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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、ショウジョウバエ感覚ニューロンをモデルとして使用し、主として in vivo ライブ
イメージング、分子遺伝学的解析、RNAi の方法を融合させることにより、基底膜分解に依存
する樹状突起の再編を制御する分子・細胞メカニズムを明らかにすることを目指した。その結
果、局所分解され網目状になった基底膜の近傍に再編途中の樹状突起が存在することを見出し
た。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we utilized in vivo imaging techniques and Drosophila molecular genetics to address 

molecular and cellular mechanisms underlying dendrite remodeling triggered by degradation of 

basement membranes, and found that spatial distributions of basement membranes correlated with 

dendritic branch behaviors during the dendrite remodeling. 
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１．研究開始当初の背景 

ニューロンは、軸索と樹状突起という機
能・構造的に異なる２つの神経突起を介して
情報の受け渡しをおこなっている。神経突起
を介した神経回路の大枠は、ヒトでは胎生後
期から生後にかけて構築される。その後、各
ニューロンの神経活動の活発化や、周囲の細
胞との細胞間相互作用により、神経回路の切
り替えが頻繁におこなわれ、神経回路は初め
て機能的に成熟する。この過程において、樹
状突起は外界からの入力に依存して形態を

大きく変化させることにより、最終的に適切
な受容領域を獲得する。このような樹状突起
の可塑的形態変化は再編と呼ばれ、神経回路
が機能的に成熟するための必須のステップ
である。これまでに、前者の神経回路の大枠
を形成する仕組みについて、様々な組織、ニ
ューロン種を使って盛んに研究されており、
多くの知識が蓄積されている。その一方で、
樹状突起の再編を制御する分子・細胞メカニ
ズムについての情報に関しては、樹状突起再
編の観察や遺伝学的操作を簡便に実施する
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ための in vivo解析システムが確立されていな
いために、いまだ乏しい。 

 研究代表者はこれまでに、ショウジョウバ
エの感覚ニューロンの樹状突起形態を、単一
ニューロンレベルで精緻に in vivo観察できる
イメージング系を確立した。さらに、感覚ニ
ューロンをその生涯に渡り観察する過程に
おいて、樹状突起の形態が、ハエ成虫が羽化
してから 24 時間以内に、放射状から格子状
へと劇的に再編されることを発見した（図 1）
(Yasunaga et al., Dev. Cell (2010) 18: 621-632)。
従来、樹状突起の再編は主として突起の切断
もしくは伸長・退縮に依存すると考えられて
いたが、今回発見した再編においては、既存
の樹状突起の切断や退縮はほとんど見られ
ず、放射状の樹状突起がそのまま格子状へと
再配置されることが明らかになった。さらに、
細胞外プロテアーゼ Mmp2（マトリックス・
メタロプロテアーゼ 2）の機能欠損変異体で
は樹状突起の再配置が著しく抑制されるこ
とを発見した。これらの結果から、細胞外プ
ロテアーゼによる基底膜の分解が樹状突起
の再編を誘導するという全く新規の制御メ
カニズムを提唱するに至った。この研究成果
を発展させるべく本研究では、樹状突起の再
編における、細胞外プロテアーゼ依存的な基
底膜の分解機構と、樹状突起と基底膜間の相
互作用機構を明らかにすることを目的とす
る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、ショウジョウバエ感覚ニュー
ロンをモデルとして使用し、主として in vivo

ライブイメージング、免疫組織染色、組織解
剖学、遺伝学的解析、RNAi の方法を融合さ
せることにより、樹状突起の再編を制御する
分子・細胞メカニズムを明らかにすることを
目的とする。具体的には、以下の３つの研究

を実施した。 

（1）Mmp2 依存的な基底膜分解が時間的・空
間的に制御されるメカニズムの解明 

蛍光タンパク質標識された Mmp2 の in vivo

ライブイメージングを用いてMmp2の細胞内
局在を詳細に解析することにより、Mmp2 依
存的な基底膜の時間的・空間的に制御された
分解がMmp2のどのような特性に基づくのか
を明らかにする。 

