
は じ め に

「Cogito ergo sum 我思う故に我在り」というデカルト

の言葉に象徴されるように，脳は人が人たる所以の臓器で

ある．脳の諸機能のおかげで，人は社会活動を営み，文化

的な生活を営むことができる．日本のように，少子化と高

齢化が急速に進行しつつある超成熟型社会では，脳の機能

発達を助け，脳高次機能を維持し続け，脳高次機能低下を

予防し，さらに，一度障害された場合でも，可能な限り再

建する，というチャレンジが，２１世紀医療の中核課題の

一つとなろう．そのための科学的基盤は何か．

発育時における脳神経回路網の発達異常が，精神・認

知・神経の障害をもたらす根本原因の一つであるという考

え方が最近有力視されている．またいったん正常な発育を

遂げた場合でも，正常範囲の加齢とともに，脳神経回路網

の機能的異常が蓄積し，脳高次機能（意識，情動，記憶，

意欲，注意など）の機能障害が高い確率で襲ってくるとい

われている．このことから，今日の神経生化学の大きな課

題の一つは，神経回路形成ならびにシナプス形成の基本原

理と分子基盤の解明である．このような中核課題に地道に

取り組むことによってこそ，脳高次機能を守り，育み，活

かす知恵が今後生まれてくると予見される．

では，神経回路はどのように形成されていくのか．神経

細胞は，細胞極性の形成と同時に，軸索ならびに樹状突起

と呼ばれる２種類の機能的に分化した突起を伸ばす１）．軸

索の先端の神経終末には，神経伝達物質放出を司る分子装

置が整備され，樹状突起スパイン上の後シナプス肥厚部と

呼ばれる特殊な構造と対をなし，細胞間接着装置であるシ

ナプスを形成する２）．こうして神経伝達物質の放出と受容

を介して情報を一方向的に伝達する機構が完成する．軸索

および樹状突起の形成・伸展やシナプス形成過程には，ア

クチン・微小管細胞骨格の動的役割が不可欠と考えられて

いる３）．

その一方で，成熟神経回路形成が完了した後は，神経細

胞の形態やシナプス結合は大きく変化せず，細胞骨格系は

静的な構造支持装置であるという考えが長らく主流であっ

た．しかしながら例えば Hebbは，シナプス可塑性を予言

する考察の中で，シナプスの増減を説明しうる機構として

活動依存的な突起の動的な新生・消退をあげていた４）．長

期増強や長期抑圧などのシナプス可塑性の実在が確認され

た１９８０年以降，シナプスを含む神経形態の活動依存的変

化を実証することが急務となった．興奮性シナプスの多く

は，スパインと呼ばれる樹状突起上の微小な突起に形成さ

れているが，最近シナプス伝達の長期増強（LTP）に伴い

スパイン，スパイン頚部，スパイン数などが変化する様相

がついに明らかにされた５）．

〔生化学 第７９巻 第１号，pp.５―１５，２００７〕

総 説

神経形態とその可塑性を制御するシグナル伝達機構の探索

尾 藤 晴 彦

神経回路の形成には，正確な神経線維投射が不可欠であり，軸索・樹状突起の形成伸展

の精密な制御を必要とする．さらに，シナプス形成と成熟のためには，神経伝達物質を放

出する神経終末と受容するシナプス後部の両者の機能と形態のつりあいが取れることが要

求される．本総説では，神経回路網の基盤となる神経細胞の形態形成・成熟機構における

アクチン細胞骨格の重要性を取り上げ，特に低分子量 Gタンパク質 Rhoシグナリング，

カルシウムシグナリング，シナプス後肥厚部におけるタンパク質―タンパク質相互作用を

介した制御の一端を概説する．

東京大学大学院医学系研究科脳神経医学専攻神経生化学
分野（〒１１３―００３３東京都文京区本郷７―３―１）
Signaling mechanisms controlling neuronal morphogenesis
and structural plasticity
Haruhiko Bito（Department of Neurochemistry, University
of Tokyo Graduate School of Medicine, ７―３―１ Hongo,
Bunkyo-ku, Tokyo１１３―００３３, Japan）
この総説は，２００４年度奨励賞を受賞した．



