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1. 序論 

 

1-1. 統合失調症 

 

 統合失調症は慢性的な精神疾患の 1 つであり、その症状には妄想や幻覚、統制を欠いた

行動や興奮などの陽性症状と、会話や思考内容の貧困化、感情の鈍麻、意欲の減退、目的

志向的な行動の低下などの陰性症状、記憶や学習などの認知機能障害がある。統合失調症

の生涯罹患率は約 1%と高く（1）、患者の多くは思春期や青年期など、人生の早い段階で発

症し、その後の社会生活が困難になるため、効果的な治療法が求められているが、発症の

メカニズムには不明な点が多く、その解明は重要な課題となっている。 

 

1-2. 統合失調症の病因 

 

 統合失調症は、複数の遺伝的要因と環境的要因が組み合わさり発症に至る、複雑な疾患

であると考えられている。生化学的な手がかりが少なく、症状はヒト固有のものが多いた

め真のモデル動物がいないなど、研究が困難であり、病因・病態は不明であった。しかし、

近年の精神薬理学的研究や画像研究、分子遺伝学的解析研究などの発展により、統合失調

症の病因・病態は次第に明らかになってきている。以下に、現在までの統合失調症の病因・

病態に関する研究を簡単に紹介する。 

 

1-2-1. 神経伝達障害仮説 

 統合失調症の分子病態として、現在、最も一般的に受け入れられているのは、本症の治

療薬や統合失調症様異常発現薬に関する薬理学的研究に基づいた、脳内のドーパミンおよ

びグルタミン酸伝達系の障害の可能性である。 

 

 アンフェタミン類（覚せい剤）、コカイン、L-DOPA（L-3,4-dihydroxyphenylalanine）

などのドーパミン作動薬は統合失調症ではない健常者にしばしば本症と区別が難しい幻

覚・妄想状態を引き起こすことが知られている（2）。さらに、症状の目立たなくなった状

態の統合失調症患者に健常者には明らかな精神変調を惹起しない少量のドーパミン作動薬

を投与すると、幻想妄想状態が再燃することが知られている。これらのことから、ドーパ

ミン伝達系の異常が統合失調症の病態と関係していると考えられている（3）。しかし、ド

ーパミンD2受容体を遮断する抗精神病薬は統合失調症の陰性症状にはほとんど効果を示さ

ないことから、ドーパミン伝達の亢進は主に陽性症状の発現と関係すると考えられている。 

 

 一方、フェンサイクリジン、ケタミンなどのNMDA（N-methyl-D-aspartate）受容体遮
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断薬は統合失調症の陽性症状・陰性症状を引き起こし（4）、統合失調症患者は健常者より、

NMDA受容体遮断薬に感受性が高く精神障害が生じやすいことが知られている。また、統

合失調症患者において、グリシンや D-セリン、D-サイクロセリン、D-アラニン、グリシン

トランスポーター阻害薬などの NMDA 受容体の機能を促進する本受容体グリシン調節部

位の作動薬を既存の抗精神病薬と併用すると、抗精神病薬抵抗性の陰性症状や認知機能障

害が改善される。これらのことからグルタミン酸伝達系の異常が統合失調症の陰性症状に

関与していると考えられている（3）。 

 

 NMDA受容体遮断薬を急性投与した動物の脳では大脳皮質を中心にドーパミン伝達が亢

進し、NMDA受容体遮断薬を反復投与するとアンフェタミンによるドーパミンの遊離が前

頭葉皮質と線条体で増強する（5）。また、NMDA受容体サブユニットの発現低下マウスで

は、ドーパミン作動薬への感受性が上昇するという報告もある（6）。これらのことから、

NMDA受容体の機能が低下した状態では、ドーパミン伝達が高まることが推測され、統合

失調症では、NMDA 受容体を介するグルタミン酸伝達が低下し、ドーパミン伝達が亢進し

た結果、陽性症状が出現する可能性も考えられている。 

 

1-2-2. 神経発達障害仮説 

 PETや functional MRI による研究から、統合失調症患者の安静時または課題遂行時に、

背外側前頭前野、内側前頭葉皮質、前部帯状回、左側頭葉、視床、海馬、小脳などにおけ

る活動性の変化が報告されている。また、前頭葉皮質各領域、視床、海馬などの体積は、

統合失調症では有意に減少しているという報告がある（7,8）。これらのことから、以上の脳

部位を含む、特定の神経回路が障害されている可能性が考えられる。 

 統合失調症の神経回路異常は、神経発達障害によってもたらされる可能性がある。疫学

的研究により、胎生期または周産期の栄養障害、薬物使用、ウイルス感染、神経発生過程

の障害などと統合失調症の関連が指摘され、特定の発達段階における何らかの侵襲、ある

いは神経発達に重要な分子の異常が、正常な神経回路形成を阻害することが示唆された。

分子遺伝学的解析から統合失調症との関連が示唆されている候補遺伝子群が、発達期を通

じてシナプスの構造や機能に影響することも神経発達障害仮説を支持している。 

 

1-2-3. 分子遺伝学的解析 

 統合失調症は孤発性だけでなく、家族性に発症することがあり、遺伝子を多く共有する

ほど一致して発症する確率が高くなることが知られている。また、養子研究では、環境要

因よりも遺伝的背景の方が統合失調症の発症に影響することが報告され、本症の遺伝的要

因の関与は確実視されており、分子遺伝学的解析が盛んに行われている。 

 これまでに、1q21-q22、6p24-p22、6q21-q25、8p22-p21、10p15-p11、10q25-q26、

13q32-q34、17p11-q25、22q11-q22 の領域で統合失調症と有意な関連が認められており、
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これらのゲノム領域から統合失調症の感受性遺伝子の候補が多数同定されている。それら

中で、多くの研究で追認され、最も有力と言えるのが DTNBP1 [dystrobrevin 

binding-protein 1（dysbindin）]およびNRG1 （neuregulin 1）である。 

 DTNBP1は 6p22.3に存在する遺伝子で、Straubらによって複数の一塩基多型（SNPs）

と統合失調症との関連が報告された（9）。その後も複数のグループによって追試が行われ、

多くが有意な関連を認めている。統合失調症患者の死後脳研究において、dysbindin-1タン

パク質とmRNAの減少が確認されている（10）。DTNBP1については後に詳細に述べる。 

 NRG1は 8p22-p21に存在する遺伝子で、アイスランドの統合失調症家系の調査により同

定された（11）。NRG1 およびその受容体である ErbB4 変異マウスでは統合失調症様行動

が見られ、NRG1変異マウスでは機能的なNMDA 受容体が少ないことが報告され、NRG1

のグルタミン酸伝達への関連が示唆された。その後も NRG1と ErbB4がグルタミン酸ニュ

ーロンのシナプスの成熟と可塑性を制御する（12）などNRG1と神経発達に関する報告が

続いている。 

 

 染色体異常を手がかりとした探索も行われ、スコットランドの家系解析から統合失調症

と関連する 1q42.1と 11q14.3の相互転座が発見され、転座箇所から DISC1（disrupted in 

schizophrenia 1）と DISC2（disrupted in schizophrenia 2）が同定された（13）。DISC2

はタンパク質をコードせず、DISC1のアンチセンスRNAとしてDISC1の発現を調節する。

DISC1の機能は長く不明であったが、最近では、DISC1変異マウスは NMDA 受容体の神

経伝達が低下し、行動異常が見られるという報告（14）や DISC1が NMDA 受容体および

グルタミン酸シナプスのスパインを制御するなどの報告があり、統合失調症との関連が考

えられている（15, 16）。 

 

 以上に示したように、近年の分子遺伝学的研究によって、統合失調症の感受性遺伝子候

補が複数挙げられている。アルツハイマー病やパーキンソン病が家族性の原因遺伝子から

病態の解明につながったように、これらの候補遺伝子の相互作用などの機能解析は、統合

失調症の病態の解明につながると考えられる。 

 石浦研究室では、これらの候補遺伝子の中でも、最も統合失調症との関連が認められて

いる DTNBP1（dysbindin-1）に注目し、その生理機能を解析することで、統合失調症発症

の分子メカニズムを解明しようと研究が行われてきた。 

 

1-3. dysbindin-1 

 

1-3-1. dysbindin-1の発見 

 dysbindin-1（dystrobrevin binding protein 1）は初め筋ジストロフィーに関係するタン

パク質として発見された。dysbindin-1は、筋肉の正常機能を維持するのに働くジストロフ
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ィン結合タンパク質[DPC（dystrophin-associated protein complex）]の構成要素であるα

‐ならびにβ‐ジストロブレビンに結合するタンパク質として、酵母 two-hybrid法によっ

て同定され、筋肉と脳においてα‐およびβ‐ジストロブレビンと結合するのが報告され

た（17）。それ以前に、DPC が筋肉の維持の他に、デュシェンヌ型筋ジストロフィー患者

の認知機能の低下に関わり（18）、脳で DPC と結合する dysbindin-1 も認知機能の低下に

関わっている可能性が考えられた。 

 脳内における dysbindin-1の発現は広範囲に及んでおり、前頭皮質、側頭皮質、海馬、尾

状核、被殻、側坐核、扁桃体、視床、中脳といった統合失調症との関連が強い脳領域の神

経細胞に発現していることが知られている（10）。 

 dysbindin-1はジストロブレビンの結合タンパク質として発見されたたことから、ジスト

ロブレビンや DPCが豊富に存在するシナプス後部で機能すると考えられていたが、海馬の

神経細胞の免疫染色により、dysbindin-1は海馬においてシナプス前部に局在し、β‐ジス

トロブレビンと共局在しないことが明らかになった（19）。このことから、dysbindin-1 は

少なくとも海馬においては、ジストロブレビンや DPCとは独立した機能をもつと考えられ

るようになった。 

 

