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研究成果の概要（和文）：RP58ヘテロマウスを解析することで、このマウスがRP58ハプロ不全のモデルマウスに
なりうることを明らかにした。詳細に解析したところ、認知機能低下、逆転学習能低下、小脳学習能低下などの
行動異常、脳梁後部欠損、グルタミン受容体発現低下、成熟スパインの成熟不全などが明らかになった。また、
物体位置認識テスト、海馬組織解析により、早期に老化する所見が得られたため、早期脳老化モデルマウスにな
りうる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Analysis of the RP58 heterozygous mouse revealed that this mouse could be a 
model mouse for RP58 haploinsufficiency. Detailed analysis revealed behavioral abnormalities such as
 impaired cognitive function, reversal learning ability, and cerebellar learning ability, as well as
 posterior corpus callosum defects, reduced glutamine receptor expression, and maturation failure of
 the mature spine. In addition, an object location recognition test and hippocampal tissue analysis 
revealed findings of early aging, indicating that the mice could be used as a model for early brain 
aging.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RP58ハプロ不全のモデルマウスを確立したことで、治療法の開発に役立つ可能性が見出された。すなわち、RP58
の発現量の不足が認知機能低下を引き起こすことが実証され、その原因として、興奮性ニューロンの興奮性シナ
プスのスパイン成熟不全であることが示唆された。このことは、RP58ハプロ不全の認知機能障害の予防法、治療
法の開発の糸口になると期待される。また、知的障害が老化の側面を有することが明らかになり、知的障害と老
化研究が、相互連環を持ちながら研究できる基礎となることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
1. 研究開始当初の背景 
 
RP58 (別名 ZNF238,Zfp238,ZBTB18) は クロマチンのリモデリングに関与することで知ら
れる POK ファミリー (Siggs & Beutler, 2012) に属し、E-box 配列を内包する特異的な 
DNA 配列に結合して転写抑制活性を示す (Aoki et al.1998)。我々は、RP58 は神経前駆細
胞で弱く発現し、グルタミン酸ニューロンの発達期に強く発現すること、欠損マウスの解析
から RP58 が大脳皮質形成に必須であること(Okado et al., Dev Biol, 2009)、神経幹細胞
からの分化のために Id1〜Id4 の転写を抑制し (Hirai et al., EMBO J, 2012)、ニューロ
ンの放射状移動のために Ngn2、Rand2 の転写を抑制する(Ohtaka-Maruyama et al., Cell 
Rep, 2013)ことなどを明らかにした。しかし、RP58 は、その後も発現し続け、新たなター
ゲット遺伝子の転写を抑制し、未知の機能を果たしていることが推察される。 

一方、RP58 ヘテロマウスは野生型と形態的には明確な違いはない。しかし、詳細な行動解
析により、多動、作業記憶の低下がみられた。海馬スライスを用いた電気生理学的解析によ
り、学習記憶の基盤と考えられる長期増強 LTP の軽度低下も見出している。ヒトの知的障
害の原因遺伝子のひとつとして RP58 が認定された（DDD study Nature 2017）。このことは、
RP58 の発現量が半減することが、高次脳機能の発達を
引き起こす、ということを示している。ヒトの老化前
頭葉において、RP58 が劇的に減少し、網羅的解析から
は、RP58 が高齢者ヒト前頭葉の転写産物の中で、減少
する上位三番目と報告された(表１、Lu et al., 
Nature, 2004)。RP58 以外は Naチャネルなどの実働因
子であり、転写制御因子である RP58 は稀有な存在であ
る。ラット脳の網羅的解析でも、加齢海馬 CA1 領域の
RP58 の発現減少が報告された(Kadish et al., 2009)。
我々は、RP58 発現を、CamK2-CreER マウスを用いて若
年成体時に前脳で誘導的に抑制したところ、恐怖条件
付け記憶の減弱を示す予備的なデータを得た。さらに、物体位置認識テストの長期記憶を継
時的に検出したところ、RP58 ヘテロマウスでは野生型と比較して、早期に減弱することを
見出した。これらの実験は、RP58 減少が脳高次機能の低下を引き起こす、すなわち、加齢
性脳障害の原因の一つであることを示唆する。以上のことから、知的障害と加齢性脳障害の
両者に RP58 が深く関与し、両病態に共通の分子基盤があると着想し、RP58 の発現量が高次
脳機能を規定しているという仮説を立てた。この仮説の実証に向け、因果関係を明らかにす
るために、RP58 の発現を時間空間的に制御することを試みる。そして、それらの系を用い
て RP58 の量とその下流因子の関係を特定し、RP58 がどのように高次機能を制御するのかを
明らかにする。  

 

