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研究成果の概要（和文）：発達障害モデルである motopsin 欠損マウスの社会刺激に対する海馬

の応答性の異常は嗅覚刺激に対する応答性の異常と関連していることが明らかになった。また、

motopsinはsez-6と相互作用することでニューロンの突起進展を制御している可能性が培養細

胞を用いた実験で示された。Motopsin 欠損マウス海馬膜蛋白質の網羅的な同定を行い、いくつ

かの motopsin 基質候補分子を同定した。これらにより発達障害の診断治療法開発の基盤知見が

得られつつある。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：Our	
 data	
 suggested	
 the	
 following	
 subjects.	
 	
 Abnormal	
 response	
 to	
 
social	
 stimulation	
 at	
 the	
 hippocampus	
 of	
 motopsin-deficient	
 mice,	
 known	
 as	
 a	
 model	
 for	
 
developmental	
 disorder,	
 appears	
 to	
 be	
 derived	
 from	
 the	
 cognitive	
 deficit	
 to	
 olfactory	
 
stimulation.	
 The	
 interaction	
 between	
 motopsin	
 and	
 sez-6	
 may	
 modulate	
 the	
 development	
 of	
 
neuronal	
 processes.	
 Further,	
 proteomic	
 analysis	
 of	
 hippocampus	
 in	
 motopsin-deficient	
 
mice	
 identified	
 some	
 candidates	
 for	
 motopsin	
 substrates.	
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１．研究開始当初の背景	
 
自閉症や精神遅滞といった発達障害は数パ
ーセントの高い罹患率を示す疾患であるに
もかかわらず、分子生物学的な発症機構につ
いて不明な点が多いがために、診断マーカー
や根治療法が皆無な状態である。申請者は、
神経系に特異的な分泌型セリンプロテアー
ゼ motopsin について発現動態や酵素学的性
状などを明らかにしてきた。最近、非症候群

性常染色体劣性精神遅滞の原因として
motopsin 遺伝子上の突然変異が報告された。
そこで、発達障害の分子病態を明らかにする
ために motopsin 欠損マウスを作製し、１）
motopsin 欠損マウスは同種他個体に対して
有意に長い時間接触行動を示すこと、２）
motopsin 欠損マウスの海馬錐体ニューロン
のシナプス密度が低下していること、３）同
種他個体との接触に対する海馬の応答性が
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著しく低下していることを見いだした。さら
に、錐体ニューロンの樹状突起の分枝を調節
する膜貫通蛋白質sez-6や itm2aを motopsin
と相互作用する蛋白質として同定し、
motopsin の機能を分子レベルで明らかにし
つつある。	
 
	
 精神遅滞では社会行動の異常を伴うこと
が知られている。例えば、Down 症候群や
Williams 症候群などの精神遅滞患者では見
知らぬ他人に対しても馴れ馴れしいほどの
親密さを示す一方で、脆弱 X症候群ではしば
しば自閉症を伴うことが知られている。
Motopsin 欠損マウスの社会行動の異常は嗅
覚系や不安・探索行動の異常ではなく社会的
関心の亢進に起因していることから、
motopsin 欠損マウスの異常を分子レベルで
明らかにすることにより、精神遅滞ばかりで
なく社会適応異常を示す他の精神疾患の診
断・治療法開発に寄与すると考えられる。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
本研究は社会行動に異常が認められる精神
遅滞モデルマウス（motopsin 欠損マウス）を
用いて、Ⅰ）motopsin 欠損マウスに見られる
社会行動異常の分子機構の解明、Ⅱ）発達障
害の生化学マーカーとなる分子の探索、Ⅲ）
臨床検体を用いた motopsin および関連分子
の検出法の確立、を行うことで発達障害の診
断・治療法開発の基盤とすることを目的とし
ている。当該期間中には以下の項目を検討す
ることにした。	
 
(1) 各種刺激に対する海馬ニューロンにお

ける CREB のリン酸化を指標として、
motopsin が関わる社会認知機構を解析
する。	
 

(2) 細胞膜上に存在する Sez-6 と motopsin
との相互作用の役割を明らかにする。	
 

(3) Motopsin 欠損マウスの脳内蛋白質に対
してプロテオーム解析を行い、motopsin
の基質分子および診断マーカーの候補
分子を同定する。	
 

(4) 抗 motopsin モノクローナル抗体を作製
し、サンドイッチELISAによるmotopsin
測定系を確立する。	
 

	
 

