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研究成果の概要（和文）：神経細胞株ではcAMP-PKA-STEF-Rac1-p190Bという経路でTC10とRhoAの不活性化が誘導
され、膜付加と神経骨格の再編成を介して神経突起伸展を起こす。TC10のKOマウスでは発生期の神経突起成長は
野生型とKOの間に顕著な差はないが、成体KOの軸索再生能は野生型に比べ有意に低下した。Rab11センサーのデ
ザイン構造をより広く探索し、約40%のダイナミックレンジを持つセンサーを作って神経突起を移動する小胞の
Rab11活性を検討した。ダイナミックレンジ50%程度のRab35センサーを作製してNGFによるPC12応答の系などで検
討を行い、センサーがほぼ所定の機能を持つことを確認した。

研究成果の概要（英文）：In neuronal cells, down-regulation of TC10 and RhoA activities is executed 
by cAMP-PKA-STEF-Rac1-p190B pathway and leads to neurite outgrowth through membrane addition and 
cytoskeletal reorganization. In TC10 KO mice, neurite outgrowth during development was not largely 
different between wild type and KO mice,; however, axon regeneration capability of adult KO mice was
 significantly lower than that of wild type ones. My group searched the design structure of Rab11 
sensor more widely and developed the sensor with dynamic range of about 40%.  We investigated Rab11 
activity on vesicles that move in neurites. We fabricated the Rab35 sensor having dynamic range of 
about 50%, examined it in the PC12 response to NGF etc, and confirmed that the sensor has nearly the
 prescribed function. 

研究分野：分子・細胞神経科学
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞が特定の相手と機能的な結合をし
て精妙な神経回路を作り上げる過程で、局所
的なガイダンスキューに応答する成長円錐
の伸展制御が中心的な役割を果たしている。
この伸展制御の実体は、細胞骨格の再編成と
小胞輸送による膜の付加・取込みである。前
者を制御する Rho ファミリーG 蛋白質とイ
ノシトールリン脂質の分子機構はかなりの
深さまで理解が進み、個体での生理機能との
結びつきについても明らかにされつつある。
研究代表者は幾つかの神経突起伸展の系で
FRETセンサーによるRhoファミリーG蛋白
質の活性可視化を使った分子機構の解析を
行い、突起先端部での Rac1と Cdc42の局所
活性化が神経突起伸展の基本要素であるこ
と、及びその局所活性化がそれぞれの系に特
異的な形で実現されていることを示してき
た。一方で、成長円錐伸展過程での小胞輸送
による膜制御についても、他の分野での細胞
生物学的アプローチの進展に後押しされる
形でその重要性が広く認識されつつある。そ
うした膜制御マシナリーの中心として働く
リサイクリング経路による細胞膜への膜付
加についても、Rab11 や Rab35 といったキ
ーとなる G 蛋白質の関与が具体的に示され
ており、G蛋白質と活性依存的に結合する多
様なエフェクターの同定が進んでいる。しか
しながら、適切な解析ツールがないために、
運動している成長円錐でそれらの G 蛋白質
がいつどこで活性化されているか、局所で活
性化された G 蛋白質がどのエフェクターと
相互作用しているのかといったといった点
がほとんど明らかになっておらず、そのため、
正確な分子機能の理解に届いていない。また、
シグナル経路のどこかで細胞骨格と膜との
協調的制御が行われていると予想されてい
るが、その実体はほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、成長円錐の伸展制御におけるブラ
ックボックスとなっている膜の輸送・付加の
制御機構に焦点を当て、そのキー分子の活性
動態を可視化し、「成長円錐における膜制御
のコアマシナリー」の実体を明らかにするこ
とを目指す。①神経突起の伸展過程、及びガ
イダンス制御を受けて運動している成長円
錐について、Rab11 と Rab35 の活性変化を
可視化し、その変化と連動するエフェクター
の同定、新規修飾部位の機能解析などの結果
を集約して、成長円錐伸展における分子機能
を明らかにする。②TC10 ノックアウトマウ
スを用いて軸索走行、軸索ガイダンスおよび
軸索再生能の異常を解析し、発達個体と成体
の脳神経系における生理的役割を解明する。 
 
３．研究の方法 

神経突起伸展や軸索ガイダンスでの膜付加
で主要な役割を果たす TC10、Rab11、Rab35
の活性変化を FRET センサーにより可視化
し、その変化と連動するエフェクターの同定、
新規修飾部位の機能解析などの結果を集約
することで新たな知見を得ることを目指す。 
 
