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略語表 

AUC     area under the curve 

Ccn1  CCN family member 1 

DMEM  Dulbecco's modified eagle medium 

DAG  diacylglycerol 

ER  endoplasmic reticulum 

FFT  Fast Fourier Transform 

FFAR1  Free fatty acid receptor 1 

GLUT  glucose transporter 

GPCR  G-protein coupled receptor 

HBSS  1x Hank's Balanced Salt Solution 

IEG  immediate early gene 

IP3  inositol 1,4,5-triphosphate 

KATP channel  ATP-sensitive potassium channel 

KRBH  Krebs-Ringer-bicarbonate-HEPES 

MAP  methamphetamine 

NMDA  N-methyl-D-aspartate 

PCP  phencyclidine 

PKC  protein kinase C 

PKD  protein kinase D 

PSD  power spectrum density 

SGLT-2  sodium/glucose cotransporter-2 

Sgk1  serum/glucocorticoid-induced protein kinase 1 

TFP  transcriptome fingerprint 

TRPM5  Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5 

5-HT2  5-HydroxyTryptamine 2    
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1.  序論 

G タンパク質共役型受容体（G-protein coupled receptor; GPCR）は様々な疾患領域

における重要な薬剤標的クラスの 1 つであり、上市薬のおよそ 30% が GPCR をタ

ーゲットとしている (Fang et al., 2015; Rask-Andersen et al., 2011)。本研究では GPCR

標的治療薬に対する評価系の構築と薬効の発現機構についての研究を行った。 

 中枢疾患領域で GPCR が重要な治療標的とされてきた疾患の一つに統合失調症が

ある (Keshavan et al., 2016; Komatsu, 2015)。統合失調症に対する創薬は Gαi/o 共役型

GPCR であるドパミン D2 受容体（D2R）の遮断作用を持つクロルプロマジンの発

見に始まり、ドパミンシグナルの過剰な伝達が病態形成に深く関与するというドパ

ミン仮説の出発点となった。こうして作られた初期の D2R 遮断タイプの薬剤は定

型抗統合失調症薬と呼ばれ、統合失調症の代表的な 3 症状（陽性症状・陰性症状・

認知機能障害）のうち陽性症状に著効する。その後、D2 受容体遮断に加えセロトニ

ン 2（5-HT2）受容体阻害作用を持つことで陰性症状の改善を狙ったセロトニン・ド

パミンアンタゴニストや更に他の神経伝達物質受容体への親和性を持たせた

Multi-Acting Receptor Target Antipsychotics（MARTA）、D2 受容体に対して部分作動

薬として働き陽性・陰性両症状に有効で副作用の少ない Dopamine System Stabilizer

（DSS）など様々な薬剤が創製され、非定型抗統合失調症薬と総称されてきた。し

かしそれらの有効性を特定のシグナル活性をもとに比較して評価するのは難しくこ

の分野の課題とされてきた。本研究では、GPCR 標的治療薬に対する新しい評価系

としてシグナル伝達の下流で神経可塑性や認知機能の変化につながる最も初期の応

答を起こす遺伝子群、最初期遺伝子群（immediate early genes: IEGs）に着目した。IEGs 

は外界からの刺激を受けて最も早い時間軸で一過性に応答する遺伝子群を指し、神

経系においては神経可塑性や認知機能の変化に繋がるシグナル伝達のフィードバッ

クや転写変化を起こす (Clayton, 2000; Okuno, 2011)。従って中枢神経系に作用する

薬剤がもたらす可塑的な変化の初期応答として疾患と関連がある脳部位での IEGs

の発現変化を調べることは薬効のパターン分類や予測に繋がるだけでなくシグナル
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伝達上のセカンドメッセンジャーやエフェクターとは異なる治療薬の評価系になる

可能性がある。そのような評価系を確立できれば GPCR 標的治療薬に限らない様々

な標的クラスの薬剤を包括的に評価することも可能かもしれない。 

 このような考え方を実証した先行研究の例として González-Maeso らによる幻覚

剤の研究がある (Gonzalez-Maeso et al., 2007; Gonzalez-Maeso et al., 2003)。彼らは

5-HT2A 受容体作動薬に幻覚作用を持つ薬剤群と持たない薬剤群があることに着目

しその差異を下流で転写調節される IEGs の発現調節パターンの違いに見出した。

そこで私は統合失調症の薬剤群についても同様のアプローチが可能ではないかと考

え、可塑的変化の早期評価系となるような IEG マーカの探索あるいは治療薬や特定

の薬効に望ましい転写調節プロファイルの同定を試みた。すなわち、既存の抗統合

失調症薬や薬剤モデルに使われる精神刺激薬をマウスに投与した時に、疾患と関連

性の高い脳の各部位で IEGs がどのような変動パターンを示すか解析を行った。 

 他方、武田薬品工業で創製されたファシグリファム（TAK-875）は、中長鎖脂肪

酸をリガンドとする GPCR の GPR40 (FFAR1) に対するアゴ－アロステリックモジ

ュレーターである  (Itoh et al., 2003; Negoro et al., 2010; Srivastava et al., 2014; Yabuki 

et al., 2013)（但し、本研究内においては本質的に変わらないので以下“作動薬”の

括りとする）。GPR40 は膵臓の β 細胞に高発現しその活性化によって Gαq シグナル

経路下流の細胞内 Ca2+ 濃度上昇を介してインスリン分泌が促進されることから、既

存のインスリン分泌促進薬とは異なる新しい抗糖尿病薬メカニズムとして注目され

てきた。2 型糖尿病の治療薬としてはこれまでにスルホニル尿素（Sulfonylurea: SU

剤）、メトホルミンに代表されるビグアニド類、α-グルコシダーゼ阻害剤、グリタゾ

ン系、ジペプチヂルペプチダーゼ-4（DPP-4）阻害剤、GLP-1 アナログ、近年上市さ

れたナトリウム・グルコース共役輸送体 2（sodium/glucose cotransporter-2: SGLT-2）

阻害剤等が上市・処方されている (AmericanDiabetesAssociation, 2016)。SU 剤は生

活習慣改善療法及びメトホルミン治療に続く介入の第一選択としてよく処方される

薬剤であるが重篤な副作用となり得る低血糖リスクを持つ。DPP-4 阻害剤や GLP-1 
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アナログは同リスクを持たないが多くの患者さんにおいて十分な血糖コントロール

が出来ているとは言い難い。心血管リスクの減少作用等これまでに無いベネフィッ

トを持つ新規な SGLT-2 阻害剤 (Fitchett et al., 2016; Zinman et al., 2015) にも、低血

糖・尿路感染・脱水・ケトアシドーシス等の副作用が存在する。従って低血糖リス

クが無く強い血糖低下作用を持つ新規薬剤に対する医療現場の期待は依然として高

かった。 

GPR40 作動薬の新規抗糖尿病薬としての最大の魅力は、血糖値に依存したインス

リン分泌促進作用であり、これは上述した既存薬の副作用である低血糖リスクの回

避に繋がる。実際に臨床第 3 相試験までの結果で、ファシグリファム投与群は既存

薬である SU 剤と同等以上の血糖低下作用を示す一方で、SU 剤に高い低血糖の発

現率はプラセボ群と同等という成績が得られ、このメカニズムのヒトでの有効性を

証明した薬剤となった (Burant et al., 2012; Kaku et al., 2015)。このような特性を持つ

ファシグリファムであるが、そのインスリン分泌促進作用のグルコース濃度依存性

のメカニズムについては、臨床後期に至るまで未だ完全な理解がなされていなかっ

た。そこで本研究では、グルコース依存性インスリン分泌（glucose-stimulated insulin 

secretion: GSIS）に対する GPR40/Gαq 下流シグナルのクロストークや役割を調べ、

ファシグリファムの示すユニークな薬効の発現機構について検討を行った。 

 

2.  GPCR を標的とする統合失調症治療薬に対する新しい評価系の構築 

2.1  実験材料と方法 

2.1.1  動物 

実験に用いた正常マウスはクレアジャパンから購入した ICR マウスあるいは

C57BL6/J マウスを用いた。それらマウスは自由給水・自由給餌・12 時間毎の明暗

サイクル（明期：午前 7 時より午後 7 時まで）が確保された飼育条件で維持され、

薬剤投与実験前には前もって適切な実験室環境への馴化を行った。全ての実験は武
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田薬品工業株式会社動物実験委員会の承認を得て行われた。 

