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研究成果の概要（和文）：受容体型プロテインチロシンホスファターゼである Ptpro の遺伝子欠

損マウスについて解析を行った。まず、視神経の脳への投射について詳細な解析を行ったが、

野生型マウスとの間に顕著な差は認められなかった。一方、行動学的解析を行った結果、一部

の行動学的解析実験において、野生型マウスとの差異を見出した。また、Ptpro は他のサブフ

ァミリーメンバーと共同して複数の RPTKの活性制御を行っていることが示唆された。 

        

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed Ptpro-deficient mice. In the axonal 

projections from the retina to the brain, we could not find any differences between 

wild-type and Ptpro-deficient mice. On the other hand, in some behavioral tests, we 

detected a significant difference between wild-type and Ptpro-deficient mice. We also found 

that Ptpro regulates multiple RPTKs in collaboration with other members of the R3 PTP 

subfamily.  
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質のチロシンリン酸化を介した
シグナル伝達機構は、多細胞生物において劇
的に進化したものであり、細胞間のコミュニ
ケーションが最も必要とされる神経系を支
える基盤となっている。我々は、RPTP の役割
に注目し、これらの神経系における生理機能
を明らかにすることを目標に研究を進めて
来た。特に、神経系で高発現する RPTP の一
つである Ptproについて重点的に研究を進め
て来た。解析の結果、Ptpro が RPTK である

Eph を特異的な基質とし、その活性を負に制
御することを見出した。Eph は、細胞移動や
神経回路網の形成、血管網の形成や免疫反応
等において重要な役割を果たしていること
が知られており、14 種の分子でファミリーを
形成している。詳細な解析の結果、Ptpro は、
Eph の活性化においてトリガーとしての役割
を果たしている膜貫通モチーフ近傍のチロ
シン残基を基質サイトとすることが判明し
た。さらに、発生期のニワトリを用いて、網
膜の器官培養系を用いた解析や個体レベル
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の解析を行った結果、Ptpro は Eph の活性を
負に制御することにより、網膜から脳への領
域特異的な神経回路形成において重要な役
割を果たしていることが明らかになった。 
Ptpro が関わる情報伝達機構、並びに、生

理機能の全容を明らかにするための課題の
一つとして、Ptpro の遺伝子欠損マウスを用
いた生理機能の解明がある。Ptpro 遺伝子欠
損マウスについては、これまでに腎臓におけ
る異常が解析されたのみで、その他の組織に
おける異常の有無については全く解析が行
われていない。我々は、Ptpro の遺伝子欠損
マウスを入手し、現在解析を開始したところ、
予備的な結果であるが、欠損マウスにおいて
行動学上の異常が見出された。このことから、
Ptpro は神経系の機能発現において重要な役
割を果たしていることが推測された。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、以下の点について明らか
にすることを目指した。 
(１) 遺伝子改変マウスを用いた Ptpro の生
理機能の解明 

Ptpro の遺伝子改変マウスについて、解剖
学的、生理学的、生化学的、及び行動学的解
析を行うことにより、神経回路形成、及び、
脳の高次機能発現における生理機能を明ら
かにする。また、そこに関わる分子機構につ
いて明らかにする。 
(２) Ptpro の新規基質分子となる RPTK の同
定と解析 
Ptpro の基質トラップ型変異体を用いて基

質分子となる RPTK の同定を行うと共に、
Ptpro による基質分子の脱リン酸化の生理的
意義について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(１)Ptpro 遺伝子改変マウスの解析 
 Ptproの生理的役割について、遺伝子欠損
マウスを用いて明らかにする。 
① 神経回路形成における機能解析 
 Eph が関与することが知られている視神経
の中枢への投射について詳細な解析をする
ことにより、Ptpro による Ephの制御が投射
形成においてどのように機能するかを明ら
かにする。また、広く神経回路形成の異常を
探ることにより、Ptpro の回路形成における
役割を明らかにする。 
・上丘における視神経投射の解析 
Ephが重要な役割を果たしている網膜から

中枢への投射系を用いて解析する。上丘へ視
神経軸索が到達した時期（生後 0-2 日）や軸
索の分岐形成が盛んな時期（生後 2-4日）、
不必要な軸索が除去される時期（生後 4-6日）
及び、投射が完成した時期（生後７日頃）に
おける上丘における視神経軸索の走行につ
いて、蛍光トレーサーを用いて標識し観察を

