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研究成果の概要：マウス脳において神経可塑性関連タンパク質である細胞外セリンプロテアー

ゼニューロプシンが直接切断するタンパク質を探索した。その結果、ニューロプシンは、神経

細胞の形態変化および神経突起の伸展に関与する G protein-Regulated Inducer of Neurite 

outgrowth 1（GRIN1）に直接結合し、速やかに切断することを明らかとした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
記憶や学習の基礎過程と考えられている

長期増強現象（LTP）にはスパインの形態変

化や新生などを伴う。このようなシナプス構

造可塑性を誘導するためには、シナプス間の

接着分子などのプロテオリシスが必要であ

ると考えられているが、そのメカニズムはほ

とんどわかっていない。我々は、これまで、

細胞外セリンプロテアーゼニューロプシン

（NP）のプロテアーゼ活性が記憶の獲得や

LTP の誘導に密接に関与することを明らか

としてきた。NP ノックアウトマウスでは、

モリス水迷路における空間記憶や Y 迷路に

おける作業記憶が障害されており、テタヌス

刺激による LTP の誘導も阻害された。また、

NP は、高頻度刺激後、NMDA 受容体依存的に

急速且つ一過的に活性化し、その活性阻害剤
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を脳内に投与すると、LTP が阻害された。ま

た NP は、細胞接着分子 L1 を介することで、

シナプスの新生や成熟を誘導する。注目すべ

きことに、L1 は、未成熟なプレシナプスに

局在しており、活性化した NP によって、L1 

シナプスは成熟化する。このように、神経活

動依存的な NP のプロテオリシス機構が、シ

ナプスの新生および増強に重要な役割を果

たしていると考えた。 

 
２．研究の目的 
 

カリクレインファミリーに属する細胞外

セリンプロテアーゼニューロプシン（NP; 

KLK8）は、大脳辺縁系の海馬や扁桃体に局在

しており、神経活動依存的に活性化し、その

タンパク分解活性は LTP や記憶形成過程に

重要な役割を果たしている。活性型リコンビ

ナント（r-）NP を海馬内に投与すると、神経

突起の伸長およびシナプス伝達の増強に伴

うシナプスの成熟化が誘導されるが、その詳

細な分子メカニズムは明らかではない。 

NP は、不活性な状態で分泌後、高頻度の

電気刺激や NMDA などの化学刺激などによっ

て、細胞外で活性化する。活性化したニュー

ロプシンがシナプスへ効果を発揮するため

には、細胞外に局在する細胞接着分子や細胞

外マトリックス分子をプロセシングしてい

ることが考えられる。近年、NP は、免疫グ

ロブリンスーパーファミリーの一つである

細胞接着分子 L1 のシグナル経路に関与する

ことが示されたが、NP の基質は明らかでは

ない。そこで、本研究では、NP-L1 システム

のメカニズムを明らかとし、シナプス構造可

塑性の分子メカニズムの解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
 

（１）L1 は、全長 200 kDa の一回膜貫通タ

ンパク質であるが、種々のプロテアーゼによ

るプロセシングをうけ 140, 80, 50, 30 kDa 

など様々な長さのフラグメントとして存在

している。そこで、まず新規 L1 抗体（Y3）

を用いたウエスタンブロット法により、脳の

各領域における L1 のプロセシング様式を調

べた。 

 

（２）NP はプロテオリシスを誘導する際、

基質と結合し酵素基質複合体を形成した後、

加水分解反応を行うと考えられているがそ

の証拠はつかめていない。変異型 NP を用い

て、基質との結合状態を調べた。 

 

（３）NP mRNA は海馬の錐体細胞に豊富に存

在しているが、NP タンパク質の細胞内局在

の詳細は明らかではない。海馬初代培養細胞

を用いて、NP 遺伝子を導入後、NP タンパク

質の局在を免疫蛍光染色によって調べた。 

 

４．研究成果 

(1) 脳の各領域で L1 フラグメントの発現を

調べたところ海馬・扁桃体・嗅球において、

他の領域では見られない120 kDa のフラグメ

ントが存在していた。興味深いことに、この

フラグメントは、r-NP によって速やかに分

解され、新たに 37 kDa のバンドが現れた。

この 120 kDa のフラグメントを Y3 抗体を用

いて精製後、LC-MS/MS により解析したところ、

神経細胞の形態変化および神経突起の伸展

に 関 与 す る 膜 結 合 タ ン パ ク 質 G 

protein-Regulated Inducer of Neurite 

outgrowth 1（GRIN1）であることがわかった。

実際、マウス脳ホモジネイトにおいて Y3 抗

体の免疫沈降産物を、抗 GRIN1 抗体でブロッ

トしたところ、120 kDa の位置に陽性反応を

示した。また、マウス脳ホモジネイトに r-NP

を投与し、GRIN1 のプロテオリシスを調べた

ところ、r-NP の濃度および時間依存的に分



解され 75 kDa と 37 kDa のフラグメントが遊

離された（図 1 および図 2 参照）。さらに精

製した r-GRIN1 と r-NP を反応させたところ、

r-GRIN1 は速やかに切断された。これにより

G タンパク質のプロテアーゼによる制御の

可能性が初めて示唆された。 

図 1. NP の濃度依存的な GRIN1 の切断 

 

 

図 2. NP による GRIN1 切断のタイムコース 

 

（2）Myc タグを付加した NP および FLAG タ

グを付加した GRIN1 をそれぞれ作成し、pull 

down assay を行った。その結果、活性型NP と

GRIN1 の複合体を検出することに成功した

（図 3 参照）。NP の活性中心である 212 番

目のセリン残基（S212）をアラニンに変えた

変異型 NP ではこの複合体が形成されなかっ

たことから、GRIN1 は NP の S212 残基に結

合していることが明らかとなった。本来プロ

テアーゼはそのタンパク分解活性によって

基質タンパク質を切断してしまうので、複合

体として検出することは困難である。その中

で今回初めてプロテアーゼと基質の酵素基

質複合体を検出することに成功した。今後は、

このシステムを用いて、NP のシナプス部位

における相互タンパク質の探索を行う。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. NP と GRIN1 による酵素基質複合体 

 

 

（３）NP を発現させた海馬初代培養細胞に

おいて NP の免疫蛍光染色を行った。その結

果、NP は細胞体および神経突起（軸索およ

び樹状突起）に局在していた（図 4 参照：緑

色が NP で赤色は MAP2 である）。特に、神経

突起上ではドット状に分布しており、分泌顆

粒によって NP が運ばれていることが示され

た。今後は、NP が細胞外に分泌後、基質タ

ンパク質に結合している部位を特定したい。 



図 4. NP の細胞内局在 
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