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研究成果の概要（和文）：動物は外界の状況をさまざまな感覚系で受容する。触覚はその１つであり、何らかのものが
皮膚に接触すると、一次感覚ニューロンはその情報を中枢へ送る。本研究では触覚応答をしないゼブラフィッシュ変異
体を足がかりに、触覚応答に関与する新規分子を同定し、その機能解析を行った。我々はRNF121というリングフィンガ
ータンパク質が触覚応答に必要であることを見出し、これが小胞体に局在するユビキチンリガーゼであることを発見し
た。さらに、RNF121が電位依存性ナトリウムチャネルをユビキチン化し、分解系へ仕向けると同時に細胞内輸送を制御
することから、電位依存性ナトリウムチャネルの品質管理に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified ring finger protein 121 (RNF121) as an endoplasmic 
reticulum-resident E3 ubiquitin ligase. The RNF121 regulates ubiquitination of voltage-gated sodium 
channel Nav1.6 and promotes its intracellular transport to a specific plasmamembrane region axon initial 
segment, where voltage-gated sodium channels form clusters. These results indicate that RNF121 is 
involved in the quality control of voltage-gated sodium channels and thus in mechanosensation and animal 
behavior.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
古代ギリシアの哲学者アリストテレス
（BC384-322）は人間の感覚として五感（視
覚、聴覚、味覚、嗅覚、触覚）を定義した。
現在では他に温覚、冷覚、痛覚、内蔵感覚な
ども知られているが、これら全ての感覚系に
おいて、一次感覚ニューロンが存在し、受容
体を発現し、中枢神経系への情報伝達を行う。
触覚についても一次感覚ニューロンが存在
するが、受容体やその他の分子実体について
不明の点が多い。 
 
２．研究の目的 
触覚応答に必要な分子を遺伝学的アプロー
チで同定し、その機能を培養細胞を用いた in 
vitro 解析とゼブラフィッシュを用いた in 
vivo 解析の両面から研究し、触覚の分子基盤
を解明する。 
 
３．研究の方法 
変異原ENUを用いてゼブラフィッシュのゲノ
ムに変異を導入し、F3 世代個体をピンセット
でつついて触刺激応答を観察するが、正常な
個体は体をくねらせる（１日齢）、あるいは
泳いで逃げる（２日齢）のに対し、触刺激に
全く応答しない個体、複数回のタッチのトラ
イアルに対して応答確率の低い個体を変異
体の候補とし、さらに運動器（筋や神経筋接
合部）に異常がある個体を除外することで、
触刺激応答を欠く変異体を得る。マッピング
で変異体の責任遺伝子を同定し、in situ 
hybridization で責任遺伝子の発現部位・発
現細胞を調べる。変異体では一次感覚ニュー
ロンであるRohon-Beardニューロンに異常が
あることが示唆されるので、このニューロン
に特に注目して、形態染色で当該細胞の形態
を解析し、電気生理で膜電気特性やシナプス
伝達を解析し、さらに HEK293 細胞を用いた
再構成系で責任遺伝子の機能を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
正常なゼブラフィッシュは受精後２日以内
に機能的神経回路が形成され、蝕刺激に対す
る逃避行動をするが、受精後２日の時点で触
刺激に応答しない個体は変異体である。ゼブ
ラフィッシュは受精後２日には Rohon-Beard
ニューロンという一次感覚ニューロンで触
覚を受容するので、Rohon-Beard ニューロン
に注目して、変異体の解析を進めた。遺伝子
発現を操作する GAL4-UAS システムを用いて
GCaMP というカルシウム感受性蛍光タンパク
を Rohon-Beard ニューロンに発現させ、刺激
を与えた時にRohon-Beardニューロンが活動
するか（カルシウムイオンの一過的上昇が見
られるか）を可視化したところ、正常個体で
はRohon-Beardニューロンの活動が観察され
たが、変異体では蛍光強度の上昇が見られず、
Rohon-Beard ニューロンが刺激受容時に活動
しないことが確認された。ゼブラフィッシュ

