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1.緒言 

神経軸索の根元（軸索起始部）は構造的にも機能的にも高度に特殊化された区画である（図１）。

軸索起始部は活動電位発生の場であり情報出力装置である。さらに、軸索起始部は軸索と細胞

体／樹状突起の架け橋であり、軸索に必要なものだけを通過させ不要なものを遮断するバリア

としての機能を持つ。軸索起始部の構造は Ankyrin-G や βIV-spectrin などの軸索起始部に特有

な膜裏打ち細胞骨格により形成されている 1)。Ankyrin-G は軸索起始部の最高位支配者（マスタ

ーオーガナイザー）として知られており、Ankyrin-G が失われると、今までに知られている全

ての軸索起始部構成分子が軸索起始部に局在出来なくなる 2)。Ankyrin-G（ANK3）の遺伝子変

異は自閉スペクトラム症や知的発達症、てんかんなどを引き起こす 3)。このように、神経細胞

が正常に機能するためには軸索起始部の膜裏打ち細胞骨格が正常に形成されることが必須で

あり、この構造の破綻は様々な神経・精神疾患を引き起こす。しかしながら、軸索起始部の構

造がどのように形成されるのか、その分子メカニズムはほとんど理解されていない。 

 細胞骨格の制御には多くのリン酸化シグナル

が関与していることが知られている。そして、軸

索起始部の細胞骨格もリン酸化によって形成が

制御される可能性が提唱されている 2)。申請者は

培養神経細胞を用いて網羅的な蛋白質リン酸化

解析を行い、Ankyrin-G がリン酸化されているこ

とを見出した（未発表）。故に、本研究の目的は、

Ankyrin-G をリン酸化し制御する蛋白質リン酸

化酵素を見出し、この酵素によるリン酸化制御

が軸索起始部の形成に果たす役割を明らかにす

ることである。 

 

2.方法 

GST-Ankyrin-G 変異体発現のための COS7 細胞の培養：COS7 細胞を 10%ウシ胎仔血清および

※未発表データが含まれるため、一部図表は伏せています。公開可能になりましたら差し替えいたします。



2 mM GlutaMAX（Thermo Fisher Scientific）入りの DMEM 培地を用いて 60 mm ディッシュに蒔

き、5% CO2 インキュベーターに入れ一定湿度の条件下 37 ℃で一晩培養した。GST-Ankyrin-G

各種変異体を発現させるため、プラスミドを Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）を用

いて COS7 細胞に遺伝子導入を行った。COS7 細胞を 10%ウシ胎仔血清および 2 mM GlutaMAX

入りの DMEM 培地中で 36 時間培養した。 

 In vitro キナーゼアッセイ：GST-Ankyrin-G 変異体を発現させた COS7 細胞を PBS で洗浄後、

溶解バッファー（20 mM Tris-HCl pH 7.5、1 mM EDTA、100 mM NaCl、0.5% NP-40 Substitute、

1 mM DTT、2 µg/mL aprotinin、1 µg/mL leupeptin、2 µg/mL antipain、10 µg/mL benzamidine and 0.5 

mM PMSF）を加えて細胞を 1.5 ml チューブに回収した。20 分間氷上に置いた後、遠心分離

（20,000 x g, 10 分間、4 ℃）を行い、上澄み液を回収した。上澄み液に Glutathione Sepharose 4B

ビーズ（GE Healthcare）を加え、4 ℃で２時間ローテートした。遠心分離（800 x g、3 分間、

4 ℃）を行い、上澄み液を捨てた後、溶解バッファーで 2 回洗浄した。沈殿したビーズを反応

バッファー（25 mM Tris-HCl pH 7.5、5 mM MgCl2、1 mM DTT）で 2 回洗浄後、反応バッファ

ーを加えた。ビーズと His6-Cdk5/GST-p35（Millipore）を加えた反応混合液｛25 mM Tris-HCl pH 

7.5、5 mM MgCl2、1 mM DTT、1 x phosSTOP（Roche）、 200 µM ATP（[γ-32P]ATP を含む）｝を

震盪しながら 30 ℃で 1 時間反応させた。反応後、SDS サンプルバッファーを加えてボイルし

た。試料を SDS-PAGE で分離後、オートラジオグラフィーを用いて放射能標識されたバンドを

検出した。また、銀染色により基質蛋白質を検出した。 

 培養海馬神経細胞の Cdk5 阻害剤および免疫染色：胎生 18 日目のラット胎仔脳から初代培養

海馬神経細胞を得た 4)。培養 3 日目または 7 日目の培養海馬神経細胞に Cdk 阻害剤（20 µM 

Roscovitine、Calbiochem）を加えた後に、5% CO2インキュベーターに入れ一定湿度の条件下 37 ℃

で 4 日間培養した。培養海馬神経細胞を PBS で洗浄後、4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩

