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第 1 章  序論  
1-1	
 低分子量 G蛋白質 Arf6 

1-1-1低分子量 G蛋白質とは 

	
 低分子量 G蛋白質は、分子量約 20-40 KDaのグアニンヌクレオチド結合蛋白

質である。ゲノムプロジェクトの完遂に伴い、現在ヒトでは 100 種類以上の低

分子量 G 蛋白質が同定されており、それらは一群のスーパーファミリーを形成

している (Takai et al.. 2001)。これらの低分子量 G蛋白質は一次構造の類似性

に基づいて少なくても Ras、Rho、Rab、Ran、Arfの 5種類のサブファミリー

に分類されており、それぞれ主に細胞増殖の制御、アクチン細胞骨格の再構築、

小胞輸送の制御、核-細胞質間輸送の制御や小胞出芽の制御など異なる細胞機能

を制御していることが明らかとなってきている(図 1a)。 

	
 多くの低分子量 G 蛋白質は、通常状態では GDP が結合した不活性化型で存

在するが、上流からのシグナルを受け取ることによって結合していた GDPが解

離し、新たに GTPと結合することで活性化される。この過程は、上流からのシ

グナル伝達を受けたグアニンヌクレオチド交換因子 (guanine nucleotide 

exchange factors , GEF)の作用により促進される。活性化された低分子量 G蛋

白質は、様々なエフェクター分子と相互作用し、その細胞内局在を制御するか、

あるいはエフェクター分子の活性化状態を変化させる事で、シグナルを下流に

伝達する。活性化した低分子量 G蛋白質は、その後自身の有する GTPase活性

により、結合した GTPを GDPに加水分解し、再び不活化状態へと戻る。この

ことにより、不活性化した低分子量 G 蛋白質はエフェクター分子と解離し、上

流からのシグナル伝達は遮断される。通常、低分子量 G蛋白質が有する GTPase

活性は低く、活性化型低分子量 G蛋白質が不活性化型に戻るためには、GTPase

活性化因子(GTPase activating protein, GAP)の補助が必要である。このように

して低分子量 G 蛋白質は、上流からのシグナルに応じて活性化型と不活性化型
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の転換を行い、上流のシグナルを下流エフェクター分子へ伝達する『分子スイ

ッチ』として機能している(Bourne et al., 1990) (図 1b)。 

 

 
図 1	
 低分子量 G蛋白質スーパーファミリー 
 
a.	
 低分子量 G 蛋白質は一次構造の類似性と細胞機能に基づいて少なくても Ras、Rho、Rab、
Ran、Arfの 5種類のサブファミリーに分類されており、それぞれのファミリーで異なる生理機
能を持つ。 
b.	
 低分子量 G蛋白質は GDPが結合した不活性化型と GTPが結合した活性化型のサイクルを
回っている。活性化型の低分子量 G 蛋白質は様々なエフェクター分子と相互作用することによ
って多彩な生理機能を発揮する。低分子量 G蛋白質の活性化は GEFによって、不活性化は GAP
によって促進される。 
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1-1-2 Arfファミリーとは 

	
 ADP-ribosylation factors (Arf)は当初コレラ毒素による三量体 G 蛋白質 Gs

のαサブユニットの ADP リボシル化反応を促進するコアファクターとして発

見された低分子量 G蛋白質である(Kahn and Gilma, 1984)。しかし、その後の

解析によって、このファミリーに属する蛋白質は主に細胞内小胞輸送における

小胞の出芽過程において機能する蛋白質であることが明らかとなっている

(Gillinghan and Munro, 2007)。現在のところ Arfファミリー分子に属する低分

子量 G 蛋白質としては Arf、Arf-like (Arl)、Arf-related proteins (Arp)、 

Secretion-associated and Ras-related (SAR) が 同 定 さ れ て い る ( 図

2a)(Pasqualato et al., 2002)。なかでも、Arfは最も解析の進んでいる分子であ

り、以下に示すような様々な知見が蓄積しつつある。 

	
 Arfには哺乳類において 6つのアイソフォームが存在し、さら塩基配列の相同

性から 3つのクラスに分けられる。クラスⅠにはArf1-3、クラスⅡにはArf4, 5、

クラスⅢには Arf6が分類される(図 2b) (Tsuchiya et al., 1991)。クラスⅠ-Ⅱに

属する Arf は主にゴルジ体や小胞体に局在するが、唯一クラスⅢに分類される

Arf6はエンドソームや細胞膜に局在している。 

	
 このような Arf6と他の Arfアイソフォーム間での細胞内局在の違いは、Arf6

が他の Arf 分子と機能的に一線を画する１つの要因となっている。例えば、ク

ラスⅠとⅡの Arf は、主にゴルジ体や小胞体においてコート蛋白質複合体の形

成を誘導することにより、小胞体–ゴルジ体間やゴルジ嚢間での小胞輸送を制御

している(Donaldson et al., 1992; Helms and Rothman, 1992; Cavenagh et al., 

1996; Moss and Vaughan, 1998)。 一方、クラスⅢの Arf6は主にエンドソーム

や細胞膜に局在し、アクチン細胞骨格の再構築 (Song et al., 1998; Honda et al., 

1999)、細胞接着の制御  (Palacios et al., 2001)、エンドサイトーシス 

(Radhakrishna and Donaldson, 1997; Altschuler et al., 1999; Radhakrishna 
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et al., 1999)、エキソサイトーシス (Galas et al., 1997; Vitale et al., 2002) など

多くの細胞現象に働いていることが知られている (図 2b)。 

 
図 2	
 Arfファミリー 
 
a.	
 現在のところ Arfファミリー分子に属する低分子量 G蛋白質としては Arf、Arl、Arp、SAR
が同定されている。 
b.	
 Arfには 1〜6の 6つのアイソザイムが存在し、図に示したように分類される。Arf6は唯一
ClassⅢに分類される Arfであり、他の Classの Arfと異なり細胞膜上に局在しエンドサイトー
シスやエキソサイトーシス、アクチン細胞骨格の再構成を制御する。 
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1-1-3 Arf6の特徴 

	
 Arf6は構造的に Arfファミリー内で最も異なっており、特徴的なことに他の

Arfファミリーに比べ高い pIを示す。Arfファミリーは N末端部のミリストイ

ル化修飾を介して膜画分に結合する。Arf6 は膜画分に局在するが、それにはこ

の塩基性の性質の寄与があると考えられている。他の Arf ファミリーがおもに

ゴルジ体での物質輸送制御に寄与するのに対して、Arf6は細胞膜–エンドソーム

間物質輸送の制御に寄与するという機能的特徴を持つ(Tsuchiya et al., 1991)。 

 

1-1-4 Arf6-GEF 

	
 他の低分子 G蛋白質同様、Arf6も GDP-GTPサイクルをめぐり、GDP型の

不活性化型と下流のエフェクター分子と相互作用を行うGTP型の活性化型があ

る。上記で述べたように、低分子量 G蛋白質が活性化されるには、GEFによる

GDP-GTPの交換反応が必要である。 Arf-GEFによるGDP-GTPの交換反応は、

進化的によく保存された約180アミノ酸残基からなる触媒ドメイン(sec7ドメイ

ン)を有する一群の GEFにより促進される。これまでの知見から、Arf6に対す

るGEFは exchange factor for ARF6 (EFA6)ファミリー、Brefeldin A-Resistant 

Arf-GEFs (BRAG)ファミリー、Cytohesinファミリーの３つに分類されている

(Casanova, 2007)(図 3)。EFA6 ファミリーは最初に同定された Arf6 特異的な

GEFであり、EFA6A〜Dまでの４つの分子からなるファミリーで、それらのす

べてが Arf6に対する GEF活性を有している。BRAGファミリーは BRAG1〜3

の３つの分子からなるが、このうち BRAG2のみが Arf6の GEFとして機能す

る。Cytohesin ファミリーは cytohesin1〜4 の 4 つの分子からなり、それらの

うち cytohesin2および cytohesin3が Arf6の GEFである。このように多くの

GEFが存在するため、Arf6は様々な細胞外刺激によって活性化され、下流のエ

フェクター分子にシグナルを伝達する。 
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図 3	
 Arf6 GEFの分類 
 
Arf-GEF は進化的によく保存された約 180 アミノ酸残基からなる触媒ドメイン(sec7 ドメイン)
を有する一群であり、これまでの知見から Arf6 に対する GEF は exchange factor for ARF6 
(EFA6)ファミリー、Bredeldin A-resistant Arf-GEF (BRAG)ファミリー、Cytohesinファミリ
ーの３つに分類されている。 
CC：コイルドコイル領域、Sec7：Sec7ドメイン、PH：プレクスリン相同ドメイン 
IQ：IQモチーフ 
 

