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研究成果の概要（和文）：本研究は光遺伝学的にチューブリンの修飾酵素の活性を制御することで、特定の部位
における修飾の機能を解析することを可能とすることを目的とした。チューブリンの脱チロシン化酵素として同
定されたVASH1、および酵素活性に必要なサブユニットであるSVBPとの結合を、光スイッチ分子により操作する
手法を検討し、光依存的にSVBP-VASH1複合体を長時間細胞膜へトラップすることに成功した。さらに軸索内の部
位特異的な修飾の制御機構や、修飾に依存した軸索の形態制御機能について新たな知見を報告した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to control the activity of tubulin-modifying enzyme 
optogenetically, and to analyze the function of the modification at a specific site in axons. We 
investigated a method of manipulating the binding of VASH1, a detyrosinating enzyme of tubulin, and 
SVBP, a regulatory subunit required for enzymatic activity, by an optical switch molecule. We 
succeeded in trapping in the cell membrane for a long time by photo-illumination. Furthermore, we 
reported new findings on the mechanism of site-specific modification of axons and the function of 
axon morphology control that depends on modifications.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索の分岐形態の調節は適切な神経回路の構築や可塑性おいて非常に重要であるが、神経細胞が特定の枝を識別
し、伸長・退縮を調節する機構は解明されていない。本研究により得られた手法や知見は、チューブリン分子の
翻訳後修飾を介した細胞内の空間的な識別機構の理解に大きく貢献すると考えられる。このことは、神経回路の
形成や可塑性についての統合的理解に繋がるのみならず、軸索機能の破綻を介する神経老化や神経変性疾患につ
いて、新たな側面から病態の進行機序の理解に貢献することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景	

	

	 認知や学習といった高次脳機能には異なる情報の統合が必要である。神経細胞は軸索の分岐

を形成することで複数の領域への信号伝達を可能にする(Gibson	and	Ma,	Development	2011)。

分岐軸索パターンが発達期に再構築されることが適切な回路形成に非常に重要である。近年、

二光子顕微鏡を用いたイメージングにより、発達期に加えて成体においても様々な脳内部位で

分岐軸索の形態が頻繁に変化することが観察され、可塑性における役割が注目されている	

(Portera-Cailliau	et	al.,	PLoS	Biol	2005,	Hua	et	al.,	Nature	2005,	Stettler	et	al.,	Neuron	

