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１． 研究のねらい 

複雑かつ精緻な神経回路網を形成するために、発生中の神経軸索先端部に現れる成長円

錐は、細胞外環境に呈示される多種多様な軸索ガイダンス因子を感知し、それに応じて自身

の進行方向を転換（誘引／反発）することで遠隔の標的までの経路を正しく選択する。ガイダ

ンス因子の濃度勾配に遭遇した成長円錐内部では、空間的非対称性を持った Ca2+濃度上昇

が観察される。この Ca2+シグナルは、軸索ガイダンス因子の作用が誘引の場合も反発の場合

も同様の空間分布（ガイダンス因子濃度の高い側で高濃度）をとり、この非対称性 Ca2+シグナ

ルが誘引／反発を引き起こすための必要十分条件であることが良く知られていた。一般に、

細胞質中の Ca2+濃度は細胞外からの「Ca2+流入」と小胞体からの「Ca2+放出」により上昇す

るが、過去の報告において我々は、成長円錐の誘引を引き起こす Ca2+シグナルには、小胞体

膜 Ca2+チャネルであるリアノジン受容体からの Ca2+誘発性 Ca2+放出（CICR）が含まれる一

方、反発性 Ca2+シグナルの構成要素は細胞外 Ca2+流入のみ（CICR を含まない）であること

を明らかにした（Tojima et al, J Neurosci 29: 7886-7897, 2009）。さらに我々は、非対称性

Ca2+シグナルによって誘発される成長円錐の方向転換を駆動する分子メカニズムとして膜トラ

フィッキングに着目し、VAMP2 依存性エクソサイトーシスが誘引を駆動すること、その一方で

クラスリン依存性エンドサイトーシスが反発を駆動することを明らかにしてきた。（Tojima et al, 
Nat Neurosci 10: 58-66, 2007; Tojima et al, Neuron 66: 370-377, 2010）。 

これらの結果に基づいて本課題では、（Ａ）非対称性 Ca2+シグナルから膜トラフィッキング

に至るシグナル伝達経路、（Ｂ）非対称性環状ヌクレオチドシグナルによる軸索ガイダンス

駆動機構、（Ｃ）複数の軸索ガイダンス因子による成長円錐の方向転換制御機構、の３点に

ついて研究を進めた。 
  

２． 研究成果 

 
（１）概要 

発生中の神経軸索先端部に現れる成長円錐は、細胞外環境に呈示される多種多様な軸

索ガイダンス因子に導かれて移動し遠隔の標的に正しく投射する。本課題では、成長円錐が

ガイダンス因子の濃度勾配を読み取り自らの運動性へ変換するための細胞内シグナル

伝達経路を解析した。ガイダンス因子受容時に成長円錐内で空間非対称的に発生する

Ca2+シグナルの下流においては、カルシニューリン、CaM キナーゼ II、Cdk5、PIP キナーゼ

I 90 等のシグナル分子を介してクラスリン依存性エンドサイトーシスと VAMP2 依存性エクソ

サイトーシスのバランスが不均衡化され、その結果成長円錐が方向転換することが示され

た。一方、非対称性環状ヌクレオチド（cAMP、cGMP）シグナルの下流においては、微小
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管動態と VAMP7 依存性エクソサイトーシスが方向転換に寄与していた。さらに、複数のガイ

ダンス因子の呈示に対して成長円錐が正確な経路選択を行う機構についても解析した。これ

らにより、ガイダンス因子受容から成長円錐の運動制御に至る普遍的シグナル伝達ネットワ

ークの全貌が明らかになりつつある。 
 

（２）詳細 

研究テーマＡ「非対称性 Ca2+シグナルから膜トラフィッキングに至るシグナル伝達経路」 
本項目では、誘引性 Ca2+シグナル（Ca2+流入と CICR）および反発性 Ca2+シグナル（Ca2+

