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研究成果の概要（和文）：神経成長円錐内の細胞内シグナル伝達を解析するための蛍光イメージ

ング手法と計算機シミュレーション法を新規に開発し、以下のような成果を得た。 

(1)蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）型センサーを用いることにより cAMP, cGMP,カルシウムイ

オン濃度を同時計測する新規な手法の開発に成功した。運動時の成長円錐内セカンドメッセン

ジャー濃度の局所変化を計測し、運動との関係を明らかにした。 

(2)成長円錐内のセカンドメッセンジャー濃度変化をシミュレートすることに成功した。また成

長円錐の形状と外部環境を二次元格子上に定義し、各々の格子点における微小時間でのセカン

ドメッセンジャー濃度変化を算出するシミュレータを実装した。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed two methods for analyzing the behavior of the growth 
cones in neurons: FRET-based imaging technique for visualizing the intracellular second 
messengers (cAMP, cGMP and Ca2+) and quantitative simulation technique for intracellular 
second messenger concentrations and mobility (elongation and contraction) of the growth 
cones. Our main achievements are followings. 
(1) New types of FRET sensors, simultaneous fluorescent observation equipment, and a 
software for linear separation of fluorescence were developed for visualizing 
intracellular second messenger cross-talk. Using this new method, we succeeded to measure 
the intracellular second messenger dynamics during actively mobile growth cones in 
detail. 
(2) We developed a mathematical model, and it predicted that the concentration of cyclic 
nucleotide controls the frequency of the emergency of filopodia, and the turning direction 
of whole structure. We also developed a spatial model based on the above biochemical model. 
We reconstructed the turning phenomenon of a whole growth cone by setting the movement 
at each microdomain, which is represented by the lattices in the reaction space. 
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１．研究開始当初の背景 

神経細胞の突起先端に位置する成長円錐
は糸状仮足、葉状仮足よりなる運動性の高い
部位である。この先端部分はアクチンが、ま
た基部には微小管が主要な細胞骨格となっ
ており、神経発生の初期過程に神経を特定な
ターゲットに誘導する役割を果たすだけで
なく、障害を受けた神経においての神経再生
などに重要な働きを担っており、その機能を
理解することは重要である。成長円錐は細胞
外マトリックスや神経成長・誘導因子の濃度
勾配を検出する高度なセンサー機能として
の役割の他に、極めて運動性の高い細胞部位
として、神経線維を特定の方向に誘導する重
要な機能を有している。成長円錐の誘導を考
える際に、成長円錐はどのように外界を認識
するのかという問題は重要である。 
 このような研究には、古くは神経成長因子
NGF の濃度勾配に成長円錐が応答し、濃度勾
配を上る方向を検出していることが知られ
ている。その後この神経成長因子には種々の
ものが知られるようになり、その濃度勾配検
出については 1分子イメージングの手法を利
用して成長円錐表面に露出している NGFレセ
プターに NGFが結合し、細胞内に取り込まれ、
さらに核まで輸送されるメカニズムの実験
的な研究が行われている（Tani et al. 2005）。
また一方で濃度勾配を検出するための物理
化学的な理論解析も行われてきている。また
細胞外の成長因子の濃度勾配が成長円錐内
のセカンドメッセンジャー濃度変化に変換
されることも明らかになってきているもの
の、その制御機構は複雑である。例えば細胞
内のサイクリックヌクレオチド（サイクリッ
クグアノシン一リン酸（cGMP）とサイクリッ
クアデノシン一リン酸（cAMP））の濃度比が
成長円錐先端の伸長と退縮を決めていると
いう主張がある（例えば Nishiyama et al. 
2003）。この研究では神経誘引物質である
Netrin-1 の成長円錐ガイダンス機能が、細胞
内のサイクリックヌクレオチド比によって
制御されているという結果が示されている。
しかしながら、これらセカンドメッセンジャ
ークロストークと成長円錐運動との関係調
べた研究は皆無である。 
  
２．研究の目的 
 本研究では成長円錐における細胞内シグ
ナル伝達とその運動を制御している細胞骨
格について、両者の情報クロストークについ
て十分な理解が必要であるという認識に至
った。そのようなクロストークを研究する方
法としては、実験的なアプローチしては成長
円錐からの複数の細胞内セカンドメッセン
ジャーや細胞骨格系のシグナルをリアルタ
イムに計測する技術が必要であり、またこれ

