
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 5 月 14 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究は、覚醒剤など薬物依存の分子機構を解明し、これを防止ある

いは治療する可能性を探ることを目的として開始された。神経系の培養細胞 Neuro2a に、クロ

マチンリモデリング複合体構成蛋白質である Amida およびその関連蛋白質を発現させたとこ

ろ、細胞の増殖速度および接着能に変化があることがわかり、これらの細胞機能に関わる遺伝

子の発現量が変化したためと考えられた。一方、中枢性ドパミン作動ニューロン由来の細胞株

CATH.a 細胞では METH 処理により小胞体ストレスを介した細胞死が起こることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：This study was initiated for the purpose to explore the possibility to 
elucidate the molecular mechanism of drug dependence, such as psychostimulants, to treat 
or prevent this. When Neuro2a cells were transfected by Amida, a component of the 
chromatin remodeling complex, and its related proteins, it turned out that the proliferation 
rate and adhesion ability were affected. These results were caused because the expression 
of genes for specific cellar functions were altered. Meanwhile, it was revealed that cell 
death through the endoplasmic reticulum stress was induced by methamphetamine 
treatment of the CATH.a cells, a cell line derive from dopaminergic neurons in central 
nervous system.  
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１．研究開始当初の背景 
依存性薬物の乱用は、乱用者個人に留まらず、
家族、地域社会、国家にまでおよぶ深刻な問
題である。近年、わが国でも依存性薬物の乱
用が急増し、乱用者が低年齢化している。ま
た、覚醒剤などの依存性薬物の乱用による刑

事事件が多発し、深刻な社会問題となってい
る。したがって、薬物依存の形成機構の解明
とその診断、予防および治療方法の確立は社
会的な要請であり、薬理学者に課せられた責
務である。薬物乱用の一つの大きな特徴とし
て、再犯率の高さが指摘されるが、その背景
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には中枢神経系における長期的な変化およ
びニューロンの遺伝子発現の変容が想定さ
れている。このような分子レベルでの長期的
変化の機構を解明し、薬物依存を防止あるい
は治療する可能性を探ることが求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
 これまでに多くの最初期遺伝子が同定さ
れているが、それらは種々の刺激に反応して
速やかに誘導される。その遺伝子産物の多く
は転写因子であり、他の遺伝子発現の調節を
介して成長、分化、発達などの長期的細胞応
答に関与すると考えられている。覚醒剤によ
ってラット線条体において急速に発現誘導
される神経特異的最初期遺伝子 arc は遺伝子
産物が DNA 結合部位を持たない「エフェク
ター最初期遺伝子」と考えられ、mRNA が樹
状突起に分布することから、これまでシナプ
スの機能調節を行うことにより、薬物依存を
はじめとする神経系の長期的変化を担うと
考えられてきた。しかし、申請者が報告した
ように（ Irie et al., J Biol Chem, 275, 
2647-2653, 2000）Arc 蛋白質は核にも存在す
ることに加え、今回 Arc の結合蛋白質である
Amida が INO クロマチンリモデリング複合
体に局在する機構が明らかになったことか
ら、Arc のもう一つの機能としてクロマチン
リモデリング複合体の機能調節という可能
性が大きく浮上してきた。INO クロマチンリ
モデリング複合体は転写因子と機序は異な
るが、やはり転写調節に大きく影響するので、
「エフェクター最初期遺伝子」としてのみ捉
えられてきた Arc が、c-fos など他の最初期遺
伝子と同様に遺伝子発現の調節にも関わっ
ている可能性が高いと考えられる。Arc はア
クチンフィラメントと相互作用することが
知られているが、INO クロマチンリモデリン
グ複合体にもその構成要素としてアクチン
および Arp（アクチン関連タンパク質）が存
在することもこの考えを支持すると思われ
る。 
申請者は、これまでに、Arc と結合する蛋

白質として two-hybrid screening を用いて
Amida を単離し、細胞周期や細胞死に関与し
ていることを見いだした。また、ArcはAmida
との共発現で核に移行し、Amida の細胞死誘
導活性を抑制することも報告した。（Irie et 
al., J Biol Chem, 275, 2647-2653, 2000）
Amidaは新規核移行シグナルと DNA結合活
性をもつ核蛋白質であり、フローサイトメト
リー解析の結果、Amida を適当量発現させる
と G2/M 期での細胞周期の停止がおこるので、
これが過剰発現での細胞死に繋がると考え
られた。また Amida は DNA 結合能を持ち、
これが細胞周期の停止や細胞死に必須であ
ること、この領域にある Serine180 が

Cdc2/cyclinB によって特異的にリン酸化さ
れ、DNA 結合活性が減少することがわかっ
た。(Gan Y, Taira E, Irie Y et al., Mol. Cell. 
Biochem., 246, 179-185, 2003) 
本研究では、依存性薬物の中でも特に問題

