
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(B)

2013～2011

脳ＮＯ－ＮＣＸシグナルの生理病態的意義に関する創薬基盤研究

Study on pathophysiological roles of brain NO-NCX signal

００１０７１０３研究者番号：

松田　敏夫（Matsuda, Toshio）

大阪大学・薬学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２３３９０１３９

平成 年 月 日現在２６   ５ １３

円    14,500,000 、（間接経費） 円     4,350,000

研究成果の概要（和文）：脳 Na+/Ca2+交換系（NCX）スプライスバリアントの安定発現細胞株の作製に成功した。本系
で一酸化窒素（NO）による細胞障害を検討したが、培養細胞で見られたNO誘発細胞障害が見られず、NOのNCXに対する
作用が間接的であることが示された。脳微小透析法によるNO-NCXシグナルの脳アミン伝達に対する作用解析については
、NOが脳アミン遊離に影響を与えないことを示した。さらに、遺伝子・環境要因相互作用における解析では、PACAP遺
伝子改変マウスに対する環境負荷の影響の網羅的解析からNCXの関与を検証できなかった。

研究成果の概要（英文）：This study examined the role of the predominant brain-specific NCX splice variant 
NCX1.5 in NO-induced cytotoxicity in HEK293 cell expression system. Transfection with a plasmid construct 
pcDNA3.1/V5-His containing full-length rat NCX1.5 cDNA into HEK293 cells increased prominently the protein
 level of NCX1.5 tagged with C-terminal V5 and (His)6 epitopes (NCX1.5-V5/His). There was no difference in
 the cytotoxic effects by sodium nitroprusside and S-nitroso-N-acetylpenicillamine between the control and
 transfected cells.  These results suggest that NO cytotoxicity is not dependent on NCX1.5. Microdialysis 
study showed that NO did not affect monoamine release in the brain. Furthermore, RT-PCR analysis showed th
at environmental factors did not affect the expression of NCX.
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１．研究開始当初の背景 
Na+/Ca2+交換系(NCX)は細胞内 Ca2+の濃度調

節に関わっていることから創薬標的分子とし

て注目されているが、中枢神経系でのその創

薬的意義は不明である。我々は種々の疾患に

おいて重要な役割を演じている一酸化窒素

(NO)が NCX を活性化することを見出してお
り、脳 NCXの創薬標的分子としての可能性に
ついて一連の研究をしている。その中で、NCX
が NO 誘発細胞障害の発現のトリガーになっ
ていることをミクログリア、アストロサイト、

神経細胞で明らかにし、さらに NO 関連病態
であるパーキンソン病モデルマウスのドパミ

ン神経障害に NCX が関与していることを明
らかにした。これらの知見は NO-NCXシグナ
ルが創薬標的となることを示唆しているが、

NOとNCXの相互作用の分子機構は不明であ
る。一方、我々は神経精神疾患の発症ならび

にそれらに対する治療薬の薬効発現における

脳アミン神経系の役割について研究している。

また、近年、Pituitary Adenylate Cyclase-Acti- 
vating Polyopeptide (PACAP)遺伝子改変マウス
の表現型解析から、精神疾患発症における遺

伝子・環境因子の相互作用の重要性に着目し

た基礎研究をしている。  
 
２．研究の目的 
本研究では、脳 NCX安定発現細胞系を用い、
NOとNCXの相互作用の分子機構を明らかに
する。さらに NO-NCXシグナルカスケードの
生理病態的意義について、精神疾患と関連し

ている脳アミン神経伝達や環境ストレスとの

関連から追究し、脳 NCXの新しい創薬的意義
を検証する。 
 
３．研究方法 
(1) 脳NCX安定発現細胞株の作製：ラット（あ
るいはヒト）1型 NCX (NCX1)のスプライスバ
リアントの全長 cDNAは、市販の cDNAライ
ブラリーを鋳型として Pfx DNAポリメラーゼ
を用いた PCR法により増幅し、アガロース電
気泳動により分離・精製する。部分欠損 NCX
の発現にあたっては、得られた全長 cDNAよ
り制限酵素を用いて部分配列欠損 cDNAを作

成する。作成した cDNAの哺乳類細胞発現に
は、pcDNA3.1D/V5-His-TOPO vector (Invitro- 
gen社)を用いる。 
(2) 脳微小透析法による NO-NCX シグナルの
脳アミン伝達に対する作用解析：脳微小透析

法による予備検討において、NOが前頭葉ドパ
ミン遊離を増加させることを見出している。

本研究では、この作用における NCXの関与を
検証し、さらに長期隔離飼育マウスやコルチ

コステロン慢性投与マウスなどの病態モデル

マウスを用い、精神疾患での NO-NCXシグナ
ルの病態的意義をアミン神経伝達の面から検

討する。 
(3) 脳 NCX 安定発現細胞株での NO と NCX
相互作用の解析：各 NCXスプライシングバリ
アント安定発現細胞株において、NOによる細
胞内 Ca2+濃度増加作用が生じるか否かを、

Ca2+蛍光指示薬 fluo-4 を用いたプレートアッ
セイにより評価する。NO による細胞内 Ca2+

濃度増加作用が認められた場合、NO-cGMP
系による NCXへの分子修飾(リン酸化)を、免
疫沈降法を利用するイムノブロット解析によ

り解析する。 
(4) 遺伝子・環境因子相互作用の NO-NCX シ
グナルに対する作用解析：精神疾患発症にお

ける遺伝子・環境因子相互作用の脳 NCXに対
する作用を、mRNA、タンパク質レベルで検
討する。 
 
４．研究成果 
(1) 脳 NCX安定発現細胞株の作製：NCX1の
安定発現細胞の作製に成功した。 
 
(2) 脳微小透析法による NO-NCX シグナルの
アミン伝達に対する作用解析：脳微小透析で

の解析から、NOが神経伝達物質遊離に直接関
わっていないことが明らかになった。また、

NO がジスキネジアの発現に関わっているこ
とを明らかにしたが、この作用には NCXは関
わっていなかった。 
 
(3) NCX安定発現細胞株での NO-NCX相互作
用の解析：NCX発現細胞で NO障害について
検討したが、NCX発現による NO障害の増強



は見られなかった。すなわち、NOの NCXに
対する作用が間接的であることが示唆された。

また、NCX発現細胞株でのリン酸化について
検討したが、NO や cGMP による作用は見ら
れなかった。 
 
(4) 遺伝子・環境要因相互作用の NO-NCX シ
グナルに対する作用解析：PACAP欠損マウス
の精神異常行動が豊かな環境での飼育により

抑制されることを明らかにした。環境要因に

よる行動変化における NCX の関与を網羅的
にそして RT-PCRで解析したが、NCX分子は
環境要因の作用には関わっていなかった。 
 
(5) その他：NCX選択的阻害薬 SEA0400を用
いることで NCX の役割について多くの情報
を得た（他研究機関との共同研究）。 
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