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研究成果の概要（和文）：  
 神経細胞から伸びた軸索突起が標的に到達して神経回路が構築される。軸索先端部（成長円
錐）は、細胞外のガイダンス因子を読み取り、正しい方向に旋回することができる。本研究課
題では、反発性ガイダンス因子は細胞質カルシウムシグナルを介して成長円錐でのエンドサイ
トーシスを非対称化すること、このエンドサイト−シス非対称化は反発性旋回の必要十分条件で
あることが明らかになった。さらに、エンドサイト−シスとエキソサイトーシスのアンバランス
が成長円錐の旋回を駆動することを証明した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Neuronal circuits are formed by axons that have elongated and reached their targets.  
The tip of each axon, called the growth cone, explores extracellular guidance cues and 
can turn in the appropriate direction.  In this project, we found that repulsive cues 
cause asymmetric endocytosis across the growth cone via cytosolic Ca2+ signals and that 
this asymmetric endocytosis is both necessary and sufficient for repulsive guidance.  We 
also showed that a localized imbalance between endocytosis and exocytosis drives growth 
cone turning. 
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構築されるためには、発生段階の神経細胞の

細胞体から伸長した軸索突起が標的細胞へ

と到達することが必要である。近年の神経科

学領域の研究により、一部の先天性脳奇形や

精神神経疾患の諸症状が神経回路の形成異

常に起因することが示唆・実証されている。

よって神経回路が形成される仕組みを解明

することは、精神神経疾患の発症機序の理解

に貢献するとともに、損傷された神経回路の

再構築を目指す再生医療に新たな戦略を提

供する。伸長過程にある軸索突起の先端部は

成長円錐と呼ばれ、その細胞外環境に存在す

る軸索ガイダンス因子を認識しつつ標的へ

向かって移動する。成長円錐の形質膜上には、

これらのガイダンス因子の受容体が存在し

ており、成長円錐を正しい方向へ誘導するた

めの細胞内シグナルを生成する。このような

細胞内シグナルとして細胞質カルシウムイ

オン（Ca2+）が中心的な役割を担っており、

ガイダンス因子の多くは Ca2+シグナルを介

して成長円錐の移動方向を制御する。すなわ

ち、ガイダンス因子が成長円錐の受容体に非

対称的に（成長円錐の片側でより多く）結合

すると、成長円錐細胞質に Ca2+の濃度勾配

（非対称性 Ca2+シグナル）が発生し、成長円

錐は旋回する。つまり、誘引性ガイダンス因

子が成長円錐の片側に結合すると、結合側で

Ca2+シグナルが発生し、成長円錐は高 Ca2+

側に旋回する（誘引）。一方、反発性ガイダ

ンス因子が成長円錐の片側に結合すると、結

合側で Ca2+シグナルが発生し、成長円錐は低

Ca2+側に旋回する（反発）。このように、成

長円錐の非対称性 Ca2+シグナルは両方向性

の旋回（誘引と反発）を引き起こす。研究代

表者の研究チームは、成長円錐の旋回方向を

切り替える仕組みを探索し、細胞質への Ca2+

の流入経路が誘引と反発を決定する主要因

であることを発見した。具体的には、３型リ

アノジン受容体（RyR3）を介する細胞内 Ca2+

ス ト ア か ら 細 胞 質 へ の Ca2+ 放 出

（Ca2+-induced Ca2+ release; CICR）は成長

円錐を誘引し、CICR を伴わない Ca2+シグナ

ルは成長円錐を反発することを明らかにし

た。 
 次に研究代表者らは、成長円錐の旋回を駆

動する Ca2+シグナル下流経路を探索し、以下

の知見を得た。（１）成長円錐を誘引する Ca2+

シ グ ナ ル は 、 vesicle-associated 
