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本研究では長期増強に関連したスパイン構造変化の分子機構の解明を目的と

し、当研究室で最初にクローニングされたセリンプロテアーゼ、ニューロプシ

ンを中心に電気生理学的解析を行った。長期増強に関連したスパインの構造変

化はHosokawaら（1995）やMaletic－Savaticら（1999）によりその実体が

明かとされているが、この現象を担う分子機構にっては未だ明かとなっていな

い0現在、長期増強をスパインの構造変化という鮎から修飾する分子と考え

られるものにはアクチン等の細胞内分子や舶接着因子やプロテアーゼ等の細

胞外分子が考えられる。中でも細胞外プロテアーゼは舶外からの情靴敏感

に反応し、細胞外基質の切断を介して長期増強を俊敏に、且つより長期に修飾

可能な分子であると考えられる0これまでの多くの研究からもっとも良く研究

されているのが組織型プラスミノーゲンアクティベーター（tPA）である。

tPAは長期増強誘発後、CAMPresponsiveelement（CRE）によりその遺伝

子発現が制御されている分子のひとつある。またtPAは脳内に広く分布し、

活動依存的に細胞外に放出され、その酵素活性により何らかの細胞外分子を切

断、修飾しすることにより長期増強後期を調節していると考えられている。し

かし、前述のMaletic－Savaticらの研究結果から、長期増強誘発刺激により

批加diaの形態変化は刺激後10－20分の早い段階で実配れている。また、

Staubhらは長期増強誘発刺激前後20分間に細胞接着因子であるインテグリン

の接着阻害斉陀海馬スライスに投与すると長期増強が阻害されるという結果を

示している0これらのことから長期増強誘発刺激時に非常にダイナミックな細

胞外環境（細胞接着等）の変化が斬っており、それと同時にスパインの構造

変化が誘導されていると考えられる0つまりtPAによる長期増強の修飾は非常

に遅く（＞2時間）、スパインの構造変化とは関連が薄いと考えられる。．・ナ　■■
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そこで私は我々の研究室で初めて単離されたニューロプシンに注目し、ニュー

ロプシンによる長期増強の修飾作用に関する研究を行った。これまでの我々の

研究室による研究結果により、ニューロプシンは辺縁系、特に海馬に豊富で限

局したmRMの発現を示し、長期増強誘発刺激によってその発現量を増加させ

ることが明らかとなっている。また可塑性のモデルであるkindlingマウスの脳

室内にニューロプシン中和抗体を投与するとkindling完成が遅れることも明ら

かとなっている0これらのことからニューロプシンが長期増強やkindling等可

塑的現象時に何らかの作用を持つ可能性が示唆される。この可能性を検証する

ために、私は大きく2つの実験を行った。（i）ニューロプシン蛋白質の長期増

強に対する作用を検討する目的で、長期増強誘発時にリコンビナント・ニュー

ロプシン蛋白質や中和抗体を投与し、長期増強発現の変化を検討した。（ii）

ニューロプシン欠損による神経回路形成や可塑性の変化を検討することによ

り、ニューロプシンの生理学的機能を解明する目的で、当研究室の平田らによ

り作成されたニューロプシン遺伝子欠損マウス（NPKO）より得た海馬スライ

スにおける神経細胞の入出力特性、発火パターン、長期増強等を検討した。

以上のような解析から本研究では以下のような結果を得た。（i）抗ニューロ

プシン中和抗体投与やニューロプシン・アンチセンス・オリゴヌクレオチド投

与により長期増強レベルが抑制された0また、その抑制レベルは中和抗体やア

ンチセンス・オリゴヌクレオチドにより抑制された酵素活性、蛋白質量に比例

していた0低磯度（ト5nM）リコンビナント・ニューロプシン蛋白質投与に

より長期増強レベルが増強され、高濃度（20－170nM）投与により長期増強レ

ベルが抑制された0（ii）NPKO海馬スライスにおいて入力咄力関数の減少や

5Hz長期増強の減弱が見られたoまた、細胞内記録法による結果からNPKO海

馬錐体細胞はdurationの延長した活動電位を示し、その発火様式は順応の低下

を示した。これらの結果はニューロプシンが神経間連絡を制御し、また神経可

塑性に非常に重要な分子であることを示しており、その生化学的特性より長期

増強に伴うスパイン構造変化を担う分子であることを示唆すると考えられる。
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「序論」

