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研究成果の概要（和文）： 

 神経回路の再生を大きな目標として神経突起の光制御を検討した。土壌細菌の光活性化
アデニル酸シクラーゼ(bPAC)、あるいは光受容体Ｘと神経栄養因子受容体 TrkB の融合蛋
白質（X-Trk）を培養細胞に発現させて光刺激を加え、受容体及び細胞内情報伝達の活性
化を評価した。bPAC は光照射に伴いＡキナーゼを活性化した。X-Trk も光照射に伴う自
己リン酸化と MAP キナーゼの活性化上昇を示した。さらに X-Trk を発現させた神経細胞
への光照射は突起伸長を促進した。光刺激をリン酸化チロシン情報伝達に変換させる
X-Trk を用いた神経突起の光制御は、神経回路の再生や解析の新たな手法になるであろう。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 To explore the optical navigation of neurite outgrowth, I utilized two photoreceptors: 
bacterial photoactivated adenylyl cyclase (bPAC) and an anonymous photoreceptor X.  
Transient expression of bPAC in cultured cells showed A-kinase activation upon light 
stimulation. I designed a fusion protein X-Trk, X-photoreceptor connected with the 
kinase domain of TrkB. Photostimulation upon the cells expressing X-Trk induced 
autophosphorylation of X-Trk and MAP kinase activation. Ectopic expression of X-Trk 
in chick embryonic dorsal root ganglion neurons facilitated the neurite outgrowth upon 
light stimulation. Enabling the optical navigation of neurite outgrowth with X-Trk 
may open new avenue to regenerate and analyze neural circuits.  
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１．研究開始当初の背景 

 神経回路の形成において、神経成長・栄養
因子や神経ガイド分子は成長円錐の受容体

を介して神経軸索を伸長あるいは退縮させ
る(Huber, 2003)。それでは外傷や疾患による
神経損傷後の再生についてこれらの知識は
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どのように適応されるのであろうか。神経伸
長の抑制性分子に対する拮抗薬などは、抑制
性分子が局所で強く発現して神経伸長を妨
げている状況には有効であろう。一方、神経
回路の形成が起こる胎生期や生後初期に比
べ、成体動物の個体は数倍以上大きくなる。
例えば大脳皮質運動神経の軸索長は成人に
おいて１ｍに達する。このような神経軸索の
再伸長を考えると、胎生期と同様に神経ガイ
ド分子を標的器官に提示するだけでは不十
分で、どのように神経伸長を制御するかを問
題にする必要がある。 

 そこで神経成長円錐に光感受分子を発現
させ、光による突起伸長促進やガイドを行う
方法を考察した。生後の神経において細胞内
の cAMP 濃度上昇により、神経突起伸長が促
進される  (Neumann, 2002)。また神経成
長・栄養因子や神経ガイド分子の受容体は細
胞内情報伝達を活性化する代謝型の分子が
多い。従って cAMP 合成や神経成長・栄養因
子受容体の活性制御を光刺激によって行う
ことができれば、より神経突起の伸長や方向
制御の自由度が増すと考えられる。 

 様々な光感受性受容体のうち植物のフォ
トトロピン (和田, 2001)は、植物の光源側に
曲がる、正の光屈性を担う青色光受容体であ
り、２つの光受容領域とセリン・スレオニン
キナーゼで構成される。さらに光刺激により
キナーゼが自己リン酸化により活性化し、細
胞内情報伝達を引きおこす（Christie, 2007）。
またフォトトロピンのキナーゼはＡキナー
ゼ基質に似たモチーフをリン酸化する。一方、
神経成長・栄養因子受容体 Trk ファミリーは
NGF や BDNF のリガンド刺激に伴い、細胞
内チロシンキナーゼの自己リン酸化により
活性化する(Huber, 2003)。 

 これら２つの分子の活性化機構に類似性
が認められることから、研究開始時はフォト
トロピンの光受容領域とTrkキナーゼ領域を
組み合わせて、光刺激に伴い活性化され、神
経突起伸長や中枢神経の生存維持作用を示
す融合分子の実現化を目指した。 

 

２．研究の目的 

 神経突起伸長の光制御を行うため、光受容
蛋白質と神経成長・栄養因子受容体 Trk ファ
ミリーの融合蛋白質を作成し、光刺激により
神経突起伸長作用を持つ分子を創出する。 

 また細胞内情報伝達分子 cAMP は神経突
起伸長を促進すること(Neumann, 2002)か
ら、光受容に伴い cAMP を産生する光活性化
アデニル酸シクラーゼ PAC(Iseki, 2002)を神
経細胞に発現させ、光刺激に伴う神経突起伸
長作用を検討する。 

 

