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要 旨 
 
 細胞膜はタンパク質と脂質から構成される機能複合体である。その構造は、

流動モザイクモデルとして広く認知されてきた。しかしながら、近年になって

細胞膜が不均一な脂質分子の集合を有すること、即ち特定の脂質から構成され

る膜領域が存在することを示す知見が集積してきた。この膜領域は“微小領域

（マイクロドメイン）”や“脂質ラフト”と呼ばれ、スフィンゴ脂質とコレステ

ロール(Chl)に富み、これに親和性を有する様々な膜タンパク質との複合体とし

て報告されている。微小領域の生化学分画はその構成脂質の特性に依存してい

る。即ち、非イオン性界面活性剤に不溶性で、かつ低比重な膜画分

（detergent-resistant low-density membrane fraction: DRM 画分）が微小領域画分に

対応すると考えられている。この分画は秩序液体相（liquid ordered phase）を形

成する微小領域構成脂質を、それを取り囲む無秩序液体相（liquid disordered 
phase）から分離する過程とみなされる。非イオン性界面活性剤処理によって小

胞状に集合した微小領域クラスターと、これに親和性を有する様々なタンパク

質分子が低比重画分に回収される。このようにして調製された DRM 画分には、

シグナル伝達に関わる分子や細胞接着因子、細胞骨格関連タンパク質が豊富に

含まれており、微小領域が細胞膜を介した情報伝達の機能素子と考えられる理

由の一つになっている。また imaging 技術の向上により、微小領域を可視化す

ることが可能になりつつある。このことは、微小領域が生細胞で機能し得る‘生

きたドメイン’であることを強く支持している。 
 さて、脳はその神経支配による末梢器官の制御のみならず、記憶や学習など

生体高次機能を担う中枢器官である。脳機能の発現は、それを構築する神経細

胞とグリア細胞間相互における情報伝達の結果である。また脳の特徴の一つと

して、非常に発達した膜構造を有することが挙げられる。神経細胞は細胞体、

樹状突起、軸索から構築され、それぞれが情報の伝達機能を担うに適した形態

を有し、その細胞膜を高度に極性化させている。情報の入出力は主にシナプス

伝達とその効率の修飾によって行われる。シナプス伝達のみならず、神経機能

の修飾や調節にグリア細胞が関与することが明らかとなっており、ある種のグ

リア細胞もまた細胞膜を複雑に分化させる。つまり、脳が有する複雑な膜構造

は、その高度な情報伝達を可能にしており、細胞膜の解析は脳機能を理解する

手段の一つである。細胞膜微小領域は神経細胞とグリア細胞、各々の膜機能の

素過程を担うドメインと考えられているが、多彩な細胞機能への関与について

未だ不明である点が多い。 
本研究では、“細胞膜の解析を通して脳機能の分子メカニズムを解明する”た

めの第一歩として、ラット脳由来細胞膜微小領域を構成する分子の同定と解析
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を以下の３つのアプローチにより行った。 
 
① アクチン繊維と相互作用する微小領域構成分子の同定 
② 微小領域に存在する Na+, K+ -ATPase の同定と解析 
③ モノクローナル抗体を用いた微小領域構成分子の同定と解析 
 
微小領域を構築する因子を同定することで、微小領域が関与する細胞機能を

知ると共に、その後の情報伝達過程を解明する手掛かりを得ることができる。 
 
 
《① アクチン繊維と相互作用する微小領域構成分子の同定》 
 アクチン繊維は細胞形態の維持・調節とその可塑性発現に重要な細胞骨格の

一つである。脳を構築する細胞は形態が複雑であり、その形成と刺激に応じた

形態制御にアクチン繊維は不可欠である。界面活性剤で可溶化処理を施した膜

画分に含まれるアクチンを重合させて繊維構造を再構築し、これに結合する分

子群を回収した。これらの分子群から微小領域構成分子を探索した結果、 
2’, 3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase)、proteolipid protein (PLP)、
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) を検出することができた。これらのタ

ンパク質はいずれも中枢ミエリンを構築するオリゴデンドロサイトのマーカー

タンパク質である。更に、これらの分子について、精製したアクチン繊維に対

する結合性を比較することによって、その相互作用様式がそれぞれの分子で異

なることを明らかにした。また、培養オリゴデンドロサイトを用いた局在解析

により、これらのタンパク質がアクチン繊維と共局在し、その一部は界面活性

剤に不溶性であることを確認した。以上の結果は、中枢ミエリンの形成に微小

領域とアクチン繊維の相互作用が関与することを示している。本法はまた、今

後、細胞膜からアクチン繊維と相互作用する分子を探索・解析するための有効

な手段である。 
 
《② 微小領域における Na+, K+ -ATPase の同定と解析》 
 シナプス膜由来微小領域画分を可溶化後、カラムを用いて分画し、質量分析

法によって主な構成分子を同定した。その過程において、非常に高い再現性で

Na+, K+ -ATPase αサブユニットの存在を検出した。ラットではαサブユニット

には４つのアイソフォームが存在するが、脳内ではα1、α2、及びα3 アイソフ

ォームが発現している。グリア細胞はα1 及びα2 アイソフォームを発現してい

るが、神経細胞ではα1及びα3アイソフォームの発現が報告されている。Na+, K+ 
-ATPase は細胞膜の主要な ATPase であるが、微小領域には回収されないとみな
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されていた。しかしながら、微小領域における局在に再現性が得られたこと、

微小領域画分を繰り返し界面活性剤で可溶化処理した後も不溶性であったこと

から、シナプス膜における Na+, K+ -ATPase αサブユニットの一部は微小領域構

成分子であると判断した。ウアバインは Na+, K+ -ATPase 特異的活性阻害剤であ

るが、最近、生体内にウアバイン様生理作用物質が存在すること、またαサブ

ユニットがこのウアバイン様生理作用物質の受容体としてシグナル伝達に関わ

ると報告されている。そこで、ウアバイン刺激依存的な微小領域におけるαア

イソフォームの局在変化について検討したところ、α3 アイソフォームの経時的

な微小領域への移行を観察した。α1 アイソフォームに有意な局在変化は見られ

なかった。以上の結果は、シナプス膜において Na+, K+ -ATPase が微小領域構成

分子であると共に、α3 アイソフォームの局在変化を通して、ウアバイン様生理

作用物質のシグナル伝達に微小領域が深く関与する可能性を示している。 
 
《③ モノクローナル抗体を用いた微小領域構成分子の同定と解析》 
 微小領域構成分子を同定・解析する際、モノクローナル抗体は非常に有用で

ある。したがって、シナプス膜由来微小領域画分を抗原としてモノクローナル

抗体を作製した。その結果、得られた抗体の一つ（18-6D4）が微小領域画分に

高い局在性を示す抗原（18-6D4 抗原）を特異的に認識した。免疫沈降法によっ

て抗原を回収した後、質量分析法及びウエスタンブロッティングによって同定

したところ、ホスホリパーゼ Cβ1（PLCβ1）であることが明らかとなった。PLC
β1 はイノシトール 1,4,5-トリスリン酸とジアシルグリセロールの産生を介して

カルシウム／PKC シグナリングに繋がる、細胞内の主要なシグナル伝達経路で

ある。PLCβ1 の微小領域における局在は生後発育過程にしたがって上昇した。

微小領域における PLCβ1 は、2% Triton X-100（37℃で 20 分間）処理によりそ

の一部を可溶化することができたので、この条件を利用して精製を行った。人

工脂質膜を用いて精製 PLCβ1 の活性を測定したところ、基質となる膜を構成す

るホスファチジルコリンの増加はその活性を著しく低下させたのに対して、Chl
ではその活性に影響は見られなかった。更に、脂質結合性タンパク質 NAP-22
を基質膜に加えるとその活性は低下した。NAP-22 は微小領域を構築する脂質で

ある、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール 4,5-ビス

リン酸、Chl に高い結合性を有する。以上の結果は、PLCβ1 が微小領域構成分

子であることを見出しただけではなく、その活性が膜構成脂質の組成及び脂質

結合性タンパク質の影響を受け得ることを示しており、微小領域における局在

がその活性調節に関与する可能性を示唆している。 
 
 このように、細胞膜微小領域が細胞骨格を介した形態、特にミエリンの形成
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や ATP 依存的なイオン輸送に関与することを見出したと共に、ウアバイン様生

理作用物質や脂質を介した情報伝達に深く関与することを示唆する結果を得る

ことができた。 
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略 語 
 
ADP: adenosine 5’-diphosphate 
AMP: adenosine 5’-monophosphate 
ATP: adenosine 5’-triphosphate 
Br: Brij96 
BSA: bovine serum albumin 
CBB: coomassie brilliant blue 
CNPase: 2’, 3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase 
DAG: diacylglycerol 
DEAE column: diethylaminoethyl column 
DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DOC: sodium deoxycholate 
DRM: detergent-resistant low-density membrane  
DTT: dithiothreitol 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
EGFR: epidermal growth factor receptor 
EGTA: ethylene glycol bis (2-aminoethyl ethter) -tetraacetic acid 
ERK: extracellular signal-regulated kinase 
FCS：fetal calf serum 
GAP-43: growth-associated protein-43 
GPI：glycosylphosphatidylinositol 
GTP: guanosine 5’-triphosphate 
GTPγS: guanosine 5’-3-O-(thio) triphosphate 
HAP column: hydroxyapatite column 
HDM: high-density membrane 
IgG: immunoglobulin G 
IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate 
LDM: low-density membrane 
Ld 相：liquid disordered phase 
Lo 相：liquid ordered phase 
LTP：long-term potentiation 
MBP: myelin basic protein 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
MCD: methyl-β-cyclodextrin 
MOG: myelin oligodendrocyte glycoprotein 
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NAP-22: neuronal tissue-enriched acidic protein having a molecular mass of 22kDa 
PA: phosphatidic acid 
PBS: phosphate-buffered saline 
PC: phosphatidylcholine 
PDGF: platelet-derived growth factor 
PDZ domain: PSD-95/Dlg/ZO-1 homology domain 
PSD: postsynaptic density 
PE: phosphatidylethanolamine 
PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase 
PI4KⅡα: phosphatidylinositol 4-kinase Ⅱα 
PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
PKC: protein kinase C 
PLC: phospholipase C 
PLP: proteolipid protein 
PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
SPM: synaptic plasma membrane 
Tx: Triton X-100 
TxS: Triton X-100 soluble (fraction) 
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序 論 
 
 細胞膜の構造は流動モザイクモデルとして広く認識されてきた（Singer and 
Nicolson, 1972）。脂質二重層からなる細胞膜に様々なタンパク質が二次元的な広

がりをもって流動するというモデルである。脂質は膜タンパク質を支持するマ

トリックスと見なされていた。近年になり、動物細胞膜にはスフィンゴ脂質と

コレステロール（Chl）を豊富に含む膜領域が存在しており、これに親和性を有

する様々な機能分子と複合体を形成することによって、細胞機能の発現に深く

関与することを示す知見が集積してきた（Brown and Rose, 1992; Simons and 
Ikonen, 2000; Maekawa et al., 2003）。この領域は“細胞膜微小領域（Membrane 
microdomains）”、あるいは“脂質ラフト（lipid rafts）”と呼ばれる。当初、脂質