1-3-2. dysbindin-1とヘルマンスキー・パドラック症候群 

 dysbindin-1は統合失調症以外に眼皮膚白皮症の一種であるヘルマンスキー・パドラック

症候群（HPS）と関連することが知られている（20）。HPS は、メラノソームと血小板の

密顆粒と他のリソソーム関連小器官の生合成の異常によって起こり、出血症状、眼・皮膚

色素低下症、網膜系細胞へのセロイド様物質の沈着を特徴とする稀な遺伝病である（21, 22）。

HPS の原因遺伝子としては pallidin と muted が知られており、これらのタンパク質は

BLOC-1（biogenesis of lysosome-related organelles complex 1）の構成要素である（23, 24）。

BLOC-1の他の構成要素が探索され、cappuccino（CNO）（25）と dysbindin-1が同定され、

dysbindin-1 は腎臓や肝臓などの組織において BLOC-1 の安定な構成要素として存在し、

dysbindin-1 の変異により HPS の一種が起こることが示された（20）。HPS 様症状を示す

自然突然変異 sandy マウスが dysbindin-1 をコードする Dtnbp1 遺伝子を欠失しており、

dysbindin-1をもたないことが発見された（20）。 

 

1-4. dysbindin-1と統合失調症 

 

1-4-1. DTNBP1の SNPsと統合失調症の関連 

 dysbindin-1 をコードする DTNBP1 と統合失調症の関連を最初に報告したのは Straub

らである。彼らは、アイルランドの統合失調症を多発する家系を対象として、以前から統

合失調症に関連するとされていた領域、6p24-21の解析を行い、6p22.3の DTNBP1遺伝子

内の一塩基多型（SNPs）が統合失調症と強く関連することを発見した（9）。続いて、Schwab
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らが Straubらの研究で最も関連性の高かった 6個の SNPsを独立した 203家族について調

べ、Straub らの結果を支持する報告をした（26）。その後もヨーロッパや日本を含むアジ

アを対象に解析が行われ、一部には関連は認められないという報告もあるが、大多数にお

いては DTNBP1と統合失調症の関連を支持する結果が出ている（27-38）。 

 以上のような分子遺伝学的研究により、DTNBP1の SNPsと統合失調症の関連は強いと

考えられているが、それらの多くはタンパク質をコードしないイントロン部分に存在する

ため、dysbindin-1タンパク質のアミノ酸配列に影響はなく、遺伝子の発現調節に関連する

と考えられている（図 1-1）。DTNBP1ではアレルによる発現量の違いが 50%を越えること

という報告もある（39）。 

 

1-4-2. 統合失調症患者の脳における dysbindin-1の発現量の低下 

 統合失調症の患者の死後脳研究では、実際に海馬や前頭皮質、中脳において、dysbindin-1

の mRNA レベル、タンパク質量とも健常者より低いことが報告されている（10,19,40）。

しかし、これらの研究では、dysbindin-1のアイソフォームの違いは考えられていなかった。

現在、NCBI データベースにヒトの dysbindin-1 には-1A、-1B、-1C、-1D、-1E の 5 つの

アイソフォームが登録されている。このうち-1A、-1B、-1C については統合失調症患者の

死後脳での発現が調べられており、dysbindin-1A は上側頭回の後部において減少し、

dysbindin-1B、-1Cは海馬において減少していることが報告されている（41）。また、神経

細胞内での局在も調べられており、dysbindin-1Aはシナプス後肥厚、-1Bはシナプス小胞、

-1Cは主にシナプス後肥厚に存在することが報告されている（41）。このように dysbindin-1

はアイソフォームごとに脳における発現部位、細胞内局在に違いがある。さらに、ラット

の脳を用いた研究では、アイソフォームごとに発生過程における発現時期が異なるという

報告もある（42）。 

 

1-4-3. dysbindin-1欠損 sandyマウスの統合失調症様行動 

 以上のことから、統合失調症患者の脳では dysbindin-1の発現が弱く、dysbindin-1の機

能が十分に果たされないために本症の症状が生じると考えられる。そこで、HPS 研究の中

で発見された Dtnbp1 欠損で dysbindin-1 を発現しない sandy マウスが統合失調症様行動

を示すかに関心が集まり、多くの研究が行われている（43-47）。sandy マウスは、野生型

マウスと比べて、形態や知覚、運動機能などに違いは見られないが、活動性や新奇探求性

が低く、不安様行動が見られ、社会的相互作用が欠如しているなど統合失調症の陰性症状

様行動が見られた（43,44,46）。また、sandy マウスでは、学習能力の低下やワーキングメ

モリーの障害、長期記憶保持の困難などの認知機能障害も見られた（44-47）。こうして

dysbindin-1 は統合失調症における陰性症状と認知機能障害に主に関連していると考えら

れる。dysbindin-1は主に統合失調症の陰性症状と認知機能障害に影響すると考えられてい

るが、sandyマウスがドーパミンに関連する行動の変化も示すことも報告されている（48）。 
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1-5. dysbindin-1の分子機能 

 dysbindin-1 の果たす機能が統合失調症の陰性症状や認知機能障害に関連があると考え

られ、盛んに研究されている。これまでに明らかにされた dysbindin-1の機能の代表的なも

のを簡単に紹介する。 

 

1-5-1. 神経伝達における機能 

 初代培養神経細胞において dysbindin-1をノックダウンすると、シナプス小胞と細胞膜を

融合させるトランス SNARE 複合体の構成要素である SNAP25（synaptosomal-associated 

protein 25）と、シナプス小胞の小胞膜に存在する synapsinⅠのタンパク質レベルが低下

し、グルタミン酸放出が抑制されることが報告された（29）。一方で、ラット副腎髄質褐色

細胞腫由来 PC-12細胞では dysbindin-1をノックダウンすると SNAP25のタンパク質レベ

ルが上昇し、ドーパミンの分泌が増加することが報告された（49）。SNAP25の増減に関し

ての矛盾した結果の原因はまだ明らかではないが、dysbindin-1 がシナプス小胞に関係し、

神経伝達に影響する可能性が考えられる。 

 ラット大脳皮質神経細胞とヒト神経芽細胞腫由来SH-SY5Y細胞においてdysbindin-1を

ノックダウンすると、細胞表面のドーパミン D2 受容体の増加が見られるが、ドーパミン

D1受容体の増加は見られないことが報告された（50）。この細胞表面でのドーパミン D2受

容体の相対的な増加は、エンドサイトーシスの異常によるものではなく、エンドソームか

らリソソームへの輸送が減少し、その結果として細胞膜への受容体の再利用が促進されて

いることが示された（51）。 

 

1-5-2. 神経発達における機能 

 dysbindin-1をノックダウンした SH-SY5Y細胞にレチノイン酸を作用させて細胞分化を

誘導すると、神経突起先端におけるアクチン細胞骨格の異常が見られ、神経突起の伸長が

短くなることが示された（52）。この細胞では JNK（c-Jun N-terminal kinase）のリン酸

化状態が変化しており、JNKシグナルを介したアクチン細胞骨格の制御がうまく機能せず、

神経突起の伸長が抑制されると考えられている。 

 dysbindin-1をノックダウンしたラット海馬神経細胞において、未成熟なスパインが増加

していることが発見され、アクチン細胞骨格を制御するWAVE2が dysbindin-1の結合タン

パク質として同定された（42）。さらに、dysbindin-1はWAVE2の活性化に関与する Abi-1

とも結合し、WAVE2/Abi-1 複合体形成を促進することも明らかにされ、dysbindin-1 は

WAVE2/Abi-1複合体と協調して、後シナプスにおけるスパイン形成を制御していると考え

られた。 

 dysbindin-1 は核内で p53 と結合している necdin を細胞質へリクルートし、p53 の転写

活性を活性化して、神経突起伸長に必要な分子である coronin 1bと rab 13を発現させる。

dysbindin-1 をノックダウンした細胞に p53 を過剰発現させると神経突起伸長が回復する
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ことが報告され（53）、dysbindin-1が神経突起の伸長に先行する p53の転写活性の制御に

おいて重要な役割を果たすと考えられている。 

 これらの他にも多くの報告があり、dysbindin-1の果たす分子的機能については次第に明

らかにされつつあるが、さらなる解明には、dysbindin-1と結合するタンパク質の同定が有

効であると考えられる。 

 

1-6. dysbindin-1と DNA-PK複合体、HDAC3 

 

