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研究成果の概要（和文）：神経樹状突起へのmRNA輸送および局所的翻訳を担うRNA顆粒の構成因子RNG105は、長
期記憶に必須のRNA結合タンパク質である。本研究では、RNG105のターゲット候補として同定したmRNA（低分子
量Gタンパク質ArfのGEFおよびGAPをコードするmRNA 8種類）に注目し、解析を行った。その結果、それらのmRNA
はRNG105依存的に樹状突起へ局在化することを明らかにした。さらに、それらmRNAの翻訳産物は、樹状突起上の
後シナプス（スパイン）のうち、未成熟型を減らして成熟型を増加させ、細胞表面のグルタミン酸受容体発現量
を増加させることによってシナプス強化に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：RNG105, a component of RNA granules responsible for mRNA transport and local
 translation in neuronal dendrites, is an RNA-binding protein essential for long-term memory 
formation. In this study, we focused on mRNAs identified as RNG105 target candidates (eight 
different mRNAs encoding GEFs and GAPs of small G protein Arf). mRNA imaging with an MS2-GFP tagging
 system in primary cultured neurons from mouse cerebral cortexes revealed that the Arf GEF and GAP 
mRNAs were localized to dendrites in an RNG105-dependent manner. Furthermore, knockdown of the Arf 
GEFs and GAPs in cultured neurons suggested that they are involved in synaptic strengthening by 
reducing immature types and increasing mature types of postsynapses (spines) on dendrites and by 
increasing the expression level of AMPA-type glutamate receptors on the cell surface of dendrites.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経樹状突起へのmRNA輸送および局所的翻訳は、シナプス強化や記憶に関与するが、数万種類存在するmRNAのう
ちどれがその責任を担うかは体系的に調べられていなかった。本研究は、長期記憶が顕著に低下するRNG105ノッ
クアウトマウスの海馬において、樹状突起層への局在が低下したmRNAを網羅的に同定し、その中から遺伝子オン
トロジー解析によって「Arf制御因子mRNA群」を絞り込んだ。これらmRNA群が実際にRNG105依存的に樹状突起へ
局在化し、シナプス強化に関与することを示した本研究は、長期記憶形成のメカニズムを理解する上で重要な因
子及び制御機構を新たに提示した点で学術的意義が高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 長期記憶の形成には脳内での新規タンパク質合成が必要であることが 1960 年代から知られ
ていた（Flexner et al., 1963）。このタンパク質合成は、神経細胞の細胞体で起こるのではな
く、細胞体から遠く離れた樹状突起内で起こることが示唆されていた（Kang and Schuman, 1996）。
樹状突起内でタンパク質を合成するためには、翻訳の鋳型となる mRNA などの必要な分子を樹状
突起へ配置する必要がある。それを担う構造体として「RNA 顆粒」が発見された。RNA 顆粒は
mRNA、リボソーム、翻訳因子、RNA 結合タンパク質など、翻訳に関わる多くの因子を含み、こ
れらが巨大複合体となって能動的に樹状突起へ輸送されることが示された（Knowles et al., 
