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研究成果の概要（和文）：興奮性シナプスへの入力に応じた重合性蛋白質のリモデリングは構造的可塑性の主要
メカニズムとして長期記憶に関与する。長期記憶ないしL-LTPの維持にはスパイン内のアクチン系のリモデリン
グが必須である。我々はセプチンおよび関連分子を欠損または過剰発現する複数のマウスの系統的行動解析の結
果、空間学習・記憶を評価する複数のパラダイムにおいて一貫した機能障害を呈する１系統を見出した。そこ
で、定量性の高い質量分析手法を用いて海馬プロテオームのgenotype間比較を施行したところ、グルタミン酸受
容体サブユニットを含む複数の学習・記憶関連蛋白質に量的異常を認めた。

研究成果の概要（英文）：Cytoskeletal remodeling in response to synaptic inputs is a critical process
 underlying structural plasticity, as is exemplified by the dependence of late-phase LTP and 
long-term memory on actin remodeling. Unbiased behavioral screening of several mouse lines that are 
deficient in or overloaded with a septin subunit or a related protein revealed that mice of one such
 line consistently underperform spatial learning tasks. The unique line may provide a clue to 
unknown molecular mechanism of spatial cognition and learning. Proteomic analysis revealed 
quantitative changes in the glutamate receptor subunits and other proteins in the hippocampus.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： 細胞骨格
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１．研究開始当初の背景 
発達期の脳組織でみられる神経細胞の移動
や突起伸展においては微小管とアクチン細
胞骨格が中心的役割を果たす。成熟脳のアク
チン系のリモデリングは長期記憶ないしシ
ナプス長期増強現象(LTP)の構造的基盤を担
う。一方、重合性ヌクレオチド結合蛋白質フ
ァミリーSEPT1-14 から成るセプチン細胞骨
格も神経系に大量に存在するが、その生理的
意義には不明な点が多い。申請者は、初代培
養ニューロンの突起伸展と大脳皮質体性感
覚野ニューロンの軸索の対側への投射系を
解析し、脱アセチル化酵素 HDAC6 とセプチン
との直接的相互作用がチューブリンのアセ
チル化を制御し、微小管再編成を介した神経
突 起 伸展を 制 御する こ とを見 出 し た
(Ageta-Ishihara et al., Nature 
Communications 2013)。一方、成体脳でもい
くつかの現象にセプチンの関与の可能性を
見出していた。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、個体の成熟期における独自
の研究成果を発展させ、初代培養系(in 
vitro)とノックアウトマウスを含めた個体
レベルの実験系(in vivo)を相補的に組み合
わせた以下のプロジェクトの遂行を通じて
セプチン細胞骨格系の機能を生理的コンテ
クストで探索する。 
 
３．研究の方法 
a) 神経特異的に発現するセプチンの機能に
着目し微細形態解析へのセプチンの関与を
評価するため電子顕微鏡を用いて、スパイン
体積、記憶関連分子の密集するシナプス後肥
厚部(PSD)の面積、シナプス密度を計測した。 
 
シナプス密度の比較：0.8%ホルムアルデヒド
+1.5%グルタルアルデヒド溶液で灌流固定し
たマウス海馬を 50 μm 厚にスライスした。
1%酸化オスミウム後固定、酢酸ウラン染色、
脱水後に樹脂包埋し、海馬 CA1 領域の連続超
薄切片（50 nm 厚 x 30-35 枚）を作製した。
鉛染色後、TEM 画像（100 kV；x12,000）を取
得した。隣接する２枚組を用いた dissector
法にて一定体積内に存在する非対称性シナ
プス（グルタミン酸作動性とみなされる）の
数を網羅的かつ重複なくカウントし、野生型
とセプチン欠損マウス間で比較した。 
 
スパイン形状の比較：シナプス密度の比較と
同様に連続超薄切片を作製して一連のTEM画
像（100 kV；x25,000）を取得し、非対称性
シナプスに特徴的な PSD（postsynaptic 
density）とスパイン形状を網羅的に抽出し
て RECONSTRUCT ソフトウェアで積層、整列、
3 次元再構築した。スパイン体積（基部から
頭部まで）と PSD 面積（≒後シナプス膜面積）
を算出し、2群間で統計学的解析を行った。 
 

さらに、イムノゴールド標識法によるラット
海馬セプチン局在の電子顕微鏡観察を行っ
た。ラット脳組織をリン酸緩衝ホルムアルデ
ヒド・グルタルアルデヒド溶液で灌流固定し、
50 μm厚にスライスした。セプチン抗体、金
コロイド標識 2次抗体、銀増感の順に反応し
た切片を樹脂包埋し、海馬歯状回中間分子層
の連続超薄切片（50 nm 厚 x 30-40 枚）を作
製して透過型電子顕微鏡（100 kV；24000 倍）
画像を取得した。細胞形状と金粒子をトレー
スし、RECONSTRUCT ソフトウェアを用いて 3
次元再構築した。 
 
b) セプチン欠損マウスの表現型を探索する
目的で海馬依存的学習・記憶能力を含む行動
学的表現型を系統的にスクリーニングした。
C57BL/6J 系統、同性（雄）、同腹、同生育環
境の野生型およびセプチン欠損マウス各 20
個体、計２群 40 個体に対して標準プロトコ
ルに準拠した行動学的試験を系統的に施行
し、以下の指標に関する定量的データを取得
した：自発活動量、痛覚感受性、協調運動／
平衡感覚、聴覚性驚愕反応、社会的行動、不
安様行動、うつ様行動、絶望様行動、空間学
習、作業記憶。群間有意差検定には一元配置
分散分析（one-way ANOVA）を適用し、ソフ
トウェア StatViewTM を用いて統計学的数値
を算出した。 
 
４．研究成果 
a) 野生型およびセプチン欠損マウス海馬に
おけるシナプス密度の比較：4.7 μm3（= 9.7 
μm x 9.7 μm x 50 nm）の dissector ペア
内で計測したシナプス密度:（中央値 3.7 vs. 
3.4, n = 40, 40; p = 0.47）には 2 群間で
有意差を認めなかった。 
 
野生型およびセプチン欠損マウス海馬にお
けるスパイン形状の比較：30 枚の ssTEM 画像
を積層して再構成した組織 33 μm3（= 22.1 
μm2 x 50 nm x 30）        に含まれるシナ
プス（n = 213, 271）を網羅的に抽出して計
測したスパイン体積  (中央値 0.020 vs. 
0.019 μm3, p = 0.12)と PSD 面積（中央値 
0.030 vs. 0.029 μm2,  p = 0.82）には群間
有意差を認めなかった。 
 
また、海馬において、特定のセプチンのシグ
ナルはグリア細胞には認められず、神経細胞
特異的であった）。このセプチンは軸索と樹
状突起基幹部では細胞質内に散在し、特定の
領域に集積する傾向を認めなかった。さらに
未熟スパイン内にはほとんど認められなか
ったが、成熟スパインでは局在していた。 
 
b) マウスの体格、健康状態、筋力、自発活
動量、痛覚感受性、驚愕反応、平衡感覚、協
調運動能などを含むほぼ全ての項目におい
て正常であるものの、一部の学習・記憶課題
において一貫した機能低下を見出した。 



今後は見出した学習・記憶障害に焦点をあて、
長期記憶ないしL-LTPを維持する構造的基盤
を支える細胞骨格系の協調作用の中でセプ
チン系が果たす役割を生理的コンテクスト
で理解することを目指し、引き続き研究を行
う。 
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