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１． は じ め に

神経細胞は，軸索という細胞体から長く伸びる特有の構

造を持ち，神経細胞に入力された情報は，この軸索を通っ

て伝達される．情報が伝達されるスピード（神経伝達速度）

は軸索の径に依存するが，このスピードを大幅に高めるの

が，軸索を取り巻いて絶縁体として働き，跳躍伝導を可能

とする髄鞘という構造である．髄鞘は絶縁体として，情報

の混線を防ぐ働きも持つので，軸索成熟（径が太くなるこ

と）と髄鞘形成は，神経系ネットワークにおいて，情報伝

達の速度と精度を決定付ける極めて重要な要素である．

髄鞘はグリア細胞（中枢神経ではオリゴデンドロサイト，

末梢神経ではシュワン細胞）から供給され，神経細胞の軸

索が一定の径に達すると，髄鞘形成が開始される．軸索が

髄鞘化された後も，軸索と髄鞘の相互作用によって，お互

いが成熟していくものと考えられている（図１）が，その

詳細な分子機構は明らかではなかった．

今回我々は，遺伝子改変マウスの解析によって，ナル

ディライジンというメタロプロテアーゼが，神経細胞軸索

の成熟と髄鞘形成を制御することを明らかにした．ナル

ディライジンは，「細胞外ドメインシェディング」という
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特集：細胞外プロテオリシス研究の最前線

ナルディライジンによる細胞外ドメインシェディング
制御機構と，その神経軸索・髄鞘形成における役割

西 英 一 郎

膜近傍部におけるタンパク質分解により，膜タンパク質の細胞外ドメインが不可逆的に

切断される現象を，細胞外ドメインシェディングという．多岐にわたる膜タンパク質が，

この翻訳後修飾による機能調節を受けており，重要な生理的および病理的役割を担うもの

と考えられるが，シェディング制御の分子機構はまだ充分解明されていない．我々は，膜

型増殖因子 HB-EGFの結合タンパク質として同定したメタロプロテアーゼ，ナルディラ

イジン（nardilysin：NRDc）が，細胞外ドメインシェディングの活性化因子であることを

明らかにしてきた．また最近作製した NRDc欠損マウスの解析から，NRDcがニューレ

ギュリンのシェディングを介して，神経軸索の成熟と髄鞘形成を司ることを明らかにし

た．本稿では，NRDcによるシェディング制御機構と，その生体における役割について概

説する．

京都大学大学院医学研究科循環器内科学（〒６０６―８５０７
京都市左京区聖護院川原町５４）
Regulation of protein ectodomain shedding by nardilysin―A
critical role of nardilysin in axonal maturation and myelina-
tion―
Eiichiro Nishi（Department of Cardiovascular Medicine,
Graduate School of Medicine, Kyoto University,５４Shogoin
Kawahara-cho, Sakyo-ku, Kyoto６０６―８５０７, Japan） 図１ 神経軸索の成熟と髄鞘形成



