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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
研究では、海馬神経細胞において、軸索先端で受容されたSema3A（Semaphorin3A)シグナルが、PlexinA4受容体を介し
、グルタミン酸受容体の樹状突起内輸送を亢進することを発見した。さらに、Sema3Aを介したグルタミン酸受容体の樹
上突起内輸送の亢進が、樹状突起の正常な発達に重要なことが分かり、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 that 
the signal elicited by semaphorin3A (Sema3A), a repulsive axon guidance molecule, enhances dendritic 
transport of glutamate receptors in hippocampal neurons through PlexinA4, one of the receptor component 
of Sema3A. I further found that this novel Sema3A action that enhances glutamate receptor trafficking is 
also required for dendritic morphology and maturation. My findings therefore play an essential role in 
proper neuronal development.

研究分野：神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
軸索ガイダンス分子 Semaphorin3A 

(Sema3A)は、神経軸索の先端に形成される
成長円錐を退縮させる、反発性軸索ガイダン
ス分子として同定された。一方申請者らは、
Sema3Aには、従来知られていた反発性分子
としての作用のみならず、樹状突起において、
分枝形成の促進、シナプス成熟の促進といっ
た、樹状突起成熟を促進させる作用があるこ
とを明らかにしてきた。しかしながら、
Sema3A が樹状突起成熟を促進する分子機
構については不明な点が多い。本研究課題の
開始に先立って、申請者は、Sema3Aが樹状
突起に作用するときの作用点が軸索先端の
成長円錐にあることを見出した。従って、軸
索先端において惹起された Sema3A シグナ
ルが、どのように樹状突起まで伝播し、樹状
突起の成熟を促進させるかについての分子
機構を明らかにすることが望まれた。 
 
２．研究の目的 
 本研究に先立って、Sema3A が AMPA 型
グルタミン酸受容体サブユニット・GluA2の
樹状突起内輸送を促進することを突き止め
た。また、GluA2の輸送亢進は、Sema3Aを
軸索先端に投与したときのみ認められ、細胞
体・樹状突起領域に作用させた場合には認め
られなかったことから、Sema3Aは軸索先端
に作用し、惹起されたシグナルは樹上突起方
向へ逆行性に伝播し、その後 GluA2 の樹状
突起内輸送を更新することが示唆された。さ
らに申請者は、GluA2が、Sema3Aの受容体
の一つである PlexinA4 (PlexA4)と相互作用
することを見出した。そこで本研究は、
Sema3Aにより活性化された PlexA4以上の
結果から、軸索先端で受容された Sema3Aシ
グナルは、PlexA4と GluA2の樹状突起ない
輸送亢進の関連、ならびに樹状突起に局在化
された GluA2 と、Sema3A による樹状突起
成熟促進作用の関連を明らかにすることを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Sema3A シグナルが軸索先端から樹状突
起方向へ逆行性に伝播する分子機構の解明 
 
本研究に先立って、申請者は、Sema3A によ
る GluA2 の樹上突起内輸送の亢進は、逆行性
の軸索内輸送を阻害すると抑制されること
を見出していた。前述のとおり、GluA2 の輸
送亢進において PlexA4 が鍵分子になること
が予想されたことから、Sema3A が軸索先端に
作用すると、Sema3A ならびにその下流のシグ
ナル分子群の逆行性軸索内輸送が惹起され
るのではないかと考え、以下の実験を行った。 
 
① Sema3A の軸索内輸送の可視化 
② 光褪色後蛍光回復法を用いた PlexA4 の
タイムラプスイメージング 

③ 免疫細胞染色による Sema3A 刺激による
PlexA4 の局在変化 

 
（２）Sema3A シグナルが PlexA4 を介して
GluA2 の樹状突起内輸送を亢進する分子機構
の解明 
 
 前述のとおり、PlexA4 と GluA2 が相互作用
することを見出していたことから、神経細胞
内における PlexA4 と GluA2 が相互作用する
細胞区画の同定ならびにこの相互作用の生
理的意義を目的として以下の実験を行った。 
 
① in situ PLA 法を用いた PlexA4-GluA2
の相互作用解析 

② GluA2 と相互作用する PlexA4 の相互作
用部位の同定 

③ 同定した部位のみを有する欠失変異体
の in vitro ならびに in vivo レベルで
の強制発現実験 

 
（３）Sema3A による樹状突起成熟促進作用と
GluA2 の樹状突起内輸送亢進との間の分子的
連関の解明 
 
GluA2 の樹状突起への局在が促進されるこ
とと Sema3A による樹状突起成熟促進作用と
の分子的連関を明らかにするため以下の実
験を行った。 
 
① GluA2 の RNA ノックダウン実験 
② in vivo レベルでの樹状突起の形態観察 
 
４．研究成果 
（１）Sema3A シグナルが軸索先端から樹状突
起方向へ逆行性に伝播する分子機構の解明 
 
 まず、培養海馬ニューロンを用い、蛍光タ
ン パ ク 質 Venus を N 末 に 融 合 し た
Sema3A(Venus-Sema3A)を、軸索先端へ局所投
与した。30 分後に細胞を固定し、投与した分
子 の 細 胞 内 局 在 を 検 討 し た 結 果 、
Venus-Sema3A のシグナルが、細胞体・樹状突
起領域まで到達することが分かった。従って、
Venus-Sema3A が、軸索先端から逆行性に輸送
されることが示唆された。 
次に C 末に蛍光タンパク質 EGFP を融合し
たPlexA4-EGFPを培養海馬ニューロンに発現
させ、EGFP により可視化された PlexA4 の細
胞内輸送の様子を光褪色後蛍光回復法によ
り検討した。その結果、Sema3A 投与 1-5 分後
において、軸索における PlexA4-EGFP の輸送
が亢進された。一方この時間軸においては、
樹状突起のける PlexA4 の輸送は亢進されな
かった。次に、Sema3A 投与から 13-17 分後に
おける PlexA4 の細胞内輸送を観察した。そ
の結果、この時間軸では、樹状突起において
PlexA4-EGFP の輸送が亢進され、軸索では亢
進されなかった。このことから、PlexA4 は、
軸索→樹状突起という順番で輸送されるこ



