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研究成果の概要（和文）：

ラパマイシンをリンカーとして用いて任意のペプチドを細胞内局所に移行させる技術を神経

細胞、特に後シナプスに応用するため、後シナプス局在足場タンパク質 PSD-95 を様々なデザ

インで改変したコンストラクトのライブラリを作成した。また、Rho GTPase 機能性ペプチド

ライブラリも作成し、シナプス特異的に Rho GTPase の活性化を誘導する実験系の構築にむけ

た準備が整った。さらに、ラパマイシンによるタンパク質ダイナミクスの変化を検出するため

に、神経細胞に応用可能なタンパク質拡散ダイナミクスの定量化技術（FRAP および FCS）

を確立した。

研究成果の概要（英文）：

As a preliminary step toward the establishment of technical methods to manipulate the

synaptic transmission by rapamycin-induced protein dimerization paradigm, two plasmid

libraries were constructed; PSD-95-based construct library and Rho GTPase family-based

library. These libraries will contribute to the development of rapamycin-based methods to

study synaptic plasticity in neuronal cells. To evaluate the rapamycin-induced protein

dimerization within neurons, methods to monitor the diffusion kinetics of soluble proteins

in the cell type were also established.
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１．研究開始当初の背景

神経ネットワーク研究において、個々の神

経細胞の電気的活動を光刺激で制御す

る’optogenetics’の応用がひろまりつつ

あった。この状況をさらに一歩すすめて、神

経細胞同士のシナプス結合強度を外部から
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制御することができれば、現状では解析する