記憶や学習などの脳機能は神経可塑性を基盤とすると考えられる（Eccles，

1979）。Hebb（1942）は「ある細胞集団AとBが存在し、それらの集団が時空間的に

非常に近傍で発火すると、それら集団間の結合が強められる」という説を提出した。

当時この説に生物学的根拠はなかったが、Lloyd（1949）は筋紡錘に刺激を与え続け

た後、無刺激下で筋収縮が持続するといったテタヌス後増強という現象を見いだし、

末梢ではあるがある外界からの刺激を一定期間維持可能な記憶の原型とされる現象

が明らかとなった。中枢神経系においてはBlissら（Blissetal．，1973，Blisset

al・，1973）によりウサギの海馬に於いてテタヌス後増強様の現象が見いだされ、入

力刺激を一定期間推持される生理学的メカニズムが次第に明らかとなってきた。こ

の現象は長期増強（Long－termpOtentiation；LTP）と名付けられ、神経可塑性の生

物学的モデルの1つであると考えられている。

長期増強は数時間から数日の持続時間を示すが（Blissetal．，1973，Bliss

etal．，1973）、より長期にわたる情報保持を説明するには長期増強現象自体に加え、

これに随伴するスパイン構造変化等による微小回路の修飾・維持を考慮する必要が

ある（Eccles，1986，Sejnowski，1997）。これらの現象を誘導可能な分子は多数挙げ

られるが、その中でも細胞外プロテアーゼはシナプス周辺分子の修飾・分解を介し

た長期増強の調節に関すると考えられている（Qianetal．，1993，Sappinoetal．，

1993，Frey et al．，1996）。その中でもとりわけ組織型プラスミノーゲンアクティ

ベーター（tPA）は、脳内に広く分布し長期増強後期過程の修飾に関与すると考えら

れている（Huangetal・，1996）。一方Maletic－Savaticら（Maletic－Savaticetal．，

1999）は2光子共焦点レーザー顕微鏡と電気生理学的解析を組み合わせた実験によ

り、長期増強誘発後10－20分でスパインの構造変化が誘導されることを報告してい

る。また、Staubliら（Staubliet al．，1998）は長期増強誘発刺激前後20分間に

integrinの阻害剤を投与することで長期増強が阻害されることを示している。以上

のことは長期増強に伴う構造変化が従来想像されていたものとは異なり、非常に速

く、長期増強誘発刺激20分までに誘導されていることを示している。しかしtPA

の作用時間は長期増強後期といった非常に遅い段階であることから長期増強初期の

構造変化を担う分子である可能性は低いと考えられる。また、tPA遺伝子欠損マウ

スは海馬機能を反映すると考えられている行動試験には影響を及ぼさない（Huang

etal・，1996）。これらはtPAが長期増強に伴う早期構造変化と関連が弱く、海馬に

依存した記憶・学習課題との関連は弱いことを示している。一方、ニューロプシン

は脳内でも記憶や学習に非常に重要である海馬を中心とした辺縁系に局在しており

（Chenetal・，1995）、長期増強誘発刺激によってその発現量を増加させることが明

らかとなっている（Chenet al．，1995，Yoshidaet al．，1999）。また、キンドリン
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グ形成過程における戒NA増強、脳室内ニューロプシン投与によるキンドリング形成

阻害など、可塑性への関与が示されている（Okabeetal・，1996，Momotaetal．，

1998）。これらのことからニューロプシンが長期増強およびkindling等可塑的現象

時に何らかの作用を持つ可能性が示唆される0この可能性を検証するために、私は

以下のような実験を行った。（i）長期増強に対する各種細胞外プロテアーゼの作用

を検討する目的で、ニューロプシン、tPA、トロンビン、トリプシンの4種のプロテ

アーゼを海馬スライスに潅流系より投与し、テタヌス刺激により誘導される長期増

強の変化を興奮性シナプス後電場電位（fEPSP）の変化として記臥解析した。（ii）

ニューロプシンの長期増強に村する作用を検討する目的で、長期増強誘発時にリコ

ンビナントニューロプシン蛋白質あるいは中和抗体を投与し、ニューロプシンによ

る長期増強修飾作用の濃度依存性をfEPSP記録により検討した。（iii）ニューロプ

シン欠損による神経回路形成および可塑性の変化を検討する目的で、ニューロプシ

ン遺伝子欠損マウス（ⅣKO）の海馬スライスを用いて神経細胞の入出力特性、発火

パターンをガラス微小電極による細胞内記録により、長期増強等をfEPSP記録によ

り解析した。
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「材料と方法」

海馬スライス標本の作製及び電気生理学

a．使用動物

実験動物として12hlight／darkサイクル、自由給餌で育成したddYアル

ビノマウス（雄性，4－6週齢，SLC，Japan）及びNPKOと、野生型マウス（WT）（雄

性，4－6週齢）を用いた。

b．シナプス後電場電位の測定

Diethyleter（Wako，Japan）による探麻酔下で頚椎脱臼により屠殺し、頭

皮、頭蓋骨を剥離し大脳を摘出した。その後海馬体を分離しrotorslicer（DOSAKA，

Japan）により400pmの海馬スライスを作製し、即座に事前に4℃で95％02／5％CO2

により通気しておいた人工脳脊髄液（ACSF；124mMNaCl，5mMKCl，1・2mMMgSO4，

1・2mMKH2PO4，26mMNalICO3，2．4mMCaC12，10mMglucose）に浸し、1時間以上の

回復期間をおき、その後実験に使用した。記録チャンバー内を30℃に保ったACSF

により港流した状態で、Schaffercollateralを双極刺激電極により刺激し、誘発

したシナプス後電場電位（fEPSP）を海馬CAl領域のstratⅧradiatumより記録し

たoガラス記録電極には2MNaClを充填し使用した。すべての刺激強度はfEPSP

が観察されはじめる最小強度（開催）の1．5倍の電圧とした。テスト刺激は0．1Hz

の頻度で、0・1msの矩形波としてあたえた。また、長期増強誘発のためには

theta－burst刺激（TBS；100Hzで4発刺激を10臥これを10秒毎に5回線り返す）

を適用した。1時間以上統計的に有為な増強の見られたものを長期増強と判断した

が、この際統計的有意差の検定には標準化したデータに対しpairedt検定を行った。

各濃度での長期増強レベルの検定には皿0VAを用い、有意水準は5％とした。

C．微小電極細胞内記録法

活動電位の計測にはガラス微小電極による細胞内記録法を用いた。スライ

ス作成には上記実験時と同様の方法で海馬体を摘出し、microslicer（DOSAKA，

Japan）により200pm厚のスライスを作成した。その後、人工脳脊髄液（ACSF；124

mMNaCl，3・8mMKCl，1・3mMMgSO4，1・2mMKH2PO4，26mMNal1CO3，2・4mMCaC12，

10mMglucose）にて港流、1時間以上の回復期間を設けた。電極内液は2MK＿aCetate

を使用した。本内液充填時の電極抵抗は80－100Mf2であった。記録にはinterface

型記録チャンバーを使用し、スライスをACSFにて海流、スライス上には加湿した

95％02／5％CO2を流しておいた。活動電位は海馬錐体細胞細胞体に刺入したガラス微

小電極より矩形直流電流を通電し誘発した。細胞内電位はAxocla皿p2B（AxonInc．，

USA）により増幅した。すべての実験において静止膜電位は微小電極刺入時の備に固
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定した。得られた電位はブリッジバランスおよびDCCモードにより記録した。

