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1． 緒 言

1978年 にTatemotoandMuttl・2)は ， α一ア ミ ド化

ア ミノ酸 の二 次 元 薄 層 ク ロマ トに よる 同定 法 を確 立 し，

そ れ を 用 い て ブ タ小 腸 か ら α一ア ミド化 した ペ プ チ ドで

あ るpeptideYY(PYY)とpeptideHI(PHI)を 分

離 した ． さ らに1982年 ，PYYの 精 製 と同様 な分 離 法 で

α一ア ミ ド化 され た 近 縁 ペ プ チ ドを ブタ脳 か ら 分 離 同 定

し， そ の 脳 に 多量 に 存 在 す るペ プチ ドをneuropeptide

Y(NPY)と 命 名 した3・4)．PYY及 びNPYは この よ

うに 化学 的 検 出 法 に よ り分 離 同定 され た ペ プ チ ドで あ る

が ，Edman法 に よる一 次 構 造 決 定 を して み る と， 以前

に 膵臓 か ら分 離 され ， 膵外 分 泌 を 抑 制 す る事 が 知 られ て

い たpancreaticpolypeptide(PP)と 極 め て 構造 が類

似 す る事 が 見 い出 され た3、5)．NPY，PYY，PPと も に

36個 のアミノ酸より成る，C末 がアミド化されたペプチ

ドで，ブタNPYの 分 子 量は4，254daltonで あった

(図1)． これら3つ のペプチ ドは系統的に共通 の祖先

遺伝子から派生した遺伝子の産物と考えられている6)．

NPYの 発 見に続いてその免疫組織化学的分布が詳細に

調べられ，ラット，ヒト脳に高濃度かつ広範に(視 床下

部〉線条体〉大脳皮質〉海馬〉延髄〉中脳)存 在する重

要なペプチドである事が示 され，それまでPP様 免疫活

性として脳に存在 していると考えられていたペプチ ドが

実はNPYで ある事がNPYの 特異的抗体を用いて明

らかとなった7}10)．NPY神 経 の分布で特徴的な事は，

一般的に この神経ペプチ ドは カテコラミン(CA)と 共

存する事である9・11)．しか し，大脳皮質 皿～M層 には

NPY及 びNPYmRNAを 発現する神経が数多く存在

し・これらはsomatostatin及 びGABAと 共存し，高

次精神機能に関与している事が推察 され てい る12・13)．

例えば・Alzheimer病 ではこのNPY神 経 の特徴的変

性，脱落がおきる事が報告されている14)．中枢神経系で

はNPY免 疫活性(NPY-L・1)は 視床下部に最:も大量に

存在し，豊富なNPY神 経線維連絡が認められ，NPY

は視床下部機能，特に多 くの視床下部ホルモンの遊離調

節に働いていると考えられてい る(表2)． 末梢神経系

ではさらに明確に このペプチ ドが全身の交感神経系に分

布し，CAと 共存している．例えば，血管周囲交感神経

のほぼ半数においてNPYはCAと 共存 してお り，重

要な神経修飾物質 あるいはcotransmitterと しての作

用が考えられた15・16)(表3)． このようにNPYは 多彩

な生理作用を持つが，1984年 時点においては，はたして

どこまで神経伝達物質あるいは神経修飾物質としての条

件を満たすかが不明であった．これに関 して，私達 は

培養牛副腎 クロマフィン細胞や 培養神経細胞を用 いて

NPYが 生理的に重要 なペプチド性神経伝達物質/神経

修飾物質として働いているという知見を得た． さらに

NPY生 合成が神経活動に伴 い変 動する事， トランス



シナプチック(transsynaptic)な 調節を受け る事，in

vivoに:お いても加齢，高血圧病態の要因でNPY生 合

成が変動することを明らかにした．さらにNPYの 生合

成は主としてNPY遺 伝子発現の変動に依る事が，クロ

ーニソグしたNPYcDNAを 用いてNPYmRNAを

定量する事で明らかになり，この神経特異的遺伝子発現

の調節機構も解明されつつある．今回この総説では，私

達の行なった仕事を中心に，最近のNPYの 研究につい

て概説 した．

Fig. 1 Comparison of amino acid sequences of NPY, PYY, PP and PHI. 
There is a marked similarity in amino acid sequence among three members 
(NPY, PYY and PP) of the NPY family. Amino acids identical to those 
in the NPY structure are indicated as dots. NPY : neuropeptide, Y PYY : 

peptide YY, PP: pancreatic polypeptide, PHI: peptide HI.

