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＜序論＞ 

 

1. 特定の立体構造をとらないプリオン様ドメイン 

タンパク質は二次構造としてαヘリックスやβシート構造を形成するが、そのよ

うな構造をとらない領域も存在し、「天然変性領域（intrinsically disordered region, IDR）」

と呼ばれている（Dyson and Wright, 2005）。特定の構造を取らないため、IDRは静電

作用や疎水性作用を介して多様なタンパク質やRNAと多価で弱い相互作用、つまり複

数の弱い結合点を作ることが可能であり、生体分子複合体のハブとなりやすい性質を

持つ（Haynes et al., 2006; Shimizu and Toh, 2009; Gomes and Shorter, 2019）。このような

IDRの持つ多価相互作用は、液-液相分離（liquid-liquid phase separation, LLPS）を引き

起こして細胞内でコンデンセート（condensate）と呼ばれる構造を形成し、多様な細胞

機能に関与している（Banani et al., 2017）。IDR含有タンパク質をハブとした細胞内コ

ンデンセートの形成は、細胞内の様々な生化学反応を時空間的に促進的または抑制的

に調節している（Boeynaems et al., 2018; Woodruff et al., 2018）。 

IDRの一種であるプリオン様ドメイン（prion-like domain, PrLD）は、狂牛病などの

プリオン病原因タンパク質であるプリオンと類似したアミノ酸組成（グリシン、極性

アミノ酸、芳香属アミノ酸に富む）のタンパク質ドメインである。PrLDは通常、特定

の立体構造をとらないかαヘリックス構造をとるが、βシート構造に転換すると、ゲ

ル・固相へと転移して凝集化しやすい特徴を持つ（Patel et al., 2015）。このようなPrLD

による凝集体形成が、筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis, ALS）や前頭

側頭葉変性症（frontotemporal lobar degeneration, FTLD）などの神経変性疾患の発症と

関連していることが指摘されており、注目されてきた（Kato et al., 2012; Ling et al., 2013; 

Portz et al., 2021; Wang et al., 2018）（図1）。実際、PrLD含有タンパク質であるfused in 

sarcoma（FUS）、TAR DNA-binding protein-43（TDP-43）、およびheterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A1（hnRNPA1）の凝集体形成が神経変疾患患者で観察されており、

凝集体を形成しやすくなるようなPrLDにおける変異が家族性神経変性疾患の遺伝的

要因として指摘されている（Kim et al, 2013; Harrison and Shorter, 2017; Alberti and Hyman, 

2021）。しかしながら、正常な細胞では、PrLD含有タンパク質は凝集体を形成してい
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ないという報告が多く（Franzmann and Alberti, 2019; Maharana et al., 2018）、PrLDによ

る凝集化は生物にとって特殊な状態であると考えられる。 

 

2. IDR/PrLDによるタンパク質機能多様化の仮説 

IDRは真核生物に多く存在し、原核生物にはほとんど存在しない。真核生物では30

残基以上のIDRを持つタンパク質は全体の30%程度を占めると予測されるのに対して、

原核生物では5%以下である（Ward et al., 2004）。一般的に、ゲノムにコードされてい

るIDRの長さは、生物の複雑さとともに増加することが報告されている（Xue et al., 

2012; Niklas et al., 2018）。IDRは選択的スプライシングを受けるエクソンにコードさ

れることが多いため（Romero et al., 2006; Dunker et al., 2008）、同一遺伝子からIDRの

長さが異なる複数種類のタンパク質が合成されることも少なくない。こういったIDR

のスプライシングによる脱着によって、様々なタンパク質間相互作用ネットワークの

構築を可能にすることで、ゲノムサイズを変えることなくタンパク質機能を拡張して

いるのかもしれない（Niklas et al., 2015; Babu, 2016）。実際、相同遺伝子や選択的スプ

ライシングバリアントの間でPrLDの長さが異なっており、こういったPrLDの多様性

が環境応答や生物多様性において進化的な利点を与えたことが酵母や植物を対象と

した研究から示唆されている (Halfmann et al., 2012; Jung et al., 2020; Dorone et al.,2021）

（図1）。しかし脊椎動物では、PrLDの病理学的側面が注目される一方で、PrLDの生

物学的意義や生理的意義についての研究はあまり進んでいないのが現状である。 

 

3. NFAR1とNFAR2による転写・翻訳制御および細胞ストレス防御機能 

Interleukin enhancer-binding factor 3（Ilf3）は、原核細胞や単細胞真核生物、植物に

は存在せず、脊椎動物のみで保存されたストレス応答に関連する遺伝子である

（Harashima et al., 2010; Castella et al., 2015）。Ilf3から選択的スプライシングによって

nuclear factor associated with dsRNA 1（NFAR1, 別名NF90）とNFAR2（別名NF110, ILF3）

の2種類のタンパク質が合成される。NFAR2はC末端に200アミノ酸を越える長いPrLD

を持つ一方で、NFAR1はそれを持たない（Duchange et al., 2000; Batlle et al., 2017）（図

2）。NFAR1とNFAR2はPrLDの有無以外は同一であり、どちらもダブルジンクフィン

ガードメイン（DZF）を1つ、二本鎖RNA結合ドメイン（dsRBM）を2つ、Arg-Gly-Gly/Arg-
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Gly配列繰り返しモチーフ（RGG/RG motif）を1つ持っている（Castella et al., 2015）（図

2）。主にこれらのDNA結合能やRNA結合能を持つモチーフを介して、NFAR1とNFAR2

（NFARs）のどちらもが転写・翻訳制御に関与することが知られている。Ilf3ノックア

ウトマウス（NFAR1とNFAR2の両方を欠損したマウス）は周産期で致死であり、

NFARsはマウスの生存に必須である（Shi et al., 2005）。NFARsは核と細胞質間を行き

来し（Brownawell and Macara, 2002）、その局在変化は転写・翻訳の調節に関わる（Parrott 

et al., 2005; Castella et al., 2015）。NFARsは通常核内に局在して転写調節因子として機

能しており（Reichman et al., 2002; Reichman and Mathews, 2003）、その一部は核から

細胞質へのmRNA輸送を担っている（Parrott et al., 2005; Pfeifer et al., 2008）。細胞がウ

イルス感染や酸化ストレスなどのストレスに曝されると、NFARsの核から細胞質への

移行が促進し、ウイルス由来mRNAの翻訳抑制、mRNA安定性への寄与や一部mRNA

の翻訳促進など、ストレスの種類とターゲットmRNAに応じた翻訳制御を行い、細胞

のストレス防御に関与することが報告されている（Harashima et al., 2010; Kuwano et al., 

2008; Agca et al., 2015）。以上のように、NFAR1とNFAR2は転写・翻訳制御に広く関

わり、発生過程に必須の機能や細胞のストレス防御を担う重要な生体分子である。 

 

4. NFAR1とNFAR2のPrLD依存性細胞内局在制御 

上述したように、NFAR1とNFAR2は共通した機能を持つ一方で、核内および細胞

質内において異なる局在を示すことが報告されている。核内では、NFAR1とNFAR2の

両方が共通して核小体に局在する一方で、核質にはNFAR2のみ存在することが観察さ

れている（Viranaicken et al., 2011; Reichman et al., 2003; Castella et al., 2015）。細胞質で

は、神経RNA顆粒やストレス顆粒の構成因子であるRNG105が形成するコンデンセー

トへのNFAR2の局在が観察される一方で、NFAR1は局在を示さない（Shiina and 

Nakayama, 2014）。NFAR1とNFAR2の違いはPrLDの有無のみであることから、これら

の局在の違いはPrLDに由来すると考えられる。注目すべきことに、核質はLLPSによ

って形成される構造ではないことから、NFAR2特異的な核質への局在は、PrLDのLLPS

によらない分子間相互作用を介したものである可能性がある。しかしながら、これら

の知見は培養細胞を用いた研究に留まっており、PrLDの有無による細胞内局在の違い

が持つ生理的意義は不明である。以上のように、PrLDに由来したNFARsの細胞内局在
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の違いがすでに知られており、その局在の違いによる機能的な差異が期待されること

から、NFAR2のPrLDを欠損させた変異体を用いた研究は、PrLDの生理的意義を理解

するのに良い研究対象であると考えられる。 

 

5. 本研究で明らかにしたこと 

本研究では、NFAR2 PrLDのマウス生体における生理的な意義を調べるために、

PrLDを欠損させたIlf3変異マウス（Ilf3ΔPrLD/ΔPrLDマウス）を作製した。NFAR2はストレ

ス応答性のRNA結合タンパク質であり、脳での発現レベルが特に高いことから、脳の

酸化ストレスレベルを上昇させる慢性ストレスをマウスに負荷した際の影響を調べ

た（Zafir and Banu, 2009; Schiavone et al., 2013）。顕微鏡を用いた組織学的解析、RNA-

seqとribosome profilingを用いた網羅的な転写・翻訳解析、および行動解析を通じて、

NFAR2のPrLDが核への局在に重要であること、慢性ストレス依存的なmRNA発現・翻

訳調節に重要であること、慢性ストレス下におけるマウスの恐怖条件付け学習の記憶

形成・保持に重要であることを明らかにした。以上の結果は、NFAR2のPrLDが、その

凝集体形成能とは無関係に、細胞内局在調節能をNFAR2に付与したことによって、環

境応答的な機能を獲得したことを示唆している。 
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＜材料と方法＞ 

 

実験動物倫理規定 

マウスの飼育および実験は、自然科学研究機構動物実験委員会と富山大学の動物

実験委員会に承認され、自然科学研究機構動物実験委員会と富山大学の動物実験委員

会の動物実験ガイドラインにしたがって実施した。 

 

DZFドメインを含むタンパク質の分子系統解析 

DZF含有タンパク質のアミノ酸配列は、Ensemble（Cunningham et al., 2022）および

SMART（Letunic et al., 2021）から入手した。 系統樹は、MEGA 11（Tamura et al., 2021）

を用いて最尤法によって作製した。 

 

IDRおよびPrLDの解析 

IDRの解析は、DISOPRED3（Jones and Cozzetto, 2015）およびPONDR-FIT（Xue et 

al., 2010）を使用した。 PrLDの解析は、PLAACを使用した（Lancaster et al., 2014）。 

 

ILF3 PrLD欠損マウスの作製 

Ilf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスは先行研究で報告された手順をもとに作製した（Isobe et al., 2020）。

Ilf3遺伝子のエクソン20の5'-CCCTGTCTAGGTCAGTTCTACAG-3'を標的とするgRNA

とCas9 mRNAをmMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit （Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA）を用いてin vitroで転写し、MEGAclear Transcription Clean-Up Kit （Thermo 

Fisher Scientific）で精製した。ILF3のPrLDをコードするエクソン20の先頭のコドンを

終止コドンに置換するために、一本鎖オリゴDNA（ssODN）を合成した。ssODN配列：

5'-

CGGCTGCGGGCCAGCCTTCAGGGCCCATGACTGCTCCTTCCTCCCCTCCCAGCCCT

CACCCTGGGACCATCCATCTAATCTGCTGCTTCCCTGTCTAGGTTAGTTCTACAGC

AATGGAGGGCATTCTGGGAATGCCGGTGGTGGAGGCAGCGGGGGAGGTGGTGGC

TCATCCAGCTACAGCTCCTACTACCAAGGAGACA-3'。Cas9 mRNA（25 ng/µl）、gRNA

（12.5 ng/µl）とssODN（100 ng/µl）を混合し、受精卵へ注入した。ジェノタイピング
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は、 1 塩基置換された Ilf3 のエクソン 20 を含む領域を、プライマー 5'-

ATCAGCTGAGGGTGAGTGGAGCTG-3' お よ び 5'-

TGCAGCGGCTTCTTCCCAGCATGC-3'（PrLD-R）を用いてPCRで増幅し、そのPCR産

物をExoSAP-IT（Thermo Fisher Scientific）で処理してプライマーを除去した後、精製

したPCR産物からPrLD-Rプライマーを用いてシークエンスを行った。シークエンスし

たDNA配列はApEソフトウェア（Davis and Jorgensen, 2022）で視覚化した。 

 

ILF3欠損マウスの作製 

ILF3欠損マウスは、本研究室で以前行った変異マウス作製法（Nakazawa et al., 2020）

をもとに、CRISPR/Cas9システムを用いて作製した。gRNAは、Ilf3遺伝子のエクソン

7配列5'-CGTCCCTCCGACACGCCAAG-3'をターゲットとするように設計した。 T7プ

ロモーター、gRNAスペーサー（ターゲット配列）、およびgRNA scaffoldを含むgRNA

テンプレートDNAは、gBlocks人工遺伝子合成受託サービス（ Integrated DNA 

Technologies, Coralville, IA）で合成し、MEGAshortscript T7 Transcription Kit（Thermo 

Fisher Scientific）を使用してgRNAに転写した。gRNAを0.3U/ µl Turbo DNase（Thermo 

Fisher Scientific）で37°Cで15分間処理し、フェノール-クロロホルム抽出とエタノール

沈殿によって精製した後、Opti-MEM1（Thermo Fisher Scientific）に溶解した。 

C57BL/6Jマウスの体外受精卵を受精4時間後にウィッテン修飾培地（mWM）で3回

洗浄し、200 ng/µlのCas9タンパク質（Integrated DNA Technologies）および200 ng/µlの

gRNAを含むopti-MEM1で満たされた電極間に静置した。エレクトロポレーションは、

Genome Editor（BEX Co. Ltd.、Tokyo、Japan）を使用して、25 V（3 msec ON + 97 msec 

OFF）を3回、電流の方向を交互に変えて行った。受精卵を100 units/mlのペニシリン-

ストレプトマイシン（Thermo Fisher Scientific）を含むM2培地（Sigma-Aldrich, Burlington, 

MA）で3回洗浄し、mWMで一晩培養した。翌日、生き残った2細胞期の受精卵を偽妊

娠マウスの卵管に移植した。 

CRISPR/Cas9によるIlf3遺伝子の変異を特定するために、gRNAターゲット配列を含

むゲノム領域をプライマー 5'-GAGCTGATGGCACTTTAGCC-3'（ exon7-F）と 5'-

AGTCTCCTCAGGGCTGTCAA-3'を用いたPCRによって増幅した。 1 µlのPCR産物を

11.3 µlの水で希釈し、0.2 µlのExoSAP-ITで処理してプライマーを除去した後、精製し
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たPCR産物からexon7-Fプライマーを用いてシークエンスを行った。ヌクレオチドの挿