membrane-protein 2（VAMP2）を含む膜小

胞の前方輸送とエキソサイトーシスを促進

することで、成長円錐の片側により多くの膜

成分を挿入させる。（２）成長円錐の誘引は

VAMP2 を介するエキソサイトーシスを必要

とするが、成長円錐の反発は VAMP2 依存性

エキソサイトーシスを必要としない。これま

での国内外の研究では、成長円錐を前進させ

る駆動マシナリーの極性が逆転することに

より、誘引と反発が切り替わると考えられて

いた。しかし応募者らの研究成果は、成長円

錐の誘引はエキソサイトーシスの非対称化

により駆動され、成長円錐の反発は異種の駆

動マシナリーに依存することを示していた。

そこで研究代表者は、反発性ガイダンスの駆

動機構を研究し、クラスリン／ダイナミン依

存性エンドサイトーシス（クラスリンに被覆

された形質膜の陥入部ピットが、ダイナミン

の作用でちぎれて小胞となって細胞内に取

り込まれる）が成長円錐の反発に必要である

ことを示唆する実験結果を得た。成長円錐の

片側に誘引性 Ca2+シグナル（CICR を伴う

Ca2+シグナル）あるいは反発性 Ca2+シグナル

（CICRを伴わないCa2+シグナル）を生成し、

成長円錐の両方向性の旋回を誘起した。クラ

スリン／ダイナミン依存性エンドサイトー

シ ス を 阻 害 す る 各 種 薬 剤

（ monodancylcadarverine, Myr-P4, 
TyrphostinA23）で処理した成長円錐は、誘

引性 Ca2+シグナルに応答して旋回したが、反

発性 Ca2+シグナルには応答せず直進した。以

上の結果は、反発性 Ca2+シグナルの下流で、

クラスリン／ダイナミン依存性エンドサイ

トーシスが成長円錐の旋回を駆動すること

を示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景をふまえ、本課題の具体的な目

標（予想される結果）を下記の通り設定した。

（１）成長円錐の反発性 Ca2+シグナルがクラ

スリン／ダイナミン依存性エンドサイトー

シスを非対称化することを証明する。（２）

クラスリン／ダイナミン依存性エンドサイ

トーシスの非対称化が、反発性旋回を駆動す

る必要十分条件であるか否かを検証する。

（３）反発性 Ca2+シグナルがクラスリン／ダ

イナミン依存性エンドサイトーシスを促進

する分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 



 

 

＜エンドサイト−シスの定量的可視化＞ ニ

ワトリ胚由来の脊髄感覚神経細胞を培養し、

赤色蛍光蛋白質付加クラスリンと緑色蛍光

蛋白質付加ダイナミンを遺伝子導入し、エバ

ネッセント照射野での蛍光蛋白質の挙動を

観察することで、成長円錐でのクラスリン被

覆ピット／小胞の動態を単一ピット／小胞

レベルで可視化した。成長円錐での単位面

積・単位時間あたりのクラスリン被覆ピット

の出現数をカウントすることで、クラスリン

／ダイナミン依存性エンドサイトーシスを

定量した。 

＜エキソサイト−シスの定量的可視化＞  

エキソサイトーシスの前後で膜小胞内部は

弱酸性から中性に変化することが知られて

いる。VAMP2 の小胞内腔側に pH 感受性蛍光蛋

白質を付加したコンストラクトを作製し、こ

の融合蛋白質を発現する成長円錐での蛍光

強度の変化を可視化解析することにより、エ

キソサイトーシスを定量した（Tojima et al., 

Nature Neuroscience 10: 58-66, 2007）。 

＜Ca2+シグナルの生成＞ 

ケージド Ca2+（NP-EGTA）を導入した成長円錐

の片側に紫外線レーザーを照射してケージ

ドCa2+を光解離し、誘引性あるいは反発性Ca2+

シグナルを生成した（Tojima et al., Neuron 

66: 370-377, 2010）。 

＜生理活性物質の細胞外濃度勾配作製＞ 

微細ガラス管に各種生理活性物質（軸索ガイ

ダンス因子、エンドサイト−シス阻害剤、エ

キソサイトーシス促進剤など）を充填し、ガ

ラス管の先端部を成長円錐の進行方向 45°

で 50-100 µm 離れた場所に置き、細胞外液中

に生理活性物質を圧放出した（Akiyama et 

al., Science Signaling 2: ra34, 2009）。

これにより作製した生理活性物質濃度勾配

の成長円錐に及ぼす影響を、成長円錐の旋回

角度およびエンドサイト−シス／エキソサイ

トーシスを定量することで解析した。 

 

