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Integrin-linked kinase (以下 ILK)は、近年。 l-Integrinの細胞質内ドメイン

に結合し、インテグリン接着班を構成するセリン/スレオニンキナーゼとしてヒト胎

盤よりクローニングされた。 ILKは、上皮系の細胞において、直接インテグリンと相 3

互作用することで細胞内外の情報を二方向性に橋渡しするキーエンザイムと考えら

れており、インテグリンを介した細胞外マトリックスへの細胞接着、細胞増殖、ある

いは癌細胞の転移に関与することで着目されている。 最近、研究代表者は、 NIE-115

細胞をはじめとする神経未分化細胞にも ILKが発現していること、また、その発現量

は神経細胞への分化、未分化にかかわらず慎常的で、かっ高発現していることを初め

て明らかにした。神経未分化細胞の増殖と神経分化は、細胞外マトリックスの種類と

それらとの接着特性に大きく影響されることから、神経細胞における ILKの機能はた

いへん興味深い。

脳神経系は、複雑な神経回路網を形成しているが、その基本回路は発生時期におい

て個々の神経細胞が種々の細胞外ガイダンス因子に誘導されて正しい標的細胞へ神

経軸索が伸長することにより形成される。神経突起先端には成長円錐と呼ばれる神経

終末前駆領域があり、そこには様々なガイダンス因子に対する受容体が存在し、軸索

の運動性、方向性および標的の認識を行う探索子として機能する。成長円錐に存在す

るガイダンス因子に対する受容体が刺激され、成長円錐内の細胞内情報伝達系が作動

することで、軸索の成長、退縮、停止の決定がなされるが、軸索成長に対して促進的



かあるいは抑制的かなどの反応性の決定は、成長円錐の側にあると考えられている。

一方、成長円錐の運動とそれに伴う軸索ガイダンスにおいて、どのような細胞内シグ

ナル分子が機能し細胞内情報伝達を行うかなどは全く理解されていないが、これら一

連の反応には細胞外マトリックスとの相互作用や細胞間の接着に依存した細胞内情

報伝達機構の関与が必要不可欠である。

本研究は、神経修復時に認められる神経未分化細胞の遊走、定着後の細胞増殖と神

経分化において、インテグリン接着斑ならびに神経成長因子を介した細胞内情報伝達

機構に着巨し、インテグリン依存性の神経分化を生じる NIE-115細胞ならびに神経成

長因子依存性の神経分化を生じる PC12細胞をモデル細胞として神経における ILKの

機能を調べた。すなわち、細胞内外へ情報を橋渡しする ILKが、これら神経未分化細

胞における神経突起伸展・退縮や細胞増殖において果たす役割を解明すると共に、神

経分化時の微小管再構成や神経疾患における微小管形成異常への ILKの関与について

調べた。

NIE-115細胞は、血清非存在下でラミニンをコートしたプレート上で培養する(分

化条件)と神経突起を形成し神経細胞へと分化する。 NIE-115細胞の神経分化は、細

胞を s1インテグリン抗体で前処置すると阻害されるので、 s1インテグリンを介し

た細胞内情報伝達系が作用していると考えられる。近年、上皮系の細胞で、 s1イン

テグリンの細胞内ドメインに結合し、インテグリン接着班を形成している ILKは、イ

ンテグリンを介した細胞外マトリックスへの細胞接着の調節や、細胞増殖あるいは癌
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細胞の転移に関与することで着目されているが、 NIE-115細胞やPC12細胞をはじめ

