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研究成果の概要（和文）：神経伝達物質のGABAは、グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD; GAD65とGAD67の２型存在）
により合成される。GAD65とGAD67は、Gad2とGad1の異なる遺伝子にコードされる。様々な遺伝子型のGadノック
アウト（KO）ラットを作製・解析した。例えば、Gad1/Gad2ダブルKOラット（DKOラット）前脳のGABA含量が著し
く低値であり、GABAが2種類のGAD分子により合成されることを明らかにした。また、胎生期のDKOラット大脳皮
質では、神経前駆細胞数の減少を観察した。従って、これらのKOラットは、脳におけるGAD分子やGABAの役割を
解明する有用なツールとなることが予測される。

研究成果の概要（英文）：GABA is a major neurotransmitter in the mammalian central nervous system. It
 is synthesized from glutamate by glutamate decarboxylase (GAD). Two isoforms of GAD, GAD65 and 
GAD67 are separately encoded by the Gad2 and Gad1 genes, respectively. We generated Gad1/Gad2 mutant
 rats of various genotypes and characterized their phenotypes. For example, the extremely low GABA 
content in Gad1/Gad2 double knockout (DKO) rat forebrains at embryonic day 20 indicated that almost 
all GABA is synthesized by GADs. In addition, the number of neural progenitor cells was low in the 
DKO rat cerebral cortex at the embryonic stage, suggesting that GABA is critical for neural 
development. These KO rats will be a useful tool for clarifying the role of GADs and GABA in the 
brain.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GABAは代表的な神経伝達物質であり、グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD；GAD65とGAD67の2型存在）により合成され
る。GADやGABAは、多くの精神神経疾患に関与している。例えば、GAD67をコードするGAD1遺伝子の機能喪失変異
と統合失調症、発達性およびてんかん性脳症との関連が報告されている。我々の作製したGadノックアウトラッ
トでは、様々な表現型が見出された。これらのGadノックアウトラットは、脳におけるGADの役割の解明だけでな
くヒト精神神経疾患の病態の解明に役立つことが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
GABA は代表的な神経伝達物質であり、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機能を構築する上で中心的役割を果たしている。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
と GAD67 は、それぞれ Gad2 と Gad1 の異なる遺伝子にコードされる。動物種により GAD65
と GAD67 の脳内発現比率が異なり、アダルト大脳皮質においてヒトとラットは GAD65 が
GAD67 より多く、マウスでは GAD65 と GAD67 とが同程度である。 
GAD や GABA は様々な精神神経疾患に関与している。複数の研究室での統合失調症死後脳の
解析から、大脳皮質や海馬で GAD67 単独の発現低下、GAD65 と GAD67 双方の発現低下が
報告された。GAD1 遺伝子の家族研究から、１塩基多型（SNP）と若年発症型統合失調症との
関連、SNP と注意欠陥多動性障害との関連が報告された。さらに、GAD1 遺伝子の機能喪失変
異を両アレルにもつヒトでは、統合失調症だけでなく、発達性およびてんかん性脳症
（Developmental and epileptic encephalopathy）を発症することが最近報告された。一方、抗
GAD 抗体関連脳症では血中に抗 GAD65 抗体が検出され、てんかん、小脳失調、認知症を示
す。しかし、GAD の遺伝子変異や発現低下が疾患の発症や病態にどのように寄与しているか
は多くは未解決である。 
 
２．研究の目的 
Gad2 ノックアウトマウス（Gad2-/-マウス）では、4 週齢までは死亡例がなく、成熟とともに
自発性痙攣発作が観察され、6 月齢で 25%が死亡する。Gad1 ノックアウトマウス（Gad1-/-
マウス）では、口蓋裂や臍帯ヘルニアを呈し、全例出生日に死亡するため、生後発達や行動の
解析が困難であった。それから、GAD65 と GAD67 の脳内発現比率は動物種で異なり、ヒト
はラットに類似し、マウスと異なる。そこで、ヒトを含む GAD 分子の理解にはノックアウト
ラットの情報が有用と判断し、Gad 遺伝子のノックアウトラットの作製と解析に着手した。
Gad2-/-ラットでは 3 週齢の痙攣発作と高死亡率、Gad1-/-ラットでは出生日以降の生存や低体
重などを発見し、ノックアウトマウスと異なる表現型を見出した。本研究では、Gad 遺伝子ノ
ックアウトラットの表現型についてさらに解析し、脳機能および神経発生における GAD65 分
子と GAD67 分子、および GABA の役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
TALEN 及び CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集法で Gad2+/-ラットと Gad1+/-ラットをそれ

ぞれ作製した。Gad2+/-ラット同士あるいは Gad1+/-ラット同士を交配し、Gad2-/-ラットあ
るいは Gad1-/-ラットをそれぞれ作製した。これらのラットを用いて、生化学解析、組織学的
解析、行動解析を行った。また、Gad2+/-ラットと Gad1+/-ラットを交配し、Gad1+/-；Gad2+/-
ラット（ダブルヘテロ接合体）を得、さらに、Gad1+/-；Gad2+/-ラット同士を交配すること
で、様々な遺伝子型の Gad ノックアウトラットを産出し、脳や網膜の GABA 含量を測定した。
神経発生の研究には、Gad1-/-；Gad2-/-ラット（Gad1/Gad2 ダブルノックアウトラット；DKO
ラット）と Gad1+/+；Gad2+/+ラット（野生型ラット）を比較解析した。 
 
