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研究成果の概要： 
 神経成長因子 (Nerve Growth Factor; NGF) は神経細胞の分化を促進し、その生存を維持する
作用のある一群のタンパク質である。NGF受容体 TrkAの過剰発現細胞を樹立し、TrkAの脱
リン酸化に関与するプロテインチロシンフォスファターゼ(PTP)の同定を行った。方法とし
ては PTP 発現系を用い、NGF 刺激による TrkA のリン酸化を免疫ブロットにより調べた。
その結果、TrkA リン酸化の制御にプロテインホスファターゼ PTP1B が関与していること
を初めて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 神経成長因子 (Nerve Growth Factor; NGF) 
は神経細胞の分化を促進し、その生存を維持
する作用のある一群のタンパク質である。
NGFは成人の脳においても、神経細胞の生存
を維持するのみでなく、神経回路を保全・修
復し、高次機能を再生させる機能を有する。
申請者の研究グループでは、これまでに植物
野菜成分あるいは酸化的脂肪酸代謝物など
様々な生理活性物質の神経細胞生理作用に
関する化学生物学的研究を行ってきた。この

研究過程において、ある種の食品成分（わさ
びに含まれるイソチオシアネート化合物、
6-HITC）が NGF の作用を増強することを見
いだした。この食品に含まれる“NGF 作用増
強因子”による神経突起伸張を指標にした神
経細胞分化促進作用の詳細な分子メカニズ
ム解析の結果、増強因子は右図において NGF
シグナル伝達における最上流に位置する
NGF受容体 TrkAの持続的な活性化（チロシ
ン残基の自己リン酸化）を亢進することを見
いだした。 
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２．研究の目的 
 上記背景から、6-HITCが TrkAの脱リン酸
化酵素に何らかの作用をすることで TrkA の
持続的なリン酸化を引き起こし、NGFのシグ
ナルを増強するという機構が推定され、更に
その TrkAの脱リン酸化酵素として PTP1Bが
関与することが示唆されてきた。そこで、本
研究課題では、PTP過剰発現系および PTP発
現抑制系などによる基質のリン酸化レベル
の影響の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ラット副腎髄質褐色細胞腫由来 PC12 細
胞の培養 
 PC12 細胞は名古屋大学大学院生命農学研
究科分子機能モデリング研究室の小鹿一教
授より寄贈いただいた。 
 
(2) 神経突起伸長の評価 
 24穴 plateに細胞を 2 x 104 cells/dishとなる
ように播き、培養し 37°C、5% CO2で 12 ~ 16
時間培養した。その後、FBS 0.5% を含んだ
DMEM培地に交換した。さらに 24時間後、
薬剤と NGF 1.5 ng/mlを投与し、8-72 時間後、
顕微鏡を用いて観察を行った。この時、適当
な場所から約 100個の細胞を選び、細胞の長
径よりも長い突起を有する細胞数を測定し
た。1 wellにつき 2ヶ所で測定を行った。 
 
(3) 発現プラスミド 
 PTP発現プラスミドは三重大学生物資源学
部の青木直人准教授より頂いた。SHP-2発現
プラスミドはMyc、その他はすべて HAもし
くは GST との融合タンパク質として発現さ
れるので抗Myc抗体、抗 HA抗体もしくは抗
GST抗体により検出することができる。 
 
(4) siRNA 
 ネガティブコンロールと PTP1B に対する
siRNA は Invitrogen 社より購入した。
5'-UAACGAGCCUUUCUCCAUGAUGCGG-3'  
 
(5) 細胞への遺伝子導入 
 過剰発現及び発現抑制実験での遺伝子の
導入はリポフェクション法により行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) PTP1B 過剰発現系における神経突起伸長
活性の影響 
 当研究室において、TrkAのリン酸化制御に
PTP1B が関与していることが示唆されてき
た。またその検討の中で、PTP1B一過的過剰
発現系におけるNGFによる TrkAの影響につ
いての検討が行われている。それによると、

