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研究成果の概要（和文）：オキシトシン受容体遺伝子のイントロン配列内に多数同定されている自閉スペクトラ
ム症関連SNP（一塩基多型）は、社会性行動の個人差と相関することが報告されているが、蛋白質をコードしな
いイントロン配列の個人差が、オキシトシン受容体発現様式にどのような影響を与え、神経回路網を変化させ、
表現型に至るのかは未知のままである。本研究ではマウス受精卵を用いたゲノム編集技術を駆使して、オキシト
シン受容体の脳領域特異的発現を正確に可視化し、前述のイントロン配列が受容体発現制御（エンハンサー）活
性を持つか否かを検証可能なマウスモデルを新たに複数作製した。これらは、今後のオキシトシン研究に広く活
用できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Autism-associated polymorphisms (SNPs) within the intronic sequences of 
oxytocin receptor (OXTR) gene have been continually reported to correlate with variations in social 
behaviors. However, how the intronic "non-coding" sequence variations can affect OXTR expression 
patterns, neuronal connections, and the behavioral phenotypes remains elusive. In this study, we 
employed the latest genome editing technology to generate novel knock-in reporter mouse lines by 
which we could precisely recapitulate the brain region-specific OXTR expression profiles. We also 
utilized these mouse models to investigate brain enhancer activities for OXTR expressions within the
 intronic sequences. These new tools could be widely shared in science community to investigate 
roles of oxytocin-oxytocin receptor system in social brains.

研究分野：神経発達障害、ゲノム編集、遺伝子改変モデルマウス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オキシトシンは、オキシトシン受容体を持つ神経細胞の機能を修飾することにより、家族や夫婦の絆・仲間同士
の信頼などの「社会性行動」を促進する。オキシトシン受容体遺伝子のイントロン（受容体蛋白質をコードする
情報を持っていない部分）には、自閉スペクトラム症などの社会性行動の多様性と相関するような塩基配列のバ
リエーションが多数見出されているが、その役割はわかっていない。本研究では、マウス受精卵を用いた最新の
ゲノム編集法を駆使して、そのイントロン配列にオキシトシン受容体の発現調節機能があるかどうかを調べるこ
とができるマウスモデルを作製した。今後のオキシトシン系神経回路の研究において有用なツールとなりうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 オキシトシン（Oxt）は視床下部で合成されるペプチドホルモンであり、下垂体後葉から血
中へ分泌され、子宮平滑筋収縮・乳汁分泌促進等の「末梢作用」を持つことが従来から知られ
ている。Oxtはまた、神経伝達物質として脳内へも輸送・拡散され、オキシトシン受容体（Oxtr）
を発現する神経細胞の機能を修飾する「中枢作用」を持っている。近年、Oxt系神経回路は、
養育行動・他者への信頼・共感性など広く『社会性行動』と分類される行動を促進的に制御す
ることが盛んに報告されており、Oxt点鼻投与により自閉スペクトラム症（ASD）の症状を改
善できる可能性（文献①）から人々の注目を集めている。 
 Oxtr遺伝子のイントロン配列内に多数同定されている ASD関連 SNP（一塩基多型）は、
ASDリスクとなりうること、社会性行動の多様性と相関することが頻繁に報告されているが
（文献②）、蛋白質をコードしないイントロン配列の個人差が、Oxtr発現様式にどのような影
響を与え、神経回路網を変化させ、表現型に至るのかは未知のままである。 
 脳神経系発生発達の多様性は、このようなゲノムの個体差を基に、環境因子の影響が加わっ
て生み出されると考えられる。そのメカニズムの理解には、ヒトでは計測できないゲノム改変
による脳活動・行動様式の変化を検証可能なモデル動物を用いた解析が必須である。特に遺伝
学の基盤が充実しているマウスに関しては、近年のゲノム編集技術の進展により、短期間で遺
伝子改変個体を作製可能になり、研究が加速している。 
 他方で、Oxt系神経回路の研究においては、Oxtrの細胞内局在・脳内分布を明らかにするた
めに必要な「特異性の高い抗体」が得られていないことが問題であった。そのため、Oxtr遺伝
子座に蛍光タンパク質をノックインしたレポーターマウスや、各研究室で独自に作製された抗
体が用いられてきたが、それぞれの方法により観察される発現様式が完全には一致しておらず、
検証が不十分だった。また、Oxtr遺伝子の時空間特異的発現様式を制御するエンハンサー探索
を個体レベルで行った報告は皆無であり、まずこれらの解析ツール・手法を確立する必要があ
った。 
 