1-1-5 Arf6によるシグナル伝達 

	
 GEFによって活性化された Arf6は次の 3つの重要な現象を引き起こす。(1)

直接的な phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinases (PIP5K)の活性化、(2)

直接的な phospholipase D (PLD)の活性化、(3)低分子量 G蛋白質 Rac1の活性

化状態の変化。(1)(2)Arf6 はリン脂質代謝酵素である PIP5K および PLD と直

接結合し活性化させることで、リン脂質代謝の変化と phosphatidylinositol 
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bisphosphate (PIP2)、phosphatidic acid (PA)の産生量を増加させる。産生され

た PAおよび PIP2は細胞内でセカンドメッセンジャーとして機能しており、多

彩な細胞機能を制御することが知られている(Stace and Ktistakis, 2006; Di 

Paolo and De Camilli, 2006)。また、PLDによって産生された PAは PIP5Kを

直接活性化できると同時に、PIP5Kによって産生される PIP2も PLDと直接結

合してその活性化に寄与するため、Arf6 の下流では、これらのセカンドメッセ

ンジャーによるシグナルの増幅が起こる(図 4)(Perez-Mansilla et al., 2006)。 

 (3)また Arf6は低分子量 G蛋白質である Rac1の活性化状態を変化させること

が知られている。Rac1 は Rho ファミリーに属する低分子量 G 蛋白質であり、

主にアクチン細胞骨格の制御を介して、細胞接着、細胞運動、細胞増殖等を制

御している事が知られている。Arf6 は細胞辺縁部などで Rac1 の活性化を介し

てアクチン細胞骨格の再構築を行っている。そのため、Arf6→Rac1のシグナル

伝達は、Arf6 が行う細胞骨格の再構築における主要な経路の一つとなっている

(図 4)(Premont and Schmalzigaug, 2009)。 

	
  
図 4	
 Arf6シグナル伝達経路 
 
Arf6は PLD、PIP5Kといったリン脂質代謝酵素や低
分子量 G 蛋白質である Rac1 を介したシグナル伝達
によって、細胞内小胞輸送やアクチンダイナミックス

を制御している。また、PLDによって産生された PA
は PIP5Kを直接活性化できると同時に、PIP5Kによ
って産生される PIP2も PLDと直接結合してその活
性化に寄与するため、Arf6 の下流ではこれらのセカ
ンドメッセンジャーによるシグナルの増幅が起こる。 
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1-1-6 Arf6-GAP 

	
 活性化型 Arf6は、他の低分子量 G蛋白質同様、GAPによって不活性化され

る。Arf-GAPは、約 120アミノ酸残基からなるジンクフィンガーモチーフ様の

Arf-GAP ドメインを有しており、これらは一次構造やドメイン構成の類似性か

らいくつかの種類に分類されている。Arf6 に対しては主に SMAPs、GITs、

ACAPs、ARAPsが GAPとして働く事が報告されている(図 5)( Donaldson and 

Jackson, 2011; Randazzo et al., 2007)。さらに、近年これら Arf6-GAPは特定

の蛋白質と結合し、それら蛋白質を活性化型 Arf6が局在する細胞内領域にリク

ルートすることで GAP に結合した蛋白質の働きを制御していることが明らか

となっている。例えば、ACAP1 は、β1 インテグリンと結合することにより、

エンドソームから細胞膜へのβ1 インテグリンのリサイクリングに関与する(Li 

et al., 2006)。さらに、SMAP1は、エンドサイトーシスに重要な分子であるク

ラスリンや AP-2を細胞膜へリクルートすることが知られている(Tanabe et al., 

2006)。この事から Arf-GAPには Arf6に対する GAPとしての機能以外に、Arf6

のエフェクター分子としての機能があると言える。 
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図 5 	
 Arf6 GAPの分類 
 
Arf-GAPは、約 120アミノ酸残基からなるジンクフィンガーモチーフ様の Arf-GAPドメインを
有しており、これらは一次構造やドメイン構成の類似性からいくつかの種類に分類されている。

Arf6に対しては主に SMAPs、GITs、ACAPs、ARAPsが GAPとして働く事が報告されている。 
Arf-GAP：Arf-GAPドメイン、CB：クラスリン•ボックス、PH：プレクスリン相同ドメイン 
PBS：パキシリン結合配列、ANK：アンキリンリピート、SHD：Spa 相同ドメイン、BAR：
Bin/amphiphysin/RVS167ドメイン、RA：Ras結合領域、SAM：sterileαモチーフ、Rho GAP：
Rho-GAPドメイン。 

 

 

1-1-7 Arf6の細胞機能 

	
 Arf6 の細胞機能は、主に細胞内小胞輸送とアクチン細胞骨格の再構築に大別

できる。細胞内小胞輸送としては、種々の受容体のエンドサイトーシスやホル

モン、神経伝達物質などのエキソサイトーシス、接着分子の輸送を介した細胞

接着の制御が知られている。一方、Arf6 が制御するアクチンダイナミックスと

しては、ラッフル膜の形成や、それを介した細胞遊走の制御が知られている(図 6)。 
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ACAP1�
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ACAP3�
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ARAP2�
ARAP3�
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��
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Arf1�3, 5, 6 

Arf1, 5, 6�
��

Arf6�

Arf-GAP� ARF ����

SMAPs �
SMAP1�
SMAP2�

Arf1, 6�
Arf1, 6�

ANK�BAR Arf 
GAP�PH�

CB�Arf 
GAP�

ANK�Arf 
GAP� SHD PBS 

Arf 
GAP�ANK�SAM PH�Rho 

GAP�RA PH�
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 これまでに Arf6はβ2-アドレナリン受容体やトランスフェリン受容体、E-カ

ドヘリンのクラスリン依存的なエンドサイトーシス、またMHCIやインテグリ

ン、M2ムスカリン受容体などのクラスリン非依存的なエンドサイトーシスに関

与していることが知られている。エンドサイトーシスにおける Arf6 の役割は、

クラスリン依存的なエンドサイトーシスでは PIP5Kを介して産生した PIP2や

Arf6-GAPであるSMAP1によってエンドサイトーシス部位にAP-2やdynamin

などのエンドサイトーシス関連分子をリクルートすることであると考えられて

いる(Tanabe et al., 2006)。また、クラスリン非依存的なエンドサイトーシスで

は細胞膜や蛋白質カーゴの加工に関与している可能性が示されているが詳細な

メカニズムについてはいまだ明らかでない(Donaldson et al., 2009)。また、Arf6

は細胞接着をつかさどる分子で細胞と細胞の接着の形成と維持に関わる E-カド

ヘリンや細胞–細胞外マトリックス間の接着に関わるβ1 インテグリンの細胞内

小胞輸送に関与することがしられており、これらの現象を介して、細胞–細胞接

着、細胞–細胞外マトリックス間の接着や細胞遊走を制御することが知られてい

る(Powelka et al., 2004; Palacios et al., 2001)。 

	
 Arf6 は受容体などを細胞内に取り込むエンドサイトーシスに関与すると同時

に、ホルモンや神経伝達物質といった細胞内の物質を細胞外に放出するエキソ

サイトーシスにも関与していることが知られている。エキソサイトーシスにお

いて Arf6 は分泌小胞と細胞膜の融合過程に重要であることが示唆されている。

Arf6 は PLD や PIP5K を介して RA と PIP2 を産生し、産生した RA や PIP2

によって分泌小胞と細胞膜の融合を促進させることでエキソサイトーシスの制

御に寄与していると考えられている(Zheng and Bobich, 2004)。 

	
 細胞内小胞輸送に加え、Arf6 の主要な機能として細胞辺縁部でのアクチン細

胞骨格の再構築が知られており、Arf6 はこの機能を介しラッフル膜の形成や細

胞遊走を制御していることが報告されている。Arf6 による細胞辺縁部でのアク
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チン細胞骨格の再構築はリン脂質代謝酵素である PLD、PIP2 や低分子量 G 蛋

白質である Rac1の活性化を介して行われている。Arf6は Rac1の GEFである

DOCK180-ELMO複合体を細胞辺縁部の細胞膜上にリクルートすることで、細

胞質内に局在する Rac1 を細胞膜上で活性化させアクチン細胞骨格の再構築を

行う(Premont and Schmalzigaug, 2009)。また、Arf6 によって活性化された

PLDやPIP5Kは細胞辺縁部でのPIP2の集積を引き起こす。この集積したPIP2

は様々なアクチン結合蛋白質と直接結合し、その機能を制御することでアクチ

ン細胞骨格の再構築を制御している。このように Arf6は細胞辺縁部でのアクチ

ンの再構築を促進させることで、ラッフル膜の形成を誘導する(Honda et al., 

1999)。ラッフル膜は細胞遊走において重要な膜構造であるため、Arf6はラッフ

ル膜の形成を介し細胞遊走に関与するとされている。 

 
図 6	
 Arf6の細胞機能 
 
Arf6 の機能は、主に細胞内小胞輸送とアクチン細胞骨格の再構築に大別できる。細胞内小胞輸
送としては、種々の受容体のエンドサイトーシスやホルモン、神経伝達物質などのエキソサイ