翻訳後修飾を制御している．

２． 細胞外ドメインシェディングとは？

膜近傍部におけるタンパク質分解により，膜タンパク質

の細胞外ドメインが不可逆的に切断される現象を，細胞外

ドメインシェディングという（以下シェディングと略）．

増殖因子やサイトカインの前駆体，様々な受容体や接着分

子，さらに Notchやアミロイド前駆体タンパク質（APP）

など，多岐にわたる膜タンパク質がシェディングによる制

御を受けており，ADAM（a disintegrin and metalloprotease）

プロテアーゼをはじめとして，MMP（matrix metalloprotein-

ase）ファミリー分子や BACE１（beta-site APP-cleaving en-

zyme１）など様々な酵素群が“シェデース（sheddase）”（切

断酵素）として報告されている１，２）．

膜タンパク質の機能発現におけるシェディングの重要性

は，例えば基質膜タンパク質である TGF-αの欠損マウス
の表現型（毛髪，皮膚，角膜）が，切断酵素 ADAM１７（TNF-

α converting enzyme：TACE）の欠損マウスと酷似するこ

と３），すなわち適切にシェディングされないことが，分子

そのものの欠損と同じ意味を持つことからも示唆される．

TGF-αと同じ EGFファミリーに属するヘパリン結合性

EGF様増殖因子（HB-EGF）の欠損マウスは，心臓の弁形

成に異常を認めるが，この表現型は TACE欠損マウス，

さらに EGF受容体（EGFR）欠損マウスにも同様に認めら

れる４）．この事実は，TACEでシェディングされた分泌型

HB-EGFが，EGFRを介して情報を伝えることが，正常な

心臓弁形成に必須であることを示している．より直接的

に，単分子のシェディングの生物学的重要性を示した例と

して，シェディングを受けない変異体タンパク質をノック

インしたマウスの解析が HB-EGFおよび TNF-αで行われ
ている．HB-EGFの場合，非切断型変異体ノックインマウ

スは，HB-EGF欠損マウスと同様の心臓表現型を呈し，正

常な心臓発生における HB-EGFシェディングの重要性が

再確認された．その一方で，ノックインマウスの生存率が

欠損マウスより明らかに高くなったことから，HB-EGFの

膜型前駆体が独自の機能を有することも示唆された５）．

TNF-αの非切断型変異体ノックインマウスにおいては，
TNF-α欠損マウスで生じたリンパ組織の発生異常をほと
んど認めなかったことから，発生段階では TNF-αのシェ
ディングは必須ではないことが示唆された．しかしなが