３．研究の方法 

 ミドリムシ及び土壌細菌の光感受性アデ

ニル酸シクラーゼは、全長のＮ末端に細胞膜
局在シグナル、Ｃ末端に Myc エピトープを付
加した発現ベクターを作成した。植物・真菌
由来の様々な光受容体と TrkB チロシンキナ
ーゼ領域のキメラ蛋白質発現ベクターを作
成した。キメラ蛋白もＮ末端細胞膜局在シグ
ナル、Ｃ末端 Mycエピトープを付加した。 
 COS-7あるいは HEK293T細胞にベクターを
導入し組み換え蛋白質を発現させる。光受容
体の補酵素結合部位に変異を導入した光受
容能を持たない変異体も作成し、野生型との
比較対照とした。 
 光刺激（光強度 40µmol/m2/sec, 30min）を
加え、細胞を可溶化した。可溶化物のリン酸
化特異抗体による免疫ブロットを行い、細胞
内情報伝達の活性化を評価した。cAMP産生能
はＡキナーゼ基質のリン酸化抗体、Trk の活
性化は Trk自己リン酸化抗体及び下流シグナ
ルの MAP キナーゼリン酸化抗体を用いた。 
 ニワトリ１５〜１６日胚由来の脊髄後根
神経節（DRG）初代培養神経細胞に、ヘルペ
スウイルス発現系を用いて融合蛋白質を発
現させた。１０分照明・１０分消灯周期の光
照射を２日間加え、チュブリンと Myc抗体で
細胞を染色した。各条件で２０個前後の神経
細胞を撮影し、神経突起長の総計を ImageJ
により計測した。 
 
４．研究成果 
（１）フォトトロピンを用いた検討 
 実験当初は計画に記したシロイヌナズナ
のフォトトロピン(Phot-1, Phot-2)を検討し
た。Phot-1,Phot-2 を大阪府立大学・徳富教
授より供与頂いた。Phot-1全長は COS-7細胞
内において、光刺激に伴う自己リン酸化の上
昇を示した。しかし Aキナーゼの基質となる
他の分子はリン酸化しなかった。また Phot-1
と Src あるいは TrkB との融合蛋白質を作成
して光活性化能を検討した。しかしこれらの
融合蛋白質は光刺激に伴う自己リン酸化や
他 分 子 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 上 昇 を 示                      
さなかった。これらの結果からフォトトロピ
ンを用いた神経突起伸長制御は難しいと考
え、（２）、（３）の実験へ移行した。 
 
（２）光活性化アデニル酸シクラーゼ PAC の
検討 
 cAMP は神経突起伸長を促す細胞内情報伝
達分子である。光刺激により活性化するアデ
ニル酸シクラーゼ（PAC）をミドリムシ(Iseki, 
2002)や土壌細菌 Beggiatoa(Stierl, 2011)
は保持する。そこで PACを用いた神経突起伸
長能を検討した。ミドリムシ PAC及び土壌細
菌 PAC(bPAC)の cDNAを東邦大学・伊関准教授
より供与頂き、細胞膜局在シグナルと Myc エ
ピトープを付加して HEK293T細胞に導入した。
ミドリムシ PACはほとんど発現しなかったが



 

 

bPAC は効率よく発現した。さらに bPAC は光
刺激に伴う Aキナーゼの活性化を示した（図
１Ａ）。 
 bPACを初代培養神経細胞に導入した。bPAC
は神経細胞体及び神経突起に局在した。予備
的な実験では突起伸長が光刺激により促進
される傾向が得られた（図１Ｂ，Ｃ）。統計
学的有意差はまだ得られていない。これらの
結果は、bPAC を用いた神経突起伸長の光制御
の可能性を示唆した。 

 
図１ bPAC の機能評価 
Ａ）光照射による Aキナーゼの活性化。 bPAC
を HEK293Tに発現させ光刺激した。bPAC 発現
細胞において光照射に伴うＡキナーゼ基質
のリン酸化が上昇する。これは cAMP の産生
増加を示唆する。F はフォルスコリン・IBMX
処理により cAMPを増加させた陽性対照。bPAC
の発現を Mycブロットで示す。Ｂ）ニワトリ
１６日胚 DRGにおける bPACの神経突起伸長。
神経突起をチュブリン染色した。矢印は細胞
体。細胞体から神経突起が伸長する。Ｃ）神
経突起長の定量。bPAC の光照射による突起伸
長促進傾向が見られるが、統計学的有意差は
得られていない。 

