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脳機能を制御するリン酸化シグナルの解明に関する研究
Study on the phosphorylation signals regulating brain functions
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（名古屋大学大学院医学系研究科医療薬学・医学部附属病院薬剤部）

はじめに

知識・情動・意思といった精神活動はヒトが生
きていく過程で欠かすことのできない脳機能であ
り、これらのバランスにより多様な個性が生み出
される。例えば、知識が突出していれば利己的な
性格となり、情に厚い人は後先のことを顧みずに
行動してしまう。さらに、頑固者であれば意思が
極端に強い。これらの脳機能について特有の神経
核が同定され、神経回路についての知見も次第に
蓄積されてきた。知識（記憶）は前頭前皮質や海
馬、情動は線条体や扁桃体、そして意思は眼窩前
頭皮質や線条体などが重要な役割を果たしてい
る。神経回路を制御する神経伝達物質として、グ
ルタミン酸、ドパミンや神経栄養因子などが関与
していることも分かってきた。一方、細胞は内外
の環境を絶妙に感知および制御することによって
自身のシステムを破綻することなく維持してお
り、その感知・制御の代表的な機構がタンパク質
のリン酸化である。細胞内では、様々なリン酸化
酵素が神経の興奮性や可塑性に関与し、脳機能を
制御することも次第に明らかになってきている
が、リン酸化酵素の下流で作用するシグナル伝達
に関しては不明な点が多い。我々は、精神活動を
制御するリン酸化シグナルの実態を明らかにする
ために以下で述べる研究課題に取り組んだ。

認知記憶の制御機構

認知記憶は記憶を構成する基本要素であり、記

憶喪失などではこの種の記憶が障害される１）。馴染
みのある物事と新奇な物事を識別して記憶する能
力は認知記憶によって形成され、ヒトから動物に
至るまで幅広く保持されている２）。霊長類やげっ歯
類を用いた実験から認知記憶に関与する脳部位と
して前頭前皮質や鼻周囲皮質が知られている
が１）３）～6）、認知記憶に関する細胞内シグナルについ
ては不明であった。

Extracellular signal-regulated kinase 1/2
（ERK1/2）は、学習・記憶７）などのシナプス可塑性
に重要な役割を果たしているリン酸化酵素であ
る。そこで、物体認知記憶における ERK1/2 シグ
ナルの関与について検討した。マウスを新奇物体
に 10 分間暴露すると、その直後に前頭前皮質にお
いてリン酸化 ERK1/2 の著しい増加が認められ、
この変化は暴露 30 分後には消失した８）。また、
MAP kinase kinase（MEK）阻 害 薬 で あ る PD
98059 を訓練試行前に前頭前皮質へ微量注入する
と、訓練試行時の総探索時間は変化しないが、24
時間後の保持試行における新奇物体に対する探索
嗜好性が溶媒投与群に比べ有意に低下した９）。さら
に、別の MEK 阻害薬 SL327 を訓練試行前に投与
すると、24 時間後の保持試行における探索嗜好性
は溶媒投与群に比べ有意に低下したが、1 時間後
の保持試行では有意な変化は認められなかった８）。
これらの結果は、前頭前皮質における MEK を介
した ERK1/2 の活性化がメタンフェタミン誘発
性認知記憶障害に関与していることを示してい
る。さらに、ドパミン D1 受容体アゴニスト SKF
38393 を投与したマウスの前頭前皮質においてリ
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図 1　ERK1/2 シグナルによる認知記憶の制御機構
新奇物体の認知に関する記憶の長期固定には前頭前皮質におけるドパミン D1 受
容体の刺激と下流に存在する ERK1/2 の活性化を介したタンパク合成が重要であ
ると考えられる。

ン酸化 ERK1/2 の増加が認められ、大脳皮質由来
の初代培養神経細胞に SKF38393 を処置しても
リン酸化 ERK1/2 の活性化が観察された８）。した
がって、前頭前皮質のドパミン D1 受容体刺激に
よる ERK1/2 の活性化が記憶の長期保持に重要
な役割を果たしていると考えられる。