1-6-1. dysbindin-1と DNA-PK複合体の結合 

 小山らは dysbindin-1 と結合するタンパク質の探索を行い、新たに DNA-PK（DNA 

dependent protein kinase）複合体が同定された（54）。DNA-PK複合体は DNA二本鎖切

断の修復や転写、DNA 組み換えなどに関与することが知られており、主に核内で機能する

タンパク質複合体である。小山らは、dysbindin-1Aと-1Bが核内において DNA-PK複合体

と結合し、DNA-PK 複合体によりリン酸化されることを明らかにした（54）。一方

Jeyakumarらは、DNA-PK複合体は、NCoR、SMRT、TBL1、HDAC3などから成る TR・

RXR（thyroid hormone receptor・retinoid X receptor）と結合して、TR・RXRコリプレ

ッサーホロ複合体を形成し、その複合体の中で DNA-PK 複合体が HDAC3 をリン酸化し、

HDAC3 の活性を上昇させることを報告した（55）。dysbindin-1 と HDAC3 がともに

DNA-PK複合体によりリン酸化を受けるという事実から、私は dysbindin-1 と HDAC3 の

関係に関心をもつに至った。 

 

1-6-2. HDAC3 

 HDAC3（ヒストン脱アセチル化酵素 3）は、ヒストン脱アセチル化酵素の 1 つで、相同

性などからHDAC1、2、8とともにクラスⅠに分類される。クラスⅠのHDAC は核局在シ

グナルをもち、核外移行シグナルをもたないが、HDAC3 だけは核外移行シグナルをもち、

核だけでなく細胞質にも存在する（56）。HDAC3 は全身の組織でよく発現しており、脳で

はクラスⅠHDAC 中最も多く発現している。特に海馬、大脳皮質、小脳でよく発現してい

る（57）。 

 一般にHDACは核内でヒストンを脱アセチル化して、遺伝子の転写を抑制するのが主な

機能であるが、HDAC3はコリプレッサーであるNCoR（nuclear receptor corepressor）と

SMRT（silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor）と安定な複合

体を形成して脱アセチル化を行うことが知られている（58, 59）（図 1-2）。さらに、HDAC3

はヒストン以外のタンパク質も脱アセチル化し、その活性や局在を制御することも知られ

ている。その代表的なものが、NF-κB（nuclear factor-kappaB）構成因子の RelAタンパ

ク質である。NF-κB は長期記憶の形成に必要な遺伝子の誘導にはたらく転写因子で（60, 

61）、HDAC3が RelAタンパク質を脱アセチル化すると NF-κBが核外に移行し、NF-κB
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の下流シグナルが止まることが報告された（57, 62）（図 1-3）。 

 HDAC3 と記憶との関連について NF-κB 以外にも報告がある。海馬で HDAC3 をノッ

クアウトしたマウス、HDAC3 の脱アセチル化ドメインにミスセンス変異をもち HDAC3

と NCoR の結合が阻害されたマウス、HDAC3 選択的阻害剤を投与したマウスでは長期記

憶の増強が見られ（63）、HDAC3 には記憶の形成を阻害する働きがあることが示唆されて

いる。 

 また、統合失調症患者においてヒストンのアセチル化が低下していて（64, 65）、HDAC

阻害剤が統合失調症を含む精神疾患の治療薬になる可能性が示唆されている（66-72）。最

近では、HDAC3に関するある SNPsが統合失調症の発症リスクに関わるという報告もなさ

れている（73, 74）。 

 

1-6-3. dysbindin-1と HDAC3の結合 

 統合失調症の特に陰性症状と認知機能障害に関連する dysbindin-1と、記憶の形成に関わ

り、その阻害剤が統合失調症の治療薬となる可能性のある HDAC3が、ともに DNA-PK複

合体によりリン酸化を受けるというのは興味深い事実であり、石浦研究室では dysbindin-1

と HDAC3に着目して研究が進められた。 

 石浦研究室の先行研究で、dysbindin-1 と HDAC3 が結合するかということが調べられ、

マウスの前脳のライセートと SH-SY5Y 細胞のライセートを用いた共免疫沈降法により、

dysbindin-1と HDAC3が結合することが示された（図 1-4）。 

 

1-7. 本研究の目的 

 

 これまでの研究では、dysbindin-1の細胞質における機能のみが調べられ、その結果は統

合失調症発症のメカニズムの一部を説明するに止まってきた。先行研究では、dysbindin-1

の発現低下によりシナプス関連タンパク質のsynapsinⅠやSNAP25などの発現が低下する

ことが報告されているが（23）、そのメカニズムは明らかになっていない。今回新たに

dysbindin-1の相互作用パートナーと同定された HDAC3は主に核内で機能し、また転写の

制御を通じて多くの遺伝子の発現に関わっており、統合失調症の多様な症状を説明できる

可能性がある。 

 そこで、私は、これまで調べられていなかった dysbindin-1 の核内での機能に着目し、

dysbindin-1が相互作用により HDAC3の機能に影響を与え、その下流の転写などが変化す

るという仮説を立てた。本研究では、dysbindin-1と HDAC3の相互作用の詳細を解析する

ことで、dysbindin-1の減少によるシナプス関連タンパク質の発現低下のメカニズムを明ら

かにすることを目的とした。 
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図 1-1. DTNBP1遺伝子の統合失調症の発症リスクに関わるとされる SNPs 

統合失調症の発症リスクに関わるとされる SNPs の多くはイントロン部分にあり、アミノ

酸配列には影響しない。 
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 図 1-2. HDAC3 によるヒストンの脱アセチル化 

HDAC3はコリプレッサーであるNCoR（nuclear receptor corepressor）とSMRT（silencing 

mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor）と安定な複合体を形成してヒス

トンの脱アセチル化を行い、転写を抑制する。TBL1;transducin beta like 1.TBLR1; 

TBL1-related protein.  
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図 1-3. HDAC3の NF-κBの脱アセチル化 

HDAC3は転写因子 NF-κB の構成因子の RelAを脱アセチル化することで、NF-κB の核

外輸送を促進し、NF-κB依存的な転写を抑制する。  
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図 1-4. dysbindin-1と HDAC3の結合 

(A)マウス前脳のライセートを抗 dysbindin-1抗体で免疫沈降（IP）し、抗HDAC3抗体を

用いてイムノブロットをおこなった。(B)SH-SY5Y 細胞のライセートを抗 HDAC3 抗体で

免疫沈降（IP）し、抗 dysbindin-1抗体を用いてイムノブロットをおこなった。(C) SH-SY5Y

細胞のライセートを抗 dysbindin-1 抗体で免疫沈降（IP）し、抗 HDAC3 抗体を用いてイ

ムノブロットをおこなった。Rabbit IgG は正常ウサギ IgG で IP をおこなったネガティブ

コントロールである。 
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2. 材料と方法 

 

2.1. コンストラクション 

 

2-1-1. プラスミド 

 大腸菌に GST-dysbindin-1 を発現させる際には、以前に石浦研究室で小山が作成した、

pGEX 5X-1（Amersham Pharmasia社）の EcoRⅠと XhoⅠサイトにヒト dysbindin-1A、

-1B、-1Cをクローニングしたものを使用した(54)。 

 動物細胞に myc-dysbindin-1、V5-HDAC3、V5-dysbindin-1 を発現させる際には、以前

に石浦研究室で小山が作成した、pcDNA3.1（Invitrogen 社）の NotⅠと XhoⅠサイトに

mycタグ x6を挿入し、XhoⅠと XbaⅠサイトにヒト dysbindin-1A、B、Cをクローニング

したものと、pcDNA3.1/V5-His（Invitrogen社）の BamHⅠと XhoⅠサイトにヒト HDAC3

と dysbindin-1をそれぞれクローニングしたものを使用した（図 2）(54)。 

 

2-1-2. ヒト HDAC1、HDAC2のクローニング 

 ヒト HDAC1、HDAC2 の cDNA を pcDNA3.1/V5-His の BamHⅠと XhoⅠサイトにク

ローニングした（図 2）。 

 表 2-1 に記載したプライマーを用いて、ヒト胎児脳の cDNA ライブラリーを由来として

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（TaKaRa）を用いて PCRを行った。PCR産物をアガ

ロースゲル電気泳動し、目的の断片を GenElute Agarose Spin Column（SIGMA）により

抽出した。その後、DNA Ligation Kit（TaKaRa）を用いてライゲーションを行い、XL-10 

Gold コンピテントセルに形質転換した。培養した大腸菌から抽出したプラスミド DNA の

配列は DNAシーケンサーにより確認した。 

 

 

2.2. 細胞培養とトランスフェクション 

 

 ヒト胎児腎細胞由来HEK293細胞は10%ウシ胎児血清（FBS）を含むDMEM中で37℃、

5%CO2の条件下で培養した。継代の際には、0.05%のトリプシンと 0.02%の EDTA を含む

PBS（137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8.1 mM Na2HPO4·12H2O、1.47 mM KH2PO4）を用

いて細胞の接着を剥がし、適宜希釈して培地に蒔き直した。 

 HEK293 細胞に対して遺伝子導入を行う際には、トランスフェクション試薬の 

Lipofectamine 2000（Life Technologies）と PlusTM Reagent（Life Technologies）、無血

清培地の Opti-MEM（Life Technologies）を用いた。トランスフェクションは細胞密度が

60%程度のときに行い、35 mmディッシュに対してプラスミド DNA2.5 g、Lipofectamine 
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2000 5 L、PlusTM Reagent 2.5 L、Opti-MEMⅠ250 Lを用いた。 

 

 

2.3. 細胞ライセートの調製 

 

トランスフェクションから 48時間後の細胞をトリプシンで剥がして回収し、35 mm デ

ィッシュの細胞に対して Protease Inhibitor Cocktail と PMSF を含んだ Nonidet-P40 

Buffer（150 mM NaCl、1% Nonidet-P40、50 mM Tris-HCl [pH8.0]）200 Lを加えて懸

濁し、氷上に 30分静置後、4℃で 13000 rpmで 15分遠心し、上清を細胞ライセートとし

て回収した。DC Protein assay（Bio-Rad）によりライセートのタンパク質濃度を測定した。 

 