２．研究の目的 
 
 ゲノム操作技術を駆使して、社会性行動に関わる脳領域における Oxtr遺伝子の発現制御モ
ジュール（エンハンサー）を同定し、エンハンサー内の塩基配列の個人差による受容体発現パ
ターン・発現量変化が ASDリスクや社会性行動の多様性を説明しうるのかを明らかにするこ
とを目指す。そのためにまず、マウス個体内で Oxtr発現様式を正確にかつ容易に検出できる
モデルマウスを作製し、エンハンサー解析に利用する。 
 
３．研究の方法 
 
 研究代表者はマウス受精卵を用いる遺伝子操作に 15年以上携わっており、自身の手により
遺伝子改変マウス作製を自在に行うことができる。この技術を基盤として以下の研究を行った。 
 
(1) BAC（細菌人工染色体）を利用した「エンハンサー・トラップ法」 
 
 BACベクターは通常のプラスミドベクターに比べると格段に長いゲノム領域を保持するこ
とができる。目的の遺伝子を含む BACに「最小プロモーター」と「レポーター遺伝子」を挿
入し、その DNAを用いてトランスジェニックマウスを作製することにより、BACに含まれる
全てのエンハンサー活性をレポーター発現として捕える手法を『エンハンサー・トラップ法』
という（文献③）。本研究を開始当初、ヒトゲノム配列を有する BACを用いて Oxtr遺伝子座
のエンハンサートラップを試みていた。しかしながら、Oxtr遺伝子座は BACによるエンハン
サー解析を行うには小さすぎることもあり、効率の良いエンハンサー・トラップが実現できて
いなかった。 
 
(2) CRISPR/Cas9法によるレポーターノックインマウス作製とイントロン配列の欠損 
 
 本研究期間中に急速に進展した「マウス受精卵を用いる CRISPR/Cas9ゲノム編集法」を研
究代表者が習得し、ES細胞を用いる従来法に比べてはるかに低コスト・高効率な遺伝子改変
マウス作製を自身の手により行うことが可能になった。本研究でも、より今後の研究展開に有



用なモデルマウス作製をゲノム編集法にて進めることにした。具体的には、前述のような抗体
や既存マウスモデルの不都合を改善するため、Oxtrの脳領域特異的発現様式を正確に再現でき
るレポーターマウスを新たに作出した。さらに、そのレポーターマウスの受精卵を用いて再度
ゲノム編集を行い、ASD関連 SNPが多数見出されているゲノム領域に対応するイントロン配
列を欠損させ、レポーター発現がどのように変化するかを調べることにより、(1)に代わるエン
ハンサー活性検証法とした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Oxtrの脳領域特異的発現様式を正確に再現できる新たなレポーターマウスの完成 
 