2．NPYに よるカテコラミン遊離抑制一副腎髄質クロ

マフィン細胞を用いて一

NPY免 疫活性(NPY↓1)は ，牛副腎においては主

としてノルェピネフリン(NE)含 有 クロマフィン細胞

に，また一部はvaricoseを 持つNPY含 有神経に非常

に高濃度に存在する17)．Met-enkephalin免 疫活性がエ

ピネフリン(Epi)含 有 クロマフィン細胞に局在 するの

に比べ，対照的である．生化学的に細胞下分布を調べる

と，NPY-Hは クロマフィン細胞内の クロマフィン穎

粒に局在 している17)．このことはNPY自 体 が分泌穎粒

からエクソサイトーシスで細胞外に放出される事を示唆

している．実際，牛副腎還流システムを用いて，内臓神

経からのアセチルコリン(ACh)が ニコチニックアセチ

ルコリン受容体を刺激し， クロマフィン細胞からNPY

を還流液中に放出させる事が明らかになった18・19．これ

は後で述べるように，NPY前 駆体(prepro。NPY)は

一・次構造の中にシグナルペプチ ドを含んでおり，他の神

経ペプチ ドのように，pro。NPYが 粗面小胞体で合成さ

れながら小胞体内腔へ移行し， ゴルジ体へ移動しながら

プロセッシングを受けて，その後成熟ペプチドが分泌穎

粒から細胞外へ遊離放出されるとい う概念に一致する典

型例と思われる．このように副腎髄質においてNPYは

NE含 有 クロマフィン細胞分泌穎粒に存在 してお り，ニ

コチニックアセチルコリン受容体刺激で，カテコラミン

(CA)と 共に放出されるので，この初代培養系を使 うこ

とは，末梢交感神経においてNEと 共存するNPYの

cotransmitterと しての意義を研究するのに適している

と考えられた．図2は 電気化学検出器を用い て測定 し

た，培養 クロマフィン細胞からのニコチンによる内在性



NE，Epiの 遊離に対するNPYの 用量作用曲線を示 し

ている20・2D．NPYは ニコチンによるNE及 びEpi遊

離を両方とも同様に抑制した．しかし，無刺激時の基礎

的遊離あるいは高カリウムに よる遊離にはNPYは 影

響を与えなかった．しかもNPYの この作用はニコチソ

のCA遊 離作用に対 して非拮抗的に作用する事が明ら

かとなった。古典的神経伝達物質受容体が，このNPY

のCA遊 離抑制作用に関与してい るのか を調 ぺ るた

め，α一，β一，ムスカリニックアンタゴニストを高濃度存

在させて，ニコチン誘発CA遊 離に対するNPYの 抑制

を調べたところ， これらのアンタゴニス トが存在 しても

NPYの 抑制作用は明らかに認められた． さらにNPY

関連ペプチ ドとして調べた ヒトpancreaticpolypeptide

(HPP)， トリPP(APP)，PYYの 中で，HPPにNPY

と同様の強いCA遊 離抑制作用が認められた．これらの

ことはNPYのCA遊 離抑制作用が，特異的NPY受

容体を介して生じており，HPPがNPYはC末 部分に

強い相同構i造を持つのでNPY受 容体活 性化にNPY

のC末 部分が重要である事が 推測された鋤．実際，N・

propionyl〔3H〕 ・NPYを 用 いた結合実験により牛副腎

髄質膜分画にはNPYに 対 す る特異的結合部位が存在

し， この結合部位はNPYとHPPに 対 して同程度の

高い親和性を有 していた21)．このようにNPYは 副腎ク

ロマフィン細胞上に特異的NPY受 容体を持ち，CA遊

離を抑制する`そ の遊離抑 制作 用 はIC50=2×10-9M

であ り，これまで知られている他のペプチ ドによるCA

遊離抑制作用よりはるかに強 い ものであった(図3，

表1)．NPYが 副腎クロマフィン細胞 に高濃度存在す

るので，内臓神経刺激によりNPYはCAと ともに遊

離された後，CAの 遊離に生理的にネガティブフィード

バックをかける事が考えられた．NPYに よる同様のメ

カニズムが末梢交感神経及び中枢神経における神経伝達

物質遊離抑制，つまり，シナプス前抑制をひきおこして

いると思われる22、24)．Hakansonら は シナプス前抑制

に関与するNPY受 容体をNPYのN末 端の必要性か

らY1，Y2に 分類できる事を示 した．シナプス前抑制に

はNPY13-36のC末 部分で十分作用が認められ，Y2

受容体が関与していた24・25)．このNPY受 容体(Y2受

容体)のCA遊 離i抑制機構iは，百日喘菌毒素(IAP)で

消失する．つまりY2受 容体は抑制性GTP結 合蛋白質

G三及び少 くとも3種 類(L，，T，N型)の 膜電位依存性

Caチ ャンネル とカップルす るGTP結 合 蛋白質Go

を介して，それ ぞれ細胞内cAMP量 の減少及び細胞

内へのCaイ オン流入の抑制をひきおこす と考え られ

る26}28)．それ故に，NPYは 他の神経伝達物質遊離抑制

作用も持ち，例えばアセチルコリンの遊離を抑制しうる

事が示された23・29)．

Fig. 2 Inhibition of nicotine-induced NE (A) 
and Epi (B) release from chromaffin cells by 
NPY. The release of endogeneous catechol
amines from cultured chromatin cells was 
induced by nicotine at 3 x 10-6 M (0) and 
2x10-5M (0) or 56mM KCl (A). NPY 
inhibited the nicotine-stimulated NE and Epi 
release in a concentration-dependent manner. 
The inhibition by NPY was expressed as the 

percentage of the nicotine-induced catechol
amine release in the presence of NPY per that 
in the absence of NPY. *P<0.05, **P<0.02. 
(Ref. 21)

