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研究成果の概要（和文）： 

ADPリボシル化因子６(ARF6)は、小胞輸送やアクチン細胞骨格制御を介して、がん細胞の浸潤・

転移に深く関与する。本研究は、神経発生過程での神経細胞移動における ARF6経路の機能関与

の可能性と分子機構の解明を通して、細胞の運動制御機構の共通性と特異性の解明を目指した。

研究成果として ARF6 の下流効果分子のひとつであるホスファチジルイノシトール 4-リン酸 

5-キナーゼγが、新たな神経細胞移動の制御分子であることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

ADP ribosylation factor is a small GTPase that regulate membrane traffic and actin 

remodeling through the activation of lipid modifying enzymes and recruitment of various 

interacting proteins such as FIP3/4 and JIP3/4. Recent evidence indicates the functional 

importance of ARF6 pathways in cell motility such as cancer invasion and metastasis. The 

aim of this study is to test the possibility whether the ARF6 pathway may be involved 

in neuronal migration during cortical layer formation. We found that type I 

phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase γ (PIP5KIγ), a phosphatidylinositol 

4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2)-synthesizing enzyme that functions as a downstream 

effector of Arf6, is required for neuronal migration possibly through recruitment of 

adhesion components to the plasma membrane.  
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リン脂質や細胞接着装置構成タンパク質

などの細胞膜への極性輸送などによる細

胞膜成分の動的な変化により厳密に制御

されている。大脳皮質の発達過程におい

て、脳室帯の神経上皮細胞は最終細胞分

裂した後、細胞間接着を消失させて移動

を開始する。脳室帯より脳室下帯に移動

した神経細胞は、多極性から先導突起と

尾突起を持った双極性細胞へと形態変化

を遂げて、放射状グリアの線維に沿って

軟膜側へ放射状に移動して最終目的地と

なる層へ移動する。この一連の神経細胞

移動の過程には、「接着性の変化」｢形態

変化｣「運動性の獲得」が含まれ、上皮間

葉移行やがん細胞の浸潤・転移の過程と

高い類似性を示す。大脳皮質の神経移動

の障害は、滑脳症や帯状異所性灰白質な

どの脳奇形やてんかん、精神遅滞などの

神経発達障害を引き起こすことより、そ

の移動の分子機構の解明は非常に重要な

研究テーマである。 

 ADP リボシル化因子６ (ARF6)は、細胞

膜とエンドゾーム間の小胞輸送や細胞膜

直下のアクチン細胞骨格の再構築に関わ

る ras スーパーファミリーに属する低分

子量 GTP結合タンパク質のひとつである。

1996 年に野生型 ARF6 を発現させた培養

細胞がフッ化アルミニウム刺激により細

胞突起を形成することより、Rho ファミリ

ーとともに新たな細胞形態制御因子とし

て 発 見 さ れ 、 2004 年 に は 佐 邊 や

D'Souza-Schorey らのグループにより 

ARF6 のがん細胞における浸潤・転移能を

制御することが報告され、細胞移動の新

たな制御因子として脚光を浴びている。

ARF6 は GDP 型から GTP 型に変換されて活

性化し、種々の下流効果分子との相互作

用を介して細胞応答する。近年、ARF6 の

下流効果分子として、ホスファチジルイ

ノシトール 4,5-二リン酸(PIP2)の合成酵

素であるタイプ I ホスファチジルイノシ

トール-4-リン酸-5-キナーゼ（PIP5KI）

の活性化やクラスリンアダプターの AP-2、

Rab11-interacting protein 3/4 (FIP3/4), 

JNK-interacting protein 3/4 (JIP3/4)

などが明らかになっている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、がん細胞の浸潤・転移など

の運動性と大脳皮質形成過程における神

経細胞移動の類似性に着目し、ARF6 経路

の神経細胞移動における機能関与の可能

性を検討し、ARF6 による神経細胞とがん

細胞の両現象の分子機構の共通性と特異

性を明らかにすることを目的とする。本

報告書では、研究を完遂された ARF6の下

流効果分子として知られているホスファ

チジルイノシトール 4,5-二リン酸(PIP2)

の合成酵素であるタイプ I ホスファチジ

ルイノシトール-4-リン酸-5-キナーゼγ

アイソフォーム(PIP5KIγ)の神経移動へ

の機能関与に関する研究成果について記

載する。 

 