1996）。さらに、興奮刺激を受けた後シナプス近傍の RNA 顆粒では、局所的に翻訳が活性化する
ことも示された（Krichevsky and Kosik, 2001）。しかし、RNA 顆粒が担う mRNA 輸送・局所的
翻訳と長期記憶形成とを繋ぐ分子メカニズムは不明な点が多かった。 
 我々は、RNA 顆粒の主要な RNA 結合タンパク質 RNA granule protein 105 (RNG105, 別名
Caprin1) を同定し、RNG105が樹状突起へのmRNA輸送に関与することを見出した（Shiina et al., 
2010）。さらに、生後の大脳・海馬で Rng105 遺伝子を欠損する RNG105 コンディショナルノック
アウト（cKO）マウスは、後シナプスの反応性（excitatory postsynaptic potential, EPSP）
が約半減し、空間記憶および恐怖条件付けテストにおける長期記憶が著しく低下することを明
らかにした。このマウスの海馬を用いて、樹状突起への局在化が低下した mRNA を網羅的に同定
し、さらにそれら mRNA を遺伝子オントロジー解析によってカテゴリー分けすることによって、
低分子量 G タンパク質 ADP ribosylation factor (Arf) の活性制御因子 guanine nucleotide 
exchange factor (GEF) および GTPase-activating protein (GAP) をコードする mRNA 群が最
も有意に局在低下することを突き止めた。以上のそれまでの成果および予備的データから、長
期記憶形成の基盤となる分子メカニズムとして、Arf GEF, GAP mRNA 群の樹状突起への輸送を
介した制御が鍵を握る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 長期記憶形成の基盤となる分子メカニズムとして、Arf GEF, GAP mRNA の樹状突起への局在
化およびそれら翻訳産物によるシナプス強化に着目し、長期記憶を制御するメカニズムを解明
することが本研究の目的である。具体的には、まず、(1) Arf GEF, GAP mRNA の樹状突起への
局在化が RNG105 によることを明らかにする。そのために、初代培養神経細胞内においてそれら
の mRNA を蛍光イメージングし、樹状突起への局在化を野生型マウスおよび RNG105 ノックアウ
ト（KO）マウス由来の神経細胞の間で比較定量解析を行った。さらに、(2) Arf GEF, GAP が後
シナプス（スパイン）形成をいかに制御するかを明らかにする。学習・記憶に伴うスパイン強
化の際には、スパインが肥大化（成熟）し、細胞表面に提示される AMPA 型グルタミン酸受容体
（AMPAR）が増加することが知られている（Makino and Malinow, 2009; Herring and Nicoll, 
2016）。そこで、初代培養神経細胞において Arf GEF, GAP をノックダウン（KD）し、スパイン
形態および細胞表面 AMPAR 発現への影響の定量イメージング解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) Arf GEF, GAP mRNA 群の樹状突起への局在化 
 マウス大脳から抽出した mRNA から cDNA を作成し、Arf GEF, GAP 8 種類の全長 mRNA に対応
する cDNA を得た。これらを、In-fusion HD cloning kit (Takara) を用いて pKaede-MC1 (Kaede
Δ166-566)-MS2-24x ベクター（Shiina et al., 2010）の EcoRI サイトに挿入した。このベク
ターから転写される mRNA は、Arf GEF, GAP mRNA の 5'末端側に MS2 結合配列の 24 回リピート
を融合した mRNA となる。このベクターおよび MS2-GFP ベクターの両者を、マウス大脳皮質由来
の初代培養神経細胞（7 days in vitro, 7DIV）にリン酸カルシウム法によって導入した。MS2
タンパク質が MS2 結合配列へ結合することにより、mRNA が GFP タグ化され、mRNA の蛍光イメー
ジングが可能となる。初代培養神経細胞は野生型およびRNG105 KOマウス由来のものを用いた。 
導入 2日後（9DIV）、一部の神経細胞には 25 mM KCl を添加し、脱分極刺激を与えた。その後

