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研究成果の概要： 

成体においては、幼児期の臨界期と異なり構造レベルでの変化（可塑性）を消失し神経

構造は安定している。しかし、外因性のコンドロイチナーゼ酵素を脳内に注入すると、成

体脳においても神経回路の可塑性が回復することが大脳視覚野で報告されている

(Pizzorusso et al., 2002; Fox and Caterson, 2002)。このことは、細胞外マトリクス環

境が神経回路の可塑性と密接な関係にあることを示している。申請者は、神経活動依存的

にコンドロイチン硫酸プロテオグリカンが分解されることをバソプレッシン神経系で報告

している(Miyata et al.,  2004)。よって、バソプレッシン神経においては、神経活動増

加により分泌された内因性の分解酵素が、細胞外マトリックス環境を変化させることで、

神経回路可塑性を誘発している可能性がある。 

本研究においては、細胞外マトリクスを分解する酵素系である tPA ならびに plasminogen

に着目し研究を行った。tPA ノックアウトマウスは、浸透圧刺激を与えてもバソプレッシン

放出が野生型に比べ有意に低く、慢性的浸透圧刺激を与えると顕著な浸透圧上昇により、短

期間で死に至ることが分かった。一方、リコンビナント tPA を、摘出下垂体後葉に作用させ

ると有意にバソプレッシン分泌を促進した。さらに、慢性浸透圧負荷を課すことで

tPA-Plasminogen システムを介して血管細胞外マトリクス laminin が分解されることが明ら

かになった。 
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１．研究開始当初の背景 

コンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、

硫酸化糖鎖がコアタンパクに結合した糖タ

ンパクであり末梢では腱や軟骨の構成成分

として知られているが、脳においては主要

な細胞外マトリックス構成成分である。コ

ンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、神

経軸索伸長の阻害作用を持つことから、発

生過程における軸索ガイダンスの機能が考

えられている。一方、成熟した adult 脳に

おいては、コンドロイチン硫酸プロテオグ

リカンはヒアウロン酸と複合体を形成し神

経周辺に蓄積することで特殊な細胞外マト

リックス構造(Perineuronal nets)を形成

しているがその機能についてはまったく不

明であった。しかし、コンドロイチン硫酸

プロテオグリカンを分解するコンドロイチ

ナーゼ酵素を adult 脳の大脳視覚野に注入

すると、神経回路の可塑性が回復すること

が最近報告された（Pizzorusso et al., 

Science, 2002）。この研究結果は、adult

脳では、コンドロイチン硫酸プロテオグリ

カンが細胞外マトリックスとして働くこと

で、シナプス構造などを安定させ神経回路

を固定化しているが、外因性のコンドロイ

チナーゼ酵素処理により細胞外マトリック

スが分解され、神経回路の自由度が増し可

塑性が生じたものと推測される。 

一方、このようなコンドロイチン硫酸プ

ロテオグリカンの神経回路の固定化作用に

反し、脳の特定部位においては、神経活動

に応じて新規シナプス形成などの可塑的な

構造変化を生じる。しかし、成熟した adult

脳において内因性の分解酵素によるコンド

ロイチン硫酸プロテオグリカンの分解と神

経回路の可塑性との関係を明らかにした研

究は国内外において報告がない。そこで、

本申請においては、adult 脳を用いて神経

活 動 増 加 に よ る 分 解 酵 素 (Tissue 

plasminogen activator; tPA)分泌が、コン

ドロイチン硫酸プロテオグリカンを分解す

ることで、新規シナプス形成を生じやすい

細胞外マトリックス環境を作り出し、構造

レベルでの可塑性を生じることを検証する。 

 この研究目的を実証するために、本研究に

おいては、視床下部バソプレッシン神経を実

験モデル系として用いた。バソプレッシン神

経は、脱水などの浸透圧刺激により、バソプ

レッシンを放出し体内の水分ホメオスタシ

ス維持に関わるペプチド神経である。申請者

は、これまでに、バソプレッシン神経が、脱

水などの慢性浸透圧刺激により、海馬神経と

同様に新規シナプス形成などの劇的な構造

的可塑性を示すことを明らかにしており、バ

ソプレッシン神経が構造的可塑性の優れた

モデルシステムであることを報告している

(Miyata et al., J. Comp. Neurol., 2001; 

Miyata et al., Neuroscience, 2003)。さら

に、申請者は、これらの研究過程においてバ

ソプレッシン神経のコンドロイチン硫酸プ

ロテオグリカンが、神経活動増加に依存して

分解されること（Miyata  et al., Brain Res. 

2004）。さらに、tPA がバソプレッシン神経に

存在し、神経活動増加により分泌されること

を報告している （Miyata et al., Brain Res.  

