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研究成果の概要（和文）：これまでに我々は、インターフェロン誘導性膜タンパク質interferon-induced transmembra
ne protein 3（IFITM3）が周産期の自然免疫応答誘発性の神経発達障害に関与していることを明らかにしている。本研
究では、IFITM3の新規結合タンパク質としてRabGDIを同定した。さらにIFITM3を過剰発現させると細胞内小胞サイズが
大きくなり、IFITM3はRabGDIとの相互作用により、Rab5を活性化して小胞の融合とmulti-vesicular body (MVB)の形成
を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that interferon-induced transmembrane protein 3 (IFITM3) in 
astrocytes plays a crucial role in neurodevelopmental impairment in polyIC-treated mouse model of 
perinatal neuroinflammation. In this study, RabGDI was identified as a novel binding protein of IFITM3. 
Furthermore, we observed that overexpression of IFITM3 in COS7 cells resulted in an increase in the size 
of intracellular vesicles, probably due to an increase in Rab5 activity through the interaction with 
RabDGI. These findings suggest that IFITM3 facilitates the formation of multi-vesicular body (MVB), by 
regulating Rab5 activity through the interaction with RabGDI.

研究分野： 神経精神薬理学
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１．研究開始当初の背景 
インターフェロン治療中患者は大うつ病

性障害発症のリスクが高いことが知られて
おり、過剰免疫反応は精神疾疾患発症の一因
である。したがって、過剰免疫反応による精
神疾患発症機構を明らかにすることは、精神
疾患の病態解明および新規治療薬の開発に
極めて重要である。IFITM3 はインターフェロ
ン誘導性の分子として同定された膜タンパ
ク質であり、宿主細胞がウイルス感染を抑制
するために一過性に発現誘導される。死後脳
を用いた研究により、統合失調症や自閉症な
どの神経発達障害患者の脳では IFITM3の発
現が上昇していることが示されており、
IFITM3 を標的とする抗精神病薬の開発も提
唱されている (Biol Psychiatry 2013)。こ
れまでに我々は、IFITM3 が周産期の自然免疫
応答誘発性の神経発達障害に関与している
ことを明らかにしている。また、IFITM3 の
発現により影響を受けるグリア因子を網羅
的 に 解析し た 結果、 候 補分子 と し て
Follistatin-like 1 (Fstl1)の同定に成功して
いる（図 1：Ibi et al., Neurosci Res 2009; 
Glia 2013）。しかし、精神疾患におけるIFITM3
および Fstl1の役割はほとんど解っていない。 

 
２．研究の目的 

IFITM3 が過剰免疫反応による精神疾患発
症に関与する可能性は極めて高く、従って中
枢神経系における IFITM3の機能を解明する
ことで過剰免疫反応による精神疾患発症の
メカニズムの全容が明らかになることが考
えられた。本研究では、リアルタイムイメー
ジング技術を用いて IFITM3の中枢神経系に
おける機能を解明する。 

 
３．研究の方法 
本研究では過剰免疫反応による精神疾患

発症の分子メカニズムを解明するために、
IFITM3とFstl1の機能および分子動態に焦点
を絞って検討を進める。 
（１）IFITM3 によるエンドサイトーシス制御
機構の解明 
エンドサイトーシスは様々な分子が時間

空間的に複合体を形成することで達成され
る。IFITM3 も同様に直接または間接的にエン
ドサイトーシスに関与する分子に結合して
いる可能性が高い。本研究では、生化学的手

法と LC-MS/MS を組み合わせたプロテオーム
解析により新規 IFITM3 結合タパク質の同定
を試みた。新生仔マウスを生後２日目から５
日間 polyI:C（5mg/kg）を連続投与し、最終
投与２４時間後にマウスから脳を取り出し、
tritonX−100 を含むバッファーを用いて脳抽
出液を作成した。得られた脳抽出液を IFIMT3
を認識する抗体を用いて免疫沈降を行い、共
沈物を脱塩・濃縮し、トリプシン消化した後、
LC-MS/MS により網羅的に解析した。同定され
た IFITM3 結合タンパク質と IFITM3 との結合
部位を検討するために種々の point mutant
を site-directed mutagenesis kit を用いた
PCR 法により作製し、免疫沈降法や GST 
pull-down assay によりタンパク間相互作用
を評価した。細胞内局在については、COS7 細
胞および初代培養アストロサイトを用いて
免疫染色法により評価した。初代培養アスト
ロサイトを用いて内在性の IFITM3 の局在を
評価する場合、細胞を固定する２４時間前に
polyI:C（10µg/mL）で細胞を処置した。細胞
内輸送系の分子動態は初期エンドソームの
マーカー分子のひとつである Rab5 と GFP の
融合蛋白質（GFP-Rab5）を発現させ、リアル
タイムイメージングを行った。IFITM3 による
細胞内輸送系の変化は生化学的手法、共焦点
顕微鏡および TIRF 顕微鏡を用いたリアルタ
イムイメージングにより検討した。 
（２）IFITM3 の Fstl1 分泌増加メカニズムの
解明 
IFITM3発現上昇による培養上清中のFstl1