トーシス、接着分子の輸送を介した細胞接着の制御が知られている。一方、Arf6 が制御するア
クチン細胞骨格の再構築としては、ラッフル膜の形成やそれを介した細胞遊走の制御が知られ

ている。 
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1-1-8 Arf6の生理機能の知見 

	
 これまでに Arf6の生理機能を理解するために、哺乳類の初代培養細胞を使っ

た研究がいくつか行われてきた。ラット肝臓の近位尿細管細胞の初代培養実験

に お い て 、 Arf6 は 近 位 尿 細 管 細 胞 で 受 容 体 を 介 し た

cadmium-metallothionein-1 や transferrin のエンドサイトーシスや細胞内小

胞輸送に働いていることが報告されている (Wolff et al., 2008)。また、大脳皮

質や海馬の神経細胞初代培養実験においてArf6は神経細胞の発達とシナプス可

塑性に関与していることが示されている (Choi et al., 2003; Krauss et al., 

2003; Hernandez-Deviez et al., 2004)。さらに、膵臓β細胞からのインスリン

分泌、胃の壁細胞からの胃酸の分泌に細胞膜上での Arf6 による PIP5K の活性

化を介した PIP2 の産生が必要であることが示唆されている (Lawrence and 

Birnbaum, 2003; Matsukawa et al., 2003)。また、病因との関連において、乳

癌細胞の上皮への浸潤や転移にArf6の活性が必要であることも報告されている 

(Hashimoto et al., 2004; Morishige et al., 2008)。これらの研究から Arf6が哺

乳類において幅広い生理現象で重要な役割を担っていること、さらに、病因に

も関与していることが推測される。しかし、これらの仮説を解明するためには、

個体レベルでの Arf6の解析が必須である。 

 

1-1-9個体レベルでの Arf6の生理機能 

	
 Arf6 は上記のように様々な現象に関与することが示されている。しかし、個

体における Arf6の機能は未だにほとんど解明されていない。そこで、個体レベ

ルでの Arf6の生理機能を解明するために、私の所属する研究室ではこれまでに

Arf6-knockout (Arf6-KO)マウスを作製し、その解析をおこなっている。作製し

た Arf6-KO マウスは肝臓の形成不全による胎生致死であった(Suzuki et al., 

2006)。Arf6-KOマウスの肝臓は野生型に比べ顕著に小さく、肝臓全体において
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アポトーシスの亢進が確認される。その原因として Arf6-KOマウスの肝臓では

肝細胞増殖因子依存的な肝細胞の運動が抑制されており、そのことにより肝臓

形成が十分に進行しないことが示唆された。この報告から個体における Arf6は

特に肝臓の発達に重要な分子である事が明らかになった。しかし、Arf6 は胎仔

期から成体にわったて全身の臓器でユビキタスに発現する分子であり、肝臓の

発達以外にも個体において様々な生理機能を有していることが予想される。 

 

1-1-10個体での Arf6の発現パターン 

	
 Arf6 はこれまでの研究から様々な臓器にユビキタスに発現していることがわ

かっている (Hosaka et al., 1996)。さらに私が所属する研究室において各種臓

器での時空間的(発生段階および組織細胞レベル)な発現パターン解析が行われ、

Arf6 は様々な組織において極性を有する神経細胞や上皮細胞、また分泌細胞に

多く発現しており、その発現は時期特異的に変化していることが明らかとなっ

た(Akiyama et al., 2010)。これら、Arf6の発現パターンの知見は、これまでの

in vitroでの Arf6の細胞機能の知見と合わせ、Arf6が生体において特異的な時

期や場所で働く事により多彩な生理機能に関与している可能性を示すものであ

る。特に脳組織には高い発現が見られ、脳組織での神経細胞にたいしては、こ

れまでに初代培養実験によって多くの知見が得られており、個体レベルでも

Arf6が神経細胞において重要な働きをしている可能性が強く示されている。 

 

1-1-11神経細胞における Arf6の重要性 

	
 神経細胞においてアクチン細胞骨格の再構成や細胞内小胞輸送は神経の発達

に重要な要素の一つである。さらに、発達後、成熟した神経においても、これ

らの過程はシナプス伝達やシナプス可塑性といった機能を制御している。神経

細胞が発達する際の軸索の伸張や樹状突起のブランチングは細胞表面のダイナ
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ミックな変化を伴うことが報告されている (Dent and Gertler, 2003; Grosse et 

al., 1999; Luo, 2002; Matus, 2000; Park et al., 2006; Shirane and Nakayama, 

2006; Tojima et al., 2007)。一方、シナプス伝達やシナプス可塑性ではエキソサ

イトーシスやエンドサイトーシスが神経伝達物質の放出やポストシナプスでの

受容体の取り込みに必要である(Esteban, 2003; Malenka, 2003)。さらに、アク

チン細胞骨格の再構築もシナプス可塑性に関わっていることが知られている 

(Fukazawa et al., 2003; Kramar et al., 2006)。 

  低分子量G蛋白質であるArf6は細胞膜に局在し、アクチン細胞骨格の再構築、

エンドサイトーシス、エキソサイトーシスの制御といった機能を有する分子で

あり、既に、細胞レベルにおいて、Arf6 が神経細胞の軸索伸張の制御 

(Hernadez-Deviez et al., 2004)、樹状突起の制御 (Catherine et al., 2004)、ス

パインの発生と維持の制御 (Miyazaki et al., 2005) や神経伝達物質の放出

(Zheng and Bobich. 2004)といった神経活動にとって重要な働きをしているこ

とが報告されている(図 7)。しかし、生体における神経組織は複雑なネットワー

クを形成しており、グリア細胞や神経細胞同士が相互に作用することで複雑で

高度な神経機能を持つ。このことから、神経細胞での Arf6の本来の機能を解析

するためには個体レベルでの解析が必須であると考えられる。 

 
図 7	
 神経細胞での Arf6の働き 
 
細胞レベルにおいて、Arf6 は神経細胞の軸索伸張の制御、樹状突起の制御、スパインの発生と
維持の制御や神経伝達物質の放出といった神経活動にとって重要な働きをしている。 
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1-2	
 本研究の目的 

	
 上記のように Arf6は、細胞膜やエンドソームに局在し、エンドサイトーシス

やエキソサイトーシス、アクチン細胞骨格の制御を介して、多彩な細胞機能に

関与する低分子量 G蛋白質である。Arf6は全身において発現が見られるが、神

経細胞においても上記の細胞現象を介して、軸索の伸長、樹状突起の分岐、ス

パインの形成、神経伝達物質の放出などに関与していることが in vitro実験系を

用いた研究により報告されている。従って、Arf6 は神経系において発生から高

次機能までの多くの過程で重要な生理機能を担っていると考えられる。しかし、

生体における神経組織は複雑なネットワークを形成しており、グリア細胞や神

経細胞同士が相互に作用することで複雑で高度な神経機能を持つ。このことか

ら、神経細胞における Arf6の機能の実体を解析するためには、個体レベルでの

解析が必須である。個体レベルでの解析を行うためには、KOマウスの作製とそ

の解析が 1つの方法である。しかし Arf6-KOマウスは胎生致死であり、Arf6-KO

マウスを用いて神経組織での高次機能の解析を行うことができない。そこで本

研究では、神経系特異的な Arf6-Conditional KO（CKO）マウスを作製し、Arf6

が個体レベルでどのような神経機能に関与しているのかを解析することを目的

とした。 
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第 2 章  材料と方法  

2-1海馬組織培養 

	
 生後 5日目の Controlマウスと N-Arf6-CKOマウスから取り出した海馬組織

を Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan)に 10% fetal bovine serum (FBS)、100 U/ml penicillinと 100 µg/ml 

streptomycin を加えた培地で 37℃、5%CO2条件下にて培養機で 3 日間培養し

た。 

 

2-2 Arf6-CKOマウスの作製 

	
 Arf6 flox/flox マウスは当研究室の本宮らにより作製されたマウスを使用した。

Nestin は神経幹細胞に特異的に発現している分子である。この Nestin のプロ

モーターを利用してCre recombinaseを発現させるNestin-Creマウス(Isaka et 

al., 1999)を京都大学の影山龍一朗先生より分与して頂いた。また、神経細胞特

異的に発現している Tauのプロモーターを利用して Cre recombinaseを発現さ

せる Tau-Cre マウス(Muramatsu et al., 2008)は大阪大学の原田先生より分与

して頂き、オリゴデンドロサイト特異的に発現している 2’,3’-cyclic nucleotide 

3’-phosphodiesterase (CNP) のプロモーターを利用して Cre recombinaseを発

現させるCNP-Creマウス(Lappe et al., 2003)はMax Planck研究所のKlaus A. 