本総説においては，このような神経形態形成と維持に関

する新たな関心の高まりの中で，私たちがこの１０年弱の

期間において明らかにしてきた神経形態形成における様々

な素過程を担う細胞内情報伝達系に関する知見を紹介した

い．

１． 初期突起形成・伸展過程における Rho／ROCK／LIMK

経路と Rho／mDia１経路による拮抗的制御

―小脳顆粒細胞の例―

１―１． 小脳顆粒細胞初代培養系を用いた遺伝子導入とタイ

ムラプス観察

神経回路網が形成される途上で，神経細胞はダイナミッ

クな形態変化を引き起こす．すなわち，極性が形成され，

軸索と樹状突起が現れ，別々に伸展し，さらに細胞体が移

動し，またガイダンス因子が働いた結果，特異的な投射先

の選択とシナプス結合が誘導され，遺伝的プログラムに

よって定まった回路が形成される６）．またシナプス形成後

も，例えば神経回路内に記憶を固定・貯蔵する過程で，シ

ナプスの位置や形が，神経活動依存的に変化することが示

唆されている７，８）．しかし，このような形態可塑性の根底に

ある神経突起の細胞骨格制御機構についての詳細は未だ解

明されていない．

神経発生途上の回路形成において，最初に最も肝腎なこ

とは，軸索形成と親展を正しく行い，神経投射を正確に実

現することである．この過程では，軸索形成・伸展時に最

もダイナミックな形態変化が伴うので，この過程を制御す

る分子スイッチについて探索を行った．実験系としては，

小脳顆粒細胞初代培養系を用いたが，それは同細胞が，１）

均一な細胞集団を in vitro で形成し，２）遺伝子導入が比

較的容易であり，さらに，３）他の神経細胞と異なり２本

の軸索を正常時に形成するため，突起形成自体の退縮伸展

制御機構と，極性形成の制御機構を分離することが可能だ

からである９～１１）．また，小脳顆粒細胞は海馬錐体細胞初代

培養系と異なり，コートしたガラス表面上に培養した後，

直後から突起形成を行わず，数時間丸い形のまま接着状態

を維持し，その後１本，そして２本と突起を形成する（図

１）．このような性質は，シグナル伝達分子およびその変異

体を遺伝子導入して，突起生成初期の機構を解き明かすの

に非常に好都合である．

神経細胞の軸索形成には， 突起形成（neurite formation），

突起伸展（neurite elongation）の少なくとも二つのステッ

プが存在するといわれている１２）．しかしその２者を区別

し，各々の分子機構を解析することは今まで困難であっ

た．そこで，小脳顆粒細胞初代培養系を用いて，両者を区

別できる解析法の開発を試みた１３）．

小脳顆粒細胞を血清存在下で培養すると，培養開始後約

１０時間程度で，最初の１本目の突起が生成してくる．

EGFP cDNAを lipofection法により導入すると，培養開始

約６時間後から GFP蛍光が検出され始めるので，突起形

成初期の可視化が可能となった（図１）．突起形成の初期

の段階では，アクチン細胞骨格が主たる成分であるため，

アクトミオシン収縮系の作用により，突起形成と突起退縮

図１ 小脳顆粒細胞における突起の形成
上段：突起形成の３段階（発芽，形成，伸展）；
下段：EGFP発現細胞における３段階の可視化．スケール，１０µm.
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が交互に起こる．そしていったんその過程が終了し，突起