とする神経未分化細胞にも ILKが発現していること、また、その発現量は神経細胞へ

の分化、未分化にかかわらず恒常的で、かっ高発現していることを本研究で初めて明

らかにした。そこで、モルモット脳から ILKをクローニングし (GenBankaccession 

number: AF256520)、モデ、/レ細胞に内在する ILKを阻害するために ILKの不活化変具体

(DN-ILK)を作成した。作製した DN-ILKは、輔乳類細胞への発現ベクターに構築後、

NIE-115細胞に導入し DN-ILKがステイブルで高発現した細胞株を樹立した。 DN-ILK

を高発現した細胞は、分化条件下においても神経突起を伸張せず未分化を維持した。

一方、野生型 ILKを、トランジエントに高発現した細胞は、非分化条件下においても

神経突起を形成し神経へと分化した。これらの結果は、 NIE-115細胞のインテグリン

依存性の神経分化には、 ILKの機能が必要不可欠であることを示している。更に、内

在 ILKは、非分化条件下においても弱い活性を維持しているが、分化条件下で培養を

開始すると一過性に高度に活性化されること、 ILKの活性化とほぼ同様な時間経過で

p38 MAP kinaseが一過性に活性化されること、 ILKとp38MAP kinaseの活性化は、

PI3-kinaseの阻害薬である LY294002の処置やDN-ILKの強制発現により阻害されたこ

と、また LY294002や p38MAP kinaseの限害薬である SB203580は神経突起形成を阻

害する等の結果から、 NIE-115細胞の神経分化機構において ILKの活性化にはs1イ

ンテグリンと PI3-kinaseの両者の活性化が必要であり、ILKシグ、ナノレの下流に位置し

ILKの活性化を介して生じる p38MAP kinaseの活性化が必要不可欠であることを明ら



かにした。

神経細胞における微小管は、神経分化時の軸索や神経突起の形成、細胞骨格として

細胞形態の構築、細胞内輸送などに重要に機能しており、微小管ならびにその関連タ

ンパク質の異常は、種々の異なる神経変性疾患において認められている。そこで、

DN-ILKをステイブ、ノレに筒発現させるニとにより、 NIE-115細胞の内在 ILKを阻害した

場合の微小管ならびにその関連タンパク質であるタウタンパク質の変化についで調

ベた。タワタンパク質は、中枢ならびに末梢神経系神経細胞の軸策や樹状突起に多く

発現しており、その機能は主にチュプリンと結合することで微小管形成を促進、ある

いは安定化することにある。本研究において、 DN-ILK発現細胞の神経突起形成不全を

調べる過程でタウタンパク質が高度に具常リン酸化されていることを見いだした。タ

ウタンパク質の異常リン酸化は、アルツハイマー病の病理学所見で認められている神

経原線維変化の発生機構のーっとして考えられており大変興味深い。中でも、本研究

で同定した Ser199ならびにおr2田のリン酸化部位は神経原線維変化の異常タウタンパ

ク質で確認されている異常リン酸化部位と一致している。タワタンパク質の異常リン

酸化は、コントロール細胞ではほとんど認められないが、 DN-ILKを発現させると高度

に認められることから、内在 ILKはタウタンパク質を異常リン酸化されないように保

護する機能を有することが示唆された。また、共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析で

は、異常リン酸されたタウタンパク質が級維化し、それが細胞形質膜内面を覆う形で

寵状のに分布していることが明らかになった。次に、 DN-ILKの発現により内在 ILK
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の活性を阻害した場合のタウリン酸化酵素の活性について調べた。最近、神経原線維

