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研究成果の概要（和文）： 
RCAN (regulators of calcineurin) 2 は甲状腺ホルモン（T3）により発現が誘導され、カル
シニューリン（CaN）の活性を抑制する．CaN は中枢神経系に豊富に存在するタンパク質
脱リン酸化酵素で、そのノックアウトや過剰発現により学習・記憶や精神機能に異常が生
じることが報告されている．甲状腺機能低下により脳の RCAN2 の発現が低下することか
ら、私たちは RCAN2 が脳の機能に深く関与し、甲状腺ホルモンの脳機能への作用が
RCAN2 の発現調節を介して発揮されていると想定した．本研究では既に樹立した RCAN2
遺伝子改変マウス（ノックアウトマウス）の形態学的ならびに行動学的解析を通して、
RCAN2 タンパクが脳機能にどのような役割を果たしているかを検討した．RCAN2 KO マ
ウスは正常に出生し、野生型と比べて大きな奇形は認めない．C57BL/6J 系統へのもどし
交配したコンジェニック系統として樹立し、戻し交配世代 10 ないし 11（N10 or 11）の
F2 マウスを作出して行動学的解析に供した．また、理化学研究所バイオリソースセンター
へ寄託した．RCAN2 KO マウスは、野生型マウスと比べて発生期、成長期、成獣のいず
れにおいても、脳に顕著な形態学適な差異はなく、今後さらに詳細な検討が求められる．
RCAN2 KO マウスの行動量を測定した結果、KOマウスと野生型マウス、ヘテロ型マウス
の自発性行動量に優位な差は認められなかったものの、新規環境（測定のための新しいケ
ージ）へ移動した直後に KO マウスの行動量が減少していた。高架式十字迷路試験、Y 字
迷路試験、強制水泳試験、恐怖条件付け学習試験で見積もられる情動行動や学習能力に差
はないものと考えた．現在、理化学研究所バイオリソースセンターが実施する「日本マウ
スクリニック」による解析を実施中である． 
 
研究成果の概要（英文）： 
RCAN (regulators of calcineurin) 2 is induced with a thyroxin (T3) and it controls the 
activity of a calcineurin (CaN). CaN is a protein phosphatase which exists in a CNS at 
a rich, and it is reported that unusuallies arise in a learning and a memory, or a 
mentation by the knock out and overexpression. Since the expression of cerebral 
RCAN2 reduced due to the hypothyroidism, RCAN2 participated in the cerebral 
function deeply and we assumed that the effect to the cerebral function of a thyroxin 
was demonstrated through the regulation of gene expression of RCAN2. This study 
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examined the role in the cerebral function of RCAN2 protein through the 
morphological and behavioral analyses of the previously established RCAN2 
genetically engineered mouse (knock out mouse). A RCAN2 KO mice is born normally 
and the abnormality compared with a wild type was not observed. We established as a 
congenic strain to C57BL/6J line, which carried out the back, cross, and made the 
backcross generation's 10 to 11 (N10or11) F2 mice, and provided the behavioral 
analyze. Moreover, we deposited the mice to the Riken bioresource center. In a nascent, 
a growth period, and an adult, a morphological variation does not have a RCAN2KO 
mice in a brain compared with a wild type mice, and a future still more detailed 
investigation is called for. As a result of measuring the amount of behaviourals of a 
RCAN2 KO mice, the difference [superiority / the amount of spontaneous behaviourals 
of KO mice, a wild type mice, and a hetero type mice] was not accepted. However, the 
amount of behavioral of KO mice was decreasing immediately after moving to a novel 
situation (novel cage for a measurement). Furthermore, I considered the difference to 
be an out-of thing to the emotional behavior and learning ability that have been 
measured by other behavioral trials (an elevated type crux maze trial, Y character 
maze trial, a forced-swimming trial, phobia conditional learning tests). The analyze by 
the "Japan mouse clinic" which a Riken bioresource center carry out is under perform. 
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１．研究開始当初の背景 
 甲状腺機能の異常が脳の発達や機能に大き
な影響を及ぼすことは古くから知られている．
先天性甲状腺機能低下症は知的障害や成長障
害などを引き起こす．成人の甲状腺機能低下
症では抑うつ気分や記憶力の低下などの精
神・神経症状をともなう症例もある．一方、
甲状腺中毒患者には、落ち着きのなさや情緒
不安定などの精神症状が認められることが多
い．しかしながら、どのような分子機構でT3

