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研究成果の概要（和文）： 
 
 本研究の目的は、神経の分化や機能調節における細胞内輸送システムの制御機構を明らかに
することであった。特に、神経細胞における膜シャペロンタンパク質 FKBP38、および輸送制
御タンパク質プロトルーディンの作用機序の解明を目指した。その結果、パーキンソン病や遺伝
性痙性対麻痺などの神経疾患の発症原因の機構の一部が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The purpose of our study was to clarify the regulatory mechanism of intracellular transport 
in nervous system. Particularly, we aimed at the elucidation of the function of the 
molecular chaperon protein FKBP38 and the trafficking regulatory protein protrudin. As a 
result, we revealed the part of the causal mechanisms of neurological disorders such as 
Parkinson’s disease or hereditary spastic paraplegia. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 神経管形成過程においては、神経外胚葉由

来細胞の適切な構築が重要となる。その分子

機構は二分脊椎などの神経管閉鎖不全モデ

ルマウスの研究などにより示唆されている

が、それらの統合的な作用機序に関しては未

解明の部分が多い。われわれは、多機能分子

シャペロン FKBP38 が、結合タンパク質の細

胞内局在や活性を制御していることを明ら

かにした[Shirane and Nakayama, Nature Cell 
Biol. (2003)]。予備的研究により、FKBP38 ノ

ックアウトマウスを作製したところ、脳や脊
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髄において神経外胚葉由来細胞の構築に異

常が認められ、二分脊椎を伴う激しい神経管

形成異常を示し、FKBP38 によるシャペロン

作用が発生期の神経管形成に必須であるこ

とを見出した。また FKBP38 はプロテアソー

ムと結合し、膜タンパク質の分解制御に関与

する[Nakagawa, et. al., Genes to Cells (2007)]知
見より、神経管形成に膜タンパク質分解が関

与している可能性が示唆されている。 
 一方、脳の複雑な働きを担っている神経細
胞は、情報ネットワークを身体中に張り巡ら
せるために神経突起を有している。神経突起
形成の際には突起部の細胞膜面積が増大す
るが、そのための小胞輸送システムの機構に
ついては未解明のままであった。われわれは、
FKBP38 結合分子として、小胞輸送制御分子
Protrudin（プロトルーディン）を同定し、
Protrudin が Rab11結合を介しリサイクル膜輸
送を促進し神経突起形成を誘導する分子機
構を明らかにした  [Shirane and Nakayama, 
Science (2006)]。この知見は、小胞輸送システ
ムの神経細胞分化への関与を示している。因
みにヒト Protrudin 遺伝子の変異は遺伝性痙
性対麻痺の原因となる。 
 以上より、発生期の神経管形成から成体に
お け る 神 経 機 能 調 節 に わ た り 、
“FKBP38-Protrudin 複合体”が小胞輸送制御
を介して特定のタンパク質や脂質輸送を行
い、神経細胞の適切な分化、移動、構築、機
能制御に関与している可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、神経発生、神経機能調節に