RNA 合成阻害剤やタンパク合成阻害剤を用い
た実験から、長期記憶の保持および固定には遺伝
子発現およびタンパク合成が必要であることが報
告されている１０）１１）。また、ERK1/2 は ets-like gene-
1 および cAMP response binding protein などの
転写因子を介して c-Fos を誘導する１２）。実際、訓練
試行後のマウスの前頭前皮質ではドパミン D1 受
容体刺激に依存した cFos タンパクの発現増加が
観察され、タンパク合成阻害剤のアニソマイシン
を訓練試行前に前頭前皮質へ微量注入すると、訓
練試行 1 時間後では記憶障害が認められず、訓練
試行 24 時間後で記憶障害が認められた８）。以上の

知見から、新奇物体の認知に関する記憶の長期固
定には前頭前皮質におけるドパミン D1 受容体の
刺激と下流に存在する ERK1/2 の活性化を介し
たタンパク合成が重要であると考えられる（図
1）。

海馬のシナプス可塑性維持と長期記憶形成機構

ニューロトロフィンはシナプス可塑性に重要な
役割を果たしている分子であり、脳由来神経栄養
因子（BDNF）とその受容体 TrkB は学習・記憶に
関連する神経生物学的基盤を担っている１３）。TrkB
の下流では、ERK、phospholipase C-γ および phos-
phatidylinositol 3-kinase/Akt 経路が活性化され
る１４）。セリン/スレオニンリン酸化酵素である Akt
は、多種の基質をリン酸化することにより脳発達、
加齢および神経変性疾患や精神疾患の発症に関与
している１５）１６）。また、海馬の神経可塑性に Akt が重
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要な役割を果たしていることが知られている１７）。
Girders of actin filament（Girdin）はアクチン結

合能を有する Akt の基質タンパクであり、癌細胞
の浸潤や転移に働いている分子として発見され
た１８）。中枢神経系において、Girdin は海馬に高発現
しており、海馬歯状回の生後発生や成体神経新生
における細胞移動に重要な働きを担っていること
が分かっている１９）。Girdin-KO マウスでは吻側移
動経路における細胞移動に異常がみられ、その到
達部位である嗅球の成長異常が見られる２０）。また、
Girdin は新生ニューロンの接着結合帯の接着部
位に見られることから、細胞接着にも関わってい
る可能性が示唆されている２０）。しかし、Akt による
リン酸化サイトである 1416 番目のセリン残基に
変 異 を 加 え た Girdin ノ ッ ク イ ン マ ウ ス

（GirdinSA/SA）では細胞移動や嗅球の形態に異常は
見られないことから２０）、中枢神経系におけるリン
酸化 Girdin の生理学的意義は不明であった。

我々は、BDNF シグナルの下流でリン酸化され
た Girdin がシナプス可塑性を促進すると想定し、
本仮説の検証を試みた。海馬由来初代培養神経細
胞を BDNF で刺激すると、Girdin のリン酸化が増
加し、このリン酸化は TrkB/Akt の下流で認めら
れた２１）。GirdinSA/SAマウス海馬歯状回の顆粒神経細
胞では、スパインの体積や頭部直径が減少し、細
長い未熟なスパインが多く観察された２１）。海馬ス
ライス標本を用いて電気生理学的な解析を行った
結果、テタヌス刺激後の long-term potentiation
の障害、NMDA 受容体/AMPA 受容体比の減少が
認められたが、paired-pulse ratio には変化は認め
られなかった２１）。また、野生型マウスの海馬由来初
代培養神経細胞を BDNF で刺激すると、NMDA
受容体 NR2A サブユニットのリン酸化に変化は
認められなかったが、NR2B サブユニットのリン
酸化が上昇した２１）。一方、GirdinSA/SAマウス海馬由
来初代培養神経細胞では、BDNF 刺激によるリン
酸化 NR2B の増加は観察されなかった２１）。さらに、
Girdin と Src キナーゼおよび NR2B を強制発現
させた HEK293T 細胞において、これら 3 分子の
共免疫沈降が認められたことから、Girdin は Src
を介して NR2B サブユニットと結合していると