３．研究の方法	
 
(1) Motopsin 欠損マウスにおける海馬の応

答性の検討	
 
雄の motopsin 欠損マウスおよび野生型マウ
スを実験ステージ上で４時間以上訓化した。
これらのマウスに対して 150μL の他マウス
の尿を染みこませた濾紙を 10分間提示した。
また、尿臭刺激の代わりにアクリルケースに
入れたマウスを 10 分間提示し、社会的な視
覚刺激とした。刺激 90 分後に被検マウスを
4％パラフォルムアルデヒドで灌流固定し、
脳を摘出した。凍結切片法により作製した脳
薄切切片を抗 CREB 抗体および抗リン酸化
CREB 抗体を用いて蛍光免疫二重染色するこ
とで海馬錐体ニューロンの応答性を検討し
た。	
 
	
 
(2) Motopsin と sez-6 との相互作用の解析	
 
EGFP	
 cDNA を motopsin	
 cDNA 、および、
myc-tagged	
 sez-6	
 cDNA の両者、あるいはそ
れぞれとタンデムに連結したプラスミドベ
クター（EGFP,	
 EGFP+motopsin,	
 EGPF+sez-6,	
 
EGFP+motopsin+sez-6）を構築した。各 cDNA
の発現量を確保する為に、それぞれを発現さ
せるプロモーターは異なるものを使用した。
これらをリポフェクション法により、神経芽
細胞腫 neuro2a にトランスフェクトした。２
日後に細胞を４％パラフォルムアルデヒド
で固定し、抗 GFP 抗体、抗 motopsin 抗体、
抗 sez-6 抗体による三重蛍光免疫細胞染色を
行い、導入遺伝子が発現している細胞につい
て写真撮影し、突起の数、長さ、分枝数、細
胞体の大きさ等を NIH	
 imageを用いて計測し
た。	
 
	
 
(3) Motopsin 欠損マウス脳でのプロテオー

ム解析	
 
生後 10 日の motopsin 欠損マウスおよび野生
型マウスから海馬を取り出し、340	
 mM	
 
sucroser,	
 4	
 mM	
 Hepes-OH	
 (pH7.4)中でホモ
ゲナイズし、10,000×g、10 分間遠心して上
清（可溶性画分）と沈殿を得た。沈殿に 0.5%	
 
Triton	
 X-100を含む抽出バッファーで再抽出
を行った後、1000,000×g、１時間の遠心し
て得られた上清（Triton 可溶性画分）沈殿

表 1．Motopsin と sez-6 との共発現の細胞形態への影響	
 

	
 EGFP	
 EGFP+sez-6	
 EGFP+motopsin	
 
EGFP+sez-6+	
 

motopsin	
 
P 値	
 

細胞体周囲長	
 92.62±8.20μm	
 73.82±9.45μm	
 76.21±8.00μm	
 83.26±7.68μm	
 0.40	
 

神経突起数	
 0.75±0.13	
 0.74±0.15	
 1.41±0.12a	
 0.71±0.12	
 <0.0001	
 

突起分枝数	
 0.25±0.16	
 0.12±0.18	
 0.90±0.15b	
 0.54±0.15	
 0.0029	
 

神経突起長	
 31.60±7.34μm	
 32.45±8.45μm	
 68.45±7.09μma	
 31.06±6.87μm	
 0.0003	
 

a,	
 EGFP,	
 EGFP+sez-6,	
 EGFP+Sez-6+motopsin と有意差がある	
 

b,	
 EGFP,	
 EGFP+sez-6 と有意差がある	
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（Triton 不溶性画分）を得た。100μg の
Triton 可溶性画分を 8-16%アクリルアミドの
グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 用 い て
SDS-polyacrylamide	
 gel電気泳動した。ゲル
の泳動レーンを上から 5	
 mm ごとにスライス
し、trypsin による in	
 gel	
 digestionを行っ
た。得られたペプチドフラグメントはフーリ
エ変換型の LC-MS/MS によって同定し、同定
したペプチドのカウント数とゲル片の位置
から推定される分子量を motopsin 欠損マウ
スと野生型マウスとの間で比較した。	
 
	
 
