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研究成果の概要（和文）：ラット副腎由来 PC12D 細胞を低 Cl-濃度の培養液中で NGF 処理す
ると神経突起の伸長は有意に抑制されるが、低分子量 Gタンパク質 RhoAの下流エフェクター
分子である Rho kinaseの特異的阻害剤 Y-27632を加えると、低 Cl-による抑制はレスキューさ

れた。しかし、親株の PC12細胞では、低 Cl-による神経突起伸長の抑制は見られたが、Y-27632
によるレスキューは見られなかった。両細胞における RhoA の発現を調べたところ、PC12D
細胞の方が PC12細胞よりも 10倍近く発現量が多かった。PC12D細胞と PC12細胞において
Rhoタンパク質の発現量が異なることにより、Rho kinase阻害剤への反応性が異なることが示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In rat pheochromocytoma PC12D cells, NGF-induced neurite 
outgrowth was inhibited in low Cl- condition. This inhibition was partially rescued by the 
treatment of cells with Rho kinase inhibitor Y-27632. In parental PC12 cells, NGF-induced 
neurite outgrowth was also inhibited by in low Cl- condition. However, in PC12 cells, 
inhibition of neurite outgrowth in the low Cl- condition was not rescued by Y-27632 
treatment. The protein expression level of RhoA in PC12D cells was higher than that in 
PC12 cells. These observations suggest that difference of protein expression level in both 
cells might cause different sensitivity to Rho kinase inhibitor. 
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１．研究開始当初の背景 
低分子量 Gタンパク質（Rasスーパーファミ
リー）は、サブユニット構成を持たない低分

子量（分子量 20000-30000 程度）の G タン
パク質であり、Ras、Rho、Rab、Ran、Arf/Sar
の５つのファミリーに分類される。低分子量
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Gタンパク質は様々な細胞機能を担っている。
このうち Rho ファミリーは、主として Rho、
Rac、Cdc42 サブファミリーにより構成され
ている。これまで Rhoファミリーは、アクチ
ン骨格の制御を介した細胞運動、細胞形態の

制御に関してよく研究されてきたが、近年、

微小管の動態制御にも深く関与しているこ

とが明らかとなってきた。細胞内において、

微小管は細胞分裂・細胞内小胞輸送・細胞運

動・細胞極性の形成・神経細胞における神経

突起伸長の促進など、様々な役割を担ってい

ることが知られている。Rhoを始めとする低
分子量 Gタンパク質は GTPを結合した状態
が活性型であり、低分子量 Gタンパク質自体
がもつ GTPase 活性により結合した GTP が
加水分解され GDP 結合型になることにより
不活性型となる。活性型の RhoファミリーG
タンパク質は、その下流の様々なエフェクタ

ー分子を介し、細胞骨格の動態を直接的、間

接的に制御する。神経細胞における神経突起

の伸長の際、突起内部に含まれる細胞骨格系

（アクチン骨格系および微小管）の再編成が

大きく関与する。このときの細胞骨格系の再

編成にも Rho ファミリーG タンパク質が関
与しており、Rac と Cdc42 は伸長を促進し、
Rho は伸長を阻害することが知られている。
Rho はエフェクターの 1 つである Rho 
kinaseの活性化を介し、その下流にある微小
管の動態を制御する分子をコントロールす

