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要 旨  

 

 脳神経系の構成単位であるニューロンは特徴的な極性構造を持っており、多くのニューロン

は細胞体から、情報の出力を行う一本の軸索と、入力を受ける複数の樹状突起を伸ばしている。

これらの神経突起が適切なニューロン間でシナプスを形成し、複雑かつ緻密な神経回路を形成

することが、認知、記憶、思考、情動、運動といった高次脳機能の発現に不可欠である。Rho
ファミリー低分子量 G 蛋白質の一つである Rac は、アクチン細胞骨格系の制御を行う分子で
あり、ニューロンの形態形成に重要な役割を果たすことが知られている。したがって、Racの
時間的、空間的な活性調節機構を明らかにすることは、特徴的なニューロンの形態形成、さら

には精緻な神経回路形成のメカニズムを解明していく上で重要であると考えられる。 
 私の所属する研究室では、Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質の活性化因子  (guanine 
nucleotide exchange factor, GEF) 群である Dockファミリー蛋白質の一つ、Dock4が Racを特異
的に活性化することをこれまでに明らかにした。また、近年のゲノムワイド関連解析の研究か

ら、DOCK4 遺伝子が自閉症、統合失調症、失読症などの神経発達障害の感受性遺伝子である
可能性がいくつか報告されている。本研究の始めに、私は、Dock4がラットの海馬ニューロン
に強く発現していること、さらに初代培養海馬ニューロンにおいて樹状突起の伸長の始まる発

達後期からその発現量が上昇することを発見したことから、樹状突起伸長期以降の海馬ニュー

ロンの形態形成における Dock4の機能解明に焦点を当て、研究を進めた。 
 
 第１章では、樹状突起形成期における Dock4 の細胞機能を明らかにした。培養海馬ニュー
ロンにおいて RNA干渉により内在性の Dock4をノックダウンすると、樹状突起の成長が抑制
された。これまでの研究から、Dock4は ELMOと安定な複合体を形成し、ELMO–Dock4複合
体として Rac に対する機能的な GEF として働くことが知られているため、海馬ニューロンに
ELMO2と Dock4を共発現させたところ、樹状突起の分枝が増加した。一方で、Racに対する
GEF活性を失ったDock4の変異体を発現させても樹状突起の分枝は増加しなかった。従って、
Dock4は Racを活性化することで樹状突起の成長に促進的に働いていることが示唆された。 
 
 第２章では、興奮性シナプス後部構造体である樹状突起スパインの形成における Dock4 の
機能と、その制御メカニズムを明らかにした。私は、Dock4の新規結合蛋白質としてアクチン
重合制御分子である cortactinを同定し、Dock4と cortactinが樹状突起スパインで強く共局在し
ていることを明らかにした。さらに、Dock4は樹状突起スパイン形成に重要な役割を果たして
おり、Dock4によるスパイン形成の制御には、Racの活性化、および cortactinとの結合が不可
欠であることを明らかにした。従って、Dock4は cortactinと樹状突起スパインにおいて結合し、
Racの活性化を介して樹状突起スパイン形成に促進的に働いていることが示唆された。 
 
 以上のことから、私は本研究において、Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質 Rac の活性化因
子 Dock4 が、海馬ニューロンの形態形成に果たす役割と、その制御メカニズムを明らかにし
た。 
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第 １ 章  
序論  

 
 生物は周囲の環境の様々な情報を知覚し、それらの情報を処理して外界に応答する。こ

の生物の情報処理機能、即ち、認知、記憶、思考、情動、運動などの高次機能に脳神経系

は必須である。脳神経系の構成単位であるニューロンは特徴的な極性を持ち、多くの場合、

細胞体から一本の長い軸索と複数の短く分枝化した樹状突起を伸ばしている。情報は樹状

突起や細胞体でシナプスを介して別のニューロンから受け取られ、細胞体を通って軸索か

ら、さらに別のニューロンへと伝達される。神経機能の発現には、ニューロンが神経突起

を介して互いに接続し、複雑かつ精緻な神経回路を形成することが不可欠である。 
 神経回路は、さまざまな段階を経て形成される。ニューロンは神経幹細胞から分化した

後、適切な場所へと移動し、神経突起を投射させ、標的となる相手とシナプスを形成する 
(Fig. 1-1A)。この複雑に統制された神経回路はニューロンの形態が精密に制御されること
によって形成される。この回路形成が正確に行われないと、脳神経系は正常に機能するこ 
 

Fig. 1-1  神経回路形成と培養海馬ニューロンの発達過程  
(A) 神経回路形成過程の概略図。(B) 初代培養海馬ニューロンの成長過程に伴う形態変化。 
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とが出来ない。すなわち、ニューロンの形態制御機構は、脳神経系の制御メカニズムを理

解する上で非常に重要な要素であると言える。 
 ニューロンの形態形成の研究には、海馬ニューロンの初代培養系が広く用いられている 
(Goslin et al., 1998)。海馬ニューロンが基質に接着すると、細胞辺縁にラメリポディアを形
成する (stage I)。しばらくすると、細胞体から極性を持たない複数本の短い突起を伸展さ
せる (stage II)。そのうちの 1本の突起が長く伸長し始め軸索となる (stage III)。その間、
軸索となる突起以外の突起はほとんど伸長しないが、軸索が伸びていくにつれその他の突

起も伸展が起こり、先が細く分枝化したパターンが特徴的な複数本の樹状突起を形成する 
(stage IV)。この樹状突起はさらに複雑に分枝化し、別のニューロンの軸索と相互作用しシ
ナプスを形成して、成熟したニューロンとなる (stage V; Fig. 1-1B)。海馬ニューロンのこ
のような形態変化は、主に細胞骨格の構築により決定づけられる。 
 Rhoファミリー低分子量 G蛋白質は、細胞骨格の制御を介して細胞の運動や形態変化を
調節する分子である (Hall, 1998)。RhoファミリーG蛋白質は、他の低分子量 G蛋白質と
同様に、不活性状態の GDP結合型と活性状態の GTP結合型が存在し、細胞内シグナル伝 
 
 

Fig. 1-2  Rhoファミリー低分子量 G蛋白質  
(A) Rhoファミリーに属する 20種の蛋白質の系統樹 (Burridge and Wennerberg, 2004)。 (B) Rhoファ
ミリー低分子量 G 蛋白質は、不活性型の GDP 結合型と活性型の GTP 結合型をサイクルすることで
分子スイッチとして働く。GEF (guanune nucleotide exchange factor) は GDP–GTP交換反応を促進する
ことで Rho ファミリーG 蛋白質を活性化する。活性化された Rho ファミリーG 蛋白質はそれぞれ特
異的なエフェクターに作用して、多様な生理機能を発揮する。一方で、GAP (GTPase activating protein) 
は内在性の GTP加水分解反応を促進することで RhoファミリーG蛋白質を不活性化する。 
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達において分子スイッチとして働く (Etienne-Manneville and Hall, 2002; Fig. 1-2B)。Rhoフ
ァミリーG蛋白質は不活性型から活性型に変換されると、その特異的なエフェクターに作
用して多様な生理的機能を発揮する。Rho ファミリーG 蛋白質の活性化は、GDP–GTP 交
換反応を促進する様々な GEF (guanine nucleotide exchange factor) により制御される。一方
で、活性化された Rho ファミリーG 蛋白質は、内在性の GTPase 活性を触媒する GAP 
(GTPase activating protein) によって不活性化が促進される。このような活性制御因子によ
り、RhoファミリーG蛋白質の活性は、細胞内で時間的、空間的に厳密に制御されている。 
 現在までに哺乳類において Rhoファミリーに属する低分子量 G蛋白質は 22種類同定さ
れており、多様な細胞機能に関する研究が行われている (Fig. 1-2A) 。中でも、RhoA、Rac1、
Cdc42は特に研究が進んでおり、線維芽細胞などの培養細胞において RhoAはストレスフ
ァイバー (stress fiber) を、Rac1はラメリポディア (lamellipodia) を、Cdc42はフィロポデ
ィア (filopodia) をそれぞれ形成し、細胞運動や細胞接着、極性形成などを制御することが
知られている。これらは脳の広範な領域に発現しており、ニューロンにおいても、移動や

神経突起の伸長、シナプス形成に関与していることがこれまでに多数報告されている 
(Kawauchi et al., 2003; Konno et al., 2005; Luo, 2000; Negishi and Katoh, 2002; Govek et al., 

2005)。また近年の研究により、TC10や Rnd1といった他の Rhoファミリー蛋白質も神経
突起形成に関与していることが次第にわかってきており、Rhoファミリーに属する様々な
分子がニューロンの形態調節に関与していることが示唆される  (Tanabe et al., 2000; 
Ishikawa et al., 2003; Ishikawa et al., 2006)。 
 RhoファミリーG蛋白質の GEFとしては、Dbl-homology (DH) ドメインをもつ Dblファ
ミリー蛋白質が知られており、これまでにヒトで約 70種類同定されてきた (Rossman et al., 
2005)。ところが近年、Dock180を代表とする DHドメインを持たない GEF ファミリー、
Dockファミリー蛋白質が同定された (Brugnera et al., 2002; Meller et al., 2002; Côté and 
Vuori, 2002)。Dockファミリーに属する蛋白質は植物や酵母においてもその存在が確認さ
れ、線虫やショウジョウバエでは形態形成における細胞の移動やアポトーシス細胞の貪食

作用に不可欠であることが知られている (Wu and Horvitz, 1998; Nolan et al., 1998; Fig. 
1-3A)。このように Dockファミリー蛋白質は進化の過程で古くから保存されており、様々
な生物種において重要な役割を担っていると考えられる。Dock ファミリー蛋白質はヒト
では 11 種類存在し、その相同性から 4 つのサブファミリーに分類される (Fig. 1-3A)。
Dock180/Dock1、Dock2、Dock5はDock-Aサブファミリーに、Dock3/MOCA、Dock4はDock-B
サブファミリーに、Dock6、Dock7、Dock8は Dock-Cサブファミリーに、Dock9/Zizimin1、
Dock10/Zizimin3、Dock11/Zizimin2 は Dock-Dサブファミリーに属する。Dock ファミリー
蛋白質には共通に保存された 2つの領域、DHR-1 (Dock-homology region-1, CZH1とも呼ば
れる) および DHR-2 (Dockerまたは CZH2とも呼ばれる) が存在しており、DHR-2ドメイ
ンが RhoファミリーG蛋白質と直接結合し、活性化を行う GEFドメインとして機能する 
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ことが明らかになっている (Brugnera et al., 2002; Côté and Vuori, 2002; Fig. 1-3B) 。Rhoフ
ァミリーG蛋白質は、このような多数の活性調節分子から多様な活性制御を受けることで、
時間的、空間的に複雑かつ厳密な機能発現を可能にしていると考えられ、その活性調節の

