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ニューロプシン-Neuregulin-1 シグナルを介した 
抑制性神経ネットワークの特異的制御機構 

【背景と目的】  
脳の高次機能は、多数の神経細胞によって形成される神経ネットワークの活動に基づくと

言われている。特に、神経細胞集団が同期発火することで生じる高頻度の周期的なネットワ

ーク活動（ガンマ波）は、学習や記憶などの認知機能と密接に関係している。近年、ガンマ

波の発生には抑制性細胞のパルブアルブミン陽性（PV）細胞の活動が必須であることが明ら
かになった。興味深いことに、認知機能障害を伴う多くの中枢性疾患患者に共通して PV 細
胞の異常が認められている。それゆえ、この細胞の活動を制御しているシグナル分子を標的

とした治療薬の開発が期待されている。 
細胞外セリンプロテアーゼ・ニューロプシンは哺乳類特異的な遺伝子であり、精神疾患で

特に問題となる海馬や扁桃体に特異的に発現している。ニューロプシンは細胞外に分泌後、

神経活動依存的に活性化し、シナプス伝達の長期増強やワーキングメモリー、てんかん発作、

不安などに関与する。また、ヒトニューロプシンの一塩基遺伝子多型（SNPs）が言語性 IQ や
注意・集中力といった認知機能障害および統合失調症、双極性障害などの精神疾患と関係す

ることが報告され、ニューロプシンが関わるシグナルカスケードが注目されている。最近、

我々のグループは、ニューロプシンの基質として統合失調症脆弱因子である Neuregulin-1
（NRG-1）を同定した。膜貫蛋白質である NRG-1 は細胞膜近傍で切断され成熟型（mNRG-1）
となった後、細胞外でヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）と結合する。mNRG-1 の上
皮成長因子（EGF）ドメインは PV 細胞に局在している ErbB4 受容体に結合するリガンドと
して知られているが、mNRG-1 の解裂によって EGF を遊離させるメカニズムはわかってい
ない。そこで本研究では、ニューロプシンによる NRG-1-ErbB4 シグナルの活性化機構を明
らかとし、PV 細胞の活動制御機構の解明を目指す。またカイニン酸（KA）による神経興奮
モデルを用いて、ニューロプシン-NRG-1 シグナルがネットワークバランスやガンマ波に関
与するかどうかを明らかにする。 
【方法と結果】  
ニューロプシンと mNRG-1 の各組換え蛋白質を in vitro で反応させると、5 分以内に

mNRG-1 の切断フラグメントが出現することが CBB 染色によって認められた。アミノ酸配
列解析により、mNRG-1 が切断される部位は、ヘパリン結合ドメインと EGF ドメインの 
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間に 3 箇所存在していることがわかった。mNRG-1 は細胞外で HSPG と結合しており、こ
の状態では ErbB4 受容体と結合することができない。しかしながら、NRG-1 を発現させた
COS-7 細胞の培養上清にニューロプシンを添加すると、ヘパリン結合ドメインの切断除去に
続いて EGF ドメインが遊離し、ErbB4 受容体の自己リン酸化が誘導された。次に、ニュー
ロプシンによる mNRG-1 の限定解裂が神経機能に与える影響を明らかとするために、ニュ
ーロプシンによって切断された mNRG-1（processed NRG-1; pNRG-1）ペプチドを海馬に投与
し、その局在を調べた。その結果、pNRG-1 の陽性反応は、興奮性細胞には観察されず、PV 
細胞に認められたことから、ニューロプシンによる mNRG-1 のプロセシングは、ErbB4 受
容体を介した PV 細胞へのシグナル伝達に関わることが示唆された。 
	
 ニューロプシン-NRG-1 シグナルの生理的な役割を明らかにするために、KA による側頭
葉てんかんモデルを用いた。マウスに KA を腹腔内投与したところ、投与 4-6 時間後にニュ
ーロプシンの活性が有意に上昇した。これと並んで、ErbB4 受容体の自己リン酸化レベルも
投与 4-6 時間後に増大したが、ニューロプシンノックアウト（KO）マウスでは、ErbB4 の
自己リン酸化レベルは変化しなかった。注目すべきことに、KA 投与 4 時間後において、ニ
ューロプシン KO マウスでは、野生型に比べてより強いてんかん発作状態が引き起こされ
た。次に、神経活動マーカーである cFos の抗体を用いて、神経細胞の活動状態を調べた。
海馬 CA1 領域において KA 投与 1 時間後に多数の錐体細胞で cFos 陽性反応が観察された
が、PV 細胞ではほとんど cFos 陽性反応は認められなかった。興味深いことに、4 時間後
では、錐体細胞における cFos 陽性反応は減弱し、PV 細胞で顕著な cFos 陽性反応が観察さ
れた。しかしながら、ニューロプシン KO マウスでは、KA 投与 4 時間後でも PV 細胞で
cFos の陽性反応は認められず、逆に多数の錐体細胞で強い cFos 陽性反応が観察された。す
なわち、PV 細胞の活動低下により、脳内の興奮-抑制（E/I）バランスが崩れ、海馬の興奮性
が高まっていることが明らかになった。ニューロプシン KO マウスに NRG-1 の EGF ドメ
インペプチド（NRG-1177-246）を投与すると、この E/I バランスの障害や重度のてんかん症状
が野生型レベルにまで回復したことから、ニューロプシン-NRG-1 シグナルが PV 細胞の活
動制御に関わっていることが示された。 

PV 細胞の活動は、ガンマ波の形成に重要であるので、野生型とニューロプシン KO マウ
スで、カイニン酸の投与によって引き起こされるガンマ波の強度を比較した。その結果、ニ

ューロプシン KO マウスでは、野生型に比べて、顕著に低周波のガンマ波の強度が減少して
いた。さらにこのガンマ波の障害は、NRG-1177-246 ペプチドの投与によって回復した。 
以上の結果から、神経活動依存的に活性化したニューロプシンは、mNRG-1 を切断し、結
果として ErbB4 受容体の自己リン酸化を誘導する。このようなシグナル伝達は、PV 細胞の
活動を上昇させ、ガンマ波の形成に関与することが明らかになった。 
【結論と考察】  
	
 統合失調症患者の脳で見られる PV 細胞の機能低下やガンマ波の低下といった特徴は、本
研究で示されたニューロプシン KO マウスの表現系に酷似している。すなわち、ニューロプ
シン-NRG-1 シグナルの破綻は、脳内 E/I バランスの不均衡を生み出し、認知機能障害を引
き起こすことから、このシグナル系を回復させることが統合失調症の新たな治療法になり得

る可能性が示唆される。 
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序論  

 
脳高次機能の発現は、多数の神経細胞が形成する神経ネットワークの活動に基づ

くことが知られている。 このようなネットワーク活動は、主に神経細胞集団へのシ
ナプス伝達の活動によって規定されており、このシナプス伝達が神経活動依存的に可

塑的に変化することが、学習や記憶といった認知機能の発現に重要であると考えられ

ている (Caroni et al., 2012; Caroni et al., 2014)。 シナプスの量や質の改変には、シナプ
スにおける接着が神経活動に応じて分子レベルで変化する必要がある。 シナプス間
隙に局在する細胞外プロテアーゼは、神経栄養因子や接着分子、受容体などのシグナ

ル因子を不可逆的にプロセシングし、細胞移動、神経突起の進展、シナプス可塑性や

記憶・学習など、我々の精神活動に極めて重要な役割を果たしている (Dityatev et al., 
2010; Shiosaka and Ishikawa, 2011; Sonderegger and Matsumoto-Miyai, 2014)。 しかしな
がら、このような神経機能に細胞外プロテアーゼがどのように関わっているのか、そ

の詳細な分子メカニズムは明確ではない。 
	
 	
 ニューロプシンは、神経可塑性に富む脳領域である海馬や扁桃体といった大脳辺

縁系に特異的に局在している細胞外セリンプロテアーゼである (Chen et al., 1995)。 
翻訳後、不活性型として細胞外に分泌されたニューロプシンは、神経活動の上昇に伴

って興奮性シナプス後膜に局在する NMDA 受容体依存的に活性化する (Shimizu et 
al., 1998; Matsumoto-Miyai et al., 2003; Tamura et al., 2008)。 ヒトニューロプシンの一遺
伝子多型 (SNPs) が言語性 IQ や注意・集中力および統合失調症や双極性障害などに
関係することが示された (Izumi et al., 2008)。 また動物実験において、ニューロプシ
ン遺伝子の欠損によって、シナプス伝達の長期増強 (LTP) や後期連関可塑性 (late 
associativity)、ワーキングメモリーなどに重篤な障害が引き起こされることが報告さ
れた (Tamura et al., 2006; Ishikawa et al., 2008)。 このようにニューロプシンが認知機
能に重要な遺伝子であることが示されてきたが、ニューロプシンの生理的な基質が明

らかとなっておらずその作用メカニズムは未解明のままである。 
	
 	
 最近、当研究室において基質に対する親和性は保持したまま酵素活性のみを欠失

させた変異型ニューロプシンが、マウス海馬初代培養細胞の細胞外スパイン膜上で、

分子量約 1 MDa の蛋白質複合体を形成することが示された (Tamura et al., 2012)。 こ
の複合体を質量分析によって解析したところ、ニューロプシンの既知のインヒビター

である Neuroserpine や Alpha-2-macroglobulin の他に、細胞外マトリックス蛋白質の
Fibronectin と Vitronectin、そして神経栄養因子である Neuregulin-1 (NRG-1) が同定さ
れた (Tamura et al., 2012)。 Fibronectin や Vitronectin はこれまでニューロプシンの基
質であると示唆された結果とよく一致していたため (Shimizu et al., 1998)、統合失調症
のリスク遺伝子として知られている NRG-1 がニューロプシンの新たな基質であるこ
とが考えられた。 
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NRG-1 は、当初アイルランドおよびスコットランド家系解析によって統合失調
症や双極性障害との関連性が報告され、さらにそれ以降、他の人種・民族でも相次い

で同様の精神疾患との関連性が認められた (Stefansson et al., 2002; Corfas et al., 2004; 
Harrison and Weinberger, 2005)。 また、NRG-1 遺伝子改変動物では、多動性、注意欠
陥、記憶障害、認知機能障害、社会的ひきこもりや NMDA 受容体の減少など、統合
失調症と良く似た特徴を示し、この分子メカニズムの解明が求められている (Mei and 
Xiong, 2008; Mei and Nave, 2014)。 Figure 1 に示すように、NRG-1 は N 末端側を細
胞外に配置した一回膜貫通型の前駆体として合成された後、type I 膜貫通プロテアー
ゼ  (tumour necrosis factor-α converting enzyme (TACE) や  β-site amyloid precursor 
protein cleaving enzyme 1 (BACE1), meltrin β) などによる切断を受け、成熟型 
(mNRG-1) となる (Mei and Xiong, 2008)。 この mNRG-1 は、N 末端部にヘパリン結
合ドメインがあるため、細胞外に遊離した後、ヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）
と結合する (Loeb and Fischbach, 1995)。 それゆえ、HSPG から mNRG-1 が遊離する
機構が示唆されてきたが、その機構は明らかとなっていない。 
一方、mNRG-1 の受容体として ErbB4 が知られているが、ErbB4 の発現は抑制

性細胞のパルブアルブミン陽性  (PV) 細胞に極めて限局していることから 
(Krivosheya et al., 2008; Longart et al., 2007; Vullhorst et al., 2009)、HSPG からのmNRG-1 
遊離機構は、ErbB4 を介して抑制性シグナル伝達に関与することが考えられる。 実
際に、NRG-1 は抑制性神経伝達物質である GABA の放出を促進することが知られて
おり、この作用は ErbB4 を介する (Woo et al., 2007)。興味深いことに、近年 PV 細胞
の活動は、E/I バランスの制御や神経細胞の同期的周期発火であるガンマ波の形成に
重要であることが明らかになってきた (Klausberger and Somogyi, 2008; Sohal et al., 
2009; Cardin et al., 2009; Wulff et al., 2009; Lewis et al., 2012; Hu et al., 2014; Caraig and 
McBain, 2015)。 統合失調症患者脳や認知機能障害を伴う多くの中枢性疾患患者で、
共通して PV 細胞の機能低下やガンマ波の消失が観察されていることから (Lewis et 
al., 2005; Lewis et al., 2012)、これらの分子メカニズムの解明が、統合失調症の新たな
治療法に繋がると期待されている。 
そこで本研究では、ニューロプシンによる NRG-1-ErbB4 シグナルの活性化機構

を明らかとし、PV 細胞の活動制御機構の解明を目指す。さらに PV 細胞におけるニ
ューロプシン-NRG-1 シグナルが E/I バランスやガンマ波に与える影響を明らかにす
る。 
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材料と方法  

 
1.	
 実験動物  

 
本研究では、C57BL/6J マウス (6-10 週齢, 雄; SLC, Hamamatsu, Japan) とニュー

ロプシンノックアウト (KO) マウスおよびそれに対応した野生型マウス (6-10 週齢, 
雄) (Hirata et al., 2001) を用いた。 ニューロプシン KO マウスは C57BL/6J マウスと
少なくとも 20 回以上戻し交配を行った。 明暗 12 時間サイクル (午前 8 時点灯) の
飼育環境で、餌は自由摂取させた。 動物の管理および操作は National Institutes of 
Health の指針に従って行い、これらは奈良先端科学技術大学院大学の動物実験委員会
の承認を受けた。 動物の使用数を最小限に留めるとともに、動物の苦痛の排除に努
めた。 
 
2.	
 プラスミド作製  

 
マウス Nrg-1 は、Forward primer: 5ʹ′- ATG TCT GAG CGC AAA GAA GG -3ʹ′ と

Reverse primer: 5ʹ′- TAC AGC AAT AGG GTC TTG GTT AG -3ʹ′ を用いて、マウス脳由来
first-strand cDNA (Genostaff, Tokyo, Japan) から増幅し、pBluescript II SK(+/-) (Stratagene, 
La Jolla, CA) ベクターにライゲーションした後、大腸菌 (DH5α) に形質転換した。	
 
増幅したプラスミドはMiniprep kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を用いて、精製した 
(pBluescript II SK(+/-)-NRG-1)。 

EGFP 融合 NRG-1 発現プラスミドは、pBluescript II SK(+/-)-NRG-1 に KpnI サイ
トを付加し、XhoI とKpnI でNRG-1 cDNA を切り出した後、pEGFP-N1 (Clontech, Palo 
Alto, CA) ベクターにライゲーションすることで得た。 
変異 NRG-1 は、インバース PCR 法を用いて、以下の標的配列にて、3 つのア

