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Keywords:staticmagneticfields,differentialdisplay,NTANLN-endrule,MAP2

【緒言】

精神科領域で反復的経頭蓋磁気刺激法の有効`性が示されているように、電磁

誘導等磁気の物理的性質を考えると、磁場照射が神経細胞の機能に何らかの

影響を与える可能性は高いと推察される。一方、遺伝子転写制御因子は、標

的蛋白質発現の量的制御を行う核内蛋白質であるが、神経細胞で|ま細胞内あ

るいは細胞外シグナルに応答して、一過性シグナル受容を長期的な機能変動
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に変換する働きを持つと考えられる。その中でも特に、誘導型転写制御因子

であるactiVatorprotem1(Ｍ１）複合体が、短時間の磁場曝露後に誘導されるこ

とから、海馬神経細胞での磁場シグナル受容とその後の長期的機能変動の可

能性が示唆される。したがって、本研究では一過性の低磁束密度定常磁場曝

露に伴い誘導される遺伝子を、テイファレンシャルディスプレイ（卯)法によ
り探索することによって、神経細胞での磁場シグナル受容とその後の長期的

機能変動の可能性を検討した。

【方法】

定常磁場曝露

ラット胎児脳より調製した海馬神経細胞に対して、磁束密度１２０ミリテスラのフェラ

イト磁石（二六製作所）を用いて、ウェル上に１００ミリテスラ（GMSSIIETERmodeIGM1Z20，

DENSHⅡⅢwMSTRWO.，LTD､により測定）の一定磁場環境をつくり磁場曝露を行った。

海馬神経細胞に対して、１５分間の磁場曝露を行ったのち３時間目に細胞を回収した。

培養海馬神経細胞をＰＢＳで洗浄後、細胞を回収してISOGEN(NlPPOIIGENE)を用いてｔｏｔａＩＲＷＡ

を抽出した。その後、対照群と刺激群で発現量の異なる遺伝子を、ＤＤ法（FIuoreScence

DifferMI日IDispIayKIt;Takara）によって探索した回

ノーザンブロッティングネ

調製したｔｏｔａＩＭＡを変性アガロースゲル上で電気泳動を行い、キャピラリーブロッテ

ィング法によりｔｏｔａＩＲＭをナイロンメンブレンにプロットした。そのメンブレンと放射

標識した変`性プローブを、４２℃で１６時間反応させた。プローブはMuItIprimeDMIabeIin9

sVstem（Amersham)および【dP32P]dCTPを用いて放射標識した。反応後、メンブレンを室温

で0.1％ＳＤＳを含む２×ＳＳＣで１０分間、２回洗浄し、続いて４２℃で０．ＷｂＳＤＳを含む１×

SSCで２０分間、０.Ｗ６ＳＤＳを含む０．５×ＳＳＣで２０分間、それぞれ１回ずつ洗浄した。洗

浄後のメンブレンとＸ線フィルムを用いてオートラジオグラフィーを行った。

細胞生存_率測定

細胞のミトコンド゛リア活性を測定することにより細胞生存率を評価した。

海馬由来神経細胞をＰＢＳで洗浄後、０．５，９/ｍＬ３－【４，５pdimethyItMaZ小２画yI】・

２，５－diphenyltetrazoIiunnbronuide（ＭＴＴ）をＣＯ２インキユベーター内で６時間反応

させた。ＮＴＴ溶液と等量の０．０４MHCIﾉisoProPaRDolを加え溶解後、生成したホ

ルマザン形成に伴う５５０，ｍの吸光度増加をマイクロプレートリーダーで測定

して、生細胞数を評価した。

WTAⅡ１組換えアデノウイルスの

海馬神経細胞におけるlUTAH1の機能と役割を解析する目的のために，組換えアデノウ

イルス構築システム(MeIn＠･oUeStTIIsystem(Qbio9ene)：pMTraClKC岡Ｖシヤトル・プラスミド、

PAdEasy･Ｉゲノム・プラスミドおよび大腸菌Bj5183)を用いて、NTM１遺伝子を含む組換
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えアデノウイルスＤＭを作製した。ＭＩＥ･１１５神経細胞様株からＭａＩＲＭを抽出後に、以

