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研究成果の概要（和文）：転写因子MKL1(MRTFA)およびMKL2(MRTFB)の遺伝子変異は、神経疾患のリスクファクタ
ーである。したがってMKLによる遺伝子発現制御の機構を知ることは、神経疾患発症解明に貢献する。 本研究で
は、脳由来神経栄養因子BDNFで誘導されるArc遺伝子発現がMKL2を介することを発見した。また、神経活動依存
的にMKL2がシナプスから核に移行する分子機構の一端を明らかにした。すなわち、NMDA型グルタミン酸受容体と
L型カルシウムチャネルの活性化や脱リン酸化酵素カルシニューリンの活性化が核移行に必要であること、Rhoシ
グナル活性化によるアクチン重合も核移行に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The SNPs or mutations of SRF transcriptional cofactor MKL1 (MRTFA) or MKL2 
(MRTFB) gene is a possible risk factor for neurological disorders. Thus, understanding for molecular
 mechanisms underlying MKL-mediated gene expression contributes to elucidation of the etiology of 
neurological disorders. Here we have demonstrated that MKL2 mediates activation of the Arc enhancer,
 synaptic activity-responsive element of activity-regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) 
gene induced by BDNF. In addition, neuronal activity-dependent nuclear translocation of MKL2 from 
synapses is mediated by an NMDA receptor and  an L-type voltage-dependent calcium channel, and 
followed by phosphatase calcineurin. On the other hand, neuronal activity induces Rho 
GTPase-dependent F-actin polymerization, which is required for nuclear translocation of MKL2. 

研究分野： 分子神経生物学

キーワード： 血清応答因子(SRF)　神経活動　MKL　遺伝子発現　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経機能遺伝子の発現を合理的かつ効率的に活性化する仕組みを解明でき、シナプスの安定化や維持、記憶学
習の本質を明らかにできる。また、本研究に用いた研究材料や技術を国内外の研究者らに提供することにより、
神経科学分野のみならず、MKLの関わりが指摘されるがん転移分野などの生命科学分野の発展に貢献する。
　MKLをターゲットとして精神疾患・発達障害の治療や予防に役立てることができる。MKLの核移行促進やMKL活
性化を引き起こす低分子化合物、将来的には食品成分を同定することで、メンタルヘルス（精神衛生）の向上に
つながり、患者や家族のQOLの改善、脳の活性化を基軸とした健康寿命の延伸に役立つ。

※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 
	 神経（シナプス）活動依存的遺伝子発現は脳のはたらきに必要である。神経（シナプス）活
動は、転写因子を司令塔として、自らの働きを高める分子の供給を遺伝子発現によって制御し
ている。転写因子のノックアウトマウス等の解析や標的遺伝子の同定により、遺伝子発現が記
憶学習等の脳機能に重要な役割を果たすことが示されている。またその破綻が神経疾患発症に
関連している。したがって、神経活動依存的遺伝子発現の制御機構解明は、「脳機能や疾患の病
態解明」、「精神疾患や発達障害の治療や予防」と「脳の活性化」を狙った分子標的薬の探索に
もつながる。	
	 MKL は、MKL1 と MKL2 に大別され、神経活動依存的遺伝子発現を司る転写因子 SRF に結合する
（脳科学辞典	2012）。申請者らは、脳神経系における MKL の機能に関する多くの研究実績を有
する。脳に高発現しており、樹状突起複雑化を引き起こすことを発見した他(J	Neurochem	2005	；	
J	Neurochem	2006;	JBC2010)、MKL1,	MKL2 の分子種や神経選択的 MKL2 分子種の同定や機能解
析を行っている(FEBS	Open	Bio	2013;Neuroreport	2014)。	
	 また MKL1 と MKL2 の遺伝子変異は、それぞれ統合失調症、自閉スペクトラム症のリスクファ
クターである(Luo	et	al.Schizophr	Bull	2015;	Neale	et	al.Nature	2012)。このことから、
MKL1 と MKL2 は異なる機能を持っており、その機能破綻が特有の神経疾患病態の一因	
となっているものと考えた。しかし、MKL1 と MKL2 における機能性の違いについてはまだ未解
明な点が多い。	
	 最近、我々は MKL1 と MKL2 とを区別して認識する高品質抗体の作製に成功した。生化学・	
本抗体は従来の抗体よりも MKL1 と MKL2 とを区別して認識し、ウェスタンブロット、免疫染色、
免疫沈降、クロマチン免疫沈降に適用できる。本抗体を用いることにより、MKL1 と MKL2 がシ
ナプスにあり、シナプスの成熟化に関わること（Sci	Rep	2018）、MKL2 が神経活動（脱分極）
によって核に移行することを発見した。また，本抗体を有効活用することにより、神経系のシ
ナプス関連タンパク質である activity-regulated	cytoskeleton-associated	protein	(Arc)遺
伝子のエンハンサーが MKL2 によって制御されていることを見いだした。	
 