とが示唆された。 
さらに内因性の PlexA4 の細胞内における
局在変化を検討した。その結果、Sema3A 未処
理の培養海馬ニューロンでは、PlexA4 が軸索
先端に強く局在することが分かった。一方、
Sema3A 投与後は、まず軸索先端における
PlexA4 の免疫染色シグナルが減少し、その分
細胞体におけるシグナルが増加した。その後
細胞体におけるシグナルが減少し、その分樹
状突起におけるシグナルが増加した。以上の
結果から、軸索先端に Sema3A を作用させる
と、Sema3A、PlexA4 を含むリガンド-受容体
複合体は、まず逆行性軸索内輸送を介して細
胞体まで輸送され、続いて細胞体から樹状突
起へと順行性に輸送されることが分かった。
本研究では、軸索先端から樹状突起まで輸送
された Sema3A 受容体複合体が、樹状突起ま
でシグナルを伝播させる本体であると考え
さらなるの実験を行った。 
 
（２）Sema3A シグナルが PlexA4 を介して
GluA2 の樹状突起内輸送を亢進する分子機構
の解明 
 
（１）の結果と PlexA4 と GluA2 が相互作
用するという先行結果を、軸索先端から運ば
れてきた PlexA4 が細胞体で GluA2 と相互作
用し、続いてこれらの複合体が樹状突起まで
輸送されるのではないかと考えた。この仮説
を明らかにするため、まず in situ PLA 法と
いう、二つの分子が相互作用したときのみシ
グナルを検出できる手法を用いて PlexA4 と
GluA2 の培養海馬ニューロンにおける相互作
用部位を検討した。その結果、PlexA4と GluA2
の相互作用シグナルは、Sema3A 添加後、まず
細胞体で検出され、遅れて樹状突起でも検出
されるようになったことから、細胞体で相互
作用後、相互作用を維持したまま樹状突起へ
輸送されることが示唆された。 
次に、GluA2 と相互作用する PlexA4 の相互
作用部位の同定を試みたところ、IPT 
(immunoglobulin-like plexin transcript- 
tionn factor)ドメインを介して相互作用す
ることが分かった。そこでこの部位を海馬培
養ニューロンに強制発現させた結果、Sema3A
による GluA2 と PlexA4 の相互作用は抑制さ
れた。さらに、IPT ドメインの強制発現は
Sema3AによるGluA2の輸送も抑制したことか
ら、PlexA4 が細胞体で GluA2 と相互作用し、
続いて樹状突起へ輸送されるという、上記仮
説を証明することに成功した。 
 以上の結果は、培養海馬ニューロンを用い
た in vitro における検討であったため、in 
vivo レベルでの検討を試みた。子宮内電気穿
孔法によりIPTドメインの強制発現を行った
ところ、海馬 CA1 神経細胞における GluA2 の
樹状突起への局在化が著しく抑制された。従
って、in vivo レベルにおいても Sema3A を介
したGluA2の樹状突起への局在化機構が存在
することが明らかになった。 

（３）Sema3A による樹状突起成熟促進作用と
GluA2 の樹状突起内輸送亢進との間の分子的
連関の解明 
 
 培養ニューロンに Sema3A を添加すると樹
状突起の分枝形成が促進される。また、
sema3A 遺伝子欠損マウスの海馬神経細胞で
は、尖端樹状突起の形態異常が報告されてい
る。そこでこれらの表現型を指標に、PlexA4
を介した GluA2 の樹状突起への局在化と
Sema3A による樹状突起の形態制御との関連
を検討した。まず培養海馬ニューロンにおい
て GluA2 の RNA ノックダウンを行ったところ、
Sema3A の樹状突起に対する分枝形成促進作
用が著しく抑制された。GluA2 には、グルタ
ミン酸受容体としての機能の他に、カドヘリ
ンなどの細胞接着因子との相互作用を介し
た樹状突起成熟促進作用があることが知ら
れている。従って、Sema3A は GluA2 の樹状突
起輸送を促進することによって、樹状突起の
成熟を促進することが分かった。 
次に in vivo レベルでの検討を行った。
Sema3Aシグナルを介したGluA2の樹状突起へ
の局在化を抑制できる、IPT ドメインの強制
発現を子宮内電気穿孔法により行ったとこ
ろ、sema3A 遺伝子欠損マウスと類似した尖端
樹状突起の形成不全を起こすことが分かっ
た。従って、Sema3A を介した GluA2 の局在化
が、Sema3A による樹状突起の形態制御に必要
であることが in vivo レベルでも明らかにな
った。 
 
 以上から、Sema3A は軸索先端に作用し、軸
索ガイダンス分子として働くのみならず、
Sema3AならびにPlexA4を含むSema3Aシグナ
ル分子群を軸索先端から樹状突起まで輸送
することにより、自身のシグナルを樹状突起
まで伝播することが分かった。この輸送過程
において、PlexA4 は細胞体において GluA2 を
複合体内に取り込み、GluA2 の樹状突起への
局在化を促進し、この局在化の促進は、
Sema3A による樹状突起の形態制御に必要で
あることが in vitro ならびに in vivo レベ
ルにおいて明らかになった。これらの知見か
ら、これまで不明であった Sema3A による樹
状突起形態制御の詳細な分子機構が明らか
になった。 
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