ルギニン (R) をアラニン (A) に変異させることで得た。 
・	
 R18A (5ʹ′- GAC GCG GGA TCC CGC GGG AAG CC -3ʹ′) 
・	
 R67A (5ʹ′ -GCA TTC AAA TGG TTC AAG AAC GGG AAT GAG C -3ʹ′) 
・	
 R98A (5ʹ′ -GCA ATC AAC AAA GCG TCC CTG GCT G -3ʹ′) 
 
3.	
 ニューロプシンによる mNRG-1, Fibronectin, Vitronectin の切断解析  
 
組換えニューロプシンは以前示されたようにバキュロウィルス-昆虫細胞発現系

によって作製した (Shimizu et al., 1998)。 組換え前駆体ニューロプシンをリジルエン
ドペプチダーゼ (Wako, Osaka, Japan) によって活性化し (Kato et al., 2001)、ニューロ
プシンの酵素活性は、合成基質である Boc-Val-Pro-Arg-MCA (Peptide Institute, Osaka 



 
 

9 
 

Japan) を用いて測定した。 30 °C で 1 分間に 1 µmol の基質を加水分解するのに必要
な量を 1 unit (U) とした。 ニューロプシンと bovine fibronectin (Trevigen, Gaithersburg, 
MD) および human vitronectin (amino acids 20–478; R&D Systems, Minneapolis, MN), 
human NRG-1-β1 extracellular domain (mNRG-1; amino acids 2–246; R&D Systems) を 0.5 
mM CaCl2, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 の溶媒中で 37 °C で反応させた。 反応させたニュ
ーロプシンと 3 種類それぞれの基質は、比率が等量になるように調整した。 
反応終了後、分解された Fibronectin および Vitronectin は、それぞれ 6% および

10% の SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動 (SDS-PAGE) 後、銀染色 (Silver 
staining kit; GE Healthcare, Tokyo, Japan) によって可視化した。 ニューロプシンと反応
した mNRG-1 は、15% SDS-PAGE ゲルで分離し、ニトロセルロース膜 (Bio-Rad, 
Richmond, CA) にトランスファーした。 この膜を 5% スキムミルク/ TTBS (0.1% 
Tween 20, 20mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl) で、30 分間室温でブロッキング後、
rabbit 抗 NRG-1 N-terminal extracellular domain (N-NRG-1) ポリクローナル抗体 
(1:400; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) で 1 時間室温で反応させた。 それか
ら、 horse radish peroxidise (HRP) 融合 donkey 抗 rabbit IgG (1:10,000; Jackson 
ImmunoResearch) で 1 時間室温で反応後、化学発光試薬 (Immobilon Western; Millipore, 
Bedford, MA) を処理し、X-blue film (Fujifilm, Tokyo, Japan) に曝した。 
	
 	
 ニューロプシンによる内在性の海馬 NRG-1 の切断は、以下の方法で確認した。	
 
マウスから海馬を摘出後、50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.25% 
sodium deoxycholate, 1 mM EDTA, 5 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate で
可溶化後、ニューロプシン (10 mU/ml) を加え 37 °C で 1 時間反応させた。 これを
SDS-PAGE 後、抗 N-NRG-1 抗体 (1:400; Santa Cruz Biotechnology) を用いてウェスタ
ンブロットを行った。 
 
4.	
 N 末端ペプチドシーケンス  
 
	
 	
 組換えヒトニューロプシンと NRG-1 (3 µg) を 1 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCl, pH 
8.0  の溶媒中で混合し、37 °C で 20 分間反応させた。 それから、15% SDS-PAGE ゲ
ルで分離し、polyvinylidene difluoride (PVDF; Bio-Rad) 膜にトランスファーし、蒸留水
で洗浄後、CBB染色液 (0.1% CBB-R-250 / 50% MeOH) に 1 分間浸した。 染色後、
脱色液 (50% MeOH, 10% 酢酸) に 20 分間浸した後、アルミ箔上で PVDF 膜を乾燥
させた。 それから、メスで目的のバンド (32, 28, 19, 15, 6 kDa) を切り出し、1.5 ml tube 
に入れて N 末端ペプチドシーケンスを行った。 アミノ酸配列は、Procise 492 cLC 
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA) を用いて Edman 法によって決定した。 
 
5.	
 酵素活性と反応速度パラメータの測定  
 
	
 	
 様々な MCA 合成基質に対する組換えニューロプシンの酵素活性と速度パラメ
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ータは、30 °C で 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 の溶媒を用いて決定した。 遊離した蛍光物
質 AMC は、microplate reader (Mithras LB940, Berthold Technologies, Bad Wildbad, 
Germany) を用いて、励起波長 355 nm、蛍光波長 460 nm で測定した。 酵素濃度 [E] 
に依存したニューロプシンの反応速度 [V] は、Hanes-Woolf プロットによって決定し
た。 しかし、Ac-KER-MCA と Ac-DVR-MCA に対するニューロプシンの [V] は、
関数 V=VmaxEh/(Eh+Km

h) (Vmax, 最大反応速度、Km, 酵素の反応速度が Vmax の半分に
なるときの基質濃度、h, Hill 係数) よってシグモイドカーブをフィットした。 AMC 
の生成は反応時間と共に増大していくため、h は 1 以上とした。 
 
6.	
 p185 チロシンリン酸化アッセイによる mNRG-1 とヘパリンとの相互作用
の解析  
 
	
 mNRG-1 とヘパリンとの結合は、p185 のチロシン自己リン酸化によって評価す
ることができ、以前に示されたように行った (Loeb and Fischbach, 1995)。 mNRG-1 と
組換えニューロプシンまたは溶媒を 10 µl Tris buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM 
CaCl2, and 1 mg/ml BSA) 中で、37 °C で 20 分間反応させた。 それから Heparin (1.5 
mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を加え、10 分間室温で反応させた後、この混合
液をMCF-7 細胞 (human breast cancer, JCRB0134, established by Soule H.D. et al., Health 
Science Research Resources Bank, Osaka, Japan) に添加し、20 分間 37 °C でインキュベ
ートした。 反応終了後、上清を除去し 0.1 M phosphate buffered saline, pH 7.4 (PBS) で
洗浄し、lysis buffer (50 mM HEPES, pH7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% CHAPS, 5 
mM EDTA, 50 mM sodium fluoride, 1 mM PMSF, 10 mM sodium pyrophosphate, 1 mM 
sodium orthovanadate, 1% protease inhibitor cocktail) によって細胞を加え、可溶化した後、
5 分間ソニケーションした。 その後、4 °C で 12,000 × g、15 分間遠心し、上清を回
収した。 蛋白質濃度は、BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
によって決定した。 7.5% SDS-PAGE ゲルで電気泳動後、一次抗体に mouse 抗
phosphotyrosine モノクローナル抗体 (4G10; 1:1,000, Millipore)、二次抗体に HRP 融合
donkey 抗 mouse IgG (1:10,000, Jackson ImmunoResearch) を用いて p185 のチロシン自
己リン酸化レベルを測定した。 ローディングコントロールとして HRP 融合 mouse 
抗 β-actin モノクローナル抗体 (1:10,000, Jackson ImmunoResearch) を用いた。 
 
7.	
 組換えニューロプシンによる細胞表面に局在している mNRG-1 の遊離  
 
トランスフェクション 1 日前に、COS-7 細胞 (1.5×105 cells/ml) と MCF-7 細胞 

(1.25×105 cells/ml) を 10% foetal bovine serum (FBS) と 1% penicillin-streptomycin 含有
の high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium with L-glutamine (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO) で 24 ウェルプレートに播種し、37 °Cで 5% CO2 / 95% air 環境下で培養
した。 COS-7 細胞およびMCF-7 細胞を PBS で洗浄後、培地をOPTI-MEM (Invitrogen, 
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Carlsbad, CA) に置換し、COS-7 細胞には、NRG-1-EGFP をエンコードした pEGFP-N1 
ベクターを Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いてトランスフェクションした。 20 
時間後、組換えニューロプシンおよび heparitinase (10 mU/ml, Seikagaku, Tokyo, Japan) 
を投与し、上清をMCF-7 細胞に添加し、37 °C で 20 分間反応させた。 上清を除去
後、MCF-7 細胞を lysis buffer で可溶化し、SDS sample buffer (50 mM Tris-HCl, pH6.8, 
3% SDS, 10% Glycerol, 1% BPB) で 5 分間ボイルした。 p185 のチロシン自己リン酸
化レベルは上記のようにウェスタンブロット法により検出した。 バンド密度は、
ImageJ ソフトウェア (National Institutes of Health) で定量し、β-actin で規格化した。 
 
8.	
 免疫細胞化学染色  
 

COS-7 細胞を poly-L-lysine (0.1 mg/ml; Sigma-Aldrich) コートした 13-mm coverslip 
(Matsunami, Osaka, Japan) に 2.5×104 cells / coverslip の密度で播種した。 トランスフェ
クションしたCOS-7 細胞を PBS で洗浄後、4% paraformaldehyde / 4% sucrose で 15 分
間固定し、5% BSA / 0.3% Triton X-100 / PBS によって室温で 1 時間ブロッキングした。 
それから rabbit 抗 NRG-1 EGF-like domain ポリクローナル抗体 (1:1,000, Abcam) を
用いて 4 °C で 1 晩反応させ、免疫陽性反応は、Alexa Fluor 594 融合 goat 抗 rabbit 二
次抗体 (1:1,000; Molecular Probe, Eugene, OR) で検出した。 Hoechst 33342 (1:1,000; 
Wako) で 10 分間染色後、ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probe) を用いて封
入した。	
 共焦点レーザー顕微鏡 (LSM710; Carl Zeiss, Jena, Germany) で Z 方向に 0.5 
µm の厚さでスキャンし、画像解析ソフト (ZEN 2009) で 3-4 枚の画像を重ね合わせ
た。 
 
9.	
 pNRG-1 のビオチン化および海馬内投与  
 
	
 マウス海馬において、ニューロプシンによる mNRG-1 の切断によって生じる HB 

domain-lacked mNRG-1 (processed NRG-1; pNRG-1) の局在を同定するために、組換え
mNRG-1 (R&D Systems) のビオチン化および pNRG-1 の作製は以下の方法で行った。 
mNRG-1 を EZ-Link sulfo-NHS-LC-biotin (Pirce, Rockford, IL) と 1:20 のモル比で混合
し、氷上で 2 時間静置した。 未結合のビオチンを除去するために、反応溶液を 1.5 時
間透析した (Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Unit, 2K, Thermo Fisher Scientific)。 ビオチン
化 mNRG-1 はニューロプシンと 37 °C で 20 分間反応させた後、pNRG-1 の生成は
goat 抗 biotin 抗体 (1:10,000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) と rabbit 抗N-NRG-1 抗体 
(1:400; Santa Cruz Biotechnology) を用いたウェスタンブロット法により確認した。 マ
ウスを 10% ウレタン (Wako) で麻酔後、ビオチン化 pNRG-1 および PBS を右海馬
CA1 領域 (2.06 mm posterior and 1.5 mm lateral to bregma; 1.5 mm ventral from surface of 
dura) へシリンジポンプ (CFV-2100; Nihon Kohden, Tokyo, Japan) によって駆動する
ハミルトンシリンジを用いて、0.05 µl/min の速度で 15 分間投与した。 1.5% の
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Chicago Sky Blue 6B (Sigma-Aldrich) / PBSを用いて、投与部位および海馬内での溶液
の拡散を確認した。 
 
10.	
 ErbB4 の免疫沈降  
 
	
 	
 pNRG-1 を 15 分間投与し、それから 0, 1, 3, 6 時間後にマウスから海馬を摘出し
た。 Chicago Sky Blue 6B の拡散に基づき、背側海馬 3/4 を実験に使用した。 摘出し
た海馬を RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% 
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 5 mM EDTA, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium 
pyrophosphate, 1mM sodium orthovanadate, 1% protease inhibitor cocktail) で可溶化し、ラ
イセート (1.2 mg protein) に rabbit 抗 ErbB4 抗体 (1.2 µg; Santa Cruz Biotechnology) 
を加え、4 °C で 1 晩攪拌した。 免疫複合体は Protein G Sepharose beads (GE Healthcare, 
Tokyo, Japan) で回収し、50 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton 
X-100 で洗浄後、SDS sample buffer で溶出した。 それから mouse 抗 phosphotyrosine 
(4G10; 1:1,000, Millipore) を用いたウェスタンブロット法によりリン酸化 ErbB4 を定
量した。 総 ErbB4 蛋白質は、rabbit 抗 ErbB4 (1:500; Santa Cruz Biotechnology) を用
いて検出した。 
 
11.	
 灌流固定および凍結切片の作製  
 
麻酔下マウスを開胸し、灌流ポンプを用いて、左心室から 0.85% NaCl を 5 分間

灌流した後、固定液 (4% paraformaldehyde / PBS) を 15 分間灌流した。 摘出した脳
は固定液に 4 °C で 1 晩浸漬し、それから 30% sucrose / PBS で 2 日間浸漬した。 
Tissue-teck (Sakura Finetek, Torrance, CA) を適量のせた木製ブロックに sucrose 溶液を
拭き取った脳をのせ、細かく砕いたドライアイスで急速に凍結した。 -13 °C クリオ
スタット内でミクロトームを用い、30 µm の冠状切片を作成した。 
 
12.	
 免疫組織化学染色  
 
切片を PBS に浮遊切片として集め、5% BSA / 0.3% Triton X-100 / PBS によって

室温で 1 時間ブロッキングした。 それから以下に示す抗体で 4 °C で 1 晩反応させ
た。 Rabbit 抗 NRG-1 EGF-like domain (1:1,000; Abcam), chicken 抗MAP2 (1:5,000; 
Abcam), mouse 抗 parvalbumin (1:2,000; Sigma-Aldrich), goat 抗 biotin (1:2,500; 
Sigma-Aldrich), rabbit 抗 ErbB4 (1:500; Santa Cruz Biotechnology), mouse 抗
phosphotyrosine (4G10; 1:1,000, Millipore) 抗体。 
二次抗体は以下のものを使用し、4 °C で 1 晩反応させた。 Donkey 抗 rabbit Alexa 

Fluor 488 (1:1,000; Molecular Probe), donkey 抗 rabbit Alexa Fluor 647 (1:500; Molecular 
Probe), goat 抗 rabbit Alexa Fluor 594 (1:1,000; Molecular Probe), goat 抗 chicken DyLight 
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594 (1:1,000; Jackson ImmunoResearch), goat 抗 mouse Alexa Fluor 647 (1:1,000; 
Molecular Probe), donkey 抗 mouse Alexa Fluor 594 (1:1,000; Molecular Probe), donkey 抗
goat Alexa Fluor 488 (1:1,000; Molecular Probe) 抗体。 
	