ら，炎症疾患モデルにおける炎症巣形成には異常を認め，

膜型前駆体と分泌型サイトカインが異なる生物学的機能を

請け負っていることが明らかになった６）．

以上の個体レベルにおける解析からも明らかなように，

シェディングは単なる基質タンパク質の活性化，不活性化

というよりは，膜タンパク質の機能変換や多機能化を担う

重要な翻訳後修飾と言えよう．多機能化という観点からい

えば，Notchや APPのように，シェディングが先行するこ

とで，γセクレターゼによる膜内切断（RIP：regulated in-

tramembrane proteolysis）が誘導され，遊離した細胞質ドメ

インが新たな機能を持つもの（Notchの場合，転写調節機

能）などは，その良い例と言えるだろう．

シェディングの生物学的機能は，切断される分子（基質）

によって全く異なるわけだが，TACE活性欠損細胞におい

て多彩な分子群のシェディングが減少すること，ホルボー

ルエステルが多くの膜タンパク質のシェディングを活性化

することなどから，シェディング制御の分子機構は，基質

間で，また異なる基質を持つ膜型プロテアーゼ間で，ある

程度共通しているのではないか，と考えることができる．

シェディングは，様々な刺激による細胞の活性化に伴い誘

導されることから，生体では厳密な制御下におかれ，重要

な生理的および病理的役割を担うものと考えられる．

ADAMプロテアーゼなどのシェデースの阻害を介して，

細胞外ドメインシェディングを負に制御する因子として，

TIMPや RECKなどが同定されているが，シェディングの

活性化を制御する分子機構は意外なほどわかっていない．

TNF-αとその受容体，EGF受容体のリガンド群，そして

APPなどのシェディング活性化機構を解明することは，

炎症性疾患，がん，アルツハイマー病の病態解明に，そし

てシェディングを標的とした新たな治療法の開発につなが

るものと期待される．

３． ナルディライジンによる細胞外ドメイン

シェディング制御機構

我々は，メタロプロテアーゼのM１６ファミリーに属す

るナルディライジン（nardilysin, N-arginine dibasic convert-

ase；NRDc）を，EGFファミリーに属する HB-EGFの結

合タンパク質として同定した７）．もともと NRDcの発見

は，放射性ヨード標識した HB-EGFを，神経細胞や乳が

ん細胞表面でクロスリンクさせた時に，HB-EGF-EGFR

（EGFR：ErbB１）複合体とは明らかに分子量の異なる複合

体が検出されたことに端を発する．同複合体が HB-EGF

と HB-EGFの新規受容体から成ると考え，チューブ内ク

ロスリンクによる複合体形成を指標として，乳がん細胞株

MDA-MB４５３細胞からタンパク質生化学的に精製を行った

結果，NRDcの同定に至った．細胞表面上で HB-EGFと特

異的に結合するタンパク質として同定したにもかかわら

ず，NRDcは膜貫通ドメインのない可溶型のメタロエンド

ペプチダーゼであった．NRDcは明らかなシグナル配列は

持たず細胞質に存在するが，細胞外にも分泌され一部は細

胞表面に留まる．その機序は現在に至るまで明らかにでき

ていないが，哺乳類のタンパク質で唯一 NRDcと高い相

同性（アミノ酸レベルで約４０％）を持ち，同じM１６ファ

ミリーに属する insulin degrading enzyme（IDE）が，非古
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典的分泌経路を通って細胞外に放出されることから，両者