衝液で固定した。固定した神経細胞を PBS で洗浄後、PBTGS バッファー（0.3% Triton X-100 と

10% goat serum を含む 0.1M リン酸バッファー）に室温で１時間浸した。その後、試料に PBTGS

バッファーで希釈した１次抗体（抗 Ankyrin-G および MAP2 抗体）を乗せて 4 ℃において一晩

反応させた。PBS で洗浄後、試料に PBTGS バッファーで希釈した２次抗体を乗せて室温で１

時間反応させた。PBS で洗浄後、試料を封入した。AxioImager Z1 顕微鏡 (Carl Zeiss)を用いて

免疫染色した神経細胞を観察した。 

 

3.結果 

蛋白質リン酸化酵素 Cdk5 はショウジョウバエ脳のキノコ体の軸索起始部様区画の形成に重要

な役割を果たしている 5)。ゆえに、Cdk5 は軸索基始部構造の形成に関わっていると考えられる。

われわれは、Cdk5 が Ankyrin-G をリン酸化するか調べるために、GST-Ankyrin-G 変異体と Cdk5

を用いて in vitro キナーゼアッセイを行った（図２）。Cdk5 により Ankyrin-G は数カ所リン酸化

されていた。特に、GST-Ankyrin-G No.3 と No.5 変異体が Cdk5 により強くリン酸化されていた。



Ankyrin-G の No.3 領域は βIV-spectrin との結合領域であるため、Cdk5 による Ankyrin-G のリン

酸化が βIV-spectrin との結合に影響を与えると考えられる。Ankyrin-G の No.5 領域の役割は分

かっていないが、Cdk5 によりリン酸化されることから未知な制御分子機構が存在する可能性

がある。 

 次に、神経細胞において Cdk5 のキナーゼ活性の抑制が軸索に与える影響を検討した。ラッ

ト培養海馬神経細胞において培養 4 日目から軸索起始部は形成され始める 6)。軸索起始部が形

成される前の培養 3 日目から 4 日間および形成後の培養 7 日目から 4 日間、ラット培養海馬神

経細胞に Cdk 阻害剤を処理した。その後、軸索起始部マーカー（Ankyrin-G）と樹状突起マーカ

ー（MAP2）を用いて免疫染色を行った。Cdk 阻害剤を処理した神経細胞において軸索起始部

の細胞骨格の破綻および MAP2 の軸索への流入が観察された。これらの結果より、Cdk5 によ

る Ankyrin-G のリン酸化は軸索起始部構造の形成および維持に必須であると考えられる。 

 

4.考察 

本研究から Cdk5 が Ankyrin-G をリン酸化することが明らかとなった。特に、Ankyrin-G の No.3

領域は βIV-spectrin と相互作用する領域である 7)。両者は細胞骨格分子であり、軸索起始部に特



有な骨格構造の要である。ゆえに、Cdk5 による Ankyrin-G のリン酸化による制御が軸索起始部

の構造形成に重要な役割を果たすと考えられる。 

 軸索起始部は軸索に必要な分子のみを通過させ、不必要なものを遮断するバリアとしての機

能を持つ。Cdk5 のキナーゼ活性を抑制すると、軸索起始部の細胞骨格の破綻および MAP2 の

軸索への流入が観察された。これは Cdk5 が Ankyrin-G をリン酸化できないために、軸索起始

部構造が正しく形成されなかったためと考えられる。Cdk5 は Ankyrin-G のリン酸化を介して、

軸索起始部のバリア機能に重要な役割を果たすと考えられる。 

 

5.結語 

本研究から、神経細胞において Cdk5 が Ankyrin-G をリン酸化することで軸索起始部に特異的

な細胞骨格の形成に重要な働きをすることが示唆された。本研究による Ankyrin-G の制御機構

の解明は、神経細胞における軸索形成の基盤が分かるだけでなく、自閉スペクトラム症や知的

発達症、てんかんなどの神経・精神疾患の病因解明の糸口になると期待されるため、本研究は

公益性が高い。 
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