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比較内分泌学における新 しい展開
―ホルモンの脳科学―

ホルモンと脳の関わ りについては古 くか ら多 くの研究がなされてきました。その研究の主な視点

は 「内分泌系を調節する脳神経系」 と 「脳神経系を調節する内分泌系」に向けられたものでしたが、

最近の内分泌系と脳神経系の境界領域における研究により、 「脳の新たな側面」がみえてきました。

ホルモンの概念は大きく変わり、比較内分泌学においてもrScience of chemical mediation」 の

視点からの脳研究が今後はより一層重要になると思われます。 「ホルモンの脳科学」 シリーズは、 内

分泌系と脳神経系の境界領域におる最新の研究成果から 「脳の新たな側面」 を見いだし、みなさん

と一緒に 「脳 とは何か」 を改めて考えてみる試みです。良い作品には 「起承転結」があるといわれ

ています。 「ホルモンの脳科学」シリーズも今回で4回 目の掲載にな ります。その1(筒 井)・ その2

(前多)「起」 とその3(西 原先生、 岡先生)「承」が既に掲載され、今回はその4(川 戸先生、松島先

生)「転」です。比内分泌学とは異なる研究分野で活躍されている川戸先生(生 物物理学)と 松島先生

(神経生物学)に よる脳研究の展開は、比較内分泌学における 「ホルモンの脳科学」の新展開を考え

る良い機会になると思います。 (K.T.&K.M.)

ホルモンの脳科学 その4

脳と副腎に於けるステロイドの合成と作用を可視化解析する
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我々は、生物物理学の手法でステロイ ド合

成と作用などに関わる情報変換過程 を、脳の

グ リアや神経細胞及び副腎皮質細胞の中で追

いかけている。ビデオ蛍光顕微鏡(浜 松ホ トニ

クスARGUS50)や 共焦点 レーザー顕微鏡

(Bio-RadMRC-1024)を 用いて、細胞中に取

り込 ませ たCa2+信 号/エ ン ドソーム配送

/P450活 性の指示薬の蛍光強度が変化するの

を顕微イメージすると、 これ ら信号とその役

割 を直接捉える事ができる。ビデオ蛍光顕微

鏡では、蛍光色素をキセノンランプで励起し

て、 倒立蛍光顕微鏡に取 り付けた超高感度

CCDカ メラで捉えてビデオテープで録画 し、

リアルタイムで細胞1個 や細胞内部の蛍光の

画像を記録することができる。 一方、共焦点

レーザー顕微鏡では細胞の光学断層撮影がで

きる。励起光はArレ ーザーで、断層撮影でエ

ン ドソームなどの位置情報が精度良くわかる

という利点がある。光路を切 り替えることで

ビデオ蛍光顕微鏡と共焦点 レーザー顕微鏡の

どちらでも観測できるようにしてある(複合顕

微イメージング装置)こ とも重要な点である

(図1参 照)。 時間経過をビデオ蛍光顕微鏡で

追い、特別な時点で共焦点 レーザー顕微鏡を

使って細胞を輪切 りにして調べる、 という具

合に用 いると大変便利である。 レーザー顕微

鏡の励起波長は限られているので、多重染色

観察 をするときなどこの複合顕微イメー ジン
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グ装置が威力を発揮する。

(1)副 腎細胞に於けるステロイ ド合成の可視化

副腎皮質は生体防御のステロイ ドホルモン

を合成 している。副腎皮質束状層ではペプチ

ドホルモンACTH(脳 下垂体か ら分泌 される

副腎皮質刺激ホルモン)が 細胞に作用す ると、

ACTH短 期効果 として、20分 以内に大体次

のような経路で情報伝達 ・変換が進むと思わ

れてきた。 「(1)ACTHが レセプターに結合し

て レセプターからG蛋 白な どを経てタンパク

キナーゼが活性化される。→(2)細 胞のCa2+

濃度が上昇するか、 またはcAMP濃 度が増加

する。→(3)短 寿命蛋白StARな どが合成さ

れ、 これがコレステロールをミトコン ドリア

内膜へ運搬されるのを促進する。→(4)ミ ト

コン ドリアでチ トクロムP450sccが コレステ

ロールをプレグネノロンに変換する。→(5)