行う。本解析技術は我々らが常時使用してい
るものである。 
・外側膝状体への視神経投射の解析 
 背側外側膝状体へは両側の網膜からの投
射があるが、同側性の視神経と対側性の視神
経は明瞭に分離された状態で背側外側膝状
体に投射する。このような投射の分離は、発
生にともない誤った投射が除去されること
によって生じると考えられている。この軸索
の除去(refinement)に Ptproが関与するかど
うかについて、蛍光トレーサーである、
Alexa488-及び Alexa594-コレラトキシンの
それぞれを左右の眼球内に微量注入し、左右
の眼球からの視神経軸索の全てをラベルす
ることにより解析する。 
・神経回路網の組織学的解析 
 神経軸索や樹状突起のマーカー分子の抗
体を用いて成体における神経回路網の異常
の有無について解析する。 
・シナプス形成の解析 
シナプス形成における異常の有無につい

てシナプスのマーカー分子の抗体を用いて
解析するとともに、ゴルジ染色によりスパイ
ンの形態や密度について解析を行う。 
②神経機能発現における機能解析 
最初に広範な行動学的解析を行うことに

より、Ptpro の遺伝子改変マウスが神経機能
においてどのような異常を有しているかを
明らかにする。本解析で異常が明らかになっ
た神経機能について、それが関与する神経回
路や神経細胞について、順次解析を行ってゆ
く。具体的には、オープンフィールドテスト、
自発運動測定、強制遊泳テスト、ホットプレ
ートテスト、フットショックテスト、高架式
十字路テスト、モリス水迷路テスト、恐怖条
件付け文脈学習テスト、条件付け位置嗜好テ
ストを行う。 
 
(２)Ptproの新規基質分子となる RPTKの同定
と解析 
①新規基質候補分子となる RPTKの同定 
最近の我々の研究により、RPTPが RPTK を

基質とし、その活性を制御することによって、
生体内において重要な役割を果たしている
ことが明らかになってきた。Ptpro について
は、RPTKである Eph を基質とすることを明ら
かにしているが、それ以外の RPTKについて
も基質とする可能性がある。そこで、Ptpro
が他の RPTK を基質とする可能性について検
討する。同時に、Ptproが属する PTP R3サブ
ファミリーの他のメンバーについても同様
の検討を行い、Ptpro と同じ生理機能を果た
す可能性を解析する。 
チロシンホスファターゼドメインについ

ては、活性に必須なアスパラギン酸残基をア
ラニンに変換することにより、PTP活性を消
失させると同時に、基質分子と安定な複合体



 

 

を形成させることが可能である。そこで、
Ptpro及び他の R3サブファミリーのメンバー
について基質トラップ型変異体を作成し、こ
れらを用いた Mammalian two-hybrid 法によ
り様々な RPTKとの相互作用について解析す
る。 
上記の方法がうまく機能しない場合には、

我々が所属する研究部門において開発した
yeast two-hybrid法を改良した PTPの基質分
子同定法 (yeast substrate-trapping 
system)を用いて基質候補分子の同定を行う。 
②基質分子であることの確認 
同定した分子が Ptproの真の基質分子であ

ることを確認するために、培養細胞に基質候
補分子と Ptpro を共発現させ、基質候補分子
の脱リン酸化が生じるかを解析する。 
③新規基質分子の発現パターンの解析 
In situ hybridization により、生体内に

おける発現パターンを明らかにする。また、
特異的抗体を作製し、これを用いて生体内の
発現パターンを明らかにする。 
④Ptproによる脱リン酸化サイトの同定 
各基質分子について、Ptpro による脱リン

酸化サイトを同定する。Ptpro による脱リン
酸化反応を受ける前後の基質分子のタンパ
ク質サンプルについて質量分析を行うこと
により、また、チロシン残基を他のアミノ酸
（アラニンやグルタミン酸など）に変換した
変異体を Ptproが基質とするかについて解析
を行うことにより、Ptpro によって脱リン酸
化されるチロシン残基を同定する。同定され
たリン酸化サイトについて、ウサギを用いて
リン酸化状態の基質分子を認識する抗体を
作製し、様々な条件下におけるリン酸化のパ
ターンについて明らかにする。良好な抗体が
作製できなかった場合には、使用する動物種
を変更することで、対応したい。 
⑤基質分子の脱リン酸化反応の生理機能の
解明 
Ptpro による基質分子の脱リン酸化反応が