Nave先生より分与して頂いた。 

	
 私たちは Arf6 flox/foxマウスとこれらの Creマウスを掛け合わせることで神経

系特異的な Arf6-Conditional Knockout (B-Arf6-CKO)、神経細胞特異的な

Arf6-Conditional Knockout (N-Arf6-CKO)、オリゴデンドロサイト特異的な

Arf6-Conditional Knockout (O-Arf6-CKO)マウスを作製した。また、すべての

実験において Controlマウスとして Arf6 flox/floxマウスを用いた。 
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2-3ウェスタンブロッティング 

	
 マウスより摘出した組織を lysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Protease Inhibitor Cocktail 

(Nacalai Tesque))に入れて氷上でホモジネートした。そして、SDSを最終濃度

が 1%になるように加えた。組織溶解物を超音波でさらにホモジネートした後、

1,000g、4℃で 20分間、遠心した。遠心後、上清を回収しサンプルとした。 

 サンプルは 15% SDS polyacrylamide gelで分離し、polyvinylidene difluoride 

(PVDF) 膜(NIPPON Genetics, Tokyo, Japan)に転写した。転写後、PVDF膜

は skim milk buffer (5% skim milk、50 mM Tris-HCl、pH 8.0、20 mM CaCl2、

80 mM NaCl、2% NP-40) で室温にて 1時間、振とうすることによりブロッキ

ングを行った。ブロッキング後、抗-Arf6 抗体(所属研究室により作製)または、

抗-アクチン抗体(Sigma-Aldrich, MO, USA)を含む skim milk buffer中で室温

にて 1時間、振とうさせた。その後、0.05% Tween 20/ phosphate buffered saline 

(PBS)で 3回洗浄し、 ペルオキシダーゼ結合 2次抗体である抗 rabbit IgG抗体

(Cell Signaling, MA, USA)を含む 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、80 mM NaCl、

2mM CaCl2、2% Nonidet、P-40、0.2% SDS溶液中、室温で 1時間振とうさせ

た。0.05% Tween 20/PBS で 3 回洗浄後、免疫反応性のある蛋白質は、

Chemi-Lumi One (Nacalai Tesque)を用いて LAS-4000mini (Fujifilm, Tokyo, 

Japan)により検出した。 

 

2-4組織染色による解析 

	
 4% paraformaldehyde (PFA) / PBS溶液を用いて固定したマウスより脳組織

を摘出し、さらに後固定として 4% PFA/PBS溶液中、4℃で 12時間固定した。

固定した脳組織は Hematoxylin-Eosin(HE)染色と luxol fast blue染色を行うた

めに、パラフィンに包埋し、ミクロトーム(REM-710; Yamato Kohki, Saitama, 



 20 

Japan)で厚さ 5 µmの組織切片を作製した。作製した組織切片は HE染色を行

うために 100%キシレンで 5 後分間浸漬させ、100%、95%、90%、80%、70%

のアルコールに各５分間浸漬させることにより脱パラフィンを行った。その後、

Hematoxylin 溶液に３分間浸漬させ、5 分間水洗し、Eosin 溶液に 5 分間浸漬

させた後、70%、80%、90%、95%、100%アルコールとキシレンに各 30秒浸漬

させた(脱水、透徹)。また、luxol fast blue (LFB)染色を行うために作製した組

織切片は同様に脱パラフィンを行った後、56℃の luxol fast blue液に 24時間浸

漬させた。その後、蒸留水で水洗し、炭酸リチウム水溶液に 10秒浸漬させ、蒸

留水で水洗した。水洗後、37℃のクレシルバイオレット液に 5 分間浸漬させた

後、脱水、透徹を行った。 

  また、免疫組織染色を行うために、後固定した脳組織は 30% sucrose/PBS溶

液中に 4℃で 2日間浸した。その後、OCT compound (Sakura Finetek Japan, 

Tokyo, Japan)に包埋しクリオスタット (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany)で厚さ 10 µm の凍結切片を作製した。作製した凍結切片は賦活化処

理を行った後、ブロッキング溶液(5% goat serum、0.1% Tween-20、PBS)で室

温、30分間処理した。その後、ブロッキング溶液に希釈した 1次抗体と 4℃で

一晩反応させ、PBST (0.05% Tween 20/PBS)で室温、5分間、３回洗浄した後、

ブロッキング溶液に希釈した 2 次抗体および 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI: 4 ng/ml; Molecular Probes, OR, USA)と室温、暗所で 2時間反応させた。

本研究では1次抗体には抗Olig2抗体 (1:200; Immuno-Biological Laboratories, 

Gunma, Japan)、抗 cleaved Caspase-3抗体 (1:1500; Cell Signaling)、抗 BrdU

抗体(1:1000; Sigma-Aldrich)を使用し、2次抗体には Alexa 488結合抗 rabbit 

IgG抗体、Alexa 546結合抗mouse IgG抗体を使用した。2次抗体反応後、PBST

による洗浄を室温、5分間、３回行い、Fluoromount-G (Southerm Biotech)を

用いて封入した。封入後、Biozero BZ-8000 (KEYENCE, Tokyo, Japan)によっ
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て写真撮影を行い、BZ analyzerソフトウェア(KEYENCE)を使用して画像を解

析した。 

 

2-5電子顕微鏡による脳梁のミエリン鞘解析 

	
 Control、B-Arf6-CKOと N-Arf6-CKOマウスは前固定液(2％グルタールアル

デヒド、2％パラフォルムアルデヒド、0.1 Mカコジル酸緩衝液(pH7.4))によっ

て還流固定し、脳組織を摘出した。摘出された脳組織は前固定液中で 4℃、24

時間再固定した。再固定後、ビブラトーム(Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany)で脳組織を厚さ 100 µmの切片にし、作製した脳組織切片は 1%オス

ミウム/ 0.1 Mカコジル酸緩衝液で１時間処理した後、エタノールとプロピレン

オキシドで脱水を行った。脱水後、脳組織切片をエポ樹脂にて包埋し

Reichert-Jung ultramicrotome (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)で厚

さ 90nm の超薄切片を作製した。作製した超薄切片は酢酸ウランにて染色後、

電子顕微鏡(JEM-1400; JEOL, Tokyo, Japan)にて観察した。 

 

2-6 In situ hybridization法による脳組織での Arf6 mRNAの発現解析 

	
 cRNAプローブを作成するために、マウス Arf6 cDNAを鋳型として下記のプ

ライマーを用いて PCRを行い、プローブ領域に相当する DNA断片を増幅した。

Arf6/01: 5'-CAAGATCTTCGGGAACAAGG-3' 

Arf6/02,5'-GCGTAATACGACTCACTATAGGGCGATAGAGGTTAACCATGT

GAGC-3'。 

増幅した DNA 断片を用いて digoxigenin-UTP (Roche)存在下で T7 RNA 

polymerase (Roche)による in vitro 転写反応を行い、Arf6 mRNA に対する

cRNAアンチセンスプローブを合成した.	
 In situ hybridizationはHodgeらの

方法に従って行った(Hodge et al., 2007)。diethyl etherで麻酔した P5 マウス
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を 4%PFA/PBS 50ml で還流固定した後、解剖し、取り出した組織を

4%PFA/PBS 中にて 4℃ overnight でさらに固定した。固定した組織は 30% 

sucrose/PBSにて 4ºC overnightで置換した後、OCT compoundで包埋し、ク

リオスタットで厚さ 10 µm の組織切片にした。作製した組織切片は

4%PFA/PBS 中で室温 10 分間固定し PBS で 3 回洗浄した後、0.1 M 

triethanolamine /0.25% acetic anhydrideに 10分間浸漬した。浸漬後、PBS

で 3 回洗浄し、prehybridization solution (50% formamide, 5 x SSC, 1 x 

Denhardt’s, 250 µg/ml tRNA, 500 µg/ml herring sperm DNA) にて 4ºC 

overnightでブロッキングした。 Arf6 mRNAプローブを hybridization buffer 

(50% formamide, 300 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 10 

mM Na2HPO4, 10% dextran sulfate, 1 x Denhardt’s, 500 µg/ml tRNA, 200 

µg/ml herring sperm DNA) で 1000 倍に希釈して組織切片に添加し 65ºC 

overnightでインキュベートした。インキュベート後、組織切片は 65ºC の 0.2 x 

SSC (3.3 mM NaCl, 3.3 mM sodium citrate, pH 7.5) で 30分 4回洗浄した。

洗浄後、室温の 0.2 x SSC と buffer B1 (0.1 M Tris-HCl, pH 7.5, 0.15 M NaCl)

