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研究成果の概要（和文）：神経細胞は、細胞体、軸索、樹状突起と呼ばれる特徴的な細胞区画を

有する細胞である。これらは常に相互に情報交換をしており、例えば軸索先端で感知された情

報を、他の細胞区画まで伝える必要がある。本申請課題では、軸索の伸長制御に関与する分子

の情報が、軸索だけでなく細胞体や樹状突起まで伝わることを明らかにした。さらにこのよう

に伝えられた情報を介して、樹状突起の発育や成熟が制御されることが分かり、実際に神経発

生に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 

 

 
研究成果の概要（英文）：Neurons are highly polarized cells with axon, dendrites, and cell 
body. These subcellular compartments need to communicate with each other. For example, 
signals received in distal axon travel long distances to reach the cell body and/or 
dendrites. In present study, I identified novel mechanism that the signal elicited by 
axon guidance molecule which is received at axonal growth cone, is transmitted towards 
cell body and dendrites. I further found that this novel signaling mediates dendritic 
morphology and maturation. Therefore I propose the model that the axon guidance signal 
which is received at distal axon simultaneously regulates dendritic development by this 
novel signal propagation mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 

 神経細胞は、樹状突起・細胞体と軸索とい
う高度に極性化した構造を有し、各々情報の

入力系および出力系を形成している。しかし
ながら最近では、出力系である軸索からの逆
行性シグナルが、樹状突起の成熟を制御する
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機構の存在が明らかにされ、その分子機構の
解明が求められている。本研究では、軸索ガ
イ ド 分子 の１ つ である Semaphorin3A 
(Sema3A)の作用点が軸索成長末端の成長円
錐に限局するという作用様式に着目し、局所
からの逆行性シグナルが細胞内をどのよう
に伝播し、その結果どのような作用を発揮す
るかの解明を目的とした。本研究の追究を通
じて、Sema3A に対する神経細胞の応答の全
容を明らかにするとともに、逆行性シグナル
の伝播機構における新たな分子機構を提唱
できると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本課題の開始に先立って、申請者は
Sema3A の受容体である PlexinA が、神経栄
養因子受容体であるTrk受容体と相互作用す
ることを突き止めた。興味深いことに、神経
栄養因子とTrk受容体の神経細胞内情報伝達
過程において、軸索先端からの入力シグナル
が、Trk 受容体の逆行性軸索輸送を介して細
胞体方向へと伝搬する、逆行性シグナルの存
在 が 提 唱 さ れ て い る 。 従 っ て 、
Sema3A-PlexinA によるシグナル伝達経路
において、逆行性シグナルが存在するのであ
れば、Trk 受容体を介して PlexinA が逆行性
に軸索内を輸送されるのではないかと考え
られた。そこで本課題では、Sema3A シグナ
ルが軸索先端の成長円錐から入り、Trk 受容
体との相互作用を介した軸索内輸送により
逆行性に伝播する機構を証明することを目
的とした。また、逆行性シグナルの存在が証
明された際に、その生理学的意義についても
検討する必要がある。Sema3A および神経栄
養因子は、共に樹状突起の発育および成熟を
制御することから、Sema3A による軸索先端
からの逆行性シグナルが、樹状突起の発育お
よび成熟にも関与するかを検討することも
視野に入れた実験計画を立案した。 

 

３．研究の方法 

(１) Sema3A-PlexinA シグナルの逆行性伝播
機構の解明 
 

Sema3A-PlexinA シグナルが、Trk 受容体を介
して逆行性に伝搬することを明らかにする
ため以下の実験手法により解析を行った。 

 
① 培養脊髄後根神経節ニューロンを用い

た免疫組織学的解析 
② 培養脊髄後根節ニューロンを用いたタ

イムラプスイメージング 
③ 培養海馬ニューロンにおける RNA干渉法

を用いた分子細胞生物学的ならびに生
化学的解析 

 
 

(２) Sema3Aによる逆行性シグナルを介した
樹状突起発育・成熟機構の解明 
 

(1)の研究計画から明らかにした、
Sema3A-PlexinA を介した軸索からの逆行性
シグナルが、樹状突起の発育や成熟を制御す
ることを明らかにするため以下の実験手法
により解析を行った。 