２．研究の目的 
 
本研究は、脳の発達、機能獲得、その喪失を転写抑制因子 RP58 の量的変化を通じて、連続
的に解明することに特徴がある。単なる並行現象ではなく、人為的発現変動法を駆使して、
因果関係を明らかにし、RP58 の発現量が決定的に重要となる遺伝子カスケードを同定する。
RP58 の発現量減少は知的障害を引き起こし、かつ RP58 の発現低下が加齢性脳障害の一因
であることが証明された場合、脳高次機能の発達から退行に関わる同じ経路を、RP58 が制
御することになる。発生研究は、即、老化研究になり得ることを示している。これまで、脳
の発生に重要な転写因子は数多く報告されている。しかし、発生発達と老化の両者を制御す
る転写因子の研究はほとんどなく、独自性が高いと考える。この成果は医療的には、RP58 の
補充、あるいはその下流産物の機能阻害、もしくは RP58 発現低下の抑制法などが、知的障
害、高次機能障害の予防法、治療法開発として発展しうることに加え、高次脳機能を向上さ
せる研究の糸口となりうる点で、創造性に富む。 



 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、様々な RP58 ヘテロ欠損マウス、発現変動マウスを用いて、以下（１）−（３）
を明らかにする。 

（１） RP58 の発現量が決定的に重要な時期の特定 

RP58 発現量と認知機能など、脳高次機能との相関、因果関係を明らかにする。特に発達期
に RP58 を減少させた場合、認知機能は影響を受けるのか？成体時に減少させると、脳高次
機能障害が惹起されるのか？RP58 を老齢期に減少させると、加齢性脳障害は増強するの
か？これら３つが具体的な問いであり、その解決のために、RP58ヘテロマウスに加えて FAST
システム (Tanaka et al., 2010) により、RP58 発現 1/3 マウス、TetO/ tTS を用いて、
RP58 の発現を時間空間的に制御(1-100%)することを試みる。tTS マウスのプロモータは
CamK2 と actin を用いる。表現型は、行動学的、組織学的、電気生理学的（局所電場電位測
定）に解析を行う。 

（２）RP58 のターゲット因子の同定 

成熟過程、加齢時における RP58 の標的遺伝子の網羅的同定を行う。大脳皮質形成期の標
的遺伝子に関しては、これまで複数個同定に成功している。同様の方法を用いて、マイクロ
アレイを用いた網羅的転写産物の変動解析とモチーフ解析から、ChIP アッセイ、ルシフェ
ラーゼアッセイを用いて、RP58 の標的を同定する。特に、人為的な RP58 の発現低下時期
に、発現が増加する転写産物を同定する。 

（３）RP58 の補充による機能回復を試みる 

加齢脳や RP58 を減少させた知的障害モデルマウス脳に、TetO ・tTA 系(CamK2-tTA を使用)
を用いた改変マウスで老齢期に RP58 を補充することで、RP58 の減少により惹き起こされ
た脳機能低下を防ぐことを試みる。その結果を見て、アデノ随伴ウイルスで RP58 を部位特
異的に補充して、脳高次機能の回復を試みる。また、RP58 のターゲットの shRNA を発現さ
せて機能回復するか否かを明らかにする。 

 
 
４．研究成果 
 
（１） RP58 ヘテロマウスは知的障害のモデルマウスになることを示した（Hirai, Miwa, 
Shimbo et al., Mol psych, 2023）。 

① RP58 ハプロ不全のモデル動物として、RP58 ヘテロ欠損マウスを作製した。RP58 ヘテロ
欠損マウスでは RP58 の発現が mRNA、蛋白、共に半減していた。クリューバーバレル染色で、
脳梁の尾側の形成不全を見出した。その他の脳の構造に顕著な変化は見出せなかった。ま
た、大脳皮質層形成を浅層マーカ Satb2、深層マーカ Ctip2 の染色で検証したが、有意な変
化は見られなかった。 
② 上記モデルマウスの行動解析を行い、知的障害類似異常を見出した。具体的には、自発
的な活動性の亢進、不安亢進、運動学習能低下、ワーキングメモリー低下が明らかになった。
また、水迷路テストでは、空間学習能は正常だったが、逆転学習能の低下が見出され、認知
記憶能の柔軟性の低下が示唆された。これらの結果は、知的機能の低下、適応能力の低下に
相当すると考えられる。RP58 ハプロ不全患者では、軽度から重度の知的障害、運動発達遅
延、注意欠陥多動性障害、自閉的行動、常同行動などを示す。本モデルマウスは、患者で見
られる症状とおおむね共通と想定される行動特性を示すことから、本疾患のモデルマウス
として妥当と考えられる。 
③ 作製したモデルマウスは、グルタミン酸シグナル伝達の異常を示した。大脳皮質のウエ
スタンブロット解析により、AMPA 受容体 GluA1-4 の中で GluA1 のみ半減した。NMDA 受容体
では、GluN1 及び GluN2B には変化はなく、成熟したスパインに発現する GluN2A は半減して



