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研究成果の概要（和文）：哺乳類の脳では学習・記憶などの刺激頻度依存的に樹状突起スパインの消長が起こ
り，この変化が脳可塑性に重要と考えられている。Inka2は海馬や大脳皮質ニューロンに限局して発現し、アク
チン骨格再編成を促進する活性がある。Inka2の生体機能を明らにするため、Inka2 KOマウスを作製解析した結
果、大脳皮質ニューロンの樹状突起スパインの形態異常、密度の低下が出生後早期から見られた。生化学的な解
析結果らInka2はRho GTPaseシグナルの主要なエフェクターであるPAK４に結合してそのキナーゼ活性を抑制する
ことによりニューロンのアクチン骨格再編成とシナプス形成を制御することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Inka2 gene is a novel mammalian protein exhibiting sequence similarity to 
Inka1, which serves as a possible inhibitor for Pak4. We found that Inka2-iBox directly binds to 
Pak4 catalytic domain to suppress actin polymerization. Inka2 promoted actin depolymerization and 
inhibited the formation of cellular protrusion caused by Pak4 activation. We further generated the 
conditional knockout mice of the Inka2 gene. The beta-galactosidase reporter indicated the 
preferential Inka2 expression in the dorsal forebrain neurons. Cortical pyramidal neurons of 
Inka2-/- mice exhibited decreased density and aberrant morphology of dendritic spines with marked 
activation/phosphorylation of downstream molecules of Pak4 signal cascade, including LIMK and 
Cofilin. These results uncovered the unexpected function of endogenous Pak4 inhibitor in neurons. 
Unlike Inka1, Inka2 is a critical mediator for actin reorganization required for dendritic spine 
development.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞の樹状突起スパインの適切な個数や形態は、Pakファミリーシグナルを介するアクチン細胞骨格のダイ
ナミックな重合・脱重合制御により厳しく管理されている。この制御機構の破綻は、統合失調症や自閉スペクト
ラム症、アルツハイマー病などの種々の精神疾患や発達障害などの機序に深く関係する。しかしその制御機構に
は未解明な点が多い。本研究によりInka2が、脳内におけるPak4阻害因子であることが明らかとなった。今後
Inka2が関与する疾患発症の原因解明やInka2によるPak４阻害をターゲットとする創薬開発へつながることが期
待される。

※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 
脳のほとんどの興奮性シナプス入力はグルタミン酸によるもので，ニューロンの樹状突起上

にある無数の小さな棘状の隆起である樹状突起スパイン（dendritic spine）上に興奮性シナプ
スが形成される。脳発達初期のニューロンの樹状突起には，スパインになる前のフィロポディア
（プロトスパイン）が形成され，その後突起の頭部が膨らみスパインになる。哺乳類の脳では樹
状突起スパインは生後の発達期において急速に増加・集積し，その後脳成熟が進むにつれて刈り
込みにより急速に数が減少していく。脳の成熟後は学習・記憶などの刺激頻度依存的にスパイン
の消長が起こり，この変化が脳の可塑性に重要と考えられている。最近の研究からスパインの数，
形態は非常に多くの種類の遺伝子発現，環境要因や神経活動に依存して制御されており，精神遅
滞や統合失調症等の精神疾患ではスパイン密度の変化や異常な形態変化が脳機能障害につなが
ると考えられるが，その詳しい分子基盤は不明な点が多い。アクチン細胞骨格の重合・脱重合の
バランスは、神経細胞の樹状突起スパインの形成・安定性に重要な役割を果たす。アクチンフィ
ラメント重合する制御機構として、セリン・スレオニンキナーゼである Pak ファミリー（Pak1-
3 のグループ Iと Pak4–6 のグループ II）及びその下流シグナル因子である LIMK、Cofilin が知
られている。Pak ファミリーの適切な制御は、異常なスパイン形成を防ぎ、健全な脳の発達を促
進する上で非常に重要と予想されるが、内在性 Pak の阻害因子はニューロンでは未だ同定され
ていない。Inka2 (fam212b)は，神経系前駆細胞に強く発現する新規遺伝子として我々が同定し
た(Iwasaki et al., 2015)。Inka2 タンパク質はアクチン細胞骨格制御に関与する inka Box 
(iBox)を持ち，細胞内のアクチン骨格再編成を促進し，細胞のフィロポディア形成を促進する働
きがあると考えられる。生後のシナプス形成期のニューロンで inka2 mRNA 発現は急速に上昇し，
成体では海馬や大脳皮質などの前脳領域のニューロンに限局して強い mRNA 発現を示す。一方、
Inka2 に類似する遺伝子として、神経堤由来組織に発現する Inka1 遺伝子が報告されている。
Inka2 と Inka1 タンパク質は共に inka Box (iBox) 領域を持ち、Inka1 は iBox で Pak4 と相互作
用することが示唆されている。しかしながら、Inka2 の脳内における役割及び Pak4 との関係性
は不明である。 
脆弱 X 症候群(fragile X syndrome: FXS)は，X 染色体上の FMR1 (Fragile X Mental 