3．NPYの 種 々の生理作用とNPY受 容体

中枢神経系あるいは交感神経系の神経終末でのシナプ

ス伝達の調節には2に 述べたNPYの 神経伝達物質遊



離抑制作用が生理的に重要な役割をはたしていると思わ

れる．しかし一方で，NPYは シナプス後性にも作用を

持つ24・25》． 例えばNPYは 単独で血管平滑筋に強い収

縮を生じさせる16)．この血管平滑筋におけるNPYの 収

縮作用は血管部位によりNPYへ の感受性が異なり，脳

血管は特に感受性が高い．Edvinssonら16)に よると，

血管平滑筋におけるNPYの シナプス後性 の作用には

NPY単 独で惹起される持続性の収縮作用と，α受容体

等を介する平滑筋収縮をNPYが 増強する修飾作用の2

つが存在する．現在，この2つ の作用の分子 レベルでの

作用機序は明らかではない．NPYの シナプス後性のこ

の2つ の平滑筋収縮増強作用は，シナプス前性のカテコ

ラミン遊離抑制作用と異な り，その作用発現にNPYの

一次構造全体が必要とされ，Y・ 受容体を介する事が示

されている25・3。)．Y2受容体がGi，Goと カ ップルする

のとは違い，Y1受 容体はGTP結 合蛋白質Gpを 介し

てホスホ リパーゼCと 共役 し，ボスホイノシタイドの分

解を生 じる事が示された25・30);(Wahlestedtら 未発表)．

Table 1 Inhibitory effects on nicotine-induced catecholamine release from 

chromaffin cells by various peptides that exist in the adrenal glands

Fig. 3 Model of NPY function on catecholamine release from bovine 
chromaffin cells. (Ref. 21). `./: NPY receptor, (-): Inhibition of cate
cholamine release.

またNPY受 容体はNa+/H+交 換系を活性化し，細胞

内pHを アルカリ化する事が知 られている31)．しか し，



これに関与する受容体のサブクラスや，共役するGTP

結合蛋白質の種類に関しては現在まだ明 らかで ない．

表2，3，4にNPYの 中枢，末梢作用及び病態との関

連を示 している．これらの作用にNPY受 容体のどのサ

プタイプが関係しているかも今後の課題である．

Table2

4．NPY生 合 成 機構 一NPY遺 伝 子 構造 と発 現 及 び

NPY生 合成

神 経 細 胞 に お け るNPYが どの よ うに 生 合 成 さ れ る

か の分 子 生物 学 的 研 究 は ，1984年 にDixonら が ヒ ト

NPYcDNAク ロー ン を ヒ トフ ェオ ク ロモサ イ トー マ

cDNAラ イ ブ ラ リーか ら 単 離iした 仕事 に 始 ま った32)．

次 いで ラ ッ トNPYcDNAク ロー ン， ヒ ト及 び ラ ッ ト

NPY遺 伝 子 ク ロー ンが 単 離 ・同定 され ，NPYmRNA

及 びNPY遺 伝 子 の構 造 ，NPY前 駆 体(prepro-NPY)

の ア ミノ酸 配 列 が 明 らか とな った6β3旬37)．成 熟 ペ プ チ ド

と同 様 ，NPY遺 伝 子 ，NPYmRNAと もにpancreatic

polypeptide(PP)遣 伝子 及 び そ のmRNAと 高 い 相

同 性 ，構 造 の類 似 性 を 持 ち ， 共通 の祖 先遺 伝 子 か ら分 か

れ た もの と考 え られ た6・38)．ヒ ト及 び ラ ッ トのNPY遣

伝 子 はSouthernblot分 析 で 約8kbの 長 さ を 持 つ

singlecopygeneで あ り， ヒ トNPY遺 伝 子 は 第7染

色 体 上 に存 在 す る6・37・39)．pro-NPYとpro・PPを 比較

して 興味 深 い事 は ， プ ロ体 のC末 部 分 に あ るC末 端 ペ プ

チ ドの系 統 的 保存 が著 し く異 な る点 であ る． このC末 端

プペ チ ドの コ ー ド部分 はNPY遺 伝 子及 びPP遺 伝 子 と

も ，第3エ キ ソンに存 在 し，pro。NPYで はC末 端 ペ プチ

ドは ヒ ト， ラ ッ ト間 で93%の 構 造 保 存 を示 して お り，一

方pro-PPで は11%の 保 存 しか 示 して いな い 謡噌35・40・41)．

つ ま り，PP遺 伝 子 の み そ の第3エ キ ソ ンが 著 し くモ ザ



Table3

Table4

イク的進化をとげているのであるがその原因は不明であ

る，pro-NPYの 上のNPYとC末 端ペプチ ド(CPON)

の両者はその系統的保存の強さから考え，生理的に重要

なペプチ ドであると考えられる，さらに共通祖先遺伝子

から分かれたNPY及 びPP遺 伝子の組織特異的発現の

部位は，NPYは 神経細胞，PPは 膵臓と極めて異なっ

てお り，これらの遺伝子の組織特異的発現のメカニズム

も興味深い．私達は，NPY遺 伝子発現から成熟NPY

の生成までの生合成過程を調べる目的で， ラットNPY

cDNAク ローンを単離し，NPYmRNA構 造(0．8kb)

