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研究成果の概要（和文）： 
 新規薬物依存関連因子 Shati の機能を明らかにするため、GST プルダウン法による結合タン

パク質の網羅的なスクリーニングを行った結果、Shati はクラスリン依存性エンドサイトーシ

ス過程に関連する AP-2 複合体と結合することが明らかとなった。この結合を介し、Shati は

ドパミン受容体の内在化を制御することにより、覚せい剤であるメタンフェタミンの依存形成

に対し、抑制する機能を有することを明らかにした。また、Shati は微小管とも結合し、その

構造の安定化に寄与することで、神経軸索の進展に関与していることも明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To reveal function of a novel drug dependence-related molecule “Shati,” we explored 
SHATI-binding proteins using pull-down assays and identified a number of components of the adaptor 
protein (AP)-2 complex, which is a multimeric protein localized to the plasma membrane that functions 
to internalize receptors during clathrin-mediated endocytosis. We demonstrated a novel function of 
SHATI that promotes the localization of DA receptors to the cell surface via an association with the 
adaptor protein (AP)-2 complex, thereby inhibiting METH dependence. Furthermore, we show that 
SHATI is both associated and colocalized with microtubules in neurons, and regulated neurite 
elongation. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、我が国では、覚せい剤や大麻などの

所持・使用による検挙数が年々増加し、昨今

ではメディアにおいても大きく取り沙汰さ

れるなど、深刻な社会問題となっている。依

存を誘発する薬物（依存性薬物）の乱用は、
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脳内報酬系回路の異常な興奮をもたらし、長