ることで神経突起伸長を抑制すると考えら

れている。 
 代表者らは PC12 細胞およびその亜株
PC12D細胞において、神経成長因子 NGFに
よる神経突起伸長には Na+-K+-2Cl-共輸送体

(NKCC)が必須であることを明らかにした。
また、我々の行った予備的な実験により、

PC12D 細胞を低 Cl-濃度の培養液中で NGF
処理すると、神経突起の伸長が抑制されるこ

とが示唆された。これらは NKCC を介した
Cl-の細胞内への取込みが、神経突起伸長に重

要であることが考えられる。また、低 Cl-濃

度による神経突起伸長の抑制が、Rho kinase
阻害剤で回復する傾向があることが示唆さ

れた。 
 上述したように、神経突起伸長には低分子

量 Gタンパク質が深く関与している。一方で、

三量体Gタンパク質の一種のGTPase活性が
Cl-により阻害されるという先行報告もあり。

Cl-と GTPaseとの関連も示唆されている。こ
れらの知見を踏まえ、神経突起伸長における

低分子量 Gタンパク質の役割、およびこれら
への Cl-の関与についてのメカニズムを明ら

かにすることを目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
神経突起伸長における低分子量 G タンパク
質 RhoA およびそのエフェクター分子 Rho 
kinase の役割、ならびにこれらに対する Cl-

の役割についてを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
ラット副腎髄質由来 PC12細胞およびその亜
株 PC12D 細胞を用いた。これらの細胞は神
経成長因子 NGF 処理により、神経突起を伸
長する。また、PC12D 細胞は親株 PC12 細
胞に比べより敏速に神経突起を伸長する。 
これらの細胞を NGF 処理したのちホルムア
ルデヒドで固定し、顕微鏡下で神経突起の長

さを計測した。RhoA の発現は Western 
blotting法により検証した。 
 
 
 
４．研究成果 

（１）PC12D細胞における低 Cl-の神経突起

伸長に対する影響について（図１） 
 
PC12D細胞を低 Cl-濃度（13 mM、60 mM、
90 mM）および通常濃度（125 mM）の培養
液中で NGF 処理し、５日後の神経突起の長
さを顕微鏡で観察した。その結果、神経突起

の伸長は低 Cl-濃度中で有意に抑制され、濃

度依存的であった。 
また、Rho kinase の特異的阻害剤である
Y-27632 で処理すると、低 Cl-濃度による神
経突起伸長の抑制は部分的にレスキューさ

れた。 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ PC12D細胞における神経突起伸長 
 
 
（２）PC12細胞における低 Cl-の神経突起伸

長に対する影響について（図２） 
 
PC12細胞を低 Cl-濃度（13 mM、25 mM、
45 mM、60 mM、90 mM）および通常濃度
（125 mM）の培養液中で NGF 処理し、５
日後の神経突起の長さを顕微鏡で観察した。

その結果、神経突起の伸長は低 Cl-濃度中で

有意に抑制され、濃度依存的であった。 
一方、Rho kinase の特異的阻害剤である
Y-27632 で処理しても、低 Cl-濃度による神
経突起伸長の抑制はレスキューされなかっ

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ PC12細胞における神経突起伸長 
 
 
（３）PC12 細胞および PC12D 細胞におけ
る RhoAの発現（図３） 
 
PC12 および PC12D 細胞における RhoA の
発現量を Western blotting 法で調べたとこ
ろ、PC12 細胞に比べ PC12D 細胞で RhoA

がより多く発現していることが分かった。ま

た、両細胞において RhoA の発現は低 Cl-濃

度（13 mM）の培養液で処理しても変化しな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
図３  PC12 および PC12D 細胞における

RhoAの発現 
 
ラット副腎由来PC12D細胞を低Cl-濃度の培

養液中で NGF 処理すると神経突起の伸長は
有意に抑制されるが、低分子量 Gタンパク質
RhoA の下流エフェクター分子である Rho 
kinaseの特異的阻害剤 Y-27632を加えると、
低 Cl-による抑制はレスキューされた。しか

し、親株の PC12 細胞では、低 Cl-による神

経突起伸長の抑制は見られたが、Y-27632に
よるレスキューは見られなかった。両細胞に

おける RhoAの発現を調べたところ、PC12D
細胞の方が PC12 細胞よりも 10 倍近く発現
量が多かった。PC12D 細胞と PC12 細胞に
おいて Rho タンパク質の発現量が異なるこ
とにより、Rho kinase阻害剤への反応性が異
なることが示唆された。 
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