分子機構を明らかにしていくことは、神経ネットワーク形成をはじめとする生命現象を解

明していく上で非常に重要であると考えられる。 
 私の所属する研究室では、Dock ファミリー蛋白質の一つ Dock4 が、その結合分子であ
る ELMOと複合体を形成し、RhoファミリーG蛋白質 Rac1の GEFとして働くことを明ら
かにした (Hiramoto et al., 2006)。RhoファミリーG蛋白質の一つである RhoGが活性化さ 

Fig. 1-3  Dockファミリー蛋白質は進化的に保存されている  
(A) ヒトの Dockファミリー蛋白質の 4つのサブファミリーへの分類 (Côté and Vuori, 2002) と、その
他の生物種における相同分子種。 (B) Dockファミリー蛋白質のドメイン構造 (SH3, Src-homology 3 
domain; DHR, Dock-homology region; Pro-rich, proline-rich region; PH, Pleckstrin-homology domain)。 
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れると、ELMO–Dock4複合体と結合して細胞膜へ移行し Rac1を活性化させ、細胞膜の伸
展、細胞運動の促進を引き起こす (Fig. 1-4) 。また、Dock4は様々な組織に発現している
が、脳においても発現していることが報告されており (Yajnik et al., 2003)、近年のゲノム
ワイド関連解析の結果から、DOCK4 遺伝子が自閉症、統合失調症、失読症といった神経

発達障害の感受性遺伝子である可能性もいくつか報告されている (Maestrini et al., 2010; 
Pagnamenta et al., 2010; Alkelai et al., 2012)。本研究において、私は Dock4の神経回路形成に
おける役割の解明を試みた。第１章では、Dock4が脳の海馬に高発現しており、初代培養
海馬ニューロンを用いた解析から樹状突起の成長を制御することを明らかにした。第２章

では、Dock4の新規結合蛋白質としてアクチン重合制御分子の cortactinを同定し、シナプ
ス形成期の海馬ニューロンにおいて Dock4と cortactinが相互作用して、樹状突起スパイン
の形成を制御することを明らかにした。これらの結果は、Dock4が神経回路形成において、
Racの活性調節を行うことでニューロンの形態制御に関与していることを示唆するもので
あり、近年社会的にも重要度の高まっている精神疾患の病因学研究や新規治療法の開発に

寄与する可能性もある。 
 

Fig. 1-4  RhoG–ELMO–Dock4シグナル伝達のモデル図  
ELMO–Dock4複合体は活性型 RhoGによって細胞膜へと移行し Rac1を活性化することで、細胞膜の
ラッフリングや細胞運動の促進を引き起こす (Hiramoto et al., 2006)。 
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第２章（第１部）  
Rac 活性化因子 Dock4 による海馬ニューロン樹状突起の発達制御  

 

２－１ 結果  
 

Dock4は発達期のラットの脳に強く発現している  
 まず始めに、Dock4の発現パターンを明らかにするため、ラットの脳の発達に伴う Dock4
の発現量の変化を調べた。胎生 16日齢 (E16) から成体までのラットの全脳のホモジネー
トをイムノブロッティングで解析したところ、Dock4は胎生 18日齢 (E18) から発現が認
められ、成体になってもその発現は持続することが明らかになった (Fig. 2-1A)。さらに、
ラットの脳内での Dock4 mRNAの発現分布を明らかにするため、Dock4 mRNAに対する
DIG標識アンチセンス RNAプローブを用いて、生後 20日齢 (P20) のラットの脳切片に
対し in situハイブリダイゼーション解析を行った。すると、大脳において Dock4 mRNAは 
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 海馬のアンモン角 (CA1から CA3領域) の錐体細胞層と歯状回 (DG) の顆粒細胞層に強
い発現が見られた (Fig. 2-1B, D)。また、嗅球の嗅状層 (GL)、僧帽細胞層 (MCL)、顆粒細
胞層 (GCL)、および小脳の内顆粒層 (IGL) でも Dock4 mRNA の発現は確認された (Fig. 
2-1E, F)。一方、対照実験として用いたセンス RNAプローブではシグナルは検出されなか 
 

Fig. 2-2  Dock4の発現は樹状突起形成期に上昇する  
(A) 初代培養海馬ニューロンを培養 0、3、8、14日目 (DIV, days in vitro) に回収し、細胞溶解物を
SDS-PAGE およびイムノブロッテイングを行い、抗 Dock4 抗体および抗 ELMO2 抗体により検出し
た。内部標準として抗β-actin 抗体を用いた。 (B) 初代培養海馬ニューロンを培養 8 日目に固定し、
抗 Dock4 抗体 (green) および抗 MAP2 抗体 (blue) を用いて免疫染色を行った。 細胞の形態はファ
ロイジンによる F-actinの染色 (red) で可視化した。矢頭は樹状突起の分枝点を示す。スケールバー: 
20 µm。 

Fig. 2-1  Dock4は発達期のラットの海馬に強く発現している  
(A) 胎生 16日齢 (E16) から成体までのラットの全脳のホモジネートを、SDS-PAGEおよびイムノブ
ロッテイングを行い、抗 Dock4抗体により検出した。内部標準として抗β-actin抗体を用いた。 (B–F) 
生後 20日齢 (P20) ラットの脳の冠状切片に対してDock4 mRNAに対するアンチセンスプローブ (B, 
D–F) あるいはセンスプローブ (C) を用いて in situハイブリダイゼーションを行った。 (B, C) 大脳 
(Ctx, 大脳皮質; Hip, 海馬)、 (D) 海馬 (CA, アンモン角; DG, 歯状回)、 (E) 嗅球 (GL, 嗅状層; MCL, 
僧帽細胞層; GCL, 顆粒細胞層)、 (F) 小脳 (IGL, 内顆粒層)。スケールバー: (C), 1 mm; (D), 500 µm; (E, 
F), 200 µm。 
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った (Fig. 2-1C)。以上の結果から、Dock4 はラットの脳、特に海馬で強く発現しており、
神経回路の形成や維持に何らかの役割を担っていることが予想される。 
 

初代培養海馬ニューロンにおいて樹状突起形成期に Dock4の発現は増加する  
 続いて、海馬ニューロンの形態形成における Dock4の機能を調べるため、ラットの初代
培養海馬ニューロンを用いて実験を行った。培養海馬ニューロンにおける Dock4の成長に
伴った発現量の変化を、イムノブロッティングにより解析したところ、培養 3日目から 8
日目の間に急激な発現量の上昇が見られた (Fig. 2-2A)。これは、樹状突起の伸展の始まる
stage IIIから stage IVにあたる (Fig. 1-1B)。次に、培養 8日目の海馬ニューロンにおける
Dock4の細胞内局在を調べた。抗 Dock4抗体を用いて免疫細胞染色を行ったところ、細胞
体からMAP2陽性な樹状突起にかけて Dock4のシグナルが認められた (Fig. 2-2B)。特に樹
状突起の分枝点でより強いシグナルが検出された (Fig. 2-2B; 矢頭)。以上の結果から、
Dock4が海馬ニューロンの樹状突起に局在し、樹状突起の形態形成に関与していることが
示唆される。 
 

内在性 Dock4のノックダウンは海馬ニューロンの正常な樹状突起形成を阻害する  
 次に、樹状突起の形態形成における Dock4の関与を調べるため、ショートヘアピン RNA 
(shRNA) を用いた RNA干渉による内在性 Dock4のノックダウンを行った。Dock4 cDNA
の 2つの異なる配列をターゲットとする shRNAを設計したところ、1つは内在性の Dock4
の発現を効果的に抑制したが、もう１つは発現量に影響しなかったので、それぞれ

shDock4#1、shControlとして用いた (Fig. 2-3A)。培養 4日目の海馬ニューロンに EYFPと
shRNA の発現ベクターを導入し、樹状突起の発達が著しい 8 日目に固定し観察した。
shControlを発現させた海馬ニューロンでは、EYFP発現ベクターのみ遺伝子導入したニュ
ーロンと比較して、樹状突起の形態に大きな変化は見られなかった (Fig. 2-3B)。一方、
shDock4#1を発現させた海馬ニューロンでは、樹状突起の分枝が減少した (Fig. 2-3C)。実
際に樹状突起形成への影響を定量的に解析するため、細胞体から伸びる樹状突起の本数  
 

Fig. 2-3  Dock4のノックダウンは正常な樹状突起形成を阻害する  
(A) shRNA発現ベクターを導入した海馬ニューロンを培養 6日目に回収し、細胞溶解物を SDS-PAGE
およびイムノブロッテイングを行い、抗 Dock4 抗体により検出した。内部標準として抗α-tubulin 抗
体を用いた。 (B, C) 培養 4日目の海馬ニューロンに EYFPおよび shRNAの発現ベクターを導入し、
培養 8 日目に固定した。遺伝子導入された細胞は、EYFP の蛍光で形態を観察した。 (D–G) 同様の
条件で、EYFP および shRNA の発現ベクターを導入した海馬ニューロンの樹状突起の形態を定量し
た。それぞれの処理群に対して、3 回の独立した実験から合計 60 個の細胞の画像を取得、解析し、
平均値をグラフ、標準偏差をエラーバーで表した。*P < 0.05; ***P < 0.001 (vs. shControl; Dunnett test)。
スケールバー: 20 µm。 
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(Number of primary dendrite)、樹状突起の分枝の数 (TDBTN, total dendritic branch tip number)、
樹状突起の長さの総計 (Total dendritic length) を測定したところ、Dock4をノックダウンし
たニューロンではいずれも有意に減少していた (Fig. 2-3D–F)。さらに、樹状突起の分枝の
頻度の指標である単位長さあたりの分枝数 (Branching index) も Dock4 をノックダウンし
たニューロンでは低下していた (Fig. 2-3G)。以上の結果から、Dock4が海馬ニューロンの
正常な樹状突起形成に必要であることが示唆された。 
 