ミクロソーム中のP45017α やP450C21な ど

の各チ トクロムP450が 関与す

る多段階の反応を経て最終的な

ステ ロイ ドホルモ ンの形 にな

る。」(図2参 照)。

上記の(1)の ステ ップで、副

腎皮質細胞ではセカン ドメッセ

ンジャーが20年 以上にわたり不

明であ り、近年までcAMPセ カ

ンドメッセンジャー説が信じら

れてきた。確かに1nMや1μM

ACTHと いう薬理学的な高濃度

ではcAMP濃 度が上昇し、 この

場合cAMPが セカン ドメッセン

ジャーで ある可能性 は大きい。

しか しACTHの 生理濃度1pM

はこれより遥かに低濃度で、 こ

の様 な低 濃 度 のACTHで は

cAMPが 動かないことが証明さ

れてきた。 一方、 細胞外液に

1mM程 度のCa2+が ないとステ

ロイ ドホルモンが合成されない

ことか ら、 かな りの研究者が、

もしかしてCa2+が セカンドメッ

センジャーではないか ということを考え、沢

山の研究を行ってきた。 しかしCa2+信 号は長

い間発見されなかった。我々は、過去のCa2+

測定自身がへたくそだったせいではないかと

思い、 この問題に挑戦 した。 しかしさんざん

苦労した。やはり、他人の言うようにCa2+信

号はなかなかでないのである。 まず、細胞が

蛍光指示薬Furaー2やCalciumGreen-1な ど

でなかなか染色されない。わずか5%程 度の細

胞 しか染まらず、これは他の臓器の細胞(神 経

細胞 グリア細胞、免疫細胞、肝細胞、等々)

と全く異なる。最終的に我々は この難問を、

蛍光Ca2+指 示薬の分散を良 くすることによっ

て解決し、蛍光指示薬をほぼ全部の細胞 に導

入できた。するとACTHは 生理濃度の1pMで 、

Ca2+オ シレーション信号を発生させることが

観測できた。更にこのCa2+オ シレーション信

号を外液 にEGTAを 加えることで止めると、

ステロイ ドホルモ ン産生が1/10以 下に落ち

図1複 合イメージング装置。

ビデオ蛍光顕微鏡と共焦点レーザー顕微鏡のどちらでも観測でき

るシステム。
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て、Ca2+が セカンドメッセンジャーであるこ