数が決定されるとチューブリンが微小管として安定的に軸

索に挿入され，その後持続的な軸索伸展が起こると考えら

れた．

１―２． Rho-ROCK経路による軸索形成に対する負の制御

とその分子機構

このような過程に関与している分子スイッチの候補とし

てまず低分子量 GTPase Rhoを取り上げ，その寄与につい

て調べた．

Rhoシグナル伝達系は，神経突起の形態形成・制御に不

可欠な役割を果たすことが培養細胞系にて示唆されてい

た１４）が，神経形態形成初期の軸索形成あるいは軸索伸展の

いずれに作用するのかは不明であった．Rhoエフェクター

の中で最も解析が進んでいたのは Rhoにより直接活性化

されるキナーゼ p１６０ROCKであった１５～２０）．実際にモデル細

胞系において，ROCK活性化により突起退縮が起こるこ

とが確認された２１～２３）．そこで，初代培養神経細胞において

軸索形成・軸索進展の過程に Rhoあるいは ROCKシグナ

ル伝達系が関与するのかどうか解明することを試みた１３）．

EGFP cDNAとともに，Rhoあるいは ROCKの活性変異体

（ドミナントアクティブ体またはドミナントネガティブ体）

を小脳顆粒細胞に培養開始と同時に強制発現させたとこ

ろ，図２の通りの結果が得られた．すなわち，Rhoおよび

ROCKのいずれのドミナントアクティブ体を発現しても，

軸索形成が有意に阻害された（図２左）．また，Rhoおよ

び ROCKのいずれのドミナントネガティブ体を発現して

も，軸索形成が有意に促進されて，突起数が正常の２本か

ら有意に増加し，双極性ニューロンの典型である小脳顆粒

細胞に３本以上の軸索を形成させることに成功した（図２

右）．

さらに，ROCKの下流の基質の関与を調べた結果，

ROCK／LIMK／cofilinカスケード２４，２５）の重要性が浮かび上

がった．すなわち，Rho，ROCK，LIMKの活性化状態で

は，突起のない，丸いままの細胞状態が優位（つまり軸索

数ゼロ）となるのに対して，Rho，ROCK，LIMKのドミ

ナントネガティブ体または活性阻害体の過剰発現により軸

索突起の数が３以上となった１３）．このように最大活性と最

小活性の間の両極端を人為的に設定することにより，

LIMK活性の制御を介して，Rho-ROCK経路が突起数を，

図２ 小脳顆粒細胞軸索形成に対する Rho-ROCK経路による負の制御
V１４Rho：活性化 Rhoを発現した小脳顆粒細胞
C３：Rhoを失活させるボツリヌス菌体外 ADPリボシル化酵素 C３を発現した

小脳顆粒細胞
ROCK-DA：活性化 ROCK（文献２０）を発現した小脳顆粒細胞
ROCK-DN：ドミナントネガティブ ROCK（文献２０）を発現した小脳顆粒細胞
文献３１より改変．
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ゼロと４～５の間で両方向性に制御していることを初めて