 それから PBS で洗浄後、Hoechst 33342 (1:1,000; Wako) で 10 分間染色し、

ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probe, Eugene, OR) を用いて封入した。 画像
は、共焦点レーザー顕微鏡 (LSM710; Carl Zeiss, Jena, Germany) を用いて得た。 
 
13.	
 マウス海馬の生化学的細胞分画  
 
マウスの両側海馬を氷冷した homogenize buffer (0.32 M sucrose, 0.5 mM EDTA, 5 

mM HEPES, pH 7.4, 1% protease inhibitor cocktail) を 2 ml 加え、ホモジェナイザーで懸
濁し、懸濁液を 1.5 ml チューブに 1 ml ずつ分注し、氷上で 30 秒間静置した。 ここ
から 90 µl 採取し、分画前のサンプル (H) とした。 1.5 ml チューブを 1,000 × g で 5 
分間遠心し、上清を S1 とし、ペレットを P1 とした。 S1 分画を 12,000 × g で 20 分
間遠心し、上清を S2 とし、ペレットを homogenize buffer で懸濁し、粗シナプトソー
ム分画 (P2) とした。 P2 分画を 7.5% / 12% Ficoll / 0.32 M sucrose の上部に添加し、
68,000 × g で 1 時間遠心した。 7.5% Ficoll 層の上層をミエリン分画 (My)、7.5% と
12% Ficoll の間の層をシナプトソーム分画 (SS) として回収した。 SS 分画を 10 倍
量の氷冷蒸留水を加え、低浸透圧ショック後、68,000 × g で 20 分間遠心することで
シナプス膜分画 (SM) を得た。 それぞれの分画から等量の蛋白を SDS-PAGE 後、ニ
トロセルロース膜にトランスファーした。 NRG-1 の細胞内局在を同定するために、
rabbit 抗 NRG-1 cytoplasmic tail (C-NRG-1) ポリクローナル抗体 (1:400, Santa Cruz 
Biotechnology) と rabbit 抗 N-NRG-1 抗体 (1:400, Santa Cruz Biotechnology) を用いて
ウェスタンブロットを行った。 シナプス分画はシナプスマーカーである PSD-95 の
抗体 (1:6,000; Upstate Biotechnology) を用いて確認した。 
 
14.	
 カイニン酸投与とてんかん行動解析  

 
てんかん発作を誘導するため、マウス腹腔内に PBS で溶解したカイニン酸

(25mg/kg; Enzo Life Sciences, NY, USA) を投与した。 カイニン酸投与 1, 2, 3, 4, 6, 8 お
よび 24 時間後にマウスから海馬を摘出した。 コントロール群として、カイニン酸と
同量の PBS を腹腔内投与したマウスを用いた。 てんかん発作のレベルは Racine ス
ケールを用いて評価した (Racine, 1972)。 ステージ 0, 正常; ステージ 1, 不動化およ
び凝視行動; ステージ 2, 前肢および尾の強固な伸展; ステージ 3, 前肢痙攣、反復し
て起こるうなずき行動; ステージ 4, 立ち上がる、後肢の強直間代性の動き; ステージ
5, 連続的な強直間代性けいれん、走り回る、飛び跳ねる; ステージ 6, 死亡 。 本実
験では、別段の定めがない限りステージ 4 あるいは 5 以上に達したマウスを使用し
た。 カイニン酸投与 1 時間後にステージ 4 または 5 に達しなかったマウスには低
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濃度のカイニン酸 (10 mg/kg) を追加投与した。 
 

15.	
 内在性ニューロプシン蛋白質の濃度測定および酵素活性測定  
 
マウスの片側海馬に氷冷した Lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 

mM EDTA, 1% Triton, 5 µg/ml leupeptin) 750 µl を加え、ホモジナイザーで懸濁し、懸
濁液を 4 °C、14,000 × g で 30 分間で遠心した。 上清を回収し、BCA Protein Assay 
(Thermo Fisher Scientific) によって蛋白濃度を決定した。 それぞれのサンプルの蛋白
質濃度を揃えた後、抗ニューロプシン抗体 (mAbF12, 100 µg; Molecular and Biological 
Laboratories, Nagoya, Japan) を加え、4 °C で 1 晩撹拌した。 免疫沈降複合体は Protain 
G Sepharose beads (GE Healthcare) で回収し、Lysis buffer で洗浄後、50mM Tris-HCl (pH 
8.0) の溶媒を用いて、 合成基質 Pro-Phe-Arg-MCA (Peptide Institute) と 37 °C で 18 時
間反応させた。 ニューロプシンの全蛋白質濃度は、免疫沈降複合体を予め lysyl 
Endopeptidase (Wako) で 37 °C、5 分間反応した後、Pro-Phe-Arg-MCA (Peptide Institute) 
に対する酵素活性を測定することで算出した (Momota Y et al., 1998)。 遊離した蛍光
物質 AMC は F-4500 Fluorescence Spectrophotometer (Hitachi High-Technologies 
Corporation, Tokyo, Japan) で測定した (励起波長 370 nm, 測定波長 460nm)。 
 
16.	
 定量リアルタイム PCR 

 
マウスの片側海馬に 1 ml の TRIzol Reagent (Life technologies, Carlsbad, CA, USA) 

を加え、室温で 5 分静置した。 これに 200 µl のクロロホルム を加え、ボルテック
スで撹拌し、室温で 3 分静置した後、4 °C で 14,000 × g、10 分間遠心した。 遠心後、
水層 350 µl を 1.5 ml チューブに回収し、500 µl のイソプロパノールを加え、ボルテ
ックスで撹拌し、室温で 10 分静置した後、4 °C で 14,000 × g、10 分間遠心した。	
 上
清を取り除き、ペレットに 1 ml の 70% エタノールを加え、ボルテックスで撹拌し、
4 °C で 14,000 × g、10 分間遠心した。 それから上清を取り除き、ペレットを風乾し
た後、55 µl の DEPC 水を加え、55 °C、10 分間インキュベーションし、RNA を回収

した。 CDNA を合成するために、TaqMan R Gold RT-PCR Kit (Applied Biosytem) を用
いて、BIOER LifeTouch Thermal cycler (NIPPON Genetics, Tokyo, Japan) により逆転写
反応を行った。 反応液 20 µl 中に total RNA (0.5 µg) を使用し、以下の試薬の終濃度
がそれぞれ、1 ×TaqMan RT buffer, 5.5 mM Magnesium Chloride, 500 µM dNTP mix, 1.25 
µM Random Hexamers, 1.25 µM Oligo d(T) 16, 0.4 U/µl RNase Inhibitor, 1.25 U/µl 
MultiScribe Reverse Transcriptase (Life technologies) となるように調整した。 これを
25 °C で 10 分間インキュベーションした後、48 °C で 30 分間逆転写反応させ、95 °C
で 5 分間の熱処理により酵素を失活させた。 得られた cDNA は使用するまで-20 °C 
で冷凍保存した。 
リアルタイム PCR 法は LightCycler R 480 Real-time PCR system (Roche Diagostics, 
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Basel, Switzerland) を用いて行った。 96 well プレートの 1 well あたりに、10 µl 2 
×SYBR Green I Master mix (Roche Diagnostics)、0.2 µM forward primer、0.2 µM reverse 
primer を含む反応液 15 µl と cDNA 5 µl を加えた。 これを 95 °C で 10 分間熱変性
させた後、95 °Cで 10 秒間 (熱変性)、60 °Cで 10 秒間 (アニーリング)、72 °Cで 14 秒
間 (伸長の反応) を 40 サイクル行った。 cDNA の増幅に使用した Nrg-1 type I、Nrg-1 
type III、GAPDH 遺伝子それぞれのプライマー配列は以下の通りである。 GAPDH は
内在性標準遺伝子として用いた。 
・	
 Nrg-1 type I (forward 5’- atgtctgagcgcaaagaagg-3’; reverse 5’-ctcctggcttttcatctctttca-3’) 
・	
 gapdh (forward 5’-cgggaagcccatcaccatc-3’; reverse 5’-gaggggccatccacagtctt-3’) 
 
17.	
 NRG-1 ELISA 解析  
 
	
 	
 NRG-1 蛋白質量は sandwich ELISA kit (Uscn Life Science Inc., Hubei, People’s 
Republic of China) を用いて測定した。 マウス海馬に 1% Triton X-100, 1% protease 
inhibitor cocktail / PBS を加え、ホモジナイザーで懸濁し、懸濁液を 4 °C、14,000 × g で
10 分間遠心した。 遠心後、上清分画を回収し、NRG-1 抗体がコートされた 96-well に
一定分量ずつ分注し、2 時間 37 °C でインキュベートした。  反応終了後、
biotin-conjugated 抗 NRG-1 抗体を加え、インキュベートし、反応終了後、
avidin-conjugated HRP を加えた。 発色基質としてテトラメチルベンジジンを使用し
た。 反応終了後、光学密度は 450 nm で microplate reader (Bio-Rad Labortories) を用い
て測定した。 マウス海馬内 NRG-1 蛋白質濃度は、上記 kit に含まれている標準
NRG-1 蛋白質を用いて作成した検量線から算出した。 
 
18. 抗リン酸化 ErbB4 抗体を用いたウェスタンブロッティング  
 
マウスの片側海馬に氷冷した 750 µl の Homogenize buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 

0.32 M sucrose, 5 mM EDTA, 1 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 1% 
protease inhibitor cocktail (P8340; Sigma-Aldrich) を加え、ホモジナイザーで懸濁し、懸
濁液を 4 °C で 1,000 × g、5 分間遠心した。 遠心後、ペレットを除去し、上清分画を
回収し、4 °C で 12,000 × g、20 分間遠心した。 遠心後、ペレット画分を SDS lysis buffer 
(5 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% SDS, 1 mM sodium fluoride, 1 mM 
sodium orthovanadate , 1% protease inhibitor cocktail) に再懸濁し、室温で 14,000 × g、10 
分間遠心し、上清を回収した。 蛋白質濃度は BCA Protein Assay (Thermo Fisher 
Scientific) によって決定した。 調製したサンプルを 7.5% SDS-PAGE ゲルで電気泳動
後、ニトロセルロース膜 (Bio-Rad Laboratories) に転写した。 この膜を 5% スキムミ
ルク/ TTBS (0.1% Tween 20, 20 mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl) で、30 分間室温で
ブロッキング後、一次抗体に rabbit 抗リン酸化 HER4/ErbB4 抗体 (Y1284) (21A9; 
1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)、二次抗体に HRP 融合 donkey 抗
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rabbit IgG (1:10,000, Jackson ImmunoResearch Laboratories) を用いた。 ローディングコ
ントロールとしてHRP 融合mouse 抗 β-actin モノクローナル抗体 (ab20272; 1:40,000, 
Abcam) を用いた。 
総 ErbB4 蛋白質を検出するために、ニトロセルロース膜をリプローブ処理し、

一次抗体に rabbit 抗 ErbB4 抗体 (C-18; 1:600, Santa Cruz Biotechnology) 、二次抗体に
HRP 融合 donkey 抗 rabbit IgG (1:10,000, Jackson ImmunoResearch Laboratories) を用い
た。 陽性反応は、化学発光試薬 (Immobilon Western; Millipore, Bedford, MA) で処理
した後、X-blue film (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて検出した。 バンド密度は、ImageJ 
ソフトウェア (National Institutes of Health) で定量し、β-actin で規格化した。 
 
19.	
 抗 cFos 抗体を用いた免疫組織化学染色  

 
カイニン酸投与 1 あるいは 4 時間後のマウスをウレタン (1.25 g/kg, i.p.; Wako)

で麻酔した後、開胸し、灌流ポンプを用いて、左心室から 0.85% NaCl を 5 分間灌流
した後、固定液 (4% paraformaldehyde / PBS) を 15 分間灌流した。 摘出した脳は固
定液に 4 °C で 1 晩浸漬し、その後 30% sucrose / PBS で 2 日間浸漬した。 Tissue-teck 
(Sakura Finetek, Torrance, CA) を適量のせた木製ブロックに sucrose 溶液を拭き取っ
た脳をのせ、細かく砕いたドライアイスで急速に凍結した。 -14 °C クリオスタット
内でミクロトームを用い、30 µm の冠状切片を作成した。 
切片を PBS に浮遊切片として集め、5% BSA / 0.3% Triton X-100 / PBS によって

室温で 1 時間ブロッキングした。 それから以下に示す一次抗体で 4 °C で 1 晩反応
させた。 Rabbit 抗 cFos (AB-5; 1:5000; Millipore, Bedford, MA), Goat 抗 cFos (sc-52-G; 
1:5,000, Santa Cruz Biotechnology), rabbit 抗 ErbB4 (sc-283; 1:300, Santa Cruz 
Biotechnology), mouse 抗 ErbB4 (Ab77; 1:100, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), 
rabbit 抗 parvalbumin (ab11427; 1:3000, Abcam), mouse 抗 parvalbumin (P3088; 1:3000, 
Sigma-Aldrich) 抗体。 mouse 抗 CAMKII (Clone6G9; 1:100, Millipore) 抗体は室温で 1 
晩反応させた。 

PBS で洗浄後、二次抗体は以下のものを使用し、4 °C で 1 晩反応させた。 
Donkey 抗 mouse Alexa Fluor 488 (A21203; 1:1,000; Thermo Fisher Scientific, Wwaktham, 
MA, USA), Donkey 抗 rabbit Alexa Fluor 488 (A21206; 1:1,000; Thermo Fisher Scientific), 
Donkey 抗 mouse Alexa Fluor 594 (A21203; 1:1,000; Thermo Fisher Scientific), Donkey 抗
rabbit Alexa Fluor 594 (A21207; 1:1,000; Thermo Fisher Scientific), Donkey 抗 goat Alexa 
Fluor 594 (A11058; 1:1,000; Thermo Fisher Scientific), Donkey 抗 mouse Alexa Fluor 647 
(A31571; 1:1,000; Thermo Fisher Scientific), Donkey 抗 rabbit Alexa Fluor 647 (A31573; 
1:1,000; Thermo Fisher Scientific), Donkey 抗 goat Alexa Fluor 647 (A21447; 1:1,000; 
Thermo Fisher Scientific)。 

PBS で洗浄後、Hoechst 33342 (1:1,000; Wako) で 10 分間染色し、ProLong Gold 
antifade reagent (Molecular Probes) を用いて封入した。 画像は、共焦点レーザー顕微
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鏡 (LSM710; Carl Zeiss, Jena, Germany) を用いて得た。 
 
20. cFos 発現細胞数の解析  
 
	
 	