2.1.2  遺伝子発現変動実験 

 薬剤投与は各実験ごとに示す投与経路（経口, 静脈内, 皮下）で投与され、それぞ

れのタイムポイントで回収した全脳からプレシジョンブレインスライサー

（Braintree Scientific）を用いて氷上で前頭前野、側坐核、線条体、海馬を切り出し

た。対照群として 0.5% メチルセルロース水溶液投与群（経口）あるいは 0.9% 生

理食塩水投与群（静脈内, 皮下）をそれぞれ設けた。図 1 に示す模式図のように前

頭前野は嗅球から 1 mm 後ろ側の前頭葉の前部の 1 mm スライスを指し、同様に側

坐核、線条体、海馬はそれぞれ解剖学的に識別し左右脳から切り出した 1 mm のス

ライスを用いた。それら脳部位から Isogen（ニッポンジーン）を用いて RNA 抽出

を行い DNase I Amp Grade 処理した後、逆転写反応をランダムプライマーと

SuperScript II 逆転写酵素（いずれもサーモフィッシャー）を用いて行った。得られ

た cDNA を用いリアルタイム PCR 7900HT 機（サーモフィッシャー）にて定量 PCR

反応を行った。増幅サイクルは 50°C 2 分→95°C 10 分→（95°C 15 秒+ 60°C 1 分）

x40 cycle で測定を行いスタンダードオリゴ配列と未知検体の Ct 値を比較すること

で絶対コピー値を算出した。異なるサンプル間の比較を行うためハウスキーピング

遺伝子 cyclophilin A の発現コピー数で補正して各サンプルにおける相対発現値を比

較した。用いたマウス TaqMan プライマープローブ，オリゴテンプレートの配列は

表 1 に示した。 

2.1.3  統計学的処理 

 得られたデータの統計学的処理については González-Maeso らの先行研究

(Gonzalez-Maeso et al., 2003) を参考とした。用量依存性試験においてはまず、Bartlett

検定（有意水準 5 %）により分散の均一性を検定し均一と判定された場合 Williams

検定、均一でない場合 Shirley-Williams 検定（有意水準片側 2.5 %）を行った。タイ

ムコース試験においては Welch の t 検定によってそれぞれのタイムポイントで対照
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群に対する有意性を有意水準 5 % で検討した。 

 

2.2  実験結果 

2.2.1  定型・非定型統合失調症薬の急性投与は側坐核、線条体を中心に一過性の

IEGs の発現上昇をもたらす 

 第1世代～第3世代の治療薬を代表する、定型抗統合失調症薬のハロペリドール、

非定型抗統合失調症薬のオランザピン、アリピプラゾール、クロザピンはそれぞれ

様々な GPCR に対する阻害活性を持ちその薬理学的特性が異なる（図 2）。まず初め

にこれら薬剤を投与した際のマウス脳における IEGs の発現変動タイムコースを検

討した。本検討における薬剤の投与量と経路についてはマウスの行動アッセイ系で

有効な作用が出ている既報 (Boulay et al., 2010; Ma et al., 2013) の投与量と経路を参

考例としてハロペリドールは 0.3 mg/kg、オランザピン 10 mg/kg、アリピプラゾー

ル 3 mg/kg、クロザピン 30 mg/kg のいずれも経口投与とした。検討部位には統合

失調症の病態形成において重要な役割を持つ 4 部位、作業記憶形成に関与する前頭

前野、腹側被蓋野から投射を受け情動行動を司る側坐核、黒質から投射を受け運動

機能調節に重要な役割を果たす線条体、前頭前野と同じく認知機能や記憶を司る海

馬、を選択した（図 1）。統合失調症との高い関連性が期待される IEGs として、最

も有名な IEG であり神経活動マーカーとして広く用いられている c-fos (Greenberg 

and Ziff, 1984; Morgan et al., 1987)、アクチンと結合しシナプスの活動性を調節するこ

とで長期記憶の形成に関わることが知られ (Lyford et al., 1995; Okuno et al., 2012) 

統合失調症患者の前頭前野における発現低下 (Guillozet-Bongaarts et al., 2014) や遺

伝子欠損マウスの統合失調症様諸症状発症 (Manago et al., 2016) が報告された Arc、

同様に患者の死後脳解析で発現低下が認められ統合失調症の脆弱性因子と考えられ

た EGR ファミリーの Egr1, Egr2, Egr3 (Yamada et al., 2007)、クロザピン投与による

発現変動が報告される Sgk1（serum/glucocorticoid-induced protein kinase-1）(Robbins et 
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al., 2008)、そして精神刺激薬による発現誘導が知られる Ccn1（CCN family member 1）

(Ito et al., 2007) の 7 つに着目した。 

 4 薬剤を投与後 4 時間後までのサンプル（30 分, 1 時間, 2 時間, 4 時間）を採集し

IEG mRNAs の発現レベルを測定した。その結果、いずれの薬剤投与群においても投

与後 1~2 時間に一過性発現上昇のピークが存在し 4 時間にかけて収束することが判

った（図 3）。ハロペリドール、アリピプラゾールの 2 剤は特に類似性の高い発現パ

ターンを示し、側坐核と線条体で c-fos, Arc, Egr2 の発現上昇をもたらした。同様に

オランザピンも側坐核における c-fos, Egr2、線条体における c-fos, Arc, Egr1, Egr2、

海馬での Ccn1 の発現上昇を示した。一方クロザピンの作用はそれら 3 剤とは大き

く異なり検討した 4 つの部位の殆どで c-fos, Sgk1, Ccn1 を誘導した。すなわち他の既

存薬とは異なる転写調節メカニズムで薬効をもたらす可能性を示唆した。 

 続いてそれら既存治療薬4薬剤による IEGs 発現変動の用量依存性試験を行った。 

図 3 に示したタイムコース実験の結果からそれぞれの薬剤で最大の転写変化がみら

れる時点をハロペリドール、オランザピン、クロザピンの 3 剤については投与後 60

分、アリピプラゾールのみ 120 分とした。経口投与の投与量をハロペリドール 0.03~1 

mg/kg、アリピプラゾール 0.1~3 mg/kg、オランザピン 0.3~10 mg/kg、クロザピン 1~30 

mg/kg として発現変動実験を行ったところ、図 4 に示すようにそれぞれ順に 0.3, 0.3, 

1, 30 mg/kg で顕著な mRNA の発現変動を示した。用量依存性について、ハロペリド

ール、アリピプラゾール、オランザピンの 3 剤はタイムコース試験同様、側坐核と

線条体で類似性の高い変動パターンを示し特に c-fos, Arc, Egr2 の発現上昇を特徴と

した。クロザピンの発現パターンはやはり 3 剤とは大きく異なるものであった。 

 

2.2.2  ドパミン D2 受容体作動薬と遮断薬による IEGs 発現変動の比較考察 

類似性の高い発現パターンを示した 3 剤はいずれもドパミン D2 受容体（D2R）

への高い結合活性で知られることから、D2R 作動薬及び遮断薬を投与した際の IEGs

発現パターンを調べて比較した。薬剤の投与量と経路についてはマウスの行動アッ
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セイ系で有効な作用が出ている既報の投与量と経路を参考 (Zarrindast et al., 2008; 

Zarrindast and Rezayof, 2004) として D2R 作動薬のキンピロールは 10 mg/kg、遮断薬

のスルピリドは 100 mg/kg のいずれも静脈内投与とした。すると 図 5a に示すよう

に、D2R 遮断薬のスルピリドは側坐核及び線条体で主に c-fos, Arc, Egr2 を 60 分ま

でに発現誘導し先に見た共通性の高い既存薬 3 剤と近いパターンを示した。一方

D2R 作動薬のキンピロールは側坐核及び線条体では顕著な c-fos, Arc, Egr1, Egr2 の

発現低下をもたらし、他に 4 部位全てで Sgk1 の発現上昇を、前頭前野と海馬で Ccn1

の発現上昇を示した。側坐核及び線条体における変化はハロペリドール、アリピプ

ラゾール、オランザピンの 3 剤及びスルピリドとは対照的なパターンであった。以

上より c-fos, Arc, Egr2 の発現誘導は D2R シグナル遮断作用を強く反映した変化であ

る可能性が考えられた。 

 

