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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9法を用いて新規RELNエクソン欠失（Reln-del）マウス系統を樹立した。
Reelinホモ欠失型表現型は、小脳萎縮、大脳層の形成不全、大脳reelinのタンパク質レベルの異常など既存の
reelerマウスと同様であった。ヘテロ接合型Reln-delマウスにおけるリーリンの発現量は、野生型マウスの約半
分であった。逆に、小脳萎縮や形成不全のないヘテロ接合型Reln-delマウスの行動解析では、社会的相互作用試
験における社会的新奇性の異常が認められた。ホモ接合型Reln-delマウスの小脳培養では、in vitroでの再集合
形成と神経細胞移動が著しく変化した。

研究成果の概要（英文）：The phenotype of homozygous Reln-del mice was similar to that of reeler mice
 with cerebellar atrophy, dysplasia of the cerebral layers, and abrogated protein levels of cerebral
 reelin. The expression of reelin in heterozygous Reln-del mice was approximately half of that in 
wild-type mice. Conversely, behavioral analyses in heterozygous Reln-del mice without cerebellar 
atrophy or dysplasia showed abnormal social novelty in the three-chamber social interaction test. In
 vitro reaggregation formation and neuronal migration were severely altered in the cerebellar 
cultures of homozygous Reln-del mice.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 統合失調症　リーリン　モデルマウス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの研究により報告されているReln変異マウスの行動変化には、統合失調症に似た表現型が見られた。加えて
Reln欠失統合失調症患者を同定し、iPS細胞の樹立から神経細胞移動の方向性異常を見出すことができた。Reln
欠失マウスとReln欠失iPS細胞の相互解析からリーリン欠失を介した統合失調症の病態メカニズムを明らかに
し、創薬につなげる礎となる可能性がある。

※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 
リーリンは、多くの脳領域で発現する大型の細胞外マトリックスタンパク質である。発達段階に
おいて、リーリンは主に Cajal-Retzius細胞から分泌され、大脳皮質の神経細胞移動と層形成に
重要な役割を果たす。成人脳では、リーリンは GABA作動性介在ニューロンから分泌され、シ
ナプス形成能、樹状突起形態および認知機能に寄与する。これまでの研究で、RELN変異を持つ
患者の裂頭症や小脳低形成が報告されており、この表現型は reeler マウスで観察されたものと
同様である。全長のリーリンタンパク質は約 400kDa の大きさで、リーリンリピートと呼ばれ
る 8 つの繰り返しドメインを持ち、トロンボスポンジモチーフ 3 を持つディスインテグリンや
メタロプロテアーゼなどのプロテアーゼによって、2つの特定の部位、リーリンリピート 2と 3
の間の部位（N-t 部位）とリーリンリピート 6 と 7 の間の別の部位（C-t 部位）で切断される。
これまでの研究で、リーリンの機能を評価するために、2種類の Reln変異マウスが使用された。
Jackson Relnホモ接合体マウス（Relnrl-J）は 150kBのゲノム欠失を有し、Orleans Relnホモ
接合体マウス（Relnrl-Orl）は 220bpの欠失を有する転写物を生成する。Relnrl-Jマウスではリ
ーリンタンパク質は産生されないが、Relnrl-Orl マウスでは C 末端の一部が切断された非分泌
性タンパク質が産生される。Relnrl-J マウスと Relnrl-Orl マウスでは、リーリンシグナルがほ
とんどないため皮質の層状化と小脳萎縮が反転した。さらに、ヘテロ接合体 Relnrl-J（Relnrl-
J/+）マウスは、記憶機能障害、不安、前パルス抑制（PPI）を示した。さらに、最近、我々は、
ヘテロ接合体 Relnrl-Orl（Relnrl-Orl/+）マウスが、社交性、運動協調性および不安の機能障害
を示したことを報告した。リーリンは、記憶の形成と保持に大きく寄与する皮質と海馬で重要な
役割を果たす。 
 遺伝学的研究により、RELN は統合失調症や自閉症スペクトラム障害などの精神疾患
との関連が示唆されている。具体的には、RELN の de novo または稀なミスセンスバリアント
やエクソン欠失などの希少バリアントが統合失調症の危険因子として特定された。我々は最近、
主に日本人からなるコホートにおいて、高解像度アレイを用いたゲノムワイドなコピー数変異
解析を行い、RELNの新規エクソン欠失を有する統合失調症患者を特定した。さらに、この被験
者において血清中のリーリンの相対量が低いことを確認し、この被験者から人工多能性幹細胞
（iPSC）を樹立した。いくつかの臨床研究により、脳や末梢血におけるリーリン減少は精神障
害と関係しているかもしれないと示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 多くの研究により報告されている Reln変異マウスの行動変化は、統合失調症に似た表現型を
示す。しかし、ヒトにおけるリーリン減少による脳発達中の生物学的メカニズムに関する知見は、
まだ限られている。ヒト RELN 欠損 iPSC で観察される神経細胞移動の方向性異常を生体内で
調べるため、私たちは、統合失調症の日本人被験者から同定した特異的な Reln 欠損を持つ
C57BL/6J 系統のマウス系統を作製し、Reln-delマウスと名付けた。行動解析の結果、ヘテロ接
合型 Reln-delマウスでは社交性に異常があることがわかりました。この新しい Reln-delマウス
は、リーリンシグナルを理解し、リーリン欠失を介した統合失調症の病態メカニズムの解明を目
的とする 
 