海馬ニューロンにおいて Dock4は ELMO2と結合する。  
 Dock4は他の Dockファミリー蛋白質と同様に、DHR-1ドメインと DHR-2ドメインの 2
つの保存された領域を持つ。私の所属する研究室では、Dock4の DHR-2ドメインが、Rho
ファミリーG蛋白質の Rac1と結合し、活性化する GEFドメインであることを明らかにし
た (Fig. 2-4A; Hiramoto et al., 2006)。また、Dock4は N末端側の SH3ドメインを含む領域
で ELMO と結合して複合体を形成し、この ELMO–Dock4 複合体が Rac1 に対する機能的
な GEFとして働くことが明らかになっている (Lu et al., 2005; Hiramoto et al., 2006)。ELMO
は脳では ELMO1と ELMO2の 2つのサブタイプが存在することが報告されているが、発
達期の海馬ニューロンにおいては ELMO2が主に発現している (Katoh et al., 2006a)。初代
培養海馬ニューロンにおける、成長に伴った ELMO2の発現量の変化を、抗 ELMO2抗体
を用いてイムノブロッティングにより解析したところ、Dock4と同様に、培養 3日目から 
 
 

Fig. 2-4  Dock4は ELMO2と複合体を形成している  
(A) Dock4のドメイン構造 (SH3, Src-homology 3 domain; DHR, Dock-homology region; Pro, proline-rich 
region)。数字はアミノ酸配列の番号を示す。 (B) 培養 8 日目の海馬ニューロンの細胞溶解物を、抗
Dock4抗体を用いて免疫沈降を行った後、結合蛋白質を SDS-PAGE、抗 Dock4抗体および抗 ELMO2
抗体によるイムノブロッテイングで検出した。 



 17 

8日目の間に発現量の上昇が見られた (Fig. 2-2A)。また、海馬ニューロンを培養 8日目に
回収し、抗 Dock4抗体による免疫沈降を行ったところ、Dock4と ELMO2の結合が確認さ
れた (Fig. 2-4B)。以上の結果から、Dock4と ELMO2は海馬ニューロンでも複合体を形成
しており、ELMO2–Dock4複合体として樹状突起形成に関与していると考えられる。 
 

Dock4と ELMO2を過剰発現させると樹状突起の分枝が増加する  
 樹状突起形成への Dock4 の関与をさらに詳しく調べるため、培養海馬ニューロンに
Dock4を過剰発現させ、樹状突起の形態を解析した。海馬ニューロンには培養 3日目に遺
伝子導入を行い、培養 7日目に固定、観察した。Dock4の結合分子である ELMO2を単独
で発現させたニューロンでは、樹状突起の形態に大きな変化は見られなかった (Fig. 2-5B)。
しかし、ELMO2 と野生型 Dock4 (Dock4-WT) を共発現させたニューロンでは、樹状突起
に細かい分枝の増加が見られた (Fig. 2-5C)。実際に樹状突起の形態を定量的に解析したと
ころ、樹状突起の本数 (Number of primary dendrites; Fig. 2-5F)、分枝の数 (TDBTN; Fig. 
2-5G)、長さの総計 (Total dendritic length; Fig. 2-5H)、および分枝の頻度 (Branching index; 
Fig. 2-5I) に有意な増加が見られた。Dock4-WTを単独で発現させたニューロンでは、Dock4
の発現が非常に弱く、このような樹状突起の形態の変化はほとんど見られなかった (data 
not shown)。これは、以前に Dock180に関して報告があるように、Dock4が ELMOと結合
していない状態では、ユビキチン化され分解されてしまうためだと考えられる (Makino et 
al., 2006)。以上の結果から、Dock4–ELMO2複合体が海馬ニューロンの樹状突起の分枝を
促進していることが示唆された。 
 

Dock4は Rac1の活性化を介して樹状突起分枝を制御する  
 次に、Dock4による RhoファミリーG蛋白質 Rac1の活性化が、海馬ニューロンの樹状
突起の形態制御に必要であるかを調べるため、Rac1 を活性化できない変異体である
Dock4-AAAを用いて実験を行った (Fig. 2-5A; Hiramoto et al., 2006)。培養海馬ニューロン
に Dock4-AAAと ELMO2を共発現させたところ、Dock4-WTと ELMO2の共発現によって
見られた樹状突起の分枝の増加は見られなかった (Fig. 2-5D)。定量の結果、Dock4-AAA
と ELMO2 を共発現させたニューロンは、Dock4-WT と ELMO2 を共発現させたニューロ
ンと比較して、樹状突起の本数、分枝の数、長さ、分枝の頻度のいずれも有意に減少して

いた (Fig. 2-5F-I)。このことから、Dock4–ELMO2複合体による海馬ニューロンの樹状突起
分枝の制御には、Rac1の活性化が必要であることが示された。 
 

Dock4の C末端側にあるプロリンリッチ領域が樹状突起分枝制御に重要である  
 Dock4は N末端側の ELMO結合領域に含まれる SH3ドメイン、Dockファミリー蛋白質
に共通な DHR-1、DHR-2ドメインの他に、特徴的な機能ドメインとして C末端側にプロ 
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リンリッチな領域を持つ (Fig. 2-4A)。このプロリンリッチ領域が Dock4による樹状突起分
枝の制御に必要であるかを調べるため、プロリンリッチ領域を含む C末端領域を欠損した
Dock4 の変異体 Dock4-ΔC を用いて実験を行った (Fig. 2-5A)。培養海馬ニューロンに
Dock4-ΔCと ELMO2を共発現させたところ、Dock4-WTと ELMO2を共発現させた際に見
られた樹状突起分枝の増加が抑制された (Fig. 2-5E) 。実際に定量を行ったところ、
Dock4-ΔCと ELMO2を共発現させたニューロンは、Dock4-WTと ELMO2を共発現させた
ニューロンに比べ、樹状突起の本数、分枝の数、長さ、分枝の頻度のいずれも低い値を示

した (Fig. 2-5F-I)。この結果から、Dock4 による海馬ニューロンの分枝の増加に、プロリ
ンリッチ領域が関与していることが示唆された。 
 

Fig. 2-5  野生型 Dock4と Dock4変異体の過剰発現による樹状突起形態の変化  
(A) 本研究に用いた Dock4のコンストラクト。数字はアミノ酸配列の番号を示す。 (B–E) 培養 3日
目の海馬ニューロンに EYFPおよび表示された遺伝子の発現ベクターを導入し、培養 7日目に固定し
た。遺伝子導入された細胞は、EYFPの蛍光で形態を観察した。 (F–I) 同様の条件で遺伝子導入した
海馬ニューロンの樹状突起の形態を定量した。それぞれの処理群に対して、3回の独立した実験から
合計 60個の細胞の画像を取得、解析し、平均値をグラフ、標準偏差をエラーバーで表した。*P < 0.05; 
***P < 0.001 (vs. shControl; Dunnett test)。スケールバー: 20 µm。 
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２－２ 考察  
 

 Rhoファミリー低分子量 G蛋白質は、細胞骨格の制御を行うことでニューロンの形態変
化に重要な役割を担っている。初代培養ニューロンを用いた研究によって、Rhoファミリ
ーG蛋白質の、樹状突起の形成を含めたニューロンの形態制御における役割が明らかにさ
れてきた (Van Aelst and Cline, 2004; Govek et al., 2005, Negishi and Katoh, 2005)。本章で私は、
Rac活性化因子である Dock4が海馬ニューロンに強く発現しており、Racの活性化を介し
て樹状突起の発達を促進的に制御していることを明らかにした。Dock4と ELMO2を過剰
発現させることで、培養海馬ニューロンの樹状突起の分枝は増加し、逆に、内在性の Dock4
をノックダウンすることで樹状突起の正常な発達、分枝形成は阻害された。これらの結果

は、海馬ニューロンの樹状突起の形態形成期における、Dock4による新たな Racの活性調
節機構を示唆するものである。 
 ニューロンの成長に伴う発現量の変化を調べた研究から、Dock4は樹状突起形成の始ま
る時期 (stage IV) から発現が上昇し、樹状突起の成熟やシナプス形成の行われる発達後期 
(stage V)、さらにその後も発現が持続していることが確認された。このことから、Dock4
は樹状突起の形態形成の制御、シナプス形成や樹状突起スパイン形成の制御、さらには形

成された神経回路の維持などにも関わっていることが予測される。そこで本章では樹状突

起形成期における Dock4 の機能に焦点をあて研究を進めた。シナプス形成期における
Dock4の機能については、第３章で報告している。また、脳での発現分布を調べた実験に
おいて、Dock4は嗅球や小脳でも発現が確認された。このことから、海馬以外のこれらの
領域のニューロンにおいても、Dock4は形態形成に関与していることが考えられる。 
 これまで Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質の GEF としては、DH-PH ドメイン (Dbl 
homology-pleckstrin homology tandem domain) を持つ、Dblファミリー蛋白質が知られてき
た。ところが近年、Dock180 を代表とする DH-PH ドメインを持たない GEF ファミリー、
Dockファミリー蛋白質が同定された (Brugnera et al., 2002; Meller et al., 2002; Côté and 
Vuori, 2002)。Dockファミリー蛋白質は DH-PHドメインの代わりに DHR-2ドメインを持
っており、この DHR-2ドメインが RhoファミリーG蛋白質に対して GEF活性を示すこと
が知られている。これまでの研究で、Dock4は in vitroで Racと直接結合し活性化する GEF
であるということが報告されてきた (Lu et al., 2005; Hiramoto et al., 2006)。本研究では、野
生型の Dock4と ELMO2を過剰発現させることで樹状突起の発達が促進されるが、一方で、
DHR-2ドメインに変異を入れ、Racに対する GEF活性をなくした Dock4-AAA変異体では
樹状突起の発達を促進しないことを明らかにした。このことは、Dock4が Racの活性化を
介して、海馬ニューロンの樹状突起の形態制御を行っていることを示唆するものである。

これまでの初代培養ニューロンを用いた研究から、Racは樹状突起の発達に促進的に働く
ことが言われてきた。優性阻害型の Rac1 は、樹状突起の伸長や分枝を著しく減少させ、
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逆に Rac1 の活性を高めることで、樹状突起の伸長や分枝は促進される (Threadgill et al., 
1997; Li et al., 2000; Wong et al., 2000; Hayashi et al., 2002; Sin et al., 2002; Rosso et al., 2005)。
Rac1は活性化されるとアクチン重合を引き起こし、ラメリポディアを形成する (Jaffe and 
Hall, 2005)。アクチン骨格制御に関わる Racの下流シグナルとしては、Arp2/3複合体を活
性化する IRSp53 (insulin receptor substrate p53)–WAVE2 (WASP family Verprolin-homologous 
protein) シグナル経路が知られている (Takenawa and Miki, 2001)。Arp2/3複合体は活性化
されると、アクチン重合およびアクチンフィラメントの分枝化を促進し、ラメリポディア

