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研究成果の概要（和文）：未分化リンパ腫キナーゼ（ALK）は受容体チロシンキナーゼ（RTK）の1つであるが、
詳しい機能はいまだ不明である。本研究はALKの神経軸索に対する役割を解明することを目的をした。ASP3026投
与にて濃度依存性にリン酸化ALKの発現は低下し神経軸索伸長とsproutingは抑制された。mAb16-39投与にてALK
の発現は上昇し神経軸索伸長とsproutingは亢進した。
ALKは神経系の発達・維持に寄与している可能性がある。またALKの活性化は神経軸索伸長と神経sproutingを促
進し、ALK不活化は軸索伸長とsproutingを抑制する作用を示していた。

研究成果の概要（英文）：Anaplastic lymphoma kinase (ALK) is a receptor type tyrosine kinase (RTK) 
that is expressed in neurons of the central and peripheral nervous systems. We investigated whether 
the ASP3026 as inhibitor of ALK and knocking down of ALK by siRNA suppress the outgrowth of adult 
mouse dorsal root ganglion (DRG) neurons, whether monoclonal antibody (mAb) 16-39 as an agonist of 
kinase activity of ALK promote axon outgrowth. In cultured DRG neuron, ALK was activated in 
elongating growth cones and sprouting axonal branches. Inhibition of ALK by ASP3026, reduced axonal 
elongation and branching in adult neurons. Inactivation of ALK by siRNA, reduced axonal elongation 
and branching in adult neurons. In contrast, mAb16-39 induced tyrosine phosphorylation of ALK, 
activation of ALK by mAb16-39, and promoted axonal elongation and sprouting. ALK significantly 
enhanced axonal elongation and branching. Taken together, our data indicate pivotal roles of RTK 
pathway in neural development or its repair.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
未分化リンパ腫キナーゼ（ALK）は受容体チロシンキナーゼ（RTK）の1つであり、特定の神経細胞集団に対して
増殖、生存維持などの作用を持つ受容体として機能するとされるが、詳しい機能はいまだ不明である。本研究か
ら得られて研究結果はALKの活性を調節している機構を解明し、ALKを標的とする神経再生治療法の開発に寄与す
る可能性を秘めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
神経系において特異的に発現の見られる受容体型チロシンキナーゼ（RTK）は、神経系の発生、
分化、生存維持など多彩な生物学的機能を有している。未分化リンパ腫キナーゼ（ALK）は RTK
の 1つであり、特定の神経細胞集団に対して増殖、生存維持などの作用を持つ受容体として機
能していることが期待されるが、ALK に対する詳しい機能はいまだ不明である。 
本研究は RTK の関わる神経系の発達・維持等の研究において重要な知見が得られるものと考え
る。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は神経軸索伸長における ALK の役割を解析することである。 
 
 
３．研究の方法 
①ALKの中枢神経における発生学的な発現を確認するためにC57BL/6Jマウス全脳におけるmRNA
発現を胎児期から出生後まで測定する。 
またマウス後根神経節 DRG（dorsal root ganglion）から抽出した初代培養ニューロンを用い
て神経軸索におけるリン酸化 ALK の発現を免疫染色にて観察する。 
 
②ALK 阻害剤である ASP3026 を HEK293T 細胞株に投与しリン酸化 ALK の発現を免疫染色と
Western blotting 法にて確認する。 
DRG ニューロンに ASP3026 を投与し神経軸索長を定量的に評価する。 
 
③アゴニストであるモノクロナール抗体(mAb16-39)を HEK293T 細胞株に投与しリン酸化 ALK の
発現を免疫染色と Western blotting 法にて確認する。 
DRG ニューロンに mAb16-39 を投与し神経軸索長を定量的に評価する。 
 
④N2a細胞株にshRNAを用いたALKのknock downを行い、qRT-PCRにてALKのmRNAを確認する。
ALK の Knock down 有無による DRG ニューロンの神経軸索長を比較検討する。 
 
 
４．研究成果 
①ALK の発生学的な mRNA の発現は qRT-PCR にて出生直後がピークであった（図 1）。 
神経軸索成長円錐尖端でリン酸化 ALK の発現が亢進していることを免疫染色法にて確認した
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. 胎児期から出生後までのALK発現     図 2. 神経軸索成長円錐尖端のリン酸化ALK 
 
 
②ASP3026 投与にて濃度依存性にリン酸化 ALK の発現が低下することを Western blotting 法に
て確認した（図 3）。 
ASP3026 投与にてコントロールと比べ有意に神経軸索伸長は抑制されることを免疫染色法にて
確認した（図 4）。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. ASP3026 によるリン酸化 ALK 発現抑制       図 4. ASP3026 による軸索伸長抑制 
 
 
③mAb16-39 投与にてリン酸化 ALK の発現が上昇することを Western blotting 法にて確認した
（図 5）。 
mAb16-39 投与にてコントロールと比べ有意に神経軸索伸長は亢進することを免疫染色法にて
確認した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5. mAb16-39 によるリン酸化 ALK 発現亢進             図 6. mAb16-39 による軸索伸長亢進 
 
 
④N2a細胞株にsiRNAを用いたALKのknock downを行い、qRT-PCRにてALKのmRNAを確認した。
ALK の Knock down 有無による DRG ニューロンの神経軸索長を比較検討する。ALK を Knock down
することで神経軸索伸長は有意に抑制された（図 7）。 
 

図 7. ALK ノックダウンによる神経軸索伸長抑制 
 
 
 
 
Preliminary な実験結果から、 ALK は神経系の発達・維持に寄与していることが明らかとな っ
た。また ALK の活性化は神経軸索伸長を促進し、ALK 不活化は軸索伸長を抑制する作用を示し
ていた。この知見は ALK の活性を調節している機構を解明し、ALK を標的とする脊髄再生治療
法を開発するための手法を示唆するものである。 
 本研究において受容体複合体の解明が行われれば、この受容体のノックアウトマウスなどを 
用いた研究からその全貌を明らかにすることも可能であろう。本研究は神経軸索再生を主眼 に
おいているが、本研究のもたらす成果は、生理的可塑性の分子基盤の解明など、神経科学 にブ
レイクスルーをもたらす可能性を秘めている。 
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