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研究成果の概要： 
NYAPが GPIアンカー型膜タンパク質のクロスリンクにより活性化されることを明らかにした。

また、NYAPファミリー遺伝子多重欠損マウスの大脳皮質錐体神経細胞の形態異常および中心体

タンパク質の動態異常を見出した。近年、神経樹状突起形成と中心体の関連が指摘されはじめ

てきており、NYAPファミリーがアクチン系細胞骨格の再編成制御を介して中心体動態をも制御

し、樹状突起形態形成に関与する可能性は、きわめて興味深い。 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経化学・神経薬理学 
キーワード：チロシンリン酸化・シグナル伝達・神経細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
出生前後の、発生の比較的後期に起こる神

経細胞死の調節機構に関して、各種神経栄養

因子の関与が最も研究が進んでいる。これら

の神経栄養因子がアポトーシスを抑制する

メカニズムとして、受容体型チロシンキナー

ゼファミリーから MAPキナーゼ系および

PI3K/Aktキナーゼ系を介する情報伝達系が
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提唱されている。チロシンキナーゼである増

殖因子受容体や神経栄養因子受容体の自己

リン酸化チロシン残基、あるいは IRS-1/2, 

Gab1/2などのドッキングタンパク質のリン

酸化されたチロシン残基に、PI3Kの制御サブ

ユニットp85が結合することにより、PI3Kは

活性化されると考えられている。 

ところが、研究代表者がこれまでに示した

ように、少なくとも定常状態の脳においては、

p85に結合するチロシンリン酸化タンパク質

のほぼ全てが NYAPファミリーで占められて

いる。神経細胞初代培養で NYAPファミリー

の発現量が顕著に減少すること、神経細胞以

外の細胞では NYAPが全く発現していないこ

とをあわせて考えると、神経細胞死に、その

他の細胞種の細胞死と共通のメカニズムを

見出してきた従来の研究は、いくらかの修正

が必要となるかもしれない (培養条件では

神経細胞において PI3K活性化にいたる最も

重要な経路＝NYAPの寄与が過小評価されて

いる)。 

また、PI3K阻害剤を用いた実験から、PI3K

経路のシナプス機能への関与、さらに神経細

胞の極性決定や神経軸策伸長への関与も示

唆されている。これまでの研究は、薬理学的

な実験系、あるいは神経細胞や神経様の細胞

への PI3K/Akt経路の分子の大量発現による

実験系であった。NYAPおよび PI3K p85の発

現量が出生前後で最も高いことから、神経発

生のごく初期や、LTPが見られるような成熟

後の神経細胞において PI3Kが主に機能して

いるとは考えづらく、これらに関しても本研

究課題による再検討が重要となると期待さ

れた。 

これまでの PI3K/Akt経路の分子の遺伝子

欠損マウスの解析においては、複数のファミ

リー分子の存在および神経細胞以外の細胞

での遺伝子発現の問題から、PI3K/Akt経路の

神経機能について満足に議論することはで

きていなかった。NYAP欠損マウスの解析によ

り、長く議論の対象となってきた PI3K/Akt

経路の神経機能について結論が得られるだ

ろう。すなわち、遺伝子欠損マウスの解析も

含めた NYAPファミリーの解析により、神経

細胞において、けっきょく PI3K経路とは何

であるのかを結論付けることが可能である

という点で、本研究課題は非常に大きな意味

を持っていると考え、本研究の実施を行った。 

 

 
２．研究の目的 
研究代表者は、これまでに、脳神経系にお

いて Src型キナーゼによりチロシンリン酸化
される新規のタンパク質 NYAP1 (Neuronal 
tYrosine phosphorylated Adaptor for PI 
3-kinase)を同定した。また、NYAP1 と部分
的な相同性を持つタンパク質として NYAP2, 
NYAP3 を同定し、これらが神経細胞におい
て PI3K/Akt経路にいたる最も重要なハブと
して機能している可能性を示した。 
本研究課題は、NYAPファミリータンパク
質が、A. いつ、B. どこで、C. 何をどうす
るのか、さらには D. その生物個体レベルで
の意義 について、全貌を明らかにすること
を目的としておこなった。 
 