d．ホールセルバッテクランプ法

スライス作成には上記実験時と同様の方法で海馬体を摘出し、micr。

Slicerを使用し200岬厚のスライスを作成した。その後、人工脳脊髄液（ACSF；119

mMNaCl，2・5mMKCl，1・3mMMgSO4・1mMN咄PO4，26・2mMNa＝CO3，2・5mMCaCl2，

11mMglucose）にて港流、1時間以上の回復期間を設けた。電極内液は107．5　mM

Cs－gluconate，20　mMHEPES・0・2mMEGTA，5mMQX314－Br，8mMNaCl，10mMTEA－Cl，

4mMMg－ATP，0・3mMGTP；pH7・2－3，270－280mOsmのものを使用した。本内液充

填時の電極抵抗は4－6M出であった0電極先端はシリコンによるコートや研磨は行わ

ず使用した。刺激電極にはタングステン双極刺激電極（2Mf2）を用いた。Schaffe，

COllateralに刺激電極を設置し0．1msの矩形波を与えシナプス電流誘発を誘発し

た。刺激強度は最大強度の1／2倍の強度に設定した。

NMDA電流記録ではACSF内に20LLMCNQX（Tocris，UK），20　LiMBicuculine

methobromide（Tocris，UK），10岬glycine（WAKO，Japan）を加え、薬理的にNMDA

成分を単離するとともに、膜電位を＋40mVに固定し電位依存性成分の混入を抑制し

た0刺激強度は通常60－100Vであった。Seriesresistance（10M20Mf2）の補正は

行わず、実験中継続的にモニターし、変化がないことを確認した（＜20％）。Liquid

junCtionpotentialは通常5－10mVであるが、今回の実験では補正は行わなかった。

ホールセル電位はAxopatchlD（AxonInc．，USA）により増幅した。シナプス電流

は2kHzのフィルターで整流し、5kHzでデジタル化し、IBMAT互換機で記録、保
存した。

リコンビナントニューロプシン

今回の実験で使用したリコンビナントマウス・ニューロプシンはバキュ

ロウイルス発現系（Baculogold；Pharmingen，USA）により作製した。乃・1chQPlusIa

nIより確立された昆虫培養細胞（HighFive；Invitrogen，USA）を10％の熟非動化

子ウシ血清（BoehringerMannheim，Germany）を含むTNM－FH培養液により27℃で

培養した。また細胞の密度は7Ⅹ106／75cm3とした。リコンビナントバキュロ

ウイルスを1Ⅹ106cells／血の濃度の細胞に感染させ、3－5日後に4℃、500Ⅹg

の条件で10分間遠心し上清を回収した0これにより得られた上清を4℃、25，000Ⅹ

gの条件で1時間遠心し、10mM肥PESバッファー（pH．7．4）により2日間透析

し、その後ResourceSカラム（6mM，Pharmacia，Sweden）とSuperdex75服（10

Ⅹ300mm，Pharmacia，Sweden）を通すことにより精製した。ここで得られた精製リ

コンビナントニューロプシン蛋白質を今回の生理学実験に使用した。また、生理実
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験使用前にアミノ酸分解活性をニューロプシンの典型的な合成基質である

Boc－Val－Pro－Arg－methylcoⅧarinにより評価し、活性として36LLmOlhin血gであ

ることを確認した。

抗体の作製

ウイスター系ラットにフロイントアジエバントと精製ニューロプシンとの

エマルジョンを50　g腹腔内投与により免疫した。ウエスタンブロツティング法に

よるラット血清の抗体価測定後、細胞融合2日前に50　gのリコンビナントニュー

ロプシンを腹腔内投与した。免疫したラットから得た牌臓細胞をY3Ag．1．2．3ラット

ミエローマ細胞と融合させた。hypoxanthine－aminopterine－thymidin培地による

選択後、ハイブリドーマ培養上宿を回収、ウエスタンブロッティングやリコンビナ

ントニューロプシンでコートしたマイクロプレートによるELISAでニューロプシン

に対する特異的抗体の産生をスクリーニングした。陽性クローンをプリステン刺激

されたヌードラット（F344／NJcl）に腹腔内投与し、その後得られる腹水を採取し

た0ここで得た腹水をプロテインGセファロースを用いたアフィニティークロマト

グラフィーにより精製し、モノクローナル抗体（皿abB5）を得た。

ニューロプシン・アンチセンス・オリゴヌクレオチド（asODN）慢性投与マウス及び

その海馬スライスの作製

マウス側脳室にasODNを3日間2LLg力止の濃度で毎時1pLの速度で慢性

投与することにより、ニューロプシン・蛋白質発現阻害マウスを作製した。このマ

ウスより得た海馬体を上記と同様の方法でスライスを作製し、同様の方法で柁PSP

を記録、解析した。また、センス・オリゴヌクレオチド（sODN）を同様の濃度で投

与し作製したマウスより得た海馬スライスをコントロールとし、得られたfEPSPと

asODN投与マウスのfEPSPを比較検討した。
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「結果」

