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研究成果の概要（和文）： 

ノッチシグナル系は神経保護作用や神経分化作用があり、アルコール曝露においても、この
系は活性化される。また, PDGF, BDNF, NGF レセプターなどのノッチシグナル系関連受容体に
も強い発現が認められるが、このような受容体の発現変化が神経回路網形成にどのような影響
を与えているか全く不明であり、神経細胞膜、軸索輸送、シナプス輸送の変化に関する研究は
最重要課題と考えられる。この点において、タンパクのシナプス輸送の研究はアルコールによ
る精神疾患の解明に寄与するものである。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Notch signaling, related with maintenance of Stemness in culture, is well known 
to play an important role in neuroprotective and proliferative properties. Therefore, 
alcohol exposure showed to activate the Notch pathway. As results, Notch signaling related 
receptors, such as Platelet-derived growth factor (PDGF), Brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF) and Nerve growth factor (NGF), were indicated to be strongly expressed. 
However, there are significant lacunae about formation of neuronal network under 
expression of these receptors. Particularly, changes of neuronal membranes, axonal 
transport and synaptic transmission should be studied. In this point, a study of synaptic 
transport of protein might provide biological solution for psychiatric disorder of 
alcoholism.      
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１．研究開始当初の背景 

アルコールによる精神神経機能障害の発症

メカニズムは、主として完成された脳あるい

は発生過程の脳においてその発現遺伝子と

組織像を研究対象としてきた。しかしながら、

精神疾患とくに統合失調症においては幹細

胞の脆弱性に由来するという理論が提唱さ

れ始め、中枢神経系に対するアルコールの影

響も神経細胞の発生・分化という初期の段階

から神経回路網形成を研究し、精神神経機能

を再評価する必要性が出てきた。 

 

２．研究の目的 

神経細胞の発生・分化という最も初期の時点

に発現する Notch signal 伝達系関連遺伝子

に焦点を合わせ、これら遺伝子発現に対する

アルコールの影響を明らかにすることを目

的とした。Notch が活性化された場合、細胞

内ドメインが切り離され核に移行する。核内

では Notchの細胞内ドメインは転写抑制因子

であるHES1やHES５遺伝子プロモーターに作

用して発現を誘導し、これらは神経誘導遺伝

子の転写を抑制してニューロンへの分化を

止める。本研究ではこのような細胞の分化に

影響を与える Notch発現にアルコールがどの

ように作用し、脳組織構築にどのような異常

をもたらすのか、また精神神経機能障害発症

とはどのような関連性をもつのか等を明ら

かにすることを研究目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）実験動物に対するアルコ－ル投与 

実験動物には８週齢の雄 SD ラットに 5%

（w/v）エタノールを含む液体飼料を２－４

ヶ月間与え、二瓶法により高アルコール嗜好

性を示した動物をアルコール曝露動物とし

て使用する。この方法は、動物のアルコール

嗜好閾値を計算し、嗜好閾値濃度アルコール

摂取率が５０％以上を基準に高アルコール

嗜好性群と低アルコール嗜好性群とに分類

するものである。さらに、妊娠確認直後の SD

ラットに 5%（w/v）エタノールの同液体飼料

を与え、妊娠 9,11,13,15,17,19 日目に胎仔

脳を採取する。一方、コントロールとしては

エタノールと同カロリーのショ糖を与えた

動物を用いる。さらに一部の動物は胎児性ア

ルコール症候群（FAS）モデル実験動物とし

て成育する。 

２）神経幹細胞、神経細胞の組織培養 

妊娠 9, 11, 13, 15, 17, 19 日目の胎仔の脳

スライスを、１mＭ, 3 mＭ, 6 mＭ, 12 mＭ

のエタノ－ルを含む培養液中で 24 時間培養

する。固定後の切片はそれぞれシナプス伝達

に関与するタンパクの免疫組織化学的染色

あるいは in situ hybridization に用いる。

さらに、RNA を抽出して RT-PCR 法による発現

量の定量的解析を行う。 

 

