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研究成果の概要（和文）：本研究は、脆弱X症候群の原因遺伝子産物である脆弱X精神遅滞タンパク質 (FMRP)の標的mRN
Aとして同定されたArf6活性化制御因子BRAG2のシナプスにおける機能解明を目指し、以下の研究成果を挙げた。①BRAG
2cは、PSD-95と複合体を形成し興奮性シナプスのシナプス後肥厚部に局在する。②BRAG2cは、endophilinとの相互作用
を介して、代謝型グルタミン酸受容体刺激に伴うAMPA型グルタミン酸受容体のシナプスからのエンドサイトーシスを制
御する。以上の結果より、BRAG2-Arf6経路のFMRPによるAMPA型グルタミン酸受容体制御の下流経路として機能する可能
性を提示した。

研究成果の概要（英文）：FMRP is involved in mGluR-dependent long-term depression through the regulation 
of local translation as an RNA-binding protein. The purpose of this study is to elucidate the role of the 
BRAG2-Arf6 pathway in the synaptic functions, particularly in mGluR-dependent endocytosis of AMPA 
receptor, because of the recent identification of BRAG2 mRNA as a FMRP target mRNA. Firstly, BRAG2c was 
found to localize at the postsynaptic density through its interaction with PSD-95. Secondly, BRAG2c was 
found to regulate mGluR-dependent endocytosis of AMPA receptor through its interaction with endophilin 
and subsequent Arf6 activation in cultured hippocampal neurons. These findings suggest the possible 
involvement of the BRAG2-Arf6 pathway in the FMRP-mediated synaptic plasticity.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： シナプス可塑性　シナプス後肥厚部　グルタミン酸受容体　低分子量GTP結合蛋白質　エンドソーム　脆
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１．研究開始当初の背景 
脆弱 X症候群は、X連鎖性精神遅滞症候群

のなかで最も頻度の高い遺伝性疾患である。
その発症は、X 染色体長腕 Xq27.3 領域に存
在する FMR1 遺伝子がコードする脆弱 X 精
神遅滞タンパク質 (FMRP)の発現が、プロモ
ーター領域の CGG 繰り返し配列の以上な蓄
積により抑制されることに起因するものと
考えられている。 
 神経細胞において FMRPは、RNA結合タ
ンパク質として樹状突起に局在する種々な
mRNA のタンパク質への翻訳の調節を介し
て、代謝型グルタミン酸受容体 (mGluR)の
活性化によるシナプスからの AMPA 型グル
タミン酸受容体 (AMPAR)の長期的な減少に
より生じるシナプス可塑性、すなわち、mGlu
依存的な長期抑圧に深く関与している
(Nosyreva & Huber, 2006; Nakamoto et al., 
2007)。脆弱 X症候群においては、FMRPの
発現の低下により、長期抑圧に必要な FMPR
の標的 mRNA の翻訳が mGluR の刺激のな
い状態においても恒常的に亢進し、シナプス
可塑性の障害が生じ、高次神経機能障害を引
き起こすという mGluR 発症仮説が提唱され
ている。しかしながら、FMPR は多数の
mRNAとの結合能を有することから、FMPR 
によるmGlu依存的な長期抑圧の制御に関す
る分子機構の詳細は未解明である。そのため、
脆弱X症候群における高次神経機能障害の発
症分子機序に基づいた分子標的治療の開発
は立ち後れているのが現状である。 
 ADPリボシル化因子 6 (Arf6)は、細胞膜と
エンドゾーム間の小胞輸送を制御する低分
子量 GTP結合蛋白質である。Arf6の活性化
は、グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）
により厳密に制御されており、現在、Arf6に
対する GEF として、 BRAG(Brefeldin 
A-resistant ArfGEF) フ ァ ミ リ ー 分 子
(BRAG1-3) 、 EFA6(Exchange factor for 
Arf6) ファミリー分子(EFA6A-D)、cytohesin
ファミリー分子(cytohesin1-3)からなる複数
の 制 御 因 子 が 同 定 さ れ て い る
(D'Souza-Schorey & Chavrier, 2006)。近年、
Arf6が、BRAG1や BRAG2による活性化を
介して、mGluR 依存的な長期抑圧において
シナプス後膜からのAMPARのエンドサイト
ーシスを制御する新たな膜輸送経路として
明らかになった(Scholz et al., 2010; Myers 
et al., 2012)。 
 また、近年の FMRPと結合するmRNAの
網羅的探索から、BRAG2 が FMRP の標的
mRNA であることが同定された(Brown et 
al., 2001)。さらに、BRAG1は、FMR-1と
同様にX連鎖性精神遅滞症候群の原因遺伝子
であることが近年報告され(Shoubridge et 
al., 2010)、従来の我々の研究により、BRAG1
の mRNA は樹状突起に豊富に分布すること
から、BRAG1も FMRPの標的mRNAであ
る能性が考えられた。以上の結果より、
FMRPとBRAG-Arf6との機能的関連性が示