３．研究の方法 
 CRISPR/Cas9 法を用いて新規 RELN エクソン欠失（Reln-del）マウス系統を樹立し、その分子
機構を明らかにした。その後、モデルマウスの一般行動試験や病理組織学的検査を行い、小脳顆
粒細胞の移動に関する表現型解析を実施した。 
 
４．研究成果 
1)Reln欠失モデルマウスの作製 
 CRISPR/Cas9 法によるゲノム編集によって RELN欠失モデルマウスをした（図１）。一般行動解
析用の標準マウス系統 C57BL/6J 株を使った。ヒトとマウスの Reln 遺伝子の構造は高度に保存
されている。Reln-delマウスを作製するために、CRISPR 標的ガイド RNA2 本と、エクソン 52に
FLAGタグ配列と停止コドンを挿入するドナーDNAを設計した。2種類のガイド RNAをマウス神経
芽細胞腫細胞株 Neuro2aに一過性にトランスフェクトしたところ、#4 ガイド RNAが T7E1アッセ
イで最も強い切断活性を示すことがわかった。MIT が支援する CRISPR Design ツール
（http://crispr.mit.edu/）を用いて#4 ガイド RNA のオフターゲット効果の可能性を検討した
ところ、マウスコード領域全体で 3 塩基対以下のミスマッチによる疑似配列が存在しないこと
を確認した（補足表 1）。Crispr-RNAとして#4 ガイド RNAを化学合成し、チャールズリバー社で
繁殖させた C57BL/6Jマウスの受精卵 171 個に tracr-RNA、Cas9タンパク質、ドナーDNAを共微
量注入し、2細胞期まで培養させた。次に、119 個の卵を仮妊娠マウスの卵管に移植したところ、
18 匹の子が誕生した。その結果、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）クローニングにより、設計通り



 

 

に 6 匹のノックインマウスが得られたことが確認された。 
 
2)Reln-delマウスの組織学的解析 
 Reln-delマウスの組織学的変化を検討した。ホモ接合型 Reln-delマウスのヘマトキシリン／
エオシン染色した脳切片は、重度の脳奇形を示した（図 2）。具体的には、典型的なリーラー表
現型の一つである小脳萎縮、脳室拡大、脳異形成が顕著であった。また、海馬の奇形、歯状回と
顆粒層の崩壊が観察された。一方、ヘテロ接合型 Reln-delマウスでは、ホモ接合型 Reln-delマ
ウスのような重度の脳奇形は見られなかった。 
 
