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研究成果の概要（和文）：ユビキチン化の異常は多くの神経変性疾患で見られ、神経伝達物質放出異常もまた多
くの神経疾患に関与する。申請者らが同定したユビキチンリガーゼSCRAPPERを介した、蛋白質分解による細胞・
個体機能制御を統合的に理解することを試みた。Scrapperノックアウトマウスの脳を用いて、変動している蛋白
質の量を検証した結果、ノックアウトマウス脳では大きな変動が起こっていることが明らかとなった。また、複
数の神経伝達物質が脳の領域ごとに変化していることが明らかとなった。これらの結果はSCRAPPERの神経組織に
おける役割、すなわち神経伝達物質の放出制御、神経可塑性、恐怖・不安様行動と関連することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dysfunction of the ubiquitination occurs in many neurodegenerative diseases,
 and neurotransmitter release abnormalities are also involved in many neurological diseases. We 
tried to understand integratively the regulation of cell and individual function by protein 
degradation through ubiquitin ligase SCRAPPER which we previously identified. In this study, we 
found that the amounts of some kinds of proteins were significantly altered in the knockout mouse 
brain. Moreover, it has become clear that behaviors of several neurotransmitters have changed in the
 multiple areas of the knockout mouse brain. These alterations may have deep relationship with the 
roles of SCRAPPER in neural tissue such as neurotransmitter release control, neural plasticity, and 
fear / anxiety-like behavior.

研究分野： 神経科学、生化学、イメージング
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はユビキチンプロテアソーム系による神経シナプス脱構築および神経伝達制御の分子機構解明を目指すも
のである。SCRAPPER依存的なユビキチンプロテアソーム系分解が調節するシナプス関連分子の挙動を明らかにす
ることは、シナプス伝達の場におけるユビキチン化の時空間的な詳細の解明につながり、ひいては神経難病の医
化学的病態理解が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ユビキチンプロテアソーム系による選択的蛋白質分解は様々な細胞機能の制御に重要であり、
神経系の制御においてもその重要性が近年明らかとなりつつある。ユビキチン化の異常は多く
の神経変性疾患で見られ、神経伝達物質放出異常もまた多くの神経疾患に関与する。研究開始
当初、プロテアソームでの分解はシナプス終末で起こると想定していたが、蛋白質分解が引き
起こされる場所とそのタイミングは明らかにすべき問題として残されている。細胞内の情報が
どのように統合されるのか、シナプスにおける分子の挙動を詳細に解析する必要があると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 申請者らがこれまでに解明してきた神経シナプス安定化の分子機構(Yao ら JBC 1999, JNS 
2002）、ユビキチンプロテアソーム系による神経シナプス脱構築の分子機構(Yao ら Cell 2007)
を背景に、ユビキチンリガーゼ SCRAPPER に着目し解析を行う。Scrapper 欠損マウスは体が小
さい上に寿命が短く（Yao ら, Cell 2007）、LTP/LTD 成立の異常（Takagi ら, Neural Plasticity 
2012）恐怖記憶形成の異常（Yao ら, Plos One 2011）、脳の海綿状変性や神経細胞の萎縮(Yao
ら, Proteomics 2008)といった異常が見られる。ユビキチンプロテアソーム系による神経シナプ
ス脱構築および神経伝達制御の分子機構解明を目指し SCRAPPER 依存的なユビキチンプロテア
ソーム系分解が調節するシナプス関連分子の挙動を明らかにする。シナプス伝達の場における
ユビキチン化の時空間的な詳細を明らかにすることは神経難病の医化学的病態理解に役立つと
期待される。 
 
３．研究の方法 
 ユビキチンリガーゼSCRAPPERおよびSCRAPPER依存的蛋白質分解により調節される標的分子、
相互作用分子の免疫染色に用いる抗体の評価、超解像顕微鏡による可視化条件を検討した。同
時に GFP 融合蛋白を用いたシナプス蛋白質の分子動態を観察した。生化学的手法も併用し
SCRAPPER 依存的蛋白質分解により調節される分子のモデル化・可視化・検証を行った。さらに、
Scrapper 遺伝子ノックアウトマウス脳における低分子の変動を検出するために、質量顕微鏡法
による観察を行った。ユビキチンリガーゼ SCRAPPER を介したユビキチン化およびユビキチンプ
ロテアソーム系分解により制御されるシナプス分子の動態から、分解による細胞・個体機能制
御を統合的に理解することを試みる。 
 
４．研究成果 
１）超解像顕微鏡による解析 
 ユビキチンリガーゼSCRAPPERおよびSCRAPPER依存的蛋白質分解により調節される標的分子、
相互作用分子の免疫染色に用いる抗体の評価、超解像顕微鏡によるシナプス蛋白質の可視化条
件を検討した。超解像顕微鏡は構造化照明顕微鏡法を採用した SIM 顕微鏡と、ローカライゼー
ション法を採用したSTORM顕微鏡を用いた。STORM顕微鏡は従来の光学顕微鏡の約10倍、約20nm
の超高分解能で分子レベルの理解が可能である。正確な位置情報検出のためには、間接的に蛍
光標識された分子から効率よくシグナルを取り出す必要がある。これまで用いた方法では
STORM の多重染色像では波長の重なりがあることが判明したため、新たな蛍光二次抗体を検討
し、シグナルが分離できることを確認した。今後さらに条件を最適化し分子分布データを取得
する。 
 
２）Scrapper ノックアウトマウス脳における発現変化解析 
Scrapper ノックアウトマウスの脳を用いて、変動している標的蛋白質の量を検証した。抗体ア
レイおよび定量プロテオーム解析によりノックアウトマウスと野生型マウス脳における発現蛋
白質を同定し、発現量を比較することにより変動している蛋白質を見出した。これまでに特定
した標的分子の変化が再現するとともに、他の分子においても Scrapper ノックアウトマウス脳
では大きな量的変動が起こっていることが明らかとなった。 
 
３）質量分析イメージングによる解析 
質量分析イメージングにより Scrapper ノックアウトマウス脳における低分子物質の局在変化
を観察した結果、複数の神経伝達物質が脳の領域ごとに変化していることが明らかとなった。
この結果はこれまで我々が明らかにしてきた SCRAPPER の神経組織における役割、すなわち神経
伝達物質の放出制御、神経可塑性、恐怖および不安様行動との関連が示唆された。得られた結
果から、ユビキチンリガーゼ SCRAPPER を介した脳機能制御を理解することを試み、研究結果と
考察をまとめ、学術論文として投稿した。 
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