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研究成果の概要（和文）：　プロテアーゼに対する新規基質の網羅的解析を試み、KLK8（ニューロプシン）につ
いて既報告のニューレグリン１(NRG1)の再現実験をおこなった。その結果、海馬においてKLK8はErbB4を活性化
し、パルブアルブミン陽性の抑制性GABAニューロンを賦活し、興奮性―抑制性(E/I)バランスを正常に保つ。一
方、KLK8KO動物ではこのシグナル系に異常を生じ、E-Iバランスの異常を生じた。また、本網羅的解析によっ
て、Fibronectin, Vitronectinを同定した。一方組織plasminogen activatorの基質としてプラスミンを確認し
た。

研究成果の概要（英文）：   Screening of substrates for proteases localized in the hippocampus and 
amygdala was carried out. Using mouse brain homogenates,　we identified several candidates forming 
substrate-(mutant) enzyme intermediates with loop G-mutated KLK8 or tissue plasminogen activator 
(tPA). 
   NRG1 that we identified previously as a substrate of KLK8 was confirmed and further analyzed 
physiologically in the present study. Processing of NRG1 by KLK8 triggered ErbB4 signaling in the 
parvalubumin-positive inhibitory neuron and relates slow gamma oscillation of the hippocampus. 
Extracellular matrix proteins, fibronectin and vitronectin were also bound directly with mutant 
KLK8. However, we could not find direct binding of EphB2 and L1cam in the present study that were 
previously reported. 
   In addition, loop G-mutated tPA was found to bind plasminogen protein as previously reported.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 
 エンドプロテアーゼは分子進化学から示
されるようにもっとも古い機能蛋白質に属
する酵素の一群である。その機能は原始的に
は消化吸収から始まり、血液凝固・線溶、免
疫、炎症、そして神経機能など多岐にわたっ
ている。プロテアーゼは基質タンパク質に対
して非特異的か特異的か２者に大別できる
が、前者が消化機能、炎症などに対応するの
に対し、後者のうち高いタンパク質特異性を
有するものは複雑な細胞機構に直接関与し
て精緻な調節を行うと考えられる。こうした
ことからプロテアーゼは神経細胞とグリア
細胞の移動、細胞同士の認識、スパイン形成、
シナプスの認識、形成、維持および脱落など
の脳生理機能にも関わる。多くの神経細胞の
ネットワーク調整機能によって高度な認知
機能を営んでいる脳・神経系においては、プ
ロテアーゼはシナプス可塑性を介して高度
な脳機能に深くかかわることが次第に明ら
かとなってきた。事実、我々が解析してきた
神 経 可 塑 性 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ・
KLK8(Neuropsin)においても、特異的天然基
質を同定したところ、思いもかけず統合失調
症リスク蛋白質の一つ、neuregulin1(NRG1)
を同定することが出来た。遺伝子欠損マウス
生理学的研究から KLK8 が作業記憶にきわめ
て重要な機能を有することが明らかとなり、
また統合失調症・双極障害・アルツハイマー
病など認知症と大いに関係することが明ら
かとなった。 
 
２．研究の目的 
 プロテアーゼの基質（天然タンパク性基
質）の同定法についてこれまでは“Try & 
Error”であった。我々は新規基質スクリー
ニ ン グ 法 Direct-protease substrate 
interaction 法の開発に成功し、これを用い
てプロテアーゼ KLK8 が統合失調症リスク因
子 Neuregulin１(NRG1)を切断してリガンド
部分を放出させ、その受容体(ErbB4)を介し
て GABA インターニューロンを特異的に活性
化させる系；KLK8-ErbB4 系を見いだした。こ
の神経活動依存的な蛋白質切断によるリガ
ンド放出は、タンパク質内に含まれるリガン
ド部分の細胞機能発現にきわめて重要なプ
ロセスであった。この方法論は新たなシグナ
ル系を網羅的に発見できるツールとして使
用できる。本研究ではプロテアーゼを起点と
する神経可塑性シグナル系を見いだし、体系
化することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
Direct-protease substrate interaction 法 
天然基質の同定が困難な理由は、プロテア
ーゼが基質分解後すぐに基質を切り離し、タ
ンパク質－基質タンパク質コンプレックス
の形成がごく短時間であって、神経伝達・修
飾物質受容体に見られるような安定結合に
よるスクリーニングが出来ないことである。