組成による膜の不均質化は人工脂質膜を用いたモデルで解析されていた

（Rietveld and Simons, 1998; London, 2002; Ishizuka and Kobayashi, 2003）。グリセ

ロリン脂質の多くがシス位に配位した不飽和脂肪酸鎖を有するのに対して、ス

フィンゴ脂質は飽和脂肪酸鎖を有すること、また Chl がスフィンゴ脂質に高い

親和性を示すことから、膜中において秩序液体相（liquid ordered phase: Lo 相）

を形成すると考えられた。それに対してグリセロリン脂質はその周囲に不秩序

液体相（liquid disordered phase: Ld 相）を構築し、膜に極性が生じるメカニズム

とされた。現在、このモデルが生体膜においても適応できると考えられている。

生化学的に微小領域を分画する過程は Lo 相を Ld 相から分離する過程と見なさ

れている。すなわち、非イオン性界面活性剤処理によって小胞状に集合した微

小領域クラスターと、これに親和性を有する様々なタンパク質分子が低比重画

分に回収される。微小領域画分の多くはこのような過程を経て得られた、界面

活性剤不溶性低比重膜画分（detergent-resistant low-density membrane fraction: 
DRM 画分）であり、スフィンゴ脂質と Chl に富み、様々な

glycosylphosphatidylinositol (GPI)-アンカータンパク質を含む。DRM 画分は微小

領域の特性によく対応する生化学画分として認識されている。 
 微小領域（DRM 画分）には、細胞間あるいは細胞内情報伝達に関わるシグナ

ル分子や細胞接着因子、細胞骨格関連タンパク質の集積が報告されている

（Simons and Toomre, 2000; Maekawa et al., 2003）。微小領域が膜を介した情報伝

達・変換の機能素子とされる理由の一つである。これら機能分子の集積はより

効率的でかつ動的な情報伝達と細胞応答を可能にすると考えられている。微小

領域に親和性を有する分子には、ミリストイル化やパルミトイル化といった脂

質修飾を受けて膜に結合する分子や特定の脂質分子を認識して膜に結合する分

子も知られている（Terashita et al., 2002）。膜貫通型タンパク質の局在も報告され

ているが、その局在機構に関しては不明な点が多い。細胞膜中の微小領域への
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多様な親和性が様々な機能分子の集積を可能にすると考えられる。 
更に、微小領域はエンドサイト－シスやエキソサイト－シスといった膜サイ

クリングの場として重要であるだけではなく、ウイルスの侵入過程に関与する

ことが明らかとなったことで、病原体感染メカニズムの解明においても注目さ

れている（Kirkham and Parton 2005; Pelkmans, 2005）。また、プリオン病の原因分

子であるプリオンタンパク質も微小領域に局在する（Sakasegawa et al., 2003）。
感染症の他にも、微小領域はアルツハイマー病の発症に深く関与すると考えら

れている（Sakurai and Nukina, 2003）。アルツハイマー病の発症に重要な役割を

果たすアミロイドβペプチドが産生される過程で、その前駆体タンパク質とプ

ロセッシングを担うタンパク質は微小領域に局在することが知られている。 
 さて、脳は主に神経細胞とグリア細胞から構築されるが、両者とも非常に複

雑な膜構造を有しており、それぞれの機能を反映している。神経細胞は細胞体、

樹状突起、軸索から構成される。その情報の入出力は主としてシナプスによっ

て行われる。記憶や学習といった脳の高次機能はシナプス伝達とその効率の修

飾に起因すると考えられている。海馬における長期後増強（long-term potentiation: 
LTP）はその一例で、刺激依存的な伝達効率の可塑的変化が高次機能を実現する

メカニズムの一つであると見なされており（Bliss and Collingridge, 1993）、同様

に海馬において、特定の神経細胞の興奮がシナプス後肥厚の拡大やスパインに

おける concave formation といった、刺激依存的な形態学的変化を引き起こすこ

とが知られている（Desmond and Levy, 1986a, b）。刺激に依存した迅速な形態学

的変化に細胞骨格、特にアクチン繊維とその調節因子が関与することは広く知

られている。細胞骨格関連タンパク質は微小領域を構成する主要な分子であり、

細胞の極性化やその維持、運動性等に幅広く関与している（Meivar-Levy et al., 
1997; Manes et al., 1999; Gomez-Mouton et al., 2001）。 
 シナプス伝達過程における主要な膜機能の一つとして、細胞膜イオン環境の

恒常性維持が挙げられる。膜の興奮（脱分極）と再分極はナトリウムイオンの

細胞内流入とカリウムイオンの細胞外流出といった、一連のイオンの流れによ

って引き起こされる。脱分極後の回復過程では、ナトリウムイオンの排出とカ

リウムイオンの取り込みが行われる。この作業は ATP 依存性イオン輸送体、 
Na+, K+ -ATPase が担っている。Na+, K+ -ATPase は細胞膜に存在する主要な

ATPase である。しかしながら、その微小領域との関係は不明である点が多い。

またこれに留まらず、微小領域の構築とその分子メカニズムについてはほとん

ど明らかにされていないのが現状である。 
本研究では、脳の機能構築を解明する第一歩として、細胞膜、特にその機能

ドメインである微小領域構成分子の同定と解析を行った。微小領域構成分子を

同定することにより、その領域が関与する細胞機能を知ると共に、その詳細な
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分子メカニズム、情報伝達過程を解明する手掛かりを得ることができると考え

た。 
本論第 1 章では、アクチン繊維と相互作用する微小領域構成分子の同定につ

いて論じる。膜画分からのアクチン結合性タンパク質の分離法を確立すると共

に、同定した分子とアクチン繊維の結合性について検討した。また、培養オリ

ゴデンドロサイトを用いた局在解析を行った。 
第 2 章では、ATP 依存性イオン輸送体に着目した。質量分析法によりシナプ

ス膜由来微小領域画分構成分子を同定する過程において、Na+, K+ -ATPase の存

在を見出した。 Na+, K+ -ATPase は他組織や培養細胞を用いた系では非 DRM 分

子として認識されていたが、シナプス膜においてはその一部が DRM に局在した。

また、神経細胞に発現するαアイソフォームのウアバイン刺激依存的な局在変

化について検討した。酵素活性と共に、その DRM 局在の意義について考察する。 
第 3 章では、モノクローナル抗体を用いた微小領域構成分子の同定と解析に

ついて述べる。シナプス膜由来 DRM 画分を抗原としてマウスに免疫することに

よってモノクローナル抗体を作製した。その結果、微小領域画分に豊富に局在

する抗原を見出し、これをホスホリパーゼ Cβ1（phospholipase C beta1: PLCβ1）
と同定した。微小領域における PLCβ1 の生理機能について考察する。 
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第 1 章：アクチン繊維と相互作用する微小領域構成分子の同定 
 
1-1：緒 言 
 アクチン繊維は細胞の形態を制御する細胞骨格である。アクチン繊維を制御

する因子は数多く知られており、その一部は微小領域に局在する（Holowka et al., 
2000; Funatsu et al., 2000; Kumanogoh et al., 2001）。例えば、アクチン繊維制御因

子である gelsolin は F-actin を切断することで、アクチン繊維の脱重合を促進す

る。DRM 画分においてカルシウム依存的にアクチン繊維の重合活性を阻害する

性質が見出され、gelsolin が微小領域構成分子として同定された（Funatsu et al., 
2000）。また、細胞の形態と運動性におけるアクチン繊維の制御について、低分

子量 G タンパク質 Rho ファミリーの関与が知られている（van Aelst and 
D’Souza-Schorey, 1997; Hall, 1998; Aspenstorem, 1999）。Rho ファミリーの上流に

はグアニンヌクレオチド交換因子が存在し、Rho はストレスファイバー、Rac は

膜ラッフリング、Cdc42 はフィロポディアの形成を制御する。この内、Rac1 が

微小領域に高い局在性を示す（Kumanogoh et al., 2001）。そこで、アクチン繊維

の制御に関わる微小領域構成分子を網羅的に分離する方法を確立し、その同定

を試みた。これまでに、幼若脳由来可溶性画分に含まれるアクチンを重合させ

て、これと共沈降する分子を（その脱重合後に）分離することによって、効率

よく結合分子を回収する方法が存在した（Maekawa and Sakai, 1988）。しかしな

がら、この方法は可溶性画分にのみ適用されていた。そこで、この方法に改良

を加え、界面活性剤によって可溶化処理を施したラット成熟脳由来膜画分に適

用した。アクチン繊維と共沈降した膜を含む画分から DRM 画分を調製すること

により、アクチン繊維結合性微小領域構成分子を分離した。得られた分子を同

定した結果、オリゴデンドロサイトマーカータンパク質である、2’, 3’-cyclic 
nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase)、proteolipid protein (PLP)、myelin 
oligodendrocyte glycoprotein (MOG) であることが判明した。更に、これらの分子

についてアクチン繊維への結合様式を比較・検討した。 
 
1-2：材料と方法 
1-2-1：アクチン重合体の調製と DRM 分画 
 実験動物は 2 週齢ラット（Wistar rat）を用いた。ジエチルエーテルによる麻酔

後、脳を摘出した。摘出した脳はすぐさま氷冷した等張（塩化ナトリウムによ

る）リン酸緩衝液（Phosphate-buffered saline: PBS）に浸漬した。以後、特に言及

しない限り、全ての操作は氷上、もしくは 4℃環境下で行った。脳を剪刃で切り

刻み、これを等容（weight/volume）のアクチン重合用緩衝液（ゲル化緩衝液：

40 mM HEPES-KOH, 0.5 mM ATP, 1 mM EDTA, 10 mM 2-メルカプトエタノール, 
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1mM フッ化フェニルメチルスルフォニル（phenylmethlsulfonyl fluoride: PMSF）, 
pH7.4）で懸濁後、モーター駆動式テフロンホモジェナイザーによって破砕した。

破砕液を 100,000 xg で 60 分間の超遠心分離を行い、上清を可溶性画分（CS）と

して回収した。不溶性画分は等容のゲル化緩衝液（0.5％ Triton X-100 を含む）

で懸濁後、ホモジェナイザーで破砕した。この破砕液を 20,000 xg で 30 分間の

遠心分離を行い、その可溶化上清（TS）及び Triton X-100 不溶性画分（TP）を

それぞれ回収して、氷上に保存した。アクチンを再重合させるために、CS 画分

と TS 画分を 25℃で 30 分間保温すると共に、時折攪拌した。アクチンをゲル化

させた後、10,000 xg で 10 分間の遠心分離を行って、非ゲル化上清（GS）とゲ

ル化沈降画分（GP）に分離した。GP 画分を再度、3 倍容のゲル化緩衝液（0.5％ 
Triton X-100 を含む）で懸濁した後、20,000 xg で 20 分間の遠心分離を行い、こ

れを沈殿させて回収した。次に、得られた GP 画分を脱重合緩衝液（ゾル化緩衝

液：2 mM Tris-HCl, 0.1 mM CaCl2, 0.2 mM ATP, 1mM PMSF, pH7.4）で懸濁した後、

同緩衝液で一晩透析した。透析後、100,000 xg で 60 分間の遠心分離を行い、上

清（Tx-actin 画分）と沈殿（GPP 画分）をそれぞれ回収した。GPP 画分は 0.5% Triton 
X-100 を含む TME 緩衝液（10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM 
PMSF, pH7.4）で懸濁後、ホモジェナイズした。TP, GS, GPP それぞれの画分から

DRM 画分を調製するために、終濃度 0.8 M となるようショ糖を添加しよく混合

した。この懸濁液に TME 緩衝液を重層して 250,000 xg で 120 分間の密度勾配超

遠心分離を行った（HITACHI SS55S swing rotor, Tokyo, Japan）。TME-0.8M ショ糖

間に回収される A1 画分を DRM 画分として、遠心管底部の高比重膜膜分を A3
画分（Triton 不溶性高比重膜画分）として回収した。それぞれの画分は TME 緩

衝液で懸濁した後、200,000 xg で 30 分間の遠心分離によって再び回収した後、

以下の実験に用いた。 
 
1-2-2：ミエリン膜画分とシナプス膜画分の分離 
 ミエリン膜とシナプス膜の分離は、Jones and Matus による方法に従って行った

（Jones and Matus, 1974）。脳を摘出して剪刃で切り刻んだ後、ショ糖緩衝液（0.3M
ショ糖, 5 mM Tris-HCl, 1 mM PMSF, pH7.4）でホモジェナイズした。この液を

