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研究成果の概要（和文）：本研究では神経細胞特異的Nedd4-2欠損マウス(Nedd4-2 cKO)を使ってNedd4-2がスパ
イン形態とシナプス可塑性に重要か検討するために研究を開始した。その結果、Nedd4-2 cKOはシナプス可塑性
について興味深い表現型を示した。同定した基質タンパク質の発現量がNedd4-2 cKOで増加していることを確認
している。この基質タンパク質の発現量の上昇がシナプス可塑性の表現型の原因であることを明らかにした。ま
た、Nedd4-2 cKOでシナプス構成タンパク質の微細局在とシナプス微細形態がどのように変化しているか検討す
るための超解像顕微鏡技術を立ち上げた。

研究成果の概要（英文）：We started this study to examine whether Nedd4-2 is important for spine 
morphology and synaptic plasticity using neuron-specific Nedd4-2 conditional KO mice (Nedd4-2 cKO). 
We discovered that Nedd4-2 cKO showed an interesting phenotype in synaptic plasticity. We have 
confirmed that the expression levels of identified substrate proteins are increased in Nedd4-2 cKO. 
We have shown that this elevated expression of substrate proteins is responsible for the synaptic 
plasticity phenotype. We have also developed a super-resolution microscopy technique to examine how 
the micro-localization of synaptic component proteins and synaptic micro-morphology are altered in 
Nedd4-2 cKO.

研究分野：生化学

キーワード： ユビキチン化　超解像顕微鏡
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経科学研究の領域で、特異的ユビキチン化の意義は神経変性疾患を中心に研究されてきた。この研究分野にお
いて日本は世界をリードしている。一方で、神経細胞の正常な機能、特にシナプスにおける機能における特異的
ユビキチン化の意義はほとんど研究されてこなかった。本研究では未知な部分が多いシナプス可塑性の制御にお
ける特異的ユビキチン化の役割を世界に先駆けて明らかにした。この成果は記憶のメカニズムが明らかになるだ
けでなく、Nedd4-2による基質タンパク質のユビキチン化を制御することで認知症の治療法の開発へと発展する
可能性が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
記憶・学習などの脳機能の基盤となる神経回路では、シナプスを介して神経細胞から別の神経細
胞へと情報が受け渡される。神経回路の形成に重要なタンパク質の発現制御に関して、転写レベ
ルでの研究が進んでいるが、分解による発現制御は不明な点が多い。申請者らはタンパク質分解
に関与するユビキチン化に注目して、ユビキチン化の基質特異性を決定する Nedd4 ファミリー
E3 リガーゼ遺伝子である Nedd4-1 と Wwp1、そして Wwp2 が神経細胞の発達に重要であることを
明らかにしてきた。本研究では Nedd4-2 のシナプスでの機能特にシナプス可塑性の制御につい
て研究した。 
 
２．研究の目的 
Nedd4-2がシナプス後部に存在することを超解像STED顕微鏡で見出した。神経細胞特異的Nedd4-
2 欠損マウスでは、電気生理学的に海馬 CA1 領域でシナプス可塑性である長期増強と行動学的実
験で空間学習能力が有為に変化していた。本研究では Nedd4-2 が触媒する基質のユビキチン化
と基質の分解がどのような分子メカニズムでスパイン形成とシナプス可塑性を制御するかを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
神経細胞特異的 Nedd4-2 欠損マウス（Nedd4-2 cKO）の神経細胞にミリストイル型 Venus タンパ
ク質を発現させて STED 顕微鏡で観察することでスパイン形態を観察した。また、すでに同定し
た Nedd4-2 の基質タンパク質の神経細胞内の局在を観察する。最後に、シナプス可塑性の制御に
おける Nedd4-2 と基質タンパク質の機能的関連を観察する。 
 
４．研究成果 
超解像 STED 顕微鏡を使うことで、Nedd4-2 の基質タンパク質が高度にスパインに濃縮している
ことを見出した。また、このタンパク質をコードする遺伝子を欠損させることで Nedd4-2 cKO の
シナプス可塑性における表現型がコントロールマウスのレベルまで回復した。この結果から、
Nedd4-2 がこの基質タンパク質をユビキチン化して発現量を抑えることでシナプス可塑性を制
御していると結論した（図１）。 
 