らのクロストークを定量的に理解するため
に、情報伝達を解析するための計算機を用い
たシミュレーション技術を利用した。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞内セカンドメッセンジャー定量解析
方法の確立と成長円錐運動性の計測 
 異なる蛍光波長を有する複数のセカンド
メッセンジャーを定量できる蛍光タンパク
質型プローブを導入し、細胞局所でのセカン
ドメッセンジャー濃度を同時計測する系を
構築した。そのために、新規な蛍光タンパク
質型プローブの開発、蛍光同時計測のための
光学系の開発、ソフトウェアの開発を進めた。
この新規光学系を用いて、複数の細胞内セカ
ンドメッセンジャーの動態を可視化した。ま
た成長円錐に関しては、成長円錐中央部（C
ドメイン）と周辺部（Pドメイン）でのセカ
ンドメッセンジャー濃度を計測しながら、成
長円錐運動との関係を解析した。細胞形態変
化を担う骨格タンパク質と接着タンパク質
を蛍光タンパク質ラベリングし、共焦点レー
ザ顕微鏡で観察した。 

(2)細胞内セカンドメッセンジャーおよび成
長円錐動態のシミュレーション 
 モデルの構築の際には、1. 細胞外シグナ
ルによる cAMP, cGMP 濃度変化、2. cAMP, cGMP
による細胞膜上および ER膜上のカルシウム
チャネルのリン酸化、3. 細胞内カルシウム
濃度の上昇に伴う細胞骨格系の重合、脱重合、
の３点に着目した。次に、構築したモデルに
対し微分方程式を用いた数式の定義を行い、
微小時間における各々の要素の濃度変化を
シミュレーションによって解析した。このモ
デルによって、cAMP, cGMP 濃度変化に応じた
細胞骨格系タンパク質重合速度調節による、
成長円錐の成長方向制御機構を推定した。次
に、このモデルを元に、神経細胞内部での局
所的なカルシウムイオンの移動に cAMP/cGMP
が深く関与し、マイクロドメインを形成して
いる事実を視野にいれ、空間情報を加味した
シミュレーションを行った。空間情報を加味
したシミュレーションを行うために、成長円
錐の形状と外部環境を二次元格子にて定義
し、各格子に対し作成した常微分方程式を計
算することで、各々の位置における微小時間
での要素の濃度変化を算出するシミュレー
タを実装した。 
 
４．研究成果 
(1)細胞内セカンドメッセンジャー定量解析
方法の確立と成長円錐運動性の計測 
 蛍光共鳴エネルギー移動（以下 FRET と略
称する）型センサーを用いることにより、細
胞内から少なくとも 2種類のセカンドメッセ



ンジャー（cAMP, cGMP, Ca イオンのうちから
2 種類）を計測することを考えた。FRETが起
きる蛍光タンパク質の組み合わせは種々考
えることができるが、本研究では CFP/YFP と
Sapphire/RFPの FRERTペアをハードウェア制
約（入手可能な光学フィルターとダイクロイ
ックミラーの組み合わせによる）とこれら蛍
光タンパク質の蛍光波長等を考慮して決定
した（図１）。 
 
 
 
 
 

 
図１蛍光観察系(A)と蛍光タンパク質蛍光波
長と種々の光学素子パラメータ（B）との関
係 
 
 図１A には光学系の構成を示している。励
起光を 405nmの単一波長として、これにより
ア ク セ プ タ 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ CFP と 
sapphire）の双方を同時に励起できる。また
細胞からの蛍光は 4枚のダイクロイックミラ
ーと 4 枚の蛍光フィルターにより高感度 CCD
カメラ上に、R,C,Y,G の 4 種類の蛍光が得ら
れる。B 図には用いた蛍光タンパク質の蛍光
スペクトルとダイクロイックミラー、蛍光フ
ィルターの特性を描いている。この図よりわ
かるように、4色の蛍光は重なりを持って CCD
カメラ上にイメージを作っていることとな
り、これを波長ごとに分解するためのソフト
ウェア上の工夫が必要となった。 