入と削除を確認するために、DNA配列をApEソフトウェアで可視化した。 14塩基欠

失したIlf3−対立遺伝子を持つIlf3+/−マウスのジェノタイピングは、プライマー5'-

TTCTGTGGTTTAAATTTGGGAGAGG-3' と 5'-AAATGCAAACCTTGGCGGAG-3' を用

いたPCRによって行った。 

 

拘束水浸ストレス（water-immersion restraint stress, WIRS） 

マウスは、約23±2℃、明期12時間・暗期12時間の明暗条件下で、野生型と変異型を

同一のケージ（1または2ペア/ケージ）で飼育した。ストレス群のマウスを、呼吸用の

穴を開けた50 mLファルコンチューブに入れ、明期中に1日3時間を14日間、鼻が沈ま

ない程度の水に浸した。ストレス群とコントロール群間の相互作用による影響を回避

するために、コントロール群のマウスは、ストレス群とは別のホームケージに入れた。

コントロール群のマウスは、WIRS曝露期間中、ホームケージに留めた。WIRSの直前

に両群のマウスの体重を毎日測定した。 

 

定量的RT-PCR（RT-qPCR） 

成体のIlf3+/+マウスとIlf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスの各脳領域を摘出後、ISOGEN（Nippon 

Gene, Tokyo, Japan）を用いて、標準プロトコールにしたがってトータルRNAを抽出し

た。この抽出液から、M-MLV-Reverse Transcriptase（Thermo Fisher Scientific）を用い

た逆転写によってcDNAを作製した。qPCRはTB Green Premix Ex Taq II （Tli RNaseH 

Plus）（Takara Bio, Shiga, Japan）を用いて、7500 real-time PCR system（Thermo Fisher 

Scientific）の標準プロトコルにしたがって行った。各遺伝子の発現量は、野生型コン

トロール群のサンプルを用いた検量曲線法によって定量した。使用したプライマー配

列 は 以 下 の 通 り で あ る 。 NFARs （ NFAR2 と NFAR1 共 通 ） は 5'-

AGACAGGCCCTGTTCATGCT-3'と5'-TTGGCAAGCCCATGTCCTGT-3'；NFAR2は5'-

ACGCTTTGAGGTGTGGTGGT-3'と5'-AACGGCAAGACCTCGGAACA-3'；NFAR1は5'-

TCTACACTGCCTGGCACACA-3'と5'-AGGGGCAGTTCTGCAGCAAA-3'；GAPDHは5'-

AACGACCCCTTCATTGACCT-3'と5'-TGGAAGATGGTGATGGGCTT-3'；Hba-a1は5'-

CGATGCTCTGGCCAATGCTG-3'と5'-GCTAGCCAAGGTCACCAGCA-3'；mt-Atp8は5’-
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ACATTCCCACTGGCACC-3’ and 5’-GGGGTAATGAATGAGGC-3’ ； mt-Nd3 は 5’-

GCATTCTGACTCCCCCAAAT-3’ and 5’-TGAATTGCTCATGGTAGTGGA-3’；mt-Nd6は

5'-GTATTGGGGGTGATTATAGAG-3'と5'-CCATCATTCAAGTAGCACAAC-3'；Tubb5

は5'-ACTATGGACTCCGTTCGCTCAG-3'と5'-ACAGAGTCAACCAACTCAGCTCC-3'；

Sgk1 は 5'-GGTGCCAAGGATGACTTTATGGA-3' と 5'-

GGTAAACTCGGGATCGAAGTGC-3'。 

 

ウェスタンブロッティング 

成体のIlf3+/+マウスとIlf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスの各組織を摘出し、Laemmliサンプルバッ

ファーを添加、ホモジナイズとソニケーションによって作製したタンパク質抽出液を

5分間煮沸処理した。これをSDSポリアクリルアミドゲルで泳動した後、フッ化ポリビ

ニリデン（PVDF）膜（Merck KGaA, Darmstadt, Germany）に転写した。このPVDF膜

を、抗ILF3ラビットモノクローナル抗体（ab92355, Abcam, Cambridge, UK）、抗ILF3

ラビットポリクローナル抗体（19887-1-AP, Proteintech, Chicago, IL）、抗α-tublinラビッ

トポリクローナル抗体（PM054, Medical & Biological Laboratories, Nagoya, Japan）を用

いて反応させた。ビオチン標識二次抗体（Cytiva, Marlborough, MA）とストレプトア

ビジン結合アルカリフォスファターゼ（Cytiva）を反応させ、ブロモクロロインドリ

ルリン酸塩/塩化ニトロブルーテトラゾリウムを用いて検出した。遺伝子型間での定

量比較は、同じPVDF膜上の野生型マウスの各組織由来タンパク質抽出液による標準

希釈系列を用いて作成した標準曲線を使用して行った（Ohashi et al., 2016）。

NFAR2/NFAR1バンドの濃度比は、ImageJソフトウェア（Schneider et al., 2012）を用い

て、同一レーン上のNFAR2とNFAR1バンドの濃度を測定することによって算出した。 

 

組織抗体染色 

成体マウスの全脳を摘出し、Tissue-Tek O.C.T Compound（Sakura Finetek, Tokyo, 

Japan）に包埋して液体窒素で凍結させた後、クライオスタット（Leica CM1950, Leica, 

Wetzlar, Germany）を用いてILF3、TDP43、hnRNP A1染色用に12 µm、c-Fos染色用に30 

µmの厚さにスライスした。切片をシランコーティングしたカバーグラスに貼り付け、

室温で乾燥させた。切片をphosphate-buffered saline（PBS）で希釈した3.7%ホルマリン
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に10分間浸して固定し、PBSで3回洗浄した後、ブロッキングバッファー（10% fetal 

bovine serum (FBS)、 0.1% Triton X-100、 PBSで希釈）に1時間室温で浸してブロッキ

ングした。一次抗体を含んだブロッキングバッファーにサンプルを浸し、4℃で一晩

インキュベートした。一次抗体には、抗ILF3ラビットモノクローナル抗体（Abcam）、

抗TDP-43ラビットポリクローナル抗体（10782-2-AP, Proteintech, Rosemont, IL）、抗

hnRNP A1ラビットモノクローナル抗体（#8443, Cell Signaling Technology, Danvers, MA）、

抗c-Fosラビットモノクローナル抗体（#2250, Cell Signaling Technology）を使用した。

インキュベート後、PBSで洗浄し、Alexa488標識抗ラビットIgG抗体（Thermo Fisher 

Scientific）と4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）（FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Osaka, Japan）を含んだブロッキングバッファーにサンプルを浸して、4℃

で一晩反応させた。サンプルをPBSで洗浄し、Mowiol（Sigma-Aldrich）でスライドグ

ラスにマウントした。蛍光画像は、倒立型A1共焦点レーザー顕微鏡（Nikon, Tokyo, 

Japan）を用いて撮影した。対物レンズは、c-Fos染色では20倍、それ以外は60倍を使用

した。 

取得した蛍光画像はImageJ/Fijiソフトウェア（Schindelin et al., 2012）を用いて解析

した。NFARsの蛍光強度の核-細胞質比の計測では、画像をバックグラウンド減算と平

均フィルタリング処理を行った後、ROIマネージャーを使用して細胞全体と核の蛍光

強度を計測し、細胞全体の蛍光強度から核の蛍光強度を引くことによって、細胞質の

蛍光強度を算出した。核-細胞質比は、核内の1ピクセルあたりの平均蛍光強度を細胞

質内の1ピクセルあたりの平均蛍光強度で割ることによって算出した。c-Fos陽性細胞

の計測は、画像をzスタックし（連続画像は1 µmステップで取得）、ImageJ/Fijiソフト

ウェアに実装されている画像の自動二値化アルゴリズムの一つである「Triangle」を使

用して二値化を行い、「Analyze particles」を用いてサイズが30〜200ピクセルの粒子数

（c-Fos陽性細胞数）を計測した。複数の細胞が画像上で重なったために1つとカウン

トされたものは、手動でカウントし直した。DAPIで染色された核と重ならなかった粒

子はノイズとしてカウントしなかった。 

 

核内NFARs顆粒の定量 
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Peristaltic pump（MP-2000, Tokyo Rikakikai, Tokyo, Japan）を用いて、PBSと3.7%ホ

ルマリンによってマウスの灌流固定を行った後、脳を摘出、3.7%ホルマリンに4℃で

一晩浸して後固定を行った。ビブラトーム（VT1200S, Leica, Germany）で50 µmの冠状

切片を作製し、免疫染色は前述の方法と同様に行った。蛍光画像は倒立型A1共焦点レ

ーザー顕微鏡（Nikon, Tokyo, Japan）を用いて、1 µmステップで連続的に撮影した。対

物レンズは60倍を使用した。核内のNFARs顆粒の数とサイズの定量化は、ImageJ/Fiji

ソフトウェアを用いて行った。定量化には、核が最大直径となる画像を中心に前後2

枚ずつの計5枚の連続した画像を用いた。連続画像を重ねた際に重なった顆粒は同一

顆粒と判断した。同一顆粒として判断された場合の顆粒サイズは、連続する画像内で

顆粒サイズが最大となる画像を用いて測定した。 

 

AMY由来神経初代培養細胞を用いた神経突起形成の解析 

胎生16-18日目（E16-18）の同腹仔マウス（Ilf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウス）のAMY

から神経初代培養細胞を作製した。AMYから採取した神経細胞はpoly-D-lysineでコー

ティングしたカバーグラス上に5.2 × 103 cells/cm2の濃度で蒔いた。細胞は、培地中［B-

27 supplement（Thermo Fisher Scientific）、Neurobasal Medium（Thermo Fisher Scientific）、

0.5 mM グルタミン、25% Neuron culture medium（FUJIFILM Wako Pure Chemical）］

で5% CO2、37 ℃条件下で培養し、3、5、7 days in vitro（DIV）で3.7% formaldehydeを

含んだPBSで10分間固定した。 

免疫染色は前述の方法と同様に行った。一次抗体は、抗MAP2ラビットポリクロー

ナル抗体（ab32454, Abcam）と抗Tau-1マウスモノクローナル抗体（MAB3420, Sigma-

Aldrich）を使用した。二次抗体は、Alexa488標識抗ラビットIgG抗体（Thermo Fisher 

Scientific）とCy3標識抗マウスIgG抗体（Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA）を

使用した。蛍光画像は、倒立型A1共焦点レーザー顕微鏡（Nikon）を用いて撮影した。

DIV3、5は20倍、DIV7は60倍の対物レンズを使用した。連続画像は0.5 µmステップで

取得し、zスタックした。Sholl analysisを行うために、核（DAPI染色）を中心に30 µm

間隔で同心円を描き、それぞれの円と交差した神経突起の数を計測した。最もTau染

色の強度が高かった一本の神経突起を軸索とした。 
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RNA-seqとribosome profiling 

ストレス群のマウスは、1日3時間、14日間WIRSに曝した。コントロール群とスト

レス群のマウスからそれぞれ脳扁桃体領域を摘出し、液体窒素で瞬間凍結した。サン

プルを氷冷したlysis buffer（20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM 

DTT, 100 µg/ml cycloheximide, 100 µg/ml chloramphenicol, 1% Triton X-100）に入れ、beads 

shocker（Yasui Kikai, Osaka, Japan）を用いて溶解した。ライセートを25 U/ml Turbo 

DNase（Thermo Fisher Scientific）に氷上で10分間反応させ、4℃、20,000 gで10分間遠

心分離した。ライセートのRNA濃度はQubit RNA HS Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）

を用いて測定した。ライセートはRNA-seqとribosome profilingで使用するために、2つ

に分割した。 

RNA-seqでは、500 ngのRNAを含むライセートからTRIzol reagent（Thermo Fisher 

Scientific）を用いてトータルRNAを抽出した。Ribo-Zero Gold rRNA Removal Kit 

（Human/Mouse/Rat）（Illumina, San Diego, CA）を用いてrRNAを除去した。cDNAラ

イブラリはTruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit（Illumina）を用いて作製した。 

Ribosome profilingでは、1.5 µgのRNAを含むライセートを3UのRNase I（Lucigen, 

Middleton, WI）で25℃、45分間処理した後、10 µl SUPERase In（Thermo Fisher Scientific）

の添加によってヌクレアーゼ消化を停止させた。サンプルを1M sucrose cushion上に重

層し、TLA-110 rotor（Beckman Coulter, Brea, CA）で4℃、100,000 rpmで1時間遠心分離

することによってリボソームを沈殿させた。Direct-zol RNA MicroPrep Kit（Zymo 

Research, Irvine, CA）を用いてリボソームに結合したRNAを分離し、ゲル電気泳動で

17〜34 ntに相当するRNA断片を抽出した。RNA断片をpreadenylated linkerに結合させ

た後、Ribo-Zero Gold rRNA Removal Kit（Human/Mouse/Rat)（Illumina）を用いてrRNA

を除去した。ProtoScriptII (New England Biolabs, Ipswich, MA)を用いて、50℃、30分間

インキュベートすることで逆転写し、得られたcDNAをCircLigase II (Lucigen)によって

環状化、PCRで増幅させた。 

RNA-seqとribosome profilingのライブラリはHiSeq4000（Illumina)でシークエンスし

た。Read quality filteringとadapter trimmingはfastp（Chen et al., 2018）を使用して実行し

た。noncoding RNAのリードの除去後、残りのリードをGRCm38/mm10マウスゲノムに

アラインした。Ribosome profilingでは、フットプリントの5’末端からのAサイトのオフ
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セットはそれぞれ、Ilf3+/+マウスとIlf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスの28〜31 ntでは15、32〜33 ntで

