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研究成果の概要（和文）：  本研究は、GPNMBの記憶に対する作用、およびGPNMB細胞外断片の受容体同定に関する検討
を行うことで、GPNMB関連疾患の新規治療法の開発へと繋げることを目的としている。
  GPNMBは総GluA1およびリン酸化GluA1を増加させることで海馬依存的な記憶の増強作用を示した。また、GPNMB細胞外
断片はNa+, K+-ATPase（NKA） α1およびNKA α3に結合し、PI3K/Akt経路およびMEK/ERK経路を活性化させたため、NKA
 αサブユニットがGPNMB細胞外断片の受容体のような働きをすることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to lead to development of effective novel treatment 
for GPNMB related diseases by investigating whether GPNMB affects to memory and by identifying of novel 
GPNMB extracellular fragment receptors.
 We found that GPNMB promoted hippocampus-dependent memory by increasing expression levels of total GluA1 
proteins and phosphorylated GluA1 proteins. Moreover, we also found that GPNMB extracellular fragment 
bound to Na+, K+-ATPase (NKA) α1 and NKA α3 and activated PI3K/Akt pathway and MEK/ERK pathway via NKA 
α1 and α3. Therefore, it was suggested that NKA α1 and α3 work as a novel GPNMB extracellular 
fragment receptor.

研究分野： 神経化学、眼科学、薬理学

キーワード： GPNMB　記憶　GluA1　Na+, K+-ATPase　PI3K/Akt経路　MEK/ERK経路
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1. 研究開始当初の背景 

 Glycoprotein nonmetastatic melanoma protein 

B (GPNMB)は 560 または 572 アミノ酸からな

る一回膜貫通型の糖タンパク質である。

GPNMB は癌細胞の増殖性および転移性に関

係があり、乳がんやグリオーマ、肝細胞がん

など様々ながん疾患で認められている（参考

文献 1-4）。更に、我々は筋萎縮性側索硬化症 

(Amyotrophic Lateral Sclerosis; ALS)モデル動物

脊髄を用いたDNAマイクロアレイ法による新

規病態関連因子の網羅的な解析を行い、ALS

発症により発現変動する因子として GPNMB

を同定し、その神経保護因子としての可能性

を世界に先駆けて提唱した（参考文献 5；特願

2010-252476）。 しかしながら、GPNMB がど

のような分子機構で ALS 病態を改善したかは

未だ不明のままである。過去の報告より、

GPNMB は α-セクレターゼ切断を受けること

で、細胞外および血中へ放出されること、更

に、GPNMB 細胞外断片は MAPK のリン酸化

を更新することが明らかにされている。実際

に、我々は GPNMB 細胞外断片を細胞に添加

することにより、Akt および ERK1/2 のリン酸

化レベルの上昇を確認している。 

 更に、GPNMB が記憶や感情を司る脳部位で

ある海馬や大脳皮質に神経に発現しているこ

とが報告されている（参考文献 6）。このこと

から、脳に内在的に存在している GPNMB が

脳の高次機能に何らかの影響を与えている可

能性が示唆されている。我々は、GPNMB 細胞

外断片のマウス脳室内投与により、マウスの

記憶能力が増強されたことや、海馬における

GluR1 のタンパク質レベルでの発現上昇を確

認している。これらの知見より、GPNMB の中

枢に対する影響は大きく、GPNMB 細胞外断片

が神経細胞に発現する受容体を介して、細胞

内シグナルを調節している可能性が推測され

る。 

〔参考文献〕 
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4. Rich J.N., et al., J boil Chem, 2003, 278, 15951-15957. 

5. Tanaka H., et al. Sci Rep, 2012, 2, 573. 

6. Huang J.J., et al. Brain Behav, 2012, 2(2), 85-96.  

 

2. 研究の目的 

本研究の目的は GPNMB の記憶保持に対する

分子機構を解明すること、および GPNMB 細

胞外に親和性を示す受容体を同定することで、

神 経 難 病 で あ る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症

（Amyotrophic lateral sclerosis; ALS）や認知症、

さらに癌に代表される GPNMB 関連疾患の有

効な新規治療法の開発に貢献することである。 

 

