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研究成果の概要（和文）：  
自閉症、統合失調症などの神経疾患を対象として、比較ゲノムを利用した発生発達障害、精神
神経疾患動物モデルの系統的開発を行った。機能が未知の脳に発現するロイシンリッチリピー
ト（LRR）膜タンパク質を標的とした解析を行うことにより、神経疾患に関連のある行動異常
を示す新たな遺伝子変異マウス 15 系統を樹立することができた。これらのマウスを形態学、
神経化学、電気生理学、薬理学に用いられる手法を用いて解析した結果、自閉症、統合失調症、
不安障害、感覚障害の発症機序について、重要な知見を得ることができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed animal models for neurological disorders including autism and schizophrenia by utilizing 
comparative genomics. Focusing brain-enriched Leucine-rich repeat containing transmembrane proteins 
with unknown functions, we successfully generated new 15 strains of mouse mutants exhibiting 
neurological abnormalities. We collected important facts that underlie the pathogenesis of autism, 
schizophrenia, anxiety disorders and sensory disturbance through morphological, neurochemical, 
electrophysiological and pharmacological analyses.  
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、これまでにさまざまな神経疾患
関連遺伝子を発見し、その遺伝子機能をモデ
ル動物を利用して明らかにすることにより、
明らかにしてきた（ZIC1-Dandy Walker 奇
形原因遺伝子、 ZIC2-全前脳症原因遺伝子、
ZIC3-内臓左右不定位原因遺伝子、SLITRK1 
- Tourette 症候群原因遺伝子など）。これらの
研究で培った比較ゲノム解析技術を用いて
遺伝子配列データベースのコンピューター
解析を行うことにより、Leucine-rich repeat 
（LRR）を持った膜貫通タンパク質スーパー
ファミリーが高次脳機能に重要な働きを持
っているのではないかという作業仮説を得
た。2001 年から脊椎動物の神経組織に発現
する LRR 膜タンパク質の系統的な機能解析
を進め、これまでに、Slitrk ファミリー、Lrfn
ファミリーを誌上発表した。 

この研究の過程でこれらの遺伝子の一部
を欠損するうち変異マウスを作製し、形態、
行動からの解析を行ったところ、多くのもの
に行動異常が認められ、神経化学的異常（脳
の特定領域のモノアミン含量変化）、組織学
的異常（大脳皮質の組織構築異常）を伴うも
のも見いだされた。この結果は標的とした遺
伝子が確かに高次脳機能に重要であるとい
うことを示唆している。そこで、この作業仮
説に基づいて、新たに LRR 膜タンパク質を
標的とした遺伝子変異マウス群を作成して、
系統的な行動解析を行うことを計画した。こ
れらのマウスに行動異常が表れた場合には、
それをヒトの神経発達障害、精神神経疾患の
症状と対応づけることが効率的な神経疾患
モデル動物の作製につながるのではないか
と考えられた。 
 国外では、米国、欧州ともに、変異マウス
の系統的な神経学的異常（行動異常）を持つ
変異マウスの探索が進行しており、共通のプ
ロトコールを利用するコンソーシアムも登
場している。国内ではいくつかの理研脳セン
ター、国立精神神経センター、大学などの研
究機関で活発に変異マウスの行動解析が進
められており、これらの動きと協調的に研究
計画を遂行することが、効率性の点から重要
であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は自閉症や統合失調症などの
神経疾患の発症機序を新たな動物モデルを
作製し、解析することにより明らかにするこ
とである。神経組織に発現する LRR 膜タン
パク質を対象として、遺伝子変異マウス動物
群を作製して、その行動特性の解析を専用実
験装置を用いて系統的に行う。これらの解析
の結果、神経疾患のモデルとなると考えられ
た動物に対して、詳細な分子レベルでの解析

を行うことにより、行動異常の分子的基盤を
明らかにする。更に、解析の結果得られた仮
説の妥当性を検討するために、疾患モデル動
物に向中枢薬を投与して、その異常行動への
影響を評価する。最終的に絞り込まれた疾患
候補遺伝子については、患者由来遺伝子材料
の解析を共同研究者に依頼して、実際にヒト
の神経疾患発症に関係するかどうかを遺伝
学・統計学的手法を用いて検討する。  

本研究の特色は独自の基準で選抜した遺
伝子群について、遺伝子変異動物を集中的に
作製することにより、効率的に高次脳機能に
異常のある動物を作製し、解析を行う点にあ
る。多くの場合、構造的に近縁の分子は機能
的にも何らかの関連を持つ。このことは変異
マウス解析に対して用いられるひとつの解
析手法がほかの変異マウスの解析にも有効
となる場合が多いことを示唆している。また、
遺伝子ファミリーは、進化の過程のある時点
で祖先の遺伝子の重複によって、形成されて
きたものが多く、機能的には冗長である場合、
相補的である場合が多く観察される。このよ
うな関係性を明らかにするためには複合変
異マウスの作製が、不可欠であり、この点に
も、構造的な関連性を持った特定の遺伝子フ
ァミリーを標的としたモデル動物の作製、解
析のメリットがある。 
本研究の作製により、作製され、解析され

