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研究成果の概要（和文）：抗Akain1 モノクローナル抗体及びAkain1 レポーターマウスを用いた免疫染色の結
果、Akain1 が大脳皮質、小脳などの特異的な細胞種に発現していることを特定した。加えて、Akain1欠損マウ
ス脳組織の遺伝子発現解析の結果、雌雄共通して炎症関連遺伝子群の発現が変動していた。加えて、Akain1欠損
マウスでは炎症関連転写因子であるNF-kB のリン酸化が増加することが明らかになった。これらの結果は、
Akain1 によるリン酸化制御が炎症関連シグナル伝達に重要な役割を果たすことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Using the monoclonal antibody against Akain1 and Akain1 reporter mice, we 
identified the specific cell types expressing Akain1 in the cerebral cortex, cerebellum, and other 
regions. Additionally, RNA sequence analysis of Akain1-deficient male and female mice in brain 
tissue revealed that the expression of inflammation-related genes differed consistently in both 
sexes compared to wild-type mice. Furthermore, the phosphorylation state of NF-kB, an 
inflammation-related transcription factor, was increased in Akain1-deficient mice. These findings 
suggest that Akain1 plays a crucial role in the inflammation-related signal pathway via 
phosphorylation regulation.

研究分野：神経科学

キーワード： 短鎖ペプチド　PKA　AKAP　神経科学　性差

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた結果は、社会性行動といった高次脳機能に性特異的な役割を果たすマイクロプロテインAkain1
が生体内のどこでどのようなシグナル制御に関与するかを示すものである。また、Akain1 欠損によって行動表
現型には雌雄差が認められたが、遺伝子発現レベルでは雌雄で共通するシグナル制御に関与する可能性が示唆さ
れた。今後、これらのシグナル経路とAkain1によるPKA局在制御、そして行動表現型がどのように関連するかを
明らかにすることができれば、PKA シグナル伝達の全容の理解とPKA-AKAP シグナル伝達の破綻を要因とする疾
患の病態解明及び治療標的の探索へ大きく寄与す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 
ヒトゲノム配列が解読された現在、配列情報から未知の遺伝子の探索・機能予測が進められてい
る。特に RNA-リボソーム複合体を回収し、翻訳を受けうる RNA 配列を網羅的に検出するリ
ボソームプロファイリングにより未知のタンパクをコードしうる多数の読み取り枠 (Open 
reading frame; ORF) の存在が報告されている (Zur et al., Sci Rep, 2016)。このような新規 
ORF は従来見逃されていた全長  100 アミノ酸以下の短鎖  ORF を多く含んでいる 
(Chugunova et al., J Proteome Res. 2018)。我々はリボソームプロファイリングデータ
(Gonzalez et al., J Neurosci. 2014) を基に、脊椎動物間の進化的保存度が高く、中枢神経系に
限局して発現する短鎖 ORF を複数見出している (未発表)。このような短鎖 ORF は生命現象
に重要な役割を担うがゆえに種を超えて保存されてきたことが推察される。研究代表者はこれ
らの神経限局発現を示す高保存短鎖 ORF 翻訳産物を欠損するマウスを作出し、網羅的行動解
析によりその機能解明を目指している。本計画では、その中で行動表現型が見られた A-kinase 
anchor protein inhibitor 1 (Akain1) 遺伝子に着目する。 
Akain1 は当初 ノンコーディング RNA に分類されたが、プロテインキナーゼ A (PKA) 結合
配列を含む全長 69 アミノ酸のペプチドをコードすることが近年示された (Fukuda et al., 
Genes Cells. 2015)。PKA 結合配列を持つタンパクは 一般的に PKA 足場タンパク (AKAP)と
呼ばれ、結合した PKA を細胞内の特定の場所へ誘導することでシグナル伝達を制御する。一方
で Akain1 は、細胞内で強制発現させると PKA 局在を逆に打ち消す (Fukuda et al., Genes 
Cells. 2015)。すなわち Akain1 は、AKAP 様の構造を持つが、PKA-AKAP 結合を阻害する内
在性唯一の “負の PKA シグナル制御因子”である。研究代表者が Akain1 欠損（KO）マウ
スの行動表現型のスクリーニングを行った結果、いくつかの行動試験において性別により異な
る行動表現型を示すことが明らかとなった。例えば、自閉症傾向・社会性行動の評価に使用され
る 3 チャンバー社会性テストにおいて、Akain1 KO マウスはメスにおいてのみ社会的新奇性
への嗜好性が消失した。また、うつ様行動の評価を行う強制水泳試験においては、Akain1 欠損
によってオスではうつ様行動が増加し、メスでは逆に減少するという結果を得ている。これらの
結果は、Akain1 が高次脳機能に重要な役割を担うとともに、性別の違いによって異なる機能を
持つ可能性を示唆する。様々な疾患において、有病率や発症リスクに性差が報告されており、近
年では病態や治療への反応性においても性別は重要な因子とされている (Mauvais-Jarvis F et 
al., Lancet. 2020)。Akain1 欠損の表現型で性差が見られた行動に関連する自閉症やうつ病にお
いても発症リスクや臨床症状に性差があることが報告されている (LeGates TA et al., 
Neuropsychopharmacology. 2019, Ferri SL et al., Curr Psychiatry Rep. 2018)。しかしながら
このような発達障害やうつ病で見られる性差がどのようなメカニズムによるものなのかは殆ど
明らかになっておらず、適切な動物モデルなども確立されていない。培養細胞系で観察された 
Akain1 による PKA 局在の消去がどのように機能し、これらの性特異的な行動表現型を引き起
こしているか明らかにできれば、性差に着目した精神疾患モデルとして Akain1 KO マウスを利
用し、新たな治療方法の探索などへの応用も期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は短鎖ペプチド Akain1 が PKA シグナルを介して高次脳機能に果たす役割とそ
の性差のメカニズムの解明である。PKA を介した細胞内シグナル伝達は中枢神経系においても
神経可塑性の調節を含む様々な細胞プロセスの制御に関わり、脳機能とその性差の理解に PKA 
によるシグナル伝達は重要な経路の一つである。また、PKA-AKAP シグナル伝達の破綻は、神
経変性疾患や精神疾患の治療標的としても期待されている。PKA シグナルの中で、内在性 
AKAP 阻害因子は Akain1 以外に発見されておらず、“負の PKA 制御機構”の存在は見逃され
てきたといえる。Akain1 欠損マウスが示す性特異的な行動表現型を軸に、 PKA シグナルの重
要性とその性差のメカニズムに迫る本研究はPKAによるシグナル伝達の全容の理解に大きく寄
与すると期待される。 
 