を形成する (Welch and Mullins, 2002; Pollard and Borisy, 2003)。また別の下流シグナルとし
て、cofilinをリン酸化する PAK (p21-activated kinase)– LIM kinaseも知られている (Bokoch, 
2000)。Cofilin はアクチンフィラメントの脱重合を行うが、リン酸化されると活性が阻害
され、結果としてアクチン重合が促進される (Arber et al., 1998; Yang et al., 1998; Edwards et 
al., 1999)。また PAKは、微小管を不安定化する分子である stathminをリン酸化し阻害する
ことで、微小管の再構築も制御する (Daub et al., 2001; Wittmann et al., 2003)。以上のことか
ら、Dock4によって活性化された Racが、アクチンフィラメントや微小管を制御し細胞骨
格の再構築を行うことで、樹状突起の発達に関与していることが考えられる。 
 本研究で私は、培養海馬ニューロン樹状突起の形成、発達が進む stage IVにおいて、Dock4
が ELMO2と複合体を形成していることを明らかにした。ELMOは Dock180の結合蛋白質
として同定された分子であり、近年の研究から Dock180 による Rac の活性化には ELMO
との結合が必要であるということが報告されている (Gumienny et al., 2001; Brugnera et al., 
2002; Grimsley et al., 2004; Lu et al., 2004; Lu et al., 2005)。Dock180と同様に、Dock4による
Racの活性化や細胞運動の促進にも ELMOとの結合は必要である (Hiramoto et al., 2006)。
このことから、本研究の培養海馬ニューロンにおいても、Dock4は ELMO2と複合体を形
成することで樹状突起の分枝を促進していると考えられる。また、私の所属する研究室で

は以前に、Dock180、Dock4の結合分子である ELMOが RhoファミリーG蛋白質の 1つで
あるRhoGのエフェクターであることを明らかにした (Katoh and Negishi, 2003; Hiramoto et 
al., 2006)。活性型である GTP結合型 RhoGは ELMOと直接結合し複合体を形成すること
で、ELMO–Dock180複合体を細胞質から細胞膜へと移動させ、そこで Racを活性化させる。
よって RhoGは、Dock180がアポトーシス細胞の貪食や細胞移動などの機能を発揮する上
で、重要な上流因子であると言える  (deBakker et al., 2004; Katoh et al., 2006b; 
Tosello-Trampont et al., 2007)。活性型の RhoGは ELMO–Dock4複合体に対しても細胞質か
ら細胞膜への移行を行い、細胞運動やがん細胞の浸潤を促進することが報告されているの

で (Hiramoto et al., 2006; Fig. 1-4)、本研究の Dock4による樹状突起の制御にも RhoGが上
流因子として関与していることが考えられる。実際に近年、RhoG–ELMO–Dock180シグナ
ルによるRacの活性化が海馬ニューロン樹状突起の形態形成に関与しているということが
報告された (Franke et al., 2012)。また、RhoG–ELMO–Dock3シグナルによる Racの活性化
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が PC12細胞の神経突起伸長を促進するということも報告された (Namekata et al., 2012)。
しかし私は、培養した海馬ニューロンにおいて、内在性の RhoG蛋白質を検出することが
できなかった (data not shown)。また、私の所属する研究室では以前に、発達期のラットの
脳では RhoGがニューロンではなくオリゴデンドロサイトに主に発現していることを報告
している (Ishikawa et al., 2002)。本研究での Dock4による樹状突起形成の上流に RhoGが
関与しているかどうかは、さらに調査していく必要がある。 
 Dock4は、Dockファミリー蛋白質に共通の DHR-1、DHR-2ドメイン、N末端側の ELMO
結合領域に含まれる SH3ドメインの他に、C末端側に特徴的な機能ドメインとしてプロリ
ンリッチな領域を持つ (Fig2-4A)。本研究では、野生型 Dock4 と ELMO2 の共発現によっ
て樹状突起の分枝が増加したが、C 末端領域を欠損した Dock4 変異体では野生型 Dock4
と比較して樹状突起の分枝の増加は少なかった。この結果から、Dock4による樹状突起の
形態形成制御にプロリンリッチ領域が重要な役割を担っていると考えられる。これまでの

報告から、Dock4のプロリンリッチ領域には、アダプター蛋白質の Crkが結合することが
知られている (Yajnik et al., 2003)。 Crkファミリーに属する蛋白質は、成長因子やインテ
グリンなどの様々な細胞外からの刺激に対して、p130Cas などと複合体を形成することで
細胞内にシグナルを伝達する分子である (Feller, 2001)。Crkファミリー蛋白質は、細胞の
形態変化や運動性などに関与していることが知られており、樹状突起の発達を含めたニュ

ーロンの形態制御にも関わっている (Matsuki et al., 2008)。このことから、Dock4による樹
状突起の形態制御に Crkとの結合が関与している可能性もある。一方で、Crkは Dock180
ともプロリンリッチ領域を介して結合することが知られているが (Hasegawa et al., 1996)、
Dock180 と ELMO2 を共発現させても、樹状突起の形態に大きな変化は見られなかった 
(data not shown)。Dock4は Dock180とドメイン構造が似ており、共通するシグナル伝達経
路も多く持つが、このような表現系の違いから、Dock4特異的なシグナル経路の存在が考
えられる。そのため、Dock4の新規結合分子の探索を行い、樹状突起形態制御へのその他
の分子の関与も検討していかなければならない。 
 まとめとして本章では、Dock4 が Rac1 の活性化を介して海馬ニューロンの樹状突起の
発達を制御していることを明らかにした。今後は、上流のシグナル伝達経路や、他の Rac
の活性調節因子との制御機構の違いを明らかにしていくことで、複雑な神経回路形成にお

ける時間的、空間的な Racの活性調節が明らかになると考えられる。 
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第３章（第２部）  
Rac 活性化因子 Dock4 による  

海馬ニューロン樹状突起スパイン形成の制御  
 

３－１ 結果  
 

Dock4はシナプス形成期に樹状突起スパインに強く局在している  
 始めに、海馬ニューロンのシナプス形成期における Dock4の細胞内局在を調べた。生後
20 日齢 (P20) のラットの脳切片に対し、抗 Dock4 抗体を用いて免疫組織染色を行ったと
ころ、海馬において、アンモン角の錐体細胞および歯状回の顆粒細胞に強いシグナルが認

められた (Fig. 3-1A)。これは Dock4 mRNAの発現分布と一致する (Fig. 2-1B)。CA1領域
の錐体細胞に注目すると、樹状突起のマーカーであるMAP2のシグナルに沿って、点状に
Dock4のシグナルが認められた (Fig. 3-1B, C)。さらに詳しく Dock4の細胞内局在を調べる
ため、培養 15日目の海馬ニューロンに対し、抗 Dock4抗体を用いて免疫細胞染色を行っ
たところ、細胞体から樹状突起にかけて Dock4のシグナルが認められた (Fig. 3-2A)。樹状
突起を高倍率で観察すると、Dock4 は F-actin やポストシナプスのマーカーである PSD95
と共局在していることがわかった (Fig. 3-2B, C; 矢頭)。一方で、Dock4はプレシナプスの
マーカーである synaptophysinとは共局在せず、隣接したシグナルが認められた (Fig. 3-2D; 
 

Fig. 3-1  Dock4はシナプス形成期の海馬ニューロンに発現している  
(A) 生後 20日齢 (P20) ラットの脳の冠状切片に対し、抗 Dock4抗体および抗 MAP2抗体を用いて免
疫組織染色を行った。F-actinはファロイジン染色によって可視化した。 (B) CA1領域の錐体細胞。 (C) 
CA1領域の錐体細胞の樹状突起。CA, アンモン角; DG, 歯状回; H, 門; SO, 上行層; SR, 放射層; SL, 
網状層; SM, 分子層; SP, 錐体細胞層。スケールバー: (A), 100 µm; (B), 20 µm; (C), 5 µm。 
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矢頭)。実際に水色の線に沿った蛍光強度の解析したところ、Dock4のシグナルのピークは
F-actin や PSD95 のシグナルのピークと重なったが、synaptophysin のシグナルのピークは
重ならなかった (Fig. 3-2D–F)。以上の結果から、シナプス形成期の海馬ニューロンにおい
て、Dock4はシナプス後部構造体である樹状突起スパインに強く局在していることが明ら
かになった。 
 

Fig. 3-2  Dock4は樹状突起スパインに強く局在している  
(A–D) 初代培養海馬ニューロンを培養 15日目に固定し、抗 Dock4抗体、抗 MAP2抗体 (樹状突起マ
ーカー)、抗 PSD95抗体 (ポストシナプスマーカー)、抗 synaptophysin抗体 (プレシナプスマーカー) を
用いて免疫染色を行った。F-actinはファロイジン染色によって可視化した。黄色の矢頭は (B) Dock4
と F-actin、(C) Dock4と PSD95が共局在している場所を指している。スケールバー: (A), 20 µm; (B–D), 
5 µm。(E–G) それぞれ B–Dの染色における水色のライン上の蛍光強度を定量し、グラフに表した。 
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内在性 Dock4のノックダウンは樹状突起スパインの形成を阻害する  
 次に、樹状突起スパインに局在する Dock4 の生理的機能を解析するため、shRNA を用
いた内在性 Dock4のノックダウンを行った。第２章で用いた shRNAに加え、新たに Dock4
の異なる配列をターゲットとする shRNA (shDock4#2) を作製した。これらの shRNAの有
効性を検証するため、HEK293T細胞に Flagタグを付加した Dock4と共発現させ、イムノ
ブロッティングにより確認した。shDock4#1、shDock4#2 は、ともに Dock4 の発現を効果
的に抑制するが、shControlは Dock4の発現に影響を与えないが確かめられた (Fig. 3-3A)。
抗 Dock4抗体を用いた免疫細胞染色の結果から、培養海馬ニューロンの内在性 Dock4の発
現に対しても、同様の効果が確認された (Fig. 3-3B)。これらの shRNAと EYFPの発現ベ
クターを培養 11日目の海馬ニューロンに導入し、樹状突起スパイン形成の顕著な 15日目
に固定し形態を観察した。shControlを発現させた海馬ニューロンでは、EYFP発現ベクタ
ーのみ遺伝子導入したニューロンと比較して、樹状突起スパインの形成に大きな変化は見

られなかった (Fig. 3-3C, D)。一方で、shDock4#1、shDock4#2を発現させた海馬ニューロ
ンでは、樹状突起スパインの数が減少した (Fig. 3-3E, F)。実際に樹状突起上のスパインの
密度を定量したところ、Dock4をノックダウンしたニューロンではどちらも有意に減少し
ていた (Fig. 3-3G)。マッシュルーム型のスパイン頭部を持たない樹状突起フィロポディア
は、樹状突起スパインの前駆体であると考えられているが (Yuste and Bonhoeffer, 2004)、
フィロポディアの密度においても、shDock4#1 では有意に減少し、shDock4#2 でも減少の
傾向が見られた (Fig. 3-3G)。以上の結果から、Dock4が海馬ニューロンの樹状突起スパイ
ンの形成に必要であることが示唆された。 
 