考えられる。リン酸化 Girdin の生理学的意義を明
らかにするために GirdinSA/SAマウスの行動学的解
析も行った。GirdinSA/SAマウスでは恐怖記憶、物体
認知記憶および空間学習に障害が認められたが、
情動行動には異常は認められなかった２１）。野生型
マウスの海馬歯状回において恐怖条件付け試験の
訓練後に Akt と Girdin および NR2B のリン酸化
が増加することも確認した２１）。これらの結果から、
BDNF/TrkB/Akt シグナルによる Girdin のリン
酸化は、NMDA 受容体を活性化することにより
海馬のシナプス可塑性の維持と長期記憶形成を
担っている重要な分子として機能していると考え
られる（図 2）。

ストレス誘発性脳機能障害の発現機序

近年の少子化は、核家族化と相まって子育ての
負担感増大による母親の育児ノイローゼを招くな
ど新たな社会問題の要因となっている。特に、乳
幼児期から児童青年期の発育環境は、その後の身
体的発育、知的発達および愛着行動といった精神
発達に大きな影響を及ぼすことが示されてい
る２２）。我々は、雄性マウスの情動行動変化および認
知・学習記憶に対する幼若期からの長期隔離飼育
の影響を検討し、長期隔離飼育マウスにおいて、
不安症状およびストレス脆弱性の形成、激しい攻
撃行動の増加、衝動性、認知記憶および空間学習
記憶の障害など様々な脳機能障害が出現すること
を見出した２３）。このように環境的要因は海馬の発
達に影響を与えるが、そのメカニズムについては
不明であった。幼若期長期隔離飼育マウスの脳機
能障害の分子メカニズムを明らかにする目的で、
DNA マイクロアレイを用いて遺伝子発現変化を
網羅的に解析し、隔離飼育によって発現量が著し
く低下する遺伝子として Neuronal PAS domain
protein 4（Npas4）を同定した２３）。

Npas4 は、大脳皮質、海馬、線条体などの辺縁
系に高発現している２４）。Npas4 の発現は活動依存
的に制御され、特に抑制性シナプスの形成に重要
であることが証明されている２５）２６）。そこで、代表的
なストレスホルモンであるコルチコステロンが
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図 2　神経可塑性および記憶における Girdin の役割
BDNF/TrkB/Akt シグナルによる Girdin のリン酸化は、NMDA 受容体を活性化して海
馬のシナプス可塑性の維持と長期記憶形成を担っている。（文献 21）から改変して転載）

Npas4 の発現におよぼす影響をマウスおよび株
化神経細胞 Neuro2A 細胞を用いて調べた。マウ
スにおいて海馬の Npas4 mRNA レベルはコルチ
コステロン投与により有意に低下し、副腎摘出処
置により増加した。同様に、Neuro2A 細胞をコル
チコステロンで処理すると Npas4 タンパクの発
現レベルは有意に減少した２７）。

コルチコステロンは細胞膜を通過し、細胞質内
受容体であるグルココルチコイド受容体（GR）と
結合する。コルチコステロン複合体は、グルココ
ルチコイド応答配列（GRE）との結合を介して遺
伝子の転写を制御することが知られており、
Npas4 プロモーターにも転写開始点の上流 2,000
から 1,000 bp の範囲に 11 個の GRE が存在して
いる。プロモーターアッセイにおいて、GR 阻害剤
の処置あるいは転写開始点の上流 1,659-1,644 bp
領域に存在する 3 つの GRE の欠失により Npas4
プロモーター活性は顕著に上昇した２７）。さらに、抗
GR 抗体を用いた ChIP アッセイにより、上記領域
を含む Npas4 プロモーターに GR が結合するこ
とを確認した２７）。したがって、Npas4 遺伝子はスト