３．研究の方法 
Akain1 ペプチドの脳内での発現部位・細胞種を特定するため、抗 Akain1 抗体及び Akain1 
ペプチド領域にエピトープタグ配列をノックインした Akain1 レポーターマウスの作成し、そ
れぞれを用いて、Akain1 の生体内発現様式を解析した。 
また、Akain1 欠損がどのような脳内表現型をマウスにもたらしているか、そしてその性差を明
らかにするため、 Akain1 欠損マウスの脳組織を用いた RNA シーケンスによる遺伝子発現解
析を実施した。組織・細胞種特異的な Akain1 の機能解析のために、アデノ随伴ウィルスによ
る選択的な Akain1 発現の誘導を試みた。 
 
４．研究成果 
抗 Akain1 モノクローナル抗体及び Akain1 レポーターマウスを用いた免疫染色の結果、



Akain1 が大脳皮質、小脳などの特異的な細胞種に発現していることを特定した。特に発現が高
かった小脳を用いて、Akain1 欠損マウス遺伝子発現解析を実施した。その結果、雌雄に共通し
て炎症関連遺伝子群の発現が変動していることが明らかになった。 
Akain1 欠損による生体内の細胞レベルの表現型を探索したところ、Akain1 欠損マウスでは神
経細胞内の PKA 調節サブユニットの局在パターンが野生型マウスとことなることが明らかに
なり、先行研究において培養細胞系で確認されていた PKA 局在を打ち消す作用が実際に生体
内でも機能していることが示唆された。加えて、Akain1 を発現するプルキンエ細胞において、
Akain1	の欠損が炎症関連転写因子である NF-kB のリン酸化を増加させることが明らかになっ
た。これらの結果は、Akain1 によるリン酸化制御が炎症関連シグナル伝達に重要な役割を果た
すことを示唆している。	
更に、アデノ随伴ウィルスを用いて Akain1 欠損マウスのプルキンエ細胞に特異的 Akain1 発
現を誘導し、欠損マウスで認められた行動表現型がレスキュー実験を実施した。その結果、一部
の表現型について、プルキンエ細胞での Akain1 の発現で行動表現型がレスキューされること
を見出している。 
以上により、Akain1 の負の PKA シグナル制御が細胞種特異的な機能を介してマウスの行動表
現型を制御していることが示唆された。今後、Akain1 欠損マウスが示した文脈弁別障害や社会
性行動の低下などの行動表現型に PKA 局在制御がどのように関与するかを明らかにしていく
ことができれば、PKA シグナル伝達の全容の理解と PKA-AKAP シグナル伝達の破綻を要因と
する疾患の病態解明及び治療標的の探索へ大きく寄与することが期待される。 
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