変化病変におけるタウタンパク質の Ser1四ならびに Ser202のリン酸化に関与する酵素

の候補として、 glycogensynthase kinase-3 s. (GSK-3 s )が注目されている。そこ

で、 GSK-3sの活性状態について調べた。 GSK-3sの活性は、 Ser9とTyr216のリン酸化

により調節されている正すなわち、 Ser9のリン酸化は、 GSK-3sの活性を不活化し、

Tyr216のリン酸化は逆に GSK-3sを活性化する。そこで、 DN-ILK発現細胞ならびにコ

ントロール細胞の GSK-3sリン酸化状態について分化ならびに非分化条件下で調べた。

その結果v 分化、非分化条件にかかわらず、 DN-ILK発現細胞は、コントローノレ細胞に

l比べて GSK-3sの Tyr216がリン酸化されている割合の高いことが明らかになった。一

方、 Ser9のリン酸化は分化、非分化条件にかかわらずコントロール細胞においてのみ

認められた。また、実際、 DN-ILK発現細胞の GSK-3sの酵素活性を測定した結果、コ

ントロール細胞に比べて約 3倍程度の高い活性を示した。なを、 GSK-3sタンパク質

発現量は、分化、非分化条件にかかわらず、 DN-ILK発現細胞とコントロール細胞聞で

違いが認められなかった。 ILKは直接あるいは proteinkinase B (PKB/AKT)を介して

間接的に GSK-3sのSer9をリン酸化することが知られているので、神経未分化細胞に

おいても内在 ILKは、 GSK-3sのSer9をリン酸化することでそれを不活化し、タウタ

ンパク質が異常リン酸化されないように保護していると考えられる。事実、 ILKは、

非分化条件下のレスティング状態においても、弱いながら活性を維持していた。一方、

DN-ILKを導入発現させたことによる内在 ILKの不活化は、 Tyr216にリン酸化を受けた



活性型 GSK-3sの割合が増加し、GSK-3sを高い活性化状態に導く結果となった。現在、

Tyr216のリン酸化に寄与する tyrosine_kinase種は不明であり、今後、この tyrosine

kinaseの同定と ILKの不活性化がどのように tyrosinekinaseを活性型に導くのか調

べる必要がある。次に、 GSK-3sがタワタンパク質の Ser199ならびに Ser202をリン酸化

している直接的な証拠を得るために、 GSK-3sの特異的阻害薬であるLiCl処置がタウ

タンパク質のリン酸化に及ぼす効果について調べた。 LiCl処置は、コントローノレ細胞

におけるタウタンパク質のリン酸化には何ら影響を与えなかったが、DN-ILK発現細胞

における .Ser199ならびに Ser202のリン酸を含めたタウタンパク質の高度異常日ン酸化

を用量依存性に阻害した。これらの結果は GSK-3sがタワタンパク質の高度異常リン

酸化に直接関与していることを示唆じている。さらに、タウタンパク質の高度異常リ

ン酸化が神経突起形成に及ぼす影響について調べた。コントロール細胞の LiCl処置

は、インテグリン依存性の神経突起形成に影響を与えないが、 DN-ILK細胞における神

経突起形成の阻害を部分的に回復したことから、内在 ILKを阻害したことに起因する

神経突起形成の阻害に、一部ではあるが GSK-3sを介したタウタンパク質の Ser聞な

らびに Ser202の異常リン酸化が関与していることが明らかになった。

次に、神経成長因子依存性の神経突起形成における ILKの機能を調べるために、

神経成長因子(NGF)依存性の神経突起形成を生じる PC12細胞を用いて解析した。 PC12

細胞内在の ILKは、 NGF処置後、 PI3-kinase活性依存的に一過性に活性化された。さ

らに、 PC12細胞の NGF依存性の神経突起形成は、 DN-ILKの導入発現により阻害され
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たことから、神経成長因子依存性の神経突起形成においても ILKが機能していること

が示唆された。現在、 ILKのシグ、ナル伝達機構に関する詳細な解析を行っている。

以上の結果から、 ILKは神経系の細胞においてインテグリン依存性の神経分化機

構のみならず、成長因子依存性の分化機構においても関与していることが明らかとな

った。 N1E-115細胞を用いたインテグリン依存性の神経突起形成は、 ILKシグタナルの

下流に位置し、ILKの高度活性化に伴い活性化される p38MAP kinaseが必要であるが、

ILKは非分化条件下のレスティングレベルにおいても低レベノレの活性を維持し、タウ

のリン酸化を制御することで微小管の重合と解離の定常状態を調節していると理解

できる。アノレツハイマー病などの神経変性疾患で認められる神経原線維変化は、タウ

タンパク質の高度異常リン酸化が原因する可能性が示唆されているが、本研究で得ら

れた結果は、 ILKが神経原線維変化における病態形成に関与している可能性を強く示

唆している。本研究で得られた成果が、神経原線維変化の予防・治療薬の開発に寄与

できることを期待する。
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Adenosine enhances NGF-induced neuri七eoutgrowth in PC12 cells. 

We found tha七 adenosineincreases NGF-induced phosphorylation of 

extracellular signal-regulated kinase (ERK) but decreases the 

duration of phosphorylation of p38 MAP kinase. Therefore， we 

further examined the involvement of prot.einphosphatase in these 

effects of adenosine. FK506， a specific calcineurin inhibitor， 

inhibited the enhancing effect of adenosine on the NGF-induced 

neurite outgrowth and increased the duration of p38 MAP kinase 

phosphorylation wi thout affecting ERK phosphorylation. These 

results suggest七hatadenosine decreases the duration of p38 MAP 

kinase via calcineurin activation， which con七ributes to the 

enhancement of NGF-induced neurite outgrowth. 

Key words: PC12 cell; NGF; p38 MAP kinase; neurite outgrowth; 

calcineurin 

The abbreviations us巴d are: NGF， nerve growth factor; MAP， 
mitogen-ac七iva七巴d protein; ERK， ex七racellular signal-regulated 
kinase. 
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工ntroduction

N巴rve growth factor-induced neurona1 differentiation of the 

phaeochromocytoma ce11 (PC) -12 .ce11 1ine is we11-studied [.1，2]. 

