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研究成果の概要（和文）：神経細胞は、分化の過程で共通の未分化な神経突起から軸索と樹状突起を獲得する。これま
でに、細胞外因子からの刺激が細胞内シグナル伝達を誘導し、軸索形成を誘導していることが明らかとなっているが詳
細な解析はなされていない。我々は極性化していな神経細胞が、早生まれの神経細胞が形成した軸索とのTAG-1を介し
た接着と、接着に伴うRac1の活性化が、軸索形成に重要であることを明らかにした。さらに最近、CaMKsの新規基質の
１つとしてGEF-H1/ARHGEF2を同定した。リン酸化されたGEF-H1は、微小管から遊離し活性化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Neurons are highly polarized cells that have structurally distinct processes―the 
axons and dendrites― that differentiate from common immature neurites. Various extracellular and 
intracellular signals contribute to axon specification; however, the specific intracellular pathways 
whereby particular extracellular stimuli lead to axon specification remain to be delineated. From our 
research, we found that the TAG-1-mediated cell-to-cell interaction between the unpolarized multipolar 
cells and the pioneering axons regulates the polarization of multipolar cells partly through Rac1. 
Recently, we identified the Rho guanine nucleotide exchange factor H1 (GEF-H1/ARHGEF2) as one of the 
CaMKs substrates in hippocampal neurons. GEF-H1 can be sequestered in an inactive state on polymerized 
microtubules. We identified the GEF-H1 phosphorylation site in the N-terminal region. GEF-H1 N-terminal 
region regulate its binding towards microtubules, thereby regulating the GEF activity.
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１．研究開始当初の背景 

 脳神経系の機能の中核を担う神経回路網

は、発生段階の神経細胞の細胞体から伸長し

た軸索が標的細胞へと到達することにより

構築される。非常に精巧で緻密な神経回路網

を形成するには、一本の軸索と複数の樹状突

起をもつ神経細胞の存在が必須である。つま

り、軸索と樹状突起形成の基本原理を解明す

ることは、神経回路網の形成過程の理解に貢

献するとともに、神経発生再生の学問分野に

重要な知見を提供する。この複雑な神経回路

網形成には、神経栄養因子などの様々な細胞

外因子により軸索及び樹状突起が正確な場

所に誘導されることが重要である。しかしな

がら、それらの細胞外シグナルの下流で、ど

のような細胞内分子メカニズムが神経細胞

の形態を制御しているのかほとんど解明さ

れていない。これまでに申請者は、神経細胞

を用いて未成熟な複数の突起の１つのみに

刺激を加えることで突起伸長を促し、軸索を

誘導する系を確立した。さらにこの系を用い

た解析より、新規にカルシウム−CaMKKs 経路

が軸索形成に重要であることを明らかにし

た（中牟田ら, Sci. Signaling, 2011）。し

かしながら、軸索や樹状突起形成過程におけ

る CaMKI や CaMKII を介した細胞骨格の機能

やその制御機構は未だ解明されていない。 

 

２．研究の目的 

 （１）神経細胞の分散培養系を用いた In 

vitro での軸索形成には神経栄養因子等の分

子が関与することが明らかになっているが、

In vivo での詳細な軸索形成機構については

解明されていない。生体内の神経細胞は細胞

同士が密に接着しお互いの接着から誘導さ

れるシグナル伝達が軸索形成に関与してい

る可能性が考えられる。しかしながら、個々

の細胞の遺伝子導入や導入細胞の形態・機能

解析等が困難だったため、詳細な個々の細胞

解析が行われて来なかった。我々の研究室で

立ち上げた Cre 依存的な細胞ラベル法（中牟

田ら, Sci. Signaling, 2011）を用いれば、

これらの問題を解決することが出来ること

が予想できた。そこで、生理的な条件下で、

軸索形成に関わる分子を同定し、その分子の

機能解析を行い、接着因子による軸索形成機

構を明らかにし、最終的には軸索と樹状突起

による神経回路形成機構を解明することを

目的とした。 

 

（２）神経細胞の突起形成には細胞骨格、特

に微小管、アクチン繊維の制御が重要である。

これまでに、個々の細胞骨格の制御機構に関

しては勢力的に研究されてきたが、それらを

つなぐ機構についてはほとんど解析されて

こなかった。最近我々は、CaMKs の基質とし

て ARHGEF2 を同定した。ARHGEF2 はこれまで

の報告で不活性状態では微小管に局在し、活

性化状態ではアクチン繊維に移行すること

が明らかとなっている。そこで、CaMKs によ

る ARHGEF2 の制御機構を明らかにし、細胞外

因子からの細胞骨格制御シグナルの全貌を

解明すること目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）本研究では、マウス胎生を用いた In 

Uteroの系とShノックダウン法を併用した個

体遺伝子導入法を用いて神経が軸索、樹状突

起を獲得していく様子を解析する。さらに、

細胞外環境を最小限にし、細胞内シグナルを

容易に解析しやすい系である神経細胞の分

散培養法も併用して解析を行う。共同研究者

より TAG-1 KO mouse を入手し、軸索形成過

程の詳細な解析を行う。 

 