上記のような光学系で得られた蛍光画像
をシグナル分離するために、我々は linear 
unmixing という手法を用いることにした。こ
の方法では、事前に個別の蛍光タンパク質か
らの蛍光が、どのチャネルにどれくらい漏れ
こむのかを調べておく。その漏れこみ状態を
行列表現し、その漏れこみ行列の逆行列を用
いることにより、蛍光シグナルを完全に分離
することができた。 
 次に cGMP 計測用に蛍光タンパク質センサ
ー を 開 発 し た 。 こ の セ ン サ ー は
phosphodiesterese の cGMP結合ドメインの N
末側に T-sapphire を、C末側に赤蛍光を出す
dimer2 蛍光タンパク質を接続した融合タン
パク質である。HEK293T 細胞中にこのタンパ
ク質センサーを発現させて、それ回収後 200 
μMの cGMP存在下で蛍光波長を計測したとこ
ろ、500 nm近傍で蛍光変化することが明らか
となった。そこで cGMP 濃度に対する FRET ペ
アの蛍光強度比をグラフに描いてみたとこ
ろ 40 nM を中心に、蛍光強度比から cGMP 濃
度を見積もることが可能であることがわか
った。またこのセンサーは同じ濃度範囲にお
いて cAMP に関してはほとんど応答しないこ

とも確認できた。 
次に新規な Ca センサーの開発を行った。

このセンサーは先に述べた cGMP センサーと
同じ蛍光タンパク質の FRET ペアを用いてお
り、この 2つの蛍光タンパク質に挟まれるよ
うに Calmodulinの Caイオン結合部位が挿入
されている。このセンサーも 500 nm 付近の
蛍光が Caイオン濃度（10-8M – 10-3M）に応答
することが、in vitro のセンサー評価から明
らかとなった。また同様な Ca センサーを
Sapphireと DSRedの蛍光タンパク質の組み合
わせでセンサーとして細胞内に発現させて
み た と こ ろ 、 我 々 が 今 回 開 発 し た
T-Sapphire/dimer2 との組み合わせの方が有
意に明るいことが判明した。 
 これらセンサーにより、薬物刺激とは異な
る生理的な応答が検出できるかを心筋細胞
で調べた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 拍動する心筋細胞における細胞内 Ca
イオンと cAMP 濃度の同時計測例 

 
その結果、高速に伸縮をくりかえすラット

の心筋細胞内で起きている、Ca濃度の激しい
変化と、cAMPの濃度上昇を、世界で初めて同
時計測することに成功した。Dual-FRET イメ
ージングにより、心臓の収縮力を高める薬
（isoproterenol）の刺激により細胞内 cAMP
濃度は急激に上昇し（一番上のグラフ）、そ
れに応じて心拍上昇に伴う Ca イオン濃度変
化（上から 2 番目のグラフ）が計測されてい



る。また下図では単一細胞で cAMP 濃度変化
と Ca イオン濃度変化がイメージとして得ら
れていることが示されている。心筋細胞では
カルシウム濃度は収縮に伴って振動してい
るのに対し、cAMP 濃度は振動せず、刺激によ
り徐々に上昇していることを可視化するこ
とに成功した。 
 次に一般的に用いられている CFP（シアン
色）と YFP（黄色）の FRETセンサーとは異な
り、BFP（青色）と光らない YFP「Dark YFP」
を組み合わせれば、青色一色の蛍光を発する
バイオセンサーがつくれるのではないかと
いうコンセプトの下、重要な生体分子の一つ
である環状グアノシン一リン酸（cGMP）を計
測する青色一色のバイオセンサーCygnus（シ
グナス）を開発した。このセンサーcGMP濃度
の増加に伴い、その蛍光は減少するタイプの
蛍光センサーである。 

その結果、たとえば生物の発生時の神経回
路形成を協調して制御する cGMP と環状アデ
ノシン一リン酸（cAMP）とカルシウムイオン
（Ca2+）の、三つの生体分子の濃度変化を、
一つの細胞内から世界で初めて同時計測す
ることができた（図３）。この図は、CFP/YFP
の蛍光 cAMP センサータンパク質と赤蛍光化
合物の Ca2+センサーと組み合わせ、刺激に対
する細胞内現象を計測例である。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 新たに開発した青色蛍光の環状グア
ノシン一リン酸（cGMP）センサーCygnus（シ
グナス）により、 細胞内のカルシウムイオ
ンと環状アデノシン一リン酸（cAMP）と cGMP
を同時にモニターした実験 

薬物の刺激による細胞内 cAMP濃度変化（一
番上のグラフ）、cGMP 濃度変化（下から 2 番
目のグラフ）、カルシウム濃度変化（一番下
のグラフ）が同時に計測されている。 
 