を 同定 した34・35)(図4)． さらに，NPYcDNAを 発現

ベクター内に挿入し，合成NPYmRNAを 作成 し，こ



れを コントロールとして組織内NPYmRNAを 定量し

た(表5)．NPYmRNA絶 対量はNPY量 とよく相

関してお り，NPYmRNA発 現 量を決める遺伝子の転

写等のレベルでNPY生 合成が調節されている事を示唆

していた．中枢神経系で唯一例外はNPY量:が 最も高濃

度存在する視床下部にNPYmRNAが 比較的少ない事

である．これは延髄等からの外来性NPY神 経 線維が視

床下部に非常に多い事を考えれば説明がつく．興味深い

事は，末梢組織において，心，肺，脾にNPYmRNA

が認められる事である．心，肺においては内在性NPY

神経細胞の存在42)によ り説明されるが，NPY神 経細胞

の存在していない脾臓においてNPYmRNAが 存在す

る事は，非神経組織でのNPY遺 伝子発現を示 してお

り，最近Ericssonら によって報告された巨核球におけ

るNPY遺 伝子の発現43)と考え合わせ，NPYの 非神経

組織における生理機能の存在が考えられる．

Fig. 4 Nucleotide sequence of rat brain NPY cDNA, deduced amino acid 
sequence of rat prepro-NPY, and comparison of rat sequences with human 
sequences. Identical bases in the mRNA sequences are indicated with dots. 
Nonidentical amino acids are indicated with bold type in both rat and 
human sequences. The initiating codon of the rat mRNA is presumed to 
be the first AUG. Triple stars indicate chain termination. The putative 
AAUAAA polyadenylation signals are underlined. (Refs. 34 and 35)

神経細胞におけるNPY遺 伝子の転写はRNAポ リメ

ラーゼ皿により約7．Okbの 長 さの一次転写産物が作ら

れる．現在NPY遺 伝子の転写 レベルで調節機構が明ら

かになりつつあるが，転写以降(post-transcriptional)

での調節機構，例えばNPY前 駆体のスブライシングの

調節機構等についての研究は進 んでいない． 同様に，

NPYmRNAの 翻訳及びそれ以降(pos域ranslationa1)