 

2.4. 細胞分画―細胞質画分と核画分 

 

10 cm ディッシュから細胞を回収し、PBS で洗浄後、Protease Inhibitor Cocktail と

PMSFを加えた 1 mLの低張バッファー（10 mM Tris-HCl [pH7.2]、25 mM KCl、10 mM 

NaCl、1 mM MgCl2、0.1 mM EDTA）で懸濁し、27Gの注射針を数回通して細胞を破砕し

た。氷上で 15分間静置し、4℃、1,000 x gで 10分間遠心し、上清を細胞質画分として回

収した。 

沈殿を PBSで洗浄した後、Protease Inhibitor Cocktailと PMSFを加えたリシスバッフ

ァー（50 mM HEPES [pH7.5]、150 mM NaCl、10% glycerol、0.5% TritonX-100）400 L

を加えて懸濁し、4℃、13,000rpm で 1 時間遠心した。沈殿を PBS で洗浄し、核画分を回

収した。核画分の共免疫沈降を行う場合は Protease Inhibitor Cocktailと PMSFを加えた

Nonidet-P40 バッファーを 500 L 加えてソニケーションを行い、4℃、13,000rpm で 10

分間遠心を行い、上清を核画分として用いた。SDS-PAGE を行う場合は 1x サンプルバッ

ファー（50 mM Tris-HCl [pH6.8]、2% SDS、10% Glycerol、6% 2-mercaptoethanol）を

500 L加えてソニケーションを行い、100℃で 5分間ボイルし、サンプル化した。 

得られた画分についてウェスタンブロッティングを行い、細胞質マーカーとしてα

-tubulin、核マーカーとして lamin B を用いて、分画できていることを確認した。 

 

 

2.5. GST融合タンパク質の精製 

 

GST融合タンパク質発現用のプラスミドを大腸菌 BL-21株に導入し、アンピシリンを加

えた LB培地 10 mLに植え、37℃で一晩振盪培養した。翌日、その培養液 5 mLを新しい

アンピシリン入り LB 培地 45 mL に加え、37℃で振盪培養し、OD600の吸光度が 0.7 にな
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ったところで IPTGを終濃度 0.2 mMになるように加え、28℃で 2時間振盪培養した。 

 菌体を 4℃で 8,000 x g、10分の遠心で回収し、Protease Inhibitor Cocktailと PMSFを

加えた Cold Buffer（50 mM Tris-HCl [pH7.5]、150 mM NaCl、1 mM EDTA）10 mLに

懸濁し、フレンチプレスで破砕した。破砕液にTritonX-100を終濃度 1%になるように加え、

4℃で 1時間転倒混和した。4℃で 12,000 x g、20分遠心して不溶性画分を除き、可溶性画

分と平衡化しておいた Glutathione Sepharose 4B（GE Healthcare）1 mLを合わせて、4℃

で一晩転倒混和した。翌日、軽く遠心してビーズを集め、PBS で 3 回洗浄してグルタチオ

ンセファロースビーズと GST融合タンパク質の複合体を得た。 

 

 

2.6. GST pull down assay 

 

精製したグルタチオンセファロースビーズとGST融合タンパク質の複合体の一部を取り、

SDS-PAGE、ウェスタンブロッティングをし、GST融合タンパク質の濃度を測定した。 

 1.5 mL チューブにグルタチオンセファロースビーズと GST 融合タンパク質の複合体と

HEK293細胞のライセート 500 gを加え、Protease Inhibitor Cocktailと PMSFを加え

た PBSで反応液が 1 mLになるようにメスアップし、チューブを室温で 1時間転倒混和し

た。軽く遠心してビーズを集め、PBS で 3 回洗浄し、2x サンプルバッファー（100 mM 

Tris-HCl [pH6.8]、4% SDS、20% Glycerol、12% 2-mercaptoethanol、0.01% BPB）を 50 

L加えて 100℃で 5分ボイルし、サンプルを調製した。SDS-PAGE後、ウェスタンブロッ

ティングを行った。 

 

 

2.7. 共免疫沈降法 

 

myc-dysbindin-1 と V5-HDAC3 の共免疫沈降実験では、抗 V5 抗体 1 g と Protein G 

Sepharose 4 Fast Flow（GE Healthcare）25 Lを、ヒストンH3と HDAC3の共免疫沈

降実験では、抗ヒストンH3抗体または正常ウサギ IgG 1 gと Protein A Sepharose 4 Fast 

Flow（GE Healthcare）25 Lをあらかじめ 4℃で 4時間または一晩反応させた。それに細

胞ライセート 500 gを入れ、Protease Inhibitor Cocktailと PMSFを加えたNonidet-P40 

Bufferで 500 Lにメスアップし、4℃で 4時間または一晩転倒混和して反応させた。軽く

遠心してビーズを集め、Nonidet-P40 Bufferで 3回洗浄した。2xサンプルバッファーを 30 

L加え、100℃で 5分ボイルし、サンプル化した。SDS-PAGE後、ウェスタンブロッティ

ングを行った。 
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2.8. HDAC3のリン酸化状態の測定 

 

60 mm ディッシュに HEK293 細胞を蒔き、細胞密度が 50%程度になったときに、

myc-dysbindin-1 のコンストラクト 1.5 g と V5-HDAC3 のコンストラクト 0.5 g を

Lipofectamine 2000 12 Lと PlusTM Reagent 8 Lを用いてトランスフェクションした。

48 時間後にトリプシンを用いて細胞を回収し、Protease Inhibitor Cocktail と PMSF、

phosphatase inhibitor cocktail（Cell Signaling Technology社）の入ったNP-40 Buffer 400 

L を加えて懸濁し、4℃で 180,000 x g、30 分遠心して、細胞のライセートを調製した。

DC Protein assay によりタンパク質の濃度を測定し、1.5 mL チューブに、あらかじめ抗

V5抗体と 4℃で 4時間反応させた Protein Gセファロースビーズ 25 Lとライセート 500 

g 分相当を入れ、NP-40 Bufferで 500 Lにメスアップし、4℃で一晩転倒混和して反応

させた。翌日、Nonidet-P40 Bufferで 2回、CIAP Buffer（50 mM  Tris-HCl [pH9.0]、

100 mM  NaCl、1 mM MgCl2）で 2回ビーズを洗浄し、V5-HDAC3を精製した。精製し

た V5-HDAC3 を 2 つに分け、CIAP Buffer 30 L を加えて、片方にのみ Alkaline 

Phosphatase（Calf intestine）（TaKaRa）1 Lを加え、37℃で一晩インキュベートした。

翌日、軽く遠心してビーズを集め、2xサンプルバッファー30 Lを加えて、100℃で 5分ボ

イルしてサンプル化した。SDS-PAGE 後にウェスタンブロッティングをして、抗リン酸化

HDAC3ポリクローナル抗体と抗 V5ポリクローナル抗体で検出を行い、HDAC3のリン酸

化状態を調べた。 

 

 

2.9. ウェスタンブロッティング 

 

SDS-PAGE後のゲルをトランスファーバッファー（50 mM Boric Acid、5 mM EDTA、

pH 8.9）に浸し、ニトロセルロース膜（GE Healthcare）に 400 V、300 mAで 90分間ブ

ロッティングをした。メンブレンを 5%スキムミルク溶液に室温で 1時間浸し、ブロッキン

グをした。一次抗体溶液を 4℃で一晩反応させ、翌日、TBST（100 mM Tris-HCl [pH7.5]、

150 mM NaCl、0.1% Tween 20）で 5分の洗浄を 3回してから、二次抗体溶液を室温で 1

時間反応させた。TBSTで 5分の洗浄を 3回繰り返し、化学発光用試薬 ECL select （GE 

Healthcare）、ECL prime（GE Healthcare）または Luminata™ Western HRP 

Chemiluminescence Substrates（Millipore）によって処理をして、LAS3000（富士フィル

ム）により検出、撮影、記録を行った。 

ウェスタンブロッティングに使用した抗体と希釈倍率は表 2-2に記載した。 
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2.10. 免疫染色 

 

HEK293細胞はトランスフェクションから24時間後にポリリジンコートをしたカバーガ

ラス上に蒔き直した。トランスフェクションから 48 時間後にカバーガラスを PBS で洗浄

し、固定液（4% Paraformaldehyde、2mM NaOH / PBS）を加えて 37℃で 15分間静置し

て細胞を固定した。PBS で洗浄した後、0.2%の TrironX-100 を含む PBS を加えて室温で

10分間静置して、膜透過処理を行った。PBSで洗浄して、ブロッキング液（1%BSA / PBS）

を加えて室温で 1 時間ブロッキングし、その後ブロッキング液で 500 倍に希釈した一次抗

体を加えて、室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄した後、ブロッキング液で 1000 倍に

希釈した二次抗体と核染色のための Hoechstを加えて、1時間暗所で反応させた。その後、

PBSで洗浄して、80% glycerol、1% n-propyl gallateを用いてスライドグラス上にマウン

トし、マニキュアで封入した。蛍光顕微鏡を用いて観察し、画像を取得した。 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図 2. プラスミド 