NGF-induced activation of mi七ogen-activatedpro七ein(MAP) k土nase

pathways is critica1 for neurona1 differentiation of PC12 ce11s 

[3，4]. previous1y， Huffaker et al. [5] demonstrated that 10w 

concentrations of .a司enosine(10-50凶1)enhance NGF -induced neuri te 

outgrowth of PC12 ce11s. Moreover， adeno自工neenhances NGF-induced 

activation of extracel1u1ar signa1-regu1ated kinase (ERK) via 

adenosine A2A recep七or-mediated increases in cyc1ic adenosine 

monophosphate (CAMP) [6]. These studies indicate a synergistic 

coupling between adenosine and NGF signa1ing pathways to potentiate 

neurite outgrowth in PC12 ce11s. The present s七udyinves七igated

the effect of adenosine onNGF-induced activation of p38 MAP kinase， 

because the p38 MAP kinase pathway is a1so critica11y invo1ved in 

NGF-induced neurona1 differentiation in PC12 ce11s [4]. We 

demonstrated that adenosine decreases七heduration of NGF-induced 

activa七ionof p38 MAP kinase via ca1cineurin activation， which 

contributes七othe enhancement of NGF-induced neurite outgrowth. 

Materiala and Method 

Materials 

PC12 ce11s were obtained from the Riken Ce11 Bank. Nerve growth 

factor (NGF2.5S) and Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) was 

ob七ainedfrom G工BCOBRL (Rockville， MD). Ca1ycu1in A and okadaic 

acid were obtained from Wako Pure Chemical Co. (Osaka Japan) . 

Adenosine， dibutyry1 adenosine-3' ，5'-cyclic-monophosphate 

(dbCAMP)， 8-(3-ch1orostyry1)caffeine (CSC) ， SQ22536， Rp-CAMPS， 

cyc1osporin A (CsA) and SB203580 were obtained from Sigma Chemica1 

Co. (ST. Louis， MO) . FK506 was obtained from Calbiochem (San Diego， 

CA). Anti-phospho-ERK1/ERK2 antibody and horseradish peroxidase 

conjugated donkey anti-rabbit 工gG were obtained from Promega 

(Madison， W工). Anti-phospho-p38MAP kinase was obtained from New 

England Biolabs (Beverly， MA). Al1 other chemica1s were of 

analy七icalgrade and were obtained from Sigma Chemica1 CO.. or Wako 
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Pure Chemica1 Co. 

Ce11 cu1七ure

PC12 cells were maintained in DMEM containing 5苦feta1bovine serum 

(FBS; Hyc1one， Logan， UT)， 5者 horseserum (工CN，CostaMesa， CA)， 

penicillin G sodium (lX10' U!L) and streptomycin sulfate (lx10'jlg!L) 

in 5告 CO，at 37' C. 'For七heneurona1 differentiation experiments， 
PC12 ce11s were seeded on 35-mm cu1ture dishes (2x10' ce11s) . NGF 

(50 ng!m1)， adenosine， and dbcAMP were added 24h af七erseeding， 

and ca1ycu1in A， okadaic acid， and FK506 were added 30 min before 

addi七土onof NGF. Th巴 ce11swere cu1tured in the presence of varying 

concentrations of the inhibitors. Ca1ycu1in A and okadaic acid were 

removed by washing once with phosphate-buffered sa1ine (PBS) 3 h 

after adding the inhibitors and then by changing the cu1ture medium 

containing NGF. FK506 was maintained in the medium unti1 the ce11s 

were examined. The number of ce11s possessing neilrites greater than 

the diame七erof a ce11 body was assessed 48 h after adding NGF. 

Western b10t ana1ysis 

The ce1ls were solubilized in 100 jl1 samp1e buffer containing 2苦

sodium dodecy1 su1fate (SDS) ，工D苦 glycero1，50πM dithiothreito1， 

0.1者 bromopheno1'b1ue，and 62.5 mM Tris-HC1 (pH6.8) after washing 

once with PBS. The solubi1ized materia1s were subjected to 

SDS-po1yacry1amide ge1 e1ectrophoresis (5-20告 gradient

po1yacry1amide) after boi1ing for 3 min and transferred onto 

nitroce11u1ose membranes at 4
0C in 25 mM Tris-HC1 (pH 8.4)， 192 mM 

glycine， 20者 methano1，and 0.025告 SDS.Af七erb1ocking， the b10ts 

were probed with anti-phospho-ERK or anti-phospho-p38 MAP kinase 

antibody， fo11owed by goat anti-rabbi七 工gG conjugated to 

horseradish peroxidase. The immunoreactive proteins were 

visua1ized fo11owing the reaction with 3，3' -diaminobenzidine 

tetrahydroch1oride. 

