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研究成果の概要（和文）：コカイン依存症動物モデルで予想される側坐核での細胞内システィンの欠乏からtRNAのチオ
ール化抑制を予測し、それを触媒するMOCS3の発現量についてウエスタン法で検討したが、発現確認できなかった。ま
たシスティンを合成の律速段階とするグルタチオンの量はコカインの影響を受けていなかった。メチオニンからのシス
ティン供給に関与する酵素についても活性をに有意な差を認めなかった。従って、慢性コカイン投与でシスチン-グル
タミン酸交換体の機能障害が起きても、細胞内システィンの供給は代償されていると考えられた。一方、N-アセチルシ
スティンの急性投与は慢性コカイン動物でのシナプス構成タンパク質の分解を促進した。

研究成果の概要（英文）：It was predicted that protein synthesis would be attenuated in the nucleus 
accumbent (NAc) of chronic cocaine-treated rats due to intracellular cysteine shortage -induced 
attenuation of thiolation of tRNA which resulted from dysfunction of cystine-glutamate anti porter (xCT). 
However, the existence of MOCS3, which is supposed to catalyst tRNA violation, was not confirmed. In 
addition, the amount of total glutathione, which demands cysteine for its synthesis, was not affected by 
cocaine, Another intracellular cysteine supplying pathway from methionine owing to the enzymatic activity 
of cystathionine beta synthase was also less likely, because its activity was not altered by cocaine. 
Thus, it is concluded that intracellular cysteine was supplied by unknown pathway besides via xCT, and 
the basel levels of protein synthesis was not affected in the NAc by repeated cocaine treatment. On the 
other hand , N-acteyl-cysteine robustly promoted protein degradation in chronic cocaine-treated rats.

研究分野： 神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 アルコールや薬物依存症の治療薬として
現在注目されているのが、システィンの前駆
体 N-アセチルシステイン（N-acetylcystine：
NAC）である。NAC の有効性はコカイン依
存動物モデルで最初に確認され、その後、気
分障害や自閉症など様々な精神疾患に対し
ても治験が行われ概ねポジティブな結果が
得られている。しかし強い酸化ストレス負荷
が投与時点で存在しない限り、NAC は高濃
度でも総グルタチオン量を増やすことはな
く、NAC が神経可塑性を回復させる作用機
序は十分解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 側坐核を含む線条体の細胞外グルタミン
酸はアストログリアに存在するシスチン-グ
ルタミン酸交換体（=xCT）によって制御さ
れている。xCT は細胞外からグリア細胞内に
シスチンを輸送する際、それと交換に細胞外
へグルタミン酸を放出する。コカイン慢性投
与後の側坐核では xCT の機能が低下し、その
結果として細胞外グルタミン酸が低下する
が、システインの前駆体 NAC を投与すると、
見かけ上 xCT の機能が回復するため細胞外
グルタミン酸が正常化し、同時に動物のコカ
イン要求行動も抑制され、さらに長期増強現
象などの神経可塑性も正常化する。コカイン
慢性投与後のラット側坐核では、xCT の機能
低下によりアストログリア内へのシステイ
ン供給が不足する。しかし細胞は酸化ストレ
スに対するレドックス制御を優先せざるを
得ないため、システインを必要とするタンパ
ク質合成をある程度犠牲にする。従ってシス
テインの供給が不足すると、結果として新規
タンパク質合成を必須とする神経可塑性に
大きな障害が生じる。レドックス制御をアス
トログリアに依存する神経細胞でも同じよ
うな状況が生じる。NAC は細胞内システイ
ン濃度を回復させることで、神経細胞内のタ
ンパク質合成（＝神経可塑性）を正常化する」
と仮説（図１）をたて、これを動物実験で証

明する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内でシステインが欠乏すると、酵
母では Uba4 というタンパク質の転写が抑制

される。Uba4（ほ乳類のホモログは MOCS3）
は tRNA のチオール化を触媒しているが、
tRNA のチオール化はタンパク質合成に不可
欠である。そこでコカイン慢性投与が側坐核
内でシステインによる tRNAのチオール化及
びチオール化誘導タンパク質MOCS3の発現
量に与える変化についてウエスタン法及び
生化学的手法で検証する。 
（２）コカイン慢性投与あるいは MOCS3 発
現量の操作がタンパク質合成効率に与える
変化についてウエスタン法及び生化学的手
法で検証する。 
（３）タンパク質の合成系ではなく、分解系
に異常がある可能性を検討するため、オート
ファジー系の関与についても検討を行う。 
 