（i）マウス海馬長期増強に対する各種細胞外プロテアーゼの作用

長期増強修飾作用の最も強いプロテアーゼを検索する目的で、脳内での存

在が確認されており、可塑性に関連すると考えられている各種プロテアーゼの長期

増強に対する効果を検討した0各種のプロテアーゼを1血圧、5血Iの濃度で港流系よ

り投与し、長期増強誘発後のfEPSP変化を解析した。1nMといった低濃度ではトロ

ンビン（thrombin）や組織型プラスミノーゲンアクティベーター（tPA）、ニューロ

プシンで長期増強レベルの増強作用が見られた。しかし、5血書ではニューロプシン

以外のプロテアーゼでは長期増強レベルの増強作用は見られなかった（図1a，b）。

トリプシンはどの濃度も長期増強レベルの増強作用は見られず、抑制作用が顕著で

あった（図1a，b）。

（ii）ニューロプシンの長期増強に村する調節作用の検討

長期増強に村するニューロプシンの作用を更に検討するために、ト170r劇

の各濃度のニューロプシンを鹿流系より投与し、このときに見られる長期増強の変

化を検討した。1もしくは2・5畑のニューロプシンを港流系より投与し長期増強を

誘発したところ、刺激後約10分間で顕著な長期増強レベルの増強が見られた。ここ

での長期増強レベルの増強は一過的で、刺激後30－40分以内に通常の長期増強レベ

ルに戻ることが観察された（datanot shown）。しかし5－10nMのニューロプシン

を投与した場合1時間以上持続する安定な長期増強増強が観察された（図2a，5。M；

189±3・0％，n＝5，p＜0．0001）。一方、更に高濃度の20－170血Iのニューロプシ

ンを投与した場合、ト10riMニューロプシン投与時のfEPSP変化とは異なり、通常

の長期増強と比べ有意に減弱した（図2a，20Ⅰ棚；123±3．6％，n＝4，p＜0．0001）。

また、170Ⅰ劇投与ではほぼ完全に長期増強が阻害された（図2a，b，170nM；103±

0・4％，n＝9，p＜0・0001）。図2bは長期増強に対するニューロプシンの濃度依存的

影響をまとめたものである。低濃度のニューロプシン投与時には長期増強レベルが

増強され、高濃度のニューロプシン投与時には長期増強が抑制されることが明らか

となった。更にその効果は刺激後10－20分といった長期増強の早い投階で有効であ

った（図2b）。

以上のような作用が実際にニューロプシンの蛋白質分解作用に因るものか

を確認する目的で、100℃で30分煮沸し不活性化したニューロプシンを投与し、こ

の時長期増強を誘導したところ、何も与えか一統制群や溶媒のみ投与群と有意な差

が認められなかった（図3a）。ニューロプシンによる長期増強の修飾がいかなるタ

イミングで行われているのかを検討するために、TBSlO分後にニューロプシンを投

与したところ、通常の長期増強と比べ有為な差が見られなかった（図3c）。また、

7



ニューロプシン単独ではbasalsynaptictransmissionに影響しないことからTBS

時がもっともニューロプシンに感受性であると考えられる（図3b）。

長期増強はN－methyl－D－aSpartate（NMDA）受容体の活性化を引き金とし、

誘発されることがこれまでの様々な実験結果から明らかとなっている（Blissetal．，

1993）0ニューロプシンがこのⅢ瓜A受容体を直接修飾することによりその後に誘導

される長期増強に影響を与えるのかを検討する目的で、ホールセル・パッチクラン

プ法を用い用心A電流を単離し、ニューロプシン投与時の変化の有無を検討した。ニ

ユ‾ロプシンはN肥A電流の振幅をわずかではあるが有意に減少させる（図4；

before26±3pA，after22±4pA・P＜0・01）。しかしinitialslopeやdecay

T等に全く変化が見られなかったことから（図4）、ニューロプシンによる直接的な

川瓜仏電流への顕著な影響は見られないと考えられる。

以上のような結果からニューロプシン蛋白質が長期増強を外因性に修飾す

ることが明らかとなった。そこで、次に内因性ニューロプシンが長期増強発現に必

須の分子であるかどうかを検討するために中和抗体やasODNを用い、その酵素活性

や発現量を抑制し、長期増強を誘発、その変化を検討した。

asODNによるニューロプシン産生量の減少を確認するため、慢性投与マウ

スから得られた海馬体を破砕し、酵素活性を指標に含有蛋白量を測定した。その結

果、aSODN慢性投与により蛋白質産生量が約50％の減少が見られた（図5b）。aSODN

慢性投与マウスの海馬スライス（図5a）を同様の方法で長期増強を誘発し、得られ

たfEPSPを解析した。その結果asODNの慢性投与により長期増強レベルの増強がニ

ューロプシン蛋白質産生量と同様、約50％に抑えられることが明らかとなった（図

5c）0さらに抗ニューロプシン中和抗体（mabB5）投与によりニューロプシンの酵素

活性を阻害し、このとき誘発される長期増強に村する影響を検討した。その結果

mabB5はTBSにより誘発される長期増強レベルを約50％に抑制する事が明らかとなっ

た（図6）0従ってニューロプシンの蛋白質量低下及び活性減少により明らかに長

期増強誘発に重大な影響を及ぼすことが明らかとなった。また中和抗体による実験

からその作用は酵素活性に起因するものと考えられた。
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Time（m叫

［】

40

ニューロプシンおよぴその他のプ昨7－ゼによる長期増強膝動作用

a，ニュ叫プシン（－）および組触プラスミ／－ケンアクティベーター叫
▲）、トロンピン（◆）・トリプシン（●）を′トで示した時間にそれぞれ1∩噸与
し、T8S（矢印）を与え長榊鮎附した。太い矢印は長胴蜘批見られた