2005）。 tPA は、Plasminogen を Plasmin に

活性化するセリンプロテアーゼで、Plasmin

は, 数種類のコンドロイチン硫酸プロテオ



グリカン、laminin, collagen などの細胞外

マトリクスを基質として分解することがで

きる。 

 
２．研究の目的 

申請者は、視床下部バソプレッシン神経が、

神経活動増加によりシナプスレベルの劇的

な構造変化を生じること、そして、この構造

変化と並行してコンドロイチン硫酸プロテ

オグリカンの分解が生じることを既に報告

している。しかし、細胞外マトリックスの神

経活動依存的分解メカニズムについては明

らかになっていない。そこで、本研究におい

ては内因性分解酵素である tPA に着目し、神

経活動増加により分泌された tPA が、細胞外

マトリクスを分解し構造的可塑性に関与す

ることを成熟した adult 個体で証明するこ

とである。実験は、tPA ならびに Plasminogen

ノックアウトマウスを用いて、浸透圧刺激を

与えてバソプレッシン神経を活性化した場

合に、１）コンドロイチン硫酸プロテオグリ

カンの分解、２）シナプス形成などの構造的

可塑性の有無、３）出力であるバソプレッシ

ン分泌を調べた。 

 
３．研究の方法 

＜実験動物＞ 実験動物としてマウスを

用いた。また tPA と Plasminogen の機能解析

のためにノックアウトマウスを用いた。 

＜定量的免疫組織化学＞ プロテオグリ

カン特異的抗体を用いて、プロテオグリカン

を検出する。定量化は、レーザー顕微鏡に付

属したソフトを用いて画像解析する。 

＜免疫電子顕微鏡＞ preembedding なら

びに postembedding 法を用いて tPA と

plasminogen の局在を調べる。さらに、バソ

プレッシン神経の微細構造レベルでの変化

も解析する。 

＜ウエスタンブロッティング＞ プロテ

オグリカン特異的抗体を用いて、電気泳動後

AEC 法にて検出する。各バンドは画像解析に

より解析し定量化する。 

<RT-PCR> ｔPAと plasminogenの mRNA発現変

化の解析。 
<RIA> 血液並びに下垂体後葉におけるバソ
プレッシン濃度を測定する。 
 
 
４．研究成果 
 
Fig. 1 下垂体後葉における tPA の局在 
下垂体後葉における 
tPA の局在を免疫組織 
化学で調べたところ、 
バソプレッシン神経 
終末部に特異的である 
ことが明らかになった 
（緑；tPA, 赤;バソプ 
レッシン） 
 
Fig. 2 免疫電子顕微鏡による tPA の局在 
下垂体後葉における tPA 
の電子顕微鏡レベルにお 
ける局在を調べたところ 
神経分泌顆粒に内在して 
いることが明らかになっ 
た。 
 
 
 
Fig. 3 神経活動依存的 tPA の発現量低下 
下垂体後葉における tPA 
発現量低下をウエスタン 
ならびに Zymography に 
て調べた。その結果、 
浸透圧負荷による生理的 
刺激により tPA 発現量が 
顕著に減少していること 
が明らかになった。この 
結果は神経活動依存的に 
tPA がバソプレッシン神 
経終末部より放出された結果減少したこと
を意味する。 
Fig.4 tPA KO マウスにおける浸透圧調節異常 
tPA KO マウスに慢性浸透圧負荷を課すと tPA 
KO マウスは野生型に比 
べて顕著な浸透圧上昇が 
観察された。この結果は 
tPA 遺伝子の欠損が個体 
レベルでの浸透圧調節異 
常を引き起こすことを示 
している。 
 
 
 
Fig. 5 tPA KO マウスにおけるバソプレッシ
ン分泌異常 
tPA KO マウスに浸透 
圧負荷を課し血液内 
バソプレッシン濃度 
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を RIA で測定したと 
ころ、急性・慢性いず 
れの浸透圧刺激におい 
て野生型に比べて有意 
に低い値であった。 
Fig.6 plasminogen KO マウスにおける浸透圧
調節異常 
plasminogen KO マウスにおいても tPA と同様
に慢性浸透圧負荷を課すと野生型に比べて
有意に高い血液浸透圧上昇を示した。さらに、
血液内バソプレッシン濃度を測定したとこ
ろ慢性浸透圧負荷を課すと野生型に比べて
有意な低下が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7 リコンビナント tPAによる下垂体後葉
からのバソプレッシン放出 
リコンビナント tPAを摘出下垂体後葉に作用
させると 33 mM KCl 相当のバソプレッシンを
放出させることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 慢性浸透圧負荷による下垂体後葉の
laminin 細胞外マトリクスの分解 
慢性浸透圧負荷を課すと下垂体後葉の
laminin 細胞外マトリクスが顕著に減少する
ことが明らかになった。しかし、tPA KO マウ
スでは laminin 分解が遅れること、さらに 
Plasminogen KOでは全く分解が生じないこと
が分かった。この結果は、tPA-Plasminogen
システムによる laminin分解がバソプレッシ
ン透過性を制御している可能性がある。 
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