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研究成果の概要（和文）：CNKSR2は、低分子量Gタンパク質RACおよびARF情報伝達系分子と結合するスキャホー
ルド分子である。また、知的障害とてんかんを併発するX連鎖知的障害の原因遺伝子のひとつであるが、その神
経発達における機能や病態との関連については未解明な点が多く残されている。そこで、CNKSR2の性状機能解析
を行った。その結果、CNKSR2は、ARFの活性化因子であるCYTH2と複合体を形成して安定化されていることがわか
った。また、CNKSR2-CYTH2複合体は、新生仔期マウス海馬歯状回神経細胞の発達を制御していることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：CNKSR2 is a neuronal scaffolding molecule that is encoded by the CNKSR2 gene
 located on the X chromosome. Variations in the CNKSR2 gene are associated with intellectual 
disability and epileptic seizures, yet the cellular and molecular roles of CNKSR2 in neuronal 
development and disease remain poorly characterized. Here, we identify a molecular complex 
comprising CNKSR2 and the guanine nucleotide exchange factor (GEF) for ARF small GTPases, CYTH2. Our
 results demonstrate that CNKSR2 and CYTH2 are necessary for the proper development of neonatal 
mouse dentate granule cells through a mechanism that involves the stabilization of a complex 
comprising these proteins.

研究分野： 神経生物学

キーワード： 海馬　低分子量Gタンパク質　神経細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
知的障害とてんかんを併発するX連鎖知的障害の患者でCNKSR2遺伝子の変異が多数報告されているが、神経系組
織における機能や病態との関連についてはよく分かっていなかった。そのような状況下で、私たちは、新生仔期
から生後発達期のマウス海馬歯状回神経細胞の発達におけるCNKSR2の機能を明らかにした。この結果は、CNKSR2
の新たな分子機能を明らかにするとともに、X連鎖知的障害の病態の一端を明らかにするものであり、疾患治療
法開発への端緒となる研究成果であると考えられる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

米国精神医学会の診断と統計マニュアル第５版「DSM-5」において、神経発達障害として分類
されている疾患には、知的能力障害、コミュニケーション障害、自閉スペクトラム症、などがあ
る。これらの疾患の発症には、様々な遺伝的および環境的要因による、神経突起伸長、シナプス
形成などの神経発達過程の障害が関与していると考えられている。これまでに、多数の病因候補
分子が見いだされているが、その病態との関連はほとんどわかっていない。 

RHO 低分子量 Gタンパク質（RHO、RAC、CDC42 など）情報伝達系は、神経細胞では神経突起の
伸長、分岐およびシナプス形成などの発達過程で重要な役割を果たしている。そして、X連鎖知
的障害（X 染色体上の遺伝子に変異がみられる知的障害の総称）の病因候補分子として、RHO 情
報伝達系分子が多数同定されているが、神経発達障害の病態への関与は未解明な点が多い。 

海馬は、記憶・学習において重要な脳の部位であり、海馬における神経細胞の発達異常は、
神経発達障害の発症につながると考えられる。海馬の主要な部位のひとつである歯状回は、成体
の脳で神経新生が見られる部位として注目されている。その一方で、新生仔期の歯状回の発達機
構については、意外にも未解明な点が多く残されている。 

私たちは、統合失調症関連分子 dysbindin-1 の RAC 情報伝達系を介した樹状突起スパイン形
成制御を見出した[Ito et al. Mol Psychiatry (2010)]。また、MACROD2や PHACTR1 などの神経
発達障害関連分子の脳組織における性状・機能を明らかにした[Ito et al. Dev Neurosci 
(2018); Hamada et al. Brain （2018）]。さらに、新生仔マウスを用いた in vivo エレクトロ
ポレーションによる歯状回顆粒細胞前駆細胞への遺伝子導入法を確立し[Ito et al. 
Hippocampus (2014)]、RAC および CDC42 が歯状回顆粒細胞の発達を制御していることを明らか
にした [Ito et al. Hippocampus (2019)]。 

RHO 情報伝達系分子の中で、神経発達障害の患者で遺伝子異常が報告されている分子を、文
献データベースで検索したところ、CNKSR2(connector and enhancer of kinase suppressor 2）
を見出した。この分子は、てんかんや睡眠障害などの症状を併発する X連鎖知的障害の原因候補
遺伝子として報告されている。初代培養神経細胞を用いた解析により神経細胞のスパイン形成
への関与が知られていたが、動物個体における機能についてはほとんどわかっていなかった。 