 またこれらの新規センサーを成長円錐に
導入し、成長円錐中の Cドメインと Pドメイ
ンのセカンドメッセンジャー濃度変化を、そ
の運動の様子と同時に調べることに成功し
た（図 4）。この結果、cAMPは伸長時には P ド
メインでより濃度は高くなった。また、黒→
緑→水色→紫から停止の状態に移行する際
には、cAMP 濃度は低下するが、特に C ドメ
インでその傾向は顕著だった。また退縮時に
は、P ドメインに対し C ドメインで濃度は上
昇した。cGMP は停止時には C ドメイン、 P

ドメインによらずに上昇していた。それに対
して、伸長時には C ドメインでより顕著に濃
度上昇した。Ca2+は伸長時に P ドメインで濃
度が上昇するのに対し、退縮時には C ドメイ
ンで濃度上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 成長円錐の運動の状態別にみた，部位
でのセカンドメッセンジャーの関係  
A cAMP の運動と部位での関係、 B cGMP の
運動と部位での関係、C Ca2+の運動と部位で
の関係 を示す。プロットの色は時間（Aのみ）
と運動の変化を示す。黒は伸長、青系が停止、
赤が退縮を示す。 
 
 またアクチンフィラメントの重合・脱重合
を制御しているコフィリンタンパク質の細
胞内動態を調べたところ、細胞体積が小さい
神経線維部位で拡散律速が起きていること
を見いだした。また成長円錐を基質に接着さ
さている接着分子パキシリンを光照射によ
り局所破壊する系を確立した。 
 
(2)細胞内セカンドメッセンジャーおよび成
長円錐動態のシミュレーション 
 図５のようなコンポーネントを含むモデ
ルに対し、cyclic nucleotide の濃度依存的
に各チャネルが活性型をとる確率、個別のチ



ャネル由来のカルシウム濃度、細胞骨格タン
パク質(アクチン、チューブリン)の細胞質内
での重合型又は単分子濃度を、常微分方程式
により定義した。 

図５モデル概要 cAMP, cGMP の刺激が 3 つの
カルシウムチャネルに伝わり、細胞質におけ
るカルシウムイオンの由来に依存して、アク
チン、またはチューブリンの重合が制御を受
ける。 
 

シミュレーションの結果を図６に示す。こ
の結果から、成長円錐は cAMP 優位の方向に
高い頻度で仮足を伸長させる他、 cyclic 
nucleotide 濃度が高い方向へ成長円錐自体
が曲がっていくことが予測された。 
 

図６ モデルのシミュレーション結果と予想
される成長円錐の運動模式図 A. アクチン
の重合が促進されることにより、cAMP 高濃度
側で高頻度に仮足伸長が起きる。B. cyclic 
nucleotide 高濃度側でチューブリン重合が
阻害されることにより、全体として高濃度側
に成長円錐が曲がっていく。 
 

次に、マイクロドメイン毎のカルシウムイ
オン動態を加味した場合の成長円錐の動き
を再現するため、成長円錐を表すシミュレー
ション空間を複数の格子より構成されると
考え、格子ごとのカルシウム動態をシミュレ
ーションし、その結果に応じて骨格タンパク
質が伸長するか否か、また新たな因子として
進行方向の再現性を決めるためのパラメー
タをモデルに導入した。結果を図７に示す。

各格子単位で、図６に示した制御が行われ、
かつ 1ステップ前の自己の成長方向と同じ方
向に進むかどうかをランダムに決めた場合、
成長円錐全体として cAMP 優勢側に仮足が集
まり、伸長しやすいことが予測された。 

図７ 成長円錐空間モデル成長円錐の伸長し
ていく空間を格子に分け(A)、行列情報に変
換する(B)。格子ごとにカルシウム濃度の変
化をシミュレーションして、その中での成長
距離と方向を決定する。これらで一つの神経
細胞の成長円錐を表すと、cAMP 高濃度側で仮
足出現頻度が増し、伸長速度も速くなる(C)。 
 
 以上本研究において、神経細胞成長円錐を
含む細胞局所において、重要な 3種類のセカ
ンドメッセンジャーを計測するための新規
計測方法を開発し、また実際に成長円錐内の
局所部位である Cドメインと Pドメインにつ
いて、従来困難であった運動中のセカンドメ
ッセンジャー濃度変化を可視化・定量するこ
とに成功した。また一方で、成長円錐内のセ
カンドメッセンジャークロストークを計算
機シミュレーションにも成功した。特にこの
シミュレーションでは細胞形態が変化する
様子を忠実に再現することができる。以上の
実験手法とシミュレーション技法を併用す
ることにより、成長円錐だけでなく、運動性
の高い種々の細胞の動態についてもシステ
ム生物学的な定量評価が可能になるものと
期待される。 
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