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研究成果の概要（和文）：転写調節因子SpikarのスパインでのFRAP解析を行ったところ、Spikarのstable 
fractionはdrebrin及び核局在シグナルによって制御されていることが分かった。また、Spikarノックアウトマ
ウスを解析したところ、養育行動に異常が見られた。さらに、Spikarによって転写制御されている遺伝子群を探
索するためSpikarノックアウトマウスの脳を用いてマイクロアレイで解析を行った。Gene ontology解析及びパ
スウェイ解析を行ったところ、細胞骨格関係、アポトーシスシグナル関係シグナル分子が多く見つかった

研究成果の概要（英文）：Spikar is a transcriptional coactivator localized in dendritic spines and 
nucleus in neuron. We conducted real-time imaging of spikar in dendritic spines and analyses of 
spikar-KO mice. FRAP analysis showed that the dynamics of spikar in dendritic spine is regulated by 
actin-binding protein drebrin. In drebrin-knockdown neurons, the stable fraction of spikar was 
decreased, and the phenotype was rescued by drebrin-transfection. In the behavior analysis, we found
 abnormal maternal behaviors in spikar-KO mice. Spikar (-/-) females showed increased the time 
retrieving their pups and defect in grouping. Further, we analyzed transcriptome of spikar- KO mice 
brain by using microarray data. Gene ontology and pathway analyses revealed that the expression of 
numerous genes related with cytoskeleton and apoptosis signaling are regulated by spikar.

研究分野： 分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
樹状突起スパイン（以下スパイン）は神経

細胞において多くの興奮性シグナルが入力
する棘状の構造物であり、その内部にシグナ
ル伝達やシナプス可塑性に重要なタンパク
質，オルガネラを含む情報処理ユニットとし
て機能している。スパイン形成に関与してい
るタンパク質は、低分子量 G タンパク質関
連分子、細胞接着分子、PSD タンパク質、
マトリックスメタロプロテアーゼ等多数報
告されており、その作用機構も徐々に明らか
になってきているが、いずれの場合において
もアクチン細胞骨格及びアクチン結合タン
パク質が重要な役割を担っていると考えら
れている。アクチン結合タンパク質は大きく
分けると、重合・脱重合に関わる重合因子と
束化や安定化に関わる架橋因子に分けられ
る。これまでの研究から、Rho ファミリーに
代表される低分子量 G タンパク質及びその
調節因子（GEF、GAP 等）や Arp2/3 複合
体によるアクチン重合機構がスパイン形成
に重要な役割を担っていると報告されてい
る。しかしながら、重合したアクチン繊維を
調節するアクチン架橋因子によるスパイン
形成機構についてはほとんど明らかになっ
てはいない。 我々は新しいスパイン形成メ
カニズム探索のためスパインに特異的に局
在するアクチン繊維架橋因子であるドレブ
リンに注目し、その結合タンパク質である 
Spikar がスパイン形成に関与していること
を報告した。次に、Spikar-ドレブリン複合体
がどのようにスパイン形成に関与している
のかを明らかにするために、酵母 Two hybrid 
法を用いて Spikar 結合タンパク質の探索を
行い、複数の結合タンパク質を得た。さらに、
Spikar の個体レベルでの解析を行うために、
Spikar コンディショナルノックアウトマウ
ス（Spikar-KO マウス）を、行動レベル、発
現遺伝子変化のレベルで解析を行った。 
 
２．研究の目的 
（１）Spikar 結合タンパク質との結合解析 
酵母 Two hybrid 法で得られた Spikar タン
パク質の１つは、これまでの報告から樹状突
起スパイン形成を抑制するという働きを持
つという事が分かっている。このタンパク質
と Spikar の結合様式を解析する。 
 
（２）Spikar のスパインでの動態解析 
Spikar は、神経細胞では樹状突起スパインと
核に局在するが、スパイン形成促進機能につ
いては主に細胞質での働きだと考えられて
いる。これまでの研究から、Spikar のスパイ
ンでの局在にはドレブリンの存在が強く影
響しているが、ダイナミクスへの寄与は分か
っていない。ライブセルイメージングを用い
てこの点を明らかにする。 
 
（３）Spikar-KO マウスの養育行動解析 
Spikar-null ノックアウトマウスは胎生 8 日

付近で成長が止まる胎生致死であったため、
CaMKII プロモーターを用いた前脳特異的
Spikar コンディショナルノックアウトマウ
スを作製したところ、野生型マウスと同様に
生育した。しかし、このマウスが産んだ仔は
産後数日のうちに死んでしまうことが度々
観察されたため、正常に養育されていない可
能性が高いと考えられた。このため、Spikar
と産後行動の関連をしらべるため、このマウ
スを用いて養育行動解析を行う。 
 
（４）Spikar によって発現調節される遺伝子

の解析  
Spikar は核でエストロジェン受容体やグルコ
コルチコイド受容体のコアクチベーターと
して機能することが分かっているが、実際に
発現調節を受ける遺伝子は分かっていない。
Spikar によって発現調節される遺伝子群が
スパイン形成に関与しているかを明らかに
するために、Spikar-KO マウス脳のトランス
クリプトーム解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）Spikar と Spikar 結合タンパク質との相

