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研究成果の概要（和文）：周産期ウイルス感染は精神疾患発症のリスクを増加させることが知られているが、そ
の詳細な分子機構については不明である。本研究では、周産期ウイルス感染による精神疾患発症の分子機構を明
らかにすることを目的とし、IFITM3の機能解析を行った。プロテオミック解析からIFITM3の新規結合タンパク質
としてRabGDIを同定した。培養細胞を用いた実験からIFITM3の強制発現により活性化型Rab5の増加が認められ
た。また、EEA1陽性エンドソームの増大が認められた。

研究成果の概要（英文）：Viral infection in perinatal period increases the risk of psychiatric 
disorders in the offspring. Polyinosinic-polycytidylic acid (polyI:C) induces strong immune reaction
 which mimic viral infection. Previous findings showed that interferon-induced transmembrane protein
 3 (IFITM3) is a key molecule in polyI:C-induced neuronal impairment. It is unknown how IFITM3 
mediates polyI:C-induced neuronal impairment. The purpose of this study is to understand the role of
 IFITM3 in polyI:C-dependent neuronal impairment. We identified Rab GTPase dissociation inhibitor as
 novel IFITM3-interacting protein by proteomic analysis. IFITM3 was colocalized with RabGDI in 
cultured astrocytes. We found that expression of IFITM3 increased the EEA1-poisitive vesicle size. 
We also found that forced expression of dominant negative Rab5 in astrocytes partially ameliorated 
polyI:C-indecd neuronal impairment. These results suggest that IFITM3 may mediate polyI:C-induced 
neruonal impairment through RabGDI.

研究分野： 神経化学
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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 
 胎児や新生児期の発達期にある脳は外的
刺激に対して脆弱であり、この時期における
脳の障害が後の精神疾患発症に影響するこ
とが示唆されている。すなわち、統合失調症
などには遺伝的要因のみならず、ストレスや
ウイルス感染などの環境要因が疾患の発症
に寄与すると考えられている。疫学的研究か
ら妊娠期にインフルエンザに感染した母体
から生まれた子供は非感染群に比べ統合失
調症や自閉症スペクトラム、双極性障害の発
症リスクが高いことが報告されている。また、
新生児のウイルス感染が自閉症スペクトラ
ムのリスク因子であるとの報告もある。この
様に精神神経疾患発症において周産期のウ
イルス感染は重要なリスクファクターのひ
とつであるが、ウイルス感染による精神神経
疾患発症の詳細な分子メカニズムについて
は不明である。 
 我々はこれまで自然免疫を活性化する二
本鎖 RNA である poly I:C を用いた周産期擬
似ウイルス感染モデルマウス（poly I:C モデ
ル）を作製した。生後２日目から５日間
polyI:C を新生仔マウスに投与すると成獣期
のマウスに学習記憶障害や情動障害など統
合失調症様の行動異常を示すことを報告し
た[Ibi D et al, 2009 Neurosci Res]。また、
poly I:C 投与特異的に発現変化する遺伝子群
を検討した結果、統合失調症関連遺伝子や炎
症性サイトカインなどの免疫システムに関
連する遺伝子の発現変化が認められ、その中
でも IFITM3が重要な役割を果たすことを明
らかにした[Ibi D et al, 2013 Glia]。IFITM3
はウイルス感染などの炎症反応に依存して
一過性に発現する分子であり、ウイルス感染
の防御因子として知られているが中枢神経
系における役割については未知であった。
我々は IFITM3 ノックアウト（KO）マウス
を用いて解析を行った結果、野生型では poly 
I:C 投与により障害される認知機能が KO マ
ウスでは障害されないことを示した。また、
中枢における IFITM3はアストロサイト特異
的に発現誘導され、IFITM3 が過剰発現した
アストロサイトの条件培地を神経細胞に処
置すると神経突起の伸張や樹状突起上のス
パインの形成が障害されることを明らかに
した。以上から poly I:C 投与による高次脳機
能障害は IFITM3を過剰発現したアストロサ
イトから放出される液性因子が神経細胞障
害を惹起することで起こると考えられた。 

２．研究の目的 
 上記の様な結果は周産期ウイルス感染に
よる精神疾患発症における IFITM3の重要性
を示しているが、１）神経障害の原因となる
アストロサイトからどの様な液性因子が放
出され、どの様に神経細胞に影響するのか、
２）IFITM3 がどの様にして液性因子の放出
を制御しているかについては未解決である。
そこで本研究では IFITM3の中枢神経系にお
ける機能を解析することで、ウイルス感染に
よる精神疾患発症の分子メカニズムを解明
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は IFITM3 の中枢神経系における機