は16、Ilf3+/+マウスのミトコンドリアゲノム由来のフットプリントの21〜28 ntでは14、

29-33 ntでは15、34 ntでは16、Ilf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスのミトコンドリアゲノム由来のフッ

トプリントの22 ntでは13、21と23-29と31 ntでは14、30と32-34 ntでは15とした。RNA-

seqでは、全てのmRNA断片に15のオフセットを使用した。GENCODE VM23のgene 

annotationとtranscriptsを使用した。RNA-seqとribosome profilingの結果を用いた発現比

較解析および翻訳効率の算出は、DESeq2パッケージ（Love et al., 2014）を用いて実行

した。統計的有意性は、一般化線形モデルの尤度比検定を用いて計算した。各群4匹

のマウスからそれぞれ得られた2つのレプリケートを解析した（各レプリケートは2匹

のマウスのサンプルから構成）。 

 

遺伝子オントロジー解析（GO解析） 

GO解析はDAVID Bioinformatics Resources（Sherman et al., 2022）を用いて行った。

GOTERM_BP_DIRECTとKEGG_PATHWAYに分類されるものを使用し、Benjamini-

Hochberg false discovery rate (FDR)で0.05以下のものを有意なGO termとした。 

 

網羅的行動解析 

オスのIlf3+/+マウスとIlf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスの同腹仔を、12時間の明暗サイクル下で、

4匹ずつ同一ケージで飼育した（各遺伝子型マウス2匹ずつ/ケージ）。餌と水は十分量

与えた。行動解析は11週齢から、体重、体温、筋力測定をした後、明暗選択テスト、

オープンフィールドテスト、高架式十字型迷路、ホットプレートテスト、新奇環境に

おける社会的行動テスト、ロータロッドテスト、3チャンバー社会的新奇探索性テス

ト（100ルクス）、驚愕反応とプレパルス抑制テスト、ポーソルト強制水泳テスト、バ

ーンズ迷路、T迷路、恐怖条件付けテスト、3チャンバー社会的新奇探索性テスト（5

ルクス）、ホームケージでの社会的行動テスト、および尾懸垂テストの順で行った（表

26）。全ての実験装置は、嗅覚による影響を防ぐために、各個体の実験終了毎に次亜

塩素酸溶液または70%エタノールで洗浄した。 

 

体重、体温、筋力測定 
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マウスをステンレス製のボールに置き、体重を測定した。直腸温を体温として測定

した。筋力は、握力とワイヤーハングテストによって測定した。握力計（O’Hara & Co., 

Tokyo, Japan）を用いて、マウス前肢の握力を測定した。具体的には、マウスの尻尾を

持って前足にワイヤーグリッドを掴ませた後、マウスがワイヤーグリッドを離すまで

マウスの尾を静かに引っ張った。これを3回行い、これらの中で得られた最大値を記

録した。ワイヤーハングテストでは、上面に網目状に金網（10 × 10 cm）が貼られた

ボックス（22 × 22 × 30 cm）（O’Hara & Co.）を用いた。マウスを金網上に乗せ、ゆっ

くりと上面を反転させ、マウスがワイヤーを握ってぶら下がった状態にし、マウスが

手を離して落下するまでの時間を測定した（60秒上限）。 

 

明暗選択テスト 

先行研究の方法にしたがって実施した（Takao and Miyakawa, 2006）。マウスを暗

室に置き、3秒後にドアを開けた後、マウスは10分間、暗室と明室間を自由に移動で

きた。明暗室間の移動回数、最初に明室に入るまでの時間、各部屋に滞在した時間、

移動距離を、ImageLD（「網羅的行動解析におけるデータ解析」の項参照）を使用し

て記録した。 

 

オープンフィールドテスト 

マウスを100ルクスで照らされたオープンフィールド装置（40 × 40 × 30 cm; 

AccuScan Instruments, Columbus, OH）に静置し、VersaMax system（AccuScan Instruments）

を用いて、移動距離、立ち上がり回数（フォトビームを遮った回数）、フィールド中

央区域の滞在時間を120分間に渡って測定した。 

 

高架式十字型迷路 

先行研究の方法にしたがって実施した（Komada et al., 2008）。壁のない2つのアー

ム（オープンアーム、 25 × 5 cm）と、透明な壁（高さ15 cm）を持つ同じサイズのア

ーム（クローズアーム）およびそれらアームが十字に接続した中央の正方形（5 × 5 cm）

で構成され（同じタイプのアームはそれぞれ正方形の反対側に接続）、これらが床か

ら55 cmの高さになるように設置した装置（O’Hara & Co., Tokyo, Japan）の中央の正方
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形領域にマウスを静置し、迷路を10分間自由に探索行動させた。ImageEP（「網羅的

行動解析におけるデータ解析」の項参照）を用いて、アームへのエントリ回数、オー

プンアームへのエントリ割合、移動距離、オープンアームに滞在した時間の割合を計

測した。 

 

ホットプレートテスト 

マウスを55.0 ± 0.3 ℃に温めたホットプレート（Columbus Instruments, Columbus, OH）

上に静置し、前脚を最初にホットプレートから離して擦り合わせるか舐めるまでの時

間を計測した。 

 

新奇環境における社会的行動テスト 

先行研究の方法にしたがって実施した（Shoji et al., 2016）。異なるケージで飼育さ

れ、かつ体重がほぼ同一（差が2 g以内）の同一遺伝子型の2匹のマウスを、新奇の箱

（40 × 40 × 30 cm）に一緒に入れ、10分間自由に行動させた。ImageSI（「網羅的行動

解析におけるデータ解析」の項参照）を用いて、接触回数、接触時間、一回の接触あ

たりの持続時間、移動距離を測定した。 

 

ロータロッドテスト 

加速ロータロッド（UGO Basile, Varese, Italy）を用いて、歩行運動の異常の有無を

調べた。マウスを直径3 cmの棒の上に乗せ、これを回転させた。ロータロッドの回転

速度は4 rpmから40 rpmまで5分間で加速し、この間にマウスが棒から落下するまでの

時間を計測した。 

 

3チャンバー社会的新奇探索性テスト 

先行研究の方法にしたがって実施した（Moy et al., 2004; Fujii et al., 2019）。ここで

使用した装置は、長方形の3部屋（各部屋20 × 40 × 47 cm）とビデオカメラ（O’Hara & 

Co.）を備えた蓋で構成され、実験時は100ルクスまたは5ルクスで照らした。部屋間は

透明なプレキシガラス製で遮られているが、マウスはこの壁に開いた5 × 3 cmの穴を

通じて部屋間を自由に移動できた。最初にマウスを3分間探索させて、装置に慣れさ
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せた。この時、空のワイヤーケージ（直径9 cm、高さ11 cm、垂直なワイヤーが0.5 cm

間隔で並ぶ）を左右の各部屋の外側の角に置いた。テストセッションでは、実験マウ

スとこれまで接触したことのないオスマウス（新奇1）を左右どちらかの部屋のワイ

ヤーケージに入れ、もう一方には空のワイヤーケージを置いた。左右どちらに新奇マ

ウスを入れるかは、試行間で交互となるようにした。実験マウスを中央の部屋に入れ、

10分間自由に行動させた。次のセッションでは、新奇1とは異なる新たな新奇マウス

（新奇2）を前セッションで空だったワイヤーケージに新たに入れて、実験マウスを

中央の箱に置いて10分間自由に行動させた。したがってセッション2では、実験マウ

スは既知の新奇1マウスと見知らぬ新奇2マウスの両方にアプローチできた。ImageCSI

（「網羅的行動解析におけるデータ解析」の項参照）を用いて、ビデオ画像から実験

マウスが各ワイヤーケージの周囲に滞在した時間を計測した。 

 

驚愕反応とプレパルス抑制テスト 

驚愕反射測定システム（O’Hara & Co）を用いて、先行研究の方法にしたがって実

施した（Matsuo et al., 2010）。マウスを、試験直前に装置に慣れさせるために、実験

で使用するプレキシガラス製のシリンダーに入れて10分間静置した。測定では、驚愕

刺激として110または120 dBのホワイトノイズを40ミリ秒間提示した。バックグラウ

ンドのノイズは70 dBとした。プレパルス（74または78 dB）は驚愕刺激の100ミリ秒前

に提示した。テストは2種類の驚愕反応のみのトライアル（110と120 dB）と4種類のプ

レパルス抑制トライアル（74-110, 78-110, 74-120, 78-120 dB）の計6つの連続したトラ

イアルで構成され、各トライアル間のインターバルは平均15秒（10〜20秒）とした。

プレパルス刺激の提示から140ミリ秒間の驚愕反応をミリ秒毎に記録し、そのピーク

を従属変数として使用した。 

 

ポーソルト強制水泳テスト 

ポーソルト強制水泳テストは、うつ病関連の行動を評価するために、先行研究にし

たがって実施した（Porsolt et al., 1977）。マウスを、高さ7.5 cmまで水（23℃）で満た

されたプレキシグラスシリンダー（高さ20 cm、直径10 cm、O’Hara & Co.）に、1日10
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分間、2日間連続で入れた。テスト中の不動の時間の割合を、ImagePS（「網羅的行動

解析におけるデータ解析」の項参照）を用いて計測した。 

 

バーンズ迷路 

先行研究にしたがって実施した（Takao et al., 2010）。円盤（直径100 cm、床から75 

cmの高さ）に開いた12個のうち、ターゲットとした穴の下にエスケープボックスを設

置した。12回のトライアルでマウスを訓練し、最後のトライアルの24時間後に、エス

ケープボックスなしでプローブテスト（PT1）を行った。PT1の1ヶ月後、さらにプロ

ーブテスト（PT2）を行って記憶の保持を調べた。その後、これまでと同じ穴にエス

ケープボックスを設置した上で、追加で6回トライアルを行った。次に行った逆転学

習では、エスケープボックスの設置位置を、これまでの穴と対極の位置（180度反対

側）へと変更し、さらに6回トライアルを行った。最後の逆転学習のトライアルの24

時間後に、エスケープボックスを取り除いてプローブテスト（PT3）を行った。プロ

ーブテストでは、ImageBM（「網羅的行動解析におけるデータ解析」の項参照）を用

いてマウスの各穴の周囲の滞在時間を計測した。 

 

T迷路 

自動化したT迷路装置（O’Hara & Co）を用いて、先行研究にしたがって自発的交替

課題を行った（Shoji et al., 2012）。マウスを自由に１セッション10周させ、これを合

計5回行った。マウスが直前のラップと反対の方向を選択すると、これを「正解」とし

た。データ取得と解析はImageTM（「網羅的行動解析におけるデータ解析」の項参照）

を用いた。 

 

恐怖条件付けテスト（文脈、手がかり学習） 

先行研究にしたがって実施した（Shoji et al., 2014）。金属製の網が床に敷かれたテ

ストチャンバーにマウスを入れた。条件刺激（CS）として55 dBのホワイトノイズを

30秒間提示し、ホワイトノイズの最後の2秒間に非条件刺激（US）として0.3 mAのフ

ットショックにマウスを曝した。条件付けセッションでは、これを2分間隔で3回行っ

た。条件付けの24時間後と1ヶ月後に、文脈（場所）テストと文脈を変えた手がかり
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（音）テストを行った。文脈テストでは、条件付けセッションで使用したものと同じ

テストチャンバーにマウスを入れて、5分間記録した。手がかりテストでは、マウス

を条件付けセッションとは異なる新奇のチャンバーに6分間入れた。前半の3分間はCS

とUSどちらも提示せず、後半の3分間ではCSのみを提示した。それぞれのセッション

におけるマウスのすくみ反応を、ImageFZ（「網羅的行動解析におけるデータ解析」

の項参照）を用いて計測した。 

 

ホームケージでの社会的行動テスト 

先行研究の方法にしたがって行った（Takao et al., 2010）。別々のケージで飼育さ

れていた同じ遺伝子型のマウス2匹を、一つのホームケージに入れた。2匹の社会的相

互作用と活動量を7日間に渡って記録した。社会的相互作用は、画像データの各フレ

ームで、検出された粒子の数を数えることで測定した。具体的には、粒子が2つの場

合はマウスが互いに離れていることを示し、1つの場合は互いに接触していることを

示す。データ取得と解析は、ImageHCSI（「網羅的行動解析におけるデータ解析」の

項参照）を用いて行った。 

 

尾懸垂テスト 

マウスのうつ病関連行動を評価するために尾懸垂テストを行った。マウスの尻尾

を床から30 cmの高さに設置した天井に粘着テープで貼り付けることで、マウスを10

分間宙吊りにし、テスト中の不動時間の割合を測定した。データ取得と解析は、

ImagePS（「網羅的行動解析におけるデータ解析」の項参照）を用いて行った。 

 

網羅的行動解析におけるデータ解析 

行動データは、NIH ImageプログラムとImageJプログラムに基づいたアプリケーシ

ョン［ImageLD、ImageBM、ImageFZ、ImageEP、ImagePS、ImageTS、ImageSI、ImageCSI、

ImageHCSI、ImageTM、宮川剛博士（O’Hara & Co）により各テストに合わせて改変さ

れたもの］によって取得・解析した。データはStudent’s t-test、one-way ANOVA、two-

way repeated measures ANOVAを用いて統計解析を行った。グラフの値は、平均±SEM

で表した。棒グラフでは、個々の測定値をドットプロットで表示した。網羅的行動解
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析 で 取 得 し た 生 デ ー タ は gene-brain-phenotyping database （ http://www.mouse-

phenotype.org/）で公開されている。 

 

