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研究成果の概要（和文）：摂食障害は９０年代後半より若年層を中心に急増した精神疾患であり、

治療法や予後予測法の確立が待ち望まれる。我々は、マイクロサテライトを用いたゲノムワイ

ドな相関解析法により新たに見出した拒食症感受性遺伝子群について、その分子機能解明の鍵

となる多数の相互作用を同定するとともに、83 アミノ酸から成る領域等、創薬ターゲットとし

て有望な機能ドメインを特定した。 
 
研究成果の概要（英文）：An eating disorder is a mental disorder which sharply  increased  
since the late 1990s for people of young age.  Its treatment strategies or prognostic 
methods, however, have yet to be established. In the study described here, we first 
identified susceptible genes of the disease, based on our genome-wide association analysis 
with microsatellite markers. To the identified susceptible genes, we applied our 
high-sensitivity yeast two-hybrid method, followed by immunoprecipitation analysis in 
mammalian cells. Through these analyses, we found dozens of disease-related interactors, 
identities of which suggest molecular function of the susceptible genes. We further 
analyzed one of the susceptible genes by protein-protein interaction assays in details and 
identified an 83 amino-acid region which is important for both molecular interactions and 
cellular localization and is, therefore, a good candidate as a drug development target. 
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１．研究開始当初の背景 
摂食障害は、90 年代後半より急増した、予

後不良の例も存在する深刻な精神疾患であ

る。従来は母子関係が主要因とされてきたが、
近年の疫学的研究や、双生児を対象とした遺
伝学的研究は、遺伝要因が摂食障害の形成に
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大きな役割を果たすことを示している。 従
って、摂食障害の遺伝要因の解明と、見出さ
れた遺伝要因を基盤とする病態の解明は、疾
患の治療・予防方策を構築する上での重要な
課題であった。 
 
２．研究の目的 

我々が開発した 3 万個のマイクロサテラ
イトを用いたゲノムワイドな相関解析法に
よって同定した 15 個の拒食症感受性領域を
基盤として、疾患感受性遺伝子を同定する。
さらに、それらの機能・ネットワーク解析、
疾患モデル動物作成などを通じて疾患カス
ケードを追求し、発症の分子機構を解明する
と共に、低分子リガンドデザインなどケミカ
ルゲノミクスによる機能評価を通じて、拒食
症の治療・予防方策の基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
 多型の相関解析に加えて、リシーケンシン
グを行い、強い遺伝的効果を持つ疾患感受性
多型を明らかにする。見出された感受性遺伝
子の機能・ネットワーク解析は、新たに構築
した酵母ツーハイブリッド法を軸とし、疾患
モデル作成には、ENU変異精子バンクを活用
する。 
 
４．研究成果 
（１）摂食障害感受性遺伝子の遺伝学的解析 
 独自のマイクロサテライト遺伝相関解析の
結果同定された候補領域を対象とした詳細
な SNP解析、及び、リシーケンシングによっ
て、４個の感受性遺伝子についての詳細な多
型情報を得るとともに、新たに１個の感受性
遺伝子を見出した。これらのうち４遺伝子に
ついては、脳・神経系での機能がある程度予
測されているものであり、各々、シナプス小
胞開口放出、神経系におけるエンドサイトー
シス、神経系における細胞接着、及び、神経
細胞の保護に関与する遺伝子であり、また、
他の１個は、脳において高い発現を示す細胞
死関連因子であった。いずれの遺伝子も、そ
れらの脳・神経系での機能による摂食障害発
症への関与が容易に想定されるものであっ
た。また、我々の結果は、元来マイクロサテ
ライトマーカーの利点として予想されてい
た、強い遺伝的効果を持つ低頻度の多型を検
出する上での高い有効性を検証した点でも
重要である。  
 
（２） 健常人における摂食障害感受性多型
の効果 
 摂食障害と相関する遺伝的多型が、一般的
な健常人の体質等の表現型に効果を及ぼす
可能性を検討する目的で、健常女子学生を対
象とした解析を行った。その結果、テストケ
ースとして解析した１多型が、体型的にはい