 倍率 20 の対物レンズを装着した共焦点レーザー顕微鏡 (LSM710; Carl Zeiss, 
Jena, Germany) で cFos の陽性反応が現れてから、Z 方向に 2.0 µm の厚さで連続スキ
ャンし、6 枚の画像を取得した。 画像内の海馬 CA1 領域に存在する cFos, ErbB4, PV 
陽性細胞を ImageJ ソフトウェア (National Institutes of Health) を用いて disector-based 
cell counting method に従ってカウントした (Chintawar et al., 2009)。 Figure 2 に示す
ように、cFos 陽性が認められた切片を reference section、cFos 陽性が検出されなくな
った切片を look-up section と定義し、reference section でのみ検出され、look-up section 
では検出されない神経細胞のみをカウントした。 各マウス群の脳スライスにおいて
解析領域の体積は 500,000µm3 とした。 E/I バランスは cFos 発現錐体細胞数 / cFos 
発現 ErbB4 陽性細胞あるいは cFos 発現 PV 細胞の割合として算出した。 
 
21.	
 局所場電位  (Local field potential, LFP) の測定  

 
マウスをウレタン (1.25 g/kg, i.p; Wako) で麻酔後、頭皮を切開した。 その後、

Ear bar を用いて脳定位固定台 (Narishige Co., Toyko, Japan) に固定後、タングステン
記録電極 (MicroProbers, Gaithersburg, MD, USA) を右海馬領域 (2.46 mm posterior and 
2.0 mm lateral to bregma; 1.20 mm ventral form surface of dura ) に挿入した。 ガンマ波を
誘発させるためにカイニン酸 (25mg/kg; Enzo Life Sciences, NY, USA) を一回投与し
た。 LFP はカイニン酸投与 30 分前および投与 4 時間後まで測定した。Slow gamma 
(30-50Hz) と fast gamma (65-120Hz) のパワースペクトルおよび積算パワー強度は
LabChart softeware (ADInstruments, Dunedin, New Zealand) を用いて、5 分間隔ごとに
フーリエ変換することで算出した。 電極の挿入位置は組織学的に確認した。 

 
22.	
 NRG-1 ペプチドの側脳室内投与  
 
電気生理学的実験において、マウスをウレタン (1.25 g/kg; i.p; Wako) で麻酔した

後、カニューレ (Plastics One, Roanoke, VA, USA) を右側脳室領域 (0.22 mm anterior 
and 1.0 mm lateral to bregma; 2.0 mm ventral from surface of dura) に刺入した。 それから
PBS に溶解した human NRG-1 EGF-like domain (5 µM; NRG-1177-246; PeproTech, Rocky 
Hill, NJ, USA) をシリンジポンプ (CFV-2100; Nihon Kohden, Tokyo, Japan) によって駆
動されるハミルトンシリンジを用いて、0.2 µl/min の速度で 10 分間投与した。 

NRG-1177-246 投与によるてんかん行動解析および cFos 発現解析において、マウス
をイソフルラン (2%; Wako) で麻酔した後、ガイドカニューレ (Plastics One) を右側
脳室領域に刺入し、歯科用セメントで固定した。ダミーカニューレ (Plastics One) を
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ガイドカニューレ内に挿入し、1 週間後、ダミーカニューレを injection カニューレ 
(ダミーカニューレの位置よりも 0.5 mm 以下の位置になる) と交換した。 5 µM の
NRG-1177-246 および溶媒をカイニン酸投与 3 時間後に 0.2 µl/min の速度で 10 分間投
与した。 

 
23.	
 NRG-1 切断断片認識抗体の作製および評価  
 
ニューロプシンが mNRG-1 を最も効率良く切断する配列であるアミノ酸配列 6 

残基 (FKWFKN) を抗原として、ウサギの血清から切断断片認識抗体 (68-73 抗体) 
を抽出した (MBL)。 この抗体の特異性を評価するために、組換えヒトニューロプシ
ンと NRG-1 (0.16 µg) を 1 mM CaCl2, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 の溶媒中で混合し、
37 °C で 60 分間反応させた後、ウェスタンブロットを行った。 一次抗体 rabbit 抗
NRG-1 N-terminal extracellular domain (N-NRG-1) ポリクローナル抗体 (1:400; Santa 
Cruz Biotechnology)、68-73 抗体 (1:500; MBL) を 1 時間室温で反応させ、二次抗体は
horse radish peroxidise (HRP) 融 合 donkey 抗 rabbit IgG (1:10,000; Jackson 
ImmunoResearch) を用いて 1 時間室温で反応させた。 免疫陽性バンドを検出するた
めに、化学発光試薬  には  (Immobilon Western; Millipore) を用いて、X-blue film 
(Fujifilm) に免疫反応を行った膜を曝した。 
 
24.	
 統計解析  

 
全ての図表データは平均値± SEM として表示した。 統計的有意差は、2 グルー

プ間の比較には two-tailed paired Student’s t test (正規分布) およびMann-Whitney U test 
(非正規分布) で、多グループ間での比較には一元配置分散分析 (ANOVA) 後の post 
hoc テストとしてTurkeye’s test あるいはDunnett’s test、もしくは二元配置ANOVA 後
の post hoc テストとして Sidak test により決定した。 有意水準は P < 0.05 とした。 
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結果  

 
1.	
 ニューロプシンは mNRG-1 を速やかに切断する  
 
活性を欠損させた変異ニューロプシンを発現させたマウス海馬神経細胞におい

て、ニューロプシンを含む蛋白質複合体が観察され、この複合体を質量分析によって

解析したところ、ニューロプシンの基質候補蛋白質として NRG-1、Fibronectin およ
び Vitronectin が検出された (Tamura et al., 2012)。 ニューロプシンの基質を同定する
ために、成熟型 NRG-1 (mNRG-1)、Fibronectin、Vitronectin をそれぞれ様々な活性の
組換えニューロプシンと反応させ、その切断効率を調べた。 前駆体の膜貫通型 NRG-1 
は、膜型プロテアーゼよって切断され、その細胞外部位が mNRG-1 となるため (Mei 
and Xiong, 2008)、本実験では mNRG-1 を使用した。 ニューロプシンと反応後、
mNRG-1 の切断レベルはウェスタンブロットによって調べ (Fig. 3A)、また Fibronectin 
と Vitronectin の切断レベルは、銀染色によって調べた (Fig. 3B, C)。 その結果、
mNRG-1 は、ニューロプシンによって最も速やかに且つ効率的に切断された。 0.3 
mU/ml という低いニューロプシン活性で 32 kDa の切断フラグメントが確認され、ま
た 15 分後には二つの主要な分解フラグメント (32, 19 kDa) の陽性反応がプラトーに
達した。 さらに海馬ホモジェネイトにニューロプシンを投与したところ、内在性の
NRG-1 もニューロプシンによって速やかに切断された (Fig. 4)。 以上のことから、
ニューロプシン複合体の構成成分として検出された基質候補蛋白質の中で、ニューロ

プシンは、mNRG-1 を最も効率良く直接切断することがわかった。 
 
2.	
 ニューロプシンは mNRG-1 を 3 箇所切断する  
 

mNRG-1 に対するウェスタンブロットの結果、ニューロプシンによって 32 およ
び 19 kDa のバンドが出現することがわかった。 次に、全ての切断サイトを検出する
ために、ヒスタグを付加したヒトニューロプシン (37 kDa) と mNRG-1 を混合し、ク
マシー (CBB) 染色を行った。 その結果、32、28、19 kDa の 3 つのバンドが検出さ
れた (Fig. 5A)。 これら 3 つの切断断片を N 末端ペプチドシーケンスしたところ、
32 kDa のバンドは G19SGKKP... の配列からはじまり、また 28 kDa のバンドは
F68KWFKN...、19 kDa は I99NKASL... の配列であった。 G19SGKKP 配列はヘパリン
結合ドメイン (HB) の直後に、F68KWFKN と I99NKASL 配列はイムノグログリン様 
(Ig) ドメイン内に位置している (Fig. 4B)。 また、Tris-tricine ゲルを用いた SDS-PAGE 
によって、さらに 15 および 6 kDa のフラグメントが検出され、両者は同じ N 末端
配列であり、HB ドメインの配列：S2ERKEGRGKGKGKK... と一致していた。 この
15 と 6 kDa は 19 と 28 kDa のフラグメントのカウンターパートであると考えられる。 
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それによって、ニューロプシンは mNRG-1 の HB ドメインと EGF ドメインの間 
(KER18 / GSG, SLR67 / FKW, ELR98 / INK) の 3 箇所を切断することが明らかになった。 
	
 	
 次に、新規に同定された mNRG-1 の切断サイトに対応する合成基質を使用し、
ニューロプシンに対する酵素反応速度定数を決定した。 ヒト NRG-1 から KER-MCA、
SLR-MCA、ELR-MCA を、またヒト K16ER のアミノ酸配列に対応するマウス NRG-1 
から KDR-MCA を作製し、速度パラメータ  (Km, kcat) を測定した  (Table 1)。 
VPR-MCA は α-thrombin に対する基質で、これまでニューロプシンに対して高い切
断活性を示すことが知られており (Shimizu et al., 1998)、これをポジティブコントロー
ルとして使用した。 KER-MCA (ヒト) や KDR-MCA (マウス) は 32 kDa のフラグメ
ント (ニューロプシンと反応させたときに最初に出現したバンド; cf. Fig. 3A) に対応
する切断サイトであり、この合成基質は効率良くニューロプシンによって切断された。 
SLR-MCA は mNRG-1 の Ig ドメイン内の切断サイト (Fig. 5B) に対応し、これも効
率良く切断された。 しかしながら、19 kDa のフラグメントに対応する ELR-MCA は、
ニューロプシンに対して低い切断活性を示した。 19 kDa のフラグメントは、高濃度 
(>10 mU/ml) のニューロプシンと反応させたときのみに出現したので (Fig. 3A)、この
サイトに対するニューロプシンの親和性は低いのかもしれない。 このように、
mNRG-1 においてニューロプシンが求核反応を起こすアミノ酸配列は、KER、SLR、
ELR (arrows, Fig. 5B) の 3 つであることを再確認した。 また、以前にニューロプシン
が Fibronectin および EphB2 を切断することが示され、その切断サイトとして報告さ
れたアミノ酸配列に対する合成基質である DVR-MCA や YGR-MCA に対しては 
(Attwood et al., 2011; Shimizu et al., 1998)、ニューロプシンはほとんど切断活性を示さ
なかった (Table 1)。	
 合成基質と全長蛋白質では構造が異なることや、ニューロプシ
ンによる Fibronectin や EphB2 の切断が、彼らが示した箇所とは別のサイトで起こる
可能性が考えられる。 これら蛋白質の切断機構はさらなる解析が必要である。 
 
3.	
 ニューロプシンは mNRG-1 とヘパリンとの結合を減少させる  
 

N 末端ペプチドシーケンスによって、ニューロプシンは、mNRG-1 の HB ドメ
インより C 末端側を切断することがわかった。 HB ドメインの共通配列は、細胞外
マトリックの構成成分であるヘパラン硫酸プロテオグリカン (HSPG) のグリコサミ
ノグリカン (ヘパリンなど) と相互作用することが知られているので (Dreyfuss et al., 
2009)、ニューロプシンは mNRG-1 とヘパリンとの結合を修飾することが考えられる。	
 
mNRG-1 の受容体 p185 (ErbB) が発現したMCF-7 細胞において、ヘパリンと結合し
た mNRG-1 は ErbB と結合できないため p185 の自己リン酸化は誘導されない。 つ
まり p185 の自己リン酸化は、mNRG-1 とヘパリンとの結合に依存する (Loeb and 
Fischbach, 1995)。 そこで、リン酸化された p185 に対する抗体 (抗 phosphotyrosine 抗
体) を用いて、ニューロプシンによって切断された mNRG-1 がヘパリン存在下で
p185 の自己リン酸化が誘導されるかを検討した。 その結果、ヘパリン存在下では
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mNRG-1 が誘導する p185 の自己リン酸化は見られなかったが、予め mNRG-1 をニ
ューロプシンで処理すると、p185 の自己リン酸化が誘導された (Fig. 6)。 以上のこ
とから、ニューロプシンは、mNRG-1 の HB ドメインを除去し、ヘパリンにによる
抑制作用を低下させることがわかった。 
 
4.	
 ニューロプシンによる mNRG-1 の切断は EGF 機能ドメインを遊離させる   
 
	
 mNRG-1 がニューロプシンにとって効果的な基質であるならば、その切断フラグ
メントは、mNRG-1 の下流シグナル経路にとって重要な機能を保持していると考えら
れる。 そこで、ニューロプシンによる mNRG-1 の切断の機能的意義について調べた。	
 
静止状態では、mNRG-1 は HSPG と結合しているため、ニューロプシンによる
mNRG-1 の HB ドメインの除去は、mNRG-1 シグナルの最初のステップである EGF 
機能ドメイン (リガンド部位) の遊離および引き続くmNRG-1 受容体 p185 の自己リ
ン酸化を駆動するのに重要であると考えられる。 そこで、NRG-1 発現細胞を用いて、
ニューロプシンによる mNRG-1 の切断が EGF 機能ドメインの分泌を誘導するかを
検討した。 COS-7 細胞に EGFP を融合した NRG-1 を発現させ、培地中にニューロ
プシンを投与し、その上清を p185 が発現しているMCF-7 細胞に添加した。 分泌さ
れた EGF 量は、以前示されたように (Loeb and Fischbach, 1995) 受容体 p185 のチロ
シン自己リン酸化レベルによって評価した。 その結果、0.3 mU/mL のニューロプシ
ンから濃度依存的に p185 の自己リン酸化レベルが増大し (Fig. 7A, B1)、また 0 - 60 
分の間では、自己リン酸化レベルは直線的に増大した (Fig. 7A, B2)。 以上のことか
ら、ニューロプシンは、mNRG-1 のリガンド部位である EGF 機能ドメインの遊離を
誘導することが明らかとなった。 
 
5.	
 mNRG-1 による p185 の自己リン酸化はニューロプシンの切断に依存的で
ある  
 

HSPG のグリコサミノグリカン (ヘパリン) による mNRG-1 の捕捉およびニュ
ーロプシンによる EGF 機能ドメインの遊離をさらに確認するために、ヘパリチナー
ゼ (グルコサミニド結合を切断する酵素) またはニューロプシンを MCF-7 細胞に投
与し、両者の p185 自己リン酸化効果を比較した。 その結果、ヘパリチナーゼとニュ
ーロプシンは、ほぼ同程度の p185 の自己リン酸化レベルを示した (Fig. 8)。 このよ
うに、グリコサミノグリカンの分解とニューロプシンによる mNRG-1 の切断は、同
レベルの NRG-1 シグナルを誘導することがわかった。 
次に、ニューロプシンによる mNRG-1 の切断が p185 の自己リン酸化に必須であ

