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研究成果の概要（和文）：研究代表者らはシナプス後部局在型Gtf2i splice variant mRNAを同定した。つい
で、ラット脳内に、シナプス後部局在型のGtf2i mRNAの5'UTR (5'側非翻訳領域)中の限定配列に対して特異的に
結合するタンパク質を4種同定した。このことを手がかりとして、その5'UTRによるシナプス後部でのGtf2iタン
パク質の合成制御の仕組みを調べた。その結果、mRNAがシナプス後部に局在する転写因子、Gtf2i、のシナプス
後部での局所翻訳はその5'UTR部分の特定領域とそれに対する複数の特異的結合タンパク質との相互作用によ
り、多重制御されている事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We identified a Gtf2i splice variant mRNA that is specifically localized at 
the postsynaptic sites. We also identified in the brain four proteins that interact with a limitted 
sequence in the 5'UTR of postsynaptically localizing Gtf2i mRNA. Then we studied mechanism(s) for 
regulation of local protein synthesis of the Gtf2i protein at the postsynaptic sites. Our experiment
 suggests that expression of postsynaptically localized Gtf2i proteins are under control of multiple
 protein factors at the postsynaptic site via interaction with 5'UTR of postsynaptically localizing 
Gtf2i mRNA.

研究分野： 神経科学

キーワード： postsynaptic density 　local protein synthesis　splice variants　synaptic plasticity　transcr
iption factor　mRNA　Gtf2i　dendrite
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 研究代表者は，ラット大脳皮質から精製した
シナプス後肥厚部（PSD）に mRNA が多数結合し
ていることを発見し，この一群の mRNA を Dem	
(dendritic	mRNA)と名付けた(1）。Dem	(ここで
はわかりやすく PSD-mRNAと呼ぶ)は多様なタン
パク質をコードする数千種の mRNA から構成さ
れていたが，典型的なシナプスタンパク質や細
胞質タンパク質のみならず，いわゆる	“核タン
パク質”をコードするものも多数含まれていた
(2)。このことから，研究代表者は，一般的ルー
ルとして，「刺激に応じてシナプスで局所翻訳さ
れたいわゆる“核タンパク質”がシナプスから
核への情報伝達分子として核へ移行し，核にお
いてシナプス可塑性発現，特に，長期シナプス
可塑性の発現，に必要な遺伝子の発現を調節し
ている」可能性を考えた（図 1）。	

	
	 転写因子 Gtf2i	 (general	 transcription	
factor	2i)mRNA はそれら核タンパク質をコード
する PSD-mRNAのひとつである。ヒト染色体上の
Gtf2i 遺伝子を含む領域の欠失は Williams	
Beuren 症候群（WBS,自閉症スペクトラム障害
(ASD)に分類される神経発達障害）とリンクして
いることから，Gtf2i 遺伝子は WBS の有力な原
因遺伝子候補とされている。さらに，Gtf2i を
含む領域の duplication を持つ患者では，欠失
患者とは異なる症候の神経発達障害がみられた
ことから，Gtf2i の発現量が症状の発現パター
ンに影響を与えることが示唆されている。	
	最近，ASD の症候発生に，抑制シナプスを介す
る神経興奮制御の不全が関係しているとの報告
が出された	(3)。WBS	(ASD)の原因遺伝子候補
Gtf2i は Dlx5/Dlx6 ホメオボックス遺伝子の発
現を制御して，抑制性ニューロンの分化や成熟
に重要な役割を果たすことが示唆されている
(4)ので，「シナプス後部で局所翻訳された
Gtf2i が核に移行し，核での Dlx5/Dlx6 などの
新規遺伝子発現を介して抑制系ニューロンを制
御して特定シナプス機能の強化や減弱に関わっ
ている」可能性も考えられる。	
	シナプスでの局所翻訳系と ASD の症状発現の
間には何らかの関連があることは最近の論文で
示唆されている	(5)。つまり，ASD 患者で局所
翻訳の制御因子	(TSC, PTEN,	FMRP 等)の変異が
見つかっていること，ASD モデルマウスで局所
翻訳の亢進が見られること，局所翻訳の阻害に
より知覚や社会行動の異常が改善することなど
である。さらに研究代表者らの最近の解析によ

り，Gtf2i	mRNA 配列上に局所翻訳制御系のタ
ンパク質に対する結合モチーフがあること
が明らかになった(未発表)。これらの事柄は，
上記のシナプス可塑性発現維持モデルを支
持する。	
	 全体的に考えて，シナプス後部の Gtf2i 
mRNA，Gtf2iの生理機能/神経系に対する作
用, 局所翻訳系，シナプス長期可塑性，ASD
症候，興奮系-抑制系バランスとの間にリンク
が存在している可能性が高い。それを整理し
て，Gtf2i がシナプス可塑性に関わるメカニ
ズムとして以下のような作業仮説(図 1 参照)
を考えるに至った。「シナプス入力依存性に
シナプス後部で局所翻訳された Gtf2i は核へ
移行し，新たな遺伝子発現を誘導して興奮系
-抑制系シナプスのバランスを修飾してシナ
プス可塑性の長期維持と神経学的症候の発
現に影響を与える」。この新規仮説の検証を
行うため，本計画を立案するに至った。 
 