の分泌について検討する。COS7細胞に IFITM3
および Fstl1 を強制発現させたのち、培養上
清を回収し、TCA 沈殿により培養上清中のタ
ンパク質を回収した。培養上清中の Fstl1 量
はウエスタンブロットにより解析した。
Fstl1 の細胞内挙動を解析するためのツール
として、Fstl1 と GFP または SEP の融合蛋白
質を発現するためのコンストラクトの作製
を行った。 
 

４．研究成果 
 平成 26 年度には、新規 IFITM3 結合蛋白質
の網羅的解析を行った。Poly I:C 投与したマ
ウスの脳抽出液を抗 IFITM3 抗体により免疫
沈降し、共沈したタンパク質を LC-MS/MS に
より解析した結果、新規 IFITM3 結合タンパ
ク質の候補タンパク質として RabGTPase 
dissociation inhibitor (RabGDI)を同定し
た。さらに、プロテオミック解析の結果の妥
当性を検証するため、IFITM3 と RabGDI の結
合を GST pull down assay により確認したと
ころ、IFITM3とRabGDIの結合が認められた。
IFITM3 は RabGDI のおよびの両アイソフォ
ームと結合することが明らかになった（図
２）。IFITM3 はリン酸化やユビキチン化、パ
ルミチン酸化などの翻訳後修飾を受けるこ
とが知られている (Chesarino et al, Future 
Microbiol 2014)。IFITM3 の翻訳後修飾が
RabGDI との結合やエンドサイトーシスに影

TLR3

FSTL1 分泌

自然免疫応答による細胞外環境の変化

Nucleus

MDA-5

RIG-1

MMP-3
MMP-3 分泌

FSTL1

PolyI:C

神経発達障害

エンドサイトーシス
の抑制機構？

アストロサイト

神経細胞

自然免疫応答

エキソサイトーシスへの影響？

初期エンドソーム IFITM3

図 1. エンドサイトーシスとエキソサイトーシスに及ぼすIFITM3の役割



響するか否かを検討するため、IFITM3 の変異
体（非リン酸化、非パルミトイル化）を作成
し、pull-down assay により RabGDI との結合
について予備的検討を行ったところ、IFITM3
の非リン酸化変異体および非パルミチン酸
化変異体と RabGDI との結合は野生型と比べ
て明らかな違いは認められなかった。 また、
イメージングの準備として蛍光タンパク質
とFstl1の融合タンパク質を発現するプラス

ミドを作製し、細胞内での発現を確認した。 
 
平成 27 年度には、エンドサイトーシスに

おける IFITM3 と RabGDI の相互作用の役割を
解明するための実験を行った。IFITM3 と
RabGDI のアストロサイトにおける細胞内局
在について検討した結果、内在性の IFITM3
と RabGDI は一部共局在していた。次に、
IFITM3 は特定のベシクル（初期エンドソーム、
後期エンドソーム）に局在することが知られ
ているため、IFITM3 と共局在する RabGTPase
について検討した。COS7 細胞に強制発現させ
た IFITM3 は Rab5 および Rab7 と一部共局在
することが確認できた。一方、IFITM3 と Rab3
の明らかな共局在は認められなかった。また、
予備的検討から IFITM3 を COS7 細胞に強制発
現させると初期エンドソームのマーカーで
ある EEA1 positive なベシクルのサイズが増
大する傾向が認められた。これらの結果から、
IFITM3 は RabGDI との結合を介して、Rab5 お
よび Rab7 の活性を制御する可能性が考えら
れた。IFITM3 の発現による細胞内輸送系の変
化を解析するために、COS7 細胞に IFITM3 お
よび GFP-Rab5 を発現させ、GFP-Rab5 の細胞
内挙動を経時的に観察した。IFITM3 の発現に
より GFP-Rab5 を含むベシクルのサイズが増
大する傾向が認められた。現在、再現性の確
認およびベシクルの輸送速度や距離などの
解析を進めている。 
PolyI:C 依存的なエンドサイトーシスにお

ける RabGDI の機能を解析するために siRNA
による RabGDI のノックダウンおよびゲノム
編集技術による RabGDI のノックアウトを試
みたが、十分な RabGDI の発現抑制を得られ
るに至っていない。 
IFITM3による培養上清中のFstl1の分泌量

の変化について、これまでの結果と同様に

IFITM3の発現により培養上清中のFstl1量が
増加する傾向が認められたが、前述の通り
RabGDI のノックダウン系が確立できていな
いために研究期間内に IFITM3 と RabGDI の結
合によるFstl1分泌量の変化を十分に評価す
ることはできなかった。 
以上、本研究において IFITM3 の新規結合

タンパク質として RabGDI を同定した。さら
に IFITM3 を過剰発現させると細胞内小胞サ
イズが大きくなり、IFITM3 は RabGDI との相
互作用により、Rab5 を活性化して小胞の融合
と multi-vesicular body (MVB)の形成を促進
することが示唆された。 
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