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Neurotrophic factor-like substances and inducers of neurotrophic factor biosynthesis have enormous therapeutic
potential for serious neuronal diseases such as Alzheimer's disease. Here, we discuss about the pharmacological eŠects
of scabronines and b-eudesmol as promising candidates of leading compounds against the dementia. In addition, we dis-
cuss about the signaling pathway of nerve growth factor and cyclic AMP in order to seek the signaling molecules as tar-
gets of drug development.
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1. はじめに

高齢化社会を迎え，アルツハイマー病などに代表

される老人性認知症が近年大きな社会問題となって

いる．現在のところ，アルツハイマー病の発症はア

ミロイド仮説が有力である．すなわち，b アミロイ

ドの過剰な産生，凝集，沈着によるタウタンパク質

の高度のリン酸化並びに神経原線維変化が引き起こ

されることにより，病気が発症するものと考えられ

ている．1,2)わが国で現在使用されているアルツハイ

マー病の治療薬は，コリンエステラーゼ阻害作用を

有するアリセプト（エーザイ）のみである．この

薬物療法は原因療法ではないため，その効果は限定

的であるのが現状である．

神経栄養因子とは神経細胞の生存，分化，再生を

促進させる物質の総称であり，現在までに様々な栄

養因子が同定されている．3)中でも神経成長因子

（nerve growth factor, NGF），脳由来神経栄養因子

（brain-derived neurotrophic factor, BDNF）などに

代表されるニューロトロフィンの研究が盛んに行わ

れている．アルツハイマー病では，学習，記憶に重

要な役割を担うと言われているコリン作動性ニュー

ロンが顕著に変性している．4)そのコリン作動性ニ

ューロンが NGF 感受性であることから，NGF な

どの神経栄養因子をアルツハイマー病の治療薬とし

て応用する試みが考えられた．しかしながら，

NGF などの栄養因子は高分子タンパク質であり，

末梢から投与しても血液―脳関門を通過せずにほと

んど脳内に移行しない．そのため，ドラッグデリバ

リー上の問題点があり，NGF そのものを医薬品と

して応用することは非常に困難である．したがっ

て，新たなストラテジーとして，1) NGF 様の作用

を示す低分子性の化合物の開発，2) NGF などの神

経栄養因子の生合成を促進させる低分子性の化合物

の開発，3) NGF の情報伝達経路を活性化させる低

分子性の化合物の開発などが考えられる．そこで，

筆者は 1)，2)に該当する薬物を天然界から幅広く

探索した．その結果，担子菌ケロウジ（Sarcodon

scabrosus）から単離された新規ジテルペノイドで

あるスカブロニン類がグリア細胞において NGF な

どの神経栄養因子の生合成を促進させること，ま

た，蒼朮から単離された b- ユーデスモールにより

神経細胞のモデル細胞である PC12 細胞の分化が引

き起こされ，かつ，グリア細胞において神経栄養因

子の発現が誘導されることを見出した．そこで，こ

れらのユニークな薬理活性を持つ上記の天然由来の
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Fig. 1. Chemical Structure of Neurotrophic Factor-like Compounds and Neurotrophic Factor Inducers
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化合物を臨床応用することを目的として，その詳細

