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研究成果の概要： GABA は、グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD65 と GAD67 の 2 型存在）により合成
される。出生日以降の GAD67 分子の役割を明らかにする目的で GAD67 誘導型ノックアウトマウ
スの作製を目指し、テトラサイクリントランスアクチベーターシステムについて検討し、
GAD67-tTA2 ノックインマウスを作製した。また、小脳皮質特異的 GAD67 ノックアウトマウス、
GAD67 と GAD65 の完全型ノックアウトマウスについて解析した。 
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１．研究開始当初の背景 
GABA は、神経系における主要な抑制性伝達物
質として神経の電位活動の制御に加えて、覚
醒、睡眠、概日リズムや学習、運動、感覚情
報処理など脳の機能を構築する上で中心的
役割を果たしている。また、GABA はてんかん
病、統合失調症、アルコール精神病をはじめ
とする精神神経疾患、不安や抑うつなどの精
神症状との関連が報告されている。一方、
GABA はグルタミン酸脱炭酸酵素（GAD; GAD65
と GAD67 の 2 型存在）によって合成される。
GAD65, GAD67 の両方ともに GABA ニューロン
特異的に発現するが、胎生期の脳では GAD67
の方が GAD65 よりも高い発現を示す。研究代

表者等は、脳の高次機能における GABA の役
割を明らかにする目的で、GAD65 と GAD67 の
遺伝子についてそれぞれ完全型ノックアウ
トマウスを作成して解析した。GAD65 完全型
ノックアウトマウスでは野生型マウスと比
較して、自発性痙攣発作、不安レベルの増加、
味覚異常が観察された。一方、GAD67 完全型
ノックアウトマウスは脳内 GABA 含量が著し
く低下し、口蓋裂や呼吸障害のため出生日に
死亡した。従って、GAD67 完全型ノックアウ
トマウスでは出生日以降の行動解析などが
できず、出生後の GAD67 分子の役割が解明で
きない問題があった。さらに、完全型ノック
アウトマウスではすべての細胞で GAD67遺伝



子が破壊されるため、脳の特定領域（大脳皮
質や海馬、小脳皮質）や特定の細胞における
GAD67 分子の働きを理解することができない
問題があった。 
 
２．研究の目的 
 出生日以降の GAD67分子の役割を明らかに
する目的で、テトラサイクリントランスアク
チベーター・システムを利用した GAD67 誘導
型ノックアウトマウスの作製を行う。また、
脳の特定領域や特定の細胞における GAD67分
子の役割を明らかにする目的で、Cre/loxP シ
ステムを利用した GAD67条件付きノックアウ
トマウスを作製する。 
 既に作製した GAD65完全型ノックアウトマ
ウスと GAD67完全型ノックアウトマウスを用
いて、胎仔の腹壁形成と口蓋形成などにおけ
るそれぞれの分子の役割について明らかに
する。さらに、GABA 神経伝達機構に関連して
GABA ニューロンの特性や GABA 神経伝達を担
う分子について理解する。 
 
３．研究の方法 
 テトラサイクリントランスアクチベータ
ー・システムを利用した GAD67 誘導型ノック
アウトマウス作製には、(1) GAD67 遺伝子に
テトラサイクリントランスアクチベーター
（tTA2）遺伝子をノックインした遺伝子改変
マウス（GAD67-tTA2 ノックインマウス)、(2) 
テトラサイクリントランスアクチベーター
（tTA2）が結合するテトラサイクリン応答因
子（TRE）を含むプロモーター（tet プロモー
ター）の下流に HA tag を付加した GAD67 cDNA
を配置した遺伝子を導入したトランスジェ
ニックマウス（tet-GAD67(HA)マウス）が必
要である。GAD67-tTA2 ノックインマウスの作
製には、ES 細胞を用いた遺伝子標的法を使用
した。一方、tet- GAD67(HA)マウス作製に使
用するコンストラクトを構築し、培養細胞に
導入し、GAD67 分子の発現をウエスタン法で
観察することで、テトラサイクリントランス
アクチベーター・システムが機能するかどう
かを検討した。 
 GAD67 条件付きノックアウトマウス
（GAD67-flox マウス）の作製には、ES 細胞
を用いた遺伝子標的法を使用した。小脳皮質
における GAD67分子の機能を明らかにする目
的で、小脳に Cre recombinase が発現する
Ptf1a-CreマウスとGAD67-floxマウスとを交
配し、小脳皮質特異的 GAD67 ノックアウトマ
ウスを作製し、形態、電気生理、行動の解析
をそれぞれ行った。 
 GAD67 完全型ノックアウトマウス、GAD65・
GAD67 完全型ダブルノックアウトマウスの胎
仔について、口蓋裂と臍帯ヘルニアの有無に
ついて検討した。また、麻酔薬プロポフォー
ルの作用と GABA 神経伝達との関係を明らか