2.2.3  薬剤誘発モデル精神刺激薬 NMDA 受容体遮断薬及びメタンフェタミンに

よる IEGs の発現変動との比較 

 N-methyl-D-aspartate（NMDA）受容体はイオンチャネル型のグルタミン酸受容体

であり、前頭葉でのグルタミン酸神経伝達の機能低下が統合失調症の一因であると

いうのがドパミン仮説に次いで広く信じられてきたグルタミン酸仮説である (Balu, 

2016; Kantrowitz and Javitt, 2012)。実際、NMDA 受容体遮断薬はヒトで統合失調症の

陽性症状だけでなく陰性症状様の症状を引き起こすことが知られてきた (Javitt and 

Zukin, 1991; Krystal et al., 1994)。陰性症状については既存薬が効果不十分であること

から NMDA 受容体遮断薬は同症状にアプローチするための薬剤誘発モデルとして

前臨床のげっ歯類を用いた検討でも広く用いられてきた。そこでこの NMDA 受容

体遮断薬のフェンサイクリジン（phencyclidine: PCP）10 mg/kg 及び MK-801 1 mg/kg 

（いずれも皮下投与）による IEGs 発現変動パターンのタイムコース試験を行った。

その結果、NMDA 受容体遮断薬は D2R 作動薬と類似の側坐核及び線条体における

Arc, Egr2 の発現低下や 4 部位における c-fos, Ccn1 の上昇をもたらした（図 5b）。次
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に用量依存性試験（PCP 1~10 mg/kg、MK-801 0.1~3 mg/kg 皮下投与 60 分後サンプ

リング）を行ったところ側坐核及び線条体における Egr2 の発現低下や線条体におけ

る Arc の発現低下、4 部位における c-fos, Ccn1 の上昇がやはり認められた（図 6）。

すなわち D2R シグナル遮断あるいは NMDA 受容体活性化による側坐核・線条体で

の Arc, Egr2 の発現上昇は統合失調症への少なくとも一部の治療効果を期待させる

可塑性の早期遺伝子マーカー候補になり得る可能性が考えられた。 

 他方、メタンフェタミン（methamphetamine: MAP）は脳内で神経終末からのドパ

ミン過剰放出を引き起こし統合失調症の陽性症状様の症状をもたらす覚醒剤として

知られており (Yui et al., 2000)、NMDA 受容体遮断薬と共に統合失調症の創薬研究

に広く用いられてきた。そこで MAP 3 mg/kg 皮下投与による IEGs 発現変動パター

ンのタイムコース試験を行ったところ、4 つ全ての部位で一過性の c-fos, Arc, Egr2, 

Ccn1 の上昇をもたらした（図 5b）。用量依存性試験（1~10 mg/kg、皮下投与 60 分後

サンプリング）でも同様の c-fos, Arc, Egr2, Ccn1 の発現上昇が認められ（図 6）、強

い中枢興奮作用を持つ間接型アドレナリン受容体刺激薬による脳内各部位での

IEGs 発現上昇（c-fos, Arc, Egr2, Ccn1）が明らかになった。 

 

3.  GPR40 作動薬ファシグリファムの血糖値依存的な薬効発現機構の解明 

3.1  実験材料と方法 

3.1.1  細胞株と試薬調製 

マウス膵 β 細胞株 MIN6 は大阪大学・宮崎教授から提供されたもの (Miyazaki et 

al., 1990) を用い、DMEM 培地に 10% 非働化ウシ血清, 100 IU/mL ペニシリン, 100 

μg/mL ストレプトマイシン及び 55 μmol/L 2-メルカプトエタノール（いずれもサー

モフィッシャーより購入）を添加した培養培地によって 37°C , 5% CO2 インキュベ

ーター内で維持した。 

ファシグリファム（TAK-875）は武田薬品工業で合成されたものを用いた。
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Krebs-Ringer-bicarbonate-HEPES (KRBH) 緩衝液は 116 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 

1.17 mmol/L KH2PO4, 1.17 mmol/L MgSO4, 25 mmol/L NaHCO3, 2.52 mmol/L CaCl2, 24 

mmol/L HEPES の組成で pH= 7.4 となるよう調製し 0.2% ウシ血清アルブミン

（BSA）を加えたものを実験時に用時調製した。 

3.1.2  インスリン分泌アッセイ 

 MIN6 細胞を 96 well プレートに 6x 104 cells/well で細胞播種し 2 日間培養した。

アッセイ当日培地を捨てて 1 mmol/L グルコースと 0.2% BSA を含む KRBH バッフ

ァで 37°C, 1 時間プレインキュベーションした後、各種刺激剤や阻害剤を加えて 2

時間インキュベートした。上清を回収し含有インスリン濃度を AlphaLISA インスリ

ンアッセイキット（パーキンエルマー）で測定した。 

3.1.3  Ca2+イメージングアッセイ 

 MIN6 細胞を 8 well Nunc Lab-Tek チャンバースライドに 1.5x 105 cells/well で播

種し 3~5 日間培養した。培養培地を除いた後、細胞に 5 μmol/L Fura-2 AM を含む

HBSS/HEPES バッファ（20 mmol/L HEPES と実験ごとのグルコース濃度を添加）を

加え 37°C , 45 分プレインキュベーションを行った。HBSS/HEPES バッファで 3 回

洗浄し再び HBSS/HEPES バッファを加えてニコン倒立顕微鏡 Eclipse Ti に乗せ併設

の Aquacosmos レシオイメージングシステム（浜松ホトニクス）で 5 分間のイメー

ジングを行った。撮像開始後 2.5 分時にリガンド添加し 0.5 秒間隔で 340 nm 励起

の蛍光強度と 380 nm 励起の蛍光強度比（340/380 nm）を付属ソフトウェアにて算

出・記録した（蛍光波長：535 nm）。細胞内カルシウムレベルの変化は刺激前後 1

分間の AUC（area under the curve）比で求めた。スペクトル解析は高速フーリエ変換

（Fast Fourier Transform: FFT）で波の周波数成分を取り出し、得られた周波数成分

の 2 乗をタイムポイント数（N= 128）で規格化することでパワースペクトル密度

（PSD）を求めた。これらの解析手法は Uhlen の先行研究 (Uhlen, 2004) を参考に行

った。 



 

-13- 

3.1.4  統計学的処理 

 作用増強の有意性は Welch の t 検定もしくは Dunnett の多重比較によって検定し

た（有意水準 5%）。要因同士の相乗作用の検定には二元配置分散分析を行い交互

作用の有無を有意水準 5% で求めた。濃度依存性の検定には Bartlett 検定（有意水

準 5%）により分散の均一性を検定し均一と判定された場合 Williams 検定、均一で

ない場合 Shirley-Williams 検定（有意水準片側 2.5%）を行った。全ての統計学的解

析は SAS Institute の Statistical Analysis System version 9.3 を用いて行った。 

 

3.2  実験結果 

3.2.1  GPR40 作動薬ファシグリファムは脱分極下でのみインスリン分泌促進作

用を発揮する 

 膵 β 細胞におけるいわゆるグルコース応答性インスリン分泌は、細胞内に取り込

まれた血中グルコースが代謝を受け ATP/AMP 比が上昇、ATP 感受性カリウムチャ

ネル（KATP channel）が閉じて細胞膜の脱分極を生じ、電位依存性カルシウムチャネ

ルが開口して細胞外からカルシウムが流入し、インスリン分泌顆粒の放出が促進さ

れる、という一連の機構で生じる (Rorsman and Braun, 2013)。そこでまず、ファシ

グリファムのインスリン分泌促進作用発揮における細胞膜の脱分極の必要性を検討

した。高グルコース条件下（16 mmol/L）で発揮されるファシグリファム（1 μmol/L）

のインスリン分泌促進作用は、ATP 感受性カリウムチャネルの開口薬であるジアゾ

キシド（100 μmol/L）、L 型電位依存性カルシウムチャネルの阻害剤であるニフェジ

ピン（10 μmol/L）によって殆ど消失した（図 7a, 図 11a）。すなわち膜の脱分極がフ

ァシグリファムの作用発揮に必須と考えられた。逆にグルコース非存在下ではイン

スリン分泌は殆どなく、ファシグリファムも作用を示さないが、古典的な脱分極剤

として広く知られる塩化カリウム刺激（10 mmol/L）によってインスリン分泌が引き

起こされ、この時ファシグリファムのインスリン分泌促進作用が発揮された（図 7b）。
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これらの結果から、グルコースの代謝等で生じる細胞膜の脱分極がファシグリファ

ムの作用発揮に必要であると考えられた。 

3.2.2  GPR40 下流の IP3/Ca2+, DAG/PKC 経路のそれぞれがインスリン分泌促進

作用に寄与する 

 次に、GPR40/Gαq 下流のセカンドメッセンジャーである IP3 と DAG の膜透過性

アナログを用いて、ファシグリファムのインスリン分泌促進作用における両経路の

寄与について検討した。既報によりファシグリファムは内在性の中長鎖脂肪酸と相

乗的にグルコース依存性インスリン分泌作用を増強すること、また IP3 の産生量に

はグルコース濃度依存性は無いことを報告している (Tsujihata et al., 2011; Yabuki et 

al., 2013)。そこで異なるグルコース濃度における IP3 と DAG の作用様式について

検討した。すると IP3 と DAG、いずれの膜透過性アナログ（10 μmol/L）を添加した

場合においてもファシグリファムの場合同様、グルコース濃度依存的なインスリン

分泌作用の増強がみられたことから（図 8）、IP3/Ca2+, DAG/PKC 経路のいずれもが

インスリン分泌促進作用に寄与すると考えられた。 

 

