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研究成果の概要（和文）：IRBITノックアウトマウスにおいて見られる種々の行動異常の発症機構を解明するため、モ
ノアミン産生および細胞内pH制御へのIRBITの寄与に関して検討を行った。その結果、モノアミン産生の鍵となるTyros
ine hydroxylaseのリン酸化をCaMKIIαの活性を介してIRBITが制御している事がわかった。また、神経細胞およびグリ
ア細胞においてIRBIT欠失が細胞内pH制御の機能異常を引き起こす事も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：An IP3R binding protein termed IRBIT (IP3R binding protein released with inositol 
1,4,5-trisphosphate) that interacts with the IP3 binding core domain of IP3R and regulate the IP3 sensitiv
ity of IP3R. Recently, we identified calcium/calmodulin-dependent kinase II alpha (CaMKIIalpha) as an IRBI
T binding protein. In this study, we investigated the effect of IRBIT deletion on the monoamine (dopamine 
and norepinephrine) synthesis and intracellular pH regulation to explain the function of IRBIT in the cent
ral nervous system. We found that IRBIT regulated the phosphoryaltion state of TH by CaMKIIalpha. In addit
ion, IRBIT contributed the regulation of intracellular pH by NBC1 in the neuron and astrocyte.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
アービット(IRBIT, IP3R binding protein 
released with inositol 
1,4,5-trisphosphate)は IP3 受容体(IP3R)か
らイノシトール３リン酸(IP3)により解離す
る分子として所属研究室において同定され
た分子量約60kDaの蛋白質でセリンリッチ領
域がリン酸化された IRBIT が IP3に擬態する
事で IP3R に対し IP3と競合的に結合し、IP3R
の Ca2+放出活性を調節する事が明らかにされ
た(Ando H 2006, Mol Cell. 22: 795-806.)。
IRBIT による IP3R の活性制御は細胞内 Ca2+振
動の高さと頻度を決める重要な因子である
と考えらている。 
また、IRBIT の構造特性として、N 末端には
種々のキナーゼによりリン酸化される多重
リン酸化部位が存在し、様々なリン酸化状態
をとる事で標的蛋白質を変え、種々の生理現
象を制御する多機能因子であることが考え
られている。 
代表的な例として、現在までに、IRBIT はナ
トリウム重炭酸イオン共輸送体(NBC1, 
Shirakabe K 2006, PNAS)や切断ポリアデニ
ル化特異因子複合体(CPSF complex, Kiefer H 
2009,JBC)にリン酸化依存的に結合し、細胞
内外の pH環境や mRNA のプロセシング過程を
調節することが明らかになってきた。 
さらに、IRBIT は嚢胞性線維症の原因遺伝子
である CFTR(Yang D 2009, J Clin Invest. 
119:193-202)や血圧制御に重要な WNK/SPAK 
kinase の活性制御(Yang D 2011, J Clin 
Invest. 121:956-65)にも関わっていること
が報告されており、現在様々な分野で注目を
集めている。 
申請者はIRBITが記憶学習において重要な働
きを担う海馬神経細胞のスパインに豊富に
存在している事に着目し、海馬抽出液から免
疫沈降法および質量分析によりIRBIT新規相
互作用分子を探索した。 
その結果、記憶や学習の分子的基盤となり、
神 経 可 塑 性 に 重 要 な 役 割 を 果 た す
calcium/calmodulin-dependent kinase II 
alpha (CaMKIIα)を IRBIT の新規相互作用分
子として同定、IRBIT が CaMKIIα に結合し、
その活性を制御することを明らかにした。こ
の事は、IRBIT が海馬神経細胞において
CaMKIIα活性を制御し、記憶や学習等の脳高
次機能に大きな役割を果たす事が期待され
る。そこで、IRBIT ノックアウトマウスおよ
びコントロールマウスを用いて、種々の行動
解析を行った結果 IRBIT ノックアウトマウ
スにおいて活動量の増加(多動異常)、学習障
害、社会行動異常等のいくつかの行動異常を
発見した。IRBIT ノックアウトマウスにおい
て見られるこれらの行動異常は、統合失調症
や ADHD といった人の神経疾患に見られる症
状と類似しており、その発症メカニズムを解
明する事は、医学応用の点からも重要な課題
である。 
 