（A）myc-dysbindin-1 のプラスミド。pcDNA3.1（Invitrogen社）の NotⅠと XhoⅠサイ

トにmycタグ x6を挿入し、XhoⅠと XbaⅠサイトにヒト dysbindin-1A、B、Cをクローニ

ングしてある。（B）V5-HDAC と V5-dysbindin-1 のプラスミド。pcDNA3.1/V5-His

（Invitrogen社）の BamHⅠと XhoⅠサイトにヒト HDACと dysbindin-1をそれぞれクロ

ーニングしてある。 
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表 2-1. ヒト HDAC1、HDAC2のクローニングに用いたプライマー 

 

遺伝子名 向き プライマー配列（5'→3'） 

HDAC1 FW aaaggatccagatggcgcagacgcagggc 

RV aaactcgagggccaacttgacctcctcctt 

HDAC2 FW aaaggatccccatggcgtacagtcaaggag 

RV aaactcgagggggttgctgagctgttctga 
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表 2.2. ウェスタンブロッティングに使用した抗体 

 

    メーカー 希釈倍率 

一次抗体 rabbit anti-dysbindin-1 antibody 石浦研究室で作成 1:1000 

  rabbit anti-HDAC3 antibody Abcam 1:1000 

  goat anti-GST antibody Amersgam 1:2000 

  rabbit anti-V5 antibody Millipore 1:10000 

  mouse anti-V5 antibody  Invitrogen 1:5000 

  rabbit anti-myc antibody Cell Signaling 1:1000 

  mouse anti-myc antibody Invitrogen 1:5000 

  rabbiti anti-phospho-HDAC3 antibody Cell Signaling 1:1000 

  rabbit anti-α-tubulin antibody Cell Signaling 1:1000 

  mouse anti-laminB antibody Invitrogen 1:1000 

  rabbit anti-Histone H3 antibody Abcam 1:5000 

  rabbit anti-acetyl Histone H3 antibody Millipore 1:5000 

  rabbit anti-NF-κB antibody Abcam 1:2000 

二次抗体 anti-rabbit IgG antibody (HRP-linked) Cell Signaling 1:5000 

  anti-mouse IgG antibody (HRP-linked) Cell Signaling 1:5000 

  anti-goat IgG antibody (HRP-linked) Santa Cruz  1:5000 
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3. 結果 

 

3-1. HDAC3と相互作用する dysbindin-1のアイソフォームの特定 

 

3-1-1. GST pull down assay 

 統合失調症の患者の脳での減少が報告されている dysbindin-1A、-1B、-1Cの 3つのアイ

ソフォームについて（図 3-1）、どのアイソフォームが HDAC3 とタンパク質間相互作用を

するのかを GST pull down assayにより調べた。 

 GST-dysbindin-1A、-1B、-1C のコンストラクトをそれぞれ大腸菌 BL-21 株に導入し、

対応するタンパク質を発現させた後、グルタチオンセファロースビーズとの複合体として

回収した。一方、HEK293細胞に V5-HDAC3をトランスフェクションし、ライセートを得

た。GST-dysbindin-1A、-1B、-1Cタンパク質とグルタチオンセファロースビーズの複合体

と、V5-HDAC3 を発現したライセートを反応させて GST pull down assay を行った（図

3-2）。GST-dysbindin-1A と B では V5-HDAC3 が共沈降したが、GST-dysbindin-1C では

共沈降しなかった。この結果から dysbindin-1の 3つのアイソフォームのうち-1Aと-1Bの

みが V5-HDAC3と結合することが分かった。 

 

3-1-2. 共免疫沈降法 

 さらに、dysbindin-1いずれのアイソフォームがHDAC3と相互作用をするのかをより生

体内に近い条件下で調べるため、ヒト培養細胞を用いた共免疫沈降法により検討を行った。 

 myc-dysbindin-1A、-1B、-1C と V5-HDAC3 を HEK293 細胞に過剰発現させ、そのラ

イセートを抗 V5 抗体で免疫沈降した（図 3-3）。myc-dysbindin-1A と-1B では共沈降が確

認され、-1Cでは共沈降しなかった。この結果からも dysbindin-1の 3つのアイソフォーム

うち-1Aと-1Bのみが HDAC3と結合することが分かった。 
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図 3-1. dysbindin-1の 3つのアイソフォーム 

dysbindin-1Aが 351アミノ酸で最も大きく、-1Bは C末端が-1Aと異なり短く、-1Cは-1A

の N末端の 81アミノ酸を欠いた構造をしている。dysbindin-1は古典的な核局在シグナル

はもたないが、-1A でアミノ酸配列の 1-217 に相当する N 末端側が核への局在に重要であ

ることが実験的に示されている。また、3つのアイソフォームに共通の、-1Aではアミノ酸

配列の 233-256の部分が核外輸送に必要であることが報告されている（75）。 
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図 3-2. GST pull down assay による HDAC3と相互作用する dysbindin-1のア

イソフォームの特定 

(A) 精製した GST-dysbindin-1A、-1B、-1C と V5-HDAC3 発現 HEK293 細胞のライセー

トを用いて GST pull down assay を行った。上のパネルは抗 V5 抗体による共沈降した

V5-HDAC3 の検出、下のパネルは抗 GST 抗体による GST 融合タンパク質の検出を示す。

(B) (A)で得られた結果を定量化し、V5-HDAC3を GST（dysbindin-1）で標準化した値を

計算し、dysbindin-1B を過剰発現させたときの値を 1 としてグラフに示した。Dunnett’s 

multiple comparison testを用いて有意差を検定した（*p<0.05）（n=3）。 
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図 3-3. 共免疫沈降法によるHDAC3と相互作用する dysbindin-1のアイソフォ

ームの特定 

(A) myc-dysbindin-1A、-1B、-1Cと V5-HDAC3を HEK293細胞に過剰発現させ、抗 V5

抗体で免疫沈降した。左がライセートで右が免疫沈降（IP）したサンプルをそれぞれ抗myc

抗体、抗 V5抗体でウェスタンブロットした結果である。(B) (A)で得られた結果を定量化し、

myc-dysbindin-1 を V5（HDAC3）で標準化した値を計算し、dysbindin-1Aを過剰発現さ

せたときの値を 1としてグラフに示した。Dunnett’s multiple comparison testを用いて有

意差を検定した（*p<0.05）（n=4）。 
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3-2. dysbindin-1による HDAC3のリン酸化状態の変化 

 

 石浦研究室の先行研究により、dysbindin-1 は DNA-PK 複合体によりリン酸化されるこ

とが明らかになっている（54）。一方で DNA-PK 複合体は HDAC3 をリン酸化し、その活

性を上昇させることが報告されている（55）。そこで dysbindin-1と HDAC3の相互作用が

HDAC3のリン酸化状態に影響する可能性を検討した。HDAC3では 424番のセリンがリン

酸化されることが分かっている（76）。抗リン酸化HDAC3抗体を用いて、3種の dysbindin-1

のアイソフォーム過剰発現下での HDAC3のリン酸化状態を調べた。 

 myc-dysbindin-1A、-1B、-1Cと V5-HDAC3をHEK293細胞に過剰発現させ、抗 V5抗

体で免疫沈降を行った。その産物を 2 群に分け、アルカリフォスファターゼ処理群（＋）

と無処理群（－）とした（図 3-4A）。アルカリフォスファターゼ処理群では V5-HDAC3は

検出されたが、リン酸化 HDAC3 は検出されず、Cell Signaling 社の抗 HDAC3 抗体がリ

ン酸化 HDAC3 とのみ反応し、脱リン酸化された HDAC3 とは反応しないことが確認され

た。無処理群で検出されたリン酸化 HDAC3はmyc-dysbindin-1B過剰発現下で最も多く検

出された。 

 得られた結果を定量化するために、リン酸化 HDAC3 のシグナル強度を V5-HDAC3 の

シグナル強度で標準化した値を計算し、dysbindin-1を過剰発現していないときの値を 1と

してグラフに示した（図 3-4B）。myc-dysbindin-1B過剰発現下では有意にリン酸化 HDAC3

が増加し、myc-dysbindin-1Aと-1Cについては過剰発現による影響は認められなかった。

この結果から dysbindin-1 のアイソフォーム-1B のみが HDAC3 の 424 番のセリンのリン

酸化を促進し、アイソフォーム-1Aと-1Cを過剰発現させても HDAC3のリン酸化状態に影

響がないことが分かった。 
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図 3-4. dysbindin-1による HDAC3のリン酸化状態の変化 

(A) myc-dysbindin-1A、-1B、-1Cと V5-HDAC3を HEK293細胞に過剰発現させ、抗 V5

抗体で免疫沈降（IP）した産物を、アルカリフォスファターゼ処理群と無処理群に分け、

抗リン酸化HDAC3と V5-HDAC3を検出した。左がライセートで右が免疫沈降（IP）した

サンプルである。(B) (A)で得られた結果を定量化し、リン酸化HDAC3を V5-HDAC3で標

準化した値を計算し、dysbindin-1が過剰発現していないときの値を 1としてグラフに示し

た。Dunnett’s multiple comparison testを用いて有意差を検定した（＊p<0.05）（n=6）。

mycはベクターのみをトランスフェクションしたコントロールである。 
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3-3. HDAC3の共発現による dysbindin-1の細胞内局在の変化 

 

