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研究成果の概要（和文）：　近年、我が国では、精神疾患の患者が急増している。そこで、本研究では、その治
療法開発のために、全ゲノム関連解析にて複数の精神疾患への関与が示唆されているプレシナプスタンパク質
Piccoloに着目し、精神疾患の病因・病態の解明を試みた。
　前頭前皮質Piccoloノックダウンマウスを用いた個体、細胞および分子レベルにおけるPiccoloの神経機能解析
によって、双極性障害もしくは統合失調症では、前頭前皮質からの神経ネットワーク不全により情動障害、認知
機能障害およびストレス脆弱性が誘発されていることが示唆された。さらに、本マウスが、妥当性の高い新たな
精神疾患モデル動物として有用であることも示唆された。

研究成果の概要（英文）：  In recent years, patients with psychiatric disorders have been increasing 
rapidly in Japan. In the present study, we therefore tried to elucidate the etiology and 
pathophysiology of psychiatric disorder by focusing on the presynaptic protein Piccolo, which has 
been suggested to be involved in multiple psychiatric disorders in genome-wide association study, in
 order to develop its therapeutic method.
  Neuronal function analysis at the individual, cell and molecular level in the prefrontal cortex 
Piccolo knockdown mice revealed similar phenotypes to patients with bipolar disorder or 
schizophrenia. Accordingly, neuronal network impairments from the prefrontal cortex caused emotional
 disturbance, cognitive dysfunction and stress vulnerability in bipolar disorder or schizophrenia. 
Furthermore, it was suggested that the genetic manipulation mice are useful as a new psychiatric 
animal model with high validity.

研究分野：神経精神薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、我が国では、精神疾患の患者が急増
している。精神疾患は、情動性異常、意思疎
通阻害および知能障害を伴う疾病であり、本
邦では、若年から中高年での発症頻度が高い
ため経済的・産業的な損失も大きい。さらに、
最近では精神疾患患者による刑事事件も頻
発し、生活環境の安全性にも影響を与え始め
ている。これらのことから、精神疾患の治療
が、患者やその家族および社会から求められ
ている。しかしながら、多くの精神疾患の病
因・病態メカニズムには未だ不明な点があり、
有効な治療法開発の障害となっている。 
 
２．研究の目的 
 近年、我々の研究グループでは、覚醒剤の
連続投与により作製した精神病モデル動物
の脳内において著しく発現量が変動する遺
伝子を探索し、タンパク質 Piccolo をコード
する遺伝子 PCLO を見出した。Piccolo は、プ
レシナプス活性領域に局在しており、多くの
機能性ドメインから構成される巨大な細胞
質基質タンパク質である。プレシナプス活性
領域は、シナプス小胞による神経伝達物質の
エクソサイトーシスおよびエンドサイトー
シスを調節する領域であるため、Piccolo は
プレシナプスでの神経伝達制御機構に重要
な役割を果たしていると考えられている。し
かし、これまでに中枢神経系における
Piccolo の詳細な機能や役割については、ほ
とんど検討がなされていない。 
 一方、最近の大規模な全ゲノム関連解析で
は、PCLO 一塩基多型（SNP）が双極性障害お
よびうつ病に関与しているという報告がな
されている。前者の双極性障害では、PCLO 
intron 24 に お け る SNP （ rs13438494; 
c.15289-683A>C）の Cアレルが危険因子とさ
れ（Choi et al., 2011）、C アレル双極性障
害患者の前頭前皮質では、PCLO mRNA の発現
量が低下していた（Kleinman, 2011）。後者
のうつ病では、PCLO exon 19 での SNP
（rs2522833; c.14440T>G）によるアミノ酸
変異（Ser4814Ala）が危険因子とされた
（Sullivan et al. Mol Psychiatry. 14: 359, 
2009）。そして、統合失調症患者の死後脳解
析では、扁桃体での PCLO mRNA 発現量が上昇
していたが、この現象は、抗精神病薬による
薬物治療の二次的変化ではないかと推測さ
れている（Weidenhofer et al., 2009）。つ
まり、Piccolo の発現や機能変化は、精神疾
患と関連しており、精神疾患発症の主要な危
険因子のひとつであると考えられる。 
 そこで、本研究では、精神疾患に関連する
ことが示唆されているプレシナプス・タンパ
ク質 Piccolo に着目し、その中枢神経系にお
ける機能的役割を明らかにするとともに、精
神疾患の病因・病態メカニズムの解明を目的
とする。そして、そのメカニズムを踏まえた
新しい治療薬の開発へと繋げていく。 
 