3) Notch signal 伝達系への影響 

① Notch 細胞内ドメインの核への移行 

非活性型 Notch 抗体または活性型 Notch1 で

ある抗 NICD 抗体、CBA-1/RBP-Jκ 抗体および

核染色による蛍光三重染色を行い、共焦点レ

ーザー顕微鏡にて細胞表面の Notch発現並び

に核内の NICD と RBP-J の発現を調べる。さ

らにアルコールによる影響について検討す

る。また、アルコールの影響を大きく受けた

領域における神経分化・グリア分化への関連

についても解析する。 

② Notch signal 伝達系遺伝子の発現 

HES1，HES5，neurogenin，Mash1，Math3 の発

現および局在について、切片上における in 

situ hybridization による解析、さらにはマ

クロ蛍光顕微鏡システムを用いた in vivo 脳

におけるwhole-mount in situ hybridization

による解析を行い、その時間的・空間的発現

におよぼす影響を調べる。                 

③ Notch signal 伝達系遺伝子の定量解析 

アルコール曝露胎仔脳から抽出した mRNA を

用いて、プライマーセットよるリアルタイム

RT-PCR 法による発現量の定量解析を行い、ア

ルコール曝露の影響を評価する。 

 

４）神経幹細胞の分化誘導過程に対するアル

コールの影響 

NeuroCult 培養液を使用して、胎児脳から組

織を摘出し、神経細胞への分化誘導 in vitro

の実験系で行う。アルコール曝露により障害

を受けた組織が ES 細胞の再生系に直接影響

しない場合、正常個体と同様に各種神経細胞

への分化能を有していると考えられる。 

そこで、NeuroCult 培養液中でニューロンま



たはグリアに分化誘導し、その影響を調べる。 

① ES cell characterization kit を用い、

免疫組織化学的に未分化状態の ES 細胞を同

定する。さらに、Oct-4等の各種配列を RT-PCR

にて解析し、未分化状態にあることを確認し

て、Mash-1, TH 等の発現を測定する。 

② 各種神経細胞への分化の過程を、神経マ

ーカー、グリアマーカー（GFAP）およびオリ

ゴデンドロサイトマーカーの抗体を用いて

免疫組織化学等に解析する。 

③ これらの条件が確立した上で、エタノー

ルを培養液中に加え、細胞の分化と各因子の

発現量の変化について解析する。 

 

５）タンパクのシナプス輸送 

神経トレーサーである WGA-HRPタンパクと神

経 伝 達 物 質 放 出 抑 制 作 用 を 有 す る

Rab3A-siRNA を迷走神経に同時注入し、孤束

核領域でシナプス輸送の微細形態を明らか

にする。組織反応にはベンチジンと過酸化水

素を使用し、一般に用いられているオスミウ

ム酸固定、ウラ二―ルブロック染色、アルコ

ール脱水に続き、エポン樹脂包埋を行う。HRP

反応産物の濃度を高め同定を容易にするた

め、超薄切片の作製後、鉛染色を施さないい

わゆる無染色法で電子顕微鏡による観察を

行う。 

 

６）臨床症状発症に関わる発現遺伝子の解析 

統合失調症で神経幹細胞の成長・分化への関

与 が 示 唆 さ れ て い る 、 VLDLR(very 

low-density lipoprotein receptor)や Apo 

ER2 (Apo lipoprotein E receptor)など、お

よびそのレセプターの発現量の変化につい

て、実験動物の胎仔あるいは胎児性アルコー

ル症候群（FAS）モデル動物において特異的

な Taq-man probe による定量的 RT-PCR を行

い、正常動物と比較する。                      

２）神経幹細胞性を有するニューロブラスト

ーマ細胞へのアルコール曝露の結果では、

Brain-derived neurotrophic factor(BDNF)、

Nerve Growth factor(NGF)とその受容体発現

において、リガンドと受容体の双方の発現パ

ターンの違いで非常に興味深い現象をリア

ルタイム RT-PCR 法を用いた解析とタンパク

定量法において明確に示すことができた。 

 