3. 研究の方法 

（1）モリス水迷路試験 

遺伝子操作により脳内の GPNMB を高発現さ

せたマウスを用いて、試験は前訓練試行、訓

練試行およびプローブ試行の 3 部に分けて行

った。前訓練試行ではマウスを試験装置の中

央部の水面に放ち、60 秒間泳がせた。マウス

に対し訓練試行を 1 日 4 回連続 5 日間（計 20

試行）行った。6 日目にプラットホームを取り

除き、プローブ試行を行った。 

（2）新規物体認識試験 

試験は前訓練試行、訓練試行および保持試行

の 3 部に分けて行った。前訓練試行では測定

用ケージにマウスを 15 分間入れ、ケージに慣

れさせた。その後、マウスを一度ケージから

出し、2 つのブロックを左右対称の位置に置き、

訓練試行を 10 分間行った。24 時間後に、一方

のブロックを新規ブロックに変え保持試行を

10 分間行った。 

（3）受動回避試験 

試験は前訓練試行、獲得試行および保持試行



の 3 部に分けて行った。前訓練試行では

験装置の

ウスを明室に入れた。その後ドアを開け、マ

ウスが後肢まで完全に暗室に入ったらドアを

閉めた。翌日の獲得試行では、ドアを閉じた

状態でマウスを明室に入れた。

開け、マウスが後肢まで完全に暗室に入った

らドアを閉めた。その

刺激（0.25mA, 2

の 30 秒後にマウスを暗室から取り出し、

ケージに戻した。獲得試行の

試行を行った。ドアを閉じた状態でマウスを

明室に入れた。

ドアを開けマウスが後肢まで完全に暗室に入

るまでの時間を測定した。

（4）電気生理学的検討

マウスの

バーに入れ

2ml/min

Schaffer

射状層において、ガラス電極により

テスト刺激を負荷した。反応は増幅器を使用

して記録し、興奮性シナプス後場電位の立ち

上がり相

均値を記録した。安定な規定値が得られ

100Hz で

荷した。

（5）受容体同定試験

受容体高発現臓器

ライブラリを調製し、

ンシャル解析により標的受容体を探索し、

LC-ESI-

その後、リガンドとの結合・親和性試験およ

び下流シグナルの探索を行った。

 

4. 研究成果

（1）GPNMB

解明に関する検討において、

部に分けて行った。前訓練試行では

験装置の 2 室間にあるドアを閉じた状態でマ

ウスを明室に入れた。その後ドアを開け、マ

ウスが後肢まで完全に暗室に入ったらドアを

閉めた。翌日の獲得試行では、ドアを閉じた

状態でマウスを明室に入れた。

開け、マウスが後肢まで完全に暗室に入った

らドアを閉めた。その
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秒後にマウスを暗室から取り出し、

ケージに戻した。獲得試行の

試行を行った。ドアを閉じた状態でマウスを

明室に入れた。30 秒間明室に順化させた後、

ドアを開けマウスが後肢まで完全に暗室に入

るまでの時間を測定した。

）電気生理学的検討

マウスの海馬スライスを

バーに入れ 34℃の人工脳脊髄液（

2ml/min の流速で浸

Schaffer 側枝に置き、記録電極を

射状層において、ガラス電極により

テスト刺激を負荷した。反応は増幅器を使用

して記録し、興奮性シナプス後場電位の立ち

相の傾きの最大値は

均値を記録した。安定な規定値が得られ

で 1 秒間の高周波刺激を

荷した。 

）受容体同定試験

受容体高発現臓器 

ライブラリを調製し、

ンシャル解析により標的受容体を探索し、

-MS/MS 解析により受容体を同定する。

その後、リガンドとの結合・親和性試験およ

び下流シグナルの探索を行った。
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解明に関する検討において、

部に分けて行った。前訓練試行では

室間にあるドアを閉じた状態でマ

ウスを明室に入れた。その後ドアを開け、マ

ウスが後肢まで完全に暗室に入ったらドアを

閉めた。翌日の獲得試行では、ドアを閉じた

状態でマウスを明室に入れた。

開け、マウスが後肢まで完全に暗室に入った

らドアを閉めた。その 3 秒後にマウスに電気

秒間）を負荷した。電気刺激

秒後にマウスを暗室から取り出し、

ケージに戻した。獲得試行の 24

試行を行った。ドアを閉じた状態でマウスを

秒間明室に順化させた後、

ドアを開けマウスが後肢まで完全に暗室に入

るまでの時間を測定した。 

）電気生理学的検討 

海馬スライスを作成し、記録チャン

の人工脳脊髄液（

浸した。双極刺激電極を

側枝に置き、記録電極を

射状層において、ガラス電極により

テスト刺激を負荷した。反応は増幅器を使用

して記録し、興奮性シナプス後場電位の立ち

の最大値は 1 分毎に

均値を記録した。安定な規定値が得られ

秒間の高周波刺激を

）受容体同定試験                       

 (全脳) より膜タンパク質

ライブラリを調製し、BLOTCHIP 

ンシャル解析により標的受容体を探索し、

解析により受容体を同定する。

その後、リガンドとの結合・親和性試験およ

び下流シグナルの探索を行った。
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解明に関する検討において、遺伝子操作によ