このような背景から、海馬歯状回の発達における CNKSR2 の機能解析を行うことを考えた。 
 
２．研究の目的 

X 連鎖知的障害の原因候補遺伝子である CNKSR2 の新生仔期マウス海馬歯状回の発達における
機能を明らかにする。CNKSR2 は、シナプスにおいてさまざまな分子と結合するスキャホールド
分子であるため、CNKSR2結合分子の機能についても明らかにする。そして、CNKSR2 が原因とな
る神経発達障害の病態解明や治療法の開発につながる研究成果を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞およびマウス脳組織抽出液の作製とウェスタンブロット解析 

COS 細胞は、10%ウシ血清を含む DMEM 培地で培養した。細胞への遺伝子導入は、ポリエチレ
ンイミン MAX試薬を用いた。遺伝子導入後 24時間から 48 時間後に細胞を、細胞溶解液（50 mM 
Tris-HCl 緩衝液、 pH 7.5、 2% SDS、 0.1 M フッ化ナトリウム、 5 mM EDTA、プロテアーゼ阻
害剤カクテル）で溶解した。一方、生後 0日から 30 日目までのマウスから脳を採取し、細胞溶
解液でホモゲナイズして脳抽出液を作製した。タンパク質濃度は BCA法で定量した。細胞抽出液
あるいは脳抽出液を SDSポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）にて分離し、各種の抗体を用
いたウェスタンブロット解析を行った。 
 
（２）パラフィン切片の免疫組織染色 

生後 7 日目のマウスを 4%パラホルムアルデヒド-PBS 溶液で灌流固定した。固定した脳をパ
ラフィン包埋し冠状断切片（6 µm 厚）を作製した。脱パラフィン後に抗原賦活化処理を行い、
CNKSR2抗体あるいは CYTH2抗体によって染色した。 
 
（３）歯状回神経細胞の発達の解析 

GFP発現プラスミド(pCAG-GFP)、ノックダウンプラスミド（pSUPER）および 0.01%のファスト
グリーンを含む DNA溶液を、ガラスキャピラリーを用いて新生仔マウスの脳室内に注入した。電
気パルスを与えて遺伝子を導入後、母マウスに戻し飼育を継続した。21日後に 4%パラホルムア
ルデヒド-PBS溶液により灌流固定を行った。ビブラトームによって 70 µmあるいは 100 µmの切
片を作製し抗体染色を行い、蛍光顕微鏡を用いて画像を取得した。歯状回を顆粒細胞層（GCL）、
顆粒細胞層と歯状回門の境界領域(GCL/hilus)および歯状回門（hilus）の 3 領域に区分し、各領
域に局在する GFP 陽性細胞の歯状回全体に局在する GFP 陽性細胞に対する割合を算出した。歯
状回神経細胞の分化は、神経細胞に発現する NeuN、歯状回顆粒細胞に発現する Prox1 および成
熟した歯状回顆粒細胞に発現する calbindin の発現を抗体染色により解析した。発現量の定量
には画像解析ソフト ImageJを使用した。 



 

 

４．研究成果 
（１）CYTH2 による CNKSR2 の安定化 

CNKSR2 は、低分子量 Gタンパ
ク質 RAC の不活性化因子である
ARHGAP39、RAC の活性化因子であ
る ARHGEF7、低分子量 Gタンパク
質 ARF の活性化因子である
CYTH2 と細胞内で相互作用する
ことが知られている。しかしな
がら、その生理的意義について
はよくわかっていなかった。 

COS 細胞に CNKSR2 とこれら
の結合タンパク質を一過性に発
現させたところ、ARHGAP39 およ
び CYTH2 を発現させた時に
CNKSR2 の発現が増加しているこ
とがわかった（図１A）。特に
CYTH2 の増加作用が顕著であっ
たため、CNKSR2 と CYTH2 の相互
作用について解析を進めた。タ
ンパク質合成を阻害するシクロ
ヘキシミドを添加すると、時間
依存的にCNKSR2の発現は減少し
たが、CYTH2 を同時に発現させた
場合には、その減少が抑制されていた（図１B）。また、細胞内の主要なタンパク質分解酵素であ
るプロテアソームを阻害する MG132 を添加した場合には、CYTH2 による CNKSR2 の発現増加の程
度が減弱していた（図１C）。これらのことから、CYTH2 は、ユビキチン・プロテアソーム系によ
る分解を抑制することによって CNKSR2 の細胞内での安定性を制御していると考えられた。 
 
