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研究成果の概要（和文）：　近年、覚醒剤精神病モデル動物の脳内から新規N-アセチル転移酵素Shati（別名Nat8l）が
見出された。しかし、その機能的役割はほとんど明らかにされていない。そこで、本研究では、Shatiの生理的機能を
明らかにするとともに、臨床利用への可能性を検討した。
　遺伝子改変マウスを用いた神経科学的解析により、ShatiがmGluR3を介してグルタミン酸作動性神経システムを機能
調節し、情動性に重要な役割を果たしていることを明らかにした。さらに、ヒト末梢血由来ゲノムDNAを用いた分子生
物学的解析により、Shatiプロモーター領域のメチル化解析が、精神疾患の診断に利用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： A new N-acetyltransferase Shati/Nat8l was identified from the brain of psychosis 
animal model. Shati/Nat8l is the N-acetylaspartate (NAA) biosynthetic enzyme, and NAA is converted into 
N-acetylaspartylglutamate, a neurotransmitter for the metabotropic glutamate receptor type 3 (mGluR3).
 In the present study, we investigated physiological function and clinical application of Shati/Nat8l. 
Our findings revealed that Shati/Nat8l in the dorsal striatum associated with both sociability and 
motivation by the indirect regulation of the serotonergic neuronal system. Alternatively, Shati/Nat8l in 
the nucleus accumbens served in emotion via the mGluR3-mediated inhibition of the dopaminergic neuronal 
system. Thus, Shati/Nat8l in the brain plays an important role in mental health. Moreover, our 
observations in human study suggested that the analysis of methylation levels on Shati/Nat8l promoter 
region in genomic DNA derived from peripheral blood was useful to make a diagnosis of mental disease.

研究分野：神経精神薬理学

キーワード： 精神疾患
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１．研究開始当初の背景 
 現代社会においては、ストレスによるうつ
病や発症原因の不明な統合失調症などの精
神疾患に罹患する人々が年々増加している。
このような社会情勢を受け、平成２３年７月、
厚生労働省は従来までの「４大疾病（がん、
脳卒中、心臓病、糖尿病）」に精神疾患を新
たに追加して「５大疾病」とする方針を決定
した。これにより、精神疾患は本邦における
大きな社会問題のひとつとして広く認知さ
れるようになってきた。この精神疾患の発症
メカニズムについては、近年の研究によって
遺伝的要因や生活環境における環境的要因
が関与していることが明らかとなってきて
いる。しかしながら、その詳細なメカニズム
は未だ解明されていない部分が多いままで
ある。 
 
２．研究の目的 
 近年、覚せい剤メタンフェタミン（MAP）
の連続投与によって作製された精神病モデ
ルマウスの脳内から新規遺伝子Shatiが同定
された（NCBI Accession Number： DQ174094）。
この Shati には、覚せい剤によるドパミン神
経機能障害を抑制する働きがあることが明
らかにされている（Niwa et al., 2007）。ま
た、Shati の構造生物学的解析では、本分子
が N-アセチルトランスフェラーゼに類似し
た構造をもつことから、生理活性物質の生合
成に関与している可能性が高いと考えられ
る（下図）。さらに、マウス Shati とヒト Shati
（NCBI Accession Number： BC103748）との
アミノ酸配列を比較すると、その相同性は
99％以上であり、ヒトの脳内（中枢神経系）
に お い て も
Shati が重要
な役割を果た
していること
が予想される。
しかしながら、
その生理的機
能や精神疾患
との関連性を
詳細に解析し
た報告はない。 
 そこで、本研究では、Shati を過剰発現さ
せるためのアデノ随伴ウイルス（Adeno- 
associated virus：AAV）ベクターによって
作製された遺伝子改変マウスを用いて、その
行動薬理学、神経化学および生化学解析を行
い、Shati の生理的機能を解明することを目
的とする。さらに、Shati による精神疾患の
診断の可能性についても検討する。Shati の
生理的機能が明らかとなれば、これまでほと
んど分かっていなかった精神疾患の発症メ
カニズムを分子レベルで解明することに繋
がることが期待される。つまり、本研究では、
精神疾患におけるShatiの役割を明らかにす
るとともに、その臨床への実用化を視野に入
れた基礎的研究を行う。 

