
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８３９０２

基盤研究(C)

2014～2011

統合失調症発症脆弱性因子ｄｙｓｂｉｎｄｉｎ－１による細胞機能制御

Dysbindin-1, a schizophrenia-related molecule, interacts with cyclin D1

４０３１１４４３研究者番号：

伊東　秀記（Ito, Hidenori）

愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所・神経制御学部・主任研究員

研究期間：

２３５９０１２４

平成 年 月 日現在２７   ４ ３０

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：タンパク質間相互作用データベースを用いてdysbindin-1の結合分子を探索し、細胞周期調
節に関与するサイクリンD3を見いだした。免疫沈降実験により、dysbindin-1AとサイクリンD1が最も効率よく複合体を
形成することがわかった。また、哺乳動物培養細胞において細胞周期の進行に依存した、dysbindin-1とサイクリンD1
の細胞質および核での共局在が見られた。さらに、dysbindin-1はサイクリンD1の細胞内局在を制御していることも明
らかとなった。これらのことから、dysbindin-1はサイクリンD1と協調して、細胞周期調節等の過程で何らかの役割を
果たしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Dysbindin-1 is now widely accepted as a potential schizophrenia susceptibility 
gene. However, cellular functions of dysbindin-1 are largely unknown. To reveal novel functions of 
dysbindin-1, we tried to identify a new binding partner. We consulted with the protein interaction 
database and found cyclin D3 as a possible binding partner for dysbindin-1. Immunoprecipitation analysis 
revealed that dysbindin-1A preferentially complexes with cyclin D1 among various dysbindin-1 isoforms and 
D-type cyclins. Dysbindin-1 and cyclin D1 in NIH3T3 cells partially co-localized at the cytosol and the 
nucleus in a cell cycle progression-dependent manner. Co-expression of dysbindin-1A transferred the 
nuclear cyclin D1 to the cytosolic fraction in many cells. These results indicate that dysbindin-1 may 
control the cell cycle progression in concert with cyclin D1.

研究分野：神経生物学、生物系薬学

キーワード： 統合失調症　dysbindin　サイクリン
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症（schizophrenia）は、思春期か
ら青年期を中心に約１％の高率で発症し、慢
性化しやすい重大な障害である。遺伝疫学的
な研究から、遺伝子を多く共有するほど発症
率が高くなることが知られている。しかしな
がら、一卵性双生児でも一致率は１００％で
はないことから、単一遺伝子疾患ではなく多
因子疾患であると考えられている。国内外の
精神科領域の研究グループによる遺伝学的
解析がなされ、統合失調症の発症リスクを高
める発症脆弱性遺伝子が多数同定された。そ
の一つとして dysbindin-1 がある。この
dysbindin-1 の神経発達における機能は、未
解明な点が多かったが、私共による機能解析
の結果、アクチン細胞骨格の制御に関わる、
WAVE2/Abi-1 複合体と協調して神経細胞の樹
状突起スパインの成熟を制御していること
がわかった。この研究における dysbindin-1
と結合する分子の探索過程において、いくつ
かの興味深い分子が見いだされ、これらの分
子との相互作用の生理的意義を解明できれ
ば、統合失調症発症の分子基盤の一端が明ら
かにできるのではないかと考えられたため、
本研究を開始するに至った。 
 
２．研究の目的 
タンパク質間相互作用データーベースを用
いて新規 dysbindin-1 結合分子を検索したと
ころ、細胞周期調節因子のひとつであるサイ
クリン D3 を陽性分子として見いだした。こ
れらの分子結合の生物学的意義については
全く知られていなかった。そこで、
dysbindin-1 とサイクリン D の結合を生化学
的、細胞生物学的に解析し、dysbindin-1 の
新規機能を同定し、統合失調症発症の分子基
盤の一端を明らかにすることを目指した。	
 
 
３．研究の方法 
（１）Dysbindin-1 とサイクリン D の結合の
生化学的解析	
 
COS細胞にFLAGタグのついたdysbindin-1お
よびサイクリン Dをリポフェクション法によ
り遺伝子導入し、48 時間後に細胞を回収した。
細胞抽出液に抗 dysbindin 抗体を加え免疫沈
降を行い、沈降物を SDS̶ポリアクリルアミド
電気泳動により分離後、抗 FLAG 抗体による
ウェスタンブロット解析を行った。	
 
（２）細胞周期進行に伴う dysbindin-1 とサ
イクリン D1 の局在の変化	
 
NIH3T3 細胞を 0.1％のウシ血清を含む培地で
48 時間培養した後に、10％血清を含む培地を
加え、4時間後、8時間後に細胞を固定した。
その後、抗 dysbindin 抗体および抗サイクリ
ン D1 抗 体 により二重染色を行い、
dysbindin-1およびサイクリンD1の局在を共
焦点レーザー顕微鏡により解析した。	
 
（３）核での局在に必要な dysbindin-1A の
分子内領域の同定	
 
PCR 法により dysbindin-1A の 97、104、111，

118 番目のロイシンをセリンに置換した変異
体を作製した。FLAG タグのついた野生型およ
び変異体 dysbindin-1A をリポフェクション
法により NIH3T3 細胞に遺伝子導入し、48 時
間後に細胞を固定した。一部の実験では、核
外移行阻害剤であるレプトマイシン Bを 6時
間作用させた後に固定した。抗 FLAG 抗体に
よる免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡
による観察を行った。	
 
（４）Dysbindin-1 によるサイクリン D1 の局
在制御	
 
NIH3T3 細胞に GFP-サイクリン D1 を単独、あ
るいは FLAG-dysbindin-1A と共に遺伝子導入
し、48 時間後に細胞を固定した。その後、抗
GFP抗体と抗FLAG抗体による蛍光二重染色を
行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）Dysbindin-1 とサイクリン D の結合の
生化学的解析	
 
