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研究成果の概要（和文）：　一酸化窒素（NO）は、生体内でシグナル分子として働いており、血管拡張や免疫系
での研究は進んでいるが、神経系における作用については詳しい分子機構が明らかになっていない。
　本研究では、NOのシグナル分子としての役割を解明するために、ラット由来細胞などを用いて、新規に開発さ
れた光応答性NO放出材料に対する応答を評価した。その結果、神経細胞突起のNO依存的な収縮応答を発見した。
また、NO応答性Ca2+チャネルと、細胞内NO産出酵素が、アダプタータンパク質を介して相互作用することを突き
止め、Ca2+とNOシグナルを効率よく増幅するメカニズムを見出した。更に、生体内でNOを検出するセンサーを開
発した。

研究成果の概要（英文）：Nitric oxide (NO) functions as a signal molecule in our bodies and has been 
well studied as vasodilators and regulator of immune systems. However, its precise roles in neuronal
 system has not been clarified. This research aimed for elucidating the mechanism of nitric oxide 
production and its downstream roles by utilizing novel material that can release NO by light 
irradiation. By utilizing lasers for the trigger of NO release, the spatial and temporal resolution 
could be precisely controlled. Using this material, the effect of NO to neuronal development was 
investigated in PC 12 cells. The specific exposure to NO resulted in the shrinkage of neuronal 
axons.
On the other hand, a physical association between an NO-responding Ca2+ channel and nitric oxide 
synthase via an adaptor protein was discovered. This interaction could be a mechanism to efficiently
 amplify the Ca2+ and NO production for a positive feedback of the signals.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： 細胞応答制御　ガスバイオロジー　タンパク質工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、一酸化窒素とその産出酵素が生体内で果たしている役割について明らかにした。生体内でシグナ
ル分子として働いているNOが神経軸索伸長に関与するという知見から、神経変性疾患の発生機構やその治療、進
行を抑制する手法の開発に資すると期待される。
　また、本研究で見出された、NO産出酵素とCa2+チャネルの機能連関は、生体で血流量の調整を担う血管拡張の
メカニズムに光を当て、循環器系疾患の機構の理解に役立つと考えられる。さらに、本研究で開発された、生体
内でNO産出をリアルタイムに検出することができるタンパク質ベースセンサーは、診断法への応用が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  ヒトをはじめとする高等生物の脳内では、神経細胞が複雑なネットワークを形成し、
細胞同士で情報をやり取りすることによって記憶、思考、生命活動などを司っている。
このネットワークが遺伝的要因や外的要因などにより異常をきたすと、体から脳、脳か
ら体への情報伝達が正常に機能できなくなり、てんかんなどの神経疾患の原因となり
得る。この神経ネットワーク形成の機構を解明し、人為的に制御する事が出来れば、
一般に有効な治療法が乏しいとされる神経疾患の治療に役立つ。 

神経細胞には、その生育を制御する（阻害・促進の双方）成長因子と呼ばれる物質
群が知られている。これらの物質の生育制御作用の機序は、「イオンチャネルを介した
反応である」との一部の報告を除いて明らかになっていない。この反応を仲介する分
子レベルでの機構のうちの一つとして、気体状シグナル伝達分子である一酸化窒素
（NO）が候補に挙がっている。これまでの報告例から、NO は基本的には神経細胞の
成長を抑制すると考えられているが、成長の初期などにおいては、神経軸索の伸長を
促進する報告例もある。しかし、NO はガス状であり、目に見えない、拡散が早い、局所
的運搬ができないなどの物理的性質のため、選択的な人工投与が難しく、NO を検知
する分子実体と分子機構は明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 

近年開発された「光に応答して一酸化窒素を放出する材料（NOF）」は、NO を大量
に貯蔵し、光照射によって効率的、かつ局所的に放出することができる。従来の研究
に多用されてきた、溶液中に NO を放出する供与剤と違って、細胞・個体内に対し、時
間的・空間的に特異的に生体ガス分子による制御を可能にする。本研究ではこれを用
いて、時間的、空間的に厳密に濃度制御された NO を神経細胞に曝露させた場合の
反応を観察し、NO が生体応答において果たす役割の解明を目的とした。 

さらに、NO によって活性化するイオンチャネルと NO 産出に関わる酵素の機能的な
カップリングについての評価や、生体内における NO の産出を蛍光法でリアルタイムに
検出する手法の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
１：NOF による神経細胞応答の観察 