明確に示した．

生理的な環境や，血清存在下の培養条件下において軸索

数が極めて再現性よく２本であることから，上記の結果

は，小脳顆粒細胞内で，Rho／ROCK／LIMK／cofilinシグナ

リングのバランスが実は中間的に維持されていることを意

味する．

１―３． 小脳顆粒細胞形態形成における Rho-ROCK経路と

Rho-mDia１経路による拮抗的かつ強調的な制御

我々は同時に，成長円錐の運動性が ROCKにより抑制

的な制御を受けていることを明らかにした１３）．実際，

ROCK阻害薬存在下では，成長円錐の運動性は著明に増

し，突起形成も速やかに増進した．しかし予想に反し，形

成された突起のさらなる伸展が有意に増大されるわけでは

ないことも明らかになった．従って，一旦形成された軸先

突起の一層の伸展には，Rho／ROCK以外の別のメカニズ

ムが作用していることが考えられた．

突起伸展に関わる分子機構として，外因性の因子と内因

性の因子の両者に分けて探索したところ，次のような点が

明らかになった．まず神経細胞の遊走因子として知られて

いるケモカインである SDF-１αが小脳軟膜に豊富に存在す
ることが知られていた２６～３０）が，小脳顆粒細胞の突起形成の

タイミングと一致して，非常に特異的な Rho活性化リガ

ンドとして働くことを見いだした３１）．Rho活性化を引き起

こすことから，SDF-１αは小脳突起形成を阻害することが
予想された．事実，高濃度では突起形成が著しく遅れた

が，中間的濃度では，むしろ著明な突起伸展が引き起こさ

れた．この突起伸展は，驚くべきことに Rho活性阻害に

より抑制された．

このような事実から，突起形成を抑制する Rhoエフェ

クターである ROCK以外に，小脳顆粒細胞では別の Rho

標的分子が突起伸展に正の制御をかける可能性を新たに探

索した．種々の Rho標的分子の関与を検討したところ，

forminファミリーのメンバーで，アクチン重合と核形成を

促進する mDia１３２～３５）という Rho標的分子が突起伸展の正の

制御因子となることを裏付ける知見を得た３１）．mDia１の

RNA干渉により，中間濃度の SDF-１αによる突起伸展作
用が完全に消失した．

このような知見から，小脳顆粒細胞の発達過程において

は，１）最終分裂後の Rho活性が高い時期に ROCKのゲー

ト作用により神経突起形成のタイミングが決定され，２）こ

のステップに引き続き，一旦形成された突起が，引き続き

中間的 Rho活性下でも mDia１依存的にその伸展を着実に

実現するメカニズムが存在することが示唆された３６）．この

過程は，おそらく外顆粒層の増生に伴い，軟膜からの距離

に反して急激に低下していく SDF-１αの濃度勾配の派生と

密接に相互作用していると考えられる３６）（図３）．

２． 成熟神経細胞におけるアクチン細胞骨格再編成の

可視化と Ca２＋依存的機構によるアクチン動員機構

神経細胞同士の結合が形成され神経回路が出来上がる

と，脳は，外界からの入力情報に対して適切な出力を演算

することが可能となり，この結果高次機能を遂行できると

考えられる．しかもこのような入出力関係は，それまでの

入力経験に照らして絶えず最適化が行われている．このた

め，刻一刻と過ぎていく入力・出力の対応関係を逐一記録

し加工した上で，何らかの形で神経ネットワーク上の「経

験」として保存する機構の存在が必要と考えられる．この

ようなオンライン記録の機能は，海馬ならびに周辺領域の

神経回路が担っていると現在考えられている．この過程に

は，CREBを含む神経活動依存的転写活性化やタンパク質

翻訳の機構が大きく貢献している３７～３９）．

しかし，転写制御による特定遺伝子産物の発現量，翻訳

量増大のみで，入力特異的なシナプス伝達の長期的調節は

すべて説明できるだろうか．転写活性化は，興奮性入力を

受けた神経細胞の神経核で起こる．そのため，転写産物が

シナプス局所で機能を発揮できるためには，神経核で転写

された転写産物，または細胞体で翻訳された翻訳産物が，

シナプス伝達効率の変化したシナプス近傍まで輸送されな

ければならない４０）．また受け入れるシナプスにおいては，

新規タンパク質の受け入れに合わせて，シグナル複合体の

組換えや再配置を行う必要がある．このため，活動依存的

に，シナプス内のタンパク質複合体再構成やシナプス局所

の形態再編成が生じるという可能性も早くから指摘されて

いた４１）．

これらの局所シグナル再編成の問題を解くためには，シ

ナプス内およびシナプス近傍にある細胞骨格のダイナミク

スを理解しなければならない．また，そもそも如何なる分

子機構によって，シナプスのような特殊シグナル装置が局

在する微小突起が生成されるのか，その分子機序を明らか

にする必要がある．

この類の難問を解決する目的で，神経活動が起こりつつ

ある神経組織（特に軸索・樹状突起内）の中における細胞

骨格ダイナミクスをリアルタイムでイメージングする手法

の開発が待たれた．幸い EGFP-融合タンパク質による新

規蛍光プローブの開発，ニューロン培養細胞技術の改良や

遺伝子導入技術の向上により，EGFP-アクチンを種々の神

経細胞へ遺伝子導入して，アクチン細胞骨格の動態観察を

生きた神経細胞で行うことが実現した４２～４４）．我々も，アク

チン線維におけるアクチン分子の構造を鋳型に，適切なリ

ンカー長を選択し，EGFPと β-actinの融合タンパク質

EGFP-actinを作出し，独自に動的アクチン挙動の可視化に

成功した４５）．
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２―１． EGFP-actinを用いたアクチン動態解析の妥当性確認