これを克服するため、我々は結合するものの、
切り離さないミュータントリコンビナント
プロテアーゼタンパク質を作製し、新規天然
基質―プロテアーゼタンパク質の安定結合
からその同定に成功した。この方法を応用し
た研究によって、我々はプロテアーゼ KLK8
起点のシグナル系が統合失調症・双極障害・
アルツハイマー病など神経難病に関わるこ
とをはじめて明らかとした。 
また、スクリーニングによって得られたニ
ューロプシンの基質がIgGスーパーファミリ
ーに属することから、同じタンパク構造を持
つ既知タンパク質についても基質特異性を
示すかどうか同時に調べた。このようにして
得られた基質タンパク質をプロテアーゼが
実際に切断することを確かめた。 
 
４．研究成果 
(1) KLK8(Neuropsin)の基質 
① fibronectin, vitronectin の切断 
 蛋白質－基質蛋白質コンプレックスの
形成による基質同定によって2つのマトリク
スタンパク質を同定することができた。
220Kd fibronectin を 200Kd と 170Kd に分解
し、また 70Kd vitronectin を 62Kd に分解す
る。リコンビナント KLK8 を in vivo 脳内注
入することによってシナプス形成をするこ
とがすでに明らかとなっている(1)。したが
ってこの分解過程はシナプス形成において、 

 
構造可塑性に関係するものと考えられた。テ
タヌス刺激が入力され、長期増強が成立する
までは KLK8 が不活性であることが示唆され
て い る (2) の で 静 止 状 態 で は 220Kd 
fibronectin, 70Kd vitronectin およびペリ

（図 1）シナプス間隙における fibronectin, 

vitronectin の分布 

 これら２つのマトリクスタンパク質はインテ

グリンと RGD を介して結合し、前後シナプス

接着を形成する。KLK8 は LTPが入力された

ときに部分切断されることにより接着性を緩

め、シナプスの動きを滑らかにすると考えら

れる。 

 



ニューラルネットの糖鎖構造とのコンプレ
ックスが形成されていると考えられる（図
１）。 
 
① EphB2 の切断 
KLK8はEphB2を切断することが報告されて
いる(3)。レセプター型チロシンキナーゼで
あるEphB2は扁桃体外側核にある興奮性シナ
プスにおいて NMDA 受容体と結合して、NMDA
受容体のシグナルを抑制的にコントロール
している。KLK8 が神経活動によってその酵素
活性が活性化されると EphB2 を切断して、そ
の結合が外れる。結果として、NMDA 受容体
の活性化をもたらし、扁桃体における不安知
覚系の亢進をもたらすことが明らかとなっ
た(3)。しかし本法を用いて検討したところ
直接の結合は観察されなかった。このことは
これらの結合が、直接結合でないか、プロテ
アーゼ:基質=1:1 という中間体の生成および
基質の切断ではなく、複数の物質が絡み合い、
またその順序が必要など高度な仕組みが必
要である可能性がある。 
 
② Neuregulin１（NRG1）の切断 
proNRG1（膜型）および成熟 NRG1（糖鎖結
合型）を3ヶ所で切断することを再現した(4)。
これは神経活動依存的に起こり NRG1 から糖
鎖結合部位を削除して遊離 NRG1 を抑制性の
後シナプスに向けてリリースさせる。この遊
離 NRG1 は受容体 ErbB4 のリン酸化を起こす
（図 2）。 
  
③ NRG1 切断断片認識抗体の作製 
KLK8が matureNRG1 を切断するアミノ酸配
列 FKWFKN の 6 残基を抗原として、切断断片
認識抗体 (68-73 抗体) を作製した。KLK8 と
matureNRG1 を反応させ、その後、68-73 抗
体を用いてウェスタンブロッティングを行
ったところ、全長 mNRG1 (34 kDa) は検出さ
れず、28kDa の NRG1 断片のみが認められた。
このように 68-73 抗体は、KLK8 によるプロ
セシングを受けて生じた 28 kDa の NRG1 切
断断片のみを認識することが明らかになっ
た。またこのことは、KLK8 が mNRG1 の SLR と
FKW のアミノ酸配列間で切断することをさ
らに保証するものである。 
 