なメカニズムの解析を行った．さらに，3)の NGF

の情報伝達経路を特異的に活性化する薬物を開発す

るため，NGF の作用機構を epidermal growth fac-

tor (EGF）及びサイクリック AMP (cAMP）刺激

の場合と比較しながら詳細に検討した．

2. スカブロニン類の作用メカニズムの解析

筆者らはヒナダシタケ目イボタケ科に属する担子

菌ケロウジ（Sarcodon scabrosus）から単離された

新規ジテルペノイドであるスカブロニン A 及び G

（Fig. 1）の活性試験を行った．5―7)このキノコは仙

台市近郊で採取されたものであり，あいにく苦みが

強く食用には適さない．また，ケロウジからはスカ

ブロニン類と類似のジテルペノイドであるサルコド

ニン類が既に単離されていたが，8)その薬理活性は

知られていなかった．そこでまず，筆者らはグリア

細胞のモデル細胞である 1321N1 ヒトアストロサイ

トーマ細胞を利用して，スカブロニン類の神経栄養

因子の生合成に対する影響を検討した．1321N1 細

胞をスカブロニン存在下で 2 日間培養して，その培

養上清を回収した．さらに，未分化神経モデル細胞

である PC12 細胞をその 1321N1 細胞の培養上清中

で培養し，その形態変化（神経突起伸展，分化）を

観察した．言い換えると，1321N1 細胞からの神経

栄養因子の分泌量測定のために，PC12 細胞の分化

を指標にしたバイオアッセイを行った．その結果，

スカブロニン A 及び G で刺激した 1321N1 細胞の

培養上清による PC12 細胞の形態的分化が誘導さ

れ，スカブロニン類により何らかの神経栄養因子の

分泌が顕著に増強されることが示唆された．一方，

PC12 細胞を直接スカブロニン類で刺激しても形態

的な変化はみられなかった．そこで，最も代表的な

神経栄養因子である NGF の合成，分泌に対する影

響を reverse-transcription polymerase chain reaction

(RT-PCR）及び enzyme-linked immunosorbent as-

say (ELISA）法で測定したところ，スカブロニン

A 及び G により 1321N1 細胞における NGF の遺伝

子発現が誘導され，NGF タンパク質の分泌が濃度

依存的に促進されることが明らかになった．また，

筆者らは新たにスカブロニン誘導体を作成しその活

性を測定した．その結果，スカブロニン G のメチ

ルエステル（ME）化により（Fig. 1），NGF 及び

インターロイキン -6 (IL-6）などの神経栄養因子の

生合成，分泌が増強され，その培養上清による

PC12 細胞の分化をさらに誘導させた（Fig. 2(A)及

び 2(B)）．さらに，スカブロニン G-ME で刺激し

て得た 1321N1 細胞の培養上清を NGF 中和抗体と

インキュベートすることにより，PC12 細胞の分化

が部分的ではあるが有意に抑制されたことから，そ

の分化に NGF が関与していることが示唆された．

次に，筆者はこのスカブロニン G-ME を用いて，

1321N1 細胞における神経栄養因子の遺伝子発現誘

導のメカニズムを詳細に検討した．［3H］イノシトー

ルを用いたトレーサー実験によりイノシトールリン

脂質の代謝回転を測定したところ，スカブロニン

G-ME はカルバコール誘発性のイノシトールリン脂

質代謝回転を濃度依存的に抑制し，この抑制作用は

プロテインキナーゼ C (PKC）阻害薬の GF109203X

により消失した．さらに，スカブロニン G-ME に

よる NGF 及び IL-6 の合成，分泌促進作用が
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Fig. 2. EŠects of Scabronines on Neurotrophic Factor Biosynthesis via PKC
(A) 1321N1 cells were cultured in the presence of scabronine G (100 mM) or scabronine G-ME (100 mM) for two days, and the conditioned media (CM) were

collected. PC12 cells were cultured in the scabronine-conditioned media or DMEM containing NGF (50 ng/ml) for additional two days, then the morphological
changes of the cells were observed. (B) 1321N1 cells were cultured in the presence of scabronine G or scabronine G-ME for 24 h, NGF concentration in the media
was determined by ELISA. Scabronine G signiˆcantly promoted the NGF secretion compared with corresponding control (p＜0.05, n＝3) and scabronine G-ME
signiˆcantly enhanced the NGF secretion compared with scabronine G (†p＜0.05, n＝3). 1321N1 cells were incubated with scabronine G or scabronine G-ME for 4
h, then NGF expression was examined by RT-PCR. (C) 1321N1 cells were incubated with PMA (100 nM), scabronine G or scabronine G-ME for 30 min, then cells
were homogenized and fractionated to cytosolic and membrane fractions. The PKC-a and -z in these fractions detected by Western blotting.
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GF109203X により抑制された．これらのことか