3) Reln-delマウスの行動学的解析（表１） 
 Reln 変異は、統合失調症や自閉症スペクトラム障害など、いくつかの精神疾患のリスクファ
クターである。そこで、Reln-del マウスが統合失調症の関連モデルであるかどうかを判断する
ために、以下の 10の行動テストを用いてグローバルな行動解析を行った：運動量、ロータロッ
ド、オープンフィールド、高架式プラス迷路（EPM）、社会的相互作用、マーブル埋没、PPI、Y 迷
路、新規物体認識（NOR）、恐怖条件付けテスト。 
 ホモ接合体 Reln-delマウスのほぼすべてが低形成で成体への到達が困難であったため、すべ
ての行動解析にヘテロ接合体 Reln-delマウスを使用した。また、我々の研究の基礎となった日
本人のオリジナル被験者は、ヘテロ接合の Reln欠失を有していた。 
 まず、ホモ接合体の Reln欠損マウスでは、重度の協調運動障害と小脳の萎縮が見られ、運動
機能、感情、認知機能に変化を与える可能性があるため、ヘテロ接合体の Reln欠損マウスの運
動機能全般について評価した。ヘテロ接合体 Reln-delマウスは、ロコモータテストとロータロ
ッドテストにおいて、正常な運動量と協調運動を示した。これらのデータは、運動機能が正常な
ヘテロ接合体 Reln-delマウスの情動・認知機能を評価できることを示すものである。 
 以前の研究で、ヘテロ接合体 Relerマウスは不安が減少することが報告されている。そこで、
オープンフィールド試験と EPM 試験で不安を評価した。一般に、WT マウスはオープンフィール
ド試験で円の中心よりも周辺にいる時間が長く、EPM 試験では円の中心や開いた腕がマウスの不
安要素であることから、開いた腕よりも閉じた腕を好んだ。重要なことは、両試験において WT
マウスと Reln-delマウスの間に有意差がなかったことである。不安と不合理な行動を調べるた
めに、ビー玉埋没テストを行ったところ、Reln-delマウスは正常な行動を示すことがわかった。 
 社会的行動や感覚運動ゲート機能の障害は、統合失調症の主症状である。ヘテロ接合体 Reln-
delマウスのこれらの点を調べるために、3 室社会的相互作用試験と PPI 試験を実施した。WTマ
ウスとヘテロ接合型 Reln-delマウスでは、慣れや社会性セッションに有意な差は見られなかっ
た。社会的新規性セッションでは、WT マウスは見慣れたマウスよりも新規マウスを有意に好ん
だ。逆に、ヘテロ接合体 Reln-del マウスは見知らぬ人 1、2 のどちらにも同じ興味を示した。
PPIテストでは、ヘテロ接合体 Reln-delマウスは WTマウスと同様の表現型を示した。この違い
は、WTマウスとヘテロ接合体 Reln-delマウスのオープンフィールド、EPM、NORテストで差がな
かったことから、見知らぬマウスに対する注意力が低いためと考えられるが、見知らぬマウスに
対する不安や何らかの認知はない。さらにヘテロ接合体 Reln-del マウスでは、Y 迷路および恐
怖条件付け試験における記憶機能に有意な表現型は見られなかった。 
 
 