Resu1ts 

We firs七 examinedwhether adenosine enhanc巴sNGF-induced neurite 
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outgrowth in PC12 ce11s. Adenosine a10ne did not hav邑 aneffect 

on the c巴11s. On the other -hand， treatment of the ce11s with 

adenosine in the presence of NGF enhanced NGF-induced neurite 

outgrowth in a dose四 dependentmanner (Fig.1A). This enhancing 

effec七 ofadenosine was comp1ete1y b10cked by 8-(3-ch1orostyry1) 

caffeine (CSC) ， a specific adenosine A2A receptor antagonist 

(Fig .1C). We a1so. examined the effec七 of SQ22536， a specific 

adeny1ate cyc1ase inhibi七or，and Rp-CAMPS， a specific protein 

kinase A inhibitor， on the adenosine effec七， because activation 

of adenosin巴A2Areceptors 1eads七oincreases in CAMP via ac七ivation

of adeny1at巴 cyc1asein PC12 cells [7]. Both SQ22536 and Rp-cAMPS 

significanヒ1y inhibited the adenosine effect (Fig .1C). Th巴se

resu1七ssuggest that adenosine enhances the NGF-induced neurite 

outgrowth via activation of the cAMP-PKA pathway af七erspecific 

binding to七headenosine A2A receptor. To obtain more direct evidence 

that acti vation of th巴 cAMP-PKApa七hwayis invo1ved in七headenosin巴

effect， the ce11s w巴retreated with varying concentrations of 

dbcAMP， a membrane permeab1e CAMP ana1ogue， in the presence or 

absence of NGF. As shown in Fig.1B， treatment of the ce11s with 

dbcAMP enhanced NGF-induced neurite outgrow七hin a dose-dependent 

manner. On1y a high concentration of dbcAMP (100μ.M) slight1y but 

significant1y promoted neuri七eoutgrowth巴venin the absence of 

NGF. These resu1ts a1so suggest七hatactivation of the CAMP-PKA 

paヒhway.is critica1 for the enhancing effect of adenosine on 

NGF-induced neuri七巴 outgrowth. 

Activation of the ERK and p38 MAP kinase pathways is required 

for NGF-induced neurona1 differentiation in PC12 ce11s [3，4]. 

Therefore， we examined the effect of adenosine on the NGF-induced 

activation of ERK and p38 MAP kinase. Activation of ERK and p38 

MAP kinase was assessed by measuring changes in immunoreactivity 

to phosphory1ation-dependent an七工bodies.ERK and p38 MAP kinase 

were transient1y phosphory1ated soon after NGF-treatment (Fig. 2Ab 

&Bb). The duration of p38 MAP kinase activation was 10nger七han

that of ERK activation. Thus， NGF rapid1y activated both kinases. 

These findings are simi1ar to those of Morooka and Nishida [4]， 

Zhang and Jope [8] ， and Kao et a1. [9]. On the other hand， adenosine 
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decreas巴dthe duration of the NGF-induced phosphorylation of p38 

MAP kinase and slightly stimu工atedNGF-induced phosphorylation of 

ERK (Fig. 2A&B). The result suggests that adenosine might affect 

phosphorylation kinetics of p38 MAP kinase vi旦 activation of 

protein phospha七ases.

工nvolvementof protein phosphatases in the regulation of many 

proteinkinases has been suggested in many studies ユ01. We， 

therefore， examined the involvement of protein phosphatase (PP) 

