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《略号》

AD ; activation domain
ATP ; adenosine 5'-triphosphate
BDNF ; brain-derived neurotrophic factor
CBB ; Coomassie brilliant blue
DBD ; DNA-binding domain
DTT ; dithiothreitol
D-MEM ; Dulbecco's modified eagle medium
EGTA ; O,O'-Bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic 

acid

EDTA ; ethylenediaminetetraacetic acid
FBS ; fetal bovine serum
GABA ;γ-aminobutyric acid
GAPDH ; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GFP ; green fluorescence protein
GST ; glutathione-S-transferase
His ; histidine
HS ; horse serum
NGF ; nerve growth factor
NPY ; neuro peptide Y
PAGE ; polyacrylamide gel electrophoresis
PBS ; phosphate-buffered saline
PMSF ; phenylmethylsulfonyl fluoride
SDS ; sodium dodecyl sulfate
Tris ; 2-amino-2-hydroxymethyl-propane
YFP ; yellow fluorescence protein
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第一章　NGFによるJNKを介した分泌小胞開口放出の制御

1.緒言

［カルシウム依存性エキソサイトーシスについて］

　細胞からのエキソサイトーシスは細胞外マトリックス、プロテオグリカン、

糖タンパク質などを放出する構成性分泌経路と、ホルモンや神経伝達物質など

を放出する調整性分泌経路に分けられる。このうち調整性分泌経路は一般的に

カルシウム依存的に起こることからカルシウム依存性エキソサイトーシスとも

呼ばれている。カルシウム依存性エキソサイトーシスは神経細胞からの神経伝

達物質の放出に関与することが有名であるが、それ以外にもすい臓のβ細胞か

らのインシュリンの放出、マスト細胞からのIgE刺激によるヒスタミンの放出、

メラノサイトからのメラニンの放出など様々な過程に関与している。

［神経伝達物質の放出の制御について］

　神経細胞は脳においてシナプスを介して機能的に連結し神経回路を形成して

いる。成熟した脳で記憶や学習などが成立するには神経回路の性質が可塑的に

変化することが不可欠であり、シナプスでの情報効率が短期的あるいは長期的

に変化することが、その重要な基盤であると考えられる。シナプス前部から放

出される神経伝達物質が神経細胞の出力機構であることから、カルシウム依存

的なエキソサイトーシスによる神経伝達物質の放出機構が短期的、長期的にど

のように制御されるかを明らかにすることは神経回路の可塑性、ひいては脳の

高次機能を理解するうえで極めて重要である。これまでに神経伝達物質の放出

（神経伝達物質を含むシナプス小胞の開口放出）は細胞外の様々な刺激によっ
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て制御されていることが明らかになっている。例えばBDNF処理をしたシナプ

ス小胞からはグルタミン酸の放出が促進されることや、海馬のCA3ニューロン

ではBDNF刺激によりシナプス前部からの神経伝達物質の放出が促進されるこ

とにより長期増強 (long-term potentiation: LTP) がおこることが報告されて

いる(Lynch, 2004; Poo, 2001)。また神経細胞から神経伝達物質と共に放出

されたATPはアデノシンに変換され自身のアデノシン受容体と結合して 神経伝

達物質の放出を制御することが報告されている(Sebastiao and Ribeiro, 2000; 

Wu and Saggau, 1997)。しかしその詳細な開口放出を制御する分子機構は未

だあきらかになっていない。

［神経伝達物質が放出される過程］

　神経伝達物質はグルタミン酸、GABAなどの非ペプチド性のものと、ペプチ

ド性のものに分類される。前者は小型のシナプス小胞（synaptic vesicle) に貯

蔵され、後者は大型有芯小胞（large dense-core vesicle: LDCV）に貯蔵され

る。これらの神経伝達物質は神経終末よりカルシウム依存的な開口放出（エキ

ソサイトーシス）によってシナプス間隙へ放出される。この開口放出過程はシ

ナプス小胞の移動→形質膜との接着（Docking）→融合可能な状態への準備

（Priming）→カルシウムシグナル到達による小胞膜とシナプス前膜との融合

（Fusion）・開口→エンドサイトーシスに至る一連の反応過程から構成され 

(Fig. 1)、各過程にさまざまなタンパク質が関わっていることが報告されてい

る(Li and Chin, 2003)。開口放出によって細胞膜に移行した小胞のタンパク質

はエンドサイトーシスによって選択的に回収され神経終末内で小胞が再生され

る。しかし、このような完全な形での開口放出（Full Fusion) 以外に小胞膜と

細胞膜が部分的に融合した後完全な融合に至らない場合（kiss and run) もある
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ことが報告されている(Valtorta et al, 2001)。神経細胞ではkiss and runによ

る放出がむしろFull Fusionより多い割合で起こっていることが報告されている

(Aravanis et al., 2003; Gandhi and Stevens, 2003; Rizzoli and Betz, 

2003)。さらに長期抑制 (long-term depression: LTD)が起こっている小脳プ

ルキンエ細胞ではプレシナプスからの神経伝達物質の放出が減少しているが、

この状態のシナプスではkiss and  runの頻度が変化していることが報告されて

いることから、kiss and run機構が神経伝達物質の放出量の制御に関与してい

る可能性が示唆されている(Zakharenko et al., 2002)。

［開口放出に関わる細胞内分子］

1.SNAREタンパク質

　開口放出過程において、シナプス前部に存在するタンパク質の中でSNAREと

総称される膜タンパク質が神経伝達物質放出に中心的な役割を果たしていると

考えられている。SNAREは小胞膜に存在するv-SNAREと、細胞膜に存在するt-

SNAREとに区分される (Fig. 2)。神経シナプスおよび内分泌細胞では

synaptobrevin (VAMP-2)がv-SNARE、syntaxinおよびSNAP-25がt-SNAREに

相当する。SNAREタンパク質の小胞輸送への必要性については、細胞小胞輸送

に異常が生じた酵母変異体の原因遺伝子がSNAREタンパク質であったことから

明らかにされた。またsynaptobrevin (VAMP-2) およびSNAP-25をマウスにお

いてノックアウトすると開口放出が抑制される(Fergestad et al., 2001; 

Schoch et al., 2001)。さらにv-SNAREタンパク質と結合する領域を欠損した

Syntaxinを発現するショウジョウバエでは開口放出が抑制されることから複合

体形成が開口放出に重要である可能性が示唆されている(Washbourne et al., 

2002)。また、ボツリヌス菌や破傷風菌もしくはクモが産出する神経毒素タン
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パク質はsynaptobrevin、syntaxinおよびSNAP-25を特異的に切断して開口放

出を抑制することが報告されている(O'Connor et al., 1997)。ただし、これら

の神経毒素によってSNARE複合体を切断しても細胞膜に接着しているシナプス

小胞の数に変化がなかった。よってSNAREタンパク質は小胞膜と細胞膜が接着

した後のPrimingもしくはFusionの段階に関与している可能性が示唆される。

　このようにSNARE複合体が開口放出に重要であることは示されているが、

PrimingもしくはFusionの段階への関与については意見が分かれている。精製

したシナプス小胞とt-SNAREを組み込んだリポソームを混ぜ合わせると膜融合

が起こることからSNAREタンパク質のみでFusionの過程に働きうる可能性が示

唆されている(Weber et al., 2000)。しかしこの実験系によるFusionは細胞内

での小胞と細胞膜の融合の速度に比べてきわめて遅い。その一方でクロマフィ

ン細胞を用いた解析からSNARE複合体のみでは膜融合できず、SNARE複合体は

細胞膜と小胞膜の準備段階すなわちPrimingの過程を促進し即時開口プール

（Readily releasable pool: RRP)を増加に関与していることが報告されている

(Lonart and Sudhof, 2000)。最近SNAREタンパク質のみでは膜融合はできな

いが、これにカルシウムとカルシウム結合タンパク質であるSynaptotagminを

加えることにより膜融合が起こることが報告されている(Tucker et al., 

2004)。

2. SNAREタンパク質に結合するタンパク質

　最近SNAREタンパク質と結合してSNARE複合体の活性を制御するタンパク質

がいくつか報告されている。Syntaxinの結合タンパク質として発見された

Munc-18は、ノックアウトマウスにおいて神経伝達物質の放出が抑制されてい

ることが報告されている(Verhage et al., 2000)。またショウジョウバエにお
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いてMunc-18の変異体では細胞膜に接着しているシナプス小胞の数に変化がな

かったことから、Munc-18の機能としてDocking以降の過程すなわちPriming

もしくはFusionの過程で機能している可能性が示唆される(Weimer et al., 

2003)。 さらにMunc-18はkiss and run による放出過程にも関与する可能性も

報告されている(Fisher et al., 2001)。以上のことから Munc-18はSyntaxinと

直接結合してSyntaxinの構造を変化させることによりSNARE複合体の活性を変

化させ、開口放出に関与しているのではないかと推測されている。

　脳特異的に発現する遺伝子としてクローニングされたComplexinはSNAREタ

ンパクと結合することが報告されている。Complexinには2つのアイソフォー

ムがありComplexin1, Complexin2のダブルノックアウトマウスは開口放出が

抑制されている(Reim et al., 2001)。このとき細胞膜に接着しているシナプス

小胞の数に変化がなかったことから、ComplexinはDocking以降の過程に働い

ていることが示唆される(Reim et al., 2001)。Complexinのダブルノックアウ

トマウスで起こっている開口放出の抑制は高濃度カルシウムで開口放出の実験

を行う正常に回復することが示されている(Tokumaru et al., 2001)。さらに

Complexinはt-SNAREとv-SNARE結合を促進することが明らかになっている

(Tokumaru et al., 2001)。よってComplexinはSNARE複合体の形成を促進さ

せることによりPrimingもしくはFusionの過程に関与している可能性が示唆さ

れている。

　Munc-13はsyntaxin1と結合することによりSNARE複合体の形成を促進し、

またノックアウトマウスを用いた解析からPrimingへの関与が報告されている

(Augustin et al., 1999)  。Munc-13はジアセチルグリセロールとそのアナロ

グのホルボールエステルに結合するC1領域を持っている。この領域に変異を入

れてホルボールエステルとの結合できなくなったMunc13-1をノックインした
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マウスでは開口放出に異常があったことが報告されている(Rhee et al., 

2002)。よってMunc-13の活性はジアセチルグリセロールによって制御されて

いる可能性が示唆されている。

3. Rab3

　シナプス小胞の分泌には低分子量GタンパクであるRabファミリーのうち

Rab3が関与していることが知られている。線虫のRab3変異体は細胞膜に接着

している小胞の数が減少していることや、Rab3ノックアウトマウスにおいてシ

ナプス小胞のアクティブゾーンへの移行が減少することから、Rab3は小胞の細

胞膜への移行もしくは小胞膜と細胞膜の接着に関与していることが示唆されて

いる(Nonet et al., 1997)。なおRab3はDocking以降の過程にも関与する可能

性が電気生理学による実験から示唆されている(Geppert et al., 1997)。また

Rab3はLTPにも関与することが報告されている(Castillo et al., 1997)。Rab3

のエフェクター分子としてRabphilin, RIMなどがありGTP型依存的に結合するこ

とが報告されている。Rabphilinは開口放出への関与が報告されているが、

Rabphilinのノックアウトマウスの表現系が異なることからRabphilinの機能は

Rab3と必ずしも一致しないと考えられている(Schluter et al., 1999)。RIMは

線虫の変異株においてシナプス小胞のDockingに異常はないが開口放出には異

常がみられる(Wang et al., 1997)。なおRIMはMunc-13と結合することから

Primingに関与する可能性が考えられる(Schoch et al., 2002)。またRIMのノッ

クアウトマウスはLTPに異常が見られることが報告されている(Castillo et al., 

2002)。

［開口放出の時にカルシウムセンサーとして働く細胞内分子］

9



　神経細胞では脱分極による細胞内カルシウム濃度の上昇が引き金になって開

口放出が起こることから、開口放出を制御するなんらかのカルシウムセンサー

の存在が示唆されている。カルシウムセンサーとなるカルシウム結合タンパク

質にはEFハンドモチーフタンパク質、アネキシン類、C2ドメインを持つタン

パク質などが報告されている（なおC2ドメインとはPKCの制御領域に存在する

カルシウム結合領域である）。このなかで開口放出に関与するものとして、C2

ドメインをもつSynaptotagmin, DOC2, Munc-13, rabphilin3A, Rim, B/Kなど

が報告されている。そのうちSynaptotagminの開口放出におけるカルシウムセ

ンサーとしての働きが特によく研究されている。

　Synaptotagminは膜一回貫通型の膜タンパク質で、ほ乳類には少なくとも

13のアイソフォームがある(Marqueze et al., 2000; Sudhof, 2002)。これま

でSynaptotagminに関する研究はほとんどSynaptotagmin I (Syt I)が用いられ

てきた。SynaptotagminはN末端側に膜貫通領域が存在し、また細胞膜に存在

するC末端側の部分に二つのC2ドメイン (C2A, C2B)を持っている(Fig. 3)。

C2A領域にはカルシウムイオンが3つ、C2B領域にはカルシウムイオンが2つ結

合することが示唆されている(Marqueze et al., 2000)。C2A領域にはカルシ

ウム依存的にリン脂質やシンタキシンが結合し、C2B領域にはIP
4
, N-type 

channel, AP-2もしくはカルシウム依存的な二量体形成に関わっていることが

知られている(Sudhof, 2002; Yoshihara et al., 2003)。これらの分子とSyt I

の結合に必要なカルシウム濃度は5-20 µMであり、この濃度はシナプスから神

経伝達物質が放出される際の細胞内カルシウム濃度と一致する。さらにSyt Iの

C2A領域とリン脂質と結合できない変異型Syt I (R233Q)をノックインしたマ

ウスではカルシウム依存的な神経伝達物質の放出が抑制されたことから、C2A

領域とリン脂質の結合が開口放出に重要である可能性が示唆された

10



(Fernandez-Chacon et al., 2001)。ただし、C2A領域がカルシウムと結合で

きない変異型のSyt I (E233S)をノックインしたマウスでも開口放出が起こるこ

とから、C2A領域にカルシウムが結合することはSyt I の機能に必要ではないと

考えられる(Fernandez-Chacon et al., 2002)。同様に Syt Iが欠損したショウ

ジョウバエにC2A領域がカルシウムと結合できない変異型のSyt Iを発現させて

も機能が回復する(Mackler et al., 2002; Robinson et al., 2002)。一方 Syt I

が欠損したショウジョウバエにC2B領域がカルシウムと結合できない変異型の

Syt Iを発現させた場合では機能は回復されなかった(Mackler et al., 2002; 

Robinson et al., 2002)。よってSyt I がカルシウムセンサーとして機能する際

にはC2B領域にカルシウムが結合することが重要である可能性が示唆されてい

る。C2A領域はカルシウムと結合するがSyt Iの機能に関与しないと予想され

る。最近FRETを用いた解析からカルシウムと結合したC2B領域はC2A領域と

細胞内結合すること明らかになっている(Garcia et al., 2000)。よってC2B領

域はカルシウムと結合することによりC2A領域に働きかけC2A領域の機能であ

るリン脂質などの結合を促進しているのかもしれないと予想されている。また

Synaptotagminは細胞外領域で糖鎖修飾されること、N末端に存在するシステ

インによりジスルフィド結合により多量体を形成すること、さらに膜貫通領域

とC2A領域の間の領域（スペーサー領域）はアセチル基およびリン酸基が修飾

されることが報告されている(Marqueze et al., 2000; Nakhost et al., 

2003)。最近WNK1によってリン酸化されたSynaptotagmin IIはカルシウム依

存的なリン脂質との結合能が抑制されることが報告されていることから、リン

酸化はSynaptotagminの機能制御に重要である可能性が考えられる(Lee et al., 

2004)。
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［Synaptotagmin IVについて］

