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研究成果の概要（和文）：前脳特異的なカルシニューリン欠損マウスは、顕著な作業記憶の障害、活動量の亢進
などの統合失調症様の表現型異常を示すことから、妥当性の高い統合失調症モデルマウスであると考えられる。
本研究では、カルシニューリン機能の低下がどの時期にどの程度の期間続くことが種々の統合失調症様の表現型
異常を引き起こすのかを明らかにするため、カルシニューリン活性を発達期まで低下させ、その後活性を変化さ
せ行動解析を行った。検討の結果、活動量の変化は、発達期後のカルシニューリン活性と関連がある可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Forebrain-specific calcineurin knockout mice show schizophrenia-like 
behavioral phenotypes such as impaired working memory and increased locomotor activity. In the 
present study, we examined the effects of the change of calcineurin activity during the 
developmental stage using tetracycline-regulated gene expression system. Behavioral analyses suggest
 that calcineurin activity after the developmental stage may be involved in increased locomotor 
activity.
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１．研究開始当初の背景  
 統合失調症は、遺伝的・環境的要因が関与
する多因子疾患と考えられているが、その病
因・病態は未だに明らかにされていない。現
在、統合失調症の病因解明のため、世界中で
遺伝子改変マウスを用いた各種の解析が進
められている。申請者の所属研究室では、国
内外の研究室との共同研究により、190 系統
以上のマウスに対して網羅的行動テストバ
ッテリーを行い、複数系統のマウスが共通し
て顕著な作業記憶の障害、活動量の亢進など
の統合失調症様の表現型異常を示すことを
明らかにしてきた (Takao et al., 2013; 
Yamasaki et al., 2008)。同時に、それらの
マウスに共通して成体の脳であるにも関わ
らず、海馬歯状回の神経細胞の大多数が擬似
的な未成熟状態にある「未成熟歯状回」とい
う現象を見出している(Takao et al., 2013; 
Yamasaki et al., 2008)。上記の統合失調症
様の行動異常を示す遺伝子改変マウスとし
て、前脳特異的なカルシニューリン欠損マウ
スが報告されている (Miyakawa et al., 
2003; Zeng et al., 2001)。ヒトのサンプル
を用いた疾患研究においても、カルシニュー
リン遺伝子は統合失調症との関連が示唆さ
れており (Gerber et al., 2003; Liu et al., 
2007; Yamada et al., 2007)、統合失調症患
者の死後脳ではカルシニューリンの発現が
mRNA、タンパクレベルで減少していることが
報告されている (Eastwood et al., 2005)。
これらのことから、前脳特異的なカルシニュ
ーリン欠損マウスは、妥当性の高い統合失調
症モデルマウスであると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 カルシニューリンは、神経の発達 (Graef 
et al., 2003)や長期抑圧など成体のリアル
タイムの神経機能 (Jurado et al., 2010; 
Mulkey et al., 1994)にも重要な役割を果た
しているが、これまでの研究で用いられたカ
ルシニューリン欠損マウスは、生後からカル
シニューリンの機能が欠損しており、どの時
期のカルシニューリン機能の低下がこれら
の行動異常や脳内異常をもたらしているの
かは不明であった。そこで本研究では、時期
特異的に前脳におけるカルシニューリンの
機能を低下させることが可能なマウスを用
いることにより、カルシニューリン機能の低
下がいつ、どのくらいの期間持続することが、
作業記憶の障害や活動量の亢進等の統合失
調症様の行動異常に関与するのかを探索す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 時期特異的カルシニューリン機能低下
マウスの作製：本研究では、カルシニューリ
ンの触媒サブユニットに結合することで、カ
ルシニューリンを不活性化することが知ら
れている Zaki4 (Mizuno et al., 2004)の発
現を tetracycline OFF システムにより調節

することで、前脳のカルシニューリン機能を
時期特異的に調整可能なマウスを用いた。
Tetracycline 発現誘導システムでは、
tetracycline 誘導体の doxycycline (Dox)投
与/除去により、転写活性因子 tTA を不活性
化/活性化することで、標的遺伝子の発現の
可逆的に制御が可能である。同システムを用
いて、カルシニューリンの機能を時期特異的
に制御するため、tetOFF-Zaki4 マウスを作製
し、CamkIIa遺伝子のプロモーターによりtTA
を前脳特異的に発現するCamkIIa-tTAマウス
とかけあわせることにより、時期特異的にカ
ルシニューリン機能を低下させることが可
能なtTA/Zaki4ダブルトランスジェニックマ
ウスを得た。 
 
 (2)網羅的行動テストバッテリーを用いた
時期特異的カルシニューリン機能低下マウ
スの行動解析：本研究では、どの時期のカル
シニューリン機能低下が、統合失調症様行動
異常に関与しているのかを調べるため、上記
の tTA/Zaki4 ダブルトランスジェニックマ
ウスを用いた。統合失調症が思春期から青年
期に発症することが多いことに着目し、発達
期のカルシニューリン機能低下に付随して
起こる行動異常を同定するため、胎生期から
発達期まで薬剤投与せず、発達期以降（生後
9 週齢頃〜）に doxycycline を投与/除去す
ることにより、時期特異的にカルシニューリ
ン機能を制御したマウスを用いて網羅的行
動解析を行った。この解析は、感覚、運動、
情動、学習・記憶、社会的行動など、様々な
行動の領域で用いられている代表的なテス
トを組み合わせた行動試験であり、効率のよ
く行動異常の検出を行うことを意図した。 
 
４．研究成果 
 Doxycycline 投与によりカルシニューリン
活性を時期特異的にコントロールできるマ
ウス（tTA/Zaki4 ダブルトランスジェニック
マウス）を使用するため、大量の掛け合わせ
を行った。目的のマウスは、tTA-Zaki マウス
とCamkIIa-tTAマウスの掛け合わせで得られ
るために2種類の遺伝子改変マウスの掛け合
わせが必要であり、使用するマウスの繁殖過
程において産仔数の確保に想定外の時間を
要したが、最終的には実験に必要な匹数を確
保することができた。 
 tTA/Zaki4 ダブルトランスジェニックマウ
スは、doxycycline を与えない限り Zaki4 が
発現するため、カルシニューリン活性が抑制
された状態にある。このマウスを用いて以下
の行動テストを行った。8 方向放射状迷路テ
ストでは作業記憶の減弱傾向が観察され、高
架式十字迷路テストやポーソルト強制水泳
テストでは活動量の増加傾向が観察された。
これらの結果は、前脳特異的なカルシニュー
リン欠損マウスの表現型と整合性の高いも
のであった。聴覚性驚愕反応・プレパルス抑
制テストでは、驚愕反応の減弱が観察され、



プレパルス抑制に差はなかった。 
 繁殖させたtTA/Zaki4ダブルトランスジェ
ニックマウスを用いて、カルシニューリン活
性を発達期 (約 8週齢)まで低下させた後に、
doxycycline の投与の有無によりカルシニュ
ーリン活性を変化させ網羅的行動解析を行
った。オープンフィールドテストや高架式十
字迷路テストにおける活動量の増加は、発達
期後のカルシニューリン活性と関連がある
可能性が示唆された。しかしながら、今回の
実験ではカルシニューリンの活性変化に以
外に性差やdoxycyclineの有無等に起因する
と考えらるデータのバラツキにより作業記
憶等については明確な傾向を得る事は出来
なかった。 
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