on the effects of adenosine. CalyculinA， an inhibitor of both type1 

(PP-1) and type2A (PP-2A) protein phosphatase， inhibited 

NGF-induced n巴urite outgrowth without any effect on 七he

phosphorylation levels of MAP kinases (Fig.3). The same resul七s

were obtained by the trea七mentwi th another phosphatase inhibi tor， 

okadaic acid， the effect of which is less potent against PP-1 than 

PP-2A (Fig.3). These findings are similar to those of Chiou and 

Westhead [11] and Reber and Bouron [12] ， and suggest tha七PP-1and/or 

PP-2A is involved in NGF-induced neurite outgrowth downstream of 

the signaling pathway after MAP kinase activation. On the other 

hand， FK506， a specific inhibitor of calcineurin (type2B protein 

phosphatase， PP-2B) [13]， inhibited the enhancing effect of 

adenosine on NGF-induced neurite outgrowth bu七 hadno effec七 on

th巴 NGF-inducedeffec七 (Fig.4Aa) . The same results were obtained 

by the treatment with another calcineurin inhibitor， cyclosporin 

A (CsA) (Fig.4Ab). When the cells were treated with FK506 in the 

presence of db-cAMP， .FK506 inhibited the enhancing effect of 

db-cAMP on NGF-induced neuri七eou七growthin a dose-dependent manner 

(Fig. 4B). Thus， FK506 block巴d the enhancing effects of both 

adenosine and db-cAMP on the NGF-induced neurite outgrow七h.Under 

the same conditions， FK506， but not caユyculinA and okadaic acid， 

recovered the duration of p38 MAP kinase phosphorylation that was 

decreased by adenosine to that of NGF-treatmen七 alone(Fig. 5B). 

Neither the levels nor the duration of the ERK phosphorylation was 

affected by FK506 (Fig. 5A). 

TO examine whether the decreased duration of p38 MAP kinase 

activa七iondirectly affects NGF-induced neurite outgrowth， we 

七reatedthe cells with SB203580， a specific p38 MAP kinase inhibitor， 
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for 3 h between 90 and270 min following the addition of NGF. This 

short treatment period with SB203580 significantly enhanced 

NGF-induced neuri七eoutgrowth (Fig. 6A) .工ncontras七， pretreatment 

of the cells with SB203580 before the addition of NGF significantly 

inhibited NGF-induced neuri七e outgrowth wi七hout affecting ERK 

phosphorylation (Fig. 6B). Thus， p38 MAP kinase activation is 

necessary for NGF-induced neurite outgrowth， and the duration time 

of p38 MAP kinase activation importantly affects NGF-induced 

neurite outgrowth. Thes巴 resultssuggest that adenosine ac七ivates

calcineurin via activation of七heCAMP-PKA pathway leading to a 

shorヒ durationof p38 MAP kinase activation， which results in 

enhanced NGF-induced neurite outgrowth. 

Discussion 

The present study demons七ra七ed七hat七heduration of p38 MAP kinase 

activation impor七antly influences NGF-induced neuronal 

differentia七ion of PC12 cells. Also， adenosine ac七ivates

calcineurin (PP-2B)七odecrease that duration-time， which results 

in the enhancem巴ntof the NGF-induced neurite outgrow七h.

Treatment of PC12 cells with NGF induces activation of both 

ERK and p38 MAP kinase and leads to growth arrest and neuronal 

differentiation [3，4]. Although epidermal growth fac七or (EGF) 

induces activation of bo七hERK and p38 MAP kinase， EGF stimulates 

the proliferation of cells instead of neuronal differentiation [2， 

9] . These sヒudiesalso indicate that there are marked differences 

in the kinetics of ERK and p38 MAP kinase ac七ivationbetween EGF 

and NGF treatments: EGF-induced ac七ivationof those MAP kinases 

is more transient七haロNGF-inducedactivation [4，9]. Therefore， 

such different cellular responses between NGF and EGF might derive 

from the different duration of ERK and p38 MAP kinase activation 

induced by those growth factors. Indeed， Traverse et al. 工4]

demonstrated that overexpression of EGF receptors in PC12 cells 

induces a sustained activation of MAP kinases and leads to neuronal 

differ巴ntiation in response to EGF. Furthermore， Morooka and 

Nishida [4] demonstrated 七hat sustained activation of p38 MAP 

kinase in combination with EGF trea七menヒinducesneurite outgrowth. 
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工n the present study，. a short trea七mentwith SB203580 decreased 

the duration of p38 MAP kinase activation and significan七ly

enhanced NGF-induced neurite outgrowth (Fig. 6A). These results 

suggest七hatnot only the exten七 bu七 alsothe duration of both ERK 

and p38 MAP kinase activation is important for determining the 

cellular response. 