 ゲノム編集法によるノックインマウス作製の利点の一つは、遺伝子上流・下流・イントロン
等に存在する転写制御配列を元の状態に保持したまま、レポーター遺伝子を「シームレスに」
挿入できることである。Oxtr遺伝子の終止コドンを T2A-tdTomatoカセットで置き換えるこ
とにより、内在性の転写制御を完全に反映したレポーターマウスを作製した。T2A配列は、リ
ボソームによる翻訳をスキップさせる機構により、一つのmRNAから二つの蛋白質を翻訳す
ることを可能にするため、Oxtr発現細胞において tdTomatoを発現させることができる。さら
に、Oxtr蛋白質の C末端にペプチドタグ（PAタグ）を付加したので、高親和性抗体を用いて
Oxtrの発現を直接的に観察することもできる。Oxtr-PA-T2A-tdTomatoマウスの脳では、PA
タグ発現と tdTomato発現が一致し、このレポーターシステムの妥当性を確認することができ
た。その発現パターンは、Oxtr発現部位として既に報告されていた脳領域と概ね一致したが、
それに加えて、これまでは発現が弱いとされてきた脳部位（側坐核等）における発現も時期に
よっては検出できており、既存のレポーターマウスに比べてより感度良く、内在性発現に忠実
な解析ツールを確立できたと考えている。Oxtrノックアウトマウスは乳汁分泌阻害により仔を
養育できないが、このレポーターマウスのホモ雌個体は授乳が可能であることから、C末端へ
付加した PAタグはOxtrのG蛋白質共役受容体としての機能を阻害しないことも確認できた。
また、EGFPと比べて 2.5倍高い蛍光強度を持つ tdTomatoは個体内イメージングに適してお
り、本レポーターマウスにおいても、tdTomatoに対する免疫染色を行うこと無く蛍光を観察
できるため、今後のオキシトシン研究において応用範囲が広い有用ツールとして共有できると
期待される。 
 さらに、T2A-tdTomatoの代わりに T2A-iCre (コドン改良型 Cre組換え酵素）をノックイン
したドライバーマウスも作出した。特定の神経細胞を興奮／抑制させ神経活動を記録する方法
として近年急速に進展する光遺伝学・化学遺伝学的手法・カルシウムイメージングは、哺乳類
動物の行動における神経回路機能を理解する上で欠かせない技術であり、特定の神経回路を構
成するニューロンを正確にターゲットする手段としてCreドライバーマウスは必須であること
から、このマウスも今後のオキシトシン研究において有用である。 
 ゲノム編集マウス作製技術に関する成果としては、Cas9ヌクレアーゼ蛋白質と人工合成ガ
イド RNAを用いる「クローニングフリー法」を採用し、ノックインドナーとして長鎖一本鎖
DNAを用いることにより、非常に高効率なノックインを実現した（主な論文発表①, 学会発表
を参照）。 
 
(2) ASD関連 SNPが存在するゲノム領域に対応するイントロン配列を欠損したマウスの作製 
 
 (1)において作製した Oxtr-PA-T2A-tdTomatoレポーターマウスの受精卵を用いたゲノム編
集により、ASD関連 SNPが多数存在するイントロン配列に相当するゲノム領域を欠損させた
マウスを作製した。欠損させるイントロンは 11.5 kbとかなり長いため、修復ドナーとして長
鎖一本鎖 DNAを受精卵エレクトロポレーションにより導入する方法を採用し、デザイン通り
の欠損を行うことが出来た。現在、この欠損マウスの tdTomatoレポーター発現を欠損前の個
体と比較する作業を行なっている。今後はイントロン配列のみならず、遺伝子上流・下流の転
写制御領域候補配列を欠損させた個体を同じ方法で作出することにより、当初は BACトラン
スジェニックマウスを用いて行う予定であった網羅的なエンハンサー解析を実現させる。その
ツールを準備できた点において、(1)のレポーターマウス開発は意義深い。 
 



 
(3) ヒトのイントロン配列を持つマウスモデル作製の試み 
 
 前述の ASD関連 SNPが見出されている Oxtr遺伝子のイントロン配列をヒトとマウスで比
較すると保存性がほとんど無いことから、ヒト特有の Oxtr発現制御を担うプロモーター・エ
ンハンサー活性をマウス個体内で再現した上で SNPの影響を調べるために、このイントロン
配列、あるいは遺伝子座全体を「ヒト化」したマウスモデルが有用であると考えられる。現在、
最新のゲノム編集法（fusional PITCh）を用いて Oxtr遺伝子座のヒト化を試みている。PITCh
法は、細胞内で CRISPR/Cas9により切断された二本鎖DNAがMicrohomology-mediated end 
joining (MMEJ)と呼ばれる機構により修復されることを利用したものであり、一般的に遺伝子
カセットノックインに用いられる Homology-directed repair (HDR)とは異なる手法である。
fusional PITCh法がマウス受精卵に適用可能であることを、既に SYNE1遺伝子座についての
モニター実験により確認済みである。マウス Oxtr遺伝子座を完全に欠損させたノックアウト
マウスを既に作製済みで、この遺伝子座に対して fusional PITCh法によるヒト OXTR遺伝子
座ノックインを現在試みている。 
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