3.2.3  ファシグリファムはグルコース濃度依存的にカルシウムオシレーションの

振幅を周波数に依らず上昇させる 

 膵 β 細胞におけるインスリン分泌には周期性があることが知られており、細胞質

におけるカルシウムオシレーションがその周期性に重要と言われている(Bergsten, 

1995; MacDonald and Rorsman, 2006)。カルシウムオシレーションは効率的な転写活

性化やミトコンドリアを始めとする他の細胞内小器官への波及を通じた代謝活性化

をもたらすといった生理的意義を持つ (Berridge, 1997; Gilon et al., 2014; Smedler and 

Uhlen, 2014)。そこでファシグリファムの刺激がカルシウムオシレーションにどのよ

うな影響を与えるか検討した。細胞内カルシウム指示薬 Fura2-AM を用いて各グル

コース濃度（0, 1, 3, 10, 16 mmol/L）におけるカルシウムオシレーションをレシオメ
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トリックに検出し、ファシグリファム刺激（10 μmol/L）を加える前後の波形を比較

した。得られた波形に対して高速フーリエ変換を行って振幅および周波数特性を調

べた。すると、特定の周波数成分にのみ影響を及ぼすということはなかったが、全

ての周波数帯で振幅の 2 乗に比例するパワースペクトル密度をグルコース濃度依存

的に上昇させることが判明した（図 9a-c）。なお、SU 剤のグリメピリド（10 μmol/L）

はインスリン分泌同様、グルコース濃度と無関係にカルシウムオシレーションを惹

起し、ファシグリファムとは制御様式が異なっていた（図 9d-f）。 

 

3.2.4  GPR40 下流の IP3 受容体刺激はグルコース濃度に応じてカルシウムオシ

レーションを増強し DAG 刺激による PKC 活性化は殆ど影響を与えない 

 続いてファシグリファム刺激による GPR40 活性化の下流シグナル入力について

膜透過性 IP3 刺激と DAG によるカルシウムオシレーションへの影響を調べた。膜

透過性 IP3 刺激（10 μmol/L）はファシグリファム同様、カルシウムオシレーション

をグルコース濃度依存的に増強した一方、DAG 刺激（10 μmol/L）はカルシウムオ

シレーションには殆ど影響を与えなかった（図 10）。よって IP3 受容体の活性化を

介した小胞体からのカルシウム放出は、細胞質におけるカルシウムオシレーション

の増強を介してインスリン分泌促進作用をもたらすと考えられたが、DAG/PKC 経

路はカルシウムオシレーションの制御とはまた別の機序でインスリン分泌促進に寄

与していると考えられた。 

 

3.2.5  DAG/PKC 経路は L 型電位依存性カルシウムチャネルを通じた細胞外か

らのカルシウム流入と相乗的にインスリン分泌を促進する 

 そこで DAG/PKC 経路活性化のインスリン分泌増強への寄与に関して明らかにす

る目的で、更にカルシウムダイナミクスとの相互作用について調べた。グルコース

非存在下において膜透過性 DAG 刺激（10 μmol/L）による PKC 活性化は濃度依存



 

-16- 

的な若干のインスリン分泌促進作用を示した。ここに L 型電位依存性カルシウムチ

ャネルの開口薬である Bay K 8644（1 μmol/L）を共存させ、細胞外からのカルシウ

ム流入を起こしたところ相乗的にインスリン分泌を引き起こすことがわかった（図

11b,c）。よって DAG による PKC 活性化はおそらく下流の分泌顆粒や細胞骨格への

作用によってカルシウムダイナミクスと独立かつ相乗的にインスリン分泌促進に寄

与しているのではないかと考えられた。 

 

4.  考察 

4.1  GPCR を標的とする統合失調症治療薬に対する IEGs に着目した新しい評

価系の構築について 

4.1.1  既存薬 3 剤が示した IEG 発現誘導プロファイルの共通性に関する考察 

本検討では GPCR を標的とする統合失調症治療薬に対する新しい評価系として、

シグナル伝達の下流で神経可塑性や認知機能の変化につながる最も初期の応答を起

こす IEGs に着目した解析を行った。すなわち、統合失調症の既存薬（図 2）や薬

剤モデルに用いられる精神刺激薬をマウス脳に投与した際に、疾患と関連性の深い

4 つの脳部位で（図 1）、7 つの IEGs がどのような発現パターンを示すかプロファ

イリングを実施した。 

その結果まず、臨床で統合失調症の陽性症状に効果があるとされているハロペリ

ドール、オランザピン、アリピプラゾールの 3 剤が側坐核と線条体で c-fos, Arc, Egr2 

の一過的な発現上昇を引き起こすという共通性を示した（図 3, 図 4）。特にハロペ

リドールとアリピプラゾールのプロファイルは非常に類似性の高いものであった。

序論で述べた通り、第 2 世代，第 3 世代に分類される非定型抗統合失調症薬あるい

は DSS のオランザピンとアリピプラゾールについては陰性症状にも効果があると

されておりハロペリドールには無い更なる特徴を見出すことを期待したが、今回の

検討ではそのような特徴はみられなかった。他の IEG や脳部位を調べることで差
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異が見出せる可能性の外、2009 年に Lancet 誌に報告された Leucht らのメタ解析結

果によれば実はそれら薬剤の陽性・陰性症状に対する効果は目立った違いがないと

する説もあり (Leucht et al., 2009)、そもそも差を見出すことが難しい可能性も考え

られる。 

 側坐核及び線条体はそれぞれ腹側被蓋野及び黒質緻密部からドパミン神経の投射

を受けており、D1 及び D2 ドパミン受容体（D1R, D2R）が高発現する (Ikemoto, 2007)。

これら部位での既存薬による後シナプス D2R 遮断が、陽性症状改善と副作用の錐体

外路症状をもたらしてきた。従って 3 剤による c-fos, Arc, Egr2 の発現誘導は D2R 遮

断を介した転写活性化であると推定され、これを裏付けるように比較的選択性の高

い D2R 遮断薬として知られるスルピリドはやはり同様の c-fos, Arc, Egr2 発現上昇

を示し、D2R 作動薬として知られるキンピロールは反対に発現低下を示した（図 5a）。

また 3 剤による c-fos, Arc, Egr2 の発現変動はおしなべて側坐核よりも線条体で強い

傾向にあり（図 3, 図 4）、これは D2R の発現レベルが前者の方が高い (Komatsu et al., 

2014) のを反映した結果と言えるかもしれない。 

 

4.1.2  IEG 発現誘導プロファイルから見たドパミン仮説とグルタミン酸仮説の

交わり 

 そして興味深いことにキンピロールが示したプロファイルは 2 つの NMDA 受容

体遮断薬（PCP, MK-801）が示したそれと似通っており（図 5）、D2R 活性化で NMDA

電流が抑制されるという過去の知見 (Beazely et al., 2006; Flores-Hernandez et al., 

2002) から D2R 遮断薬は大脳基底核の NMDA シグナル賦活を介して c-fos, Arc, 

Egr2 の発現上昇をもたらす可能性が考えられた。D2R に部分作動薬活性を持つア

リピプラゾールは、細胞外のドパミン量が過剰な状態では後シナプス受容体に対し

てアンタゴニスト様に振舞うことが想定される (Hirose and Kikuchi, 2005) 。統合失

調症発症の背景にある NMDA シグナル低下とドパミンシグナルの過剰伝達はおそ

らく複雑な相互制御のもとで成り立っていると考えられ、必ずしも単純な拮抗関係
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が見られるとは限らないかもしれない (Laruelle et al., 2005)。しかしながら NMDA 

受容体遮断薬による側坐核や線条体での Arc, Egr1, Egr2 の低下に対して既存薬 3 剤

が拮抗的に働くか、今後、共投与実験のデータを得て議論したい。 

 

