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研究成果の概要（和文）：RP58の　ナンセンセス変異が知的障害患者でみつかり、また、ヒト老齢前頭葉でRP58
の発現が1/4に低下していることから、RP58の発現量は、脳機能に重要てあることが推察される。
そこで、マウスを用いて検証した。RP58の発現抑制マウスを作製して、行動解析、組織解析を行った。その結
果、RP58の発現を半減させる場合、脳形成異常は明確ではないが、行動異常がみられた。上流にStop配列を挿入
し、発現を1/3にすると、脳形成異常も明らかとなり、より重篤な行動異常が見られた。従って、RP58の発現量
が、行動と脳形成にきわめて重要であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that nonsense mutation of transcriptional repressor 
RP58 is found in the patients of intellectual disability, and the expression of RP58 is reduced in 
aged prefrontal cortex. Therefore, we raise the hypothesis that the quantity of RP58 is important 
for brain function.
 To examine the hypothesis, we generated the mice, in which RP58 expression is reduced. The RP58 
hetero mice (RP58+/-) show the abnormal behaviors with little abnormality of brain formation. The 
mice, in which the expression of RP58 is reduced to one-third, shows more sever abnormal behavior 
and abnormal brain formation. These results indicate that quantitative expression of RP58 is 
involved in behavior and brain formation.

研究分野： 神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高齢化社会になり、老化による脳機能障

害の克服は急務である。しかし、ニュー

ロンの老化のメカニズムは未だ不明であ

る。ヒトの75歳以上の前頭葉で大きく変

動する遺伝子が網羅的に解析された(Lu 

et al., 2004)。減少する遺伝子群としては、

ナトリウムチャネル、MAP1bに次いで第3

位(1/ 5に減少)に転写抑制因子RP58が見

出されている。ラット脳を用いた網羅的

解析でも、加齢(1年以上)によって海馬 

CA1 領域において発現が減少する遺伝

子として、RP58が報告された(Kadish et al., 

2009)。われわれは、RP58 のノックアウト

マウスを作製したところ、ホモでは出生

直後に致死であるが、ヘテロマウスでは

生存することを見いだした。若年時でも

RP58 ヘテロマウスの海馬の CA1で長期

増強(LTP)が、野生型と比較して有意に減

少していた。これはシナプスの可塑性の

減弱を意味している。げっ歯類で加齢し

た海馬 CA1 の LTP が若年時に比べ減

弱していること(Shankar et al., 1997)、また

老化促進マウス(SAMP8)においても LTP 

の減弱が報告されている(López-Ramos et 

al., 2012)。従って、RP58の発現が半減し

たヘテロマウスにおけるLTPの減弱は老

化の性質を反映しているのではないか?

