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研究成果の概要（和文）：実験動物に強烈ストレスを負荷すると、PTSD類似の長期的異常行動とともに、脳内海馬にお
いてミオシンVI(Myo6)の発現が著明に上昇した。胚性腫瘍細胞のP19細胞に、Myo6を強制導入すると細胞の増殖能力が
低下したが、神経細胞やアストログリア細胞への分化能力には著変は見られなかった。一方、人工的にMyo6発現を抑制
すると、P19細胞の増殖能力は亢進したが、分化能力は変化しなかった。生死に関わる強烈ストレスは、脳内Myo6発現
を上昇させて、その結果神経幹細胞数が低下することが、PTSD様症状発症とその後の海馬萎縮に関与するかもしれない
。Myo6を標的とするPTSD治療と予防対策が望まれる。

研究成果の概要（英文）：Severe fatal stress induced long-lasting bidirectional behavioral abnormalities 
relevant to posttraumatic stress disorder in adult mice, along with upregulation of the transcript and 
protein for myosin VI (Myo6) only in the hippocampus known to be enriched of proliferating neural 
progenitor cells. In embryonal carcinoma pluripotent P19 cells endowed to proliferate and differentiate 
into neuronal and astroglial lineages, stable overexpression of Myo6 attenuated the size and the 
activities of MTT reduction and BrdU incorporation in neurospheres clustered of proliferating cells. In 
these stable transfectants, no significant change was seen in the activity to commit and differentiate 
into neuronal and astroglial lineages. We succeeded in the generation of mice carrying a conditional Myo6 
allele flanked by loxP sites, which are useful for generating mice detractive of Myo6 from a particular 
cell type for future investigation of the role of Myo6 in a variety of plasma cells.

研究分野：分子薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 モータータンパク質は、細胞内で ATPエネ
ルギーを機械的運動に変換する分子群であ
り、この働きにより細胞の変形や移動、ある
いは各種高分子の細胞内輸送が行われる。モ
ータータンパク質には、微小管とアクチンフ
ィラメントを足場とする 2種類が存在するが、
微小管を足場とするものには、マイナス端方
向に移動するダイニンと、プラス端方向に移
動するキネシンが知られている。これに対し
て、アクチンフィラメントを足場とするもの
には、マイナス端あるいはプラス端方向に移
動するミオシンが知られている。ミオシンは
細胞内の様々な場所に存在し、ATPの加水分
解エネルギーを利用してアクチンフィラメ
ント上を移動して、各種小胞やオルガネラだ
けでなくタンパク複合体や mRNA などの細
胞内積荷を輸送する性質を有する。ミオシン
は、18のクラスからなるスーパーファミリー
を形成するが、代表的ミオシンであるミオシ
ン II(Myo2)は、ATPを加水分解しながらアク
チンフィラメントのマイナス端からプラス
端に向かって移動して、筋収縮に関与する。
一方、我々は不安障害の一種である心的外傷
後ストレス障害(posttraumatic stress disorders; 
PTSD)のモデル動物を作製して、精神疾患発
症の分子病態の解明に取り組んだ。PTSDは、
圧倒的な環境ストレスへの曝露によって生
じる神経症の一つであり、その外傷的事件を
反復的に再体験するエピソード、情動麻痺、
および気分変調性の全般性過度覚醒を特徴
とする。この PTSDモデル動物と正常動物の
海馬を用いて、トランスクリプトーム解析を
行ったところ、細胞内モータータンパク質の
一つであるミオシン 6(Myo6)が応答性遺伝子
として同定された。 
 
２．研究の目的 
 
 細胞内モーター分子であるミオシンスー
パーファミリーの一つ Myo6が、PTSDモデ
ル動物海馬において、選択性の高い応答性を
示すとの我々の研究成果を基盤とする。同分
子 Myo6は他のミオシンファミリータンパク
質とは異なり、アクチンフィラメント上をプ
ラス端からマイナス端に移動する唯一の逆
向き輸送モーター分子である。この Myo6コ
ンディショナルノックアウトマウス作出に
向けて、同フロックスマウス(Myo6flox/flox)を理
化学研究所と共同開発する。同遺伝子改変動
物を用いた包括的な脳表現型解析を実施す
ることで、まず脳内における Myo6の生理的
意義と病態生理的意義を追究する。将来的に
は、脳以外の組織における表現型解析を通じ
て、逆向き輸送モーター分子 Myo6の機能的
役割の全貌解明を指向する。 
 