３．研究の方法 
(1) アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターの
作製および脳内注入 
 PCLO miRNA 配列を組み込んだ pAAV-miPCLO、
pAAV-Rep/CapおよびpHelperの3種類のプラ
スミドを HEK293 細胞にトランスフェクシ
ョンし、その細胞内で AAV-miPCLO ベクター
を作製させ、それを抽出し精製した。標的遺
伝子を組み込んでいない AAV-Mock ベクター
を対照群として使用した。各 AAV ベクターを、
雄性 C57BL/6J マウス（8週齢）の前頭前皮質
（anterior = +1.7, lateral= ±0.3, ventral 
= +1.5 mm from bregma)に注入して 4週間経
過後から行動実験を行った。 
 
(2) 行動薬理学的実験 
① 新奇環境下での自発的行動量測定 
 アクリル製の箱（40×40×30 cm）のなか
にマウスを入れ、自由に行動させ、Scanet 
MV-40 MV（MELQUEST, Toyama）を用いて 5分
間ごとに 60 分間の行動量を測定した。 
 
② 聴覚性プレパルス抑制試験 
 マウスを円筒形実験チャンバーに入れ、背
景音(70 dB)を聞かせた状態で試験を行った。
プレパルスとして、74, 78, 82 もしくは 86 
dB の音刺激を与え、100 msec 後にパルスと
して 120 dB の音刺激を与えた際の驚愕反応
を測定した。また、パルスのみの驚愕反応も
測定した。プレパルス＋パルス音刺激による
驚愕反応を、パルスのみの驚愕反応に対する
減弱比率を% PPI として表示した。 
 
③ 新奇物質認知試験 
 連続した 2日間にわたって、マウスをアク
リル製の箱（30×30×35 cm）のなかで 1 日
30分間自由に探索行動させた。続く3日目に、
箱内に2つの異なる物体を置いてからマウス
を入れ、それぞれの物体にマウスがアプロー
チした時間と回数を 10 分間測定した。その
24 時間後に、片方の物体を新奇物体に変えて
前日と同様にマウスを箱に入れ、それぞれの
物体にマウスがアプローチした時間と回数
を 10 分間測定した。 
 
④ 文脈学習試験 
 金属グリットを敷いたチャンバーにマウ
スを入れて、2 分後に 2 分間フットショック
（0.6 mA, 2 sec × 4）を与えた。その 24
時間後、再びマウスをチャンバーに 4分間戻
し、マウスの無動時間を測定した。 
  
⑤ 自発的交替行動試験（Y字型迷路試験） 
  マウスを Y 字型迷路の１つのアームに置
いた後、8 分間マウスを自由に行動させ、マ
ウスが進入したアームを順番に記録した。各
アームへの進入回数と連続して異なるアー
ムを選択した回数から自発的交替行動率 
(%) （[(異なるアーム選択回数)/(進入回数
-2)]×100）を算出した。 



 ⑥ 軽度社会的敗北ストレス暴露 
  攻撃的な ICR マウスのホームケージ内に
テストマウスを 5分間入れ、物理的な接触を
させた後、テストマウスをホームケージに戻
し 15 分間休憩させた。この接触と休憩を 3
回繰り返すことによりマウスに軽度の社会
的ストレスを暴露した。 
  
 ⑦ 社会的相互作用試験 
  アクリル製の箱（40×40×30 cm）の一辺
中央部にICRマウスを配置するための格子状
ケージを設置し、まず、その中に ICR マウス
を配置せずにテストマウスを 2 分 30 秒間自
由に行動させた。次に、テストマウスを一旦
ホームケージに戻し、ICR マウスを配置して
から（30 秒後）、再度 2分 30 秒間自由に行動
させ、アクリル製装置内に設けられた
interaction zone での滞在時間を計測した。 
 
⑧ 強制水泳試験 
 深さ約 20 cmで 22℃の水を張った円筒形の
水槽にマウスを入れ、6 分間の強制的遊泳を
行った。その内、後半 5分間においてマウス
が泳いでいない時間（無動時間）を測定した。 
 
(3) 電気生理学試験 
  マウス全脳を摘出し、氷冷した人工脳脊
髄液中で 400 m の前頭部位冠状切片を作製
した。切片を多電極プローブに配置し、20 分
間の灌流の後、PFC 領域で刺激電圧の強度に
対する EPSP slope 相関を測定した。最大応
答 EPSP slope の約 40%の電圧を刺激電圧とし、
0.05 Hz の標準刺激による応答を記録した。
その応答が安定してからバースト刺激 
(theta burst stimulation: TBS; 100 Hz, 5 
回刺激を 5 Hz, 10 バースト) を与え、TBS
後の標準刺激による応答を 1 時間記録した。
ペアパルス応答の測定では、標準刺激を 20、
60 および 100 ms 間隔で連続的に与え、2 回
目と 1 回目の刺激による EPSP slope の比率
を算出した。 
  
