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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、脳に特異的に発現する膜タンパク質 Sez6のスプライスバリアント
が神経回路形成過程においてどのような役割を担うのかについて検証を行った。具体的には各Sez6スプライスバ
リアントの時空間的な発現の変動解析と各Sez6スプライスバリアントを単独で発現するコンストラクトの開発を
実施した。その結果、①Sez6スプライスバリアントには脳領域間に発現特異性が見られること、②神経回路形成
過程においても各Sez6スプライスバリアントには発現特性が存在すること、③刺激に対するSez6スプライスバリ
アントの発現応答は神経回路の発達に伴い変化することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether seizure-related gene 6 (Sez6) 
expression is temporally and spatially regulated by alternative splicing processes. Sez6, a 
transmembrane protein specifically localized on neuronal dendrites, is responsible for dendritic 
branching and synapse formation. However, its exact role in neural network formation remains 
unclear. Our study revealed that Sez6 splicing patterns were modulated in a brain area-specific 
manner. In particular, the striatum showed a characteristic splicing pattern of recessive isoforms. 
Moreover, neuronal activation by convulsant drug stimulation increased the levels of recessive 
isoforms like that of the dominant isoform in cultured neurons. Additionally, we produced expression
 vectors of each Sez6 splicing isoform and confirmed their expression. Future work should 
investigate whether each of the Sez6 isoforms affects neural network formation and maintenance when 
overexpressed in neurons.

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
認知機能をはじめとした高度脳機能の機能発現には神経細胞間で形成される神経回路網が極めて重要である。し
たがってこの認知機能の機能発現機構の形成・維持の機序を詳細に明らかにしていくことは、超高齢化社会に向
けて社会全体が大きく舵を切って行くことがほぼ確実視されている今日の日本においては特に重要なテーマであ
る。本研究課題が神経回路形成の機序の本質的な理解の足掛かりとなることで、将来的には高次脳機能の発現の
仕組みを理解する新たな視座をの提供を目指していきたい。

※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 
   Seizure related gene 6 (Sez6)鱴神経細胞鱳樹状突起形態形成鲉認知機能鱳神経回路形成鱰関
与鱞鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱫鱉鲐脳鱰特異的鱰発現鱞鲐膜鲷鳫鳉鲧質鱬鱇鲐(Gunnersen JM et al., 
Neuron, 2007)。鱚鲎鱰、鱘鱳 Sez6 鱴選択的鲱鳏鳡鲜鲯鳫鲨鱰鲍鲏２種類鱳膜型鲱鳏鳡鲜鲱鳈鳢
鲚鳫鳀鱭１種類鱳分泌型鲱鳏鳡鲜鲱鳈鳢鲚鳫鳀鲗⽣成鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐(Shimizu-
Nishikawa K et al., BBRC., 1995, 図 1)。⽣鱒物鲗構成鱞鲐細胞鱴限鲎鲑鱤鲪鳆鳘上鱳遺伝⼦鱐
鲎鲍鲏多鱔鱳鲷鳫鳉鲧質鱳多様性鲗獲得鱞鲐仕組鲄鱭鱜鱫選択的鲱鳏鳡鲜鲱鲯鳫鲨鲗利⽤鱜鱫
鱉鲐。近年、鱘鱳機構鲗利⽤鱜鱫脳鲗構成鱞鲐神経細胞鱴神経回路鱳可塑性鲗⽣鲄出鱜鱫鱉鲐鱘
鱭鱑分鱐鱨鱫鱒鱤(Brossier MR et al., J Neurosci Res., 2015)。鱜鱐鱜鱯鱑鲎、脳鱰特異的鱰発現
鱞鲐鲷鳫鳉鲧質群鱑選択的鲱鳏鳡鲜鲯鳫鲨鱰鲍鲏⽣鲄出鱞各鲱鳏鳡鲜鲱鳈鳢鲚鳫鳀鱳⽣理学的
鱯意義鱰鱩鱉鱫鱴鲃鱥鲍鱔鲔鱐鱨鱫鱉鱯鱉鱘鱭鱑多鱔、脳内鲷鳫鳉鲧質 Sez6鲇同様鱬鱇鲐。 
 
 