図１ Reln欠失マウスの作製 
 
corresponding to this deletion in RELN by genome editing using the
CRISPR/Cas9 method; the strain was C57BL/6J, the standard murine
line for general behavioral analyses. The Reln gene structure between
human and mouse is highly conserved. First, we designed 2 CRISPR-
targeted guide RNAs and a donor DNA for inserting a FLAG-tag
sequence and a stop codon in exon 52 to generate the Reln-del mouse
model (Fig. 1b,c). When two guide RNAs were transiently transfected
into the mouse neuroblastoma cell line Neuro2a, we found that the #4
guide RNA showed the strongest cleavage activity by the T7E1 assay
(Fig. 1d). We examined the possibility of the off-target effect of the
#4 guide RNA using the CRISPR Design tool supported by MIT
(http://crispr.mit.edu/) and confirmed that there were no pseudo-
sequences due to a mismatch of less than three base pairs in the
whole mouse coding regions (Table S1). The #4 guide RNA was
chemically synthesized as a Crispr-RNA, and tracr-RNA, Cas9 pro-
tein, and the donor DNA were co-microinjected into 171 fertilized
eggs in C57BL/6J mice bred at Charles River, which were cultured
up to the two-cell stage. Next, we transplanted 119 eggs into the ovi-
ducts of pseudopregnant mice, and 18 littermates were born. As a
result, we confirmed that six knock-in mice were obtained as designed
by polymerase chain reaction (PCR) cloning (Fig. 1e).

Validation of Reln-del mice
Screening of the generated mice by conventional genotyping was
achieved with three primers designed to distinguish wild-type
(WT) and mutant (Reln-del) alleles by agarose gel electrophoresis

(Fig. 2a,b, Table S2). Homozygous Reln-del mice were born normally
and exhibited normal growth until 21 days after birth. However, Reln-
del mice exhibited phenotypic similarities to staggerer and other
reeler mice (Fig. 2c, Movie S1).

We also validated the reelin protein expression level in the novel
Reln-del mice by immunoblotting (Fig. 2d). In embryonic day 17 and
postnatal day 21, the expression of reelin in heterozygous Reln-del
mice was approximately half the reelin expression in WT mice; reelin
was detected barely in homozygous Reln-del mice in those ages.
Expression of vinculin as an internal control was comparable between
the genotypes. The specific reelin antibody used in the current study
could not detect lower molecular-weight bands by immunoblotting in
homozygous Reln-del mice, indicating that they were null mutants
with no truncated reelin.

Histological analysis of Reln-del mice
We investigated histological changes in Reln-del mice. Hematoxylin/
eosin-stained brain slices of homozygous Reln-del mice showed
severe brain malformation (Fig. 3). Specifically, cerebellar atrophy,
enlargement of the cerebral ventricles (Fig. 3a–c) and cerebral dyspla-
sia (Fig. 3d–f), which were one of the typical reeler phenotypes38–41

were remarkable. In addition, we observed hippocampal malformation
and disruption of the dentate gyrus and granule layer (Fig. 3g–i). On
the other hand, heterozygous Reln-del mice did not show severe brain
malformation like homozygous Reln-del mice.
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Fig.1 Generation of Reln-del mice by
CRISPR/Cas9. Schematic RELN gene struc-
ture in (a) human and (b) mouse. (a) The
genomic region (exon 52 to 58) that was
deleted in the Japanese subject with schizo-
phrenia is shown in green.24 (b) CRISPR/
Cas9 strategy for generating the model
mouse with Reln deletion as shown in (a).
Guide RNAs (gRNA) and single-stranded
DNA (ssDNA) for insertion of a stop codon
in exon 52 of Reln gene. (c) Sequence
around mouse Reln exon 52 and design of
gRNA for CRISPR target and primers to per-
form the T7 endonuclease I (T7EI) assay for
cleavage activity. (d) Results of the T7EI
assay. The amount of shortened DNA
shows cleavage activity by T7EI.
(e) Summary of the results following injec-
tion of the CRISPR mixture into fertilized
C57BL/6J egg pronucleus.
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図２ Reln欠失マウスの組織病理学的解析（HE 染色） 

 

表１ Reln欠失モデルマウスの一般行動表現型解析 

the reelin protein expression level was reduced in cultures from het-
erozygous Reln-del mice (Fig. 5d), whereas the expression levels of
the internal control vinculin and the dopaminergic neuronal marker
tyrosine hydroxylase were unchanged (Fig. S2a). Finally, we exam-
ined the reelin signaling quantitatively by analyzing the relative
expression levels of p-Dab1 and total Dab1 (Figs. S2b,c) and found
that the phosphorylation of Dab1 was likely impaired in cultures from
heterozygous Reln-del mice.