で 5分間インキュベートし、10% normal sheep serum/PBSで室温、1時間ブ

ロッキングした後、alkaline phosphatase-conjugated anti-DIG antibody 

(Roche) を1% sheep serum/ buffer B1 で3500倍に希釈して組織切片に添加し

4ºC overnightでインキュベートした。インキュベート後、10% Triton X-100/ 

buffer B1で３回洗浄し NBT/BCIP (1:200 NBT/BCIP stock solution, Roche)を

buffer B2 (0.1 M Tris-HCl, pH 9.5, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl2)で 500倍希釈し

て組織切片に添加し 30℃ 暗所で発色させた。 

	
 発色後、すべての画像は Biozero BZ-8000 microscope (Keyence, Osaka, 

Japan)を用いて観察した。 
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2-7個体での BrdUを用いた OPCの発生と遊走能の解析 

	
 神経幹細胞から新しく生じたOPCをラベルするためにBrdU (50mg/kg:体重. 

Sigma-Aldrich, MO, USA)をマウス腹腔内に注射した。OPCの発生を調べるた

めに、生後 5日目の Control、B-Arf6 CKOと N-Arf6 CKOマウスの腹腔内に

BrdU を１回注射し、２時間後に屠殺し脳組織切片を作製した。OPC の遊走を

調べるために Control、B-Arf6-CKO、N-Arf6-CKOマウスの腹腔内に生後 1日

から 10日の間、毎日１回 BrdUを注射し、生後 14日目で屠殺し脳組織切片を

作製した。神経幹細胞から新しく生じた OPCを視覚化するために作製した脳組

織切片を抗 BrdU抗体と抗 Olig2 抗体で染色した。 

 

2-8細胞遊走能の解析 

	
 OPCの遊走は 24-well Boyden chamber (Corning Costar, NY, USA)を用い

て測定した。 

	
 生後 5日目のControlマウスから摘出した前脳を papain (10U/ml) とDNase 

(10U/ml)を加えた DMEMで 37℃、20分間処理しピッペッティングによって細

胞を分離した。分離した細胞は 1,000 x gで遠心し、沈殿した細胞を 10%FBS

入り DMEMに 5×105 cells/chamberの濃度で再懸濁した後、Upper Chamber

に細胞を播いた。Bottom Chamberには生後 5日目の Controlと N-Arf6-CKO

マウスから摘出した海馬組織と 10%FBS入り DMEM を入れた。3 日間培養し

た後、membrane filtersを 4%PFA/PBSで固定し、Olig2抗体で染色した。染

色後、membrane filters 裏面の Olig2 陽性細胞の数を BZ-II Analyzer 

(KEYENCE, Tokyo, Japan)を用いて計測した。 
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2-9グルタミン酸量の測定法 

	
 Control と N-Arf6-CKO マウスの海馬組織培養上清中のグルタミン酸濃度を

Glutamate Assay Kit (BioVision, CA, USA)を用いて測定した。測定方法は

Assay kit付属のプロトコールに従って行った。海馬組織培養上清中のグルタミ

ン酸濃度を測定する際、回収した培養液は細胞や細胞片などの混入を除くため

遠心を行い、上清を測定サンプルとして用いた。 

 

2-10 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)による fibroblast growth 

factor (FGF)-2量の測定 

	
 FGF-2の量はRayBio ® Mouse bFGF2 (FGF-2) ELISA Kit (RayBiotech, GA, 

USA)を用いて測定した。測定方法は Assay kit付属のプロトコールに従って行

った。海馬組織培養上清中の FGF-2濃度を測定する際、回収した培養液は細胞

や細胞片などの混入を除くため遠心を行い、上清を用いた。また、海馬組織中

の FGF2 含有量を測定する際は生後 7 日目の Control、N-Arf6-CKO マウスか

ら海馬組織を摘出し、摘出した海馬組織は冷 PBS中で細かく分割した後、緩衝

溶液(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTAと Protease Inhibitor Cocktail)中

でホモジネートした。ホモジネート後、懸濁液を 4℃、1,000 x gで 20分間遠心

し、上清 100µlを測定サンプルとして ELISA Kitで FGF2量を測定した。 

 

2-11統計解析 

本研究の統計処理はすべて Student's t-test または One-way ANOVA with a 

Dunnett's multiple comparison testを用いて行った。 
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第 3 章  結果  

3-1 神経系特異的な Arf6 の欠損は海馬采、脳梁でのミエリン髄鞘形成の

障害を引き起こす。 

 

	
 Arf6 が関与する神経機能を個体レベルで解析するために、Arf6 flox/foxマウス

と Nestin-Creマウスを交配させ、神経系特異的な Arf6-Conditional Knockout 

(B-Arf6-CKO)マウスを作製した。作製した B-Arf6-CKOマウスはウェスタンブ

ロッティングによりArf6蛋白質が脳組織特異的に欠損していることを確認した

(図 8a)。また、B-Arf6-CKO マウスはメンデルの法則に従って出生し、成体ま

で成長した。この間、特に目立った行動異常は観察されなかった。さらに脳を

摘出・観察したところ、形態には大きな異常は見られなかった(図 8b)。 

 
図 8	
 B-Arf6-CKOマウスでの Arf6蛋白質の発現と脳構造の解析 
 
a.	
 ウェスタンブロッティングによる全脳と肝臓での Arf6蛋白質の発現レベルを解析した。 
b.	
 Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの全脳の構造を比較した。Scale bar：2.5 mm。 

 

	
 次に Control と B-Arf6-CKO 成体マウスの脳組織切片を作製し、

Hematoxylin-Eosin(HE)染色により、組織学的解析を行った(図 9a)。その結果、

海馬への入出力を担う海馬采が Control マウスに比べ B-Arf6-CKO マウスで細

いことがわかった(図 9b)。また、左右の大脳皮質間を連絡する脳梁も Control

マウスより有意に細かった(図 9c)。 
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図 9	
 B-Arf6-CKOの脳における組織解析 
 
a.	
 生後 90日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの脳組織切片を HE染色した。 
白矢印：海馬采、黄色矢印：脳梁。Scale bar：200 µm。 
b.	
 脳全体の面積に対する海馬采の面積の割合を計測した。** P < 0.01。 
c.	
 脳の背側-腹側の幅に対する脳梁の幅の割合を計測した。** P < 0.01。 

 

	
 海馬采や脳梁は神経軸索の束で構成されており、その軸索は絶縁性のリン脂

質の層であるミエリン髄鞘によって高度に有髄化されている(Luders et al., 

2010; Paul et al., 2007; Cassel et al., 1997)。そこで、次に私は海馬采、脳梁で

のミエリン髄鞘への Arf6欠損の影響を調べるため、脳組織切片に対しミエリン

髄鞘を染上げる luxol fast blue (LFB)染色を行った。その結果、B-Arf6-CKOマ

ウスの海馬采と脳梁での LFBの染色度合いは Controlマウスに比べ顕著に低か

った(図 10a)。このことから、B-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁では軸索のミ

エリン髄鞘が減少している可能性が示唆された。そこで私は、B-Arf6-CKO マ

ウスの海馬采、脳梁でのミエリン髄鞘の減少を直接確認するために、電子顕微

鏡による解析を行った。電子顕微鏡による解析の結果、B-Arf6-CKO マウスの

海馬采、脳梁の領域では Control マウスと比べ、ミエリン化された太い有髄神

経線維が劇的に減少していることが確認できた(図 10b, cおよび 11)。 
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図 10	
 神経系特異的な Arf6欠損による海馬采、脳梁でのミエリン髄鞘形成に対する影響の検討 
 
a.	
 生後 90日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁を LFB染色した。 
Scale bar：200 µm。 
b.	
 生後 90日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの脳梁の電子顕微鏡写真。 
Scale bar：2 µm。 
c.	
 生後 90日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの脳梁でのミエリン化された軸索の割
合を計測した。** P < 0.01。 

 

 
図 11	
 海馬采に対する電子顕微鏡によるミエリン髄鞘の解析 
 
生後 90日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの海馬采の電子顕微鏡写真。 
Scale bar：5 µm。 
 

