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研究成果の概要（和文）： 

神経細胞においてシナプス部に存在する新規転写調節因子 SPIKAR による樹状突起スパイン形
成への役割を解析した。SPIKAR は神経細胞では核と細胞質の両方に存在するが、スパイン形成
には細胞質での機能が重要で、特に初期過程であるフィロポディア形成を促進する事が分かっ
た。また、SPIKAR ノックアウトマウスは胎生８日頃から成長せず致死に至ることから、SPIKAR
は神経細胞の発達のみならず個体発生に重要なタンパク質であることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we analyzed the role of SPIKAR, a novel transcriptional-coactivator, in 
dendritic spine formation. SPIKAR is localized in not only nucleus but also cytoplasm. 
We indicated that SPIKAR is involved in early phase of spine formation, especially in 
filopodia formation. SPIKAR-Knockout mice showed embryonic fatality, suggesting that 
SPIKAR has pivotal roles in ontogenesis as well as neuronal development. 
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１．研究開始当初の背景 

樹状突起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。これ
までの研究ではアクチン重合因子によるス
パイン形成機構の解明が主であり、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未だほ
とんど明らかになっていない。我々は新しい
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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結合タ
ンパク質ドレブリンに注目し、ドレブリン結
合タンパク質のスクリーニングを行い
SPIKAR の単離を行った。SPIKAR は核タンパ
ク質様の構造を持ち、実際に転写調節因子と
して機能した。また、培養神経細胞を用いて
SPIKAR を RNAi で発現抑制すると、樹状突起
スパインが減少するという表現形が得られ
る事から、SPIKAR はスパイン形成に何らかの
役割を担っていると考えられた。 
 
２．研究の目的 
（１）SPIKAR による樹状突起スパイン形成機
構の解析 
培養海馬神経細胞においてSPIKARをRNAｉで
ノックダウンを行うと、樹状突起スパインが
減少するという表現型が得られる。本研究で
はこの現象のメカニズムを明らかにするた
めに、SPIKAR がどの領域、またどの発達段階
で樹状突起スパイン形成に関与しているの
かを明らかにすることを目的とした。また、
この機構を明らかにするためにドレブリン
以外の SPIKAR 結合因子の探索も行った。 
 
（２）SPIKAR の転写調節因子としての機能解
析 
SPIKAR は核で転写調節因子として機能する
ことが分かっている。SPIKAR の転写調節機構
を明らかにするために、SPIKAR ノックアウト
マウスを作出し、どのような遺伝子が SPIKAR
によって発現調節を受けているのかを明ら
かにする事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）SPIKAR による樹状突起スパイン形成機
構の解析 
①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、各種 SPIKAR 変異体
を導入して、スパインの密度、形態を解析す
る。導入するタイミングは、培養 Stage3 の
幼弱な時期と培養 Stage4 以降の発達期・成
熟期の２つの時期で行い、スパイン形成のど
のタイミングで作用するのかも確かめる。 
②SPIKARのN末端領域を含まない断片をいく
つか調節し BAIT として、ラット脳ライブラ
リーを Yeast Two-Hybrid法を用いてスクリ
ーニングを行う。一次スクリーニングで得ら
れたポジティブクローンは、3-アミノトリア
ゾール濃度を増した培地上で二次スクリー
ニングを行う。 
 
（２）SPIKAR ノックアウトマウスの作製・解
析 
①SPIKAR の第３エクソンを loxP 配列で挟む
ようにしてターゲッティングベクターを作
製し、エレクトロポレーション法でマウス ES

細胞に導入した。ES 細胞は薬剤でセレクショ
ンを行ってから陽性細胞をピックアップし
個別に培養を行い、それらの各細胞から DNA
を抽出してサザンブロッティングでスクリ
ーニングを行った。陽性クローン細胞は受精
卵（胚盤胞）に顕微注入を行い仮親の子宮に
戻した。これらの操作により得られたフロッ
クスマウスをデリーターマウス（テレンセフ
ァリン-Cre 遺伝子ノックインマウス）と交配
することにより、ヘテロ SPIKAR ノックアウ
トマウスを得た。SPIKAR ホモノックアウトマ
ウスは、SPIKAR ヘテロノックアウトマウス同
士の交配によって作製した。 
②SPIKAR ヘテロノックアウトマウス同士を
交配させ翌朝プラグチェックを行い、プラグ
が確認された日を胎生 0 日として記録する。
胎生 10 日で親マウスから子宮を取り出し内
部の胎仔を得た。それぞれの胎仔は写真撮影
した後、一部の組織を採取して DNA を抽出し
PCR でジェノタイピングを行った。 
 