２．研究の目的 
	 そこで本研究では、	(1)MKL1 と MKL2 の特異的結合分子の同定、(2)MKL1 と MKL2 のシナプス
から核への移行制御（シグナル伝達経路等）、核内遺伝子発現制御機構の解明、(3)自閉スペク
トラム症患者で発見された変異 MKL2 の機能破綻機構の解明を当初目的とし、MKL が関わる神経
細胞の形態と機能制御の分子実体を探究した。	
 
３．研究の方法 
(1)	MKL1 と MKL2 の特異的結合分子の同定	
	 非神経細胞において MKL とすでに相互作用が報告されているβアクチンを焦点に共免疫沈降
実験を行った。また、核輸送を担うと予想されたインポーチンのクローニングと発現ベクター
の作製を行うとともに MKL との相互作用を検証するため、共免疫沈降実験を行った。	
	
(2)MKL1 と MKL2 のシナプスから核への移行制御（シグナル伝達経路等）、核内遺伝子発現制御
機構の解明	
①bicuculline/4AP で培養大脳皮質ニューロンを刺激すると、MKL2 が核に移行する。
Bicuculline/4AP は、興奮性シナプス伝達を惹起するため、MKL2 核移行がカルシウムチャネル
の活性化を介する可能性が予想された。そこで、	NMDA 型グルタミン酸受容体の阻害剤である
AP5 と L 型電位依存性カルシウムチャネルのブロッカーである nicardipine を前処理し、MKL2
の核移行の阻害が起こるかどうかを免疫染色により検証した。また、NMDA 型グルタミン酸受容
体や L 型電位依存性カルシウムチャネル活性化より下流のシグナル伝達系の阻害剤を用い、
MKL2 核移行に関わるシグナル伝達経路を免疫染色により検証した。特定したシグナル伝達分子
の関与についてさらに詳細に解析するため、過剰発現ベクターの実験と導入による核移行状況
や転写活性化状況を免疫染色やルシフェラーゼアッセイにより検証した。同様に、MKL1 につい
ても検討を行った。	
②すでに我々は、MKL2 がシナプス関連分子である Arc 遺伝子エンハンサーを活性化することを
示唆する予備的結果を得ていた。そこで再現実験を行い、信頼性を担保する一連の実験（レポ
ーターアッセイ等）を行った。	
	
(3)自閉スペクトラム症患者で発見された変異 MKL2 の機能破綻機構の解明	
野生型 MKL2 と変異型 MKL2 の転写活性化因子としての違いを定量 PCR 法やレポーターアッセイ
により検証した。	
	
	



４．研究成果	
(1)	MKL1 と MKL2 の特異的結合分子の同定	
3-(1)で述べた通り、MKL とβアクチンとの相互作用の有無を調べるため、共免疫沈降実験を行
った。MKL とβアクチンはともに NIH3T3 細胞にタグ融合タンパク質として発現させ実験を行っ
たが、現段階では相互作用の確認に至っていない。また、インポーチンとの相互作用について
も同様の実験を行ったが、本実験も相互作用の確認に至らなかった。今後は、作製した高品質
抗体を用いた内在性 MKL と相互作用する分子の同定を大脳皮質ニューロンにおいて行うことや
刺激依存的な相互作用の有無についても検証を行う必要がある。	
	