作出した EGFP-actinが，内在性アクチン分子の良いプ

ローブであることを確認するために，EGFP-actinを HeLa

細胞に発現すると，アクチン線維への取り込みが観察され

た．さらに in vitro においても EGFP-actinは，精製 β-actin

と重合し線維を形成することが示された．すなわち内在性

アクチン分子に対し EGFP-actinはアクチン重合活性を有

しており，局在も概ね同一であることが明らかになった．

また，過剰発現をしない範囲で発現させた場合，すなわち

EGFP-actinを低～中度に発現する HeLa細胞や PC-１２細胞

では，アクチン線維束誘導や神経様細胞の突起伸展を阻害

せず，正常なアクチンの働きを阻害しないことが示され

た．すなわち，EGFP-actinは発現量を制限すればアクチン

依存的な細胞現象を阻害しないことを確認した．

最後に EGFP-actinの蛍光特性に変化を与える環境的要

因として pHとアクチン重合について検討したところ，

EGFP-actinは EGFPと同様 pH感受性を持っていた．ま

た，in vitro において EGFP-actinの蛍光はアクチン重合に

よって影響されなかった．このことから，EGFP-actinの挙

動は，１）発現量が過剰に過ぎない範囲で，２）細胞内微小

環境変化による EGFP蛍光変化さえコントロールすれば，

ほぼ正確に内在性アクチンのダイナミクスを反映すること

が明らかとなった４５）．

そこでこれ以降，EGFP-actinの解析は全て EGFPを対照

実験に用い，pHなどの微小環境変化に伴う EGFPの蛍光

特性の変化による効果を除外した．また，海馬培養神経細

胞へ導入する目的で EGFP-actin cDNAを発現する組換え

アデノウイルスを作成し，低いMOI条件下で実験するこ

とにより，EGFP-actin過剰発現による artefactを排除する

ように心がけた．

このような条件下では，EGFP-actinのスパインへの集積

が観察され，EGFP-actin発現スパインに隣接する神経終末

のほとんどは，シナプス顆粒放出が認められる神経終末の

指示薬である FM４-６４に陽性であった．すなわち，EGFP-

actin発現が機能的なシナプスやスパインの形成を妨げな

いことが確認された（図４）．

２―２． スパインにおける動的アクチン制御の存在とその多

様性

スパインのアクチン構造は単一ではない．シナプス間隙

に沿って存在するもの，スパイン内部に広がり内膜構造の

図４ 神経伝達物質放出がある活動的神経終末に接着した樹状
突起スパインにおける EGFP-actinの濃染

海馬錐体細胞初代培養系における EGFP-actin蛍光像（緑）と FM
４-６４染色像（赤）は，空間的に近接している．
文献４５より改変．

図３ 小脳顆粒細胞形態形成における Rho-ROCK経路と Rho-
mDia１経路による拮抗的かつ強調的な制御

小脳外顆粒層（EGL）が薄い幼弱小脳期には，軟幕（pia）から
放出される SDF-１の濃度が EGLの最内層でも高く，Rho-
ROCK経路と Rho-mDia１経路の両者が活性化されるが，ROCK
依存的ゲートがオンのままなので，突起形成も突起伸展も抑え
られている．小脳発達過程で EGLの厚みが増してくると，濃
度勾配がより顕著となり，EGL最内層での SDF-１での濃度が
低下すると考えられる．そのような状況では活性化 Rho量が下
がるため，Rho依存性が低い mDia１活性は維持されながらも，
Rho依存性が高い ROCK活性は低下し，ゲートがオフとなる．
そのような場合に速やかな突起形成と軸索伸展の共役が実現す
ると想定される．
文献３６より改変．
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近傍にあるもの，またスパイン頚部における束状のものな

