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緒緒  言言  

 
神経回路は、神経新生、極性形成、移動、神経突起成長、そしてシナプス形成の五段階を経て形成される（図 1）。
我々のグループは極性形成と移動がユビキチン化を触媒するE3リガーゼであるWwp1とWwp2によって制御される
ことと［1］、神経突起成長がNedd4-1によって制御されていることを明らかにした［2，3］。この中で、［2］の論文は
ドイツ神経科学会の2010年度の年間最優秀論文の一つに選ばれた。以上の我々の研究は、神経細胞でのこれらの遺伝
子の機能が注目されるきっかけとなった。シナプス形成は正常な脳機能の遂行にもっとも重要な発達段階の一つである。

抑制性シナプスが樹状突起の表面のフラットな面に形成されるのに対して、興奮性シナプスは樹状突起から突き出た 

スパインの上に形成される（図1）。スパイン形成の際、軸索と樹状突起の接点で細胞接着因子が集積する。引き続いて
樹状突起側でスパインが形成され、スパイン内にPSD-95などの膜裏打ちタンパク質が集積してシナプス後肥厚（PSD）
を形成する。スパイン形成とスパインの形態制御は、記憶や学習などの脳機能に非常に重要であり［4］、スパインの形
態異常が統合失調症や認知症などの精神疾患の発症に深く関わっていることから［5］、社会的にも重要な研究分野で 

ある。スパイン形成に必要なタンパク質の発現量が、分解によってどの様に制御されるかは不明な点が多い。そこで、

スパイン形成におけるユビキチン化の役割を研究することにした。知的障害を伴う全身の発達障害である Kaufman 
oculocerebrofacial syndrome（KOS）の原因遺伝子でE3リガーゼをコードする遺伝子Ube3Bの機能を分子レベルで
明らかにした［6］。本研究では、Ube3B bcKOを形態学的に深く解析する目的で超解像STED顕微鏡を使って発達中
の神経細胞の細胞骨格を脳組織内で観察することに成功し［7］、ユビキチン化の神経細胞発達における機能を総説とし
て発表した［8，9］（図1）。 

 

図1．神経細胞の発達過程とシナプスの構造 
神経細胞は5つのステップと経て発達する。1番目以外のステップで別のE3リガーゼが個々に固有な
役割を果たすことを我々は明らかにしてきた。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
Western blotting で Ube3B に対して特異的な抗体を使って細胞内分画法で精製したシナプス後肥厚（PSD）内の

Ube3Bタンパク質を検出した結果、Ube3BはPSDに極度に濃縮していることが明らかになった。このことからUbe3B
が PSDで特異的な基質を認識してユビキチン化していると考えられた。そこで、脳特異的Ube3B条件付き欠損マウ
ス（Ube3B bcKO）から生化学的に精製したシナプス画分で、野生型マウスから調製したシナプス画分と比較して発現
量が増加しているタンパク質を質量分析でスクリーニングした。その結果、カルシウム・カルモジュリン依存的セリン

／スレオニン脱リン酸化酵素Calcineurinの触媒サブユニットであるPpp3ccを同定した。そこで、本研究ではUbe3B
によるユビキチン化を生化学的に性状解析した。その結果、プロテアソームに認識されるユビキチンの 48番目のリジ
ン残基を介して連結したポリユビキチン鎖（K48鎖）をUbe3Bが合成する活性があることを明らかにした（図2）。こ
の結果から、Ube3B bcKOではPpp3ccがユビキチン化されず、プロテアソームで分解されないために発現量が上がっ
ていると結論した。 
 

 

図2．Ube3BによるK48鎖とK63鎖の合成 
HEK293FT細胞にHA-タグの融合したUbe3Bと酵素活性がないC1038Sを発現させた。その後、
HA抗体でこれらのリコンビナントHA-Ube3Bを免疫沈降して、抗K48鎖抗体（中段）と抗K63
鎖抗体（下段）でWestern blottingを行った。その結果、HA-Ube3BがK48鎖と抗K63鎖を合成
する活性があることが明らかになった。 