Dysbindin-1 には３種類のアイソフォーム
（dysbindin-1A、-1B、-1C）が知られている。
サイクリン D にはサイクリン D1、D2、D3 の
３種類のファミリー分子がある。そこで、こ
れらの分子を様々な組み合わせで COS細胞に
発現させ、免疫沈降法により解析したところ、
サイクリン D1 は、すべての dysbindin-1 ア
イソフォームと結合したが、中でも
dysbindin-1A と最も効率よく複合体を形成
していた。一方、サイクリン D2、D3 と
dysbindin-1A との複合体形成も見られたが、
サイクリン D1 の場合と比較してそれらの結
合は弱い傾向にあった。また、dysbindin-1B、
-１C とサイクリン D2、D3 の複合体形成は検
出できなかった。これらのことから、各種の
分子の中でも、dysbindin-1A とサイクリン
D1 が最も強く結合していると考えられた。	
 
（２）細胞周期進行に伴う dysbindin-1 とサ
イクリン D1 の局在の変化	
 
血清飢餓により NIH3T3 細胞の細胞周期を同
調させた後に、血清を加えて培養したところ、
既報の通り、4-8 時間後にサイクリン D1 の発
現は著しく増加していた。それに対して、
dysbindin-1 の発現は変化が見られなかった。
蛍光抗体法により dysbindin-1 とサイクリン
D1 の局在を解析したところ、血清飢餓状態で
は、サイクリン D1 は、主に細胞質に弱く発
現しており、血清添加後 8時間では多くの細
胞で核での局在が見られた（図１）。一方
dysbindin-1 は、血清飢餓状態および血清添
加後にも多くの細胞で細胞質での局在が見
られたが、一部の細胞では核での局在も見ら
れ、部分的ではあったがサイクリン D1 の局
在と一致していた（図１）。これらのことか
ら、dysbindin-1 とサイクリン D1 は、細胞周
期の進行に依存して結合している可能性が
考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1．NIH3T3 細胞の細胞周期進行に伴う
dysbindin-1 およびサイクリン D1 の局在
変化．48 時間の血清飢餓処理の後、血清を
加えて図中に示した時間培養した。矢印：細
胞質および核でdysbindin-1とサイクリンD1
が共局在する細胞．矢頭：おもに細胞質で
dysbindin-1とサイクリンD1が共局在する細
胞．	
 
	
 
（３）核での局在に必要な dysbindin-1A の
分子内領域の同定	
 
（２）の実験から、dysbindin-1 は一部核へ
局在することがわかった。Dysbindin-1A の N
末端側の領域には、ロイシンに富む構造があ
り、この配列は、核外移行シグナルとして機
能する可能性があると考えられたため、アミ
ノ酸配列の変異体を作製し、細胞内局在を検
討した。その結果、野生型 dysbindin-1A は、
主に細胞質に局在が見られたが、変異体
dysbindin-1A は細胞質での局在に加えて核
での局在がみられることがわかった（図２）。
この局在は、野生型を発現した細胞に、核外
移行阻害剤であるレプトマイシン Bを作用さ
せた場合とよく似ていた（図２）。これらの
ことから、dysbindin-1A の N 末端側に存在す
るロイシンに富む構造は、核外移行シグナル
として機能すると考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図２．核局在を制御する dysbindin-1A
の分子内領域の同定．(A)Dysbindin-1A の
分子構造．核外移行シグナルとして機能する
と予想される部位を拡大．変異させたロイシ
ン残基（L）を太字で表示．CC:コイルドーコ
イル領域，DYSB:dysbindin ドメイン．（B）

NIH3T3 細胞に野生型，変異体を発現させたと
きの局在および野生型を発現させた細胞に
レプトマイシン B を作用させたときの局在．	
 
	
 
（４）Dysbindin-1 によるサイクリン D1 の局
在制御	
 
NIH3T3 細胞に GFP-サイクリン D1を発現させ、
その局在を蛍光抗体法により解析したとこ
ろ、核で強く発現が見られる細胞と核および
細胞質での局在が見られる細胞が存在して
いた。このとき、dysbindin-1 を共発現させ
ると、GFP-サイクリン D1 は、多くの細胞で
細胞質に強く発現が見られた。これらのこと
から、dysbindin-1 はサイクリン D1 の細胞内
局在を制御している可能性があると考えら
れた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図３．Dysbindin-1A の発現によるサイク
リン D1 の細胞内局在の変化．NIH3T3 細胞
に GFP-サイクリン D1 を単独(A)あるいは
FLAG-dysbindin-1A と共に発現させた（B）．
矢印:GFP-サイクリン D1が細胞質および核に
発現している細胞、矢頭:GFP-サイクリン D1
が核に発現している細胞．	
 
	
 
（５）今後の展望	
 
これまでの解析により、dysbindin-1 とサイ
クリン D1の結合の性状は明らかとなったが、
生理学的意義の直接的な解明には至ってい
ない。サイクリン D1 は、主要な細胞周期調
節 因 子 で あ り 、 細 胞 周 期 依 存 的 な
dysbindin-1とサイクリンD1の共局在が見ら
れることなどから、dysbindin-1 が細胞周期
の進行に何らかの役割を果たしていると推
測される。今後、dysbindin-1 の発現抑制、
あるいは過剰発現により哺乳動物細胞の細
胞周期の進行が影響されるか検討する必要
があると考えている。また、サイクリン D1
には、細胞運動や細胞死の制御などの機能も
知られていることから、これらの機能に対す
る dysbindin-1 の影響についても解析を進め
ていく必要があると考えている。	
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