④ KLK8 による NRG1 切断の生理学的意味 
KLK8 基質候補として NRG1 が同定されその
切断断片がerbB4を活性化し効果を発揮する、
すなわちKLK8-NRG1シグナルシステムが報告
された(4)。 
今回、このシグナル系が海馬γ帯域活動に
関与し、KLK8KO 動物ではこの活動が損なわれ
るとともに、NRG1 活性ドメインの動物への投
与によって回復することを見出した。この成
果は神経疾患のE-Iバランス起源説を強く裏
付けるものとなり、本シグナルシステムが神
経難病の治療への有効性を強く示唆した。 
また、KLK8 は連合性長期可塑性の成立、と

くにシナプスタグ形成に大きな役割を演じ
ていることも明らかになっている(5)。しか
しながらNRG1-KLK8切断断片が連合性長期可
塑性に関わっているかどうかは不明であっ
た。今回、関連性を明らかにするために KLK8
欠損マウス由来海馬新鮮切片を用いて二経
路刺激実験を行い連合性長期可塑性におけ
る NRG1 活性部分の効果を検討した。その結
果、NRG1 活性部分の添加により連合性長期可
塑性が誘導されることが明らかとなった。し
たがって KLK8-NRG1 signaling axis の連合
性長期可塑性への関与が示唆された。 
 

 
 

（図2）網羅的基質探索の結果得られたKLK8

－基質結合から推定される抑制性シナプス

での相互作用 

抑制性細胞には糖鎖から構成されるカゴ

状構造(perineural net)があり、NRG1 は静止

状態ではこの部分に保持されている。長期増

強が誘導されると神経活動依存的に糖鎖に

結合している NRG1 が KLK8 による限定分解

をうけ、活性部分が分離されて、後シナプス

（抑制性細胞）のErbB4に結合して、これを刺

激した結果、ErｂB4 がリン酸化されシグナル

系が駆動することになる。これは結果として

作業記憶の形成に関係すると考えれられる。 

 



(2)tPA の基質 
① Plasminogen の切断 
 Loop G を変異させた Expression vector を
作成し、ミュータントリコンビナント tPA を
作 成 し た 。 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト と
Co-incubation して結合タンパク質を採取し、
解析したところ、これは市販されている
plasminogen protein と結合することが示さ
れた。このことはこれまで報告された結果を
追認したものである (6,7)、すなわち tPA が
plasminogen を直接結合して、切断すること
を直接に示した。 
 
② 網羅的基質スクリーニング法(Direct 
protease-substrate interaction 法)につい
ての技術的コメント 
 新規天然基質－ミュータントプロテアー
ゼの安定結合を形成させ、これによって基質
候補を得るのがこの方法の特徴である(4)。
酵素活性を持たず結合性のみを維持するミ
ュータントプロテアーゼを作成して、脳ホモ
ジェネートをCo-incubationによって結合タ
ンパク質を得るのがねらいである。しかし、
試験管の実験では、必ずしも思い通りの結合
物を作らせることができなかった。KLK8 の場
合には神経細胞に KLK8 の発現ベクターを組
み込んで、発現タンパク質（KLK8）を特異抗
体を用いて免疫沈降させるという方法を用
いた。この方法は再現されたので、これをリ
コンビナントタンパク質―市販基質と混合
し試験管内で行ったところ思い通りの結合
コンプレックスを作らせることはできなか
った。このことは KLK8 が NRG1 などの基質タ
ンパク質を認識する際に、これまで考えられ
てきたプロテアーゼ―基質という単純な結
合ではない可能性を示唆している。すなわち
プロテアーゼ:基質=1:1 という中間体の生成
および基質の切断ではなく、複数の物質が絡
み合い、またその順序が必要など高度な仕組
みが必要である可能性がある。プロテアーゼ
―基質間の認識機構についてはより詳細な
アプローチが必要であろう。 
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