に共通する分泌機序が存在するのかもしれない．最近，細

胞外小胞エキソソームに，ADAMプロテアーゼとその基

質膜タンパク質が存在し，シェディングの新たなプラット

フォームになっている可能性が示唆されている８）．IDEが

エキソソームに存在しているという報告もあり，NRDcの

分泌やシェディング増強機能にも関与している可能性があ

り興味深い．

NRDcは分子量約１４０kDaで，他の多くのメタロプロテ

アーゼの活性中心（His-Glu-Xaa-Xaa-His）とは逆さまの His-

Xaa-Xaa-Glu-Hisという活性中心を持つM１６ドメインと，

このドメインと低いホモロジーを有するが，活性中心のな

い二つのM１６不活性ドメイン以外に，既知のドメイン構

造は有さない．IDEを含む他のM１６ファミリー分子には

ない特徴として，NRDcはM１６ドメイン内に大きな高度

酸性ドメイン（ヒトでは５７アミノ酸長：うち４３アミノ酸

が Asp，Glu）が挿入されていることが挙げられる（図２）．

この高度酸性ドメインは，HB-EGFとの結合ドメインでも

ある９）．マウス生体における NRDcの発現は広範で，週齢

による変化も大きく一概には言えないが，中枢神経系，心

臓，精巣，肺や肝臓で特に強い発現を認める．

分泌型 HB-EGFの新規膜表面結合タンパク質として

NRDcを同定した経緯から，NRDcが EGFRの共役受容体

として機能しているのではないかと考えたが，NRDc-

EGFRの二量体あるいは HB-EGF-NRDc-EGFRの三量体の

存在は確認できなかった．NRDcが，HB-EGFによる

EGFR活性化を修飾するかどうかを検討したところ，

NRDc単独でも EGFRが活性化され，その活性化が HB-

EGF阻害剤（HB-EGFと EGFRの結合を阻害する）によっ

て抑制されることがわかった．HB-EGFは膜結合型の前駆

体として生成された後，細胞外ドメインシェディングを受

けて分泌型（活性型）となることから，NRDcが HB-EGF

前駆体に作用して細胞外ドメインシェディングを誘導し，

切断された分泌型 HB-EGFが EGFRを活性化する，とい

う段階を経ているのではないか，と考えた．実際に，

NRDcの組換えタンパク質を HB-EGF前駆体を強発現させ

た細胞の培地中に加えたところ，その細胞外ドメインシェ

ディングを効率よく誘導することが明らかになった．その

後，細胞における過剰発現系を用い，

１） NRDcが HB-EGFのシェディングを正に調節するこ

と，

２） NRDcは TACEと複合体を形成し，TACEと協調して

シェディングを増強すること，

３） メタロエンドペプチダーゼ活性のない変異型 NRDc

も野生型と同等のシェディング増強活性があること，

４） シェディング誘導因子（ホルボールエステルなど）が

NRDcの細胞膜上への移動を惹起し TACEとの複合体形成

を促進すること，を示した．

更に NRDcと TACEの組換えタンパク質を用いた実験

によって，

５） NRDcは TACEと直接結合すること，

６） チューブ内ペプチド切断アッセイにおいて NRDcは

TACEの切断酵素活性を直接増強すること，を示した１０）．

これらの結果は，NRDcが TACEと複合体を形成し，

TACEの活性化を介して HB-EGFのシェディングを増強す

ることを示唆した．６）のペプチド切断アッセイで用いた

基質ペプチドは，HB-EGFの膜近傍の切断部位に相当する

もので，NRDcとの結合ドメイン（ヘパリン結合ドメイン）

は含んでいなかった．したがって，NRDcによる TACEの

活性化は，NRDcの HB-EGF結合能に依存しない可能性が

示唆された．実際その後の検証によって，NRDcのシェ

ディング増強効果を受ける基質は HB-EGFだけでなく他

の EGFRリガンド，TNF-α，APPなど，広範な膜タンパク

質群に及ぶことが明らかになった．さらに NRDcは，

TACE以外の ADAMプロテアーゼのうち，少なくとも

ADAM９と ADAM１０の活性も増強することを示し，NRDc

が非常に多くの膜タンパク質の細胞外ドメインシェディン

グを制御している可能性が示唆された１１，１２）．以上の実験結

果は，シェディング誘導因子による細胞の活性化に伴い，

�『NRDcの細胞膜上への移動』が起こり，�『ADAM

プロテアーゼと結合』することによって，�『ADAMプ

ロテアーゼの酵素活性の増強』を起こし，その結果�『基

質膜タンパク質の細胞外ドメインシェディングの増強』を

誘導するという NRDc-ADAMプロテアーゼシステムの存

図２ ナルディライジン（ヒト）のドメイン構造
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在を示唆した（図３）．