２．研究の目的 
申請者は、神経可塑性に重要な役割を果たす
CaMKIIαをIRBITの新規相互作用分子として
同定し、in vitro,細胞内で IRBITが CaMKIIα
の活性を抑制的に制御することを明らかに
した。さらに、全身で IRBIT を欠失した IRBIT 
ノックアウトマウスを作成し、行動解析にお
いて多動異常、学習障害、社会行動異常等の
行動異常が見つかっている。これらの結果は
IRBIT が海馬神経細胞において、CaMKIIαの
活性を制御し、脳高次機能において重要な働
きを担っている可能性を示唆している。しか
しながら、IRBIT は神経系に着目しても、神
経細胞だけでなく、グリア細胞にも豊富存在
している。さらに、脳脊髄液の産生に寄与す
る脈絡叢にも強く発現している。また、前述
したように、IRBIT は IP3R, NBC1, CaMKIIα
など様々な標的分子と結合し、その活性を制
御している。よって、IRBIT ノックアウトマ
ウスの行動解析において得られた行動異常
が、どの部位で、どの様な分子メカニズムを
介して生じているのかについては推測の域
を出ない。さらに、IRBIT ノックアウトマウ
スにおいてみられる行動異常がどのような
神経回路の変化に起因するのかを電気生理
学的手法を用いて明らかにする事も必要と
なる。そこで、本研究課題は生化学的手法、
細胞イメージング、脳の部位特異的に IRBIT
を欠損した IRBIT コンディショナルノック
アウトマウス作成等の手法を用いて、IRBIT
ノックアウトマウスの行動異常の原因部位
および分子メカニズムを解明する事で多動
異常、学習障害、社会行動異常といった精神
神経疾患の発症機序解明する事を目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)モノアミン制御への IRBIT の関与 
多動異常との関わりが多く報告されている
モノアミン産生のボトルネックである
Tyrosine hydroxylase  (TH) の 活 性 は
CaMKIIα によるリン酸化の制御を受けてい
る事が報告されている。そこで IRBIT の有無
が TH のリン酸化に及ぼす影響を細胞レベル
およびノックアウトマウスの黒質サンプル
を用いてウェスタンブロットまたは免疫染
色法で評価する。また、ドーパミンニューロ
ンで Cre組み換え酵素を発現する DAT-cre マ
ウスを用いてドーパミンニューロン特異的
IRBIT ノックアウトマウスを作成し、行動異
常の原因となる原因部位の同定を目指す。 
(2)グリア細胞における IRBIT の役割 
IRBIT は神経細胞のみならず、グリア細胞に
豊富にも存在している。脳切片および分散培
養を用いた免疫染色法の結果、IRBIT と標的
分子の一つである NBC1 が海馬および小脳の
グリア細胞で共発現している事がわかった。
NBC1 は細胞内外の pH 調節に重要な分子であ
り、シナプス間隙における pH 環境は NMDAR
の活性調節を介して神経活動を制御する



(Mitchell Chesler, Physiol Rev, 2003)。
これまでに NBC1 ノックアウトマウスを用い
た研究から神経活動依存的なグリア細胞に
おける pH 変化 (depolarization-induced 
alkalinization, DIA）は主として NBC1 によ
って行われている事が報告されている
(Svichar N 2011 J Neurosci.) 。以上の事
から、IRBIT がグリア細胞において NBC1 の活
性制御を介し、神経可塑性に寄与する可能性
が考えられる。そこで、IRBIT ノックアウト
マウス由来神経細胞およびグリア細胞を培
養し、細胞内 pH イメージングにより IRBIT
欠失が脱分極刺激誘導性のpH変化(DIA)に及
ぼす影響を調べる。 
 
 (3) Long IRBIT による IRBIT 制御機構の解
明 
Long IRBIT は IRBIT と約 88%と高いホモロジ
ーを持ち、IRBIT と IP3R の結合に必須なアミ
ノ酸残基を有するが、N 末端に特徴的な付加
配列を持つため、IP3R と結合できない IRBIT
のホモログである。Long IRBIT と IRBIT は C
末端ドメインでヘテロ複合体を形成し、Long 
IRBITが結合したIRBITは IP3Rとの結合が阻
害されると考えられている (Ando H 2009 J 
Neurochem.)。よって Long IRBIT は IRBIT と
ヘテロ複合体を形成する事でIRBITと標的分
子との相互作用を制御するIRBITの制御分子
であると期待される。申請者は細胞株に
IRBIT と CaMKIIαを発現させ、免疫沈降法に
より相互作用を確認している。この実験系に
おいて IRBIT と共に Long IRBIT を発現させ
たところ、IRBIT と CaMKIIαの結合が阻害さ
れる事がわかった。この事は、IP3R のみなら
ず、他の標的分子に関しても IRBIT と Long 
IRBIT のヘテロ複合体形成が IRBIT と標的分
子の相互作用を制御している可能性を示唆
している。そこで、Long IRBIT の有無が IRBIT
と標的分子の相互作用に与える影響を評価
し、Long IRBIT が IRBIT の標的選択性を決め
る因子である可能性を探索する。 
 