Dock4は Rac1の活性化を介して樹状突起スパイン形成を制御する  
 さらに樹状突起スパイン形成における Dock4の機能を詳しく調べるため、shDock4#1の
ターゲット配列にサイレント変異を入れた、Dock4の RNA干渉耐性変異体 (Dock4-res) を
作製した (Fig. 3-4A)。HEK293T細胞に shDock4#1と Flagタグを付加した Dock4-resを共
発現させ、イムノブロッティングを行ったところ、shDock4#1によってノックダウンされ
ないことが確認された (Fig. 3-3A)。また、海馬ニューロンでの免疫細胞染色の結果から、
Dock4-resを共発現させることで shDock4#1による Dock4の発現の減少が回復することも
確認された (Fig. 3-4B)。培養海馬ニューロンに shDock4#1 と野生型 Dock4-res 
(Dock4-res-WT) を導入し、形態を観察したところ、shDock4#1による樹状突起スパインの
減少がコントロールと同程度まで回復した (Fig. 3-4C–E, H)。この結果から、shDock4#1に
よる樹状突起スパインの減少が、オフターゲットの効果である可能性が否定された。 
 続いて、Rac に対する GEF 活性をなくした Dock4-res の変異体 (Dock4-res-AAA; Fig. 
2-5A) を shDock4#1と共発現させ、形態を観察したところ、shDock4#1による樹状突起ス
パインの減少は回復しなかった (Fig. 3-4F, H)。このことから、樹状突起スパインの形成に 
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Fig. 3-3  Dock4のノックダウンは樹状突起スパイン形成を阻害する  
(A) Flag-Dock4 および shRNA 発現ベクターを導入した HEK293T 細胞を回収し、細胞溶解物を
SDS-PAGE およびイムノブロッテイングを行い、抗 Flag 抗体により検出した。内部標準として抗
α-tubulin 抗体を用いた。 (B) 海馬ニューロンを培養 11 日目に EGFP および shRNA の発現ベクター
を導入、培養 15日目に固定し、抗 Dock4抗体を用いて免疫細胞染色を行った。スケールバー: 20 µm。 
(C–F) 培養 11日目の海馬ニューロンに EYFPおよび shRNA の発現ベクターを導入し、培養 15 日目
に固定した。遺伝子導入された細胞は、EYFPの蛍光で形態を観察した。スケールバー: 5 µm。(G) 同
様の条件で、EYFP および shRNA の発現ベクターを導入した海馬ニューロンの樹状突起スパインお
よびフィロポディアの密度を定量した。それぞれの処理群に対して、3回の独立した実験から合計 45
個の細胞の画像を取得、解析し、平均値をグラフ、標準偏差をエラーバーで表した。*P < 0.05; ***P 
< 0.001 (vs. shControl; Tukey’s test)。 
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Fig. 3-4  Dock4による樹状突起スパイン形成の制御には Racへの GEF活性およびプロリンリ
ッチ領域が重要である  
(A) shDock4#1のターゲット配列に対する RNA干渉耐性変異体 (Dock4-res) のサイレント変異。数字
はアミノ酸配列の番号を示す。 (B) 海馬ニューロンを培養 11 日目に EGFP、 shDock4#1、および
Dock4-res の発現ベクターを導入、培養 15 日目に固定し、抗 Dock4 抗体を用いて免疫細胞染色を行
った。スケールバー: 20 µm。 (C–G) 培養 11日目の海馬ニューロンに EYFPと共に表記の発現ベク
ターを導入し、培養 15日目に固定した。遺伝子導入された細胞は、EYFPの蛍光で形態を観察した。
スケールバー: 5 µm。(H) 同様の条件で、EYFPおよび表記の発現ベクターを導入した海馬ニューロ
ンの樹状突起スパインおよびフィロポディアの密度を定量した。それぞれの処理群に対して、3回の
独立した実験から合計 45個の細胞の画像を取得、解析し、平均値をグラフ、標準偏差をエラーバー
で表した。*P < 0.05; ***P < 0.001 (vs. shControl), ###P < 0.001 (vs. shDock4#1; Tukey’s test)。 
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は、Dock4による Rac1の活性化が必要であることが示された。 
 

Dock4のプロリンリッチ領域が樹状突起スパイン形成に重要である  
 さらに Dock4によるスパイン形成の制御機構を明らかにするため、プロリンリッチ領域
を含む C末端領域を欠損した Dock4-resの変異体 (Dock4-res-ΔC; Fig. 2-5A) を shDock4#1
と共発現させ、形態を観察した。その結果、Dock4ノックダウンによる樹状突起スパイン
の減少は回復しなかったが、樹状突起フィロポディアが有意に増加した (Fig. 3-4G, H)。こ
のことから、Dock4による樹状突起スパインの形成制御に、プロリンリッチ領域が重要な
役割を果たしていることが示唆された。 
 

Dock4はプロリンリッチ領域でアクチン重合制御分子 cortactinと結合する  
 Dock4の機能にプロリンリッチ領域が重要であることがわかったので、プロリンリッチ
領域に結合する蛋白質を探索した。Dock4のプロリンリッチ領域を含む C末端領域 (アミ
ノ酸配列 1602–1978 番目) をベイト蛋白質として、成体ラットの cDNA ライブラリから、
酵母 two-hybrid法を用いて結合蛋白質を探索したところ、いくつかの結合候補分子が得ら
れた。その中の一つで、アクチン結合分子として知られる cortactinの SH3ドメインを含む
C末端側のフラグメント(アミノ酸配列 403–546番目、cortactin-CT; Fig. 3-5A) に着目した。
Cortactin はアクチンの重合や安定化を制御する分子としてよく知られており (Wu and 
Parsons, 1993; Uruno et al., 2001; Weaver et al., 2001)、ニューロンでも樹状突起スパイン形成
に関与することも報告されている (Hering and Sheng, 2003)。Dock4と cortactinの結合を確
認するため、野生型 cortactinおよび cortactin変異体のGST融合蛋白質を作製し (Fig. 3-5A)、
プルダウンアッセイにより Flag-Dock4 との結合を調べたところ、野生型 cortactin 
(cortactin-WT) および cortactinの SH3ドメイン (cortactin-SH3) は結合が見られた。一方で、
SH3ドメインを欠損した cortactin (cortactin-ΔSH3)、および SH3ドメインに変異を入れプロ
リンリッチ領域を持つ蛋白質との結合をなくした変異体 (cortactin-W525K; Kinley et al., 
2003) とは結合しなかった (Fig. 3-5B)。以上の結果から、Dock4のプロリンリッチ領域が
cortactinの SH3ドメインと結合することがわかった。 
 これまでの研究から、Dock4は Dockファミリー蛋白質のメンバーの一つである Dock180
と共通のシグナル伝達経路を持っており、共に Rac に対する GEF として働くなど、共通
した機能も持つことが知られている (Katoh and Negishi, 2003; Katoh et al., 2006b; Hiramoto 
et al., 2006)。またドメイン構造も似ており、共に C末端側にプロリンリッチ領域を持って
いる (Fig. 1-3B)。そこで、Dock180も Dock4と同様に cortactinと結合するのかを調べた。
Flag-Dock4または Flag-Dock180を、HA-ELMO2およびMyc-cortactin-CTと共に HEK293T
細胞に発現させ、抗Myc抗体で免疫沈降を行ったところ、cortactinはDock4とのみ結合し、
Dock180とは結合しないことがわかった (Fig. 3-5C)。このことは、以前に報告がある 
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Fig. 3-5  Dock4はアクチン重合制御分子 cortactinと結合する  
(A) 本研究に用いた cortactinのコンストラクト (NTA, N-terminal acidic region; Repeat, tandem repeat of 
37-amino acid actin-binding domain; α-heli, α-helical region)。数字はアミノ酸配列の番号を示す。 (B) 
Flag-Dock4を発現させた HEK293T細胞の細胞溶解物に対し、GST融合蛋白質でプルダウンアッセイ
を行った。結合蛋白質は抗 Flag抗体によるイムノブロッティングで検出した。 (C) HEK293T細胞に
表記の発現ベクターを導入し、細胞溶解物に対し、抗 Myc 抗体による免疫沈降を行った。結合蛋白
質は表記のタグに対する抗体によるイムノブロッティングで検出した。 (D) 培養 16日目の海馬ニュ
ーロンの細胞溶解物を、抗 Dock4 抗体を用いて免疫沈降を行った後、結合蛋白質を SDS-PAGE、抗
Dock4抗体および抗 cortactin抗体によるイムノブロッテイングで検出した。 (E) 培養 15日目の海馬
ニューロンを固定後、抗 Dock4 抗体および抗 cortactin 抗体を用いて免疫細胞染色を行った。黄色の
矢頭は Dock4と cortactinが共局在している場所を指している。スケールバー: 5 µm 
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Fig. 3-6  Dock4による樹状突起スパイン形成の制御には cortactinが必要である  
(A) Myc-cortactin および shRNA 発現ベクターを導入した HEK293T 細胞を回収し、細胞溶解物を
SDS-PAGE およびイムノブロッテイングを行い、抗 Myc 抗体により検出した。内部標準として抗
α-tubulin 抗体を用いた。 (B) 海馬ニューロンを培養 11 日目に EGFP および shRNA の発現ベクター
を導入、培養 15日目に固定し、抗 cortactin抗体を用いて免疫細胞染色を行った。スケールバー: 20 µm。  
(C–F) 培養 11日目の海馬ニューロンに EYFPと共に表記の発現ベクターを導入し、培養 15日目に固
定した。遺伝子導入された細胞は、EYFPの蛍光で形態を観察した。スケールバー: 5 µm。(G) 同様
の条件で、EYFPおよび表記の発現ベクターを導入した海馬ニューロンの樹状突起スパインおよびフ
ィロポディアの密度を定量した。それぞれの処理群に対して、3 回の独立した実験から合計 45 個の
細胞の画像を取得、解析し、平均値をグラフ、標準偏差をエラーバーで表した。***P < 0.001 (vs. 
shControl), ###P < 0.001 (vs. shCTTN + ELMO2 + Dock4 ; Tukey’s test)。 
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cortactinの SH3ドメインに結合する蛋白質に共通のアミノ酸配列 (+PPXPPXKP; Sparks et 
al., 1996) を、Dock ファミリーの中で Dock4 のみが持つ (アミノ酸配列 1796–1803: 
SPPVPPRP) こととも一致する。 
 続いて、海馬ニューロンにおいても Dock4 と cortactin が結合するのかを調べた。培養
16 日目の海馬ニューロンを回収し、抗 Dock4 抗体で免疫沈降を行ったところ、内在性の
Dock4と cortactinの結合も確認された (Fig. 3-5D)。さらに、培養 15日目の海馬ニューロ
ンに対して免疫細胞染色を行ったところ、cortactin は以前にも報告のあるように、樹状突
起スパインに強く局在しており (Hering and Sheng, 2003)、Dock4とも共局在していること
が確認された (Fig. 3-5E)。これらの結果から、Dock4と cortactinとの相互作用が、樹状突
起スパインの形成に重要な働きを担っていることが考えられる。 
 