細胞外ドメインシェディングにおける ADAMプロテ

アーゼの基質特異性の解釈は混沌としている．理由は，用

いる実験系によって得られる結果が異なること，例えば，

ある ADAMによる基質のシェディングを強制発現（機能

獲得）によって評価する場合と，ノックアウト（機能欠損）

によって評価する場合に，しばしば，両者の結果が相反し

ないことがある．ADAMタンパク質群間の基質特異性に

おける冗長性（redundancy）が影響するのだろう．我々は，

TACE活性を欠損した細胞に NRDcを強発現すると TNF-α
のシェディングが増加することを示した．また，ADAM１０

単独の強発現では明らかな TNF-αシェディング誘導は認
めなかったが，ADAM１０と NRDcを共に発現させること

で同シェディングが増加することを示した１２）．この結果か

ら，NRDcが酵素活性の増強のみならず，基質特異性の調

節にも関わっている可能性が示唆された．今後，NRDcの

結晶構造解析や，ADAMプロテアーゼとの結合様式の解

明に努め，NRDcによる ADAMプロテアーゼ活性化様式

の本態に迫りたい．

４． NRDc欠損マウス ―神経軸索と髄鞘形成における

NRDcの役割―

個体レベルにおける NRDcの生物学的機能を明らかに

するため，NRDc欠損マウスを作製したところ，同ホモ接

合体（NRDc－／－）はメンデルの法則にそって誕生した

が，約７０％が４８時間以内に死亡した．NRDc－／－の出

生時体重は NRDc＋／＋の７０％程度で，生後の成長遅延も

認めたが，生存した NRDc－／－は摂食能，運動能に一見

問題なく，少なくとも２年齢まで元気に発育した．しかし

ながら，尾懸垂試験にて異常反射が残存（limb-clasping反

射陽性）していたことから，中枢神経系の異常を疑い，

脳（３ヶ月齢）を観察したところ，著明な大脳皮質の菲

薄化と側脳室の拡大を認めた（図４A上パネル）．皮質

神経細胞にアポトーシスは認めず，ニッスル染色では

NRDc－／－の大脳皮質における神経細胞密度の増加を示

したことから（図４A下パネル），神経細胞の数が減少し

ているのではなく，神経細胞体以外の部分の体積減少が大

脳皮質の菲薄化の原因であることが示唆された．そこで髄

鞘および軸索に特異的な染色を行ったところ，特に脳梁部

分に顕著な染色性低下を認め，NRDc－／－における髄鞘

および軸索の低形成が示唆された．さらに経時的（１４，３０，

９０，１２０，３６５日齢）に，脳梁部分の電子顕微鏡による観

察を行ったところ，１）NRDc－／－において髄鞘形成の開

始が明らかに遅延していること，２）全ての日齢の NRDc

－／－において，有髄線維の数が少なく無髄線維の数が多

いこと，３）全ての日齢の NRDc－／－の有髄線維において，

軸索の径が小さく髄鞘厚が薄いこと，が明らかになった

（図４B上パネルに１４日齢，中パネルに９０日齢の写真を

示す）．以上から，NRDcが中枢神経における軸索成熟お

よび髄鞘形成を制御していることが明らかになった１３）．

次に，NRDcが末梢神経においても軸索成熟・髄鞘形成

に関わっているかどうかを検討するため，坐骨神経を電子

顕微鏡で観察した．野生型と比較して，NRDc－／－の有

髄神経軸索径は有意に小さく，髄鞘厚は薄いことがわか

り，NRDcが中枢神経同様，末梢神経においても軸索成熟

および髄鞘形成を制御していることが明らかになった（図

４B下パネル）．