3-3-1. dysbindin-1と HDAC3の細胞内局在 

 dysbindin-1と HDAC3がタンパク質間で相互作用することにより、細胞内における局在

が変化する可能性が考えられた。まず最初に dysbindin-1A、-1B、-1C そして HDAC3 の

細胞内における局在を検討した。 

 まず myc-dysbindin-1A、-1B、-1C と V5-HDAC3 それぞれを HEK293 細胞に過剰発現

させた。得られた細胞について細胞質と核とに分画し、それぞれの myc-dysbindin-1 と

V5-HDAC3の量を調べた（図 3-5）。myc-dysbindin-1の 3つのアイソフォームとも細胞質

画分に多く検出され、核画分ではわずかにしか検出されなかった。V5-HDAC3 は細胞質画

分と核画分の両方に局在が認められた。 

 

3-3-2. HDAC3の共発現による dysbindin-1の細胞内局在への影響 

 次に dysbindin-1 と HDAC3 が共存することで、細胞内における局在が変化するのかを

検討した。 

myc-dysbindin-1A、-1B、-1C と V5-HDAC3 のコンストラクトを HEK293 細胞に過剰

発現させ、細胞分画を行い、細胞質画分と核画分における myc-dysbindin-1 の各アイソフ

ォームの存在量を調べた（図 3-6）。細胞質画分では myc-dysbindin-1 の 3 つのアイソフォ

ームとも V5-HDAC3を共発現させたことによる存在量の変化は見られなかった。核画分で

は V5-HDAC3 の発現下で myc-dysbindin-1B の量が有意に増加し、myc-dysbindin-1A で

も量が増加する傾向が見られた。myc-dysbindin-1Cについては共発現による量の変化は見

られなかった。 

HDAC3の過剰発現による核内の dysbindin-1の量の変化を免疫染色でも調べた（図 3-7）。

dysbindin-1A、-1B、-1Cとも、HDAC3を過剰発現させても、主に細胞質に局在し、核に

はわずかに局在するのみであり、HDAC3 により、dysbindin-1A と-1B の核における存在

量が増加する様子は観察できなかった。 
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図 3-5. myc-dysbindin-1 と V5-HDAC3の局在 

myc-dysbindin-1A、-1B、-1C それぞれと V5-HDAC3 を HEK293 細胞に過剰発現させた

のち 48時間後に細胞分画を行い、細胞質画分と核画分中のmyc-dysbindin-1とV5-HDAC3

を検出した。Cyは細胞質画分、Nuは核画分を表す。細胞質マーカーとしてα-tubulin、核

マーカーとして lamin Bを用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-6. V5-HDAC3との共存によるmyc-dysbindin-1の局在の変化 

(A) myc-dysbindin-1A、B、Cと V5-HDAC3を過剰発現させた HEK293細胞を分画し、細

胞質画分と核画分中のmyc-dysbindin-1と V5-HDAC3を検出した。細胞質マーカーとして

α-tubulin、核マーカーとして laminB を用いた。(B, C, D) (A)の核画分のmyc-dysbindin-1

の定量化を行った。laminB も同時に定量化して、laminB で標準化した値を計算し、さら

に V5-HDAC3 を過剰発現させていないときの値を 1 としてグラフに示した。Student’s 

t-testを用いて有意差を検定した（*P < 0.05）（n=5）。V5はベクターのみをトランスフェ

クションしたコントロールである。 
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図 3-7. 免疫染色による dysbindin-1の細胞内局在の観察 

myc-dysbindin-1A、-1B、-1Cと V5-HDAC3を過剰発現させた HEK293 細胞を抗 myc 抗

体と抗 V5 抗体を用いて免疫染色した。Hoechst で核を検出した。スケールバーは 10 m

である。 
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3-4. dysbindin-1と HDAC3 の複合体の細胞内局在 

 

 HDAC3 の過剰発現により、HDAC3 と相互作用する dysbindin-1A と-1B の核での量が

増加したことから、dysbindin-1A と-1B は HDAC3 と核内で相互作用すると推測された。

そこで dysbindin-1と HDAC3が核内で相互作用するのかを調べた。 

 myc-dysbindin-1A、-1B、-1C と V5-HDAC3 を HEK293 細胞に過剰発現させ、細胞分

画を行い、核画分を抗 V5抗体で免疫沈降した（図 3-8）。3-1-2の細胞ライセートでの共免

疫沈降と同様、myc-dysbindin-1A と-1B では共沈降が確認され、-1C では共沈降しなかっ

た。この結果から、dysbindin-1A と-1B は核内で HDAC3 と複合体を形成していることが

分かった。 
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図 3-8. 核での dysbindin-1と HDAC3の相互作用 

2年以内に刊行予定 
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3-5. dysbindin-1による HDAC3の局在と核内でのリン酸化の変化 

 

 3-4で dysbindin-1とHDAC3は核で相互作用することが分かった。また HDAC3が主に

機能するのは核内であるため、dysbindin-1の過剰発現の際の HDAC3の核内における量と

リン酸化状態を調べた。 

 HEK293 細胞に myc-dysbindin-1A、-1B、-1C をそれぞれ発現させ、細胞分画を行い、

核画分のHDAC3の量とリン酸化状態を調べた（図 3-9）。HDAC3の核での量については、

dysbindin-1による影響は認められなかった。一方で、HDAC3の核内でのリン酸化状態に

ついては、HDAC3 と相互作用する dysbindin-1B の過剰発現で有意に減少しており、

dysbindin-1Aでも減少する傾向が見られた。 
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図 3-9. dysbindin-1による核での HDAC3の量とリン酸化状態の変化 

2年以内に刊行予定 
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3-6. dysbindin-1のヒストンアセチル化への影響 

  

3-6-1. dysbindin-1のヒストン H3のアセチル化への影響 

 dysbindin-1A と-1B は核内の HDAC3 のリン酸化を抑制しており、それにより HDAC3

の活性が下がり、ヒストンのアセチル化が上昇することが考えられた。そこで、dysbindin-1

のヒストンアセチル化への影響を検証した。HDAC3はヒストンH3やヒストン H4を基質

として脱アセチル化することが知られており（57）、ヒストンH3のアセチル化に抗ヒスト

ン H3アセチル化抗体を用いて調べた。 

 HEK293 細胞に myc-dysbindin-1A、-1B、-1C をそれぞれ発現させ、細胞分画を行い、

核画分を用いてウェスタンブロットを行った（図 3-10）。HDAC3と結合する dysbindin-1A

と-1BでヒストンH3のアセチル化が上昇する傾向が見られた。 

 

3-6-2. dysbindin-1による HDAC3のヒストンH3への結合への影響 

HDAC3は SMRT/NCoR と複合体を形成することでヒストンを脱アセチル化することが

知られている（図 1-2）。核内で dysbindin-1A と-1B が HDAC3 と相互作用することで、

HDAC3 が SMRT/NCoR と複合体を形成できなくなり、ヒストンに結合できなくなる可能

性が考えられ、これを検証した。 

 HEK293 細胞に myc-dysbindin-1A、-1B、-1C をそれぞれ発現させ、細胞分画を行い、

核画分を抗ヒストンH 3抗体で免疫沈降した（図 3-11）。すべての dysbindin-1のアイソフ

ォームで V5-HDAC3の共沈降が起こり、共沈降した V5-HDAC3の量に dysbindin-1 によ

る影響は認められなかった。また、HDAC3 と相互作用する dysbindin-1A と-1B は抗ヒス

トンH3抗体で共沈降し、-1Cでは共沈降は起こらなかった。 
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図 3-10. dysbindin-1のヒストン H3 アセチル化への影響 

2年以内に刊行予定 
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図 3-11. dysbindin-1による HDAC3のヒストン H3への結合への影響 

2年以内に刊行予定 
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3-7. dysbindin-1の NF-κBシグナルへの影響 

 

 先行研究により、HDAC3は核内のNF-κBを脱アセチル化し、NF-κBの核外輸送を促

進することで、NF-κB 依存的なシグナルを抑制することが知られている（61, 62）。

dysbindin-1A、-1BはHDAC3との相互作用を通じて、NF-κBシグナルに影響を与える可

能性が考えられ、これを検証した。 

 HEK293 細胞に V5-dysbindin-1A、-1B、-1C をそれぞれ発現させて、細胞分画を行い、

核画分についてウェスタンブロットを行った（図 3-12）。dysbindin-1A、-1B、-1C すべて

のアイソフォームの過剰発現で、核での NF-κBの量が減少していた。 

  



40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-12. dysbindin-1による核内 NF-κBの量の変化 

2年以内に刊行予定 
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3-8. dysbindin-1と HDAC1、HDAC2との相互作用 

 