レスによりコルチコステロンを介して発現制御を
受けることが示唆された。この他にも 3 週間の拘
束ストレス負荷により Npas4 プロモーターの
CpG アイランドで DNA メチル化が亢進するこ
とを明らかにした２８）。

Npas4 の機能および標的遺伝子を解析するた
めに、Neuro2A 細胞あるいは初代培養海馬神経細
胞に Npas4 を過剰発現させた。Npas4 過剰発現細
胞では神経突起の伸展が促進され、リン酸化 syn-
apsin I の増加が認められた２９）。一方、Npas4 をノッ
クダウンすると神経突起の進展が抑制されたこと
から、Npas4 が神経細胞の機能発達（神経突起の
伸展）やシナプス可塑性に関与している可能性が
考えられた。また、Neuro2A 細胞におけるリン酸
化 synapsin I の増加は Cdk5 阻害剤により拮抗さ
れた２９）。抗 Npas4 抗体を用いた ChIP アッセイに
より、Npas4 タンパクが Npas4、Cdk5 遺伝子プロ
モーター領域に結合することを確認した２９）。これ
らの結果から、Npas4 は Cdk5 の誘導を介して
synapsin I のリン酸化を亢進することが示唆され
た。したがって、幼若期ストレス負荷は成熟後の
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図 3　ストレスによる脳機能障害における Npas4 シグナルの関与
幼若期ストレス負荷は Npas4 の発現を低下させ、成熟後の学習・記憶や情動行動などの脳
機能障害を誘発する。

学習・記憶、情動行動などの脳機能障害を誘発す
ること、その分子機序の一部として Npas4 が重要
な役割を果たしていることを明らかにした（図
3）。

快情動を司る報酬シグナル伝達機構

線条体にはドパミン D1 受容体（D1R）を発現す
る中型有棘神経細胞（D1R―細胞）とドパミン D2
受容体（D2R）を発現する中型有棘神経細胞（D2R―
細胞）の異なる 2 種類の神経細胞が存在する。D1R
は、Protein kinase A（PKA）を活性化し、逆に D2R
は PKA を抑制する。PKA は細胞の興奮性や報酬
関連行動に関係していることから、ドパミンは
PKA を介して D1R―細胞の興奮性を高め、D2R―
細胞の興奮性を抑制すると考えられてきた。しか
し、過去の報告では活性化薬や阻害薬を使用した
薬理学的な実験であり３０）、神経細胞のシグナルを
個別に解析することは困難であった。したがって、
ドパミンによる PKA の活性化が D1R―細胞の興
奮性や報酬関連行動を亢進するのかどうかは実際
には証明されておらず、そのメカニズムもよく分
かっていなかった。

我々は、独自に開発したリン酸化タンパク質の

網羅的な解 析 方 法（Kinase-oriented substrate
screening，KiOSS）を使用して、PKA の下流で
D1R―細胞の興奮性や報酬関連行動を制御するシ
グナル伝達経路の存在について探索した。マウス
の線条体を用いて KiOSS を行った結果、D1R の
下流に存在する PKA のリン酸化基質として 100
種類以上のタンパク質とそのリン酸化部位を同定
した３１）。さらに、得られたデータを基にパスウェイ
解析を行った結果、Rap1 シグナルを含めて数種類
のシグナル伝達経路を有力な候補として発見し
た。