３．研究の方法 

3-1. in situ ハイブリダイゼーション法： 

マウス脳切片に対して、PIP5KIγ の翻訳

部領域を鋳型として作成したジゴキシゲ

ニン標識プローブを用いた非放射性 in 

situ ハイブリダイゼーション法を施行し

た。 

3-2. 免疫組織化学：PIP5KIγ_i1 の C 末

端領域 513-635 アミノ酸部位を大腸菌で

発現させ、家兎に免疫を行い採血した。

PIP5KIγ 特異抗体は、抗血清より抗原を

用いたアフィニティークロマトグラフィ

ーにより精製した。常法に従い免疫組織

化学法を施行した。 

3-3. RT-PCR：PIP5KIγ のスプアリスバリ

アントに共通の PCR プライマー（センス

5’-AAG GAG GAG GGT GCA GGA GTG GAG 

GTC-3’, アンチセンス 5’-TCC GTC AGT 

GGG GAG GGA GAG AAC AAG-3’）を用いて

胎生 17.5日齢、生直後、生後７週齢の大

脳由来の cDNA ライブラリーを用いて PCR

法を施行した。 

3-4. 子宮内電気穿孔法：発生過程の ICR

胎児マウスの脳室上皮層に、PIP5KIγ に

対する RNA 干渉ベクターおよび不活性型

PIP5KIγ 変異遺伝子を GFP 遺伝子ととも

に子宮内電気穿孔法により遺伝子導入を

行った。その後、経時的にマウス脳を固



 

 

定し、抗 GFP 抗体により遺伝子導入細胞

を免疫組織学的に染色し、大脳皮質層で

の移動状況を計測した。 

 