 
 

３．研究の方法 
 
 基本的には、中枢神経系構築細胞である、
神経細胞、アストログリア細胞、ミクログリ
ア細胞、および神経幹細胞それぞれ特異的に、
Myo6 を欠損させた遺伝子改変動物を作製し
て、その表現型解析を in vivoおよび in vitro
実験系により網羅的に実施する。また、パー
トナータンパク質および細胞内輸送積荷を
一斉探索することにより、中枢神経系におけ
る Myo6の分子機能情報を獲得し、それら情
報を利用しつつ Myo6を中心とするモーター
タンパク質の各種神経系構成細胞における
機能解析を行う。本計画案では、「分子発現-
細胞機能-精神活動」という 3種類のダイナミ
ックな研究計画を実施し、これら解析結果を
横断的に融合することにより、逆向き輸送モ
ータータンパク質分子 Myo6と精神疾患発症
との関連性を明らかとする。 
 
＜精神疾患モデル動物におけるモータータ
ンパク質分子群の網羅的発現解析＞ 
WIRS負荷モデル動物の海馬において、Myo6
の強い発現上昇が認められているため、この
特異性（ミオシンサブタイプ特異性や疾患特
異性）を検討する。PTSD モデル動物や、統
合失調症のモデルマウス（CaMKIIのヘテロ
欠損マウス、フェンシクリジン投与マウス）
から脳組織を取り出し、哺乳動物にて確認さ
れている各種ミオシン(Myo1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 
10, 15, 16, 18)の mRNAおよびタンパク質発
現を、リアルタイム PCR法あるいはウエスタ
ンブロッティング法を用いて検討する。 
 
＜Myo6発現制御に関する解析＞ 
Myo6 の転写レベルでの発現制御メカニズム
を検討するために、Myo6 遺伝子の promoter
領域の各動物種間（ヒト、サル、マウス、ラ
ット）で保存されている領域を、Luciferase
レポーターベクターにクローニングし(Myo6 
promoter-Luc)、Luciferase assay系を用いたプ
ロモーター解析を行う。さらに、EMSA法や
ChIPアッセイを行うことにより、特定の転写
因子の Myo6プロモーター領域への影響を多
角的に解析する。また、同 Myo6プロモータ
ー領域の DNA メチル化状態あるいはヒスト
ンのアセチル化・メチル化状態を、正常マウ
スと PTSDモデル動物間において、バイサル
ファイトシークエンシング法や、各種修飾酵
素(Dnmt, HAT, HDAC, HMT)に対する抗体を
用いたChIPアッセイによりMyo6の上流シグ
ナルを検証する。 
 
＜Myo6 のパートナータンパク質の探索と解
析＞ 
Myo6 は、その分子機能の性格上、他の分子
との相互作用を介して生理機能を発揮する
と考えられる。既にパートナータンパク質の
一つとして TLSの同定に至っているが、輸送
物質の特異性に必須なMyo6尾部領域（Myo6 



tail）に相互作用する分子を網羅的に探索し、
Myo6 の基本情報を網羅的に獲得する。
Myo6flox/flox-Cre 交配マウスから単離した各細
胞を用いて同様の検討を実施する。特に、精
神疾患との関連性の高い神経伝達物質（グル
タミン酸・セロトニン・ドパミン）に対する
各種細胞膜受容体・トランスポーターの発現
プラスミドを構築し、それら分子とMyo6 tail
との一対一での相互作用を、免疫沈降法ある
いは Yeast two hybrid法により検討する。また、
Myo6 tail と Flag タグを融合させた発現プラ
スミドを、遺伝子導入装置（Nucleofector）を
用いて神経細胞やアストロサイト、あるいは
神経幹細胞に遺伝子導入し、導入後 Flagビー
ズによる免疫沈降を行い、その後質量分析計
ABI4800plus(MALDI TOF/TOF)を用いて、相
互タンパク質を網羅的に解析する。さらに、
全脳の cDNA ライブラリーを用いて、Myo6 
tail を Baitとした Yeast two hybrid 法による
Myo6 のパートナータンパク質の探索を行う。 
 