 
超解像 STED顕微鏡を使ってUbe3B bcKOを形態学的に解析した結果、Ube3B bcKOの神経細胞ではスパイン数
が増加してスパインヘッドが拡大していることが明らかになった。Ube3B bcKO の神経細胞では樹状突起の分岐が減
少していることも明らかになった。スパイン数の増加と樹状突起分岐の減少に関してPpp3ccの発現量増加が原因にな
っている可能性が考えられた。この可能性を検討する目的で、野生型マウスの神経細胞にPpp3ccのリコンビナントタ
ンパク質を過剰発現させたところ、Ube3B bcKOとほぼ同じ表現型を示した。これらの機能的実験の結果から、Ube3B
によるPpp3ccのユビキチン化はシナプス形成を抑えて樹状突起の分岐進展を促進すると結論した。この研究成果を発
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展させるために、超解像 STED 顕微鏡を応用してこのユビキチン化が樹状突起のアクチン細胞骨格をどのように制御
するか観察する実験系を立ち上げた。すでに報告されているように、超解像 STED 顕微鏡を使うことで、培養神経細
胞の樹状突起に沿って等間隔で F-アクチンと F-アクチン結合タンパク質であるスペクトリンの規則正しい周期的な繰
り返し構造が観察された（図 3A）［10の追試］。さらに、組織内でも類似の構造を観察することに成功した（図 3B）
［7］。今後はUbe3B bcKOの神経細胞でこれらの周期的な繰り返し構造がどのように変化するか観察する。カルシニ
ューリンの活性が、樹状突起の分岐進展にどのように重要か明らかにする目的でカルシニューリンの活性を薬理学的に

阻害して、樹状突起の分岐がどのように変化するか、そしてF-アクチンとスペクトリンの規則正しい周期的な繰り返し
構造がどのように変化するかも明らかにしていきたい。さらに超解像 STED 顕微鏡を使うことで、培養神経細胞の樹
状突起の先端の微小管の微細構造もはっきりと観察できる系が完成した（図4）。この実験系を応用して、Ube3B bcKO
マウスから調製した培養神経細胞とリコンビナントPpp3ccタンパク質を過剰発現した野生型培養神経細胞内の微小管
の微細形態も観察していく。 
 

 
図3．超解像STED顕微鏡による細胞骨格の観察 

A） 初代培養神経細胞を化学固定後、F-アクチンとF-アクチン結合タンパク質であるスペクトリンを染
色した。超解像STED顕微鏡を使った場合のみF-アクチンとスペクトリンが周期的構造をとることが 

わかる。この染色法と顕微鏡をUbe3B bcKOマウスの解析に用いる。スケールバー：1μm。 
B） 聴覚に重要な蝸牛神経核の高波長認識部位（High）と低波長認識部位（Low）における細胞骨格構

成タンパク質であるアンキリンGの観察結果。周期的構造が観察できた。スケールバー：1μm。 
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図4．超解像STED顕微鏡による微小管の観察 

初代培養神経細胞を化学固定後、微小管構成タンパク質であるα-Tubulinを染色した。  

超解像STED顕微鏡を使った場合（右）、一本一本の微小管の構造を分離できる。この染色
法と顕微鏡をUbe3B bcKOマウスの解析に用いる。スケールバー：1μm。 

 
考考  察察  

 
本研究の成果からKOSの原因遺伝子であるUbe3Bの神経細胞における機能がさらに明らかになりつつある。この
成果は、発達障害の病態の理解に大きく貢献するものであり、今後の小児科領域と精神科領域と基礎医学研究の橋渡し

研究のさきがけになると考えられる。また、国内の神経科学研究では超解像顕微鏡技術はあまり取り入れられておらず、

今回確立した細胞骨格とシナプスのイメージング法は今後の国内の神経科学研究の発達に大きく貢献すると期待でき

る。 
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