　Synaptotagmin IV (Syt IV) はこれまでに13種類報告されている

Synaptotagminのアイソフォームの一つであり、PC12細胞にカルシウム流入

を伴う高濃度のKCl 刺激（脱分極）をした際にmRNAの発現量が増加する分子

としてクローニングされた(Vician et al., 1995)。Syt I は恒常的に脳の全組織

に発現しているのに対して、Syt IV は誕生時では脳全体に発現しているが、成

長にしたがって海馬と小脳に発現が限定される(Berton et al., 2000)。また、

Syt IVのノックアウトマウスは運動および学習機能に障害が見られることが報

告されている(Ferguson et al., 2000)。

　Syt IVの機能については開口放出を促進するという報告と抑制するという相

反する報告が出されており意見が対立している。Syt IVが開口放出を負に制御

している根拠として、Syt IVを過剰発現させたショウジョウバエでは神経電位

の発生が減少すること、およびSyt Iに比べてカルシウム依存的なSyntaxin、 

N-type チャネル、 カルモデュリン、 およびリン脂質との結合が見られないと

いう結果(Littleton et al., 1999)やPC12細胞にSyt IVを過剰発現させると開口

放出の時間が抑制され(Wang et al., 2001; Wang et al., 2003)、また脳下垂

体由来のAt-20細胞にSyt IVを過剰発現させるとアセチルコリンの放出が抑制

されること(Eaton et al., 2000)、PC12細胞にSyt IVを過剰発現させるとヒト

成長ホルモンの放出が抑制されるという結果があげられる(Machado et al., 

2004)。Syt IVのC2A領域にあるグルタミン酸のうちのひとつがセリンに置き

換わっているためSyt IVのC2A領域はカルシウムと結合しないことが示されて

いる(von Poser et al., 1997)。この結果Syt IVはSyt Iとカルシウム依存的に

hetero-dimmerを形成した際には、Syt Iの機能を阻害するのではないかという

仮説が提唱されている。
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　その一方でSyt IVが開口放出を正に制御しているという報告もある。前述の

Syt IVを過剰発現させたショウジョウバエと同一系統のショウジョウバエを用

いても神経電位の発生は減少せず、さらにSyt Iを欠損したショウジョウバエに

Syt IVを過剰発現させると神経電位の発生を回復させるという結果が得られて

おり、即ちこの場合Syt IVはSyt Iと同様の機能を持ちうることが示唆された( 

Robinson et al., 2002)。またすい臓のβ細胞にSyt IVを過剰発現させるとkiss 

and runが抑制されFull Fusionで放出する小胞が増加し、かつ小胞が開口して

いる時間がより増大した(Tsuboi and Rutter, 2003)。またPC12細胞にSyt IV

の部分ペプチドを導入するとノルアドレナリンの放出が抑制されることや

(Thomas et al., 1999)、グリア細胞からのグルタミン酸の放出がSyt IVをノッ

クダウンさせることにより抑制されることが報告されている(Zhang et al., 

2004)。

　Syt IVは通常はゴルジ体に局在しているが、PC12細胞においてNGFで刺激を

すると未成熟小胞に存在したSyt IVが成熟小胞に移行することが観察されてい

る(Fukuda et al., 2003)。またSyt IVはショウジョウバエではSyt Iが存在する

軸索側ではなく、むしろ樹上突起側に存在していることが示されている

(Adolfsen et al., 2004)。

［開口放出の制御に関わるキナーゼ分子］

　開口放出は主に脱分極によるカルシウム流入がトリガーとなって起こる。し

かしこの開口放出の効率は様々な細胞外シグナルにより制御されていることが

知られている。このような開口放出を制御する分子機構は未だ多くの部分は解

明されていないが、これまでにキナーゼ（タンパク質リン酸化酵素）は細胞内

シグナル伝達の様々な生理現象を制御していることから、開口放出過程の制御
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も同様に関与しているのではないかと推測されている(Turner et al., 1999)。

1）PKC

　PKCを活性化するホルボールエステルやジアシルグリセロールを作用させる

と神経伝達物質放出が促進されることが報告されているが(Shoji-Kasai et al., 

2002)、その作用機構はさまざまであると考えられている。PC12細胞を用い

た実験ではPKCの活性化によってL-type カルシウムチャネルが活性化され、そ

の結果細胞内カルシウム濃度 が増加し神経伝達物質の放出が増加することが示

唆されている(Taylor et al., 2000)。しかしその一方でカルシウム流入以降の

過程をPKCが制御している可能性も報告されている。PKCが制御する基質の候

補として、in vitroでSynaptotagmin IおよびSNAP-25をリン酸化することが報

告されており(Nakhost et al., 2003; Shoji-Kasai et al., 2002)、またMunc-

18のリン酸化を介して膜融合の過程を制御している可能性が示唆されている

(Barclay et al., 2003)。

2)PKA

　海馬CA3領域ではcAMP依存的にグルタミン酸放出が促進される(Trudeau et 

al., 1996)。その際Snapsin, RIM, SNAP-25がリン酸化されることから、これ

らの分子がPKAの基質の候補である可能性が報告されている(Chheda et al., 

2001; Lonart et al., 2003)。またクロマフィン細胞ではPKA阻害剤KT5720

とPKAの活性を阻害するPKI (protein kinase inhibitor)の部分ペプチドを共に加

えることにより開口放出が抑制されることからPKA経路が開口放出に必要であ

ることが示されている(Nagy et al., 2004)。またこの時PKAはSNAP-25の

Thr138のリン酸化を介して放出可能プールを増加させている可能性が示唆さ

れている。
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3)Cdk5

　Cdk5阻害剤olomousineを作用させるとノルエプネフィリンの放出が抑制さ

れることやCdk5の活性化因子であるp25を発現させるとノルエプネフィリンの

放出能は増強されることから、Cdk5が神経伝達物質の放出に関与することが示

唆されている(Fletcher et al., 1999)。Cdk5の基質候補としてはMunc-18報告

されており、Munc-18のT574のリン酸化によりシンタキシンとの複合体形成

の解離が促進されることが示されている(Fletcher et al., 1999)。さらに、活

性型cdk5の過剰発現によりkiss and run機構が促進され、かつMunc-18の

T574変異体の過剰発現によりkiss and run機構が抑制されたことからcdk5は

Munc-18によるkiss and runを介することにより開口放出に関与する可能性が

考えられる(Barclay et al., 2004)。

4)tyrosine kinase

　シナプス小胞にはsrcの存在が報告されておりtyrosine kinaseの関与が考え

られてきた。PC12細胞にtyrosine kinase阻害剤AG839を作用させると開口放

出が促進され、またsrcの過剰発現は開口放出を抑制することからチロシンキ

ナーゼは抑制的に機能していることが示唆される。しかし、この系ではin vitro

の基質として知られているsynaptophysinのリン酸化が確認されなかったこと

から、別の基質の存在が示唆されている(Ohnishi et al., 2001)。

6)MAPK

　ラットの大脳から得られたシナプス小胞を用いた実験からBDNFによる放出

の促進にMAPキナーゼが関与していることが示唆されている(Jovanovic et al., 
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2000)。またPC12細胞においてNGFによって促進される開口放出はMAPキ

ナーゼ阻害剤U0126で抑制される(Amino et al., 2002)。この時のMAPキナー

ゼの基質としてはシナプシンが候補として考えられており、in vitroの系では

MAPKによるリン酸化によってシナプシンのアクチン重合促進能が低下するこ

とが報告されている(Jovanovic et al., 1996)。

7) その他

　PC12細胞においてNGFやBDNFによって促進される開口放出はPI3-kinase阻

害剤LY294002で抑制されることからPI3-kinaseの関与が示唆されている

(Amino et al., 2002)。またRhoの下流で働くROCKがSNARE複合体形成に関与

するtomosynをリン酸化して機能を制御することが報告されている(Sakisaka 

et al., 2004)。

［JNKについて］

　JNK/SAPK (c-Jun NH
2
-terminal Kinase/Stress-activated protein kinase) 

はMAP キナーゼファミリーに属するセリン/スレオニンキナーゼであり、DNA

損傷、熱ショック、タンパク質合成阻害、浸透圧変化、紫外線、その他の物理

化学的ストレス、IL-1 (Interleukin-1)やTNF-α(tumor necrosis factor-α)と

いった炎症性サイトカインの刺激、虚血などの生理的ストレス、生存因子除去

などの様々なストレス条件下で活性化される(Davis, 2000)。 JNKは現在まで

に3種類の遺伝子が同定されており、そのうちJNK1, JNK2は組織全体で発現し

ているのに対して、JNK3は脳、心臓、精巣に発現する(Davis, 2000)。JNKの

直接の活性化因子にはMKK4とMKK7が知られており、これら両キナーゼを活

性化するキナーゼは多数報告されている(Davis, 2000)。このことはJNKが多
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様な刺激で活性化することを反映していると考えられている。

　JNK経路は様々な細胞に対するストレスで共通に活性化することから、JNK

経路の機能のひとつにストレス応答が考えられる。実際、JNK1, JNK2のダブ

ルノックアウトマウス由来の細胞ではUV刺激をしてもシトクロムcの放出が起

こらずアポトーシスが起きなくなることから、紫外線によるアポトーシス誘導

というストレス応答にはJNKが必要であることが示唆される(Tournier et al., 

2000)。また、JNK3ノックアウトマウスでは発生上目立った異常は見られな

いが、グルタミン酸受容体のアゴニストであるカイニン酸による海馬細胞の興

奮毒性死が起こりにくくなっており、このことはJNK3がグルタミン酸レセプ

ターの下流で細胞死を誘導するのに関与していることを示唆している(Yang et 

al., 1997)。

　ただしJNK経路はストレス応答以外の生理現象にも関与していることが示さ

れている。例えばJNK1, JNK2のダブルノックアウトマウスでは脳の発生段階

において前脳でアポトーシスしている細胞の割合が上昇し、また後脳ではアポ

トーシスをしている細胞の割合が減少し背側神経の閉鎖異常が起こることが報

告されていることから、JNKが発生過程にも関与していることが示されている

(Kuan et al., 1999)。またラット上皮細胞由来のNBT-II細胞においてJNK経路

を抑制すると細胞移動能が低下することからJNKは運動性にも関与することが

示された(Huang et al., 2003)。さらに線虫に存在するJNKホモログの一つで

あるJNK-1は神経系に局在しており、その機能欠損型変異体において運動機能

に障害が見られかつシナプス小胞の局在に異常があることが報告されているこ

とから神経機能の制御においてもJNKが重要な役割を果たす可能性がある

(Byrd et al., 2001; Kawasaki et al., 1999)。
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［本研究の内容について］

　今回、我々はPC12細胞を用いてNGFによる開口放出過程の促進がMAPキ

ナーゼスーパーファミリーに属するJNK阻害剤SP600125、またはJNKの活性

を阻害するJBD（JIP-1のJNK binding domain)の発現により抑制されることを

見い出した。また活性型JNKの発現により開口放出過程が促進されることも判

明した。

　さらに我々はin vitroおよびin vivoでJNKがSyt IVと結合し、またJNKがSyt 

IVの135番目のセリン残基をリン酸化することを見い出した。またSyt IVのリ

ン酸化部位をアラニンに置換した非リン酸化型のSyt IVは、野生型のSyt IVと

異なりカルシウム依存的なヒト成長ホルモンの放出を促進しなかった。さらに

NGF依存的な成熟分泌小胞への局在がJBDによって阻害されることも示され

た。以上の結果より、NGFのシグナルがJNKを活性化することによりSyt IVを

標的としカルシウム依存的な開口放出を促進していることが示された。
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方法

材料

　SP600125はBioMolより、nifedipine, G418, PuromycinはNacalaiより、イ

オノマイシンはSigmaより、NGFはPromegaより購入した。

抗体

　抗リン酸化 JNK 抗体、抗 c-Jun 抗体、抗リン酸化 c-Jun 抗体はCell

Signalingより、抗 JNK 抗体 (C17), 抗 Myc 抗体 (9E10)はSanta Cruzより、抗

Flag 抗体(M2)はSigma、抗ヒト成長ホルモン抗体はDAKOより、抗 Rab3 抗

体、抗syntaxin6 抗体はBD Bioscienceより、抗 GAPDH 抗体はChemiconよ

り、抗Synaptotagmin I 抗体 (SFY-148)はStressgenより、Alexa 488 抗 マウ

ス IgG抗体はMolecular Probesより入手した。抗 Synaptotagmin IV 抗体は福

田博士より頂いた。抗リン酸化Synaptotagmin IV Ser-135抗体は、KLH

(Keyhole Limpet Hemocyanin)を結合させたSynaptotagmin IVのリン酸化ペ

プチド（EGEKESVpSPESLK）をウサギに免疫して作成した。

プラスミド

　ニューロペプチドYと改変型Green fluorescence protein (GFP)である

Venusの融合タンパク質をほ乳類細胞で発現するプラスミド (pEF-BOS NPY-

Venus)は宮脇博士より頂いた。レトロウイルスによるJBD発現プラスミド

(pMX-IRES-puro-JBD)はR.Davis 博士 より頂いたプラスミドをpMX-IRES-

PuroのEco RI-Xho I部位に挿入して作成した。レトロウイルスによる活性型

MKK7および不活性型MKK7発発現プラスミド (pMX-IRES-puro-active
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MKK7, pMX-IRES-puro-Inactive MKK7)は森口博士より頂いた活性型

MKK7 (MKK7γ-1 S271D,T275E, S277D)および不活性型MKK7 (MKK7γ-

1 S271A,T275L, S277A)をpMX-IRES-PuroのBam HI部位に挿入して作成し

た。pCDA3-Flag-JNK1α1、pCDA3-Flag-JNK2α2、pCDA3-Flag-JNK3α

2はR.Davis 博士 より頂いた。またpCDA3-Flag-JNK1α1をQuikChange

Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用いてJNK1のD162をThr

に、D326、E329、E329をAspに置換した変異型JNK1を発現するプラスミド

（pCDA3-Flag-JNK1 DT (D162T) , pCDA3-Flag-JNK1 CDm (D326N,

E329N, E329N), pCDA3-Flag-JNK1 all (D162T, D326N, E329N, E329N)）

を作成した。Two-hybrid法に用いるプラスミドについては、まずJNK1,

JNK2, JNK3をQuikChange Site-Directed Mutagenesis KitによりJNK1α1

K55をMet、JNK2α2 K55をAla、JNK3α2 K93をMetに置換したものを

pBride (Clontech) のBam HI部位に挿入し、またMAPKもしくはp38を

pGBD9 (Clontech)のBam HI部位に挿入して作成した。6xHisとMKK7-JNK1

の組み替えタンパク質を大腸菌で発現するプラスミド(pET28a-MKK7-

JNK(WT), pET28a-MKK7-JNK (KN))については、善岡博士より頂いた

MKK7-JNK1のプラスミドを用いてQuikChange Site-Directed

Mutagenesis Kit (Stratagene)によりLys434, 435をMetに置換したキナーゼ

変異体を作成した後にpET28a (Novagene)のBam HI部位に挿入して作成し

た。またMKK7-JNK1の野生型およびキナーゼ変異体をpCDNA3のBam HI部

位に挿入してほ乳類細胞での発現プラスミドを作成した(pCDNA3-MKK7-

JNK(WT), pCDNA3-MKK7-JNK (KN))。c-JunとGSTの組み替えタンパク質

を大腸菌で発現するpGEX-3X-c-Jun (1-79) は日比先生より頂いた。

　ヒトSynaptotagmin IVはかずさDNA研究所より頂いたKIAA1342を用い
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た。6xHisとSynaptotagmin IVとの組み替えタンパク質を発現するプラスミド