神経細胞を 3.7%ホルマリン固定し、IX83 倒立型顕微鏡（Olympus）、60倍対物レンズ、ORCA-R2
デジタル CCD カメラ（Hamamatsu Photonics）を用いて Zシリーズ画像を取得した。Zスタック
画像を作成後、ImageJ を用いて mRNA の定量を行なった。mRNA は顆粒状に観察されたが、これ
は RNA 顆粒に取り込まれたことに起因すると考えられる。顆粒の個数および平均輝度の定量解
析を行った。 
 
(2) Arf GEF, GAP の KD がスパイン形態および樹状突起表面 AMPAR 発現に与える影響 
 Arf GEF, GAP 8 種類の各々に対する KDターゲット配列 21 base を pH1'-SR-DsRed-I-P ベク
ター（Takahashi et al., 2007）に挿入し、マウス大脳皮質由来初代培養神経細胞（7DIV）に
導入した。KD効率の測定は、各 Arf GEF, GAP の GFP タグ化タンパク質を神経細胞に発現し、
10DIVにおいてGFP蛍光強度をKDなしのコントロール神経細胞と比較定量することにより行っ
た。 
 スパインの形態およびサイズの定量解析は、KD ベクターと共に GFP ベクターを 7DIV にて導
入することにより行った。12DIV にて神経細胞をホルマリン固定し、前シナプスマーカーであ
るシナプシン I 抗体で免疫染色した。GFP の蛍光により神経細胞の形態を可視化し、シナプシ



ン I が接触した樹状突起上の棘構造をスパインとして抽出した。顕微鏡による画像取得は(1)
と同様に行い、ImageJ を用いてスパインの個数および形態を定量解析した。スパインの形態分
類は、過去の報告を参考にし（Choi et al., 2006; Ron et al., 2012; Lin et al., 2017）、
フィロポディア、Thin 型、Stubby 型、Mushroom 型、Branch 型に分類した。 
 AMPAR の樹状突起表面への発現の定量解析は、KD ベクターと共に pC1-SEP-GluR1 ベクター 
（Addgene）を 7DIV にて導入することによって行った。GluR1 は AMPAR のサブユニットの一つ
であり、SEP (super ecliptic pHluorin) は細胞表面に提示されることによって蛍光を発する
pH 感受性 GFP である。12DIV にて神経細胞をホルマリン固定し、GFP 抗体染色によって細胞に
発現した全 SEP-GluR1 を Cy3 で染色した。これにより、細胞表面に発現した SEP-GluR1 を緑色
で、また、全 SEP-GluR1 を赤色で検出可能となる。AMPAR は細胞内ではエンドソームに、細胞
表面では後シナプスに主に局在し、点状のシグナルとして検出される。画像取得を上記と同様
に行った後、ImageJ を用いて点状のシグナルの個数および蛍光強度を定量し、全 GluR1 に対す
る表面 GluR1 の比を求めることにより、樹状突起表面に発現した AMPAR を定量解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Arf GEF, GAP mRNA の RNG105 依存的な樹状突起への局在化 
 まず、野生型マウス由来の初代培養神経細胞における mRNA の局在を解析した。細胞体に留ま
る mRNA として同定された Gabra1, Gria2 mRNA は、MS2 結合配列のみのコントロール RNA と同
程度の樹状突起局在を示した。これに対し、樹状突起局在が知られている Camk2a mRNA は、有
意に多く樹状突起に局在化した。Arf GEF, GAP mRNA 群はコントロール RNA よりも有意に多く、
かつ、Camk2a mRNA と同程度に樹状突起局在を示した。 
 さらに、RNG105 KO マウス由来の初代培養神経細胞で同様の解析を行った。その結果、すべ
ての mRNA がコントロール RNA と同程度にしか樹状突起へ局在しなかった。また、各々の mRNA
の樹状突起への局在を野生型神経細胞と RNG105 KO 神経細胞との間で比較した結果、Camk2a 
mRNA および Arf GEF, GAP mRNA 群は RNG105 KO 神経細胞における樹状突起への局在が有意に低
下した。以上の結果から、Arf GEF, GAP mRNA 群は樹状突起へ局在化すること、またそれは RNG105
依存的であることが明らかになった。 
 
(2) Arf GEF および Arf GAP mRNA の脱分極刺激非依存的および依存的な樹状突起への局在化 
 mRNA の神経樹状突起への局在は、KCl を添加した脱分極条件において促進されるケースが報
告されている（Lyford et al., 1995; Link et al., 1995; Steward et al., 1998）。そこで、
野生型の初代培養神経細胞における Arf GEF, GAP mRNA 群の樹状突起への局在化が KCl に依存
するかどうかを調べた。その結果、8種類の mRNA のうち、2種類の Arf GEF mRNA は KCl の有無
にかかわらず樹状突起へ局在化した。一方、6種類の Arf GAP mRNA は、KCl なしの場合はコン
トロール RNA と有意差がなく、KCl ありの場合には有意に多く樹状突起へ局在化した。以上の
結果から、GEF mRNA は脱分極にかかわらず樹状突起へ局在化し、GAP mRNA は脱分極に依存して
樹状突起へ局在化することが示唆された。 
 