となっているメタンフェタミンなどの覚醒
剤によって誘発される精神障害の機構を解
明し、その診断、予防および治療方法の確立
に寄与することを目指す。具体的には覚醒剤
により急速に発現誘導される最初期遺伝子
産物 Arc の機能に注目し、その結合蛋白質
Amida と協調したエピジェネティックな機
構を介した遺伝子発現調節メカニズムにつ
いて細胞レベル、個体レベルでのモデルを用
いて解析し、薬物依存を防止あるいは治療す
る可能性を探ることを研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、特に Arc および Amida の
SUMO 化修飾に着目し、核内ドメインや
DNA との関係などについて形態学的、分子
生物学的、生化学的手法を用いて詳しく解析
することにより、これらの分子が INO クロ
マチンリモデリング複合体の機能をどのよ
うに調節しているかを明らかにする。このよ
うな機構が薬物依存を引き起こす機序を解
明する。 
研究体制としては、岩手医科大薬理学講座に
所属する３人が連携しつつ役割分担をして
解析を進める。研究代表者の入江は研究全般
を統括すると同時に、大学院生とともに培養
細胞系を用いた細胞生物学的解析を行う。分
担研究者の平は研究全般の助言を行うとと
もに薬物処理をした動物の解析を行う。分担
研究者の近藤は種々の遺伝子について定量
PCR 解析を主に担当する。 
１）Arc の SUMO 化修飾解析 
Arc はアミノ酸配列上に種を越えて保存され
ている２箇所の SUMO 化モチーフを持つ。
しかし、その SUMO 化は確認されていない
ので、培養細胞内で HA-tag をつけた
SUMO1, 2 あるいは 3 と Arc を共発現させ、
ウエスタンブロッティング法、免役沈降法を
用いて SUMO 化修飾が起こることを確認す
る。SUMO1, 2, 3 の違いについても検討する。
また、SUMO と EGFP-Arc を共発現させ、
Tip49B 抗体で染色して共焦点顕微鏡で共局
在について解析する。Arc、Amida をそれぞ
れ別の蛍光蛋白質につないで SUMO ととも
に共発現させ、FRET 法を用いて相互作用に
ついても解析する。以上の解析を、Arc の
SUMO 化部位のリジンをアルギニンに換え
て修飾を受けないようにした変異体でも検
討し、Arc の SUMO 化修飾部位を決定する。
（入江） 
２）INO クロマチンリモデリング複合体のア
ッセイ系の確立 



in vitro でクロマチンリモデリング複合体の
機能を解析する系は既にいくつかのものが
確立されている。（Jin et al., J Biol Chem, 
280, 41207 - 41212, 2005 ほか）これらを改
変して Arc および Amida の機能解析に適し
たアッセイ系を確立する。具体的には、
SUMO および Amida を共発現した細胞から
Flag-tag を用いて INO クロマチンリモデリ
ング複合体を精製し、これに Arc を加えてア
ッセイを行う。（入江） 
３）ラット線条体における遺伝子発現の網羅
的解析 
メタンフェタミンを投与したラットあるい
は対照ラットの線条体から RNA を抽出し、
マイクロアレイ法で遺伝子発現について網
羅的に解析する。Arc によって発現調節を受
ける遺伝子群を見出すために、薬物投与 24
時間後の late genes を中心に解析する。シン
ドビスウイルスベクターなど、ウイルスベク
ターを用いてラット線条体にArcを強制発現
させ、同様に網羅的解析を行う。このような
両方の処置により発現調節を受ける遺伝子
が Arc の下流にあると考えられる。（平） 
４）定量 PCR 法 
AGS3 や BDNF のように既にいくつかの遺
伝子が薬物投与後に線条体で発現が変化す
ることが報告されている。 (Renthal and 
Nestler, Trends Mol Med 14, 341-350, 
2008)これらに加え、上記の網羅的解析で抽
出された遺伝子群を定量PCR法で検討する。
（近藤） 
５）培養細胞系において Arc, Amida 系によ
り調節される遺伝子発現の検討 
培養細胞系（ラット線条体あるいは神経系の
培養細胞）に Amida, SUMO, Arc を発現させ、
あるいは特異的な siRNA を用いてノックダ
ウンし、上記遺伝子群について定量 PCR 法
で検討する。（入江、近藤） 
６）Amida のコンディショナル・ノックアウ
トマウス細胞を用いた検討 
外注している Amida のコンディショナル・
ノックアウトマウスは現在、サザンブロッテ
ィングで相同組み換えが確認された ES 細胞
が作成された段階にあり、以降のステップに
対する支払いは終了している。このノックア
ウトマウスの線条体から得た初代培養ニュ
ーロンに Cre Recombinase を導入して
Amida をノックアウトした後 Arc を発現誘
導し、５）の遺伝子群について検討する。（入
江・平・近藤） 
７）Amida のコンディショナル・ノックアウ
トマウスの行動学的解析 
Amida のコンディショナル・ノックアウトマ
ウスを神経系に Cre Recombinase を発現す
るトランスジェニックマウスとかけあわせ、
覚醒剤による逆耐性現象がみられるどうか
行動学的に検討する。（平） 