	
 これらの結果からArf6が中枢神経系においてミエリン髄鞘の形成に関与して

いる事が示された。また、興味深いことに、他の有髄神経領域(脳弓, 大脳脚, 小

脳)では海馬采や脳梁で見られたような劇的な LFB 染色度合いの減少は見られ

なかった (図 12)。 
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図 12	
 神経系特異的な Arf6欠損による脳弓, 大脳脚, 小脳でのミエリン髄鞘形成に対する影響
の検討 
 
a.	
 生後90日目のControlマウスとB-Arf6-CKOマウスの脳弓, 大脳脚, 小脳に対するLFB染色。
Scale bar：200 µm。 
b.	
 生後 90日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの脳弓の電子顕微鏡写真。 
Scale bar：5 µm。 

 

3-2 神経系特異的な Arf6 の欠損は海馬采、脳梁のオリゴデンドロサイト

数を減少させる。 

 

	
 中枢神経系においてミエリン髄鞘形成はグリア細胞の１つであるオリゴデン

ドロサイトによって行われている(Aggarwal et al., 2011)。そこで、私は次に

Arf6 欠損によるオリゴデンドロサイトへの影響を調べるため、生後 14 日目の

Control、B-Arf6-CKOマウス脳組織切片に対し、オリゴデンドロサイトのマー

カーである Olig2 蛋白質を抗 Olig2 抗体によって免疫染色した。その結果、

Control マウスに比べ B-Arf6-CKO マウスの海馬采、脳梁ではオリゴデンドロ

サイトの数が顕著に少ないことがわかった (図 13)。 
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図 13	
 神経系特異的な Arf6欠損による海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイトに対する影響の
検討 
 
a. 生後 14日目の Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁を抗 Olig2抗体(緑色) 
と DAPI(青色)で染色した。白色点線：海馬采と脳梁。Scale bar：100 µm。 
b. 海馬采、脳梁 での Olig2陽性の細胞数を測定した。 ** P < 0.01。 
Olig2：オリゴデンドロサイトのマーカー 

 

3-3 神経系特異的な Arf6 の欠損は脳室周辺からの海馬采、脳梁への OPC

の遊走を抑制する。 

 

	
 上記の結果において B-Arf6-CKO マウスの海馬采、脳梁のオリゴデンドロサ

イトの数は生後 14日目で既に減少していた(図 13)。マウスでのミエリン髄鞘形

成は主に生後 14日目以降から開始される(Hamano et al., 1998; Baumann and 

Pham-Dinh 2001)。このことから、B-Arf6-CKOマウスの海馬采や脳梁でオリ

ゴデンドロサイト数が少ないのはミエリン髄鞘形成後の要因(例えばミエリン髄

鞘のメンテナンス異常など)によるものではなく、ミエリン髄鞘形成過程に要因

があると考えられた。 

	
 オリゴデンドロサイトによるミエリン髄鞘形成過程は、まず脳室周辺などで
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オリゴデンドロサイトの前駆体である Oligodendrocyte precursor cell (OPC)が

神経幹細胞より生じ、その後、標的の領域まで遊走する。遊走後、OPCはオリ

ゴデンドロサイトへ分化、成熟化してミエリン髄鞘を形成する(de Castro and 

Bribián, 2005; Klämbt, 2009; Miller, 2002)(図 14)。そのため、B-Arf6-CKOマ

ウスの海馬采や脳梁でのオリゴデンドロサイトの数が少なかった事の原因とし

て 2つの可能性が考えられた。１つ目は神経幹細胞から発生する OPCの数が減

少している可能性であり、2つ目は発生後の OPCの遊走に異常があり、海馬采

や脳梁などの標的領域へ正常に OPC が辿り着けていない可能性である。

 
図 14	
 オリゴデンドロサイトによるミエリン髄鞘形成過程 
 
①; 脳室周辺において神経幹細胞より oligodendrocyte precursor cell (OPC)が生じる。 
②; 脳室周辺で発生した OPCが脳梁や海馬采などの有髄神経領域へ遊走する。 
③; 有髄神経領域へと遊走して来た OPCがオリゴデンドロサイトへと分化する。 
④; 成熟したオリゴデンドロサイトが神経軸索へ巻き付く事でミエリン髄鞘を形成する。 
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 私はこれらの可能性を検討するために BrdUを用いた実験を行った。BrdUは

細胞が分裂した際に細胞に取り込まることから、神経幹細胞から発生した細胞

をラベルするために用いた。さらに、神経幹細胞より発生した OPCを識別する

ために、Olig2蛋白質を OPCのマーカーとした。つまり、BrdUと Olig2の両

方が陽性な細胞を神経幹細胞から新しく生じた OPCであると判断した。実験の

結果、側脳室周辺の BrdU と Olig2 の両方が陽性な細胞数は Control マウスと

B-Arf6-CKOマウスでの間に大きな違いは見られなかった(図 15)。    	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  

 
図 15	
 神経系特異的な Arf6欠損による側脳室周辺でのOPCの発生に対する影響の検討 
 
a.	
 細胞が分裂した際に取り込まれる BrdUを用いて、側脳室で神経幹細胞より分裂した細胞を
ラベルする。ラベルされた細胞を抗 Olig2抗体で染色する事で神経幹細胞より発生した OPCを
検出する。 
b.	
 生後 5 日目の Control マウスと B-Arf6-CKO マウスに BrdU を投与し、投与 2 時間後の
Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの側脳室領域を抗 Olig2抗体(緑色)と抗 BrdU抗体(赤色)
で染色した。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 

 

	
 一方、OPCの遊走先である海馬采や脳梁での BrdUと Olig2の両方が陽性な

細胞の数はControlマウスに比べB-Arf6-CKOマウスで有意に少なかった(図16

および 17)。このことから Controlマウスに比べ B-Arf6-CKOマウスの海馬采や
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脳梁でのオリゴデンドロサイトの数が少ない原因は、神経幹細胞から分化する

OPC の数が減少しているからではなく、発生後の OPC の遊走に異常があり、

標的領域へ正常に OPCが辿り着けていない事が主な原因であると考えられた。 

	
 これらの結果から、B-Arf6-CKOマウスでのミエリン髄鞘の不形成は OPCの

遊走障害によって、海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイトの数が少なくなっ

た事に起因していると考えられた。 

 
図 16	
 in vivoでの OPC遊走能の測定方法の模式図 
 
生後 1日目から 10日目までの間、マウスに BrdUを投与し、その期間に発生した OPCを BrdU
にてラベルする。その後、ラベルした OPCが目的組織領域へと遊走するのを数日間待ち、BrdU
陽性な OPCを目的組織領域で検出することで、in vivoでの OPCの遊走能を測定した。 
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図 17	
 神経系特異的な Arf6欠損による脳室周辺から海馬采、脳梁への OPCの遊走に対する影
響の検討 
 
a. 	
 生後 1日目から 10日目までの間ControlマウスとB-Arf6-CKOマウスにBrdUを投与し、 
生後 14日目で Controlマウスと B-Arf6-CKOマウスの海馬采と脳梁を抗 Olig2抗体(緑色)と抗
BrdU抗体(赤色)で染色した。白色点線：海馬采または脳梁。Scale bar：100 µm。 
b. 	
 海馬采、脳梁 での Olig2/BrdU陽性の細胞数を測定した。** P < 0.01。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 

 

3-4 神経細胞での Arf6 の働きがミエリン髄鞘形成に重要である 

 

	
 私が作製した B-Arf6-CKOマウスは神経幹細胞で Arf6が欠損している。つま

り、B-Arf6-CKO マウスでは、神経幹細胞より生じる、神経細胞、グリア細胞

の両方で Arf6 が欠損していることになる。そのため、これまでの Arf6 欠損に

よるミエリン髄鞘形成に対する影響が神経細胞、グリア細胞のどちらの細胞に

起因するのかは不明なままであった。そこで、私は Arf6欠損によるミエリン髄

鞘形成への影響がどの細胞種での Arf6に起因するのかを調べるために、新たに

神経細胞特異的な Arf6-CKO (N-Arf6-CKO)マウスとオリゴデンドロサイト特

異的な Arf6-CKO (O-Arf6-CKO)マウスを作製した。作製した両マウスに対し組
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織学的解析を行った結果、N-Arf6-CKOマウスで B-Arf6-CKOマウスと同様な

表現型(海馬采、脳梁の萎縮)が見られたのに対し O-Arf6-CKO マウスでは見ら

れなかった(図 18)。 

 

図 18	
 N-Arf6-CKOマウスと O-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁の組織解析 
 
a.	
 脳全体の面積に対する海馬采の面積の割合を測定した。** P < 0.01。 
b.	
 脳の背側-腹側の幅に対する脳梁の幅の割合を測定した。** P < 0.01。 