2006,	Nishiyama	et	al.,	Neuron	2007)。しかし、その制御機構の究明はまだこれからの段階

であり、軸索の形成やガイダンスなどの分野に比べて大きく理解が遅れている。重要なことに、

軸索の形態は一方の枝の退縮と同時に他方が伸長するなど、枝という区画に依存して制御され

る。これは単離培養した神経細胞においても観察され、細胞自律的な制御機構が大きく寄与し

ていると考えられる。このような制御機構を理解するためには、軸索内の区画を認識する機構

の解明が必要であるが、その知見は非常に限られている。	

	 微小管は軸索形態の調節・維持に必須の構造体であり、その構成タンパク質であるチューブ

リンは多様な翻訳後修飾を受けることが古くから知られてきた。一方で、チューブリン修飾の

神経細胞における機能について十分な理解がなされていなかったが、近年修飾に関わる酵素の

同定が進み、国内外でその重要性が注目されている	(Janke	et	al.,	Science	2005,	Ikegami	et	

al.,	JBC	2006.	Creppe	et	al.,	Cell	2009,	Akella	et	al.,	Nature	2010)。申請者はこれま

での研究で、軸索の伸長制御	(Konishi	et	al.,Science	2004)	など、神経回路の構築に関わる

細胞内分子機構を明らかにしてきた。研究の過程で、細胞の部位に依存した形態制御に興味を

持ち、位置情報を担う分子の候補としてチューブリンの修飾に着目してきた。新規チューブリ

ン修飾酵素の同定や機能解析	(Kimura	et	al.,	JBC	2010,	Konno	et	al.,	JCS	2016)	に関わる

と共に、軸索と樹状突起における修飾の違いがキネシンを介した輸送極性を制御し、神経極性

の維持に関わることを報告した（Konishi	and	Setou,	Nat	Neurosci	2009）。さらに軸索内にも

同様な区画化機構が存在すれば、枝などの特定の軸索部位に依存した形態制御が説明できると

考え研究を進め、分岐軸索内でキネシンが不均一に分配されることで、枝の末端の退縮の違い

が生じることを発見した	(Seno	et	al.,	JCS	2016)。キネシンによって認識される脱チロシン

化およびアセチル化チューブリンの割合は微小管のターンオーバーに依存して枝によって異な

り、これらの修飾が区画標識として機能する可能性が示唆された。しかし、これまでの研究で

は実際にこれらのチューブリン修飾が軸索内の区画標識として機能することを証明するには至

っていない。	

	

	

２．研究の目的	

	

	 本研究では、チューブリン修飾が軸索内の区画標識として機能することを証明し、分岐軸索

の形態を調節する細胞内のシステムを明らかにすることを目指す。このためには、チューブリ

ン修飾を特定の枝のみで操作する手法が必要である。これまで神経細胞への毒性などの問題か

ら実験が困難であったが、最近の技術の進歩により実現が可能になったと考えられる。本研究

では、チューブリン修飾が枝の識別に関わる区画標識として機能することを明らかすることを



目的とする。そのため、次のような研究を行う。神経細胞の初代培養において光遺伝学の技術

を用いてチューブリン修飾酵素の活性を軸索の特定の枝で操作する。また、チューブリン修飾

と軸索輸送、および軸索形態との関係を解析する。	

	

	

３．研究の方法	

	

	 外来性の遺伝子導入によりチューブリン修飾を軸索の特定部位で操作するために、まず内在

性の酵素の影響を除去することを試みた。これまで RNAi	によるノックダウン等を用いてきた

が残存する酵素の影響が無視できない状態であった。そこで CRISPR/Cas9	による遺伝子編集技

術により内在性酵素を欠失させることを計画した。当初、TTL,	αTAT1,	HDAC6 を標的とするこ

とを想定したが、研究開始後、不明であったチューブリンの脱チロシン化酵素として

Vasohibin1/2	(VASH1/2)および活性に必要なサブユニット、SVBP が同定された(Nieuwenhuis	et	

al.,	Science	2017,	Aillaud	et	al.,	Science	2017)。このため TTL および VASH/SVBP を標的

として研究をすすめた。標的に対するガイド RNA	(gRNA)	をデザインし、gRNA	および Cas9	ヌ

クレアーゼを発現する pX330	プラスミドに組み、細胞に導入した。	

	 また、光操作を可能とするコンストラクトの作製を進めた。青色光の照射に依存してタンパ

ク質相互作用の制御が可能な光スイッチ分子とチューブリン修飾酵素を融合することを計画し

た。特に VASH1/2 の活性には SVBP が必要であることから、この手法に適していると判断し、光

スイッチ分子を用いて細胞膜に SVBP をトラップすることで VASH の活性を調節することを試み

た。光スイッチとして用いられる分子として Phototrophin1	の Lov2	ドメインをはじめ複数が

報告されているが、解離速度が速いものではタンパク質相互作用の維持のために継続的な光照

射が必要であり、比較的遅い現象を対象にした本研究には不向きである。このため、解離速度

が比較的遅く、実績もある Cryptochrome	2	(CRY2)とその結合因子 CIB を利用した。SVBP を CRY2

および蛍光タンパク質 mCherry と融合したコンストラクトを作製した。光照射依存的に CRY2

と結合する CIBN を細胞膜に局在させ、青色光を細胞に照射することで、SVBP/VASH の局在変化

を解析するとともに、微小管の修飾について解析を行った。これらの実験に加え、軸索の枝ご

とに異なるチューブリンのチロシン化／脱チロシン化の違いが生じる機構を解明するため、モ

デルを用いたシミュレーションと実験結果の比較解析を行った。また、それらの下流で枝の伸

長・退縮が生じる機構をアクチンの制御因子 Arp2/3 に着目して解析を行った。	

	

