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研究成果の概要（和文）：発達期において、シナプス前部の前駆体である神経突起の先端部分の成長円錐はダイ
ナミックな形態変化を示すことが知られている。反発性軸索誘導因子は成長円錐を退縮させることによって、神
経突起伸長をとめ、間違った細胞とのシナプス形成を阻害する。この成長円錐の退縮は、マクロピノサイトーシ
スによる形質膜表面積の細胞内への取り込みによる。本研究では、成長円錐のマクロピノサイトーシスの負の制
御因子であるsyntaxin1Bが、細胞内カルシウムストアであるIP3Rのcoiled-coil domainに結合することによっ
て、カルシウム依存性のマクロピノサイトーシスを制御していることを示唆するデータを得た。

研究成果の概要（英文）：During development, a repulsive axon guidance cue semaphorin 3A (sema3A)
-induced growth cone collapse is caused by macropinocytosis-mediated membrane retrieval.  I have 
identified syntaxin1B as negative regulator of macropinocytosis in growth cones. In this study, I 
focused on the molecular mechanism of syntaxin1B-mediated macropinocytosis and found that syntaxin1B
 regulates the function of IP3R1 by binding with coiled-coil domain of IP3R1, thereby mediating Ca2+
-dependent macropinocytosis.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）マクロピノサイトーシスについて 
マクロピノサイトーシスは大規模な細胞膜
の回収や細胞外液を飲み込む為の特殊なエ
ンドサイトーシスで、微分干渉像でも観察が
出来るほどの大きな vacuole(直径 0.2-5m)
を形成する。従来よく研究されてきたクラス
リン依存性のエンドサイトーシスとは異な
り、クラスリン非依存性であり、分子量
10kDa 以上の蛍光デキストランでラベルす
る事が出来る。クラスリン依存性エンドサイ
トーシスと異なり、その制御メカニズムや生
理的役割については不明な点が多かった。し
かし、ごく最近の研究で、数少ないマクロピ
ノサイトーシス制御分子として知られる
Rac1, cdc42 などのドミナントネガティブ変
異体、マクロピノサイトーシス阻害剤である
アミロライドなどを用いることで、様々なウ
イルス  (Vaccina virus, HIV-1, Echovirus 
etc., Nature Cell Biol.2009. (11) p510-)のほ
乳類動物細胞への侵入がマクロピノサイト
ーシス依存性であること、また、狂牛病の原
因であるプリオン蛋白の繊維芽細胞への侵
入や、膜透過性ペプチドである TAT などもマ
クロピノサイトーシスを介して細胞内へ取
り込まれる事が明らかにされた。さらには、
がん細胞の増殖にもマクロピノサイトーシ
スによる細胞外タンパクの取り込みが重要
であることも明らかにされており (Nature. 
2013 May 30;497(7451):633-7.)、マクロピノ
サイトーシスの様々な生命現象における分
子メカニズムや生理的役割の解明が進みつ
つある。 
（２）神経回路形成とマクロピノサイトーシ
スについて 
神経細胞においてマクロピノサイトーシス
が誘導されるか、あるいは生理的役割を持つ
かについてはこれまで全く注目もされてお
らず、明らかにされていなかったが、申請者
は、ニワトリ胚、培養背根神経節(DRG)神経
細胞の成長円錐においてマクロピノサイト
ーシスが誘導される事を世界に先駆けて以
下の様に明らかにし、報告した (Mol. Cell. 
Neuroscience. 2009)。Sema3A によって形成
される vacuole 面積と成長円錐全体の膜面積
は逆相関にあることを明らかにした。これは
反発性軸索誘導に必須とされる成長円錐の
退縮（面積の減少を伴う）にマクロピノサイ
トーシスが寄与するということを示唆した
初めての報告となった。さらに Sema3A によ
る成長円錐の退縮はマクロピノサイトーシ
ス阻害剤によりほぼ完全に抑制できること
も明らかにし（J. Neuroscience 2011）、従来
の研究では全く注目されていなかった、マク
ロピノサイトーシスによる膜動態変化依存
的な神経回路形成機構の分子メカニズムの
解明を推進してきた。 
成長円錐におけるマクロピノサイトーシス
の負の制御因子として syntaxin1B を同定し
ているが、syntaxin1B がどのようにマクロ

ピノサイトーシスを制御しているか、また、
細胞内カルシウム上昇はマクロピノサイト
ーシスを誘導することを報告しているが、そ
の分子制御メカニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マクロピノサイトーシスによ
る膜動態変化依存的な神経回路形成機構を、
分子、細胞、個体レベルで明らかにすること
を目的とした。既に成長円錐におけるマクロ
ピノサイトーシスの負の制御因子として
syntaxin1B を同定しているが、syntaxin1B
がどのようにマクロピノサイトーシスを抑
制しているかに焦点をあて解析した。 
 