２．研究の目的 
	 正常な脳機能が発揮されるためには，刺激
を受けたシナプスに特異的な修飾が長期間
持続することが必要であるが，この仕組みの
詳細は明らかになっていない。研究代表者ら
は，単離したシナプス後肥厚部(PSD)に転写
因子 Gtf2i の mRNA が結合していることを発
見した。そして「シナプス後部に局在する転
写因子 Gtf2i-mRNA が入力刺激に応じて局所
翻訳され，合成された Gtf2i	タンパク質がシ
ナプスから核へ移行してそこで新たな遺伝
子発現を誘導し，シナプス可塑性の長期発現
の維持に関わる」という作業仮説を考えるに
至った。本研究では，この仮説を実験によっ
て様々な角度から検証し，シナプス後部由来
転写因子 Gtf2i によるシナプス可塑性発現の
維持の仕組みを分子レベルで明らかにする。
さらに，mRNA が PSD に存在する他の分子につ
いても分析し，シナプスから核へのシグナリ
ングの一般的な仕組みを明らかにする。	
	
３．研究の方法 
(1)ラット脳に発現している Gtf2i 遺伝子，
mRNA,タンパク質情報の明確化と発現
の解析  
 rat Gtf2i cDNA のクローニング，splice 
variantsの同定，in situ hybridizationによ
る Gtf2i splice variant mRNAの局在解析，
特に valiant依存性の dendrite 局在の同定。
5’UTR の解析による転写開始部位およびプ
ロモーター部位の解析。Gtf2i タンパク質の
脳内発現部位の解析(免疫組織化学、細胞分画
の western blot 解析)，およびカイニン酸投
与による神経興奮誘導におけるGtf2i mRNA
および protein の発現誘導と神経細胞内局在
の変化の解析。 
 
(2)シナプス後部の局所翻訳制御因子と
Gtf2i とのリンクの証明  
	 Gtf2i mRNA配列中に局所翻訳制御因子と



の結合モチーフをサーベイする。このモチーフ
を介した結合を検証する。さらにこのモチーフ
を欠損した Gtf2i との結合無効化による検証を
行う。逆に、シナプス後部局在型の Gtf2i 
variant mRNA 中の 5’UTR配列中の限定領域
に対する結合タンパク質(局所翻訳制御因子候
補)をラットおよびマウス脳内ライセート中に
サーチし、同定する。方法は、ビオチンラベル
の baitを作成し、脳ライセートとインキュベー
シ ョ ン し て 結 合 コ ン プ レ ッ ク ス を
streptoavidinビーズに回収する。次いで、回収
タンパク質を電気泳動して分離した後、バンド
を切り出して質量分析法にてタンパク質種を同
定する。その後、相互作用の領域特異性をさら
に調べる。 
 
(3)シナプス後部 Gtf2i の局所翻訳活性制御
の解析  
	 シナプス後部に局在するGtf2i	mRNAが実際に
局所翻訳されるかどうかを検証する。また、上
記に同定したシナプス後部局在型の Gtf2i 
variant mRNA 中の 5’UTR配列中の特異的限
定領域による Gtf2i の局所翻訳活性への影響を
明らかにする。その具体的方法：シナプス後部
に局在するGtf2i	mRNAの Gtf2iの種々の領域の
５‘ＵＴＲとそのダウンストリームにルシフェ
ラーゼを組み込んだ人工ベクターを作成し(市
販のキットを用いる)、in	vitro の系でタンパ
ク質合成活性を測定する	(培養細胞などを用い
るアッセイ系よりも結果の解釈がシンプルと考
えて in	vitro の系を採用)。使用するアッセイ
系は、利用可能な少なくとも 2 種を用いる。ア
ッセイ系によって含まれる、5’UTR と相互作用
タンパク質(翻訳制御因子)が異なる可能性があ
るからで、制御の仕組みを考える上で有用であ
る。	
	