1,000 xg で 10 分間の遠心後、上清を回収した。沈殿は再度ショ糖緩衝液中にて

ホモジェナイズし、1,000 xg で 10 分間の遠心後、再びその上清を回収した。得

られた上清は混合して、20,000 xg で 20 分間の遠心分離を行った。沈殿は粗シナ

プトソーム画分であり、これをもとにミエリン膜画分とシナプス膜画分を分離

した。ショ糖緩衝液で懸濁後、再度 20,000 xg で 20 分間の遠心分離を行って洗

浄した。これを浸透圧破砕（10 倍容の超純水（1mM PMSF, 0.1% aprotinin を含む）

でホモジェナイザーによる破砕後、30 分間攪拌した）後に、25,000 xg で 30 分
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間の遠心分離を行った。沈殿を 5 mM Tris-HCl, pH7.4 に懸濁後、終濃度 1.1M シ

ョ糖を添加した。これを遠心管最下部に入れて、更にその上に 0.8 M、0.3 M シ

ョ糖液（5 mM Tris-HCl, pH7.4 を含む）を重層し、70,000 xg で 120 分間の密度勾

配超遠心分離を行った（HITACHI SW27-2 rotor, Tokyo, Japan）。ミエリン膜は

0.3-0.8 M 間に、シナプス膜は 0.8-1.2 M 間に分画される。これを回収した後、5 mM 
Tris-HCl, pH 7.4 にて懸濁後、100,000 xg で 60 分間の超遠心分離を行い、沈殿を

回収した。 
 
1-2-3：ミエリン膜からの DRM 分画 
 ミエリン膜を TME 緩衝液で懸濁、終濃度 1% Triton X-100 を添加してこれを

ホモジェナイザーで破砕した。破砕液を 100,000 xg で 60 分間の超遠心分離を行

った後、可溶化上清を TS 画分、Triton X-100 不溶性画分を TP 画分として回収し

た。TP 画分を TME 緩衝液（1% Triton X-100 を含む）にて再び破砕後、終濃度

0.8 M ショ糖を添加した。この画分から上述（1-2-1）と同様にして、A1（DRM）

画分及び A3 画分を回収した。 
 
1-2-4：ミエリン膜由来 DRM 画分の可溶化とアクチン重合体の調製 
 ミエリン膜由来 DRM 画分（2 mg/ml）を TME 緩衝液（1% Triton X-100 と 1 M 
NaCl を含む）中で破砕後、37℃で 30 分間保温した。可溶化後、100,000 xg で 60
分間の超遠心分離を行った。可溶化上清を TME 緩衝液（0.1M NaCl を含む）に

て透析後、更に 100,000 xg で 60 分間の超遠心分離を行った。この上清をミエリ

ン膜由来DRM可溶化画分として以下の実験に用いた。アクチンの重合は、TMEN
緩衝液（10 mM Tris-HCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1 M NaCl, pH 7.4）を用いて

行った。ミエリン膜由来 DRM 可溶化画分に Tx-actin 画分（1-2-1 参照）、あるい

は精製 G アクチンを添加した後、37℃で 20 分間保温した。重合後、100,000 xg で
20 分間の超遠心分離後、沈殿は上清の半分容の TMEN 緩衝液で懸濁、破砕した。

上清と沈殿、それぞれの画分を等容用いて SDS-PAGE、あるいはウエスタンブ

ロッティングによって分析・比較した。尚、本実験で用いた G アクチンは、ウ

サギ骨格筋から Spudich and colleagues の方法に遵ってゲル濾過により精製した

ものを用いた（Spudich et al., 1971）。 
 
1-2-5：オリゴデンドロサイトの培養 
 オリゴデンドロサイトは大脳皮質から調製した（McCarthy and de Vellis, 1980; 
Dyer and Benjamins, 1989; Gard and Pfeiffer, 1989; Bögler and Noble, 1994; Nakai et 
al., 2000）。トリプシンによって分散させた大脳皮質由来細胞を 10% 牛胎児血清

（fetal calf serum: FCS）を含むダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s modified 
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Eagle’s medium: DMEM）にて培養した。この時、用いた T-フラスコには前もっ

てポリリシンコーティングを施した。10 日前後で、オリゴデンドロサイト前駆

細胞とミクログリアがアストロサイト周辺に存在するのが観察できるようにな

った。ミクログリアを除去するために、DMEM 中（10% FCS と 50 mM L-ロイシ

ンメチルエステルを含む）で振とう（140rpm で 30 分間）した。その後、フラス

コ底面の細胞層を PBS で洗浄した。残った細胞はトリプシンで再び細胞を分

散・回収した後、DMEM（0.1% FCS と 10 ng/ml 血小板由来成長因子

（platelet-derived growth factor: PDGF）を含む）で培養を継続した。約 3 週間後、

成熟オリゴデンドロサイトに特徴的なシート状の膜を広げた様子が確認できた

ので、これを免疫細胞化学による解析に用いた。 
 
1-2-6：免疫細胞化学 
 2 種類の方法を用いて免疫染色を行った。 
《方法 A》 
 細胞を 3%パラホルムアルデヒドと 0.1%グルタルアルデヒドの混合固定液に

て細胞を固定した（氷上で 60 分間）。PBS で洗浄した後、50 mM glycine を含む

PBS にて細胞を処理した。細胞を 0.1% Triton X-100 を含む PBS にて処理した後

（氷上にて 15 分間）、脂質除去処理を施したヤギ血清（5%）と牛血清アルブミ

ン（bovine serum albumin: BSA）（0.1%）を含む PBS にてブロッキング処理を行

った。その後、一次抗体処理は一晩（4℃）行った。一次抗体には、オリゴデン

ドロサイト特異的に発現するタンパク質（CNPase、MOG、PLP）に対する抗体

を用いた（以下を参照）。抗体処理後、PBS で洗浄した。一次抗体を検出するた

めの二次抗体として、Alexa-488 標識抗 immunoglobulin G（IgG）抗体（Molecular 
Probe, OR, USA）を用いた（一次抗体によって抗マウス IgG、あるいは抗ウサギ

IgG 抗体を選択した）。二次抗体処理と同時に、テキサスレッド標識ファロイジ

ン（Molecular Probe, OR, USA）によりアクチン繊維を、またフィリピン複合体

（5 μg/ml; Sigma, MO, USA）によりコレステロールを染色した（4℃で 120 分

間）。二次抗体処理後、PBS で繰り返し洗浄した。 
《方法 B》 
 生細胞を 0.1% Triton X-100 を含む HMEN 緩衝液（5 mM PIPES, 2 mM MgCl2, 1 
mM EGTA, 0.14 M NaCl, pH6.8）で処理した（氷上で 15 分間）。Triton X-100 によ

る可溶化後、PBS で細胞を洗浄した。その後は方法 A と同様に固定して、染色

過程を行った。方法 B は微小領域が Triton X-100 不溶性であることから、生細

胞を処理することによって得られた免疫反応は微小領域における局在を反映す

ると考えられている。 
 染色後、細胞は Vectashield（Vector Laboratory, CA, USA）にて封入した。局在
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観察は Axioplan 2 imaging microscope（Carl Zeiss, German）を用いて行った。 
 
1-2-7：その他の手技、試薬及び抗体について 
 SDS-PAGE、ウエスタンブロッティング、質量分析に関しては以前に報告され

ている通りに行った（Funatsu et al. 1999; Yoshinaka et al. 2004）。BSA は、脂質除

去済の精製標品を Sigma より購入した。抗 MOG 抗体（ポリクローナル及びモノ

クローナル抗体）は Bernard 教授（La Trobe University, Australia）から供与頂きま

した。抗 CNPase 抗体は Sigma、抗 PLP 抗体は Chemicon（CA, USA）、抗 14-3-3
β抗体は Santa Cruz Biotechnology（CA, USA）から購入した。動物実験は、日本

生理学会のガイドラインに従って行った。 
 
1-3：結 果 
 可溶性画分のみならず、Triton X-100 可溶化膜画分を用いても同様にアクチン

を再重合させてゲル化できること、その相互作用分子を分離できることを明ら

かにした。この作業過程を図 1 に示す。 
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図 1：アクチン繊維結合性タンパク質の分離プロセス 
  ゲル化は 25℃温浴中にて行ったが、それ以外は 4℃で行った。 
 
 
1-3-1：アクチン繊維に結合する微小領域構成分子の同定 
 図 1 に示した過程によって得られた各画分に含まれるタンパク質を

SDS-PAGE によって分析、比較した（図 2A）。まず、可溶性画分においてアクチ

ン重合後、脱重合させて得られた（CS-actin）画分（A; lane 7）では、アクチン

の他に、250, 110, 53 kDa の位置に明瞭なバンドが確認できた。これらはそれぞ

れ、fodrin、drebrin、fascin というアクチン結合性タンパク質であることが以前

に報告されている（Maekawa and Sakai, 1988）。Triton X-100 可溶化膜画分を用い

た系でも、Tx-actin 画分（A; lane 8）にこれらのタンパク質は存在しているが、

その量は比較的少なかった。アクチン脱重合後、得られた沈殿（GPP 画分）に

アクチン結合性タンパク質が残っていることが予想され、また GPP 画分に膜を

含んでいる様子が見受けられたことから、次に GPP 画分から DRM 画分を調製

した（A; lane 1）。比較対照するために、GS 画分、TP 画分からも同様に DRM 画

分を調製して、GPP 由来 DRM 画分に有意に分画される分子を探索した（lane 1, 
2, 3 の比較）。その結果、アクチンの他に、チューブリンや NAP-22、GAP-43 と

いった DRM 画分を構成する主要な分子が回収された。更に 42, 30, 27, 26, 24 kDa
のバンドが分画された。これらの分子が GS 由来 DRM 画分に有意に分画される

様子は見られなかった（図 2C）。また、その他の画分と比較しても、42 kDa バ

ンドが GPP 由来 DRM 画分に特徴的であったのでこれに着目し、質量分析法に

よる同定を試みた。その結果、この分子が CNPase という、オリゴデンドロサイ

トマーカータンパク質の一つであることが判明した（Kim and Pfeiffer, 1999; 
Bifulco et al., 2002）。30 kDa のバンドは分析の結果、14-3-3β由来ペプチドを含

むことが明らかとなった。そこで、抗 CNPase、及び抗 14-3-3β抗体を用いてウ

エスタンブロッティングを行った（図 2B）。CNPase が GPP 由来 DRM 画分に有

意に分画されていたのに対して、14-3-3βは明瞭な局在パターンを示さなかった。

質量分析の結果から考えて、30 kDa バンドが複数のタンパク質を含んでいたと

結論付けた。 
 
1-3-2：GPP 由来 DRM 画分とミエリン膜由来タンパク質の比較 
中枢ミエリンを構築するオリゴデンドロサイトのマーカータンパク質が検出

されたことを受けて、GPP 由来 DRM 画分とミエリン膜由来 DRM 画分の構成分

子を SDS-PAGE によって比較した（図 2C）。CNPase 及びその他の 4 つのバンド

がミエリン膜由来 DRM 画分にも確認できた。更に、CNPase 以外のマーカータ
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ンパク質である、MOG 及び PLP についてもその特異抗体を用いてウエスタンブ

ロッティングを行った（図 2D）（Weimbs and Stoffel, 1992; Johns and Brnard, 1999; 
Reindl et al., 1999）。MOG が GPP 由来 DRM 画分に特徴的な局在を示したのに対