ことの難しい神経ネットワークの活動と

個々のシナプス結合との関係を直接明らか

にすることができる。そのための手法として、

我々はラパマイシンを用いたタンパク質局

在の制御技術を改良して、光刺激でタンパク

質の局在を制御する実験系を確立すること

を目標とした。

一般に免疫抑制剤として知られるラパマ

イシン及びそのアナログをペプチド間のリ

ンカーとして利用し、タンパク質の局在を制

御する技術は近年多くの実験で用いられて

いる。とくに小分子 Gタンパクやイノシトー

ルリン脂質のリン酸化・脱リン酸化はこの技

術によるペプチドの細胞膜移行によってス

イッチのように制御できることが報告され

ており、これらのシグナル系は神経細胞のシ

ナプス結合においても大きな役割を担って

いることが示唆されている。我々はラパマイ

シンに光活性基をつけたケージド化合物を

開発し、光刺激による多光子励起を用いてス

パインのようにきわめて小さな領域でタン

パク質の局在を制御する技術に応用するこ

とを考えた。

２．研究の目的

ラパマイシンによるタンパク質局在制御

技術を神経細胞に応用し、後シナプスのスパ

イン特異的に Rho GTPase の活性やイノシ

トールリン脂質の組成、チャネル分子の局在

などを制御する手法を確立する。さらに、光

刺激によって活性を制御できるラパマイシ

ンのケージド化合物を開発することで、光に

よってシナプス可塑性を制御する技術を開

発することを目的とした。

３．研究の方法

(1) 後シナプス特異的な足場タンパク質であ

る PSD-95 を様々なデザインで改変したペプ

チドのライブラリを構築した。具体的には、

PSD-95 の N 末端側または C 末端側に FRB

もしくは FKBP の２種類のペプチドを融合

させたコンストラクトを作成した。FRB およ

び FKBP は単独で融合させたものと２つ、３

つをタンデムに繋げて融合させたものをそ

れぞれ作成した。また、PSD-95 改変ペプチ

ドの神経細胞内における局在を観測するた

めに、さらに N 末端側もしくは C 末端側に

蛍光タンパク質を融合させたコンストラク

トも作成した。

(2) 後シナプスに移行させる側のペプチドと

して、Rho GTPase ファミリーのタンパク質

である RhoA, Rac1, Cdc42 の活性化型変異

体ペプチドを FRB または FKBP、および蛍

光タンパク質と融合させたコンストラクト

のライブラリを作成した。こちらのコンスト

ラクトでも、FRB と FKBP は単独、2 つ、3

つのタンデムと各種作成した。

(3) ラパマイシンを用いて FRB と FKBP の

間の結合を誘導する実験系の評価系として、

細胞内タンパク質の拡散および相互作用ダ

イナミクスを測定する実験系の構築に取り

組んだ。そのための技術的基盤として、蛍光

退 色 法 (Fluorescence Recovery after

Photobleaching, FRAP)および蛍光相関法

(Fluorescence Correlation Spectroscopy,

FCS)を用いた。

４．研究成果

(1) PSD-95 改変ペプチドライブラリの構築

後シナプスのマーカータンパク質として

知られる足場タンパク質 PSD-95 に、ともに

ラパマイシン結合ペプチドである FRB また

は FKBP を融合させた。これらの改変ペプチ

ドは後シナプスに任意のペプチドを移行さ

せるための、いわば人工の足場タンパク質と

して応用できる可能性があり、目的の後シナ

プス移行ペプチドに応じて異なる構造を持



つ必要が生じることもあり得ることから、本

研究では N 末端側、C末端側や融合する FRB

や FKBP の数など、幅広いデザインの改変

PSD-95 ペプチドを作成し、ライブラリを構

築した。これらの中から標的のペプチドと最

適の組み合わせのものをスクリーニングす

ることにより、ラパマイシンによるペプチド

の細胞内局所への移行制御系を神経細胞後

シナプスに応用するための重要なツールと

なり得ると考えている。

現在のところライブラリに含まれる

PSD-95 改変ペプチドのラットおよびマウス

海馬培養神経細胞内での局在を確認したが、

作成したライブラリのペプチドはどれも後

シナプスに集積しており、局在に関しては問

題なく使用できると考えている。

(2) Rho GTPase 関連機能性ペプチドライブ

ラリの構築

Rho GTPase ファミリー (RhaA, Rac1,

Cdc42)の活性化型変異ペプチド、および対応

す る Guanine Exchange Factor (GEF),

(Tiam1, Cdc25)を(1)と同様に FRB および

FKBP、蛍光タンパク質と様々なデザインで

融合させた改変ペプチドプラスミドライブ

ラリを作成した。これらのと(1)の PSD-95 改

変ペプチドライブラリとの組み合わせを培

養神経系に発現させ、ラパマイシンを添加す

ることで Rho GTPase 関連機能性ペプチド

の後シナプス移行が起きる組み合わせをス

クリーニングし、それらの組み合わせによっ

て後シナプス特異的な Rho GTPase の活性

化を行う。

現段階では、株化細胞を用いて Rho

GTPase 関連ペプチドが細胞質に一様に発

現されることを確認している作業の途中で

ある。また、 これらのペプチドを細胞膜直

下に移行させた場合、Rho GTPase の活性化

による細胞の形態変化が生じることは実験

的に確認済みである。

Rho GTPase の活性を制御する実験系とし

て、近年では主に植物由来の光感受性タンパ

ク質を用いた光応答性 Rho GTPase の利用

が盛んになってきたが、ラパマイシンを用い

る方法にも複雑な光刺激光学系が不要であ

ることや、動物個体への長期投与が可能であ

ること、また光刺激に使用される可視光の波

長帯を用いた蛍光観察との組み合わせが容

易であることなど利点がある。このため、本

研究で構築したライブラリからスクリーニ

ングした、神経細胞後シナプスにおけるラパ

マイシンによる Rho GTPase 活性制御系は、

有用な技術になり得る。

(3)細胞内タンパク質拡散ダイナミクスの測

定技術開発

ラパマイシン添加による FRB と FKBP の

二量体形成は、いままで多くの場合両者の細

胞内局在の一致という平衡状態における静

的な測定をもとに確認されてきた。しかし、

神経細胞のような複雑な形状をもつ細胞に

おいて、実際にラパマイシンが２つのペプチ

ドをつなぐリンカーの働きをしているかど

うかを検出するためには、両者の拡散ダイナ

ミクスの変化や、両者間の相互作用そのもの

を測定する実験技術の確立が必要であると

考えた。

そこで、細胞内局所において蛍光標識した

タンパク質の拡散ダイナミクスを定量的に

測 定 す る 実 験 系 と し て 蛍 光 退 色 法

(Fluorescence Recovery after

Photobleaching, FRAP) と 蛍 光 相 関 法

(Fluorescence Correlation Spectroscopy,

FCS)のふたつを採用し、細胞内のタンパク質

の拡散係数定量化を行った。

① 蛍光退色法(FRAP)



共焦点蛍光顕微鏡を用いて、FRAP で細

胞内タンパク質の拡散係数を定量化する

系を確立した。FRAP を用いて細胞質可

溶性タンパク質の拡散係数を測定するこ

とは、拡散が速いため一般に難しいが、

神経細胞のスパインのような細い形状の

部分では FRAPによって拡散ダイナミク

スを定量できるのではないかと考えた。

そこで、太さが 1μm 程度とスパインに

近い一次繊毛をモデル系として、繊毛内

の可溶性タンパク質の拡散係数を算出す

る こ と を 試 み て 成 功 し た (Nature

Chemical Biology, in press)。この研究は

Johns Hopkins Univ.のグループとの共

同研究として行われ、一次繊毛へのタン

パク質のトラフィッキングの詳細を明ら

かにした。

今回確立した FRAP の手法は、神経細胞

内のタンパク質のダイナミクスを制御す

る本実験系の評価系として重要な意味を

持つだけでなく、細胞局所におけるタン

パク質拡散ダイナミクスについての知見

を得るために重油な技術である。

② 蛍光相関法(FCS)

より一般的に細胞内での拡散ダイナミク

スを定量化できる可能性のある実験系と

して、FCS のシステムを構築した。共焦

点蛍光顕微鏡および二光子励起蛍光顕微

鏡を用いてシステムを構築し、水溶液中

および細胞室内での小分子蛍光プローブ

rhodaine6G および蛍光タンパク質 EGFP

の拡散ダイナミクス測定に成功した。
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