流入のみ）の下流においてクラスリン依存性エンドサイトーシスを調節するシグナル伝達経路

について解析した。過去のプレシナプスでの研究から、エンドサイトーシス調節因子群の形質

膜局在に必要な PIP2 の合成酵素である PIP キナーゼ I 90 がシナプス小胞のエンドサイトー

シスに寄与することが示されていた。また、PIP キナーゼ I 90 の活性はカルシニューリンによ

る脱リン酸化により上昇し、Cdk5 によるリン酸化で抑制されることが知られている。これらの

知見に基づいて我々は、軸索ガイダンスにおける PIP キナーゼ I 90、カルシニューリンおよ

び Cdk5 の寄与を検証した。その結果、反発性 Ca2+シグナルの下流におけるエンドサイトー

シス促進には PIP キナーゼ I 90 とカルシニューリンの活性が必要であることが判明した。そ

の一方で、誘引性 Ca2+シグナルの下流においては CaM キナーゼ II を介して Cdk5 がエンド

サイトーシス抑制に働いていた。重要なことに、Cdk5 阻害剤または CaM キナーゼ II 阻害剤

の存在下では、誘引性 Ca2+シグナルに応じてエクソサイトーシスとエンドサイトーシスの両者

が成長円錐の片側（Ca2+シグナル側）で活性化しており、この時成長円錐は方向転換できず

に直進した。この直進は、エンドサイトーシス阻害剤 MDC の追加投与により誘引に、エクソ

サイトーシス阻害剤 TeNT の追加投与により反発に転換した。以上の結果により、異なる二

つの Ca2+依存性経路によってエンドサイトーシスが拮抗的制御を受けること、さらには、成長

円錐の進行方向は成長円錐の片側でのエクソサイトーシスとエンドサイトーシスのバランス制

御により決定されることが明らかになった（J Neurosci 誌に原著論文投稿中）。 
研究テーマＢ「非対称性環状ヌクレオチドシグナルによる軸索ガイダンス駆動機構」 

細胞外環境に存在する軸索ガイダンス因子の空間情報を感知して成長円錐が方向転換

（誘引／反発）するためには、成長円錐内部で何らかのシグナル分子が非対称化する必要が

あるが、上述のように、これまでは空間情報をコードするセカンドメッセンジャーとして Ca2+の

みが同定されていた。一方で、環状ヌクレオチド（cAMP、cGMP）は同一のガイダンス因子に

対する成長円錐の応答性の切替え（誘引⇄反発）に重要なセカンドメッセンジャーとして知られ

てきたが、その成長円錐内での空間分布は不明であった。そこで本項目では、成長円錐内に

おける環状ヌクレオチドの空間分布の重要性を解析した。成長円錐の片側でケージド cAMP
またはケージド cGMP を光解離したところ、成長円錐はそれぞれ誘引または反発を呈した。

すなわち、非対称的な空間分布を持った cAMP／cGMP シグナルが方向転換の十分条件に

なりうることが判明した。そこで、これら環状ヌクレオチド下流で成長円錐の方向転換を駆動す

る分子メカニズムについて解析を進めた。ケージド cAMP／cGMP 光解離に応じた微小管動

態の変化を観察したところ、cAMP／cGMP 上昇に応じて成長円錐周辺部への微小管の侵

入が促進／抑制された。またそれに伴って、成長円錐周辺部への VAMP7 陽性小胞の微小
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管依存性順行輸送の頻度が増加／減少した。さらに、VAMP7 依存性エクソサイトーシスの

阻害により、cAMP／cGMP 依存的な成長円錐の誘引／反発は阻害された。その一方で、非

対称性Ca2+シグナルの下流では微小管動態およびVAMP7の寄与は無かった。過去の我々

の報告では、Ca2+シグナル下流では VAMP2 依存性エクソサイトーシスが機能することが明

らかになっていることから、cAMP／cGMPは Ca2+とは異なる膜トラフィッキング機構を用いて

方向転換を誘発することが明らかになった。 
研究テーマＡの結果と併せて考えると、ガイダンス因子受容時の成長円錐内では Ca2+と環

状ヌクレオチドの両方が非対称化しており、そのそれぞれが異なる膜トラフィッキング機構を

活性化していることが強く示唆される（図１）。これら複数のシグナル経路の共存は、成長円錐

の運動の正確性を補償すると推察される。また、Ca2+と環状ヌクレオチドの相互作用（ポジテ

ィブフィードバック、側方抑制）により、細胞外で緩やかな濃度勾配分布を示すガイダンス因子

の空間情報が成長円錐内で急峻化される効果も考えられる。 

 
研究テーマＣ「複数の軸索ガイダンス因子による成長円錐の方向転換」 

上述のように、培養系を用いた研究により、一つの成長円錐が一つのガイダンス因子に対

して応答する「一対一対応」の細胞内メカニズムの概要が明らかになってきた。しかし一方で、

生体組織内での軸索ガイダンスを司る細胞内シグナル伝達の研究は立ち遅れている。興味

深いことに、組織内においては複数のガイダンス因子が相補的な空間プロファイルを持って

発現している領域が多く見られる。代表的な例は、発生期の脊髄底板の頭尾軸方向に形成さ

れる誘引因子 Wnt4 と反発因子 Shh の相補的濃度勾配であり（頭側で Wnt4、尾側で Shh
が高濃度）、正中交差後の脊髄交連神経の軸索成長円錐はこれに誘導されて頭方向へ方向

