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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
効率を上昇させること、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。VPAの多彩な作用の標的分子
の正体は不明である。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。
VPA超感受性株の原因遺伝子としてVrg4遺伝子を同定できた。その人ホモログは蝸牛様骨盤異形成症である。
我々はVrg4がゴルジに局在していた。また、vrg4変異体細胞を用いて多コピー抑圧遺伝子数種類を同定できた。
また、VPAで処理した野生細胞では多くの遺伝子の発現は上昇していることをCAGE法にて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Valproic acid (VPA) is widely used as an anticonvulsant drug. More recently,
 it has been reported that VPA improved the efficiency upon iPS reprogramming and the administration
 of VPA dramatically enhanced the restoration of hind limb function. The exact target molecules of 
the various effects of VPA remain unclear. We have developed a genetic approach using S pombe as a 
model organism. This study led to the following findings. We identified a novel VPA sensitive mutant
 of vas4-1/vrg4-v4, a mutant allele of the vrg4+ gene encoding S pombe homolog of Golgi GDP-mannose 
transmembrane transporter, and its mammalian homologue encodes disease responsible gene of cochlear 
like pelvic dysplasia. We found that Vrg4 localizes to Golgi, and isolated several genes as 
dosage-dependent suppressors of the VPA-sensitive phenotype of vrg4-v4 mutant. Furthermore we found 
the expression level of many genes was markedly increased or decreased upon VPA treatment using cap 
analysis of gene expression.
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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、バルプロ酸は iPS 細胞の作
製効率を 100 倍以上上昇させることや神経幹
細胞移植時にバルプロ酸の投与は脊髄損傷
マウスの治癒を促進することが報告されて
いる。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。近年我々は、
バルプロ酸は HDAC 阻害剤である一方多く
の標的分子を有する可能性を明らかにした。 
 
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
て多様な生命現象におけるバルプロ酸の新
規標的分子を同定しようとするものである。
同定できた分子は哺乳類まで高度に保存さ
れている場合、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と期待できる。 
 
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。同定でき
た遺伝子特に哺乳類で高度に保存されてい
る且つ機能はほぼ未知の遺伝子を中心に、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
法を駆使し過剰発現により変異体の表現型
を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
子が単離、同定できることである。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を単
離、同定する。 
 (３)CAGE 解析 バルプロ酸未処理とバルプ
ロ酸 1 時間処理の野生細胞から抽出したｍ
RNA を用いて CAGE(Cap Analysis of Gene 
Expression)解析を行い、バルプロ酸に応答す
る遺伝子を網羅的に同定する。また変動は 10
倍以上の遺伝子について RT－PCR にて確認
する。その後はメカニズムの解明を試みる。 
 (１)(２)と(３)の結果を総合して、バルプロ
酸の新規標的分子を同定し、その働くメカニ
ズムを解明する。 
 
４．研究成果 
バルプロ酸超感受性株の原因遺伝子として
Vrg4 遺伝子を同定できた。Vrg4 は Golgi 
GDP-mannose transmembrane transporter をコ
ードしている。その哺乳類ホモログは出産直
後に死亡してしまう「蝸牛様骨盤異形成症」
といった骨格異常疾患の原因遺伝子で、小胞
体での糖ヌクレオチドの輸送および軟骨で
のコンドロイチン硫酸鎖の合成に関与して
いることが知られている。我々は Vrg4 の細
胞内局在を確認したところ、ゴルジに局在し
ていた。Vrg4 遺伝子は必須遺伝子で、この貴
重な変異体細胞を用いて多コピー抑圧遺伝
子数種類を同定できた。これらの結果は Vrg4
が多くの分子標的を有する可能性を強く示
唆している。また、バルプロ酸で処理した野
生細胞では多くの遺伝子の発現は上昇して
いることを CAGE 法にて明らかにした。一部
のデータをルシフェラーゼレポーターや
qRT-PCR により確認した。現在、転写開始点
の決定におけるバルプロ酸の作用とそのメ
カニズムを解明しているところである。 
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