	

４．研究成果	

	

	 チューブリンのチロシン化酵素 TTL および脱チロシン化酵素の活性化サブユニット VASH の

gRNA および Cas9	ヌクレアーゼを発現するプラスミドを構築した。また、pCAG-EGXXFP ベクタ

ー(Mashiko	et	al.,	Sci	Rep	2013)に gRNA の標的配列を含む TTL および SVBP のゲノム配列を

挿入し、レポーターを作製した。ゲノム編集によりレポーター内のゲノム配列が切断され、組

み替えにより EGFP が発現する。これにより、ゲノム編集が起こった細胞を検出できる。293T

細胞にコンストラクトを導入したところ、gRNA 依存的に顕著な EGFP のシグナル増加が検出さ

れた。次にマウスから調整した小脳顆粒細胞を用いて同様の実験を行なった。神経細胞は生後

5日のマウス小脳から取得し、調整後エレクトロポレーション	によりベクターの導入を行った。



しかし、293T 細胞とことなり EGFP のシグナルはわずか観察される程度であった。また、チロ

シン化チューブリンおよび脱チロシン化チューブリンに対する抗体を用いた免疫染色で、顕著

なチロシン化チューブリンの低下は検出されなかった。これは分化後の神経細胞での組替えの

低下が原因ではないかと考えられる。同様のシステムにより胎児期の前駆細胞に導入すること

で神経細胞において高確率	(70-80%)	の欠失が報告されている(Shinmyo	et	al.,	Sci	Rep	2016)。

この際、導入された前駆細胞はしばらく未分化の状態を維持するのに対し、我々の培養系では

24 時間のうちに殆どの細胞が分裂能を失う。今後、培養後数日間分裂を維持することで、効率

をあげる手法を開発できると考える。	

	 光照射により微小管の修飾を制御するため、VASH1 の活性に必要なサブユニットである SVBP

を光スイッチ分子であるCRY2および蛍光タンパク質mCherryと融合した。光照射依存的にCRY2

と結合する CIBN を細胞膜に局在させ、青色光を細胞に照射することで、SVBP を細胞膜にトラ

ップできることを確認した。さらに、mTagBFP2 と融合した VASH1 を同時に細胞に発現させた。	

CRY2-mCherry-SVBPとmTagBFP2-VASH1を発現した細胞は脱チロシン化チューブリンの割合が高

いことから、CRY2-mCherry-SVBP は VASH1 と機能的な複合体を形成することが示された。光照

射前後での局在を解析した結果、SVBP と共に細胞膜へ移行する様子が観察され、約 70%の VASH1

を細胞膜にトラップできることを確認した。さらに照射条件を検討し、6 分間隔でパルス照射

することで１時間以上連続してトラップが可能であることを示した。さらに長時間の制御を可

能にするために照射時間を伸ばすことを試みたが、細胞への毒性から良好な結果を得るにはい

たっていない。このため、照射光源を LED に帰るとともに、解離の遅くなる変異を CRY2	導入

することで、より長時間の制御を可能にする系の構築を進めている。	

	 これらの実験と並行して、軸索内での枝に依存したチロシン化／脱チロシン化微小管の違いが

どのようにして生じるかについて、モデルを持いた解析を行った。軸索内の微小管の動的不安定

生により、それぞれの枝において微小管の制御が異なることは必須ではなく、枝長に依存して微

小管の安定化に差が生じることで、枝ごとの違いを説明できることを示した。実際、拡大顕微鏡

方により、分岐点付近の微小管の修飾状態を観察結果により、我々の結果が妥当であることが示

唆された。これら一連の機構の下流で、退縮を制御する機構として、アクチンの重合制御に着目

し、Arp2/3複合体が、軸索の枝の退縮に必要であることを示した。	
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