の研究も始められたばか りである．Dickersonら44)は



ク ロー ン化 した ヒ トpro-NPY　 cDNAをAtT・20マ ウ

ス下 垂 体 前 葉 細 胞 に 安 定 に トラ ンス フ ェ クシ ョン し，

pro-NPYを 発 現 す る細 胞系 を確 立 した ．　 AtT・20細 胞

はNPYを 全 く発 現せ ず ，　pro-ACTHlendorphinを 産

生 す る細 胞 で あ る が， この 形 質 転 換 し たAtT-20細 胞

は，NPY産 生 神 経細 胞 同様 ，　 pr(トNPYの プ ロセ ッシ

ン グ産 物 で あ るNPYとC末 端 ペ プチ ド(CPON)を 産

生 した ． この プ ロセ ッシ ン グに関 与 す る 酵 素群 がpro-

AcTH/endorphinの プ ロセ ッ シ ン グに も作 用 して い る

事 よ り，2つ の ペ プチ ド前 駆 体 の プ ロセ ッシ ングに 関 与

してい る酵素 群 は互 換 性 が あ り， 広 く神 経細 胞 以 外 に も

存 在 し うる事 が示 唆 され た ．

Table 5 The distribution of NPY mRNA and NPY immunoreactivity in rat tissues

神経細胞内ではNPYmRNAは 細胞体に存在し，樹

状突起や軸索には認あられない45)．一般に神経ペプチ ド

は細胞体内の粗面小胞体上でmRNAか ら前駆体が翻

訳され，ゴルジ体でプロセッシングをうけるが， ゴルジ

体から神経線維終末部や樹状突起への輸送系の詳細は免

疫組織化学的手法の技術的な問題で明確ではない．細胞

体で生成されたNPYが 軸索輸送される事は生化学的に

証明されている46)．軸索輸送を受けたNPYは 分泌穎粒

に貯蔵され，刺激に応 じて分泌される47・48・17ヤ19)．NPY

の分泌穎粒はいわゆる`largedensecorevesicles， に

一致し，`smalldensecorevesicles'に はNPYは 存

在しない．つまりNPYは 古典的神経伝達物質NEの

ように神経終末への再取 り込みはされない と考 えられ

る．遊離されたNPYは 細胞外蛋白分解酵素で分解され

る2Dが ，NPYの 分解は他の神経ペプチ ド程 速 くはな

く，NPYの 持続作用の一つの要因と考えられる(ラ ッ

ト血漿中で半減期は2時 間以上である(Higuchi， 未発

表))．



5．NPY生 合成の変化一特に生体内での加齢および高

血圧に関与 しての変動

一般にNPYmRNA量 とNPY量 が よく相関する事

より，NPY生 合成量の調節は主にNPY遺 伝子発現 レ

ベル(NPYmRNA:量)の 調節によって行なわれてい

ると思われる35)．NPYの ような神経活性ペプチ ドが，

生体において実際に遺伝子発現 レベルの調節を受けてい

るのであろうか?動 物に種々の薬剤処理をした り，病

態モデルラットを用 いてNPY免 疫活性量(NPY-H

量)の 変化を測定 してみると，NPY-LI量 は種々の条

件下で変動する事がわかる4師5)．興味深い事は，末梢及

び中枢神経系における加齢によるNPY量 の著しい変化

と，血圧に関与してのNPY量 の変化(特 発性高血圧症

ラット(SHR)の 脳 内部位での変 化や，降圧剤投与で

の変化等)が 認められる事である．例えば，末梢臓器で

あるラット副腎においてNPY量 は成熟(加 齢)に 伴

い，約200倍 も:量が増加する．一方，中枢神経系におい

ては加齢に伴い，逆の調節が働いてお り，血圧運動中枢

の存在する延髄 ・脊髄で1/10に ，線条体，海馬で1/2の

減少を示した．NPYの 中枢投与による作用が，著しい

降圧作用であ り，逆に末梢性には血管平滑筋の持続的収

縮をひきおこし，その結果 として強い昇圧反応を生じさ

せる事から考え，NPYが 加齢に伴 う血圧調節に重要な

働きをしていると考えられた53)．

この加齢に伴 うNPY量 の変化にNPY遺 伝子発現の

変化が関与 しているかどうかを調べる目的で， ラット副

腎に:おけるNPYmRNA量 を測定するとNPY量 の増

加に伴ってNPYmRNAの 著 しい増 加がお こってい

た5の．つまり，生体内においてNPYを 産生する副腎髄

質 クロマフィン細胞内で，NPY遺 伝子発現が変化 し，

その結果NPYの 産生が約200倍 も増加する事が明らか

になった．この加齢によるNPY産 生の増加は支配神経

である内臓神経の切断により消失する52)，つ まり内臓神

経からの トランスシナプチック(transsynaptic)な 支配

により， クロマフィン細胞の活動に何 らかの変化がおこ

り，それによって細胞内NPY遺 伝子発現が調節された

と考えられた．このような例はレセルピン投与における

内臓神経の活動増加が，副腎髄質tyrosinehydroxylase

(TH)遺 伝子の発現を増大させ，TH分 子の生合成を増

加させるとい う事実56)や， インシュリンによっても内臓

神経の活動増加がおこりNPY遺 伝子発現が増大したと

い う報告57)においても認められている．

生体内での=NPYペ プチドの調節は生成されるペプチ

ド量の変化だけでなく，質的にも修飾をうける．例えば

ラット副腎において加齢とともにMet17の 酸化された

Met(0)一NPYが 特異的に出現する53)．このMet(0)一

NPYの 出現は中枢神経系に認められず，末梢神経節，

副腎にのみ認められる(コ レシストキニン(CCK)の

Met(0)型 は 中枢神経系に発現するのとは対照的であ

る)が ， このsulfoxide型 の 生理的意義 についてはま

だ不明である53・58)．

6． 神経活動，シナプス伝達に伴なうNPY遺 伝子発現

の変化

内臓神経切断によるNPYmRNA量 の変化は，除神

経によるクロマフィン細胞の活動の変化がNPY遺 伝子

発現を変化させたものと考えられる．神経細胞活動の変

化は，神経特異的遺伝子の発現をどのように変化させる

のだろうか?加 えてNPYは カテコラミン(CA)の

cotransm三tterで あ り，CA及 びAChの 遊離を抑制す

る事でシナプス伝達を変化させる．このNPY遺 伝子発

現の神経活動による調節がみい出されれば，神経細胞自

体の持つ，学習記憶の基盤であるシナプス可塑性の化学

的基礎現象のモデルになると考えられた．それ故に，培

養神経細胞を用いて，神経活動や シナプス伝達 に よる

NPY遺 伝子発現の調節について検討を加えてみた．最