わゆる「やせ」と関連を持ち、また、心理学
的に「新規性追求」の得点が低い傾向にある
ことが判明した。この結果は、摂食障害の遺
伝要因が健常人の表現型に検出可能な影響
を及ぼしている可能性を示すものである。 
 
（３）摂食障害感受性遺伝子のマウス変異体
の作成と解析 
 同定した摂食障害感受性遺伝子の個体に
おける機能の解明、疾患との関連の検証、疾
患モデル動物作成を目的として ENU変異精子
バンクのスクリーニングを行い、疾患感受性
２個について、計４個の点突然変異精子を同
定し、うち シナプス小胞開口放出での機能
が予測される遺伝子 Sの 2個については個体
の作成に成功した。点突然変異は、とりわけ、
精神疾患の解析に有効であるとの報告もあ
る。他の１遺伝子のノックアウトマウスとと
もに行動観察・解析を行ったが、現在迄のと
ころ、ホームケージ活動性解析において軽微
な影響が見られた以外は、ストレス環境下で
の行動等に顕著な変化は観察されておらず、
変異マウス同士の交配による複数変異遺伝
子の導入を進めている。 
 
（４）摂食障害感受性遺伝子の酵母ツーハイ
ブリッド解析 
 摂食障害感受性遺伝子産物の相互作用因
子同定を目的として、摂食障害感受性４遺伝
子に、独自に改良を加えた酵母ツーハイブリ
ッド（Y2H）法を適用した。この独自法は従
来法の約１０倍の検出力を示し、また、１次
コロニーの段階で Bait/Prey依存性を容易に
判定可能であるという利点がある。４遺伝子
中２遺伝子（遺伝子 S、及び、エンドサイト
ーシスへの関与が示唆される遺伝子 N）では
多数の陽性クローンが出現したが、残り２遺
伝子では、Bait/Prey 両依存性を示す陽性ク
ローンは得られなかった。S、N の２遺伝子に
ついては、各々、148，及び、73 個の相互作
用候補因子が同定されたが、内 41 因子もが
共通であった。従って、これら S、N 遺伝子
の産物は、共通の因子との相互作用を通じて
機能している可能性が示唆された。相互作用
因子候補の多くは、脳・神経系で発現してお
り、特に、シナプス小胞開口放出・リサイク
リングや神経情報伝達への関与が報告され
ている因子群が多数を占めるとともに、免疫
系での機能が明らかにされている HLA Class2
等も含まれる。 
 
（５）哺乳類細胞における独自の相互作用解
析法の確立 
 酵母ツーハイブリッド解析によって得ら
れた相互作用因子候補を哺乳類細胞で解析
する目的で、３種類のタグを組み合わせたプ
ルダウンアッセイ系を構築した（図１）。こ



のアッセイ系では、プルダウンタグの有無の
みが異なるサンプル対の比較による相互作
用の厳密な評価が可能で、信頼性の高い相互
作用検出が期待される。まず、このアッセイ
系を、Y2H 解析により機能的に密接な関連が
示唆されたタンパク S と Nに適用した。図１
にその結果を示したが、タンパク S と Nは相
互に結合すると共に、S 同士、及び、N 同士
も相互作用することが明らかになった。従っ
て、我々が同定した摂食障害感受性遺伝子の
産物である Sと Nは、機能的に密接に関連す
るに止まらず、物理的にも相互作用するもの
と結論される。 
 
（６）哺乳類細胞での相互作用解析 
 上記の手法を、摂食障害感受性遺伝子 S と
N の Y2H相互作用因子候補、約 30のに適用し
たところ、酵母ツーハイブリッド解析によっ
て同定された因子の多くが哺乳類細胞にお
いてもタンパク S、N の双方と相互作用する
ことが明らかになった（図２）。従って、タ
ンパク S と Nは哺乳類細胞においても、シナ
プス小胞開口放出・リサイクリングに関与す
る諸因子（STX、SNX 等）、神経伝達物質リセ
プター（GRIA3、GRIN2B）、及び、HLA Class2
タンパク（DRB1，DMA）等と相互作用し得る
ことが示された。また、少なくともタンパク