関与する生理機能について明らかにする。基
質分子内のリン酸化を受けることが判明し
たチロシン残基について、リン酸化を受けな
いアラニン残基や、リン酸化状態を模倣する
グルタミン酸残基に変換した変異体を培養
細胞等に発現させた場合や野生型分子を発
現させた場合の、突起伸長等に及ぼす影響を
解析する。また、この時、Ptpro を共発現さ
せた場合の影響を併せて解析することによ
り、基質分子の Ptpro による脱リン酸化反応
が関与する生理機能について明らかにする。 
 
４．研究成果 

まず、Ptpro の遺伝子欠損マウスにおける
視神経の脳への投射について、詳細な解析を
行った。生後のマウス網膜の鼻側及び耳側の
一部領域を蛍光色素である DiIで微量注入す

ることで視神経軸索を標識し、上丘への投射
について野生型のマウスとの比較解析を行
ったが、大きな異常は観察されなかった。さ
らに、左右の眼球にそれぞれ異なる蛍光色素
である Alexa488と Alexa594 で標識したコレ
ラトキシンを注入し、外側膝状体への投射に
ついて解析を行ったが、この場合も野生型マ
ウスとの間に顕著な差は認められなかった。
これらの実験結果から、Ptpro の遺伝子欠損
マウスの視神経投射形成においては、別の
RPTPが Ptproの欠損を補償していることが示
唆された。そこで、網膜における様々な RPTP
の発現解析と、Eph 受容体を基質にするかに
ついて解析を行うことにより、候補となる受
容体型チロシンホスファターゼを明らかに
した。 
一方、Ptpro の遺伝子欠損マウスについて

行動学的解析を行うことによって、Ptpro 遺
伝子欠損マウスにおいて、神経高次機能発現
に異常があるかについて調べた。具体的には、
オープンフィールドテスト、自発運動測定、
強制遊泳テスト、ホットプレートテスト、フ
ットショックテスト、高架式十字路テスト、
モリス水迷路テスト、恐怖条件付け文脈学習
テスト、条件付け位置嗜好テスト等を行った。
その結果、一部の行動学的解析実験において、
野生型マウスとの差異を見出した。 

RPTP は様々な受容体型プロテインチロシ
ンキナーゼ(RPTK)を基質とし、それらの活性
を広く制御していることが我々らの研究に
より明らかになって来ている。Ptproは RPTK
である Ephを基質分子とすることを見出して
いたが、Eph以外の RPTKを基質としている可
能性が考えられた。そこで Ptpro が他の RPTK
を基質としているかを明らかにするために、
基質トラップ変異体を用いた Mammalian 
two-hybrid 法により様々な RPTK との相互作
用について解析を行った。その結果、Ptpro
が Eph 以外の複数の RPTK を基質とすること
が明らかになった。また Ptpro が属する RPTP
のサブファミリーの他のメンバーも同様に
これらの RPTK を基質とすることが明らかに
なったことから、このサブファミリーの RPTP
は共同して複数の RPTK の活性制御を行って
いることが示唆された。 

RPTP が生体において重要な役割を果たし
ていることが示唆されていたが、RPTPの生理
機能を分子レベルから解明した例はわずか
しかない。これは、多くの RPTP について生
理的な基質分子が不明であるため、分子レベ
ルの解析が不十分であることに起因すると
考えられる。本研究において我々は、Ptpro
の新規基質分子の同定と Ptproによる基質分
子の制御機構の解析という分子・細胞レベル
の研究と、遺伝子改変マウスを用いた Ptpro
の機能解析という個体レベルの研究を、相互
に関連させながら統合的に行うことによっ



 

 

て、Ptpro の生理機能の一端を明らかにする
ことができた。RPTP の新規の生理機能を明ら
かにした本研究は大きな意義を有すると考
えられる。 
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