部に分けて行った。前訓練試行では、実

室間にあるドアを閉じた状態でマ

ウスを明室に入れた。その後ドアを開け、マ

ウスが後肢まで完全に暗室に入ったらドアを

閉めた。翌日の獲得試行では、ドアを閉じた

状態でマウスを明室に入れた。30 秒後ドアを

開け、マウスが後肢まで完全に暗室に入った

秒後にマウスに電気

負荷した。電気刺激

秒後にマウスを暗室から取り出し、飼育

24 時間後に保持

試行を行った。ドアを閉じた状態でマウスを

秒間明室に順化させた後、

ドアを開けマウスが後肢まで完全に暗室に入

作成し、記録チャン

の人工脳脊髄液（ACSF）を

。双極刺激電極を

側枝に置き、記録電極を CA1 野の放

射状層において、ガラス電極により 0.05Hz

テスト刺激を負荷した。反応は増幅器を使用

して記録し、興奮性シナプス後場電位の立ち

分毎に 3 回の平

均値を記録した。安定な規定値が得られたら

秒間の高周波刺激を 10 秒間隔で負
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ドアを開けマウスが後肢まで完全に暗室に入

作成し、記録チャン

）を

。双極刺激電極を

野の放

0.05Hz の

テスト刺激を負荷した。反応は増幅器を使用
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回の平

たら
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マウス
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受動回避試験を行った
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較し、

増加した。新規物体認識試験では

WT
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較し、プラットホームエリアでの滞在時間が

増加した。新規物体認識試験では

WT マウスと比較し、保持試行での新規物体へ

の接触時間が増加した。受動回避試験では

マウスは WT マウスと比較し、暗室への侵入

頻度が減少した。以上の行動薬理学試験から、

マウスは記憶保持が促進されていることが

示され、GPNMB

とが示唆された。

更に、電気生理学的検討により海馬におけ

GPNMB の長期シナプス可塑性に対する影

響を調べた。Tg

長期増強（LTP

GPNMB の記憶保持作用は海馬依存的である

ことが示唆された

                        

GPNMB を高発現させたマウス

を用いて記憶に関する行動薬理学的試

モリス水迷路試験、新規物体認識試験

受動回避試験を行った（図

マウスは野性型

プラットホームエリアでの滞在時間が

増加した。新規物体認識試験では

マウスと比較し、保持試行での新規物体へ

の接触時間が増加した。受動回避試験では
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示唆された。  

更に、電気生理学的検討により海馬におけ

の長期シナプス可塑性に対する影

Tgマウスは WT

LTP）が増加していたことより、

の記憶保持作用は海馬依存的である

ことが示唆された（図 2）。
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 続いて、

機構解明の

るグルタミン酸受容体

マウスは

経細胞に発現する

である総

パク質発現量が増加していた。更に、リン酸

化 CaMK2

質発現量も増加していた

以上のことより、

機能や発現を選択的に促進することにより記

憶保持促進作用を示すことが示唆された。

 

（2）GPNMB

る検討において、

り膜タンパク質ライブラリを調製し、

BLOTCHIP 

的 受 容 体 の 網 羅 的 な 探 索 を 行 い 、

LC-ESI-

タンパク質を同定した。この網羅的な受容体

解析の結果、

NKA α3

ンパク質として同定された

続いて、GPNMB の記憶保持促進作用の分子

機構解明の検討を行った。

るグルタミン酸受容体

マウスは WT マウスと比較し、海馬

細胞に発現する AMPA

である総 GluA1 およびリン酸化

パク質発現量が増加していた。更に、リン酸

CaMK2 およびリン酸化

質発現量も増加していた

以上のことより、GPNMB

機能や発現を選択的に促進することにより記

憶保持促進作用を示すことが示唆された。

GPNMB 細胞外断片の
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