(pET28a-Syt IV)、およびGSTとの組み替えタンパク質を発現するプラスミド

(pGEX-6P1-Syt IV)についてはpET28a (Novagene)のXhoI部位および、

pGEX-6P1 (Amersham Biosciences)のXho I部位に挿入して作成した。

Synaptotagmin IV (Syt IV)の各種リン酸化部位変異体と6xHisとの融合タンパ

ク質を発現するプラスミドについてはT48をAla, S114をAla, T122をAla, S135

をAla, T349をAlaに置換した変異体をQuikChange Site-Directed

Mutagenesis Kitを用いて作成しそれぞれpET28aのXho IとNot I部位に挿入

して作成した。Syt IVの各種欠損変異体とGSTの融合タンパク質を発現するプ

ラスミドについてはSynaptotagmin IVの83番目から276番目(Spacer領域と

C2A領域）、149番目から426番目(C2A領域とC2B領域）　83番目-159番目

(Spacer領域）、149番目-276番目(C2A領域）,　286番目-426番目(C2B領

域）のアミノ酸残基をPCR法により増幅して pGEX-6P1のXhoI部位に挿入し

て作成した。レトロウイルスによるSynaptotagmin IVの野生型もしくは

S135Aの発現プラスミド (pMX-IRES-puro-Syt IV (WT), pMX-IRES-puro-

Syt IV (S135A))については、Mycタグを付加したプライマーによりPCRを行い

pMX-IRES-PuroのXho I部位に挿入して作成した。ほ乳類細胞での

Synaptotagmin IVの野生型もしくはS135Aの発現プラスミド (pCS4-Myc-Syt

IV (WT), pCS4-Myc-Syt IV (S135A))はpCS4-MycのXho I部位に挿入して作

成した。またSyt IVの野生型もしくはS135Aの44番目-426番目のアミノ酸残

基をPCR法により増幅してpCS4-MycのXho I部位に挿入して膜貫通領域欠損

型(TMΔ)のSyt IVを発現するプラスミドを作成した (pCS4-Myc-Syt IV TMΔ

(WT), pCS4-Myc-Syt IV TMΔ (S135A))。ヒト成長ホルモン発現プラスミド

(pCDNA3-hGH) はHGH-TGES 100T KitをNicholes Instituteより購入し付
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属のヒト成長ホルモンのcDNAをpCDNA3（invitrogen）のBam HIとEco RI

部位に導入して作成した。Synaptotagmin IVのノックダウンするsiRNAを発

現するプラスミド ( pSilencer-Syt IV ) については5'-

CTCCCCATATAAAGCGACATTCAAGAGACTCCCCATATAAAGCGACATTT

TTT-3'と5'-

AATTAAAAAATGTCGCTTTATATGGGGAGTCTCTTGAATGTCGCTTTATAT

GGGGAGGGCC-3'のオリゴDNAをpSilencer (Ambion)のApa IとEco RIの部位

に挿入して作成した。なお前記のプラスミドのコントロール (pSilencer-

control)として5'-

GAAGTTTGGAGGAGATGACTTCAAGAGAGAAGTTTGGAGGAGATGACTTTT

TT-3'、5'-

AATTAAAAAAGTCATCTCCTCCAAACTTCTCTCTTGAAGTCATCTCCTCCA

AACTTCGGCC-3'のオリゴDNAをpSilencer (Ambion)のApa IとEco RIの部位

に挿入したものを作成した。

細胞および形質転換法

　細胞はPC12、COS-1、PLAT-Eを用いた。PC12はDulbecco's Modified

Eagle Medium (D-MEM) に10％ Fetal Bovine serum (FBS) と5％Horse

Serum (HS)を加えた培地を用いた。COS-1およびPLAT-EはD-MEMに10％

FBSを加えたものを用いた。それぞれの細胞は5％CO2存在下の37℃の条件下

で培養した。

　PC12細胞の形質転換にはLipofectamine2000 (invitrogen)を用いた。PC12

細胞をポリリジンコートした6well プレートに一枚当たり7.5x105cellsまき4 µg

のDNAに対して10 µlのLipofectamine2000を加えた。NPY-Venusを発現す
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るクローンの作成の際には形質転換から3日後にG418を750 µg/mlを加え2週

間培養した後にクローンリングを用いてNPY-Venusを発現している細胞をク

ローン化した。COS-1およびPLAT-E細胞の形質転換にはFuGENE6 (Roche

Molecular Biochemicals) を用いた。COS-1細胞は6well プレートに一枚当た

り2X105cellsまき2 µgのDNAに対して 4 µlのFuGENE6を加えるか、10cm プ

レートに一枚当たり1X106cellsまき10 µgのDNAに対して30 µlのFuGENE6を

加えた。PLAT-E細胞は 10cm プレートに一枚当たり1X106cellsまき10 µgの

DNAに対して30 µlのFuGENE6を加えた。

レトロウイルスを用いた遺伝子の導入

　pMX-IRES-Puroに各種遺伝子を挿入したプラスミドをパッケージング細胞

のPLAT-EにFuGENEを用いて導入した。PLAT-Eは32℃で3日培養して組み

換えレトロウイルスを作成した。その上清培地を10000g, 4℃で終日遠心して

レトロウイルスを濃縮したのちにPC12細胞に加えて、3日後に培地中に

Puromycinを750 ng/mlになるように加えてプラスミドが導入された細胞を選

別した。

イムノブロット法

　細胞をPBSで洗浄後、可溶化バッファー [150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl

(pH7.5), 10 mM β-glycerophosphate, 5 mM EGTA, 1 mM Na
4
P
2
0
7
, 5 mM

NaF, 1 mM Na
3
VO

4
, 1 mM dithiothreitol, 0.5% Triton X-100 + protease

inhibitor (1 mM PMSF, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml pepstatin A, 5 µg/ml

aprotinin)]で細胞を破砕し細胞破砕液とした。細胞破砕液を遠心し (20000g,

4℃, 20分）上清を細胞抽出液として回収した。細胞抽出液はSDSポリアクリ
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ルアミドゲル電気泳動法によって分離しPolyvinylidene Fluoride(PVDF) 膜

(Millipore) に転写した。0.3％スキムミルクを含むTBSバッファーで1時間イ

ンキュベーションしてブロッキングした後、一次抗体を含む0.3％スキムミ

ルク/TBSバッファー中に4℃で終夜反応させ、0.05％Tween-20を含むTBS

バッファーで3回洗浄したのちhorse radish peroxidaseを結合した二次抗体

を含む0.3％スキムミルク/TBSバッファー中に室温で1時間反応させた。最

後にTBS-T Bufferで3回洗浄したあと発色反応をおこなった。発色には

Western Blot Chemiluminescence 試薬（PerkinElmer）を用いて行いX線

フィルムを用いて検出した。

カルシウム依存的に放出されたNPY-Venusの測定

　培地中に放出されたNPY-Venusの検出は以下の方法で行った。

PC12:NPY-Venus細胞を6wellのplateあたり3x105cellsまき48時間培養し

た。その後培地中のフェノールレッドはNPY-Venusの蛍光を阻害するため

DME培地からフェノールレッドを含まないDME培地（10%FBS, 5％HS) に

置換した。次に高濃度 KCl 培地 (85 mM NaCl, 60 mM KCl, 2.5 mM CaCl
2
,

1.2 mM MgSO
4
, 1.2 mM KH

2
PO

4
, 20 mM HEPES (pH7.4), 11 mM

Glucose) 、もしくは低濃度 KCl 培地 (140 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.5 mM

CaCl
2
, 1.2 mM MgSO

4
, 1.2mM KH

2
PO

4
, 20 mM HEPES (pH7.4), 11 mM

Glucose )220 µlに置換し、3分, 37℃で培養した。その後に培養上清を200 µl

回収してELISA-PLATE (Sumilon) に入れ、Venusの蛍光をSPECTRAmax

Gemini (Molecular Devices) で励起波長507、検出波長537で検出した。こ

の実験は3回おこないグラフにはmean±SDを記載した。
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カルシウム依存的に放出されたヒト成長ホルモンの測定

　培地中に放出されたヒト成長ホルモンの検出は以下の方法で行った。

PC12を6wellのplateあたり3x105cellsまき、24時間培養後3 µgのpCDNA3-

hGHおよび1 µgの他の発現プラスミドをLipofectamine2000を用いて導入

した。48から72時間後細胞を低濃度 KCl 培地で洗浄後、高濃度 KCl 培地も

しくは低濃度 KCl 培地を220 µl加えて3分37℃で培養した。その後高濃度

KCl 培地を加えたサンプルは培養後上清をを200 µl回収し、低濃度 KCl 培地

を加えたサンプルは上清を除いた後200 µlの細胞破砕液を加えた。回収した

高濃度 KCl 培地および細胞抽出液をSDSサンプル処理後に抗成長ホルモン抗

体によるイムノブロットにより検出した。イムノブロットで検出された発光

はATTO Cool Saver（Atto）で検出し、得られた発光強度はATTO CS

analyzer software (ver 1.0) (Atto) を用いて定量した。この実験は3回おこ

ないグラフにはmean±SDを記載した。

two-hybrid法によるscreening

　実験には出芽酵母 (S. cerevisiae) のPJ69-4A株 (MATa leu2-3,112 trp1-

901 ura3 -52 gal4Δ gal80Δ ade2::GAL2-ADE2 LYS2::GAL1-HIS3

met2::GAL7-lacZ を使用した(James et al., 1996)。まず酢酸リチウム法を

用いてDBD-JNK1α1 K55M, DBD-JNK2α2 K55AおよびDBD-JNK3α2

K93Mを発現するプラスミドと、cDNAライブラリーでPJ69-4A株を形質転

換した。次にこの形質転換体を第一次スクリーニングとしてヒスチジン欠損

培地にまいた。また同時に非選択培地にまくことにより、実際に得られた形

質転換体の数を推定した。ライブラリーはHumanのFetal Brain由来のcDNA

ライブラリー (Clontech) を用いた。なお、このcDNAライブラリーの独立
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クローンの数は3x106 であり、ポリdTプライミング法によってcDNAが合成

されている。酵母の形質転換は酢酸リチウム法に従った。得られた形質転換

体は必要なアミノ酸や塩基を含んでいるSD寒天培地上にまき、30℃で3~5

日間培養した。第一次スクリーニングの段階で陽性だったクローンを第二次

スクリーニングとしてさらにアデニン欠損培地に移して相互作用の確認をし

た。この段階でもコロニーを形成できるクローンが、真のDBD-JNKと相互

作用するタンパク質をコードしている可能性が高いと考えられる。次にこの

細胞からプラスミドDNAの単離をおこない再形質転換を行って疑似陽性では

ないこと（得られた表現型が酵母の変異またはライブラリー単独によるもの

ではないこと）を確認した後、DNA シークエンサーによって塩基配列の決定

を行った。

組み換えタンパク質の精製

　GST-Syt IV, GST-c-Jun (1-79)タンパク質の精製は下記の方法に従っ

た。BL21-Gold(DE3)菌株をpGEX6P-1, GST-Synaptotagmin IV, GST-c-

Jun (1-79) で形質転換し、アンピシリンを含むLB培地で培養し、IPTG

(isopropyl-Thio-B-D-galactopylanoside) 0.5 mMを37℃で2時間で発現を

誘導した。その後大腸菌を回収し、Sonication Buffer ( 50 mM Tris-HCl

(pH 8.0), 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 1 mM PMSF )で

再懸濁して超音波処理により細胞を破砕した。その後Triton X-100を最終濃

度が1％になるように加え20000g, 40分 4℃で遠心した。細胞破砕液を0.45

µmサイズフィルター (Millipore）で濾過して2 mlのGlutathione-

Sepharose (Amersham Biosciences)に注入した。カラムは10 ml PBSで洗

浄したのちにGlutathioneを含むPBSで組み換えタンパク質を溶出させた。
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　His-MKK7-JNK1, His-Synaptotagmin IV は下記の方法に従った。

BL21-Gold(De3)菌株をpET28a His-MKK7-JNK1, His-Synaptotagmin IV

で形質転換し、カナマイシンを含むLB培地で培養し、IPTG (isoprppyl-B-D-

galactopilanoside) 0.5 mMを37℃で2時間で発現を誘導した。その後大腸菌

を回収し、Binding Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 20 mMイミダゾー

ル) で再懸濁して超音波処理により細胞を破砕した。その後Triton X-100を

最終濃度が1％になるように加え20000g, 40分 4℃で遠心した。細胞破砕液

を0.45 µmサイズフィルター (Millipore）で濾過してこの破砕液をニッケル

カラム（invitorogene)に加えて、60 mMから1Mのイミダゾール勾配により

タンパク質を溶出して、組み替えタンパク質を精製した。

　組み換えタンパク質の検出は、電気泳動後CBB染色およびイムノブロット

法で行った。溶出させた組み換えタンパク質は透析Buffer (20 mM Tris-HCl

(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM

PMSF, 0.1%(v/v)aprotinin) で透析した。

in vitro キナーゼアッセイ

　前述の方法で精製した6xHisと野生型もしくはキナーゼ変異型のMKK7-

JNK1の組み替えタンパク質を1サンプルにつき5 ngを加えて反応に用いた。

また、基質には野性型 Synaptotagmin IV、Synaptotagmin IV S44A、

Synaptotagmin IV S112A、Synaptotagmin IV T124A、Synaptotagmin

IV S135A、Synaptotagmin IV S349AとのGSTもしくは6xHisの融合蛋白質

を用いた。反応条件は[γ-32P]-ATPを含む20 mM Tris-HCl (pH7.5), 15 mM

MgCl2, 100 µM ATPの反応液の条件下37℃で30分おこなった。反応は

Laemmliのサンプルバッファーを加え煮沸により止めた。その後SDSポリア
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クリルアミドゲル電気泳動法によってタンパク質を分離しオートラジオグラ

フィーで32Pの取込みを検出した。

GST pull down assay

　COS-1細胞を10cm dish に1X106まき各種プラスミドを導入し一晩培養し

た後、細胞を回収して15000g 20分遠心して上清の細胞抽出液をGST pull

down assayのサンプルとした。この細胞抽出液をGST-Syt IVもしくは

GST-c-Junが結合しているグルタチオンビーズに加えて2時間4℃で回転培養

した。その後にPBSで洗浄して LaemmliのSDSサンプルバッファーを加えて

GST-Syt IVもしくはGST-c-Junと共沈してくるFlag-JNKを坑Flag抗体によ

るイムノブロット法で検出した。

免疫共沈法

　PC12細胞を10cm Dish一枚あたり2X106細胞まき、24時間後細胞をPBSで

洗浄したのちRadioimmune precipitation Buffer ( 2 mM Tris-HCl (pH7.5),

5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 1.0% Sodium deoxycholate,

0.025% SDS ) を用いて細胞を回収して超音波処理したのち15000g 20分で遠

心したのちその上澄を細胞破砕液として用いた。その後細胞破砕液に抗体を

加え氷上で2時間置いた後、Protein G-Sepharose ビーズ (Amersham

Biosciences) を加え、30分 4℃で回転培養した。その後ビーズを3回PBSで

洗浄して LaemmliのSDSサンプルバッファーを加えてイムノブロット法によ

り検出した。

細胞染色
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　PC12細胞をポリリジンコートしたカバーガラスを入れた12wellプレート