 
３．研究の方法 
(1). NYAPはいつ機能しているのか 
先に述べたように、これまでに、NYAPフ
ァミリーと PI3K p85は、マウス脳において
出生前後に最も発現量が多いことを明らか

にした。 
また、一般的に、チロシンリン酸化反応は

特定の受容体の刺激後に見られることが多

く、NYAPも何らかの受容体刺激後にリン酸



 

 

化されるものと推定している。NYAPが発生
期の神経細胞において、どのような微小環境

において機能しているかを調べるために、

NYAPのリン酸化を引き起こす刺激の同定を
試みる。具体的には、PI3K/Akt 経路と神経
細胞死との関連性から、各種神経栄養因子、

各種神経伝達物質、さらに、生理活性低分子、

アストロサイトやオリゴデンドロサイト由

来の因子、および細胞接着分子などのリコン

ビナントタンパク質を神経細胞初代培養や

脳スライス培養に作用させ、NYAPのリン酸
化量の変化を調べる。この方法が不成功の場

合、目的の上流刺激因子を生化学的に精製・

同定することも試みる。 
 
(2). NYAPはどこで機能しているのか 
これまでに各種初代培養細胞を用いるこ

とにより、NYAP1, 2, 3ともに神経細胞のみ
に発現し、アストロサイトおよびオリゴデン

ドロサイトには全く発現していないことを

明らかにした。しかしNYAPが脳内でどのよ
うなサブタイプの神経細胞に発現している

か未知であり、NYAPファミリー３分子が同
一の神経細胞に発現しているかどうかも分

かっていない。本研究では、免疫染色および

多重プローブによる in situ hybridizationに
より、NYAPが発現している神経細胞のサブ
タイプを明らかにする。 
また、神経細胞は高度に極性を持った細胞

であり、NYAPが神経細胞内のどの部位に存
在しているのかは、NYAPの機能を理解する
上で極めて重要な情報である。これまでに作

製した anti-NYAP 抗体は免疫染色に用いる
ことができないものであった。本研究では新

たに anti-NYAP 抗体を作製し、NYAP の神
経細胞内局在を明らかにする。 
また、NYAPファミリーは、共通して C末
端に PDZ タンパク質と結合しうる配列を持

つ。これに結合する PDZ タンパク質を生化
学的に同定することにより、NYAPの神経細
胞内局在、そして上流に想定される受容体を

同定する手がかりとなると考えている。 
(3). NYAPは神経細胞内で何をしているのか 
 先に述べたように、NYAPファミリーは神
経細胞において PI3K/Akt経路にいたる最も
重要なハブとして機能している。本研究課題

では、さらにその下流のシグナル伝達経路を

検討する。 
 これまでにNYAP欠損マウスにおいてAkt
の活性化が減弱していることを明らかにし

た。本研究ではNYAP-PI3K/Akt経路下流の
リン酸化基質の存在と、転写レベルでの標的

の存在を検討する。 
さらに、NYAPファミリー３重欠損マウス
において、RhoファミリーGタンパク質の活
性がきわめて顕著に減弱していることを明

らかにした(未発表)。本研究では Rho活性化
へ至るシグナル伝達経路を解析するととも

に、NYAP-Rho経路の下流のシグナルについ
ても検討する。 
 
(4). NYAPの生物個体レベルでの意義の解明  
申請者はこれまでにNYAP1, 2, 3各遺伝子
欠損マウスを作製した。本研究の中心課題と

して、特に以下の 4点に注目してNYAP欠損
マウスの解析をおこなう。 
 
①PI3K/Akt 経路はアポトーシス関連因子の
活性や転写を制御することで神経細胞の生

存維持に寄与していると考えられている。本

研究では TUNEL 法などの染色法により、
NYAP 欠損マウスでの神経細胞死について
in vivoで検討する。これまでに神経栄養因子
と神経細胞死との関連については多くのこ