４．研究成果 
 MOCS3 の発現量に関して、生食投与群とコ
カイン慢性投与群の側坐核及び背側線条体
でウエスタン法によりタンパク質発現量を
比較した。しかしいずれの領域においても
MOCS3 の発現は確認されなかった。また、細
胞内システィンが減少した場合に予想され
るグルタチオン量の減少についてもコカイ
ン投与群で認めなかった（図２）。これらの

結果から、グルタミン酸との交換以外にも、
細胞内にシスティンを供給する未知のシス
テムが存在していることが示唆された。この
ため当初予定していたチオール化 tRNA の測
定は行わなかった。 
 グルタチオンはアストロサイトで主に産
生され、システインとグリシン、グルタミン
酸の３つから合成される。このうち、律速段
階となるシスティンは酸化型二量体のシス
チンの形で細胞外から主に供給され、その主
な供給源がxCTによる細胞内グルタミン酸と
の非ナトリウム依存性の交換である（図３）。



最近、xCT が細胞内のシスタチオニンと交換
して細胞外グルタミン酸を細胞内に取り込
む シ ステム の 存在が 明 らかに さ れ た
（Kobayashi et al, JBC, 2015）。これによ
れば、細胞内のシスタチオニンが増加すると
細胞外へのグルタミン酸放出は低下し、コカ
イン依存症様のグルタミン酸代謝を呈する
ことになる。細胞内シスタチオニンの合成は、
メチオニンから通常 cystathionine beta 
synthase (CBS)という酵素の触媒で生成され
る。そして cystathionine–gamma-lyase によ
ってシステインとなり、グルタチオン合成に
利用される。そこで CBS タンパク質の発現量
に関して同様にウエスタン法で検討を行っ
たところ、予想に反して側坐核で対照群に比
べ 20%の発現量低下を認めた（図４）。一方、

背側線条体では変化を認めなかった。しかし
CBS のタンパク質量は必ずしもその活性と相
関するとは限らない。そこで CBS の活性制御
に重要なglutathionylation化について免疫
沈降法で対照群とコカイン群の間で比較を
行 っ た が 、 い ず れ の 群 で も
glutathionylation 化した CBS は確認されな
かった。以上の結果より、コカイン投与群側
坐核におけるシスティン代謝はxCTの機能が
障害されていても未知の機序によって代償
性に供給されており、定常状態でのタンパク
質合成系に直接影響を与えることで依存症
行動の発現を制御している可能性は低いと
結論された。他方、神経活動依存性の蛋白合
成系に関しては、慢性生食投与群と慢性コカ
イン投与群のラットを用意し、それぞれに急
性コカイン投与を行った後の 0,15,45,120, 
360 分後に脳を取り出して同機序に必須であ
る BDNF シグナル伝達系の下流に存在する複
数の分子に関してウエスタン法を行い、タン
パク質発現量あるいはリン酸化レベルにつ
いて検討したところ、p-Trk と p-mTOR の発現
レベルにおいて生食群で認められたコカイ
ンチャレンジ誘導性のリン酸化が慢性コカ
イン群では有意に抑制されていた。また同シ
グナル伝達系によって翻訳が誘導される

LIMK1やPSD-95にも同様のパターンを認めた
（図５）。従って、コカイン投与群のタンパ
ク質合成系は、定常状態では対照群と変わら
な い が 、 神 経 活 動 が 活 性 化 さ れ た

状態（＝神経可塑性の誘導を要求された状
態）を支えるに十分機能していないと推察さ
れた。 
 一方、タンパク質合成系と対応する関係に
ある同分解系に関しては、以前の検討から、
コカイン投与群の側坐核で特異的に急性 NAC
投与の 2.5 時間後に、特に後シナプス膜分画
に存在するタンパク質に特異的に誘導され
るデータを得ていた（Kosugi ら、未発表；図
６）。また、本研究グループは慢性コカイン

投与やNACがユビキチン化促進やプロテオソ
ーム活性には影響を与えないことを既に確
認、発表していたので（Shen et al, JNS, 
2007）オートファジー系の関与を疑い、慢性

コカイン投与動物を急性生食投与群と急性
NAC 投与群の２群に分け、同現象のマーカー
である LC3-I と LC3-II の発現量比に関して



幾つかの条件下で検討を試みた。しかし、以
前から指摘されているように脳ではLC3-Iの
シグナルが圧倒的に強く、その直下に現れる
はずの LC3-II のシグナルを分離して検出す
ることができなかった（前頁図７）。LC3-I は
特に細胞質画分に豊富とされるため、膜画分
のみを精製して再度検討を行う予定であり、
現時点ではまだ最終結論に至っていない。 
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