Dock4による樹状突起スパイン形成の制御に cortactinは必要である  
 Dock4による樹状突起スパイン形成の制御に cortactinが関与しているかどうかを調べる
ため、cortactinを効果的にノックダウンする shRNA (shCTTN) を作製した (Fig. 3-6A, B)。
培養 11日目の海馬ニューロンに shRNAと EYFPの発現ベクターを導入し、15日目に固定
し形態を観察したところ、shCTTNを発現させた海馬ニューロンでは、shControlと比較し
て、樹状突起スパインが有意に減少した (Fig. 3-6C, D, G)。続いて、Dock4を過剰発現さ
せた時のスパイン形成への影響を見た。Dock4と ELMO2を、shControlと共発現させたニ
ューロンでは、樹状突起スパインが有意に増加した (Fig. 3-6E, G)。一方で、shCTTN を
Dock4および ELMO2と共発現させたニューロンでは、Dock4の過剰発現で見られたよう
な樹状突起スパインの増加は見られず、代わりに樹状突起フィロポディアの増加が認めら

れた (Fig. 3-6E, G)。これは、Dock4をノックダウンしたニューロンに、Dock4-res-ΔCを発
現させた際の表現系 (Fig. 3-4G) と類似している。これらの結果から、cortactinとの結合が
Dock4による樹状突起スパインの形成制御に必要であることが示唆された。 
 

Dock4のプロリンリッチ領域がスパインへの局在に重要である  
 さらに Dock4のプロリンリッチ領域の機能を解析するため、Dock4-WTと Dock4-ΔCの
細胞内局在を調べた。培養 14 日目の海馬ニューロンに、Flag-Dock4-WT または
Flag-Dock4-ΔCを発現させ、15日目に固定し、抗 Flag抗体による免疫細胞染色で局在を明
らかにした。その結果、Flag-Dock4-WTは内在性の Dock4と同様に樹状突起スパインに強
い局在が見られたが、Flag-Dock4-ΔCはスパインへの局在が見られなかった (Fig. 3-7A, B)。
樹状突起のシャフト部分とスパインの頭部での Flag 染色の蛍光強度の比 (spine/shaft 
fluorescence intensity ratio) を定量した結果からも、Dock4-WTは樹状突起スパインに強く
局在しているが、Dock4-ΔC ではこの局在が失われていることが確認された (Fig. 3-7C)。
以上の結果から、プロリンリッチ領域が Dock4の樹状突起スパインへの局在に必要であり、
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この局在がスパイン形成に重要であることが示唆された。 
 
 

Fig. 3-7  Dock4の樹状突起スパインへの局在にプロリンリッチ領域が必要である  
(A, B) 培養14日目の海馬ニューロンにEGFPと共に、ELMO2とFlag-Dock4-WTまたはFlag-Dock4-ΔC
を導入し、培養 15日目に固定した。その後、抗 Flag抗体を用いて免疫細胞染色を行った。スケール
バー: 5 µm。(C) 同様の条件で、取得した画像のスパイン頭部と樹状突起シャフト部分の Flag染色の
蛍光強度の平均値の比を定量した。それぞれの処理群に対して、合計 10個の細胞から Dock4-WTに
ついては 372個のスパイン、Dock4-ΔCについては 270個のスパインを解析し、平均値をグラフ、標
準偏差をエラーバーで表した。***P < 0.001 (Student’s t test)。 
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３－２ 考察  
 

 樹状突起スパインは中枢神経系の興奮性ニューロン樹状突起のシナプス後部に見られ

るアクチンリッチな構造体であり、アクチン骨格の制御は樹状突起スパインの形成や可塑

性に非常に重要であることが知られている (Harris and Kater, 1994; Fischer et al., 1998)。Rho
ファミリー低分子量 G蛋白質 Racは、アクチン骨格の制御を主とした細胞内シグナル伝達
における分子スイッチとして働くことが知られており (Hall, 1998)、樹状突起スパインの
形態形成においても重要な役割を担っている (Nakayama et al., 2000; Tashiro et al., 2000)。
本章で私は、海馬ニューロンの発達後期であるシナプス形成期において、Racの活性化因
子である Dock4が樹状突起スパインに強く局在しており、Racを活性化することでスパイ
ン形成を促進的に制御していることを明らかにした (Fig. 3-8)。内在性の Dock4をノック
ダウンすることで、樹状突起スパイン形成は阻害され、逆に Dock4と ELMO2を過剰発現
させることで、スパインの数が増加した。また、Dock4の新規結合分子として、アクチン
重合制御分子である cortactinを同定し、Dock4と cortactinの結合が樹状突起スパインの形
成に重要であることも明らかにした。これらの結果は、海馬ニューロンのシナプス形成期

での、Dock4の新たな機能を明らかにしたものであり、樹状突起スパイン形成における Rac
の新しい活性調節機構を示唆するものである。 
 
 

Fig. 3-8  Dock4による樹状突起スパイン形成制御のモデル図  
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 近年の研究から、複数の Rac に対する GEF が樹状突起スパインに局在し、スパイン形
成に関与していることが報告されている (Tolias et al., 2011)。代表的なものとしては、
Kalirin-7、Tiam1、βPIXが挙げられる。Kalirin-7と Tiam1はそれぞれ NMDA型グルタミン
酸受容体の異なるサブユニットと結合しており、グルタミン酸刺激が入ると CaMKII 
(calcium/calmodulin-dependent kinase II) によってリン酸化され、Racに対する GEF活性が
上昇する (Xie et al., 2007; Tolias et al., 2005)。さらに Kalirin-7と Tiam1は ephrinBのリガン
ド刺激を受けた EphB受容体と結合することで、ポストシナプス領域へと移行し Racを活
性化する (Penzes et al., 2003; Tolias et al., 2007)。βPIXは GIT1 (G-protein-coupled receptor 
kinase-interacting protein 1) と結合することでポストシナプス領域に局在し、CaMKIによっ
てリン酸化されることでRacに対するGEF活性が上昇する (Zhang et al., 2003; Saneyoshi et 
al., 2008)。いずれの GEFも、NMDA型グルタミン酸受容体と直接、または間接的に結合
していることから、樹状突起スパインの中でも PSD (postsynaptic density) 領域に局在して
いると考えられ、またグルタミン酸刺激によって GEF 活性が調節される。一方、本研究
で Racの GEFである Dock4が、樹状突起スパインでアクチン結合蛋白質の cortactinと結
合し、Rac の活性化を介してスパイン形成を制御していることを明らかにした。Cortactin
は PSD蛋白質の一つである Shankと結合することが知られているが (Naisbitt et al., 1999)、
cortactinの Dock4および Shankとの結合領域 (SH3ドメイン) が競合すること、また、電
子顕微鏡による局在の解析から、大部分の cortactinがスパイン内で PSD領域ではなく、ア
クチンリッチなスパインの中心部に局在しているという報告があることから (Racz and 
Weinberg, 2004)、Dock4もアクチンリッチなスパイン中心部に局在している可能性が高い。
このことから、Dock4は樹状突起スパイン内でも他の GEFとは異なる局在をしており、空
間的に多彩な Rac の活性制御を可能にしていると考えられる。リン酸化による GEF 活性
の変化など、細胞外刺激に伴う活性調節機構が存在するのかは、引き続き調査していく必

要がある。 
 Cortactinは N末端側の NTA (N-terminal acidic region) ドメインで Arp2/3複合体と、中心
部のタンデムリピート領域でアクチンフィラメントと結合し、アクチンの重合や分枝の促

進、安定化などに関わっていることが知られている (Weed et al., 2000; Uruno et al., 2001; 
Weaver et al., 2001)。また、cortactinは樹状突起スパインでもアクチンフィラメントと共局
在し、スパイン形成に促進的に働いていることが報告されている (Hering and Sheng, 2003; 
Chen and Hsueh, 2012)。本研究では、Dock4も樹状突起スパインでアクチンフィラメント
および cortactinと共局在しており、Dock4によるスパイン形成には cortactinが必要である
ことを明らかにした。Dock4 は C 末端側のプロリンリッチ領域で cortactin の SH3 ドメイ
ンと結合するが、この C末端領域を欠損した Dock4の変異体は、樹状突起スパインに局在
できなかった。この結果から、Dock4は cortactinと結合することでスパインに局在してい
ると考えられる。これまでの研究から、cortactinは SH3ドメインを介して N-WASP、WIP、
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Fgd1、ZO-1、Dynaminといった様々なシグナル分子と結合し、細胞運動、細胞接着、エン
ドサイトーシスなどの多様な細胞機能に関与していることが報告されている (Daly, 2004; 
Ammer and Weed, 2008; Kirkbride et al., 2011)。このことから、cortactinはこれらのシグナル
分子において、アクチン骨格への足場蛋白質として働いていると考えることができ、Dock4
の樹状突起スパインへの局在も、cortactinが制御していると考えられる。また逆に、cortactin
の細胞内局在が Racの活性によって制御されるという報告もある (Weed et al., 1998)。これ
らをまとめると、Dock4は cortactinとの結合によって、アクチンリッチな樹状突起スパイ
ンへと移動し、Racを活性化することでさらなるアクチン重合を促進し、新たに重合した
アクチン骨格へさらに cortactinおよび Dock4が移動するという、ポジティブフィードバッ
ク機構が存在すると推測できる。樹状突起スパインにおけるアクチン重合と、Dock4およ
び cortactinの局在の経時的な変化についてはさらなる調査が必要である。 
 また、第２章において、Dock4による樹状突起の形態形成にもプロリンリッチ領域が重
要な役割を担っていることを明らかにしたが、この樹状突起形成期の制御にも cortactinが
関与している可能性が考えられる。実際に cortactinは神経突起の分枝に関与していること
も報告されている (Mingorance-Le Meur and O’Connor, 2009)。樹状突起形成期の Dock4の
機能に、cortactinとの結合が必要であるかも、今後調査していく必要がある。 
 シナプス形成期の樹状突起に見られるマッシュルーム型のスパイン頭部を持たない細