(2)	MKL1 と MKL2 のシナプスから核への移行制御（シグナル伝達経路等）、核内遺伝子発現制御
機構の解明	
①MKL1 と MKL2 のシナプスから核への移行制御（シグナル伝達経路等）	
	 カルシウムチャネル阻害剤を用いた結果、神経活動依存的な MKL2 の核移行が NMDA 型グルタ
ミン酸受容体と L 型電位依存性カルシウムチャネルを介することを明らかにした。また、シグ
ナル伝達阻害剤のうち、カルシウムカルモジュリン依存性の脱リン酸化酵素であるカルシニュ
ーリンの活性化が MKL2 核移行に必要であることが判明した。そこで我々は、ヒトカルシニュー
リンのクローニングを行い、野生型と恒常活性化型カルシニューリンの発現ベクターを作製し
た。両者を NIH3T3 細胞に過剰発現させたところ、MKL2 の核移行促進が引き起こされた。以上
のことから、MKL2 核移行には、カルシウムチャネル活性化-カルシウム流入−カルシニューリン
活性化というシグナリングが引き金となっていることが明らかとなった。	
	 この結果から、「カルシニューリンが MKL2 を基質として認識し、直接脱リン酸化を行うこと
により、核移行が引き起こされる」という作業仮説が提唱されたため、カルシニューリンと MKL2
との相互作用を共免疫沈降実験により検証したが、現段階では相互作用の確認に至っていない。
また、MKL2 の脱リン酸化部位として候補となるアミノ酸について、部位特異的変異導入実験に
より検証を行ったが、核移行に重要な脱リン酸化部位の同定には至っていない。	今後は、共免
疫沈降実験の最適化等を行い、カルシニューリンと MKL2 との関係性を明らかにする必要がある。	
	カルシニューリン過剰発現により MKL2 核移行は認められるものの、転写活性化は引き起こさ
ないことが明らかとなった。このことから、カルシニューリンによる MKL2 核移行は、転写活性
化に必要十分ではなく、MKL2 の転写活性化機能を制御する異なるシグナル経路が存在すると予
想された。	 ところで、カルシニューリンの機能欠損は、その前脳特異的ノックアウトマウス
の表現型から、統合失調症様症状と関係するとの指摘がなされている(脳科学事典：カルシニュ
ーリンの項)。また、カルシニューリンは、転写因子 NFAT の脱リン酸化を引き起こすが、その
破綻がアルツハイマー病で引き起こされる可能性も指摘されている(脳科学事典：カルシニュー
リンの項)。したがって、本研究によって明らかにされたカルシニューリンによる MKL2 核移行
制御は、正常な脳機能発現に極めて重要な現象であり、その破綻が様々な神経疾患病態に関係
することが示唆される。	
	 MKL は、アクチンと相互作用するとの報告があることは前述の通りであるが、低分子量 G タ
ンパク質 Rho の活性化によりアクチン重合が引き起こされると MKL はアクチンから離れ、核に
移行することが指摘されている。これをふまえ、神経活動依存的な MKL2 核移行にも Rho が関与
するかどうかの検証を行った。Rho キナーゼ阻害剤を用いた結果、予想通り MKL2 核移行に Rho
が関係することが明らかとなった。また、F−アクチンに結合するファロイジンを免疫染色実験
に用いたところ、bicuculline/4AP 刺激による神経活動惹起がアクチン重合を引き起こすこと
を明らかにした。今後は、アクチン重合と MKL2 核移行の時間経過が一致するかどうかを検証し、
両者の関係の整合性について詳しく探究する必要がある。	
	 一方、MKL1(MRTFA)についても同様の解析を行った。Bicuculline/4AP 刺激による MKL1 核移
行状況は軽微な変化であり、MKL2 のような顕著な核移行は認められなかった。	
	 上述した結果は、培養細胞レベルの解析であり、in	vivo において引き起こされる現象であ
るかどうか不明であったがマウス個体の神経活動惹起により、MKL2 の核移行が引き起こされる
傾向を認めた。	
②核内遺伝子発現制御機構の解明	
	 MKL2がシナプス関連分子であるArc遺伝子エンハンサーを活性化することを示唆する予備的
結果の再現実験を行った。脳由来神経栄養因子 BDNF の刺激により、Arc 遺伝子誘導が一過的に
起こること、その誘導には、Arc 遺伝子エンハンサー配列上の SRF 結合配列が特に重要であり、
その領域内に MKL2 がリクルートされている結果を得た。以上のことは、Arc 遺伝子が MKL2 の
標的遺伝子であることを強く示唆する。	
	 Bicuculline/4AP 刺激では、MKL2 核移行が引き起こされるが、BDNF 刺激では MKL2 の核移行
は認められなかった。MKL2 は、定常状態では一部核にも局在しているため、核内 MKL2 のリン
酸化修飾等のタンパク質修飾が Arc 遺伝子活性化に関わる可能性が考えられた。	
	 BDNF は脳機能発現に極めて重要な神経栄養因子であり、また Arc 遺伝子も AMPA 型グルタミ
ン酸受容体の膜表面における量を調節するというシナプス伝達の制御に関わる。以上のことか
ら、本研究は脳の作動原理解明の一助となる。また、シナプスで働く分子の供給を活性化させ
るような神経疾患治療薬開発の標的提示をすることに繋がる。	
	



(3)	自閉スペクトラム症患者で発見された変異 MKL2 の機能破綻機構の解明	
	 野生型 MKL2 と変異型 MKL2 の転写活性化因子としての違いを定量 PCR 法やレポーターアッセ
イにより検証した。両者の過剰発現実験の結果、Arc,c-fos 遺伝子活性化は、変異型 MKL2 で低
下していた。	
	 したがって、変異により MKL2 の転写活性化因子としての機能が破綻している可能性が考えら
れた。	
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