た変異マウスは、すべて、解析終了後に理研
バイオリソースセンターに委託され、国内の
研究者に広く利用されるようにする予定で
ある。研究基盤の提供という観点から考えた
場合、高次脳機能に重要な遺伝子の変異マウ
スを公的研究機関でまとまった数を維持し
ておくことは、特にマウスゲノム解析で先導
的な役割をつとめてきた日本の生物学研究
の流れと相まって、日本の基礎科学の競争力
の向上に大きく貢献するはずである。 
 
３．研究の方法 
本研究では相同組換えを利用した遺伝子変
異マウスの作製・多角的解析が研究計画の中
核となる。専用実験装置を用いた系統的行動
解析、分子プローブを用いた組織学的解析、
電気生理学的解析を基本として、標的遺伝子
産物の分子細胞生物学的解析、脳内モノアミ
ン分析等が行われた。実験の進展状況に応じ
て、向精神薬投与の影響評価、マウスの遺伝
学的手法を用いた部位・時期特異的遺伝子変
異の作製、複合変異の作製、他のモデル動物
を併用した解析も行われた。 
第一段階では、in silico 解析による標的

遺伝子の設定が行われた。評価基準はコード
される仮想タンパク質のドメイン構造（LRR
ドメインと膜貫通ドメイン、そのほかの機能
ドメインの存在）、系統発生的に新しいか、



 

 

発現データベースから予想される遺伝子発
現傾向、ほかのグループによりすでに解析が
なされているかである。 
第二段階では標的候補遺伝子に関する予備
調査が行われた。発現傾向については、多く
の場合、データベースにある情報だけでは十
分でないので補足的な in situ ハイブリダイ
ゼーションを行った。さらに、タンパク質コ
ード領域をエピトープタグ付きほ乳類細胞
用遺伝子発現に挿入して、予備的に仮想タン
パク質の細胞内局在、PC12 における突起伸展
への影響を検討した。 
第三段階では標的遺伝子の変異マウスの作
製が行われた。作製されたマウスは C57BL/6
以外の胚性幹細胞で作製されたものについ
ては、最低 5世代以上 C57BL/6 系統に戻し交
配された。始めに出生率、生後発達の体重増
加率の測定、通常の組織切片作製後の形態学
的解析が行われた。しかし、解析の対象とし
た変異マウスの多くは、一目でわかるような
外見的、組織学的異常を示さなかった。 
 第四段階では変異マウスの多角的解析を
行った。系統的行動解析では理研ゲノムセン
ターで用いられている modified SHIRPA 法
といくつかの基本的な行動実験装置（ホーム
ケージ内活動性、オープンフィールド、明暗
箱、高架式十字迷路、音刺激驚愕反応とプレ
パルス阻害、恐怖条件づけ刺激、回転棒、
Morris 水迷路、強制水泳など）が行われた。
これらの解析には理研脳センターリサーチ
リソースセンターの山田一之氏とそのスタ
ッフの協力を得た。これらの定型的な行動試
験の後に、評価を行い、必要に応じて関連し
た検査（社会性、攻撃性、母性養育行動、超
音波発声などの評価を含む）を行った。 
 第五段階ではタンパク質機能と観察され
た表現型の結びつけが行われた。特異抗体を
用いて組織内分布の精査が行われた。変異マ
ウス由来組織を利用して脳内における標的
遺伝子産物の分子性状・分子機能の検討を行
った。行動異常の分子基盤を明らかにするた
めに、モノアミンを含む各種伝達物質の脳内
含量の測定が行われた。 
 第六段階では実際に標的とした遺伝子で
その変異により行動異常が引き起こされる
ものについて、患者由来ヒト遺伝子材料の中
に変異が無いかを集中的に探索した。これら
の解析に必要な遺伝子材料は理研脳センタ
ー分子精神科学研究チームの吉川武男チー
ムリーダーらによって、集められているので、
同チームとの共同研究として進められた。 
 
４．研究成果 
Slitrk ファミリー、Lrfn ファミリー、Lrrtm
ファミリーなどを含む 15 種類の遺伝子につ
いて、ノックアウトマウスが作製され、行
動・形態・生理などの多角的な解析が進めら

れた。その結果、これらのマウスはすべてヒ
トの精神神経疾患と関連した行動異常を示
すことが明らかになり、遺伝子産物の一部は
神経突起伸展、シナプス形成、シナプス機能
維持などの神経回路形成の過程で重要な役
割をもつことが明らかになった。いくつかの
系統については行動薬理学的な解析を行い、
グルタミン酸を介するシナプス伝達、セロト
ニンなどのモノアミン代謝の変化が行動異
常と関係することを示す結果が得られた。 
これらの発見を基にして国内の神経疾患