るかを調べるために、上記で示されたニューロプシンによる mNRG-1 の 3 つの切断
サイト (R18 / R67 / R98) のアルギニンを全てアラニンに変異させた mutant NRG-1 
(R18A / R67A / R98A) を作製した。 その結果、変異による細胞膜上での局在への影
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響はみられなかったが (Fig. 9A)、mutant NRG-1 を発現させた COS-7 細胞では、ニュ
ーロプシンの投与前後において、p185 の自己リン酸化レベルに有意な差異は認めら
れなかった (Fig. 9B)。 このように、ニューロプシンによるmNRG-1 の切断は p185 の
自己リン酸化の誘導に重要であることが明らかになった。 

 
6.	
 NRG-1 は海馬シナプスに局在する  
 
次に、in vivo でのニューロプシン-NRG-1 システムの働きを調べるために、まず

マウス海馬内における NRG-1 の局在を抗 NRG-1 EGF-like domain 抗体による免疫組
織化学染色によって調べた。 NRG-1 の免疫陽性反応は、以前に示されたニューロプ
シン mRNA in situ hybridization (Chen et al., 1995) の結果とよく一致して、歯状回の顆
粒細胞層と CA1-3 領域の錐体細胞層に認められた (Fig. 10A)。 MAP2 陽性反応で示
されるようにその形態的特徴からこれらニューロンは、興奮性の錐体細胞および顆粒

細胞であると考えられる (Fig. 10B)。 また、多くの NRG-1 は、Fast-spiking GABA作
動性インターニューロンのマーカー (Markram et al., 2004) であるパルブアルブミン
と共局在していた (Fig. 10B, arrow)。 このように、NRG-1 は興奮性細胞だけでなく
抑制性細胞にも発現していた。 本実験で使用した抗 NRG-1 抗体の特異性は、組換え
mNRG-1 による吸収実験により確認した (Fig. 10C)。 次に、前駆体 NRG-1 および
mNRG-1 それぞれの細胞内局在を調べるために、マウス海馬を生化学的に分画し、抗
NRG-1 cytoplasmic tail 抗体と抗NRG-1 N-terminal extracellular domain 抗体を用いてウ
ェスタンブロットを行った。 その結果、前駆体 NRG-1 (pro-NRG-1) および mNRG-1 
は、PSD-95 で示されるようにシナプトソーム分画 (SS) とシナプス膜分画 (SM) に
局在しており、特に mNRG-1 は SS に濃縮していた (Fig. 10D)。 それによって
mNRG-1 はシナプス間隙においてグルコサミノグリカンと相互作用していると考え
られる。 

 
7.	
 マウス海馬における pNRG-1 の局在  
 
次に、ニュープシンの切断によって産生される HB domain-lacked mNRG-1 

(processed NRG-1; pNRG-1) が in vivo で ErbB4 発現細胞に局在するか調べた。 ビオ
チン標識した mNRG-1 とニューロプシンを反応させ、HB ドメインを除去し 
(pNRG-1; Fig. 11A)、これをマウス海馬 CA1 領域に投与した (Fig. 11B)。 それから 1 
時間後に海馬を摘出し、ビオチン (exogenouse pNRG-1 を示す)、ErbB4、パルブアル
ブミン (Fast-spiking GABA作動性インターニューロンを示す) または phosphotyrosine 
(細胞内蛋白質の全チロシンリン酸化を示す) に対する抗体を用いた免疫組織化学染
色を行った。 その結果、pNRG-1 の陽性反応は ErbB4 が豊富な細胞体周囲にドット
状に観察された (Fig. 12C)。 興味深いことに、pNRG-1 と ErbB4 陽性反応は、興奮
性の錐体細胞には観察されず、パルブアルブミン陽性の抑制性細胞でのみ認められた 
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(Fig. 11C)。 この pNRG-1 が ErbB4 陽性細胞の生理応答を発揮するかを調べるために、
ビオチン、ErbB4、phosphotyrosine (細胞内蛋白質の全チロシンリン酸化を示す) に対
する 3 重染色を行った。 その結果、pNRG-1 が局在した ErbB4 陽性細胞で、高レベ
ルのチロシンリン酸化反応が認められた (Fig. 12A, upper panel)。 さらに、pNRG-1 を
投与した海馬において ErbB4 の自己リン酸化が増大した (Fig. 12B)。 溶媒を投与し
た海馬では、ErbB4 陽性細胞でチロシンの自己リン酸化は認められなかったことから 
(Fig. 12A, lower panel)、ErbB4 陽性細胞上での細胞内蛋白質のリン酸化は、投与した
pNRG-1 の効果である。 リン酸化が認められた細胞は、パルブアルブミン陽性の
GABA 作動性細胞であることから、pNRG-1 は、ErbB4 シグナル経路の活性化を介
して、GABA 作動性細胞を制御していることが示唆された。 
	
 	
 以上のことから、ニューロプシンが mNRG-1 の HB ドメインを除去することで、
機能的な EGF ドメインが遊離し、パルブアルブミン陽性の Fast-spiking GABA 作動
性インターニューロンに局在している ErbB4 シグナルを活性化することで、抑制性
活動を制御していることが考えられる (Fig. 13)。 そこで実際ニューロプシン-NRG-1 
シグナルが、神経活動依存的に抑制性細胞の活動を制御するのかを明確にすると共に、

このシグナルがどのような生理機能に関与するのかを調べた。 
 
8.	
 カイニン酸投与は内在性ニューロプシン活性、Nrg-1 mRNA の発現、ErbB4 
の自己リン酸化レベルを上昇させる  
	
 	
  
	
 	
 神経活動依存的なニューロプシン-NRG-1 シグナルの働きを明らかにするために、
カイニン酸の腹腔内投与によって誘発される側頭葉てんかんの動物モデルを用いた。 
まず、内在性ニューロプシンがてんかん発作の活動によって活性化するかどうかを検

討した。 神経活動を評価するために海馬 CA1 領域に記録電極を挿入した。 てんか
ん発作の行動学的レベルは、Racine スケールを用いてスコア化した (Racine, 1972; see 
材料と方法)。 マウスにカイニン酸を投与すると、投与約 1 時間後には多数の神経細
胞の同期発火が観察され、その発火レベルは 2 時間後から 2 時間 30 分後にピークに
達し、4 時間後から減少していった (Fig. 14A)。 マウスの行動学的レベルは、カイニ
ン酸投与 1 時間後には単発の全身性痙攣発作が誘発し、その後、発作を断続的に繰り
返すてんかん重積状態が少なくとも 4 から 8 時間後まで持続したが、翌日には痙攣
発作は認められなかった (Fig. 14B)。 
次に、カイニン酸投与後の様々なタイムコースで海馬を採取し、内在性ニューロ

プシンを免疫沈降によって精製した後、合成基質 Pro-Phe-Arg-MCA を用いてニュー
ロプシンの酵素活性を測定した。 興味深いことに、内在性ニューロプシンの活性は、
神経活動の増加がピークに達するカイニン酸投与 1-2 時間後には認められず、神経の
過活動が減少しはじめた 4 から 6 時間後に有意な上昇が認められ、その後、活性は
減少した (Fig. 14C; 左)。 またカイニン酸を投与してもてんかん重積状態にならなか
ったマウスでは、ニューロプシンの活性は変化しなかった (Fig. 14C; 右)。 一方、ニ
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ューロプシン mRNA は、てんかん発作の間変動しなかった (Fig. 14D)。 また、海馬
内のニューロプシン蛋白質量は PBS 投与時と比較して、カイニン酸投与によって、
わずかではあるが、有意に減少していた (Fig. 14E)。 
このように、ニューロプシンは、カイニン酸投与によるてんかん発作によって活

性化することが明らかになった。 またその活性上昇は、転写や翻訳の促進によるも
のではなく、細胞外に存在する不活性型ニューロプシンが活性型に変換されたことに

よるものである。 
 
9.	
 ニューロプシンはカイニン酸誘発てんかん重積状態に寄与する  

 
	
 	
 内在性ニューロプシンの活性が、カイニン酸投与 4-6 時間後に有意に上昇したこ
とから、ニューロプシンがカイニン酸誘発てんかん重積状態に寄与するかをニューロ

プシン遺伝子欠損 (KO) マウスを用いて検討した。 持続性けいれんが引き起こされ
るカイニン酸投与量とてんかん重積状態に至るまでの時間は、野生型マウスとニュー

ロプシン KO マウスとの間で有意な差は認められなかった  (Table 2) 。 しかしなが
ら、カイニン酸投与 4 時間後において、ニューロプシン KO マウスでは、野生型マ
ウスに比べてより強いてんかん発作症状が引き起こされた (Fig 15) 。 
	
 	
 このことから、ニューロプシン遺伝子の欠損によって、カイニン酸誘発てんかん

重積状態の増悪化が引き起こされることが明らかになった。 
 
10.	
 てんかん海馬において NRG-1-ErbB4 シグナルはニューロプシンによって
発動する  

 
ニューロプシンのプロテアーゼ活性は、NRG-1-ErbB4 シグナルに重要であるた

め、てんかん発作によって活性化したニューロプシンは、NRG-1-ErbB4 シグナルを
惹起することが考えられる。 そこで、様々なタイムコースで採取した海馬を用いて、
Nrg-1 mRNA の発現とErbB4 の自己リン酸化レベルをそれぞれリアルタイムPCR 法
とウェスタンブロット法によって調べた。 その結果、ニューロプシン活性化のタイ
ムコースと一致して、Nrg-1 mRNA の発現と ErbB4 の自己リン酸化レベルはカイニ
ン酸投与 4-6 時間後に有意に上昇した (Fig. 16A-D) 。 このような Nrg-1 mRNA や
ErbB4 自己リン酸化の変動はカイニン酸を投与してもてんかん重積状態にならなか
ったマウスでは観察されなかった。 以上の結果から、カイニン酸投与によるてんか
ん重積依存的にニューロプシン活性、Nrg-1 mRNA の発現および ErbB4 の自己リン
酸化レベルが増大することが明らかになった。 
次に、ニューロプシン KO マウスで、てんかん重積状態の間に NRG-1-ErbB4 シ

グナルの異常が起こっているかどうかを検討した。 ニューロプシン活性がピークと
なるカイニン酸投与 4 時間後で、野生型およびニューロプシン KO マウスにおいて
Nrg-1 mRNAの発現が増大したが、両者に有意な差はみられなかった (Fig. 17A)。 次
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に、NRG-1 蛋白質量を抗 NRG-1 抗体を用いた ELISA によって調べた。 カイニン酸
投与 4 時間後において、野生型およびニューロプシン KO マウス共に、NRG-1 の蛋
白質量の増大が認められたが、野生型に比べてニューロプシン KO マウスのほうが
NRG-1 蛋白質量が多かった (Fig. 17B)。 この結果から、ニューロプシン KO マウス
の海馬内において、NRG-1 が HSPG に結合した状態で蓄積していることが示唆され
た。 さらに、カイニン酸投与 4 時後において、ErbB4 のリン酸化レベルは、野生型
マウスでは有意な上昇が見られたのに対して、ニューロプシン KO マウスでは有意な
変化は認められず、ErbB4 の総蛋白質量は両マウスともカイニン酸による影響を受け
なかった (Fig. 17C, D)。 以上の結果から、神経活動依存的なニューロプシンによる
mNRG-1 のプロセシングが、NRG-1-ErbB4 シグナルの誘導に重要な役割を果たして
いることが示唆される。 
 
11.	
 ニューロプシン KO マウスでは、ErbB4 発現パルブアルブミン陽性イン
ターニューロンで、てんかんによる cFos 蛋白質の発現が減少している  
 
	
 	
 NRG-1 は ErbB4 発現パルブアルブミン陽性 (PV) インターニューロンの興奮性
を制御しているので (Li et al., 2012)、ニューロプシンも同様にその細胞の活動制御に
寄与するかどうかを調べた。 それによって私は、まず神経活動のマーカーである cFos 
蛋白質を指標として、カイニン酸投与後の海馬の ErbB4 発現細胞の活動状態を評価
した。 カイニン酸投与 1 時間後では、PBS を投与したマウスに比べて、多数の海馬
錐体細胞層で cFos 蛋白質の増大が認められたが、ErbB4 発現細胞ではほとんど cFos 
の陽性反応は検出されなかった (Fig. 18A; 上段, 中段, Fig. 18B)。 一方、カイニン酸
投与 4 時間後では、大部分の錐体細胞において cFos の陽性反応細胞数が減少したが、
ほとんどの ErbB4 発現細胞で強い cFos の免疫陽性反応が観察された (Fig. 18A; 下
段, Fig. 18B)。 この cFos 陽性を示した ErbB4 発現細胞は、興奮性細胞のマーカーで
ある CAMKII は発現しておらず、PV が発現していた (Fig. 19)。 この ErbB4 発現細
胞の活性化のタイミングと一致して、cFos 発現 PV 細胞数は、カイニン酸投与 1 時
間後よりも 4 時間後の方が有意に多かった (Fig. 20)。 これらの結果は、ErbB4 発現
PV 細胞は、興奮性錐体細胞よりも遅れて活性化することを示しており、そのタイミ
ングはニューロプシンの活性化と一致していた。 
	
 	
 ErbB4 発現細胞における cFos の発現が、ニューロプシンを介しているかどうか
を明らかにするために、私はニューロプシン KO マウスにカイニン酸を投与し、その
4 時間後に取り出した海馬で上記と同様の実験を行った。 野生型に比べて、ニュー
ロプシン KO マウスの cFos 陽性 ErbB4 発現細胞の数は有意に低下していたが、cFos 
陽性錐体細胞の数は有意に増大していた (Fig. 21A-C) 。 また cFos 陽性 ErbB4 発現
細胞数に対する cFos 陽性錐体細胞数との割合である E/I バランスは、野生型マウス
と比べて、ニューロプシン KO マウスでは有意に上昇していた (Fig. 21D) 。しかし
ながら、ErbB4 発現細胞の密度は野生型およびニューロプシン KO マウス間で有意
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な差は認められなかった (500,000 µm3 あたりの ErbB4 発現細胞数: 20.0 ± 3.6 (野生
型)、19.5 ± 3.3 (ニューロプシン KO)、P = 0.8571)。 従って、ニューロプシンの欠損に
よって、ErbB4 発現細胞の活性化が障害され、結果として、錐体細胞が過活動状態に
なることで E/I バランスが崩れるとが考えられる。 また上記と同様に、ニューロプ
シン KO マウスでは、PV 細胞の活動も低下しており (Fig. 22A-C)、cFos 陽性 PV 細
胞数に対する cFos 陽性錐体細胞数との割合で定義した E/I バランスも、野生型マウ
スと比べて、ニューロプシン KO マウスでは有意に上昇していた (Fig. 22D)。 この
ようなニューロプシン KO マウスで認められる E/I バランスの障害や抑制性細胞の
低い cFos 発現は、カイニン酸投与 3 時間後に NRG-1 の EGF ドメインペプチド
（NRG-1177-246）を側脳室内に投与することで回復した (Fig. 23A-C) 。 興味深いこと
に、NRG-1177-246 の側脳室内投与は、カイニン酸投与 4 時間後のニューロプシン KO 
マウスにおけるてんかん発作症状を抑制した (Fig. 23D) 。 
	