(4) 細胞外神経伝達物質遊離量の測定 
 In vivo マイクロダイアリシス法を用いて、
マウスPFCにおける細胞外神経伝達物質遊離
量を測定した。マウスを麻酔下で脳定位装置
に固定し頭蓋を切開後、左側の前頭前皮質も
しくは背側線条体にガイドカニューレを挿
入して固定した。翌日、透析プローブをガイ
ドカニューレより挿入し、リンゲル液（147 mM 
NaCl, 4 mM KCl, 2.3 mM CaCl2）を 0.5 µl/min
で灌流した。灌流液を収集し、灌流液中のグ
ルタミン酸、ドパミンおよび GABA 量を HPLC
法を用いて分析した。 
 
４．研究成果 
(1) 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウス
における行動薬理学的解析 
 PCLO miRNA を組み込んだ AAVベクターを青
年期マウスの前頭前皮質に微量注入した後、

前頭前皮質での PCLO mRNA および Piccolo 
タンパク質が有意に減少していることを確
認した。 
 この前頭前皮質Piccoloノックダウンマウ
スでは、新奇環境下における自発的行動量の
増加および聴覚性驚愕反応におけるプレパ
ルス抑制の減弱が観察された。また、物質認
知機能、文脈的な空間認知機能および自発的
交替行動による短期作業記憶も低下してい
た。これらの行動異常は、非定型抗精神病薬
リスペリドンの投与によって一部改善され
た。 
 
(2) 軽度社会的敗北ストレス暴露後の前頭
前皮質Piccoloノックダウンマウスにおける
行動薬理学的解析 
 対照マウスには影響を与えない軽度な社
会的敗北ストレスを暴露した前頭前皮質
Piccolo ノックダウンマウスでは、社会的相
互作用試験における interaction zone での
滞在時間が有意に減少し、強制水泳試験にお
ける無動時間が有意に増加した。 
 
(3) 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウス
における分子生物学的解析 
 プレシナプスマーカー・シナプトフィジン
およびポストシナプスマーカー・PSD-95 のタ
ンパク質発現量には変化は見られなかった。
一方、プレシナプス活性領域で神経伝達物質
のエクソサイトーシスを担うシナプシンIの
リン酸化レベルおよびSNAP-25のタンパク質
発現量は有意に減弱していた。 
 
(4) 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウス
における電気生理学的解析 
 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウスの
前頭前皮質では、ペアパルス刺激によるパル
ス促進が減弱していた。さらに、高頻度刺激
による長期増強も減弱していた。 
 
(5) 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウス
における神経化学的解析 
 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウスの
前頭前皮質では、細胞外グルタミン酸の基礎
遊離量が有意に低下しており、脱分極刺激に
よるグルタミン酸遊離量も減弱した。さらに、
前頭前皮質での細胞外ドパミン基礎遊離量
に変化は観察されなかったが、脱分極刺激に
よるドパミン遊離量は減弱した。 
 前頭前皮質Piccoloノックダウンマウスの
背側線条体では、前頭前皮質と同様に、細胞
外グルタミン酸基礎遊離量が低下しており、
脱分極誘発グルタミン酸遊離量も減弱した。
一方、背側線条体での細胞外ドパミン基礎遊
離量に変化は見られず、脱分極刺激誘発ドパ
ミン遊離量は、前頭前皮質とは逆に増強した。
また、同じく背側線条体では、細胞外 GABA
基礎遊離量に変化はなく、脱分極刺激誘発
GABA 遊離量は減弱した。 
 



(6) まとめ 
 上記の研究成果から、前頭前皮質における
Piccolo は、プレシナプスからの神経伝達物
質の放出を制御しており、その発現低下は、
双極性障害もしくは統合失調症に関連して
いることが示唆された。また、これらの精神
疾患では、前頭前皮質からの神経ネットワー
ク不全によって、背側線条体における神経機
能障害が引き起こされていることが示唆さ
れた。さらに、前頭前皮質 Piccolo ノックダ
ウンマウスが、妥当性の高い新たな精神疾患
モデル動物として有用であることも示唆さ
れた。したがって、本研究は、精神疾患、特
に双極性障害および統合失調症の病因およ
び病態メカニズムを明らかにするとともに、
これらの精神疾患に対する新たな治療標的
メカニズムを示した。 
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