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研究成果の概要（和文）： 

   中枢神経系におけるプロテアーゼシグナルは、細胞移動や神経突起の伸展、神経可塑

性の調節、さらにはヒトの精神活動に関与することが明らかとなってきた。しかしながら、プ

ロテアーゼの基質蛋白質やその切断部位の同定については極めて曖昧であり、どの系において

もその相互関係を断定するまでに至っていない。これまで、ニューロプシンが記憶形成や精神

疾患に直接関与する細胞外プロテアーゼであることを明らかとしてきた。本研究では、基質蛋

白質に結合する変異体ニューロプシンを用いて、ニューロプシンが直接切断する基質として統

合失調症脆弱因子 Neuregulin-1（NRG-1）を同定した。ニューロプシンは、NRG-1 のヘパリ

ン結合ドメインを切断除去し、それによりヘパラン硫酸プロテオグリカンに結合した NRG-1 

からリガンド部位（EGF ドメイン）が遊離し、ErbB4 受容体のリン酸化を誘導することを示

した。さらに、ニューロプシン-NRG-1-ErbB4 シグナルは、海馬 Schaffer 側枝の長期増強の

制御に関わることを示した。従って、このようなシグナル系は、動物やヒトの認知機能に重要

であり、その破綻が統合失調症や双極性障害などの精神疾患に関与すると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Protease-mediated signaling is an important modulator of the nervous system. 

However, identifying the specific signaling substrates of such proteases is limited by the rapidity 

with which intermediate substrate forms are cleaved and released. Here, a screening method to 

detect non-cleaved enzyme-bound forms was developed and used to identify a novel 

neuropsin/neuregulin-1 (NRG-1) proteolytic signaling system, which is specifically localized in 

microdomain of synaptic cleft. The extracellular protease, neuropsin, cleaved mature NRG-1 

(comprising the NRG-1 extracellular domain) at three newly-identified sites to remove the 

NRG-1 heparin-binding domain. This released the ligand moiety from the 

matrix-glycosaminoglycan pool and enabled it to phosphorylate the NRG-1 receptor, p185 

(ErbB4). Thus, processed-NRG-1-ErbB4 signaling contributes to the modulation of early-phase 

long-term potentiation of Schaffer collaterals. This signaling system may be important for both 

animal and human cognition, and its dysfunction may contribute to human mental disorders 

such as schizophrenia and bipolar disorder. 
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで、ニューロプシンが初期長

期増強（LTP）の誘導やシナプス形成に密接
に関係することを明らかとし（Tamura et al., 
2006; Nakamura et al., 2006）、ひいてはニュ
ーロプシンがワーキングメモリーに直接関
与するプロテアーゼであることを示してき
た（Tamura et al., 206）。ニューロプシンは、
記憶形成に関与する海馬や扁桃体に豊富に
発現しており、不活型で細胞外に分泌される
（Chen et al., 1995）。LTP 誘導後、NMDA 受
容体シグナル経路の下流で、細胞外で急速且
つ一過的に活性化する（Matsumoto-Miyai et 
al., 2003; Tamura et al., 2008）。活性型ニュー
ロプシンの細胞外投与は、細胞内にある
AMPA 受容体のリン酸化レベルを修飾する
（Tamura et al., 2006）。従って、これら一連
の結果を考察すると、神経活動依存的に活性
化したニューロプシンによる基質蛋白質の
切断がシグナルとなるか、もしくは、その分
解産物が受容体等に結合することによりシ
グナルが細胞内に伝わることが考えられる。
しかしながら、これまでニューロプシンの基
質および基質の解裂に引き続く細胞シグナ
ルは明らかとなっていない。 
 
 
２．研究の目的 
海馬においてニューロプシンが結合し、切

断する基質蛋白質の同定、および基質切断が
誘発するシグナルを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
酵素活性を欠失した変異体ニューロプシ

ンを作製し、これを用いて酵素基質複合体を
形成させることで、基質の同定を試みた。 
 
 

４．研究成果 
 基質蛋白質に対する親和性を変えずに、蛋
白切断・解離活性のみを失活させた組換えニ
ューロプシンは基質と安定な複合体を形成
するのではないかと仮定して、何種類もの組
換え体を作成し試みた結果、特定の組換え体
のみが海馬初代培養細胞で、仮定される蛋白
質と複合体を細胞外のスパイン膜上で形成
した。実際に真にニューロプシンの基質とな
り得るかのコントロール実験を繰り返した
後、この細胞を可溶化し、非変性条件下で抗
ニューロプシン抗体を用いたウエスタンブ
ロットを行ったところ、約 1 MDa という高
分子量のバンドが検出された。このことから、
ニューロプシンが細胞外でいくつかの高分
子蛋白質と結合していることが考えられた
ので、これを質量分析によって解析した結果、
細胞外マトリックス分子の Fibronectin や
Vitronectin 、 膜 蛋 白 質 の Neuregulin-1
（NRG-1）が検出され、またセリンプロテア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の Neuroserpin や
Alpha-2-macroglobulin なども検出され、後
者の 2 つは、これまでに同定されてきた結果
と一致した（Kato et al., 2001）。また前者の
Fibronectin や Vitronectin が基質であると示
唆したこれまでの結果とよく一致していた
ため（Shimizu et al., 1998）、統合失調症のリ
スク遺伝子として知られている NRG-1 がニ
ューロプシンの新たな基質であることが考
えられた。 

そこで、NRG-1 が、ニューロプシンが直
接切断する基質であるかを調べるために、活
性型ニューロプシンと NRG-1 を試験管内で
反応させたところ、NRG-1 は速やかに切断
された。その切断部位は、アミノ酸配列分析
により、NRG-1 のヘパリン結合（HB）ドメ
インと EGF ドメインの間であることがわか
った（次頁図参照）。そのため、ニューロプ
シンの切断を受けた NRG-1 はヘパリン結合



性が減弱した。それにより、ニューロプシン
による NRG-1 の限定解列が、NRG-1 の
EGF 領域を含むリガンド部位の遊離機構で
あることが考えられ、我々は、活性型ニュー
ロプシンの細胞外投与によって、NRG-1 の
HB ドメインの切断除去および EGF 領域の
遊離、それに引き続く NRG-1 の受容体であ
る ErbB4 のリン酸化という一連の反応が惹
起されることを示し、この仮説を立証した
（下図；論文投稿中）。 

 
 また、このニューロプシンによる NRG-1 
の切断機構が、海馬 CA1 領域の LTP の誘導
に関与することを、ニューロプシン遺伝子欠
損マウスで見られるLTP 障害のNRG-1 EGF 
ペプチドの投与によるレスキュー実験によ
り明らかとした（論文投稿中）。このような
可塑性関連プロテアーゼと精神疾患関連蛋
白質との直接的な関係性は、プロテアーゼ活
性が精神疾患治療や予防の新しい標的とな
ることを示している。 
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