に2X105まき、48時間後4％パラホルムアルデヒドにより37℃で10分固定し

た。次に0.3％Triton X-100を含むPBSに3分入れて細胞を可溶化した。PBS

で洗浄したのちにブロッキングバッファー (3％ bovine serum albuminを含

むPBS) で1時間培養した。その後抗Synaptotagmin IV抗体を含むブロッキ

ングバッファーで4℃一晩反応させた。その後PBSで3回洗浄し蛍光標識され

た坑ウサギ抗体（Alexa 488 anti-Rabbit from Donkey )とZenon labeling

Kit 546 (Molecular Probes）で標識したAnti-Rab3a 抗体、Zenon labeling

Kit 643で標識したAnti-syntaxin6 抗体 を含む Blocking Bufferで室温1時

間反応させた。その後染色した細胞をガラス上にマウントして、共焦点レー

ザ顕微鏡（LSM-510, Zeiss）により観察した。
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結果

1　NGFによる開口放出促進におけるJNKの必要性の検討

1-1　開口放出を測定する細胞の作成

　まず開口放出を測定する実験系の確立を行った。今回の実験では開口放出を

解析する細胞系としてPC12細胞を用いることにした。PC12細胞は副腎随質に

由来し脱分極によるカルシウム流入により大型有芯小胞から神経ペプチドおよ

びホルモンを放出することが知られている。大型有芯小胞からの放出機構はシ

ナプス小胞からの放出機構と比較して分子機構に様々な共通点があることから

カルシウム依存的な開口放出のモデル系として用いられている。開口放出の検

出にはNagaiらによって開発された神経ペプチドの一種であるニューロペプチ

ドYと改変型GFPであるVenusとの融合タンパク質 (NPY-Venus) を用いた

(Nagai et al., 2002)。ニューロペプチドYは大型有芯小胞より放出される神経

ペプチドで、Venusは改変型YFPの一種であり通常のGFPもしくはYFPに比べて

低pH条件下にある小胞内でも蛍光活性が保たれるという性質を持っている。

　始めにこの細胞でカルシウム依存的な開口放出が起こるかを調べるために予

備実験を行った。まずNPY-Venusが安定的に発現するPC12細胞 (PC12:NPY-

Venus) を作成して以下の実験に用いた (Fig. 5A)。この細胞に60 mM KClを含

む培地（高濃度KCl培地）もしくは4.7 mM KClを含む培地 (低濃度KCl培地)を

加えて、3分培養した後に放出されるNPY-Venusの量を蛍光強度により測定し

た。実験の結果、脱分極を引き起こさない低濃度KCl培地ではNPY-Venusの放

出がほとんど起こっていないが、脱分極を引き起こす高濃度KCl培地ではNPY-

Venusの放出が起こっていることが確認された (Fig. 5B) 。この時あらかじめ

100 ng/ml NGFで1時間刺激をすると低濃度KCl培地ではNPY-Venusの放出が
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ほとんど起こっていないが、高濃度KCl培地ではNGF刺激をしていない細胞と

比較して約1.5倍NPY-Venusの放出量は増加していた (n=3, P<0.025, 

Student's t-test)。また低濃度KCl培地もしくは高濃度KCl培地に10 mM EGTA

を加えてカルシウムイオンをキレートした場合ではNPY-Venusの放出は起こら

なかった。以上のことからこの系においてNGF刺激によりカルシウム依存的な

開口放出が促進されることが示された。

1-2　JNK阻害剤SP600125による開口放出の抑制について

　NGF刺激による開口放出の促進におけるJNKの必要性について検討した。

JNK経路の活性化はリン酸化Thr183, Tyr185 JNKを認識する抗体、もしくは

JNKによってリン酸化されるSer63 c-Junを認識する抗体を用いたイムノブ

ロット法で検出した。NGF刺激(100 ng/ml, 1h)によりリン酸化JNKもしくは

リン酸化c-Junに対する抗体が強く反応した。一方JNK阻害剤SP600125をあ

らかじめ(20 µM, 30min) 加えておくとNGF刺激によるリン酸化JNKもしくはリ

ン酸化c-Junに対する抗体の反応はコントロールにNGF刺激をした時に比べて

減少した (Fig. 5C)。この条件下でカルシウム流入によるNPY-Venusの放出量

を測定したところNGF刺激によりNPY-Venusの放出が促進されたが、この時培

地中にSP600125をあらかじめ加えておいた場合では顕著に減少 (32.58％±

4.49％)していることが判明した  (Fig. 5D) (n=3, P<0.005, Student's t-

test)。よってNGF刺激によるカルシウム流入依存的な開口放出の促進がJNK阻

害剤SP600125によって抑制されることが示された。ただしキナーゼ阻害剤の

いくつかは非特異的にカルシウムチャネルを阻害することにより開口放出を抑

制する場合があることが報告されている(Pereira et al., 2002)。そこで次に

SP600125がカルシウムチャネルを抑制することにより開口放出を抑制したの
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かについて検討した。カルシウムチャネル非依存的にカルシウム流入をおこす

イオノフォアであるイオノマイシンを用いて実験をおこなった。もし

SP600125による効果がカルシウムチャネルの機能を阻害したことが原因なら

ば、イオノマイシンによる開口放出はたとえSP600125を加えていても抑制さ

れないことが予想される。実験の結果、イオノマイシンによって開口放出を誘

導した場合でもNGF刺激によりNPY-Venusの放出が促進されたが、培地中に

SP600125をあらかじめ加えておいた場合も減少 (24.44％±12.21％)してい

ることが判明した (Fig. 5E) (n=3, P<0.01, student's t-test)。このことから

SP600125による開口放出の抑制はカルシウムチャネルに依存しないことが示

唆された。なお高濃度KClによる開口放出はカルシウムチャネル依存的で、イ

オノマイシンによる開口放出はカルシウムチャネル非依存的であることはFig. 

5Fの結果からL-typeカルシウムチャネルの阻害剤であるNifedipineを作用させ

ると高濃度KClによる開口放出はコントロールと比較して約95％減少したのに

対してイオノマイシンによる開口放出は抑制されなかったことから確認され

た。これらの結果からNGFによって促進される開口放出はJNK阻害剤

SP600125によって抑制され、かつSP600125はカルシウム流入の下流の過程

を抑制していることが示唆された。

1-3　JBDを用いた開口放出におけるJNKの必要性の検討

　SP600125はJNK経路を特異的に抑制する薬剤として作成されたが(Bennett 

et al., 2001)、JNK経路以外のキナーゼであるERK2なども抑制されることが最

近報告されている(Bain et al., 2003)。ERK2を含む古典的MAPキナーゼ経路は

NGFによる開口放出に必要であることがPC12細胞において報告されているこ

とから(Amino et al., 2002)、SP600125による開口放出の抑制はJNK経路で
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はなくMAPK経路を抑制したためである可能性も考えられる。そこで

SP600125以外にJNK経路を特異的に抑える方法としてJBD (JIP-1のJNK結合

領域(127-281) ) を用いて実験を行うことにした。JBDはJNKと直接結合する

ことによりアロステリックに酵素活性を阻害し、かつMAPK経路とp38経路は

抑制しないことが報告されている(Barr et al., 2002; Heo et al., 2004)。そこ

でレトロウイルスを用いてJBDを発現するプラスミドをPC12:NPY-Venus細胞

に導入し、NGF刺激による開口放出の促進について検討した。まずNGF刺激に

よるJNKおよびc-Junの活性化をイムノブロットにより検出した結果、JBDを発

現している細胞にNGF刺激をした場合ではコントロール細胞にNGF刺激をした

場合と比較してリン酸化JNKに対する反応は減少しなかったが、リン酸化c-

Junに対する抗体の反応が減少した (Fig. 6A)。よってNGF刺激によるJNK自身

のリン酸化はJBDでは抑制されないが、JNK によるc-Junのリン酸化は抑制さ

れることが示唆された。従ってJBDはJNKの酵素活性すなわち基質をリン酸化

する過程を阻害していることが考えられる。次にこの条件での開口放出の実験

を行った。その結果コントロール細胞ではNGF刺激により高濃度KClによる

NPY-Venusの放出が約1.5倍上昇したが、JBDを発現している細胞ではNGF刺

激を行っても高濃度KClによるNPY-Venusの放出はほとんど促進されなかった

(Fig. 6B) (n=3, P<0.05, Student's t-test)。また高濃度KClの代わりにイオノ

マイシンにより開口放出を誘導した場合でも、NGF刺激により開口放出は約

1.5倍上昇したがJBDを発現する細胞ではNGF刺激をしてもNPY-Venusの放出

はほとんど促進されなかった(Fig. 6C) (n=3, P<0.025, Student's t-test)。以

上の結果かNGF刺激による開口放出の促進にはJNKの活性が必要であることが

示された。
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2　開口放出におけるJNKの十分性の検討

　次にNGF刺激を行わなくてもJNK経路を活性化すれば開口放出が促進される

かどうか検討した。本研究で用いているPC12細胞においてJNKを強く活性化さ

せると細胞死が誘導されることが知られている。そこでJNK経路をマイルドに

活性化させる方法としてJNKを特異的にリン酸化するMAPKKであるMKK7の活

性型を発現することにした。MAPKKKにリン酸化されるS287, T291, S293を

酸性アミノ酸に変異しリン酸化を模倣したMKK7 ［S287D, T291E, S293D］

を活性型MKK7として用いた(Moriguchi et al., 1999)。一方、リン酸化部位を

アラニンに置換したMKK7 ［S287A, T291A, S293A］を不活性型MKK7とし

て用いた。これらのMKK7を発現するプラスミドをレトロウイルスを用いて

PC12:NPY-Venus細胞に導入した。JNKの活性化の検出はリン酸化JNKを認識

する抗体を用いたイムノブロット法で検出した。その結果から活性型MKK7を

発現する細胞ではリン酸化JNKに対する抗体がコントロール細胞よりやや強く

反応し、一方不活性型のMKK7を発現する細胞ではリン酸化JNKに対する抗体

は反応しなかった(Fig. 7A)。従ってこの条件で活性型MKK7はJNKを緩やかに

活性化し、不活性型MKK7はJNKを活性化させないことが示された。この条件

で開口放出をおこなった結果、活性型MKK7を発現する細胞ではコントロール

細胞に比べて約1.3倍開口放出が促進されたが (n=3, P<0.01, Student's t-

test)、不活性型MKK7を発現する細胞では活性型MKK7を発現する細胞に比べ

て開口放出の上昇は起こっていなかった(Fig. 7B)。この結果からJNK経路を活

性化するだけで開口放出が促進されることが示された。

3　JNKの新規結合タンパク質のスクリーニング
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　前述の結果からJNK経路が開口放出の促進に重要な役割を果たすことが示さ

れた。そこで次にJNKがどのようなターゲットを介して開口放出を制御するか

を検討した。JNKファミリーの新たな結合分子を同定するためにヒト胎児脳由

来のcDNA ライブラリーを用いて酵母two-hybrid 法によるスクリーニングをお

こなった。スクリーニングの結果JNK1は5x105, JNK2は5x105, JNK3は5x105

の独立クローンを得た。このcDNAライブラリーの独立クローンは3x106で

あったことからJNK1は10％、JNK2はJNK3はライブラリーの50%をカバーし

ていることになる。このうち二次スクリーニングの段階でJNK2と相互作用の

あった51クローン、JNK3と相互作用のあった8クローンについて塩基配列の

決定をおこなった結果、JNK2と相互作用のあるクローンとして

Synaptotagmin IV (Syt IV)の82番目から425番目のアミノ酸残基をコードし

ているクローンが得られた(Fig. 8A)。Fig. 8Bでは、two-hybrid 法により

JNK1, JNK2, JNK3とSyt IVの結合を確認した結果を示している。この結果

JNK1, JNK2, JNK3のいずれのアイソフォームでも、相互作用によるレポー

ター遺伝子の発現によりアデニン欠乏培地でも出芽酵母が生育してきた。よっ

て全てのJNKアイソフォームがSyt IVと結合しうることが示唆された。ただし

JNK2を発現している出芽酵母は生育速度がJNK1、JNK3を発現している出芽

酵母に比べて遅かったことからJNK2とSyt IVの結合が弱い可能性が考えられ

る。また、JNK以外のMAPキナーゼスーパーファミリーであるMAPKもしくは

p38の場合ではアデニン欠乏培地では出芽酵母は生育しなかった。従って

MAPKもしくはp38とSyt IVは結合していないと考えられる。以上のことから

Syt IVはMAPキナーゼスーパーファミリーの中でJNKと特異的に結合する可能

性が示唆された。
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4 NGFによる開口放出促進へのSyt IVの必要性について

　これまでPC12細胞において13種類あるSynaptotagminファミリーのうち

Syt I, Syt IV, Syt IXが発現していることが報告されている(Zhang et al., 

2002)。そのうち、Syt IとSyt IXはPC12細胞において分泌小胞のカルシウム依

存的な開口放出に必要であることが報告されている(Fukuda et al., 2002)。一

方Syt IVに関しては機能を阻害する中和抗体を加えても開口放出は抑制されな

いことから(Shin et al., 2002)、Syt IVが開口放出に関与しているかは明らか

ではなかった。そこでPC12細胞においてNGFによる開口放出の促進にSyt IVが

必要かどうか検討した。この時はWickらによって開発されたヒト成長ホルモン

を測定することにより開口放出をモニターする実験系を用いた(Fig. 9)(Oishi 

et al., 1998; Wick et al., 1993)。Syt IVの必要性を検討するために内在性の

Syt IVの発現を抑制できるSyt IVのsiRNAを発現するプラスミドを作成した。ま

ず作成したプラスミドが内在性のSyt IVの発現量を抑制できるか検討した。イ

ムノブロットによる検出の結果、コントロールsiRNAを発現するプラスミドを

導入したサンプルに比べてSyt IVのsiRNAを発現するプラスミドではSyt IVの発

現量は減少していた(Fig. 10A)。このときGAPDHの発現量およびSyt Iの発現量

に変化はないことから、他の遺伝子産物もしくはSyt IV以外の アイソフォーム

の発現量には影響がないことが示唆される。よって作成したプラスミドは特異

的に内在性のSyt IVの発現量を減少させることが示された。このプラスミドを

用いてPC12細胞でのNGFによる開口放出の促進にSyt IVが関与しているかどう

かについて検討した。その結果、NGF刺激をした際にコントロールsiRNAを発

現するプラスミドを導入した細胞ではカルシウム流入によるヒト成長ホルモン

の放出が約1.8倍上昇していたが、Syt IVのsiRNAを発現するプラスミドを導入

した細胞ではNGF刺激をしても放出の上昇は起こらなかった(Fig. 10B)。この
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結果を定量したところ、コントロールプラスミドを発現した細胞ではNGF刺激