 

	
 さらにLFB染色と電子顕微鏡による解析からN-Arf6-CKOマウスの脳梁と海

馬采でミエリン髄鞘形成の障害が確認された(図 19)。これらの事から、神経細

胞での Arf6の欠損がミエリン髄鞘形成不全を引き起こしている事が示され、神

経細胞での Arf6の働きがミエリン髄鞘形成に重要である事が示唆された。 

	
 また、Arf6 の発現は mRNA レベルにおいて大脳皮質や海馬に高く、グリア

細胞と軸索で構成される脳梁や海馬采で低いことから、中枢神経系において

Arf6は主に神経細胞に発現し機能している事が考えられた(図 20)。 
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図 19	
 神経細胞特異的または、オリゴデンドロサイト特異的な Arf6欠損による海馬采、脳梁で
のミエリン髄鞘形成に対する影響の検討 
 
a.	
 生後 90日目の Controlマウス、N-Arf6-CKOマウス、O-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁
を LFB染色した。Scale bar：200 µm。 
b.	
 生後 90日目の Controlマウスと N-Arf6-CKOマウスの脳梁の電子顕微鏡写真。 
Scale bar：2 µm。 
c.	
 生後 90日目の ControlマウスとN-Arf6-CKOマウスの脳梁でのミエリン化された軸索の割
合を測定した。** P < 0.01。 
 
 

 

図 20 脳組織での Arf6 mRNAの発現解析 

 
生後 5日目の野生型マウスの脳組織における Arf6 mRNAの発現を in situ hybridization法に
て解析した。Cor：大脳皮質、CA1：Cornet d'Ammon1、CC：脳梁、Fim：海馬采 
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 次に私は、N-Arf6-CKOマウスでのミエリン髄鞘不形成が B-Arf6-CKOマウ

スと同様に OPCの遊走障害によって、海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイト

の数が少なくなる事に起因しているかを調べた。その結果、N-Arf6-CKO マウ

スの海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイトの数は B-Arf6-CKO マウスと同様

に Controlマウスに比べ有意に少なくなっていた(図 21)。 

 
図 21	
 神経細胞特異的な Arf6欠損による海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイトに対する影響
の検討 
 
a. 生後 14日目の Controlマウスと N-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁を抗 Olig2抗体(緑色) 
と DAPI(青色)で染色した。白色点線：海馬采と脳梁。Scale bar：100 µm。 
b. 海馬采、脳梁での Olig2陽性の細胞数を測定した。** P < 0.01。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 

 

	
 また、側脳室周囲での OPCの発生には異常がみられない一方、海馬采、脳梁

への OPCの遊走には異常が見られた(図 22および 23)。さらに私は細胞死によ

って海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイトの数が減少している可能性を調べ

るため、海馬采、脳梁でのアポトーシスを抗 Cleaved Caspase-3抗体による免

疫染色によって検出した。その結果、N-Arf6-CKO マウスの海馬采、脳梁での

アポトーシスの増加は見られなかった(図 24)。これらの事から、N-Arf6-CKO

マウスでのミエリン髄鞘不形成がB-Arf6-CKOマウスと同様にOPCの遊走障害
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によって、海馬采、脳梁でのオリゴデンドロサイトの数が少なくなる事に起因

していることがわかった。 

 

図 22	
 神経細胞特異的な Arf6欠損による側脳室での OPCの発生に対する影響の検討 
 
a.	
 生後 5 日目の Control マウスと N-Arf6-CKO マウスに BrdU を投与し、投与 2 時間後の
Controlマウスと N-Arf6-CKOマウスの側脳室領域を抗 Olig2抗体(緑色)と抗 BrdU抗体(赤色)
で染色した。Scale bar: 100 µm。 
b.	
 側脳室領域における BrdU/Olig2両陽性な細胞の数を測定した。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 
 

 
図 23	
 神経細胞特異的な Arf6欠損による脳室周辺から海馬采、脳梁への OPCの遊走に対する
影響の検討 
 
a.	
 生後 1日目から 10日目までの間 Controlマウスと N-Arf6-CKOマウスに BrdUを投与し、
生後 14 日目で Control マウスと N-Arf6-CKO マウスの海馬采、脳梁を Olig2 抗体(緑色)と抗
BrdU抗体(赤色)で染色した。白色点線：海馬采と脳梁。Scale bar：100 µm。 
b.	
 海馬采、脳梁 での Olig2 / BrdU陽性の細胞数を測定した。* P < 0.05。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 
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図 24	
 神経細胞特異的な Arf6欠損の海馬采、脳梁での細胞の生存に対する影響の検討 
 
a.	
 生後 5日目の Controlマウスと N-Arf6-CKOマウスの海馬采、脳梁を抗 Cleaved Caspase3
抗体(緑色)と DAPI(青色)で染色した。白色点線：海馬采と脳梁。Scale bar：50 µm。 
b.	
 脳梁 での Cleaved Caspase3 陽性の細胞数を測定した。 
Cleaved Caspase3：アポトーシスのマーカー 
 

3-5 Arf6 は OPC 遊走ガイダンス因子の放出を制御する 

 

	
 これまでの結果から、Arf6 によるミエリン髄鞘形成への関与は OPC の遊走

制御を介して行っている事がわかった。さらに、OPC遊走の制御には神経細胞

での Arf6 の働きが重要であることから、Arf6 による OPC の遊走制御は OPC

の内的要因ではなく、神経細胞などによる外的要因によって制御されているこ

とがわかった。これまでの研究から、ミエリン髄鞘形成過程における OPCの遊

走を制御する外的要因として、遊走先である標的領域から放出されるガイダン

ス因子による制御が知られている (de Castro and Bribián, 2005; Klämbt, 

2009; Miller, 2002)。そこで私は、Arf6がガイダンス因子の放出を介して OPC

の遊走を制御しているかを検討した。海馬采を構成する軸索の多くは海馬の神

経細胞に由来する(Cassel et al., 1997)。そこで、私は海馬から海馬采へと OPC

遊走ガイダンス因子が放出されていると考え、海馬を組織培養し、培養上清中

に OPC遊走ガイダンス因子が放出されているかを 24-well Boyden chamberに
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よる in vitro 遊走アッセイを用いて検討した。その結果、海馬組織の培養上清

は OPCの遊走を誘導することがわかった(図 25)。 

 

 
図 25	
 海馬組織培養上清の OPCの遊走に対する作用の検討 
 
OPCの遊走は 24-well Boyden chamber を用いて測定した。OPCをチャンバーの膜フィルター
上に播き、培養ウェルに生後 5 日目の Control マウスの海馬組織を置いた物と培地のみの物を
用意して３日間培養した。培養後膜フィルターの裏面を抗 Olig2抗体(緑色)で染色した。 
Scale bar：200 µm。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 

 

	
 さらに、海馬組織の培養上清によって遊走されてくる OPC の数は、Control

海馬組織にくらべ N-Arf6-CKO海馬組織で有意に少ない事がわかった(図 26)。

このことは海馬組織から OPCの遊走ガイダンス因子が放出されており、その放

出は神経細胞での Arf6の欠損によって減少したことを示している。この結果か

ら海馬組織の神経細胞において Arf6が OPCの遊走ガイダンス因子の放出また

は産生に関与する事が示唆された。 
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図 26	
 OPC遊走制御に対する海馬組織での Arf6の役割の検討 
 
a.	
 膜フィルター裏面へと遊走してきたOPCを抗Olig2抗体で染色した。Scale bar : 200 µm。 
b.	
 膜フィルター裏面上の Olig2陽性の細胞数を測定した。* P < 0.05。 
Olig2：オリゴデンドロサイト/OPCのマーカー 

 

	
 次に私は、Arf6 が制御する OPC 遊走ガイダンス因子の同定を試みた。これ

までに in vitroの実験によっていくつかのOPC遊走ガイダンス因子が同定され

ている(de Castro and Bribián, 2005; Klämbt, 2009; Miller, 2002)。その中の１

つにグルタミン酸がある。OPCは AMPA受容体と NMDA受容体を発現してお

り、グルタミン酸が同受容体を介して OPCの遊走を誘引できることが in vitro 

遊走アッセイ実験において示されている(Gudz et al., 2006)。さらに、生後 14

日目までの脳梁などの白質においてミエリン化される前の軸索からグルタミン

酸が放出されることも知られており(Ziskin et al., 2007)、その放出期間はミエ

リン髄鞘形成過程での OPCの遊走期間と一致する。また、これまでに Arf6が

下流因子である PLD や PIP5K を介してグルタミン酸の放出を制御しているこ

とが in vitroの実験により知られている(Zheng and Bobich. 2004)。これらの事

から、私はまず始めに、Arf6 が制御する OPC 遊走ガイダンス因子がグルタミ

ン酸である可能性を調べた。酵素反応による定量法にて海馬組織培養上清中の

グルタミン酸量を調べた結果、培養上清中に放出されたグルタミン酸量は
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Controlと N-Arf6-CKOの間で有意な差は見られなかった(図 27a)。この結果よ