とが証明できた。詳しく見るとCa2+ス パイク

列、段階的Ca2+濃 度上昇、 これ ら2つ の混合

信号という三種類の信号が見つかった1・2)。

Ca2+信 号の標的はなんだろう?我 々は、

rACTHの 引き起こすCa2+オ シレー一ションは

ミ トコン ドリアに伝 播 し、Ca2+依 存的 に

NADPHを 作り→周期的な電子伝達が起 こり

→チ トクロムP450sccが 周期的に活性化され

て→コレステロール→プレグネノロン変換 と

いうステロイ ドホルモン合成の律速反応が加

速されるのでは?」 という仮説を建てて研究

を進めている。 この仮説の検証のためには、

実時間で細胞中のミトコンドリアのP450scc

の活性イメージングを行う必要があり、コレ

ステロール ・レゾルフィンという蛍光基質を

用いて測定を進めた3)。 コレステロール ・レ

ゾルフィンはP450sccに 代謝されてレゾルフ

インとプ レグネノロンになり、

遊離 レゾル フインの生成で蛍

光強度が500倍 にもなる。 こ

れを利用 して細胞内ミ トコン

ドリアでのP450sccの 代謝活

性を観測 している。 この方法

により、異なるCa2+信 号を発

生 す るACTH、 細 胞 外

NADPHで はP450scc活 性化

の様子が大きく異なることが分

かってきた。 細胞外NADPH

は細胞膜中のATPレ セプター

に作用 してCa2+ス パイク列を

発生し、 これがミトコンドリア

内に伝わってミトコンドリア内

NADPH合 成 という反応 を引

き起 こす。ACTHの 引き起 こ

す という下駄をはいたCa2+ス

パイク列はミトコンドリア中に

は余 り効率 よく働かない。最

近ACTH誘 導Ca2+信 号の標的

はエンドソームの輸送であるこ

とを発見 した。副腎皮質ステ

ロイ ド合成反応 の基質 のコレ

ステロールは、低密度リボ蛋 白質LDLに 結合

して運ばれる。LDLは 細胞表面のLDLレ セプ

ターに結合し→コーティッドピッツ→エンド

ソームというエン ドサイ トシスによって細胞

内に取り込まれる。我々は、エンドソームに

取 り込まれて更にリソソームに輸送される様

子をDiIと いう蛍光色素で標識 したLDLを 細

胞 に加えて、 時間分解 して撮影 している。

LDLは5～20分 くらいでエンドソー一ムに取 り

込まれるが、 中期エン ドソームが形成 される

迄に1時 間かか り、それか ら細胞中を核方向

に輸送されリソソームに到達するのはLDLが

取 り込まれてから3時 間くらいかかることが、

直接撮影で分かった。 この核方向への輸送が、

ACTHを 加えることによって、1時 間に短縮

された(図3)。 また1個 のエンドソームの運動

を追跡すると、瞬間的には0.1～1.0μm/秒

という、非常に速いスピー ドで、微小管上を

図2副 腎皮質細胞内でのステロイ ド合成の分子機構図。

ACTHと 細 胞外NADPHはCa2+信 号 を誘導する。ミ トコンドリア

ではチ トクロムP450sccが コレステロールをプレグネ ノロンに変換

する。コレステロールはLDLエ ン ドソーム として細胞内を運ばれ

る。
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滑走していた。エン ドソームにはダイニン(核

方向輸送)と キネシン(細胞表面方向輸送)と い

うモーター蛋白質が結合していて動いている

ので、核 方向と細胞表面方向の両方向に前

進/後 退/停 止を数秒 ごとに繰 り返 して滑走

してお り、 その為長時間観察をすると、実時

間では分か らないほどゆっくりと移動してい

ることがわかった。ACTHのCa2+信 号はこの

キネシンを抑制するかダイニ ンを活性化する

かで、 エンドソーム輸送を早めているのでは

ないか。

(2)脳 に於けるステロイ ド合成

筆者等は、副腎皮質の研究を通して

確立 した計測法 を用いて、Ca2+信

号 ・ステロイ ド信号 ・NO信 号など脳

細胞の情報変換過程の実時間可視化

を行い、脳の情動に基づく記憶学習機

能の本質に迫ろうとしている。脳には

神経細胞 とグリア細胞がある。神経細

胞は電気パルスを出して交信 している

ことは誰もが知っているが、グリアは

ずっと沈黙の細胞として神経の栄養補

給など補助的な仕事 をしていると考え

られてきた。しかし最近の研究で、グ

リアはCa2+信 号を発 して活発に活動

してお り、神経伝達物質を介 して神経

細胞と直接交信していることが明 らか

にされつつある。Ca2+波 動信号がグ

リアネットワークを伝わ り、最終的に

神経細胞 を興奮させて交信す るらし

い。グリア細胞は、脳内でのステロイ

ド信号であるニューロステロイ ドを合

成する有力な候補である。ニューロス

テロイ ドは興奮性グルタミン酸 レセプ

ターの一種NMDAレ セプター、抑制

性GABAレ セプター等に作用するこ

とで、神経細胞間の情報伝達効率を制

御 している。ニューロステロイ ドは精

神状態に密接に関係していて、各種の

情動行動(怒 り→攻 撃、恐怖一→逃避、

不安)を 制御 していると予測されてい

る。グリア細胞でのニューロステロイ

ド合成の機構が副腎皮質のステロイ ドホルモ

ン合成と良く似ていると仮定すると、 「(1)刺

激ホルモン(グ ルタミン酸な ど)が細胞膜上の

レセプターに作用して細胞質へCa2+が 流入す

る。 →(2)Ca2+信 号はミトコンドリアや核に

達する。→(3)ミ トコンドリアでのチ トクロム

P450scc系 の電子伝達に駆動された基質コレ

ステロールのプレグネノロンへの変換→(4)で

きたニューロステロイ ド(プ レグネノロンの誘

導体)の 放出→(5)神 経細胞のNMDAレ セプ

ターに作用 し興奮性信号を促進(長 期増強)し

図3副 腎皮質細胞の中期エン ドソームの形成と輸送。

LDLは 蛍光脂質アナログDilで 標 識し、37℃ 、7分 間副腎

皮質細胞とインキュベーションして取 り込ませた後、1時 間

(A1ーA3)と3時 間(B1-B3)経 過後 ビデオ蛍光顕微鏡で

観察 した。A1ーA3で は細胞質 にほぼ一様 にLDLエ ン ドソ
ームが分布 している。B1ーB3で は核の周 りに、LDLエ ン

ドソームが局在 している。ACTHを 加 えると1時 間後 に既

にB1ーB3の よ うなエン ドソームの集合が見 られる。

1h

A-1

A-2

A-3

3h

B-1.