４．研究成果 

本研究では、ARF6 の下流効果分子として

ホスファチジルイノシトール 4,5-二リ

ン酸の合成酵素であるPIP5KIγに関する

研究成果を記載する。PIP5KIγ の大脳皮

質の層形成過程における遺伝子発現様式

を RT-PCR 法により検討した結果、

PIP5KIγ_v2 と PIP5KIγ_v3 に対応する

２本のバンドが胎生 17.5日齢の大脳皮質

において増幅された。２つのバリアント

は発達過程での相異なる発現様式を示し、

PIP5KIγ_v2 は生後発達とともに著明に

増加するのに対して、PIP5KIγ_v3 は発達

過程を通じて一定の発現量を維持した。

次に、胎生 16.5日齢の大脳皮質における

PIP5KIγ の遺伝子発現様式を、非放射性

in situ ハイブリダイゼーション法によ

り検討した結果、PIP5KIγ は脳室帯にお

いて既に微弱ながら遺伝子発現が検出さ

れ、脳室下帯、中間層、皮質板において

順に発現量の増加を示した。さらに

PIP5KIγ 特異抗体を用いて免疫組織学的

に発現局在を検討した結果、PIP5KIγ の

発現を示す免疫陽性反応は、胎児期の大

脳皮質において、脳室上皮細胞、放射状

グリア、移動中の神経細胞、分化した神

経細胞のいずれの細胞においても検出さ

れた。さらに移動中の神経細胞における

細胞内局在を種々の細胞内マーカーとの

二重染色法で検討した結果、PIP5KIγ の

免疫陽性反応は細胞質や細胞膜直下に点

状に分布し、早期エンドゾームのマーカ

ーである EEA1、リサイクリングエンドゾ

ームのマーカーである syntaxin12、細胞

接着斑の構成分子である focal adhesion 

kinase や talin との免疫反応と一部共存

することより、PIP5KIγ は細胞内輸送小

胞や接着斑などの種々の細胞内区画に局

在することが明らかになった。 

 PIP5KIγ の大脳皮質層構築過程での神経

細胞移動への機能関与を明らかにするため

に、子宮内穿孔法を用いて、胎生 14,5日齢

のマウス脳室帯に神経上皮細胞に PIP5KIγ

に対する RNA 干渉ベクター(shPIP5KIγ)と

EGFP遺伝子を導入し、生直後のマウスの大

脳皮質の層構築を検討した。その結果、コ

ントロールベクターの導入された神経細胞

の大部分は、脳室層より放射状移動を行い、

大脳皮質の表層のII〜IV層を形成している

のに対して、shPIP5KIγ を導入された神経

細胞は、コントロールに比較して中間帯や

大脳皮質深層の V〜VI 層に停滞しており、

PIP5KIγ の発現抑制により、神経細胞移動

が著明な遅延することが明らかになった

（図１）。PIP5KIγ の発現抑制による神経細

胞移動の障害は、RNA干渉に抵抗性の遺伝子

変異を施した野生型PIP5KIγ遺伝子の導入

により部分的に正常化することが確認され

ることより、PIP5KIγ の発現抑制特異的な

所見であることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

さらに、shPIP5KIγ 導入された移動中の神

経細胞において、細胞接着斑の構成分子で

ある focal adhesion kinase や talin がコ

ントロールに比較して、細胞質に瀰漫性に

分布し、細胞膜への局在が障害されている

ことが免疫組織学的に明らかになった。以

上の結果より、ARF6の下流効果分子のひと

つであるPIP5KIγが大脳皮質の神経細胞移

動に必須であること、さらに移動中の神経

細胞において接着斑の構成分子である

focal adhesion kinase や talin の細胞膜へ

の局在を制御していることを明らかにした。



 

 

近年、PIP5KIγ はがん細胞の浸潤・転移に

制御分子であることが報告されており( Sun 

et al., 2010)、がん細胞と神経細胞の運動

性の共通制御分子として機能していること

が示唆された。 
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② 深谷昌弘、阪上洋行 Splice variant- 

dependent subcellular localization of 

the Arf6 activator BRAG2 in the adult 

mouse brain 第 118 回日本解剖学会総

会・全国学術集会 2013年 3月 28 日〜30

日 香川 

③ 矢崎佑紀、原芳伸、深谷昌弘、阪上洋行 

Arf6 の 下 流 効 果 分 子 Rab11-FIP3/ 

Arfophilin-1 の神経細胞の樹状突起にお

ける役割 第 118回日本解剖学会総会・全

国学術集会 2013年 3月 28日〜30日 香

川 

④ 深谷昌弘、原芳伸、阪上洋行 ARF6 活性

制御因子 BRAG2/IQSEC1 のスプライスバリ

アント依存的なシナプス局在 第 35 回日

本神経科学会 2012 年 9 月 18 日〜21 日 

名古屋 

⑤ 福島大輔、深谷昌弘、阪上洋行 成熟マ

ウス脳におけるEFA6Aとおよびその結合分

子 SNX1 の細胞内局在解析 第３５回日本

神経科学会 2012年 9月 18日〜21日 名

古屋 

⑥ 原 芳 伸 、 阪 上 洋 行  Expression and 

functional roles of phosphatidyl- 

inositol 4-phosphate 5-kinase (PIP5K) 

γ in the developing cerebral cortex.

第 8 回欧州神経科学会 (FENS) 2012 年 7

月 14 日〜18 日 スペイン 

⑦ 阪上洋行、原芳伸、深谷昌弘 DISTINCT 

LOCALIZATION OF THE BRAG/IQSEC FAMILY OF 

GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTORS FOR 

ARF6 IN THE MOUSE RETINA 第 8回欧州神

経科学会 (FENS) 2012 年 7 月 14 日〜18

日 スペイン 

⑧ 福島大輔、深谷昌弘、阪上洋行 成熟マ

ウス脳における Arf6 活性化制御因子
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剖学会総会・全国学術集会 2012 年 3 月

28 日 山梨 

⑨ 深谷昌弘、原芳伸、阪上洋行 成体マウ
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回日本解剖学会総会・全国学術集会 2012

年 3月 28日 山梨 

⑩ 玉木英明、阪上洋行 マウス小脳プルキ

ンエ細胞の生後発生過程におけるゴルジ

装置の動態 第 117回日本解剖学会総会・

全国学術集会 2012年 3月 27 日 山梨 



 

 

⑪ 原芳伸、阪上洋行 大脳皮質層形成にお

けるホスファチジルイノシトール４−リン

酸５キナーゼの機能解析 第117回日本解

剖学会総会・全国学術集会 2012 年 3 月

26 日 山梨 

⑫ 原芳伸、西村伸彦、深谷昌弘、玉木英明、

阪上洋行 大脳皮質形成におけるホスフ

ァチジルイノシトール４−リン酸５キナー

ゼの機能解析 第９９回日本解剖学関東

支部学術集会 2011年 10月 15 日 千葉 

⑬ 福島大輔、深谷昌弘、阪上洋行 中枢神

経系における ARF6 活性化制御因子 EFA6A
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〔その他〕 

ホームページ等 

北里大学医学部解剖学教室ホームページ

http://www.med.kitasato-u.ac.jp/~sakaga

mi/ 
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