どが電子顕微鏡などの観察により知られている．このよう

なアクチン構造の多様性の意義については，まだ不明であ

る．単にシナプスにおける異なる裏打ち構造に対応してい

るのか，あるいは，個々のアクチン構造でのアクチン重

合・脱重合が異なる制御を受けているのであろうか．

まず，未刺激の神経細胞に EGFP-actinを導入して観察

したところ，驚くべきことに，定常状態においても神経細

胞内部の至るところで，EGFP-actinの集積が観察され，そ

の多くに定期的な移動と停止が観察された．EGFP発現細

胞では，このような蛍光シグナルの分布の移動が認められ

なかったので，アクチン分子は，神経細胞内で実に動的な

挙動を示すことが明らかになった４５）．

では，このような性質は重合していない EGFP-actin単

量体の動的挙動のみに由来するのであろうか．すでに記し

た通り，EGFP-actinの蛍光強度はアクチンの重合状態に依

存しない．しかし，EGFP-actinの蛍光強度が一見変化して

いなくても，アクチン分子の平衡動態が変化している可能

性はある．微小領域に限局して励起光をあてて蛍光分子を

消光し，その部分の蛍光強度の回復より分子の turnoverを

類推する fluorescent recovery after photobleaching（FRAP）

法は，この平衡動態を解析するのに有効な手法である．例

えば薬理学的にアクチンの重合状態を変えるとアクチンの

拡散による移動度が変化するが，これは EGFP-actinの

FRAPの変化として捉えられる．FRAPを用いると，スパ

インのアクチン分子の多くが数分以内に turnoverすること

が明らかになった４６～４８）．この結果，スパインにおいては，

アクチン線維自体のダイナミクスが高く，重合・脱重合の

平衡動態が極めて動的に制御されていることが示唆され

た．

このようなアクチン挙動の動的制御機構を明らかにする

ため，EGFP-actinを発現した海馬初代培養神経細胞に細胞

外電気刺激を加え，グルタミン酸性シナプスの活動に伴う

アクチン動態変化を可視化した４５）．短い高頻度刺激を間歇

的に与えると安定した Ca２＋流入が繰り返し引き起こされ

るが，これに伴い，EGFP-actinの分布は速やかに変化し

た．特に，スパインや細胞体辺縁に著明な集積が多数観察

された（図５，図６）．

スパインへのアクチン集積のキネティックスは概ね同調

しており，刺激開始後１分程度で大きく増大し始めた．そ

図５ 高頻度刺激によるスパインアクチン動態の変動
A．フィールド電場刺激（５０Hz１秒）を１０秒に１回加えると，Ca２＋流入が脱感作せずに
繰り返し引き起こされる．

B．刺激開始前と刺激開始１５０秒後の EGFP-actin染色．矢頭で示されるスパインに刺激依
存的アクチン集積増強が認められる．拡大像（＊）．スケール，１０µm．

C．刺激依存的スパイン内 EGFP-actin集積の時間経過：平均値�ならびに個別スパイン蛍
光シグナル分布�．

文献４５より改変．
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の一方で，スパインから消失するアクチンの速度はスパイ

ン間で大きくばらついていた．このことから，スパインご

とにアクチン集積が独立して制御されている可能性が示唆

された．さらに，アクチン集積の速度の解析により，細胞

体辺縁における集積はスパインにおける集積より速やかに

誘導されることが明らかになった．このような性質の違い

から，スパインと細胞体辺縁では異なるアクチン制御が関

与している可能性が考えられた（図６）．

２―３． NMDA受容体と電位依存性 Ca２＋チャネルを介した

特異的なアクチン制御

このような二つのアクチン集積は，異なる Ca２＋源によ

り制御されるのではないかと推測された．そこでまず，

NMDAをMg２＋非存在下（および電位依存性 Ca２＋チャネル

阻害条件下）で投与して NMDA受容体によるアクチン制

御について検討した４５）．すると，NMDA受容体刺激に

よってスパインへのアクチン集積が持続的に誘導された

が，細胞体辺縁への集積は起こらなかった．これと対照的

に，９０mMカリウムイオンを含む細胞外液（High K）によ

る神経細胞の脱分極操作により電位依存性 Ca２＋チャネル

を強く活性化したところ，EGFP-actinは細胞体辺縁に一過

性に集積したが，この刺激ではスパインへの集積は起こら

なかった．High Kによる細胞体辺縁へのアクチン集積は，

NMDA受容体の特異的阻害薬を投与しても変化しないが，

電位依存性 Ca２＋チャネルの阻害によって完全に抑制され

る．これらの結果から，NMDA受容体はスパインへの持

続的なアクチン集積に，一方，電位依存性 Ca２＋チャネル

は細胞体辺縁への一過性集積に特異的に関与することが示

唆された．

これと合致するように，細胞外電気刺激によるスパイン

へのアクチン集積は NMDA受容体の阻害薬により実際に

完全に抑制されるが，細胞体辺縁への集積は部分的にしか

抑制されなかった．

それでは，Ca２＋源の相違によりアクチン制御が異なるの

はなぜか．NMDA受容体はスパインに多く局在しており，

一方， 電位依存性 Ca２＋チャネルは細胞体に多く分布する．

実際に NMDA受容体単独刺激と High K刺激における

Ca２＋動態を比較すると，Ca２＋上昇の空間的分布はこのよう

な Ca２＋源局在とよく合致した．すなわち，Ca２＋が高度に上

昇する Ca２＋源近傍において，局所的にアクチン制御の分

子メカニズムが活性化され，シナプス刺激と細胞全体の脱

分極では，異なるアクチン動態変化を引き起こすことが示

唆された．

神経細胞の発達段階，神経活動の頻度や持続時間，パ

ターンによって個々の Ca２＋チャネルの活性化パターンは

大きく変化するので，種々の刺激は，異なる Ca２＋上昇を

図６ 二つの活動依存的アクチン集積機構の分離
緩やかかつ持続的なスパイン内アクチン集積（A矢頭，B●）と速やかかつ一過性
の細胞体辺縁部アクチン集積（A矢印，B○）が一つの細胞で共存している．スケー
ル，１０µm．
文献４５より改変．
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介して異なるアクチン細胞骨格応答を示すのであろう．こ

