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研究成果の概要（和文）：精神遅滞関連タンパク質DEAF1の生後発達期の脳内発現パターンを明らかにするために、野
生型マウスの脳を用いて免疫蛍光染色を行った。その結果、DEAF1は大脳皮質、海馬ニューロンの樹状突起に強く発現
し、MAP2と局在性が一致していた。市販抗体を用いた免疫沈降法では、DEAF1の濃縮が得られず、マウス脳抽出液中の
内在性DEAF1-FMRP複合体は検出できなかった。Neuro2a細胞を用いたDEAF1のノックダウン、および過剰発現系では、DE
AF1が軸索伸長に関与する可能性が示唆された。現在、これらのフェノタイプに関わる分子メカニズムを解析している
。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression patterns of intellectual disability-associated protein 
DEAF1 in the postnatal period of wild-type mouse brain. Immunofluorescence study revealed that DEAF1 was 
highly expressed in the neuronal dendrites of cerebral cortex and hippocampus. Commercially available 
antibodies were not able to enrich DEAF1 in the immunoprecipitation assays using the mouse brain 
extracts. Thus DEAF1-FMRP complex was not detected in this study. Knockdown and overexpression of DEAF1 
in Neuro2a cells suggested that DEAF1 is involved in the process for extension of dendrites. We are 
currently investigating the molecular mechanisms underlying these neuronal phenotypes.

研究分野： 小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）精神遅滞患者や自閉症など発達障害を
対象にした大規模なゲノムワイド解析が盛
んになり、欧米の複数の施設で研が進められ
ている (Cooper, Nat Genet, 2011; Pinto, 
Nature, 2010; Sebat, Science, 2007)。しかし
ながら大多数の患者については、遺伝的な原
因が不明のままである(Beaudet, Nat Med, 
2007; Schaaf, Neuron, 2011)。また発達障害
に関わる生物学的メカニズムは解明されて
いないため、治療法の開発は大きく遅れてい
る。 
 
（２）このような研究情勢の中で、申請者は
先行研究として自閉症のタンパク質結合ネ
ットワーク（自閉症インタラクトーム）を世
界に先駆けて報告した。異なる複数の自閉症
関連タンパク質が、発症に関与する共通の分
子経路を共有することを証明し、疾患概念の
進展に貢献した (Casci, Nat Rev Genet, 
2011; Geschwind, Trends Cogn Sci, 2011)。 
 
（３）とくに申請者は上記自閉症インタラク
トームから得られた様々な知見の中で、二つ
の精神遅滞関連タンパク質、Fragile X 
mental retardation protein 1 (FMRP)と
Deformed epidermal autoregulatory factor 
1 (DEAF1)が複合体を形成する結果に着目し
た。両者がタンパク質レベルで結合すること
は、同一のシグナル伝達経路内で協調的に機
能し、下流遺伝子の活性化やシグナル経路の
調節を担う、「高次脳機能関連」ユニットを
形成する可能性を示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）マウス脳内における FMRP-DEAF1 複

合体の存在 
（２）DEAF1 の生後脳内発現と局在性 
（３）DEAF1 が調節する分子経路 
 以上、３点について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
  
（１）６週齢の野生型 C57Bl/6 雄マウスを安
楽死させ、全脳摘出後、1%Triton-X含有 TS バ
ッファー（140mMNacl 10mM Tris•HCl, pH7.4）
を用いて、タンパク質粗抽出液を作成。市販
坑 FMRP および DEAF1 抗体を用いて、免疫沈
降を行う。２次抗体ビーズ（プロテイン Aま
たは Gアガロース）で沈降させた免疫複合体
を TS バッファーで４回以上洗浄後に、5%2ME
入り SDS バッファーで溶出。ウェスタンブロ
ッティングで FMRP および DEAF1 シグナルを
確認する。 
 
（２）上記野生型マウスを鎮静後、氷冷生食
で灌流し、4%PFA で固定。全脳を摘出し、シ
ョ糖・グリセリン混合溶液で凍結保護、OCT

コンパウンドによる包埋、ミクロトームでの
切片作成を行った。従来の方法に従って、蛍
光免疫染色を行い、ニコン A1 システムによ
る共焦点レーザー画像を取得した。 
 
（３）培養細胞 Neuro2a を用いて、DEAF1-GFP
および MAP2 発現プラスミドを導入し、両者
の細胞内局在性およびインビトロ免疫沈降
を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）野生型マウス脳抽出液を用いて、免疫
沈降を行った。坑 FMRP 抗体による免疫沈降・
ウェスタンブロッティングの結果、FMRP 複合
体内に DEAF1 シグナルを同定できなかった。 
DEAF1(clone 3C12)による免疫沈降は、有意
な抗原濃縮が得られなかった。本研究期間中
に、内在性 DEAF1-FMRP 複合体は検出できな
かったが、現在組み替え GST 融合タンパク質
を用いた DEAF1 複合体の検出を試みている。 
 
（２）６週令の野生型マウスの脳を用いて蛍
光免疫染色を行った。その結果、DEAF1 は大
脳皮質（図１）、海馬ニューロン（図２）の
樹状突起に高く発現し、軸索マーカーである
MAP2 と局在性が一致していた（図１および
２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１大脳皮質における DEAF1 発現 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２海馬 CA1領域での DEAF1（緑）と MAP2（赤）



の共存シグナル 
 
 
（３）既存のトランスクリプトームデータ
（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofil
es/?term=deaf1+wnt）を参照し、DEAF1 が関
与する分子経路を探索したところ、Wnt シグ
ナル系が下流標的として存在する可能性が
示唆された。TOPFLASH ベクターを用いた解析
で、DEAF1 は Tcf/Lef1 に対する転写抑制効果
を示し、Wnt-catenin シグナルの抑制分子と
して機能することが明らかになった。さらに、
Neuro2a細胞を用いたDEAF1のノックダウン、
および過剰発現系では、DEAF1 が軸索伸長に
関与する可能性が示唆された。現在、これら
のフェノタイプに関わる分子メカニズムを
解析している。 
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