期的にドパミン作動性神経系を中心とする

報酬回路に病的な可塑的変化を生じさせ、渇

望を伴う依存状態を惹起すると考えられて

いる。当研究室では、世界で最も乱用されて

いる依存性薬物のひとつであるメタンフェ

タミンの投与により、報酬回路を構成する主

要な領域である側坐核において、mRNA 発現

量がコントロール群と比較し 20 倍以上増加

している新規機能分子を同定し、”Shati”と

命名した[Niwa M, et al. J Neurosci. (2007) 27, 
7604-7615]。さらに、その後の研究により、

Shati はドパミンの再取り込みを促進し、ドパ

ミンの遊離を抑制することにより、メタンフ

ェタミンの依存形成に対し抑制的に機能す

ることを行動学的、神経化学的解析により示

した[Niwa M, et al. J Neurochem. (2008) 107, 
1697-1708]。これらの一連の新規な知見は、

Shati が薬物依存形成を抑制する治療薬の標

的分子として有望であることを示唆するも

のである。しかしながら、実際に Shati タン

パク質が神経細胞内において、どのような生

化学機能を有しているのか、また、どのよう

な機構で薬物依存形成を抑制するのか、など

については全く知られていないのが現状で

ある。 
 
２．研究の目的 
 プロテオミクス的手法により Shati 結合タ

ンパク質の網羅的な探索を行い、Shati が関与

する機能的分子ネットワークを明らかにし、

Shati の生化学的機能の同定を試みる。その後、

in vitro、in vivo の両系を用いることで、同定

された Shati 機能の薬物依存分子機序への関

与を検討し、最終的に、その Shati の新規機

能及び Shati が関与する機能的分子ネットワ

ークを標的とした薬剤の評価を行うことで、

その精神疾患臨床応用への可能性を模索す

ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 Shati の機能を明らかにするために、以下の

２つのアプローチにより検討を行った。 
(1) Shati 結合タンパク質の網羅的スクリーニ

ングによるアプローチ：マウス脳組織より

RNA を抽出し、RT-PCR 法により cDNA を作

製後、Shati 遺伝子をクローニングする。Shati
遺伝子を GST 融合ベクターに挿入し、大腸菌

より GST 融合 Shati タンパク質を精製後、マ

ウス脳抽出液より Shati に結合するタンパク

質を網羅的にスクリーニングし、SDS-PAGE
法を用いて分離、抽出する。分離された Shati
結 合 タ ン パ ク 質 を 、 質 量 分 析 装 置

（LC-MS/MS）を用いてアミノ酸配列を決定

し、データベース（Mascot）検索により分子

の同定を行った。その結果、得られた結合タ

ンパク質の性質を元に Shati の機能を推測し、

その確認及び薬物依存との関連性を Shati KO
マウスを用い神経化学的、行動薬理学的に解

析を行った。 
(2) Shati の細胞内局在からのアプローチ：マ

ウス Shati 遺伝子をクローニングし、COS7 細

胞に導入することで局在の検討を行った。そ

の局在と Shati の機能の関係を培養細胞及び

Shati KO マウスを用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 

我々は、Shati はアスパラギン酸をアセチル

化し N-acetyl aspastate (NAA)を合成する酵素

であるということを明らかにした。そこで、

Shati 遺伝子欠損マウスの脳内における NAA
の含有量を HPLC 法を用いて測定したところ、

ほとんどの脳部位において NAA 含有量の低

下が認められた。しかし、依存性薬物

Methamphetamine (METH)投与後において、ほ

とんどの脳部位で NAA 量に変化は認められ

ず、Shati は NAA 合成機能以外の新規機能を

有しており、その機能を介して METH 依存形

成を抑制していることが示唆された。そこで 

次に、以下の二つの方向性から Shati の新規

機能の解明を試みることにした。 
(1) Shati結合タンパク質の網羅的スクリーニ

ングによるアプローチ：GSTプルダウン法に

より、マウス脳抽出液からShati結合タンパク

質の網羅的な探索を試みたところ、エンドサ

イトーシス過程に関与するAP-2複合体の構成

因子が複数同定されたことからShatiがエンド

サイトーシスに関与する可能性が示唆された

。神経細胞には依存性薬物であるメタンフェ

タミン(METH)の投与による過剰なドパミン

遊離に対して、細胞膜表面上のドパミン受容

体をエンドサイトーシスにより細胞内部に取

り込むことで、METHの効果を軽減する機構

が備わっている。そこで、このドパミン受容

体の内在化に関するShatiの役割を明らかにす

るため、Shati KOマウスの側坐核における膜

表面上のドパミン受容体の定量を行った結果

、Shati KOマウスでは細胞膜表面上のドパミ



 

 

ンD1及びD2受容体の量が増加していること

が示された。さらに、行動薬理学的解析によ

り、Shati KOマウスでは基礎行動量の増加、

及びドパミンD1、D2アゴニストに対する反応

性の増加が認められた。また、METH連続投

与による行動感作の形成、および条件付け場

所嗜好性について検討したところ、Shati KO
マウスでは行動感作の増悪及び場所嗜好性の

増強が認められた。以上の結果より、Shatiは
AP-2複合体と協調しドパミン受容体の内在化

を調節することでMETH依存形成に対し抑制

的に機能することが明らかとなり、Shatiの新

たな機能を提示することができた。本結果は

、Shatiが薬物依存治療の新たな標的として有

望であることを示唆するものであり、また、

薬物依存以外の統合失調症やパーキンソン病

など多くのドパミン作動性神経系に異常を伴

う精神疾患発症機序の解明の一助となる可能

性があると考えている。 
(2) Shati の細胞内局在からのアプローチ：マ

ウス Shati 遺伝子をクローニングし、COS7 細

胞に導入することで局在の検討を行ったと

ころ、細胞質内において網状の構造体である

微小管と共局在し、その構成因子チューブリ

ンとの結合は免疫沈降法、及び GST プルダウ

ン法により確認された。さらに、(1)の Shati
結合タンパク質の羅的な探索の結果におい

ても、チューブリンが同定され、Shati は微小

管上で何らかの機能を有していることが示

唆された。そこで、次に Shati が結合した微

小管の安定性について検討するため、マウス

Shati遺伝子を過剰発現させたCOS7細胞群及

び Mock 群に、微小管形成阻害剤コルヒチン

を暴露させた。その結果、Shati 発現細胞群で

は Mock 群に比べ、微小管構造の安定性の指

標となるアセチル化チューブリンの減少が

有意に緩やかだった。この結果は、Shati が微

小管構造の安定化に関与する可能性を示唆

するものである。Shati は未成熟の神経細胞に

おいて成長過程の神経突起の先端に発現し

ている。そのため、この微小管の安定化作用

は神経突起の伸展の制御に関与する可能性

が考えられた。そこで次に、野生型及び Shati 
KO マウス由来の皮質初代培養神経細胞を用

いて神経細胞の形態を観察した。その結果、

神経突起の長さ及び複雑性が野生型マウス

と比べて有意に減少していた。さらに、野生

型及び Shati KO マウスの前頭前皮質におけ

る錐体神経細胞の形態を Golgi 染色により観

察した結果、in vitro での結果と同様、野生型

マウスと比べて、Shati KO マウスでは樹状突

起の長さ及び複雑性の有意な減少が認めら

れた。以上の結果より、Shati の新たな機能の

ひとつとして、微小管と結合し、安定化する

ことによって、神経突起の伸長を制御するこ

とが示唆された。 
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