 	
 以上の結果から、てんかん様過剰神経活動は、ニューロプシン-NRG-1 シグナル
を介して、ErbB4 発現 PV 細胞の活性化を誘導することが明らかになった。 
 
12.	
 ニューロプシン KO マウスでは、海馬ガンマ波の誘導が障害されており、
またこの障害は NRG-1177-246 によって回復する  
 

PV 細胞の活動は、ガンマ波の誘導に必須であり (Sohal et al., 2009; cardin et al., 
2009; Lewis et al., 2012; Yizhar et al., 2011)、NRG-1 は、ErbB4 の活性化を介してガン
マ波の強度を増大させる (Fisahn et al., 2009) 。 またニューロプシンが、ErbB4 発現
PV 細胞の活性化に寄与していたので、私は、ニューロプシンがカイニン酸によって
誘導される海馬ガンマ波の誘導に寄与しているかどうかを調べた。 ウレタン麻酔下
のマウス海馬 CA1 領域に記録電極を挿入し、カイニン酸を腹腔内投与した後、局所
場電位 (LFP) における slow ガンマ波 (30-45 Hz) と fast ガンマ波 (65-120 Hz) を記
録した (Fig. 24, Fig. 25)。 30分ベースライン値を記録した後、カイニン酸 (25mg/kg, 
i.p.) を投与した。 野生型およびニューロプシン KO マウスともに、ベースライン測
定時における slow ガンマ波のパワー強度は同等であったが、カイニン酸投与後にお
けるニューロプシン KO マウスの slow ガンマ波のパワー強度は、野生型マウスと比
較して有意に減少していた (Fig. 24A-C) 。 しかしながら、ニューロプシン KO マウ
スの側脳室内に、NRG-1177-246 を投与することによって、slow ガンマ波のパワー強度
が野生型マウスと同程度まで回復した (Fig. 24C) 。 また、NRG-1177-246 の側脳室内
投与は野生型マウスの slow ガンマ波のパワー強度も上昇させた (Fig. 24C) 。一方、
全ての群において、slow ガンマ波のピーク頻度には有意な差は認められなかった 
(Fig. 24D)。 さらに、fast ガンマ波においては、そのパワー強度およびピーク頻度は
野生型マウスとニューロプシン KO マウスの間において有意な差は認められず (Fig. 
25A-C)、NRG-1177-246 の側脳室内投与は両群のガンマ波強度を同レベルまで上昇させ
た (Fig. 25C)。 
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 このように、ニューロプシン KO マウスでは、slow ガンマ a が障害されており、
またその障害は、ErbB4 に対するリガンド部位からなる NRG-1177-246 の添加によって
回復した。 
	
 	
 以上本研究により、ニューロプシンが神経活動依存的に mNRG-1 を限定解裂し、
ErbB4 の自己リン酸化を誘導することで、PV 細胞の活動制御に寄与していることが
わかった。 また、このようなニューロプシン-NRG-1 シグナルを介した抑制性細胞の
活動制御が興奮性細胞の発火パターンを修飾し、周期的ネットワーク活動のガンマ波

の誘導に寄与していることが明らかになった。 
 
 
13.	
 NRG-1 切断断片認識抗体はニューロプシンによるプロセシングで生じた
NRG-1 切断断片のみを特異的に認識する  
 
ニューロプシンによる mNRG-1 の切断を直接調べるために、私は NRG-1 切断断

片のみを認識する抗体を作成した。 ニューロプシンは mNRG-1 を 3 箇所切断するが、
その中で最も親和性の高い部位は N 末端側から 2 箇所目に位置するところであり、
mNRG-1 はこの箇所で切断を受けると 28 kDa のフラグメントとなる (Fig. 26A)。 こ
のフラグメントの N 末端のアミノ酸配列 FKWFKN の 6 残基を抗原として用いた。 
作成された切断断片認識抗体  (68-73 抗体 ) を既存の市販抗体である NRG-1 
N-terminal extracellular domain 認識抗体 (N-NRG-1 抗体) と比較した。 組換え NRG-1 
と組換えニューロプシンを反応させ、その後、両抗体を用いてウェスタンブロッティ

ングを行った結果、N-NRG-1 抗体は、全長 mNRG-1 (34 kDa) およびニューロプシン
によって切断された 3 つのNRG-1 切断断片 (32, 28, 19 kDa) の全てを認識した (Fig. 
26B, left)。 しかしながら、大変興味深いことに、68-73 抗体は全長 mNRG-1 は認識
せず、28kDa の NRG-1 断片のみを認識した (Fig. 26B, right) 。 このバンドは抗原ペ
プチドによる吸収によって消失したことから、検出されたバンドは、NRG-1 切断断
片であることが確認された (Fig. 26C) 。 このように 68-73 抗体は、ニューロプシン
によるプロセシングを受けて生じた 28 kDa の NRG-1 切断断片のみを認識すること
が明らかになった。 またこのような結果は、ニューロプシンが mNRG-1 の SLR と
FKW のアミノ酸配列間で切断することをさらに保証するものである。 
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考察  

 
	
 	
 今回の研究で、ニューロプシンの基質として ErbB4 受容体チロシンキナーゼの
主要なリガンドである mNRG-1 が同定された。 mNRG-1 はプロテアーゼによってプ
ロセシングされるまで、ErbB4 受容体を介してポストシナプスへシグナルを伝えるこ
とができない (Loeb and Fischbach, 1995)。 ここで、私は、ニューロプシンが mNRG-1 
の HB ドメインを切断・除去することで、EGF 機能ドメインを遊離し、抑制性の PV 
細胞に発現している ErbB4 受容体の自己リン酸化を誘導することを明らかにした 
(Fig. 27)。 さらにてんかん重積によって、一過的に内在性ニューロプシンがマウス海
馬で活性化すること、および、ニューロプシン依存的に ErbB4 発現 PV 細胞が活性
化することを明らかとなった。 ニューロプシン-ErbB4 シグナルの低下が認められた
ニューロプシン KO マウスでは、ガンマ波のパワー強度が減少しており、この障害は
NRG-1177-246 の投与によって回復することが明らかになった。 以上のことから、ニュ
ーロプシン-NRG-1 シグナルは抑制性神経ネットワークの活動を制御し、脳内 E/I バ
ランスを維持するための重要なシグナル系であることが考えられる。 
ニューロプシンは翻訳後、細胞外に分泌し、静止状態では不活性型としてシナプ

ス間隙に留まっている (Shimizu et al., 1998)。 これまで細胞外に分泌されたニューロ
プシンは神経活動依存的に活性化することが知られており (Matsumoto-Miyai et al., 
2003; Tamura et al., 2008)、その知見と一致して、今回ニューロプシンがカイニン酸に
よる神経興奮誘導 4-6 時間後に一過的に活性化することがわかった。 活性化したニ
ューロプシンは、細胞外基質蛋白質のプロセシングを介して LTP やてんかん活動な
どの海馬の神経可塑性を制御する (Komai et al., 2000; Davies et al., 2001; Tamura et al., 
2006)。 私はニューロプシンが mNRG-1 を直接切断することを示したが、最近当研
究室においてこの反応が LTP の誘導に重要であることを報告した (Tamura et al., 
2012)。 それによって、NRG-1 がニューロプシンの基質であると考えられてきた。 一
方、近年 NRG-1-ErbB4 シグナルがてんかん発作に関与することが示された (Tan et al., 
2012 and Li et al., 2012)。 私はこの知見を確認し、NRG-1 の発現および ErbB4 の自己
リン酸化が、ニューロプシンの活性化と同じタイミングで増大することを明らかにし

た。 興味深いことに、てんかん発作の間、野生型に比べてニューロプシン KO マウ
スでは NRG-1 蛋白質量が豊富にも関わらず、ErbB4 の自己リン酸化レベルが低下し
ていた。 ErbB4 の総蛋白質量は、野生型とニューロプシン KO マウスで同程度であ
ったことから、上記の結果は、ニューロプシンの欠損によって、NRG-1 から ErbB4 に
向かうシグナル伝達が障害されることを示唆している。 今回の研究で示されたよう
に、ニューロプシンは、HSPG に結合した mNRG-1 からの EGF 機能ドメインの遊離
に関与し、この機構が ErbB4 の自己リン酸化を誘導することを考慮すると、てんか
ん活動によって活性化したニューロプシンは、mNRG-1 のプロセシングを介して
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ErbB4 シグナルを惹起すると考えられる。 
本研究によって、ニューロプシンによるプロセシングによって生じた pNRG-1 が、

興奮性細胞ではなく、抑制性の PV 細胞に局在することがわかった。 1 個の抑制性
PV ニューロンは約千個の興奮性錐体細胞を神経支配しており (Halasy et al., 1996)、 
この抑制性活動が錐体細胞の同期発火を生み出すことで、認知機能や記憶形成に関与

すると考えられている (Hensh, 2005; Donato et al., 2013) 。こうした興奮と抑制の神経
ネットワークのバランスによる情報処理機構について多くの知見が生み出されてき

ているが (Froemke., 2015)、神経活動依存的な抑制性細胞の制御機構はいまだ明らか
とされていない。 これまで ErbB4 は、抑制性細胞の特に PV 細胞に発現しているこ
とが確認されており (Vullhorst et al., 2009)、これと一致して、今回の組織学的データ
は、多くの pNRG-1 が PV 細胞上の ErbB4 と共局在した。 また、興味深いことに、
pNRG-1 の PV 細胞上への局在が、細胞内蛋白質のチロシンリン酸化を誘導した。 最
近、NRG-1 が、ErbB4 を介して電位依存性カリウムチャネル Kv1.1 上のチロシンの
リン酸化を誘導することで、このチャネルの機能を抑制することが示された (Li et al., 
2012)。 NRG-1 による Kv1.1 の抑制は、活動電位の閾値を下げ、PV 細胞の興奮性を
上昇させる (Li et al., 2012)。 海馬培養細胞において、NRG-1 の細胞外添加が GABA 
の分泌を促すことを考えると (Woo et al., 2007)、pNRG-1 による ErbB4 の自己リン酸
化は、抑制性 PV 細胞の活動を上昇させ、GABA の放出を促すことが考えられる。 こ
のような知見と一致して、ニューロプシン KO マウスでは、てんかん発作に伴う PV 
細胞の cFos 発現が野生型に比べて減少していた。 それによって、ニューロプシン
-NRG-1 シグナルは神経活動依存的な PV 細胞の活動制御に関与していることが考え
られる。 これまで、動物を用いた側頭葉てんかんモデルの海馬において、興奮性細
胞よりも数時間遅れて抑制性細胞で cFos の発現が上昇することが報告されてきたが 
(Peng and Houser et al., 2005)、その分子メカニズムは明らかになっていない。 今回私
は、カイニン酸投与によって興奮性細胞の活動後、ニューロプシンの活性化に付随し

て抑制性シグナルが惹起されることを明らかにした。 ErbB4-Kv1.1 シグナルによる
細胞興奮は cFos の発現に関与していることから、ニューロプシン-NRG-1-ErbB4 シ
グナルによって、てんかん発作に伴う抑制性細胞の遅延性 cFos 発現機構を説明でき
るかもしれない。 
	
 	
 中枢神経系において mNRG-1 は、HSPG に分布および蓄積していることが知ら
れている (Loeb et al., 1999)。 ニューロプシンが mNRG-1 の HB ドメインを切断する
ことから、ニューロプシンは、GABA 作動性抑制性細胞上の興奮性シナプスにおい
て、シナプス間隙における pNRG-1 の量を調節することによって GABA の分泌を制
御しているのかもしれない。 GABA の枯渇は、過興奮状態となり神経ネットワーク
の障害を引き起こす。 最近、ニューロプシン KO マウスで見られる神経の過剰興奮
が抑制性伝達の障害によって引き起こされることが示された (Tamura et al., 2012)。 
これらの知見と一致して、NRG-1 KO マウスでも、過剰興奮を示す (Gerlai et al., 2000)。 
さらに本研究でも示されるように、ニューロプシン-NRG-1 シグナルの異常は、GABA 
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作動性 PV 細胞の活動異常や E/I バランスの障害を引き起こす。 最近のオプトジェ
ネティクス研究によって、PV 細胞の活動が、認知機能に重要なガンマ波の形成に必
要・十分であることが示された (Cardin et al., 2009) 。 ガンマ波は認知機能の基礎過
程であることが知られており、ワーキングメモリーの形成とガンマ波の強度は強く相

関している (Lewis et al., 2012)。 これらの知見と一致して、認知機能が障害されてい
る統合失調症患者では、ガンマ波が障害されている (Cho et al., 2006; Minzenberg et al., 
2010)。NRG-1 は ErbB4 の活性化を介してガンマ波の強度を増大させることが知られ
ており、ErbB4 遺伝子欠損マウスの脳スライスにおいては、ガンマ波の強度が減少す
る (Fisahn et al., 2009; Hou et al., 2014)。 これらの結果から、NRG-1-ErbB4 シグナル
はガンマ波のパワー強度を制御する分子機構であることが示唆される。 実際に、本
研究で示されるように、ニューロプシン KO マウスではガンマ波のパワー強度が減弱
しており、この障害は、NRG-1177-246 ペプチドの投与によって回復させることができ
ることから、ニューロプシン KO で観察されるワーキングメモリーの障害は、抑制性
活動異常に伴うガンマ波の欠損が原因となっているのかもしれない。 実際、ワーキ
ングメモリーの形成には PV 細胞を介する神経伝達が必要であることが明らかとな
っている (Murray et al., 2011)。 このように、神経活動のバランスの乱れは、てんか
んや自閉症、統合失調症などの精神疾患で見られる行動異常を引き起こすと考えられ

る (Cossart et al., 2005; Rubenstein and Merzenich, 2003; wassef et al., 2003; Yizhar et al., 
2011)。 
ヒトにおける連鎖解析において Nrg-1 は、双極性障害および統合失調症脆弱遺伝

