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研究成果の概要（和文）：神経細胞の形態を支えるのは細胞内の微小管である。神経細胞が特徴
的な形をしているのは微小管の配列が特徴的だからである。本研究では、微小管を作り出す働
きを持つ中心体が、神経細胞では他の細胞とは異なる分子構成と働きを持つことを明らかにし
た。すなわち、神経細胞の中心体では微小管をアンカーするニナインという分子が欠失してお
り、また、中心体からの微小管の遊離が神経突起の形成に重要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Morphology of neurons is supported by microtubules. The unique
arrangement of microtubules is responsible to the unique shape of neurons. In this study,
we found that the centrosome, which generates microtubules has distinct molecular
components and function in neurons. Neuronal centrosomes lacked ninein, which is a
microbule anchor protein, and microtubule release form the centrosome was important for
process elongation.
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１．研究開始当初の背景

細胞の形は細胞の種類によってさまざまだ
が、神経細胞は特に特徴的な形態を持ってい
る。それは、非常に長い神経軸策と、複雑に
枝分かれした樹状突起である。樹状突起は神
経細胞のアンテナであり、その形態は神経の
機能に大きな影響を与える。ある種の神経疾
患や老化に伴って樹状突起は退縮し、脳の機
能を低下させる。樹状突起がその形態を維持

することは、脳の働きを保持し、老化を防ぐ
ために大事である。

樹状突起の形態は細胞内の骨格、微小管に
よって支えられている。樹状突起内の微小管
は、他の細胞には見られない特徴的な配列を
持っている。すなわち、他の細胞種ではプラ
ス端を細胞の周囲に向けた微小管がほとん
どであるのに対し、樹状突起は微小管の向き
がバラバラである。このような微小管がどの
ように形成され、維持されているのかはよく
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分かっていない。
樹状突起と同じように、逆向きの微小管を

持つ上皮細胞では、通常は中心体で微小管を
アンカーするタンパクが中心体以外の場所
に局在していることが報告されている。しか
し、本研究を開始する時点で、神経細胞にお
ける微小管アンカータンパクを研究した報
告はなかった。

２．研究の目的

我々は、神経細胞では通常の細胞とは異なり、
中心体が微小管をアンカーしないことが神
経細胞の特徴的な微小管形成に重要なので
はないかと考え、まず、中心体における微小
管アンカータンパクであるニナインの、神経
細胞における局在を調べた。また、神経突起
を伸長させる細胞 Neuro2A において、中心
体からの微小管遊離に必要なタンパク、スパ
スチンの役割を調べた。

３．研究の方法

①抗体の作製
ニナインのＮ末端を大腸菌に発現させ、ウサ
ギに免疫することによってニナイン特異抗
体を作製した。
②siRNA
スパスチンの発現をＲＮＡ干渉法によって
抑制するため、マウススパスチンの塩基配列
を基に SiDirect によって予測した siRNA を
２種類合成した。

その他の方法は通常の方法による。

４．研究成果

①神経細胞におけるニナインの発現

まず、RT-PCR により、ニナイン mRNA の発現
量を調べると、ニナインは神経細胞が樹状突
起を発達させ始める胎生１８日目以降に発
現量が上昇することが分かった。ニナインの
抗体を作成し、ラット胎児の脳におけるニナ
インの局在を免疫抗体法により調べた。胎生
１８日大脳皮質において、ニナインは樹状突
起をよく発達させた皮板の細胞に良く発現
していた（図１左）。拡大して観察すると、
神経細胞の中心体ではなく、細胞体と樹状突
起において顆粒状の局在が見られた（図１
右）。同様に、小脳皮質のプルキニエ細胞に
おいても、樹状突起においてニナインの強い
発現が見られ、中心体には見られなかった。

図１。胎生１８日目ラットの大脳皮質におけ
るニナインの発現。CP:皮板

更に若い胎児（E15)の脳室付近を調べてみる
と、脳室帯で増殖する神経上皮幹細胞におい
てはニナインは中心体に強く局在していた
が、幹細胞の分裂中にはニナインは星状体か
ら失われ、中間帯に移動する神経前駆細胞に
おいてもニナインは中心体に観察されなか
った（図２）。

図２．胎生１５日ラットの脳室帯付近の細胞
におけるニナインの局在。



次に、培養した大脳皮質におけるニナインの
局在を調べた。ニナインは軸索には検出され
ず、樹状突起において顆粒状に観察された
（図３）。ニナインの顆粒は、ガンマチュブ
リンの顆粒とは一致しなかった。