れまで Ca２＋源の近傍において共役が顕著な情報伝達活性

化の例として，シナプス小胞分泌４９）や CREB依存性転写制

御５０，５１）などが知られているが，アクチン動態制御も特にシ

ナプス直下での Ca２＋上昇に強く規定されると考えられた．

我々の研究に相前後して，長期抑圧ならびに長期増強に

併行して，シナプス内および近傍のアクチン動態や重合状

態が大きく変化することを示すデータが報告されてい

る４６，４７）．今後，さまざまな刺激に対する Ca２＋上昇とアクチ

ン再構築の系統的な解析が待たれる．

３． シナプス機能成熟とシナプス形態成熟を結ぶ

機構の探索

軸索ならびに樹状突起の形成の最終過程においては，神

経終末と後シナプス肥厚部（PSD）が接着し，最適なシナ

プス伝達が神経伝達物質受容体を介して行われるようにシ

ナプス形成が進行する．シナプス形態が完成し，適切な規

模のシナプス神経伝達物質受容体複合体がシナプス後膜に

出来上がると，シナプス形成が完了する．しかし，シナプ

ス機能成熟とシナプス形態成熟がどのように釣り合いをと

るのかという問題については，全く明らかにされていな

い．おそらく，グルタミン酸受容体の活動とスパイン内ア

クチン動態の間の何らかのフィードバック機構が存在する

ことが考えられるが，その分子基盤はこれまで不明であ

る．

このような機構の存在を明らかにする目的で，アクチン

細胞骨格を調節する Rhoシグナリングの上流あるいは下

流に位置する分子について，シナプス局在の有無を探索し

た．まず，Rho標的分子 Citron５２）が前脳の多くの神経核の

スパインの PSD構造に局在することを見いだし，NMDA

受容体複合体の構成因子であることを同定した５３）．さらに

同様に代謝型グルタミン酸受容体 mGluRと結合する

Homer２／Cupidinも PSDに局在する上に，Cdc４２結合活性

があり，F-actinとも共沈することを示した５４）．しかしなが

ら，アクチン細胞骨格と PSD集積タンパク質複合体の関

係は単純でなく，アクチン重合阻害により動態が著しく影

響を受ける成分と大きく影響されない成分に分かれること

が明らかになった．前者は Homer１／PSD-Zip４５，GKAP,

Shankなどを，後者は特に膜表面受容体と結合する PSD-

９５を含むことが FRAP解析により判明した４８）．

PSD-９５は，中枢神経系の興奮性シナプス後部の PSDに

豊富に存在する．PSD-９５を中心的なアダプターとして集

積した複合体には，シナプス可塑性やアクチン動態にも大

きく影響を与える NMDA受容体が含まれる．従って，

NMDA受容体を中核とした，要となるタンパク質群との

クラスター形成がどのように制御されているかを理解する

ことは，シナプスシナグリングの大きな課題である５５～５７）．

PSD-９５は，三つの PDZドメイン，SH３ドメインならびに

GKドメインの五つのタンパク質―タンパク質結合ドメイ

ンを有し，各々を介したタンパク質―タンパク質結合によ

り複合体形成に寄与する．

各ドメインは特異的なリガンドを独立に結合して，それ

ぞれ異なるシグナルの橋渡しをするのだろうか．或いは，

リガンド結合による分子構造変化などの協同的な作用がド

メイン間にあるのだろうか．後者を支持するものとして，

PDZドメインのリガンド結合で GKドメインのリガンド

親和性が変化したという in vitro での報告がある５８）．さら

に連続した二つの PDZドメインで解かれた構造５９）もまた，

この説を支持している．

そうだとすると，PDZドメイン欠損変異体を用いた解

析では，PDZ結合自体の欠損と，PSD-９５全体構造への間

接的貢献の影響を分離することが不可能となる．すなわ

ち，個々の PDZドメインの意義を特異的に問うためには，

PSD-９５全長の分子構造を保持しつつ，特定 PDZドメイン

図７ 特異的 PDZドメイン変異による PSD-９５の変異体作成
PDZ１，PDZ２，PDZ３の各々の結合活性を特異的に欠落した変異ドメイ
ンを作出し，PSD-９５全長構造の中に戻した PSD-９５変異体を作出した．
文献６１より改変．
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の結合能のみ欠落している全長変異体を用いる工夫が必要

