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研究成果の概要（和文）：アリピプラゾールは PC12 細胞において濃度依存的に神経成長因子

（NGF）によって誘発された神経突起伸長を促進した。 5-HT1A受容体アンタゴニスト WAY-100635

は、アリピプラゾールの作用を一部ブロックした。ドパミン D2受容体アンタゴニストであるス

ルピリドではこの効果はなかった。いくつかの一般的なシグナル経路の阻害剤も、アリピプラ

ゾールの作用をブロックした。 プロテオミクス技術を用いたところ、アリピプラゾールは培養

細胞で熱ショックタンパク質 Hsp90αのレベルをかなり上昇させることがわかった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Aripiprazole significantly potentiated nerve growth factor 
(NGF)-induced neurite outgrowth in PC12 cells, in a concentration-dependent manner. The 
5-HT1A receptor antagonist WAY-100635, but not the dopamine D2 receptor antagonist 
sulpiride, blocked the effects of aripiprazole, although, only partially. Specific 
inhibitors of several common signaling pathways also blocked the effects of aripiprazole. 
Using proteomic analysis, we found that aripiprazole significantly increased levels of 
the heat shock protein Hsp90α in cultured cells.  
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１．研究開始当初の背景 

  PC12 細胞は神経成長因子（NGF: nerve 

growth factor）を添加することにより、神

経に分化し、神経突起を伸ばす事は古くから

知られており、国内外で多くの研究者が神経

可塑性（神経突起作用）の研究に使用してい

る。代表研究者は、精神神経疾患の治療薬と

して使用されている抗うつ薬フルボキサミ

ンおよび認知症治療薬ドネペジルが NGF誘発

神経突起作用を増強する事を見出し、これら

の作用に小胞体に存在するイノシトール 3リ

ン酸受容体（IP3受容体）や細胞内の多くのシ
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グナル伝達系が重要な役割を果たしている

事を報告した。また、精神神経疾患の治療薬

として期待されている第二世代抗生物質ミ

ノサイクリンに NGF誘発神経突起促進作用が

あることを見出したが、他の第二世代抗生物

質テトラサイクリンにはこのような作用は

無い事を報告した。さらに、最新のプロテオ

ミクス技術を用いて、両剤によって発現が異

なるタンパクを探索したところ、タンパク合

成に関わる翻訳開始因子が重要な役割を果

たしている事を発見した。 

一方、アリピプラゾールは世界中で使用され

ている非定型抗精神病薬の一つであり、他の

非定型抗精神病薬がドパミン受容体とセロ

トニン受容体を拮抗する作用を有するのに

対して、アリピプラゾールはドパミン受容体

に対して部分アゴニストとして作用してい

る。近年、海外において統合失調症以外の多

くの精神神経疾患（気分障害、ADHD、発達障

害など）への適応が進められているが、本薬

剤の詳細な作用メカニズムは不明である。 

 

２．研究の目的 

 これまでの研究成果（精神神経疾患治療薬

と神経突起促進作用）を踏まえて、非定型抗

精神病薬アリピプラゾールの神経突起促進

作用の細胞内シグナル伝達系の詳細なメカ

ニズムを解明し、精神神経疾患の新しい治療

ターゲットを探索する事を本研究の目的と

した。 

 

３．研究の方法 

 PC12 細胞はラット副腎髄質由来褐色細胞

腫（pheochromocytoma）由来で、NGF によっ

て交感神経様に分化し、分化・突起伸展のモ

デル細胞として幅広く用いられている細胞

である。通常の PC12 の状態では、丸い形の

細胞が多いが、ここに NGF を添加すると、

neuronal differentiation と neurite 

outgrowth を起こして，神経突起が伸びるこ

とが知られている。 

実験プロトコルは、はじめに細胞をまいて、

その 24 時間後に培地交換を行った。NGF とさ

まざまな薬剤を加えたものと培地交換を行

った。NGF は高濃度だと神経突起を伸ばすが、

今回の研究ではアリピプラゾールの効果を

評価する目的で、極めて低濃度の 2.5ng/ml

の NGF を添加した。NGF が存在しないと細胞

は分化しない。 

 さらに 4日後に神経突起伸長を有する細胞

数を数える。細胞体の直径よりも神経突起を

伸ばした細胞を、神経突起伸長を起こした細

胞として数え、さらに全体の細胞数を数えて

割合を出した。 

 次にRNA interference（RNAi）実験の場合、

まず細胞をまいた 24 時間後に small 

interferingRNA （siRNA）を transfection

させた。siRNA とは低分子の二本鎖 RNA で、

これは RNA 干渉、RNAi と呼ばれる現象に関与

しており、mRNA の破壊によって配列特異的に

遺伝子の発現を抑制するものである。この

transfection に 4～6 時間かかるので、その

あと培地交換を行った。このときに少量の

NGF とアリピプラゾールを加えた培地と交換

し、同様に 4日後に細胞数を数えた。 

 

４．研究成果 

MAP-2（Microtubule-Associated Protein-2）

の免疫細胞化学を実施した結果、アリピプラ

ゾールを添加すると，神経突起を伸ばした細

胞が著明に増加することが観察された(図 1)。 

次に、アリピプラゾールが濃度依存的に神経

突起を伸ばすかどうかを実験した。アリピプ

ラゾールは濃度依存的に神経突起を有する



細胞を増加した。5-HT1A 受容体アンタゴニス

トである WAY-100635 を添加すると、アリピ

プラゾールの効果が阻害された。コントロー

ルと比較すると完全に 100％には戻っておら

ず、5-HT1A 受容体を介する効果は部分的であ

った (図 2)。 

 