して、PLP は MOG ほど明瞭な局在パターンを示さなかった。MOG と PLP は

SDS-PAGE 上で共に 27 kDa 付近に位置する。26, 24 kDa のバンドは共に酸性条

件下で可溶化されたことから Myelin basic protein（MBP）であると判断した。

MBP が微小領域構成分子であることは以前に報告されている（Boggs and 
Rangaraj, 2000）。 
 

 
図 2：SDS-PAGE 及びウエスタンブロッティングによるアクチン結合性 DRM 画

分構成分子の解析 
（A） アクチン結合性タンパク質の分離：アクチン結合性膜画分（GPP）、非ア

クチン結合性画分（GS）、Triton X-100 不溶性膜画分（TP）から DRM 画
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分（A1）と Triton X-100 不溶性高比重膜画分（A3）を調製して SDS-PAGE
によってその構成分子を比較した。CS 及び TS 由来の actin 画分（それ

ぞれ、CS-actin、Tx-actin）も同様に電気泳動した（lane 7, 8）。GPP 由来

DRM 画分（lane 1）には、NAP-22、GAP-43、アクチン、チューブリン

といった DRM 画分を構成する主要な分子が存在した。また、複数のバ

ンドが lane 1 において豊富に分画されていた（42, 30, 27, 26, 24 kDa のバ

ンド）。CS-actin 画分に含まれる分子は fodrin、drebrin、fascin であるこ

とが報告されている。Lane M は分子量マーカーで、67, 42, 30, 21.5 kDa
を示す。 

（B） CNPase と 14-3-3βの局在：CNPase は GPP 由来 DRM 画分に豊富に分画

された。しかし、14-3-3βは全ての画分において検出された。 
（C） ミエリン由来 DRM 画分と GPP、GS、TP 由来 DRM 画分構成分子の比

較：GPP 由来 DRM 画分に豊富なバンド（CNPase（42 kDa）、及び 30, 27, 
26, 24 kDa のバンド）はミエリン由来 DRM 画分においても局在した

（dotted in lane 1）。 
（D） MOG 及び PLP の局在：MOG は GPP 由来 DRM 画分に豊富に局在した。 
 用いた画分は全て、Lowry 法によってタンパク定量した。等タンパク量を電

気泳動して比較・分析に用いた。 
 
 
1-3-3：ミエリン由来 DRM 構成分子とアクチン繊維の結合性 

可溶化したミエリン由来 DRM 画分に含まれる CNPase、MOG、PLP それぞれ

の分子に着目して、アクチン繊維（Tx-actin 画分あるいは精製アクチン）に対す

る結合性を検討した。ミエリン由来 DRM 画分構成分子が 
1% Triton X-100/1 M NaCl（高塩強度下）で効率よく可溶化できたことから、こ

の条件で可溶化した上清に、Tx-actin 画分（図 1）あるいは精製したアクチン（精

製 G アクチン；方法 1-2-4 参照）を混合して、再重合させて結合アッセイを試み

た（図 3）。結合分子は 1-3-1 と同様に沈殿画分に回収される。PLP の場合、アク

チンを加えなくても沈殿画分に検出されており、有意な差（lane 4 vs. lane 5）を

見出すことはできなかった。CNPase 及び MOG についても、アクチン無添加で

も沈殿に検出されたが、これらの分子は有意にアクチン繊維結合性を示した

（lane 4 vs. lane5）。しかしながら、CNPase が精製アクチンを用いた場合でも沈

殿に回収されて、その結合性が“直接的”であることを強く示唆したのに対し

て、MOG では Tx-actin を用いた場合にのみその結合性を示した。Tx-actin 画分

に CNPase が検出された（lane 6）ことも、その一部がアクチンの重合／脱重合

に依存して結合/解離を示したためであると考えられる。以上の結果は、CNPase、
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MOG、PLP それぞれの分子がアクチン繊維に対して異なる結合様式を有するこ

とを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 3：ミエリン由来 DRM 画分構成分子のアクチン繊維結合性 
Triton X-100/NaCl によって可溶化したミエリン由来 DRM 画分に

Tx-actin 画分、あるいは精製アクチン（G-actin）を加えて再重合させ

（F-actin）、それぞれの分子の結合性を検討した。CNPase が精製アクチン

にも結合するのに対して、MOG は Tx-actin 画分を加えた場合に有意な結

合性を示した（lane 4 vs. lane 5）。電気泳動には、等容積のサンプルを用い

て比較した（方法 1-2-4 参照）。 
 
 
1-3-4：培養オリゴデンドロサイトにおける局在解析 
 オリゴデンドロサイトマーカータンパク質とアクチン繊維の局在について培

養系を用いて比較、観察した。シート状に広がった膜構造は成熟した形態を示

す（Asou et al., 1995）。方法 A による染色法では、CNPase、MOG、PLP それぞ
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れがアクチン及び Chl と共局在した。方法 B では、DRM 分画を踏まえて生細胞

を Triton X-100 で処理した。シート状に広がった膜構造における免疫反応が減衰

したが、太い突起（枝）部分ではその強い免疫反応がアクチンおよび Chl と共

局在した。この結果は生化学分画による結果と一致している。なお、免疫反応

はオリゴデンドロサイト近傍のアストロサイトでは検出されなかった（data not 
shown）。 
 

 
 

図 4：培養オリゴデンドロサイトにおけるマーカータンパク質の局在解析 
（A） 固定後に Triton X-100 で可溶化：CNPase、MOG、PLP 共に（緑）、

アクチン繊維（ファロイジン；赤）及び Chl（Filipin 複合体；水色）

と共局在した。特に、太い突起部分やその分岐点において強い免疫反

応が存在した。 
（B） Triton X-100 で可溶化後に固定：Triton X-100 処理に不溶性の部位に

おいて CNPase、MOG、PLP 共に、アクチン繊維及び Chl と共局在し

た。 
矢印は共局在を示す。スケールは 20μm を示す。 
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1-4：考 察（小括 1） 
1-4-1：細胞膜由来アクチン繊維結合タンパク質分離法の確立 
 アクチン繊維に結合性を示す GP 画分及びその由来画分である Tx-actin 画分と

GPP 画分を更に詳細に比較・検討することにより、今回同定したタンパク質以

外の分子を同定できる可能性がある。 
 
1-4-2：アクチン繊維結合性微小領域構成タンパク質 CNPase、MOG、PLP 
 これらのマーカータンパク質が微小領域構成分子であることは以前に報告さ

れている（Simons et al., 2000; Kim and Pfeiffer, 2002; Taylor et al., 2002）。CNPase
はメチル-β-シクロデキストリン（methyl-β-cyclodextrin: MCD）によって可溶化

することができるが、MOG、PLP は不溶性であることから、これらの分子の間

でも微小領域への局在（親和性）に違いがあると考えることができる。CNPase
はアクチン繊維及び微小管といった細胞骨格系と相互作用すると報告されてい

るが（De Angelis and and Braun, 1996; Bifulco et al., 2002）、MCD で可溶化した

CNPase は精製したアクチン繊維への結合を示さなかった（data not shown）。Triton 
X-100/1 M NaCl で可溶化したミエリン膜由来 DRM 画分にアクチン繊維と

CNPase の結合を架橋、あるいは安定化する因子の存在を推測することができる。

今回得られた画分でそのような分子を探索した場合、MBP が CNPase と共に GPP
由来 DRM 画分に回収されたが、CNPase と MBP のミエリン内における局在が異

なることから、現在のところその可能性は低いと言える（Dyer and Benjamins, 
1989; Zach, 1992; Kim and Pfeiffer, 1999）。また、CNPase が本来酵素として有する

2’, 3’-cyclic nucleotide加水分解活性が細胞骨格を制御する上でどのような機能を

有しているかということについては現在のところ不明である。しかしながら、

CNPase が微小管やアクチンといった細胞骨格系と相互作用するだけではなく､

そのリン酸化が微小管形成に阻害的に働くことや培養オリゴデンドロサイトに

おいて、これら三者の分子が共局在しており、サイトカラシン B 処理（アクチ

ン繊維の崩壊）によってこれらの分布もまた崩壊することから、その細胞骨格

系との相互作用及び情報伝達が、ミエリンの形態形成において重要な機能を有

することは明確である（Dyer and Benjamins, 1989; Bifulco et al., 2002）。 
 また MOG については、アクチン繊維に対して間接的に結合すること、その結

合には少なくとも Tx-actin 画分に含まれる因子が必要であることが推測できる。

MOG と細胞骨格についての検討は培養オリゴデンドロサイトを用いた系にお

いて報告されている。MOG をその特異抗体を用いて架橋すると、オリゴデンド

ロサイトのミエリン様膜の収縮を引き起こす。この時、β-チューブリンの脱リ
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ン酸化が起こっている（Marta et al., 2003）。MOG が微小管に影響を与える因子

であることは複数の報告が為されているが（Johns and Bernard, 1999）、ミエリン

の複雑な構造を考慮すると、その維持と制御にはアクチン繊維もまた重要な機

能を担っていることが推測される。アクチン繊維に対する MOG の機能解析は今

後の課題である。 
 GPP 由来 DRM 画分構成分子として PLP を分離、同定した。しかしながら、

そのアクチン繊維への結合を再現することはできなかった（図 3）。COS-1 細胞

に PLP を発現させると、アクチン繊維構造が存在する部位にその局在を観察す

ることができると報告されている（Kalwy et al., 1997）。Triton X-100/NaCl で可溶

化した PLP が Tx-actin を加えてもアクチン繊維にその結合性を示さなかったこ

とから、そのアクチン繊維への相互作用に他因子（例えば、Triton X-100/NaCl
不溶性ミエリン由来 DRM 画分に含まれる分子）を必要とする可能性が考えられ

る。あるいは、アクチン繊維への結合に関わる分子が存在する微小領域に PLP
もまた存在するのかもしれない。PLP はミエリンを構成するタンパク質にあっ

て、その半分近くを占める主要構成因子であるが、アクチン繊維と結合して形

態に与える影響については現在のところ、不明である。 
 
1-4-3：ミエリンとアクチン繊維と微小領域 
 アクチン繊維結合性微小領域構成分子を同定した結果、オリゴデンドロサイ

トマーカータンパク質がその主要分子として検出されたことは、微小領域とア

クチン繊維がミエリン形成において重要な意義を有することを強く示唆してい

る。今後は、CNPase、MOG、PLP が微小領域において果たす個々の機能（その

違い）について解析することが重要であると考えている。 
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第 2 章：微小領域における Na+, K+ -ATPase の同定と解析 
 
2-1：緒 言 
 神経細胞膜は興奮性を有する。膜の興奮はシナプスにおいて神経伝達物質の

放出を引き起こし、その情報は後細胞に伝達される。この時、膜の興奮と再分

極過程に様々なイオンチャネルと ATP 依存性イオン輸送体が関与する。脱分極

後、ATP 依存的にナトリウムイオンとカリウムイオンをアンチポートする輸送

体は Na+, K+ -ATPase であり、細胞膜の主要な ATPase である。Na+, K+ -ATPase
は膜を隔ててナトリウム／カリウムイオン濃度勾配を形成する。この内向きの

ナトリウム濃度勾配がカルシウムの細胞外への排出や神経伝達物質の再取り込

みを駆動する（Sweadner, 1989; Blanco and  Mercer, 1998; Lingrel et al., 2003）。Na+, 
K+ -ATPase 活性は強心配糖体ウアバインによって特異的に阻害される。 

腎臓や心筋、培養細胞系では、Na+, K+ -ATPase は非 DRM 分子と見なされてお

り、界面活性剤を用いない微小領域画分の構成分子として扱われてきた（Liu et 
al., 2003; Wang et al., 2004）。 
 シナプス膜由来 DRM 画分構成分子をカラムによって分画し、含まれる主要な