（２）CaMKs の基質を同定するためにマウス

脳を用いた Slice culture 法を立ち上げた。

この実験系の利点は、生体内により近い状態

で刺激し解析できる点である。この系を用い

てリン酸化プロテオミクスを行いCaMKsの基



質の同定を行う。さらに同定されたリン酸化

基質より候補分子を選択し、そのリン酸化サ

イトを同定する。リン酸化箇所が同定できれ

ば、さらにリン酸化の抗体を作成する。リン

酸化抗体を用いて、リン酸化の時系列的な変

動や、細胞や組織を用いたリン酸化の局在を

検討し、リン酸化の時空間的な を明らかに

する。次に、CaMKs によるリン酸化の意義を

検討するために、培養細胞を用いた過剰発現

系を用いてリン酸化意義を明らかにする。さ

らに生体内でのリン酸化意義を解明するた

めに、分散培養法を用いた遺伝子導入実験を

行い、神経突起の形態に与える影響を検討す

る。 

 

４．研究成果 

（１）①生体内での軸索形成の詳細を観察す

るために In Utero 法で遺伝子を導入後、

Slice culture を行い、GFP ラベルした神経

細胞の挙動をライブセルイメージング法で

解析した。その結果、多くの神経細胞では軸

索が先に形成されること、発生期の大脳皮質

脳部位のうち、中間体で多極性から双極性へ

と形態を変化させることが明らかとなった。

さらに、早生まれの神経細胞の軸索と接触す

ることで軸索形成が誘導されることを明ら

かにした。 

 ②軸索形成に関与する細胞外接着因子を

同定するために、In Utero の系と Sh ノック

ダウン法を併用したスクリーニング系を立

ち上げた。この系を用いて、細胞接着に関与

することが報告されているコンタクチンフ

ァミリーや L1, NrCAM, NCAM をノックダウン

したところ、細胞接着分子 TAG-1 をノックダ

ウンすることで軸索形成が阻害されること

を見出した。詳細な形態解析をタイムラプス

イメージング法を用いて行い、TAG-1 ノック

ダウン細胞では、多極性から双極性への移行

ができないために軸索生成が抑制されるこ

とを明らかにした。さらにこれらの軸索生成

不全は野生型TAG-1の過剰発現でレスキュー

された。次に TAG-1 の下流分子を検討した結

果、低分子量 Gタンパク質 Rac が関与してい

ることを見出した。これらの結果は、神経細

胞は発生過程で軸索を獲得する際、細胞接着

分子 TAG-1 を介した Racのシグナルが重要で

あることを示している。これらの研究成果は

（難波ら, Neuron, 2014）で発表した。（図

に、TAG-1 が誘導する軸索形成の様子を示す。

論文雑誌 3より改変） 

 

 

（２）CaMKs の新規基質を同定するため、リ

ン酸化プロテオミクス法を用いてスクリー

ニングを行った。その結果、多数のリン酸化

基質が同定された。申請者らはその中でも低

分子量 Gタンパク質の GEFである ARHGEF2 に

注目した。同定されたリン酸化サイトの検討

を行い、CaMKI および CaMKII によって

ARHGEF2 の N 末が有利にリン酸化されること

を明らかにした。次に ARHGEF2 のリン酸化に

よる局在変化を検討した結果、NMDA や KCl 刺

激により CaMKs の活性化を誘導することで

ARHGEF2 が微小管から遊離することを見出し

た。さらにこの遊離は ARHGEF2 の非リン酸化

変異体で抑制された。これらの結果より、微

小管からの遊離には、CaMKs によるリン酸化

が関与していることを明らかにした。さらに

CaMKs が ARHGEF2 の活性化に与える影響を検

討した。ARHGEF2 はこれまでの報告より、低

分子量Gタンパク質の１つであるRhoAのGEF

であることが明らかになっている。そこで、

ヌクレオタイドフリーの RhoA を用いて 

ARHGEF2 の GEF 活性を検討した。その結果、

恒常活性化型 CaMKs と共発現させることで



ARHGEF2 の GEF 活性が上昇することを明らか

にした。今後、さらなる解析を続け、細胞外

因子によるカルシウムシグナルを介した細

胞骨格制御機構を明らかにする必要がある

と考えられた。 
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