Retardation Protein 1)遺伝子の 5’端の非翻訳領域での 3塩基反復配列伸長による FMR1 発現
低下が原因で起きる遺伝性の精神発達障害スペクトラムであり，自閉症(ASD)，学習障害，情緒
不安定，多動性，特徴的な顔貌を呈する。FMR1 は脳に強く発現する RNA 結合タンパク質であり，
スパイン内で PSD95 や Map1b などのシナプス関連タンパク質，細胞骨格や受容体の内在化に関
係する mRNA と結合しその翻訳を抑制することによりシナプス機能を維持していると考えられ，
Fmr1 欠損による樹状突起スパインにおけるこれらのタンパク質の翻訳亢進が病態の元になって
いると推定されている。我々は FMR1 が認識し結合する配列、G-quadruplex（G4 と略）と呼ばれ
る特殊な RNA 四重鎖構造が inka2 mRNA 内に 2か所存在することから、inka2 mRNA が FMR1 の新
たな標的候補であると考えた。 
 

２．研究の目的 
inka2 遺伝子のスパイン形成における役割を解明する事を目的とする。スパイン形成を動的に

制御する分子的仕組みを解き明かすことは，正常な脳機能の発達，神経可塑性の成立メカニズム
の理解だけでなく，その逸脱による脳機能障害の発症メカニズムを理解する上でも極めて重要
である。 
 
３．研究の方法 
（１）Inka2-/-欠損マウスの組織形態学的解析 
胎児期後期から出生後～成体期の各発達時期で inka2 KO マウスの脳を採取しゴルジ染色を行

い，大脳皮質および海馬を中心に樹状突起スパインの形態，密度を詳細に観察する。さらにシナ
プスマーカーや PAK4，CRMP 等アクチン骨格関連分子の変化を調べる。大脳皮質・海馬の錐体細
胞を初代培養し，形成されるスパイン特性を検討する。 
（２）Inka2 の下流シグナルカスケードの同定 
Inka2 の iBox 領域が Pak4 と相互作用することを、Inka2 の iBox 欠失体（Inka2-ΔiBox）など

各種変異型の Inka2 を用いて免疫沈降実験を行い検討する。さらに Inka2 の欠損により、Pak4
の下流シグナルでアクチンフィラメントの重合を制御する経路である LIMK、Cofilin のリン酸



化が変化するか、Inka2-/-大脳皮質のニューロンのシナプスから単離したシナプトニューロソー
ム(SN)を用いて検証する。 
（３）Inka2 mRNA への Fmr1 タンパク質結合と翻訳抑制の検討 
マウス脳および培養細胞での FMR1 抗体による RIP-ChIP 解析(RNA 免疫沈降）を行う。BrdU で in 
vitro 標識した inka2 mRNA の各領域（G4部位の有無）を脳抽出タンパクと反応させ，BrdU 抗体
により免疫沈降し，Fmr1 抗体によるウェスタンブロットで inka2 mRNA 内の G4 配列と Fmr1 タン
パク質の結合を検討する。ホタルルシフェラーゼ cDNA の下流に inka2 mRNA G4 RNA 部位を連結
したコンストラクトを作成し，fmr1 発現ベクターと共に培養細胞に導入する。fmr1 発現量に比
例し翻訳抑制が起こるか検討する。 
 
４．研究成果 
（１）Inka2 は前脳ニューロンのスパインの形成を制御する 
Inka2 遺伝子プロモーター下流に b-galactosidase レポーターを挿入したコンディショナル