（2）ニューロン樹状突起の再編を誘導する
基底膜分子群の同定 

基底膜が分解される過程において、基底膜分
子の分布・動態を免疫染色およびライブイメ
ージング解析により明らかにする。さらに、
基底膜分子の機能欠損変異体を解析するこ
とにより、樹状突起の再配置を誘導する基底
膜成分を特定する。平行して、基底膜分子に
加えて、基底膜に作用して機能するモルフォ
ゲンやガイダンス分子にも着目し、その動態
と機能を同様に明らかにする。 

（3）樹状突起による基底膜由来の再編シグ
ナル受容とその細胞内伝達経路の解明 

RNAi 法を利用したハエ全遺伝子の網羅的ス
クリーニングにより、樹状突起の再配置を誘
導する分子群を同定する。同定された分子群
の in silico 相互作用解析から、樹状突起の再
配置を制御する分子間ネットワークを明ら
かにする。 

 

 

３．研究の方法 

（1）Mmp2 依存的な基底膜分解が時間的・空
間的に制御されるメカニズムの解明 

研究代表者はこれまでの研究から、①基底
膜分解にともなって樹状突起が再配置され
ること、②基底膜分解は Mmp2 に依存し、成
虫初期に且つ樹状突起の周辺領域に限定し
ておこること（時空間的制御）、③突然変異
を使った実験により、Mmp2 は基底膜周辺の
表皮細胞において機能すること、を明らかに
した。Mmp2 の活性は発現組織、細胞内局在
のレベルで制御されていると考えられるが、
Mmp2 の詳細な分布様式について、さらに、
基底膜分解を時間空間的に制御するメカニ
ズムについては不明である。これまでに、
Mmp2 遺伝子発現を模倣するレポーターを持
つ系統を利用してMmp2の発現を解析したと
ころ、成虫初期に表皮細胞で強い発現を検出
したが、内在性 Mmp2 分子と一致するか否か
はまだ解析されていない。本研究では、Mmp2

依存的な基底膜の時空間特異的分解の機構
を明らかにするために、Mmp2 の動態を詳細
にライブイメージングする。 

 具体的には、まず Mmp2 抗体を作製し、免
疫染色をおこなう。これと並行して、GFP 標
識した Mmp2 を発現する系統を使い、Mmp2

分子の動態を詳細にイメージングする。この

 

図１ ショウジョウバエ感覚ニューロン
樹状突起の再編。樹状突起は羽化後 24 時
間以内に、放射状（左）から格子状（右）
へと再配置される。この再編は、Mmp2 依
存的な基底膜分解によって誘導される
(Yasunaga et al., Dev. Cell (2010))。 



 

 

とき、赤色蛍光タンパク質 mCherry標識され
えたコラーゲン IV分子を発現する系統を使
用し、同時に 2色イメージングすることによ
り、樹状突起の再配置の過程において Mmp2

が基底膜に作用する様子を解析する。 

 

（2）ニューロン樹状突起の再編を誘導する
基底膜分子群の同定 

基底膜は細胞接着のための足場として機
能することが知られている。細胞は基底膜を
構成する分子や包含された特定の分子の情
報を読みとり、細胞内の骨格系を制御してい
る。研究代表者はこれまでの研究から、①樹
状突起が再配置されるときに、基底膜が大規
模に再編されること、②再配置された樹状突
起が再編後の基底膜に対して非常に密接に
接触していることを発見している。樹状突起
が再配置されるためには、樹状突起による基
底膜の認識が重要だと考えられるが、標的で
ある具体的な基底膜分子は特定できていな
い。 

本研究では、基底膜を構成する分子基盤を
明らかにし、樹状突起の再配置を誘導する基
底膜分子を同定するために、GFP で標識され
たショウジョウバエの基底膜を構成する分
子群を使って、再配置期の動態を解析した。
一方、基底膜に作用して機能する Wnt, ヘッ
ジホッグ等のモルフォゲンやガイダンス分
子が樹状突起の形態形成を制御することが
報告されている(Singh et al., Development 