ら，一連の現象には PKC の関与が示唆された．そ

こで，PKC の活性化時に引き起こされる PKC の膜

移行を遠心による分画とウエスタンブロット法で調

べたところ，スカブロニン G-ME により conven-

tional PKC a の局在変化はみられなかったが，a-

typical タイプの PKC z の膜移行が確認された

（Fig. 2(C)）．さらに，1321N1 細胞の破砕液をスカ

ブロニン G-ME で刺激しても PKC z の膜移行が確

認され，かつスカブロニン G-ME がヒトリコンビ

ナント PKC z の活性を in vitro で上昇させたこと

から，スカブロニン G-ME は PKC z に直接作用し

て活性化させることが強く示唆された．次に，

PKC z 下流のエフェクターで，神経栄養因子の発

現を制御する代表的な転写因子 NF-kB について検

討した．免疫染色法及びウエスタンブロット法によ

り，スカブロニン G-ME は NF-kB の活性化時に引

き起こされるその核移行及び I-kBa の分解を促進

することが明らかになった．また，レポータージー

ンアッセイにより NF-kB の転写促進活性を定量し

たところ，スカブロニン G-ME はその転写活性を

有意に上昇させた．また，スカブロニン G-ME に

よる I-kBa の分解促進作用は，GF109203X により

濃度依存的に抑制されたことから，NF-kB は PKC

z 依存的に活性化されて，神経栄養因子の発現を促

進していると示唆された．現在，さらに詳細なメカ

ニズムについて検討中である．

また，最近イタリアの Marcotullio らのグループ

により，ケロウジと類似のキノコ（Sarcodon cyr-

neus）から新たにスカブロン類と同様のシアタン

骨格を有するジデルペノイドのシルネイン類が単離

された（Fig. 1）（Planta Med. 印刷中）．筆者らは

これら一連のシルネイン化合物の薬理活性を検討し

た結果，スカブロニン類と同様に 1321N1 細胞にお

ける NGF 遺伝子の発現誘導作用が確認された（未

発表データ）．さらに興味深いことに，PC12 細胞

をシルネイン類で直接刺激したところ，一部のシル

ネイン類は強い分化誘導作用を有することが確認さ

れた．この作用はスカブロン類では確認されなかっ

たものである．スカブロニン類とシルネイン類は同

じシアタン骨格を持つ化合物であるが，それらの持

つ官能基によって薬理作用が変化するのは興味深
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い．現在，筆者らは一連のジテルペノイドの構造活

性相関の検討を行っている．

今後，スカブロニン類を臨床応用するには解決し

なくてはならない問題点がある．スカブロニン類の

標的分子と思われる aPKC z はユビキタスに発現し

ているため，全身の細胞，組織ではスカブロニン類

によりそれら特有の細胞応答が引き起こされること

が考えられ，副作用の原因となることが予想され

る．したがって，少なくとも脳内の移行性が極めて

高い薬剤の開発が望まれる．さらに，スカブロニン

類により IL-6 の生合成が促進されたように，PKC-

NF-kB の情報伝達経路は様々な炎症性サイトカイ

ン類の発現を誘導することが予想される．これらの

中には神経細胞に対して保護的に機能する因子もあ

る一方，不必要な炎症反応を脳内で誘発，憎悪させ

る可能性も考えられるので，より詳細な in vivo に

おける有効性も検討していくことが課題である．最

近になって，アメリカの Danishefsky らのグループ

によってスカブロニン G-ME の全合成がなされ，

かつ筆者らが見出したその薬理作用の追試験がなさ

れた．9)今後，多量のスカブロニン類の化学合成が

なされれば，in vivo の実験が可能になると期待さ

れる．

3. b- ユーデスモールの作用メカニズムの解析

b- ユーデスモールは蒼朮（Atractylodis lanceae

rhizomas）などから単離されたセスキテルペンで

ある（Fig. 1）．蒼朮は桂皮加朮附湯などの漢方方

剤を構成する生薬であり，胃腸機能改善作用や利尿

作用などの効能がある．また，b- ユーデスモール

のユニークな薬理作用も古くから知られている．例

えば，b- ユーデスモールが Na＋, K＋-ATPase 活性

を抑制することや，10)骨格筋においてニコチン性ア

セチルコリン受容体のブロッカーとして作用するこ

とが報告されている．11)さらに，b- ユーデスモール

がウシ副腎髄質からのアセチルコリン誘発性カテ

コールアミンの分泌を，細胞内への Ca2＋ 流入の抑

制を伴って阻害することが見出された．12) b- ユーデ

スモールの異性体である a- ユーデスモールは，P/

Q タイプの電位依存性 Ca2＋ チャネルを抑制するこ

とも知られている．13)このような様々な薬理作用を

考慮しながら，筆者は PC12 細胞あるいはラットグ

リオーマ細胞（C6-BU-1）における b- ユーデスモー

ルの作用を検討した．その結果，b- ユーデスモー

ルが PC12 細胞の形態的な分化を誘導し，また C6-

BU-1 細胞からの神経栄養因子の遺伝子発現を促進

することを見出したので，その詳細な作用メカニズ

ムを解析した．14)