(3) Arf GEF, GAP のスパイン形成・成熟への関与 
 野生型マウス大脳皮質由来の初代培養神経細胞に KD ベクターを導入し、Arf GEF, GAP の KD
を行なった。共導入した GFP 融合型 Arf GEF, GAP の蛍光強度を指標に KD 効率を定量した結果、
コントロール KDベクターの場合と比較して 8種類の Arf GEF, GAP のいずれも 90%以上が KDさ
れていることを確認した。 
 次に、初代培養神経細胞に KD ベクターと GFP ベクターを共導入し、Arf GEF, GAP の KD がス
パインの個数と形態に及ぼす影響を解析した。その結果、6 種類の Arf GEF, GAP の KD によっ
て、Mushroom 型の成熟型スパインの個数が有意に減少することがわかった。一方、2種類の Arf 
GAP の KD では、Thin 型の未成熟型スパインの個数が有意に増加した。以上の結果から、解析を
行った 8 種類の Arf GEF, GAP は、成熟型スパインの形成を促進する 6種類と未成熟型スパイン
を減らす 2種類とに大別できることが示された。よって、これら Arf GEF, GAP の働きにより、
樹状突起上の成熟型スパインの割合が増加することが示唆された。 
 
(4) Arf GEF, GAP の AMPAR 樹状突起表面発現への関与 
 初代培養神経細胞に KDベクターと SEP-GluR1 ベクターとを共導入し、Arf GEF, GAP の KD が
AMPAR の樹状突起における表面発現に及ぼす影響を解析した。その結果、(3)の結果で KD によ
って成熟型スパインの個数が減少した 6 種類の Arf GEF, GAP に関しては、KD によって樹状突
起表面に発現する AMPAR が減少することがわかった。一方、別の 2種類の Arf GAP の KD では、
表面に発現する AMPAR の量に影響は見られなかった。以上の結果から、6種類の Arf GEF, GAP
は成熟型スパインの形成を促進すると共に AMPAR の表面発現も促進することが示唆された。 
 
 以上の結果は、Arf GEF, GAP をコードする複数の mRNA が RNG105 依存的に、また、GAP に関
しては神経活動にも依存して樹状突起へ局在化することを示した。さらに、これらの翻訳産物
はスパインの成熟化に加えて AMPAR の樹状突起表面発現も制御してシナプス強化に関与するこ
とを示した。これまで、樹状突起に局在する mRNA として Camk2a, Arc mRNA などの解析が進め



られてきたが、いずれの翻訳産物もスパインの成熟に関わるものであった。しかしシナプス強
化には、スパインの成熟に加えて AMPAR の表面発現の増加も重要な役割を担う。その後者に関
わる樹状突起 mRNA の同定と解析は遅れているが、本研究は、その mRNA として Arf GEF, GAP mRNA
群を提示した点に意義がある。またこれまで、数万種類存在する mRNA のうち、どれが樹状突起
へ輸送されてシナプス強化の責任を担うかは体系的に調べられていなかった。本研究は、長期
記憶が顕著に低下する RNG105 cKO マウスの海馬において、樹状突起層への局在が低下した mRNA
を網羅的に同定し、その中から遺伝子オントロジー解析によって最も高い割合の mRNA が樹状突
起局在低下を示した「Arf 制御因子 mRNA 群」を責任因子の候補として絞り込み、解析を行った
点にも意義がある。Arf GEF, GAP mRNA 群は、樹状突起へ局在化して長期記憶形成の責任を担
う有力な候補であり、今後、樹状突起へ局在できない Arf GEF, GAP mRNA を持つマウスを作成
し、個体レベルでの研究を展開することによって、長期記憶形成の責任を担う mRNA 輸送・局所
的翻訳メカニズムの解明につながることが期待される。 
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