ニューロプシンの長期増強レベルの職作用誹制群（○）に比射るとtPA、
ニュー吋シン、トロンピンの備に大きな増強作用が見られた。

b㍉で督った同じ手順をそれぞれのプ昨7－ゼの蠣を5∩批し行った楓5
∩仰揖一口プシンがもっとも大きな増強効果を示した（太い矢印）．他の加テ
7－ゼは増鮒用を示さなかった。トリプシンは鞘な柵作用を示した。
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海馬長期増強に及ばす外来性リコンけントニユーロプシンの作用

摘々な濃度のリコンピナントニューロプシンを潅洗系より投与し、このとき携

導した長榊強・何も加えない統制群（○）・安定した増強を示す5nM（■）と完全
に長期増強を粗眉する作用を示す170nr＾（◆）を示した●矢印はtheta－burst刺激

（TBS）を′トはニューロプシン投与時間を示した・上段にはTBS帥とTBS後10一之O分
後（点線間）の典型的波形を重ね警官したものをそれぞれ示した．

b・aで示したデータのまとめ・ト170nMのリコンピナント・ニューロプシンを麓流系

より投与し、1月S後－0－20分の間（点検粧の長期増強レベルを片対数表示した．
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ニューロプシンの生理作用を検証する3実験

a・100℃で30餓沸し不活性化したニューロプシン（服ニューロプシン）を糾し
（パー）、このとき開される長期楓＝1Aニューロプシンを1nM（●）、5nM

（■）糾しても・何も糾しない統制鋸○）や棚（＝EPES）投与群（＊）との
間に有意な差は放められなかった。

b・ニュー叩シンを丁8Sなしで投与し（ル）、軸synaptictr8nSmissionに対す

るニューロプシンの作用を糾した・ニューロプシン単独投与ではbasa－synaptic
t「ansmissionの修飾は見られなかった．

C・ニューロプシン投与のタイミングを丁8Sの10分後（′”としたところ、何も投与
しない統制群（○）と優位な善が見られなかった．
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NMDA電流に対するニューロプシンの修飾作用

a・ホールセル・パッチクランプ法により如学的に棚したNMDAt流を計測し、そ

のときニューロプシン（5nM）を投与した・ニューロプシン投与直前（上段左．下段

灰色）直後（上段中・下段黒）のNMD鳩眈化を示した■ここで見られた電流はNMDA

受容体の桔抗剤である仰∨により消去される（上段右）■これらの波形を重ね書きし

てみると（下段）若干ニューロプシン投与後にPeak抑P仙deの減少が見られるもの
の、NMDA電流のk加地に変化は見られなかった．

‥b・aで見られたNMD絹舶鋸十的に阿k抑P批血ではわすかではあるが、統計的

に有意な差が見られた（駈Pく0・0－）・しかしながら・h椚ur如∩個中）や
腑aIslope（図右）には鮒的有意な藍が見られなかった。
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ニューロプシン・アンチセンス・オリゴヌクレオチド（asODN）性性投与

a・浸透圧ミニポンプを背部皮下に装着、aSOD岬sODNの慢性投与を行った（材料と方
法参照∴このマウスより得た朋スライスを長期増強誘発実儀に用いた．

b・aSODNによリニューロプシン産生量が減少しているか否かを検討するために酵素

反応を指翫ニューロプシン含有‡を枇した。aSODNにおいてニュー吋シン含有
量が統計学的に有意に減少していた（Pく0．05）。

C・ここで得られたasOD服性投与海馬スライスにおける長期増強（●）とsODN慢性

投与鏑スライスにおける長期増儲（○）を比凱たところ・有意にasODN慢性投与

海馬スライスの長期増強レベルが滅弱していることが明らかとなった（Pく
0．001）
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（iii）NPKO海馬CAl領域における神経細胞の活動様式

