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研究成果の概要（和文）：脆弱X症候群の原因遺伝子であるFMR1と翻訳抑制因子であるCPEB1の相互翻訳制御機構
の解明をおこなった。本研究から、ラット海馬ニューロンにおいてCPEBがFmr1 mRNAと共局在し3’UTR内のCPEを
介して相互作用することが明らかとなった。また、CPEB1の発現抑制によりFMR1のRNA量・タンパク質量の上昇、
およびミトコンドリア関連遺伝子の発現上昇が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is elucidation of the mutual translational control 
mechanism between FMR1, the causative gene of fragile X syndrome, and CPEB1 which acts as a 
translational repressor. We showed that CPEB co-localized with Fmr1 mRNA in the rat hippocampal 
neurons and interacted via CPE in the 3 'UTR. Furthermore, knockdown of CPEB1 increased the 
expression levels of FMR1 and the mitochondria-related genes.

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 
 脆弱 X 症候群は、知能の障害や行動の異常
をともなう遺伝性疾患であり、本邦では指定
難病に定められているが有効な治療法は未
だ存在しない。X 染色体長腕末端に存在する
FMR1（fragile X mental retardation 1）遺伝子
の発現不全に起因する疾患であり、FMR1 遺
伝子のプロモーター領域において CGG 繰り
返し配列が 200 回を超え過剰に伸長すると、
C（シトシン）のメチル化亢進により転写が
抑制され FMR1発現量の低下を引き起こす事
が知られている。 
 FMR1 遺伝子がコードする FMRP（fragile X 
mental retardation protein）は翻訳抑制因子とし
て機能する RNA 結合タンパク質であり、そ
のノックアウトマウスが脆弱 X 症候群の動
物モデルとして広く用いられている。そのノ
ックアウトマウスは脆弱 X 症候群と類似し
た行動異常、ニューロンにおけるスパイン形
態異常を示す事が報告されている。 
 2013 年に Richter J.D.らが、FMR1 ノックア
ウトマウスにおいて観察された行動異常・細
胞形態異常が FMR1/CPEB1 ダブルノックア
ウトマウスで改善されることを報告した。
CPEB1（cytoplasmic polyadenylation element 
binding protein 1）は FMRP 同様、翻訳抑制因
子として機能する RNA 結合タンパク質であ
ることから、細胞内翻訳バランスと標的 RNA
動態が注目を集めていたが、その詳細は不明
であった。これまでにわれわれは、ニューロ
ン樹状突起での CPEB1 による RNA 局在化
機構とその後の局所翻訳機構について研究
をおこなってきたが、FMRP・CPEB1 間の相
互翻訳抑制機構を明らかにすることで脆弱 X
症候群の病態解明と新規治療標的の同定が
可能であると考え本研究を計画・遂行した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記背景のもと FMR1・CPEB1
の相互翻訳制御機構を解明するとともに
CPEB1 の標的 RNA 群を対象とした脆弱 X 症
候群の新規治療標的を探索した。主に以下の
２つの点について研究を進めた。 
 
（１）FMR1・CPEB1 の相互翻訳制御機構の
解明 
 FMR1、CPEB1 ともに互いの mRNA に相互
作用する可能性があるためその制御機構の
解明を目的とし、ラット海馬初代培養ニュー
ロンおよび培養株化細胞を用いて、細胞内局
在の観察、免疫沈降 RT-PCR、siRNA による
発現抑制実験、定量 PCR とウェスタンブロッ
ティングによる発現解析等を行った。 
 
（２）FMR1、CPEB1 発現抑制時の発現変化
遺伝子群の網羅的解析と治療標的の探索 
 
 FMR1/CPEB1 ダブルノックアウトマウス
における脆弱 X 症候群病態改善の分子メカ
ニズム解明のため、マウス神経芽細胞腫由来

細胞株 Neuro2a 細胞を用い、siRNA による発
現抑制実験、マイクロアレイ解析、Gene 
Ontology (GO)解析、定量 PCR とウェスタン
ブロッティングによる発現解析等を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）Fmr1 mRNA と CPEB1 の細胞内局在を
明らかにするために、ラット初代培養ニュー
ロンおよび HeLa 細胞において MS2 システム
による RNA 可視化実験をおこなった。
GFP-MS2-NLS 、 MS2rm-Fmr1 3’UTR 、
CPEB1-mCherry を遺伝子導入し、24 時間後に
共焦点レーザー顕微鏡での画像取得を行っ
た。ラインプロファイルによる蛍光強度の測
定により細胞内局在を検討した。また、同様
の実験系を用いて、Fmr1 mRNA 3’UTR 内に 4
ヶ所存在する CPE に変異を施した場合での
CPEB1 との共局在率の変化を解析した。 
  
 Fmr1 mRNA と CPEB1 の相互作用を検討す
るため、ラット脳可溶性画分に対し、抗
CPEB1抗体、抗FMRP抗体、抗GAPDH抗体、
IgG を用いて免疫沈降をおこなった。沈降産
物において RNA 抽出、cDNA 合成、RT-PCR
をおこなうことで Fmr1 mRNA と CPEB1、
FMRP、GAPDH における相互作用を検討した。 
 