によりヒト成長ホルモンの放出が約1.8倍促進されていたが、Syt IVのsiRNAを

発現するプラスミドを導入した細胞ではNGF刺激を行ってもヒト成長ホルモン

の放出は促進されなかった(Fig. 10C) (n=3, P<0.005, Student's t-test)。こ

れらの結果からNGFによる開口放出の上昇にSyt IVが必要であることが示唆さ

れた。

5　JNKとSyt IVのin vitroの結合について

　先ほどの結果よりNGFによる開口放出の促進にSyt IVが関与する可能性が示

唆されたことから、NGFによるJNKを介した開口放出にSyt IVが関係する可能

性が考えられる。そこでtwo-hybrid法で得られたJNKとSyt IVが結合するとい

う結果をin vitroで確認を行った。in vitroの結合を確認する方法にGST pull 

down法を用いた。大腸菌に発現し精製してきたリコンビナントGST-Syt IVと

Flag-JNK1、Flag-JNK2、Flag-JNK3を混合し、グルタチオンセファロースを

用いてGST-Syt IVを沈降させるとFlag-JNK2は検出されなかったが、Flag-

JNK1とJNK3は検出されSyt IVとの結合が確認された(Fig. 11A)。よってGST 

pull down法と酵母two-hybrid 法の両方の結果からJNK2に比べてJNK1および 

JNK3のSyt IVに対する結合能は強いと考えられる。

　またJNKがSyt IVのどの領域に結合するかを調べるためにSyt IVの様々な欠

損変異体を作成して検討した。Syt IVはカルシウムと結合する2つの領域

（C2A,C2B）が存在し、膜貫通領域とC2A領域の間はSpacer領域と呼ばれて

いる。そこでC2A領域とC2B領域、Spacer領域とC2A領域、Spacer領域、

C2A領域、C2B領域を含むSyt IV各種欠損変異体とGSTの融合タンパク質を作

成し(Fig. 11B)、GST pull down法によりJNKとSyt IVの結合を検討した。その
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結果、全長のSyt IVと同様にspacer領域とC2A領域を含むSyt IVは全長のSyt 

IVと同様に結合したが 、spacer領域のみもしくはC2A領域のみのSyt IVではほ

とんど結合が見られなかった(Fig. 11C)。またC2A領域とC2B領域もしくは

C2B領域のみを含むSyt IVでは結合が見られなかった。よってJNKはSyt IVの

spacer領域とC2A領域の両方を介して結合していること、およびC2B領域は

JNKとの結合に関与しないことが示唆された。

　さらにJNKのどの領域がSyt IVの結合に必要か検討した。MAPキナーゼファ

ミリーには基質との相互作用に必要な領域としてCD領域もしくはED領域があ

ることが報告されている(Fig. 11D)(Mooney and Whitmarsh, 2004; Tanoue 

et al., 2001)。そこでこれら領域がSyt IVとの結合に必要かどうか検討した。

GST pull down法の結果、野生型のJNKに比べてED領域の変異体もしくはCD領

域の変異型JNKはGST-Syt IVとの結合は減少していた(Fig. 11E)。このことか

らSyt IVはJNKの基質認識部位に結合している可能性が示唆された。

6　JNKとSyt IVの細胞内での結合について

　次にJNKがSyt IVと細胞内でも結合しているかどうか検討した。PC12細胞の

細胞抽出液から抗Syt IV抗体を用いて内在性のSyt IVを免疫沈降しJNKが共沈

するかをイムノブロットにより検出した。その結果Syt IV抗体で免疫沈降した

サンプルでは共沈してくるJNKを検出することができた(Fig. 12)。このことは

PC12細胞で内在性のSyt IVとJNKが結合していることを示唆している。

7　JNKによるSyt IVのin vitroのリン酸化について

　これまでの結果からJNKがSyt IVが結合していることが明らかになった。次

にSyt IVがJNKによってリン酸化されるかどうかについて検討した。キナーゼ
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としてMKK7とJNK1を融合させたリコンビナント活性型JNK (MKK7-JNK1)

を、基質としてリコンビンナントGST-Syt IVを用いてin vitroのキナーゼアッ

セイをおこなった。オートラジオグラフィーによる検出の結果、活性型JNK 

(MKK7-JNK1)を加えたサンプルではSyt IVのリン酸化が検出された(Fig. 

13A)。このことからin vitroにおいてSyt IVはJNKによってリン酸化されるこ

とが示唆された。次にJNKによるSyt IVのリン酸化部位を同定することを試み

た。JNKの属するMAP kinaseはプロリン残基の一つ前のセリンもしくはスレオ

ニンをリン酸化する。Syt IVにはこのような候補配列がT48, S114, T122, 

S135, T349の5つ存在していたので(Fig. 13B)、それぞれアラニンに置換した

変異体を作成してIn vitroのリン酸化反応を行った。オートラジオグラフィーに

よる検出の結果、Ser114をAlaに置換したSyt IVおよび、Ser135をAlaに置換

したSyt IVでは活性型JNKによるリン酸化が減少していた(Fig. 13C)。この結

果からIn vitroではSyt IVのSer114、Ser135がJNKによってリン酸化されるこ

とが示唆された。なおこの領域の相同性を比較したところ、マウス、ラット、

ヒトにおいてSer135は保存されていたが、Ser114はヒトにしか存在しなかっ

た(Fig. 13D)。このことからSer135がSyt IVの機能に重要である可能性が考え

られる。

8　JNKによるSyt IVのin vivoのリン酸化について

　次にPC12細胞内でSyt IVがJNKによってリン酸化されるか検討した。まず、

Syt IVのリン酸化されたSer135を特異的に認識する抗体を作成して、この抗体

が細胞内のリン酸化Synaptotagminを認識できるか検討した。リン酸化

Ser135抗体を用いたイムノブロットを行うとCOS-1細胞に野生型Syt IVと活

性型JNKを発現している細胞では強く反応しているのに対して、Ser135をAla
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に置換した変異型Syt IVでは活性型JNKを発現してもほとんど反応しなかった

(Fig. 14A)。よって作成したリン酸化抗体がリン酸化されたSyt IVのSer135の

みを認識することが示された。

　そこで、この抗体を用いてPC12細胞でのNGF刺激によるJNKのリン酸化を経

時変化を追って検討した。その結果、NGF刺激後30分~1時間からSyt IVがリ

ン酸化され、またJNKもNGF刺激後30分~1時間からリン酸化されることが判

明した(Fig. 14B)。このことからNGFによるJNKのリン酸化とSyt IVのリン酸化

はほぼ同時期であることが示唆された。

　次にNGFによるSyt IVのSer135リン酸化におけるJNKの必要性について検討

した。その結果、JBDを発現している細胞ではコントロール細胞に比べてNGF

刺激によるリン酸化されるSyt IVが減少した(Fig. 14C)。このことからNGFに

よるSyt IVのリン酸化にJNKが必要であることが示唆された。

9　Syt IV Ser135依存的な開口放出の促進

　Syt IVのSer135のリン酸化はSyt IVが関与する開口放出を制御している可能

性が考えられる。そこで野生型のSyt IV、およびSyt IV S135Aを発現するプラ

スミドをレトロウイルスを用いてPC12:NPY-Venus細胞に導入し、Syt IVの

Ser135が開口放出の機能に必要か検討した。まず野生型のSyt IV、およびSyt 

IV S135Aが発現していることをイムノブロットで確認した(Fig. 15A)。これ

らの細胞を用いで開口放出をおこなった結果、野生型のSyt IVを発現している

細胞ではコントロール細胞に比べて約1.3倍開口放出が促進されたが、一方Syt 

IV S135Aを発現している細胞では開口放出の促進は起こっていなかった(Fig. 

15B) (n=3, P<0.025, Student's t-test)。したがってSyt IVの開口放出促進機

能にはSer135が重要であることが示された。
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　さらに別の開口放出の実験系によってSyt IVのSer135が開口放出に必要か検

討した。この方法ではPC12細胞にヒト成長ホルモンを発現するプラスミドを

導入して、高濃度KClにより培地中に放出されたヒト成長ホルモンをイムノブ

ロットにより検出した。その結果Syt IVの野生型を発現した細胞では高濃度KCl

によるヒト成長ホルモンの放出はコントロールに比べて促進されていたが、

Syt IVのS135Aを発現した細胞では促進されなかった(Fig. 15C)。この結果を

定量したところ、Syt IVの野生型を過剰発現した細胞ではコントロールに比べ

て約1.8倍促進されていたが(n=3, P<0.005, Student's t-test)、Syt IVの

S135Aを過剰発現した細胞ではヒト成長ホルモンの放出はコントロールとほぼ

同じ値であった(Fig. 15D)。これらの結果からSyt IVのSer135はSyt IVによる

開口放出の促進に必要であることが示唆された。

10 JNK依存的なSyt IVの局在移行

　これまでの結果からNGFによる開口放出の促進にはJNK活性とSyt IVが必要

でありかつNGFはJNK依存的にSyt IVのSer135をリン酸化すること、またSyt 

IVの開口放出促進機能にはSer135が必要であることが明らかになった。それ

ではJNK はSyt IVのいかなる機能を制御しているだろうか？Syt IVはPC12細胞

においてNGFの刺激依存的に未成熟小胞から成熟小胞へと局在を変えることが

報告されている(Fukuda et al., 2003)。そこで一つの仮説として、NGFはJNK

を介してSyt IVをリン酸化することにより未成熟小胞から成熟小胞への局在移

行を制御している可能性を考えた。この仮説を検証するためにNGF刺激による

Syt IVの局在移行におけるJNKの必要性について検討した。PC12細胞もしくは

JBDを発現する細胞に6時間NGF刺激をした後に、Syt IV抗体、成熟小胞のマー

カーであるRab3、ゴルジ体もしくは未成熟小胞のマーカーであるSyntaxin6で
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細胞染色をおこない局在を観察した。その結果、NGF刺激をしていないPC12

細胞ではSyt IVはほとんどSyntaxin6と共局在していた(Fig. 16A)。このこと

はSyt IVは主にゴルジ体に局在しているという報告と一致している。一方NGF

刺激をした細胞では一部のSyt IVが細胞膜近傍に局在を移行していることが観

察された。この領域はRab3が局在している領域であることから、成熟小胞に移

行したSyt IVであると考えられる。このときJBDを発現している細胞にNGF刺

激をした場合には細胞膜近傍へのSyt IVの局在移行がほとんど見られなかっ

た。この結果をより定量的に検討するためにSyt IVが細胞膜近傍に局在してい

る割合を細胞ごとに算出した。その結果NGF刺激をしたサンプルではコント

ロールと比較してSyt IVが細胞膜近傍に局在している細胞の割合は上昇してい

たが、JBDを発現している細胞にNGF刺激をした細胞ではSyt IVが細胞膜近傍

に局在している細胞の割合はほとんど上昇していなかった(Fig. 16B)。これら

の結果からNGFによるSyt IVの局在移行にJNKが必要であることが示唆され

た。
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Fig.5 JNK阻害剤SP600125によるNGF依存的な開口放出の促進の

抑制

(A) PC12:NPY-Venus細胞を用いたカルシウム流入依存的な開口放出の測

定方法について

(B) PC12:NPY-Venus細胞にNGFで1時間刺激し高濃度KClを含む培地もし

くは低濃度KClを含む培地で3分培養した後、培地中に含まれるNPY-

Venusの量を定量した。

A

B
PC12: 
NPY-Venus cells

± NGF 1h

± KCl 3min

Detection of 
secreted 
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(C) PC12:NPY-Venus細胞に20 µM SP600125で30分処理した後にNGF

で1時間刺激し、NGF刺激で活性化しているJNKとc-Junをイムノブロット

で検出した。

(D) PC12:NPY-Venus細胞に20 µM SP600125で30分処理した後にNGF

で1時間刺激し、高濃度KClを含む培地で3分培養した後に培地中に放出さ

れるNPY-Venusの量を測定した。

C

D
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(E) PC12:NPY-Venus細胞に20 µM SP600125で30分処理した後に

NGFで1時間刺激し、5 µM イオノマイシンを含む培地で3分培養した後

に培地中に放出されるNPY-Venusの量を測定した。

(F) PC12:NPY-Venus細胞に100 nM nifedipineで30分処理した後に高

濃度KClもしくはイオノマイシンを含む培地で3分培養した後に培地中

に放出されるNPY-Venusの量を測定した。

E
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Fig.6 JBDによるNGF依存的な開口放出の促進の抑制

  

(A) PC12:NPY-Venus細胞もしくはPC12:NPY-VenusにJBDを発現している

細胞にNGFで1時間刺激し、NGF刺激で活性化しているJNKとc-Junをイムノ

ブロットで検出した。
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(B,C) PC12:NPY-Venus細胞もしくはPC12:NPY-VenusにJBDを発現して

いる細胞にNGFで1時間刺激し、高濃度KCl (B) もしくはイオノマイシン

(C) を含む培地で3分培養した後に培地中に放出されるNPY-Venusの量を

測定した。

B

C
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Fig.7 JNK経路の活性化による開口放出の促進

(A) PC12:NPY-Venus細胞に活性型もしくは不活性型MKK7を発現させ、活性

化しているJNKをイムノブロットにより検出した。

(B) PC12:NPY-Venus細胞に活性型もしくは不活性型MKK7を発現させし高濃

度KClを含む培地で3分培養した後に培地中に放出されるNPY-Venusの量を測

定した。
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Fig.8 JNKの新規結合タンパク質Synaptotagmin IV (Syt IV)

(A) Syt IVの構造模式図。two-hybrid法で相互作用した領域を下線部で

示した。

(B) 出芽酵母PJ69-4AにGAL4のDNA結合領域とJNK1,JNK2,JNK3もし

くはMAPK, p38の融合タンパク質とGAL4転写活性化領域とSyt IVの融

合タンパク質を発現させてアデニン欠乏培地で培養した。
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1 42582

膜貫通領域

JNKと相互作用する領域

Syt IV

JNK1 JNK2 JNK3
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+高濃度KCl

PC12 細胞

放出されたヒト成長ホルモン
をイムノブロットで検出

ヒト成長ホルモンの発現
プラスミドを導入

細胞抽出液

Fig.9 PC12細胞によるヒト成長ホルモンを用いたカルシ

ウム流入依存的な開口放出の測定
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Fig.10 NGFによる開口放出の促進におけるSyt IVの必要性

(A) PC12細胞にSyt IVをノックダウンさせる siRNAを発現するプラスミドを

導入し、Syt IV、Syt I、GAPDHの量をイムノブロットにより検出した。

(B) PC12細胞にヒト成長ホルモンを発現するプラスミドあるいSyt IVをノッ

クダウンさせる siRNAを発現するプラスミドを同時に導入し、NGFで1時間刺

激した後、高濃度KClを含む培地で3分培養した後に培地中に放出されるヒト

成長ホルモンの量をイムノブロットにより検出した。
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(C) Fig.10Bの実験を3回行い、得られた結果を定量化した。
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Fig.11 JNKとSyt IVのin vitroでの結合

(A) COS-1細胞にFlagタグつきのJNKを発現させ、その細胞抽出液と組

み替えGST-Syt IVもしくはGST-c-Jun (1-79)を混合しグルタチオンセ

ファロースで沈降しGST-Sytn IVもしくはGST-c-Jun (1-79)と結合して

くるJNK1, JN2, JNK3をイムノブロットにより検出した。

GST-c-Jun
       (1-79)

GST-Syt IV

GST

細胞抽出液

(Flag-tagged JNK from COS-1 cells)

JNK1

GST 
pull 
down

JNK2 JNK3-

Blot: 
Anti-Flag

A
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(B) GST-Syt IVの各種欠損体の構造模式図　

(C) COS-1細胞にFlagタグつきのJNKを発現させ、その細胞抽出液と組

み替えGST-Syt IVの各種欠損体を混合しグルタチオンセファロースで沈

降しGST-Syt IVの各種欠損体と結合してくるJNK1, JN2, JNK3をイムノ

ブロットにより検出した。

B

C
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Blot: 
Anti-FlagGST-c-Jun

        (1-79)

GST-Syt IV

GST

細胞抽出液
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(D)  JNK1の構造模式図　

(E) COS-1細胞の細胞抽出液と組み替えGST-Syt IVもしくはGST-c-Jun (1-

79)を混合しグルタチオンセファロースで沈降しGST-Syt IVもしくはGST-

c-Jun (1-79)と結合してくるJNK1の各種変異体をイムノブロットにより検

出した。
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Anti-JNK
p46

IgG

Anti-Syt IV

p54

Syt IV

Blot:

Total 
Cell 
Lysates

IP

IgG Anti-
Syt IV

IgG

Fig.12 PC12細胞内における内在性のJNKとSyt IVの結合

PC12細胞抽出液に抗Syt IV抗体で免疫沈降し、共沈してくるJNKをJNK

抗体によるイムノブロットで検出した。
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Fig.13 In vitroでのJNKによるSyt IVのリン酸化

(A) 組み替え体GST-Syt IVと組み替え体His-MKK7-JNK1でリン酸化反応

を行い、リン酸化されたGST-Syt IVをオートラジオグラフィーを用いて

検出した。
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radiography
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staining
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(B) JNKによるSyt IVのリン酸化候補部位。

(C) 組み替え体His-Syt IVと組み替え体His-MKK7-JNK1でリン酸化反応を

行い、リン酸化されたHis-Syt IVをオートラジオグラフィーを用いて検出

した。

(D) ヒト、マウス、ラットSyt IVでのアミノ酸配列の比較

human Syt IV    KPGSPSDLENATPKLFLEGEKESVSPES   
mouse Syt IV    KAGSSSDLENVTPKLFTETEKEANSPES   
rat   Syt IV    KAGSSSDLENVTPKLFPETEKEAVSPES 

114 122 135
D

B

C
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Fig.14 Syt IV Ser135 の細胞内でのリン酸化

(A) COS-1細胞に活性型JNKとMyc-Syt IV TMΔ（膜貫通領域欠損型）

の野生型もしくはS135A変異体を発現させ、リン酸化されたSyt IVを

抗リン酸化Syt IV抗体を用いたイムノブロットにより検出した。

Anti- P -S135-
　　　  Syt IV

Anti-Myc

Blot:

A
MKK7-JNK1 (WT)

Myc-Syt IV TMΔ: WT S135A
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(B) PC12細胞にNGFを経時的に刺激し、リン酸化されたSyt IV, JNKおよ

びc-Junを抗リン酸化Syt IV抗体, 抗リン酸化JNK抗体もしくは抗リン酸

化c-Jun抗体を用いたイムノブロットにより検出した。

(C) PC12細胞にJBDを発現させNGFで2時間刺激した後にリン酸化された

Syt IVを抗リン酸化Syt IV抗体を用いたイムノブロットにより検出した。

B

C
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Fig.15 Syt IVのSer135依存的な開口放出の促進

(A) PC12:NPY-Venus細胞にMyc-Syt IVの野生型もしくはS135A変異

体を発現させ、発現しているMyc-Syt IVを抗Myc抗体を用いたイムノブ

ロットにより検出した。

(B) PC12:NPY-Venus細胞にMyc-Syt IVの野生型もしくはS135A変異

体を発現させ、高濃度KClを含む培地で3分培養した後に培地中に放出

されるNPY-Venusの量を定量した。
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(C) PC12細胞にヒト成長ホルモンあるいはSyt IVの野生型もしくは

S135A変異体を発現するプラスミドを同時に導入して、高濃度KClを含む

培地で3分培養した後に培地中に放出されるヒト成長ホルモンの量をイム

ノブロットにより検出した。

(D) Fig.15Cの実験を3回行い、得られた結果を定量化した。
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Syt IV : WT S135A
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control

JBD

+NGF

Syt IV Rab3 Syntaxin6 Merge

Fig.16 NGF依存的なSyt IVの局在移行におけるJNKの必要性

(A) PC12細胞にJBDを発現させてNGFで6時間刺激した後に、抗

Syt IV抗体、成熟小胞のマーカーとして抗Rab3抗体、未成熟小胞

およびゴルジ体のマーカーとして抗Syntaxin6抗体を用いて細胞染

色をおこない、共焦点レーザー顕微鏡を用いて代表的な蛍光画像を

撮影した。

control

JBD

+NGF

A
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(B) 共焦点レーザー顕微鏡で細胞膜近傍（成熟小胞）に存在する

Syt IVの蛍光強度を測定し、この数値を細胞全体に存在するSyt 

IVの蛍光強度の数値（細胞膜近傍のSyt IVの蛍光強度とゴルジ体

のSyt IVの蛍光強度を加えた値）で割った値を細胞ごとに算出し

た。なお、各サンプルとも細胞100個の結果を示した、
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Fig.17 JNKによりリン酸化されたSyt IVの意義に関する作業仮説



考察

[JNK経路の開口放出への関与について]

　これまでの実験からPC12細胞においてJNKが開口放出の促進に重要な役割を

果たし、またJNKが開口放出に関与するSyt IVをターゲットにしていることが

示された。JNK経路は今回明らかになった開口放出への関与以外にもストレス

応答によるアポトーシス、運動性の上昇、発生への関与などが報告されており

同一の経路でありながら多様な働きがある(Huang et al., 2003; Kuan et al., 

1999; Tournier et al., 2000)。それではなぜ同一の経路が多様な機能を制御

できるのだろうか？。ほ乳類のJNKにはJNK1, JNK2, JNK3の3種類があり、さ

らにJNK1とJNK2にはα1, β1 (46KDa)とα2, β2 (55KDa)  の4つのスプラ

イシングアイソフォームが存在し、JNK3にはα1 (48KDa)とα2 (57KDa)の2

つのスプライシングアイソフォームが存在する(Gupta et al., 1996)。JNK1, 

JNK2, JNK3の3種類では機能が異なることが知られている。今回の実験から

Syt IVはJNK1, JNK3と強く結合し、一方JNK2との結合は弱いことが示された 

(Fig.11)。よって開口放出の促進に関与しているJNKは主にJNK1もしくは

JNK3である可能性が考えられる。また今回の実験からPC12細胞においてNGF

刺激によりリン酸化されるJNKはp46, p54の2つのスプライシングアイソ

フォームのうちC末端が一部欠損したp46のみであることが判明した 

(Fig.5C)。アニソマイシンおよび紫外線照射といったストレス刺激ではp46と

p54のどちらのアイソフォームもリン酸化されることが知られている。よって

NGFのような開口放出を促進する刺激とストレス刺激では活性化されるJNKの

スプライシングアイソフォームが異なる可能性が考えられる。
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[神経機能へのJNK-Syt IV 経路の関与について]

　今回、開口放出のモデル系として用いられているPC12 細胞を用いた解析か

らJNK経路が開口放出に関与していることが明らかになった。PC12細胞は神経

細胞と同様に外胚葉由来の副腎随質細胞より得られた細胞株で、カルシウム依

存的な開口放出により大型有芯小胞から神経ペプチドやホルモンが放出される

ことが知られている。この機構は神経終末におけるシナプス小胞からの神経伝

達物質の放出機構との共通点が多い。よって今回得られた結果から神経終末に

おけるシナプス小胞からの神経伝達物質の放出にもJNK経路が関与することが

期待される。しかし大型有芯小胞とシナプス小胞では小胞膜と細胞膜の融合が

起こる際のカルシウム濃度が異なることや、小胞存在しているタンパク質が部

分的に異なることが知られている。またシナスプ小胞にSyt IVが存在するかど

うかは議論がわかれている。よって今後、神経終末からの神経伝達物質放出に

もJNK経路が関与するかどうかについては検討する必要がある。

　最近Syt IVは神経細胞の軸索以外にも樹上突起に多く局在することが大脳切

片の電子顕微鏡による観察から明らかになっている(Ibata et al., 2002)。また

Syt IVはアストロサイトにも存在しグルタミン酸の放出を促進していることが

示されている(Zhang et al., 2004)。さらにショウジョウバエの系においてSyt 

IVは軸索ではなく樹上突起に存在していることから、ショウジョウバエでの

Syt IVの働きとしてポストシナプスからプレシナプス形成を促すリガンドの分

泌に関与するのではないかと推測されている(Yoshihara et al., 2003)。よって

JNK経路は神経終末のシナプス小胞からの神経伝達物質放出ではなく、ポスト

シナプスおよびアストロサイトからの開口放出機構に関与している可能性も考

えられる。

　Syt IVのノックアウトマウスでは運動能力および学習機能に異常がみられる
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ことが報告されている(Ferguson et al., 2000)。これまでにJNK経路が運動お

よび学習に関与するという報告はないがJNKは脳などの神経系にも発現してい

ることからJNKがこれらの機能に関与する可能性は考えられる。

　一方線虫の系でJNK経路は神経機能に関与することが報告されているが

(Byrd et al., 2001; Kawasaki et al., 1999)、このときJNKはどのような基質

をターゲットにしているかはわかっていない。線虫にもSyt IVのホモログ分子

は存在していることから、線虫でもJNKはSyt IVをターゲットにしている可能

性がある。

[Syt IVのリン酸化による活性化機構について]

　今回の結果からJNKはSyt IVによってリン酸化され、かつNGF依存的な成熟

小胞への局在移行にJNKが必要であることが明らかになった。このことからSyt 

IVはリン酸化依存的に未成熟小胞から成熟小胞へと局在を移行させている可能

性が示唆された (Fig.16)。それではSyt IVを含む小胞ではどのようなメカニズ

ムで開口放出が促進されているのだろうか？開口放出を制御する過程には小胞

膜と細胞膜の移動もしくは接着（Docking）もしくはPrimingの過程の促進によ

る放出可能プールの増加を制御する過程と、小胞膜と細胞膜の融合（Fusion）

を制御する過程の2種類が存在していることが知られている。これまで

Synaptotagminは小胞膜と細胞膜の融合に関係することが知られていることか

ら、Syt IVを含む小胞では小胞膜と細胞膜の融合過程が促進されている可能性

が考えられる。最近Syt IVを過剰発現させたインシュリン分泌細胞では小胞膜

と細胞膜の融合している時間がより長くなっていることがエバネッセント顕微

鏡による解析から示されている(Tsuboi and Rutter, 2003)。このことから

NGF-JNK経路はSyt IVを介して小胞膜と細胞膜の融合時間を制御することによ
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り開口放出の促進に関与している可能性がある。そこで今後エバネッセント顕

微鏡を用いてNGF-JNK経路が小胞膜と細胞膜の融合の過程に関与するか、また

Syt IVの過剰発現による小胞膜と細胞膜の融合の過程の促進にSer135が関与す

るのか検討したい。

　今回の結果からSyt IVの活性化機構に局在の変化が関与している可能性が示

唆されたが、これ以外の活性化機構も考えられる。Syt IVの機能にはカルシウ

ム依存的なリン脂質およびタンパク質との相互作用が知られている(Fukuda et 

al., 1996; Thomas et al., 1999)。今回JNKによるリン酸化部位として同定さ

れたSer135はカルシウム依存的にリン脂質であるフォスファチジルセリンお

よびSyntaxinと相互作用するC2A領域に近い部位に存在する。よってSer135

のリン酸化によりこれらの結合に影響がある可能性も考えられ今後検討する予

定である。

[Syt IVの機能について]

　Syt IVの機能についてはSynaptotagmin Iと異なり、開口放出を促進すると

いう報告と抑制するという相反する報告が出されており意見が対立している。

今回の実験でPC12細胞においてSyt IVの過剰発現によって開口放出が促進さ

れ、かつNGFによる開口放出の促進がSyt IVのsiRNAを導入した場合では起こ

らなかったことが明らかになった (Fig.10, Fig.15)。これらの結果はSyt IVの

機能が開口放出を促進する方向に働くという仮説を支持している。ただし、

NGF刺激をしていない状態でSyt IVをノックダウンしておいても開口放出はほ

とんど減少しなかった(Fig.10)。よってPC12細胞においてSyt IVはNGF刺激に

よるカルシウム流入依存的な開口放出を促進する過程に関与していると考えら

れる。
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　Synaptotagminには少なくてもほ乳類では13種類のアイソフォームが存在

している。Syt IVと80％以上の相同性がある分子にSynaptotagmin XIが報告

されており、Syt IVのSer135に相当する部分は保存されている(von Poser et 

al., 1997)。よってSynaptotagmin XIについてもJNKもしくは他のMAPキナー

ゼファミリーによってリン酸化される可能性が考えられる。一方

Synaptotagmin Iにはリン酸化モチーフは保存されていないことから基質には

ならないのではないかと推測している。
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結言

　今後の予定としてまずリン酸化されたSyt IVがいかなるメカニズムで開口放

出に関与しているか検討したい。リン酸化されたSyt IVの活性化機構に今回の

結果から示唆された局在の変化、もしくはリン脂質または他のタンパク質との

結合能の変化が考えられる。局在の変化に関しては野生型Syt IVとSyt IV 

Ser135Aで局在に違いが生じるか検討する予定である。またリン脂質との結合

能に関してはin vitroの系でSyt IVのリン酸化によって変化が生じるか検討した

い。Syntaxinおよびその他のSNARE複合体との結合能に関しても違いがあるか

検討したい。それに加えて今後エバネッセント顕微鏡を用いてNGF-JNK経路が

小胞膜と細胞膜との融合過程に関与するか、またSyt IVの過剰発現による小胞

膜と細胞膜の融合の過程の促進にSer135が関与するのか調べる必要がある。

さらにNGFによるSyt IVの成熟小胞への局在移行にJNKが必要かを電子顕微鏡

による観察により明らかにしたい。
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第二章.　A2Aアデノシン受容体による開口放出の制御機構について

緒言

　アデノシンは神経、筋肉、胎盤、マスト細胞などの様々な細胞の機能を制御

するリガンドとして機能することが知られている(Daval et al., 1991)。アデノ

シンは、分泌小胞内に神経伝達物質などの他の分泌物と共に蓄積されている

ATPに由来する (Fig. 1) 。ATPは他の分泌物と共に細胞外に放出された後に、

細胞外の酵素によってアデノシンに変換される。細胞外のアデノシンは自己も

しくは他の細胞のアデノシン受容体と結合することにより下流にシグナルが伝

わる(Daval et al., 1991) 。アデノシン受容体にはA1, A2A, A2B, A3の少な

くとも4つの遺伝子が存在する。これらの受容体はいずれも７回膜貫通型Gタン

パク質結合受容体 (G-protein coupled receptor: GPCR) に分類されており、細

胞内のcAMP、phospholipase Cおよび細胞内カルシウムの濃度を制御すること

が知られている(Klinger et al., 2002; Olah and Stiles, 1995)。A2Aアデノシ

ン受容体は脳内において線条体もしくは嗅結節などに強く発現しそれ以外の領

域でも少し発現している。またA2Aアデノシン受容体は神経以外の筋肉、胎

盤、マスト細胞にも発現していることが報告されている(Rosin et al., 1998)。

大脳の線条体では、A2Aアデノシン受容体は D2ドーパミン受容体とGABA作

動性ニューロンにおいて共局在していることが報告されている(Ferre et al., 

1993)。

　生体におけるA2Aアデノシン受容体の役割に関しては、ノックアウトマウス

の解析によりいくつかの知見が得られている。A2Aアデノシン受容体をノック

アウトしたマウスでは運動性の減少（個体の水平維持の欠如）、攻撃性の上

昇、急性痛刺激による応答性の減少、血圧および心拍数の増加、血小板の凝集
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の減少、体重の増加、炎症への過敏反応が見られることが報告されている