 
① PlexinA と Trk受容体の相互作用部位の

生化学的解析 
② 逆行性シグナルの伝搬において、

PlexinA と Trk受容体の作用点の細胞生
物学的解析 

③ 逆行性シグナルの特異的阻害を介した
細胞生物学的解析 

 
４．研究成果 
(１) Sema3A-PlexinA シグナルの逆行性伝播

機構の解明 
 まず、Sema3A刺激により PlexinA や Trk受
容体が逆行性に輸送されるかを明らかにす
るため、これらに蛍光タンパク質を融合させ
たものを培養脊髄後根神経節ニューロンに
発現させ、その挙動をタイムラプスイメージ
ング法にて観察した。その結果、PlexinA と
Trk 受容体が逆行性に輸送される輸送速度が、
Sema3A 刺激により上昇することが分かった。
従って、これらの分子が Sema3A シグナルの
下流で逆行性に軸索輸送される可能性が示
唆された。 
 次に、すでにこれらの分子が相互作用する
ことを強制発現系の実験により明らかにし
ていたことから、培養脊髄後根神経節ニュー
ロンにおける内因性のタンパク質の挙動を
免疫細胞化学的に検討した。その結果、
PlexinAと Trk受容体は、Sema3A刺激により、
まず軸索先端の成長円錐で共局在した。
Sema3A 刺激からの時間を振って挙動の観察
をした結果、共局在シグナルが観察される細
胞区画が、細胞体方向へ移行することが分か
った。従って、これらの分子が協調して逆行
性に輸送される可能性が示唆された。そこで、
実際に協調して輸送されるかを、PlexinA と
Trk 受容体を共発現させた培養脊髄後根節ニ
ューロンを調整し、タイムラプスイメージン
グ法にて観察した。その結果、Sema3A 刺激に
より、軸索先端の成長円錐において、これら
の分子が共局在するようになり、この共局在
を契機に細胞体方向へ輸送されることを見
出した。さらにこのような Sema3A 刺激によ
る挙動変化は、Trk 受容体の酵素活性を欠損
した変異体や、軸索輸送に関与するモーター
タンパクとの結合活性を欠損した変異体に
おいては見出されないことが分かった、これ
らの結果から、Sema3A-PlexinA シグナルが、
Trk 受容体を介して逆行性に伝搬することが



示唆された。 
 以上の実験は培養脊髄後根神経節ニュー
ロンを用いて行ってきたが、これらの実験か
ら見出した軸索からの逆行性シグナルが、樹
状突起まで伝播するかを明らかにするため、
樹状突起区画を有する高度に極性化した神
経細胞での研究を行うため、培養海馬ニュー
ロンにおける実験も行った。本課題と並行し
て、研究代表者は、軸索先端からの Sema3A
により惹起されたシグナルが、樹状突起にお
ける AMPA 型グルタミン酸受容体の局在変化
を惹起させることを見出した（学会発表参
照）。そこでこの現象に着目し、Trk受容体が
関与するかを検討することを介し、培養脊髄
後根神経節ニューロンで見出された事象が、
培養海馬ニューロンにおいても起こり得る
かを検討した。Trk 受容体には複数のサブフ
ァミリーが存在することから、これらのうち、
どの Trk受容体が関与するかを明らかにする
ため、これらの発現抑制を RNA干渉法にて行
った。その結果、Sema3A による AMPA 型グル
タミン酸受容体の局在変化に関与する Trk受
容体の同定に成功した。 
 Trk 受容体を介したシグナルは、複数の経
路を介して細胞内へ伝達される。これらのう
ちどの経路が Sema3A を介した情報伝達経路
に関与するかを明らかにするかを生化学的
に検証した。その結果、下流シグナルの同定
に成功した。そこで、同定されたシグナルに
対する阻害剤と、Sema3A の軸索先端領域、あ
るいは樹状突起・細胞体領域における局所投
与実験を行った。その結果、阻害剤を軸索先
端に局所投与したときのみ、Sema3Aによる応
答が抑制された。以上の結果から、Sema3Aに
よる、Trk 受容体を介したシグナルは軸索先
端で惹起され、樹状突起まで伝搬することが
分かった。 
 
 
(２) Sema3A による逆行性シグナルを介した

樹状突起発育・成熟機構の解明 
 (1)の実験から、Trk受容体を介した逆行性
シグナルの存在が示唆された。興味深いこと
に、このシグナルは Sema3A の軸索伸長に対
する作用には関与しないことが分かった。従
って、PlexinA と Trk 受容体の相互作用を抑
制することにより、本課題により見出された
逆行性シグナルを、Sema3A の軸索への作用を
変化させずに抑制することが可能であると
考えられた。そこで、Trk 受容体側の相互作
用部位の同定を試みた結果、神経栄養因子の
結合部位とは異なる部位が相互作用部位で
あることが分かった。このことは、RNA 干渉
法による発現抑制実験では、神経栄養因子に
よるシグナルも阻害するが、見出された相互
作用部位の強制発現は、Sema3Aによる逆行性
シグナルを特異的に阻害することが可能で

あることを意味すると考えられる。以上の結
果を踏まえ、Trk 受容体側の部分ペプチドを
作製し、その局所投与実験を行った。その結
果、このペプチドを軸索先端に軸索先端に局
所投与したときのみ、Sema3A による応答が抑
制された。この結果は（１）において、阻害
剤を用いた実験結果と一致したことから、
Sema3A による逆行性シグナルを阻害する因
子として有用であることが示唆された。 
 つぎにここまでで見出された逆行性シグ
ナルが、実際に樹状突起の発達や成熟に関与
するかを明らかにするため、Sema3Aによる樹
状突起への作用として、分枝形成の促進作用
に着目した。Trk 受容体側の部分ペプチドを
前投与した海馬培養ニューロンに、Sema3Aを
投与したところ、分枝形成の促進が抑制され
た。従って、本課題で見出された逆行性シグ
ナルが、実際に樹状突起の発育・成熟制御と
いう、神経発生に重要な役割を果たしている
ことが明らかとなった。現在は生体レベルで
の実験を遂行中である。 
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