分子を質量分析法によって同定する過程で、高い再現性で Na+, K+ -ATPase の存

在を検出した。更に、DRM における Na+, K+ -ATPase の存在をウエスタンブロッ

ティング及びその酵素活性の測定により確認した。 
また近年、脳を含む諸臓器にウアバイン様生理作用物質が存在すること

（Rodriguez de Lores Arnaiz et al., 1998）、Na+, K+ -ATPase αサブユニットがウ

アバイン受容体としてシグナル伝達に関わると報告された（Liu et al., 2003; Wang 
et al., 2004）。腎臓由来の培養細胞 LLC-PK1 を用いた系では、ウアバイン刺激に

よって Na+, K+ -ATPase αサブユニット／チロシンキナーゼ Src／カベオリン-1
の複合体形成が微小領域カベオラにおいて経時的に生じること、MAP キナーゼ

の一つである ERK1/2 を活性化することが明らかとなっている（Wang et al., 
2004）。この三者複合体は心筋細胞においてもその存在が確認されている（Liu et 
al., 2003）。この結果を受けて、神経細胞に発現するα1 及びα3 アイソフォーム

について、そのウアバイン刺激依存的な DRM 局在性の変化をシナプス由来膜画

分を用いて検討した。 
 
2-2：材料と方法 
2-2-1：シナプス膜画分の調製 
 6 週齢ラット脳を用いて行った。方法は上述 1-2-2 と同様にして行った。また、

シナプトソーム画分の調製を行う場合は、粗シナプトソーム画分を調製した後、

浸透圧破砕を行わずにショ糖密度勾配遠心分離を行い、0.8-1.2 M 間に回収され
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る膜画分を回収した。 
 
2-2-2：シナプス膜画分及びシナプトソーム画分からの DRM 分画 
 DRM 分画は上述 1-2-3 に従って行った。ただし、界面活性剤は 2% Triton X-100
を用いた。 
 
2-2-3：シナプス膜由来 DRM 画分の可溶化 
 シナプス膜由来DRM画分を 2% SDS存在下でホモジェナイザーによる破砕後、

56℃（20 分間）保温することによって可溶化した。保温処理後、200,000 xg で
60 分間の超遠心分離を行い、可溶化上清を回収した。尚、この過程は室温で行

った。 
 
2-2-4：SDS 可溶性 DRM 画分の分画 
 SDSによって可溶化したDRM画分をハイドロキシアパタイトカラム（hydroxy 
apatite column: HAP カラム）（Bio Rad, CA, USA）によって分画した。溶出緩衝液

の条件を以下に示す。 
 
・ 溶出緩衝液 

リン酸緩衝液：100-300 mM（グラディエント溶出） 
 
 分画後、それぞれの画分を等容用いて SDS-PAGE による構成分子の比較・分

析を行った。SDS-PAGE 後、ゲルは Coomassie brilliant blue (CBB)によって染色し

た。検出したバンドをゲルから切り出して、リシルエンドペプチダーゼによる

ゲル内消化で得られたペプチドを液体クロマトグラフィータンデム質量分析計

（LC-MS/MS）で検出、同定を試みた。 
 
2-2-5：Na+, K+ -ATPase 活性の測定 
 Na+, K+ -ATPase 活性の測定はシナプス膜画分、シナプス膜由来 Triton X-100 可

溶性画分、シナプス膜由来 DRM 画分を用いて行った。それぞれの画分をホモジ

ェナイザーによってよく破砕した後、活性測定用緩衝液に懸濁した。その組成

を以下に示す。 
 
・活性測定用緩衝液 
 100 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 0.12 M KCl, 5 mM KCl, 0.1 mM ATP, pH7.4 
 

Na+, K+-ATPase 活性は、1 mM ウアバイン存在及び非存在下での総 ATPase 活
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性の差（ウアバイン感受性 ATPase 活性）とみなした（Gorini et al., 2002）。酵素

活性は、全て比活性で表記した。 
 
2-2-6：ウアバイン刺激 
 シナプトソーム画分とシナプス膜画分をウアバイン刺激する際はこれらの膜

画分を Krebs 緩衝液に懸濁して行った。 
 
・Krebs 緩衝液 

118.5 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.18 mM MgCl2, 0.1 mM Na2HPO4,  
20 mM Hepes-KOH, pH 7.4 

 但し、カルシウム存在下では、1.2 mM CaCl2 を、カルシウムキレート下では、 
1 mM EGTA をこれに添加して用いた。 

 
それぞれの膜画分を 100μM ウアバインによって刺激した。刺激は 37℃温浴

中でそれぞれの膜画分を保温することによって行った。刺激時間は 5,10,20 分間

行い、反応の停止は氷中に浸して、すぐさま氷冷した Krebs 緩衝液を 5 倍容添加

した後、250,000 xg で 30 分間の超遠心分離を行って上清を取り除いた。得られ

た沈殿を DRM 分画に用いた（方法は 1-2-2 参照）。 
 
2-2-5：抗体 
 Na+, K+ -ATPase αサブユニットの局在を検出する際、ウエスタンブロッティ

ングに用いた抗体の購入先を以下に示す。 
 
・ 抗α1 アイソフォーム抗体：Upstate Biotechnology（Virginia, USA） 
・ 抗α3 アイソフォーム抗体：Affinity BioReagents, Inc.（Golden, CO, USA） 
 
2-3：結 果 
2-3-1：シナプス膜由来 DRM 画分における Na+, K+ -ATPase の存在 
 HAPカラムによりSDSで可溶化したシナプス膜由来DRM画分を分画した際、

リン酸緩衝液 130-140 mM で溶出される画分（図 5A）に Na+, K+ -ATPase αサブ

ユニットを検出した。分析（LC-MS/MS によリ検出）したバンド（図 5A）から

はそのαサブユニットに由来するペプチドを複数検出した（図 5B）。脳内で発現

するαサブユニットには 3 種類のアイソフォーム（α1, α2, α3）が存在する

（Sweadner, 1989; Lingrel et al., 2003）。αアイソフォーム間で共通の配列を有す

るペプチドの他に、それぞれのアイソフォームに特異的なペプチドも検出した。

得られたペプチドの各アイソフォームにおける回収率（coverage）は、それぞれ
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α1（5.2%）、α2（5.2%）、α3（5.0%）だった。 
 次に、ウエスタンブロッティングによってその局在を確認した（図 5C）。神経

細胞はα1 及びα3 アイソフォームを発現する（Juhaszova and Blaustein, 1997）。
一方、グリア細胞はα1 及びα2 アイソフォームを発現する。したがって、α1
とα3 について検討した。その結果、それぞれのアイソフォームの大部分は Triton 
X-100 によって可溶化されたが（図 5C; lane1）、その一部は DRM 画分に回収さ

れた（図 5; lane 3）。これまで、Na+, K+ -ATPase は非 DRM 分子であると認識さ

れてきた（Liu et al., 2003; Wang et al., 2004）。しかしながら、シナプス膜を用い

て検討した場合、DRM 画分の局在に再現性があること、得られた DRM 画分を

Triton X-100（2%）で繰り返し処理しても可溶化されないことから、αサブユニ

ットの一部は DRM に局在すると判断した。 
 
 

 

 
 
図 5：シナプス膜由来 DRM 画分における Na+, K+ -ATPase の存在 
（A） SDS 可溶化 DRM 画分構成分子：DRM 画分を SDS（2%）で可溶化した

上清をハイドロキシアパタイトカラムによって分画したところ、130-140 

 27



mM リン酸カリウム緩衝液で溶出された画分に Na+, K+ -ATPase αサ

ブユニットの存在を見出した（矢印）。 
（B） 質量分析過程で得られたペプチド配列：Na+, K+ -ATPase αアイソフォ

ームに共通するペプチドと、それぞれに特異的なペプチドを検出した。 
（C） シナプス膜由来画分における Na+, K+ -ATPase の存在：α1 及びα3 アイ

ソフォームの一部は DRM 画分に回収された（lane 3）。しかしその大部

分は、Triton X-100 によって可溶化された（lane 2）。Lane 1: シナプス膜

画分（SPM）、lane 2: Triton X-100 可溶性画分（SPM-TxS）、lane 3: DRM
画分（SPM-DRM）、lane4: Triton X-100 不溶性高比重膜画分（SPM-A3）。
全ての画分は Lowry 法によってタンパク定量して等タンパク量（1μg）
を電気泳動した。 

 
 
2-3-2：Na+, K+ -ATPase 活性の測定 
 シナプス膜由来 DRM 画分において、ウアバイン感受性 ATPase 活性の存在を

確認することができた（図 6A）。 
 
2-3-3：シナプス膜画分における Na+, K+ -ATPase 活性を担うαアイソフォームに

ついて 
 αアイソフォームはそれぞれ異なったウアバイン感受性を有する。α1 が低感

受性（IC50 > 10,000 nM）であるのに対して、α2 及びα3 は高感受性（IC50: 10 – 
500 nM）である（Juhaszova and Blaustein, 1997）。この感受性の違いを利用して、

シナプス膜画分とシナプス膜由来 DRM 画分に存在する Na+, K+ -ATPase 活性を

担うαアイソフォームについて検討を行った（図 6B）。両画分に含まれる Na+, K+ 
-ATPase 活性をそれぞれ 100%として、様々な濃度のウアバイン存在下における

Na+, K+ -ATPase 活性の割合をそれぞれプロットした。その結果、ウアバインの

濃度が上昇するにつれて、両画分に存在する Na+, K+ -ATPase 活性は二層性の減

少過程をたどった（図 6B）。ウアバイン 10-100 nM 存在下における両画分の酵素

活性を比較することにより、α1 アイソフォームによる活性が選択的に DRM に

局在することが明らかとなった。シナプス膜画分では約 65%、DRM 画分では約

90%の Na+, K+ -ATPase 活性をα1 アイソフォームが占める結果となった。 
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図 6：シナプス膜由来画分における Na+, K+ -ATPase 活性の測定 
（A） Na+, K+ -ATPase 活性の存在：シナプス膜画分（SPM）、Triton X-100 可

溶性画分（SPM-TxS）、DRM 画分（SPM-DRM）それぞれにおいて、

Na+, K+ -ATPase 活性の存在を検出した。Na+, K+ -ATPase 活性はウアバ

イン（1 mM）に感受性の ATPase 活性と見なした。 
（B） ウアバイン濃度依存的な Na+, K+ -ATPase 活性の阻害：シナプス膜画分

（SPM）とその DRM 画分（SPM-DRM）それぞれに含まれる Na+, K+ 
-ATPase 活性（（-））を 100%とした。様々なウアバイン濃度存在下で

存在する Na+, K+ -ATPase 活性の割合をプロットした。ウアバイン

10-100 nM 存在時を比較することにより、α1 アイソフォームが選択的

に DRM における活性を担っていることが明らかとなった。シナプス

膜では約 65%、DRM 画分では約 90%の活性をα1 アイソフォームが

担っていた。 
Bar は SEM（n=4）を示す（*P ＜ 0.0001）。 

 
 
2-3-5：ウアバイン受容体として機能するαサブユニット 
 シナプトソーム画分及びシナプス膜画分をウアバイン刺激後（1 mM EGTA 存

在下）、それぞれの画分から DRM 画分を調製した。その局在変化についてウエ

スタンブロッティングを用いて検討したところ、α3 アイソフォームは経時的に
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DRM への局在を増加させた（図 7）。特にシナプトソーム画分を用いた系では、

処理後 10 分で明瞭なピークに達した。しかしながら、α1 はその局在に有意な

変化を示さなかった。Ca2+ 存在下でもα3 アイソフォームの局在変化を検出する

ことができた。比較対照区としたウアバイン非刺激区では、このような局在変

化は検出できなかった（data not shown）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7：ウアバイン刺激による Na+, K+ -ATPase αサブユニットの局在変化 
  シナプトソーム画分及びシナプス膜画分をウアバイン（100μM）で刺激し