まず始めに，b- ユーデスモールで PC12 細胞を

刺激すると，濃度依存的な形態的な分化が引き起こ

された（Fig. 3(A)）．さらに，この細胞において，

b- ユーデスモールはイノシトールリン脂質の代謝

回転を促進させ（Fig. 3(C)），このイノシトールリ

ン脂質の水解反応に依存的に又は非依存的に，一過

性の細胞内カルシウム濃度上昇を引き起こすことが

明らかになった（Fig. 3(B)）．また，免疫染色法及

びウエスタンブロット法により，PC12 細胞の分化

時に主要な役割を担う extracellular signal-regulated

kinase (ERK）及び様々なイオンチャネルや神経伝

達物質の合成酵素の発現を制御する cyclic AMP-

responsive element binding protein (CREB）の関与

を検討したところ，b- ユーデスモールは ERK 及び

CREB のリン酸化をともに促進した（Fig. 3(D)）．

それらのリン酸化はホスファチジルイノシトール特

異的ホスホリパーゼ C 阻害薬の U73122 で抑制され

たことから，b- ユーデスモールがホスホリパーゼ

C を活性化させて，ERK 及び CREB のリン酸化を

亢進していることが示唆された．さらに，PC12 細

胞を ERK キナーゼ（MEK）阻害薬の PD98059 で

前処理すると，b- ユーデスモールによる分化が顕

著に抑制されたことから，ERK の活性化が PC12

細胞の分化に必要不可欠なものと推定された．さら

に，［3H]- ノルエピネフリンを取り込ませた PC12

細胞を b- ユーデスモール刺激すると，その細胞内

Ca2＋ 濃度上昇に伴う［3H]- ノルエピネフリンの分

泌が亢進した（未発表データ）．すなわち，b- ユー

デスモールは単に PC12 細胞の形態的な分化を引き

起こすだけではなく，神経細胞機能の亢進作用を現

すことが示唆された．

一方，C6-BU-1 細胞及び 1321N1 細胞において，

b- ユーデスモールは細胞内 Ca2＋ 濃度上昇を引き起

こして，NGF, IL-6 及び glial cell-derived neuro-

trophic factor などの遺伝子発現を誘導することが

明らかになった．しかしながら，PC12 細胞とは異

なり，C6-BU-1 細胞では，b- ユーデスモールによ

るホスホリパーゼ C の活性化は確認されず，ま

た，その Ca2＋ 上昇は細胞外液からの Ca2＋ 流入を
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Fig. 3. EŠect of b-Eudesmol on Neurite Outgrowth in PC12 Cells and Its Signaling Pathway
(A) PC12 cells were cultured in the presence of b-eudesmol for two days, then morphological changes were observed. (B) After fura 2 was incorporated to the

cells, they were stimulated with b-eudesmol, and intracellular Ca2＋ concentration [Ca2＋]i was measured. (C) After the cells were labeled with [3H]-inositol, they
were stimulated with b-eudesmol for 10 min. The inositol phosphates were puriˆed by anion-exchange column and the radio-activity was measured. b-eudesmol sig-
niˆcantly promoted the accumulation of inositol phosphates (p＜0.05, n＝3). (D) The cells were stimulated with NGF (50 ng/ml) for 5 min or b-eudesmol for in-
dicated periods, then phospho-ERKs and phospho-CREB were detected by Western blotting.
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介さないにも係わらず，小胞体上のイノシトール 3