３．研究の方法 
(1) AAV ベクターの作製および脳内注入 
 Shati 遺伝子を組み込んだ pAAV-shati、
pAAV-Rep/CapおよびpHelperの3種類のプラ
スミドを HEK293 細胞にトランスフェクシ
ョンし、その細胞内で AAV-Shati ベクターを
作製させ、それを抽出し精製した。標的遺伝
子を組み込んでいない AAV-Mock ベクターを
対照群として使用した。各 AAV ベクターを、
雄性 C57BL/6J マウス（8週齢）の背側線条体
（dSTR: anterior = +0.5, lateral = ±2.0, 
ventral = +2.8 from Bregma）もしくは側坐
核（NAc: anterior = +1.4, lateral = ±0.8, 
ventral = +3.8 from Bregma）に注入して 3
週間経過後から行動実験を行った。 
 
(2) 行動薬理学的実験 
① 高架式十字迷路試験（不安症モデル実験） 
 床面より約 50 cm 高い位置にある十字型迷
路の中央にマウスを置き、10 分間自由に探索
行動させた。その間、マウスが壁のある通路
（クローズド・アーム）と壁のない通路（オ
ープン・アーム）に滞在する時間を測定した。
本試験におけるオープン・アームでの滞在時
間は不安気分の指標とされている。 
 
② 強制水泳試験（うつ病モデル実験） 
 深さ約 20 cmで 22℃の水を張った円筒形の
水槽にマウスを入れ、6 分間の強制的遊泳を
行った。その内、後半 5分間においてマウス
が泳いでいない時間（無動時間）を測定した。
本試験における無動時間は、無気力状態（抑
うつ状態）を反映している。 
 
③ 3 チャンバー型社会性行動試験（不安症お
よびうつ病のモデル実験） 
 アクリル製の3つのチャンバーによって構
成された実験装置に、マウスを 2日間（20 分
／日）入れて装置に慣れさせた。翌日、左右
のチャンバーの片側に、新規物体を入れたワ
イヤーケージを置き、もう片側のチャンバー
には普段、異なるホームケージで飼育されて
いるマウス（ストレンジャー）を入れたワイ
ヤーケージを置いた。そして、中央のチャン
バーにマウスを 10 分間入れた後、左右チャ
ンバーへの移動を可能にし、さらに 10 分間
装置内を自由に探索行動させ、各ワイヤーケ
ージにアプローチした時間を測定した。本試
験におけるストレンジャーケージへのアプ
ローチ時間は社交性の指標とされている。 
 
④ 聴覚性プレパルス抑制試験（統合失調症
モデル実験） 
 マウスを小径円筒ケージに入れて、大きな
音（120dB）を聞かせると身震い（驚愕反応）
を引き起こすが、この大きな音の前に小さな
音（74〜86dB）を聞かせるとその驚愕反応が
減弱される。この現象は、プレパルス抑制と
呼ばれ、感覚-運動制御機能の指標と考えら
れている。 



(3) 神経伝達物質の細胞外遊離量の測定 
 In vivo マイクロダイアリシス法を用いて、
マウス dSTR もしくは NAc における細胞外ド
パミンおよびセロトニン遊離量を測定した。
マウスを麻酔下で脳定位装置に固定し頭蓋
を切開後、左側の dSTR （anterior = +0.5, 
lateral = +2.0, ventral = +2.0 from Bregma）
もしくは NAc（anterior = +1.4, lateral = 
+0.8, ventral = +3.0 from Bregma）にガイ
ドカニューレを挿入して固定した。翌日、透
析プローブをガイドカニューレより挿入し、
リンゲル液（147 mM NaCl, 4 mM KCl, 2.3 mM 
CaCl2）を 0.5 µl/minで灌流した。灌流液は、
6もしくは 15 分間隔で収集し、灌流液中のド
パミンおよびセロトニン量を HPLC 法を用い
て分析した。薬物処置は、透析プローブ挿入
から約２時間後に行った。 
 