唆されたが、BRAG２の神経細胞における細胞
内局在やmGluR依存的な AMPARのエンドサ
イトーシスにおける分子機構の詳細に関して、
研究開始当初、不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脆弱 X症候群の原因遺伝子産物で
あるFMRPとBRAG-Arf6経路との機能的連関
の可能性を明らかにすべく、 
(1) BRAG2 の神経細胞における細胞内局在と
シナプス局在機構 

(2) BRAG2-Arf6 経路による mGluR 依存的な
AMPAR のエンドサイトーシスの分子制御
機構の解明を研究目的として実施し、以下の
研究成果を挙げた。 

 
３．研究の方法 
(1) BRAG2c に対する特異抗体の作製：他の

BRAG ファミリー分子と相同性の低い
BRAG2cの C末領域をグルタチオン Sトラ
ンスフェラーゼ融合発現タンパク質として
大腸菌内で発現させてグルタチオン・セファ
ロースビーズを用いて精製した。これらを抗
原として、ウサギに免疫を施し、特異抗体を
アフィニティー精製した。endophilin 抗体
は市販の抗体を使用した。ウエスタンブロッ
ト解析法により抗体の特異性を確認した後、
成熟期 C57BL6 マウスの脳を用いて免疫組
織学的解析を施行した。 

(2) BRAG2c結合蛋白質の単離：PSDに局在す
る BRAG2cの C末領域を餌として、マウス
脳 cDNA ライブラリーを用いて酵母ツーハ
イブリット法により結合蛋白質を網羅的に
探索した。得られた候補分子との結合領域を
pull down アッセイ法や免疫沈降法により
検討した。 

(3) 初 代 海 馬 培 養 系 を 用 い た
BRAG2b-endophilin の相互作用の mGluR
依存的 AMPAR エンドサイトーシスにおけ
る機能解析：出生直後のマウスの海馬より初
代培養細胞を作製し、BRAGc に対する
shRNAベクターと shRNA抵抗性の野生型
あるいは endophilin との結合能欠損
BRAG2b 遺伝子を共発現させた。その後、
初代培養細胞をグループ I mGluRアゴニス
ト DHPG (3,5-dihydroxyphenylglycin)で刺
激した後、AMPARサブユニット GluR1に
対する抗体を用いて細胞膜表面の AMPAR
を標識して、棘突起における AMPAR の発
現量を定量した。 

 
４．研究成果 
(1) BRAG2bのシナプス局在：BRAG2には、短
い C 末領域からなる BRAG2b と C 末端に
PDZ ドメイン結合配列を持つ BRAG2c の少
なくとも２種類のスプライスバリアントが
存在する。今回、BRAG2c の C 末領域を抗
原に用いて BRAG2b 特異抗体を作製した。
特異性は、BRAG2b と BRAG2c を発現した
HeLa 細胞とマウス脳の粗抽出液を用いたウ



