を促進することを見出した。 
 
（6）DHA による一次繊毛の伸長は Shh シグナル伝達を増強する 
一次繊毛はソニックヘッジホッグ(Shh)シグナルの受容と伝達に必要なことが先行研究から報
告されている。そこで、一次繊毛の伸長後の Shh 依存的な遺伝子発現を解析するために、培養海
馬神経細胞 (DIV2)に DHA (5µM)を 24時間刺激し、ソニックヘッジホッグ (Shh)のアゴニストで



ある SAG (500 nM)で 6時間刺激をした。解析は定量 Real time RT-PCR を用いて Ptch1 の mRNA
の発現量の測定を行った (N = 2)。結果として、Ptch1 の mRNA の発現レベルは、コントロール
を 1とした場合、SAG では 1.46、DHA では 2.06、DHA と SAG では 2.33 となった。この結果から、
DHA により一次繊毛が伸長したことで、Shh の下流のシグナルである Ptch1 の発現が上昇する可
能性が示唆された。 
 
（7）結論 
 本研究の結果より、培養海馬神経細胞において DHA は神経細胞の一次繊毛の伸長を促進する
ことを明らかにした。DHA による一次繊毛の伸長促進には、受容体分子 GPR40 の活性化と細胞内
カルシウム濃度の上昇、転写因子 NFAT の活性化が関わっていることが解った。さらには活性化
した NFAT による COX-2 の発現と、PGE2 の産生誘導、PGE2 受容体 EP4 の活性化により一次繊毛
の伸長促進に至る一連のシグナル伝達機構の一端が明らかになった (図 4)。 
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