３．研究の方法 
 syntaxin1B 結合分子として、細胞内カルシ
ウムストアのカルシムチャネルである IP3R1
を同定しており、syntaxin1B と IP3R1 の相互
作用が、マクロピノサイトーシスに及ぼす影
響を神経様細胞である PC12 細胞を用いて解
析した。また、末梢、中枢神経の軸索伸長に
マクロピノサイトーシスが関与しているか
を調べるため、マクロピノサイトーシス制御
分子であり、マクロピノサイトーシス阻害剤
の標的分子である Na+/H+ exchanger (ナトリ
ウム・プロトン交換体１: NHE1)のノックア
ウトマウスを、ゲノム編集技術を用いて作成
した。 
 
４．研究成果 
IP3R1 上の syntaxin1B 結合ドメインは
coiled-coil 構造を形成するが、この結合部
位を GST 融合タンパク質として PC12 細胞に
発現させたところ、核へ移行することが判明
した。また、coiled-coil 構造を破壊する点
変異を導入すると、核への移行が阻害される
ことが分かり、この syntaxin1B 結合部位が
IP3R の核への移行を制御するドメインであ
ることが示唆された。また、ブラジキニン刺
激による IP3R1 からのをカルシウム放出 
（IICR）によって、PC12 細胞にマクロピノサ
イトーシスが誘導されることが分かった。そ
の IICR によるマクロピノサイトーシスは、
syntaxin1B の過剰発現により、有意に抑制さ
れ る こ と が 分 か っ た 。 さ ら に 、 こ の
syntaxin1B による効果は、IP3R 結合部位の
GST 融合タンパク質の共発現により阻害され
る可能性が示唆された。GST タグを融合した
Syntaxin1B 結合部位をレンチウイルスベク
ターによって、効率よく神経細胞に発現させ
ることが可能になった。 
また、NHE1 ノックアウトマウスを B6 野生型
マウスと戻し交配を行い、胎生期の神経回路
形成にマクロピノサイトーシスが関与して
いるかを調べることが可能になった。 
 
また、本研究において、マクロピノサイトー
シス阻害剤がドーパミン神経細胞からの構
成的なドーパミン放出を促進することを明



らかにした。これは、マクロピノサイトーシ
スがドーパミン放出の負の制御メカニズム
であることを示唆している。また、運動障害
を呈するパーキンソン氏病の原因遺伝子の
一つである Parkin のノックアウトマウスで
は線条体におけるドーパミンの放出が低下
していることが報告されているが、そのメカ
ニズムは不明であった。そこで、parkin ノッ
クアウトマウスにおけるドーパミン放出の
低下にマクロピノサイトーシスが関与して
いるかを調べた。脱分極刺激依存的にマクロ
ピノサイトーシスマーカーである高分子量
デキストランのドーパミン神経細胞への取
り込みの亢進が認められた。Parkin は基質タ
ンパク質をポリユビキチン化することでプ
ロテアソーム依存的に基質を分解する E3 ユ
ビキチンリガーゼである。本研究では新たな
Parkin 基 質 タ ン パ ク 質 分 子 と し て 、
synaptotagmin IV (Syt IV)を同定した。PC12
細胞において、プロテアソーム阻害剤である
epoxomicin は有意に Syt IV の発現を増強す
ることが分かった。リソソーム阻害剤では
Syt IV の発現は変化しなかった。PC12 細胞
やマウス線条体において、内因性の Syt IV
と Parkin の結合が確認された。また、COS7
細胞を用いた実験系において、Parkin 過剰発
現によって、Syt IV のポリユビキチン化が増
強されることが分かった。さらに、Parkin ノ
ックアウトマウスの線条体において Syt IV
の発現が増加していることが明らかとなっ
た。以上から、Syt IV が Parkin の基質であ
る こ とが明 ら かとな っ た。さ ら に 、
VAMP2-pHluorin を用いて exocytosis への影
響を調べたところ、Parkin 依存的な Syt IV
の分解によって、exocytosis が有意に変化す
ることが判明した。この成果の一部は論文と
し て 発 表 し た (Molecular and Cellular 
Neuroscience. 2017)。Parkin ノックアウト
マウスでは、LTP が低下し、Syt IV ノックア
ウトマウスではLTPが増強されることが既に
方奥されており、Parkin による Syt IV の分
解が上記のLTP異常の分子メカニズムである
可能性が高いと考えられた。 
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