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研究成果の概要（和文）：神経突起の分岐形成は神経回路の複雑性を増加し、より高度な情報処理を可能にしている。
申請者は神経系に特に強く発現し神経突起の分岐を強く引き起こすような分子を探索し、プロテインキナーゼBrancKを
見出した。BrancKの遺伝子欠損マウスにおいては、軸索突起の軽度分岐不全が見出され、in vitroで観察された分子機
能が確認された。結合タンパク質については、yeast two-hybrid法にて新規分子の同定に成功し、神経系に濃縮して発
現する分子を見出した。下流因子としては、Branckの存在下にその凝集が観察される細胞骨格分子が得られている。

研究成果の概要（英文）：Neurite branching is a critical determinant of nervous system function, but the in
tracellular molecular mechanisms which regulate neurite branching remain poorly understood. To investigate
 the function of kinases in the regulation of neurite branching, we undertook qPCR screening and identifie
d a kinase (BrancK) that is strongly enriched in brain. We found that elevation of BrancK activity in prim
ary hippocampal neurons increased neurite number and promoted neurite branching, while these effects were 
not induced by kinase-dead mutant of BrancK. Consistent with these findings, neurons of BrancK KO mice sho
w reduced dendritic arborization in both the CNS and PNS. We also indentified binding proteins by yeast tw
o-hybrid system. Our findings suggest that BrancK play an important role in regulating neurite branching i
n vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
脳神経が正常な機能を果たすためには、神経
細胞から延びる軸索および樹状突起の複雑
な形態が適切に形成されることが必要不可
欠である。実際に、樹状突起の形態異常には
自閉症や統合失調症、ADHD(注意欠陥・多動
性障害)といった精神疾患との関連性が知ら
れている。このように重要な役割を果たして
いる樹状突起形態を制御する分子メカニズ
ムに関しては、ROCK(Nakayama et al., 
2000)や MAPK(Wu et al., 2001)といった幾
つかのプロテインキナーゼの関与が報告さ
れている。また、神経系に強く発現するセリ
ン・スレオニンキナーゼである SAD キナー
ゼは未分化な神経突起が軸索と樹状突起と
に分化する機構に深く関与している(Kishi et 
al., 2005)が、こうした極性形成の制御因子は
細胞骨格分子の動態を制御することによっ
て、神経突起の分岐形態に影響を与えている
ことが想定される。そこで、申請者は神経系
に強く発現するキナーゼで神経細胞の形態
形成に関与している未知の分子がある可能
性を考え、その同定を目的としてセリン・ス
レオニンキナーゼを対象としたスクリーニ
ングを行った。 
 
２．研究の目的 
申請者らは神経系に濃縮して発現している
プロテインキナーゼ群を解析する過程で、神
経突起の分岐形成を強く誘導する新規分子
を見出し、Branching Kinase (BrancK) と名
付けた。本申請開始までの実験により、
BrancK は神経突起の分岐本数の制御に加え、
突起内径を小さく保つために必要であるこ
とがマウス神経芽細胞腫 Neuro2A を用いた
in vitro の実験系で判明していた。本研究で
は最近作製が完了したBrancKノックアウト
マウスの解析を通じて、その in vivo におけ
る神経突起の形態形成に関する必要性を証
明し、さらに精神・神経疾患や行動異常との
関わりを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
生体内における BrancK の機能を明らかにす
るため、BrancK ノックアウトマウスを対象と
した解析を行った。具体的には以下の各項目
に対応する実験を実行した。 
 
(1)組織内の神経突起分岐形成における
BrancK の必要性 
BrancK ノックアウトマウスの神経組織、特
に分散培養において突起本数の減少が確認
されている海馬について、神経細胞の突起形
態に野生型マウスと比較して異常の有無を
解析した。 
 
(2)組織内の神経連絡における BrancK の必
要性 
神経細胞の形態変化の結果として神経の走
行パターンに変化が生じる可能性が考えら

れる。BrancK の発現量は神経系全体で高い
ので、脳梁や皮質視床間神経線維など中枢神
経系における重要な神経連絡に関して
BrancK ノックアウトマウスと野生型マウス
とを比較解析した。 
 
(3)BrancK ノックアウトマウスの行動解析 
BrancK はヒト染色体では ADHD (注意欠
陥・多動性障害)との関連が報告されている遺
伝子座に位置しており、線条体にも強く発現
している。そこで、神経伝達の異常による運
動機能の低下を検討するための一般的な解
析に加え、多動性や衝動性の向上といった行
動面での変化を調べた。 
 
４．研究成果 
本研究では、Branck について、その遺伝子欠
損マウスの解析を中心に、結合タンパク質、
上流下流因子の同定を含めた総合的な解析
を行い、その作用機序と生体内での役割を明
らかにした。 
BrancK ノックアウトマウスにおいては、海馬
CA1 領域の錐体細胞、および腹部末梢神経の
一部において軸索突起の軽度分岐不全が見
出され、in vitroで観察された分子機能が生
体内の神経発生過程においても確認した。し
かし、ニューロフィラメントや L1 抗体を用
いた免疫染色などによる組織レベルでの解
析においては、脳梁や皮質視床間神経線維な
どの主要な神経連絡に大きな変化は見られ
なかった。また、行動解析についても、運動
機能、多動性、衝動性といった要素に野生型
マウスとの大きな違いはなかった。 
そこで、研究期間の後半は BrancK が神経突
起の形態を制御する分子メカニズムの解析
に研究の重点を移した。BrancK の蛍光ライブ
イメージングでは細胞膜への局在が確認さ
れ、神経突起の途中で微小突起が形成される
部位において濃縮する様子が観察された。こ
れと対応するように、BrancK は神経突起の途
中に形成されるフィロポディア様の微小突
起の数を増減させることを見いだした。接着
分子として良く知られるLamininには同様の
効果が知られているが、BrancK のドミナント
ネガティブ体を過剰発現させた海馬初代神
経細胞ではこうした効果が抑制されていた。
BrancK の結合タンパク質については、yeast 
two-hybrid 法にて新規分子の同定に成功し、
やはり神経系にほぼ特異的に発現する分子
を見出した。現在は、その遺伝子欠損マウス
を導入して機能を解析中である。必ずしも同
様の同じような表現系ではないが、軸索突起
の異常が観察されているので、両者の掛け合
わせによって表現系の増強などがおこるの
かどうかを解析している。下流因子としては、
Branck の存在下にその凝集が観察されるよ
うな細胞骨格分子が得られているので、その
リン酸化や分子会合に必要な領域などを決
定しつつある。 
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