Transien七activationof p38 MAP kinase is critical forboth 

growth fac七or-media七巴d and integrin-mediated neurite outgrow七h

[4，15，16). p38 MAP kinase， however， is also implicated in the 

media七ionof apoptosis in PC12 cells besidesNGF-induced neuronal 

differentiation [工7-19).工ndeed，NGF withdrawal from PC12 cells 

leads to sustained activation of p38 MAP kinase and七henresults 

in apoptosis of the cells [工7，18). Thus， p38 MAP kinase is activated 

not only after NGF addition七obu七 alsoafter NGF withdraw旦l王rom

七hecells and regulates the two different signal pathways in PC12 

cells. On the other hand， ERK is activated after NGF七reatment，

whereas NGF withdrawal resul七sin a reduction in ERK activity in 

PC12 cells [17). Direct and selective activation of ERK pathway 

not only leads to stimulation of neurite outgrowth but also prevents 

apoptosis and promotes the survival of PC12 cells [17). These 

reports suggest that simultaneous activation of p38.MAP kinase 

七ogetherwith activation of ERK leads to neuronal differentia七ion

but七hatsole sus七ainedactivation of p38 MAP kinase might result 

in induc七ionof apoptosis.工ndeed，transient activation of p38 MAP 

kinase is required for NGF-induced neuronal differentiation in PC12 

cells， but its ac七ivationoccurs simultaneously with ERK activation 

([4) and also Fig.2). 工n the present s七udy，we found that the 

duration of p38 MAP kinase activation is longer七hanthat of ERK 

activation (Fig.2). When七heduration of p38 MAP kinase activation 

was brought to shorter period by treatment with adenosine (Fig.2) 

and/or by a short treatment with SB203580 (Fig.6A)， NGF-induced 

neurite outgrowth was enhanced. Thus， NGF-induced neurite 

outgrowth can be s七imulatedmore efficiently when the duration of 

p38 MAP kinase activa七ionis short巴rthan that of ERK activation. 

On the other hand， a longer duration of p38 MAP kinase activation 

than tha七 of ERK acti vation t巴nds to lead to suppression of 
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NGF-induced neuriteoutgrowth， which might be partly due to 

apoptosis signaling pa七hways activated after p38 MAP kinase 

activation， because NGF-induced increase in ERK activity， which 

prevents ap()ptosis and promotes the survival， will have been 

already reduced to the basal level at aユaterstage of p38 MAP kinase 

activation. 

Bo七h FK506 and CsA preven七edonly七heenhancing effect of 

adenosine on the NGF-induced neurite outgrowth but not the effect 

of NGF alon巴 (Fig.4A) . Under the same condi tions， FK506 recovered 

ヒheduration of p38 MAP kinase phosphoryla七ionthat had been reduced 

by adenosine-treatmen七七o that of NGF-treatment (Fig.5B). These 

results suggest七hatadenosine activates calcineurin， which can 

dephosphorylate the active form of p38 MAP kinase and shift the 

eql叫ilibriumstate be七weenphosphoryla七ionand dephosphorylation 

to favor that of dephosphorylation， resulting in a decreased 

duration of p38 MAP kinase phosphorylation: 

The present s七udysuggests that the decreased duration of p38 

MAP kinase via adenosine-induced activation of calcineurin 

contributes to the enhancing effect of adenosine on NGF-induced 

neurite ou七growth. The mechanism by which adenosine activates 

calcineurin， however， remains unknown. Calcineurin is a Ca"同 and

calmodulin-dependent protein phosphatase [20] . Treatment of PC12 

cells with NGF increases in inositol phosphates [21] ， which results 

in a transient increase in intracellular 'Ca2
• levels. Therefore， 

the NGF-induced transient increase in intracellular Ca" levels 

might be required for calcineurin activation. The present study， 
however， demonstra七ed七hat七heenhancing effect of adenosine on 

NGF-induced neurite outgrowth， but not the effect of NGF alone， 

is blocked by Rp-cAMPS， FK506 and CsA， suggesting 七hat

adenosine-induced PKA ac七ivation is involved in calcineurin 

activation. These results suggest 七hat both the NGF-induced 

incr巴asein intracellular Ca" and adenosine-induced PKA ac七ivation

might be required for calcineurin activation to regulate p38 MAP 

kinase phosphorylation in PC12 cells. 
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Figure legends 

Figure工. Effects of adenosine (A) and dbcAMP (B) on NGF-induced 

neurite outgrowth in PC12 cells. Cells were treated with varying 

concentrations of adenosine (A) or dbcAMP (B) in the presence or 

absence of 50 ng/ml NGF. (C) shows the巴ffectsof 1μM C8C， 100 

μM 8Q22536， and 30'μM Rp-CAMP8 on the enhancing effect of 10μM 

adenosine. The number of cells possessing neurエtesgreater than 

the diameter of a cell body was assessed 2 d af七erthe addition 

of七heagents. Numbers of neurite-bearing ce11s are shown as a 

percentage of the 400 ce11s counted for each plate. A to七alof four 

independent plates were examined. Values are the means土 8Dof four 

separate experiments. 