Discussion
Disorders of neuronal migration in humans result from the disruption
of the normal movement of neurons from their original site of birth to
their final destination during early development.45 Mutations of many
genes are involved in neuronal migration disorders and include LIS1
and DCX in classical lissencephaly spectrum, TUBA1A in micro-
lissencephaly with agenesis of the corpus callosum, and RELN and
VLDLR in lissencephaly with cerebellar hypoplasia.8,45 Genetic stud-
ies on rare variants implicate that RELN is associated with schizo-
phrenia.19,46,47 Furthermore, our copy-number variation analysis
identified a subject with schizophrenia who harbored a novel exonic
deletion in RELN.24 As reelin plays important roles in various path-
ways from development to postnatal function, Reln-del mice are
expected to be a reasonable schizophrenia model that can reveal the
pathogenic mechanisms underlying schizophrenia. Future studies can

facilitate accumulation of sufficient genetic data and clinical pheno-
types in humans for elucidation of the molecular mechanisms of
schizophrenia caused by a decrease in reelin expression.

In the current study, we generated a novel Reln-del mouse model
to mimic the Japanese subject with schizophrenia harboring the spe-
cific exonic deletion in RELN and compared it with the findings of
previous studies on other reeler-associated models, including Orleans
reeler mice (Table 1). Specifically, we designed a Reln-del mutant
allele carrying mutations to code a FLAG-tag and stop codon in exon
52, corresponding to the amino acid residues within the seventh and
eighth reelin repeats (Fig. 1). The homozygous Reln-del mice
exhibited the typical phenotypes of the staggerer as well as the classi-
cal reeler mice (Fig. 2c).38 Immunoblotting of whole-brain lysates
using an anti-reelin antibody recognizing the N-terminal region of
reelin revealed that the endogenous reelin level, which was barely
detectable in homozygous Reln-del brain lysates, was approximately
half of that in WT mice in heterozygous Reln-del mice (Fig. 2d). In
contrast, Orleans reeler mice have a transcriptional reelin product
with a 220-bp deletion within the seventh and eighth reelin repeats
and potentially express a truncated reelin.11,12 Our novel Reln-del
mice more faithfully reflect the Japanese subject with the RELN dele-
tion compared with our previous study using Orleans reeler mice.17

In addition, we generated the Reln-del mice in the C57BL/6J strain
that is commonly used for behavior studies in schizophrenia models,
distinct from Orleans reeler mice, which were maintained in the

(a) (b) (c)

(f)(e)(d)

(g) (h) (i)

Wild-type

WT

WT

WT

del/+ del/del

del/+

del/+

del/del

del/del

Heterozygous Reln-del Homozygous Reln-del

Fig.3 Histological analysis of brain in Reln-del mice. (a–c) Hematoxylin/eosin (HE)-stained sagittal sections of whole brain in (a) wild-type (WT) mice, (b) heterozygous
Reln-del mice, and (c) homozygous Reln-del mice. Scale bars: 2 mm. (d–f ) HE-stained cortical sections, highly magnified from those presented in (a–c). Scale bars:
500 μm. (g–i) HE-stained hippocampal sections, highly magnified from those presented in (a–c). Scale bars: 200 μm. All sections are from 2–3-week-old mice.
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relative amount of reelin in serum was lower in this subject17 and
established induced pluripotent stem cells (iPSC) from the
subject.25–27 Several clinical studies suggest that reduced reelin in the
brain and peripheral blood might be associated with mental
disorders.28–31

Behavioral changes in Reln-mutant mice, reported by numerous
studies, exhibit schizophrenia-like phenotypes (Table 1)5,31–34; how-
ever, insights into the biological mechanisms during brain develop-
ment due to reelin reduction in humans remain limited. One clue
regarding this issue comes from our recent quantitative single-cell
time-lapse analysis of neuronal differentiation and migration using
Reln-del iPSC revealing the developmental significance of reelin in
migrating directionality.25 To examine directional abnormality in neu-
ronal migration observed in human RELN-deleted iPSC in vivo, we
generated a mouse line in the C57BL/6J strain harboring the specific
Reln deletion identified by us in a Japanese subject with schizophre-
nia, and named the line Reln-del mice. Our behavioral analyses rev-
ealed abnormal sociability in heterozygous Reln-del mice. This novel
Reln-del mouse model may be valuable for understanding reelin sig-
naling, and for studies on the pathological mechanisms of schizophre-
nia via the reelin deletion.