これまでに得られた結果からニューロプシンが神経可塑性を修飾すること

が示された。神経可塑性は発生段階においても非常に重要な役割を持つと考えられ

ることから、Ⅳ00におけるシナプス伝達や活動電位の発火パターンを解析し、その

変化を検討した。

ⅣKOより得た海馬スライスにおけるシナプス伝達を検討する目的で、様々

な強度の刺激を与え、そのときに得られたfEPSPや集合スパイク（pspik。）を、そ

れぞれstratu皿radiattm、Stratumpyra皿idaleにおいて記録した（図7a）。それ

ぞれの電位を入力の強さを示すpresynaptic fibervolley（PSFV）に対してプロ

ットしたところ町に比べ肝KOでは同一入力に対する応答性が明らかに減弱してい

た（図7c，P＜0．05）。

ニューロプシン遺伝子欠損により応答性の現象が観察されたことから、神

経細胞固有の活動電位の発火様式にも変化がある可能性が考えられる。そこでこの

可能性を検討するため、細胞内記録法により海馬CAl領域錐体細胞の活動電位を記

臥解析した。NPKOより得た海馬スライスのCAl錐体細胞に微小電極を刺入し、直

流矩形電流（5ms）を通電することにより単一活動電位を誘発した。誘発された活

動電位を解析した結果、静止膜電位や入力抵抗には変化が見られなかったが、活動

電位のamplitude（WTlO2・0±1・5皿Ⅴ，NPKO94．8±3．5mV，P＜0．05）とhalf

duration（WTl・8±0・1ms，NPKO2．1±0．1ms，P＜0．05）に有意な差が見ら

れた（図8）0この結果は肝KOの活動電位はやや小さく長い特性を持ち、連続発火

への影響を示唆する0そこで、連続発火様式を検討する目的で矩形電流刺激（500

ms）を通電し、Spikeacco皿Odationを検討したoNPKO、WT各々由来の海馬錐体細

胞に対しそれぞれ1・8血の矩形電流を通電したところ、町に比べ肝KOにおいて

Spikeaccommodationの減少がみられ、発火様式に有意な差が認められた（図9，P＝

0・0009）0以上のようなニューロプシン遺伝子欠損による神経活動の発火様式が変

化は、海馬における情報処理に非常に重大な影響を与えるものであると考えられる。

前述の結果よりニューロプシンが長期増強を修飾することが示された。こ

れにより肝KOにおいて長期増強に何らかの影響が想定される。そこで肝KOにおけ

る長期増強の変化を検討する目的で、町、ⅣKO両マウスより得た海馬スライスにTBS

により長期増強を誘導し、その差を比較検討した。しかしⅣKO海馬スライスにおい

て長期増強は確実に誘発可能であり、耶海馬スライスにおける長期増強とも有意な

差は見られなかった（図10）。TBSによる誘導では長期増強に有意な差が見られな

かったことから、様々な頻度で与えることにより長期増強誘発し、これを町とⅣKO

で比較した。通常町では誘発刺激の頻度により長期増強レベルが増加するが、ⅣKO

において低頻度刺激（ト20Hz）での長期増強に減少が見られた（図11，P＜0．05）。
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f

以上のことからニューロプシンは増強自体を調節するのではなく、その他の因子を

調節することにより長期増強を修飾していることが示唆される。
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a・実拙走と得られる波形を示した模式臥Scha侮rco川弛ra佐タングステン

双極宅配より紬し‥順行性に鰯する活動電位（PSFV）が得られる．これに遅れ

てStratUmradiatumにおいてEPSPの集合電位としてfEPSP机stratumpyramida（elr
おいて活動電位の集合電位としてPSPikeが得られる。

b・波形は上段がNPKOより得た海馬スライスの托PSPおよぴpspike．下段はWTより動

fEPSPおよぴpspjke・入力をpresynapticfibervo－1eyの振幅止し、これに肘る出
力をfEPSPおよぴpspiketL，てプロットした括黒がcのグラフである．

川T（○）に比べNPKO（●）は強い入力に対しての応答性が鵬であることがあき

らかとなった（fEPSP・刺激強度4V以上でPく0・05；PSPike．摘強度2．5以上でP＜
0．05）
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動電位のhalfd＝r8血の延長が見られた（inset）・鮎鵬位は削、ガラス電鮎
刺入した時にはじめに得られた膜電位を用いた．
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即1　低頻度刺激長期糧餞

長期増強横雇刑傭の根軋5・ZO・50・－00＝zに変化させ、そのときに見られた

長期増強の靴を襖肘した・刺激回数はすぺて－00先に固定した●机十検定には利便

性のた削・5・之OHzの低据判抽と50・－00＝zの棚度刺抑に分け検定を行っ

た・高頻度刺激麟では鋸†的有意な姜が見られなかったものの、低頻度刺激群では

NPKOにおける長期増強レベルが有意に減少していた（P＜0・05）．特に董の顕著なZO
Hz刺激群の長期職を典型例として図上段に示した。
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「考察」

本研究では長期増強誘発のためにTBS刺激を用いた（Larsonetal．，1986）。

Schaffercollateral刺激により、fEPSPの振幅の著しく（コントロールの150％）、

安定した増加を引き起こした。本研究においてニューロプシンの投与による効果が

長期増強の非常に早期に見られた。大きなposトtetanicpotentiation（PTP）によ

り長期増強のearlyphaseが隠され、解析が困難となるのを防ぐために、長期増強

誘導にはPTPを最小限にするような方法を用いた。PTPを最小限にとどめ、長期増

強を誘導する為に、（1）刺激電極と記録電極の距離をやや近くし、（2）ACSF中のK・

濃度をやや高めに設定した（6．2血巾。電極間距離の近接やK＋濃度の増加により電極

周辺細胞の活動性の増加が誘導され、シナプス前細胞におけるCa2＋流入が増加し、

利用可能な伝達物質の枯渇が起こることによりPTPの減少が見られたものと考えら

れる。しかしながら、PTPの欠如によって長期増強は阻害されないことが示されて

いる（Leeetal・，1980）。更にKauerは、記録電極と刺激電極の距離を近位（＜200pm）、

遠位（500pm）に設定し、長期増強を解析した。近位でのTBS刺激によりPTPは阻

害されたが、安定した長期増強が観察された（Kauer，1999）。以上の理由から、本研

究では上記の条件で長期増強初期の検討を行った。

ニューロプシンの長瀞増顔に対する影響

本研究において、主な長期増強へのニューロプシンの影響は、高頻度刺激

後の初期（＜20分）に見られた。それゆえニューロプシンは2、3時間は必要と考え

られる蛋白新生を介するのではなく、速い活性化により制御されているものと考え

られる。我々の以前の研究において示されたように、ニューロプシンは海馬CAl，3

領域の錐体細胞に限局して発現しており、軸索末端に輸送、貯蔵、放出されると考

えられている（Chenetal．，1995，Suzukietal．，1995，Kato，inpreparation）。

またニューロプシンは不活性型の前駆体（プロニューロプシン）から活性型へ急速に

変換される（Shimizuet al．，1998）。このことから、ニューロプシンは軸索末端よ

りプロニューロプシンの形で活動依存的に放出され、シナプス間で活性型に変換さ

れると考えられる。これに対しtPAの選択的阻害剤であるtPASTOPにより長期増強

後期は明らかに阻害されるが、長期増強初期は全く影響を受けないことが明らかと

なっている（Baranes et al．，1998）。それゆえ、tPAはSchaffer collateral長期

増強の後期に非常に重要であることが考えられる（Qianetal．，1993，Seedsetal．，

1995，Freyet al．，1996，Huanget al．，1996，Mizutaniet al．，1996，Baranes

et al．，1998）。Maletic－Savaticら（Maletic－Savatic et al．，1999）は共焦点顕微

鏡を用い、長期増強誘発刺激によるN岨A受容体の活性化を介した海馬錐体細胞の

filopodia形態変化が刺激後10－20分の間に誘発されることを報告している。本研

究の結果は、ニューロプシンはNMDAcurrentには影響しないことを示している（図

4）。このことからニューロプシンがN岨A受容体の機能を直接修飾する可能性は低く、

NMDA受容体の活性化の下流で制御されていると考えられる。更に、Staubliら
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（Staubliet al．，1998）は長期増強誘発刺激前後20分間に細胞接着因子であるイン