 
これまでに、多くの構造タンパク質とシグナル伝達関連タンパク質をコードする遺伝子欠損マ
ウスで、シナプス機能の異常が引き起こされることが報告されてきた。その結果、ほとんどの場
合、学習能力が低下する。本研究では、特異的なユビキチン化を触媒する E3 リガーゼである
Nedd4-2 によるシナプス可塑性の表現型と、その表現型を説明する分子機構の一部を明らかにし
た。この研究成果から、Nedd4-2 を介した特異的なユビキチン化を制御することで将来的には認
知症の症状改善につながる医薬品の開発に発展すると期待できる。 
 
Nedd4-2 と相同性が高い Ube3b という E3 リガーゼについてもその機能を研究した。ヒト UBE3B
遺伝子の欠損により発達障害の一つであるカウフマン症候群を発症する。研究代表者はすでに
マウス Ube3b の神経細胞発達における機能を報告した (Ambrozkiewicz, 川辺ら, Mol 
Psychiatry, 2021)。本研究期間中に若年成人期から成人期における Ube3bの機能を研究した。
Ube3b cKO はコントロールマウスに比べて興奮性シナプスの数が減少していることを見出した 
(Katsube, 川辺ら, Neurosci Letters, 2023)。この研究では 3次元で高分解能で観察すること
が可能な超解像 3D-STED 顕微鏡を駆使してシナプスの観察を行った。コンフォーカル顕微鏡の
分解能が xy方向で 250 nm 程度、z 軸方向で 600 nm 程度と考えられている。シナプスの大きさ
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図１︓Nedd4-2による基質の分解
と記憶の制御機構。おそらくシナ
プス後部でNedd4-2が基質タンパ
ク質をユビキチン化する。基質に
ユビキチン (Ub)が融合されて基質
が分解されることが⻑期増強と空
間学習能を制御していると考えら
れる。
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が 100 nmから 500 nm 程度であるために個々のシナプスを完全に分離することは困難であった。
超解像 3D-STED 顕微鏡の分解能は xyz 全方向に 85 nmであるために、これまでのコンフォーカ
ル顕微鏡を使ったシナプス数の定量に比べて格段に正確に定量することが可能になった（図２）。 

 
この成果は論文として報告した(Katsube, 川辺ら, Neurosci Letters, 2023)が、この論文では
ImageJ を使ってある明るさ（閾値）以上のシグナルをシナプスからのシグナルと定義した。さ
らに、超解像 3D-STED 顕微鏡で撮影した Bassoon と Homer1 のシグナルをもとに人工知能を使っ
てシナプス数を定量する解析系を確立しつつある（図３）。 

 
さらに、本研究期間中に超解像 STED 顕微鏡を応用した技術開発も進めた。超解像 3D-STED 顕微
鏡を応用して開発した顕微鏡技術によって分解能が向上した結果、xyzの全方向で 20 nm 程度の
分解能が得られた。タンパク質分子の大きさが数 nmから 20 nm 程度であることから、20 nm 程
度の分解能の蛍光顕微鏡によってほぼ１タンパク質分子レベルの分解能が達成できていると考
えられる。この分解能は世界でもトップレベルの分解能であると言える。 
 
将来的には、これらの顕微鏡技術で Nedd4-2 cKO のシナプス形態を観察することで、シナプス可
塑性の新しい制御機構を分子レベルで理解することが可能になると考えられる。さらに、この顕
微鏡技術をシナプスに異常がある疾患の病態解明や創薬研究に応用できる可能性が高い。 
 
このように本研究の成果は非常に大きく、神経科学研究だけでなく、細胞生物学研究や病理学研
究などにも幅広く応用できる可能性が高いために大きく発展すると考えられる。 
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図２︓超解像3D-STED顕微鏡によるシナプスの観察。(A) シナプス前部の
マーカーBassoonとシナプス後部のマーカーHomer1で⼆重染⾊したマウス
海⾺CA1領域の観察。ほとんどの場合、BassoonとHomer1がペアになって
いる（⽮印）が、xy平⾯やxz平⾯で観察すると、Bassoon単独（アスタリ
スク）やHomer1単独（⽮頭）に⾒える場合もある。Scale Bars; 1 µm。(B) 
Bassoon単独やHomer1単独に⾒えるシナプスを別⽅向から観察するとほと
んどの場合はベアを作っていることがわかる。 Scale Bars; 100 nm。

図３︓機械学習によるシナプス
のモデル化とシナプス数の定量。
超解像3D-STED顕微鏡によっ
て撮影したシナプス前部
（Bassoon, マゼンタ）とシナプ
ス後部（Homer1, 緑）のシグナ
ルを機械学習でモデル化した。
今後はシナプス前部とシナプス
後部のペアをシナプスと定義し
てより正確にシナプス数を定量
することが可能になると期待で
きる。Scale Bar; 1 µm1 µm
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