下のプライマーを用いたRT-PCR法を用いて完全長ＭＴＭ１を含むcDIlAを獲得した。

ＯＩｉ９ｏｎＵｃＩｅｏｔＭｅｐｒｌｍｅｒｓ

５,（cc9gaattcATGCCMTGCTlWGGMGGG）

5,（c9c99aMTTAGCTCCCTGGAMGMGAT）

大量の組換えアデノウイルス粒子を得るために、NTAN1組み換えアデノウイルスＤＭを、

リポフェクトアミン(LifeTechnoIo9ies)を用いてヒト胎児腎細胞２９３に導入し、使用可能

な力価のIITＭ１組み換えアデノウイルス粒子の調製を行った。TClD50（TissueCuIture

MectiousDose50)法による測定の結果、得られたウイルス粒子の力価は、約１×１０９pfu/luFL

であった。

培養した細胞をホモジナイズし、ＳＤＳ電気泳動後、各種抗体を１次抗体と

してウエスタンプロット解析を行った。

【結果・考察】

滋，、答性伝’・索

ラット胎児海馬由来神経細胞に対して１５分間の磁場曝露（１００ミリテスラ）

を行ったのも、３時間目に細胞を回収してｔｏｔａＩＲＩＭを抽出した。その後、ＤＤ・

PCR法を行った結果、磁場曝露群で発現量の増加が観察されるフラグメントが

検出された。この短時間磁場曝露によって発現増加が見られたフラグメントを

ゲルから回収し、これらＤＭ断片をサブクローニング後弓シークエンスを行

ったところ、磁場曝露によって発現増加が観察されたＣＤＭは、マウスⅡ国termmal

aspa『agineanDidasel（ＮＴＭ１）に高い相同`性を示すことが明らかとなった。こ

のラットNTAN1は、ユピキチンプロテアソーム系におけるタンパク質分解に

おいて提唱された法則くＮ末端則＞の構成因子であるＭ末端アミダーゼをコー

ド.する遺伝子である。さらに、このＤＭ断片をプローブに用いたノーザンブ

ロット解析の結果、１５分間の磁場曝露終了後３時間目において、約３倍のＮＴＡＮ１

ｍＲＨＡ発現量の増加が観察され、６時間経過後でも２倍以上の発現増加が認め

られた。

滋’’－，にＭＡＰＺ発現へ影響

Ｈ末端則のＷ末端認識酵素（Ｅ３）であるＵＭ１の欠損出芽酵母が大きな表現型

を示さないことから、現在までⅡ末端則の生理的役割は大きくないと考えら

れている。事実、１１末端則分解系の基質蛋白質が同定された例は少ない。しか

しながら、最近、真核生物においてもⅡ末端則分解系の基質蛋白質が同定さ

れている（ＲＧＳ４，γｚｓＵｂｕＩＤｉｔｏｆＧｐｒｏｔｅＩnheterodimer）。また、ショウジョウバ

エを用いた研究では、アポトーシスにおけるＤｒｏｓｏｐＭａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ蛋

白質分解が、Ｎ末端則によって制御されることが明らかになるなど、Ⅱ末端則

分解系が細胞レベルで機能的役割を果たす可能性は十分に高い。よって、Ｎ末

端則の標的蛋白質の同定は、磁場曝露の生理的機能解明に非常に重要であると
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考えられる。一方、本研究において持続的あるいは短時間反復性磁場曝露条件