(2010) 137:1351-1360)。そこで、基底膜分子に
加えて、これらの分子群にも着目し、その動
態と変異体による機能解析を同様に実施す
る。 

 

（3）樹状突起による基底膜由来の再編シグ
ナル受容とその細胞内伝達経路の解明 

樹状突起は基底膜の分解再編を検出し、自
身の骨格系を変化させると予想されるが、ど
のようにして基底膜を感知し、適切な応答を
示すかは不明である。本研究では、樹状突起
の再配置において、樹状突起が基底膜の分解
再編をどのように感知し、応答するかを明ら
かにするために、全遺伝子の網羅的探索をお
こなう。ニューロン特異的に全遺伝子の機能
を破壊するためのスクリーニング方法とし
て、誘導型 RNAi を利用する。樹状突起が細
胞外の情報を受容するためには、接着分子・
受容体（Integrin・Lar 等）が機能していると
想定されるため、これらの分子群にまず着目
して、スクリーニングを進めていく。 

 

 

４．研究成果 
（1）Mmp2 依存的な基底膜分解が時間的・空
間的に制御されるメカニズムの解明 

樹状突起の再編過程において細胞外プロ

テアーゼMmp2分子が示す挙動を可視化する
ために、GFP 標識 Mmp2 を細胞内に定常的に
発現させたが、分子の挙動を追跡することは
できなかった。その原因が Mmp2 を定常的に
発現させたためではないかと考え、その後新
たに、生体内での発現調節機構を再現できる
GFP標識Mmp2ノックイン系統の作製を進め、
実際に樹立することに成功した。この系統が
有するGFP標識Mmp2分子は内在性のMmp2

分子の挙動を再現していた。これは GFP シグ
ナルの分布がMmp2発現細胞と一致するかを
検証することにより示された。 

次に、樹状突起再編と Mmp2 分子や基底膜
の挙動を同時に可視化するために、樹状突起
のイメージングシステムに GFP 標識 Mmp2

分子や蛍光標識型の基底膜分子を導入した。
詳細な観察の結果、Mmp2 分布と樹状突起と
の間には明確な関連を見出せなかったが、基
底膜と樹状突起との間に興味深い関係性を
発見した。すなわち、基底膜が局所分解され
るにつれて、樹状突起が基底膜の残存部分に
移動する傾向が見られた。この結果は、基底
膜が樹状突起の再編を誘引的に導く可能性
を示唆している。 

 

（2）ニューロン樹状突起の再編を誘導する
基底膜分子群の同定 

樹状突起の再配置期に分解される基底膜
分子の候補を同定するために、GFP 標識され
た基底膜分子群を発現するショウジョウバ
エ系統をスクリーニングした。そのなかから、
コラーゲン IV と良く似た時空間スケールで
分解される２つの遺伝子を同定することが
できた。これらは、Syndecanと Perlecan であ
った。この結果は、Mmp2 がコラーゲン IV

のみでなく、多くの基底膜分子を分解するこ
とにより、樹状突起再配置が誘導される可能
性を示唆している。現在、Mmp2 変異体にお
けるこれら基底膜分子の挙動を解析中であ
る。また、基底膜と相互作用する樹状突起上
の分子を同定するために、プロテイン相互作
用データベース等を利用して、Syndecan と
Perlecan と結合する分子を選別し、それらの
機能解析を進める予定である。 

 

（3）樹状突起による基底膜由来の再編シグ
ナル受容とその細胞内伝達経路の解明 

ショウジョウバエ全遺伝子を対象にした
RNAi スクリーニングを約２５００系統（シ
ョウジョウバエ全遺伝子の約２０％）に対し
て実施しており、基底膜由来の再編シグナル
の受容に関与する候補遺伝子が１５個単離
されている。２次スクリーニングとして、同
定されたこれら１５個の遺伝子の変異体解
析を実施しているところである。また、変異
体の存在しない遺伝子については、１次スク
リーニングで用いた RNA 配列とは異なる遺



 

 

伝子領域を標的とする RNAi 系統を入手し、
解析を進展させる予定である。 
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