能を明らかにすることで周産期ウイルス感染
による精神神経疾患発症の分子メカニズムを
解明することを目的とし、これまでの研究で
未解決であった以下の２点について検討する。 
（１）IFITM3 を過剰発現したアストロサイ
トより放出される液性因子の特定およびその
機能 
以前の結果から polyI:C 依存的にアストロサ
イトから放出される分子として Follistatin 
like-1 (Fstl1)を同定している。Fstl1 を発現さ
せるための AAV ベクターを作製した。 
Fstl1 の組換えタンパク質得るために、
Expi293細胞にFstl1発現ベクターを導入し、
その後、細胞培養上清を回収した。 

 
（２）IFITM3 による液性因子放出（細胞内
輸送系）の制御機構 
先行研究の結果より IFITM3 は初期エンドソ
ームに局在していることが示されている。
IFITM3のastrocyteにおける局在を細胞免疫
染色法および密度勾配遠心法により確認し
た。 
次に、初期エンドソームに局在する Rab 
family small GTPase として Rab5 に注目し、
IFITM3 発現による活性への影響について
Rabaptin Rab5 binding domain (R5BD)を bait
とした pull down assay により検討した。 
Rab5 のドミナントネガティブ変異体（S34N）
を発現させたアストロサイトを polyI:C（10 
µg/mL）処置し、24 時間後に条件培地（ACM）
を回収した。初代培養神経細胞を回収した
ACM 中で培養し、突起伸長を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）IFITM3 を過剰発現したアストロサ

イトより放出される液性因子の特定およびそ
の機能 
平成２８年度は IFITM3 と RabGDI の結合につ
いての validation を行った。HEK 細胞に
GST-IFITM3 および myc-RabGDI を発現させ、
Glutathione beads を用いた pull down assay
を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 GST-IFITM3 と
myc-RabGDI の結合が確認できた。 
 



平成２９年度は in vivo における Fstl1 の発
現を達成するために Fstl1 の AAV ベクターを
作製した。作製したプラスミドを HEK ベクタ
ーに導入し、Fstl1 の発現をウエスタンブロ
ットにより確認することができた。予備的検
討により GFAP プロモーター下に EGFP を組み
込んだAAVベクターを生後２日目のマウス脳
内に注入し、成獣マウスにおける EGFP の発
現を確認したが、アストロサイト非特異的な
細胞にも EGFP の発現が認められた。現在、
Fstl1 の組換えタンパク質（rFstl1）を直接
注 入 す る 方 法 を 検 討 し て い る 。
Fstl1-myc-DDK を発現するプラスミドを
Expi293 細胞に導入し、培養上清を回収した。 
 
（２）IFITM3 による液性因子放出（細胞内
輸送系）の制御機構 
マウス皮質から採取した培養アストロサイ
トを polyI:C 処置し、抗 IFITM3 抗体および
抗 GDI1 抗体を用いた免疫染色により IFITM3
と RabGDI の細胞内局在について検討した。
IFITM3 は一部 RabGDI と共局在していた。ま
た、培養アストロサイト抽出液を密度勾配遠
心法により分離し、回収した各フラクション
を用いてウエスタンブロットを行った。
IFITM3 の一部は RabGDI と同じフラクション
に検出された。COS7 細胞に HA-IFITM3 を発現
させた細胞においては活性化型 Rab5 が mock 
vector に比べ増加していることが明らかに
なった。また、HA-IFITM3 を発現させること
により EEA1 陽性エンドソームが増大してい
た。同様に polyI:C 処置した培養アストロサ
イトにおいても vehicle 処置群に比べ EEA1
陽性エンドソームの増大が認められた。 

 
PolyI:C 処置した ACM により神経細胞突起の
神経突起の伸長が抑制された。この条件下に
おいて、アストロサイトに Rab5 のドミナン
トネガティブ変異体を発現させると、神経細
胞突起の伸長阻害効果が部分的にレスキュ
ーされた。 
RabGDI のノックアウトマウス（KO）の作製を
試みた。GDI1 に対するガイド RNA を４種類用
意し、pX330 ベクターにサブクローニングし
た。得られたプラスミドを Neuro2A 細胞に導
入し、DBS 検出キットを用いて切断活性を評
価した。１種類の切断活性を示すプラスミド
を得ることができた。切断活性の認められた
プラスミドを受精卵にインジェクションし
た。ファウンダーマウス（F0）の配列を確認

したが、大幅な欠損やフレームシフトを有す
るマウスを得ることができなかった。今後は
切断活性を有する他の gRNA 配列を組み込ん
だプラスミドを準備するなど引き続き、KO マ
ウスの作製を試みる必要がある。 
 
本研究により、IFITM3 による細胞内輸送系へ
の影響が明らかになった。IFITM3 の新規結合
タンパク質として同定した RabGDI は Rab 
small GTPaseの制御因子として知られている。
そのため、IFITM3 が RabDGI を介して Rab 
small GTPaseを制御していることが示唆され
た。 
今後は in vivo における機能を明らかにする
ため、rFstl1 を直接脳内に注入するなど、in 
vivo での解析を行う必要があると考えられ
た。 
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