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研究成果の概要（和文）：  
神経回路形成中の軸索先端部に現れる成長円錐は，細胞外環境に存在する軸索ガイダンス因子
に誘引・反発されることで標的まで辿り着く。本課題では，成長円錐の反発を駆動する分子メ
カニズムを解析した。反発性ガイダンス因子に遭遇した成長円錐では，クラスリン依存性エン
ドサイトーシス頻度の左右非対称が観察され，この非対称性エンドサイトーシスが反発性旋回
の駆動力を提供していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The neuronal growth cone navigates the axon along the correct path by sensing 
extracellular attractive and repulsive guidance cues.  In this project, we investigated a 
driving mechanism of growth cone repulsion.  We showed that the activity of 
clathrin-mediated endocytosis becomes polarized in growth cones and that such asymmetry 
in endocytosis is required and sufficient for repulsive growth cone guidance. 
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１．研究開始当初の背景 
 
発生中の神経軸索先端部に現れる成長円錐
は，細胞外微小環境に呈示される多種多様な
誘引性／反発性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
変化させることで遠隔の標的までの経路を
正しく選択する。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，成長円錐を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，ガイ
ダンス因子を受容した側に発生するカルシ
ウムシグナルが，成長円錐の旋回運動を誘発
する十分条件であることがよく知られてい
る。申請者の所属研究グループでは，誘引・
反発の決定が流入するカルシウムチャネル
の種類に依存することを明らかにしている
(Ooashi et al., J Cell Biol. 170: 1159-1167. 
2005)。すなわち，小胞体ストアからのカル
シウム放出は誘引性旋回を誘発し，小胞体か
らのカルシウム放出を伴わないカルシウム
シグナルは反発性旋回を誘発する。さらに申
請者らは，カルシウムシグナル下流において
旋回運動を制御するメカニズムを解析し，成
長円錐内での微小管依存性膜小胞輸送およ
び VAMP2 依存性エクソサイトーシスの左右
非対称により「誘引性」旋回が誘発されるこ
とを明らかにした  (Tojima et al., Nat 
Neurosci. 10: 58-66. 2007)。すなわち誘引性
旋回は，成長円錐の新たな進行方向に向かっ
て選択的に膜成分を供給するという極めて
シンプルな機構により駆動されていること
が明らかになっている。しかし興味深いこと
に，「反発性」旋回には膜小胞輸送およびエ
クソサイトーシスは寄与しておらず，このこ
とから，成長円錐の誘引と反発は全く異なる
メカニズムによって駆動されていることが
強く示唆されたが，反発性旋回を司るメカニ
ズムはこれまで解明されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
上述のように，誘引性旋回にはカルシウムシ
グナルが生じた側での形質膜成分追加（エク
ソサイトーシス）が必要であることから，反
発性旋回では逆にカルシウムシグナル側の
形質膜成分を取り除く機構（エンドサイトー
シス）が働いている可能性が考えられた。そ
こで本研究課題では，「反発性」軸索ガイダ
ンスの駆動メカニズムとして，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
の関与を明らかにすることを目的とした。具

体的には，（１）クラスリン依存性エンドサイトー
シスが反発性旋回に必要十分かどうか，（２）反発
性旋回を誘発するカルシウムシグナルが，成長円
錐においてクラスリン依存性エンドサイトーシス
の左右非対称を誘発するかどうかを検証した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）薬理学的阻害剤またはドミナントネガティ
ブ変異体発現によりクラスリン依存性エンドサイ
トーシスを阻害し，ケージドカルシウム光解離法
または生理的ガイダンス因子の微小濃度勾配によ
り誘発された成長円錐の誘引性・反発性旋回運動
に対する影響を解析した。 
（２）成長円錐の片側でエンドサイトーシスを阻
害し，エンドサイトーシスの非対称性が旋回運動
の十分条件になりうるかどうかを検証した。 
（３）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
間的に検出・定量化し，旋回を誘発するカルシウ
ムシグナルがエンドサイトーシスの非対称性に与
える影響を解析した。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 
 
平成 20 年度は，まず培養ニワトリ胚脊髄後根神経
節細胞の成長円錐に対してケージドカルシウム光
解離法を適用することで誘引性および反発性旋回
を誘発し，これらに対する各種エンドサイトーシ
ス阻害剤の効果を検証した。モノダンシルカダベ
リン，ダイナミン阻害ペプチド，tyrphostin A23 を
処理したところ，どの薬剤も誘引性旋回には効果
が無く，反発性旋回は阻害された。同様に，クラ
スリン依存性エンドサイトーシスを阻害すること
が知られているドミナントネガティブ変異体
(AP180 の C 末端断片，ダイナミン１K44A)を神



経細胞に発現させ，旋回運動に対する効果を
解析したところ，両者とも誘引性旋回には効
果が無く，反発性旋回は阻害された。続いて，
生 理 的 ガ イ ダ ン ス 因 子 （ Sema3A ，
Myelin-associated glycoprotein）を微小ガラス
管からパルス状に放出させることで人工的
に細胞外微小濃度勾配を作り出し，これによ
って誘発される成長円錐の誘引・反発に対す
るエンドサイトーシス阻害剤の効果を検証
した。その結果，ガイダンス因子に対する反
発は阻害され，誘引には効果が無かった。こ
れらの結果により，成長円錐の誘引性旋回に
はエンドサイトーシスは寄与せず，反発性旋
回にはエンドサイトーシスが必要であるこ
とが証明された。 

続いて，微小ガラス管を用いて上記の薬理
学的エンドサイトーシス阻害剤を成長円錐
の片側に作用させたところ，成長円錐は阻害
剤濃度の高い方向へ旋回した。さらに，エク
ソサイトーシス促進剤である-ラトロトキ
シンの濃度勾配に対して成長円錐は誘引さ
れた。この結果から，成長円錐におけるエン
ドサイトーシス／エクソサイトーシスの非
対称性が旋回運動の十分条件になりうるこ
とが証明された。 

平成 21 年度は，旋回運動誘発時における
成長円錐内でのクラスリン依存性エンドサ
イトーシス頻度の左右非対称性を検証した。
まず蛍光タンパク質標識されたクラスリン
およびダイナミン１遺伝子コンストラクト
を培養神経細胞に導入・発現させ，両者の挙
動を多波長全反射蛍光顕微鏡により観察す
ることでクラスリン依存性エンドサイトー
シスを可視化した。その上で，ケージドカル
シウム光解離法により成長円錐片側で反発
性カルシウムシグナルを誘発したところ，カ
ルシウムシグナル側でクラスリン依存性エ
ンドサイトーシスの頻度が上昇した。この非
対称性エンドサイトーシスは，エンドサイト
ーシス阻害剤およびカルシニューリン阻害
剤処理によって消失した。一方で，誘引性カ
ルシウムシグナルではエンドサイトーシス
の非対称は誘発されなかった。さらに，反発
性ガイダンス因子 Sema3A の濃度勾配に遭遇
した成長円錐においても同様の非対称性エ
ンドサイトーシスが観察された。これらの結
果から，反発性ガイダンス因子はカルシウム
―カルシニューリンを介してクラスリン依
存性エンドサイトーシスを促進し，その結果
として成長円錐の反発性旋回が駆動される
ことが証明された。 

以上のように，本研究課題の期間内に全て
の研究目標は達成され，形質膜成分の追加と
除去のバランスという極めてシンプルな機
構により成長円錐の誘引と反発が駆動され
ることが明らかになった。この研究成果は国
内外の学会および国際雑誌において発表さ
れた。 
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