3-8-1. GST pull down assay による dysbindin-1と HDAC1、HDAC2の相互作用 

 HDAC はその相同性からクラスⅠ、クラスⅡ、クラスⅢ、クラスⅣの 4 つのクラスに分

けられ、HDAC3は HDAC1、HDAC2、HDAC8とともにクラスⅠに分類される。HDAC3

との相同性は HDAC1 と HDAC2 は約 60%、HDAC8 が約 40%である。dysbindin-1 は

HDAC3 だけでなく、相同性の高い他のクラスⅠHDAC とも相互作用する可能性が考えら

れ、HDAC3と特に相同性が高い HDAC1と HDAC2に関して、dysbindin-1との相互作用

の有無を調べた。 

 GST-dysbindin-1A、-1B、-1Cのコンストラクトをそれぞれ大腸菌に BL-21株に導入し、

対応するタンパク質を発現させた後、グルタチオンセファロースビーズとの複合体として

回収した。一方、HEK293細胞に V5- HDAC1、V5-HDAC2をそれぞれトランスフェクシ

ョンし、ライセートを得た。GST-dysbindin-1A、-1B、-1Cタンパク質とグルタチオンセフ

ァロースビーズの複合体と、V5-HDAC1、V5-HDAC2を発現したライセートを反応させて

GST pull down assay を行った（図 3-8A、B）。HDAC2 については、HDAC3 と同様、

GST-dysbindin-1A と-1B で共沈降が見られたが、-1C では共沈降は起こらなかった。

HDAC1については、GST-dysbindin-1A、-1B、-1Cのすべてで共沈降が見られ、-1Cのバ

ンドは-1A、-1Bに比べて薄かった。これらの結果から、dysbindin-1は HDAC1、HDAC2

と相互作用することが示唆された。 

 

3-8-2. 共免疫沈降による dysbindin-1と HDAC1の相互作用  

GST pull down assayでは HDAC2は HDAC3と同様、dysbindin-1Aと-1Bのみと相互

作用するという結果が得られたが、HDAC1では dysbindin-1A、-1B、-1Cのすべてと相互

作用が見られた。dysbindin-1とHDAC1の相互作用が dysbindin-1のアイソフォームによ

るかをさらにヒト培養細胞を用いた共免疫沈降法により検討した。 

 myc-dysbindin-1A、-1B、-1C と V5-HDAC1 を HEK293 細胞に過剰発現させ、そのラ

イセートを抗 V5 抗体で免疫沈降した（図 3-8C）。myc-dysbindin-1A と-1B では共沈降が

確認されたが、-1Cでは共沈降しなかった。これらの結果から HDAC3と同様、dysbindin-1

の 3 つのアイソフォームうち-1A と-1B のみが HDAC1 と HDAC2 と相互作用することが

分かった。 
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図 3-13. dysbindin-1と HDAC1、HDAC2との相互作用 

2年以内に刊行予定 
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図 3-14. 共免疫沈降法による HDAC1 と相互作用する dysbindin-1 のアイソフ

ォームの特定 

2年以内に刊行予定 
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4. 考察 

 

4-1. HDAC3と結合するアイソフォーム 

 

 石浦研究室での先行研究により、生体内において dysbindin-1 と HDAC3 が結合するこ

とが明らかにされた（図 1-4）。現在、NCBI データベースにヒトの dysbindin-1 には-1A、

-1B、-1C、-1D、-1Eの 5つのスプライシングアイソフォームが登録されており、これらの

うち-1A、-1B、-1C については統合失調症患者の死後脳で減少していることが確認されて

いる（10, 19, 40, 41）。そこで本研究で、dysbindin-1A、-1B、-1Cの 3つのアイソフォー

ムのうち、どのアイソフォームが HDAC3と結合するのかを GST pull down assayと過剰

発現系における共免疫沈降法により検討したところ、-1Aと-1B は HDAC3 と結合し、-1C

は結合しないことが示された（図 3-2、図 3-3）。dysbindin-1Aは 351アミノ酸で 3つのア

イソフォームのうち最も長く、-1B は 303 アミノ酸で 271 番目以降のアミノ酸が-1A と異

なる。-1Cは 270アミノ酸で、-1AのN末端の 81アミノ酸を欠いたものである（図 3-1）。

-1A、-1B、-1Cが共通にもつ、-1Aでは 82番目から 181番目のアミノ酸に当たる領域はコ

イルドコイル（coiled-coil）構造を取ることが知られており、それよりN末端側は弱塩基性

で、C末端側は酸性であるとされている。-1Aと-1Cが共通にもつ C末端の 56アミノ酸は

タンパク質の安定性に関与する PESTドメインであるとされている。-1Aと-1Bは HDAC3

と結合し、-1Cは結合しないという結果から、HDAC3との結合に必要な dysbindin-1の領

域は、-1A と-1B が共通にもつ、コイルドコイル構造より前の、弱塩基性の N 末端側領域

であることが示唆された。コイルドコイル構造は、同構造をもつ同種または他のタンパク

質との結合に寄与することが知られているが、dysbindin-1と HDAC3の結合はコイルドコ

イル構造を介したものではないことが分かった。 

 

 

4-2. HDAC3との結合による dysbindin-1の局在の変化 

 

 dysbindin-1Aと-1BがHDAC3と結合することが明らかになり、この結合が dysbindin-1

の細胞内での局在に影響するのかを HEK293 細胞における過剰発現系を用いて検討した。

dysbindin-1 の局在については、先行研究で、SH-SY5Y 細胞における内在性のものと、

COS-7細胞において過剰発現させたものが調べられており、dysbindin-1Aと-1Bは核にも

存在するが、-1Cは核には存在しないという報告がなされている（54）。本研究では HEK293

細胞に過剰発現させたが、-1A、-1B、-1C の 3 つのアイソフォームとも核での存在が見ら

れた（図 3-5）。アイソフォーム-1C で見られた矛盾は、細胞の種類による可能性が考えら

れる。先行研究と今回の結果とを合わせて、dysbindin-1は主に細胞質に存在するが、核に
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も存在するとしてよいと考えられる。HDAC3に関しては、核、細胞質ともによく存在して

いることが知られており、本研究でも同様の結果が見られた（図 3-5）。 

 dysbindin-1 と HDAC3 を HEK293 細胞に共発現させたところ、細胞分画とウェスタン

ブロッティングでは HDAC3 の過剰発現で核内の dysbindin-1B の存在量が有意に増加し、

-1Aについても増加する傾向が見られた（図 3-6）。しかし、免疫染色では、HDAC3を過剰

発現させても dysbindin-1A、-1B とも主に細胞質に存在するために、核への局在を蛍光で

有意に認めることができなかった（図 3-7）。したがって、本法では目標とした核内におけ

る存在の増加は見られなかった。これはもともと dysbindin-1の核への局在はわずかであり、

HDAC3の過剰発現によりその局在が増加しても、免疫染色法では観察できなかったと考え

られる。ウェスタンブロッティングでは、HDAC3による核内での存在量の増加が HDAC3

と結合する-1A と-1B のみで見られたことから、HDAC3 との結合により、dysbindin-1A

と-1Bは核での存在が増加したと考えることができる。dysbindin-1は主に細胞質に局在す

るが、これは dysbindin-1が核外移行シグナル（nuclear exporting signal）をもつからで

ある（図 3-1）。dysbindin-1 はこの核外移行シグナルにより、CRM1 と結合し、エクスポ

ーチン-1と CRM1により核外へ輸送され、核外移行シグナルを除去したり、シグナルに変

異を入れたりすると dysbindin-1は核にもよく局在することが知られている（75）。この報

告を基に考えると、dysbindin-1A と-1B は核内で HDAC3 と結合し、HDAC3 と結合した

ことでエクスポーチン-1 による核外への輸送を受けなくなり、核内での存在量が増加した

と考えることができ、dysbindin-1A または-1B と HDAC3 の複合体は核内に存在すると推

測された。 

 

 

4-3. 核内での dysbindin-1と HDAC3の結合 

 

 dysbindin-1 と HDAC3 の複合体は核に存在すると推測され、これを HEK293 細胞にお

ける過剰発現系の核抽出物で共免疫沈降を行い検討した。その結果、dysbindin-1A と-1B

は核内でHDAC3と結合することが示された（図 3-8）。HDAC3は細胞質にも存在するが、

主に働くのは核内であることが知られており、dysbindin-1A、-1Bとの結合により、HDAC3

の働きが変化し、下流シグナルに影響する可能性が考えられた。 

 

 

4-4. dysbindin-1による核内 HDAC3のリン酸化レベルの低下と 

ヒストンアセチル化の低下 

 

dysbindin-1A と-1B は HDAC3 と核内において相互作用し、HDAC3 が主に働くのは核

内であるため、核内における dysbindin-1 の HDAC3 への影響を検討した。その結果、
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dysbindin-1 により HDAC3 の核での存在量に変化は見られなかった。一方で、

dysbindin-1A と-1B は核内の HDAC3 のリン酸化レベルを低下させることが分かった（図

3-9）。HDAC3 はリン酸化により活性が上昇することが知られており（55, 76）、HDAC3

の下流シグナルへの影響が考えられた。 

 HDAC3 はヒストン H3 やヒストン H4 を基質とすることが知られており（57）、

dysbindin-1のヒストンH3のアセチル化への影響を調べた。その結果、dysbindin-1Aと-1B

の過剰発現でヒストン H3のアセチル化は上昇する傾向が見られた（図 3-10）。 

 HDAC3 はコリプレッサーである SMRT/NCoR と複合体を作り、ヒストンを脱アセチル

化し、転写を抑制することが知られている（図 1-2）（58, 59）。dysbindin-1A、-1Bとの結

合により、SMRT/NCoR と複合体を形成できず、ヒストンに結合できなくなる可能性が考

えられ、これを検討した。dysbindin-1の 3つのアイソフォームをそれぞれ過剰発現させた

核抽出物を用いて抗ヒストン H3 抗体で共免疫沈降を行ったところ、共沈降する HDAC3

の量に違いは見られなかった。一方で、dysbindin-1A と-1B は抗ヒストン H3 抗体で共沈

降し、-1Cは共沈降しなかった（図 3-11）。dysbindin-1Aと-1Bは共沈降し、-1Cはしない

というアイソフォームの選択性は HDAC3との相互作用と一致しており、dysbindin-1Aと

-1Bは HDAC3との相互作用により、ヒストン H3に結合すると考えられる。 

 