４．研究成果	
(1)Gtf2i	mRNA において複数の splice	variant
を新たに同定した。興味深いことに、ORF 境域
以外にも 5’UTR 領域に比較的多数の splice	
variants を発見した。脳切片を用いた、それら
の in	situ	hybridization により、シナプス後
部に局在型の Gtf2i	splice	variant	mRNA1 種を
同定した。さらに、ラット脳ライセート中に、
シナプス後部局在型の Gtf2i	mRNA	の 5’UTR 部
分に対する結合タンパク質 4 種を最終的に質量
分析、さらに western	blotting により	同定し
た。いずれのタンパク質も翻訳制御に実際に関
わる可能性を有するものであった。そのうち、
今回は 1 種の結合タンパク質について、シナプ
ス後部局在型 Gtf2i	splice	variant	mRNA の
5’UTR 領域との結合特性について詳細に調べ、
まず、5’UTR 配列中の 64 塩基（ラット）から
なる結合最小責任領域を同定した。マウスの場
合は60塩基であった。次にin		vitroの rabbit	
reticulocyte 翻訳活性測定系を用いて、Gtf2i	
mRNA の 5’UTR 由来の種々の領域の、その下流
のタンパク質合成活性に与える影響を系統的に
検討した。その結果、先に同定した 64 塩基（ラ

ット）の結合最小責任領域は、その下流にコ
ードされたタンパク質の合成活性を抑制す
る事が明らかになった。このことは、Gtf2i	
mRNA の 5’UTR	64 塩基（ラット）の結合最小
責任領域が rabbit	reticulocyte 中の特異的
結合タンパク質と相互作用することにより、
下流にコードされるタンパク質の合成を負
に制御することを示している。当該結合タン
パク質は rabbit	reticulocyte 中に存在して
いることを確認した。同様のタンパク質合成
活性の実験を、HeLa 細胞ライセートを用いた
翻訳活性測定系を用いて行った。HeLa 細胞ラ
イセート中には rabbit	reticulocyte 中には
存在しない 5’UTR 結合タンパク質が存在し
ていて、今回発見した他の 5’UTR 結合タン
パク質を考慮して 5’UTR 部分による Gtf2i
タンパク質合成活性の制御のメカニズム解
明に近づくことが出来るからである。64 塩基
（ラット）の結合最小責任領域は HeLa 細胞
を用いたアッセイ系で下流のタンパク質合
成活性に、rabbit	reticulocyte を用いた系
とは異なる効果を示した。詳細は省略するが、
系統的な解析の結果、以下の事が示唆された。
“シナプス後部局在型 Gtf2i	splice	variant	
mRNA のシナプス後部局所翻訳(合成)はシナ
プス後部においてその 5’UTR 部分の特定領
域とそれに対する複数の特異的タンパク質
との相互作用により、多重に制御されてい
る。”(図 2)	
	
(2)	Gtf2i の他にも mRNA が PSD に結合してい
る他種の遺伝子についても、今回と同様な解
析を行い、有意義な結果を得ている（未発表
データ）。	
	
(3)今後の展望と研究の意義	
	 本研究によって、シナプス後部に mRNA	が
存在する転写因子という、きわめて特殊なシ
ナプスタンパク質の機能発現の様式が明ら
かにされつつある。おそらく図 1に示したよ
うに、シナプス入力に応じて転写因子タンパ
ク質が局所翻訳され、核移行して核でダウン
ストリームの遺伝子発現を誘導ないし修飾
する。そのことにより、さらにダウンストリ
ームへ影響を与えると同時に、自身にもフィ
ードバックを受けて、シナプス可塑性の発現

に繋がるという流れがあるのであろう。
Gtf2i の他の同様転写因子についても類似の
結果がえられたので、Ｇtf2i に限定した機能
発現様式ではなく、この種の転写因子に一般
化できると予想される。この様式の機能破綻
が起きたときにはシナプス可塑性の異常が



起き、精神的な異常や行動の異常が起きると想
像されるが、シナプス後部局在型の Gtf2i の機
能異常がどの様な精神や行動の異常を引き起こ
すのか、どんな病気・病態の原因となっている
のかについてますます興味がもたれるこの研究
成果をえて、次のステップの研究に移行する計
画である。このことを見越して、以前より、Gtf2i
研究は上海交通大学バイオ X 研究院の Li	
Weidong 教授と共同研究体制を組んでいた。Li
研究室では、遺伝子改変マウスを用いて精神疾
患研究を行っている。既にシナプス後部局在型
Gtf2i	mRNA の 5’UTR 特定領域を欠損したマウ
スの作成に取りかかっている。この領域は、本
研究で明らかになった様に、Gtf2i のシナプス
後部局所翻訳に影響を与えるし、文献的には
Gtf2i	mRNA のシナプス後部へのターゲッティン
グにも影響を与えている可能性が示唆されてい
る。いずれにしても、この領域を欠損させるこ
とにより、シナプス後部での Gtf2i タンパク質
の合成に影響が出ると考えられる。この後は、
作出されたマウス個体の行動やフェノタイプ、
脳の形態や機能の解析を行い、精神疾患や知能
との関係を明らかにしてゆく計画である。	
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