子として同定され (Green et al., 2005; Stefansson et al., 2002)、また、Neuropsin は、双
極性障害関連因子であり、特にニューロプシンのエクソン 6 内にあるミスセンス変異
である SNP22 が重篤な統合失調症患者において検出された (Izumi et al., 2008)。 
NRG-1 mRNA の増大が統合失調症患者の大脳皮質と海馬において観察されたことか
ら、現在、過剰な NRG-1-ErbB4 シグナルが認知障害を引き起こしていると考えられ
ているが (Chong et al., 2008; Law et al., 2006)、過剰発現ではなく NRG-1 や ErbB4 の
遺伝子欠損マウスにおいて、統合失調症様症状 (多動性・記憶障害・認知障害・社会
的ひきこもり) が観察されたことから (Chen et al., 2008; Duffy et al., 2010; O'Tuathaigh 
et al., 2008)、NRG-1-ErbB4 シグナル過剰仮説にはいくつか矛盾がある。 例えば、統
合失調症患者で NRG-1 mRNA の発現は増加しているが、前駆体 NRG-1 蛋白質の発
現レベルは健常者と有意な差は見られず、代わりに mNRG-1 が脳内で増大している 
(Hahn et al., 2006)。 その一方で、血清中に分泌された NRG-1 のレベルは減少してい
た (Shibuya et al., 2010)。 以上のことから、統合失調症患者では、ニューロプシンの
機能不全によって mNRG-1 が蓄積し、NRG-1-ErbB4 シグナル伝達が低下しているか
もしれない。 シナプス間隙における mNRG-1 の蓄積量は、前駆体 NRG-1 の合成と
メタロプロテアーゼによるプロセシングおよび HSPG の mNRG-1 の許容量に依存し、
シナプス間隙では神経ペプチドの取り込みや分解が起こらないことから (Kandel and 
Abel, 1995)、ニューロプシンによるプロセシングが唯一の分解経路である。 統合失調
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症患者でニューロプシンの活性レベルはまだ測定されていないが、ニューロプシン上

でみられた SNP22 は酵素活性ドメインをコードしており (Izumi et al., 2008)、ニュー
ロプシンの活性が低下しているかもしれない。 本研究で作製した NRG-1 切断断片認
識抗体は、前駆体や mNRG-1 は認識せず、ニューロプシンによって切断された断片
のみを認識するため、 ニューロプシン-NRG-1 シグナル強度を測定することが可能で
ある。 NRG-1 やニューロプシンが精神疾患と強く関係することから、この抗体は、
精神疾患解明の新たなツールとなるだけではなく、臨床診断への応用が期待される。 
ここで私の研究により、精神医学関連シグナルにおいて新しい知見を与える。	
 

神経活動依存的なニューロプシン-NRG-1 限定解裂は、抑制性細胞の活動を介して興
奮性錐体細胞の発火パターンを制御する。 これにより、細胞の同期発火を誘発し、
ガンマ波を伴うワーキングメモリーを成立させる。 このニューロプシン-NRG-1 限定
解裂機構の障害による NRG-1-ErbB4 シグナル伝達の機能不全が精神疾患で特に問題
となる認知機能障害などを引き起こすと考えられる。 
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Figure 1.	
 NRG-1 のプロセシング機構  
 
(左)	
 NRG-1 は、細胞外領域に、ヘパリン結合 (HB) ドメイン、イムノグロブリン様 
(Ig) ドメイン、上皮成長因子様 (EGF) ドメインを持つ一回膜貫通型前駆体ポリペプ
チドとして合成される。 マトリックスメタロプロテアーゼによって切断されること
で成熟型 (mNRG-1) となる。 
 
(右)	
 mNRG-1 は HB ドメインを介して、細胞外マトリックスであるヘパラン硫酸プ
ロテオグリカン (HSPG) のグリコサミノグリカンと結合する。 一度結合すると、未
同定の細胞外プロテアーゼによって HB ドメインもしくは Ig ドメインが切断される
まで、蓄積したままとなり、プロセシングを受けることで機能的な EGF ドメイン (リ
ガンド) が遊離される。 これにより、遊離した EGF ドメインはポストシナプス受容
体 (ErbB4 受容体) を介してシグナルを伝える。 
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Figure 2.	
 Disector-based cell counting  
 
	
 	
 抗 cFos 抗体で染色した成熟マウス海馬の冠状切片から、Z 方向に 2.0 µm の厚
さで連続スキャンして得た 6 枚の画像。 それぞれ first section (A), second section (B), 
third section (C), forth section (D), fifth section (E), last section (F) を示す。 First section 
(A), second section (B) を reference section とし、reference section で検出され、look-up 
section (ここでは E の画像にあたる) では検出されない細胞のみをカウントした (黄
色矢印)。 
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Figure 3.	
 ニューロプシンは mNRG-1 を効果的に直接切断する  
 
ニューロプシンの活性と反応時間に依存した mNRG-1 (A), Fibronectin (B), 

Vitronectin (C) の切断を、ウェスタンブロット (A) および銀染色 (B, C) によって可
視化した。 溶媒のみ (0 mU/ml) または、4 °C でニューロプシンを投与した直後 (0 
min) のサンプルのバンド密度を 100 % とした。 ニューロプシンの様々な活性 (upper 
graphs) および反応時間 (lower graphs) に対する相対的バンド密度のグラフを示す。 
ニューロプシンの切断によって産生されたバンド密度を青および赤四角で、全長蛋白

質のバンド密度を黒四角でプロットした。 10 mU/ml のニューロプシンで反応時間を
検討した。また、ニューロプシン濃度依存性の検討は 37 °C, 20 分のインキュベーシ
ョン時間で検討した。 データは平均値±SEM で示す。 (A, B, C 共に n = 3 ). 
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Figure 4.	
 ニューロプシンは内在性 mNRG-1 を切断した  
 
	
 	
 マウス海馬ホモジネイトに Vehicle, 組換え proneuropsin (不活性型), 組換え
neuropsin (活性型) を混合した後、NRG-1 N-terminal extracellular domain 認識抗体 
(N-NRG-1 抗体) を用いてウェスタンブロットを行った。 Vehicle と酵素活性を持た
ない proneuropsin を投与した場合は、海馬 mNRG-1 が検出されたが、活性型の
neuropsin を投与したものではそれが消失し、neuropsin によって内在性 mNRG-1 が
切断されたことが確認された (n = 3)。 
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Figure 5.	
 ニューロプシンは mNRG-1 を 3 箇所切断する  
 
(A)	
 組換えヒト mNRG-1を、組換えヒトニューロプシン非存在下 (control) または存
在下 (+neuropsin) で 37 °C でインキュベーションした。 サンプルは SDS-PAGE 後、
PVDF 膜にトランスファーし、それから CBB 染色を行った。	
 ニューロプシンは
mNRG-1 を切断し、32, 28, 19 kDa の切断断片を生成した。	
 それぞれのフラグメン
トについて、N 末端ペプチドシーケンスを行った (n = 3)。 
 
(B)	
 mNRG-1 のドメイン構造。 mNRG-1 は N 末端側から、ヘパリン結合 (HB) ド
メイン、イムノグロブリン様 (Ig) ドメイン、 上皮成長因子様 (EGF) ドメインから
構成されている。 ニューロプシンによる切断サイトは、矢印および下に示す 6 残基
アミノ酸配列の中で、赤バーで示す。 
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Table 1.	
 ニューロプシンの酵素活性および反応速度パラメータ  
 

 
 

MCA 蛍光合成基質を用いて、ニューロプシンの酵素活性と反応速度パラメータ
を決定した。 30 °C で 1 分間に 1 µmol の基質を加水分解するのに必要な量を 1 unit 
(U) とした。 Boc-VPR-MCA に対する酵素活性に対する割合 (%) を括弧内に示す。 
Ac-SLR-MCA がニューロプシンに対して最も優れた合成基質であった。 
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Figure 6.	
 ニューロプシンは mNRG-1 とヘパリンとの結合を修飾する  
 

mNRG-1 (3 nM) を 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 37 °C で 20 分間 10 mU/ml の
neuropsin と反応させた。	
 ニューロプシン処置および未処置の mNRG-1 を、3 mg/ml 
のヘパリンの存在下または非存在下で混合した後、20 分間 MCF-7 細胞に添加した。 
受容体 p185 のリン酸化レベルは、抗 phosphotyrosine 抗体を用いたウェスタンブロッ
ト法により測定した (n = 4)。 
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Figure 7.	
 ニューロプシンの mNRG-1 の切断および p185 のリン酸化における
効果  
 
(A) 	
 NRG-1 を発現させた COS-7 細胞を、(20 分間の反応時間で) 様々な活性のニ
ューロプシンと (10 mU/ml のニューロプシンで) 様々なインキュベーション時間で
反応させた。 上清を p185 (ErbB) が発現している MCF-7 細胞に投与し、p185 の自
己リン酸化レベルをウェスタンブロットによって調べた。 NRG-1 を発現させていな
い COS-7 細胞にニューロプシンを加えた上清を MCF-7 細胞に投与したときのサン
プルをコントロールとした (mock)。 
 
 (B1, B2)	
 (A) の条件下での p185 自己リン酸化レベルを定量化した (black line)。	
 
点線は、p185 のリン酸化 (black) の回帰直線を示す。 相関係数は 0.9865 である 
(n=4)。 
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Figure 8.	
 ヘパリチナーゼはニューロプシンと同レベルの p185 のリン酸化を
誘導する  
 

NRG-1 を発現させた COS-7 細胞を 10 mU/ml ニューロプシン、もしくはヘパリ
チナーゼとインキュベーションし、その細胞上清をMCF-7 細胞に添加し、p185 のリ
ン酸化を検討した (n = 8-9)。 *P<0.05; **P<0.01。 エラーバーは SEM で示す。 
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Figure 9.	
 Mutant NRG-1 発現細胞へのニューロプシンの投与は、p185 のリン
酸化に影響を及ぼさない  
 
(A)	
 GFP 融合 NRG-1 (Wild-type) と mutant NRG-1 (Mutant) を発現 (green) させた
COS-7 細胞を抗 NRG-1 EGF-like domain 抗体 (red) を用いて免疫細胞化学染色を行
った。 核を Hoechst によって染色した。 Wild-type およびMutant 間で NRG-1 の発
現量および mNRG-1 の局在に差異はない。 
(B)	
 Mutant NRG-1 (Arg18, Arg67, Arg98 を全て Ala に置換) を COS-7 細胞に発現後、
10 mU/ml のニューロプシンを 60 分間添加し、その上清を MCF-7 細胞に加えた。 
MCF-7 細胞ライセートは抗 phosphotyrosine 抗体でウェスタンブロットを行った (n 
= 8)。 
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Figure 10.	
 マウス海馬における NRG-1 蛋白質の局在  
 
(A)	
 抗 NRG-1 EGF-like domain 抗体で染色した成熟マウス海馬の冠状切片。	
 NRG-1 
陽性反応は、CA3-1 領域の錐体細胞層および歯状回 (DG) の顆粒細胞層で検出され
た。 スケールバー：200 µm。 
(B) 	
 NRG-1 (red) / Hoechst (blue), MAP2 (green), パルブアルブミン (magenta) の 4 
重染色像。 矢印は、パルブアルブミン陽性細胞を示す。 NRG-1 は興奮性と抑制性
細胞の両方で発現していた。 スケールバー：10 µm。 
(C) 	
 抗 NRG-1 抗体の特異性。 抗 NRG-1 抗体またはブロッキングペプチドで吸収
した抗 NRG-1 抗体と反応させた冠状連続切片。 スケールバー：20 µm。 
(D) 	
 マウス海馬から調製したシナプトソーム  (SS) とシナプス膜  (SM) の抗
C-NRG-1 抗体および抗 N-NRG-1 抗体によるウェスタンブロットを示す。	
 PSD-95 
は SS および SM 分画に豊富であり、生化学的分画のコントロールとなる。 mNRG-1 
は主に SS 分画で検出された。 H, ホモジェネイト； S1, 上清 1； P1, ペレット 1； 
S2, 上清 2； P2, ペレット 2； My, ミエリン分画。 (A, B, C, D 共に n = 3)。 
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Figure 11.	
 NRG-1 のビオチン標識および海馬内投与  
 
(A)	
 ビオチン標識したmNRG-1 (Control) およびこれをニューロプシンの切断によっ
て産生した HB domain lacked mNRG-1 (pNRG-1; +neuropsin) を SDS-PAGE し、ニトロ
セルロース膜にトランスファーした後、抗 biotin 抗体 (左) と抗 N-NRG-1 抗体 (右) 
でウェスタンブロットを行った (n = 3)。 
 
(B) 	
 pNRG-1 と 1.5% の Chicago Sky Blue 6B を投与した後 (purple)、Nissl 染色 
(blue) を行った冠状海馬切片 (n = 3)。 
 
(C) 	
 pNRG-1 の海馬内投与 1 時間後にビオチン (red) / Hoechst (blue), ErbB4 (green), 
パルブアルブミン (magenta) に対する抗体で免疫組織化学染色を行った冠状切片。 
ビオチンと ErbB4、パルブアルブミンは共局在していた (arrows)。挿入図は強拡図を
示す (n = 3)。 
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Figure 12. マウス海馬における pNRG-1 の局在および ErbB4 の活性化  
 
(A)	
 pNRG-1 の海馬内投与 1 時間後にビオチン (red) / Hoechst (blue), ErbB4 (green), 
phosphotyrosine (magenta) に対する抗体で免疫組織化学染色を行った冠状切片。 
pNRG-1 は ErbB4 陽性細胞と共局在しており、その細胞はチロシンリン酸化が増大
していた(上段) 。 Vehicle 投与群ではチロシンリン酸化の増大は観察されなかった
(下段)。 (n=3) 。 
(B)	
 pNRG-1 を海馬に投与後 0, 1, 3, 6 時間後に調製した海馬ライセートを抗 ErbB4 
抗体で免疫沈降し、それを抗 phosphotyrosine 抗体 (anti-pY) でウェスタンブロットを
行った。(n=4)。 
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Figure 13. ニューロプシン- NRG-1-ErbB4 シグナルのモデル図   
 
	
 	
 興奮性の神経活動依存的に活性化したニューロプシン (赤) は、ヘパラン硫酸プ
ロテオグリカン (HSPG; 黄色線) に結合している NRG-1 (緑) を切断する。 それによ
り、NRG-1 のリガンド部位が遊離し、それが抑制性の PV 細胞に局在している ErbB4 
(ピンク棒) に結合する。 これにより下流シグナル経路が駆動し、GABA 伝達を修飾
し、興奮性細胞の神経活動を制御する。 
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Figure 14.	
 カイニン酸投与はニューロプシン活性を上昇させる  
 