4.1.3  クロザピンとメタンフェタミンの発現プロファイルに関する考察 

クロザピンは陽性・陰性症状両方に有効であるが顆粒球減少等の重篤な副作用が

あるため、厳密な管理の下での治療抵抗性統合失調症に対する処方に限られる。ク

ロザピンは D2R に対する親和性が弱く他の様々な受容体に対する結合活性を持ち 

"magic shotgun" と呼び習わされてきた薬剤である (Roth et al., 2004)。クロザピン投

与は今回検討した4部位の殆ど全てでc-fos, Sgk1, Ccn1の発現誘導を示すという他の

薬剤とは全く異なるプロファイルを示した（図 3, 図 4）。選択的な 5-HT2 受容体遮

断薬、ムスカリン受容体遮断薬、ヒスタミン H1 受容体遮断薬等のデータが無いた

めここではこれ以上の考察が出来ないが、独特の薬効と副作用を持つクロザピンが

示す転写調節はやはり他の既存薬とは異なるものであることが明らかとなった。 

 メタンフェタミン（MAP）は前述の通り、統合失調症の陽性症状様の作用を引き

起こす覚醒剤であるが本検討では 4 部位のほぼ全てで c-fos, Arc, Egr1, Egr2, Ccn1 の

発現誘導を示した（図 5b, 図 6）。大脳基底核における TFP については既存薬 3 剤（ハ

ロペリドール、アリピプラゾール、オランザピン）と同様のプロファイルであるが、

既報からMAP による c-fos, Arc, Egr1, Egr2の誘導については黒質網様部へ投射する

D1R 陽性の中型有棘神経（いわゆる直接路）への興奮性入力によるものであるのに

対して、既存薬によるそれらは淡蒼球外節へと投射する D2R 陽性中型有棘神経（間

接路）に対する脱抑制を表したものと考えられる (Bertran-Gonzalez et al., 2008)。ま

た MAP は実は低用量では統合失調症の認知機能低下を改善方向になびかせ、高用

量での過度の覚醒作用が著しい認知機能悪化をもたらすという“逆 U 字型効果”を

持つことが知られている (Wood et al., 2014)。慢性使用による神経毒性や著しい認知

障害、重篤な依存性、幻覚や妄想といった中枢性作用、血圧上昇や急性心不全等の



 

-19- 

末梢への悪影響をここで論じるまでもないが (Panenka et al., 2013)、低用量による一

定の生理的範囲内の転写調節があり、それを超越した場合に高用量で見られたよう

なロバストな発現誘導が起こり心身の破壊に繋がるものと考えられる。 

 

4.1.4  IEGs に着目した統合失調症治療薬の新しい評価系の構築についての小括 

 本研究で既存の統合失調症薬や薬剤モデルに用いられる精神刺激薬は、それぞれ

の特徴的な薬効を反映するような時空間的な IEGs 発現誘導プロファイルを示すこ

とが分かった。すなわち、IEGs は統合失調症の発症や症状改善に繋がる可塑的変化

の早期マーカーとして有用であると考えられた。 

半世紀以上にわたる創薬の試みと、それによって得られた膨大な病態生理学及び

疫学的な知見の蓄積にも関わらず、未だ処方されている統合失調症治療薬はドパミ

ン神経伝達遮断とその周辺メカニズムを標的としたものに過ぎない。進捗は微々た

るものと言わざるを得ず、未だ陰性症状や認知機能の十分な改善には至っていない 

(Keshavan et al., 2016)。これは既存薬を基準にした漸進的な創薬研究手法や、成功を

収めた薬剤もクロルプロマジンやクロザピンのようにセレンディピティー的に得ら

れたもの、あるいはアリピプラゾールのように in vivo スクリーニングで見出して後

から理論を得た薬剤であることが根底にあると考えられる。この点に関しては、今

回行った in vivo スクリーニング的な評価系構築の試みも D2R 遮断、NMDA シグナ

ル賦活を介した大脳基底核での c-fos, Arc, Egr2 の発現誘導がおそらく陽性症状改善

に繋がる可能性を示したに過ぎず、陰性症状や認知機能改善を期待させるマーカー

を見出すには至っていない。現在それらの改善が期待される 5-HT1A 受容体作動薬、

α7 ニコチン受容体作動薬や 5-HT6 受容体遮断薬などのプロファイルを得て更に重

ね合わせることでマーカーとなるような遺伝子のサブセットやシグナル経路が新た

に見出されるかもしれない。 
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4.2  GPR40 作動薬ファシグリファムの薬効発現機構について 

4.2.1  Gαqシグナルによるインスリン分泌促進作用とファシグリファム 

 膵 β 細胞は様々な膜表面受容体や膜輸送タンパク質、酵素や核内受容体を始めと

する細胞内システムを備えておりそれらを用いて栄養シグナルを代謝・変換し適切

なインスリン分泌応答へと繋げる (Gilon et al., 2014; Rorsman and Braun, 2013)。グル

コースの場合はグルコーストランスポーター（glucose transporter: GLUT）を介した

細胞内への取り込み後ミトコンドリアで代謝を受け、産生された ATP による

ATP/ADP 比の上昇を感知して ATP 感受性カリウムチャネルが閉じ、細胞膜の脱分

極が起こる。これにより電位依存性の L 型カルシウムチャネルが開き、細胞外から

のカルシウムイオンの流入が起こりインスリン分泌へと繋がっていく。他方、Gαq

シグナルがこのグルコース依存性インスリン分泌を増強することはノックアウトマ

ウスの解析等により良く知られており (Fujiwara et al., 2005; Gilon and Henquin, 

2001)、薬剤による Gαq 共役型 GPCR 活性化で同作用が実現することについては膵

β 細胞に高発現するムスカリン M3 受容体や GPR40 が標的候補とされていた。経

口投与可能な選択的 GPR40 作動薬ファシグリファム（TAK-875）(Negoro et al., 2010; 

Negoro et al., 2012) は、後にシグナルアッセイや X 線結晶構造解析の結果から部分

作動薬活性を持ち、内在性リガンドの脂肪酸とはやや異なる位置に結合するアゴ－

アロステリックモジュレーターであることが明らかになった化合物 (Srivastava et 

al., 2014; Yabuki et al., 2013) であるが、この化合物の最大の差別化点であり前臨床及

び臨床試験において実証された低血糖リスクの少ないグルコース濃度依存的なイン

スリン分泌作用の作用機序については、不明な点が残っていた。 

 

4.2.2  脱分極発生下でのみインスリン分泌作用が発揮されることの意義 

 本研究でまず私はグルコースの代謝等で起こる細胞膜の脱分極がファシグリファ

ムのインスリン分泌促進作用発揮に必要十分であることを初めて明らかにした（図

7）。強制的な脱分極誘導下においてはグルコース非存在下であっても、ファシグリ
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ファムはインスリン分泌促進作用を示した。SU 剤存在下では GW9508（GPR40, 120

作動薬）がインスリン分泌作用を示すという Yang らの報告 (Yang et al., 2010) は、

これに類似した先行研究である。彼らも論じているように SU 剤はグルコース代謝

で起こる脱分極イベントを起こす（あるいは模倣する）薬剤刺激に外ならず、作用

機序上、過剰なインスリン分泌促進による低血糖リスクを免れ得ない。膜電位に関

する電気生理学的検討等の詳細なエビデンスが必要ではあるが、ファシグリファム

等による GPR40 活性化で動員される小胞体からのカルシウムダイナミクスは脱分

極以降のインスリン分泌メカニズムを増強するものの、単独で強い脱分極を起こす

ような刺激とならないことがグルコース濃度に対する従属性をもたらしているので

はないかと推定される。なお SU 剤との比較についてもう 1 点付け加えると、SU 剤

は服用開始時は著効していたが次第に効力を失い良好な血糖コントロールが出来な

くなる、いわゆる 2 次無効と呼ばれる効果減弱現象が一定の割合で起こることが知

られている。しかしながらファシグリファムは、げっ歯類で確立された 2 次無効モ

デルでも有効であり単剤として SU 剤に優れる可能性が Ito らにより示唆されてい

る (Ito et al., 2016)。 

 

4.2.3  ファシグリファムによるグルコース濃度依存的なカルシウムオシレーショ

ンの振幅増強の意義 

 振幅と周波数はパルス状のインスリン分泌に繋がる膵 β 細胞のカルシウムオシレ

ーションにおける 2 つの重要な構成パラメータである (Smedler and Uhlen, 2014)。周

波数に関して膵 β 細胞ではこれまでに様々な知見が得られてきた。機能面では低周

波帯が主に解糖系の活性等の代謝機能と、高周波帯はカルシウムがトリガーとなっ

て引き起こされるエキソサイトーシスに必要なイオンチャネル活性と共役すると言

われ (Bergsten, 2002; Liu et al., 1998)、またタンパク質による制御との関連性につい

ては TRPM5（Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5）や電

位依存性の L 型カルシウムチャネルの β3 サブユニットが各々特定の周波数帯の波
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と共役しているといった報告がなされてきた (Berggren et al., 2004; Colsoul et al., 