テグリンの接着阻害剤を海馬スライスに投与すると長期増強が阻害されるという結

果を示している。これらのことから長期増強誘発刺激後の早期に神経細胞間で非常

にダイナミックな接着の変化が起こっており、それと同時にスパインの構造変化が

誘導されていると考えられる。以上のことからニューロプシンが長期増強初期の構

造変化に関与する可能性が考えられる。

清水らによりニューロプシンが細胞外マトリックス（ECM）プロテアーゼと

して作用していることが示されていることから（Shimizuet al．，1998）、活性型ニ

ューロプシンを投与および内因性ニューロプシンの抑制により長期増強に対するニ

ューロプシンの作用を検討した。リコンビナントニューロプシンの濃度を変化させ

ることにより（1－170Ⅰ棚）、2．5nMでピークを示すベル型のdose－dependentカーブ

が得られた。この明らかな濃度依存性、特に2．5－170Ⅰ劇の範囲における直線性は、

ニューロプシンがECM蛋白質（fibronectin、及び他の未確認基質蛋白質）の分解と

それに伴う再配置によって長期増強の修飾に重要な役割を果たすことを示唆する。

長期増強の誘発にはintegrin－ECMの相互作用が重要であることを示す以下のよう

な結果が示されている。（i）fibronectin、及びvitronectinに対する受容体である

α5、α5β1、及び、αⅤβ3のintegrinisoformsの海馬における存在が免疫組織化学

的に示された（Bahretal・，1991，Bahretal．，1991）。（ii）ペプチドによるintegrin

接着阻害により、長期増強の誘導が抑制される（Bahretal．，1997）。（iii）integrin

を介する短期記憶がDrosQPhIlaの記憶突然変異体を用いて解明された（Gr。teWiel

etal・，1998）。ニューロプシンは、ECMプロテアーゼであり、ECM蛋白質分解を

行い、ECM－integrin相互作用を調節し得る（Shimizuetal．，1998）。それゆえ、ニ

ューロプシンによる長期増強初期の制御はシナプス結合を調節するECM分子の調節

による可能性が考えられる。ECMプロテアーゼであるtPAはSchaffer collateral

とmossyfiber系における長期増強後期に重要であると考えられている（Qianetal．，

1993，Freyetal・，1996，Huangetal．，1996，Barabanetal．，1997）。Mullerand

Griesinger（Mulleretal・，1998）は、開眼処理した仔猫を後に開眼し、このとき見

られる大脳皮質視覚野における眼優位性反応の変化（reverse－OCClusi。n

plasticity）がtPA、またはplasminの阻害により影響を受けることを示している。

Chenらは（Chenetal．，1997）tPAがplasminogenをplasminに変換、これが1a皿inin

切断を引き起こすことにより、eXCitotoxinによる神経細胞死に関連していること

を示した。従って、可塑性をコントロールするためにtPAが生理学的条件下で

Ia皿ininを切断する否かに関する知見は重要である。ニューロプシンは1amininを

切断しないことが明らかとなっている（Shimizuetal．，1998）。ニューロプシンmRNA

はマウス海馬CAl，3領域に豊富に存在するが、歯状回顆粒細胞には存在しない（Chen

etal・，1995，Suzukiet al・，1995，Okabeet al．，1996）。興味深いことに、tPA

mRNAはCAl領域と歯状回に存在することが示されている（Tsirkaetal．，1995）。

このような分布の差異は、これらのセリンプロテアーゼの役割の違いを示唆すると
考えられる。
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以上のような基質特異性、特異的分布、生理学的効果を考え合わせると、