Figure 2. Effect of adenosine on NGF-induced phosphorylation of 

ERK (A) and p38 MAP kinase (B) in PC12 cells. Cells were trea七巴d

with none (a)， 50 ng/ml NGF (b) ， or 50 ng/ml NGF plus 1μM adenosine 

(c) for the indicated times. The phosphorylation of ERK and p38 

MAP kinase was deヒ巴rminedby immunoblo七tingwith anti-phospho ERK 

antibody and anti-phospho p38 MAP kinase antibody， respectively. 

The visualized bands on the membranes were analyzed by Image 8canner 

(Epson， GT-9700F)， and the band densities were quantified with. 

image analysis software (N工H，工mage). Values are the means I 8D 

of four separate experiments. 

Figure 3. Effects of calyculin A (A) and okadaic acido (B) on 

NGF-induced neurite ou七growthin PC12 cells. Cells were treated 

with varying concentrations of calyculin A (A) or okadaic acid (B) 

in the presence of 50 ng/ml NGF. The number of cells possessing 

neurites greater than the diameter of a cell body was assessed 2 

d af ter adding th巴 reagents.Numbers of neurite-bearing cells are 

shown as a percentage of the 400 cells counted for each pla七e.A 

total of four independent plates were examined. Values are the 

means 土 8D of four separate experiments. The phosphorylation 
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levels of ERK and p38 MAP kinase (C) after treatmen七sof cells with 

50 ng/ml NGF (a)， 50 ng/ml NGF plus 500 pM calyculin A (b)， or 50 

ng/ml NGF plus 100 nM okadaic acid (c) for th巴 indicatedtimes. 

For treatments with calyculin A or okadaic acid， the phosphatase 

inhibitors were added to the cells 30 min b巴foreaddition of NGF. 

The phosphorylation of ERK and p38 MAP kinase was determined by 

immunoblo七tingwi.th an七i-phosphoERK antibody and anti-phospho p38 

MAP kinase antibody， respectively. 

Figure 4.工nhibitionof calcineurin preven七edthe enhancing eff巴cts

of adenosine (A) and dbcAMP (B) on the NGF-induced neurite outgrowth 

in PC12 cells. Cells were treated with varying concentrations of 

FK506 (a) or CsA (b) in the presence of 50 ng/ml NGF and工μMadenosine 

(A). Cells were treated with varying concentra七ionsof FK506 in 

the presence of 50 ng/ml NGF and 10μM dbcAMP (B). For FK506 and 

CSA treatment， these inhibitoJrs were added to the cells 30 min before 

addition of NGF plus adenosine or NGF plus dbCAMP. The number of 

cells possessing neurites greater than the diameter of a cell body 

was assessed 2 d after the addition of the agents. Numbers of 

neurite-bearing cells are shown as a percen七ageof the 400 cells 

counted for each pla七e.A、totalof four independent plates were 

examined. Values are the means士 SDof four separate experiments. 

Figure 5. 工nhibition of calcineurin recovered the decreased 

dura七ionof p38 MAP kinase phosphorylation induced by adenosine. 

Cells were treat巴dwith 50 ng/ml NGF (a)， 50 ng/ml NGF plus 1μM 

adenosine (b)， or 50 ng/ml NGF plus 1μM adenosine in the presence 

of 1μM FK506 (c) for the indicated times. The phosphorylation of 

ERK (A) and p38 MAP kinase (B) was determined by immunoblotting 

with anti-phospho ERK antibody and anti-phospho p38 MAP kinase 

antibody， respectively. The visualized bands on the membranes were 

analyzedby工mageScanner (Epson， GT-9700F) ， and the band densities 
were quantified with image analysis software (NIH，工mage). Values 
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are the means土 SDofヒhreeseparate experiments. 

Figure 6. Short-duration treatmen七 withSB203580 significantly 

enhanced NGF-induced neurite outgrowth. A: Cells wer巴 treatedwith 

SB203580 for 3 h between 90 and 270 min following the addition of 

NGF. B: Pretrea七men七 ofcel1s wi七hSB203580 before the addition 

of NGF partly blocked NGF-induced neurite outgrowth. Inset shows 

七hephosphorylation levels of p44/p42 ERK in the presence and the 

absence of SB203580. SB203580 did not affect ERK phosphorylation. 

The number of cells possessing neurites greater than the diameter 

of a cell body was assessed 2 d after the addition of the agents. 

Numbers of neuri te-bearing cells are shown as a percentage of the 

400 cells counted for each pla七巴.A total of four independent plates 

were examined. Values are the means :t SD of four separate 

experiments. 
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