患者の遺伝子材料の再シークエンス解析が
行われ、新たに見いだされた 1塩基置換変異
のうち、タンパク質機能に影響の及ぶ可能性
のあるものについては、詳細な解析が続けら
れている。一方、プロジェクトの進行と同時
に外国のグループが患者 DNAを用いた大規模
な遺伝子マッピング解析により、本研究の解
析対象遺伝子のいくつかが、疾患の発症と関
連する可能性を示した。これらには統合失調
症、躁うつ病、自閉症、トゥレット症候群な
どが含まれている。マウスに現れた脳機能の
異常から考えれば、今後も本研究の標的とし
た遺伝子が精神疾患の原因遺伝子と確認さ
れる可能性は高いと考えられる。以下の項目
については既に誌上発表した。これ以外にも
自閉症、多動症、てんかんなどの疾患モデル
となる新たな実験動物が開発され、現在、論
文発表の準備が進められている。 
 
(1) 内耳の神経回路形成に重要な役割を持
つ膜タンパク質 Slitrk6 を発見（Katayama et 
al. 2009)。 
内耳は、耳の最内部にある器官で、蝸牛、

前庭・三半規管などから構成され、聴覚・平
衡感覚などにかかわる。これまでに内耳の神
経回路形成では、ニューロトロフィン（神経
栄養物質）と呼ばれる分泌性タンパク質を介
した情報伝達系が重要な役割を果たすこと
が知られていた。ニューロトロフィンやその
受容体を欠損したマウスは、内耳の神経細胞
が正しく突起を伸ばすことができない、細胞
死を起こしてしまう、などの異常を示し、正
常な神経回路を形成できない。 
我々は、主に脳神経系に存在し、神経突起

の伸展を調節する機能を持つとされている
細胞膜貫通型タンパク質 Slitrk ファミリー
の 1つ Slitrk6 を欠損するマウスを作製した
ところ、ニューロトロフィン欠損マウスに似
た内耳の異常を観察した。Slitrk6 は、内耳
の神経細胞がシナプスを作る標的である感
覚上皮という組織に存在している。Slitrk6
欠損マウスから単離した感覚上皮細胞は、培
養皿の中でも神経突起を引きつける働きが
弱く、感覚上皮で産生されているニューロト
ロフィンの発現を調べたところ、Slitrk6 欠
損マウスでは内耳のニューロトロフィン発



 

 

現量が低下していた。この培養皿に外部から
ニューロトロフィンを加えると、神経突起は
正常マウスと同じ程度に伸びた。これらのこ
とから、Slitrk6 は、内耳のニューロトロフ
ィン量を調節することで、内耳の神経回路形
成に関与していることが明らかとなった。 

この発見は、感音性難聴の発症機構の理解
や治療法の改善に役立つものと期待された。
実際に Slitrk6欠損マウスの聴力検査を行っ
た と こ ろ 、 感 音 難 聴 が 認 め ら れ た 
(Matsumoto et al., 2010)。また、前庭動眼
反射を評価することにより、このマウスの前
庭期間の回転の検知能力には水平方向・垂直
方向の違いがあることを見いだした。これら
の発見を基に、現在共同研究者と共に
SLITRK6 のヒト遺伝性神経疾患発症への関与
を検討している。 
 
(2)統合失調症関連遺伝子 Lrrtm1欠損マウス
で見られた行動異常 (Takashima et al., 
2011)。 
LRRTM1 は、LRR 膜タンパク質の一種で、統合
失調症の発症に関連することが、イギリスの
研究グループから報告されている。我々は
Lrrtm1 欠損マウスを作製し、その行動や薬剤
の効果を検討した。その結果、新規環境での
適応行動開始の遅延、空間記憶の異常など認
知機能の障害が認められた。一部の異常は選
択的セロトニン取り込み阻害薬で解消され
ること、NMDA 型グルタミン酸受容体阻害薬に
対する反応が野生型と異なることを見出し
た。一方、電子顕微鏡を用いた解析により、
海馬の興奮性シナプスの形態に異常が生じ
ていることを見出した。これらの所見は
Lrrtm1 欠損によって引き起こされたシナプ
スの機能異常が行動異常の原因となること
を示唆していた。 
 
 (3)抑制性シナプス形成に重要なタンパク
質を発見(Takahashi et al., 2012)。 
近年の研究から興奮性シナプスと抑制性シ
ナプスのバランスが正常な脳機能活動に重
要で、いくつかの神経疾患ではこのバランス
が乱れていると考えられている。我々は培養
神経細胞を用いた実験により、LRR 膜タンパ
ク質の一つ Slitrk3 が Ptprd と結合して、抑
制性シナプス前部の構造を誘導することを
見いだした。また生体内での Slitrk3 の役割
を明らかにするために、Slitrk3 欠損マウス
を作製し、そのシナプスの異常を調べたとこ
ろ、海馬の錐体細胞で、抑制性シナプスが減
少することを確認された。 Slitrk3 欠損マウ
スは、時々てんかんの発作に似た異常行動を
示し、振幅の大きい異常脳波が観察され、お
そらく抑制性シナプスの機能が失われたた
めに起きる神経細胞の過活動が原因であろ
うと考えられた。Slitrk3 を含む抑制性シナ

プスの形成・維持に関わる分子機構を解明で
きれば、てんかんや多動症など神経細胞の過
活動と関連した神経疾患の病態の理解や改
善に役立つと期待できる。 
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