モリス水迷路 

先行研究の方法にしたがって実施した（Nakayama et al., 2017）。直径110 cmの丸い

プールを、毒性のない白色塗料（Sakura Color Products, Osaka, Japan）で色づけした水

で満たし、この水面下に透明なプラットフォーム（6 cm直径）を設置した。プールの

壁には、空間的な手がかりとして四方に計4つの異なる平面図を提示した。マウスを

プールに入れ、泳いで足場となるプラットフォームに辿り着くまでの時間を測定した。

マウスが2分間制限時間内にプラットフォームにたどり着いた場合、30秒間プラット

フォームに留まった後、ホームケージに戻した。制限時間内にプラットフォームに辿

り着かなかった場合は、マウスをプラットフォーム上に誘導し、30秒間プラットフォ

ーム上に留めた後に、ホームケージに戻した。マウスをプールに入れる位置はトライ

アルごとに変更したが、プラットフォームの位置は、トレーニングセッション中は同

一の場所に固定した。トレーニングセッションでは、1日あたり6トライアルを7日間

に渡って行った。トレーニングセッションの最後のトライアルから24時間後、プラッ

トフォームを取り除いてプローブテストを行った。マウスは1分間自由に遊泳し、そ

の遊泳経路をANY-Maze（Stoeling, Wood Dale, IL)を用いたビデオトラッキングシステ

ムによって記録した。トレーニングセッションでプラットフォームが置かれていたタ

ーゲット象限とその他の象限に滞在した時間を計測した。データはR（R Core Team, 

2020）を使って、three-way repeated measures ANOVAで統計解析を行った。 

 

恐怖条件付け学習（受動的回避） 

受動的回避テストはSCANET system（Melquest, Toyama, Japan）を搭載したLDK-M 

chmber（Melquest）を用いて実施した。トレーニングセッションの前日、マウスをテ

スト環境に慣らすために、ドアを開けた状態で10分間明室と暗室の両方を自由に探索

させた。トレーニングセッションでは、まずマウスを明室に入れた後に、ドアを開け

て明室と暗室を自由に10分間行動させた。この時、最初の5分間（Pre）で、暗室に滞

在した時間と全体の移動距離を計測した。次に、マウスが暗室に入ったときにドアを
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閉め、マウスにフットショック（1.5 mAを2秒間、1分間隔で4回）を与え、マウスをホ

ームケージに戻した。フットショックから5分後、1日後、1週間後にマウスを明室に

戻し、ドアを開けてから5分間自由に行動させた。この間の、マウスの暗室滞在時間

および全体の移動距離を測定した。データはRを使って、three-way repeated measures 

ANOVAで解析し、交互作用について有意だったものについては、続いてsimple effect 

analysisを行った。 

 

定量と統計解析 

サンプル数と実験の繰り返し条件は図または図の説明文中に示した。統計的有意

性はRを用いて、log-rank test、three-way repeated measures ANOVA、two-way repeated 

measures ANOVA、two-way ANOVA、simple effect analysis、one-way ANOVA、Welch’s 

t-test、Tukey-Kramer testで分析した。棒グラフでは、個々の測定値はドットプロット

として示した。行動テストでは、各実験の終了前に死亡した、もしくは外れ値のデー

タを示したマウスのデータは解析から除外した。 

 

Accession Number 

この研究で得られたRNA-seqとribosome profilingの生データ（GSE209902）は、

National Center for Biotechnology Information（NCBI）で公開されている。 
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＜結果＞ 

 

1. DZFファミリータンパク質の中で200アミノ酸以上の長いPrLDを持つものは

NFAR2のみである 

NFARs（NFAR2とNFAR1）は、DZFドメイン（domain associated with zinc fingers）

を含んだ後生動物特異的なタンパク質ファミリーに属す。このファミリーは、ILF3

（NFARs）、interleukin enhancer-binding factor 2（ILF2）、zinc-finger protein associated 

with RNA（ZFR）、ZFR2、spermatid perinuclear RNA-binding protein（SPNR、別名STRBP）

から成る。これらのタンパク質のうちZFR2、STRBP、NFARsは脊椎動物特異的なタン

パク質である（図3A）。これらDZFファミリータンパク質の中で、200アミノ酸を越

える長いPrLDを持つものはNFAR2のみである（図3A, 3B）。100-200アミノ酸程度の

PrLDは魚類と爬虫類のZFR2にも存在するが、哺乳類ではその領域は非PrLDのIDRと

なっている。これらの事実は、PrLDが種特異的かつタンパク質特異的に挿入されたこ

とを示唆している。特に、NFARsと高い相同性を持つパラログSTRBPは、NFAR2のよ

うな長いPrLDを持っていないにもかかわらず、NFARsと同様に脳や精子機能に重要

な働きを持つ（Pires-daSilva et al., 2001）（図3A, 3B）。以上のDZFファミリータンパ

ク質におけるパラログ及びアイソフォームの比較から、NFAR2特異的な長いPrLDを

対象に、その生理的意義を調べることとした。 

 

2. NFAR2のPrLD欠損マウス（Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウス）の作製 

NFAR2のPrLDが持つ生理的意義を調べるために、NFAR2のPrLDのみを欠損させた

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスを作製した。NFAR1とNFAR2はエクソン18までは共通であり、

NFAR1はエクソン19に終止コドンがあるのに対して、NFAR2はエクソン19をスキッ

プしてエクソン20-22で構成されている（図4A）。このエクソン20-22がNFAR2特異的

なアミノ酸配列（702-911）をコードしている（図4A）。NFAR1とNFAR2のPrLD予測

解析を行ったところ、NFAR1ではPrLDとして予測されたC末端領域は671-698とわず

か28残基だったのに対して、NFAR2特異的なC末端アミノ酸残基（702-911）は200残

基を超える長いPrLDとして予測された（図4C）。そこで、NFAR2からPrLDを削除す

るために、CRISPR/Cas9を使用してコーディングDNA2104番塩基C→Tの置換によって

020



エクソン20の先頭（5’末端）に終止コドンを挿入し、変異マウスを作製した（図4A、

4B）。置換によって新たに終止コドンのできた変異NFAR2 mRNAは、ナンセンス変異

依存mRNA分解機構（NMD）により分解されると考えられた（Lykke-Andersen and 

Jensen, 2015）。実際、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスと野生型（Ilf3+/+）マウスのNFAR2 mRNA量

をRT-qPCRによって比較したところ、変異マウスではNFAR2 mRNA量が野生型の半

分程度まで減少していた（図4D）。 

次に、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスにおけるNFARsタンパク質の発現量を、NFAR2とNFAR1

の両方を認識する抗ILF3モノクローナル抗体を用いたウェスタンブロットによって

調べた。野生型マウスでは、NFAR1とNFAR2にそれぞれ対応する90 kDaと110 kDaの

2つのバンドが、調べた全ての組織で検出された（図4H）。一方、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウス

では110 kDaのバンドは全ての組織で検出されなかった（図4H）。ただし、Ilf3∆PrLD/∆PrLD

マウスでは、90 kDaのバンド強度がIlf3+/+マウスに比べて1~2倍程度ほぼ全ての組織で

増加していた（図4H）。これは、分解されなかった変異NFAR2 mRNAから合成された

NFAR2∆PrLDとNFAR1が同じバンドとして検出された可能性や、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウス

では、原因は不明だがNFAR1 mRNAが増加しており（図4E）、それによりNFAR1タ

ンパク質が増加した可能性が考えられた。 

先行研究によって、Ilf3ノックアウトマウス（NFAR1とNFAR2の両方が欠損したマ

ウス）は呼吸不全のために周産期に致死となることが示されているが（Shi et al., 2005）、

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスはIlf3+/+マウスと比較して生存率の有意な低下は見られず、1年以上

生存できた（図4J）。これは、NFAR2のPrLDが生存に必須の機能を持ってはいないこ

とを示している。NFAR1はマウスの全身で高い発現を示すのに対して、NFAR2は脳な

ど特定の組織でNFAR1よりも発現が優勢になることが、先行研究（Shi et al., 2005）お

よび本研究で示された（図4I）。したがってNFAR2のPrLD欠損は、脳機能に特に影響

を与えると考えられた。そこで本研究では、NFARsの細胞内局在、転写・翻訳制御、

およびマウスの行動にNFAR2のPrLD欠損が及ぼす影響を調べた。NFAR2は細胞スト

レスに応じて細胞内局在を変化させ、転写・翻訳制御に関わることから、マウス脳で

酸化ストレスを亢進させることが知られている慢性ストレス負荷による影響に着目

することとした。特に、慢性ストレスに対して感受性が高く、慢性ストレスによる酸
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化ストレスの上昇が知られている脳領域である扁桃体（amygdala, AMY）と海馬

（hippocampus, HIP）に着目した（Zafir and Banu, 2009; Schiavone et al., 2013）。 

 

3. NFAR2のPrLD欠損による核内NFARs含有顆粒に対する影響 

AMYおよび背側海馬（dorsal HIP, dHIP）を含む切片と、腹側海馬（ventral HIP, vHIP）

含む切片をそれぞれ作製し、NFAR2とNFAR1の両方を認識するILF3抗体を用いた免

疫染色によって、AMYとHIPにおけるNFARsの細胞内局在を調べた（図5A）。先行研

究でNFAR2とNFAR1はどちらも核内で顆粒を形成することが報告されており（Jia et 

al., 2019)、実際に本研究でもIlf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウス両者のAMYとHIPの両

脳領域で顆粒が観察されたことから（図5B-5E）、NFARsの核内顆粒形成にNFAR2の

PrLDは必須でないことがわかった。観察された顆粒の数およびサイズをIlf3+/+マウス

とIlf3∆PrLD/∆PrLDマウス間で比較したところ、顆粒サイズに有意な差は見られなかった

が、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスにおける顆粒数の減少が見られた（図5F-5K）。 

次に、慢性ストレス負荷時のNFARsの核内顆粒形成の変化の有無を調べた。慢性ス

トレスとして、毎日3時間の拘束水浸ストレス（water-immersion restraint stress, WIRS）

を14日間に渡ってマウスに負荷した（図5A）。このWIRSによって、慢性ストレス負

荷時の特徴の一つである体重減少が観察された（図19B）。WIRS負荷時の核内NFARs

含有顆粒の数とサイズを調べたところ、Ilf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスのどちらも

数とサイズともにWIRSによる有意な変化は認められなかった（図5F-5K）。 

NFAR1は核内顆粒に主に局在するのに対して、NFAR2は核内顆粒だけでなく核質

にも局在することが報告されている（Jia et al., 2019;Viranaicken et al., 2011; Castella et 

al., 2015）。実際、Ilf3+/+マウスでは核質にILF3抗体染色シグナルが見られるのに対し

て、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスではそれが減少していることが観察された（図5B）。そこで次

に、NFARsの核と細胞質との抗体染色シグナル比に対するWIRSの影響をIlf3+/+マウス

とIlf3∆PrLD/∆PrLDマウス間で比較することにした。 

 

4. NFAR2のPrLDはAMYにおける慢性ストレス感受性の核局在を担う 

まず、コントロール条件下での核と細胞質のNFARsシグナル比を調べた。AMYと

HIPにおいて、Ilf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスのどちらもNFARsは細胞質よりも核
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に濃縮していたが、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスでは核/細胞質の存在比がIlf3+/+マウスに比べて

著しく減少していた（図6A-6F）。 

次に、WIRS負荷によるNFARsの細胞内局在変化を調べた。Ilf3+/+マウスでは、WIRS

によるdHIPとvHIPにおけるNFARsの細胞内局在への有意な影響は見られなかったが

（図6D、6E）、AMYにおいてはNFARsの核/細胞質比を有意に減少させた（図6F）。先

に述べたように、WIRSによってNFARs含有顆粒には影響がなかったことから（図5C-

5K）、この核/細胞質比の減少は核質へのNFARsの局在低下が原因であると考えられた。

対照的にIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスでは、dHIPとvHIPだけでなく、AMYにおいてもWIRSによ

るNFARsの核/細胞質比の減少が見られなかった（図6D-6F）。これは、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマ

ウスではコントロール条件下（WIRS無し）で既にNFARsの核局在が減少しているこ

とが原因であると考えられる（図6C、6F）。 

次に、NFAR2が示したAMYにおけるWIRS感受性の核局在性がNFAR2特異的な性

質なのか、もしくはPrLD含有タンパク質に共通した性質であるのかを調べることにし

た。そこで、PrLD含有タンパク質TDP-43とhnRNP A1に対する免疫染色法を用いて、

これらタンパク質がAMYにおけるWIRS感受性の核局在性を持つかを調べたところ、

TDP-43とhnRNP A1はどちらも細胞質に比べて核への局在性を示すが、NFAR2とは異

なりWIRS依存的な局在変化は示さなかった（図7A-7D）。先行研究によって、TDP-43

とhnRNP A1は浸透圧ストレス依存的に核から細胞質への移行を示す一方で、酸化ス

トレスではあまり示さないことが報告されている（Lee et al., 2021; Allemand et al., 

2005）。以上の結果および先行研究から、PrLD含有タンパク質は共通してストレス感

受性の核局在を示すが、タンパク質毎に核から細胞質への移行を引き起こすストレス

の種類または強度が異なっていると考えられる。 

以上の結果は、NFAR2のPrLDはNFARsの核局在に重要であり、特にAMYにおける

WIRS感受性の核質局在を担うことを示唆した。そこで、以降の実験ではAMYに着目

して実験を行った。 

 

5. NFAR2のPrLDはAMYにおけるWIRS依存性mRNA発現・翻訳変化を制御する 

NFAR2は細胞ストレス依存的に遺伝子発現制御に関わることから、mRNA発現に

おけるPrLDの役割をRNA-seq法を用いて調べた（図8A）。まず、Ilf3+/+マウスでのWIRS
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によるmRNA発現変化を調べた（図8B；表1）。先行研究で慢性ストレスによって誘