 
２．研究の目的 
   本研究は⽣理学意義がまだよく明らかとなっていない Sez6 の３種類のスプライスバリア
ントに着⽬をし、各 Sez6 スプライスバリアントの時空間的な発現の変動解析と形態学的な影響
を検証するための各 Sez6 スプライスバリアント発現ベクターを構築することを⽬的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
   Sez6 スプライスバリアントの時空間的な発現を解析するため。胎⽣期と成体のマウス脳
組織を⽤いて１段階 RT-qPCR 法で定量解析を⾏なった。また、各 Sez6 スプライスバリアントが
神経細胞の形態形成の過程における役割を検証するために各 Sez6 スプライスバリアントを単独
で発現する発現ベクターの構築を⾏なった。 
 

 

 

４．研究成果 

① 各 Sez6 スプライスバリアント
の発現を胎⽣期と成体期で⽐較検
証を⾏った。それぞれのマウス⼤脳
⽪ 質 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た total 
RNA を⽤いて１段階 RT-PCR 法で発
現レベルを検討した。その結果、２
種類の膜型 Sez6 スプライスバリア
ントは成体期に⾼い発現特異性を
⽰したのに対して分泌型 Sez6 は胎
⽣期に⾼い発現特異性を持つこと
を⾒出した(図 2)。 
次に② 各 Sez6 スプライスバリア

ントの発現を成体マウス脳の領域
間で⽐較検証した。①と同様に成体

図2 胎生期と成体期の比較結果, *は有意差が

あることを示す。 

図 1 各 Sez6 スプライスバリアントの模式図, ⅰ・ⅱは膜型スプライスバリア

ント, ⅲは分泌型スプライスバリアント 



マウスの脳領域から total RNA を抽出し、１段階 RT-PCR 法で領域間の発現レベルを⽐較検討し
た。今回は前頭前⽪質(PFC)・帯状回(CC)・線条体(CPu)・海⾺(HIP)・扁桃体(Amg)の５つの脳領
域間⽐較を実施した。その結果、3 種類の Sez6 スプライスバリアント全てが帯状回で⾼く発現
する傾向が⾒られた。さらに 2 種類の膜型 Sez6 スプライスバリアントのうちマイナースプライ
スバリアントのみ、帯状回よりも線条体で有意に⾼い発現分布を⽰す結果が得られた(図 3)。さ
らに Sez6 はてんかん誘発剤 pentylenetetrazole (PTZ)の投与により遺伝⼦発現が上昇することこと
が知られている(Shimizu-Nishikawa K et al., Brain Res Mol Brain Res., 1995)。しかしながら各 Sez6
スプライスバリアントの発現へは PTZ 投与がどのような影響を与えるのかについての報告は現
在のところまだなかった。そこで本研究課題で初代培養神経細胞を⽤いて③PTZ 投与による Sez
６スプライスバリアントの発現への影響を検証した。PTZ 投与後の初代培養神経細胞から total 
RNA を抽出する⽅法により得た解析⽤サンプルを⽤いて 1 段階 RT-PCR 法で解析を⾏なった。
その結果、PTZ 投与により各 Sez6 スプライスバリアントは全て発現誘導が惹起されることが分
かった。しかしながら、神経細胞の成熟に伴いマイナースプライスバリアントの発現はより⾼濃
度の PTZ 濃度の投与によって惹起されることを⾒出した。 

 
 
⼀⽅、各 Sez6 スプライスバリアント単独発現ベクター構築のために、各 Sez6 スプライスバリ

アントの⼈⼯合成遺伝⼦を作成し、ベクターの構築を⾏なった(図 4)。ベクターの構築は完成し
たが、神経細胞の形態形成への影響を検証することがまだできていないため、今後実施していく
予定である。 
 

図 3 マウス脳領域間での⽐較結果, *は有意

差があることを⽰す。 

図 4  各 Sez6 スプライスバリアントの細胞質

フラクション (レーン 2, 3, 4) と TypeⅢの培養

上清フラクション (レーン 5) を泳動した結果

のウェスタンブロット画像, レーン 1；サイズ

マーカー, レーン 2; TypeⅠ, レーン 3; TypeⅡ, 

レーン 4 と 5; TypeⅢ 
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