４．研究成果 

 成長円錐の細胞外に反発性ガイダンス因子

（セマフォリン3A）の濃度勾配を作製したと

ころ、高濃度セマフォリン3Aに遭遇した片側

でより多くのクラスリン／ダイナミン依存性

エンドサイトーシスが観察された。また、成

長円錐の片側に反発性Ca2+シグナルを生成す

ると、Ca2+シグナル側でより多くのクラスリン

／ダイナミン依存性エンドサイトーシスが観

察された。したがって、反発性ガイダンス因

子はCa2+シグナルを介して成長円錐でのエン

ドサイト−シスを非対称化することが判明し

た。 

  次に、クラスリン依存性エンドサイトー

シス阻害剤である monodansylcadaverine

（MDC）で処理した軸索が、反発性因子（セ

マフォリン 3A、ミエリン関連糖タンパク質）

に応答するか否かを検証した。いずれの反発

性因子も、MDC 存在下では成長円錐を反発す

ることはできなかった。さらに、細胞質 Ca2+

シグナルによる反発性旋回がエンドサイト

ーシスを必要とするか否かも検証した。エン

ドサイトーシスを阻害する各種変異タンパ

ク質（AP180C-terminusあるいは dynamin1K44A）を

過剰発現した成長円錐は、反発性 Ca2+シグナ

ルに応答せずに直進した。以上の実験により、

成長円錐での非対称的なクラスリン／ダイ

ナミン依存性エンドサイトーシスが反発性

軸索ガイダンスに必要であることが判明し

た。 

 次に、成長円錐での非対称的な膜動態は旋

回を誘発するための十分条件であるか否か

を検証した。成長円錐の細胞外液中にエンド

サイト−シス阻害剤あるいはエキソサイトー

シス促進剤の濃度勾配を作製して膜トラフ

ィッキングを非対称化すると、成長円錐はエ

ンドサイト−シス抑制側あるいはエキソサイ

トーシス亢進側に向かって旋回した。以上、

エンドサイトーシスとエキソサイトーシス

の非対称化は成長円錐の旋回を誘発する十

分条件であることが判明した。 

 さらに、反発性 Ca2+シグナルは Ca2+依存性

タンパク質脱リン酸化酵素カルシニューリ

ンを介してクラスリン／ダイナミン依存性

エンドサイトーシスを促進することを発見

し、成長円錐の反発性旋回もカルシニューリ

ン活性を必要とすることを証明した。しかし、

誘引性 Ca2+シグナルはクラスリン／ダイナミ

ン依存性エンドサイトーシスに影響を及ぼ

さず、カルシニューリン活性あるいはクラス

リン／ダイナミン依存性エンドサイトーシ

スを阻害しても誘引性旋回は抑制されなか

った。誘引性 Ca2+シグナルがクラスリン／ダ

イナミン依存性エンドサイトーシスを促進

しないのは、誘引性 Ca2+シグナルに含まれる

Ca2+誘発性 Ca2+放出（リアノジン受容体を介す

る小胞体からの Ca2+放出）がタンパク質リン

酸化酵素（カルシウム/カルモジュリン依存

性キナーゼ II(CaMKII)およびサイクリン依



 

 

存性キナーゼ５（cdk5））を介してエンドサ

イトーシスを阻害することに起因すること

を見出した。これらキナーゼを阻害した成長

円錐では、誘引性 Ca2+シグナルがエンドサイ

ト−シスとエキソサイトーシスの両者を促進

した。エンドサイト−シスとエキソサイトー

シスの両者が亢進した状態では成長円錐は

直進したが、各種阻害剤によりエンドサイト

−シスとエキソサイトーシスの一方を抑制す

ると、成長円錐はエンドサイト−シス抑制側

あるいはエキソサイトーシス亢進側に向か

って旋回した。以上、エンドサイト−シスと

エキソサイトーシスのアンバランスが成長

円錐の旋回を駆動することを明らかにし、そ

のシグナル伝達機構の一端を解明した。 

 反発性軸索ガイダンスは、神経回路の形成

過程だけでなく損傷した神経回路の再生不

全にも関与する細胞応答であり、その駆動機

構を解明することは神経発生再生分野の研

究に重要な知見を提供するものと期待でき

る。 
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