の皮膚を剥がし、筋組織を取り除くと神経組
織に微小電極で直接アクセスできるように
なり、Rohon-Beard ニューロンの活動を電気
生理で記録することが可能になるが、正常個
体のRohon-Beardニューロンをパッチクラン
プし、パッチ電極から通電させると活動電位
を発生させられるが、変異体ではどれだけ通
電しても活動電位は発生しなかった。さらに、
電位固定により、ナトリウム電流を記録する
と、正常な Rohon-Beard ニューロンでは閾値
電位を越えたときにナトリウム電流が記録
されたが、変異体の Rohon-Beard ニューロン
では全く記録されなかった。一方で、フグ毒
のテトロドトキシンで電位依存性ナトリウ
ムチャネルを阻害した条件で電位固定を行
い、カリウム電流を記録すると正常な
Rohon-Beard ニ ュ ー ロ ン で も 変 異 体 の
Rohon-Beard ニューロンでも同程度のカリウ
ム電流が記録された。これらの電気生理の結
果は変異体のRohon-Beardニューロンでは電
位依存性カリウムチャネルは正常だが、電位
依存性ナトリウムチャネルに異常があり、活
動電位を発生させられないことが分かった。
変異体の責任遺伝子は RNF121 という遺伝子
でprematureなストップコドンができるナン
センス変異が見つかったが、RNF121 は膜貫通
領域を６つ有する膜タンパクで、リングフィ
ンガー型ユビキチンリガーゼドメインをも
つので、何らかの基質をユビキチン化し、そ
の基質をプロテアソームによる分解へ仕向
けるはたらきがあると予想された。アンチセ
ンスモルフォリノを用いたノックダウンで
正常なゼブラフィッシュで RNF121 の発現を
阻害すると、触刺激に応答しなくなり、逆に
変異体に RNF121 を強制発現させると触刺激
に応答するようになることから、変異体の責
任遺伝子がRNF121であることが確認できた。
RNF121 は脊椎動物で保存されている遺伝子
だが、ヒト HEK293 細胞には RNF121 は発現し
ておらず、HEK293 細胞に RNF121 を発現させ
て抗 RNF121 抗体を用いた免疫染色で細胞内
存在部位を調べると、RNF121 は小胞体の膜に
局在することが分かった。さらに HEK293 細
胞を用いたリコンビナント発現系を用いた
解析から、RNF121 は電位依存性ナトリウムチ
ャネル Nav1.6 をユビキチン化して分解を促
進することが分かった。一方で、RNF121 は
Nav1.6 の細胞膜への細胞内輸送を促進する
という、一見矛盾するように思える結果も得
られた。Nav1.6 は Scn1b というアクセサリー
サブユニットとゴルジ体で会合して細胞膜
の軸索起始部へ輸送されて電位依存性ナト
リウムチャネルとして働くことが知られて
おり、Scn1b は Nav1.6 の細胞膜への輸送を促
進することが報告されている。RNF121 変異体
では Nav1.6 の膜局在に異常が出るが、変異
体に Scn1b を過剰発現させると、この異常の
緩和が見られた。以上のことから、以下の仮
説が支持される。Nav1.6 は膜貫通ドメインを
24 個もち、220kD を超える分子量を有する巨



大なタンパクで、タンパク質の折りたたみ異
常を起こしやすく、小胞体において一定の確
率で折りたたみ異常の不良品となる。RNF121
は不良品 Nav1.6 をユビキチン化し、プロテ
アソームによる分解へ仕向けるので、正常に
折りたたまれた Nav1.6 だけがゴルジ体へ輸
送され、ゴルジ体で Nav1.6 は Scn1b と会合
し、細胞膜へ輸送される。しかし、RNF121 変
異体では不良品 Nav1.6 が分解されないまま
小胞体に蓄積し、これが Scn1b と会合して小
胞体にとどまるので、Scn1b は不良品 Nav1.6
に奪われ、結果的に正常に折りたたまれた
Nav1.6 と会合できる Scn1b が不足し、Nav1.6
を細胞膜へ輸送することができなくなる。こ
のことから RNF121 は Nav1.6 の品質管理を行
い、Nav1.6 の膜局在を制御し、これが触覚受
容に必要であることが明らかになった。 
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