Methods
CRISPR/Cas plasmid for Reln deletion
A pair of oligo DNAs (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
corresponding to Reln guide RNA was hybridized and ligated using
T4 DNA ligase (TOYOBO, Osaka, Japan) into linearized pSpCas9
(BB)-2A-GFP (PX458) plasmid (Addgene plasmid # 48138; http://
n2t.net/addgene:48138; RRID:Addgene_48138) digested with BbsI

(NEB, Ipswich, MA, USA) as previously described.35–37 DNA
primers are listed in Table S2.

Animal experiments
All research and animal care procedures were approved by the
Nagoya University Animal Care and Use Committee. Mice were
housed in groups of maximum six animals per cage and maintained
on a regular 12-h light/dark cycle (09:00 to 21:00 hours light period)
at a constant 23!C temperature. Food and water were available ad
libitum. Heterozygous Reln-del mice were generated by intercrossing
Reln-del males and C57BL/6J females. Littermate WT C57BL/6J
mice were used as controls, and 10–19-week-old Reln-del and WT
mice were used in all experiments. All animal protocols were
approved by the Animal Care and Use Committee of Nagoya Univer-
sity Graduate School of Medicine; in addition, the Principles for the
Care and Use of Laboratory Animals, which were approved by the
Japanese Pharmacological Society, and the National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals were
followed.

Other materials and methods are described in Supplementary
materials.

Results
Generation of Reln-del mice
We previously identified a schizophrenia subject harboring a partial
RELN deletion in chr 7 (102919640–102930809, NCBI36/hg18),
which includes the region encompassing exons 52–58 encoding reelin
repeats 7–8 (Fig. 1a).17,24 We generated a genetically modified mouse

Table 1. Comparison of behavioral changes in Reln mutant mice

Sawahata et al., 2019
(Present study)

Sobue et al.
(2018)17

Lalonde et al.
(200433

Salinger et al.
(200334

Qiu et al.
(2006)5

Sakai et al.
(2016)31

Mutant mice strains
(Background)

Reln-del (C57BL/6) Orleans hetero
(BALB/C)

Orleans homo
(BALB/C)

Jackson hetero
(B6C3Fe)

Jackson hetero
(B6C3Fe)

⊿C-KI (C57BL/6)

Age, sex 10–19 weeks,
male/female

10–15 weeks,
male/female

12 weeks, male 10 weeks, male 6 weeks, male 11 weeks, male

Stationary beams NA NA # NA NA NA
Acoustic responsiveness NA NA NA NA NA NA
Wire hang latency NA NA NA NA NA #
Locomotor activity = = " NA NA NA
Open field = " " = = "
Elevated plus maze = = # NA = "
Tail suspension test NA NA NA NA NA =
Porsolt forced swim test NA NA NA NA NA =
Y-maze = = NA NA NA =
Barnes maze test NA NA NA NA NA =
T-maze NA NA = NA NA # (Working

memory)
Novel object recognition = = NA # NA NA
Social interaction test # (Social novelty) # NA = NA #
Rotarod test = # # NA = "
Fear conditioning test = = NA = # (Context) =
Water maze test NA NA # NA = NA
Prepulse inhibition = " (Acoustic response) NA = # (82 dB) =
MK801-induced
hyperlocomotion

NA = NA NA NA NA

METH-induced
hyperlocomotion

NA # NA NA NA NA

", higher than wild-type; #, lower than wild-type; =, no difference; NA, not applicable.
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