が脳の発達や精神機能に影響しているかは十
分に解明されていない．近年、マウスの行動
学的解析法によって情動や社会性行動などの
精神機能を科学的に評価できるようになり、
脳の発達や精神機能に対するT3作用の分子レ
ベルでの検討が始まっている．たとえば、T3
受容体αを介するT3作用が減弱するとマウス
の不安感の増大や記憶障害が生じるなど、ヒ
トの甲状腺機能低下症に認められる精神異常
を引き起こすことが報告されている． 



 私たちが T3 応答性遺伝子として報告した
RCAN2/ZAKI-4（以下、RCAN2 と記す）は
タンパク質脱リン酸化酵素であるカルシニ
ューリン（CaN）の活性を阻害・調節する機
能をもち、同様の機能を持つ RCAN ファミリ
ータンパク（RCAN1～3）の中で脳に最も強
く発現する．甲状腺機能低下ラットの大脳皮
質では RCAN2 の発現が低下し、甲状腺機能
低下マウスの脳では CaN 活性が増加してい
た．また、われわれが作製した RCAN2 ノッ
クアウトマウス（KOマウス）の脳では CaN
活性が増加し、RCAN2 の発現を介した CaN
活性調節が甲状腺機能低下における脳機能
の異常に深く関与している可能性が示唆さ
れた． 
 CaN は脳の発達や機能にきわめて重要な
役割を果たすと考えられ、CaN を前脳特異的
にノックアウトしたマウスが統合失調症に
類似した精神症状を示し、逆に、過剰発現さ
せたマウスでは学習・記憶機能が障害される．
さらに、統合失調症患者の死後脳で RCAN2
遺伝子の発現が増加していた、したがって、
甲状腺ホルモンがRCAN2／CaN系を介して
精神作用に影響を及ぼしていると考えられ
る． 
 
２．研究の目的 
 私たちは RCAN2 の機能を明らかにし、脳
の発達や機能における甲状腺ホルモン作用
の分子機構を解明する目的で、RCAN2KO マ
ウスと過剰発現するトランスジェニックマ
ウス（TGマウス）を作製した．これら RCAN2
遺伝子改変マウスはともに正常に出生し、野
生型と比べて大きな奇形は認めない．これま
での研究より、KO マウスでは野生型に比べ
てCaN活性が増加しRCAN2が in vivoでも
CaN 活性の抑制作用を持つこと、TGマウス
は活動性が亢進し CaN KO マウスと酷似し
た表現型を示すことが明らかとなっている．
すなわち、RCAN2 による CaN 活性抑制が正
常な精神機能を発揮するために必須である
ことが強く示唆された． 
 本研究では、RCAN2 遺伝子改変マウスの
脳機能を以下のような手法で解析する． 
⑴ 行動学的実験によって、RCAN2 遺伝子
改変マウスの自発的な活動性や学習・記憶機

能、情報処理能力を解析する． 
⑵ RCAN2遺伝子改変マウスにおけるCaN
を始めとする脳の機能に重要な役割を果た
すタンパク、遺伝子群の活性や発現量を定量
し、その行動学的特徴とのかかわりを明らか
にする． 
⑶ ニューロンやグリアのマーカー遺伝子
の発現を組織化学的に検討し、RCAN2 遺伝
子改変マウスにおける脳機能の異常を細胞
レベルで明らかにする． 
以上により、内因性 CaN 調節因子である
RCAN2 が脳機能にどのようにかかわってい
るのか、T3の脳機能への作用が RCAN2 の発
現調節を介してどのように発揮されるのか
を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
樹立した２系統の RCAN2 遺伝子改変マウス
ならびに実験的に作製した甲状腺機能異常
マウスを用いて以下の解析を実施し、
RCAN2 およびカルシニューリンが脳機能に
果たす役割を解明する． 
⑴ 行動学的解析：自発性活動能力の測定の
他、学習・記憶機能の解析、情報処理能力の
解析などにより、RCAN2 遺伝子改変マウス
の脳機能を評価、野生型と比較する． 
⑵ 形態学的解析：成獣脳での RCAN2 の発
現を検討するとともに、脳機能を考える上で
必須なタンパクの発現の変化を RCAN2 遺伝
子改変マウスにおいて検討する． 
⑶ 生化学的・分子生物学的解析：カルシニ
ューリンを始めとする脳機能を考える上で
必須な遺伝子群の発現量や酵素群の活性を
定量し、その変化を検討する． 
 
