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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、申請者らが鍼治療効果のメカニズム研究において発見した、マウス
Acupuncture-induced 1-L （Aig1l）の機能および鍼治療効果との関連の解明である。この遺伝子は、鍼治療３
時間後のマウス骨格筋で我々が発見した。
まずAIG1Lの立体構造をホモロジーモデリングにより解析して決定した。その際、部分立体構造を疎水性相互作
用に基づき結合させ、全体構造を明らかにした。さらにAig1l遺伝子発現解析を行い、脳を中心とする神経細胞
で特異的に発現していること、グリア細胞ではほぼ発現していないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the relationship between the 
function of mouse Acupuncture-induced 1-L (Aig1l) and the acupuncture effect discovered in our study
 of the mechanism of acupuncture effect. This gene was discovered by homology modeling for each 
substructure.
The 3D structure of Aig1l was first determined by homology modeling. The substructures were combined
 based on hydrophobic interactions to reveal the overall structure. Furthermore, Aig1l gene 
expression analysis revealed that Aig1l is specifically expressed in neurons, mainly in the brain, 
and is almost completely absent in glial cells.

研究分野： in silico生物学

キーワード： Aig1l　膜タンパク質　鍼灸　漢方
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果、AIG1Lタンパク質は神経細胞特異的に存在する膜タンパク質であることが判明した。このこと
は、AIG1L遺伝子が鍼刺激３時間後の細胞から我々が発見した事と併せて考えると、鍼治療の刺激が神経細胞に
影響を与えて治療効果を挙げている証拠といえる。この結果は、科学的に鍼灸の有用性を示すものである。
また本研究では、部分理論立体構造解析結果を用いて、タンパク質全体の立体構造解析を可能にする方法を確立
した。この結果も本研究成果として意義深く、その応用による研究成果にもつながった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、東洋医学（漢方）の治療方法の一つである鍼灸を研究対象に、その科学的な治療
効果のメカニズムの研究を行ってきた。治療方法のうち鍼通電刺激を対象として、マウス骨
格筋での効果について遺伝子発現を指標に解析している中で、マウス Acupuncture-induced 
1-L （Aig1l）を鍼通電刺激３時間後に発現誘導される遺伝子として発見した[1]。現在まで、
Aig1l はゲノムデータベースに登録されている遺伝子の中で、鍼(Acupuncture)の名前を冠
した唯一の遺伝子である。 
その後の解析で、我々は Aig1l の完全長 cDNA 配列を決定し、ノーザンブロット解析とリ
アルタイム PCR 解析でこの遺伝子が主として脳で発現していること、加えて Aig1l は 962 
アミノ酸から成る分子量 105kDa のタンパク質であり、当時の２次構造解析予測プログラム
の解析で 3 個の CUB ドメインと 5 個の sushi ドメインから構成される膜タンパク質である
ことが示唆された[2]。 
引き続き研究を進める中で、Aig1l のポリクローナル抗体やマウスの脳細胞のプライマリ
ーカルチャーなど、様々な方法で Aig1l の生物医学的な機能解析に取り組むなど、この研究
の準備を行ってきた。また、以前の科研費（課題番号 24590884）で、Aig1l の立体構造を
ホモロジーモデリング法で明らかにすべく、解析手法は確立している。そして、その後の分
子シミュレーションソフトの進化と立体感構造データの蓄積により、モデリングによる正
確な立体構造解析が実用レベルになりつつある。 
これらの研究を継続して進め、更なる解析を準備する中で、Aig1l タンパク質の機能と鍼
治療効果について多方面から解明する研究を着想した。   
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者らが鍼治療効果のメカニズム研究において発見した、マウス
Acupuncture-induced 1-L （Aig1l）の機能および鍼治療効果との関連の解明である。そし
て、本研究により鍼治療メカニズムの一端を解明することを目的としている。この解明のた
めに、細胞生物学的な手法に加えて in silico 構造解析など、多角的に取り組む。そして、
鍼治療における Aig1l タンパク質の果たす役割を明らかにすることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Aig1l の脳内の細胞局在の解析 
①マウス脳からの神経細胞とグリア細胞のプライマリカルチャー 
 神経細胞は、妊娠 15日のマウス胎児大脳より細胞を取り出し、0.2％トリプシン（in Puck’
s solution）で処理後、細胞をフラスコで培養した。培養 3日目にグリア細胞上に分化した
神経細胞塊が接着した状態になったところで、24時間の 40mM シトシンアラビノシド処理に
より、グリア細胞から神経細胞が剥離しやすく処理した。培養 5日目にフラスコを軽くたた
くことで神経細胞だけが剥がれるので、これを回収し Ca Mg free PBS（以下 PBS）で洗浄
後、ペレットを解析に供した。 
グリア細胞は、妊娠 15日のマウス胎児大脳より細胞を取り出し、0.2％トリプシン（in Puck’
s solution）で処理し、培養フラスコで培養した。10日間ほど培養すると神経細胞が脱落
し、残った細胞をグリア細胞（大部分はアストロサイト）として、0.25％トリプシン（in PBS）、
で処理し、細胞を回収し PBS で洗浄後、ペレットを解析に供した。 
② 各細胞における Aig1l 遺伝子発現の解析 
各細胞をマウス胎児の脳から調整した後、既報[2]に従い TRIzol(Invitrogen)を用いて、培養
細胞から RNA を抽出し、TaqMan Gene Expression Assay（Applied Biosystems）にて Aig1l 遺
伝子発現をリアルタイム PCR 解析にて検討した。 
(2) 分子シミュレーション（ホモロジーモデリング）による Aig1l の立体構造解析 
Aig1l の二次構造予測は、PSIPRED [3]で、ドメイン配列の解析には PFAM [4]を用いた。ま
た、各ドメインの部分立体構造を個別にホモロジーモデリングで解析した。具体的には、
Protein Data Bank (PDB)の BLASTP プログラム[5]で検索し、配列一致度が最も高い立体構
造をホモロジーモデリングのテンプレートとして選択した。各ドメインのホモロジーモデ
リングに用いたテンプレートは以下の通り：CUB 1 ドメイン, PDB ID: 3DEM_A (identity = 
25.943%); sushi 1 ドメイン, PDB ID: 6V06_A (identity = 37.838%); CUB 2 ドメイン, 
PDB ID: 1SZB_A (identity = 37.234%), sushi 2 ドメイン, PDB ID: 4AQB_A (identity = 
23.684%); CUB 3 ドメイン, PDB ID: 5FWS_A (identity = 31.933%); sushi 3 ドメイン, 
PDB ID: 1OK3_A (identity = 30.439%); sushi 4 ドメイン, PDB ID: 5HYP_A (identity = 
34.483%); sushi 5 ドメイン, PDB ID: 5HYP_A (identity = 34.483%)。これらのテンプレ
ートを用い、MOE プログラム（Chemical Computing Group 社）の homology modeling 機能で
各ドメインの 3次元構造を解析した。 
引き続き、得られた各ドメインの部分立体構造を ZDOCK [6]でドッキング解析した。その



