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1. は じ め に

神経系の形成後に,神経細胞内で神経特異遺伝子がど

のように発現調節され,かつ機能するかはまだ未解決の

問題である.交感神経のコトランスミッターであり.中

枢神経系で最 も豊富に存在する Neuropept･ideY

(NPY)遺伝子の神経特異シグナルによる調節は交感神

経のチロシンヒドロキシラーゼ (TIi)遺伝子のそれに

よく似ている.NPY前駆体 cDNA をクローニングし,

NPYペプチ ド前駆体構造と遺伝 f･発現を研究したとこ

ち,NPYは生坪的条件や薬理学的処理により,神経

系で最もよく変動する神経ペプチ ドであることが解っ

た1ト61.その遺伝子発現の調節メカニズムを研究する

過程で.NPY 遺伝子の発現が神経活動により変化する

ことで,多くの神経シナプスの伝達効率の変化を伴い.

シナプス吋塑性を生じることが明らかになった小71.実

際,NPY の変動は記憶保持に直接関わる神経遺伝子と

しても知られている.

今回∴交感神経の活動増加による膜脱分極や神経成長

因子 潮GF)による交感神経-の分化によって,神経
ペプチ ドNPY遺伝子転写活性化が著しく誘導される

ことを報告した.この2つの NPY 遺伝子転写活性化

樺情はそれぞれカルシウム-カルモジュリンと MAPK

を介する神経系にみられる新しい遺伝子転写活性化機構

であった.

2.神経特異NPY遺伝子の発現変化

NeuT叩ePtideY佃PY)は神経系においてオピオ

イドペプチ ドと同程度に,東も豊富に存在する神経ペ

プチ ドである.帝に高次中枢,視床下部,大脳皮質,

海馬に広範に存在し,重要な生坪作間として視床下部ホ

ルモンの遊離調節.食欲.記憶,血圧調節に関与 して

いる1)8潮 .一方,末梢神経系では,交感神経 の
cotransmitterとしてカテコールアミンの遊離抑制に

働いている.血管同園交感神経や副腎クロマフィン細胞

に豊富に存在する.NPY はシナプス徳性には,ノルエ

ピネフリンと協調して強い持続性の血管収縮を引き起こ

す昇庄ペプチ ドである10).

NPY のペプチ ド構造 ･遺伝子構造はこれまで調べら

れた神経ペプチドのうちで最も系統的に保存され,かつ,

多くの神経ペプチドの中でも最も単純な構造を持13でい

る.NPY前駆体は神経ペプチ ド前駆体の特徴である

シグナルペプチ ド,NPY,C末ペプチ ドしか持たな

い2)ll),つまり,他の神経ペプチ ド遺伝子,例えば

preproenkephalinA遺伝子で見られるようなユキ'ノ

ン豊穣が無く,安定な遺伝子構造を保っていることがわ

かる.ペプチ ド構造の高度保存性は,インスリンのヒト-

ラット間では93%であるが,NPY のそれは及00%であ

ることからも理解され,NPY は系統的に極めて麗質な

神経ペプチドであると考えられている2)12).NPYは,

類縁ペプチ ド Peptide YY(PYY).Pancreatic

polypeptide(PP)とともにNPYスーパーファミリー

を形成している.

NPY の特異的抗体で NPY の生体内での量的変

化を調べてみると,NPY は巌も単純な神経ペプ+ ド

前駆体から派生するため.その遺伝子発現によって

NPY量が第-----･轟的に決まっていることが明らかになっ

た5)6)13ト17)

-一般に∴交感神経の神経伝達に関わるカテコラミン合

成酵素 tyrosinehydroxylase(TH),神経ペプチ ド

NPY,preproenkephalinA (ENKlの遺伝子発現

は.その生体内での発現調節のされ万が非常によく似て

いるが.これらの交感神経遺伝子のプロモーター上には

共通の転写活性化メカニズムがあると考えられる.

この中で最も著しい変化は,ラットの副腎タロマフィ

ン細胞における生体内での加齢に伴う NPY 畳の210

倍もの変化である.この増加は特徴的で.ラット7-18

週ではほとんど変わらないが,20過食以上 とトでいえ

ば中年ぐらいから著しく増加する.NPY は循環系では

強い血管収縮作用や血管中膜の増殖作用を持っているの

で,中年以後の NPY の増加は高血圧や動脈硬化の原

因になるかもしれ射 湖13).No油 ernbloも分析では,

ラット副腎での NPY量の変化には NPYmRNAの

増加と mRNA前駆体の増加の両者が伴うことが認め

られた5).NPYmRNA と NPYmRNA 前駆体がと

もに増加することから,これは nュRNA の安定化では

なく,交感神経節細胞や副腎クロマフィン細胞で NPY

遺伝子の転写活性化が起こっていることを示している.