ノックアウトマウスを作製し、Inka2 の脳内における空
間的な発現局在を Lac Z 染色により解析した。Inka2 
mRNA は前脳背側の大脳皮質や海馬などのニューロン特
異的に発現することが示された（図 1）。その一方、In 
situ hybridization 実験から、Inka1 の脳での発現は
認められなかった。Inka2 の生理機能を明らかにするた
め、全身性の Inka2 ノックアウトマウス(Inka2-/-)を樹
立した。Inka2-/-マウスは脳における肉眼的な異常は見られ
なかったが、ニューロンの詳細な形態変化を Golgi 染色によ
り検証したところ、生後 1ヶ月齢以降の Inka2-/-マウスで
は、大脳皮質の錐体神経細胞の樹状突起の異
常な屈曲及び変化樹状突起スパイン形成不全
が起きることが明らかになった（図 2）。ま
た、Inka2-/-マウスのスパイン形成不全は、
Inka2-/-マウス由来の初代培養神経細胞でも同
様に見られた。 
（２）Inka2 は iBox を介して Pak4 と結合

し、Pak4 キナーゼ活性を抑制してスパインの
アクチン骨格を制御する 
培養細胞に Inka2 の過剰発現または Pak4 の

発現抑制、免疫沈降実験から Inka2 は iBox 依
存的に Pak4 と相互作用して細胞内のアクチン
フィラメントの脱重合を調節し、細胞形態が
球形に変化させることが明らかになった。
Inka2 の iBox 領域が直接的に Pak4 のリ
ン酸化能を阻害するかを検証するため、
大腸菌由来の精製タンパク質を用い無細
胞系の in vitro リン酸化アッセイを行っ
た。その結果 Inka1-iBox と Inka2-iBox 共
に、濃度依存的に Pak4 の酵素活性を強く抑制することが明らかとなった（図 3）。その一方
で、グループ Iの Pak ファミリーへの抑制効果は見られなかった。以上より、Inka1 と Inka2
が持つ iBox は、グループ II の Pak ファミリー（特に Pak4）のリン酸化能を直接的に阻害する
ことでアクチンフィラメントの脱重合に関与することが明らかになった。次に Inka2 欠損が
Pak4 シグナルに影響を与えるかを大脳皮質のシナプスから単離したシナプトニューロソーム
(SN)を用いて検証した。Inka2-/-群の SNでは LIMK、Cofilin のリン酸化が顕著に亢進すること
が示された（図 4）。以上から Inka2 欠損により、Pak4 のキナーゼ活性が過剰亢進し、その結果
として Pak4-LIMK-Cofilin シグナルのリン酸化も亢進することで、アクチン重合が促進されス
パイン形成の異常が起きることが明らかになった（図 5）。 
 
 
 

図 1:前脳領域に特異的な
Inka2 mRNA 発現 

図 2: 



（３）Fmr1 などの RNA 結合タンパク質による Inka2 mRNA の翻訳抑制 
RNA-免疫沈降（RIP）解析（図 6A, B）の
結果、N2a 細胞（A）および成体マウス大
脳皮質（B）において Inka2 mRNA と FMR1
および TDP-43 タンパク質の結合が確認さ
れた。さらに RNA プルダウンアッセイの
結果、FMR1 および TDP-43 タンパク質は
Inka2 mRNA中の G4またはGU-repeat部位
と結合することが示された（図 6C）。ルシ
フェラーゼアッセイの結果、inka2 mRNA 
は G4 RNA 部位依存的に翻訳抑制されるこ
とが明らかとなった。 

以上の結果から、Inka2 が脳内のニュー
ロン特異的に Pak4 の酵素活性を阻害
すること、そして、Inka2 が脳内で欠損
すると Pak4-LIMK-Cofilin シグナル経
路が亢進し、スパイン形成の異
常を引き起こすことが明らかに
なった。本研究で明らかにされ
た Inka2 によるスパイン形成機
構が、様々な疾患発症原因の解
明に寄与できると期待される。 
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図 6: (A, B) RNA-免疫沈降（RIP）解析。N2a 細胞（A）および成体マウス大脳皮質（B）を、
抗 FMR1 抗体または抗 TDP-43 抗体で免疫沈降し、Inka2 mRNA を検出。map1b mRNA と gapdh 
mRNA はそれぞれポジティブコントロールとネガティブコントロール。 (C）G4 または GU-
repeat 要素を含む Inka2 mRNA 断片を用いた RNA プルダウンアッセイ。In vitro 転写した各
BrU 標識 Inka2 RNA を N2a 細胞溶解液とインキュベートした後、抗 BrdU 抗体で IP し、抗
FMR1 抗体または抗 TDP-43 抗体によるイムノブロッティングで解析 
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