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研究成果の概要（和文）：GABA は主要な抑制性伝達物質であり、グルタミン酸脱炭酸酵素
（GAD65 と GAD67 の 2 型存在）により合成される。中枢神経系における GAD67 分子の役割
を明らかにする目的で、誘導型遺伝子欠損マウスの作製に挑戦した。誘導型遺伝子欠損マウス
に使用する GAD67-tTA2 マウスについて解析した結果、蛍光タンパク質や機能プローブを
GABA ニューロンの一部に発現させるのに有用であることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：GABA is a major inhibitory neurotransmitter and is synthesized by 

glutamate decarboxylases, GAD65 and GAD67. We tried to generate inducible GAD67 

knockout mice in order to clarify the role of GAD67 in the CNS. We characterized 

GAD67-tTA2 mice used for inducible knockout mice, and demonstrated that the 

GAD67-tTA2 mice were useful for expressing functional probes or fluorescent proteins in a 

part of GABAergic neurons. 
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１．研究開始当初の背景 

GABA は、神経系における主要な抑制性伝
達物質として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の機能を構築する上で
中心的役割を果たしている。また、GABA は
てんかん病、統合失調症、アルコール精神病
をはじめとする精神神経疾患、不安や抑うつ

などの精神症状、ハンチントン舞踏病、全身
硬直症候群などの運動疾患との関連が報告
さている。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, GAD67 の両方と
もに GABA ニューロン特異的に発現するが、
胎生期では GAD67 の方が GAD65 よりも高
い発現を示す。また、GAD65 と GAD67 は、
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分子量、補酵素との親和性、細胞内局在など
で違いがあり、それぞれ異なる遺伝子にコー
ドされている。 

研究代表者等は、中枢神経系における
GABA 神経伝達の役割を明らかにする目的
で、GAD65 と GAD67 の遺伝子についてそ
れぞれ完全型ノックアウトマウスを作成し
て解析した。GAD65 完全型ノックアウトマ
ウス（GAD65-/-マウス）では野生型マウスと
比較して、自発性痙攣発作、不安レベルの増
加、味覚異常、痛覚感受性の亢進が観察され
た。一方、GAD67 完全型ノックアウトマウ
スホモ接合体（GAD67-/-マウス）は脳内
GABA 含量が著しく低下し、口蓋裂、臍帯ヘ
ルニアや呼吸障害のため出生日に死亡した。
従って、GAD67-/-マウスではアダルトでの行
動解析などができず、出生後の GAD67 分子
の役割が解明できない問題があった。 

 
２．研究の目的 
 出生日以降の GAD67 分子の役割を明らか
にする目的で、テトラサイクリントランスア
クチベーター・システムを利用した GAD67

誘導型ノックアウトマウスの作製を目指し
た。また、既に作成した GAD65-/-マウスと
GAD67-/-マウスを用いて、神経発生や脳機能
におけるそれぞれの分子および GABA 神経
伝達の役割について明らかにする。個体にお
ける GAD65 と GAD67 の発現について理解
する。 

 
３．研究の方法 
 テトラサイクリントランスアクチベータ
ー・システムを利用した GAD67 誘導型ノッ
クアウトマウス作製には、(1) GAD67 遺伝子
にテトラサイクリントランスアクチベータ
ー（tTA2）遺伝子をノックインした遺伝子改
変マウス（GAD67-tTA2 マウス)、(2) テトラ
サイクリントランスアクチベーター（tTA2）
が結合するテトラサイクリン応答因子
（TRE）を含むプロモーター（tet プロモー
ター）の下流に GAD67 cDNA を配置した遺
伝子を導入したトランスジェニックマウス
（tet-GAD67 マウス）が必要である。ES 細
胞を用いた遺伝子標的法で既に作製した
GAD67-tTA2 マウスを繁殖させ、tTA2 の発
現について生化学的手法やレポーターマウ
スを用いて検討した。 

 また、GAD65+/-; GAD67+/-マウス（ダブ
ルヘテロ接合体マウス）と GAD65+/+; 

GAD67+/+マウス（野生型マウス）を用いて
GAD65 および GAD67 の発現について検討
した。具体的には、野生型マウスに比較して
ダブルヘテロ接合体マウスにおける GAD65

および GAD67 の発現がそれぞれ約 50%にな
るかどうか検討した。運動ニューロンの発達
における GAD67 の役割について、GAD67-/-

マウスを用いて検討した。 

 
４．研究成果 
作製した GAD67-tTA2 マウスのホモ接合

体を解析した結果、口蓋裂を示すマウスも存
在した。この結果は、tTA2 遺伝子が GAD67

遺伝子を破壊するようにノックインされて
いることを示した。GAD67-tTA2 マウス脳
S1 画分あるいは P1 画分を精製し、tTA2 の
発現について抗 TetR 抗体を用いたウエスタ
ンブロット解析を行った。その結果、約 30 kD

に相当する tTA2 のバンドが検出されず、
GAD67-tTA2 マウスの脳では tTA2 の発現量
が 低 い こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、
GAD67-tTA2 マウスをレポーターマウス
（tetO-ChR2EYFP マウス）との交配により
tTA システムが働いているかどうか検討した。 

具体的には、チャネルロドプシン（ChR2）
と黄色蛍光タンパク質（YFP）の融合遺伝子
を有するレポーターマウ（tetO-ChR2EYFP

マウス）と GAD67-tTA2 マウスとを交配し
た。tetO-ChR2EYFP と GAD67-tTA2 との
両方の遺伝子をもつダブルトランスジェニ
ックマウスを得て、組織学的解析を行った結
果、嗅球や小脳に YFP の発現を検出した。
一方、ダブルトランスジェニックマウスの小
脳プルキンエ細胞を光刺激しホールセル記
録した結果、活動電位が観察された。これら
の結果は、一部の GABA ニューロンでは tTA

の発現が十分であることを示唆する。また、
GAD67-tTA2 マウスは蛍光タンパク質や 

チャネルロドプシンなどの機能プローブを
GABA ニューロンの一部に発現させるのに
有用なマウスであることを明らかにした。 

GAD65+/-;GAD67+/-マウスと GAD65+/+; 

GAD67+/+マウスのそれぞれの脳の S1 画分
にある GAD65 分子と GAD67 分子の発現量
の変化について抗 GAD 抗体を用いたウエス
タンブロットで解析した。その結果、
GAD65+/+; GAD67+/+マウス脳に対する
GAD65+/-; GAD67+/- マウス脳における
GAD65 分子と GAD67 分子の発現はそれぞ
れ約 50%、約 65%であった。GAD67+/+マウ
スに対する GAD67+/- マウスにおける
GAD67 分子の発現も約 64%であり、GAD67

分子は遺伝子発現が減少した際に、補償する
機序の存在が示唆された。 

GAD67-/-マウスの胎仔期における運動ニ
ューロンの数について野生型マウスと比較
検討した結果、呼吸運動に関与する領域では
減少し、呼吸運動に関与しない領域では増加
あるいは不変であることを観察し、GAD67

の発現が運動ニューロンの発達に寄与して
いることを明らかにした。 
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