４．研究成果 

(1)（Gad2 ノックアウトラットの解析）Gad2 ノックアウトラット脳において GAD65 タンパ



ク質が欠損しているかどうかを確認するために、3 種類の抗 GAD65 抗体を用いてウエスタン
ブロットを行った。いずれの抗体においても野生型ラット（Gad2+/+ラット）脳では 65kD に
相当するバンドが検出されたが、Gad2 ノックアウトラットホモ接合体（Gad2-/-ラット）脳で
は検出されなかった。Gad2-/-ラットは、3 週齢のてんかん痙攣発作を特徴とする。てんかんの
モデル動物では海馬の形態学的変化を伴うことがある。ニッスル染色で海馬全体の形態、抗
ZnT3 抗体染色による海馬苔状線維の異常発芽の有無について光学顕微鏡レベルで検討したが、
Gad2-/-ラットと野生型ラットでは違いが観察されなかった。次に、GAD65 発現低下による行
動への影響を明らかにする目的で、GAD65 ノックアウトラットヘテロ接合体（Gad2+/-ラッ
ト）と野生型ラットについて行動解析を行った。Gad2-/-ラットでは生後 4 週齢までに約 80%
が死亡するので、ヘテロ接合体を用いた。高架式十字迷路テストでは、Gad2+/-ラットの方が
野生型ラットよりクローズドアームでの長い滞在時間が観察され、不安様行動の亢進が示唆さ
れた。また、オープンフィールドテストでは、Gad2+/-ラットの方が野生型ラットより長い総
移動距離が観察され、自発運動量の亢進が示唆された。一方、Y 字型迷路テストおよび新奇物
質探索テストでは、Gad2+/-ラットと野生型ラットとで違いが検出されず、認知機能障害は観
察されなかった。以上より、GAD65 分子は不安などの情動行動に関与することが示唆された。 
(2)（Gad1 ノックアウトラットの解析）空間作業記憶における GAD67 の役割を明らかにする
ために、Gad1 ノックアウトラットホモ接合体（Gad1-/-ラット）と野生ラット（Gad1+/+ラ
ット）を用いて Y 字型迷路試験を行なった。野生型ラットに比べ Gad1-/-ラットで、自発性交
替行動率が低下しており、GAD67 と記憶障害の関連が示唆された。次に、GAD67 欠損による
恐怖反応への影響を明らかにする目的で、Gad1-/-ラットと野生ラットを用いて文脈恐怖条件
付けを行い、形成された恐怖記憶の消去学習を試みた。その結果、Gad1-/-ラットでは全く消
去が起きないことが明らかとなり、GAD67 分子が PTSD の病態に関与している可能性が示さ
れた。 
(3)（Gad ノックアウトラットの GABA 含量）、発達期における GAD65 と GAD67 の各分子の
役割（特に GABA 合成への貢献度）を明らかにするために、様々な遺伝子型の Gad ノックア
ウトラットを作製し、表現型について比較解析した。最初に、胎生期 20 日（E20）の Gad1-/-；
Gad2-/-ラット（DKO ラット）脳について、抗 GAD65/67 抗体を用いたウエスタンブロット
を行った結果、GAD65 及び GAD67 に相当するバンドが検出されず、両分子が欠損している
ことを確認した。次に、E20 のノックアウトラット前脳および網膜の GABA 含量を HPLC で
測定し、ゲノタイプ間で比較検討した。前脳の GABA 含量では、野生型ラットを 100%とする
と、Gad1-/-ラットで 18%、Gad2-/-ラットで 71%、Gad1-/-；Gad2-/-ラットで 0.3%であっ
た。網膜の GABA 含量では、野生型ラットを 100%とすると、Gad1-/-ラットで 38%、Gad2-/-
ラットで 56%、Gad1-/-；Gad2-/-ラットで 2%であった。以上の結果は、E20 の前脳及び網膜
において、（１）GABA が 2 種類の GAD 分子により合成されること、（２）GABA 合成に関し
て GAD67 が GAD65 よりもドミナントであることを示唆した。 

(4)（神経発生における GAD の役割）胎生期大脳皮質の神経発生における GABA の役割を
明らかにするために Gad1-/-；Gad2-/-ラット（DKO ラット）と野生型ラットとを比較解析し
た。Pax6 と Tbr2 はそれぞれ頂端側神経前駆細胞と基底側神経前駆細胞のマーカーである。そ
れぞれの発現について胎生期 18 日（E18）大脳皮質を用いた免疫染色実験で検討した結果、Pax6
陽性細胞数、Tbr2 陽性細胞数がいずれも DKO ラットの方が少なかった。DKO ラットで神経
前駆細胞数が減少するメカニズムを明らかにするために、細胞増殖能とアポトーシスについて
検討した。リン酸化ヒストン H3（PH3）と切断カスパーゼ 3（CC3）はそれぞれ増殖細胞とア



ポトーシスのマーカーであり、それぞれの抗体を用いた免疫染色実験で比較検討した。E14, E16, 
E18 大脳皮質の脳室面での PH3 陽性細胞数を計測した結果、E16, E18 で DKO ラットの方が
少なかった。一方、E14, E16, E18 大脳皮質の CC3 陽性細胞数はいずれの胎生期でも DKO ラ
ットと野生型ラットで差がなかった。以上の結果より、DKO ラット大脳皮質では神経前駆細
胞数が減っており、その原因が細胞増殖能の減少によることが推測された。 
 以上の研究成果より、Gad ノックアウトラットが脳機能や神経発生における GAD 分子の役割
を解明するためのモデル動物になることが示唆された。 
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