海馬における可塑性は異なる特性を持つ数種のセリンプロテアーゼにより制御され
ていることが考えられる。

ニューロプシン欠超による長期増顔への彪響

本実験によりニューロプシンは長期増強を修飾していることが示された。

このことからⅣKOにおいて完全な長期増強の欠尖が期待されたが、肝KOにおいて

TBSによる長期増強に障害は見られなかった。NPKOにおいてpairedpulse

facilitationに変化が見られなかったことから（駒井ら未発表データ）、ニューロ

プシンがシナプス前細胞からのquantaの放出を修飾するとは考え難い。また井上ら

は電子顕微鏡を用い海馬CAl領域における興奮性シナプス数を計測し、ⅣKOにおい

て興奮性シナプスの減少および不完全な結合様式のシナプスの増加を示している

（井上ら未発表データ）。一つの可能性としてシナプスのturnoverの障害による

ものと考えられ、ニューロプシンがシナプスの生理学的距離を制御している分子で

あることを示唆している。

ニューロプシン欠超による超戯学府、生産挙動影響

NPKOの組織学的解析の結果から、NPKO海馬においてGABA作動性細胞数の

変化は見られか－ものの、parValbⅧ血（PV）陽性細胞の細胞数が増加していること

が明らかとなっている（平田ら未発表データ）。PV陽性細胞はGABA作動性細胞の

一部であり、発生段階でG亜A作動性細胞の一部がPV陽性に変化するものと考えら

れる（Solbachetal・，1991，Baimbridge，1992）。PV陽性細胞数を規定する要因と

して神経細胞の活動性が考えられており、PV陽性細胞はフィードバックおよびフィ

ードフォワード抑制を行っているものと考えられている（Kiss et al．，1996，

Philpot et al・，1997，Idrizbegovicet al．，1999）。このことからニューロプシ

ンは個体発生段階でシナプス結合を修飾することにより一時的に神経回路の活動性

上昇が引き起こし、これによりPV陽性細胞数の増加が誘導されたものと考えられる。

PV陽性細胞はchandeliercellもしくはbasketcellであると考えられており、錐

体細胞の近位の樹状突起に多くシナプスを形成している。その作用として樹状突起

へのCa2十電流の逆伝播の抑制が挙げられる（Ribaketal・，1993，Freundetal．，1996，

Kissetal・，1996）oNPKOではTBSによる長期増強に変化はなかったものの（図10）

5－20比乙刺激による長期増強の減少が観察された（図11）。TBS刺激による長期増

強では刺激が高頻度であるためにシナプス後細胞の興奮が減衰する前に再び刺激入

力が入ってくる。しかし5Hz長期増強では樹状突起への電流の逆伝播と前シナプス

からの入力の同期無くしてはシナプス前後の連合が成立しない（Thomaset al．，
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1996，Thomasetal．，1998）。ニューロプシン欠損によるPV陽性細胞の増加により、

樹状突起への電流の逆伝播が阻害され、同期の検知が困難となり、ⅣKOでは5Hz

長期増強の抑制がみられたものと考えられる。

ⅣKOより得た海馬スライスにおいて入力ー出力関数の減少が観察された

（図7）。この結果は軸索や興奮性シナプス数の減少を示すと考えられ、井上らに

よる観察結果と合致している。大脳皮質視覚野における眼優位性カラムの研究から

シナプス前、後細胞の活動性のバランスの不均衡によりシナプス形成が障害される

ことが明らかとなっている（Hata et al．，1994）。NPKOでは個体発生段階よりニュ

ーロプシンを欠損していることから、シナプス前、後細胞間の活動性バランスが不

均衡を生じ、シナプス数が減少したという可能性が考えられる。これらの可能性を

検証するためにはⅣKOにおける神経回路の発達とその活動性の変化を検討する必

要であると考えられる。

ニューロプシン欠超による発火腰式の変化

ニューロプシンがある種のamiloride感受性陽イオンチャネル（BNaC）を

可逆的に修飾することが示されている（島田ら未発表データ）。a皿iloride感受性

陽イオンチャネルはNa＋をはじめ、各種陽イオンを透過することにより、細胞内の浸

透圧やpHの調節を行っていることが明らかとなっている（Price et al．，1996，

Tombaughetal．，1997）。また、浸透圧やpHの変化により活動電位の発火パターン

が変化することも明らかとなっている（Azouz et al．，1997，Church，1999）。NPKO

においてCAl錐体細胞の活動電位のhalf durationの延長や発火頻度の有意な増加

が見られた（図8，9）。このような変化はK＋conductanceの修飾が考えられる。中

でもsmallconductanceK＋chamel（SKチャネル）がもっとも有力な候補である

と考えられる（Pedarzanietal．，1993，Hirschbergetal．，1999，Sahetal．，1999）。

このSKチャネルは浸透圧やpHの変化や、さまざまな分子により影響を受けること

が明らかとなっている（Sah，1996，Barabanetal．，1997，Pedarzanietal．，1998，

Brodie et al・，1999，Church，1999，Pinget al．，1999）。故にNPKOにおいてCAl

錐体細胞の活動電位発火頻度に有意な増加が見られたのは（図9）、浸透圧やpH変

化により誘導された可能性が考えられる。細胞体に比べスパイン頭部は浸透圧変化

により影響を受けやすく、その容積が変化しやすいことから（Andrewetal．，1994）、

シナプス伝達の修飾にも影響している可能性が考えられる。

腫仰の行易学辟変化

NPKOでは行動学的異常が認められた（Hirataet al．，inpreparation）。

NPKOはopen－field試験において活動性の上昇を示し、驚惇反射試験においては馴
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化し難いことおよび試験初期段階で刺激に対する過敏性が観察された。また水迷路

試験では学習は可能ではあるものの、学習速度は町に比べ有意に遅延していた。こ

れらの行動試験は海馬機能を反映すると考えられており、ⅣKOが何らかの海馬機能

異常を有していることを示唆している。中隔核の機能を反映すると考えられている

能動的回避学習では町との間に有意な差は認められなかった。これらの行動学的変

化は海馬破壊実験による結果とよく一致しており、このことからも海馬機能障害に

よるものであると考えられる（Myhrer，1975，Myhrer，1975）。海馬で見られるオシ

レーションは、PV陽性細胞と考えられているchandeliercellやbasket cellとい

ったinterneuronにより制御されていることが示されている（Traub et al．，1996，

Wanget al．，1996，Buzsaki，1997，Whittingtonetal．，1997，Penttonenetal．，

1998）。このことはⅣKOでみられた行動上の変化とニューロプシンの欠損によるPV

陽性細胞を介した海馬のオシレーション活動の異常との関連性を予測させる。

厳粛

長期増強により放出されたニューロプシンがスパイン周辺の結合の弱化と

再編を誘導し、これにより神経可塑性時のスパイン構造変化を効率的に誘導すると

考えられる。本研究においてニューロプシンが長期増強のearlyphaseにおいて著

しい作用を示したことから、この反応は極めて速いものと推察できる。
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