図３．培養された大脳皮質神経細胞における
ニナインとガンマチュブリンの局在。

神経細胞内に見られるニナイン顆粒と微小
管との位置関係を調べるため、培養した神経
細胞の神経突起の先端を界面活性剤処理し、
詳細に観察した。ニナイン顆粒のほとんどは、
微小管に結合していることが分かった（図
４）

図４．界面活性剤処理することによって微小
管を観察しやすくした神経突起におけるニ
ナインの局在。

以上のことから、ニナインは神経細胞が分化
すると中心体から失われ、樹状突起に散在的
に顆粒状となり、微小管に結合していること
が分かった。

②神経系株細胞 Neuro2A における微小管切
断タンパク質の役割

Neuro2A 細胞は脳原発性のガンより樹立され
た細胞株であり、培養条件を変えることによ
り分化し、突起を伸長させる。これまで、神
経突起伸長のモデルとして多用されてきた
が、ほとんどの研究では細胞が移動できない
条件で研究されてきた。本研究では、細胞を
より生体内に近い条件で培養するため、十分
にラミニンコートされた基質上に Neuro2Aを
培養し、その移動と突起伸長について、中心
体の役割を調べた。

まず、ラミニン上に細胞を培養すると、細
胞は移動すると同時に突起を伸長させたが、
タイムラプス観察すると突起は細胞移動の
後方に形成されていることが分かった。すな
わち、これらの突起は通常の突起伸長の時の
ように突起先端の成長円錐が移動すること
によって伸長するのはなく、細胞体の方が移
動することによって伸長することが分かっ
た。実際、これらの突起は微小管伸長の場で
ある成長円錐を持っていなかった。

そこで、微小管形成中心である中心体の位
置を調べた。通常、移動する細胞において中
心体は移動の前方に位置するが、ラミニン上
に培養された Neuro2A では、移動の後方、つ
まり伸長中の突起の基部に常に位置してい
た（図５）。このことは、中心体が突起の伸
長に重要な役割を果たしていることを示唆
している。

図５．ラミニン基質上を移動しながら突起を
伸長させる Neuro2A 細胞と、その中心体。中
心体は GFP によって蛍光標識されている。



次に、突起を伸長させている細胞における微
小管の分布を調べた。3T3 細胞のような通常
の細胞では、微小管は中心体を中心とする放
射状に観察されるが（図６ｄ）、分化誘導前
の Neuro2A細胞ではそのような微小管配列は
見られなかった。分化を誘導すると、微小管
は細胞の周囲にみられ、特に伸長した突起内
に強くみられた（図６fg）。それらの細胞の
中心体の付近には微小管は見られなかった
が、ノコダゾルを用いた微小管再形成実験を
おこなうと、これらの細胞の中心体が微小管
形成能を持っていることが分かった（図６h）。

図６．種々の細胞の微小管配列。d 3T3 細胞。
e 分化させる前の Neuro2A 細胞。f.g 分化さ
せた Neuro2A 細胞。h Neuro2A 細胞の微小管
再形成。

これらの結果は、分化させた Neuro2A 細胞の
中心体が微小管を形成しており、それを細胞
周囲に送りだすことによって突起が伸長し
ていることを示唆している。

そこで、中心体から微小管を切り出す際に
働く微小管切断酵素、スパスチンの働きにつ
いて調べた。

スパスチンの発現を抑制する目的で２種
類のスパスチン siRNA を合成し、Neuro2A 細
胞にトランスフェクトした。ウエスタンブロ
ッティングによって、スパスチンの発現用句

性が確認された（図７）。

図７．スパスチン siRNA によるスパスチン発
現抑制。

ＰＬＬ上、あるいはラミニン上に培養した
Neuro2A 細胞にスパスチン siRNA をトランス
フェクトし、突起伸長と細胞移動を測定した。
どちらの基質上においても、スパスチンを抑
制された細胞が伸ばす突起はコントロール
に比べて有意に短かった。また、ラミニン上
で移動する速度は、スパスチン発現を抑制す
ることによって低下した。

siRNA によるスパスチン抑制の突起伸長及び
細胞移動に対する影響。

以上の結果より、神経細胞の中心体はそのほ
かの細胞の中心体とは構成成分にも、働きに
も違いがあることが明らかになった。すなわ
ち、神経細胞では微小管アンカータンパクが
中心体から消失し、微小管は中心体から遊離
している。中心体から遊離した微小管アンカ
ータンパクは樹状突起に移動し、樹状突起の
微小管をアンカーすることによって、樹状突
起特有の微小管配列を作りだしていると考
えられる。また、中心体から微小管を切り出
す微小管切断酵素の働きが神経細胞の移動
と突起伸長に大切であることが示された。
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