４．研究成果 
（１）SPIKAR は細胞質でスパイン形成の初期
過程に関わる 
SPIKAR の様々な変異体を培養海馬神経細胞
に導入しその表現形を解析したところ、核移
行シグナルに変異を導入した細胞質型
SPIKAR において樹状突起スパイン及びフィ
ロポディアの有意な増加が観察された。また
導入期間を培養開始から若い時期に行った
ところ、樹状突起フィロポディアの顕著な増
加が確認された。樹状突起フィロポディアは
他の細胞のフィロポディアと異なり、アクチ
ン繊維が瀰漫性に存在する幼弱型とアクチ
ン繊維がクラスター化しシナプス形成が始
まった成熟型が存在する。SPIKAR が樹状突起
フィロポディア形成のどの段階で作用する
のかを調べるために、細胞質型 SPIKAR によ
って増加したフィロポディアの幼弱型及び
成熟型の解析を行ったところ、そのほとんど
が幼弱型であった。このことから、SPIKAR は
樹状突起スパイン形成においてフィロポデ
ィア形成の初期過程に関わっている事が分
かった。 
 
（２）SPIKAR の核外移行シグナルの特定 
SPIKAR が細胞質で樹状突起スパイン形成に
関与していることが判明したため、SPIKAR の
神経細胞における細胞内局在機構の重要性
が想起された。このため、SPIKAR の細胞内ト
ラフィッキングシグナル、特に核から細胞質
へ移行するための核外移行シグナルの同定
を行った。SPIKAR をいくつかのフラグメント
に分けてそれらに GFP 遺伝子を融合させた、
GFP-SPIKAR 変異体を作製し、それらを COS7
細胞に導入し細胞内局在を解析した。核外に
のみ局在する配列を選別し、さらに断片化し



て解析したところ C 末端領域の MYND ドメイ
ン付近が核外移行に重要という結果を得た。
これまでの過去の研究から核外移行シグナ
ルのコンセンサス配列には疎水性アミノ酸
（特にロイシン、イソロイシン）が多く見ら
れることから、核外移行シグナルが含まれる
と想定される部位のロイシン、イソロイシン
残基を１つずつアラニンに置換した変異体
を作成し、同様に細胞内局在を解析したとこ
ろ、２アミノ酸置換で核外移行が阻害される
変異体が得られた。これらの事から、C 末端
領域のロイシン、イソロイシンを含むアミノ
酸周辺数残基が SPIKAR の核外移行シグナル
であると推定された。 
 
（３）SPIKAR 結合タンパク質の探索 
SPIKAR のスパイン形成機構における分子間
相互作用を解析するために結合タンパク質
の探索を行った。ドレブリン結合領域を含ま
ない部位をベイトとして酵母 Two-Hybrid 法
を用いてスクリーニングを行ったところ、複
数の陽性クローンを得た。その中には、細胞
接着に関与する分子や脂質の代謝に関わる
分子が含まれていた。現在、それらの分子と
SPIKAR の相互作用解析を行っている。 
 
（４）SPIKAR による転写調節 
SPIKAR の転写調節因子としての機能を解析
するために、複数の転写因子を用いてルシフ
ェラーゼ遺伝子を用いたレポーターアッセ
イを行ったところ、用いた転写因子全てにお
いて転写調節活性を示した。このことから、
SPIKAR による転写調節の特異性は低いだろ
うと考えられた。 
 
（５）SPIKAR ノックアウトマウス 
①SPIKAR ヘテロノックアウトマウス同士の
交配で産仔を得たが、これらの中にはノック
アウトマウスは存在しなかった。数回交配さ
せても同じような結果だったので、SPIKAR ノ
ックアウトマウスは発生に異常があり胎生
致死であると判断した。そのため、ヘテロマ
ウス同士の交配で妊娠した雌親の子宮から
胎生 16 日目に胎仔を取り出して、その大き
さ、SPIKAR 遺伝子を解析したところ、SPIKAR
ヘテロノックアウトマウスは正常な発生を
示したが、SPIKAR ホモノックアウトマウスは
極端に小さかった。さらに遡って解析したと
ころ、SPIKAR ホモノックアウトマウスは胎生
8 日～9 日に置いて何らかの異常によって発
生が停止して致死に至る事が分かった。 
 
 
 
 
 
 

図１．胎生 10 日目の SPIKAR ノックアウトマ
ウス。 
②SPIKAR ノックアウトマウスで発現が減少
しているタンパク質（SPIKAR によって発現を
調節されている遺伝子）を同定する予定だっ
たが、胎生致死のため固体を得ることが出来
なかった。そのため、前脳特異的 CRE 発現マ
ウスを用いて SPIKAR コンディショナルノッ
クアウトを作出した。このマウスは正常に産
出され成熟するまで成長した。現在、このマ
ウスを用いて解析を進めている。 
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