８）in vivo における Arc および Amida の翻
訳後修飾についての検討 
これまでの予備的実験の結果から、培養細胞
に発現させた Amida は、SUMO 化修飾を受
けたものも含めて、ほとんどが不溶性の核マ
トリクス分画に存在する。SUMO 化修飾を受
けたArcも不溶性の核マトリクス分画に存在
する可能性が高いと考えられる。ラット脳か
ら核マトリクス分画を調整し、Arc および
Amida の翻訳後修飾について解析する。Arc 
および Amida はリン酸化により機能調節さ
れることがわかっているので、二次元電気泳
動 と ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 あ る い は
MALDI-TOFMS による分析を組み合わせて
内在性 Arc および Amida の翻訳後修飾につ
いて詳しく検討する。また、このような翻訳
後修飾と INO クロマチンリモデリング複合
体の他の構成要素との関係についても調べ
る。（入江・平） 
９）定量 PCR 法による解析の結果、再現性
を持って確認された陽性遺伝子・蛋白質につ
いては、メタンフェタミンを投与したマウス
で、定量 PCR、in situ hybridization、ウエ
スタンブロッティング、免疫組織科学の手法
を用いた解析を行う。メタンフェタミンは投
与法（量、反復）によって臨床症状や神経毒
性発現のしかたが変わってくるので、特に少
量反復投与モデルとフラッシュバックモデ
ルに着目し、行動学的解析を行いながら陽性
遺伝子、蛋白質の解析を進める。（入江・平） 
 
４．研究成果 
本研究では、Arc および Amidaが SUMO化を介
してどのように INOクロマチンリモデリング
複合体と関わり、その機能を調節するのかを
明らかにすることにより、覚醒剤など薬物依
存の分子機構を解明し、これを防止あるいは
治療する可能性を探ることを目的とする。こ
れまでに以下のように検討を進めた。 
① Amida の Cre-loxP 系によるコンデ
ィショナル・ノックアウトマウスを作製した。
繁殖後、線条体から得た初代培養ニューロン
に Cre Recombinase を導入して Amidaをノッ
クアウトする系を作成する。また、タモキシ
フェンにより Cre Recombinaseを発現誘導で
きるトランスジェニックマウスも既に納入
されており、両者を交配して形態観察、行動
学的解析を行う系を準備している。 
② Arc, Amida 他いくつかの遺伝子に
ついて、薬物投与後に線条体での発現の経時
的変化を定量 PCR法で検討した。 
③ Arc はアミノ酸配列上に種を越えて
保存されている２箇所の SUMO 化モチーフを
持つ。培養細胞内で HA-tagをつけた SUMO1, 2
あるいは 3と Arcを共発現させ、ウエスタン
ブロッティング法を用いて SUMO 化修飾が起
こるかどうか検討した。SUMO1, 2, 3 の違い



についてはこれまでの実験では認められな
かった。また、現在 SUMOと EGFP-Arc を共発
現させ、Tip49B抗体で染色して共焦点顕微鏡
で共局在について解析を進めている。 
④ 2 種類の神経系培養細胞系 Neuro2a
および PC12 細胞において、Amida と SUMO1, 
SUMO2あるいは SUMO3の安定的発現株を作成
し、増殖速度、悪性度、分化誘導時の形態変
化について検討した。 
⑤ 神経系の培養細胞 Neuro2aに Amida, 
SUMO, Arc を安定的に発現させたところ、細
胞の増殖速度および接着能に差異があるこ
とがわかったため、同細胞株の接着機能につ
いて、京都大学再生医科学研究所組織修復材
料学分野岩田博夫教授、広島大学大学院医歯
薬学総合研究科生体材料学加藤功一教授の
研究グループと共同研究を行い、同グループ
が開発した細胞アレイ法を用いて細胞表面
の接着分子について検討した。その結果、
Amida と SUMO を共発現させた細胞では
laminin-1 への接着性が極端に低下してい
ることがわかり、Amida および SUMO1～3 の
導入によってインテグリンの発現頻度やそ
のパターンが変化しているものと思われた。
そこで、このような細胞接着因子の遺伝子を
定量 PCR 法により解析した。その結果、いく
つかの細胞接着因子は、Amidaの発現や SUMO
化修飾によって発現量が調節されているこ
とがわかった。同様に、いくつかの細胞周期
関連蛋白質の発現も Amidaの発現やその SUMO
化修飾によって調節されていることが明ら
かになり、このような機構を介して細胞増殖
速度が調節されていることが示唆された。
Neuro2a 細胞は発生母胎である A/J 系マウス
に移植することにより腫瘍を生じるが、in 
vivoにおける腫瘍の増殖速度も Amidaの発現
によって抑制されることがわかった。現在、
SUMO 化による腫瘍抑制効果の検討ならびに
生体内において蛍光蛋白質を撮像する機器
を用いて、腫瘍内における Amida 蛋白質の発
現量の経時的変化の検討を行っている。 
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