初に種々のクローソ化神経細胞 を スクリーニング し，

NPYmRNAを 発現する細胞系をみい出した(表6)・

NG108-15細 胞(未 分化)はNPYmRNAを 最 も多く

含み，NPY遣 伝子転写活性の盛んな細胞と思われる．

この神経細胞を高 カリウムを含んだkrebs-bicarbonate

溶液で30分 間 一13mVま で膜を脱分極 させてNPY

mRNA量 の変動をみた．3時 間後にNPYmRNAは

コントロールの30%の 増加を示 し，6時 間後でも13%の

増加を示していた．actinomycinD(5μM)は この増

加を抑制した．このことは，この神経細胞膜の脱分極 シ

グナルが何らかのセカンドメッセンジャーを介して核に

あるNPY遺 伝子転写活性を時間オーダーで増大させる

機構がある事を示唆していた(HiguchiandYoshida，

未発表)．

7．NPY遺 伝子発現に対するホルモン，細胞内セカン

ドメッセンジャーの影響

PCI2ラ ッ トフェオクロモサイトーマ細胞はア ドレナ

リン性細胞系であ り，NPY遺 伝子発現調節を調べる実

験に適 している，主にこの細胞を用いて，NPYmRNA

発現 に対 す るホルモン，伝達物質，セカンドメッセン



ジャーの影響について調ぺた34β5)．各種ステロイ ドホル

モソ(糖 質コルチコイド，鉱質コルチコイ ド，男性ホル

モン，女性ホルモン)， 甲状腺ホルモン， インシュリン

のうち糖質コルチコイ ド作用を持つステロイ ドホルモン

のみが，NPYmRNA量 を有意に増加させた．その有

効濃度よりこの正の調節作用は，糖質 コルチコイ ド受容

体を介する反応であり，ラットNPY遺 伝子は糖質コル

チコイ ド受容体により転写 レベルで正に調節されると考

えられた．実際ラットNPY遺 伝子5'上 流領域には糖

質コルチコイ ド受容体に結合 しうる数個のciselements

が存在する37)．しか し，これらのelementsを 介 して糖

質コルチコイ ド受容体がNPY遺 伝子転写をどのように

調節するかについては，NPY遺 伝子プロモーター部分

とCAT(chloramphenicoltransferase)ベ クターの

ミニ遺伝子を作成して，直接転写活性の誘導を同定する

必要がある．

Table 6 The neural cell lines which express NPY mRNA and NPY

シナ プ ス伝 達 に 関与 す る 神経 伝 達 物 質 は 種 々の細 胞 外

刺激 を細 胞 内 セ カ ン ドメ ッセ ソジ ャ ーに変 換 す る． 私 達

は セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャー と し てcyclicAMP上 昇 ，

cyclicGMP上 昇，phosphoinositides回 転 に 続 く

proteinkinaseC活 性 化 ，細 胞 内Caイ ナ ソの上 昇 が

NPY遺 伝 子 発 現 に ど う影 響す る のか 次 に 検討 した ． 細

胞 内cAMPを 上 昇 させ るforskolin，dibutyrylcAMP

処理 ，proteinkinaseCを 活 性 化す る フ ォル ボ ー ル エ

ス テル 処 理 ， カ ル シ ウ ムイ オ ノフ ォア(A23187)処 理

は，それぞれ単独でNPYmRNA量 を軽度増加させる

事ができた．つまり，cAMPの 上昇，proteinkinasc

Cの 活性化，細胞内Ca濃 度の上昇はNPY遺 伝子発現

を上昇させる事を示 していた35)．さらに興味深い事は，

これらの要因に著 しい相乗作用(synergisticaction)

が認められた事である．これらの相乗作用のうち，細胞

内cAMP量 の上昇とproteinkinaseCの 活性化によ

って最も強い相乗作用がみられた(図5)． つ まり，神

経細胞内でcAMP依 存性蛋白リン酸化酵素とprotein

kinaseCの 両方の活性上昇が生 じた時，NPY遺 伝子

の著明な転写活性増大がおきる事を示唆していた． この

相乗作用は，ヒト神経細胞SK。N-MC細 胞でも認めら

れた．つまり， ヒト及びラットの種を越えて保存される

NPY遺 伝子のcis-elements(多 分 プロモーター領域に

存在する)が ，両 リン酸化酵素活性の変 化を感受 し，

NPY遺 伝子転写活性を変化させると考 え られた．こ

のことを踏まえてNPY遺 伝子5'上 流域に検索すると

特徴的な28bpの パ リンドローム(palindrome)構 造

(GGGAGTCACCCGGGCGTGACTGCG)が 保 存

されていた35)．この中にはいわゆるphorbolestercis

elements(T(GIT)AGTCA(G!C)あ るい はCCCC-

AGGC)及 びcAMPciselement((T!G)ACGTCAG)

に よく似た構造が含まれている．相乗効果の合理的な可

能性として， これらのciselementに 結合しうる核内

転写制御因子(AP-1，AP-2等59・60))が ，cAMP依 存



性蛋白リン酸化酵素あるいはproteinkinaseCに よ り

リン酸化される事で，NPY遺 伝子転写を行な うRNA

ポ リメラーゼ皿活性を相乗的に増加できるようになる事

が考えられる．このようなセカンドメッセンジャー間の

遺伝子発現における著 しい相乗作用は，詳細が不明でこ

れまで報告がほとんどなされていないが，遺伝子発現調

節では重要な機構であると思われる．

Fig. 5 Effects of forskolin, TPA, and A23187, alone or in combination, on 
the NPY mRNA abundance in PC12 cells. PC12 cells were treated with 
20 uM forskolin, 0.4 pM TPA, and/or 0.4 pM A23187 for the durations 
indicated. Forskolin (F) alone elevated NPY mRNA moderately. TPA or 
A23187 alone had little effect on the NPY mRNA abundance. The com
bination of these agents elicited the positive synergistic regulation of NPY 

gene expression. (Ref. 35)