(4) NAA および NAAG 含量の測定  
 HPLC 法を用いてマウス dSTR もしくは NAc
における NAA および NAAG を測定した。摘出
した脳組織を、その重量の 10 倍容量 0.1 M 
HClO4を用いてホモジナイズした。13,000g で
10 分間遠心し上清を採取後、2 M Na2CO3を加
え、50 mM リン酸緩衝液（pH 6.0）で 1 mL に
メスアップした。次に、Bond Elut SAX anion 
exchange columns （Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA）を用いて、5.88 mL/L 85%
リン酸溶液 1 mL を用いて抽出した。HPLC カ
ラムには ZORBAX SB-C18 (4.6 × 150 mm, 
Agilent Technologies)、移動相には 0.5% 
MeOH を含む 1.18 mL/L リン酸水溶液を、測定
波長に 215 nm を用いて室温で測定した。 
 
(5) ルシフェラーゼ・レポーター解析 
 マウス Shati ゲノム DNAの転写開始点の上
流（-1100bp）から順次欠失した遺伝子配列
を組み込んだ各種ルシフェラーゼ・レポータ
ー・プラスミドを作製した。それらを PC12
細胞にトランスフェクションした後、MAP（1 
μM）で 2時間刺激した。その細胞を回収し、
ルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
(6) CREB タンパク質の発現量測定 
 リン酸化 CREB および CREB タンパク質量の
測定は、常法に従いSDS-PAGE法の後、Western 
Blot 法で行った。抗体は、anti-Phospho-CREB 
mAb および anti-CREB mAb (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA)を使用した。 
 
(7) ゲノム DNA のメチル化解析 
 MAP（1 mg/kg）または生理食塩水（Saline）
を 6日間連続皮下投与したマウスの側坐核お
よび末梢血からゲノム DNA を抽出し、メチル
化 DNAを判別可能とするために bisulfite 処
置を行った。その DNA について、大腸菌を用
いたクローニングおよびシークエンス解析
を行い、転写開始点の上流（-562 から 
-135bp）のプロモーター領域における DNA メ
チル化率を算出した。 

４．研究成果 
(1) 脳部位特異的Shati過剰発現マウスにお
ける行動薬理学および神経化学的解析 
 Shati の情動性メカニズムを詳細に検討す
るために、AAV ベクターを用いて脳内局所に
Shati を過剰発現させたマウスを作製し、行
動薬理学的試験を行った。背側線条体に
Shati を過剰発現させた（dSTR-Shati）マウ
スではうつ様行動の増加が観察されたが、側
坐核に Shati を過剰発現させた（NAc-Shati）
マウスでは同様の変化は観察されなかった。
さらに、dSTR-Shati および NAc-Shati マウス
では共に社会性行動の減少が観察された。一
方、聴覚性プレパルス抑制の検討では、両マ
ウスにおいて顕著な異常は見られなかった。 
 次に、dSTR-Shati マウスにおけるうつ様行
動の増加および社会性行動の減少に対して、
抗うつ薬による効果を検討した。その結果、
選択的セロトニン再取り込み阻害薬フルボ
キサミン投与による改善が観察された。また、
dSTR-ShatiおよびNAc-Shatiマウスにおける
脳内神経伝達物質の細胞外遊離量を測定し
た結果、dSTR-Shati マウスの背側線条体では
セロトニン基礎遊離量の減少が、NAc-Shati
マウスの側坐核ではドパミン基礎遊離量の
減少が、それぞれ観察された。 
 以上のことから、Shati は、各脳部位にお
いてそれぞれ異なる神経システムを機能調
節することによって、情動性において重要な
役割を果たしていることが明らかとなった。 
 