このような変化は.支配神経の活動に依存する.副腎

支配内蔵神経 splanehnicnerveを除神経すると,こ

れらの NPY や NPYmRNA量の増加は完全に抑え

られる (経シナプス性),加齢における副腎での著明を

NPY量の増加も完全に抑制されるので,生体内では交

感神経活動が上昇し,それに伴うタロマフィン細胞の活

動増加によって NPY の遺伝子発現が増加してくるこ

とが明らかになった5)18)

神経活動に伴う NPY遺伝子発現の増加は,交感神

経系に留まらない.中枢神経系においても神経活動 書膜
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脱分極刺激は NPY量,NPY 遺伝子発現をともに増

加させが 9)20).従って,神経活動に伴 う NPY 遺伝子

発現変化は NPY を発現する神経細胞で-般的にみら

れる NPY 遺伝子発現の調節槻情である.

どのような細飽内シグナルが神経遺伝子 NPY 遺伝

子発現を変化させるのだろうか ?

3. 神経特異後期遺伝子 NPY 遺伝子の転

写制御

非常に活発であり,mRNA や蛋白質を高速度で合成 し

ている.

NPY 遺伝子が神経特異発現に関与するのに豊要な塩

基配抑 まCapsite上流-700bpの中に種々存在する.

この中で神経系に特異的なエンハンサー配列は,神経成

長凶子 (NGF)反応エしメントLNGFRE)と Ca反

応エレメント (CaMRE)である18)21)22).いわゆる神

経特異的リプレッサー NRSF結合部位は NPY 遺伝

子のプロモーター部にはみられない.他に存在するシス

エレメントは神経外組織にも存在する普遍的転写因子

(CREB,APl.AP2,Spl等)が結合するもの と思

われる,上流から順に,正あるいは負のエレメントが付

加される毎に,CAT活性の総和がそれに呼応 して変動

するので,神経遺伝子 NPY遺伝子の転写活性制御は,

普遍的転写園子と神経特異転写因子の NPY プロモ-

ダーに与える転写活性能の総和で決まると思われる7).

4.脱分極 で誘漬 され る,新 しい Ca2+調節
系によるNPY遺伝子転写活性化機構

神経細胞隈の興奮や抑制のような短期の神経活動に加

えて,神経系には記憶のような長期の情報変換保持機能

がある.この長期の横能変化には,遺伝子発現を介する

神経蛋口質の新たな合成が不可欠と考えられている.柿

程細胞の興奮後に生 じる細胞内の cAMP や Ca2十の

変化が,どのような機構により遺伝子発現を引き起こす

かに興味が集まっている231.

シナプス活動に伴う神経活動 ･膜脱分極は,シナプス

後膜の神経細胞の遺伝子発現を時間的に二相性に変化さ

せる.まず最初に,e-fosを含む IEGsの急速な誘導

が起こる.この遺伝子群の誘導は既に存在している転写

制御因子の活性化によって生 じ.蛋白合成誘導に依存 し

ない.細胞膜興奮による IEGsの誘導 される種類は,

神経分化によって誘導される IEGsのそれとは違って

いる24).続いて,神経系に特異的な後期遺伝:f一群 (late

∴∴ _∴ 二二 !ll= 8芸 二 二 二 二

CatmodLHin

Ser13
Calmodulin
‡CaMK
/＼■■
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図1 脱分極を介する,新しい Ca依存性転写活性化機構

(詳しくは本文参照のこと)

responsegenes:LRGs)の誘導 (もしくは抑制)が

蛋白合成に依存 Lて起こってくる.

神経活動によって生 じる神経細胞陣の脱分極に反応す

るⅠ｣RGsとしては,神経ペプチ ド (NeuropeptideY

(NPY).エンケファリン,ソマ トスタチ ン,カテコラ

ミン合成酵素 tyrosinehydroxylase (TH ),神経栄

養因子とその受容体などが報告されている頼 )7)25巨 細

これら LRGsの転写誘導は新規の蛋白質合成に依存し

ており,IEGsにコー ドされる一群の転写因子によって

制御されていると考えられる.