４．研究成果 
(1)モノアミン制御における IRBIT の寄与に
ついて検討を行った。モノアミン産生の鍵と
なる Tyrosine hydroxylase (TH)の活性はリ
ン酸化により制御されており、その一つに
CaMKIIα によるリン酸化がある。そこで、
IRBIT による CaMKIIα 活性制御が TH のリン
酸化に及ぼす効果を細胞株実験系で検討し
た。CaMKIIαを安定発現させた HEK-293 細胞
ならびに、内在性の TH、CaMKIIα を発現す
る PC-12 細胞を用い、基質として TH を発現
させ、Ca2+ ionophore により刺激したところ
IRBIT過剰発現によりTHリン酸化が著しく抑
制される事がわかった。また、PC-12 細胞に
IRBIT を過剰発現したところ、内在性の TH リ
ン酸化並びに 50mM KCl 刺激による TH のリン
酸化上昇がIRBIT過剰発現により抑制される
事がわかった。これらの結果は IRBIT が

CaMKIIα の活性制御を介して TH のリン酸化
を調節している事を示唆する。次に、IRBIT 
ノックアウトマウスの黒質線条体における
TH のリン酸化状態を二重免疫染色により検
討した。その結果、IRBIT ノックアウトマウ
スの黒質線条体において TH のリン酸化が亢
進している事が分かった。この結果は IRBIT
欠失による TH リン酸化の亢進が過剰なモノ
アミン産生を誘導し、多動異常等の行動異常
の原因になっている事が考えられる。 
また、現在 DAT-cre を用いたドーパミンニュ
ーロン特異的IRBITノックアウトマウスの第
一世代作成に成功した。今後このマウスを用
いて行動実験を進めていく。 
 
(2)IRBITの標的分子の一つで細胞内pH調節に
関わるNBC1の機能制御を中心に神経細胞およ
びグリア細胞におけるIRBITの役割について
解析を行った。細胞内の酸性度(pH)の制御は
正常な細胞機能維持に必須であり、神経細胞
およびグリア細胞においても神経活動依存的
なｐH制御がなされている。そこで、IRBITノ
ックアウトマウスおよび野生型マウスの海馬
から調整した神経細胞およびグリア細胞混合
培養系において、遺伝子発現解析および脱分
極刺激応答性の細胞内アルカリ化(DIA)の細
胞内pHイメージング解析を行った。その結果
①シナプス形成期にNBC1の発現が著しく増加
する事を見出した。 
②野生型神経細胞位において、シナプス形成
後の培養神経細胞では脱分極刺激により、一
過性の酸性化およびその後のアルカリ化
(DIA)が生じるが、シナプス形成期前の培養神
経細胞では脱分極刺激による酸性化のみ誘導
され、その後のDIAが起こらない事を見出した
。 
③IRBITノックアウトマウス由来の海馬神経
細胞を用いて同様の実験を行ったところ、シ
ナプス形成の有無に関わらず、脱分極刺激に
よる酸性化は確認されたが、その後のDIAが起
こらない事を発見した。 
④グリア細胞においても、IRBITノックアウト
マウス由来のグリア細胞は野生型にくらべて
脱分極刺激応答性のDIAが減弱している事が
わかった。 
これらの事は神経細胞の成熟過程に伴う細胞
内pH制御機構の発達およびグリア細胞による
細胞内外のpH制御にIRBITが寄与している事
を示している。 
細胞内外のpHはNMDAR等のpH依存性の蛋白質
の活性制御を介して神経可塑性等の神経細胞
機能に寄与している事が考えられ、IRBITノッ
クアウトマウスにおける行動異常の発症機構
の原因となっている可能性がある。 
 
(3)longIRBITがIRBITおよびそのターゲット
分子の活性制御に及ぼす効果の検討を行っ



た。本研究課題を進める過程で、human 
LongIRBITにはN末端の配列が異なるexonに
置き換わった splicing variant が存在する
事が遺伝子産物のシークエンス結果として
データベース上に報告された。申請者は配列
相同性からマウスにおける Long IRBIT 
splicing variant を探索した結果、２種の異
なる N 末端を持つ splicing variant のクロ
ーニングに成功した（図 1）。 

図１ Long IRBIT splicing variant 

さらに、細胞株発現系においてこれらの
splicing variant が IRBIT および Long IRBIT
とヘテロ多量体を形成する事、brain type 
NBC1 (bNBC1)との結合実験の結果、Variant 2
は IRBIT および Long IRBIT よりも bNBC1 に
対して強い結合を示す事を見出した。次に、
IRBIT ノックアウトマウスから調整した
mouse embryonic fibroblast (MEF)細胞に
IRBIT および各 Long IRBIT variant を bNBC1
と共に遺伝子導入し、pH イメージングにより
bNBC1 活性に及ぼす影響を評価した。その結
果、Variant 2 は IRBIT と同程度以上に bNBC1
活性を上昇させ、Long IRBIT は単独では
bNBC1 を活性化しない事がわかった。以上の
事から、Long IRBIT も IRBIT と同様 bNBC1 活
性制御において重要な役割を担っている事
が明らかとなった。現在、２つの遺伝子を同
時に発現可能な dual-expression vector を
用いて IRBIT および longIRBIT variant を同
時に発現させる実験系を確立しており、この
実験系を用いて今後、ヘテロ多量体形成がタ
ーゲット分子制御に及ぼす効果を検討して
行く。 
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