 

4-5. dysbindin-1の HDAC3 のリン酸化への影響 

 dysbindin-1の各アイソフォームの HDAC3のリン酸化への影響を調べたところ、細胞ラ

イセートでは、dysbindin-1Bによりリン酸化HDAC3が増加したが（図 3-4）、核画分にで

は、dysbindin-1Bによりリン酸化 HDAC3は減少した（図 3-9）。HEK293細胞について細

胞分画を行うと、回収できる細胞質のタンパク質量は核のタンパク質量のおよそ 2～2.5 倍

である。また、細胞分画で核タンパク質を抽出するときにはソニケーションを行うが、細

胞ライセートを抽出するときにはソニケーションをしておらず、細胞ライセートのタンパ

ク質中に含まれる核タンパク質の量は 25%以下と考えられる。したがって、細胞ライセー

トは主に細胞質のタンパク質であると考えられ、細胞質では dysbindin-1B はリン酸化

HDAC3を増加させ、核では減少させると考えられる。 

核内でのリン酸化HDAC3の減少は、DNA-PK複合体が dysbindin-1と HDAC3をとも

にリン酸化するため、基質として競合した可能性が考えられる。DNA-PK 複合体は細胞質

にも存在するが、核とは違う因子と相互作用するなどして、HDAC3のリン酸化への影響が

核とは異なった可能性がある。 

ちなみに細胞質で HDAC3 をリン酸化するキナーゼにはパーキンソン病に関連する

PTEN-induced putative kinase 1（PINK1）がある（77）が、PINK1と dysbindin-1の関

連はこれまでに報告されていない。がん原遺伝子チロシンプロテインキナーゼである Src

は HDAC3 をリン酸化することが知られており（78）、dysbindin-1 欠損マウスでは Srcの
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活性が低下することが知られている（79）。本研究では、HDAC3の 424番目のセリンのリ

ン酸化を調べたため、チロシンキナーゼである Srcで説明することはできないが、Srcのよ

うに、dysbindin-1により活性が上昇し、HDAC3をリン酸化するセリン・スレオニンキナ

ーゼが存在する可能性も考えられる。 

 

 

4-6. dysbindin-1による核内 NF-κBの減少 

 

 HDAC3は核内においてNF-κBの構成因子であるRelAを脱アセチル化することで、NF-

κBの核外輸送を促進し、NF-κB依存的シグナルを抑制することが知られている（図 1-3）

（57, 62）。dysbindin-1Aと-1Bにより、核内における HDAC3のリン酸化は低下すること

が分かり、HDAC3 の活性が低下し、NF-κB の脱アセチル化が低下し、NF-κB の核外輸

送が起こらず、核内におけるNF-κBが増加する可能性が考えられ、検討した。その結果、

dysbindin-1A、-1B、-1Cすべてのアイソフォームの過剰発現で、核内のNF-κBの量は減

少することが分かった（図 3-12）。これは dysbindin-1A と-1B により核内 HDAC3 のリン

酸化が減少していることから推測せれた仮説と反対の結果であった。また、NF-κBに対す

る dysbindin-1の影響はアイソフォーム選択的でないため、3-7で見られた dysbindin-1に

よる核内 NF-κB の減少は dysbindin-1 と HDAC3 の相互作用とは異なるメカニズムで起

こると推測される。 

 

 

4-7. dysbindin-1と HDAC1、HDAC2の相互作用 

 

HDAC はその相同性からクラスⅠ、クラスⅡ、クラスⅢ、クラスⅣの 4 つのクラスに分

けられ、HDAC3は HDAC1、HDAC2、HDAC8とともにクラスⅠに分類される。HDAC3

との相同性は HDAC1 と HDAC2 は約 60%、HDAC8 が約 40%である。dysbindin-1 は

HDAC3 だけでなく、相同性の高い他のクラスⅠHDAC とも相互作用する可能性が考えら

れ、dysbindin-1と HDAC1、HDAC2との相互作用の有無を GST pull down assayと共免

疫沈降法で検討した。その結果、HDAC3と同様、dysbindin-1Aと-1Bは HDAC1、HDAC2

と相互作用し、-1Cはしないことが分かった（図 3-13、図 3-14）。したがって、dysbindin-1

は-1A と-1B に共通する弱塩基性の N 末端領域でクラスⅠHDAC の HDAC1、HDAC2、

HDAC3と相互作用すると考えられる（図 3-1）。 

 HDAC1、HDAC2、HDAC3は HDAC1とHDAC2の相同性が 83%と最も高く、HDAC3

と HDAC1、HDAC3とHDAC2の相同性はそれぞれ 58%と 56%である。3つの HDACで

最も相同性の高い領域は HDAC3でアミノ酸残基 128から 196 に当たる部分であり、この

部分で dysbindin-1 と結合している可能性がある（図 4-1）。HDAC3 の deletion mutant
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を作成して GST pull down assayや共免疫沈降を行うことで、HDACの dysbindin-1との

結合領域を同定することができると考えられる。dysbindin-1 と HDAC の相互作用のより

詳細なメカニズムを知ることは、新しい創薬ターゲットの発見につながる可能性がある。 

 

 

4-8. 本研究による統合失調症発症のメカニズムのモデル 

 

 本研究により、dysbindin-1A と-1B は核内で HDAC3 と相互作用し、その複合体はヒス

トンに結合することが示唆された。また、dysbindin-1A と-1B は核内の HDAC3 のリン酸

化を低下させることで、HDAC3の活性を低下させ、ヒストンのアセチル化が上昇すること

が示唆された。以上のことから、dysbindin-1A、-1Bは核内でHDAC3と複合体を形成し、

ヒストンに結合する。dysbindin-1A、-1B と結合した HDAC3 はリン酸化レベルが低く、

ヒストンの脱アセチル化が保たれ、転写が正常に起こる。一方で、統合失調症患者では

dysbindin-1の発現が低下しており、HDAC3は dysbindin-1A、-1Bと結合せず、リン酸化

レベルが高く、活性が高い状態でヒストンに結合し、ヒストンの脱アセチル化が過剰に起

こり、必要な遺伝子の転写が起こらず、統合失調症の症状が発現するというモデルが立て

られる（図 4-2）。 

 dysbindin-1はHDAC3と直接相互作用するのか、それともNCoR/SMRTまたはDNA-PK

複合体などを介して相互作用するのかは不明である。NCoRや DNA-PK複合体をノックダ

ウンした条件下で dysbindin-1 と HDAC3 の相互作用を検討することにより、複合体を形

成する因子が特定できると考えられる。 

 本研究から立てられたモデルにより制御される遺伝子の候補としてシナプス小胞結合タ

ンパク質である synapsinⅠが考えられる。先行研究により、dysbindin-1 を過剰発現させ

ると synapsinⅠの発現が増加することが知られており（29）、また、dysbindin-1の核外輸

送を止め、核への局在を増加させることでも synapsinⅠの発現が増加することが報告され

た（75）。一方で、HDAC3は synapsinⅠのプロモーター領域に結合し、転写を制御するこ

とが報告されており（80）、dysbindin-1A、-1B がHDAC3と相互作用し、ヒストンのアセ

チル化を保つことで、synapsinⅠの転写が起こると考えられる。これを検証するためには

クロマチン免疫沈降法が有効であると考えられる。 

synapsinⅠの他にも synapsinⅡや syntaxin-1、synaptotagmin-1、AP3などのシナプス

関連タンパク質やカルシウム結合タンパク質である parvalbumin が dysbindin-1 欠損マウ

スでの減少することが報告されており（81）、これらのタンパク質の減少にも dysbindin-1

と HDAC3 の相互作用が関わる可能性が考えられる。これらのタンパク質以外にも、統合

失調症患者では受容体や神経伝達物質の合成酵素など多くのタンパク質の発現が変化して

おり（82, 83, 84, 85）、これまで dysbindin-1との関連が考えられていなかったタンパク質

の発現にもHDAC3を介して dysbindin-1が関わる可能性が考えられる。 
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本研究により立てられたモデルをより発展させることにより、統合失調症発症のメカニ

ズムがより明確になり、HDAC 阻害剤の統合失調症治療薬の可能性が示唆されるのではな

いかと考えられる。 
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図 4-1. HDAC1、HDAC2、HDAC3のアミノ酸配列の比較 

ClustalW (http:// clustalw.ddbj.nig.ac.jp)を用いてアラインメントを行った。 
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図 4-2. 統合失調症発症メカニズムのモデル 

（左）健常者の脳では dysbindin-1A、-1Bが十分に発現しているため、dysbindin-1Aと-1B

が HDAC3と結合し、HDAC3の活性が下がり、ヒストンの脱アセチル化が抑制され、記憶

や学習に必要な遺伝子の転写が起こる。（右）統合失調症患者の脳では、dysbindin-1A、-1B

が減少しているため、dysbindin-1A と-1B と HDAC3 の結合が起こらず、HDAC3 のリン

酸化状態が上昇し、活性が高く、脱アセチル化が進み、遺伝子の転写が起こらない。 
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