ではないかと考えられた．そこで，PDZ１，２と PDZ３との

構造比較を元に，PDZ１，PDZ２および PDZ３の PDZ結合

能のみを特異的に欠落した変異 PDZを作成し６０，６１），各変異

ドメインを全長 PSD-９５内の各野生型 PDZ１-３ドメインと

それぞれ入れ替え，結合能を有する PDZドメインの数が

０，１，２，３の様々な PSD-９５変異体を作成した（図７）．

これらをマウス海馬の神経初代培養細胞に遺伝子導入し，

表現型解析を行った６１）．

各全長 PSD-９５変異体はシナプスに集積したが，クラス

ター形成効率は低下した．このとき，変異 PDZドメイン

の数が１，２，３と増すにつれて，クラスター形成効率が順

次低下した（図８）．変異 PSD-９５を発現している神経細胞

では，スパイン長が異常に伸展したままの幼弱なスパイン

の先端にクラスターを形成した．定量解析により，変異

PDZドメインの数が１，２，３と増すほど，順次スパイン

が長くなる傾向が見られた．また，クラスター形成効率と

スパイン長との間に有意な負の相関関係があった（図８）．

スパイン長の伸展は，精神遅滞や脆弱性 X染色体症候群

などの疾患で見られる長いスパインと酷似していると考え

られた６２）．

さらに，PSD-９５のクラスター形成効率低下に伴い，

PSDタンパク質の一つである SynGAP５６，５７）の PSD集積が低

下していた．そこで PDZ結合モチーフを削った SynGAP

変異体を神経細胞に発現させたところ，PSD-９５変異体と

同様に，PSD-９５クラスター形成効率低下とスパイン形態

異常を示した．

これまで PSD-９５の三つの PDZドメインは，リガンド

特異性が異なることから，独立した機能を受け持つと考え

られてきた．しかし上記の実験から，新たに PDZ１，２，３

が高密度クラスター形成とスパイン形態成熟に対して相加

的な作用を示すことを明らかにした．これらの結果は，

PDZドメインが等価な機能単位としても機能しうるとい

うことを示した．つまり，PSD-９５のマルチドメイン構造

では，等価な結合スロットが存在し，リガンド結合が加算

的に制御されている可能性が示唆された．

このように，PSD-９５には SynGAPのような細胞骨格制

御分子との結合を通して，PSD-９５の PDZドメインとスパ

イン形態との間に定量的連関をもたらす作用が存在する．

すなわちシナプスのシグナル伝達をスパイン形態に反映さ

せる機能を持つことが示唆される．

４． 最後に―神経ミクロドメインの生化学を目指して

近年，シナプスや神経突起先端の成長円錐のような限局

した容積を持つミクロドメインにおける酵素反応や，タン

パク質・タンパク質，タンパク質・膜，タンパク質・細胞

骨格相互作用が，神経回路網形成を正確に実現し，正常な

脳機能を支える重要な分子基盤の一つとして浮上してきて

いる．ヒトにおける遺伝性精神神経疾患（例えば脆弱性 X

染色体症候群や種々の精神遅滞など）の患者脳や，その関

連遺伝子改変マウス脳などでは異常なスパイン形態の増加

や，突起形成，細胞移動による投射異常などが観察され

る．このような知見を総合すると，神経回路網がマクロ的

にも，ミクロ的にも正しく形成され，正常な高次機能が伴

うためには，神経細胞骨格修飾やシナプス形態制御が極め

て重要な役割を果たしていることが考えられる．

Ramon y Cajalが神経形態に関する包括的な考察を行っ

てからほぼ１世紀が経つが，その間，我々の神経細胞に関

する知識は飛躍的に進歩した．特にここ１０年間において

は，これらの知識と現代バイオテクノロジーの総力を結集

して脳の機能修復・再建に結び付けようとする努力が目覚

しい．脳外科領域においては，脳腫瘍などに対する遺伝子

治療的アプローチが臨床治験に供されている．まさに，

個々の神経細胞の分子治療により，神経回路網損傷による

高次機能発現の低下から回復するということが，全くの夢

物語でなくなりつつあるといえるかもしれない．本総説で

扱った，神経ミクロドメインでの生化学的研究により明ら

かにされた，神経細胞局所における細胞骨格シグナリング

の原理が，将来，神経回路網の破綻を予防し，機能低下を

修復するための基盤となることを願って止まない．
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