た後に、それぞれの DRM 画分に存在するαアイソフォームの存在を検出し

た（1 mM EGTA 存在下）。α3 アイソフォームは経時的に DRM への局在を

増加させたのに対して、α1 は有意な局在変化を示さなかった。シナプトソー

ム画分におけるα3 の局在変化は、刺激後 10 分で明瞭なピークを示した。各

DRM 画分は Lowry 法によって定量した後、等タンパク量（5μg）を電気泳

動した。 
 
 
2-4：考 察（小括 2） 
2-4-1：Na+, K+ -ATPase の DRM 局在性 

これまでの報告が示す通り、腎臓あるいは心筋由来組織を用いた際、Na+, K+ 
-ATPase は界面活性剤によってほぼ完全に可溶化されて DRM 画分には回収され
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なかった（data not shown）。他組織に比較して心筋では、DRM 画分を回収する

こと自体難しかった。そして、それらの報告が示す通り、アルカリ条件（pH11）
に不溶性の膜画分から微小領域画分を調製すると、Na+, K+ -ATPase が確かに存

在することもまた確認した。アルカリ条件による微小領域画分には DRM 画分に

比べて約 10 倍量のタンパク質が回収された。しかしながら、シナプス膜画分を

用いて DRM 分画を行ったところ、Na+, K+ -ATPase は高い再現性をもって DRM
画分に回収することができた（図 5）。この結果は同じ分子においても組織によ

って微小領域に対する親和性が異なることを示唆している。また、DRM 画分を

用いた活性測定によってもその存在を確認することができた（図 6A）。 
 
2-4-2：微小領域における Na+, K+ -ATPase の機能 
 シナプス膜由来 DRM 画分に存在する Na+, K+ -ATPase 活性の約 90％はα1 ア

イソフォームに依存していた。シナプス膜において、α1 アイソフォームが担う

活性は全体の約 65%程度であり、この結果はα1 アイソフォームによる Na+, K+ 
-ATPase 活性が選択的に DRM へ局在していることを示している。 
 一方、αサブユニットがウアバインの受容体となり、微小領域カベオラにお

いて機能複合体を形成してシグナル伝達に関与すると報告されたが（Liu et al., 
2003; Wang et al., 2004）、この機能に関する報告のほとんどは腎臓由来培養細胞

と一部で心筋細胞が用いられている。腎臓はα1 アイソフォームのみを発現し、

心筋はα1 及びα2 を発現している（Sweadner, 1989; Lingrel et al., 2003）。神経細

胞はα1 及びα3 を発現しているが、ウアバイン刺激によるα3 アイソフォーム

の挙動に関してはこれまでに報告されていない。シナプス由来膜画分を用いた

解析によりα3 がウアバイン刺激に応じて経時的に微小領域に集積することを

見出した（図 7）。この局在変化は EGTA 存在下においても生じることから、カ

ルシウムイオンの必要性はないと考えている。また、シナプトソーム画分を用

いた解析では、ウアバイン刺激後 10 分間で明瞭なピークを生じた。シナプス膜

画分では比較的ゆっくりとその局在を上昇させた。微小領域へのα3 アイソフォ

ームの局在化にはシナプトソーム内に存在する分子の必要性が推測される。更

に、刺激には 100μM のウアバインを用いたが、この濃度は微小領域に存在する

Na+, K+ -ATPase 活性をほぼ完全に阻害する。α3 の DRM 局在化には酵素として

の本来の機能を必要としないのかもしれない。 
 腎臓や心臓由来細胞では、カベオラにおけるαサブユニットを含む複合体に

チロシンリン酸化酵素 Src が含まれている。シナプス膜由来 DRM 画分において

も Src の関与を推定したが、Src の経時的な局在変化を検出することはできなか

った（data not shown）。脳内では、他組織とは異なったメカニズムが存在する可

能性がある。 
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以上の結果は、シナプス膜由来 DRM における局在が、Na+, K+ -ATPase αア

イソフォームに依存的なメカニズムによって調節されることを示唆している。

また、刺激に依存したα3 アイソフォームの DRM への局在化は、微小領域がウ

アバイン様活性因子のシグナリングに重要な生理機能を担うことを示すだけで

はなく、その局在化のメカニズムの解析を通して刺激依存的な微小領域の構築

機構の解明に有効である。 
 
2-4-3：Na+, K+ -ATPase と細胞骨格 
 最近、培養細胞株（Hela cells）を用いた系において、アクチン骨格制御タン

パク質として知られる cofilin と解糖系酵素 triosephosphate isomerase が相互作用

しており、更にこれに Na+, K+ -ATPase が相互作用していると報告された（Jung et 
al., 2002）。解糖系酵素をその複合体に存在させる意義として、Na+, K+ -ATPase
への ATP の供給が挙げられている。リン酸化された cofilin は Na+, K+ -ATPase 活

性を上昇させた。これには、Rho シグナリングの関与が示されている。Cofilin は
無刺激の細胞において、リン酸化分子と脱リン酸化分子が共存している。細胞

を 刺 激 し た 際 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 3- キ ナ ー ゼ

（phosphatidylinositol 3-kinase: PI3K）シグナリングを活性化させた場合では、

cofilin は脱リン酸化される。この過程には Ras/MEK/ERK 及び Ras/PI3K カスケ

ードが関与するらしい（Nebl et al., 2004）。更に、Jung and the colleages は、ウア

バインがその Na+, K+ -ATPase の阻害を通して coflin を脱リン酸化させること、

そのメカニズムとして、Rho キナーゼ/LIM キナーゼ/cofilin というリン酸化系を

down-regulation させる一方、Src/EGFR/Ras/Raf/MEK カスケードを活性化させて

cofilin のリン酸化を抑制するというモデルを提唱している（Jung et al., 2006）。 
 このウアバイン/アクチン骨格系制御のシグナリングと微小領域の関係につい

ては非常に興味深いが、その関与について言及されていない。本研究における

α3 アイソフォームの DRM-association が細胞形態に与える影響について、培養

神経細胞を用いた薬理実験等を用いて検討する必要があると考えている。 
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第 3 章：モノクローナル抗体を用いた微小領域構成分子の同定と解析 
 
3-1：緒 言 
 微小領域には多様な機能分子が多数存在しており、その解析には分子を特異

的に認識するモノクローナル抗体が非常に有力なツールになる。そこで、シナ

プス膜由来 DRM 画分を抗原としてマウスに免疫することにより微小領域構成

分子に対する抗体を作製した。その結果、得られたモノクローナル抗体の一つ

（18-6D4 抗体）が DRM 画分に豊富に存在する 140kDa 付近のバンドを特異的に

認識した。この抗体で免疫沈降を行い、抗原タンパク質を質量分析法とウエス

タンブロッティングにより同定した結果、PLCβ1 であることが判明した。PLC
はホスファチジル 4, 5-ビスリン酸（phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate: PIP2）を

加水分解して、イノシトール 1, 4, 5 -トリスリン酸（inositol 1,4,5-trisphosphate: IP3）

とジアシルグリセロール（diacyl glycerol: DAG）を産生する。IP3 及び DAG はカ

ルシウム／C キナーゼ（protein kinase C: PKC）へと繋がる、細胞内では主要な

シグナル伝達系のセカンドメッセンジャーである。微小領域が PIP2 シグナリン

グに関与することは、PIP2 と PIP2 合成酵素の一つであるホスファチジルイノシ

トール 4-キナーゼⅡα（phosphatidylinositol 4-kinase Ⅱα: PI4KⅡα）がその構

成分子であることから示唆される（Baryiko et al. 2001; Minogue et al. 2001; Waugh 
et al. 2006）。その後の解析によって、PLCβ1 のみならず、PLCβ3 とβ4 アイソ

フォームもまた DRM に局在性を示すことが明らかとなった。DRM 画分からの

PLCβ1 精製法を確立すると共に、精製した PLCβ1 を用いてその活性に影響を

与える因子について検討した。 
 
3-2：材料と方法 
3-2-1：シナプス膜画分の調製 
 シナプス膜画分の調製は上述 1-2-2 に遵って行った。 
 
3-2-2：脳及びシナプス膜画分由来 DRM 画分の調製 
 脳を摘出した後、PBS でよく洗浄した。これを剪刃で切り刻み、ホモジェナ

イザーによって破砕した（TME 緩衝液）。破砕液を 100,000 xg で 60 分間の超遠

心分離を行った。得られた上清を回収し、不溶性画分を TME 緩衝液中で破砕し

た。再度、100,000 xg で 60 分間の超遠心分離を行った後、上清を先に得られた

上清と混合して、これを可溶性画分（CS）とした。沈殿は不溶性画分として回

収した。不溶性画分とシナプス膜画分からの DRM 分画は上述 1-2-3 に従って行

った。 
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3-2-3：モノクローナル抗体の作製 
 シナプス膜由来 DRM 画分を抗原としてモノクローナル抗体の作製を行った

（Funatsu., 1999）。得られたハイブリドーマの内、クローン（18-6D4）が DRM
画分に豊富な抗原を特異的に認識したので、これをマウス（Balb/c）の腹腔に注

射した。回収した腹水は硫安分画（50% 飽和）によって粗分画を行った。その

後、ジエチルアミノエチル-陰イオン交換クロマトグラフィー（diethylaminoethyl 
column: DEAE カラム）（Amersham Pharmacia Biotech., Little Chalfont, UK）によっ

て IgG タンパク質を精製した。 
 
3-2-4：PLCβ1 の可溶化 
 DRM 画分から PLCβ1 を可溶化するために、高イオン強度（0.6 M NaCl, 4℃）、

デオキシコール酸ナトリウム（sodium deoxycholate: DOC）（0.5%）、及び Triton 
X-100（2%）による可溶化を行った。シナプス膜画分（TME 緩衝液に懸濁した）

に NaCl、DOC、あるいは Triton X-100 を加えて、ホモジェナイズした。界面活

性剤による可溶化の場合は破砕後、37℃で 20 分間保温した。可溶化処理の後、

試料を 100,000 xg で 60 分間の超遠心分離を行った。可溶化上清を回収して氷上

で保存した。また、MCD による可溶化（30 mM, 4℃）も同様にして行った。 
 
3-2-5：免疫沈降 
 18-6D4 抗体を用いて、PLCβ1 を 0.6 M NaCl で可溶化したシナプス膜由来

DRM 画分を材料（元画分）として用いた免疫沈降を行った。18-6D4 抗体を結合

させた Sepharose ビーズ（2-2-5 参照）を用いた。可溶化した上清は等張に戻す

ために TME 緩衝液で 4 倍希釈した。ビーズは 0.2% Triton X-100 を含む TME 緩

衝液で 3 回洗浄した後、TME 緩衝液のみで 3 回洗浄した。結合した分子の溶出

は SDS サンプル用緩衝液で溶出した。 
 
3-2-6：PLCβ1 の精製 
 PLCβ1を 2% Triton X-100で可溶化した（37℃で 20分間）シナプス膜由来DRM
画分から精製した。精製は HAP カラム（Bio Rad）、DEAE カラム（Amersham 
Pharmacia Biotech.）、へパリン-Sepharose カラム（Amersham Pharmacia Biotech.）
の順に用いた。分画後、PLCβ1 を含む画分はウエスタンブロッティングによっ

て確認、選択した。以下に、各カラム使用時の溶出緩衝液の条件を示す。 
 
・ HAP カラム：300-500 mM リン酸緩衝液 
・ DEAE カラム：0-0.3 M NaCl / 10 mM Hepes-KOH , 0.2 mM EGTA, 0.2% Triton 

X-100, pH7.5 
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・ へパリン-Sepharose カラム：0.1-1.0 M NaCl / 10 mM Hepes-KOH , 0.2 mM 
EGTA, 0.2% Triton X-100, pH7.5 