長い突起は、樹状突起フィロポディアと呼ばれ、シナプス接続の形成に重要な、樹状突起

スパインの前駆体であると考えられている (Ziv and Smith, 1996; Yuste and Bonhoeffer, 
2004)。本研究では、cortactinとの結合領域を欠損した Dock4の変異体の発現や、cortactin
非存在下での Dock4の過剰発現によって、樹状突起スパインの減少と樹状突起フィロポデ
ィアの増加が見られた。この結果から Dock4と cortactinの相互作用が、スパインの成熟、
もしくは成熟したスパインの維持に必要であることが示唆される。これは、Dock4との結
合領域である SH3ドメインを欠損した cortactinの変異体を発現させると、樹状突起スパイ
ンには局在できるものの、スパイン頭部が小さくなるという報告からも支持される 
(Hering and Sheng, 2003)。一方で、Dock4と cortactinの相互作用がなくても樹状突起フィロ
ポディアは形成されることから、Dock4は cortactin非依存的にシナプス接続の新生に関与
している可能性もある。樹状突起スパインの形態形成のどの段階で Dock4が機能している
か、また他の Racの GEFとの使い分けを明らかにしていくことが、Racの時間的な活性制
御を理解していく上での今後の課題である。 
 近年行われている、ゲノムワイド相関解析の結果から、DOCK4 遺伝子が自閉症、失読

症、統合失調症といった神経発達障害の感受性遺伝子である可能性が報告されている 
(Maestrini et al., 2010; Pagnamenta et al., 2010; Alkelai et al., 2012)。これらの疾患は、いずれ
も発達期における神経回路形成の異常が関係していると考えられている (Penzes et al., 
2011)。自閉症は、視覚的に目立った特徴が見られることは少なく、対人相互反応の障害、
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コミュニケーションの欠落、興味の限局と同一行動の反復などの行動学的特徴から診断さ

れる (Lord et al., 2000)。幼児期の 2~3歳時に発症することが多く、神経疾患の中でも非常
に発症率の高い障害である (Cox et al., 1999)。一方で、統合失調症は、幻覚や幻聴、妄想、
感情鈍麻、意欲消失、引きこもりなどの特徴が見られる精神疾患で、思春期から青年期に

発症することが多く、発症率も非常に高い障害である (Lewis and Lieberman, 2000)。解剖
学的研究から、自閉症患者で海馬ニューロン樹状突起の複雑性の減少、統合失調症患者で

海馬ニューロンの樹状突起スパインの減少とスパイン頭部の萎縮等の報告もある 
(Raymond et al., 1996; Kolomeets et al., 2005)。本研究を通して、Dock4は樹状突起の成長と
分枝、樹状突起スパインの形成を制御することを明らかにしたが、発達期の Dock4の機能
不全がこれらの疾患の発症に関与している可能性が考えられる。 
 まとめとして本章では、Dock4が cortactinと樹状突起スパインにおいて結合し、Racの
活性化を介してスパイン形成を制御していることを明らかにした。 
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第 ４ 章  
結論  

 
 本研究により得られた結果をまとめると、以下の通りである。 
 

・Dock4は発達期のラットの海馬ニューロンに発現している。 
 

・Dock4は Racを活性化することで樹状突起の成長、分枝を促進的に制御する。 
 

・Dock4は Racを活性化することで樹状突起スパインの形成を促進的に制御する。 
 

・Dock4は樹状突起スパインで cortactinと結合している。 
 

・Dock4によるスパイン形成の制御には cortactinとの結合が必要である。 
 

 本研究により、Dock4の新規の生理的機能として発達期の海馬ニューロンにおける形
態制御を解明しただけでなく、神経回路形成における Racの時間的、空間的な活性調節
機構の理解に貢献した。 
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実 験 方 法  
 

プラスミドベクターの構築  
 本研究で行ったすべての RNA干渉によるノックダウン実験は、shRNA発現ベクターで
ある pSilencerTM2.1-U6-hygro (Ambion) を用いて行った。本研究で用いた shRNAのマウス
Dock4およびマウス cortactinに対する標的塩基配列は以下の通りである。 
 

  shControl: 標的配列 Dock4 114–132, 5’–GTGCGACGGCTGGTACAGA–3’ 
  shDock4#1: 標的配列 Dock4 1500–1518, 5’–GAAGTTGTTCGGTTTCTCT–3’ 
  shDock4#2: 標的配列 Dock4 3685–3705, 5’– GCCTACACTCTCCTGTTGTAT–3’ 
  shCTTN: 標的配列  cortactin 330–348, 5’–GCACTGCTCACAAGTGGAC–3’ 
 

 Flag エピトープタグを付加したヒトの野生型 Dock180 発現ベクター (pCXN2-Flag) は、
京都大学の松田道行に提供していただいた。マウス由来の Dock4をコードする cDNAは、
かずさ DNA研究所より提供されたものを用いて pCXN2-Flagベクターに組み込んだ。Flag
タグで標識した Dock4の変異体 (Dock4-AAA; M1475A, S1476A, P1477A、及び Dock4-DC; 
アミノ酸 1-1601) の構築は以前の報告の通りである (Hiramoto et al., 2006)。shDock4#1の
標的配列にサイレント変異を入れた Dock4の RNA干渉耐性変異体 (Dock4-res) は PCR法
により作製し、pCXN2-Flag ベクターに組み込んだ。ラット由来の ELMO2 をコードする
cDNAは、以前に得られたもの (Katoh and Negishi, 2003) を、大阪大学の宮崎純一博士お
よび千葉大学の斎藤哲一郎博士に提供していただいた pCAG-EYFP-CAG (Saito and 
Nakatsuji, 2001) ベクターに組み込み、ELMO2と EYFPを同一細胞に共発現できるように
した。また、pCAG-EYFP ベクターも宮崎純一博士および斎藤哲一郎博士に提供していた
だいた。EGFP は pCXN2 ベクターに組み込んだ。マウス cortactin の cDNA は、マウス脳
から精製した RNA を鋳型にして RT-PCR法によりクローニングし、pCMV-Myc (Clontech) 
および pGEX-4T-2 (GE Healthcare) に組み込んだ。また、cortactinの変異体 (cortactin-DSH3; 
アミノ酸 1-487、cortactin-SH3; アミノ酸 458-546、cortactin-W525K) は PCR法により作製
し、pGEX-4T-2ベクターに組み込んだ。すべての作製した cDNAの塩基配列は、ABI Prism 
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) を用いて正しいことを確認した。 
 

抗体および試薬  
 Dock4に対する抗体については、ヒト Dock4の 1666-1729番目のアミノ酸配列に対応す
るペプチドを GST (glutathione S-transferase) に融合させた蛋白質を大腸菌から精製し、抗
Dock4ウサギポリクローナル抗体を得た (Hiramoto et al., 2006)。この抗体は免疫沈降およ
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び第２章でのイムノブロッティング (希釈濃度: 2 µg/ml) に用いた。その他の抗体は以下の
購入品を用いた。IB, イムノブロッティング; ICC, 免疫細胞染色; IHC, 免疫組織染色。 
 

１次抗体 希釈倍率 製造元 
マウス抗 Dock4モノクローナル抗体 (R6Y) IB: 1/200, ICC: 1/100, 

IHC: 1/100 
Santa Cruz  
Biotechnology 

ヤギ抗 ELMO2ポリクローナル抗体 IB: 1/1000 Abcam 

マウス抗 β-actinモノクローナル抗体 (AC-15) IB: 1/10000 Sigma-Aldrich 

マウス抗 α-tubulinモノクローナル抗体 
(B-5-1-2) 

IB: 1/1000 Sigma-Aldrich 

ウサギ抗MAP2ポリクローナル抗体 ICC: 1/500, IHC: 1/500 Abcam 

マウス抗Mycモノクローナル抗体 (9E10) IB: 1/500 Santa Cruz  
Biotechnology 

マウス抗 Flagモノクローナル抗体 (M2) IB: 1/1000, ICC: 1/1000 Sigma-Aldrich 

ラット抗 HAモノクローナル抗体 (3F10) IB: 1/1000 Roche 

マウス抗 cortactinモノクローナル抗体 (4F11) IB: 1/1000 Millipore 

ウサギ抗 cortactinポリクローナル抗体 (H-191) ICC: 1/300 Santa Cruz  
Biotechnology 

ウサギ抗 PSD95モノクローナル抗体 
(EP2652Y) 

ICC: 1/500 Abcam 

ウサギ抗 synaptophysinモノクローナル抗体 
(YE269) 

ICC: 1/300 Abcam 

２次抗体   
HRP標識ヤギ抗マウス IgG抗体 IB: 2000 DAKO 
HRP標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体 IB: 1000 DAKO 
HRP標識ヤギ抗ラット IgG抗体 IB: 1000 DAKO 
HRP標識ロバ抗ヤギ IgG抗体 IB: 1000 DAKO 
Alexa Fluor 488, 555標識ヤギ抗マウス IgG抗体 ICC: 1/2000, 

IHC: 1:2000 
Molecular 
Probes 

Alexa Fluor 555, 647標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体 ICC: 1/1000, 
IHC: 1:1000 

Molecular 
Probes 

その他の試薬   
Rhodamin標識ファロイジン ICC: 1/500, IHC: 1/500 Molecular 

Probes 
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海馬ニューロンの初代培養と遺伝子導入 
 動物の取り扱いは、京都大学における動物実験の実施に関する規定に従った。本研究で

用いたWistarラットはすべて Japan SLCより購入し、海馬ニューロン初代培養には胎生 19
日齢のラットの海馬を用いた。まず、母ラットを麻酔下断頭し、胎児を摘出し、氷冷 HBSS 
(Hanks’ balanced salt solution; Ca2+、Mg2+無添加) 中に回収した。その胎児の脳から海馬を摘
出し、HBSSで洗浄した後、0.25% trypsinと 0.1% DNaseを含む HBSSで 10分間、37℃で
インキュベートした。その海馬を HBSSで洗浄した後、パスツールピペットでピペッティ
ングすることにより海馬を分散し細胞懸濁液を得た (Ishikawa et al., 2003; Kakimoto et al., 
2006)。分散した細胞を、24-wellプレートに 1ウェルあたり 3 x 104 個の濃度で、DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium; 10% fetal bovine serum、4 mM L-glutamine、100 units/ml 
penicillin、及び 0.1 mg/ml streptomycinを含む) 中に据えた poly-L-lysineコートしたカバー
ガラス (直径 13 mm) 上にまき、37℃、5% CO2のインキュベータ内で培養した。5時間後、
Neurobasal medium (Invitrogen) [2% B-27 supplement (Invitrogen)、 0.5 mM GlutaMAX 
(Invitrogen)、50 units/ml penicillin、及び 0.05 mg/ml streptomycinを含む] に培養液を交換し
た。海馬ニューロンへの遺伝子導入は Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いて、その添付
文書に従い行った。第２章の shDock4#1の効果を評価した実験では、分散した海馬ニュー
ロンに、Rat Neuron Nucleofector Kit (Amaxa Biosystems) を用いて添付文書に従い遺伝子導
入した後、培養ディッシュにまき 24-wellプレートと同様の条件で培養した。 
 