 さらに、5-HT1Aアゴニスト 8-OH-DPAT を加

えて実験を行った。8-OH-DPAT はコントロー

ルに対して約 200％弱、神経を伸ばした。一

方、ドパミン D2受容体アンタゴニストである

スルピリドを加えて実験した。まずコントロ

ールに対してアリピプラゾール単独では神

経突起を伸ばしたが、これにスルピリドを加

えても何の変化もみられなかった。スリピリ

ド単独でも特に神経を伸ばすことも無かっ

たため、アリピプラゾールの神経突起促進作

用は、D2受容体の関与ではなく 5-HT1A 受容体

が関与していることが示唆された(図 3)。 

さらに詳細なメカニズムを調べるために，細

胞 内 シ グ ナ ル 経 路 に つ い て 調 べ た 。

NGF は TrkA という受容体に結合し、様々な経

路を通って最終的に神経突起を伸ばすので

はないかといわれている(図 4)。 

まず、PLC-γ，PI3K，p38MAPK，JNK，Akt の

関与について調べた。細胞内の選択的な阻害

薬によってアリピプラゾールの効果が阻害

されたが、阻害薬単独では影響を与えなかっ

た。また、同様に Ras，Raf，MEK1/2，MAPK

についても調べた。アリピプラゾール単独で

は神経突起をそれぞれ伸ばしたが、それぞれ

の阻害剤を加えたものは、その効果が阻害さ

れた。U0124 は U0126 と、ほとんど同じ構造

の物質であるが、MAPK に対する阻害作用を持

たない薬剤である(図 5)。さらに近年，難治

性のうつ病に即効性抗うつ効果があるとい

われているケタミンの効果には mTOR が重要

であるという報告があるので、mTOR の関与に

ついて調べた。mTOR の選択的な阻害剤として

ラパマイシンを用いた。アリピプラゾールで

は神経突起が伸びたが、ラパマイシンを加え



たときはその効果が阻害された。しかし、こ

こではコントロールに対して完全には効果

が 100％まで戻っていないため、アリピプラ

ゾールの作用には、一部 mTOR 系が関与して

いることが示唆された。 

 さらに小胞体の IP3 受容体が神経突起伸長

に際して重要な役割を持つことが報告され

ているので、IP3受容体アンタゴニストである

XestosponginC と 2-APB を用いて調べた。ア

リピプラゾールでは神経突起を伸ばしたが、

その阻害剤ではその効果が阻害された。 

 mTOR の下流では蛋白合成が起こり、最終的

に神経突起伸長が起こるのではないかと考

えられている。さらに具体的にどのような蛋

白質が合成されているのか、次にプロテオミ

クス技術を用いて新規ターゲットを探索し

た。二次元電気泳動でアリピプラゾールを加

えた細胞とそのコントロール細胞に関して、

両者を比較して蛋白質発現が 2.7 倍異なる

Spot を見つけた。この Spot を切り出して PMF

分析を行ったところ、この Spot が Heat Shock 

Protein（HPS）の 90αだということが判明し

た。HSP とは，熱ストレスや薬剤などの刺激

にさらされたときに発現が上昇し、細胞を保

護する分子シャペロンの一群である。 

 HSP ファミリーには HSP60，HSP70，HSP90

などがある。中でも HSP90 は、厳選された蛋

白質だけを対象にし、蛋白質の成熟を助ける

分子シャペロンの一つである。HSP90 には，

HSP90αと HSP90βという二つのアイソフォ

ームが存在し、アミノ酸配列の相同性は高い

が、刺激に対する反応性は若干異なる。今回

見つかったのは HSP90αである。さらにHSP90

が神経突起伸長を引き起こすことが報告さ

れている。 

この HSP90αの蛋白質の発現そのものがアリ

ピプラゾールによって起きるのかどうかを、

Western blotting によって確認した。アリピ

プラゾールを加えると、HSP90αが増加した。

細胞に Heat Shock Protein 90αの siRNA を

加えると蛋白質合成が阻害された。siRNA 単

独だと何の影響も無かった。また、siRNA を

加えることによる影響をみるために、ネガテ

ィブである何の影響も起こさないという

siRNA を加えて実験したが、何の影響も無か

った。 

 さらに HSP90αが増えることによって、最

終的に phenotypeとして神経突起が伸びてい

るのかということを確認するために、神経伸

長を有する細胞数を定量した。コントロール

100％のときに対して、アリピプラゾールで

は神経突起は伸ばしたがこれを HSP90αの

siRNA で阻害すると、その神経突起伸長は阻

害された。siRNA 単独では何の影響も及ぼさ

ず、ネガティブに関しても、アリピプラゾー

ルと同時投与ではアリピプラゾールの効果

が観察された。さらにネガティブ単独では何

の影響も無かった(図 6)。 



以上の結果より、アリピプラゾールは濃度依

存的に NGF誘発神経突起伸長作用を促進する

ことが判った。またその作用には 5-HT1A受容

体が一部関与していることが判った。アリピ

プラゾールの神経突起伸長促進作用には、IP3

受容体や多くの細胞内シグナル伝達系が関

与していた。プロテオーム解析を用いてアリ

ピプラゾール処置により増加する蛋白質と

して、HSP90αを見出し、アリピプラゾール

の神経突起伸長促進作用に関係しているこ

とが示唆された。 
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