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研究成果の概要（和文）： 
中脳黒質ドパミン神経変性疾患であるパーキンソン病の新規治療法の開発を目指し、本研究で
は、私たちが発見したドパミン合成酵素チロシン水酸化酵素（TH）の機能発現を増大させる新
規制御因子 V-1 に着目して、V-1 による TH の制御機構を精査した。その結果、V-1、これに結
合する細胞骨格制御因子 CapZ2、および未熟な細胞の増殖・分化を制御する pref-1/DLK1 の発現
を抑えると、TH の転写活性が抑制され、さらに TH タンパク質レベルの低下が認められた。ま
た、V-1 と CapZ2の発現を抑えると pref-1/DLK1 の発現が低下した。つまり、V-1 による TH
遺伝子発現制御には細胞骨格制御因子 CapZ を介した pref-1/DLK1 依存的なメカニズムが関与
することを初めて突き止めた。   

研究成果の概要（英文）： 
V-1 is 13 kDa protein with four ankyrin-repeats for specific molecular interaction with CapZ, an actin 
capping protein, which was originally identified by us as a developmentally regulated protein in murine 
postnatal brains. Our recent in vitro and in vivo studies have demonstrated that V-1 can positively control 
gene transcription of tyrosine hydroxylase (TH), the rate-limiting enzyme for catecholamine 
biosynthesis, thereby promoting catecholamine production in catecholaminergic cells. In the present 
study, we tried to elucidate the molecular mechanism underlying control of TH gene expression by V-1 
in PC12D cells, a rat adrenal pheochromocytoma cell line endogenously expressing TH protein, using 
siRNAs for V-1, CapZ and pref-1/DLK1, because the pref-1/DLK1 gene expression is observed to be 
up-regulated by V-1 in MC3T3-G2/PA6 cells, a mouse preadipocyte cell line. Knockdown of V-1 and 
CapZ with each siRNA for the both genes resulted in a decrease in TH protein level, accompanied by 
down-regulation of the expression of pref-1/DLK1 protein, whereas actin protein level showed no 
changes, as assayed by Western blot analyses. Consistently, it was shown that knockdown of 
pref-1/DLK1 caused decreased expression of TH protein. Moreover, TH gene transcription is decreased 
by knockdown of V-1, CapZ and pref-1/DLK1 with each of siRNAs for the three genes, when 
determined by reporter gene assay. These findings suggest that V-1 may control TH gene expression via 
pref-1/DLK1 protein in co-operation with CapZ, the actin cytoskeletal regulator, in the CNS 
catecholaminergic cells. 
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１．研究開始当初の背景 

私たちは、独自のアプローチで発見した中
脳黒質ドパミン神経細胞を含む神経系や内分
泌系で発現する、新規タンパク質 V-1 がカテ
コラミンの生合成酵素であるチロシン水酸
化酵素（TH）等の遺伝子発現の増強によりカ
テコラミンの合成を促進し、その一方で神経幹
細胞から神経細胞を新生させることを見出した。
そこで、本タンパク質をパーキンソン病（PD）
の治療法の開発に応用することを考えた。 

２．研究の目的 
TH の機能発現の新規制御因子として働く
V-1 に着目して、それによる TH の機能発
現の新しい制御機構の解明と本タンパク質の
生理機能に関する新しいアイデアを基盤とす
る PDの治療法の開発を目指とした。 

３．研究の方法 

PC12D 細胞を 2 x 10
5
 cells/35-mm dish で播

種し 2 日間培養後、オフタゲ-ト効果のな
いラット V-1、CapZ2および、pref-1/DLK1

の siRNAで 2日間処置しノックダウンした。
なお、ネガティブコントロール siRNA とし
ては、ヒト、マウスおよびラットの既知遺
伝子の配列に対して相同性を有しない配
列を選択し、設計されたノンターゲットネ
ガティブコントロールを用いた。各 siRNA

でのノックダウンの効果は RT-PCR およ
びウエスタンブロット法で確認した。また、
ノックダウンの THの転写活性への効果の
評価にはレポータージーンアッセイ法を
用いた。なお、アクチン線維は Alexa Fluor 

546 標識ファロイジンで染色した。 
 

4. 研究成果 
(1) V-1 結合タンパク質である細胞骨格制

御因子 CapZはアクチン線維の一方の末端
（プラス端）に結合してその線維末端へのアクチ
ンモノマーの付加を阻害する。他方、アンキリン
リピート・タンパク質であるV-1は、副腎褐色細胞
腫由来細胞において、そのリピート配列を介して
CapZ に結合してそのアクチン結合部位をマスク
する。これにより、CapZはアクチン線維末端に結
合できなくなる。その結果、細胞内には CapZ フ
リーのアクチン線維の量が増え、アクチンモノマ
ーが付加され易くなり、アクチン線維形成が促進
される。2010 年私たちはこのような V-1 の作用メ
カニズムを名古屋大学と共同で世界で初めて解
明し、その成果を論文発表した（PLoS Biology 
8(7): e1000416, 2010）。 
(2) V-1、CapZ2および、pref-1/DLK1 
のノックダウンの TH 転写レベルへの影響を
検討するため、各 siRNA とラット TH 遺伝子
の転写開始点から上流 9 kbp のプロモーター
領域を持つレポーター遺伝子 pTH-Luc をコ
トランスフェクションして、48 時間後 Luc
の活性を測定した。その結果、V-1、CapZ2

および pref-1/DLK1 のノックダウンにより
TH 転写活性は顕著に抑制され、TH タンパク
質レベルの低下も認められた。また、V-1 お
よびCapZ2のノックダウンは pref-1/DLK1の
発現レベルを低下させた。さらに、V-1 ノッ
クダウンは細胞内ドパミン含量を有意に低
下させた。つまり、V-1 による TH 遺伝子発
現制御には CapZ 依存的なメカニズムが存在
すること、これには pref-1/DLK1 が関与する
ことを突き止めた。V-1 トランスジェニック
マウスでは TH タンパク質レベルが上昇する
ことから、本発見は V-1/CapZ 複合体による
TH 遺伝子発現調節機構、すなわち細胞骨格
制御因子によるドパミン合成酵素 TH の転写
制御に関わる新たな生体内調節機構の存在
が示唆された。 
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