導されることが知られている遺伝子発現の上昇を、本研究の系でも確認できた。具体

的には、心理的ストレスによる転写活性化が報告されているglucocorticoid-inducible 

factor Tsc22d3（Yang et al., 2019）や、WIRSによる転写活性化が知られるserum and 

glucocorticoid-regulated kinase 1（Sgk1）（Miyata et al., 2011）のmRNA発現上昇が見ら

れた（図8B、10O；表1）。また、得られたデータを用いて遺伝子オントロジー（gene 

ontology, GO）解析を行ったところ、WIRSによって発現上昇した遺伝子は、「Ribosome」、

「Nucleosome assembly」、「Oxidative phosphorylation」、「Parkinson's disease」などの

GO termに有意に多く分類された（図8H；表4）。本研究で得られたこれらリボソーム

やミトコンドリアの機能に関連するGO termの結果は、慢性ストレスに曝されたマウ

スの前頭前皮質における先行研究結果とよく一致していた（Weger et al., 2020）。以上

の結果は、本研究におけるWIRSを用いた慢性ストレス暴露がうまく機能しているこ

とを示した。 

次に、PrLD欠損によるmRNA発現への影響を解析した（図8C、表2）。興味深いこ

とに、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは、WIRS負荷なしの条件下でも、WIRSを負荷したIlf3+/+マ

ウスとよく似たmRNA発現パターンを示した（図9A、表7）。実際、両者は高い相関

を示した（図9B）。また、Ilf3+/+マウスへのWIRS負荷によって発現上昇したmRNAと

同様のGO term（「Oxidative phosphorylation」、「Parkinson's disease」など）が、PrLD

の欠損によって発現上昇したmRNAのGO解析でも見出された（図8I、表5）。以上の

結果は、NFAR2のPrLD欠損がマウスAMYにおける遺伝子発現プロファイルを、慢性

ストレス負荷時のプロファイルに近づけることを示唆した。これは、免疫染色におけ

る慢性ストレス負荷時のNFARsの核/細胞質シグナル比の減少が、PrLD欠損によって

も引き起こされた結果とよく似ていた。 

 WIRSを負荷したIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスにおいても、Ilf3+/+マウスと同等あるいは増長

されたWIRS誘導型mRNA発現プロファイルが見られた（図8D；表3）。WIRS負荷

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスとWIRS負荷Ilf3+/+マウスのmRNA発現プロファイルの全体的なパ

ターンは、概ね似ていた（図8J、9A、9C；表6、7）。具体的には、WIRS応答性mRNA

（Ilf3+/+マウスでWIRSによってmRNA発現が上昇した遺伝子群として定義、図8Bの赤

い点）は、WIRSを負荷したIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスでも上昇した（図10A、表17）。また、
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マウス脳の慢性ストレスマーカーとして報告されているミトコンドリアゲノム遺伝

子（Mt）とヘモグロビン遺伝子（Hb）のmRNA発現は（Weger et al., 2020; Schelshorn 

et al., 2009; Stankiewicz et al., 2014）、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスでもWIRS負荷によって上昇

し、その程度はIlf3+/+マウスよりもむしろ顕著であった（図10D、10G；表20、23）。

これらの結果は、WIRSによってmRNA発現が例外的に減少するmt-Nd6とともに、RT-

qPCRを用いて確認した（図10J-10M）。しかしながら、WIRSによるmRNA発現変化は、

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスとIlf3+/+マウスとの間でほとんど相関関係はなかった（図9D；表8）。

これらの結果は、NFAR2のPrLD欠損が、マウスAMYでの慢性ストレスに対するmRNA

発現応答パターンを変化させたことを示唆した。 

WIRSおよびPrLD欠損による翻訳への影響を解析するために、RNA-seqと同一のサ

ンプルを用いてribosome profilingを行った（McGlincy and Ingolia, 2017; Mito et al., 2020; 

Nakazawa et al., 2020）（図8A）。RNA-seqで観察されたmRNA発現変化（図9A-9C；表

7）と基本的に同様の翻訳変化が見られた（WIRS、PrLD欠損、および両者の複合効果

の間での高い相関）（図9E-9G；表15）。また、RNA-seqの結果で見られたように（図

9D；表8）、WIRSによる翻訳変化はIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスとIlf3+/+マウスとの間で相関関

係がなかった（図9H；表16）。WIRSによる翻訳変化は、必ずしもmRNAの発現変化

を反映したものとは限らなかった（図8E-8G、8K-8M；表9-14）。実際、WIRS応答性

mRNAの発現上昇は、Ilf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの両方で、翻訳レベルでバッ

ファリングされていた（図10A-10C； 表17-19）。しかしながら、MtおよびHbは、WIRS

負荷とPrLD欠損の複合効果によるmRNA発現上昇に伴って翻訳が上昇しており（図

10E、10F、10H、10I； 表20-25）、GO解析の結果でもそれら遺伝子に関連したGO term

が得られた（図8M；表14）。これらの結果は、NFAR2のPrLDの欠損が慢性ストレス

に対する翻訳応答を変化させたことを示唆した。以上の結果をまとめると、マウス

AMYにおいて、NFAR2のPrLD欠損はWIRSなしでもストレス誘発性のmRNA発現と翻

訳の変化を模倣し、さらにmRNA発現と翻訳のWIRS応答制御を変化させることを示

した（図11）。 
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6. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは体温と活動レベルの増加、不安様行動の減少、および恐怖条

件付け学習の異常を示す 

次に、NFAR2 PrLDの機能がマウスの行動において担う役割を調べるために、網羅

的行動テストバッテリーを行った（Takao et al., 2010; Ohashi et al., 2016）（表26）。

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスはIlf3+/+マウスと比較して、同等の筋力（図12C、12D）、運動学習

能力（図12F）、感覚能力（図12E、12H）を持っていた。しかしながら、Ilf3∆PrLD/∆PrLD

マウスは有意な体重減少（図12A）および体温上昇（図12B）を示した。また、Ilf3∆PrLD/∆PrLD

マウスは網羅的行動テストバッテリーで行ったテスト全体を通じて活動量の増加を

示すことが特徴的だった（図13B、13C、13F、13H、13J、13L、14D、14E、14F、14J、

14K、14O、14P、14T、14U、14Y；表26）。他にも、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは、オープン

フィールドテスト（図13A）および明暗選択テスト（図13E）での不安様行動の低下（図

13D、13G、13I）、尾懸垂テストでのうつ様行動の増加（図13P）、驚愕反応の著しい

低下（図12G）を示した。一方で、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスとIlf3+/+マウスの間に有意な社会

性の違いは認められなかった（図14A、14B、14I、14N、14S、14X、14Z）。 

さらに、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの記憶・学習能力についても調べた。空間作業記憶を

調べるために行ったT字型迷路を用いた自発的行動課題では、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは

Ilf3+/+マウスに比べて素早い課題遂行能力を示し（図15A-15C）、空間記憶能力を測る

バーンズ迷路では、一部のセッションで課題遂行能力の低下が見られたが、短期およ

び長期の空間記憶の保持についてIlf3+/+マウスと有意な差は見られなかった（図15D-

15I）。以上の結果は、NFAR2 PrLD欠損は空間学習・記憶に影響しないことを示した。 

一方、文脈および手がかり記憶を用いた恐怖条件付け学習では、条件付け、文脈テ

スト、手がかり（ブザー音）テストの全てのセッションにおいて恐怖反応の低下を示

した（図15J-15O）。ホットプレートテストでの痛覚応答（図12E）およびプレパルス

抑制による驚愕反応の抑制（聴覚）（図12H）は正常であったことから、恐怖反応の

低下は感覚異常によるものでないと推測される。AMYは恐怖などの情動行動に関わ

ることが知られており、恐怖条件付け学習における異常は、AMY関連の神経ネットワ

ークおよび機能がNFAR2 PrLD欠損によって強く影響を受けていることを示唆した

（Phelps and LeDoux、2005; Babaev et al.、2018）。 
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7. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスでは恐怖刺激によるvHIPでのc-Fos発現上昇が抑圧される 

恐怖反応の低下は情動に関連するAMYを含んだ神経ネットワークの活動に異常が

あることを示唆することから、恐怖刺激（フットショック、以下FS）提示時の神経活

動をその指標であるc-Fos発現について免疫染色法で調べた（図16A）。Ilf3+/+マウスで

は、FS提示によってdHIPでのc-Fos陽性細胞の増加傾向が見られ、AMYとvHIPではc-

Fos陽性細胞が著しく増加した（図16B-16J）。一方、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスでは、dHIPお

よびAMYではIlf3+/+マウスと同様にc-Fos陽性細胞の増加が見られたが（図16B、16D-

16H）、そのような増加がvHIPでは認められなかった（図16C、16I、16J）。vHIPとAMY

はどちらも情動行動に関わっており、構造的かつ機能的に連結していることから

（Fanselow and Dong, 2010; Kim and Cho, 2020）、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスのvHIPでFS応答

性の神経活動が失われていることは、AMYにおける変化の影響を受けている可能性

がある。このような神経の連結という観点から考えると、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスのAMY

由来の神経初代培養細胞において軸索の初期発達遅延が見られたという実験結果は、

神経連結の異常に関わる表現型を観察したものかもしれない（図17A-17I）。 

 

8. NFAR2のPrLDは恐怖条件付け学習の記憶保持に慢性ストレス耐性を付与する 

次に、WIRS負荷時におけるPrLD欠損の行動レベルでの影響を調べるために、WIRS

を負荷したうえで、モリス水迷路と受動的回避テストを行った（図19A）。空間学習・

記憶能力を調べるモリス水迷路では、バーンズ迷路の結果と同様に（図15D-15I）、

PrLD欠損は空間学習・記憶能力に影響を及ぼさなかった（図19E、19F）。またこのテ

ストで、WIRSはどちらのマウスの結果にも影響を与えなかった（図19E、19F）。し

かし、恐怖条件付け学習を評価する受動的回避テストでは、Ilf3+/+マウスはFSを受け

た暗室への滞在時間が減少した（恐怖記憶が形成された）一方で、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウス

はFSを受けた後でもIlf3+/+マウスに比べて有意に暗室滞在時間が長かった（図20A、

20D）。これは、網羅的行動テストバッテリーで行った恐怖条件付け学習の結果と一

致して（図15J-15O）、PrLD欠損が恐怖条件付け学習に影響を与えることを示した。

注目すべきことに、WIRSはIlf3+/+マウスのFS暴露による暗室回避行動に影響しなかっ

た一方で、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの暗室回避行動をさらに悪化させた（図20A、20D）。

027



以上の結果は、NFAR2 PrLD欠損が、恐怖条件付け学習の低下および恐怖記憶形成に

おけるWIRS耐性を低下させたことを示唆した。 

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスではNFAR1様タンパク質（NFAR1とNFAR2∆PrLD）の増加や

NFARsの減少が見られたことから（図4E、4F、4H）、恐怖条件付け学習と慢性ストレ

ス耐性おけるPrLDの役割をより明確にするために、NFAR∆PrLDタンパク質やNFARs

の発現量を摂動したマウス用いて行動実験を行うことにした。そのために、

CRISPR/Cas9システムを用いてIlf3+/−マウスおよびIlf3∆PrLD/−マウスを新たに作製した。

ゲノム編集によって、Ilf3遺伝子のエクソン7の14 bpを削除し、フレームシフトによっ

てエクソン9に終止コドンができた変異マウスが得られた（図18A-C）。変異Ilf3アレ

ル（Ilf3−アレル）は、1-224アミノ酸残基は野生型と同一だが、225-263が変異したアミ

ノ酸残基となっていた（図18C）。Ilf3−アレルを持ったマウスでIlf3−アレル由来の変異

タンパク質が存在しているか調べるために、ILF3のN末端を認識するポリクローナル

抗体を用いたウェスタンブロティングを行ったが、予想された分子量にIlf3−アレル特

異的なタンパク質は認められなかった（図18G）。以上の結果、NFARsが減少したIlf3+/−

マウスおよび、NFAR1様タンパク質の発現量がIlf3+/+マウスと同程度かつPrLDが欠損

しているIlf3∆PrLD/−マウスが得られた（図18H-18J）。得られたこれらのマウスを用いて、

WIRS負荷および記憶・学習テストを行った。 

まず、Ilf3∆PrLD/−マウスはモリス水迷路において、トレーニング期間中にIlf3+/+マウ

スよりもプラットフォームにたどり着くまでに時間を要したが、トレーニングを繰り

返す毎にその時間は短縮し（学習した）、トレーニング後のプローブテストではIlf3+/+

マウスと同程度の学習成績を示した（図19G、19H）。また、WIRSは空間学習の成績

に影響しなかった（図19H）。これらの結果は、PrLD欠損とNFAR2∆PrLDタンパク質

の発現低下はどちらも空間学習・記憶に有意な影響を与えないことを示した。一方で、

受動的回避テストでは、Ilf3∆PrLD/−マウスはFSが提示された5分後もFS提示前と同程度

暗室に滞在しており、学習が全く成立しなかった（図20E）。そのため、Ilf3∆PrLD/∆PrLD

マウスで観察されたようなWIRSによる恐怖記憶の悪化を評価できなかった。しかし

ながら、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスに比べてNFAR1様タンパク質の発現量が低下している

Ilf3∆PrLD/−マウスで恐怖条件付け学習が成立しなかったことは、NFAR2のPrLDが特異的
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に恐怖条件付け学習に関わるわけではなく、NFAR1様タンパク質も量依存的に関与す

ることを示唆した。 

NFAR1とNFAR2の発現量が低下したIlf3+/−マウスは、モリス水迷路での空間学習能

力はIlf3+/+マウスと同程度であり、WIRSによる影響も観察されなかった（図19I、19J）。

しかしながら、Ilf3+/−マウスは受動的回避テストにおいて恐怖記憶の低下が認められ

た（図20I、20L）。この結果は、NFARsの発現量低下が恐怖記憶保持の低下につなが

ることを示した。しかしながら興味深いことに、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスで見られたような

WIRS負荷による恐怖記憶の悪化が（図20A、20D）、Ilf3+/−マウスでは観察されなかっ

た（図20I、20L）。この結果から、PrLDの有無が恐怖記憶のWIRS耐性に影響したと

考えられた。以上の結果をまとめると、PrLDに関係なくNFAR1とNFAR2の両方が恐

怖条件付け学習・記憶に関与しているのに対して、NFAR2のPrLDは、恐怖条件付け学

習の記憶保持における慢性ストレス耐性に重要であることが示された。 
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＜考察＞ 

