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論文の内容の要旨

Brain-specific angiogenesis inhibitor 2 (BAI2)は脳で特異的に発現している 7回膜貫通型の G蛋白質共役型

受容体 (Gprotein-coupled receptor; GPCR) で、その構造的特徴から adhesion-familyGPCRsに分類されるo

BAI2の生理機能については、これまでに脳虚血モデル動物や神経芽騒細胞株を用いた検討から、 VEGF発

現抑制を介した血管新生制御への関与が示唆されている。しかし、 BAI2の生理的リガンド及びGタンパク

質依存的なシグナル活性化は未だ報告されておらず、 GPCRとしての機能や活性化メカニズムは解明されて

いない。本論文では、 BAI2の活性化メカニズムと生理機能について解析を進め、新規創薬標的分子として

の資質を評価することを目的とした。

1)動物細胞を用いた BAI2活性化メカニズムの解析

BAI2と同じ Adhesion-familyに分類されるいくつかの GPCRは、 GPS(GPCR proteolysis site)領域と呼ばれ

る共通の予想切断部位を持ち、 N末端細胞外領域 (ECR)で切断されることが報告されている。本研究では、

まずマウス脳組織及びBAI2発現縮胞株を用いた westernblot解析により、全長型 BAI2(220kDa) と共に複

数の ECR切断型 BAI2(140kDa， 90kDa， 80kDa) を検出し、 BAI2が ECRの複数箇所で切断されることを見出

した。これらの ECR切断型 BAI2はGPS領域への変異導入により消失すること、 80kDa断片が GPS領域で

の ECR切断により生じる断片の大きさと一致することより、 BAI2が他 Adhesion-familyGPCRsと同様に GPS

領域で切断される可能性が示唆された。また切断された ECR断片と 80kDa断片は会合していることを免疫

沈降により検出した。更に 140kDa断片は Furinにより ECRの一部が切断されて生じることを見出し、その

切断部位を河定した。

一方、リガンド結合等により活性化された GPCRは、共役する G蛋白質を介して下流の転写因子 (NFAT，

CRE， SREなど)を活性化することが知られている。またトロンピン受容体 (Protease-activatedreceptors ; 

PARs)のように、 ECR切断により活性化される GPCRの存在も知られている。本研究では、全長型及び

ECR欠損型 BAI2発現細胞を用いたレポータージーンアッセイにより各転写国子の活性化状態を検討した結

果、 GPS領域まで ECRを欠損させた BAI2(80kDa断片)がNFATシグナル経路を特異的に活性化すること

を見出した。また併せて NFATの上流メデイエーターである Inositolphosphates蓄積量の増加、及びG蛋白
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質との共発現によるシグナル活性化の促進を確認した。

以上の結果より、 BAI2はGPS領域での ECR切断 o :ifE離により活性化され、下流の NFATシグナル経路を

特異的に活性化する可能性を示した。

2) BAI2ノックアウト (KO)マウスを用いた表現型解析

BAI2は脳内の情動に関連する領域(海馬、扇桃体など)のニューロンやアストロサイトで発現している

ことより、血管新生のみならず高次神経機能にも関与している可能性が考えられる。本研究では、まず

BAI2 KOマウスを用いで情動に関連する行動解析(尾懸垂試験、社会的敗北試験)を実施した。両試験系に

おいて BAI2KOマウスはストレス負荷条件下で野生型マウスよりも高い行動量を示し、抗うつ様の表現型

を示すことを見出した。また基礎運動量 (Homecageactivity試験)及び学習・記憶能力(モーリス水迷路試験)

について検証した結果、 BAI2KOマウスと野生型マウスとの有意差は認められず、上記の行動変化が運動能

力や学習・記憶能力の異常によるものではないことを確認した。

一方、抗うつ薬投与や電気痩撃療法等のうつ病治療法により、海馬歯状回における神経細胞新生が充進す

ることから、うつ病と神経細胞新生との相関が近年注自を集めている。旦つ BAI2による発現抑制jが報告さ

れている VEGFが、神経細胞新生を介した抗うつ作用を有することも報告されている。これらの情報より、

BAI2 KOマウスの海馬歯状回における神経細胞新生について BrdU染色による解析を実施した結果、 BAI2

KOマウスでは野生型マウスよりも神経細胞新生が有意に充進していることを見出した。以上、 BAI2が海馬

歯状回における神経細胞新生及び情動(うつ)に関与している可能性を示した。

以上の結果より、 BAI2はGPS領域で切断を受けることにより活性化され、下流の NFATシグナル経路を

Gタンパク質依存的に活性化する可能性が考えられた。また BAI2ノックアウトマウスは抗うつ・抗不安様

表現型を示したことから、 BAI2アンタゴ、ニストが新たな抗うつ薬・抗不安薬となる可能性が考えられた。

審査の結果の要旨

GPCRは細抱膜表面に存在する 7回膜貫通型タンパク質であり、細胞外に存在するホルモン、神経伝達物質、

脂質等のリガンドと結合し、細胞内の 3量体G蛋白質と共役して下流シグナル経路を活性化する。 GPCRの

大半はそのリガンドと生物機能が未解明なオーファン受容体であり、岡駕氏はオーファン受容体の中で脳特

異的に発現する BAI2に着目して、その活性制御機構と生理的役割を解析した。その結果、 BAI2はGPS領

域の切断によって活性化されること、そして神経細胞新生および情動に関することなどが初めて示された。

これらの研究成果により、 BAI2の活性を検出する方法が確立され、そして'情動の関わる様々な神経疾患の

病態解明に新たな知見が加わったことは特筆に値する。また現在上市されている医薬品の約半数は GPCRを

標的としており、 GPCRは創薬標的として非常に有望な分子ファミリーである。本研究成果は BAI2を標的

とした創薬の可能性を初めて示し、そして具体的に化合物スクリーニング法を提示した点においても価値は

高い。以上、本研究成果は、 BAI2の基本的な分子機能および生理機能の解明のみならず、今後の BAI2のリ

ガンド探索および餅薬開発に大きく貢献するものであり、高く評価される。

平成 23年 6月 1日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験

を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員

によって合格と判定された。

よって、著者は博士(生物科学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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