いた。一方、多くのニューロンに存在する NeuN、グルタミン酸作動性シナプス後部に存在
する足場タンパク質 Homer、シナプス前部に存在する VGluT1 に変化はなかった。さらに、
上記の脳のシナプス機能を解析し、NMDA 受容体応答不全、シナプス長期増強の飽和度の低
下を見出した。具体的には、海馬のスライスを作製し、CA1 錐体細胞の電気生理学的解析に
より、AMPA 受容体を介した興奮性シナプス後電位のシナプスの入力―出力関係は正常であ
った。また、ペアパルス比、頻回刺激による応答増強に変化はなかった。このことから、シ
ナプス前部からのグルタミン酸放出に変化はないことが示された。パッチクランプ膜電位
固定法により NMDA 受容体と AMPA 受容体応答の比率に変化はないが、NMDA 受容体を介する
シナプス後電流量が、最も大きくなる膜電位において、低下していることを見出した。そこ
で、NMDA 受容体が関与する長期増強を調べたところ、頻回刺激１回による長期増強には差
がないが、頻回刺激を繰り返した場合、長期増強がより低率で飽和してしまうことを見出し
た。これは、記憶学習の可塑性の容量が小さいことを示し、可塑性低下の基盤になっている
ことが示唆される。 
④ 樹状突起のスパイン形態を解析したところ、成熟スパインの形態異常が見出された。 
スパインの形態を見るために一部のニューロンのみに蛍光タンパク質 GFP が発現するマウ
ス（Thy１-GFP マウス）を用いて解析した。海馬の CA1 錐体細胞のスパイン密度に変化はな
かった。スパインの長さとヘッドの幅で４タイプにスパインを分類しても、４タイプの比率
に変化はなかった。しかしスパインヘッドの幅の大きいタイプ（太いスパイン）同士で比較
すると、RP58 ヘテロマウスではスパインヘッドの幅がより小さく、スパインの長さがより
短いことが明らかとなった。一方、スパインヘッドの幅が小さいタイプ（細いスパイン）同
士の比較では差はなかった。スパインヘッドの幅の大きいタイプにはマッシュルーム型、ス
タッブ型という成熟型スパインと考えられているスパインが含まれていることから、成熟
スパインの形態異常と考えられる。 
 
（２） RP58 ヘテロマウスの大脳皮質で、RP58 の下流遺伝子の候補を同定した。 
野生型と比較して、RP58 ヘテロマウスの大脳皮質で増加する転写産物の中で、その転写制
御領域に RP58 の結合サイトを有するものを RP58 の下流遺伝子の候補として複数同定した
（DRD5、FBLN3、Fibcd1、HIF3A）。 
 
（３）RP58 ヘテロマウスは、早期老化のモデルマウスになる可能性を示した。 
RP58 ヘテロ欠損マウスで、物体位置認識テストを様々な時期に施行にしたところ、RP58 ヘ
テロ欠損マウスでは野生型と比較して、加齢早期に認知機能が減弱することを見出し、さら
に、組織学的解析により、加齢早期に、DNA 断片化、ミクログリアの活性化、海馬 CA1 領域
におけるガンマ波の明確な減弱、ミトコンドリア形態異常など、脳老化表現型が見られた
（Tanaka et al., BioRxiv, 2021）。以上の実験は、RP58 減少が脳機能の低下を惹起する、
すなわち、加齢性脳障害の原因の一つであることを示唆する。そこで RP58 の発現量が、脳
の老化を制御しているという仮説を立て、この仮説の実証に向け、因果関係を明らかにする
ために、RP58 の発現を人為的に制御することを試みた。TetO 配列を RP58 遺伝子の上流に
組み込んだマウスを作製し、CamK2-tTA マウスと交配させ、大脳皮質興奮性ニューロンで
RP58を Dox餌の有無により自在に増加させる、あるいはActin-tTS発現マウスと交配させ、
全身で RP58 を Dox 餌の有無によりを自在に減少させる系を作製した。その結果、RP58 発
現を成熟後に減らすと、加齢早期（4ヶ月齢）に認知機能が減弱することを見出した。また
逆に、大脳皮質興奮性ニューロンで RP58 発現を成熟後に増やすと、興味深いことに、通常、
老齢時（25 ヶ月齢）で見られる認知機能低下が抑制される (岡戸、新保、国際特許申請)。
従って、RP58 発現量が認知機能低下を制御するという仮説が支持された。以上のことから、
RP58 ヘテロ欠損マウスは早期脳老化のモデルマウスになる可能性が示された。 
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