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研究成果の概要（和文）：研究実施計画に基づき、マウス線条体スライスを用いた、カンナビノイド受容体作動薬刺激
により、神経後細胞に特異的に発現するリン酸化蛋白dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein of 32 KDa  (DA
RPP-32) のリン酸化解析を、ウエスタンブロット法で測定した。ここでは、カンナビノイド受容体作動薬刺激によって
、DARPP-32のスレオニン34残基リン酸化亢進する傾向が得られた。カンナビノイド受容体の発現する培養細胞の作成も
完了したが、当初の目的であったグルタミン酸情報伝達系との相互作用、関連解明までは至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Based on the research implementation plan, I analyzed phosphorylation of 
dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein of 32 KDa (DARPP-32) which expressed especially in post 
synaptic cells. I treated mouse striatal slices for cannabinoid receptor agonist stimulation. Experiments 
were examined by western blotting methods using phospho specific antibody of DARPP-32 threonine 34 
residue (Thr 34). The result is that DARPP-32 Thr 34 increase phosphorylation level by cannabinoid 
receptor agonist expectedly. I completed to generate cell culture for the expression of cannabinoid 
receptor. However, interaction between glutamate signaling to cannnbinoid is future plan of this work.

研究分野：精神薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 統合失調症の薬物療法は、従来の定型抗精

神病薬から非定型抗精神病薬へ移行してき

ている。しかし、陰性症状である、感情鈍麻、

自発性、意欲の低下、無関心は改善が難しい

とされ、その病態に興奮性アミノ酸仮説が提

唱されている。イオン型グルタミン酸受容体

である、NMDA 型受容体部分拮抗薬、フェンサ

イクリジンの薬物乱用で、統合失調症様の陰

性症状が出現することから、グルタミン酸神

経伝達系と陰性症状の関連が考えられてき

た。グルタミン酸受容体のひとつである、代

謝型グルタミン酸受容体５型 (mGluR5) は、

グルタミン酸情報伝達を緩やかに調節する

受容体である。mGluR5 欠損マウスの解析では、

統合失調症患者で認められる prepulse 

inhibition の障害や、海馬 CA1 部位における

LTP の障害が報告されており、認知、記憶、

学習の面で統合失調症への関与が示唆され

る。さらに、mGluR5 作動薬により、内因性カ

ンナビノイド(2-アラキドノイルグリセロー

ル[2-AG])がシナプス後細胞から産生・放出

され、逆行性にシナプス前終末に存在するカ

ンナビノイド受容体 1（CB1R）を活性化し、

グルタミン酸を含む神経伝達物質の放出を

抑制することが報告されている。CB1R は大麻

の主成分であるΔ9-テトラヒドロカンナビノ

ールの標的受容体である。脳内カンナビノイ

ドシステムの変容は、意欲、満足感を創生す

る脳内報酬系の破綻をきたし、統合失調症陰

性症状の本質と考えられるアンヘドニア（無

快楽症）との関連が示唆される。 

 

２．研究の目的 

 本件研究では、研究代表者が、蛋白リン酸

化により代謝型グルタミン酸受容体５型

(mGluR5)の生理的機能が修飾され、活性が調

節されることに着目し研究を推進しており、

mGluR5 の新規リン酸化部位の発見と、その機

能解析により、mGluR5 の活性調節機構の解明

を行った。さらに研究を発展させ、カンナビ

ノイド受容体 1（CB1R）への内因性カンナビ

ノイド(2-アラキドノイルグリセロール

[2-AG])を介した影響、シナプス後細胞に存

在する CB1R を介した細胞内情報伝達系も確

認を行い、mGluR5 やその他の受容体との関連

の解明を進める目的で研究を遂行した。 

 

３．研究の方法 

 シナプス後細胞に特異的に発現するリン

酸化蛋白 dopamine- and cAMP-regulated 

phosphoprotein of 32 KDa  (DARPP-32) は

応募者ら研究グループが解析を続けている。

DARPP-32 リン酸化反応は、様々な条件下でな

され、多数の論文報告があり情報の蓄積がな

されている。 

⑴6−8週齢のC57Black/6マウス脳を取り出し、

冷温下に 350㎛の脳スライスを作成した。ス

ライスから線条体を切り出し、95％酸素／

5％二酸化炭素気泡下に、クレブス重炭酸塩

緩衝液に 1 時間前処置を行った。前処置後、

スライスは試薬を用いて処置を行い、ドライ

アイスで瞬間凍結した。サンプルを１％ＳＤ

Ｓにて超音波破粋を行い、その後 10 分間煮

沸処理した。100㎍のサンプルを 10％ＳＤＳ

-ＰＡＧＥを用いて電気泳動を行い、ニトロ

セルロース膜に転写した。DARPP-32、スレオ

ニン 34 残基のリン酸化を特異的に検出する

リン酸化抗体を用いてウエスタンブロット

法にて解析した。 

⑵培養細胞上で、CB1R を発現させて、細胞内

カルシウム動態やマップキナーゼリン酸化

解析を行う実験計画に沿って、CB1R のクロー

ニングを行い、発現ベクターに組み込みプラ

スミド DNA を作成、HEK293 細胞や CHO-K1 細

胞に遺伝子導入を行った。一時発現を確認し

た上で、恒久発現株の作成を行った。 

 

４．研究成果 

⑴リン酸化シグナルを示す実験データ（図

１）より、CB1R 作動薬によって、DARPP-32、

スレオニン 34 残基のリン酸化が亢進したこ

とが分かった。この反応は、比較的 15 秒か

ら 1分間の早い処置時間経過で出現する。ま

だ、サンプル数が不十分であり、統計学的解

析には実験の繰り返し、再現が必要であるた

め結論を出すには至っていない。引き続き、

実験を行い、結論を得たいと考えている。 

 

 



 

⑵培養細胞に CB1R を発現させ、CB1R 作動薬や

拮抗薬とうの試薬を用いて、細胞内カルシウ

ム動態や、マップキナーゼリン酸化解析を行

う予定であるが、その準備として、CB1R の遺

伝子クローニング、発現ベクターへのクロー

ン組み込み、HEK293 細胞、CHO-K1 細胞へ発

現ベクターを一時的遺伝子導入、蛋白発現の

確認を行った。蛋白の発現が確認され（図２）、

安定発現株の作成まで行った。しかし、細胞

内カルシウム動態の解析等には至らず、今後

も実験を続けていく計画である。 
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図１ CB1R作動薬CP55940によるDARPP-32スレオニ

ン 34 残基リン酸化反応の結果 

 

図 2 N2a 細胞に CB1R を一過性強発現させ、免疫染

色で確認した。 
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