おける小胞輸送システムの関与およびその

分子機構を明らかにすることを目的とする。

特に神経細胞の分化、移動、構築、機能制

御に焦点を当て、“FKBP38-Protrudin 複合

体”による制御機構を解明する。そして、

それらの機構のヒトの二分脊椎などの神経

形成不全や遺伝性痙性対麻痺などの神経疾

患の病因への関与を解明し、さらに治療へ

の応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) FKBP38 ノックアウトマウス(KO)を用

い、脳や脊髄のディファレンシャル・プロ

テオミクス解析によりタンパク質レベルの

変化を網羅的に解析し、FKBP38 の下流の

神経管形成機構を解明する。また、初代神

経培養や組織解剖学的手法により、神経外

胚葉由来細胞の移動や構築に関与する分子

の変化を解析する。 
(2) FKBP38KOにおけるProtrudinの小胞輸送

活性の異常を解析し、FKBP38 と Protrudin
の制御関係を明らかにする。 
(3) マウス脳組織より脂質を抽出し、

Protrudin 結合脂質を同定する。結合脂質の

神経機能への関与を解析する。 
(4) Protrudin KO を作製する。そのマウスを

用い、神経細胞における小胞輸送の異常、

脂質分布の異常、神経疾患の発症、電気生

理学的異常などについて解析する。そして

小胞輸送制御の神経機能調節への関与や神

経疾患との関連を明らかにする。 
(5) タグ付加 Protrudin のトランスジェニッ

クマウス(Tg)を作製し、プルダウンおよび

質量分析による Protrudin 複合体の網羅的解

析を行う。得られた Protrudin 結合分子につ

いて、神経機能調節における関与を解析す

る。 
 以上より、小胞輸送システムによる神経

機能の調節の制御機構を解明する。 
 
４．研究成果 
 

(1) 神経細胞における FKBP38結合タンパク

質 ANKMY2 の同定。 
His-FLAG-tag 付加 FKBP38 cDNA を prion 
promoter の下流に繋ぎ、マウスに導入して、

神経特異的 FKBP38 トランスジェニックマ

ウスを作製した。その脳抽出物より

FKBP38 複合体を Ni resin (His-pull down)お
よび M2 agarose (FLAG-pull down)にて精製

し、質量分析計（LTQ）にて結合タンパク質

の網羅的解析を行った。その結果、

ANKMY2（ZMYND20）が同定された。

ANKMY2 は Ankyrin repeat ドメインと

MYND ドメインとを有する ZMYND ファミ

リータンパク質のひとつである（別名

ZMYND20）。FKBP38 はこれまでに別の２

つの ZMYND タンパク質との結合が報告さ

れている。PHD2 (ZMYND6)はHIFのプロリ

ン水酸化酵素でプロテアソーム分解に関与

しており、Zn finger ドメインである MYND
ドメインで FKBP38 と結合する。USP19 



 

 

(ZMYND9)はユビキチン制御に関係するタ

ンパク質である。FKBP38 とさまざまな

ZMYND ファミリータンパク質との結合を

調べた結果、ANKMY2 との結合が最も強い

ことがわかった。ANKMY2 の FKBP38 結合

部位は MYND ドメインで、FKBP38 の

ANKMY2 結合部位は N 末端側の Glu-rich 部

位であることがわかった。ANKMY2 は、一

次繊毛（Primary cilia）において cGMP 産生

酵素である Guanylate cyclase の輸送制御に

関与している。cGMP はリン酸化酵素 PKG
を活性化する。一方で Shh シグナルも、一

次繊毛内での輸送を介して活性制御されて

いるため、FKBP38によるShhシグナルの制

御に ANKMY2 が関与していること、それ

が一次繊毛内の輸送機構と関係しているこ

とが予想された。 
(2) FKBP38 によるミトコンドリア品質管理

（マイトファジー応答）機構の解明。 
ミトコンドリアは ATP 供給の重要な器官で

あると同時にその過程で活性酸素を大量に

産生するため、ミトコンドリアが損傷を受

けた際には細胞に大きな障害を与える。

FKBP38 は、ミトコンドリア依存的アポト

ーシス抑制分子であるため、ミトコンドリ

ア品質管理機構として重要視されているマ

イトファジーとの関連を調べてみた。実験

系として Parkin を恒常的に発現させた細胞

を作製し、CCCP というミトコンドリア損

傷薬剤を添加してマイトファジーを人工的

に誘導した。その際、ミトコンドリアの消

去に伴いほとんどのミトコンドリアタンパ

ク質は分解除去されたが、意外なことに

FKBP38 は Bcl-2 と共にミトコンドリアから

小胞体に局在変化し分解から逃れるという

興味深い結果を得た。その機構を調べたと

ころ、FKBP38 の膜貫通ドメイン近傍に局

在変化を決定するシグナル配列を見いだし

た。そしてミトコンドリア損傷時に

FKBP38 が局在変化することにより、細胞

のアポトーシス耐性能とミトコンドリア回

復能が増強された。よって FKBP38 はミト

コンドリア品質管理にポジティブに働いて

いることが明らかとなった。 
 (3) Protrudin 結合脂質 PtdIns5P の同定。 
Protrudin はホスファチジルイノシトール

（PIP）結合モチーフの FYVE ドメインを有

している。そのリコンビナントタンパク質

を作製し、PIP との結合実験を以下の 3 種類

の方法で行った。PIP をスポットした膜

（PIP-Strips）を用いた結合実験、PIP を含む

リポソームとの結合実験、PIP 固相化プレ

ートへの結合実験である。その結果、

protrudin の FYVE ドメインは PtdIns5P と結

合することを見いだした。 
(4) Protrudin KO 作製と、神経軸索および樹

状突起スパインにおける異常。 
Protrudin の KO マウスを作製したところ、

軸索輸送不全が示唆され、ポストシナプス

においても樹状突起スパインの成熟不全が

認められた。よって protrudin はスパイン内

輸送制御機構にも関与していることが示唆

された。また電気生理学的解析により、KO
で海馬神経のポストシナプスの過興奮が認

められた。マウス海馬初代培養細胞で、

Phos-tag-PAGE および質量分析計により、

protrudin が神経活動依存的にリン酸化亢進

されること、またPKAやPKCの関与を見い

だした。そして protrudin の PtdIns5P との結

合は、これらキナーゼの活性化により抑制

されたため、神経活動依存的なシグナルの

下流で protrudin と PtdIns5P の作用が制御さ

れていることが示唆された。 
(5) 神経細胞内 protrudin 結合タンパク質

TMEM55 の発見。 
神経細胞において protrudin 複合体を精製し、

質量分析計により結合タンパク質の網羅的

解析を行った。神経細胞内の生理的な複合

体を同定するための工夫として、内在性量

に近い低発現となるようにレンチウイルス

にて遺伝子導入し、また高感度の質量分析

計 Orbitrap Velos Pro を使用した。その結果、

PtdIns5P 生合成酵素である TMEM55 が高頻

度で再現性良く同定され、 protrudin 、

PtdIns5P、TMEM55 の相互作用が示され

た。 
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