2010)。そこで本研究では続いて、ファシグリファム及び下流 Gαq シグナルによる

カルシウムオシレーションの制御を明らかにする目的でイメージング実験を行った。

その結果、ファシグリファムが特定の周波数帯の波を制御する、あるいはそこから

TRPM5 や β3 サブユニットのような具体的下流因子との連関が明らかになるとい

うことは無かったが、全ての周波数帯において等しく振幅を増強するということが

判った（図 9a-c）。振幅が増強されることはおそらく高いインスリン分泌効率や様々

な細胞内小器官のカルシウムホメオスタシスへの波及効果をもたらす生理的意義が

あると思われる。例えばミトコンドリアは小胞体と密な情報伝達を行うが、クエン

酸回路や ATP 合成関連の酵素にはカルシウム結合サイトを持つものが多く存在す

る (Alam et al., 2012; Gilon et al., 2014)。従ってファシグリファムによる細胞質での

カルシウムオシレーションの振幅増強がミトコンドリアのグルコース代謝や ATP

合成を促進し長期的にインスリン分泌作用を大きくする可能性は十分に考えられる。 

 カルシウムオシレーションの制御について SU 剤のグリメピリドはファシグリフ

ァムとは対照的にやはりグルコース非存在下でも強いカルシウムオシレーションを

引き起こした（図 9d-f）。こうした SU 剤がもたらす持続的なカルシウム上昇はカル

シウム毒性やアポトーシスの引き金となり膵 β 細胞に対する直接的な傷害性の原因

となり得る (Iwakura et al., 2000; Maedler et al., 2005)。 

 

4.2.4  GPR40 下流におけるセカンドメッセンジャー IP3, DAG の寄与 

 GPR40 下流の 2 つの主要なセカンドメッセンジャーのカルシウムオシレーショ

ン及びインスリン分泌への役割を膜透過性 IP3, DAG アナログを用いて解析した。

まず IP3 アナログはファシグリファム同様、グルコース依存性にカルシウムオシレ

ーションの振幅及びインスリン分泌を増強した（図 8, 図 10a-c）。他方 DAG アナロ

グはグルコース依存性インスリン分泌を増強したがカルシウムオシレーションへは

殆ど影響を与えなかった（図 8, 図 10d-f）。DAG は PKC ファミリーを活性化しイ
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ンスリン顆粒のエキソサイトーシスを増幅することが知られている。10 個のアイソ

フォームのうち PKCα と ε がその豊富な発現量（補図 1）と細胞内局在 (Yedovitzky 

et al., 1997) から最も寄与が高いと推察される。最近、DAG によって直接的にある

いは PKC を介して間接的に活性化される PKD（protein kinase D）が F- アクチンの

脱重合と細胞骨格の再構成を介して GPR40 活性化によるインスリン分泌促進作用

に寄与するのではないかとの報告がなされたが (Ferdaoussi et al., 2012; Kong et al., 

2010) 、そのようなメカニズムも一部関与しているかもしれない。 

 

4.2.5  カルシウムダイナミクスと DAG 刺激の相乗作用 

 図 11a に示した通り、電位依存性の L 型カルシウムチャネルを介した細胞外から

のカルシウムイオン流入はファシグリファムによるインスリン分泌促進作用におい

ても欠かせないものであった。興味深いことにグルコース非存在下でみられる同チ

ャネルの開口薬である (S)-(-)-Bay K 8644 によるごく僅かなインスリン分泌促進作

用が OAG 刺激で顕著に、あるいは相乗的に増強されたことは（図 11b,c）、前項で

述べた通り DAG がカルシウムイオン流入以降のインスリン分泌機構を増強した可

能性を示唆した。PKC のうち conventional PKC（cPKC: PKCα, β, γ の 3 つ）は DAG

とカルシウム結合部位の双方を持つことからこれら因子の関与が単なる相加作用で

はない、相乗的なインスリン分泌促進作用を生み出すのかもしれない。 

 

4.2.6  GPR40 作動薬ファシグリファムの薬効発現機構解明に関する小括 

 以上の検討から私は GPR40 作動薬あるいはファシグリファムの持つグルコース

依存性インスリン分泌促進作用をもたらす下流 Gαq シグナルの役割について、脂

肪酸代謝や β-アレスチンシグナルの寄与に関する最近の知見 (Kristinsson et al., 

2015; Mancini et al., 2015) に加えて図 12 に示すような薬効の発現機構を提示した。

すなわち、グルコース代謝に始まり細胞外カルシウムの流入、インスリン顆粒の分
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泌へと繋がる一連のグルコース依存性インスリン分泌機構に対して GPR40 下流シ

グナルは、(1) IP3 受容体の活性化を介した小胞体からのカルシウム放出がもたらす

カルシウムオシレーションの増強、(2) PKC 活性化を介した下流での分泌機構に対

するカルシウムダイナミクスとは独立かつ相乗的な増強、の 2 段階で作用するモデ

ルを考えた。ファシグリファムは 2013 年末、肝臓に対する安全性懸念から臨床第 3

相試験で開発中止となったが GPR40 作動薬は依然として魅力的な新規メカニズム

と考えられており前臨床及び臨床試験段階で様々な化合物が開発中である 

(Mancini and Poitout, 2015)。肝臓における毒性の原因については不明であるがこれま

での知見から少なくとも肝臓における GPR40 の発現は低いと考えられ (Briscoe et 

al., 2003; Itoh et al., 2003)、間接的な作用もしくは化合物物性由来の可能性がある。

本研究で得られた知見が 2 型糖尿病治療における GPR40 作動薬創製の一助となれ

ば幸いである。 

  



 

-25- 

5.  図表 

 
図 1 解析対象とした脳部位の模式図。Paxinos と Watson の著作による「ラット脳

の定位座標図」(Paxinos and Watson, 1998) をもとに作成した。 
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図 2 様々な GPCR を標的とする統合失調症に対する既存治療薬の代表例。受容体

に対する薬理学的特性については、Correll の参考文献 (Correll, 2010) において阻害

定数 Ki 値が 100 nM 未満のものを示した。 
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図 3 代表的な既存抗統合失調症薬は側坐核及び線条体を中心に特徴的な一過性の

IEGs 発現上昇を示す 

(a)  定型統合失調症薬ハロペリドール 0.3 mg/kg 経口投与による IEGs 発現上昇の

タイムコース試験。データは対照群に対する発現変動比を示し、n= 5 の平均値± 標

準偏差で示した。各時点において中が塗りつぶされた丸で示されるデータは対応す

る対照群との比較で統計学的に有意であったものを示す（Welch の t 検定、p< 0.05）。 

(b)  代表的な既存抗統合失調症薬 4 剤による IEG の発現変動タイムコースのトラ

ンスクリプトームフィンガープリント（transcriptome fingerprint: TFP）。このように

発現変動を表すヒートマップのことを本研究では González-Maeso らの先行研究に

倣い“トランスクリプトームフィンガープリント”と呼ぶことにする 
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(Gonzalez-Maeso et al., 2007; Gonzalez-Maeso et al., 2003)。色見本と発現変動レベルの

対応を右下に示す。(a) のハロペリドールの他 3 剤の投与量はアリピプラゾール 3 

mg/kg、オランザピン 10 mg/kg、クロザピン 30 mg/kg のいずれも経口投与。 
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図 4 ハロペリドール、アリピプラゾール、オランザピンの 3 剤は用量依存性試験

においても側坐核及び線条体における c-fos, Arc, Egr2 の発現上昇を特徴とする 

(a)  ハロペリドール 0.03~1 mg/kg 経口投与後 1 時間での IEGs 発現変動の用量依

存性。c-fos, Arc, Egr1, Egr2 の側坐核及び線条体における発現上昇は用量依存性を示

した。データは対照群に対する発現変動比を示し、n= 4~5 の平均値± 標準偏差で示

した。グラフ中水平に引いた点線は対照群の変動を 1 とした基準線を示す。グラフ

中（*）は対照群との比較で統計学的に有意であったものを示す（Williams 検定、p< 

0.025）。 

(b)  代表的な既存抗統合失調症薬 4 剤による IEG の発現変動用量依存性の TFP。

ハロペリドール、アリピプラゾール、オランザピンの 3 剤で用量依存的な側坐核と

線条体における c-fos, Arc, Egr2 の発現上昇が認められた。ハロペリドール、オラン

ザピン、クロザピンについては投与後 1 時間のサンプリング（各 0.03~1 mg/kg、0.3~10 

mg/kg、1~30 mg/kg）、アリピプラゾールのみ 2 時間のサンプリング（0.1~3 mg/kg）、

いずれも経口投与。  
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図 5 D2R 遮断薬は既存薬 3 剤と類似性の高いプロファイルを示し、D2R 作動薬や