上記のように，神経活動やシナプス伝達により細胞内

セカンドメッセンジャーが変動すると，NPY遺 伝子発

現は著 しく変化する事が 明 らか となった． このNPY

mR．NA量 の変化はNPY生 成量の変動を きた し． カ

テコラミン等によるシナプス伝達の修飾に変動をもたら

す．要するに神経伝達物質 レベルでのシナプス可塑性の

1つ のモデルになると思われた．

8． 交感神経への分化マーカーと してのNPY遺 伝子

発現

多 くの免疫組織化学の研究によりNPYは 末梢交感神

経系，中枢カテコラミン(CA神 経に主に共存する事が

わかっている9・11)．つ まり，CA合 成酵素群の誘導がおき

て い る神経 細 胞 内 に，NPY産 生 がお きる事 を 示 して い

る ，そ れ 故 に ， このNPY生 合 成 の メカ ニ ズ ム と して ，

CA神 経 細 胞 内 で のNPY遺 伝 子 転 写 活 性 の 出 現 ，

calcitonin/cGRPで み られ る よ うな 選 択 的 ス プ ラ イ シ

ン グ(alternativesplicing)の 発 現 ， あ る い は 翻 訳 レ

ベ ル での 生 合 成増 加等 が 考 え られ た ． このNPYのCA

神経 細 胞 内で の特 異 的 発 現 の 機構 を 検 討 す る 目 的 で，

種 々の ク ロー ン化 神経 細 胞 を ス ク リー ニ ン グ した ． 例 え

ぽ ，Nirenberg研 で 確立 され た マ ウス神 経 細 胞 ，i雑 種

神 経 細胞 ， ラ ッ トPCI2フ ェオ ク ロモ サ イ トー マ細 胞 ，

マ ウスAtT-20下 垂 体 細 胞 ， グ リオ ーマ 細 胞 ， マ ク ロ

フ ァー ジ等 多 くの 細 胞が 調 べ られ た(こ れ らの神 経 細 胞

は ， 神経 伝 達 物 質 含 量 や ， 生 合 成 律 速 酵 素量 が 測 定 さ

れ 分 類 され て い る．)， こ の うち ，NPYを 発 現 す る細

胞 は 神経 細 胞 に 限 られ てい た が ， 予 想 に 反 して未 分 化 ア

セチ ル コ リ ン(ACh)含 有 神 経 細 胞NG108-15細 胞 ，

NCB-20細 胞 に 最 も多 量 のNPYが ， 一方 未 分 化CA

含 有 神経 細 胞PC12細 胞 ，NlE115細 胞 に は 少 量 の

NPYが 存 在 す るの が 明 らか と な った(表6)．NPYを

産 生 す る細胞 に はNorthernblot分 析 で， 脳 内に 認 め



られるものと同じ0．8kbの 成熟NPYmRNAが 認 め

られ，明らかに未分化ACh含 有細胞に 多量 に存 在 し

ていた(表6)． この こ とはNPYは 一 般にCAの

cotransmitterと して認められているが，細胞 レベルに

おいてCAの 発現とNPY遺 伝子発現 とは一致 しない

場合がある事を示していた．多分，NPY遺 伝子発現に

は，CA生 合成酵素群の遺伝子発現 とは違 う転写因子が

関与している事を示唆している．

Fig. 6 Long-term effects of NGF on the NPY mRNA abundance. PC12 
cells were treated with 60 ng/ml NGF (N) and/or 1 pM dexamethasone (D). 
The total cellular RNA was analyzed electrophoretically, and Northern blot 
membranes were hybridized with a nick-translated rat NPY cDNA probe. 
NGF or dexamethasone alone elevated NPY mRNA abundance remarkably, 
while dexamethasone diminished the effect of NGF when both were present. 

(Higuchi and Sabol, unpublished data)