 

本研究では、顕微鏡を用いた組織学的解析、RNA-seqとribosome profilingを用いた

網羅的な転写・翻訳解析、および行動解析を通じて、NFAR2のPrLDが核への局在に重

要であること、慢性ストレス依存的なmRNA発現・翻訳調節に重要であること、慢性

ストレス下におけるマウスの恐怖記憶形成・保持に重要であることを明らかにした。

Ilf3+/+マウスのAMYでは、NFARsは核に多く局在し、WIRS負荷によってその核局在が

低下した。一方、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスではWIRS無しでもすでに核局在が著しく低下し

ており、WIRS負荷による局在変化は観察されなかった。興味深いことに、Ilf3∆PrLD/∆PrLD

マウスのAMYではWIRS無しでも、WIRS負荷Ilf3+/+マウスのAMYと似たmRNA発現・

翻訳パターンを示した。これは、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスではWIRS無しでも、WIRS負荷

Ilf3+/+マウスと同様にNFARsの核局在が低下したことと良く対応している。さらに、

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスのAMYは、Ilf3+/+マウスとは全く異なるWIRS依存性mRNA発現・翻

訳プロファイル変化を示した。これは、Ilf3+/+マウスにおけるWIRS依存的なNFARsの

核局在変化がIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスでは失われていることと関連していると考えられる。

以上の結果を踏まえると、NFAR2へのPrLD挿入は、NFARsによる慢性ストレス負荷

時におけるmRNA発現と翻訳の時空間制御に重要な核局在制御に必要な分子間相互

作用の獲得につながった可能性がある。Ilf3+/−マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの恐怖条件

付けテストの比較から、NFARsはPrLD以外のタンパク質領域で恐怖記憶の形成に関

与しており、さらにPrLDによる制御によって、情動に関係するAMYなどの神経系の

慢性ストレスに対する耐性を高め、結果として、マウスにおける恐怖記憶形成・保持

の慢性ストレス耐性獲得に繋がったと考えられる（図21）。 

本研究では、マウス生体においてNFAR2のPrLDが凝集体形成ではなく、NFARsの

核局在に重要であることを示した。PrLDは凝集体形成能を持つ因子として認識されて

いるが、近年、これに異論を唱える研究も見受けられる。例えば、神経変性疾患の原

因因子として有名なTDP-43のPrLDは、核内顆粒の形成を促進するよりもむしろ抑制

的に働くことが報告されている（Wang et al., 2002）。本研究や先行研究でも、PrLDを

持つNFAR2よりもむしろPrLDを持たないNFAR1（NFAR2∆PrLD）の方が核内顆粒に

局在が限定され、NFAR2の局在は核内顆粒だけでなく核質にも広がっていることが示
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されている。PrLD含有タンパク質の網羅的な解析によって、PrLD含有タンパク質は

RNAやDNA結合部位を持つものが多く、核質局在化との関連も示されていることか

ら（March et al., 2016）、生理的な条件下では、凝集体形成よりもむしろ核質への局在

化がPrLDの持つ共通機能である可能性がある。本研究で示唆された結果は、PrLDの

生理的意義の解析を発展させていくにあたって、一つの大きな足掛かりとなりうる。 

核から細胞質へのNFARsの移行は細胞ストレスによって促進されることから

（Harashima et al., 2010; Shiina and Nakayama, 2014）、PrLD欠損によるNFARsの核局在

の減少は、ストレス条件下の状態を模倣している可能性がある。実際、PrLD欠損によ

る遺伝子発現プロファイルの変化と、野生型マウスにおけるWIRSによって誘導され

る遺伝子発現プロファイルの変化は相関関係にあることから、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスで

はWIRS無しでも慢性ストレスを負荷されたような状態になっていることが示唆され

る。この仮説は、慢性ストレスによって引き起こされることが報告されている体温上

昇や活動量増加を（Oka 2015; Pardon et al., 2004）、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスがWIRS無しで

も示すことからも支持される。また、NFARsの発現量は低下しているもののPrLDを有

するIlf3+/-マウスでは、活動量増加が観察されなかったことも仮説の根拠として挙げら

れる（図20J、20LのPre; 図20B、20C、20F、20GのPreと比較）。Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの

コントロール条件下での慢性ストレス様状態およびWIRS負荷時の遺伝子発現変化パ

ターンの異常が（図9D、9H）、慢性ストレス耐性を低下させている可能性がある。さ

らにRibosome profilingのGO解析では、PrLD欠損とWIRSの複合効果によって

「Oxidative phosphorylation」や「Cellular oxidant detoxification」のGO termが得られた。

これらGO termに含まれるmRNAの翻訳がWIRS負荷条件下のIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの

AMYで特異的に増加しているということは、それら酸化ストレスに関連した生化学

的なプロセスが変化していることを示唆している。 

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスおよびIlf3+/−マウスの両方が、コントロール条件下でIlf3+/+マウ

スに比べて恐怖記憶の形成を低下させた。ただし、WIRS負荷による恐怖記憶の更な

る悪化は、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスのみで観察され、Ilf3+/−マウスでは見られなかった。こ

のことは、NFAR2のPrLDの有無は、恐怖記憶形成・保持の慢性ストレス耐性の有無と

密接に関連することを示唆した。細胞レベルでは、PrLD欠損は、vHIPにおいてはFS誘

発性神経活動レベルの低下、一方AMYにおいてはWIRS感受性の低下を引き起こした。
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これらの結果から、以下のモデルが考えられる。1) vHIPにおけるFS誘発性神経活動は

PrLD非特異的にNFARsに依存し、おそらく用量依存的であり、恐怖記憶形成を司る。

2) AMYにおける慢性ストレス感受性はPrLDに特異的に依存し、恐怖記憶の慢性スト

レス耐性を司る。vHIPとAMYは、恐怖を含む情動記憶に関連しており、構造的かつ機

能的に神経接続していることを考えると、AMYの持つPrLD依存的なストレス感受性

が、vHIPを含んだ恐怖記憶形成に関わる神経回路全体に影響を与えている可能性があ

る。一方、本研究では、AMYではストレス関連遺伝子だけでなく、LsampやBptf（別

名fetal Alzheimer antigen）などの恐怖記憶との関連が指摘されている遺伝子（Lamprecht 

et al., 2009; Innos et al., 2012）の発現がWIRS依存的に変化するという結果が得られて

いる。これは、AMYにおけるNFAR2 PrLDがこれら遺伝子の発現制御を介して、単な

るAMYのストレス感受性の調節だけでなく、より複雑に恐怖記憶を制御している可

能性を示唆している。Lsampは軸索の伸長とターゲティングに関与しており（Pimenta 

et al., 1995）、これはIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスのAMY由来神経初代培養細胞が軸索の初期発

達遅延を示したという実験結果（図17A-17I）と一致している。したがって別のモデル

としては、NFAR2のPrLD欠損がより直接的に恐怖条件付け学習の低下に関与してお

り、例えば、WIRS依存的にAMYからvHIPへの神経活動の出力低下を引き起こした可

能性なども考えられる。 

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウス、Ilf3∆PrLD/−マウスおよびIlf3+/−マウスの全ての変異マウスについ

て恐怖条件付け学習の異常が認められる一方で、空間学習では全ての変異マウスが

Ilf3+/+マウスと同等の学習能力を示した。この表現型の原因は不明であるが、FXR2や

Ataxin-2などのIDR含有RNA結合タンパク質のノックアウトマウスで同様の行動表現

型が報告されている（Bontekoe et al., 2002; Huynh et al., 2009）。恐怖条件付けにはAMY

とvHIPが重要だが、空間記憶にはdHIPが関わる（Fanselow and Dong, 2010）。AMYと

vHIPは、これらのRNA結合タンパク質の異常によって引き起こされる遺伝子発現の変

化に対して、dHIPよりも敏感である可能性があり、これが恐怖などの情動関連行動の

みに異常が見られる原因かもしれない。もしくは、トラウマ的な経験による脳の酸化

ストレスレベルの増加が示唆されていることから（Miller and Sadeh, 2014）、空間学習

よりもマウスにとってストレスフルな恐怖条件付けは、IDR含有RNA結合タンパク質

によるストレス応答性の遺伝子発現制御を必要とする可能性がある。以上を踏まえる

032



と、NFAR2のPrLDは、ストレスの多い環境下でも、AMYとそれに関連した神経活動

の恒常性保持を可能にする適応スイッチとして機能している可能性がある。こういっ

たPrLDの役割は、変動する環境に対応する酵母および植物におけるPrLDの生理機能

を連想させる（Halfmann et al., 2012; Jung et al., 2020; Dorone et al., 2021）。他の様々な

タンパク質におけるPrLDも環境への適応に寄与するかどうかは、今後の重要な生命科

学の課題であると思われる。 

NFAR2と同様に、PrLDの選択的スプライシングは、TDP-43やhnRNPA1などの多く

のPrLD含有タンパク質で見られる（Weskamp et al., 2020; Deshaies et al., 2018)。これら

のスプライシングアイソフォームは、病原性凝集体を形成する能力が異なっており

（Weskamp et al., 2020; Deshaies et al., 2018）、PrLDの挿入（または削除）による他分

子との分子間相互作用の変化は、ゲノムの増減に頼らないタンパク質機能多様化の基

盤である可能性がある。PrLDの持つ生理的・進化的な利点と病理学的なリスクとの間

には、何らかのトレードオフがあるものと想定できる。本研究では、NFAR2のPrLDの

マウスにおける生理的意義を検証した。しかしながら、PrLD欠損型のNFAR1も同時に

発現する必要性があるのかどうかは未だ不明である。PrLD含有タンパク質に関するこ

れらの疑問を解決することは、PrLDの生物にとっての長所と短所、およびそれらのト

レードオフをよりよく理解することにつながり、生物の多様性や進化といった面でも

深い洞察を与えるものであると考えられる。 

最後に、本研究で解けなかった将来の課題を挙げる。第一に、NFAR1とNFAR2の

それぞれに対する特異的な抗体が現状存在しないという点である。本研究で使用した

抗ILF3抗体はNFAR2とNFAR1の共通領域に対する抗体であり、NFAR1とNFAR2の細

胞内局在を個別に調べることができなかった。加えて、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスにおける

NFAR1とNFAR2∆PrLDを識別できなかった。解決策として、NFAR1のC末端15アミノ

酸残基に特異的な抗体やNFAR2のPrLDに対する抗体を作製することが挙げられる。

これによって、NFAR1とNFAR2の慢性ストレス時の細胞内挙動の違いや、Ilf3+/+マウ

スとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスにおけるNFAR1の挙動の違いなどの解析が可能になり、PrLD

の有無による機能相違のより詳細な理解につながる。 

第二に、本研究で使用したIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスは全身でNFAR2 PrLDが欠損してお

り、NFAR2 PrLD欠損による脳領域特異的な影響の解析ができなかった点である。任
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意のタイミングで特定の標的細胞でのみNFAR2 PrLDを欠損させるコンディショナル

ノックアウトマウスを作製・解析することで、NFAR2 PrLDの脳領域特異的な役割、

例えばAMYとvHIPにおける役割、を明らかにすることができるだろう。 
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図1. 脊椎動物および酵母・植物で明らかにされてきたPrLDの役割 

脊椎動物では、PrLDの持つ相分離能とそれによる病理学的側面に注目した研究が行わ

れてきた。PrLDはLLPSによってコンデンセートを形成することができ、老化や遺伝

的要因によって病原性の凝集体を形成して神経変性疾患を引き起こす。一方で、酵母

や植物では、相同遺伝子や選択的スプライシングバリアントの間でPrLDの長さが異な

り、この多様性が環境応答や多様性に貢献している可能性が示唆されている。 

LLPS, 液 -液相分離（ liquid-liquid phase separation）；ALS, 筋萎縮性側索硬化症

（ amyotrophic lateral sclerosis）；FTLD, 前頭側頭葉変性症（ frontotemporal lobar 

degeneration）。 
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図2. NFAR2特異的なC末端アミノ酸残基はPrLDである 

本研究で注目したPrLD含有RNA結合タンパク質NFAR2はIlf3遺伝子から合成され、ス

プライシングバリアントにPrLDのないNFAR1を持つ。NFAR2特異的なC末端アミノ酸

残基（702-911）はG（グリシン）、Q（グルタミン）、S（セリン）、Y（チロシン）

に富み、配列解析によってPrLDとして予測される。 

DZF, ダブルジンクフィンガードメイン；dsRBM, 二本鎖RNA結合ドメイン；RGG/RG, 

Arg-Gly-Gly/Arg-Gly配列繰り返しモチーフ；PrLD, プリオン様ドメイン。 
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図3. DZFファミリータンパク質の分子系統樹 

(A) DZFファミリータンパク質の種間分子系統樹。DZFファミリータンパク質である

ILF3、STRBP、ZFR2、ZFR、ILF2のドメイン構造を示した。魚類や爬虫類のZFR2は

PrLDをN末端側に持つが、哺乳類のZFR2はPrLDを持たないという種間相違がある。

また、ホヤには4つのファミリータンパク質があり、そのうちの一つはILF2に分類さ

れる。他の3つはILF3やSTRBPと同様の非ZFタイプのdsRNA結合ドメインを持つが、

それらのDZFドメインはZFRやZFR2のようにC末端に位置するため、ZFR、ZFR2、

STRBP、ILF3のいずれにも分類されなかった。スケールバーは座位毎のアミノ酸置換

回数を示す。 

(B) マウスにおけるDZFドメインファミリータンパク質の分子系統樹。スケールバー

はそれぞれ、（左）座位毎のアミノ酸置換回数、（右）アミノ酸数を示す。 

DZF, ダブルジンクフィンガードメイン；dsRBM, 二本鎖RNA結合ドメイン；RGG/RG, 

Arg-Gly-Gly/Arg-Gly配列繰り返しモチーフ；PrLD, プリオン様ドメイン； ZF, C2H2型

ジンクフィンガードメイン。 
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図4. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの作製 