リン酸受容体阻害薬 2-APB による影響を全く受け

なかった（論文投稿中）．すなわち，C6-BU-1 細胞

では，b- ユーデスモールはホスホリパーゼ C 非依

存的に Ca2＋ 遊離を引き起こすものと推定される．

以上の研究により，b- ユーデスモールはグリア

細胞において神経栄養因子の合成を促進させる一方，

PC12 細胞にも直接作用して，分化を誘導させるこ

とを見出した．スカブロニン類や b- ユーデスモー

ルは，それぞれ異なった作用メカニズムで NGF な

どの神経栄養因子の遺伝子発現を促進しており，こ

れらの化合物が複雑な神経栄養因子の発現制御機構

を解明するための薬理学的試薬としていずれも有用

であることが示唆された．さらに，スカブロニン類

及び b- ユーデスモールは神経栄養因子の生合成を

促進する医薬品のリード化合物としても，今後の研

究の発展が期待される．

4. NGF 及び cAMP による ERK 活性化メカニ

ズムの解析

前述したように，NGF は様々な神経細胞におい

て，その生存，分化，再生を促進させる．また，細

胞内 cAMP 濃度上昇をもたらす生理活性物質や薬

理試薬により NGF 様の効果が認められることが多

い．NGF などの神経栄養因子や cAMP により活性

化される ERK は上記の効果に主要な役割を担うだ

けでなく，神経細胞の可塑性の変化，記憶学習の亢

進などにも重要な細胞内酵素の 1 つである．そこ

で，筆者は NGF 及び cAMP による ERK の活性化

の情報伝達を担うシグナル分子に創薬のターゲット

を求めて，詳細に ERK の活性化機構を解析した．

PC12 細胞において，EGF は一過性の ERK の活

性化を介して細胞増殖を促進させる一方，NGF や

活性型 MEK の過剰発現により持続的な ERK の活

性化が引き起こされて細胞の分化が誘発されること

から，持続的な ERK の活性化が分化に必要十分で

あることが知られている．15,16)まだ議論の余地が残
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されているが，このような ERK の活性化の度合い

に依存して，その細胞応答が決定されるのは興味深

い現象である．EGF はそのチロシンキナーゼ型受

容体の自己リン酸化を促進し，Shc や Grb2 などの

アダプタータンパク質並びに Ras グアニンヌクレ

オチド交換促進因子（GEF）である Sos を介して，

低分子量 G タンパク質である Ras を活性化させ

る．活性化された Ras は Raf (Raf-1 及び B-Raf)/

MEK/ERK と一連の MAPK カスケードを活性化す

る．しかし，ERK が一度活性化されると，ERK 若

しくは ERK 下流エフェクターの RSK による Sos

のリン酸化，MAPK ホスファターゼの活性化，

RasGTPase 活性化タンパク質による Ras の不活化

などの様々な機構により，比較的早期に Ras-ERK

シグナルがオフになる．17)一方，NGF はその TrkA

チロシンキナーゼ型受容体を介して，EGF の場合

と同様に Ras/MAPK カスケードを一過性に活性化

する．しかし，NGF の場合には，TrkA がスキャ

フォールドタンパク質として機能する FRS2 又は

ARMS と会合する．さらに，この複合体にアダプ

ター分子である Crk-L や低分子量 G タンパク質

Rap1GEF の C3G が結合して，Rap1 が活性化す

る．17―19) NGF により活性化された Rap1 は B-Raf

と結合し，さらに MEK を介して ERK が活性化す

る．Rap1 の不活性化のメカニズムは詳細には明ら

かにされていないが，Ras の場合と異なり，Rap1

の活性化は非常に持続的なものであるため，Rap1

を介した ERK の活性化はやはり持続的なものとな

る．また，EGF による Rap1 の活性化は NGF と比

較して非常に弱いものであるため，EGF は Rap1

を介した持続的な ERK 活性化シグナルを伝達でき

ない．18) cAMP は PKA 依存的にあるいは非依存的

に Rap1 を活性化することが知られている．その結

果，やはり持続的な ERK 活性化を引き起こして，

PC12 細胞を分化誘導させることができる．20)そこ

で，筆者は NGF を EGF や cAMP 刺激の場合と比

較しながら，ERK の持続的な活性化に関与する

Rap1 の活性化機構を解明した．21)