 
3-2-7：Gqαタンパク質の調製 
 Gqαを含む膜画分を調製するために、HEK293 細胞に Gqα遺伝子（human Gq
α; GenBank No. U40038）を導入してその細胞膜を分画・回収した。Gqα遺伝子

は、真核細胞におけるタンパク質発現用ベクター（pCMV5）の CMV プロモー

タ下に構築、クローニングしたものを用いた（この発現ベクターは、奈良先端

科学技術大学院大学 バイオサイエンス研究科 伊東 広 先生よりご供与）。

HEK293 細胞は 10% FCS を含む DMEM を用いて培養した。遺伝子導入は

TargefectF-1（ナカライテスク）を用いて、その推奨プロトコルに従って行った。

遺伝子導入後 48 時間で、細胞を回収した。細胞は破砕用緩衝液（50 mM 
Hepes-NaOH, 1 mM EDTA, 3 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 0.15 M NaCl, 0.1 mM 
guanosine 5’-diphosphate, 1 mM PMSF, pH 7.4） 中で破砕した後、500 xg で 2 分間

の遠心分離を行った。上清を更に 250,000 xg で超遠心分離後、沈殿を同破砕用

緩衝液に懸濁、更にホモジェナイザーで破砕した。PLCβ1 活性を測定する前に、

この膜画分を活性化する必要がある。活性化はこの膜画分に 1 mM GTPγS, 2 
mM ジチオスレイトール (dithiothreitol: DTT), 1% DOC を加えて、37℃で 180 分

間保温した。 (Hepler et al. 1993; Mizuno et al. 2005)。コントロール区として Gq
α遺伝子を導入しない細胞もまた同様に分画した。活性化後、これらの膜画分

は使用時まで氷上にて保存した。 
3-2-8：精製 PLCβ1 活性測定 
 精製 PLCβ1 の活性測定は以前の報告に従って行った(Hepler et al. 1993)。基質

となる PIP2 及びホスファチジルエタノールアミン（phosphatidylethanolamine: PE）
を 1:5 の割合で混合し、人工脂質膜（リポソーム）を調製した。これを基質膜と

して用いた。但し、1 検定（1 tube）につき、[3H]PIP2（Perkin Elmer）を 5000-10000 
cpm 加えた。また、必要に応じて、PE を減らして Chl、あるいはホスファチジ

ルコリン（phosphatidylcholine: PC）を添加してリポソームを調製した。ラット脳

から調製した NAP-22 もまた必要に応じてこれに添加した。酵素反応は以下の測

定用反応緩衝液を用いて行った。 
 
・ 測定用反応緩衝液 
 50 mM Hepes-NaOH, 0.2 mM EDTA, 3 mM EGTA, 0.83 mM MgCl2, 20 mM NaCl,  

30 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1 mg / ml bovine serum albumin (BSA), 0.16% DOC, 1.5  
mM CaCl2 （終濃度 150 nM の free Ca2+を得る）, pH7.4 
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・ HEK 293 細胞膜画分：50 ng protein / assay（±Gqα）  
 

酵素反応は 37℃で 30 分間行い、反応停止は 2N HCl を等容加えた。その後、 
クロロホルム/メタノール（1:1 混合液）を再び等容加えて、12,000 rpm で 10 分

間遠心分離した。遠心後、水層（加水分解された IP3 を含む）を回収して、液体

シンチレーションカウンターにより、含まれる[3H]IP3 を定量した。酵素活性は

全て比活性で表記した。 
 
3-2-9：抗体及び用いた脂質について 
 用いた抗体、抗 PLCβ1, 2, 3, 4 抗体は全て Santa Cruz Biotechnology から購入し

た。脂質は Avanti あるいは Sigma から購入した。ラット脳からの NAP-22 の精

製は以前に報告した通りに行った（Maekawa et al., 1999）。 
 
3-3：結 果 
3-3-1：18-6D4 抗原の局在とその可溶性 
 脳を DRM 分画して得られたそれぞれの画分における 18-6D4 抗原の局在をウ

エスタンブロッティングによって検討した（図 8A）。生後 10 日齢では、可溶性

画分では検出できず、膜由来画分においてその局在が検出されたが特に明瞭な

局在性を示す画分はなかった。 生後 3 週、13 週齢と、発育するにつれて DRM
画分への局在が明瞭になった。また、免疫沈降法により抗原を分画するために

18-6D4 抗原の可溶性を検討したところ、高塩強度下（0.6 M NaCl）と DOC では

その一部が可溶化することが分かった（図 8B）。 
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図 8：18-6D4 抗原の局在 
（A） 生後発育過程における 18-6D4 抗原の局在変化：生後 10 日齢では、可

溶性画分（lane 1）にその存在を検出することはできなかった。主に膜

画分（lane 2-4）において存在したが、明瞭に局在する画分はなかった。

生後 3 週齢を過ぎると、DRM 画分において明瞭に局在した。Lane 1: 可
溶性画分、lane 2: Triton X-100 可溶性画分、lane 3: DRM 画分、lane 4: 
A3 画分。各画分 10μg のタンパク質を電気泳動した。全ての画分は

Lowry 法によって定量し、等タンパク量（5μg）を電気泳動した。 
（B） 18-6D4 抗原の可溶性：高塩強度（0.6 M NaCl）、あるいは DOC（0.5%）

でシナプス膜由来 DRM 画分を可溶化した。18-6D4 抗原は、その一部

を可溶化することができた。NS: NaCl による可溶化上清、NP：NaCl
不溶性画分；DS：DOC による可溶化上清、DP：DOC 不溶性画分。不

溶性画分は可溶化上清と等容積の緩衝液によって懸濁、破砕した後に、

それぞれ 10μl を電気泳動した。 
18-6D4 抗体による免疫反応をドットで示す。 

 
 
3-3-2：免疫沈降 
 18-6D4 抗体を用いて、0.6 M NaCl で可溶化した DRM 画分から免疫沈降によ

って 18-6D4 抗原を濃縮した（図 9A）。SDS-PAGE では、明瞭な二本のバンドを

確認することができた（図 9B）。低分子量の免疫反応陽性バンドは一部抗原が分

解して生じたものであると判断した。脳を用いたウエスタンブロッティングで

はこのような反応は検出されなかった（図 8A）。免疫沈降法によって分画した

18-6D4 抗原を質量分析したところ、以下のペプチドが検出された。 
 
FESFETSK, TEPNSSLAK, IISGQFLSDK, SPVEFVEYNK, QEQVQVLIEK, 
ETELLDLSLVK, SFEMSSFVETK, EVIEAIAECAFK, NIYRLFSADRK, 
QLAALTLEDEEEVK, LTDVAEECQNNQLK, RLPLEILEFVQEAMK 
 
その結果、この抗原が PLCβ1 であり、PLCβ1 アイソフォーム a の一次配列と

比較したところ、そのペプチド回収率は 23%であった。更に、免疫沈降画分を

市販されている抗 PLCβ1, 3, 4 抗体、それぞれを用いてウエスタンブロットした

結果、抗 PLCβ1 抗体にのみ陽性反応が得られた。PLCβ1 にはアイソフォーム

a 及び b が報告されており、近接する二本のバンドの存在はこの報告と一致する
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（Bahk et al., 1994）。また、PLCβ2 に関しては脳内での発現が非常に低いことが

知られている（data not shown; Guo et al., 2005）。以上の結果から、18-6D4 抗原が

PLCβ1 であると判断した。 
 
3-3-3：PLCβ1 の精製 
 DRM 画分から PLCβ1 を可溶化するために高塩濃度や DOC による処理を試

みたがその一部を可溶化するだけであった。また、MCD を用いた Chl の抽出は

その可溶化に効果は認められなかった。一方、37℃保温下での 2% Triton X-100
による処理は比較的効率良く可溶化したが、この方法によっても完全に可溶化

するには至らなかった（図 9C）。この条件で可溶化した DRM 画分からカラムを

用いて PLCβ1 を精製した（図 9D；方法は上述 3-2-6 を参照）。 
 

 

 
図 9：18-6D4 抗原の同定と精製 
（A） 免疫沈降：シナプス膜由来 DRM 画分を 0.6 M NaCl で可溶化した画分

から 18-6D4 抗体を用いて免疫沈降を行った。明瞭な二本のバンドが得

られた（CBB）。質量分析によって、このバンドが PLCβ1 に由来する

ペプチドを含むことが判明した。 
（B） 市販抗体によるウエスタンブロッティング：市販されている抗 PLCβ
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1, 3, 4 特異抗体それぞれを用いて、免疫沈降画分（A）をウエスタンブ

ロットした。その結果、抗 PLCβ1 抗体のみ陽性反応を得た。 
（C） 2% Triton X-100/1 M NaCl による可溶化： 2% Triton X-100/1 M NaCl

は他の可溶化条件よりも優れていたが、PLCβ1 を完全に可溶化するこ

とはできなかった。37S1：一度目の可溶化上清、37S2：二度目の可溶

化上清、37P：不溶性画分。不溶性画分は可溶化上清と等容積の緩衝液

で懸濁、破砕した。 
 電気泳動には、等容積のサンプルを電気泳動した（方法 3-2-4、3-2-5 参照）。 
（D） 精製 PLCβ1：シナプス膜由来 DRM 画分を 2% Triton X-100 で可溶化

した上清から、ハイドロキシアパタイトカラム、DEAE-イオン交換カ

ラム、へパリン-Sepharose カラムを用いて PLCβ1 を精製した。各カ

ラムの後、PLCβ1 を含む画分の選択にはウエスタンブロッティングを

用いた。 
 
 
3-3-4：精製 PLCβ1 の活性測定 
 PIP2 を含むリポソームを基質として精製 PLCβ1 の活性を測定した。以前に報

告のあった、Sf9 細胞にバキュロウイルスを用いて遺伝子導入・発現させて調製

した PLCβ1（His6-tagged recombinant）と同等の酵素活性を有していた（図 10A）

（Biddlecome et al., 1996）。また、PLC が Gqαによって活性化されることから、

HEK293 細胞に Gqαを遺伝子導入・発現させて、その膜画分を Gqαタンパク質

として精製 PLCβ1 の活性化に用いた（図 10A）(Hepler et al. 1993)。Gqαによっ

て PLCβ1 の活性は約 2 倍に上昇した。しかしながら、Gqαを導入していない

HEK293 細胞膜画分にも酵素活性の上昇が検出された。この現象は本測定過程で

は常に起こった。HEK293 細胞膜自身に PLC 活性は検出されなかったことから

（data not shown）、PLC を活性化する因子を含んでいるのかもしれない。しかし、

Gqαが有意に PLCβ1 を活性化することは確認できた。 
 次に、構成脂質の総モル数を一定にして、Chl あるいは PC を PE 主体のリポ

ソームに加えた際、酵素活性に与えるその量依存的な影響を検討した（図 10B）。
Chl を加えても、その活性に有意な影響を見出すことはできなかった。しかしな

がら、PC を加えるとその量依存的に著しく活性を低下させることが明らかとな

った。 
 更に、脂質結合性タンパク質 NAP-22 が酵素活性に与える影響についても併せ

て検討した（図 10C,D,E）。リポソームの組成を PIP2/PE（C）、PIP2/PE/Chl（D）、

PIP2/PE/PC（E）と変化させて、その影響を検定したところ、それぞれの組成に

おいて、NAP-22 の量依存的に酵素活性を減少させた。 
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図 10：精製 PLCβ1 活性の測定 
（A） Gqαによる活性化：精製 PLCβ1 は Gqαを含む HEK293 細胞膜画分