HEK293T細胞の培養と遺伝子導入  
 HEK293T細胞はDMEM (10% fetal bovine serum、4 mM L-glutamine、100 units/ml penicillin、
及び 0.1 mg/ml streptomycinを含む) を用いて、37℃、5% CO2のインキュベータ内で培養し

た。遺伝子導入は Lipofectamine Plus (Invitrogen) を用いて、その添付文書に従い行った。 
 

ラット脳のホモジナイズ  
 Wistarラットの脳を摘出後、homogenizing buffer [20 mM Tris-HCl (pH 7.4)、0.32 M Sucrose、
10 mM MgCl2、1 mM EDTA、1 µg/ml aprotinin、1 µg/ml leupeptin、0.1 mM benzamidine、0.2 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride] 中に入れ、テフロンホモジナイザーでホモジナイズした 
(Ishikawa et al., 2003; Kakimoto et al., 2006)。 
 

イムノブロッティング法  
 SDS-PAGEにより蛋白質を分離し、polyvinylidene difluoride膜 (Millipore) に電気泳動に
よって転写した。その膜を、3% low fat milkを含む Tris-buffered salineでブロッキングし、
1次抗体反応を行った。1次抗体の認識には HRP 標識 2次抗体 (DAKO) を用い、化学発
光検出キット (Chemi-Lumi One; Nacalai Tesqueまたは ECL Prime; GE Healthcare) を用いて
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検出した。 
 

In situハイブリダイゼーション法  
 成体ラット脳由来 RNAの逆転写産物から、マウス Dock4 cDNAの 697番目-1361番目の
配列に相当するラット Dock4 の cDNA を PCR 法にて増幅し、それを pCR2.1 ベクター 
(Invitrogen) に挿入した。その DNA 配列を確認した後、Dock4 をコードする領域を
pBluescript SK(+) ベクター (Stratagene) に組み換えた。ラット Dock4 の配列に対する
digoxigenin (DIG) 標識 antisense RNA プローブは、 SalI 制限酵素で切断した
Dock4/pBluescript SK(+)プラスミドを鋳型として、T3 RNA ポリメラーゼと DIG RNA 
labeling mix (Roche) を用いた in vitro転写により合成された。同様に、sense RNAプローブ
は NotI制限酵素で切断したプラスミドから、T7ポリメラーゼを用いて合成された。 
 生後 20日齢のWistarラットは 10% Nembutalにて深く麻酔をかけた後、PBSにて灌流脱
血し、4% paraformaldehydeを含む 0.1 Mリン酸緩衝液 (pH 7.4) にて灌流固定した。それ
から脳全体を摘出し、同じ固定液で一晩 4℃にて後固定反応を行った。その後、30% sucrose
を含む 0.1 Mリン酸緩衝液で一晩 4℃にてインキュベートした。ドライアイスを用いて組
織を凍結後、–20℃のクリオスタット (CM3050 S; Leica) 内で 40 µm厚の冠状切片を作成
し、PBS中に回収した。この漂白切片は 0.5 µg/mLの proteinase K (Roche) で室温にて 5分
間処理した後、0.25 µg/mL無水酢酸を含む triethanolamine-HClにてアセチル化処理を行っ
た。ハイブリダイゼーション反応は、hybridization buffer (50% deionized formamide、5 x SSC、
5 x Denhardt’s solution、250 µg/mL salmon sperm DNA、250 µg/mL yeast tRNA) で 2時間イ
ンキュベートした後、500 ng/mL DIG標識 RNAプローブを含む hybridization bufferで 55℃
の条件下一晩インキュベートすることにより行われた。ハイブリダイゼーション後の切片

は、2 x SSCにて55℃で1時間洗浄するという過程を3回繰り返した。その後、切片をalkaline 
phosphatase標識抗DIG抗体 (Roche) と一晩 4℃にてインキュベートし、alkaline phosphatase
による 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphateと nitroblue tetrazoliumの発色反応により DIG標
識 RNAプローブを検出した (Ishikawa et al., 2002; Katoh et al., 2006a)。 
 

免疫細胞染色  
 カバーガラス上の培養海馬ニューロンは、4% paraformaldehydeを含む PBSで 15分間固
定した。50 mM NH4Clを含む PBSで残存した paraformaldehydeを除去した後、細胞を 0.2% 
Triton X-100を含む PBSで 10分間透過処理を行い、10% fetal bovine serumを含む PBSで
30 分間インキュベートしてブロッキングした。続いて、１次抗体を希釈した 10% fetal 
bovine serum を含む PBS、または Can Get Signal Immunostain Immunoreaction Enhancer 
Solution (TOYOBO) で室温１時間インキュベートした。PBSで洗浄後、さらに２次抗体を
希釈した 10% fetal bovine serum を含む PBS、または Can Get Signal Immunostain 
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Immunoreaction Enhancer Solution (TOYOBO) で室温１時間インキュベートした。PBSで洗
浄後、0.1% p-phenylenediamine dihydrochlorideを含む90%グリセロール溶液、またはProLong 
Golg Antifade Reagents (Molecular Probes) で封入した。 
 

免疫組織染色  
 凍結させたラットの脳をクリオスタットで 30 µmの厚さに切り、その切片を 0.3% Triton 
X-100を含む PBSで室温 15分間透過処理し、2% goat serumおよび 0.15% Triton X-100を
含む PBSで室温 1時間ブロッキングした。１次抗体を希釈した溶液に切片を浸し、4℃で
24時間インキュベートした後、0.1% Tween 20を含む PBSで洗浄し、さらに２次抗体を希
釈した溶液に切片を浸し、4℃で 24時間インキュベートした。再び 0.1% Tween 20を含む
PBSで洗浄し、ProLong Golg Antifade Reagentsで封入した。 
 

データ解析  
 海馬ニューロンの形態は、遺伝子導入された細胞の EYFPの蛍光像を取得して、Image J 
software (National Institute of Health) を用いて測定した。 
 樹状突起の定量は、細胞体から伸びる樹状突起の本数 (number of primary dendrites)、全
分枝数 (TDBTN; total dendritic branch tip number)、樹状突起の長さ (total dendritic length) を
測定した (Yu and Malenka, 2003; Rosso et al., 2005; Ishikawa et al., 2006)。また、branching 
index は分枝の頻度を現す指標であり、 (TDBTN – number of primary dendrites) / total 
dendritic length を計算し、1 µmあたりの分枝数を求めた (Redmond et al., 2000)。樹状突起
に存在する 5 µm以上の突起を分枝と定義した (Yu and Malenka, 2003)。3回の独立した実
験から各処理群につき 60 個のニューロンの画像を取得して解析に用いた。統計的有意差
の検定には SPSS software (version 16.0; SPSS Inc) を用いて一元配置分散分析と Dunnett検
定を行った。 
 樹状突起スパインの定量は、１細胞あたり合計 250 µm以上の樹状突起を計測し、その
樹状突起上のスパインおよびフィロポディアの数を数えた。本研究では、マッシュルーム

型の頭部および細い首部を持つもの、もしくは首部を持たない樽型のものをスパインとし、

頭部を持たない細長い突起をフィロポディアとして数えた。3 回の独立した実験から各処
理群につき 45 個のニューロンの画像を取得して解析に用いた。統計的有意差の検定には
SPSS softwareを用いて一元配置分散分析と Tukey検定を行った。 
 スパインとシャフトの Flag 染色の蛍光強度の比 (spine/shaft fluorescence intensity ratio) 
は、未熟なスパインを除外するため 1 µm2 以上のスパイン頭部を持つものを選び、スパイ
ン頭部とシャフト部分の抗 Flag抗体染色および EGFPの平均の蛍光強度を測定した。その
後、EGFPの蛍光強度で標準化した抗 Flag抗体染色強度の比を計算した。各処理群につき
10 個のニューロンの画像を取得して解析に用い、統計的有意差の検定には SPSS software
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を用いて Student’s t検定を行った。 
 

免疫沈降法  
 培養海馬ニューロンもしくは遺伝子導入した HEK293T細胞を、氷冷した cell lysis buffer 
[50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM NaCl、2 mM MgCl2、10 mM NaF、1 mM Na3VO4、1% Triton 
X-100、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride、10 µg/mL aprotinin、10 µg/mL leupeptin]で溶解
し、細胞溶解物を 4℃、16,000 x gで 10分間遠心した。上清に目的の抗体を加えて 1時間
インキュベートした後、protein G Sepharose (GE Healthcare) を加えてさらに 1時間インキ
ュベートした。ビーズを氷冷した cell lysis buffer で洗浄した後、結合した蛋白質を
SDS-PAGE及びイムノブロッティング法により解析した。 
 

プルダウンアッセイ  
 GST および GST を融合させた cortactin は、以前の報告に基づき E. coli より精製した 
(Katoh et al., 1998)。Flag-Dock4を発現させた HEK293T細胞を、氷冷した cell lysis buffer [50 
mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM NaCl、2 mM MgCl2、10 mM NaF、1 mM Na3VO4、1% Triton 
X-100、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride、1 mM DTT、10 µg/mL aprotinin、10 µg/mL 
leupeptin] で溶解し、細胞溶解物を 4℃、16,000 x gで 10分間遠心した。上清に 10 µgの
GSTまたはGST融合 cortactinを加えて 10分間インキュベートした後、glutathione-Sepharose 
ビーズ (GE Healthcare) を加えてさらに 1時間インキュベートした。ビーズを氷冷した cell 
lysis bufferで洗浄した後、結合した蛋白質を SDS-PAGE及びイムノブロッティング法によ
り解析した。 
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論 文 目 録  
 

第１章の主要部分は以下の論文に公表した。  
Shuhei Ueda, Satoshi Fujimoto, Kiyo Hiramoto, Manabu Negishi, and Hironori Katoh. (2008) 
Dock4 Regulates Dendritic Development in Hippocampal Neurons.  Journal of Neuroscience 
Research 86, 3052-3061 
 

第２章の主要部分の公表の方法、時期は未定である。  
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