B-2

B-3
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て、神経ネットワークの電気信号を制御する」、

という流れになる。我々はラッ ト胎児の大脳

から調製したグリア培養細胞を用いて、まず

上記(1)、(2)の 刺激物質によるCa2+信 号の

発生過程をイメージング したところ、グルタ

ミン酸刺激でアス トログリアやオリゴデ ンド

ログリアでCa2+オ シレーションと階段状の

Ca2+濃 度上昇とその混合された信号 という三

種類の信号が発生することを観察することが

できた(図4)。 この三種類の信号の比率は神

経伝達物質(セ ロトニン、グルタミン酸、 ヒス

タミン)の種類によって大きく変わる4)。グリ

ア細胞 もLDLを 取 り込んで活発なエンドソー

ム輸送を行っているが、LDLが 取 り込まれて

から核周辺に到達する迄には、副腎皮質の2

倍の6時 間もかかる(図5)。 エンドソームの滑

走自体は、微小管上を前進/後 退/停 止を繰り

返す、副腎皮質と良く似た性質を示す。 しか

しこれまでに作用させた神経伝達物質のうち

で、エ ン ドソーム輸送を促進させ るような

Ca2+信 号を発するものは見

つかっていない。

副 腎皮 質 と比 べ る と、

Ca2+信 号の下流における、

ニューロステロイ ド合成過

程の分子論は、 脳の各部分

の海馬/小 脳/視 床/網膜のい

ずれをとっても未だ大変お

寒 い状況にある。StAR蛋

白は海馬や小脳に低濃度見

つかっているが5)、 肝心の

チ トクロムP450sccが 副腎

皮質 の1万 分の1～100万

分 の1と 極端に少ないとい

う報告が多 く、世界中の脳

のチ トクロムP450学 者は足

踏みを余儀なくされている。

我が川戸研では、現在記憶

学習 中枢の海馬に的を絞 っ

て、 奮闘 しているところで

ある。 我 々 もチ トク ロム

P450sccが オ リゴデ ンドロ

グリアやアス トログリアに局在すること等を

観察したが、存在量は副腎皮質の1000分 の1

と極端に少ないので、活性測定など生化学解

析は大変難しく、高感度の方法を開発する必

要がある。一方グ リアばか りでなく、広島大

の筒 井グ ループが 小脳 プル キ ンエ細胞 に

P450sccが 存在することを示すなど、脳神経

細胞にニューロステロイ ド合成能があることも

示されつつある6)。

(3)ス テロイ ド作用を海馬神経細胞で見る

我々はニューロステロイ ドの合成過程を追

うとともに、一方でステロイ ドが脳神経伝達

に及ぼす作用に関しても研究を進めている。

ニューロステロイ ドや副腎皮質ステロイ ド

ホルモンは、グルタミン酸 レセプターの一種

であるNMDAレ セプターのCa2+流 入信号を

大きく変化 させることで情報伝達を変えてし

まう。実際、ニューロステロイ ドである硫酸

プレグネノロン(PREGS)を 海馬や扁桃体に注

図4セ ロ トニン刺激で引き起こされる、アス トログリア細胞内のCa2+濃

度のオシレーシ ョンを、Ca2+指 示 薬CaluciumGreen―1の 規格化 した

蛍光強度の変化率 △F/FO(%)を 縦 軸 に取 って、時間経過を示 したも

の。単一の振動波形ではなく、図に示した様に、曲線1、2、3の3種 類

の代表的なパターンがある。曲線1:Ca2+オ シ レーション、曲線2:

Ca2+濃 度の階段的な上昇、曲線3:Ca2+オ シ レーションがCa2+濃 度

