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研究成果の概要（和文）：バルプロ酸(VPA)は、抗てんかん薬として広く用いられている。近年、iPS細胞の作製効率を
100倍以上上昇させること、神経幹細胞移植時に脊髄損傷マウスの治癒を促進することが報告されている。我々は、分
裂酵母モデル生物を用いて、分子遺伝学的研究を進め、以下の結果を得た。分裂酵母のノックアウトライブラリーを用
いてゲノムワイドスクリーニングを行い、多数のVPA超感受性株を同定した。これらの感受性遺伝子は細胞内輸送、シ
グナル伝達、クロマチンリモデリングなどの生命現象に関わっている。興味深いことにVPA超感受性株の多くはHDAC阻
害薬である酪酸に感受性を示さなかった(Zhang et al. 2013)。

研究成果の概要（英文）：Valproic acid (VPA) is widely used as an anticonvulsant drug. More recently, it ha
s been reported that VPA improved the efficiency by more than 100-fold upon iPS reprogramming and the admi
nistration of VPA dramatically enhanced the restoration of hind limb function upon transplantation of neur
al stem cells. The exact mechanisms of action of VPA in these conditions remain unclear, although it has b
een shown to alter a wide variety of signaling pathways. We have been using Schizosaccharomyces pombe as a
 model organism to study the molecular mechanisms of VPA action. This study led to the following findings.
 We performed a genome-wide screen of non-essential haploid deletion strains and confirmed 148 deletion st
rains to be VPA sensitive. Most of the VPA sensitive strains did not show sensitivity to another aliphatic
 acid sodium butyrate.
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１．研究開始当初の背景 
バルプロ酸は、抗てんかん薬、抗躁薬として
広く用いられ、抗がん薬の作用を増強するこ
とも知られている。近年、iPS 細胞の作成過
程でバルプロ酸を加えると、作製効率が 100
倍以上上昇すること、また、神経幹細胞移植
とバルプロ酸の同時投与による脊髄損傷マ
ウスの治癒が報告されている。近年我々は、
バルプロ酸の新しい作用点としてメンブレ
ン・トラフィック機構が重要であることを明
らかにした。このようにバルプロ酸は多彩な
作用を示すが、その標的分子が何であるのか、
そしてどのような分子メカニズムで働くの
かに関してはほとんど不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、バルプロ酸の標的分子を生化学、
遺伝学および細胞生物学的手法がフルに駆
使できる分裂酵母をモデル生物として用い
てメンブレン・トラフィック作用薬としての
バルプロ酸の分子機構を解明しようとする
ものである。分裂酵母のメンブレン・トラフ
ィックで働く分子は、ほぼ完全に哺乳動物の
メンブレン・トラフィック機構でも保存され
ているので、分裂酵母におけるバルプロ酸の
働く分子機構の解明は、ヒトにおけるバルプ
ロ酸標的分子の同定に直結している。 
 
３．研究の方法 
本研究は厳密かつ迅速な分子遺伝学的解析
が可能な分裂酵母をモデル生物として用い
て、バルプロ酸の生体内での標的分子をゲノ
ム薬理学的に同定しようと考えている。具体
的には下記の方法で研究を行っている。 
(１)バルプロ酸超感受性変異体の原因遺伝
子の同定と解析:変異遺伝子を同定するため
に、個々の変異体に多コピー分裂酵母遺伝子
ライブラリーを導入し、バルプロ酸感受性を
相補する遺伝子を分離する。分離した遺伝子
を栄養要求性マーカーとともに染色体に組
み込み、変異が起こっている遺伝子と同一か
どうかを遺伝学的方法により決定する。引き
続き、これら遺伝子の DNA 配列を決定し、分
裂酵母データベースをサーチする。機能未知
の遺伝子特にメンブレン・トラフィックに関
わる遺伝子を中心に、その機能に関して、主
に次の 4つの方法により解析する。①過剰発
現及びシングルおよび多重ノックアウト細
胞を作成し、表現型および合成効果を調べる。
②GFP との融合蛋白質を酵母細胞に発現させ、
動的に機能する様子を観察する。③大腸菌や
酵母に発現させた蛋白質を精製し、蛋白化学
的な解析を行う。④特に、なぜバルプロ酸感
受性を示すなのか、バルプロ酸の標的分子な
のかを中心に解析する。 
(２)多コピー抑圧遺伝子の取得とプルダウ
ンにより、薬物感受性遺伝子と機能的関連を
もつ遺伝子の同定と機能解析：酵母遺伝学的
手法の最大のメリットは変異体の表現型を
過剰発現により相補する多コピー抑圧遺伝

子を単離することで、変異遺伝子と機能的に
関連する遺伝子がシステマティックに単離、
同定できることである。薬物感受性遺伝子と
機能的・遺伝的に関連する遺伝子を単離する
ことで、バルプロ酸の生物効果を発揮するメ
カニズムの解明が期待できる。得られたバル
プロ酸感受性変異体の中から、その変異遺伝
子がヒトにまで保存されていてものを選び、
その変異体の多コピー抑圧遺伝子(バルプロ
酸感受性を回復できるが原因遺伝子ほどで
はない遺伝子)を単離、同定する。また、プ
ルダウンと質量分析に基づくプロテオーム
解析により、原因遺伝子によりコードされる
タンパク質と結合するタンパク質を探索す
る。同定できた遺伝子との機能的な関連を主
に上記の方法により解析する。 
(３)分裂酵母ノックアウトライブラリーの
細胞を網羅的に解析する：分裂酵母のすべて
の非必須遺伝子のノックアウト細胞ライブ
ラリーをバルプロ酸含有プレートにストリ
ークし、超感受性またはバルプロ酸耐性の細
胞をスクリーニングする。さらに超感受性と
耐性を示すメカニズムを解明する。 
(１)(２)と(３)の結果を総合して、バルプロ
酸のメンブレン・トラフィック機構における
標的分子を同定し、その働くメカニズムを解
明する。 
 
４．研究成果 
分裂酵母のほぼすべての必須遺伝子のノッ
クアウトライブラリーの 3004 株を用いてゲ
ノムワイドスクリーニングを行い、多数の
VPA 超感受性株を同定できた。これらの感受
性遺伝子は細胞内輸送、シグナル伝達、クロ
マチンリモデリングなどの生命現象に関わ
っている。興味深いことに VPA 超感受性株の
多くは HDAC 阻害薬である酪酸に感受性を示
さなかった。また VPA は細胞内へのカルシウ
ム流入を引き起こすが、酪酸はカルシウム流
入を引き起こさなかった(Zhang et al. 2013)。
これらの結果は VPA が HDAC 阻害薬である一
方、多くの分子標的を有する可能性を強く示
唆している。 
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