NRDc－／－マウスは成長障害を呈したため，神経軸

索・髄鞘の表現型も二次的に生じている可能性は否定でき

なかった．そこで，NRDcの直接作用を検証するために，

成長障害など肉眼的表現型を一切認めないヘテロ変異体マ

ウス（NRDc＋／－）における中枢神経系表現型の解析を

行ったところ，NRDc＋／－の軸索径，髄鞘厚はいずれも

野生型マウスより有意に低値で，野生型と NRDc－／－

の中間的な表現型を呈していた１３）．さらに，calcium／

calmodulin-dependent protein kinase ２ プ ロ モ ー タ ー

図３ 細胞外ドメインシェディング誘導における“NRDc-ADAMsシステム”仮説
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（CamKII）を用いて，前脳の神経細胞特異的に NRDcを強

発現させたマウス（NRDc-Tg）を作製し，同様の検討を行っ

たところ，導入遺伝子が発現している部位特異的に軸索・

髄鞘マーカータンパク質の発現が上昇しており，脳梁部分

の髄鞘は野生型マウスと比較して明らかに厚くなっていた

（図４C）．一方，軸索の径には有意な差はなく，これは

CamKIIプロモーターが生後５日目くらい（神経系細胞の

分化は終わっているが，髄鞘形成は開始されていない時

期）から活性化されるためかと思われるが，NRDcが軸索

成熟を介さずに直接髄鞘形成を制御し得ることを示してい

る．これらの結果は，NRDcが in vivo（脳内）で，発現量

依存的（ホモ変異体＜ヘテロ変異体＜野生型＜過剰発現：

図５）に髄鞘厚を制御していることを示しており，NRDc

の軸索・髄鞘形成における直接的な効果が示唆された．

さらに，解剖学的表現型が神経機能に及ぼす影響を検討

するため，行動解析を行った．その結果，NRDc－／－マ

ウスが運動機能障害を呈すること（Beamテスト，Rotarod

テスト），認知機能障害を呈すること（T字迷路）が明ら

かになった．認知機能テストにおいて，NRDc－／－マウ

スの参照記憶は正常に維持されていたが，作業記憶は明ら

かに障害されており，初期の認知症と同じパターンを呈し

ていた１３）．

５． ナルディライジンによる軸索・髄鞘形成の分子機構

中枢神経の髄鞘形成は，神経細胞の軸索とオリゴデンド

ロサイトの相互作用によって制御されており，軸索が一定

の径に達すると髄鞘形成が開始されると考えられている．

もちろんオリゴデンドロサイトへの分化や，同細胞の増殖

が障害されても髄鞘低形成は生じるが，NRDc－／－（胎

生１８．５日，５日齢）の脳において，オリゴデンドロサイ

図４ NRDc遺伝子改変マウスにおける髄鞘形成異常
（A）上パネル：NRDc欠損脳における大脳皮質の菲薄化と側脳室の拡大（９０
日齢：HE染色），下パネル：NRDc欠損マウスの大脳皮質における神経細胞
密度の増加（Aと同じ切片：大脳皮質のニッスル染色）．
（B）NRDc欠損マウスの中枢・末梢神経における髄鞘低形成（電子顕微鏡解
析）．
上中パネル：脳梁における髄鞘形成開始の遅延（上：１４日齢）と髄鞘低形成
（中：９０日齢）．NRDc欠損マウスでは，有髄線維の数が少なく無髄線維が多
い．有髄線維の軸索径は細く，髄鞘厚は薄い．下パネル：NRDc欠損マウス
の坐骨神経（１年齢）における軸索と髄鞘の低形成．
（C）神経細胞特異的 NRDc過剰発現マウス（NRDc-Tg）における髄鞘の過形
成（３０日齢：脳梁）．（文献１３より改変）