(A) マウスIlf3遺伝子の選択的スプライシングパターンの模式図。エクソン19は

NFAR1特異的なC末端アミノ酸残基（702-716）をコードし、エクソン20-22はNFAR2

特異的なC末端アミノ酸残基（702-911）をコードする。NFAR2∆PrLDではCからTへの

一塩基置換によってエクソン20の先頭に終止コドンを導入した。D-Fでの定量RT-PCR

で使用したプライマーの位置が三角形で示されており、それぞれ黒がNFARs、青が

NFAR1、緑がNFAR2のものである。 

(B) マウスジェノタイピングにおけるIlf3のアンチセンス鎖のDNAシーケンシングの

代表例を示した。赤い円は、CからTへの一塩基置換部位を示す。 
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(C) NFAR1、NFAR2、NFAR2∆PrLDのIDRとPrLDの予測。IDRはDISOPRED3とPONDR 

-FIT、PrLDはPLAACをそれぞれ用いて予測を行なった。NFAR2はC末端に長いPrLD

（671-911）が予測されたのに対し、NFAR1とNFAR2∆PrLDはどちらもその領域を欠

損し、短いPrLD（それぞれ671-698、671-701）が予測された。 

(D-G) Ilf3+/+マウスと比較したIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの各脳領域における各mRNAの相対

的発現レベル。GAPDHはコントール。データは、個々の値をドットプロットで示した

うえ、平均値±SEMで表した。n = 3。 

(H) Ilf3+/+マウスおよびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウス組織のNFARsとα-チューブリン（コントロ

ール）に対するウェスタンブロティング。 

(I) ウェスタンブロティングにおけるIlf3+/+マウス組織でのNFAR2/NFAR1の発現比。n 

= 5、 p < 0.0001、one-way ANOVA。 

(J) Ilf3+/+マウスおよびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの生存曲線。n = 22、 p = 0.6、ログランク検

定。 
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図5. 核内のNFARs含有顆粒は、NFAR2のPrLD欠損によって数が減少するが、WIRS

による減少は観察されない 

(A) WIRS負荷時のNFARsの核内顆粒解析の概略図。右図は、脳切片のDAPI染色と観

察した各脳領域を示す。スケールバーは１ mm。 

(B) Ilf3+/+マウスおよびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの扁桃体（AMY）におけるDAPIおよび抗

ILF3（NFARs）抗体染色画像と、両マウス間で異なるNFARsの核内分布の概略図。Ilf3+/+

マウスおよびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスはどちらもNFARsを含む顆粒状の構造物が観察され

た。核質の染色については、Ilf3+/+マウスでは核質全体が強く染色されたのに対して、

Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスでは染色が弱かった。 

(C-E) コントロール群とWIRS負荷群のIlf3+/+マウスおよびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの背側

海馬（dHIP）（C）、腹側海馬（vHIP）（D）、扁桃体（AMY）（E）における抗ILF3

（NFARs）抗体染色画像。それぞれの左側の画像の枠内を拡大した画像を右側に示し

ており、その拡大画像では、点線が核の輪郭を示している。スケールバーは10 µm。 

(F-K) dHIP（F、G）、vHIP（H、I）、およびAMY（J、K）の核内NFARs顆粒の個数

（F、H、J）とサイズ（G、I、K）の計測。データは平均値±SEMで示した。n = 18（各

群3匹のマウスからの細胞数）。データはtwo-way ANOVAを用いて解析し、遺伝子型

による主効果（pg）、WIRSの有無による主効果（pc）、およびそれらの交互作用（pg×c）

のp値を図中に示した。 

 

  

042



 

図6. NFAR2のPrLD欠損は、NFARsの核局在を減少させ、扁桃体における慢性ストレ

ス（WIRS）負荷依存的な局在変化を抑圧する 

(A-C) Ilf3+/+マウスおよびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスにおける抗ILF3（NFARs）抗体染色のヒー

トマップ画像。それぞれ、背側海馬（dHIP）（A）、腹側海馬（vHIP）（B）、扁桃体

（AMY）（C）からの画像である。それぞれの左側の画像の枠内を拡大した画像を右

側に示しており、その拡大画像では、白と赤の点線がそれぞれ細胞と核の輪郭を示し

ている。スケールバーは10 µm。 

(D-F) 各脳領域におけるNFARs染色強度の核/細胞質比。データは平均値±SEMで示し

た。n = 48（各群3匹のマウスからの画像数）。データはtwo-way ANOVAを用いて解析
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し、遺伝子型による主効果（pg）、コンディション（WIRSあり/なし）による主効果

（pc）、およびそれらの交互作用（pg×c）のp値を示した。two-way ANOVA後のTukey-

Kramer testによる結果を、***p = 0.000117、p ≥ 0.05で有意差のなかったものをN.S.で

示した。 
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図7. PrLD含有タンパク質TDP-43およびhnRNP A1は、NFARsと異なりAMYにおける

WIRS負荷依存的な局在変化を示さない 

(A、B) Ilf3+/+マウスのAMYにおける抗TDP-43抗体染色（A）および抗hnRNP A1抗体染

色（B）のヒートマップ画像。それぞれの左側の画像の枠内を拡大した画像を右側に

示しており、その拡大画像では、白と赤の点線がそれぞれ細胞と核の輪郭を示してい

る。スケールバーは10 µm。 

(C、D) AMYにおけるTDP-43（C）およびhnRNP A1（D）の染色強度の核/細胞質比。

n = 21（各群3匹のマウスからの画像数）。図中にはStudent’s t-testを用いたp値を示す。 
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図8. AMYにおけるNFAR2 PrLD欠損およびWIRS負荷によるmRNA発現・翻訳変化の

網羅的解析 

(A) AMYにおけるRNA-seqおよびRibosome profilingの概略図。 

(B-G) mRNA発現変化（B-D）と翻訳変化（E-G）のvolcano plot。Ilf3+/+マウスにおいて

WIRSによって誘導される変化（B、E）、コントロール条件下でのPrLD欠損による変

化（C、F)、PrLD欠損とWIRSの組み合わせ効果による変化（D、G）を示す。青と赤

の点は、p < 0.05のmRNAを示す。q < 0.05のmRNAの名前が図中に示されている。 
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(H-M) mRNA発現（H-J）および翻訳（K-M）が上昇または減少したmRNAのGO解析

結果を示す（q < 0.05）。Ilf3+/+マウスにおけるWIRS負荷（H、K）、PrLDの欠損（I、

L）、およびPrLD欠損とWIRSの組み合わせ効果（J、M）によって変化したmRNAを解

析して得られたGO termを示している。青字表記はHとJに共通したGO termを示し、赤

字表記はH-JとMに共通したGO termを示している。 
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図9. mRNA発現・翻訳変化の比較解析 

(A) WIRS負荷、PrLD欠損、およびPrLD欠損とWIRSの組み合わせ効果によるmRNA発

現の倍率変化を示したヒートマップ。 
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(B-D) mRNA発現の変化を比較した散布図とピアソン相関係数（r）。Ilf3+/+マウスにお

けるWIRSによる発現変化とPrLD欠損による変化の比較（B）。Ilf3+/+マウスにおける

WIRSによる発現変化と、PrLD欠損とWIRSの組み合わせ効果によって引き起こされる

変化の比較（C）。Ilf3+/+マウスにおけるWIRSによる発現変化とIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスに

おけるWIRSによる変化の比較（D）。 

(E) WIRS負荷、PrLD欠損、およびPrLD欠損とWIRSの組み合わせ効果による翻訳の倍

率変化を示したヒートマップ。 

(F-H) 翻訳変化を比較した散布図とピアソン相関係数（r）。横軸と縦軸はB-Dと同じ

組み合わせ。 
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図10. WIRS応答性mRNAおよび個別mRNAの発現・翻訳変化 

(A-C) WIRS応答性mRNA（RNA-seqでIlf3+/+マウスにおいてWIRSにより発現が上昇し

た遺伝子群、図8Bの赤い点で示された遺伝子群）のmRNA発現変化（A）、翻訳変化

（B）、および翻訳効率変化（C）を示した箱ひげ図。個々の値をドットプロットで示

している。 

(D-F) ミトコンドリアゲノム遺伝子（Mt）のmRNA発現変化（D）、翻訳変化（E）、

および翻訳効率変化（F）を示した箱ひげ図。個々の値をドットプロットで示してい

る。 
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(G-I) ヘモグロビン遺伝子（Hb）のmRNA発現変化（G）、翻訳変化（H）、および翻

訳効率変化（I）を示した箱ひげ図。個々の値をドットプロットで示している。 

(J-O) 代表的な遺伝子のRT-qPCRの結果を示す。各マウスグループのAMYから抽出し

た等量のmRNAを分析にかけた。mRNAの発現レベルは、コントロール条件下のIlf3+/+

マウスの値を用いて正規化した。Tubb5およびSgk1は、それぞれWIRSの影響を受けな

いコントロールとWIRSによって発現が上昇するポジティブコントロール（N、O）。

Hba-a1（J）、mt-Atp8（K）およびmt-Nd 3（L）は、PrLD欠損 / WIRSによって発現が

上昇したが、mt-Nd6（M）は発現が低下し、RNA-seqと同様の結果が得られた。デー

タは平均値±SEM（n = 3）。 

A-Iにおいて、****p < 0.0001、**p < 0.01、*p < 0.05、ボンフェローニ補正を使用した

Welch’s t-test。 N.S.、有意差なし (p ≥ 0.05)。A-CはmRNAのサンプル数が多い（620）

ため、効果量（Hedges’ g) も示した。 ###, |g| ≥ 0.8； ##, 0.5 ≤ |g| < 0.8； #, 0.2 ≤ |g| < 

0.5； -, |g| < 0.2。 

J-Oにおいて、データはtwo-way ANOVA によって解析した。遺伝子型（pg）とコンデ

ィション（WIRSの有無）（pc）による主効果のp値、および遺伝子型とコンディショ

ン間の交互作用（pg×c）を示した。Two-way ANOVA後のTukey-Kramer testのp値は、青

（Ilf3+/+）と赤（Ilf3∆PrLD/∆PrLD）で示した。 
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図11. NFAR2のPrLD欠損によるmRNA発現・翻訳変化のモデル図 

WIRS負荷およびPrLD欠損によるAMYにおけるmRNA発現と翻訳の変化の相関関係

をまとめたモデル図。図中の数字は、図9B、9D、9F、9Hで示したピアソン相関係数。

NFAR2のPrLD欠損はWIRSなしでもストレス誘発性のmRNA発現・翻訳変化と相関す

る変化をもたらし、さらにmRNA発現・翻訳のWIRS応答制御を野生型と相関が見られ

ない程に変化させる。 
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図12. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは正常な身体・感覚能力を持つが、体重減少・体温上昇・驚

愕反応の低下を示す 

(A、B) Ilf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの体重（A）と体温（B）の測定結果。 

(C、D) 筋力の判定基準として、握力（C）とぶら下がった金網から落ちるまでの時間

（D）を測定した。 

(E) ホットプレートテストでは、熱したプレートにマウスを乗せてから前脚を舐める

または擦り合わせるまでの時間を指標に痛覚反応を調べた。 

(F) ロータロッドテストでは、回転するロッド上を歩行させて落下するまでの時間を

指標にして、協調運動機能および運動学習能力を調べた。 

(G、H) 110 dBと120 dBの音に対する驚愕反応（G）および74 dBと78 dBのプレパルス

音提示による驚愕反応の抑制（H）を、マウスの震えを指標に評価した。Ilf3∆PrLD/∆PrLD

マウスはIlf3+/+マウスに比べて驚愕反応が著しく低下したが、プレパルス抑制はIlf3+/+

マウスと同程度であることから、聴覚に異常はないと考えられた。 
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データは平均値±SEMで示す。n数は図中に記載。A-E、G、Hではone-way ANOVAによ

るp値を示す。Fではtwo-way repeated measures ANOVAを用いた遺伝子型による主効果

のp値を示す。 
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図13. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは運動量の増加、不安様行動の低下、うつ様行動の増加を示

す 

(A-D) 新奇環境であるオープンフィールド（A）での120分間自由に探索行動をさせ、

移動距離（B）、立ち上がり回数（C）、中央区画での滞在時間（D）を計測した。中

央区画の滞在時間の増加は不安様行動低下の指標となる。 
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(E-I) 明暗選択テストでは、明箱と暗箱が連結したチャンバーをマウスに自由に探索

させて（E）、総移動距離（F）、明箱での滞在時間（G）、明箱と暗箱を行き来した

回数（H）、最初に明箱に入るまでの潜時（I）を計測した。明箱での滞在時間の増加

と明箱に入るまでの潜時の減少は不安様行動の低下の指標となる。 

(J-M) 高架式十字型迷路の結果。壁のないオープンアームと壁のあるクローズドアー

ムに入った回数の合計（J）、オープンアームに入った回数の割合（K）、総移動距離

（L）、オープンアームで滞在した時間の割合（M）をそれぞれ測定した。 

(N、O) ポーソルト強制水泳の結果。テスト1日目と２日目の不動時間の割合（N）、

総移動距離（O）をそれぞれ測定した。 

(P) 尾懸垂テストにおける不動時間の割合。Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスはIlf3+/+マウスに比べ

て、テスト後半の5分間においてうつ様行動の指標となる不動時間の有意な増加を示

した。 

データは平均値±SEMで示す。n数は図中に記載。B-D、N-Pでは、two-way repeated 

measures ANOVAを用いた遺伝子型による主効果のp値を示す。F-Mでは、one-way 

ANOVAによるp値を示す。 
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図14. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは社会性テストにおいて社会性に異常は見られないが、多