(Ledent et al., 1997; Ohta and Sitkovsky, 2001)。またパーキンソン病を引

き起こす薬剤MPTPを投与して運動異常を起こしているマウスにA2Aアデノシ

ン受容体のアンタゴニストを投与すると運動異常が回復することから、A2Aア

デノシン受容体が神経疾患に関与していることが示されている(Kobayashi and 

Millhorn, 1999; Richardson et al., 1997; Sebastiao and Ribeiro, 1996)。さ

らにA2Aアデノシン受容体を特異的に活性化させるアゴニストを投与したマウ

スでは睡眠時間が増加することから、A2Aアデノシン受容体が睡眠行動に関与

していることが報告されている(Scammell et al., 2001)。

　このようにA2Aアデノシン受容体は生体の機能に重要な役割を果たすことが

知られているが、A2Aアデノシン受容体の細胞内での機能はほとんど解明され

ていない。しかし最近A2Aアデノシン受容体の活性化が海馬などにおいて

GABA、セロトニン、グルタミン酸などの様々な神経伝達物質の放出を促進す

ることが示唆されている(Cunha and Ribeiro, 2000a; Cunha and Ribeiro, 

2000b; Marchi et al., 2002; Okada et al., 2001; Sebastiao and Ribeiro, 

2000)。またパーキンソン病治療薬KW-6002はA2Aアデノシン受容体のアン

タゴニストとして働き、パーキンソン病の患者で起こっている線条体ニューロ

ンからのGABAの過剰放出が抑制されることが報告されている (Fig. 2) (Mori 

and Shindou, 2003)。これらの知見からA2Aアデノシン受容体の下流ではカ

ルシウム依存的な開口放出を促進する経路が存在すると考えられる。

　PC12細胞にはA2Aアデノシン受容体が発現しており、A2Aアデノシン受容

体を活性化させると3量体Gタンパク質 (Gs) を介したcAMPの上昇によるPKA

の活性化、PKCζの活性化及びRasを介したMAPキナーゼの活性化が起こるこ

とが報告されている (Fig. 3)(Arslan and Fredholm, 2000; Chern et al., 

75



1995; Huang et al., 2001; Lai et al., 1997; Schulte and Fredholm, 2003; 

Seidel et al., 1999)。これまでPC12細胞においてNGFの刺激によるカルシウ

ム依存的な開口放出の促進にはMAPキナーゼ、PI3キナーゼが関与することが

報告されている(Amino et al., 2002)。しかし、PC12細胞においてA2Aアデ

ノシン受容体がカルシウム依存的な開口放出の促進に関与するか、また促進す

るならばどのような経路が関与しているかは明らかになっていない。

　本研究ではPC12細胞を用いてカルシウム流入依存的なNPY-Venusの放出量

を測定した結果、A2Aアデノシン受容体の活性化によりカルシウム流入依存的

な開口放出が促進されることが明らかになった。またA2Aアデノシン受容体の

下流ではPKA経路とPI3キナーゼ-Akt経路が協調して開口放出に関与すること

が判明した。さらにA2Aアデノシン受容体の活性化により、NPY-Venusを含む

小胞が細胞膜近傍に局在移行することが明らかになった。
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Fig.1 リガンドとして働くアデノシンの由来
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Fig.2 線条体GABA作動性ニューロンでのGABAの放出制御機構

a)正常な状態　b)パーキンソン病患者の場合　c)パーキンソン病患者に

KW-6002を投与させた場合でのA2Aアデノシン受容体とD2ドーパミン

受容体によるGABAの放出制御機構について記載した。

a) 正常な状態

b) パーキンソン病患者

　の場合

c) パーキンソン病患者に

KW-6002を投与した場合

D2ドーパミン受容体に
よる放出抑制シグナル
とA2Aアデノシン
受容体による放出促進
シグナルのバランスに
より、GABAの放出
が適量に保たれている

ドーパミン産生ニューロン
の細胞死によりドーパミン
が枯渇し、D2ドーパミン
受容体による放出抑制シグ
ナルが活性化しなくなり、
その結果GABAの放出が過
剰になる

KW-6002はA2A受容体の
アンタゴニストとして働き、
A2Aアデノシン受容体による
放出促進シグナルが活性化し
なくなり、その結果GABAの
放出が適量へと回復する
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Fig.3 PC12細胞においてこれまで報告されているA2A

アデノシン受容体により活性化する細胞内シグナル分子



方法

材料

　SP600125はBioMolより、KT5720, LY294002, U0126, SB202190は

Calbiochemより、CGS21680はSigmaより購入した。PC12細胞はDulbecco's

Modified Eagle Medium (D-MEM) に10％ Fetal Bovine serum (FBS) と5％

Horse Serum (HS) を加えた培地を用いて5％CO2存在下の37℃の条件下で培

養した。

抗体

　抗リン酸化JNK抗体、抗リン酸化p38抗体、抗リン酸化AKT抗体、抗リン酸

化ATF-2抗体、抗リン酸化CREB抗体、抗Akt抗体、抗CREB抗体はCell

Signalingより、抗リン酸化MAPK抗体はPromegaより、抗ヒト成長ホルモン

抗体はDAKOより、抗GAPDH 抗体はChemiconより入手した。

プラスミド

　ニューロペプチドYと改変型GFPであるVenusの融合タンパク質をほ乳類細

胞で発現するプラスミド (pEF-BOS NPY-Venus) は宮脇博士より頂いた

(Nagai et al., 2002)。ヒト成長ホルモン発現プラスミド (pCDNA3-hGH) は

HGH-TGES 100T KitをNicholes Instituteより購入し付属のヒト成長ホルモ

ンのcDNAをpCDNA3（invitrogen）のBam HIとEco RI部位に導入して作成

した。優性抑制型のAkt (DN-Akt) はLys179, Thr308, Ser473をAlaに置換し

てpCS2+のBam H I部位に導入したものを用いた(Masuyama et al., 2001)。

protein kinase inhibitor (PKI) の発現プラスミドはM. Greenberg 博士より
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頂いた。

イムノブロット法

　細胞をPBSで洗浄後、可溶化バッファー [150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl

(pH7.5), 10 mM β-glycerophosphate, 5 mM EGTA, 1 mM Na
4
P
2
0
7
, 5 mM

NaF, 1 mM Na
3
VO

4
, 1 mM dithiothreitol, 0.5% Triton X-100 + protease

inhibitor (1 mM PMSF, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml pepstatin A, 5 µg/ml

aprotinin)]で細胞を破砕し細胞破砕液とした。細胞破砕液を遠心し (20000g,

4℃, 20分）上清を細胞抽出液として回収した。細胞抽出液はSDSポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動法によって分離しPolyvinylidene Fluoride(PVDF) 膜

(Millipore) に転写した。0.3％スキムミルクを含むTBSバッファーで1時間イ

ンキュベーションしてブロッキングした後、一次抗体を含む0.3％スキムミ

ルク/TBSバッファー中に4℃で終夜反応させ、0.05％Tween-20を含むTBS

バッファーで3回洗浄したのちhorse radish peroxidaseを結合した二次抗体

を含む0.3％スキムミルク/TBSバッファー中に室温で1時間反応させた。最

後にTBS-T Bufferで3回洗浄したあと発色反応をおこなった。発色には

Western Blot Chemiluminescence 試薬（PerkinElmer）を用いて行いX線

フィルムを用いて検出した。

カルシウム流入依存的に放出されたNPY-Venusの測定

　培地中に放出されたNPY-Venusの検出は以下の方法で行った。

PC12:NPY-Venus細胞を6 wellのplateあたり3x105cellsまき48時間培養し

た。その後培地中のフェノールレッドはNPY-Venusの蛍光を阻害するため

DME培地からフェノールレッドを含まないDME培地（10%FBS, 5％HS) に
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置換した。次に高濃度 KCl 培地 (85 mM NaCl, 60 mM KCl, 2.5 mM CaCl
2
,

1.2 mM MgSO
4
, 1.2 mM KH

2
PO

4
, 20 mM HEPES (pH7.4), 11 mM

Glucose) 、もしくは低濃度 KCl 培地 (140 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.5 mM

CaCl
2
, 1.2 mM MgSO

4
, 1.2mM KH

2
PO

4
, 20 mM HEPES (pH7.4), 11 mM

Glucose ) 220 µlに置換し、3分, 37℃で培養した。その後に培養上清を200

µl回収してELISA-PLATE (Sumilon) に入れ、Venusの蛍光を

SPECTRAmax Gemini (Molecular Devices) で励起波長507、検出波長537

で検出した。この実験は3回おこないグラフにはmean±SDを記載した。

カルシウム流入依存的に放出されたヒト成長ホルモンの測定

　培地中に放出されたヒト成長ホルモンの検出は以下の方法で行った。

PC12細胞を6wellのplateあたり3x105cellsまき、24時間培養後3 µgの

pCDNA3-hGHおよび0.5 µgの他の発現プラスミドをLipofectamine2000を

用いて導入した。72時間後に細胞を低濃度 KCl 培地で洗浄後、高濃度 KCl

培地もしくは低濃度 KCl 培地を220 µl加えて3分, 37℃で培養した。その後

高濃度 KCl 培地を加えたサンプルは培養後上清をを200 µl回収し、低濃度

KCl 培地を加えたサンプルは上清を除いた後200 µlの細胞破砕液を加えた。

回収した高濃度 KCl 培地および細胞抽出液をSDSサンプル処理後に抗ヒト成

長ホルモン抗体によるイムノブロットにより検出した。イムノブロットで検

出された発光はATTO Cool Saver（Atto）で検出し、得られた発光強度は

ATTO CS analyzer software (ver 1.0) (Atto) を用いて定量した。この実験

は3回おこないグラフにはmean±SDを記載した。

乳酸脱水素酵素（lactate dehydrogenase: LDH）の活性測定
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　培地中に放出されるLDHの活性は LDH Cyototoxicity detection Kit  

(Takara) を用いて検出した。

NPY-Venusの観察

　NPY-Venusを含む分泌小胞の観察は以下の方法で行った。PC12:NPY-

Venus細胞をポリリジンコートした35 mmガラスボトムディッシュにまき

48時間培養した。1 µM CGS21680で刺激後、蛍光画像を共焦点レーザー顕

微鏡（LSM-510, Zeiss）を用いて観察した。NPY-Venusを含む小胞の局在

を定量的に調べるためにLSM5 Image Browserを用いてNPY-Venusの蛍光

強度を測定した。
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結果

　

2-1　PC12細胞におけるA2Aアデノシン受容体によるカルシウム流入依存的

な開口放出の促進

　まず、A2Aアデノシン受容体の活性化がカルシウム流入依存的な開口放出を

促進するか検討した。実験材料にはNPY-Venusが安定的に発現しているPC12

細胞 (PC12:NPY-Venus)を、A2Aアデノシン受容体を活性化させる刺激には

A2Aアデノシン受容体の特異的なアゴニストであるCGS21680を用いた 

(Fig.4 A) 。実験の結果、PC12:NPY-Venusに1 µM CGS21680を15分刺激す

ると高濃度KClによる開口放出は約4倍促進されることが判明した (Fig.4 B)。

このとき高濃度KClの塩濃度の条件で細胞が破砕していないことは、細胞質に

存在する乳酸脱水素酵素（lactate dehydrogenase : LDH）が培地中に漏出し

ていないことで確認した (Fig. 4B) 。CGS21680の量依存性を調べたところ量

依存的に開口放出が促進されることが示された (EC50≈0.005 mM) (Fig. 4C) 

。さらにCGS21680による開口放出を刺激の時間を変化させて行った結果、刺

激後10-15分で放出のピーク（刺激なしに比べて約4倍）となり、その後減少

していくことが明らかになった (Fig. 4D) 。これらの結果からA2Aアデノシン

受容体はPC12細胞においてカルシウム流入依存的な開口放出を促進すること

が示された。

2-2　A2Aアデノシン受容体の下流で活性化するシグナル分子

　次にPC12細胞においてA2Aアデノシン受容体の下流でどのようなシグナル

分子が活性化しているか検討した。その結果、これまで報告されているMAPキ

ナーゼファミリーであるERK1のリン酸化に加え、他のMAPキナーゼファミ
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リーであるJNK、p38もリン酸化されていることが判明した (Fig. 5) 。また、

PI3キナーゼの下流で活性化されるAKTのリン酸化も観察された。これらのリ

ン酸化は刺激後10-15分をピークにいずれもその後が減少していくことが明ら

かになった (Fig. 5) 。またこれらのキナーゼの下流でリン酸化されるCREBの

Ser133（PKA、AKT、およびMAPKの下流にあるRskによってリン酸化される

ことが知られている）およびATF-2のThr71（JNK, p38によってリン酸化され

ることが知られている) も同様に10-15分でリン酸化がピークになりその後減

少していることが明らかになった (Fig. 5) 。

　

2-3　A2Aアデノシン受容体によるPKAとPI3-kinaseを介した開口放出の制御

　次にこれらのキナーゼのうちどれがA2Aアデノシン受容体によるカルシウム

流入依存的な開口放出を促進するのに関与しているのかを検討した。まずキ

ナーゼ阻害剤をあらかじめ加えて30分培養した後、CGS21680で15分刺激し

てカルシウム流入依存的に培地中に放出されるNPY-Venusの量を定量した 

(Fig. 4A)。その結果、MEK阻害剤U0126、JNK阻害剤SP600125、p38阻害

剤SB202190, PKA阻害剤KT5720, PI3キナーゼ阻害剤LY294002を単独で加

えた場合ではほとんどCGS21680によるカルシウム流入依存的な開口放出を抑

制しなかった。しかしPKA阻害剤KT5720 (1 µM) とPI3キナーゼ阻害剤

LY294002 (20 µM) を共に加えたときにはCGS21680の刺激による開口放出

が部分的に (31.68％±5.6％) 減少することが判明した (n=3, P<0.005, 

Student's t-test) (Fig. 6A) 。

　この時加えたキナーゼ阻害剤の濃度でPKAもしくはPI3キナーゼが阻害でき

るかどうかをリン酸化抗体によるイムノブロットにより検討した。その結果10 

µMもしくは100 µMのLY294002を加えた場合ではリン酸化AKTの割合が減少
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していた (Fig. 6B) 。またKT5720を単独で加えた場合はCREBのリン酸化に変

化はなかったが、10 µM LY294002と共に1 mMもしくは10 µMのKT5720を

加えた場合ではリン酸化CREBの割合は減少していた (Fig. 6B) 。従って、Fig 

6Aで用いたキナーゼ阻害剤の濃度で内在性のPKAとAKTは抑制されているこ

とが示唆された。以上よりPKA経路とPI3キナーゼ(-AKT)経路がA2Aアデノシ

ン受容体の活性化によるカルシウム流入依存的な開口放出の促進に関与してい

る可能性が示唆された。

　この可能性をさらに検討するために、PKAと直接結合することにより下流へ

のシグナルを抑制するPKI (protein kinase inhibitor）および優性抑制型のAKT

（dominant-negative AKT: DN-AKT) を用いて検討した。ヒト成長ホルモン

の発現プラスミドと共にPKI 発現プラスミドもしくはDN-AKTの発現プラスミ

ドを導入し、カルシウム流入依存的に培地中に放出されたヒト成長ホルモンの

量をイムノブロットにより検出した。その結果PKI 発現プラスミドもしくは

DN-AKT発現プラスミドを単独で導入した場合ではほとんど開口放出は抑制さ

れなかった。しかし、PKI 発現プラスミドとDN-AKT発現プラスミドを共に導

入した場合にはヒト成長ホルモンの放出量が部分的に (31.4%±9.7%) 減少し

ていることが判明した (n=3, P<0.025, Student's t-test) (Fig. 6C) 。またそ

れぞれのサンプル間で導入されたヒト成長ホルモンの量は一定であることを、

細胞破砕液によるイムノブロットで確認した。以上の結果から、A2Aアデノシ

ン受容体によって活性化されるPKA経路とPI3キナーゼ-AKT経路が協調的にカ

ルシウム流入依存的な開口放出の促進に貢献していることが明らかになった。

　