図５ NRDcによる発現量依存性の軸索・髄鞘形成制御
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ト前駆細胞の数，およびオリゴデンドロサイトのマーカー

タンパク質の発現レベルは，野生型と変わりなかった１３）．

したがって，NRDcはオリゴデンドロサイトの分化，増殖

には関与せず，髄鞘化のみを制御していることが示唆され

た．NRDcに対する抗体による免疫染色を行ったところ，

NRDcは神経細胞に強く発現しているが，オリゴデンドロ

サイトにはほとんど発現が観察されなかったことから，神

経細胞に発現する NRDcが，何らかのシグナルをオリゴ

デンドロサイトに伝えることで，髄鞘形成を制御している

ものと考えられた．

NRDcによる髄鞘形成制御の分子機構を考える上で，

我々はニューレギュリン１（NRG１）に注目した．NRG１は

軸索側に発現し，グリア細胞側に発現する受容体（ErbB４）

を介して髄鞘形成を制御することがわかっている．特に末

梢神経では，軸索の NRG１発現が低い（NRG１＋／－マウ

ス）と髄鞘は薄く，NRG１の発現が高い（NRG１強発現マ

ウス）と髄鞘が厚くなることが報告され，NRG１が髄鞘形

成のマスターレギュレーターであると考えられている．

NRG１は HB-EGFと同じ EGFファミリーに属し，膜型前

駆体として生成され，細胞外ドメインシェディングによる

機能制御を受ける．NRG１のシェディングを司る酵素とし

て，これまでに TACEを含む ADAMプロテアーゼと，

アミロイド β産生酵素のひとつである βセクレターゼ
BACE１が報告されている．BACE１に関しては，その欠損

マウスが髄鞘低形成を呈したことから NRG１との関連が

検討され，BACE１が NRG１を切断することが報告されて

いる１４）．そこで我々は，神経細胞（軸索）に発現する NRDc

が，TACEあるいは BACE１と協調して NRG１のシェディ

ングを増強し，オリゴデンドロサイト側へ受容体（ErbB４）

を介して強い髄鞘化シグナルを伝えることで，髄鞘形成が

亢進するのではないかと考えた（図６）．この仮説を証明

するため，まず細胞での強発現系を用いて，NRDcの

NRG１シェディングにおける役割を検討した（図７A）．本

実験では，NRG１の N末端に HAタグを付与しており，細

胞溶解液（TCL）では NRG１の全長タンパク質（FL）と

N末断片（NTF）が，培養上清（CM）中では遊離した NTF

が，HAに対する抗体で検出できる．その結果，NRDcは

TACEのみならず，BACE１とも協調して，NRG１のシェ

ディングを増強することがわかった．NRDcによる TACE

活性の増強は，培養上清における NRG１細胞外ドメイン

の増加を伴った．一方 NRDcを BACE１と共発現させた場

合，切断された NRG１は細胞内では明らかに増加したに

もかかわらず，細胞上清での増加は認めなかった（図７A）．

この結果は，NRDcが TACEとは従来の仮説通り細胞表面

で協調しているが，BACE１とは細胞内で協調している可

能性を示しており，NRDcが異なる機序で両酵素の活性を

調節している可能性が示唆された（図７B）．

さらに，NRDcを欠損した細胞，あるいは NRDc－／－

マウスの脳組織における検討で，NRG１の全長型の発現上

昇と，切断型の発現低下を認めたことから，NRDcが in

vivo においても NRG１のシェディングを正に制御してい

ることが示唆された．興味深いことに，NRDc－／－マウ

スの脳組織において，BACE１の成熟型タンパク質（正し

く翻訳後修飾を受けたタンパク質）の発現が低く，未成熟

型タンパク質の発現が増加していた１３）．この結果は，

NRDcが BACE１の翻訳後修飾の調節を介して NRG１の

シェディングを調節している可能性も示唆している．

末梢神経に関しては，NRG１ヘテロ欠損マウス，BACE１

および NRDcホモ欠損マウスの三者が，レマーク束の微

細構造に至るまで，酷似した表現型を呈しており，基質：

NRG１，切断酵素：BACE１，切断酵素の活性化因子：

NRDcという組合わせが髄鞘形成に必須であることが強く

図６ NRG１シェディングを介する髄鞘形成誘導シグナル
神経細胞（軸索）に発現する NRG１は，BACE１，TACEなどの切断酵素
による細胞外ドメインシェディングを介して，オリゴデンドロサイトに
発現する受容体（ErbB４）を通じて髄鞘形成の指令を出す．NRDcは切
断酵素の活性を調節することで，神経細胞からオリゴデンドロサイトへ
の髄鞘形成の指令を制御すると考えられる．
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示唆された１３）．これまで TACE欠損マウスの神経系表現型

の報告はないため，同分子の関与は現段階では不明であ

る．しかしながら，複数の異なるプロモーター Creマウス

を用いて作製された神経細胞特異的 NRG１欠損マウスに

おいて，そのどれもが中枢神経の髄鞘形成に異常を認めな

かったことから，中枢神経系髄鞘形成における NRG１の

図７ NRDcは BACE１／TACEによる細胞外ドメインシェディングを増強する
（A）NRDc（FLAGタグ），BACE１（V５タグ），TACE，NRG１（HAタグ）を図のように COS７細
胞にトランスフェクションし，２４時間後に培地を交換，その４時間後に細胞溶解液（TCL）と培
養上清（CM）をウェスタンブロットにて解析した．右は，TCL中および CM中の NRG１の N末
断片（NTF）を，デンシトメトリーで定量化したもの（５回の独立した実験の平均±標準誤差，
＊P＜０．０５）（文献１３より改変）．
（B）NRDcが異なる“場”で，BACE１と TACEを活性化している可能性．
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役割は明瞭ではなくなっている１５）．NRDcは明らかに，中