下に神経細胞を培養した場合、ｌｗＡＰ２の発現が有意に減少することを明らかに

した。したがって、次にＭＰ２が短時間磁場曝露により発現するⅡ末端則ユピ

キチンプロテアソーム分解系の標的蛋白質である可能性を検討した。ラット初

代培養海馬神経細胞に対して１５分間の磁場曝露を行ったのち、２４時間目にお

けるＮＡＰｚの発現をイムノブロッテイング法によって検出した。その結果、短

時間磁場曝露によってＩＭＰ２の有意な発現減少が確認された。また、磁場曝露

後２４時間目における細胞生存率の変化をＨＴＴアッセイ法により測定したが、

磁場曝露に伴う著明な変化は見られなかった。したがって、短時間の一過性の

磁場曝露は細胞生存には影響することなく、ＮＡＰ２発現減少を誘発することが

明らかとなった。さらに、短時間磁場曝露に伴うＮＡＰ２発現減少がユピキチン

プロテアソーム分解系の活性化によるものかどうかを検討するために、プロテ

アソーム阻害剤である脈．１３２の影響について検討を加えた。磁場曝露前３ｏ

分より海馬神経細胞に対して１１Ｇ.１３２を添加したのち、短時間磁場曝露後２４

時間目のＭＭＰ２発現量をウエスタンプロット法により測定した。その結果、短

時間磁場曝露後２４時間目において著明なＩＩＭｚの発現減少が確認されたが、

11G.１３２を添加すると、０．１１１１Ｍから１１１岡の濃度範囲において、ＭｌＰＺ発現低下

に対するＭＧｐ１３２の濃度依存的な回復効果が観察された。したがって、短時間

磁場曝露に伴う岡Ｍ２発現低下は、ユピキチンプロテアソーム系によるＭｊＷｚ

の分解に基づく現象であることが示唆される。

MＡＭ,＝調\におけ端貝|」解系亜可情

２９Ｍ細胞による相同的組換え法により、MTAlI1遺伝子の組換えアデノウイ

ルスベクターを作製し、初代培養海馬神経細胞にⅡTMOを強制的に過剰発現

させ、WTAＭ１の過剰発現がＦＭＰ２の発現量に及ぼす影響について検討した。同

様の方法でＧＦＰを組み込んだ組換えアデノウイルスを対照群として用いた。半

定量ＲＴ･PCR法によってＷＴＭＩｎＤＲＷｌの発現量を測定した結果、ＧＦＰ組換えアデ

ノウイルス感染神経細胞と比較して、ＮＴＭ１組み換えアデノウイルス感染神経

細胞では、ＷＴＭ１ｍＲＭが十分に発現することが確認された。培養１１日目の培

養海馬神経細胞に対して、ＧＦＰあるいはNTM１組換えアデノウイルスを感染さ

せ、その後４８時間目におけるＭＡＭ発現量をイムノブロッテイング法により

測定した。その結果、ＧＦＰ組換えアデノウイルス感染細胞に対して、NTM１組

換えアデノウイルス感染細胞では、ＭＭＺ発現量は有意に減少することが明ら

かとなった。よって、短時間磁場曝露に伴うユピキチンプロテアソーム分解系

の冗進が、MTM１発現増加を介して制御される可能`性が示唆される。すなわち、

磁場曝露によって発現減少が確認されたＭＷｚは、１０末端則分解系の標的蛋白

質のひとつである可能`性が推察される。

【結論】

本研究成績から、海馬神経細胞に対して短時間磁場曝露を行うと、その後、

一過性のＡＰ１ＤＩＭ結合能上昇ののちに、ＮＴＡＮ１ｎＤＲＮＡ発現を介する長期的な機

能変動が招来される可能性が考えられる。同時に、海馬神経細胞への磁場曝露
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によって、ｍｊＷ２の発現低下が観察されたが、この発現減少はユピキチンプロ