2-4　A2Aアデノシン受容体の活性化によるNPY-Venusの局在移行
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　次にA2Aアデノシン受容体がどのようなメカニズムで開口放出を促進してい

るのか検討した。A2Aアデノシン受容体が開口放出を促進する可能性の一つと

して、A2Aアデノシン受容体の活性化によってNPY-Venusを含む小胞がより細

部膜近傍に集まり即時放出可能プール（Readily releasable pool) が増加して

いる可能性が考えられる。そこで共焦点レーザー顕微鏡を用いてCGS21680で

刺激をしてからのNPY-Venusを含む小胞の局在の変化を経時的に観察した。そ

の結果CGS21680の刺激をしていない細胞ではNPY-Venusを含む小胞は主に

細胞質に存在しているが、刺激後10分から15分ではNPY-Venusを含む小胞が

より細胞膜近傍に局在している様子が観察された (Fig. 7A, B) 。この様子を刺

激前および刺激後の細胞質および細胞膜近傍のNPY-Venusの蛍光量を測定し定

量的に解析した。その結果CGS21680の刺激をした細胞では刺激前の細胞に比

べて有為にNPY-Venusを含む小胞が細胞膜近傍に局在していることが明らかに

なった（n=12, P<0.0005, Student's t-test) (Fig. 7C) 。NPY-Venusを含む

小胞の細胞膜近傍への移行は一過的であり、CGS21680処理後約30分頃から

細胞膜近傍から消失している様子が観察された (Fig. 7A) 。先ほどの実験結果

からA2Aアデノシン受容体の活性化によるカルシウム流入依存的な開口放出の

促進にPKA経路およびPI3キナーゼ-Akt経路が必要であることが示されてい

る。そこでA2Aアデノシン受容体の活性化によるNPY-Venusを含む小胞の膜移

行にPKA経路およびPI3キナーゼ-Akt経路が関与する可能性について検討を

行った。あらかじめPKA阻害剤KT5720およびPI3キナーゼ阻害剤LY294002

を共に加えた場合でのCGS21680の刺激によるNPY-Venusを含む小胞の局在

を観察した。その結果、これらのキナーゼ阻害剤を共に加えてもCGS21680の

刺激によりNPY-Venusを含む小胞はキナーゼ阻害剤を加えない時と同様に細胞

膜近傍に移行する様子が観察された (Fig. 7D) 。従ってA2Aアデノシン受容体
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の活性化による分泌小胞の局在移行にPKA経路およびPI3キナーゼ-AKT経路は

関与しない可能性が示唆された。
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A

Fig.4 A2Aアデノシン受容体アゴニストCGS21680はカルシウム

流入依存的なNPY-Venusの放出を促進する

(A) PC12:NPY-Venus細胞を用いたカルシウム流入依存的な開口放出の

測定方法
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B

(B) PC12:NPY-Venus細胞に1 µM CGS21680で15分刺激した後に4.7 

mM KClを含む培地（Low KCl 培地）、60 mM KClを含む培地（High KCl 

培地）、0.5％ Triton X-100を含む培地を加え、培地中に放出された

NPY-Venusを蛍光強度を測定することにより検出した。同時に培地中に

漏出したLDHも測定した。
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C

D

(C) PC12:NPY-Venus細胞に様々な濃度のCGS21680で15分刺激した後

にHigh KCl 培地を加え培地中に放出されるNPY-Venusの量を測定した。

(D) PC12:NPY-Venus細胞に1 µM CGS21680で様々な時間刺激した後に

High KCl 培地を加え培地中に放出されるNPY-Venusの量を測定した。



92

Fig.5 PC12細胞においてCGS21680の刺激により様々なシグナ

ル分子がリン酸化される

PC12:NPY-Venus細胞に1 µM CGS21680で15分刺激した後に、CREB, 

Akt, MAPK, JNK, p38, ATF-2のリン酸化をイムノブロットにより検出

した。GAPDHはローディングコントロールとして用いた。
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A

Fig.6 PC12細胞においてCGS21680の刺激によるカルシウム流入

依存的な開口放出の促進にはPKA経路とPI3キナーゼ-AKt経路が必

要である。

(A) PC12:NPY-Venus細胞に10 µM U0126（MEK1阻害剤）、20 µM 

SP600125（JNK阻害剤）、10 µM SB202190（p38阻害剤）、1 µM 

KT5720（PKA阻害剤）、20 µM LY294002（PI3キナーゼ阻害剤）で30

分処理した後に1 µM CGS21680で15分刺激し、その後High KCl 培地を加

え培地中に放出されるNPY-Venusの量を測定した。
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B

(B) PC12:NPY-Venus細胞に様々な濃度のKT5720（PKA阻害剤）、

LY294002（PI3キナーゼ阻害剤）で30分処理した後に1 µM CGS21680で

15分刺激し、その後CREB, Aktのリン酸化をイムノブロットにより検出し

た。
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C

(C) PC12細胞にヒト成長ホルモン (human growth hormone :hGH) と

Protein kinase inhibitor (PKI) もしくは優性抑制型Akt (dominant-

negative Akt: DN-Akt) の発現プラスミドを導入し、72時間後1 µM 

CGS21680で15分刺激し、その後High KCl 培地を加え培地中に放出され

るhGHの量をイムノブロットにより検出した。



96

A

Fig.7 PC12細胞においてCGS21680の刺激によりNPY-Venusを

含む小胞が細胞膜近傍に局在移行する

(A) PC12:NPY-Venus細胞に1 µM CGS21680で刺激した後に共焦点レー

ザー顕微鏡を用いてNPY-Venusを含む小胞の局在を経時的に観察した 

(Scale Bar, 10 µm) 。
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B

(B) IP lab softwareを用いて細胞の中央部を選択し（赤線で囲んだ長方形

の領域）、その領域内でのNPY-Venusの蛍光強度を測定した（上図）。

測定により得られた長方形内のX軸上の平均蛍光強度を下図に示した 

(Scale Bar, 10 µm)。
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C

(C) 共焦点レーザー顕微鏡を用いて得られたNPY-Venusの蛍光強度を

LSM Image Browserを用いて定量化した。核内の蛍光強度をバックグ

ラウンドとして、細胞膜付近の蛍光強度のピークの値（a）を細胞質で

の平均の蛍光強度（b）で割った値（a/b）を算出した (n=12) 。
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D

(D) PC12:NPY-Venus細胞に1 µM KT5720（PKA阻害剤）と20 µM 

LY294002（PI3キナーゼ阻害剤）で30分処理した後に、1 µM 

CGS21680で刺激した後に共焦点レーザー顕微鏡を用いてNPY-Venusを

含む小胞の局在を経時的に観察した (Scale Bar, 10 µm)。
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Fig.8 PC12細胞でのA2Aアデノシン受容体のよるカルシウム流入

依存的な開口放出促進機構のモデル



考察

　今回、PC12細胞の系においてA2Aアデノシン受容体を活性化させるアゴニ

ストCGS21680を用いた解析から、1）A2Aアデノシン受容体の活性化により

カルシウム流入依存的な分泌小胞の開口放出が促進されること、 2）A2Aアデ

ノシン受容体によってこれまで知られていたPKAおよびERKのリン酸化に加え

てAkt, p38, JNKがリン酸化されること、 3）A2Aアデノシン受容体の活性化

によるカルシウム流入依存的な分泌小胞の開口放出促進には部分的にPKA経路

とPI3キナーゼ-Akt経路が関与すること、及び 4）A2Aアデノシン受容体の活

性化により一過的にNPY-Venusを含む分泌小胞が細胞膜近傍に局在移行するこ

と、が明らかになった。

　PC12細胞においてA2Aアデノシン受容体の活性化によりこれまで知られて

いるMAPKおよびPKAの活性化に加えて、JNK経路、p38経路およびPI3キナー

ゼ-Akt経路も活性化していることが今回の実験より明らかになった。これまで

PC12細胞においてA2Aアデノシン受容体の活性化が細胞の生存促進に関与す

ることが報告されている(Huang et al., 2001)。A2Aアデノシン受容体の活性

化による生存促進にPKA経路とPKCζ経路が関わっているがMAPキナーゼ経路

およびPI3キナーゼ経路は関与しない可能性が示唆されている。よって開口放

出の促進経路と生存の促進経路は一部は共通しているものの、一部は別な経路

を用いていると考えられる。

　今回の実験からA2Aアデノシン受容体の活性化によるカルシウム流入依存的

な開口放出の促進にPKA経路とPI3キナーゼ-Akt経路が協調して関与している

ことが示された。これまでにPKA経路に関しては開口放出の促進に関与する可

能性はいくつか報告されている。一方PI3キナーゼ-Akt経路の開口放出への関

与に関しては、PI3キナーゼが関与している可能性は示唆されていたがPI3キ
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ナーゼがどのように働いているかは明らかではなかった。今回PKA経路の阻害

と共にPI3キナーゼの下流で働くAktを阻害することによりA2Aアデノシン受容

体の活性化による開口放出の促進が抑制されることが示された。よって、これ

まで細胞の生存、増殖、運動への関与が報告されているAktがカルシウム流入

依存的な開口放出の促進にも関与することが初めて明らかになった。

　それではPKA経路とPI3キナーゼ-AKT経路はカルシウム流入依存的な開口放

出のどのような過程に関係するのだろうか？今回の実験結果からPKA経路と

PI3キナーゼ-AKT経路が分泌小胞の移動もしくは細胞膜の接着には関与しない

ことが示されているので、分泌小胞の膜融合移行後の過程、即ち膜融合の準備

段階（Priming）もしくは膜融合（Fusion) の段階に関与している可能性が考え

られる。これまでPKA経路はPrimingに関与するSNAP-25のThr138のリン酸

化を介して放出可能プールを増加させることにより開口放出の促進に関与して

いることが報告されている(Nagy et al., 2004)。これまでPKAとAktとは同じ

基質をリン酸化していることがCREB、Bad、Nur77で報告されている(Datta 

et al., 2000; Du and Montminy, 1998; Masuyama et al., 2001)。よってカ

ルシウム流入依存的な開口放出の促進に関してもPKAとAKTが同じ基質をリン

酸化している可能性が考えられる。よってAktもPKAと同様にSNAP-25のリン

酸化を介してカルシウム流入依存的な開口放出の促進に関与しているのではな

いかという可能性を考えている (Fig. 8) 。

　今回A2Aアデノシン受容体の活性化により分泌小胞が細胞膜近傍に局在移行

することが明らかになった。この局在移行過程にはPKA経路およびPI3キナー

ゼ-AKT経路は関与しないことが示唆されたので、A2Aアデノシン受容体はこ

れら以外の何らかの分子を介して分泌小胞の局在移行に関与していると考えら

れる (Fig. 8) 。これまでにA2Aアデノシン受容体はアクチン結合タンパク質で
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あるα-Actininと細胞質領域で相互作用していることが報告されている

(Burgueno et al., 2003)。よってA2Aアデノシン受容体はα-Actininを介して

アクチン骨格を制御することにより分泌小胞の移動に関与しているのかもしれ

ない。また小胞と細胞膜の接着には低分子量Gタンパク質であるRab3の関与が

報告されている(Nonet et al., 1997)。よってA2Aアデノシン受容体は何らか

の分子を介してRab3の活性を制御している可能性も考えられる。

　またA2Aアデノシン受容体の刺激によって一過的に細胞膜近傍に移行してき

た分泌小胞が、時間経過と共に細胞膜近傍から消失する現象も観察された。最

近、新規合成されて細胞膜近傍に移行した分泌小胞のうち細胞膜と融合せず古

くなった分泌小胞は再びゴルジ体付近に戻っていくことが報告されている

(Duncan et al., 2003)。よってA2Aアデノシン受容体の活性化により移行し

てきた分泌小胞は一定の期間を過ぎると再びゴルジ体付近に戻っていくのでは

ないかと推測している。

 　A2Aアデノシン受容体は特にパーキンソン病との関連が知られている。パー

キンソン病は運動症状に異常をきたす疾患であり、その原因は随意運動を司る

大脳基底核の黒質緻密部に存在するドーパミン産生ニューロンの細胞死による

ドーパミンの枯渇による。ドーパミンの枯渇によって線条体に存在するGABA

作動性ニューロンではGABAが過剰に放出される (Fig. 2) 。その結果大脳新皮

質および脊髄の活性化が減弱することにより無動性の運動性障害を生じる。

パーキンソン病の治療には枯渇したドーパミンを補うためにD2ドーパミン受容

体を活性化させるアゴニストであるL-DOPAなどの投薬が行われている。しか

しL-DOPAには様々な副作用もあることが報告されていることから、D2ドーパ

ミン受容体の活性化以外の方法によるパーキンソン病の治療について研究が行

われている。近年開発されたパーキンソン病の治療薬KW-6002はA2Aアデノ
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シン受容体のアンタゴニストとして働きA2Aアデノシン受容体による開口放出

シグナルを抑制し、線条体ニューロンからのGABAの放出量が適切な量へと回

復する効果があることが報告されている (Fig. 2) (Mori and Shindou, 2003)。

しかし線条体ニューロンにおいてA2Aアデノシン受容体がいかなるメカニズム

でGABA放出の促進に関与しているのかについては明らかになっていなかっ

た。今回得られた結果から線条体に存在するGABA作動性ニューロンでもA2A

アデノシン受容体による開口放出の促進にPKA経路とPI3キナーゼ-AKT経路が

部分的に関与している可能性を考えている。

　またA2Aアデノシン受容体は睡眠行動にも関与している。アデノシン受容体

のアンタゴニストとして働くカフェインには睡眠行動を抑制する作用があるこ

とや、アデノシンの投与により睡眠行動が誘導されること知られている

(Scammell et al., 2001)。またA2Aアデノシン受容体のノックアウトマウス

はノンレム睡眠が顕著に減少していることから、A2Aアデノシン受容体が睡眠

行動に関与していることが示されている(Urade et al., 2003)。睡眠調節中枢

であると考えられている前部視床下部の原側外側視索 (VLPO) にはA2Aアデノ

シン受容体が発現しており、この領域に存在するGABA作動性神経の活性化に

関与していると考えられている。このように睡眠行動に関する細胞外の分子機

構は徐々に解明されてきているが、細胞内の分子メカニズムに関してはほどん

と解明されていない。今回得られた結果から睡眠調節中枢領域でのA2Aアデノ

シン受容体の機能にPKA経路とPI3キナーゼ-AKT経路が部分的に関与している

可能性を考えている。
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結言

　今回の研究によりPC12細胞においてA2Aアデノシン受容体の活性化による

カルシウム流入依存的な開口放出の促進に、PKA経路とPI3キナーゼ-AKT経路

が部分的に関与することが明らかになった。この経路の開口放出への関与およ

びメカニズムについてはより詳細な解析が必要であると考えている。例えば

PKA経路と同様にPI3キナーゼ-AKT経路を活性化させるだけで開口放出が促進

が起こるか、またPKA経路による開口放出の促進機構であるSNAP-25のリン酸

化による放出可能プールの増加がPI3キナーゼ-AKT経路でも同様に起こるのか

検討したい。またA2Aアデノシン受容体の活性化により放出可能プールが増加

しているのか、もしくは小胞膜と細胞膜の融合過程が促進されているのか検討

したい。またA2Aアデノシン受容体の活性化による分泌小胞の局在移行にいか

なる分子が関与するのか検討したい。さらにA2Aアデノシン受容体がGABA作

動性ニューロンの機能への関与が知られていることから、PKA経路およびPI3

キナーゼ-AKT経路がGABA作動性ニューロンにおいてGABAの放出に関与して

いるのかを検討したい。
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