S、タンパク N、及び、STX8 間の相互作用は
試験管内での混合実験によっては再現され
ないことから、検出された結合は細胞内での
相互作用を反映したものであると推察され
る。 

（７）相互作用ドメインの同定 
 タンパク Sを中心とした創薬ターゲットの
抽出に向けて、タンパク Sがそれ自身と相互
作用するという我々の知見に基づき、この相
互作用に必要な領域のマッピングを行った
結果、少なくとも２個の相互作用領域を N 末
83 アミノ酸領域、及び、C末側領域に見出し
た（図３）。N 末 83 アミノ酸領域はタンパク
S に固有の構造であり、他のタンパクに類似
した構造は見られない。他方、当該領域は、
魚類､鳥類等のものも含むタンパク S オーソ
ログ間で高度に保存されていることから、そ
の機能の重要性が想像され、タンパク S の機
能に効果を及ぼす薬剤を開発する上で、有効
なターゲットとなり得る。さらに、N末 83ア
ミノ酸領域と、我々が同定した各種相互作用
因子との結合を検討したところ、この N 末領
域のみで結合する因子（タンパク S 自身、
GRIA3 等）、及び、C 末側領域が必要な因子
（STX18、SNX7 等）が存在することが明かに
なった。従って、C 末側領域が関与する相互
作用の阻害は、タンパク Sの機能の選択的な
阻害に繋がると考えられる。 
 
 

図１ 哺乳類細胞におけるプルダウンアッセイ系 

図上部に示した２種の Bait-Protein Expression 

Vector の一方と、Prey-Protein Expression Vector

をコトランスフェクションした後、調製した細胞抽出

液のプルダウンを行い、Bait Protein、Prey Protein

をウェスタンブロットによって検出した。２種の

Bait-Protein Expression Vector は、Pulldown Tag

の有無以外は同一の構造を持つ。図下左側は Protein 

S をプルダウンの Bait として用いた場合で、細胞抽

出液（Extract）、もしくは、プルダウン産物（Pulled 

down）のウェスタンブロットの結果を示した。+/-  

Pulldown Tagの比較より、Protein Sは Protein S自

身、及び、Protein Nと相互作用することが明らかで

ある。図下右側は Protein N をプルダウンの Bait と

して用いた場合で、Protein N がそれ自身、及び、

Protein Sと相互作用することを示している。 

図２ 相互作用因子候補の哺乳類細胞における相互作

用 相互作用因子候補の哺乳類細胞における相互作用 

タンパク S、Nを含む 21種類の Preyタンパクに対して、 

タンパク S、もしくは、タンパク Nを Baitとして用い

たプルダウン相互作用解析を行った。図には示してい

ないが、各々の Pulldown Tag +/- のサンプル対では、

Baitタンパク、Preyタンパク共に、図１の実験同様、

同程度の発現を示した。各サンプル対の比較より、こ

れら相互作用因子候補の哺乳類細胞における相互作用

を確認できる。 



（８）創薬に向けて 
 タンパク S の N 末 83 アミノ酸領域は、タ
ンパク質間相互作用のみならず、それ自身の
細胞内局在にも必須である。従い、 高い検
出力を示した我々の相互作用アッセイを用
いることによって、83アミノ酸ペプチドを出
発点とした系統的点突然変異体解析や、ペプ
チドスキャニングによる詳細なマッピング
を通じて、タンパク Sの機能を阻害する小ペ
プチドの同定は容易に実現可能である。 阻
害小ペプチドの同定は、それそのものの薬効
の検証へと向かう展開に加え、当領域の３次
元構造との組み合わせによる in silico 低分
子薬剤デザインの起点として重要である。他
方 C末領域は、タンパク Sの機能に対するよ
り選択的な人為的介入のターゲットとして
有効であると考えられる。当該領域の変異体
（もしくは、小ペプチド）が、本研究で同定
した多数の相互作用因子との結合に及ぼす
効果を系統的に解析することによって、相互
作用表面の機能的ファインマッピングと、そ
れに基づく戦略的な薬剤ターゲット抽出へ
の展開が展望される。 
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