しか し， これ らの 未 分 化 神 経 細 胞 をPCI2細 胞 は

2．5S神 経 成 長 因 子(NGF)で 交 感神 経 様 細 胞 に61)， ま

たNGIO8-15細 胞 あ る い はNCB-20細 胞 はcAMPや

DMSOでACh性 神 経 細 胞 に62)分 化 させ る と，PCI2

細 胞 では4日 間 でNPYmRNA量 が 未 分 化型 の100倍

に増 加 し(図6)，NG108-15細 胞 で は 逆 に 分 化 に 伴

い ，NPYmRNA量 が3日 間 で1/10に 減少 した ． さ ら

にnuclearrun-onexperimentに よ りNGFに よる

PC12細 胞分 化 時 のNPY遺 伝 子 転 写 活 性 の 変 化 を 調

べ る と， 明 らか に 核 で のNPY遺 伝 子 の転 写 活 性 が 増 大

して い た(HiguchiandSabo1， 未 発 表)． 一 般 に 真 核

細胞遺伝子転写制御にはTATAボ ックスやCCAAT

ボ ックスに結合する基本的に必須の転写活性因子以外に

もプロモーター部位に結合する何種類かの細胞特異 的

transactingfactorが 存在すると考えられる． この よ

うにモデル神経細胞を用いた時，交感神経細胞分化時に

は，NPY遺 伝子発現を強める転写因子の誘導あるいは

転写抑制因子の産生抑制がおこっている事を示唆してい

た．またACh性 神経細胞分化時においては，上と逆の

現象が生じていると考えられた．

交感神経にNPYが 発現する機構を さらに検討する

ために，PCl2細 胞 におけるNGFのNPYmRNA発

現増大を詳細に調べた(HiguchiandSabol， 未発表)．

PCI2細 胞 はNGFに よる分化に伴 い，形態的にも生

化学的にも多くの変化がおこる63)，protooncogeneを

含め幾つかの遺伝子発現の増加 もNGF処 理のPCI2

細胞において観察されている64'68)．これ らの変化に比

べ，NGFに よるNPYmRNAの 増加は最 も顕著なも

のである．NPYmRNAの 増加はNGF添 加後，3．5

時間で13倍 に も達 し，NGFに よる遺伝子発現の誘導の



うちでも初期に属するものである． しか し，この増加は

蛋白合成阻害剤で抑制される事 より，NGFに よる何 ら

かの蛋白性転写因子の産生を介する2次 的なものと考え

られる(HiguchiandSabol， 未発表)． 例えばc-fos

遺伝子発現誘導は蛋白合成阻害剤で抑制されず，NGF

の最 も直接的な作用と考えられるが，c-fos遺 伝子産物

がNPY遺 伝子発現に関与しているかは現在不明のまま

である65)．Minthら6)は ，神経細胞内でNPY遺 伝子が

発現する時に必須のプロモーター部位は ヒトNPY遺 伝

子では 一530bpの5'上 流領域と51bpの 第1エ キソ

ンの最初の部分にある事を示した． しかし，神経細胞の

分化(特 に交感神経への分化)に 関与するtransacting

factorを 認識するciselementsが これらの部位に存在

するかどうかは不明のままである．NGFは 交 感神経の

分化や神経細胞の生存維持に必須の因子として知られ，

いろいろな分化 ・増殖に関与する遺伝子の転写活性を上

昇させる事が知られていたが，その機構については詳細

が不明のままで あった．NGFに よるNPY遺 伝子発

現増大の現象の研究は，NGFの 作用機序の解明に良い

手がかりを与えると思われる．

9． 結 語

neuropeptideY(NPY)は 中枢及び末梢交感神経系

に広く分布し，降圧作用を含む多様な中枢神経作用や血

管平滑筋収縮作用，神経終末 よりのCA遊 離抑制作用

を持つ．これらの生理作用を発現するNPY受 容体にも

少なくとも2つ のサブタイプ(Y1，Y2)が あ り，種 々の

GTP結 合蛋白質 とカップルす る事がわ かってきた．

cDNA及 び遺伝子 クローニングや構造決定によりヒト

及びラットのNPY前 駆体一次構造が決定され，その強

い系統的構造保存からNPYは 生体に基本的な生理作用

を持つペプチ ド性神経伝達物質と考えられ，それを支持

する知見が集積 してきている．NPYの 多彩な生理作用

に比ぺ，NPY遣 伝子発現や，pro-NPYの 生合成，プロ

セッシソグ，分解に関する知見は少なかった．私達の実

験により，NPY遣 伝子発現及び生合成は神経活動，ホ

ルモン，神経伝達物質受容体を介するセカンドメッセン

ジャーにより強く調節されている事が明らかとなった．

これ らの因子によるNPY遺 伝子発現調節は，NPYの

生理作用 より考え，シナプス伝達の変動をきたし，シナ

プス可塑性の1つ の良い生化学的モデルと考えられた．

さらにNPYは 交感神経細胞内に発現 し，また，CA性

神経細胞分化時の▼NPY遺 伝子発現が著明に増大す る

事から，この遺伝子発現調節機構の研究は，交感神経分

化 の 機 序解 明の 良 い 手か が りを 与 え る と考 え られ た ．
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Abstract-Neuropeptide Y (NPY) : Functions and biosynthesis as a peptidergic neurotrans
mitter and the regulation of neuron-specific expression of NPY gene. Hiroshi HIGUCHI 

(Department of Pharmacology I, Osaka University School of Medicine, Nakanoshima, 
Kita-ku, Osaka 530, .Japan). Folia Oharmacol. jalion. 93, 203-218 (1989)
Neuropeptide Y (NPY) is widely distributed in the central and sympathetic nervous systems 
and has a variety of central actions including regulation of blood pressure and peripheral 
actions; e.g., continuous vasoconstriction and inhibition of catecholamine release. The 
NPY receptor can be divided into 2 subclasses (Y1, Y2), and these subclasses are coupled 
to GTP binding proteins (Gi, Go, Gp ...... ) . Recently, human and rat prepro-NPY 
mRNA and NPY gene structures have been determined by cDNA and genomic cloning 
and sequencing. The strong evolutionary conservation of these structures suggested that 
NPY is an essential peptidergic neurotransmitter. Little is known about the biosynthesis, 

processing, degradation of NPY and NPY gene expression. We showed that NPY gene 
expression and NPY biosynthesis are regulated by neural activity, hormone, and intra
cellular second messengers via neurotransmitter receptors. The change of NPY gene 
expression by these neural factors is considered to be a good model for a synaptic plasticity, 
because these changes cause the changes of synaptic transmission. Furthermore, because 
NPY is expressed in sympathetic neurons and its gene expression increased markedly on 
the differentiation of adrenergic cells, this study about NPY gene expression could provide 

good clues for elucidating the differentiation of sympathetic neurons.