(4) 抗 motopsin モノクローナル抗体の作製	
 
NUS-tag（NOVAGEN）を付加した motopsin を
IPTG 存在下で大腸菌に発現させた。菌体内の
封入体を 8	
 M 尿素を含む緩衝液に溶解し、
Hitrap	
 Q陰イオン交換カラムによって組換え
motopsin を調製した（Brain	
 Research	
 1136,	
 
1,	
 2007）。これを Balb/c にもどし交配した
motopsin 欠損マウスに免疫した。尾静脈から
採血して調製した抗血清について、motopsin
を一過的に発現させた neuro2a に対する免疫
応答性を確認することで抗体価の上昇を確
認した。最終免疫から３日後に抗体価が上昇
した個体の脾細胞を調製し、ClonaCell	
 HYハ
イブリドーマクローニングキットを用いて
モノクローナル抗体の作製を試みた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) Motopsin 欠損マウスにおける海馬の応

答性の検討	
 
マウスに尿臭刺激を提示した場合に尿臭に
対して嗅ぎ行動を示した時間は motopsin	
 KO
マウス 99.11±24.91 秒（n=7、平均±SED）
に対して野生型マウス 120.18±24.91 秒
（n=7）であり、両者に差は認められなかっ
た（Student’s	
 t-test,P>0.05）。しかし、
海馬 CA1 領域での CREB の蛍光強度に対する
リン酸化 CREB の蛍光強度の比（pCREB/CREB）
は motopsin	
 KO マウス 0.46±0.14（n=5）に
対して野生型マウス 0.87±0.16（n=4）であ
り、両者には有意に差が認められた（P<0.05）。	
 
	
 一方、嗅覚刺激を与えないようにアクリル
ケースに入れて刺激マウスを提示した場合
の嗅ぎ行動の時間は motopsin	
 KO マウス
13.98±2.03 秒（n=14）と野生型マウス 12.32
±2.03 秒（n=14）であり、両者に差は認めら
れなかった。この場合の pCREB/CREB は
motopsin	
 KO マウス 0.49±0.22（n=7）と野
生型マウス 0.65±0.22（n=7）で両者に有意
な差は認められなかった（P>0.05）。	
 
	
 
(2) Motopsin と sez-6 との相互作用の解析	
 
EGFP を単独で発現させた群を対照群とし、
EGFP+sez6 、 EGFP+motopsin 、 EGFP+sez-6+	
 
motopsin を発現させた場合の細胞体の周囲
長、神経突起数、神経突起の分枝数、および

神経突起の長さは表 1の通りであった。Sez-6
は単独で発現させても細胞形態への影響は
認められなかったが、motopsin を単独に発現
させると神経突起の数、長さ、および分枝数
が有意に増加した。興味深いことに sez-6 を
共発現させると motopsin による突起数の増
加が完全に抑制された。突起の伸長も半分程
度に抑制される傾向が認められた。この結果、
motopsin	
 は sez-6 との相互作用を介して神
経突起の進展を制御している可能性を示唆
している。	
 
	
 
(3) Motopsin 欠損マウス脳でのプロテオー

ム解析	
 
Triton 可溶性画分について網羅的な解析を
行い、1390 種の蛋白質を同定した。これらを
Gene	
 ontology に従って細胞画分別に分類す
ると図２のようになり、膜蛋白質やミトコン
ドリア局在蛋白質が多く同定されることか
ら、Triton 可溶性画分の調製は予想通り行わ
れたと考えられる。また、野生型マウスのみ
に同定できた蛋白質は 312 種で、motopsin 欠
損マウスのみに同定できた蛋白質は 147 種で
あった。さらに、ニューロンの膜上に局在し、
ペプチドの出現パターンが遺伝子欠損マウ
スと野生型マウスによって異なる蛋白質を
いくつか見出すことができた。	
 

	
 
(4) 抗 motopsin モノクローナル抗体の作製	
 
４匹の motopsin 欠 損マウスに組換え
motopsin を免疫したところ、１匹について抗
motopsin 抗体の抗体価が上昇した。この個体
から脾細胞を調製し、モノクローナル抗体の
産生細胞株の取得を試みた。免疫細胞化学的
手法によっておよそ７００クローンを検討
したが、抗 motopsin 抗体産生株は得ること
ができなかった。現在、さらなるクローンを
検索するために免疫方法等を再検討してい
るところである。	
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