(A)	
 マウスをウレタン (1.25g/kg; i.p) で麻酔し、海馬 CA1 領域にタングステン記録
電極を挿入した後、腹腔内にカイニン酸 (25mg/kg) を投与し、局所場電位 (LFP) を
測定した。 
(B)	
 カイニン酸投与後のマウスの表現型を Racine スケールを元に評価した seizure 
score。 マウスにカイニン酸を投与すると、投与約 1, 2 時間後に全身性痙攣発作 (ス
テージ 5) が誘導される。 その後、てんかん発作を断続的に繰り返すてんかん重積状
態 (ステージ 4 ) が 4 から 8 時間後まで持続する (n = 13)。 
(C)	
 カイニン酸投与後の内在性ニューロプシン活性の変動。 海馬を採取し、ニュー
ロプシンを免疫沈降した後、合成基質 Pro-Phe-Arg-MCA と反応させ、遊離した蛍光
物質量を比較検討した。 カイニン酸投与により、てんかん重積状態が誘導されたマ
ウス海馬内におけるニューロプシン活性 (左)、カイニン酸を投与してもてんかん重積
状態にならなかったマウス海馬内におけるニューロプシン活性 (右) を示す。 
(D)	
 ニューロプシン mRNA の発現。 カイニン酸投与後の海馬におけるニューロプ
シン mRNA 発現の変化をリアルタイム PCR によって調べた。 
(E)	
 ニューロプシンの蛋白質濃度。 C, D, E のカラム内の数値は n 数を示す。 
*P<0.05; ****P<0.0001。 エラーバーは SEM で示す。 
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Table 2.	
 野生型およびニューロプシン KO マウス間におけるカイニン酸投与
量とてんかん発作開始時間の比較  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 	
 てんかん重積状態 (stage 4 or 5) に至るまでに要したカイニン酸投与量、ならび
に、立ち上がりや後肢の強直間代性行動 (stage 4) が出現するまでの時間を算出した。 
持続性けいれんを引き起こすカイニン酸投与量とてんかん重積状態に至るまでの時

間は、野生型マウスとニューロプシン KO マウスとの間に有意な差は認められなかっ
た。 値は平均値± SEM で示す。 
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Figure 15.	
 野生型およびニューロプシン KO マウスにおける seizure score のタ
イムコース  
 
	
 	
 カイニン酸投与後の野生型マウス (white circle; n = 11) およびニューロプシン
KO マウス (black circle; n = 11) の表現型を seizure score によって評価した。 *P<0.05。 
エラーバーは SEM で示す。 
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Figure 16.	
 カイニン酸投与は Nrg-1 mRNA の発現および ErbB4 の自己リン酸
化レベルを上昇させる  
 
(A)	
 カイニン酸投与後の Nrg-1 mRNA 発現の変動。 カイニン酸投与後のマウス海馬
における Nrg-1 mRNA	
 発現の変化をリアルタイム PCR によって調べた。 Gapdh 
mRNA を内標準として使った。  
(B, C, D)	
 カイニン酸投与後の ErbB4 自己リン酸化の変動。 ウェスタンブロッティ
ングにより、マウス海馬における ErbB4 自己リン酸化レベルと ErbB4 蛋白量を測定
した。 pErbB4/ErbB4 および ErbB4/βアクチン の割合を示す。 野生型マウスの PBS 
投与群に対する割合で規格化した。 A, C, D のカラム内の数値は n 数を示す。 
*P<0.05; ***P<0.001; ****P<0.0001。 エラーバーは SEM で示す。 
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Figure 17.	
 ニューロプシン KO マウスにおける神経活動依存的な Nrg-1 mRNA 
発現および ErbB4 自己リン酸化レベルの変動  
 
(A)	
 カイニン酸投与 4 時間後の野生型およびニューロプシン KO マウスの Nrg-1 
type I の発現をリアルタイム PCR によって測定した。 野生型マウスに PBS を投与
した群で規格化した。 
(B)	
 ELISA によって測定された NRG-1 蛋白質濃度。  
(C, D)	
  カイニン酸投与 4 時間後の野生型およびニューロプシンKOマウスのErbB4 
自己リン酸化レベルおよび ErbB4 蛋白量をウェスタンブロットにより測定した。
pErbB4/ErbB4 および ErbB4/βアクチン の割合を示す。 野生型マウスの PBS 投与群
に対する割合で規格化した。 A, B, D のカラム内の数値は n 数を示す。 *P<0.05; 
**P<0.01; ***P<0.001。 エラーバーは SEM で示す。 
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Figure 18.	
 カイニン酸投与による ErbB4 陽性細胞における cFos の発現は興奮
性細胞よりも数時間遅れて発現する  
(A)	
 cFos (red) と ErbB4 (green) に対する抗体で免疫組織化学染色を行った野生型マ
ウスの冠状切片。 上段に PBS 、中段にカイニン酸投与 1 時間後、下段にカイニン酸
投与 4 時間後の染色像を示す。 白矢頭が、cFos を発現していない ErbB4 陽性細胞
を示しており、黄色矢印が cFos を発現している ErbB4 陽性細胞を示している。	
  
 
(B)	
 cFos 陽性細胞数の定量解析。 PBS あるいはカイニン酸を投与した際の海馬
CA1 領域における cFos 発現 ErbB4 陽性細胞数 (左)、cFos 発現錐体細胞数 (右) を
定量した。 カラム内の数値は n 数を示す。 N.D. は not detected。 *P<0.05。 エラー
バーは SEM で示す。 
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Figure 19.	
 遅延性の活性化を示す ErbB4 発現細胞は興奮性細胞ではなく PV 
細胞である  
 
カイニン酸投与 4 時間後の野生型マウスの海馬 CA1 領域における cFos (red) と

ErbB4 (green)、PV (cyan), CAMKII (magenta) に対する免疫組織化学染色像。  
cFos/ErbB4 陽性反応は PV 細胞に認められたが (黄色矢印)、CAMKII 発現細胞には
検出されなかった。 
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Figure 20.	
 カイニン酸投与による PV 細胞の cFos の発現は興奮性細胞よりも
数時間遅れて発現する  
(A)	
 cFos (red) と PV (green) に対する抗体で免疫組織化学染色を行った野生型マウ
スの冠状切片。 上段に PBS、中段にカイニン酸投与 1 時間後、下段にカイニン酸投
与 4 時間後の染色像を示す。 白矢頭が、cFos を発現していない PV 細胞を示して
おり、黄色矢印が cFos を発現している PV 細胞を示している。	
  
 
(B)	
 cFos 陽性細胞数の定量解析。 PBS あるいはカイニン酸を投与した際の海馬
CA1 領域における cFos 発現 PV 細胞数 (左)、cFos 発現錐体細胞数 (右) を定量した。 
カラム内の数値は n 数を示す。 N.D. は not detected。 *P<0.05。 エラーバーは SEM 
で示す。 
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Figure 21.	
 ニューロプシン KO マウスは ErbB4 発現細胞での cFos の発現が低
く、興奮性細胞の活動が高い  
 
(A, B)	
 PBS (上) またはカイニン酸 (下) を投与した 4 時間後における野生型 (A) 
およびニューロプシン KO マウス (B) の ErbB4 (green) および cFos (red) の発現。白
矢頭が、cFos を発現していない ErbB4 陽性細胞を示し、黄色矢印が cFos 発現
ErbB4 陽性細胞を示す。 
(C)	
 cFos 陽性細胞数の定量解析。 カイニン酸投与 4 時間後の海馬 CA1 領域におけ
る cFos 発現 ErbB4 陽性細胞数 (左) と cFos 発現錐体細胞数 (右) を定量した。 
White bar が野生型マウス、black bar がニューロプシン KO マウスの結果を示す。 
(D)	
  cFos 陽性 ErbB4 発現細胞数に対する cFos 陽性錐体細胞数の割合から算出し
た E/I バランス。 C, D のカラム内の数値は n 数を示す。 *P<0.05。 エラーバーは
SEM で示す。 
 
 



 
 

65 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22.	
 ニューロプシン KO マウスは PV 細胞での cFos の発現が低く、興
奮性細胞の活動が高い  
 
(A, B)	
 PBS (上) またはカイニン酸 (下) を投与した 4 時間後における野生型 (A) 
およびニューロプシン KO マウス (B) の PV (green) および cFos (red) の発現。白矢
頭が、cFos を発現していない PV 細胞を示し、黄色矢印が cFos 発現 PV 細胞を示
す。 
(C)	
 cFos 陽性細胞数の定量解析。 カイニン酸投与 4 時間後の海馬 CA1 領域におけ
る cFos 発現 PV 細胞数 (左) と cFos 発現錐体細胞数 (右) を定量した。White bar が
野生型マウス、black bar がニューロプシン KO マウスの結果を示す。 
(D)	
  cFos 陽性 PV 細胞数に対する cFos 陽性錐体細胞数の割合から算出した E/I バ
ランス。 C, D のカラム内の数値は n 数を示す。 *P<0.05。 エラーバーは SEM で示
す。 
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Figure 23.	
  ニューロプシン KO マウスにおける E/I バランスおよびカイニン
酸誘発てんかん発作に対する NRG-1177-246 側脳室内投与の影響  
(A)	
 cFos (green), ErbB4 (red), PV (blue) に対する抗体で免疫組織化学染色を行ったニ
ューロプシン KO マウスの冠状切片。画像はそれぞれ、カイニン酸投与 3 時間後に
Vehicle (上段) あるいは NRG1 177-246  (下段) を投与し、4時間後の海馬免疫染色像
を示す。 白矢頭が、cFos を発現していない ErbB4 陽性細胞を示しており、黄色矢
印が cFos 発現 ErbB4 陽性細胞を示す。 
(B)	
 cFos 陽性細胞数の定量解析。 カイニン酸投与 4 時間後の海馬 CA1 領域におけ
る cFos 発現 ErbB4 陽性細胞あるいは PV 細胞数 (左)、cFos 発現錐体細胞数 (右) を
定量した。 White bar が Vehicle 投与群、black bar が NRG-1177-246 投与群の結果を示

す。 
(C)	
  cFos 陽性 ErbB4 発現細胞数に対する cFos 陽性錐体細胞数との割合から算出
した E/I バランス。  
(D)	
  Vehicle あるいは NRG-1177-246 を投与したニューロプシン KO マウスにおける
seizure score のタイムコース。 White circle (n=5) が Vehicle 投与群、black circle (n=5) 
が NRG-1177-246 投与群の結果を示す。 矢印は Vehicle あるいはカイニン酸を投与した
時点を示している。 B, C のカラム内の数値は n 数を示す。 *P<0.05。 エラーバー
は SEM で示す。 
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Figure 24.	
 ニューロプシン KO マウスは slow ガンマ波が障害されている  
 
(A, B) 野生型マウスの側脳室内に Vehicle (grey) あるいは NRG-1177-246 (blue) を投与
した際のカイニン酸誘発 slow ガンマ波とニューロプシン KO マウスに Vehicle 
(black) あるいは NRG-1177-246 (red) を投与した際の slow ガンマ波 (30-50 Hz) (A) お
よびパワースペクトル (B)。 
(C)	
 野生型の側脳室内に Vehicle (white circles; n = 6) あるいは NRG-1177-246 (blue 
triangles; n = 6) を投与した際のカイニン酸誘発 slow ガンマ波とニューロプシン KO 
マウスに Vehicle (black circles; n = 6) あるいは NRG-1177-246 (red triangles; n = 6) を投与
した際の slow ガンマ波のパワー強度のタイムコースを示す。 黒下線は Vehicle ある
いは NRG-1177-246 を投与したタイムポイントを示している。 
(D)	
 Slow ガンマ波のピーク頻度を平均化したグラフ。 *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; 
****P<0.0001, #P<0.05; ##P<0.01 。 エラーバーは SEM で表示。 
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Figure 25.	
 ニューロプシン KO マウスの fast ガンマ波は正常である  
 
(A, B) 野生型マウスの側脳室内に Vehicle (grey) あるいは NRG-1177-246 (blue) を投与
した際のカイニン酸誘発 fast ガンマ波とニューロプシン KO マウスに Vehicle (black) 
あるいは NRG-1177-246 (red) を投与した際の fast ガンマ波 (65-120 Hz) (A) およびパワ
ースペクトル (B)。 
(C)	
 野生型の側脳室内に Vehicle (white circles; n = 6) あるいは NRG-1177-246 (blue 
triangles; n = 6) を投与した際のカイニン酸誘発 fast ガンマ波とニューロプシン KO 
マウスに Vehicle (black circles; n = 6) あるいは NRG-1177-246 (red triangles; n = 6) を投与
した際の fast ガンマ波のパワー強度のタイムコースを示す。 黒下線は Vehicle ある
いは NRG-1177-246 を投与したタイムポイントを示している。 
(D)	
 Fast ガンマ波のピーク頻度を平均化したグラフ。  
*P<0.05. #P<0.05; ##P<0.01。エラーバーは SEM で表示。 
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Figure 26.	
 NRG-1 切断断片認識抗体の評価   
 
(A)	
 68-73 抗体の認識配列とニューロプシンによる切断サイトの図。	
 ニューロプシ
ンによる切断サイトは、矢印および下に示す 6 残基アミノ酸配列の中で、赤バーで示
す。 
(B)  組換えヒト mNRG-1を、組換えヒトニューロプシン非存在下 (control) または存
在下 (+neuropsin) で 37 °C でインキュベーションした。 その後、一次抗体に NRG-1 
N-terminal extracellular domain 認識抗体(N-NRG-1 抗体) 、68-73 抗体を用いて、ウェ
スタンブロッティングを行った。 
(C)	
 NRG-1 切断抗体と抗原ペプチドを反応させ、抗体の吸収実験を行った結果。 
陽性反応が消失したことから、NRG-1 切断抗体は NRG-1 を認識していることが確認
された。 
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Figure 27.	
 ニューロプシン-NRG-1 シグナルを介した抑制性神経ネットワーク
の特異的制御機構  
 
	
 	
 海馬において、ニューロプシン (右上, 灰色丸) は興奮性シナプスから分泌され
たのち、細胞外で神経活動依存的に活性化する。	
 活性化したニューロプシン (中央, 
赤丸) は NRG-1 (中央, 黄色棒) を切断し、ヘパラン硫酸プロテオグリカンからの EGF 
リガンドドメインの遊離および ErbB4 受容体の自己リン酸化 (左下, 緑棒) を誘導す
る。	
 このようなニューロプシン-NRG-1 シグナルは抑制性 PV 細胞の活動を制御し、
ガンマ波の形成に関与し、作業記憶などの認知機能の実現に貢献していると考えられ

る。	
 また、扁桃体において、ニューロプシンがエフィリン受容体の EphB2 (右下, 赤
棒) を切断し、不安の発現に関与することが報告されている (Attwood et al., 2011) 。	
 
統合失調症患者では、作業記憶の障害、喜怒哀楽の表現が乏しくなる感情鈍麻などの

症状が知られている。	
 以上のことから、ニューロプシン-NRG-1 シグナルは統合失
調症に関与する新たなシグナル系であり、臨床的にも極めて重要なシステムである。 
 