神経活動 ･細胞膜脱分極で活性化される,最も一般的

なセカンドメッセンジャーは Ca2十系と考えられるが.

ca2十による遺伝子転写の調節には多様なメカニズムが

知られつつある.例えば,IEGsの 1つである C-ros遵

伝子転写において,神経細胞の興奮をおこすグルタミン

酸と KClの2つの膜脱分極シグナルには,Ca2+を介

する転写活性化繊博に違いがあることが報告されてい

が 3ト28).海馬の神経細胞では,グルタミン酸を経由す

る Ca2+伝達系は CaM キナーゼに依存せずに C-fos

キナーゼの関与が必須であった.これらの Ca2+シグナ

ルの転写因子はそれぞれ SRF+Elk-1(SRE結合蛋

白質)と CREBであり,KClで活性化 される Lタ

イプ Caチャンネ)i,を介する C-fos遺伝子の転写活性

化には CREBが関与 してお り.グルタミン酸受容体

(NMDA受容体)を介する Ca2+シグナル系の転写活
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表l 生体におけるNPY遺伝子発現の変化 (交感神経副腎 :詳細は本文参照のこと)

NPYmRNA畳

短期変動 (1週間以内)

レセルピン処理<24時間

>24時間

クロニジン処理<24時間

インスリン

ストレス

長期変動

加 齢

7ェオクロモサイト-マ

I-I

千I(5倍)

千

千千(5倍)

千 (2倍)

††I(30倍)

III(17倍)

性化にはSRE結合蛋白質が関わっていた281.

神経ペプチ ドNPY遺伝子は脱分極シグナルの後期

遺伝子で,神経細胞を脱分極すると.嬢やかな時間経過

でその発現が増加し,その変化が持続 した7).この標的

NPY遺伝子の誘導には神経細胞膜の脱分極シグナルの

セカンドメッセンジャーのうち何が関与するかを調べた

ところ,膜脱分極に伴う電位依存性 L-type Caチャ

ンi)レを通しての細胞内 Ca2+の増加であり,これまで

NPY遺伝子発現を活性化するシグナルとして知られて

いた cAMP系やグルココルチコイド,プロテインキナー

ゼ C系等は全く関与しないことが解った2)4)6)21)29).さ

らに,この Ca2+増加による NPY 遺伝子発現の増加

は.カルモジュリン阻害薬の W-7,trifluoperazine,

KN-62で完全に抑制されるので,Ca/Calmodulin 依

存性キナーゼ (CaM キナーゼ)が関与していると考え

られた7).この CaM キナーゼによる NPY 遺伝子発

現の増加は mRNA の安定性の変化ではなく,NPY

遺伝子自体の転写活性の増加に依っていた.種々の NP

Y-CAT レポーター遺伝子を用いた解析で200塩基の

CaM キナーゼ 凪芯性 cis-エレメント(CaMKRE;-

344/1145)を NPY遺伝子プロモーター上に同定した.

この200bpの CaMKREは,データベース上,既知

のエレメントは全く存在しない,新しいエレメントであっ

た.このことは,NPY 遺伝子の Ca/Calmodulinに

依存性の転写活性化は CREBはもちろんのこと,NF-

AT,C/EBPβ,SRFなども介さない,これまで報告
されていない,新しい転写因子を介するシグナル伝達系

NPY畳 調節レベル

J (50%)

千千(2.1倍)

チ

千千(6倍1

1

I†千(210倍)

千I†(93倍)

遊 離

転 写
(桂シナプス性神経活動日

転 写

転 写
(軽シナプス性神経活動日

転 写
(経シナプス性神経活動†)

転 写
(経シナプス性神経活動†)

転 写

であることを示していた7).このように,神経特異後期

遺伝子 NeuropeptideY (NPY)遺伝子の CaREは

最初期遺伝子 fos遺伝子の CREと全く異なっており,

別のメカニズムであることが明らかになった.

このCaMIくRE結合因子は.神経活動に伴 う神経特

異遺伝子の発現誘主削こ関与すると思われ,今後この因子

の同定が必要であると考えている.神経細胞において.

lEGsと LRGsでは Ca2+シグナルによる遺伝子転

写活性化のメカニズムが異なっている.1つのセカンド

メッセンジャーである Ca2+が神経細胞の IEGsや

LRGsに対して異なったメカニズムで転写調節を行え

ることが,Ca2+の多彩な神経機能調節に基礎になって

いる.

