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１．はじめに

グルタメイト（L-glutamate、Glu)は中枢神経系において興奮性神経伝達物質とし

て働くアミノ酸であり、細胞膜上のGlureceptor(Ｇ１ｕＲ)を介して細胞内に興奮性の
'情報を伝達することが知られている。Ｇ１ｕが情報伝達物質として機能するために

は、各種Ｇ１ｕシグナル装置が必要であるが、入力系としてのＧｌｕＲ、出力系として

のVesicularglutamatetransporter(ＶＧＬＵＴ)および終止系としてのExcitatoryamino

acidtransportcr(ＥＡＡＴ)がシグナル伝達に必須であるとされている。つまり、シナ

プス前細胞においてＶＧＬＵＴによりシナプス小胞内に取り込まれたＧｌｕは、刺激

によりシナプス間隙に放出されたのち、細胞膜上に存在するＧ１ｕＲに結合して細

胞内シグナルを発生させる。その後シナプス間隙中のＧ１ｕは、速やかにグリア細

胞膜に存在するＥＡＡＴにより細胞内へ取り込まれ作用を終える。Ｇ１ｕＲの一種であ

るN-methyl-D-asparticacid(ＮＭＤＡ)受容体には、Strychnine非感受性G1ycine(Ｇ１y）
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結合部位が存在するが、このＧ１ｙ部位はグリア細胞に発現するSerineracemase(ＳＲ）

により生合成されたD-Scrine(ＤＳｃｒ)により機能調節を受ける。また、ＥＡＡＴ以外

にもCystine/G1uantiportcrは、CystincとＧ１ｕの交換輸送を行うことにより、細胞

内G1utathione(ＧＳＨ)合成に必須の役割を果たすことが知られている。

GMamatesignalingmachineries
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近年我々は、Ｇ１ｕＲの一種であるＮＭＤＡ受容体が、末梢組織である骨組織にお

ても機能的に発現する事実を報告した。しかしながら、シグナル終止系として

要なＧｌｕトランスポーターの末梢組織における解析はほとんど行われていない

が現状である。本研究ではＴこれらトランスポーター群の末梢組織における発

辱析を行うとともに、ＮＭＤＡ受容体の活性修飾因子であるD-Scrine(D-Ser)の骨

いても機能的に発現する事実を報告した。しかしながら、シ

重要なＧｌｕトランスポーターの末梢組織における解析はほと

のが現状である。本研究ではＴこれらトランスポーター群の

現解析を行うとともに、ＮＭＤＡ受容体の活性修飾因子である

関節組織における機能的意義理学的を追究した。

￣

2．末梢組織におけるＧ１ｕ取り込み機構の解析

まず、機能的Ｇ１ｕ受容体発現が報告されている精巣組織について検討した結果、

各種ＥＡＡＴ分子のｍＲＮＡおよびタンパク質発現とともに、温度依存性な［3Ｈ]ＧＩｕ
取り込み活性が認められた。次いで、骨関節系組織についても検索を進めたとこ

ろ、骨吸収を担う破骨細胞においてはCystine/G1uantiportcr分子を介する温度依
存性およびＣｌ-依存性な［3Ｈ]Ｇｌｕ取り込み活性が認められるのに対して、骨形成を

担う骨芽細胞においては各種ＥＡＡＴを介する温度依存性、Ｎａ+依存性および高親和

性の［3ｍｏｌｕ取り込み活性が認められた。したがって、精巣や骨関節組織のよう

な末梢組織においても、各種Ｇｌｕシグナル装置が機能的に発現する可能'性が示唆
される。
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3.軟骨組織におけるＤＳｅｒの薬理学的研究

まず、軟骨組織における各種ＮＭＤＡ受容体サブユニットの発現を検討したとこ

ろ、初代培養軟骨細胞においてＮＲ１、ＮＲ２ＤおよびＮＲ３ＡのｍＲＮＡ発現が認めら

れたが、これらの発現は肥大化軟骨細胞層に限局することが明らかとなった。ま

た、培養軟骨細胞ではＮＭＤＡ受容体アゴニストであるＧ１ｙは、後期分化過程の指

標である細胞石灰化を有意に促進したが、この促進効果はＧｌｙ部位のantagonist
である5,7-dichlorokynurenicacidだけでなく、Ｄ－Ｓｅｒによっても有意に拮抗された。

しかしながら、抑制性Ｇ１ｙ受容体antagonistであるStrychnineやG1ytransporter
阻害剤であるSarcosineは、このＧ１ｙの促進作用に対して著明な変化を与えなか

った。この成熟促進作用の細胞内メカニズムを検討する目的で、後期分化過程を

制御する転写因子Runx2に注目した。その結果、ＧｌｙはRunx2のｍＲＮＡ発現に対
しては著変を与えないのに対して、Runx2の転写活性化能を有意に促進したが、