枢および末梢神経双方の髄鞘形成を制御しているが，中枢

神経においては，NRG１以外の基質タンパク質の切断制御

を介して髄鞘形成に関与している可能性もある．さらに，

NRG１＋／－マウスと BACE１－／－マウスにおいて軸索成熟

不全は認めないなど，NRDc欠損による軸索の表現型発現

の分子機構にはこれから解明すべき部分が多い．

６． 生体におけるシェディング解析の困難さ

最後に，in vivo における細胞外ドメインシェディング

検出の困難さについて触れてみたい．培養細胞を用いた実

験であれば，１）培養液中の細胞外ドメイン（N末端断片：

基質膜タンパク質は I型とする）の増加，２）細胞溶解液

中の全長型の減少と細胞質ドメイン（C末端断片）の増加，

の両者を認めれば，細胞外ドメインシェディングが生じ

た，と考えて良いだろう．しかしながら，全長型タンパク

質と，切断後に生じる C末端断片は，異なる時系列，経

路で分解・代謝される可能性があることに注意しなければ

ならない．例えば，図８はホルボールエステル刺激による

ニューレギュリン１のシェディングを，刺激開始後５，

１５，６０分後にウェスタンブロット（C末を認識する抗体）

で検出したものだが，５分後において全長型の消失と共に

C末端断片が明らかに増加しており，培養液中の N末断

片の増加（図は示さず）と合わせて，細胞外ドメインシェ

ディングが生じたことがわかる．ところが，切断によって

生じた細胞質（C末）断片は，１５，６０分後と減少してお

り，シェディングをうけた後，急速に分解されたことが推

測される．本実験のように，培養液中の N末断片と，細

胞溶解液中の C末端断片が別々に検出可能で，かつ刺激

時間を調節できるような系では，細胞外ドメインシェディ

ングの観察は可能である．しかしながら，in vivo で同様

のデータを得るためには，１）同一分子の細胞外と細胞質

ドメインを別々に，しかも内因性発現レベルで検出できる

抗体が存在すること，２）in vitro の培養液と細胞を分離す

るように，in vivo で細胞外と細胞質ドメインを含むサン

プルを分離して採取できること，３）経時的なサンプル採

取が可能なこと，などが必要だが，現実的にこれらの条件

が満たされることは極めて稀だと言わざるを得ない．特

に，遺伝子改変マウスをコントロール動物と比較する場合

などは，大抵サンプル採取時（動物を屠殺した時点）のワ

ンポイントにおける，細胞質あるいは細胞外ドメインどち

らかのスナップショット解析から推測せざるを得ないので

はないだろうか．その場合，実際には細胞外ドメインシェ

ディングが亢進しているとしても，図の PMA刺激５分後

に認められているような，全長型の減少と切断断片の増加

が得られて，“シェディング増強が示唆される”ケースは

必ずしも多くはないのではないだろうか．図の６０分後に

認められるように，全長型のみが減少しているパターン，

もしくはシェディング増強により，全長型と切断型両方の

ターンオーバーがともに亢進すれば，コントロールとは見

かけ上，全く変化がなく見える場合もあるだろう．極端な

話，タンパク質生成と分解のバランスによっては，見かけ

上，全長型が増加し切断型が減少して，“シェディング減

弱が示唆される”こともあり得る．したがって，結局は組

織（in vivo）から得られた結果と，細胞実験（gain of func-

tion, loss of function），さらに遺伝子改変動物から得た初代

培養細胞による解析などを含め，総合的に判断していく必

要があると考えられる．

生体において細胞外ドメインシェディングの活性化は，

時間的空間的特異性をもって微細に調節されていると考え

られる．したがって，特殊なケースを除き，生体における

レスキュー実験（例えばシェディングが障害された膜タン

パク質の細胞外ドメインを補充することによる表現型の改

善）は困難なことが多いだろう．さらに，細胞外ドメイン

自体が機能タンパク質（サイトカインや増殖因子など）で

あることがほとんどであり，その投与で生じる結果の解釈

は難しいことが多い．

図８ ホルボールエステルによる内因性 NRG１シェディングの誘導
マウス線維芽細胞を，PMA（１００nM）刺激なし，ありで５，１５，６０分培養し，細胞溶解液
中の NRG１を，細胞質ドメイン（C末）を認識する抗体で検出した．同抗体は，全長型と，
シェディング後の C末断片を認識する．

〔生化学 第８２巻 第１０号９３８



７． お わ り に

我々は，NRDcがニューレギュリンのシェディングを介

して，神経軸索・髄鞘形成を司ることを示し，NRDcが個

体レベルにおいても，重要なシェディング調節因子である

ことを明らかにした．今後，脱髄と髄鞘再形成を主病態と

する多発性硬化症や，損傷を受けた神経の再生におけるナ

ルディライジンの意義を追求していきたい．

NRDc－／－マウスは，本稿で詳説した神経系の表現型

以外にも，成長障害（胎内・生後），エネルギー代謝異常，

循環動態異常など，多彩な表現型を呈した（未発表）．こ

の結果は，NRDcによるシェディング制御機構が，さまざ

まな生命現象において重要な役割を果たしていることを示

唆している．NRDc－／－マウスが多彩な表現型を呈した

ことは，�「NRDcが制御に関わっている切断酵素，基質

膜タンパク質が多岐にわたっている」からと考えられる．

一方，多彩な表現型を呈してはいるものの，生後４８時間

を乗り越えれば長期生存可能であることは，�「シェディ

ングの微細な制御は障害されているものの，切断酵素自体

は存在しているため基礎レベルのシェディングは保たれて

いる」からと推測することができるだろうか．我々が，タ

ンパク質および細胞レベルで明らかにしてきた，NRDcの

細胞外ドメインシェディング活性化機能と，この欠損マウ

スの表現型を結びつけることで，今までよくわかっていな

かった『個体レベルにおけるシェディング制御の意義』を

さらに明らかにしたい．ひいては，炎症性疾患，がん，ア

ルツハイマー病など難治性疾患における，細胞外ドメイン

シェディングの病態生理学的意義を解明し，これらの新た

な治療法の開発に繋げていきたい．
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