にするために、GAD65 完全型ノックアウトマ
ウスを用いて検討した。 
 
４．研究成果 
ES 細胞を用いた遺伝子標的法を使用して

GAD67-tTA2 ノックインマウスを作製した。サ
ザンブロット法により、GAD67 遺伝子座に
tTA2 がノックインされていることを同定し
た。一方、tet-GAD67(HA)マウスは受精卵に
遺伝子導入する方法で作製するために、導入
遺伝子が挿入される染色体上の位置によっ
て遺伝子発現が修飾される可能性がある（位
置効果）。位置効果をできるだけ少なくする
ために、tet-GAD67(HA)配列の両端にグロビ
ン遺伝子由来のインスレーター配列を付加
したプラスミド（tet-GAD67(HA)-INS）を作
製した。次に、tet-GAD67(HA)-INS が機能す
るかどうかについて、培養細胞を用いて検討
した。具体的には、293-Tet-Off 細胞に
tet-GAD67(HA)-INS プラスミドを導入し、24
時間後に細胞を回収し、抗 GAD 抗体を用いた
ウエスタン法で細胞内における GAD67分子の
発現について検討した。その際に、培養液中
にドキシサイクリンを加えることで、ドキシ
サイクリンによる遺伝子発現に対する効果
を検討した。ドキシサイクリン無添加では
GAD67蛋白質の発現が観察されたが、1 ・g/ml
の濃度のドキシサイクリンで発現がほぼ完
全に抑制された。この結果は、ドキシサイク
リンにより GAD67遺伝子発現が制御できるこ
とを示し、テトラサイクリントランスアクチ
ベーター・システムが有効に機能することを
示唆する。今後は、このコンストラクトを受
精卵に注入し、tet-GAD67(HA)マウスを作製
し、GAD67-tTA2 ノックインマウスと交配する
ことにより GAD67誘導型ノックアウトマウス
を作製する。 
小脳皮質特異的 GAD67ノックアウトマウス

を作製し、コントロールのマウスと比較解析
した。フットプリントテストとロータロッド
テストの行動解析で、運動失調が観察された。
また、組織学的解析した結果、ノックアウト
マウス小脳皮質では GAD67陽性細胞が殆ど観
察されなかったが、プルキンエ細胞などの形
態についてはコントロールと違いが認めら
れなかった。さらに、プルキンエ細胞から自
発性抑制性シナプス後電流（IPSC）を記録し
た結果、ノックアウトマウスでは振幅と頻度
ともに減少していた。これらの結果は、小脳
皮質 GAD67分子が運動制御において重要な役
割を果たすことを示唆する。また、GAD67 条
件付きノックアウトマウスは、小脳皮質だけ
でなく脳の他領域に応用可能であることを
示した。 
 GAD67 完全型ノックアウトマウス、GAD65・
GAD67 完全型ダブルノックアウトマウス胎仔
の口蓋裂と臍帯ヘルニアの有無について検



討した。その結果、GAD67 完全型ノックアウ
トマウスでは 92% (n=24)に口蓋裂、43% 
(n=40)に臍帯ヘルニアを観察し、GAD65・
GAD67 完全型ダブルノックアウトマウスでは
全例に口蓋裂(n=26)と臍帯ヘルニア(n=25)
を観察した。従って、口蓋裂、臍帯ヘルニア
ともに GAD65・GAD67 完全型ダブルノックア
ウトマウスの方が GAD67完全型ノックアウト
マウスより重篤であり、口蓋形成および腹壁
形成において GAD67 と GAD65 の両方の分子が
関与することを明らかにした。また、プロポ
フォール投与による立ち直り反射消失と尾
撤去反射消失の持続時間が野生型マウスよ
りも GAD65完全型ノックアウトマウスで減少
することを観察し、プロポフォールの効果に
は GAD65分子が関与することを明らかにした。 
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