（２）Neuro2a 細胞において siRNA を用い、
CPEB1 ノックダウン群、FMR1 ノックダウン
群、CPEB1/FMR1 ダブルノックダウン群の
RNA を抽出し、マイクロアレイ解析により各
群での遺伝子発現変化を対照群を含め比較
検討した。さらに GO 解析により各群での発
現量に差がある遺伝子群の推測をおこなっ
た。さらに、定量 PCR およびウェスタンブ
ロッティングによりマイクロアレイで得ら
れた遺伝子発現変化の検定をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）HeLa 細胞において GFP-MS2-NLS、
MS2rm-Fmr1 3’UTR、CPEB1-mCherry を遺伝
子導入し、Fmr1 mRNA と CPEB1 の細胞内局
在を観察した。その結果、Fmr1 mRNA、CPEB1
ともに細胞質での顆粒状の局在を呈するこ
とが観察された。されに同一顆粒における両
者の共局在が観察され、ラインプロファイル
上 で も 確 認 さ れ た 。 対 照 と し て
GFP-MS2-NLS、MS2rm、CPEB1-mCherry を
遺伝子導入した場合には、細胞質における
RNA の局在はほとんど確認できず、CPEB1
との共局在も観察されなかった。HeLa 細胞
への熱ショック処理により CPEB1 顆粒が増
大したが、この顆粒においても Fmr1 mRNA
が共局在していた。また、GFP-MS2-NLS、
MS2rm-Fmr1 3’UTR、FMRP-mCherry を遺伝子
導入し、Fmr1 mRNA と FMRP の細胞内局在
を観察した結果、過去に報告されている通り、
細胞質で顆粒状に局在し同一顆粒上での共
局在が確認された。HeLa 細胞への熱ショッ
ク処理を施した場合でも両者の共局在が観



察された。 
 同様の実験をラット海馬初代培養ニュー
ロンを用いておこなった結果、樹状突起にお
いて Fmr1 mRNA、CPEB1、FMRP が顆粒状
に 局 在 し 、 Fmr1 mRNA/CPEB1 、 Fmr1 
mRNA/FMRP FMRP の共局在がそれぞれ確認
された。 
 ラットの脳可溶性画分を用いた免疫沈降
RT-PCR により、Fmr1 mRNA と CPEB1 の分
子間相互作用を解析した。対照 IgG や抗
GAPDH 抗体を用いて免疫沈降した場合には、
その沈降産物中に Fmr1 mRNA は検出されな
かったが、CPEB1、FMRP に対する抗体を用
いた場合には Fmr1 mRNA が検出された。 
 FMR1 mRNA の 3’UTR 内には 4 ヶ所の CPE
が存在するため、CPEB1 がこれらの CPE を
認識し相互作用すると推測した。この検証の
ために、各 CPE に変異を施した発現ベクター
および４つすべてに変異を施した発現ベク
ターを作製し、MS2 システムを用いて、
CPEB1 顆粒上での Fmr1 mRNA の共局在率の
変化を解析した。その結果、最も 3’端に存在
する CPE に変異を施した場合、および、すべ
ての CPE に変異を施した場合に、CPEB1 と
の共局在が低下した。また、ラット海馬初代
培養ニューロンを用いて同様の検証を行っ
た 結 果 、 樹 状 突 起 に お け る Fmr1 
mRNA/CPEB1 共局在率が低下した。 
 
（２）Neuro2a 細胞において siRNA を用いた
CPEB1 ノックダウンをおこない、定量 PCR
とウェスタンブロッティングにより遺伝子
発現を解析した。その結果、対照に比較して
CPEB1 の RNA 量・タンパク質量は有意に減
少し、FMR1 の RNA 量・タンパク質量は有
意に増加した。 
 Neuro2a 細胞において siRNA を用いた
CPEB1、FMR1、CPEB1/FMR1、のノックダ
ウンをおこない、対照群を含めた 4 群におい
て、マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発
現変化解析をおこなった。脆弱 X 症候群モデ
ルである FMR1 ノックダウン群 と 、
CPEB1/FMR1 ダブルノックダウン群を比較
した結果、440 遺伝子が発現上昇を示し、606
遺伝子が発現低下を示した。この 2 群間で発
現上昇を示した 440 遺伝子を対象に GO 解析
をおこなった結果、複数のミトコンドリア関
連遺伝子が CPEB1/FMR1 ダブルノックダウ
ン群において発現上昇していることが示唆
された。実際の発現量を定量 PCR を用いて検
定した結果、Abat、Tmtc1、Pcx、Mgst1、Caprin2、
Letm2、Galc、Pla2g6、Mtus1、Fancg、Mtfr2
等のミトコンドリア関連遺伝子群の発現上
昇が確認された。 
 
 上記の研究結果から、CPEB1 は Fmr1 
mRNA 3’UTR に相互作用し直接的にその発
現を抑制すること、CPEB1 の発現を抑制する
ことで FMR1 の RNA 量・タンパク質量を増
加させる事ができることが明らかとなった。

さらに CPEB1 発現抑制によりミトコンドリ
ア関連遺伝子の発現上昇が誘導されること
からミトコンドリア機能への影響が示唆さ
れた。その検証には酸素消費速度（OCR）測
定、ミトコンドリア形態の可視化等の直接的
な解析が必要であるが、近年、脆弱 X 症候群
の Drosophila モデルにおいてミトコンドリア
機能が低下することが報告されていること
からも、ミトコンドリア機能向上による脆弱
X 症候群病態改善が有用な治療戦略になり得
ると考えられる。 
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