（３）光受容体Ｘを用いた検討 
（１）のフォトトロピンを用いた融合蛋白質
では目的とするものが得られなかったため、
別種の光受容体Ｘを検討した。なお特許申請
予定のため、光受容体Ｘと記す。 
 光受容体Ｘに細胞膜局在シグナル、TrkB細
胞内領域、Myc エピトープを融合させた分子
Ｘ-Trk（図２Ａ）を作成し、COS-7 細胞に発
現させた。青色光３０分照射後に可溶化し、
抗 myc抗体による免疫沈降を行い、リン酸化
チロシン抗体ブロットによる自己リン酸化
の上昇を測定した。その結果、Ｘ-Trk は光照
射により約７０％の自己リン酸化の上昇を
示した（図２Ｂ，Ｃ）。光受容能を欠いたＸ
変異体-Trk では減弱した（図２Ｂ）。また細
胞可溶化物のリン酸化 Trk特異抗体(pY706/7 
TrkB)によるブロットでも、Ｘ-Trk のリン酸
化上昇をみた（図２Ｄ）。この部位のリン酸
化は Trkチロシンキナーゼ活性を上昇させる。 
 次に Trk下流の細胞内情報伝達の活性化を
検討した。Trk のリガンド刺激は MAP キナー
ゼのリン酸化と活性化を引きおこす。Ｘ-Trk
を導入した細胞では光照射に伴いリン酸化
MAPキナーゼが増加した（図２Ｅ）。なおこの
増加はＸ変異体-Trk では認められなかった。
これらの事実からＸ-Trk は光照射に伴い自
己リン酸化し活性化され、下流の細胞内情報
伝達機構を活性化すると考えられた。 
 さらにＸ-Trk の神経突起伸長能を検討し
た。ニワトリ胚 DRG 由来の神経細胞に導入し
たＸ-Trk は神経細胞体、軸索や先端にも局在
した。またＸ-Trk を導入した神経細胞は、光
照射に伴い神経突起の伸長を増加させた（図
３Ａ，Ｂ）。Ｘ変異体-Trk では光依存性の伸
長増加は認められなかった。光刺激とＸ-Trk
発現による神経突起伸長効果は独立した３
回の実験で確認した。 
 
（４）展望 
 bPAC やＸ-Trk を神経細胞に発現させ光照
射を加えることで神経突起の伸長促進や誘
引ができると予想される。今後はＸ-Trkを中
心にその神経突起伸長能を詳細に検証する。
光制御による神経伸長の基盤を確立し、神経
軸索再生や新たな神経回路の機能解析方法
論へと発展させたい。 
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図２ 培養細胞における X-Trkの機能評価Ａ）
Ｘ-Trk 模式図 Ｘと TrkB 細胞内領域(TK)を
融合させＣ末に Myc エピトープを付加した。
図には示していないがＮ末には細胞膜局在
シグナルを付加した。Ｂ）Ｘ-Trkの光依存性
自己リン酸化 COS-7細胞にＸ-Trk発現ベク
ターを導入し、室温で２日培養し、光刺激を
３０分加えた。細胞を可溶化し Myc 免疫沈降
を行い、リン酸化チロシン抗体（pY）あるい
は Myc抗体にてブロットした。野生型(wt)の
Ｘ-Trk では光刺激に伴い自己リン酸化が上
昇する。一方、光受容能を欠くＸ変異体
-Trk(mut)では光刺激に伴うリン酸化上昇が
みえない。Ｃ）Ｘ-Trk 自己リン酸化の定量 
Ｘ-Trk のリン酸化は光刺激により７０％増
加した。６サンプルの平均±標準誤差を示す。
Ｄ）細胞可溶化物をリン酸化 Trk 特異抗体
（pY706/7）あるいは Myc 抗体でブロットし
た。Ｘ-Trk野生型(wt)の pY706/7 の増加はキ
ナーゼ活性の上昇を示唆する。Ｅ）X-Trk を
発現させた HEK293T細胞可溶化物をリン酸化
MAP キナーゼ特異抗体(Phospho-MAP kinase)
あるいは MAPキナーゼ抗体(MAP kinase)でブ
ロットした。光刺激を加えたＸ-Trk 野生型
(wt)はリン酸化 MAP キナーゼが上昇するが、
変異体(mut)では上昇しない。陰性対照とし
て空ベクター(V)のブロットを、陽性対照と
して TrkB 全長を発現した HEK293T の BDNF 
(10ng/ml, 30min)刺激による MAPキナーゼリ
ン酸化上昇を示す。 
 

 
図３ 初代培養神経細胞におけるＸ−Trk の神
経突起伸長作用 Ａ）ニワトリ１５日胚ＤＲ
Ｇ由来の培養神経細胞にＸ-Trk野生型、光受
容能を欠く変異型(X mutant-Trk)を導入した。
光照明 10 分、消灯１０分の条件で２日培養
し、神経をチュブリン及び myc染色した。野
生型では光刺激に応じて神経突起伸長が促
進された。矢印は神経細胞体。細胞体から神
経突起が伸長する。Ｂ）個々の神経の神経突
起長合計を、それぞれの条件で１７〜２１個
の細胞について計測し、その平均±標準誤差
をグラフ化した。野生型(X-Trk)では光刺激
に よ る 促 進 が 認 め ら れ る が 、 変 異 型
(Xmutant-Trk)では認められない。*, p<0.05, 
Student T-test. 
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