エスタンブロット解析により確認した。次
に免疫組織学化学法を用いて、成熟期マウ
スの海馬における BRAG2c の発現局在を
検討した。その結果、BRAG2c陽性反応は、
ペプシン処理をした切片において、海馬
CA1~CA3 領域の樹状突起の分布する上
昇層、放線層、網状・分子層や歯状回の分
子層に強く検出された。さらに、二重蛍光
抗体法により、 BRAG2c 陽性反応は
AMPAR と一致した点状の分布を示すこ
とが明らかになった。さらに CA1領域の
放線層における BRAG2cの局在を免疫電
子顕微鏡解析により検討した結果、
BRAG2cの免疫反応は、PSDに豊富に局
在することが明らかになった。これらの結
果により、BRAG2c の興奮性シナプスに
おける PSDでの特異的な局在を初めて解
剖学的に提示した。 

(2) BRAG2cの結合蛋白質の同定:シナプスで
の BRAG2c の機能解明の一助として、
BRAG2cの C末領域を餌として、酵母ツ
ーハイブリット法により、マウス脳 cDNA
ライブラリーをスクリーニングした。その
結果、PSD の足場タンパク質である
PSD-95と endophilin I, IIIが単離された。
酵母ツーハイブリットアッセイを用いた
結合部位解析により、BRAG2cは C末端
の PDZ 結合配列を介して、PSD-95 の
PDZドメイン 1と 2と相互作用し、プロ
リンに富む配列 (PXXP)を介して、
endophilinの SH3ドメインと相互作用す
ることが明らかとなった。さらに、マウス
脳を用いた免疫沈降法により、BRAG2c
と PSD-95および endophilinが複合体を
形成することを明らかにした。次に二重蛍
光抗体法を用いて、BRAG2c と PSD-95
との局在を解析した結果、海馬の樹状突起
の領域で点状の両者の免疫反応の多くが
一致して分布することが明らかになった。
以上の結果より、BRAG2c は興奮性シナ
プスの PSDにおいて PSD-95と複合体を
形成して局在することが示唆された。 

(3) BRAG2cと endophilinの相互作用の機能
解析：BRAG2-Arf6 経路の機能関与が
mGluR依存的なAMPARエンドサイトー
シスへの BRAG2-Arf6 経路の機能関与
(Scholz et al., 2010)とともに、endophilin
もmGluR依存的なAMPARのクラスリン
を介するエンドサイトーシスに関わるこ
とが報告されている(Chowdhury et al., 
2006)。そこで、海馬初代培養細胞を用い
て、mGluR依存的な AMPARエンドサイ
トーシスにおける BRAG2cと endophilin
との相互作用の機能的役割を検討した。そ
の結果、グループ I mGluR アゴニスト
DHPG 刺激を行った場合、コントロール
の海馬培養細胞では AMPAR のシナプス
発現量が低下するのに対して、shRNAに
より BRAG2 の内因性の発現を抑制した
場合、AMPARのシナプス発現の低下が抑

制され、既報の結果を確認することができた。
次に、BRAG2に対する shRNAベクターと
ともに shRNA 抵抗性 BRAG2c を共発現さ
せた場合、DHPG刺激による AMPARのシ
ナプス発現の低下がコントロールと同程度
に回復することから、この shRNAの効果の
特異性が確認できた。さらに、プロリンに富
む配列をアミノ酸置換し endophilin との結
合能を欠損させた shRNA 抵抗性 BRAG2c
を shRNA とともに共発現させた場合、
BRAG2cの発現抑制によるDHPG依存的な
AMPAR のシナプス発現量の減少の抑制効
果が解除されないことより、BRAG2c と
endophilin の相互作用が mGluR 依存的な
AMPAR エンドサイトーシスにおいて重要
であることが明らかになった。 

以上の結果より、本研究により、BRAG2c が、
興奮性シナプス後膜において PSD-95との相互
作用を介して PSD に局在し、endophilin との
相互作用を介して、細胞膜の陥入の近辺で Arf6
を活性化させることにより mGluR 刺激に伴う
AMPAR エンドサイトーシスを制御する可能性
が示唆された（図）。さらに BRAG2 mRNAが
FMPRの標的 mRNAのひとつであることを考
え合わせると、RAG2-Arf6経路がmGluR依存
的な長期抑圧を制御する FMRP の下流制御経
路として機能し、脆弱性 X症候群におけるシナ
プス可塑性障害を説明する新たなシグナル経路

である可能性が考えられた。 
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