Rap1 シグナル経路に含まれる PKA の基質に
は、Rap1 活性化因子である RAS guanyl releasing
protein 2（Rasgrp2）と Rap1 不活性化因子である
RAP1 GTPase activating protein（Rap1gap）が含
まれていた３１）。Rap1 は学習・記憶など脳機能に重
要な役割を果たすと推定されているタンパク質で
あることから３２）～34）、我々は Rap1 シグナル経路が
D1R を介した神経機能に関係していると推測し、
Rap1 を活性化する Rasgrp2 の解析を行った。ド
パミンは PKA を介して Rasgrp2 の 116、117、554
および 586 番目のセリン残基をリン酸化し、リン
酸化 Rasgrp2 は Rap1 の活性化に必要であること
を示した３１）。さらに、ドパミンを増加させる薬物の
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図 4　快情動を司る Rap1 シグナル
ドパミンは PKA-Rap1 シグナルを介して応答性の低い神経細胞を応答性の高い状態に遷移させ、神経回路を作動しやすく
することで快感を生み出している。（文献 31）から改変して転載）

コカインを投与したマウスでは、線条体の一部を
構成する側坐核の D1R―細胞で Rasgrp2 のリン酸
化レベルが増加し、Rap1 の活性化も観察され
た３１）。

側坐核の D1R―細胞で特異的に PKA や Rap1
が恒常的に活性化しているマウスを作製し、これ
らのマウスでは D1R―細胞の興奮性とコカインの
効果が野生型マウスと比べて増加することを見出
した３１）。また、側坐核の D1R―細胞で特異的に Rap1
が欠損しているマウスでは、D1R―細胞の興奮性と
コカインの効果が野生型のマウスよりも減少する
ことを確認した３１）。さらに、Rap1 の下流には
MAPK が関係していることも示した３１）。以上の結
果から、Rap1 シグナルは報酬シグナルとして機能
することを明らかにした。したがって、通常はド
パミン濃度が低く、D1R―細胞の興奮性や神経活動
は抑制されている状態にあるため、報酬関連行動
は認められない（図 4 左）。ドパミンが側坐核で大
量に放出されると、D1R を介して PKA-Rap1 シグ
ナルの活性化が起こる。Rap1 シグナルにより細胞
の興奮性が高まると、グルタミン酸などの興奮性
入力に応答して神経活動が増加し、報酬（快感）関
連行動が引き起こされる（図 4 右）。つまり、ドパ
ミンは PKA-Rap1 シグナルを介して応答性の低

い神経細胞を応答性の高い状態に遷移させ、神経
回路を作動しやすくすることで快感を生み出して
いると考えられる３５）。

おわりに

神経細胞の興奮性や可塑性を介した記憶や情動
などの脳機能を制御するリン酸化シグナルを明ら
かにするために神経化学的研究手法を中心にこれ
まで研究を行ってきた。これらの研究成果は、記
憶や情動に関連する神経精神疾患の理解にも役立
つと考えている。例えば、メタンフェタミンなど
の覚せい剤は依存誘発作用の強い薬物であり、世
界的規模でその乱用が問題となっている。メタン
フェタミン乱用者では認知障害が長期間にわたり
認められる。我々は、低用量のメタンフェタミン
の反復投与により覚せい剤精神病モデルを作製
し、前頭前皮質における ERK シグナルの機能不
全が認知機能障害に関与していることを明らかに
している９）。また、Girdin は精神疾患関連遺伝子
Disc1 と相互作用することも報告されている１９）。

一方、ヒトを含む哺乳動物は約 500 種類のリン
酸化酵素を保有しており、個々のリン酸化酵素は
固有の役割を有していると考えられている。また、
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近年のプロテオミクス解析技術の進歩により約
280,000 箇所のタンパク質リン酸化部位が同定さ
れている３６）～38）。したがって、単純に一種類のリン
酸化酵素が約 500 箇所のタンパク質のリン酸化を
担っていると推測される。この数字から考えると
未だ解明されていないリン酸化シグナルが多く存
在することは明白である。脳は多様な細胞群で構
成されていることから、今後は細胞種特異的かつ
一細胞レベルの解析も必要であろう。詳細なリン
酸化シグナルの解析を進め、いつの日か脳機能を
制御するシグナルネットワークの全貌を解明した
いと考えている。
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