テアゾーム分解系におけるＭＡＰ２の分解によること、さらにユピキチンプロテ

アソーム系によるｌＭＰ２の分解は、IITＭ１発現増加を介する１１末端則経路によ

って制御される可能性が考えられる。すなわち、磁場刺激という特殊な条件下
においては０１末端則分解系が活性化されて、神経細胞内で特定の機能的役割
を果たすことが強く示唆される。三方、各種神経変性疾患や精神神経疾患の評
価おいて、ＩＭＰＺの発現カミ有用なマーカーであるという報告が数多く見受けら
れる。また、家族性パーキンソン病における原因遺伝子ＭＭＺが．－Ｆするタ
ンパク質パーキンがユピキチンリガーゼであることが明らかにされるなど、各

種神経変性疾患の発症機構がユピキチンプロテアソーム系の破綻に起因する可
能`性が指摘されている。したがって、磁場曝露によるＨＴＭＩ１ｍＲＭ発現調節機

構の解明、さらにはＩＭＰｚがＮ末端則分解系によって分解されることが、生理
学的あるいは病態生理学的にどのような意味を持つのかを明らかにすることが

今後の大きな課題である。また、Ⅱ末端則分解系によって分解されるＭｈＰｚ以

外の基質蛋白質の同定をはじめとする磁場シグナル受容メカニズムの追求によ
って、各精神神経疾患や神経変性疾患の発症のメカニズム解明、ひいては治療

応用につながる糸口となることが期待される。

学位論文審査結果の要旨

本研究では、定常磁場曝露に伴い誘導される脳内遺伝子を、テイファレンシャルデイスプレイ（DD）法

により探索することで、海馬神経細胞における磁場シグナル受容とその後の長期的機能変動の可能性を検討

した。

ラット胎児由来海馬神経細胞に１５分間の磁場曝露（100ミリテスラ）を行ったのち、３時間目に細胞を

回収してtotalRNAを抽出した。その後、DD-PCR法を行った結果、磁場曝露群で発現量が増加するフラグ

メントを検出した。このフラグメントをゲルから回収し、そのＤＮＡ断片をサブクローニング後、シークエ

ンスを行ったところ、このcDNAはマウスN-terminalasparagineamidasel（NTAN1）に高い相同｣性を示

すことが明らかとなった。ＮＴＡＮ１は、ユビキチンプロテアソーム系における法則くＮ末端則＞の構成因子

であるＮ末端アミダーゼをコードする遺伝子である。このＤＮＡ断片をプローブに用いたノーザンブロット

解析の結果､１５分間の磁場曝露終了後３時間目において､約３倍のＮＴＡＮｌｍＲＮＡ発現量の増加が観察され、

６時間経過後でも２倍以上の発現増加が認められた。一方、培養海馬神経細胞に対して１５分間の磁場曝露

を行うと、２４時間後にはＭＡＰ２の有意な発現減少が確認されたが、この時には細胞生存率に著明な変化は

見られなかった。プロテアソーム阻害剤MG-l32を処理した細胞では、０１ＩＬＭからｌ１ＬＭの濃度範囲に

おいて、磁場曝露に伴うMAP２発現低下に対する阻止効果が観察された。293Ａ細胞による相同的組換え法

により、ＮＴＡＮｌ遺伝子の組換えアデノウイルスベクターを作製し、海馬神経細胞にＮＴＡＮ１を強制的に過

剰発現させたところ、CFP組換えアデノウイルス感染細胞に対して、ＮＴＡＮ１組換えアデノウイルス感染細

胞では、感染後４８時間目にはMAP２発現量が著明に低下した。したがって、海馬神経細胞に対して短時間

磁場曝露を行うと、ＮＴＡＮ１発現誘導を介するＮ末端則ユピキチンプロテアソーム分解系冗進が招来されて、

その結果MAP２分解が促進される可能性が推察される。

以上の研究成績は、定常磁場曝露に応答性を示す脳内遺伝子に関する先駆的報告であるのみならずｖ精神

神経疾患や神経変性疾患の発症メカニズム解明、ひいては治療応用の糸口となることが期待される点で高く

評価されるので、論文審査委員会は本論文が博士（薬学）に値すると判断する。
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