PC12 細胞を NGF で刺激すると持続的な ERK の

活性化が誘発されたが，Src チロシンキナーゼファ

ミリー（SFK）の阻害薬 PP2 で前処理すると，

ERK 活性化の持続相が選択的に抑制された（Fig. 4

(A)）．興味深いことに，cAMP 刺激による ERK の

活性化も PP2 により大部分が抑制されたことから

（Fig. 4(A)），NGF あるいは cAMP による Rap1 を

介した ERK の情報伝達には SFK の活性が必要で

あることが示唆された．次に，Ras の活性を pull-

down アッセイにて測定したところ，NGF 並びに

EGF はどちらも強く Ras を活性化したが，その活

性化は PP2 によりほとんど影響を受けなかった．

また，cAMP は Ras を全く活性化しなかった．一

方，EGF は Rap1 の活性化を強く引き起こさなか

ったが，NGF は持続的な Rap1 の活性化を引き起

こした．また，NGF による Rap1 の活性化は PP2

で顕著に抑制された（Fig. 4(B)）．近年，プロテイ

ンキナーゼ A (PKA）が SFK の中でも Src を選択

的にリン酸化し，そのチロシンキナーゼ活性を制御

していることが報告されている．22)そこで，PKA

阻害薬 H89 で細胞を前処理したところ，NGF によ

る Rap1 の活性化は PP2 の場合と同様に抑制され

た（Fig. 4(B)）．また，cAMP も Rap1 の活性化を

引き起こし，その活性化はやはり PP2 及び H89 に

より完全に消失した（Fig. 4(B)）．以上より，NGF

及び cAMP は PKA 並びに Src を介して，Rap1 を

活性化することが示唆された．

そこで，NGF 又は cAMP 刺激時に引き起こされ

ると推定される PKA による Src のリン酸化反応に

ついて，さらに詳細に検討した．PKA が Src セリ

ン 17 番残基をリン酸化することが古くから知られ

ているが，23)その生理的な意義は不明である．実際

に PKA が Src をリン酸化しているかどうかを，Src

抗体を用いた免疫沈降法とリン酸化 PKA 基質抗体

を用いたウエスタンブロット法を組み合わせて解析

した．その結果，NGF でも cAMP の場合でも，刺

激後 15 分をピークに時間依存的な Src セリン 17 残

基のリン酸化が認められた（Fig. 4(C)）．しかし，

EGF の場合はこの反応が認められなかった．Src の

自己リン酸化部位（チロシン 416）のリン酸化はそ

のチロシンキナーゼ活性のよい指標となる．そこ

で，リン酸化特異的 Src 抗体を用いて Src の活性を

モニタリングしたところ，Src セリン 17 のリン酸

化のタイムコースとよく対応するように，チロシン

416 のリン酸化が認められた（Fig. 4(C)）．また，

NGF 及び cAMP 刺激による Src セリン 17 及びチ

ロシン 416 のリン酸化は，PKA 阻害薬 H89 で抑制

された．すなわち，PKA による Src セリン 17 残基
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Fig. 4. Activation of Rap1 via Src by NGF and cAMP
(A) PC12 cells were stimulated with NGF (100 ng/ml) or forskolin (10 mM)/IBMX (100 mM) (F/I) for the indicated periods in the presence or absence of

PP2. Then, phospho-ERKs and total ERKs were detected by Western blotting. (B) The cells were incubated with NGF for 30 min or F/I for 20 min in the presence
or absence of H89 (10 mM) or PP2 (10 mM). Rap1 activity was determined by pull-down assay by using GST-RalGDS as a probe. (C) After the cells were stimulated
with NGF, EGF (100 ng/ml) or F/I for the indicated periods, Src was immunoprecipitated. Then, Src phosphorylation was detected by Western blotting by using
phospho-PKA substrate antibody or phospho-Src (Y416) antibody. (D) The cells were cotransfected with empty vector (Vec), Src WT, SrcS17A or SrcS17D and
Flag-Rap1, then the cells were stimulated with NGF for 30 min or F/I for 20 min. The Flag-Rap1 activity was examined by using GST-RalGDS and anti-Flag an-
tibody. (E) The cells were cotransfected with empty vector or SrcS17A and EGFP, and the cells were incubated with NGF or dibutyryl cyclicAMP (0.5 mM) for 24
h. Then morphological changes in EGFP-positive cells were observed. Percentage of neurite-bearing cells was expressed.
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のリン酸化が，そのチロシンキナーゼ活性の上昇の