NMDA 受容体遮断薬は対照的なプロファイルを示す 

(a)  選択的 D2R 遮断薬スルピリド（100 mg/kg, 静脈内投与）及び作動薬キンピロ

ール（10 mg/kg, 静脈内投与）投与による TFP。スルピリドは側坐核及び線条体で

c-fos, Arc, Egr1, Egr2 を発現誘導しキンピロールはそれらの発現低下をもたらした。

その他キンピロールは 4 部位全てにおける Sgk1 の発現上昇、前頭前野と海馬での

Ccn1 の発現上昇を示した。 

(b)  薬剤誘発モデルに用いられるメタンフェタミン（MAP, 3 mg/kg, 皮下投与）及

び NMDA 受容体遮断薬 2 種（フェンサイクリジン（PCP, 10 mg/kg, 皮下投与），

MK-801（1 mg/kg, 皮下投与））による TFP。MAP は全部位で c-fos, Arc, Egr2, Ccn1

の顕著な上昇、NMDA 受容体遮断薬 2 種は側坐核及び線条体で Arc, Egr2 の低下を

示した。 
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図6 NMDA受容体遮断薬は側坐核や線条体においてD2R遮断薬と対照的な発現誘

導を示しメタンフェタミンはc-fos, Arc, Egr2, Ccn1の発現を全4部位で顕著に上昇さ

せる 

MAP、PCP、MK-801 の用量依存性試験の TFP。それぞれ皮下投与後 1 時間のサン

プリング（各 1~10 mg/kg、0.1~3 mg/kg、0.1~3 mg/kg）。 
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表 1 マウス TaqMan プライマープローブ，オリゴテンプレートの配列 

  

Gene Accession number Sequence 5’ - 3’

c-fos NM_010234 Sense primer 5’- AGCCTTTCCTACTACCATTCCC -3’
Antisense primer 5’- GTTGGCACTAGAGACGGACAG -3’
Probe 5’- CCGACTCCTTCTCCAGCATGGGCTCT -3’
Oligo template 5’- GGGACAGCCTTTCCTACTACCATTCCCCAGCCGACTCCTTCTCCA

GCATGGGCTCTCCTGTCAACACACAGGACTTTTGCGCAGATCTGTCC
GTCTCTAGTGCCAACTTTAT -3’

Arc BC023127 Sense primer 5’- AGCTGAAGCCACAAATGCAG -3’
Antisense primer 5’- CTGAGTCACGGAGCTGAGC -3’
Probe 5’- AGACCTGACATCCTGGCACCTCCTGG -3’
Oligo template 5’- GGGTGAGCTGAAGCCACAAATGCAGCTGAAGCAGCAGACCTGA

CATCCTGGCACCTCCTGGCCCCCAGTGATTCATACCAGTGAAGAAG
AGCAGAGCTCAGCTCCGTGACTCAGCCATG -3’

Egr1 NM_007913 Sense primer 5’- CCCTATGAGCACCTGACCAC -3’
Antisense primer 5’- AGGCAACCGAGTCGTTTGG -3’
Probe 5’- AACTCGTCTCCACCATCGCCTTCTCA -3’
Oligo template 5’- AACAACCCTATGAGCACCTGACCACAGAGTCCTTTTCTGACATCG

CTCTGAATAATGAGAAGGCGATGGTGGAGACGAGTTATCCCAGCCA
AACGACTCGGTTGCCTCCCAT -3’

Egr2 NM_010118 Sense primer 5’- CTCGTCGGTGACCATCTTCC -3’
Antisense primer 5’- TTCTCTCCAGTCATGTCAATGTTG -3’
Probe 5’- TGCCATCTCCCGCCACTCCGTTCA -3’
Oligo template 5’- GCCGCCTCGTCGGTGACCATCTTCCCCAATGGTGAACTGGGAGG

CCCCTTTGACCAGATGAACGGAGTGGCGGGAGATGGCATGATCAA
CATTGACATGACTGGAGAGAAGAGAC -3’

Egr3 NM_018781 Sense primer 5’- CGCGCTCAACCTCTTCTCC -3’
Antisense primer 5’- GGGCTTCTCGTTGGTCAGAC -3’
Probe 5’- CAGCAGCGACTCGGTAGCCCATTACA -3’
Oligo template 5’- CCCAGCGCGCTCAACCTCTTCTCCGGCAGCAGCGACTCGGTAGC

CCATTACAATCAGATGGCTACAGAGAATGTGATGGACATCGGTCTGA
CCAACGAGAAGCCCAATCC -3’

Sgk1 NM_011361 Sense primer 5’- TATTGAGCATAACGGGACAACATC -3’
Antisense primer 5’- GGCTGCTTATGGAGGACCTC -3’
Probe 5’- TGGCACGCCTGAGTATCTGGCTCC -3’
Oligo template 5’- GAGAATATTGAGCATAACGGGACAACATCTACCTTCTGTGGCAC

GCCTGAGTATCTGGCTCCTGAGGTCCTCCATAAGCAGCCGTATG -3’

Ccn1 NM_010516 Sense primer 5’- AATTGGAAAAGGCAGCTCACTG -3’
Antisense primer 5’- CGTGCAGAGGGTTGAAAAGAAC -3’
Probe 5’- TTCCTGTCTTTGGCACCGAACCGC -3’
Oligo template 5’- ATCGCAATTGGAAAAGGCAGCTCACTGAAGAGGCTTCCTGTCTTT

GGCACCGAACCGCGAGTTCTTTTCAACCCTCTGCACGCCCAT -3’

Cyclophilin A NM_008907 Sense primer 5’- GCCGATGACGAGCCCTTG -3’
Antisense primer 5’- TAGCCAAATCCTTTCTCTCCAGTG -3’
Probe 5’- CCGCGTCTCCTTCGAGCTGTTTGCA -3’
Oligo template 5’- TCACGGCCGATGACGAGCCCTTGGGCCGCGTCTCCTTCGAGC

TGTTTGCAGACAAAGTTCCAAAGACAGCAGAAAACTTTCGAGCTCTG
AGCACTGGAGAGAAAGGATTTGGCTATAAGG -3’
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a 

 

b 

  
図 7  ファシグリファムは細胞膜の脱分極発生下でそのインスリン分泌促進作用を

発揮する 

(a)  膵 β 細胞株 MIN6 におけるファシグリファム（1 μmol/L）のグルコース依存性

インスリン分泌促進作用に対する ATP 感受性カリウム（KATP）チャネル開口薬ジア

ゾキシド（100 μmol/L）の作用。 (b)  グルコース非存在下で塩化カリウム（KCl, 10 

mmol/L）による脱分極によって誘発されたインスリン分泌に対するファシグリファ

ム（1 μmol/L）の作用。 

いずれもデータはグルコース 0 mmol/L 無処置群を 100% として表示し、n= 3 の

平均値± 標準偏差で示した。グラフ中（***）はグルコース 0 mmol/L の無処置群と

の比較で統計学的に有意であったもの（Dunnett の多重比較検定、p< 0.001）、（$, $$）
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は 2 群の比較で有意であったもの（Welch の t 検定、p< 0.05, p< 0.01）を示す。  
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図 8  IP3/Ca2+, DAG/PKC 経路のそれぞれが GPR40 下流でグルコース依存性インス

リン分泌促進作用に寄与する 

(a)  MIN6 におけるファシグリファムのグルコース依存性インスリン分泌促進作用

と内在性リガンドである中長鎖脂肪酸、γ-リノレン酸との相互作用。いずれもデー

タはグルコース0 mmol/L無処置群を 100 % として表示しており、n= 3の平均値± 標

準偏差で示した。グラフ中（*, **）は各グルコース濃度の無処置群との比較で統計

学的に有意であったもの（Dunnett の多重比較検定、p< 0.05, p< 0.01）を示す。(b)  IP3 

の膜透過性アナログ（Bt3IP3）による IP3 受容体活性化のグルコース依存性インス

リン分泌作用に及ぼす影響。二元配置分散分析によるグルコースと Bt3IP3 の主効果

及び交互作用の結果；グルコースの主効果 p< 0.01、Bt3IP3 の主効果 p< 0.01、グルコ

ースと Bt3IP3 の交互作用 p< 0.01。グラフ中（*）は各グルコース濃度の無処置群と

の比較で統計学的に有意であったもの（Welch の t 検定、p< 0.05）を示す。(c)  DAG 

の膜透過性アナログ（OAG）による PKC 活性化のグルコース依存性インスリン分

泌作用に及ぼす影響。二元配置分散分析によるグルコースと OAG の主効果及び交

互作用の結果；グルコースの主効果 p< 0.01、OAG の主効果 p< 0.01、グルコースと

OAG の交互作用 p< 0.01。グラフ中（**）は各グルコース濃度の無処置群との比較

で統計学的に有意であったもの（Welch の t 検定、p< 0.01）を示す。 
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図 9 ファシグリファムはグルコース濃度依存的にカルシウムオシレーションの振