5.NGF誘導性の NPY遺伝子転写活性化

に関与する新規転写因子 NDFl

交感神経分化のモデル細胞 PC12細胞を NGFで交

感神経に分化させると,NPY遺伝子はその遺伝子発現

畳が著しく増加する29).-方きNGF による PCl望細

胞の突起伸展の時間経過とそれに対するグルココルチコ

イドの抑制の様式は NPY遺伝子発現の様式 とよく一

致する.このことは,交感神経の cotransmitterであ

る NPY の遺伝子発現は NGFによる交感神経の分化

そのものの指標になることを示唆している22).

NGFによる高親和性受容体 TrkA活性化を介して,

活性型 Ras-GTPの増加と Rarl,MEK,MAPK

の活性化が生じる.この過程は PCl2細胞の生存維持 ･
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終末神経分化に必須である.寮際 ,Cow桓 らは

MAPKK の1つ MEK lの活性化が PC12細胞の神

経分化に必要十分であることを報告 した30).MEK を

介する MAPK アイソフォームの活性化によって蛋白

合成に依存 しない転写制御因子 IEGs(immediate-

earlygenes)の発現が誘導される.この初期過程はよ

く知られているが,IEGsの発現に続いて.どのように

神経特異的な後期遺伝子が転写誘導されるかは解ってい

ない.この未知の分化誘導転写因子を明らかにするには

NPY 遺伝子プロモーターを指標にして調べればよい.

NPY 遺伝子は NGF刺激の LRG であり,蛋白合

成を介して著しい NPY 遺伝子転写活性化が生じる.

この転写活性化は NPY遺伝子のプロモーター上48bp

のNGF-responseelement(NGFRE;-80/-33)

によって引き起こされる.NGFREの上流18bp(-80

/-63)は,系統的に良 く保存された28bpのパリンド

ロームの一部を形成しており.系統発生的に重要な転写

因子が結合する.私達はこれまで NGFREの二本鎖塩

基配列に特異的に結合する DNA 結合蛋白質の存在と

神経系での発現を報告してきた22).二本鎖 DNA 結合

蛋白質のうち.Apュ-likesite(-74/-63)に結合す
る NDFlは NGFの刺激に伴い DNA 結合畳が増

加するので,NGFによる NPY 遺伝子の転写調節に

おける重要な転写園子と考えられている.

この因子 NDFlが,ラット PC12細胞及び脳 Agt

llcDNA ライブラリーからこの蛋白質がクローニング

された.この新しい転写因子 NDFlが NGF による

NPY 遺伝子の転写誘導を完全に抑制する転写抑制因子

repressorであった.つまり,NPY 遺伝子転写活性化

は NDF2あるいは末同定の他の因子が関わるが,その

時同時に抑制性の転写因子も NGFで誘導されてきた

と考えられる.

NDFlはいままでの転写因子と遠い.leucinezip-

perや helix-loop-helixのような構造は持たないが,

一部 RORαにホモロジーを持ち,2つの核移行シグナ

ルを持っている.多くのセカンドメッセンジャー依存性

リン酸化酵素によるリン酸化推定部位があり細胞内セカ

ンドメッセンジャーで調節されると思われる.転写抑制

因子 NDFlはこれまでの所,NGFによる PC12細胞

の交感神経株細胞への分化も抑制する.分化抑制因子で

あることも解ってきた.

6.お わ り に

神経系の長期の韓能変化を担う横稗として,神経細胞
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の活動に伴う神経遺伝子転写制御とニューロトロフィン

による転写調節が重要と思われる.これらは精密かつ多

彩に,神経系の遺伝子を調節する.最近,核への情報伝
達系と遺伝子転写制御の基本的メカニズムがよく解って

きたが,神経特異遺伝子の神経特異的なシグナルによる

遺伝子制御は,まだまだ不明の点が多い.脳の記憶 ･学

習の分子横構の解明にはこれらの研究が不可欠と思われ

る.

本研究は大阪大学大学院医学研究科情報薬理学講座に

おいて成された研究が主体であり,三木直正数授他多 く

の共同研究者に御礼申し上げます.また発表の槻会を与

えて頂いた新潟医学会,座長の労をとっていただいた木

南凌教授に深謝いたします.
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