４．研究成果 
 
①  cAMP 投与による神経突起伸展時の
TC10の活性変化とその制御機構の解析 
 TC10 は小胞の細胞膜への輸送に関与する
ことが知られている。また活性型 TC10 は、
小胞の繋留に働くエクソシスト複合体のコ
ンポーネントである Exo70に結合する。最近、
研究代表者を含めた複数のグループが TC10
と Exo70 が神経突起伸展に関わることを報
告している。その働きは膜の付加を介するこ
とが想定される。研究代表者は、主に神経成
長因子による突起伸展の系を使って、「小胞
上の TC10活性低下による繋留複合体の崩壊
がその小胞の膜融合を開始する」というモデ
ルを提案している。本研究により、cAMP処
理で PC12の神経突起伸展が誘導される系で
は、cAMP-PKA-STEF-Rac1-p190B という
シグナル経路により TC10とRhoAの不活性
化が誘導され、それらが膜付加と神経骨格の
再編成の２つの実行装置を介して神経突起
伸展を起こしていることを明らかにした（下
図）。 

② 個体レベルでの TC10の機能の解析 
 損傷軸索の再生や軸索ガイダンスに関す
る TC10の働きを個体レベルで解析するため
に、ノックアウトマウスを作出した。発生期
に起きる神経突起成長には野生型と TC10 
KO の間に顕著な差がないのとは対照的に、
成体での軸索再生能は野生型に比べて TC10 
KO では顕著に低下した。末梢神経損傷モデ
ルである舌下神経で検討したところ、TC10 
KO での再生は野生型のそれに比べて明確に
低下した（下図）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 哺乳類成体の中枢神経軸索は本来再生し
ないが、様々な操作を人工的に組み合わせる
ことにより、ある程度まで再生し投射するよ
うにできる。軽度の視神経再生を誘導する系
で検討したところ、末梢神経での差ほど顕著
ではないが、中枢神経に属する視神経でも、
損傷からの再生能には野生型と TC10 KOの
間に有意な違いが認められた。以上より
TC10 は成体マウスの神経再生で重要な役割
を果たしていると結論できた。 
③ Rab11の FRETセンサーの開発とその応
用 
 これまで発表してきた Rab5と Rab7のセ
ンサーのデザインに、さらに cp FRET 法を
応用して、より広く最適構造を探索した。200
個程度の候補センサーを作り、40%程度のダ
イナミックレンジ（感度に相当する）を持つ
Raichu-A760を開発した。このセンサーを神
経細胞株 N1E-115 に発現させて、神経細胞
株の突起上を移動する小胞での Rab11 活性
を検討した。予備的結果は得られているが、
S/N が十分ではないため、n 数を増やす必要
があり慎重に検討している。また、このFRET
イメージングで得られる結果を検証するた
めに、優勢劣性型Rab11を使用せずにRab11
とリサイクリング小胞の輸送との関係を調
べることができる局所操作の系を２つ構築
した。Rab11 の GAP を使用する方法と
SuperNovaを使用する方法である。 
④ ３次元環境で伸展する神経突起成長円錐
の形態変化の検討 
 ２次元環境での成長円錐は末端に糸状仮
足や葉状仮足が形成された複雑な構造をと
り高い運動性を示すが、３次元環境での成長
円錐はより単純な形態をとると考えられて
いる。ただし、生体環境では質の高いデータ
を得るのが困難である。そこで、生体環境を
模倣したゲルを用いて、３次元環境で神経細
胞株の成長円錐の動的形態を観察し、二次元
環境での動的形態と比較した細胞膜に緑色
蛍光タンパク質を局在化させて PC12細胞の
形態を可視化し、共焦点画像データから３次
元画像を構築した。同様の実験を DRG の器
官培養でも行った。３次元と２次元の環境下

での成長円錐の動的形態のさらに詳細なデ
ータを得て、形態定量学的な比較を行った。 
⑤ Rab35センサーの開発 
ダイナミックレンジが 50%程度の Rab35 セ
ンサーを作製して、NGF による PC12 の応
答などの系で検討を行った。Rab35は細胞膜
と小胞にあるので、共焦点顕微鏡を用いた
FRETタイムラプス観察が必要だが、その方
法を使うことで、この Rab35センサーがほぼ
所定の機能を持つことが確認できた。 
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