(2) 脳部位特異的Shati過剰発現マウスにお
ける mGluR3 介在神経伝達機能の解析 
 我々の海外共同研究グループは、Shati が
アスパラギン酸を基質とする N-acetyl- 
aspartate（NAA）の合成酵素であること、更
に、この NAA がグルタミン酸と縮合して
N-acetylaspartylglutamate（NAAG）へと変
換されることを報告した（Ariyannur et al., 
2010）。そこで、Shati 遺伝子改変マウスにお
ける NAA および NAAG 含量を測定した。
dSTR-Shati マウスの背側線条体では、NAA お
よび NAAG 含量に変化はなかったが、NAA 代謝
率（NAAG/NAA）が減少していた。NAc-Shati
マウスの側坐核では、NAA および NAAG 含量が
増加していた。 
 次に、NAAG が代謝型グルタミン酸受容体サ
ブタイプ 3（mGluR3）の神経伝達物質として
作用することに着目し、行動薬理学的および
生化学的検討を行った。その結果、前述した
dSTR-ShatiおよびNAc-Shatiマウスにおける
情動性異常が、mGluR3 拮抗薬の投与によって
改善された。さらに、野生型マウスの側坐核
における細胞外ドパミン基礎遊離量は、NAAG
灌流または NAAG 分解酵素阻害剤の投与によ
って、NAc-Shati マウスと同様に減少した。 
 以上のことから、Shati は、mGluR3 を介し
たグルタミン酸作動性神経システムを機能
調節していることが明らかとなった（次ペー
ジの図を参照）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Shati 遺伝子発現制御におけるプロモー
ター解析 
 精神病様症状を引き起こすMAP投与による
Shati 遺伝子発現メカニズムを検討した。培
養細胞におけるマウスゲノムDNAの部分配列
を用いたルシフェラーゼ・レポーター解析で
は、MAP 刺激による Shati 遺伝子発現は、そ
の転写開始点の-500〜-270bp のプロモータ
ー領域によって調節されていた。そこで、こ
の領域におけるin silico 解析を行った結果、
発現調節に関与すると推測されるNF-kBおよ
び CREB 結合配列を見出した。  
 さらに、マウスへの MAP 投与によって誘発
される側坐核での Shati mRNA の上昇は、ド
パミン D1 受容体拮抗薬の前処置により阻害
されたが、ドパミン D2 受容体拮抗薬の前処
置では変化が見られなかった。同様に、MAP
投与されたマウスの側坐核では、CREB リン酸
化率が増大しており、その増大はドパミン D1
受容体拮抗薬の前処置により阻害された。 
 したがって、Shati は、ドパミン D1 受容体
からの CREB シグナリングによって発現制御
されていることが明らかとなった。 
 
(4) Shati 遺伝子発現調節における DNA メチ
ル化解析 
 MAP 投与による Shati 遺伝子発現メカニズ
ムの更なる検討として、プロモーター領域の
メチル化解析を行った。対照群と比較して、
MAP 投与したマウスの側坐核および末梢血に
由来の両ゲノム DNA -562〜-135bp において、
数か所のメチル化率と本領域全体での平均
メチル化率が減少していた。つまり、これは
前述の結果を考え併せると、Shati 遺伝子発
現は、少なからず DNA メチル化により調節さ
れていること、更に脳組織と血中の DNA メチ
ル化率が連動している可能性を示唆した。 
 そこで、少数ではあるが精神疾患患者の血
液サンプルを用いて、同様のメチル化解析を
行った。その結果、統合失調症患者の末梢血
由来ゲノム DNAにおける Shati プロモーター
領域における或るCpGユニットのメチル化率
が、健常人と比較して低下していた。 
 つまり、今後、大規模な解析が必要不可欠
ではあるが、ヒトゲノム DNA における Shati
プロモーター領域のメチル化解析が、精神疾
患の診断に利用できる可能性が示唆された。 
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