互作用解析 
Spikar をいくつかのフラグメントに分けて
prey vector とし、Spikar 結合タンパク質を bait 
vector として酵母 Two hybrid 法で相互作用
を確認する。酵母の培養開始から 48-72 時間
後のコロニーサイズを指標にして陽性判定
を行う。 
 
（２）ライブセルイメージングを用いた

Spikar のスパインでの動態解析 
ラット胎児よりバンカー法を用いて培養海
馬 神 経 細 胞 を 調 整 し 、 DIV7-DIV8 に
GFP-Spikar 及 び そ の 変 異 体 を
Lipofectamine2000 に よ り 導 入 す る 。
DIV15-DIV16 にスパインに限局してフォト
ブリーチングを行い、タイムラプス撮影を行
って蛍光の回復過程を記録し、Stable fraction
及び Dynamic fraction の数値を算出する。 
 
（３）Spikar-KO マウスの養育行動解析 
① Spikar-KO マウス及びコントロールマウ
ス（フロックスマウス）が、巣作りを行って
いるか、産仔を巣にまとめているかを観察す
る。また、産仔のミルクバンドの有無を確認
する。 
②産仔のうち、3 匹を巣から離れたケージの
3か所のコーナーへ配置し、レトリービング、
グルーピング、クラウチングの潜時を測定す
る。また、3 匹それぞれの仔のレトリービン
グ時間も測定する。 
 
（４）トランスクリプトーム解析 
①Spikar-KO マウス及びコントロールマウス
の海馬から mRNA を抽出し、マイクロアレイ
を用いて発現量の解析を行う。 
②Spikar-KO マウスにおいて発現量が変化し



た遺伝子に関して、クラスター解析、Gene 
onthology 解析、パスウェイ解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）Spikar 結合タンパク質は、Spikar の複
数の部位に結合することが分かった。これま
でに分かった部位は、核局在シグナルを含む
N 末端領域とジンクフィンガーモチーフを含
む C 末端領域である。この部位はドレブリン
結合部位とは異なっているため、Spikar 結合
タンパク質は、Spikar 及びドレブリンと複合
体を形成すると示唆された。 
 
（２）Spikar の核移行シグナルに変異を加え
て核移行の機能を阻害すると Spikarはスパイ
ンに安定に局在した。また、ドレブリン結合
領域を欠失した Spikar 変異体は動きが速く、
またスパインでの stable fractionは小さかった。
ドレブリンノックダウン細胞では、核移行シ
グナル変異体においても stable fractionは小さ
くなった。これらの事から、Spikar のスパイ
ンにおけるダイナミクスにはドレブリンと
核移行シグナルが重要だと明らかになった。 
 
（３）Spikar-KO マウスの養育行動を解析し
たところ、以下の結果を得た。巣作りは野生
型マウスとほとんど変わらず、半球状又は皿
状の巣を作ることが多かった。また、ミルク
バンドの有無も野生型マウスと比べて差は
見られなかった。一方、レトリービング試験
を行ったところ、ノックアウトマウスにおい
てレトリービング、グルーピング、クラウチ
ングの潜時が野生型マウスに比べて大きい
ことが分かった。また、全てのマウスをレト
リービングせずに、巣の外に放置したままク
ラウチング姿勢に入ることも多かった。この
ことは、Spikar が視床下部内側視索前野にお
いて重要な機能を担っていると示唆してお
り、当該部位において更なる解析の必要があ
ると考えられる。 
 
（４）トランスクリプトーム解析 
①マイクロアレイによって得られたデータ
のノーマライズを行い、56605 プローブから
スクリーニング可能な34100の有効プローブ
を得た。これらのデータを用いて、Spikar-KO
マウス、コントロールマウスそれぞれ 3匹に
ついてクラスター解析を行った結果、図１の
結果を得た。この図から分かるように、
Spikar-KO マウスはコントロールマウスに比
べて遺伝子の発現様式がかなり異なること
が分かった。また、主成分分析においても、
同様の結果を得た。 
②ノーマライズ済みのマイクロアレイデー
タの検定を行い、コントロールと発現量に差
がある遺伝子を特定した。その発現量が野生
型マウスと比べて統計的に有意差のある遺
伝子を抽出した。この結果、Spikar-KO マウ
スにおいて発現が減少しているプローブは
４個有り、発現が上昇しているプローブは

174 個あった。これらのプローブについて
Gene ontology 解析及びパスウェイ解析を行
ったところ、Spikar の下流遺伝子群及び機能
関連遺伝子は細胞骨格関係、アポトーシスシ
グナル関係のものが多かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．全遺伝子セットによる全サンプルの階
層的クラスタリングを行い、各サンプルの類
似度を比較した。発現値の近いものを近くに
配置した樹形図として表示しており、遺伝子
もしくはサンプル間やクラスター間の距離
が近い順に併合してある。Co はコントロール
マウス。KO は Spikar-KO マウス。 
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