この効果はＤ－Ｓｅｒにより有意に拮抗された。前述の薬理学的特性と転写活性化能

解析結果から、Ｇ１ｙによる軟骨細胞成熟促進作用は、ＮＲ１/ＮＲ２Ｄよりはむしろ

ＮＲ１/ＮＲ３Ａから構成されるＮＭＤＡ受容体を介する可能性が示唆される。したがっ

て、次にＤ－Ｓｅｒ合成酵素であるＳＲの軟骨組織における機能的発現の可能性を検

討した。軟骨組織切片上では、すべての軟骨細胞層にＳＲのｍＲＮＡ発現が認めら

れただけでなく、初代培養軟骨細胞においてもＳＲの発現が認められた。さらに、

培養軟骨細胞においてはＤ－Ｓｅｒ放出活性が検出された。以上の結果より、Ｇｌｙは
ＮＭＤＡ受容体を介して後期軟骨細胞分化過程に対して促進的に作用するのに対し

て、軟骨組織に発現するＳＲより合成されたＤ－ＳｃｒはＧｌｙによる分化促進作用に
対して拮抗的に作用する可能性が考えられる。

4．骨組織におけるＤＳｅｒの薬理学的研究

骨組織におけるＳＲの機能的発現の可能性を検討した結果、ＳＲのｍＲＮＡ発現が

海綿骨の骨梁表面部位に限局して認められた。しかしながら、培養破骨細胞にお

いてはＳＲの発現は認められなかったのに対して、培養骨芽細胞においてはＳＲの

ｍＲＮＡおよびタンパク質の発現が認められた。ＳＲのプロモーター領域を解析した

結果、骨芽細胞に発現するＳＲは転写因子ＮｒｆＺによる転写調節を受けることが明

らかとなった。次いで、Ｄ－Ｓｅｒの骨芽細胞および破骨細胞に対する影響を検討し

た結果、Ｄ－Ｓｃｒは培養骨芽細胞におけるAlkalinephosphatase活性およびＣａ2+蓄積

能に対して著明な変化を与えなかったのに対して、破骨細胞の多核化および

CathepsinKの発現をともに有意に抑制した。以上の結果より、骨芽細胞にはＳＲ

の発現が認められるにもかかわらず、Ｄ－Ｓｅｒは骨芽細胞機能には著変を与えずに、

破骨細胞成熟化を選択的に抑制する可能性が示唆される。

5．卵巣摘出動物に対するD-Ser投与の影響

Ｄ－Ｓｅｒの骨量維持機構における意義を検討する目的で、閉経後骨粗霧症モデル

である卵巣摘出マウスを作成した。８週齢。｡Ｙマウスに卵巣摘出術を施し、１９/kｇ

の用量でD-Scrを２８日間、１曰１回腹腔内投与し、２８曰目に大腿骨の骨密度を測

定した。その結果、卵巣摘出に伴い大腿骨の骨密度は有意に低下したが、この低

下はＤ－Ｓｅｒ投与により有意に抑制された。骨組織切片を作成してToluidincbluc

染色を行った結果、卵巣摘出時に認められる海面骨の骨梁低下がＤ－Ｓｅｒ投与によ
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Ｄ明らかに抑制されることが判明した。さらに骨形態計測を行ったところ、Ｄ－Ｓｃｒ

投与は卵巣摘出動物に認められる骨芽細胞パラメーター（Osteoblastsurface)に対

しては影響を与えずに、各種破骨細胞パラメーター(Erodedsurfacc/Boncsurface、

Ostcoclastnumber/ｍｍ、Osteoclastsurface)の上昇を有意に抑制した。以上の結果よ

り、D-Ser投与は破骨細胞成熟化を抑制することにより、卵巣摘出術による骨密

度低下を防御する可能性が示唆される。

6．おわりに

本研究結果より、Ｇ１ｕシグナル終止系を担うＧ１ｕトランスポーター分子が末梢

組織においても機能的に発現する可能性が示されたので、中枢神経系の場合と同

様のＧ１ｕシグナリング機構が末梢組織においても存在する可能性が強く示唆され

る。さらに、軟骨細胞成熟化機構にはＮＭＤＡ受容体を介してＧ１ｙとＤ－Ｓｅｒ間のク

ロストーク機構が存在すること、およびＤ－Ｓｅｒ合成酵素であるＳＲが骨関節組織

における各種細胞分化制御機構に関与することを、本研究は世界に先駆けて提唱

した。今回の基礎的研究成績が、各種骨関節系疾患の予防や治療に対する創薬分

野への応用に発展することを期待したい。
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