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研究成果の概要（和文）：マウス脳内にて発現する蛋白キナーゼBrancKについてin vivoでの解析を行った。遺
伝子欠損マウスを作製し解析した結果、BrancKは中枢・末梢神経ニューロンの正常な神経突起の形成や分岐に重
要な役割を担う分子であることが判明した。更に形態学的、行動学的、生化学的解析を行った結果、疾患関連の
表現型や結合因子を見出した。これらの結果は、脳内蛋白リン酸か経路がヒト脳や精神疾患の発生に果たす役割
を明らかにしうるものである。

研究成果の概要（英文）：A protein kinase called BrancK expressed in the mouse brain was analyzed in 
vivo. Targeted disruption of BrancK in mice revealed that this molecule is important for normal 
formation and branching of the neurites of the neurons of the central and peripheral nervous 
systems. We further analyzed morphological, behavioral, and biochemical defects of the mutant mice, 
and identified a disease phenotype and binding proteins. These results shed light on the role for a 
protein kinase signaling in the development of human brain and psychiatric diseases.

研究分野： 神経発生

キーワード： 神経突起　蛋白質リン酸化　行動解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 
(1) 代表者は、以前、哺乳類シナプス前構造

の分化を司る分子機構を明らかにするた
め、線虫の神経発生異常を引き起こす遺
伝子変異の解析結果を利用した。すなわ
ち、線虫のシナプス前構造の確立に異常
を呈する変異体 SAD-1 の責任遺伝子が
コードする蛋白キナーゼに関し、そのマ
ウス相同体 SAD-A/B の同定と遺伝子タ
ーゲティングを用いた機能解析を行った。 
 

(2) その結果、SAD-A もしくは-B の単独ノ
ックアウトでは大きな異常がみられなか
ったものの、SAD-A/B ダブルノックアウ
トマウスは出生後致死となった。 

 
(3) SAD キナーゼは神経系に強く発現して

いるため、その脳組織を詳細に調べたと
ころ、前脳神経細胞の極性化、すなわち
神経突起の軸索突起と樹状突起への分化
に異常のあることが判明した。この解析
から、SAD キナーゼが、正常な神経細胞
の極性化に不可欠なシグナル分子である
ことが明らかとなった（Kishi M. et al., 
Science 2005）。 

 
(4) この解析結果は、後にLKB1-SAD kinase

経路という軸索突起の分化やその伸長促
進を司る主要なシグナル伝達経路の確立
につながっている（Barnes et al., Cell 
2007）。 
 

(5) これらの結果は、神経細胞の極性化機構
と上皮細胞や受精卵の極性形成に関わる
機構との間に、極めて似通った分子メカ
ニズムが存在し、その根底で SAD キナー
ゼと Par-1 キナーゼの相同性が重要な役
割を担っているという可能性を示唆して
いる。 

 
(6) また、医学的には、SAD キナーゼがアル

ツハイマー病を含むタウオパチーと呼ば
れる一連の神経変性疾患に顕著に観察さ
れる微小管結合因子 tau のリン酸化に関
与するキナーゼ分子であることが明らか
になった。 

 
(7) 代表者は他の蛋白キナーゼで、同様に神

経突起の形態形成にかかわる分子が存在
するだろうと考え、その同定を試みた。 

 
(8) すなわち、多数の蛋白キナーゼについて

cDNA 発現ベクターを用意し GFP 発現
ベクターと共に神経細胞に発現させると
いうスクリーニングを行った。その細胞
形態を観察する際には、細胞の発する蛍
光シグナルを細胞の固定なしに capture
し、可能な限り生細胞の形態を観察する
よう心掛けた。 

 
(9) その結果、あるキナーゼ分子が神経突起

形成とその filopodia 状の分岐を激しく
誘導するということが分かったので、そ
れを Branching Kinase (BrancK)と名付
け解析を検討した。 BrancK には種を超
えて相同体が存在し、その普遍的な役割
が予想されたが、その機能的役割につい
ては不明なままであった。 

 
 
２．研究の目的 
 
(1) BrancK の生理的役割を明らかにするた

め、遺伝子ノックアウトマウスを作製し
loss-of-function による機能解析を試み
る。 
 

(2) 本研究では、上記の仮説、すなわち
BrancK が神経突起の形成や分岐に重要
な役割を果たしているという仮説を証明
するため、その脳組織を解剖学的に解析
する。 

 
(3) 個体内の神経細胞形態を観察するのは簡

単ではなく詳細を調べるのが難しいため、
初代培養ニューロンの形態解析も同様に
行う。 

 
(4) また、マウス個体の行動解析を行い、異

常がないかどうかを調べる。 
 
(5) 行動異常が観察された場合、その表現型

に類似のヒト疾患との関わりを明らかに
する。 

 
(6) 生化学的には、BrancK に結合する因子

や下流因子を探索しその機能を明らかに
する。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 脳組織のゴルジ染色や神経突起マーカー

に対する特異的抗体を用いた免疫染色に
より、神経突起の形態や伸長の程度が、
遺伝子変異の結果どのように変化してい
るかを調べる。 

 
(2) また、通常の飼育環境では特に目立った

行動異常が見出されないので、以下のよ
うなテストの組み合わせである行動テス
トバッテリーによる行動異常のスクリー
ニングを行い、何らかの表現型が見出さ
れないかどうかを調べる。 

・一般身体初見スクリーニング 
・神経学的スクリーニング 
・明暗選択テスト 
・オープンフィールドテスト 
・高架式十字迷路テスト 



・ホットプレートテスト 
・社会的行動テスト 
・ローターロッドテスト 
・社会性テスト 
・聴覚性驚愕反応テスト 
・プレパルス抑制テスト 
・ポーソルト強制水泳テスト 
・８方向放射状迷路テスト 
・モリス水迷路テスト 
・バーンズ迷路テスト 
・T字型迷路テスト 
・尾懸垂テスト 
・２４時間ホームケージ社会的行動テスト 
・恐怖条件付けテスト 
 
(3) ヒト疾患との関わりが見出された場合に

は、薬剤による行動異常の回復の可能性
を調べ、疾患モデルマウスとしての有用
性を検討する。 

 
(4) 酵母 two-hybrid 法を用いた結合因子の

探索を行う。また、神経突起の制御に関
わる分子の調節に関わる可能性を、リン
酸化反応の有無や分子動態の変化から検
証する。 

 
(5) 得られた関連分子については、生体内で

の共役もあるのかどうかをノックアウト
マウスを用いて調べることとする。具体
的には、遺伝学的な相互作用が観察され
るかどうかを、複数の遺伝子欠損マウス
の掛け合わせによって検証する。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗ニューロフィラメント抗体を用いた免

疫染色やゴルジ染色によって、末梢から
中枢に到るまで調べた限り全ての神経突
起形成・分岐形成に、強弱の違いはあれ
ども低形成を観察した。 
 

(2) 行動テストバッテリーによる行動異常の
スクリーニングによって軽度の行動異常
が観察されたが詳細については追試が必
要であるかもしれない。薬剤の投与によ
る回復なども再検討が必要である。 

 
(3) BrancK の結合分子などについては、アス

パラギナーゼや SOCS2、ミトコンドリア
の構成因子などとの相互作用が観察され
た。また、BrancK の有無にこれらについ
ては in vivo での結合や上下関係、実際
のリン酸化反応の有無などを調べていく
予定である。 
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