によって有意に活性化された（約 2 倍）。 
（B） 人工基質膜の脂質組成が酵素活性に与える影響について：リポソーム

を構成する PE を減らして Chl を添加、更にその量を増加させても活

性に影響は無かったが、PC はその量依存的に酵素活性を著しく阻害し

た。 
（C,D,E）NAP-22 が酵素活性に与える影響について：NAP-22 を、様々な組

成のリポソームに添加してその酵素活性を測定した。NAP-22 はその

量依存的に活性を阻害した。用いたリポソームの組成は、PIP2/PE（C）、

PIP2/PE/Chl（D）、PIP2/PE/PC（E）を用いた。 
Bar は SEM（n=4）を示す（*P ＜ 0.0001）。 

 
 
3-3-5：PLCβアイソフォームの局在とその可溶性 
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 脳内には、β1 アイソフォームの他にβ3 及びβ4 アイソフォームが発現して

いる(Day et al., 2002)。これらのアイソフォームに関してその DRM 局在を検討し

た（図 11A）。β3,β4 共に DRM 画分において明瞭に局在する。更に、Triton X-100
（2%; 37℃）で可溶化を試みた（図 11B）。β3 は一部可溶化することができた

が、β4 に関してはほとんど可溶化することはできなかった。 
 次に、シナプス膜由来画分における PLCβ1、Gqα、NAP-22 の局在について

検討した（図 11C）。DRM 画分では（C; lane 3）、これらのタンパク質を全て検

出することができた。 
 

 
 

図 11：PLCβ3 及びβ4 の局在とその可溶性 
（A） PLCβ3 及びβ4 の局在：PLCβ3 及びβ4 アイソフォームの局在をウ

エスタンブロッティングによって検討した。両アイソフォーム共に

DRM画分において明瞭な局在を示した（lane 3）。Lane 1: 可溶性画分、

lane 2: Triton X-100 可溶性画分、lane 3: DRM 画分、lane 4: A3 画分。

Lowry 法によるタンパク定量後、各画分共に 10μg のタンパク質を電

気泳動した。 
（B） PLCβ3 及びβ4 の可溶性：シナプス膜由来 DRM 画分を用いて、β3

及びβ4 アイソフォームの可溶性をウエスタンブロッティングによっ

て検討した。可溶化は Triton X-100（2%）によって行った。β3 アイ
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ソフォームはその一部を可溶化することができたが、β4 は可溶化する

ことができなかった。不溶性画分は可溶化上清と等容積の緩衝液で懸

濁、破砕した後に 10μl を電気泳動した。 
（C） シナプス膜由来画分における DRM 構成分子の局在：PLCβ1、Gqα、

NAP-22 の局在について、ウエスタンブロッティングによって検定した。

DRM 画分では、これらの分子全て検出することができた。Lane 1: シ
ナプス膜画分（SPM）、lane 2: Triton X-100 可溶性画分（SPM-TxS）、
lane 3: DRM 画分（SPM-DRM）、lane4: Triton X-100 不溶性高比重膜画

分（SPM-A3）。Lowry 法による定量後、タンパク量 1μg を電気泳動し

た。 
 
 
3-4：考 察（小括 3） 
3-4-1：微小領域構成分子 PLCβ1, 3, 4 とその可溶性 
 PLCβ1 を新規微小領域構成分子として同定した（図 8, 9）。PLCβ1 及び PLC
β3 が 2% Triton X-100 でその一部を可溶化することができたが、PLCβ4 は可溶

化できなかった（図 11）。PLCβアイソフォーム間においても DRM への親和性

は異なることが明らかとなった。 
しかしながら、PLCβの膜局在については不明な点も多く残されている。PLC

β1 の膜への局在とその Gqαによる活性化には C 末端に存在する塩基性領域が

重要であること､また PLCβ1 と PLCβ2 の膜への結合には PIP2 と G タンパク質

のα､β､γサブユニットには依存しないと報告されている (Kim et al, 1996; 
Runnels et al. 1996; Rebecchi and Pentyala 2000)。PLCβの C 末には PDZ ドメイン

を認識する領域が存在しており、これが膜下における足場タンパク質と結合す

ることによって膜局在に機能しているのかも知れない（Rebecchi and Pentyala, 
2000）。例えば PLCβ3 は、PDZ ドメインを有する足場タンパク質 shank2 と結合

することによってシナプス後肥厚領域に局在することができる（Hwang et al. 
2005）。今回得られた結果が示すように、DRM 親和性の違いが各アイソフォー

ムの分子特性として存在しているのか、他の相互作用分子の影響によるのか、

またそれぞれのアイソフォームが同じ微小領域に存在するかということについ

て現段階で言及することはできない。DRM 画分の細分画と相互作用解析によっ

て検討することがこれからの課題の一つである。 
 
3-4-2：精製 PLCβ1 の活性 
 PLCβをシナプス膜由来 DRM 画分から精製した。精製した PLCβ1 はこれま

でに報告された比活性と比較して同程度の活性を有していた（Biddlecome et al., 
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1996）。しかしながら、Gqαによる活性化が約 2 倍程度であったのに対して（図

10A）、過去の報告では 5-10 倍程度の活性化が検出されている（Hepler et al. 1993; 
Biddlecome et al., 1996）。DRM 画分からの精製についてはこれまでに報告されて

いないため、Gqαによる低い活性化の原因が、DRM 画分から可溶化する際に生

じたタンパク質構造への障害によるものなのか、DRM における PLCβ1 が本来

有する特性であるかについては不明である。 
 精製 PLCβ1 の活性は基質となるリポソームを構成する脂質組成に大きく影

響を受けた（図 10B）。Chl はその活性に影響を与えなかったが、PC はその量依

存的に活性を阻害した。PIP2 を基質とする PLC にとって、PE に比較して PC の

大きな極性基が立体障害となって PIP2 にアクセスできなくなることに起因する

と推察される。 
PLCβは様々な機能分子によってその活性を制御される。PLCβ1 活性はホス

ファチジン酸（PA）によって活性化される（Litosch, 2000）。興味深いことに、

PC をベースとする基質膜に PE を加えても PLCβ1 の膜への結合性に変化は無

いのに対して、PA を加えるとその膜への結合は増加する。そして、PA の存在は

その活性を著しく増加させる。一方、PLCβ2 及びβ3 は Gβγによって活性化

される（Wang et al., 2000）。PC はこの Gβγによる活性化を阻害する（Feng et al., 
2005）。興味深いことに、Gβγは PLCβ1 活性を阻害する（Litosch, 1997）。 
 更に、NAP-22 はその量依存的に PLCβ1 の活性を阻害した（図 10C,D,E）。
NAP-22 が有する微小領域構成脂質への高い結合活性が、PLCβ1 の PIP2へのア

クセスを阻害してその活性を低下させたと考えられる。 
 
3-4-3：微小領域と PIP2 シグナリング 
 中枢神経系では、代謝型グルタミン酸受容体、ムスカリン性アセチルコリン

受容体が PLCβを活性化することが知られている。これらの受容体に対するア

ゴニストを用いてシナプス膜画分を刺激することにより、PLCβ1 の DRM 局在

性について検討したが、有意な局在変化を検出することはできなかった（data not 
shown）。 
シナプス膜において、PLCβ1 とその活性化因子 Gqαが共存することを確認

した（図 11B）。NAP-22 はカルモジュリン結合タンパク質であり、細胞内への

カルシウム流入や PKC によるリン酸化によって微小領域内葉から細胞質へと局

在を変化させる（Terashita et al., 2002）。NAP-22 もまた DRM 画分に存在してお

り、この脂質シグナリングに関わる可能性がある。これらの結果は微小領域が

PIP2/PLC から始まる脂質シグナリングに重要な機能を有することを強く示唆し

ている。PIP2/PLC はまたその産物である IP3 及び DAG を介して細胞骨格の制御

やエンドサイトーシスに関与する（Martin 2001; Czech et al. 2003）。神経細胞で
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は、神経活性や運動性を制御することが知られている（Biddlecome et al. 1996; 
Laux et al, 2000; Hannan et al 2001; Micheva et al. 2001; Di Polo et al. 2004; Wenk and 
De Camilli 2004）。また、PLCβ1 がシナプスの形態に与える影響について、その

ノックアウトマウスを用いた電子顕微鏡観察からシナプススパインの構造に異

常を来たすこと、更に代謝型グルタミン酸受容体タンパク質とのダブルノック

アウトによって体性感覚野のバレル構造の崩壊がその主徴として報告されてい

る（Hannan et al 2001; Spires et al., 2004）。 
 このように、微小領域構成分子として PLCβ1, 3, 4 を見出したことは、微小領

域が脂質シグナリングに関与することを強く支持している。また、微小領域に

おける PLCβ1 とその関与する PIP2 シグナリングが神経細胞の形態に与える影

響について解析を進める必要がある。しかしながら、PLCβ1 の細胞内局在、特

にカルシウム流入や受容体アゴニスト刺激をかけた際の局在変化については未

だ充分に検討していない。微小領域における相互作用解析と共に、培養細胞系

を用いた薬理学的局在解析、その形態に与える影響について解析することが必

要であると考えている。 
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まとめ（総括） 
 得られた知見を以下にまとめる。 
 
第 1 章：アクチン繊維と相互作用する微小領域構成分子の同定 
1） 細胞膜からアクチン繊維結合性分子を分離する方法を確立した。 
2） アクチン繊維結合性 DRM 構成分子として、オリゴデンドロサイトマーカー

タンパク質 CNPase、MOG、PLP を分離・同定した。 
3） CNPase、MOG、PLP はそれぞれ異なるアクチン繊維結合様式を示した。 
 オリゴデンドロサイトは中枢ミエリンを形成し、軸索に巻きつけたその膜構

造は非常に複雑な形態を呈する。その形態形成及び維持にアクチン繊維は重要

であり、またアクチン繊維結合性微小領域構成分子を探索した結果、オリゴデ

ンドロサイトマーカータンパク質が検出されたことは、微小領域が細胞形態の

維持・制御に重要な機能を有することを示しただけでなく、脳内において量的

にもその占める割合が高いことを反映している。 
 
第 2 章：微小領域における Na+, K+ -ATPase の同定と解析 
1)  微小領域局在性 ATPase として、Na+, K+ -ATPase を見出した。 
2)  α1 アイソフォームによる Na+, K+ -ATPase 活性は選択的にシナプス膜由来

DRM 画分に局在し、その活性の約 90%を担うことが明らかとなった。 
3)  ウアバイン刺激によってα3 アイソフォームが DRM へ局在化した。 
 微小領域が ATP 依存的なイオン輸送に機能することを示す重要な知見である 
と考えている。シナプス膜由来 DRM における Na+, K+ -ATPase αサブユニット 
の局在がそのアイソフォーム依存的なメカニズムによって調節されていること 
を示す結果を得ることができた。この結果は刺激依存的な分子動態を解析する 
上で､有効なターゲットになる。相互作用分子の特定と共に、培養細胞を用いた 
局在解析が課題である。 
 
第 3 章：モノクローナル抗体を用いた微小領域構成分子の同定と解析 
1） 微小領域構成分子として PLCβ1,3,4 を同定した。 
2） PC は PLCβ1 活性を著しく阻害した。 
3） NAP-22 は PLCβ1 活性をその量依存的に阻害した。 
 微小領域構成分子として PLCβを同定したことは微小領域が PIP2 シグナリン

グに機能することを強く支持する。また、基質となる脂質組成によって活性が

制御されるという結果は、その膜局在あるいは局在変化が PLC 活性を制御する

可能性を示唆している。NAP-22 の脂質結合特性を考慮すると、その PIP2 シグナ

リングへの関与について検討する必要がある。PLCβ1 の組織形態形成への関与
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はこれまでに複数の報告がなされており、微小領域が関わる分子経路について

解析することが必要である。 
 
 
このように、本研究によって得られた知見は脳由来細胞膜微小領域が多彩な

細胞機能に関わることを示したと共に、新規構成分子の同定と解析を通して、

微小領域をより詳細に解析する手掛かりを得ることができたと位置付けられる。 
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