トリガーとなっていることが示唆される．さらに，

Src の PKA によるリン酸化部位を欠落させた変異

体（SrcS17A）を用いて，Rap1 及び ERK の活性を

測定した．その結果，SrcS17A の過剰発現により，

NGF 及び cAMP による Rap1 の活性化はほぼ完全

に抑制された（Fig. 4(D)）．また，NGF 刺激によ

る ERK の活性化は，刺激後 30 分で SrcS17A によ

り抑制されたが，刺激 5 分後では影響を受けなかっ

た．すなわち，NGF 刺激の場合，PKA による Src

のリン酸化は Ras ではなく，Rap1 を介した ERK

の活性化に必須であることが示唆された．さらに，

cAMP による ERK の活性化も SrcS17A の過剰発現

により抑制されたことから，cAMP 刺激時も，

PKA/Src/Rap1 を介して ERK が活性化されること

が明らかになった．今後は PKA による Src セリン

17 残基のリン酸化からどのようにして Src のチロ

シンキナーゼ活性が上昇するのか，このリン酸化部

位がある特定の情報伝達分子の結合部位として機能

するかなどの可能性を検討していく予定である．ま

た，Rap1 は細胞膜，細胞内小胞膜，ゴルジ装置，

核膜付近に局在することが報告されているが，

PC12 細胞においては，細胞膜にはほとんど局在せ

ず，大部分が細胞内小胞膜上に局在することが知ら

れている．24)一方，Src は N 末がミリスチン酸化修

飾を受け，細胞膜直下に局在している．NGF ある
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Fig. 5. Diagram of Putative Signaling Pathways of NGF and cAMP to ERK Activation
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いは cAMP により PKA を介して活性化された Src

と Rap1 が，どのような形で共局在化し相互作用を

するかについても，興味を引くところである．

最後に，筆者は NGF 又は cAMP 刺激によって

引き起こされる PKA の Src のリン酸化の生理的意

義について検討を加えた．PC12 細胞は NGF や

cAMP 刺激により劇的な分化が誘導されることか

ら，まず，その分化を生理的な意義の指標とした．

MEK 阻害薬 PD98059 存在下で，NGF 又は cAMP

刺激を 24 時間行うと PC12 細胞の分化が顕著に抑

制されたことから，ERK が細胞の分化に関与して

いることが確認された．しかし，SFK 阻害薬 PP2

は cAMP 誘発性の分化を抑制したが，NGF 刺激に

よる分化に対してはほとんど影響しなかった．また，

SrcS17A と GFP を共発現させたのち，GFP 陽性細

胞についてその形態を観察したところ，cAMP 刺

激による PC12 細胞の分化は顕著に抑制されたが，

NGF による分化はほとんど抑制されなかった

（Fig. 4(E)）．以前に，筆者らのグループは不活性

型 Rap1 の過剰発現により，NGF による PC12 細

胞の分化は抑制されないことを報告しているが，20)

今回の結果を合わせて考慮すると，PKA/Src/Rap1

/ERK の情報伝達経路は NGF による分化作用に対

してかならずしも必須ではないことが考えられる．

しかし，NGF による Rap1 を介した ERK の活性化

（持続的な活性化）が PC12 細胞の分化に対して必

要不可欠であるとの相反する報告もあり，16,19)今後

より詳細な解析が望まれる．NGF によって活性化

される Rap1 のその他の生理的な意義については，

Rap1 が Na＋ 電流を誘発すること，また，transin

のような神経細胞特異的な遺伝子の発現に関与する

ことが知られている．25)今後，神経細胞の分化時に

おける Rap1 の役割について詳細に検討していく予

定である．

以上，本研究で明らかにされた NGF 及び cAMP

による ERK 活性化の情報伝達経路を Fig. 5 に示し

た．筆者らは NGF の情報伝達経路を cAMP 及び

EGF の場合と比較しながら検討してきたが，その

結果，Rap1 を介した ERK の活性化に cAMP の場

合と共通のメカニズムが存在することが見出され

た．今後，臨床的に応用できる薬物を開発する際

に，何らかの形で cAMP/PKA 経路を活性化でき

るような低分子性の化合物，例えば，フォルスコリ

ンに代表されるアデニル酸シクラーゼ活性化薬又は

ホスホジエステラーゼ阻害薬などがその有力な候補

となり得ることが考えられる．

5. おわりに

冒頭にも触れたが，アルツハイマー病などの老人

性認知症に対する様々な新しい治療法が全世界的に

活発に提案され，臨床試験が行われている．恐ら

く，様々な異なる薬理作用を持つ薬物を複数組み合

わせた薬物療法が今後主流となっていくと思われ

る．その薬物治療の一環として，本研究のような神

経栄養因子を利用した薬物の臨床応用が実現されて

効果を発揮していくとしたら，それは筆者にとって

大きな喜びである．
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究所で行われました．丁寧に指導してくださった
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ブロニン類を単離し供与してくださった太田富久教

授（現金沢大学），また，その誘導体を作成してく
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ロニン類縁体のシルネイン類を供与してくださった
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