コントロールの細胞に比べて PTP1B 過剰発
現細胞は TrkA のリン酸化が有意に抑制され
ることが確認されている。また TrkA の下流
に位置する ERKのリン酸化においても TrkA
と同様な結果が得られており、コントロール
に比べて PTP1B過剰発現細胞は ERKのリン
酸化が抑制していることが確認されている。
そこで PTP1Bを安定的過剰発現させた PC12
細胞を用い、PTP1Bを過剰発現させたときの
神経突起伸長に与える影響を確認した。高濃
度 NGFを投与し、投与後 0-72時間、突起伸
長活性について経時的に観察を行ったとこ
ろ、コントロールの細胞では有意な神経突起
伸長活性が認められたのに対し、PTP1B過剰
発現細胞においては伸長活性がコントロー
ルの細胞に比べて約半分の 20%程度であり、
低い伸長活性であった (Fig. 1)。 

(2) PTP1B特異的阻害剤を用いた解析 
 これまでの検討で、PTP1Bの過剰発現系に
おいて TrkA のリン酸化が抑制され、さらに
神経突起伸長活性においても抑制すること
が確認され、TrkAのリン酸化とそれに伴う突
起伸長に PTP1B が関与している可能性が示
唆された。しかしながらこれらの結果は、過
剰発現といった通常以上の PTP1B が細胞内
に存在することに由来して引き起こされた
特異性の低下による脱リン酸化作用の影響



 

 

である可能性が否定できない。そこで、そう
いった問題を解決するために、次の検討をし
た。当研究室におけるこれまでの検討で、
PTP1B 特異的阻害剤 (Fig. 2)を用いた神経突
起伸長についての検討も行われている。それ
によると、阻害剤投与によるリン酸化 TrkA
への影響は、6-HITC投与による突起伸長活性
への影響と同様の結果で、低濃度 NGF 存在
下で阻害剤の濃度依存的に神経突起伸長が
観察されることが確認されている。そこで、
PTP1B と TrkA の関係を明らかとするため、
この PTP1B の特異的な阻害剤を用いて TrkA
のリン酸化における解析を行った。PC12 細
胞に低濃度 NGF 単独で投与した場合には、
TrkAのリン酸化もレベルが弱く、また短時間
のうちに TrkA のリン酸化が減少していくの
に対し、低濃度 NGF存在下で PTP1Bの特異
的な阻害剤を投与した場合には TrkA のリン
酸化が亢進し、60分まで TrkAのリン酸化が
持続することが明らかとなった。また、PTP1B
の特異的な阻害剤単独投与の場合には TrkA
のリン酸化は認められなかった (Fig. 2)。以
上から、PTP1B を阻害することで TrkA のリ
ン酸化が持続・亢進することが明らかとなり、
PTP1B が TrkA の脱リン酸化に関与している
とこが示唆された。 
 
(3) PTP1B発現抑制系におけるTrkAシグナル
伝達への影響 
 更に、PTP1Bの関与を確かめるために次の
検討をした。近年、RNA interference (RNAi) を
用いた標的遺伝子の発現抑制が注目を集め
ている。RNAiとは short interfering RNA 
(siRNA) とよばれる 21-23塩基の二本鎖RNA
により配列特異的に遺伝子発現が抑制され
る現象のことである。この方法は、標的遺伝
子 (mRNA)を破壊することで発現を抑制す
る為、遺伝子の機能解析に有効な方法である
といわれている。また、RNAiによる検討は、
このようにもともと細胞内に存在する遺伝
子の発現を抑えることから、発現ベクターを
用いた過剰発現系での問題を解決できると
考えられている。そこで、siRNAを用いた
PTP1B抑制系において、TrkAのリン酸化に
ついて検討を行うことした。PC12細胞にネ
ガディブコントロールとPTP1BsiRNAをトラ
ンスフェクションし、低濃度 NGFを処理し、
TrkAのリン酸化の継時的変化について検討
を行った。その結果、低濃度 NGF処理した
コントロールの細胞においては投与後 5分を
ピークに TrkAのリン酸化が減少していく傾
向にあったのに対し、siRNAによる PTP1B
発現抑制系においては、TrkAの有意なリン酸
化が NGF投与後 5分から 60分まで持続する
ことが明らかとなった (Fig.3)。またこの時、
神経突起伸長活性についても同様にトラン
スフェクションし、低濃度 NGF投与による