（２）脳組織における CNKSR2 および CYTH2 の発現解析 

生後発達期のマウス脳にお

ける CNKSR2 の発現をウェスタ

ンブロット解析したところ、分

子量 110kDaおよび 130kDaの分

子が検出された。これらの分子

は、生後 0 日ではわずかに検出

される程度であったが、生後 7

日から 30 日にかけて顕著に増

加した。 

一方、CYTH2 は、分子量 50kDa

と 45kDa程度のバンドが 2本検

出された。50kDaの分子は、生後

0日から生後30日まで発現量に

変化が見られなかった。一方、

45kDaの分子は生後 0日から生後 7日まで発現が見られたが、生後 15日から 30 日にかけて減少

していた。生後 7日のマウス脳を用いて免疫組織染色を行ったところ、CNKSR2 および CYTH2 は、

海馬の錐体細胞および歯状回顆粒細胞に発現しており、CNKSR2 は細胞体に、CYTH2 は細胞質に局

在していることがわかった。 

 

（３）新生仔期マウス海馬歯状回神経細胞の発達における CNKSR2 および CYTH2 の機能 

私たちは、新生仔マウスを用いた in vivo エレクトロポレーションによって、海馬歯状回神

経細胞に外来遺伝子を導入し、個体における神経細胞の発達を解析する手法を確立している。そ

こで、この方法を用いて CNKSR2 および CYTH2 の機能解析を行った。CNKSR2 の発現を抑制するノ

ックダウンベクターを生後 0 日マウスに遺伝子導入し、21 日後に脳標本を作製して形態学的解

析を行った。その結果、コントロールでは、多くの細胞が歯状回顆粒細胞層に局在していたのに

対して、CNKSR2 の発現を抑制した場合には、顆粒細胞層に局在する細胞が減少し、顆粒細胞層

と歯状回門の境界領域に異所性に局在する細胞が増加していた（図３）。CYTH2 についても同様

図１．CYTH2 による CNKSR2 の安定化 
（A）CNKSR2 の発現に対する相互作用分子の影響 
（B）CYTH2 による CNKSR2 の分解抑制 

（CHX:シクロヘキシミド） 
（C）CYTH2 による CNKSR2 の安定化に対する 

プロテアソーム阻害剤(MG132)の影響 

図２．マウス脳における CNKSR2 と CYTH2 の発現 
（A）生後発達に伴う発現変化 
（B）生後 7日のマウス海馬における発現 



 

 

の実験を行ったところ、CNKSR2 の

発現を抑制した場合と同様の現

象が見られた（図３）。また、コン

トロールの細胞では、高度に分岐

した樹状突起を形成していたが、

CNKSR2 あるいは CYTH2 の発現が

抑制された多くの神経細胞では、

神経突起の形成が著しく抑制さ

れていた（図４）。 

歯状回顆粒細胞は、神経前駆

細胞から成熟する過程で、各種の

分子マーカーを発現することが

知られている。神経細胞に発現す

る NeuN、歯状回顆粒細胞に発現す

る Prox1および成熟した歯状回顆

粒細胞に発現する calbindinの発

現を比較したところ、CNKSR2 ある

いはCYTH2の発現が抑制された細

胞では、これらの分化マーカーの

発現が低下していることがわか

った。 

これらのことから、CNKSR2 は

CYTH2 と協調して新生仔期マウス

海馬歯状回神経細胞の発達を制

御していると考えられた。 

図３．CNKSR2 および CYTH2 の発現抑制による 
海馬歯状回神経細胞の配置異常 
shCont:コントロール 
shCNKSR2:CNKSR2 の発現を抑制 
shCYTH2：CYTH2 の発現を抑制 
白色：GFP、青色：DAPI（核） 

図４．CNKSR2 および CYTH2 の発現抑制による 
海馬歯状回神経細胞の形態異常 
shCont:コントロール 
shCNKSR2:CNKSR2 の発現を抑制 
shCYTH2：CYTH2 の発現を抑制 
白色：GFP、青色：DAPI（核） 
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