転換する。このことから、一つの成長円錐が複数の因子の異なる空間情報を同時に読み取る

ことが、組織内での経路選択の正確性に重要であると考えられる。そこで本項目では、一つ
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の成長円錐が同時に二つのガイダンス因子に遭遇した際の、「多対一対応」の制御メカニズ

ムについて研究を行った。まず培養実験系において、誘引因子 PACAP と反発因子 Sema3A
の相補的濃度勾配に対する成長円錐の応答性を解析した。その結果、PACAP または

Sema3A の単独投与では成長円錐が反応出来ない濃度条件においても、両者が共存するこ

とにより成長円錐が方向転換できるようになることが明らかになった。続いて、成長円錐内で

の環状ヌクレオチドを可視化解析したところ、PACAP と Sema3A の相補的濃度勾配存在下

では、環状ヌクレオチドの非対称的分布が見られた。以上の結果により、複数のガイダンス因

子の情報が成長円錐内でセカンドメッセンジャーにより統合・増幅されることでより正確な軸索

投射が達成される可能性が示された。 
 

３． 今後の展開 

今後は、組織内を走行する成長円錐内でのセカンドメッセンジャー動態を可視化解析して

ゆく。現在までに我々は、in ovo 電気穿孔法を用いてニワトリ胚脊髄交連神経細胞に各種蛍

光タンパク質センサーを導入し卵内で発生させた後、脊髄オープンブック標本を作製し多光

子励起レーザー顕微鏡により観察する実験系を確立した。この系によって、組織内で複数の

ガイダンス因子に遭遇して方向転換を行っている最中の成長円錐内の環状ヌクレオチドおよ

び Ca2+動態を観察してゆく予定である。これにより、今まで主に培養細胞のみを用いて研究

されてきた軸索ガイダンスの細胞内メカニズムの知見が生体内においても機能しているのか

どうかを確認し、普遍的な神経回路形成機構の包括的解明へと繋げて行きたい。さらに、こ

れらの知見を応用することで、脳脊髄損傷後の再生軸索成長円錐を本来の正しい標的へ誘

導するための再生医療技術開発に貢献したい。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

本課題では、神経回路形成を担う極めて重要な素過程の一つである神経軸索ガイダンス

を制御する細胞内シグナル伝達メカニズムについて研究を進めた。分散培養系を用いて行っ

た研究では非常に多くの知見を得ることができ、その成果の一部をまとめた原著論文を現在

投稿中である。またこれらの知見により、多種多彩な軸索ガイダンス因子に応答して成長円

錐が臨機応変に自らの移動方向を選択するための普遍的な原理を提唱することが出来たと

考えている（Tojima et al, Nat Rev Neurosci 12: 191-203, 2011）。一方で、本課題の最終

目標であった、生体組織内を走行する成長円錐における解析は、その実験系の確立までに

留まった。今後はこの実験系を用いて、より複雑な生体内における軸索ガイダンス機構を解

明して行きたい。組織内での成長円錐内ライブイメージングは非常に困難でチャレンジングな

課題であったが、さきがけの手厚いサポートを頂いたおかげで、今後の研究の発展につなが

る重要な基礎を築くことが出来た。総括の村上富士夫先生をはじめ、アドバイザーの先生方、

さきがけ研究者の皆様、ＪＳＴ関係者の皆様に心より感謝を申し上げたい。 
 

（２）研究総括評価 

神経軸索が正しい標的に誘導されるメカニズムについては古くから研究がなされて、軸索
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ガイダンス因子に関する研究は大きく進んだ。それを受容する成長円錐における細胞内メカ

ニズムについてはその研究が遅れていたが、先の戸島研究者らによる小胞体からのCa放出

および膜トラフィッキングの意義に関する先導的発見により大きく展開した。本研究では、Ca

シグナルから膜トラフィッキングへのシグナル系、および環状ヌクレオチド（cAMP, cGMP）シグ

ナルなどについて解析を展開し、プロテインキナーゼ／フォスファターゼ群の関与によるエク

ソ／エンドサイトーシスの制御、および両環状ヌクレオチド濃度の軸索先端部における空間

分布などを見出し、成長円錐の方向転換を制御するメカニズムの機構の理解を大きく進展さ

せたものであり、その意義は非常に大きい。こうして浮き彫りにされてきた軸索ガイダンスの

精妙複雑な分子メカニズムに基づき、生体内での複数のガイダンス因子シグナルの統合・増

幅を理解できる視界が開け、またこの重要な生理プロセスの正確性を保証するロバストネス

が得心できるようになった。今後は、準備を進めている生体組織内での解析においてこれら

の発見が確認・拡張され、さらに他の細胞種との関係を含め in vivo 特有の現象の解析が進

展して、例えば脊髄損傷などの臨床的課題において単なる軸索再生のみでなく機能的再生

へと誘導できる手掛かりが得られることが期待される。 
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