際、疎水性度を Eisenberg らの方法[7]で解析し決定した疎水性度が高い領域をドッキング
サイトに設定して 2000 回ずつのドッキング解析を行った。ドッキングした結果が PSIPRED
の 2 次構造解析結果と一致する結合を選択し、MOE プログラムを用いて構造を連結した。連
結後の立体構造を、水分子付加、Amber03 力場の条件で GROMACS [8]で構造最適化し、Aig1l
の立体構造を決定した。その際、PROCHECK プログラム（https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/PROCHECK/）にて、タンパク質としての立体構造を検証し、Disallowed region 
2%以下が妥当とされることから、最もその値が低い構造を選択した[9]。 
 
４．研究成果 
(1) Aig1l 遺伝子の脳内の細胞局在 
 マウス胎児（15 日）における遺伝子発現について、脳から神経細胞とグリア細胞をプラ
イマリーカルチャーにより得て、Aig1l の発現を比較した。その結果、神経細胞で Aig1l の
高い発現が確認された。対して、グリア細胞では Aig1l の遺伝子発現は低かったが、これは
プライマリーカルチャーのためにグリア細胞に神経細胞が混入した可能性が高いためと考
えられる（図 1）。よって、グリア細胞では Aig1l 遺伝子発現はほぼないと考えて良いと判
断された。この解析で用いた培養細胞はプライマリーカルチャーであるのでライン化して
おらず、生体内での実態を反映しているものと言える。 
 

(2) Aig1l の立体構造 
 PSIPRED による 2 次構造解析結果を図２に示す。この予測され
た構造を基本に、解析した部分構造をドッキングにより結合、さ
らに連結して立体構造を構築した。 
その後、構造最適化した。計算量 1000ps ごとに Ramachandran plot
解析を行い、4000ps では Disallowed region が 1.2%と最も低く、
この構造を妥当な構造として選択した（図 3）。 
解析可能だった立体構造は細胞膜外の部分であり、その外観から
は細胞接着に関係して機能を発揮することが予想された。この結
果と、脳細胞のプライマリーカルチャーでほぼ神経細胞で Aig1l
が発現していたことと併せて考えると、Aig1l は神経細胞の接着
に関係し、機能を発揮している可能性が示唆された。 
 しかし、N 末端側の約 200 アミノ酸、膜貫通ドメインから C 末
端側の部分はテンプレート構造がなく、ホモロジーモデリングでは構造解析が出来なかっ
た。そこで、全体の構造を決定すべく、引き続き理論構造解析を進めている。 
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