＜Myo6輸送積荷の探索と解析＞ 
Myo6は、RNA結合タンパク質である TLSと
相互作用し、各種 mRNAの細胞内輸送に関与
すると推察される。本項目では、Myo6 によ
り輸送される積荷 mRNA を網羅的に解析す
る目的で、Flag-Myo6 の発現プラスミドを導
入した初代培養海馬神経細胞からポリソー
ム画分を採取し、Flagビーズで免疫沈降させ
て、その上清中に含まれる RNA を逆転写酵
素により cDNAへと変換させ、蛍光色素で標
識後、DNAマイクロアレイによる解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
 本研究課題は、細胞内モーター分子である
ミオシンスーパーファミリーの一つMyo6が、
PTSDモデル動物海馬において、選択性の高
い応答性を示すとの我々の in vivo 実験系で
の研究成果を基盤とする。Myo6 と PTSD の
ような精神疾患発症との関連性については、
まったく未踏の新規研究対象であるが、我々
は免疫沈降法による解析の結果、RNA結合タ
ンパク質である translocated in liposarcoma 
(TLS)と、Myo6が直接的にタンパク質タンパ
ク質間で相互作用することを見出した。TLS
はヒト粘液性脂肪肉腫の原因遺伝子として
同定されたが、神経系では Myo5と結合し、
アクチン安定化タンパク質の Nd1-L mRNA
の樹状突起およびスパインへの輸送を促進
して、スパイン安定性に寄与するので、その
逆向き輸送ベクトルを考えると、Myo6はTLS
のスパインからの搬出に関与する可能性が
考えられる。 
 一方、マウス胚性腫瘍細胞である P19細胞
を用いて、Myo6 の安定過剰発現細胞を樹立
した（図 1）。 
 
 
 

 
さらに、RNA 干渉法を利用して Myo6 発現
抑制細胞を作製して、それぞれのMyo6発現
制御細胞の増殖能と分化能について in vitro
実験系にて解析した。その結果、Myo6 安定
発現 P19細胞を浮遊条件で培養すると、細胞
増殖能指標である神経塊形成能の低下だけ
でなく（図 2）、MTT還元能の抑制がともに
観察されたが、細胞傷害の指標である LDH
放出能や PI 染色性にはいずれも著明な変化
は認められなかった。 
 

 
一方、P19細胞を浮遊培養後に分散してから、
さらに接着条件下で培養すると、神経細胞マ
ーカーである MAP2 およびアストログリア
細胞マーカーである GFAP それぞれに陽性
を示す細胞群が出現したが、Myo6 の安定強
制発現はこれらの細胞分化能には影響を与
えなかった。これに対して、siRNAを用いて
P19 細胞における Myo6 発現を抑制すると、
神経塊形成能および MTT 還元能の著明な増
強が誘発されたが、細胞分化能の指標である
MAP陽性細胞数および GFAP陽性細胞数に
は著明な変化は観察されなかった。以上の結
果から、Myo6 は神経幹細胞の分化能には影
響を与えずに、増殖能のみを抑制する遺伝子
であることが示唆される。生死に関わるよう
な強烈ストレスは、脳内特定領域の神経幹細
胞内Myo6発現上昇を介して、同幹細胞増殖
能を抑制することが、PTSD様症状発症とそ
の後に観察される海馬萎縮に関与する可能



性は否定出来ない。また、作出したMyo6フ
ロックスマウスのゲノム上には、ネオマイシ
ン耐性遺伝子がまだ残存していたが、同マウ
スと Flippase過剰発現マウスの交配の結果、
ゲノム上のネオマイシン耐性遺伝子の除去
が可能となった。今後、特定細胞のMyo6発
現だけを欠損したコンディショナルノック
アウトマウスを作出して、Myo6 機能制御を
標的とする PTSD 治療と予防の創薬戦略を
展開する予定である。 
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