このような文献的報告と、変異マウスの

知見から、RP58 の発現量が十分有ること

が、ニューロンの可塑性を含む成熟の維

持に重要であるという着想を得た。そこ

で、「RP58 の発現低下が、ニューロン成

熟維持不全を惹き起こし、それが老齢化

に伴う神経系の機能低不全につながる」、

という仮説を検証する。この検証のため

に、RP58 の発現量を自在にコントロール

する必要がある。  

２．研究の目的 

我々は、RP58 のノックアウトマウス、

Floxマウスを作製したが、ヘテロマウス

では個々のニューロンで半減させること

はできる。しかし、老齢化の場合、半減で

はなく1/5 に減少させる必要がある。一

方、CRE-ER 系で誘導的に欠落させる場合

は、個々の細胞ではRP58の発現量は100%

か0%であり、その発現を1/5にすることは

できない。そこで、tetOをRP58 のプロモ

ータ部分に組み込み、トランスに tTSを

発現させ、ドキシサイクリンの投与量を

調節する方法により、可逆的に RP58 の

発現量を0%〜100%にコントロールする。

この方法により(FAST システム、Tanaka 

et al., 2009(連携研究者田中謙二によ

る)、RP58 の発現を時期特異的にかつ可

逆的にコントロールし、 そのことによっ

て引き起こされる可塑性を含む神経系の

異常を解析する。とくに2ヶ月以降、 RP58 

の発現を1/5—1/10に減少させマウスを作

成する。これは、老齢脳のモデルとなる

かもしれない。逆に、tTAをトランスに発

現させれば、RP58の発現を野生型より増

加させる事ができ、可塑性の増加、老齢

化の防止、などが期待できる。また、発

生後期でRP58を一過性に減少させること

で、成熟不全脳をもつマウスを作成で

き、これは発達異常のモデルとなると考

えられる。我々はこれまで、RP58という

転写抑制因子が、ニューロンの分化過

程、とりわけ細胞周期離脱、放射状移

動、に必須の因子であることを見いだし

た。さらに RP58 が転写を抑制するター

ゲット遺伝子を同定し、新たな分子メカ

ニズ ムを明らかにした。さらに最近、タ

モキシフェンによる誘導系を用いて、分

化移動後にRP58を欠落させると軸索伸張

が減弱し、細胞極性の異常が惹き起こさ

れた。本研究の前半でこれらに、ニュー

ロンの成熟維持機構に関わるRP58の下流



遺伝子を同定し、新たな分子メカニズム

を同定する。このように、ニューロンの

分化、移動、成熟に必須のRP58であるが、

興味深いことに成熟後にも発現し続ける

が、この機能的意義は不明である。とく

に大脳皮質、とりわけ海馬では高い発現

レベルが持続する。本研究では、この発

現持続の意義を明らかにする。 

本研究は、興奮性ニューロンの成熟、そ

の維持機構の解析をRP58の機能解析を切

り口に行なう。「RP58が成熟後ニューロン

の可塑性などの成熟機構の維持に必須で

ある、とくにその発現量が重要であると

いうこと、従って老齢によりRP58 の発現

量が激減することが、ニューロンの機能

不全を引き起こす」という仮説を検証す

る。この仮説の検証のために従来のノッ

クアウトマウスではなく、可逆的に遺伝

子量を増減できるシステムを用いること

に特色がある。この仮説の一部が検証さ

れれば、発達障害の原因究明、老化ニュ

ーロンの機能不全の抜本的な解決につな

がる。たとえば、発達障害脳のモデル、

早期老化モデルマウスが作成されれば、

創薬に利用できる。しかもRP58が転写抑

制因子であることから、RP58の発現変動

に伴う、 直接のターゲット遺伝子が同定

しやすく、ニューロン老化の新たなカス

ケードを同定することが容易である。  

３．研究の方法 
RP58が半減しているヘテロマウスの海馬

のマイクロアレイ解析を行い、成熟後ニ 

ューロンにおける RP58 の成熟維持機構

を明らかにする。2RP58 を成熟後誘導的

に欠落させた時のニューロンの遺伝子発

現変化をマイクロアレイで解析する。

3FAST マウスの作成を開始し、Flox マウ

スと交配し、RP58 の転写制御領域に 

tetO を組み込んだマウスを作成する。作

製したTetO マウスに CamKII—tTS マウ

スを交配し、2ヶ月以降に RP58 の発現量

を 1/5-1/10 に減少させる。そのフェノ

タイプを組織学的、電気生理学的、行動

学的に明らかにする。さらに遺伝子の発

現変動が老化脳と同じかどうかを検討す

る。  

４．研究成果 
（１） これまで、RP58ヘテロマウスは

作業記憶低下を示し、知的障害モデルと

して有用であることが示された。通常のY

迷路に加え、2-way Y迷路でも、ヘテロマ

ウスでは成績が低いことを明らかにした。

さらに、加齢期まで、経時的に行動解析

を行ったところ、RP58ヘテロマウスは、

加齢初期において物体位置認識テストに

よって、長期記憶が減弱していたこと、

明暗テストで不安傾向が増加しているこ

とが明らかとなった。従って、RP58は、

その充分な発現量が、脳機能維持に必要

であることが示唆された。ヒトの加齢時、

RP58の発現が減少することから、RP58ヘ

テロマウスは加齢性脳障害マウスモデル

として、有用であると推察できる。 

（２） RP58のATG上流にFAST配列

(Stop配列含有)を挿入して、そのマウスを

交配して、FAST配列をホモにしたところ、

RP58の転写量が1/3に減少した。離乳後、

体重は1/3に減少し、死亡した。しかし、

練り餌により、生存し、体重も正常近くま

で回復した。ケージ内で明らかな多動を

示し、上方を向いて手を揉むような異常

行動をしめす個体も見られた。2-way Y迷

路において作用記憶低下が示された。従

って、本マウスは、知的発達障害と加齢

性脳障害を結ぶモデルマウスとして、有

用であると考えられる。さらに、Stop配列

を除き、TetO配列マウスにCamKII-tTSマ

ウスを交配することによってRP58の転写



を抑制したところ、予備的実験により、

オープンフィールドで多動、作業記憶低

下傾向を示した。  

（３） RP58はどのようにして標的遺伝

子の転写を抑制するのか？これまでRP58

はDnmt3aを介してHDACをリクルートす

る事が想定されているが（Fuks et al.2001）、

実際に脳でRP58とDnmt3aは結合してい

ることを示す報告はない。そこでRP58側

から探索し、RP58と結合する蛋白を網羅

的に同定した。胎生１８日の大脳皮質で

RP58を免疫沈降後、質量分析解析（蛋白

解析室）により、従来想定されていた

Dnmt3aは検出されず、代わりにCtBP1な

どいくつかの候補蛋白が同定された。

CtBP1は種々のクロマチンリモデリング

酵素と結合することが知られているので、

RP58の転写抑制活性がDnmt3aではなく、

CtBP1を介して機能している可能性があ

る。Ctbp1と結合しない変異RP58を作製し

たところ転写抑制能が減少した。従って、

RP58の転写抑制活性の一部はCtbp1との

結合を介していることが示された。 
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