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研究成果の概要（和文）：神経発達障害の原因遺伝子CDKL5の生体内分子機能と遺伝子変異による病態機序の解
明を目的として、私はCdkl5 ノックアウト (KO)マウスを独自に作製し、神経科学的表現型解析を行った。その
結果Cdkl5 KOマウスにおいて、海馬神経細胞樹状突起スパインの形態・密度異常、情動・記憶障害等の行動異
常、易痙攣性、更にシナプス機能・蛋白質の異常を同定した。酵母ツーハイブリッド法とプロテオミクス解析を
用いたリン酸化基質スクリーニングによって、複数のシナプス関連蛋白質を同定した。以上の結果から、ヒトの
CDKL5変異に伴う病態がシナプス機能異常である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The Cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKL5) gene encodes for a 
serine-threonine kinase sharing homology to Mitogen-activated kinases (MAPKs) and Cyclin-dependent 
kinases (CDKs). Recently, mutations in the CDKL5 gene have been identified in the patients with 
neurodevelopmental disorders associated with intractable epilepsies. However, neither its molecular 
functions or pathomechanisms caused by its mutations are largely unknown. Aiming to elucidate these 
problems, I have taken multidimensional strategies, combining an unbiased interactome approach and a
 targeted loss-of-function (LOF) approach. For the LOF approach, we have generated the Cdkl5 
knockout mouse and identified various neurological abnormalities. For the interactome approach, we 
performed the yeast two-hybrid screening and proteomic screening, and identified several CDKL5 
interacting proteins. The combination of these approaches suggested possible mechanisms of CDKL5 
regulating neural functions during development.
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１．研究開始当初の背景	
	 「点頭てんかん」は、乳児期発症の重篤な
てんかん症候群で、極めて重度の発達障害を
来す。一方「Rett 症候群」は、若年女児発症
の重度の精神遅滞と行動異常を主徴とする
発達障害で、約 80%が Xq28 上の MECP2遺伝子
変異により生じる。2004 年、Xp22.3 上の
Cyclin-dependent	kinase-like	5	(CDKL5)	遺
伝子変異が、点頭てんかんと、MECP2 変異の
ない早発型 Rett 症候群で報告された。CDKL5
は、cyclin-dependent	kinase	(CDK)	ファミ
リーとホモロジーを持つ、核・細胞質内キナ
ーゼである。マウスでは大脳皮質・海馬・小
脳で MECP2 と共発現し、そのリン酸化基質と
してMECP2、DNA	methyltransferase	1	(DNMT1)、
及び自己自身が確認され、RNAi 実験により、
CDKL5 は神経細胞の樹状突起形成と、BDNF に
よる Rac1 の活性化に必要である事が報告さ
れたが、その他の機能、及び遺伝子変異に伴
う病態は、未解明であった。	
	 私は既に、CDKL5 の分子機能と遺伝子変異
による病態機序解明の目的で、 yeast	
two-hybrid 法による相互作用分子の同定と、
Cdkl5 ノックアウト(KO)マウス作製を行い、
本研究を開始する準備を整えた。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、yeast	two-hybrid 法及びプロ
テオーム解析という網羅的アプローチと、
Cdkl5	KOマウスの神経科学的解析アプローチ
を多次元的に組み合わせ、CDKL5 の分子機
構と loss-of-function (LOF)による分子病態
機序の解明を目的とした。	
	
３．研究の方法	
(1)	プロテオミックアプローチによる CDKL5
作用ネットワークの解明	
①	アフィニティーカラムクロマトグラフィ
ーとショットガン LC-MS/MS によるインタラ
クトーム解析：	
	 (M.	Amano	et	al.,	PLoS	One	5,	e8704,	
2010)	の手法に従い、マウス CDKL5 の N 末端
側キナーゼドメイン（野生型、及び活性欠失
変異体）を GST 標識し、固定化したグルタチ
オンセファロース・アフィニティーカラムに、
マウス脳サイトゾル分画、膜分画、を添加し、
溶出する。変性、還元、アルキル化、脱塩の
後、トリプシン消化を行い、高速液体クロマ
トグラフィー+質量分析	(LC-MS/MS)	を行う。	
②	リン酸化の in	vitro,	in	vivoでの検証：	
	 スクリーニングにより得られた蛋白を、既
知の情報、バイオインフォマティクス等を元
に分類し、重要と考えられるものから、GST
組換え蛋白と in	vitro	kinase	assay 系など
を用いて、CDKL5 によるリン酸化を検証する。
マウス脳を用いて Phos-tag、リン酸化抗体な
どによる in	vivo 系での検証を行う。更に
Cdkl5	KO マウス脳を用い、リン酸化状態の野
生型との比較解析を行う。	
	

(2)	CDKL5	loss-of-function	(LOF)	分子機
構の多次元的な解明	
①	Cdkl5	KO マウスのシナプス解析	
②	Cdkl5	KO マウスの易痙攣性解析	
③	Cdkl5	KO マウスの電気生理学的解析	
④	Cdkl5	KO マウスの行動学的解析	
	
４．研究成果	
(1)	プロテオミックアプローチによる CDKL5
作用ネットワークの解明	
	 baculovirus 発現系を用い GST 標識 CDKL5
キナーゼドメインを発現・精製した（下図に
GST-CDKL5 ドメインの western	blotting 及び、
in	vitro	kinase	assay 結果を示す）。	
GST 標識 CDKL5 キナーゼドメイン（野生型、
及び活性欠失変異体）をグルタチオンセファ
ロース・アフィニティーカラムに固定化した
上に、マウス脳サイトゾルを添加、溶出し、
高速液体クロマトグラフィー+質量分析	
(LC-MS/MS)	を行った。	
	 初回スクリーニングにより、複数の結合蛋
白質候補を得、再現性確認のため、2 回のス
クリーニングを行った結果、リン酸化基質候
補として複数のシナプス関連蛋白、微小管関
連蛋白、モーター蛋白を検出した。	
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(2)	CDKL5	loss-of-function	(LOF)	分子機
構の多次元的な解明	
	 Cdkl5	KO マウスは、外見上正常で、生命機
能、妊孕性に異常は認められなかった。脳重
と、大脳皮質、海馬構築に明らかな異常は認
められなかった。	
	 Cdkl5	KOマウスの海馬錐体細胞樹状突起の
分枝、長さと、スパイン形態に異常が認めら
れた。	

	 テストバッテリーを用いた網羅的行動解
析により、KO マウスにおける不安様行動とう
つ様行動の亢進等の情動異常、記憶障害、社
会性の異常、日内行動の異常等を同定した。	
	 痙攣誘発薬カイニン酸の投与は、KO マウス
と野生型マウスに同等の痙攣を誘発したが、
NMDA(N-メチル-D-アスパラギン酸)の投与は、
KO マウス特異的に強い痙攣を誘発した。	

	 海馬スライスの電気生理学的解析により、
KO マウスにおける長期増強	(LTP)の亢進,	
興奮性シナプス後電流	(EPSC)の亢進等を同
定した。	
	 生化学的手法、免疫電子顕微鏡を用いた KO
マウスのシナプス解析により、シナプス後部
における NMDA 型グルタミン酸受容体蛋白の
異常集積を同定した。	
	 以上の結果から、Cdkl5	KO マウスの海馬に
おいては、シナプス後部に NMDA 受容体が過
剰集積し、痙攣感受性を顕著に亢進する事が

明らかとなった。	
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