４．研究成果 
⑴ 遺伝子改変マウスの系統維持 
 RCAN2 KO マウスは 129Sv マウス由来の
ES 細胞より作製しており、脳機能を検討する
ための遺伝的背景としては適当ではない．そ
こで、脳機能解析に汎用されている
C57BL/6J 系統へのもどし交配を進めてほぼ
コンジェニック系統として樹立できた．行動
学的解析に供するために、戻し交配世代 10
ないし 11（N10 or 11）の F2 マウスを作出
し、行動学的解析に供した．また、系統の維



持・管理と遺伝資源としての利用を進めると
ともに、網羅的な解析を実施するために理化
学研究所バイオリソースセンターへ寄託し
た． 
⑵ 行動学的解析 
 実験的に作製した甲状腺機能亢進マウス
と機能低下マウスの自発性活動をオープン
フィールド試験によって測定した結果、機能
亢進マウスでは活動性が増加していた．逆に、
機能低下マウスでは活動性が低下していた．
一方、RCAN2 TG マウスは多動であること
が判明しているため、KO マウスの自発行動
性を評価した．7 日間の行動量を測定した結
果、KO マウスと野生型マウス、ヘテロ型マ
ウスの行動量には優位な差は認められなか
った．しかし、新規環境（測定のための新し
いケージ）へ移動した直後に KOマウスの行
動量が減少していた。さらに、KO マウスの
行動学的特徴を検討するために、高架式十字
迷路試験、Y字迷路試験、強制水泳試験、恐
怖条件付け学習試験を行った．KO マウスと
ヘテロ型マウスの間には優位な差は認めら
れなかった．したがって、これら試験で見積
もられる情動行動や学習能力に差はないも
のと考えた．行動学的な特徴の他、生化学的
な性質も含めて RCAN2KO マウスに関する
網羅的な解析を実施するために、理化学研究
所バイオリソースセンターが実施する「日本
マウスクリニック」による解析を実施中であ
る．この網羅的解析は本研究期間中には終了
しなかったため、引き続き実施・解析中であ
る。 
⑶ 生化学的解析 
 RCAN2 遺伝子過剰発現（TG）マウスの脳
におけるカルシニューリン活性を測定する
予定であったが、研究協力者である宮川教授
からのサンプルの供与が受けられなかった
ために、測定できなかった． 
⑷ 発生過程への影響 
 ヘテロの雌雄同士の交配、または、ホモの
雌雄どうしの交配は、野生型の雌雄どうしに
よる交配を行い、得られた胎児または産仔を
解析に供した．ホモ雌雄から得られる産仔数
あるいは妊娠（着床）数は野生型雌雄から得
られるよりも少ないことがあったが、検討数
が少なく統計的な有意差を得られるには至

らなかった． 
⑸ 形態学的解析 
 RCAN2 遺伝子改変マウスの成獣脳で比
較・検討するために、ニューロンのマーカー
タンパクであるニューロン特異チューブリ
ンに対する抗体 TuJ を用いて検討したが違
いは見いだせなかった．さらに、RCAN2 遺
伝子改変マウスの発生過程における神経系、
特に脳の形態学的な解析を行った．ヘテロの
雌雄の交配によって得られた胎生 9.5 日以降
の胎児の嚢の発達状態を比較・検討したが形
態学的な差は見いだせなかった．ニューロン
のマーカーである TuJ 抗体による免疫組織
学的検索を行ったが、差異は見いだせなかっ
た．したがって、RCAN2 遺伝子欠損は脳の
形態学的な発生に影響はないと考えられる． 
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