生体ガス分子の中でも NO は既に多くの研究例が存
在し、特に、血管拡張や免疫系での研究は進んでい
る。一方で、より局所的な制御に基づく研究はあまり進
んでいない。本課題では、NOF を細胞培養皿に埋め込
んだ材料を作製し、その上で神経様細胞（ラット由来
PC12）を培養した。神経の分化前後の各段階で、培養
皿に µm 単位の分解能でレーザー光を照射して NO を
放出することによって、軸索の成長の方向性・速度・密
度などを観察した。さらに、種々の阻害剤を用いて、NO
依存的な応答の分子機構を探索した。観察には二光子
顕微鏡を用いて、細胞毒性の少ない近赤外領域の光
（ex. 740 nm 付近）で NO 放出を制御した。光照射の強
度・間隔を制御することで細胞が晒される NO の濃度を
調節することができ、通常の細胞培養条件下で、NO 放出をしながら長時間（～数日
間）観察することで、神経分化から軸索の成長までを観察した。 

 
2： NO の標的分子の解明 

生体内における NO の標的分子を解明するために、様々なイオンチャネルと一酸化

図「神経細胞応答の光によ

る制御」の概念図 



窒素産出酵素（NOS）を HEK293 細胞に共発現させ、蛍光イメージング法と電気生理
学的な手法によって NO と Ca2+イオンの産出挙動の変化を観察した。また、ウェスタン
ブロッティング法によって、NOS とイオンチャネルの物理的な相互作用を検出した。さ
らに、免疫染色法を用いて NOS とイオンチャネルの局在を観察し、免疫沈降法によっ
て両者と相互作用する分子を探索することによって、NO と Ca2+シグナル伝達の分子メ
カニズム解明を試みた。 
 
４．研究成果 
NOF を用いた神経細胞の NO への応答評価 
 本研究では、NO のシグナル
分子としての役割を解明するた
めに、ラット由来細胞（PC12）な
どを用いて、NOF に対する応答
を評価した。その結果、光 740 
nm のレーザー照射によって引
き起こされた NO 依存的に、神
経細胞突起が収縮応答を起こ
すことを発見した。この応答は、
光の強さ・照射時間に依存した
ことから、細胞内の NO 濃度に
依存することが示唆された。各種のイオンチャネル阻害剤の処置実験から、この細胞
応答には TRPA1、TRPV1 チャネルは関わっておらず、Cl-チャネルが関与しているこ
とが示唆された。 
 
NO と Ca2+シグナルの効率良い増幅メカニズムの発見 

NOに応答するCa2+チャネルであるTRPC5と、細胞内でNOを産出する酵素（NOS）
が、アダプタータンパク質を介して相互作用することを突き止めた。HEK293 細胞に
TRPC5 と NOS を共発現させると、受容体刺激に応答して、TRPC5 を介した細胞内
Ca2+濃度上昇が増強されることを見出した。この増強作用は、イオンチャネルの中でも、
TRPC5 に特異的であることが分かった。さらに、TRPC5 と NOS が細胞内で物理的に
共局在しており、両者の相互作用にはアダプタータンパク質が必須であることが分か
った。 

NOS は Ca2+で活性化されるカルモジュリンによって制御されており、また、TRPC5
は NO によって活性が上がり、細胞内の Ca2+濃度を上昇させる。両者を近接させるア
ダプタータンパク質の存在によって、ポジティブなフィードバックが実現し、Ca2+と NO
シグナルを効率よく増幅するメカニズムを提唱した。この知見は、NO が制御する血管
拡張などの生体応答や、その制御不全による疾患の発生機構の理解に資すると考え
られる。 
 
生体内で NO を検出するセンサーを開発 
  さらに、生体内で NO を検出するセンサーのプロトタイプを開発した。チャネルタン
パク質 TRPC5 は NO に応答した構造変化により開口が制御されていることが示唆され
ている。そこで、TRPC5 の部分構造と EGFP の融合タンパク質を作製し、NO 産出に
伴うタンパク質の構造変化を、EGFP の蛍光変化により直接検出することに成功した。
このセンサーはタンパク質ベースであることから、遺伝子配列上に細胞内局在シグナ
ルを付加するだけで細胞小器官特異的に発現させることが可能で、生体内の NO セ
ンサーとしての応用が期待される。 
 

図 光照射に伴うNO曝露による神経軸索の形態の変化。
左:光照射前、右:光照射後。 
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