幅を周波数に依らず上昇させ、グルコース濃度非依存的な SU 剤とは作用が異なる 

MIN6 細胞の細胞質におけるカルシウムダイナミクスを Fura-2 AM で可視化し、

(a)-(c) ファシグリファム 10 μmol/L、(d)-(f) グリメピリド 10 μmol/L で刺激した。 

(a), (d)  各グルコース濃度における刺激前後のカルシウムダイナミクスの代表例。1

回の実験につきランダムに選んだ 21 箇所（region of interest: ROI）のうち 7 箇所（ROI 
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#1~7）の波形を示した。(b), (e)  細胞内カルシウムの刺激による変化。刺激前後の

1 分間の AUC（area under the curve）を求め、刺激後/刺激前の比（Post/Pre）を算出

した。データは 3 回の実験で得た計 63 ROIs の平均値± 標準偏差で示した。(c), (f)  

それぞれの周波数帯におけるオシレーションの波の強度を表すパワースペクトル密

度（Power spectrum density: PSD）。PSD は振幅の 2 乗に比例するパラメーターであ

り、ここでは 3 つの周波数帯（Low: 1~100 mHz, Middle: 101~200 mHz, High: 201~1000 

mHz）ごとに分けた。本検討におけるナイキスト周波数（サンプリング周波数の 1/2

に相当しこれ以上は折り返し現象を生む周波数）はおよそ 1000 mHz であった。デ

ータは 3 回の実験で得た計 63 ROIs の平均値± 標準偏差、（#）はグルコース 0 mmol/L

群に対する統計学的有意性（Williams 検定（片側）、p< 0.025）を示し、（*, **）は 2

群の比較で有意であったもの（Welch の t 検定、p< 0.05, p< 0.01）を表した。 
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図 10  IP3 受容体刺激はグルコース濃度に応じてカルシウムオシレーションを増強

し DAG 刺激による PKC 活性化はそれらに殆ど影響を与えない 

図 9 と同様、MIN6 細胞の細胞質におけるカルシウムダイナミクスを Fura-2 AM

で捉え、(a)-(c) IP3 の膜透過性アナログ（Bt3IP3）10 μmol/L、(d)-(f) DAG の膜透過性

アナログ（OAG）10 μmol/L で刺激した。 

(a), (d)  各グルコース濃度における刺激前後のカルシウムダイナミクスの代表例。1

回の実験につきランダムに選んだ 21 箇所のうち 7 箇所の波形を示した。(b), (e)  細

胞内カルシウムの刺激による変化。刺激前後の 1 分間の AUC を求め、刺激後/刺激

前の比（Post/Pre）を算出した。データは 3 回の実験で得た計 63 ROIs の平均値± 標

準偏差で示した。(c), (f)  それぞれの周波数帯におけるオシレーションの波の強度



 

-42- 

を表すパワースペクトル密度。データは 3 回の実験で得た計 63 ROIs の平均値± 標

準偏差、（#）はグルコース 0 mmol/L 群に対する統計学的有意性（Williams 検定（片

側）、p< 0.025）を示し、（*, **）は 2 群の比較で有意であったもの（Welch の t 検定、

p< 0.05, p< 0.01）を表した。 
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図 11  PKC 活性化と L 型電位依存性カルシウムチャネルを通じた細胞外からのカ

ルシウム流入は相乗的にインスリン分泌を促進する 

(a)  MIN6 におけるファシグリファム（1 μmol/L）のグルコース依存性インスリン

分泌促進作用に対する L 型電位依存性カルシウムチャネル阻害剤ニフェジピン（10 

μmol/L）の作用。(b)  グルコース非存在下における L 型電位依存性カルシウムチャ

ネル開口薬 (S)-(-)-Bay K 8644 (Bay) によるインスリン分泌促進作用。(c)  グルコー

ス非存在下における OAG（膜透過性 DAG アナログ）のインスリン分泌促進作用と

Bay との相互作用。 

いずれもデータはグルコース 0 mmol/L 無処置群を 100% として表示し、n= 3 の

平均値± 標準偏差で示した。(a) におけるグラフ中（***）はグルコース 0 mmol/L

の無処置群との比較で統計学的に有意であったもの（Dunnett の多重比較検定、p< 

0.001）、（$）は 2 群の比較で有意であったもの（Welch の t 検定、p< 0.05）を示す。

(b), (c) における（*）はグルコース 0 mmol/L の無処置群に対する統計学的有意性

（Williams 検定（片側）、p< 0.025）を示し、(c) における（$）はグルコース 0 mmol/L

の Bay 1 μmol/L 処置群に対する統計学的有意性（Williams 検定（片側）、p< 0.025）

を示す。二元配置分散分析による OAG と Bay の主効果及び交互作用の結果；OAG

の主効果 p< 0.01、Bay の主効果 p< 0.01、OAG と Bay の交互作用 p< 0.01。 
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図 12 ファシグリファムによる GPR40 下流シグナルのグルコース依存性インスリ

ン分泌 2 段階促進モデル図。 

選択的 GPR40 作動薬ファシグリファムによる GPR40 活性化はグルコースの代謝

等で起こる細胞膜の脱分極存在下でのみそのインスリン分泌作用を発揮し、そのメ

カニズムは (1) Gαq 下流の IP3/Ca2+ 経路によるカルシウムオシレーションの増強、

(2) DAG/PKC (PKD) 経路による下流の分泌機構の増強の2段階の活性化によっても

たらされているものと考えられた。 
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補図 1 MIN6 細胞における PKC, PKD ファミリー遺伝子の mRNA 発現分布 

mRNA 発現レベルは qRT-PCR 法で測定し GAPDH 比を比較 Ct 法（2-∆∆Ct）で求め

た。データは 3 回の測定値（各回 2 ウェルの平均）の平均値± 標準誤差で示す。プ

ライマープローブセットは ThermoFisher 社（旧 Applied Biosystems）の TaqMan Gene 

Expression assays を用いた。それぞれの ID は、 Mm00440858_m1 (Prkca), 

Mm00435749_m1 (Prkcb), Mm00440861_m1 (Prkcg), Mm00440891_m1 (Prkcd), 

Mm00440894_m1 (Prkce), Mm00435756_m1 (Prkch), Mm01340228_m1 (Prkcq), 

Mm00435769_m1 (Prkci), Mm00776345_g1 (Prkcz), Mm00723995_m1 (Pkn1), 

Mm00618304_m1 (Pkn2), Mm00435790_m1 (Prkd1), Mm00626821_m1 (Prkd2), 

Mm01232233_m1 (Prkd3)。GAPDH に対してのみ以下の配列の合成プライマープロー

ブを用いた。 Forward primer: 5′-GTCATCATCTCCGCCCCTT-3′, Reverse primer: 5′- 

ATATTTCTCGTGGTTCACACCCA-3′, TaqMan probe: 5′FAM- 

TGCCGATGCCCCCATGTTTGT-3′.  
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6.  総括 

本研究で私は以下のことを明らかにした。 

 

1.  既存の様々な GPCR を標的とする統合失調症薬や薬剤モデルに用いられる精神

刺激薬は下流でそれぞれの共通性や特徴的な薬効を反映するような時空間的な

IEGs 発現誘導プロファイルを示し、可塑性の早期マーカーとして疾患関連部位の

IEGs 発現プロファイルに着目した in vivo スクリーニングは薬剤探索の 1 つの有用

な手法と考えられた。 

 

2.  GPR40 作動薬ファシグリファムの持つグルコース依存性インスリン分泌促進作

用をもたらす下流 Gαq シグナルの役割について、細胞膜の脱分極依存的な (1) IP3

受容体の活性化を介した小胞体からのカルシウム放出がもたらすカルシウムオシレ

ーションの増強、(2) PKC 活性化を介した下流での分泌メカニズムに対するカルシ

ウムダイナミクスとは独立かつ相乗的な増強、の 2 段階で作用が発揮されると考え

られた。 
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