の階段的な上昇に重なったもの。図の矢印の所で1μMの セロ トニンを

加えている。
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入する と、10ー18モ ル という低濃度でfoot・

sh㏄kavoidance(電 気 ショック逃避)の 記憶

学習能がはっきりと向上する7)。

さて、脳におけるニュー ロステロイ ドや副

腎ステロイ ドの作用を可視化するのは、 どう

やって行 うのか?こ れはPREGS、 デヒ ドロ

エピアンドロステロン、硫酸デヒドロエピア

ンドロステロン等がNMDAレ セプターを介し

たCa2+流 入を大 きく変化 させるので、Ca2+

信号を測定することで可視化できる。海馬の

神経細胞 にPREGSを 加 えて10分 後 には、

NMDAに よるCa2+信 号を発生する細胞が2倍

くらいに増加する。PREGSはNMDAレ セプ

ターの開口確率を増大させるのである。又面

白いことに、ス トレスにさらされると、多く

分泌されるコルチコステロン(CORT、 副腎皮

質 ホ ルモ ンの一種)が 、 海馬 神経 細胞 の

NMDAレ セプターに10分 程度で急速に作用

し、NMDAレ セプターが一度開いた らそのま

ま開き放しにする作用があることを見つけた。

これ迄、ス トレスの影響は4～21日 という長

期間経過 して始めて海馬のCA3錐 体細胞を死

に至 らしめる、 という結果しかなく、 これ程

短時間に影響 を及ぼす とは驚きであった。 教

科書に書いてあるようにステロイ ドホルモン

は細胞内核 レセプターを介してしか働かない

というのは、誤 りであった。ステロイ ドの作

用するも う一つの代表的 レセプターである

GABAレ セプターはcrを 流入させる。 この

C「 信号の可視化はCa2+信 号と比べて大変 に

難しく、未だに電極による検出にたよらざる

を得 な い状況 が続 いて いる。PREGSは

NMDAレ セ プター活 動 を増強 させ、 更 に

GABAレ セプターの活動 を抑制するので、両

者を合わせると海馬神経を著しく興奮性にさ

せることがわかる。海馬は記憶学習の中枢で

あり、CA1錐 体細胞のNMDAレ セプターは

空間記憶学習を担っている。従って、海馬神

経細胞のNMDAレ セプターがPREGSで 増強

されるのは記憶学習能を上昇させると考えら

れるし、CORTで 機能不全に陥るのはス トレ

スで記憶学習能が落ちることと関連があると

考えられる。
一方、 核 レセプターを介 して働 く低濃度

(ナノモルオーダー)のCORTは 海馬神経の維

持に必須で、 これがないと歯状回の神経細胞

が死んでしまう。このように、ステロイ ドは、

脳では核 レセプターを介 して作用を発揮する

慢性効果だけではなく、神経伝達物質レセプ

ターを制御す ることで急性的に作用を発揮す

ることが多 く、情動に依存する記憶学習を本

質的に制御 している可能性が高い。
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図5脳 での神経細胞とグリア細胞のニューロス

テロイドを介した交信モデル。

グリアで合成されたニューロステロイ ドが後

シナプス細胞の神経伝達物質レセプターに作

用して、その効率を変化させる。ニューロス

テロイドは神経細胞自身の中でも合成され
る。
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