伸長活性についての検討を行った。その検討
の結果、siRNAによる PTP1B発現抑制した細
胞はコントロールの細胞に比べて NGFの感
受性が高く、濃度依存的により顕著な神経突
起伸長活性が認められた (Fig. 3)。以上の結
果から、PTP1Bは TrkAのリン酸化を抑制す
ることで、その下流である神経突起伸長活性
を負に制御していることが確認された。 

 
(4) PTP1B過剰発現系における NGFシグナル
伝達への影響 
 上述の検討から NGF刺激による PTP1Bが
TrkAの脱リン酸化酵素であることが証明さ
れた。そこで 6-HITC処理による TrkAのリン
酸化の持続亢進にも PTP1Bが関与するかど
うかについて検討を行うこととした。PTP1B
が TrkAのリン酸化とその下流のシグナル伝
達に与える影響について解析するために、ま
ず TrkAと PTP1Bを過剰発現させた PC12細
胞を用いて、低濃度NGFと 6-HITCを投与し、
TrkAのリン酸化の経時的変化をウエスタン
ブロッティングで解析した。その結果、コン
トロールの細胞においては NGF投与 5分後
に TrkAの顕著なリン酸化が認められ、リン
酸化は 60分後まで持続したのに対し、PTP1B



 

 

過剰発現細胞ではわずかな程度のリン酸化
しか認められなかった (Fig. 4A)。次に、その
下流に位置する ERKのリン酸化と、神経突
起伸長についても検討を行った。PTP1Bを一
過的過剰発現させた PC12細胞に低濃度 NGF 
と 6-HITC同時投与による ERKのリン酸化に
ついて検討した結果は、コントロールの細胞
に比べて PTP1B過剰発現細胞は ERKのリン
酸化レベルが抑制されていた (Fig. 4B)。また
神経突起伸長活性について、PTP1B安定的過
剰発現細胞を用いて検討を行った。低濃度
NGF存在下において 6-HITCを 0-5 mMで投
与したところ、コントロールの細胞では
6-HITCの濃度依存的に有意な伸長活性が認
められたのに対し、PTP1B過剰発現細胞にお
いては 6-HITCの濃度依存的な活性ではある
ものの、最大濃度である 5 mMの 6-HITC処
理においてもコントロールに比べて約半分
の伸長活性であった (Fig. 5)。 
以上の検討から、PTP1Bを過剰発現させたと
きの TrkAのリン酸化、その下流の ERKのリ
ン酸化、さらには神経突起伸長活性への影響
が NGF処理と同様の結果となり、6-HITC処
理においても PTP1Bがリン酸化 TrkAに関与
することが確認された。前項までの検討から
PTP1Bが TrkAのリン酸基を脱リン酸化する
ことが明らかとなったことから推測すると、
6-HITCは PTP1Bに何らかの作用をすること
で TrkAのリン酸化を持続・亢進させている
ことが予測できる。 
 

(5) 6-HITC処理による TrkAと PTP1Bの相互
作用の解析 
 これまでの Substrate-trapping変異体を用い
た検討などから、NGFの処理によりリン酸化
した TrkAが PTP1Bと相互作用していること
が明らかとなっている (data not shown)。また、
NGFシグナリングと同様に、6-HITC処理に
よる TrkAのリン酸化にも PTP1Bの関与が示
唆された。そこで 6-HITC処理によってリン
酸化 TrkAと PTP1Bの相互作用にどのような
影響があるかについて検討した。まず、TrkA

安定的過剰発現細胞に PTP1B-D181Aを一過
的過剰発現させ、低濃度 NGFと 6-HITCを任
意の濃度で投与した。その後、lysis bufferで
回収した lysateにGSH-agarose beadsを加えて
4時間振とうした。lysis bufferで洗浄し、
SDS-PAGE sample bufferを加えて加熱変性後、
ウエスタンブロッティングを行った。その結
果、低濃度 NGFを単独処理したものに比べ
て 6-HITCを同時処理したサンプルは、
6-HITCの濃度依存的に PTP1B-D181Aと共沈
降してくるリン酸化 TrkA の量が減少した 
(Fig. 6)。つまり、6-HITCを処理することで
PTP1Bとリン酸化 TrkAの相互作用する量が
減少したことが分かり、6-HITCが何らかの作
用をして、PTP1Bとリン酸化 TrkAの相互作
用を阻害していることが示唆された。 
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