動性を示す 

(A-D) 新奇環境における社会的行動テストの結果。同じ遺伝子型のマウスのペアを用

いて、マウス同士が接触していた時間（A）、接触した回数（B）、接触1回当たりの

持続時間（C）、総移動距離（D）をそれぞれ測定した。 

(E-X) 100ルクス（E-N）および5ルクス（O-X）での3チャンバー社会的新規探索性テ

スト。社会性のテスト（E-I、O-S）、社会的新奇性嗜好テスト（J-N、T-X）の結果を

それぞれ示す。総移動距離（E、J、O、T）、平均移動速度（F、K、P、U）、Ilf3+/+マ

ウス（G、L、Q、V）およびIlf3∆PrLD/∆PrLDマウス（H、M、R、W）がそれぞれのケージ

（空、既知マウス、新奇マウス）の近傍で過ごした時間、社会的嗜好指数（I、S）、

社会的新奇性指数（N、X）をそれぞれ測定した。社会的嗜好指数と社会的新奇性指数

は、新奇マウスの入ったケージの近傍に滞在した時間と両方のケージの近傍に滞在し

た時間の比率として算出した。 

(Y、Z) ホームケージでの社会的行動テスト。白と黒のバーは、それぞれ明時間帯と

暗時間帯を示す。7日間の実験を行ったうち、3日目から5日目の3日間のデータの平均

を示す。活動量（Y）、および2匹のマウス間の社会的相互作用の指標となる平均粒子

数（Z）。マウス同士が離れているときの粒子数は2、接近しているときの粒子数は1

で表される。 

データは平均値±SEMで示す。n数は図中に記載。A-Xでは、one-way ANOVAによるp

値を示す。Y、Zでは、two-way repeated measures ANOVAを用いた遺伝子型による主効

果のp値を示す。 
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図15. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは空間学習・記憶は正常だが、恐怖条件付けにおける恐怖反

応の低下を示す 

(A-C) T字型迷路を用いた自発的交替課題の結果。左右を交替に選択した割合（A）、

セッション終了までにかかった時間（B）、各セッションにおける総移動距離（C）を

測定した。Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは、Ilf3+/+マウスと同レベルの作業記憶を示したが（A）、

Ilf3+/+マウスに比べて素早くセッションを終了させた（B、C）。 

(D-I) 空間学習・記憶を評価するバーンズ迷路テストの結果。トレーニングセッショ

ンにおける逃避ボックスが設置された正解の穴に辿り着くまでの時間（E）、トレー

ニングから1日後（F）および1ヶ月後（G）に行ったプローブテストでの各穴近傍に滞

在した時間と、その後に行った逆転学習（H）およびそのプローブテストの結果（I）

を示す。Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは、Ilf3+/+マウスと同等の空間記憶保持を示したが（F、G）、

1ヶ月の記憶保持後の課題遂行能力の低下を示した（Hのセッション13-18）。ただし、

その後に行った逆転学習の課題遂行および記憶保持に有意な変化は見られなかった

（H、I）。 

(J-O) 恐怖条件付けテストの結果。CSは条件刺激（ブザー音）、USは恐怖反応を誘導

する非条件刺激（フットショック、FS）を示す。すくみ反応を、条件付けセッション

（K）、FSを受けた場所に対する記憶テスト（L）、音に対する記憶テスト（M）でそ

れぞれ測定した。また、1ヶ月の記憶保持期間の後、再度FSを受けた場所に対する記

憶テスト（N）、音に対する記憶テスト（O）を行い、すくみ反応を測定した。 

K、M、Oの黒線は音の提示、Kでの矢印はFSの提示をそれぞれ示す。データは平均値

±SEMで示す。n数は図中に記載。F、G、Hのセッション19、およびIでは、one-way ANOVA

によるp値を示す。A-C、E、H、K-Oでは、two-way repeated measures ANOVAを用いた

遺伝子型による主効果のp値を示す。 
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図16. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスではFS（恐怖刺激）によるvHIPにおけるc-Fos発現上昇が失

われる 

(A) FS後の神経活動の指標であるc-Fos発現上昇を評価する免疫染色実験の概略図。右

側のパネルは、DAPIとc-Fosの二重染色をした脳切片画像で、各脳領域を示す。MeA、

medial amygdal；BLA、basolateral amygdala。スケールバー、1 mm。 

(B、C) コントロール条件とWIRS負荷条件でのIlf3+/+マウスとIlf3∆PrLD/∆PrLDマウスの

AMYとvHIPのc-Fos免疫染色画像。スケールバー、100 µm。 

(D-J) c-Fos陽性細胞の定量化の結果。データは、平均値±SEMで示す。各グループ4匹

のマウスから得られた蛍光画像を用い、n数はそれぞれ、n = 33（D）、45（E）、40

（F）、48（G）、39（H）、80（I）、35（J）。データは、two-way ANOVAを用いて
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解析した。遺伝子型（pg）と刺激（FSあり/なし）（pc）のそれぞれの主効果における

p値、および遺伝子型と刺激間の交互作用（pg×c）におけるp値を示す。 

D-Hでは、two-way ANOVAを行った後、Tukey-Kramer testを行った。****p < 0.0001、

*p < 0.05、N.S.、有意差なし (p ≥ 0.05)。I、Jでは、two-way ANOVAを行った後、交互

作用が有意であったため、simple effect analysisを行った。****p < 0.0001、***p < 0.001、

**p < 0.01、N.S.、有意差なし (p ≥ 0.05)。 
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図17. Ilf3ΔPrLD/ΔPrLDマウスのAMY由来神経初代培養細胞は軸索の初期発達遅延を示す 

(A-C) Ilf3+/+、Ilf3∆PrLD/∆PrLD同腹胎仔のAMY由来神経初代培養細胞［3（A）、5（B）、

7（C） days in vitro （DIV）］におけるDAPI、抗MAP2および抗Tau抗体による免疫染

色画像。右側の重ね合わせ画像では、Sholl analysisに用いた30 µm間隔の同心円を示す。

スケールバー、100 µm。 

(D-I) AMY由来神経初代培養細胞［3（D、G）、5（E、H）、7（F、I）DIV］の樹状突

起（MAP2）（D-F）および軸索（Tau）（G-I）のSholl analysisの定量結果。n = 21（各

群3匹の同腹胎仔からの細胞数）。データは、平均値±SEMで示す。データはtwo-way 

repeated measures ANOVAを用いて解析した。遺伝子型による主効果（pg）、Sholl analysis

における半径による主効果（pr）、および遺伝子型と半径間の交互作用（pg×r）のp値

を示す。G、Hでは、交互作用が優位であったため、two-way repeated ANOVAの後に

simple effect analysisを行った。**p < 0.01、*p < 0.05。 
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図18. Ilf3+/−マウスおよびIlf3∆PrLD/−マウスの作製 

(A) Ilf3遺伝子構造およびエクソン7における塩基配列とIlf3+/+マウスとIlf3+/−マウスの

シークエンス解析結果。図中の太字は、Ilf3+/−マウスにおけるIlf3+アレルとIlf3−アレル

間で異なる塩基配列を示す。Ilf3−アレルのエクソン7において14 bpが欠失することで

フレームシフトが起こり、エクソン9に新たな終始コドンが形成された（遺伝子構造

図中赤字で示したTGA）。BにおいてIlf3−アレルを検出するために行ったPCRで使用し

たリバースプライマーを矢印で示した。 

(B) Aで示したリバースプライマーを使用したPCRの結果。 

(C) Ilf3+とIlf3−アレルのエクソン7-9における塩基配列およびコードされるアミノ酸配

列。 Ilf3−アレルのエクソン9で終始コドンが新たに生成された。 

(D-F） Ilf3∆PrLD/∆PrLD、Ilf3∆PrLD/−、およびIlf3+/−マウスの各脳領域におけるNFAR2（D）、

NFAR1（E）、およびトータルNFARs（F）mRNAの発現レベルをRT-qPCRによって調

べた。データはGAPDH mRNAの発現レベルに対して正規化し、次に、Ilf3+/+マウスに

おけるこれらのmRNAの発現レベルと比較した。n = 3。 

(G) Ilf3+/+、Ilf3∆PrLD/∆PrLD、Ilf3∆PrLD/−、およびIlf3+/−マウスの各脳領域について、NFARs

のN末端領域（ヒトILF3のアミノ酸配列8-343）に対するポリクローナル抗体を用いた

Ilf3遺伝子産物のウェスタンブロッティング結果。赤い線は、Ilf3−アレルから生成され

るタンパク質由来のバンドが現れると予想される領域を示すが、Ilf3−アレル特異的な

バンドは認められなかった。 

(H) Ilf3+/+、Ilf3∆PrLD/∆PrLD、Ilf3∆PrLD/−、およびIlf3+/−マウスの各脳領域について、NFARs

に対するモノクローナル抗体とα-tubulin抗体（コントロール）を用いたウェスタンブ

ロッティング。 

(I、J) Ilf3∆PrLD/∆PrLD、Ilf3∆PrLD/−、およびIlf3+/−マウスの各脳領域について、NFAR2（I）

およびNFAR1（J）タンパク質の発現レベルを、α-tubulinの発現レベルによって正規化

し、次に、Ilf3+/+マウスにおけるこれらタンパク質の発現レベルと比較した。n = 3。 
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図19. Ilf3の変異はマウスの空間記憶にほとんど影響を及ぼさない 

(A) WIRS負荷後の空間学習・記憶（モリス水迷路）と恐怖条件付け学習・記憶（受動

的回避）のテストの概略図。受動的回避テストの結果は図20に示す。 
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(B-D) Ilf3+/+およびIlf3変異マウスのWIRS負荷による体重変化。Ilf3∆PrLD/∆PrLD（A）、

Ilf3∆PrLD/−（B）、Ilf3+/−（C）の各変異マウスとIlf3+/+マウスの比較結果を示す。 

(E、F) Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスのモリス水迷路の結果。Ilf3+/+マウスとの比較を示す。トレ

ーニングセッションにおけるプラットフォームに辿り着くまでの時間（E）、最後の

トレーニングの1日後に実施したプローブテストにおける、プールの各象限に滞在し

た時間（F）。R、右；T、ターゲット；L、左；O、ターゲットと反対のエリア。 

(G、H) Ilf3∆PrLD/−マウスのモリス水迷路の結果。 

(I、J) Ilf3+/−マウスのモリス水迷路の結果。 

データは、平均±SEMで示した。また、three-way repeated ANOVAを用いて統計解析を

行った。遺伝子型による主効果（pg）、コンディション（WIRSあり/なし）による主

効果（pc）、トライアルによる主効果（pt）、象限による主効果（pq）、および遺伝子

型とコンディション間の交互作用（pg×c）のp値を示す。 
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図20. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスは、WIRS負荷による恐怖記憶の更なる低下を示す 

(A-D) Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの受動的回避テストの結果。Ilf3+/+マウスとの比較を示す。フ

ットショック（FS）を提示する前（Pre）、FSから5分後、1日後、1週間後にテストを

行った。暗室に滞在した時間（A）、総移動距離（B）、明室での移動距離（C）、暗

室での移動距離（D）を示す。 

(E-H) Ilf3∆PrLD/−マウスの受動的回避テストの結果。 

(I-L) Ilf3+/−マウスの受動的回避テストの結果。 

データは、平均±SEMで示す。また、three-way repeated ANOVAを用いて統計解析を行

った。遺伝子型による主効果（pg）、コンディション（WIRSあり/なし）による主効

果（pc）、トライアルによる主効果（pt）、および遺伝子型とコンディション間の交互

作用（pg×c）のp値を示す。A、B、Dでは、交互作用が有意であったため、three-way repeated 

ANOVAの後にsimple effect analysisを行った。****p < 0.0001、***p < 0.001、**p < 0.01、

*p < 0.05。 
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図21. 本研究で明らかにしたNFAR2 PrLDのマウスにおける生理的意義 

本研究結果のモデル図を示す。本研究では、マウスにおけるNFAR2 PrLDが持つ以下

の生理機能を明らかにした。 

1) NFARsの慢性ストレス感受性核局在の制御：Ilf3+/+マウスにおいてNFARsは核に局

在し、慢性ストレス（WIRS）によって細胞質へ移行する。一方、Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウス

では、NFARsの核局在化はWIRS無しでも既に低下し、WIRS依存性の細胞質移行も失

われる。 

2) 慢性ストレス依存性mRNA発現・翻訳制御：Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスはWIRS無しでも慢

性ストレス様の遺伝子発現変化を示し、WIRS負荷時の遺伝子発現変化はIlf3+/+マウス

のそれとは相関が認められないほどに異なる。 
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3) 恐怖記憶の慢性ストレス耐性付与：PrLDの有無に関係なくNFARsは用量依存的に

恐怖記憶の形成に関与する。NFARsにPrLDがない場合、恐怖記憶形成はWIRSによ

って阻害されるが、その阻害はPrLDの挿入によって抑圧される。 
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1
8
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連
）
（
一
部
抜
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）
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表 26. Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの網羅的行動解析結果の一覧 

 

  

テスト 週齢 Ilf3∆PrLD/∆PrLDマウスの表現型 図 

Body weight and body temperature 11-12 
Decreased body weight, increased 

body temperature 
12 

Grip strength 11-12 N.S. 12 

Wire hang 11-12 N.S. 12 

Light/dark transition test 11-12 
Hyperactivity, decreased anxiety-like 

behavior 
13 

Open field test 12 
Hyperactivity, decreased anxiety-like 

behavior 
13 

Elevated plus maze 12 Hyperactivity 13 

Hot plate test 12 N.S. 12 

Social interaction test in a novel 

environment 
12-13 

Hyperactivity, decreased duration of 

contact 
14 

Rotarod test 13 N.S. 12 

Three-chamber social approach test 

(100 lux) 
15-16 Hyperactivity 14 

Acoustic startle response/prepulse 

inhibition test 
16 Decreased startle 12 

Porsolt forced swim test 16 N.S. 13 

Barns maze test 22-30 
Low task performance in trials after 

memory retention for a month 
15 

T-maze (spontaneous alternation) 30-31 High task performance 15 

Contextual and cued fear 

conditioning test 
48-53 Deficits in fear conditioning memory 15 

Three-chamber social approach test  

(5 lux) 
65-66 Hyperactivity 14 

Social interaction test in a home cage 82-83 Hyperactivity 14 

Tail suspension 85 Depression-like behavior 13 

  N.S.: no significant differences  
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