７） 情動・学習能力・摂食行動等の評価 

各実験において明らかにされたNotch signal

伝達系遺伝子発現異常、それに伴う脳組織構

築異常と精神神経機能障害との関連性を確

立するため、FAS として生まれた仔を成獣ま

で成育させ以下のテストを行う。 

① 情動性の評価: 高架式十字型迷路、オー

プンフィールドテスト、明暗選択テスト等を

行う。 

② 学習行動能力評価: 空間認知テストとし

て 8方向放射状迷路装置、モリス水迷路およ

びバ－ンズ円形迷路装置を用いる。 

③ 摂食行動の評価。 

④ 統合失調症に対するテスト: 潜在抑制テ

ストや社会的交互作用テスト等を行う。 

 

４．研究成果 

クロマチン、遺伝子発現および転写調節レベ

ルさらに微細形態レベルの解析を行った。 

 

１）ノッチシグナル伝達系には、培養系で用

いられる多くの幹細胞の Stemness(幹細胞

性 ) 保 持 と の 関 連 が 指 摘 さ れ て い る

Phosphoinositide-3 kinase (PI3K) / Akt シ

グナルが含まれる。Platelet-derived growth 

factor(PDGF)受容体も同じシグナルを含む

ことから、プロモーター/エンハンサー機能

解析を行った。ニューロブラストーマ細胞か

らクローニングされた PDGFRエンハンサー領

域の解析結果では、GATA, Ets 転写因子の相

乗作用が神経伸長を促進する結果が得られ

た。神経活動の活性化は、星状膠細胞の代謝

型グルタミン酸レセプターを介したカルシ

ウムイオンの上昇を引き起こし,その突起が

接する血管の拡張を誘導する。アルコール未

処理細胞ではグルタミン酸刺激により Ca 上

昇を引き起こし、カルシウム不在下では反応

が減弱した。アルコール処理は、このカルシ

ウム変動を示す細胞が少なくなることから,

アルコールが直接星状膠細胞に作用し、中枢

神経内の局所的血流調節を阻害している可

能性を見出せた。 

 

ノッチシグナルならびに脳由来成長因子の

細胞内シグナル伝達のパスウェイは、神経細

胞保護ならびに細胞増殖、分化に関わること

から、アルコール曝露と両者のパスウェイの

各々の重要性を詳細に解析できる。 

 

３）精神神経機能障害発症とアルコール曝露

の関連性について、神経細胞の膜タンパク



（ノッチ関連遺伝子）の機能性変化を解析し

た。神経組織へのアルコール曝露の影響は、

神経細胞の細胞膜表面に局在するノッチ関

連の受容体発現が誘導されることにより、細

胞死保護或いは、正常な神経ネットワークの

機能保持に関わる。とくに神経伸長や神経幹

細胞性の保持に関わる PDGF 受容体や Tlx 等

の発現パターンを増減させた際において、神

経ネットワーク形成における神経細胞膜が、

機能的な形態変化を示す。しかしながら、発

生過程や神経ネットワーク形成過程の解析

が必要であり、特に、神経幹細胞、神経細胞

やグリア細胞の膜の形状やシナプス膜を機

能的な観点から解析することが必要となっ

た。 

４）神経トレーサーである酵素タンパク（HRP

反応産物）は順行性軸索輸送により細胞体か

ら神経終末へと移動する。この終末部では、

シナプス小胞よりはるかに巨大なタンパク

が一塊となりシナプス輸送されている像が

観察できた。この輸送には、タンパクがシナ

プス膜の変化を全く伴わずそのままの形で

通る通過型とシナプス前・後膜の変化を伴う

分泌型の２型が存在した。さらに、神経細胞

の機能的解析では、神経伝達物質が放出され

ていない非興奮期に一致してタンパク輸送

が行われることが明らかになった。このこと

は、WGA-HRP 単独注入時より、Rab3A-siRNA

との混合注入の場合のほうがはるかに高頻

度で輸送形態の観察ができることでも支持

される現象と考えられる。アルコール曝露で

はこのタンパク輸送は抑制傾向にあり、今後、

軸索輸送やシナプス膜の形状、さらに細胞骨

格との関連性を究明する必要がある。 
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