りArf6が制御するOPC遊走ガイダンス因子はグルタミン酸ではないと考えた。

次に私は Arf6 が制御する OPC 遊走ガイダンス因子として fibroblast growth 

factor (FGF)-2に注目した。FGF-2は主要な OPC遊走ガイダンス因子の１つで

あり、海馬での発現が高く、その放出には Arf6 の下流因子である PIP5K によ

る PIP2の産生が重要であることが知られている(de Castro and Bribián, 2005; 

Monfils et al., 2006; Steringer et al., 2012)。私は ELISA法によって海馬組織

培養上清中の FGF-2 量を調べた。その結果、培養液中に放出された FGF-2 量

は Controlに比べ N-Arf6-CKO海馬組織で有意に低かった(図 27d)。この結果よ

り Arf6 が制御するガイダンス因子は FGF-2 である可能性が示唆された。しか

し、この Arf6欠損による海馬組織培養上清中での FGF-2量の減少が FGF-2の

放出の減少によるものか、FGF-2 の産生量の減少によるものかは不明なままで

あった。そこで次に私は Controlと N-Arf6-CKOの海馬組織中の FGF-2含有量

を測定した。その結果、海馬組織中の FGF-2含有量には ContorlとN-Arf6-CKO

の間で有意な差は見られなかった(図 27c)。この事から、Arf6は FGF-2の産生

ではなく放出に関与している事が示唆された。 

 
図 27	
 Arf6が関与する OPC遊走ガイダンス因子の同定 
  
a.	
 海馬組織培養上清中のグルタミン酸量を測定した。 
b.	
 海馬組織培養上清中の FGF-2量を測定した。** P < 0.01。 
c.	
 海馬組織中の FGF-2量を測定した。 
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第 4章  考察  

 

	
 胎生致死であった Arf6-KOマウスとは異なり(Suzuki et al., 2006)、本研究で

作製した神経系特異的な Arf6-CKOマウスは正常に出生し、成体まで成長した。

また、成体の脳を摘出・観察したところ、形態には大きな異常は見られなかっ

た(図 8b)。この事から、神経系での Arf6は脳組織構造の形成、発達には重要で

ないと考えられる。また、in vitroの研究から Arf6は神経細胞において軸索の

伸張や神経伝達物質の放出、シナプスの形成など多くの神経機能に関与してい

ることが示されてきた(Jaworski, 2007)。しかし、私が作製した B-Arf6-CKOマ

ウスには特に目立った行動異常は観察されず、上記の神経機能障害を示すよう

な表現型は見られなかった。これまでの研究から Arf6はいくつかの活性化因子

であるGEFとエフェクター分子を他のArfファミリーメンバーと共有している

ことが知られている(Donaldson and Jackson, 2011)。そのため、私は Arf6が

in vivoで欠損した際は、他の Arfファミリーによって Arf6が担っている神経機

能が代行されている可能性があると考える。 

	
 本研究において、唯一、見られた Arf6欠損による脳組織の構造変化は有髄神

経線維の束からなる海馬采と脳梁の萎縮であった(図 9)。さらに萎縮していた両

領域ではミエリン化された太い有髄神経線維が劇的に減少していた(図 10 およ

び 11)。軸索の径（大きさ）は有髄化されることで大きくなることから、有髄神

経線維の束からなる海馬采や脳梁が萎縮した原因はミエリン髄鞘形成不全によ

って径の大きい軸索が減少した事に起因するものと考えられる。 

	
 さらに他の有髄神経領域(脳弓, 大脳脚, 小脳)では Arf6 欠損によるミエリン

髄鞘への影響は見られなかった(図 12)。このことからミエリン髄鞘形成には

Arf6 に依存的したものと非依存的なものがあり、ミエリン髄鞘形成を制御する

分子が有髄神経領域によって異なる事が示唆された。また、運動機能などを司
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る小脳では正常なミエリン髄鞘の形成が行われていることは B-Arf6-CKO マウ

スが一見してわかるような行動異常を示さない事の説明になるものと考える。 

	
 また、本研究は海馬神経細胞において Arf6 が FGF-2 の放出を制御すること

で、OPCの遊走を制御している可能性を示した。しかしながら、Arf6が FGF-2

の放出を制御する分子メカニズムの解明には至っていない。FGF-2 の放出は小

胞輸送によらない unconventional secretion pathwayを介して放出されること

が知られている。この放出経路において、FGF-2 は細胞膜上の PIP2 に直接結

合する事で細胞質から細胞膜へとリクルートされ、その後、細胞膜を通り抜け

て放出される(Nickel, 2011)。この細胞膜上での PIP2の産生には PIP5Kが重要

であることが報告されている(Steringer et al., 2012)。Arf6は細胞膜上において

PIP5K を活性化することで PIP2 の産生を制御することが知られており

(Funakoshi et al., 2011)、この事から私は、Arf6は PIP5Kを介して FGF-2の

放出を制御していると予想する。 

	
 本研究で作製した B-Arf6-CKOマウスおよびN-Arf6-CKOマウスは一見して

わかるような病態を示さなかった。しかし、これまでに海馬采や脳梁の形成不

全は記憶や認知能力の低下といった記憶障害や鬱などの精神疾患を引き起こす

事が報告されている(Addy et al., 2005; Brambilla et al., 2004; Rao et al., 2011; 

Caetano et al., 2008)。そのため、Arf6が欠損したマウスも記憶障害や精神疾患

などの病態を引き起こしている可能性が高いと考える。今後、記憶力や認知機

能への影響、精神状態を行動学的解析により検討することで、Arf6 欠損による

ミエリン髄鞘形成障害が個体レベルでどのような病態にリンクするのかを明ら

かにできるものと期待する。
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第 5章  結論  

 
本研究において私はArf6が個体レベルでどのような神経機能に関与しているの

かを解析することを目的とした。 

 

  本研究において作製した神経系特異的な Arf6-CKO マウスの海馬采、脳梁で

は軸索のミエリン化が減少していた。この事から中枢神経系において、Arf6 が

軸索のミエリン髄鞘形成に必須である事がわかった。また、免疫組織染色およ

び BrdUを用いた in vivo遊走実験によって、Arf6はミエリン髄鞘形成過程に

おいて OPC の遊走を制御している事がわかった。さらに、神経細胞特異的な

Arf6-CKO マウス、オリゴデンドロサイト特異的な Arf6-CKO マウスの 2 種類

の Arf6-CKOマウスを作製、解析した結果、神経細胞での Arf6の働きがミエリ

ン髄鞘形成および OPCの遊走制御に重要である事が示された。この Arf6によ

る OPCの遊走制御は、海馬組織培養上清を用いた OPCの in vitro 遊走アッセ

イの結果から、OPC遊走ガイダンス因子の放出を介したものである事が示され

た。さらに、Arf6の欠損は海馬組織からの FGF-2の放出を減少させることがわ

かった。FGF-2 は OPC の遊走ガイダンス因子として知られているため、Arf6

は FGF-2の放出を介して OPCの遊走を制御している可能性が示唆された。 

	
 これら本研究で得られた知見から、Arf6は神経細胞からの FGF-2の放出を介

して OPC の遊走を制御することで海馬采や脳梁でのミエリン髄鞘形成に関与

していることが明らかとなった。 

	
 本研究で明らかにされたミエリン髄鞘形成における Arf6の役割は、Arf6の個

体での神経機能を解明した点で低分子量 G 蛋白質領域の基礎研究において重要

な発見であると考えられる。 

	
 また、これまで、in vitroの研究から OPCの遊走を制御するガイダンス因子
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は同定されていたが、実際に生体での具体的なガイダンス因子の働きは解析さ

れていなかった。そのため、本研究が示した知見はミエリン髄鞘形成の研究に

おいても重要度が高いものと考えられる。 

	
 さらに、本研究の結果、Arf6 のミエリン髄鞘形成における役割が明らかにな

ったことで、ミエリン髄鞘形成の新たな分子機構が解明されただけでなく、今

後ミエリン髄鞘に起因する疾患の原因解明や新たな治療方法の開発に繋がる可

能性があり、本研究で得られた知見は生物学だけでなく基礎医学の分野におい

ても大変意義のあるものだと考える。 
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