とが調べられてきたが、技術的な理由から、

神経細胞初代培養や培養細胞株を用いた実



 

 

験が多かった。しかし、神経細胞初代培養で

は NYAP ファミリーの発現量は顕著に減少
し、また培養細胞にはNYAPの発現が見られ
ないことから、再度 in vivoの実験系で検討
しなおす必要性があると考えている。この点

において、本研究課題は神経細胞死研究にお

いて、きわめて重要な意義を持つ。 
②PI3K阻害剤を用いた実験や Aktの過剰発
現の実験から、PI3K/Akt経路は GABAA受
容体や AMPA 受容体の細胞膜局在の制御な
どにより、シナプス可塑性を調節している可

能性が示唆されている。本研究課題では、

NYAPファミリーのシナプス機能における役
割を検討する。 
③PI3K が神経軸策伸長や樹状突起の枝分か
れなど細胞極性の制御に関与しているとの

報告があり、NYAP欠損マウスにおいてゴル
ジ染色法などにより神経細胞の形態につい

て検討する。これは、Src 型キナーゼ欠損マ
ウスにおいて樹状突起伸長の方向性・枝分か

れ・スパイン成熟に異常が見られること、さ

らに NYAP 欠損マウスにおいて Rho ファミ
リーGタンパク質の活性が顕著に減弱してい
ることの 2点から、非常に興味深い。 
④上記 1-3のNYAPの機能が、マウス個体に
おいてどのような意義を持つのかを調べる

ために、NYAP欠損マウスの行動学的解析を
おこなう。 
 
 

４．研究成果 

(1)候補分子アプローチにより、GPIアンカー
型膜タンパク質であるContactinファミリー
のクロスリンクにより、神経細胞において

NYAPファミリーのチロシンリン酸化量が上
昇することを見出した。 
 
(2) 時 間 空 間 的 に 網 羅 的 な in situ 

hybridization 法を、各遺伝子欠損マウスを
negative control として用いることにより、
詳細に解析した。一方で、非常に多くの種類

の抗 NYAP 抗体（モノクローナル抗体を含
む）を作製したが、神経細胞に内在性に存在

する NYAP タンパク質量がきわめて少ない
ため、検出には至らなかった。また、C末端
に結合する PDZ タンパク質の存在を仮定し
ていたが、その実証には至らなかった（その

ようなタンパク質は、そもそも存在していな

いかもしれない）。 
 
(3) proteome解析により、NYAPに結合する
タンパク質を網羅的に明らかにし、NYAP下
流のシグナル伝達経路を解明した。 
 
(4)  
①NYAP欠損マウスでは異常なアポトーシス
が起こっていないことを明らかにした。すな

わち、NYAP-PI3K 経路は、神経細胞の生存
維持ではなく、形態形成にのみ関与している

ことを明らかにした。 
②NYAPが発生段階においてのみ発現し、形
態形成制御に関与しているとの証拠を得た

ため、本項目の重要性は低いと考え、形態形

成制御の分子機構を探る実験に専念した。 
③ゴルジ染色法ならびに各種免疫組織化学

的な方法により、NYAPファミリー遺伝子多重

欠損マウスの大脳皮質錐体神経細胞の形態

異常および中心体タンパク質の動態異常を

見出した。近年、神経樹状突起形成と中心体

の関連が指摘されはじめてきており、NYAPフ

ァミリーはアクチン系細胞骨格の再編成制

御を介して中心体動態をも制御し、樹状突起

形態形成に関与する可能性は、きわめて興味

深い。 
④NYAP 遺伝子欠損マウスの解析により、
NYAPが autism spectrum disordersと関与



 

 

する示唆を得た。実際、NYAP1, 3は autism
関連遺伝子座と密接にリンクしていること、

NYAPが関与する生化学的なシグナル伝達経
路の構成因子に autism との関与が考えられ
る因子が多いことから、今後の研究の中心課

題としたいと考えている。 
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