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研究成果の概要（和文）：ダウン症 (DS) の精神遅滞や脳発達遅滞の分子メカニズムの解明を目的として，本研
究ではDSモデルマウス由来脳組織を用いて種々の分子の発現や蓄積量を網羅的に比較した。タンパク質や遺伝子
の発現解析や神経伝達物質の定量解析により，DSモデルマウス胎仔脳における抑制性神経の新生異常を示唆する
タンパク質発現量の変動および炎症亢進を示唆するmRNA発現量の変動，さらに成体脳でのドパミン・セロトニン
代謝亢進の可能性について明らかとした。また，胎仔脳での炎症亢進の原因は炎症細胞の流入と考えられ，その
原因遺伝子を同定できた。これらの知見は，DS脳発達遅滞や精神遅滞の基盤となっている可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathomechanisms underling intellectual disability and 
developmental delay of the brain in Down syndrome (DS), we employed three "-omics" analyses. Our 
proteomics and transcriptomics analysis revealed the perturbated expressions of five proteins, which
 suggest a disturbance of GABAergic interneurogenesis, and increased expressions of 
inflammation-related genes in the embryonic brain of a mouse model for DS. In addition, our 
quantitative analysis for neurotransmitters suggest an increased flux through central dopamine and 
serotonin metabolism in the adult brain of a DS model mouse. Finally, we succeeded to identify the 
responsible gene for increased expression of inflammation-related gene in the embryonic brain of a 
DS model mouse. We assume our findings are important to display the developmental delay and 
intellectual disability in the individuals with DS.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： ダウン症　マウスモデル　オミクス解析　炎症　神経伝達物質
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１．研究開始当初の背景 
	 ダウン症 (DS) は，通常 2 本の 21 番染色
体が 3 本となることで発症する染色体異症で
あり，その出生率は 1/700 と非常に高いこと
が知られる。主な原因は染色体の減数分裂に
おける不分離であり，母親の出産年齢の上昇
が危険因子である。DS は，精神遅滞や発達
遅滞をはじめ様々な症状を呈するが，特に精
神遅滞はほぼすべての患者に必発であるこ
とから改善薬の開発が切望されている。しか
しながら，DS の精神遅滞の分子メカニズム
は不明であり，DS 精神遅滞薬の開発には分
子メカニズムの解明が必須である。 
	 DS の病態メカニズム解明にはモデルマウ
スが有用である。マウス 16 番染色体 
(MMU16) のテロメア側領域は HSA21 の大
部分と相同であることから，MMU16 を部分
トリソミーとして持つ数種類の DS モデルマ
ウスが現在広く使用されており，我々は主に
Ts1Cje マウスを用いて病態解析を行ってい
る。Ts1Cje マウスのトリソミー領域は約 70
遺伝子をコードしているが，アミロイド前駆
タンパク質 (App) やスーパーオキシドジス
ムターゼ (Sod1) といったこれまでに DS 病
態への関連性が示唆されているヒト 21 番染
色体遺伝子は含まないが，本モデルマウスが
モリス水迷路試験において空間認識に対す
る記憶学習障害を示すことから，DS 患者の
記憶学習障害に対する責任遺伝子がこの
Ts1Cje トリソミー領域に存在すると考えら
れる。また，胎仔期において脳発達遅滞が見
られることを我々は明らかにしており，DS
患者の脳発達遅滞の原因遺伝子も Ts1Cje マ
ウスのトリソミー領域にコードされている
と考えられる。 
	 近年，発現分子の定量解析を網羅的に行う
方法として種々のオミクス解析が頻用され
る。例えば，タンパク質の発現量を解析する
方法はプロテオミクス解析，転写産物の場合
はトランスクリプトミクス，あるいは脂質量
はリピドミクスといったように，解析対照物
の後ろにオミクスという語を付属させた名
称で呼ばれる。本研究では，幾つかのオミク
ス解析を用いて，DS マウス脳での発現変動
分子の同定を行い，その意義について考察し
ている。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，Ts1Cje マウスの胎仔および成
体脳において発現変動が見られる分子を同
定し，DS の脳発達遅滞や記憶学習障害に関
連した分子や基盤メカニズムを提示するこ
とで薬物治療標的を明らかとすることを目
的と。 
 
３．研究の方法 
（１）プロテオミクス解析	 
野生型および Ts1Cje マウスの脳抽出物を 2
次元電気泳動にて分離後，蛍光色素にてタン
パク質スポットを検出した。発現変動が見ら

れたスポットに含まれるタンパク質は，ペプ
チドマスフィンガープリンティング法によ
り同定した。	 
	 
（２）マイクロアレイ解析	 
野生型および Ts1Cje マウスの脳から mRNA を
精製し，DNA チップを用いたマイクロアレイ
解析を行った。DNA チップはアジレント社の
SurePrint	 G3	 Mouse	 GE	 マイクロアレイ	 
8x60K を用いた。	 
	 
（３）神経伝達物質の定量解析	 
野生型および Ts1Cje	 マウス	 (3 ヶ月齢,	 雄)	 
の脳凍結スライスから線条体および海馬を
切り出し，各組織中に含まれる神経伝達物質
量を電気化学検出器付き HPLC	 で定量した。
この組織抽出物-HPLC	 解析では，8	 種類の生
体アミン	 [セロトニン,	 5HIAA	 (セロトニン
代謝物),	 ドーパミン,	 DOPAC	 (ドーパミン代
謝物),	 HVA	 (ドーパミン代謝物),	 ノルエピ
ネフリン,	 MHPG	 (ノルエピネフリン代謝物)
およびアセチルコリン]	 と 12	 種類の遊離ア
ミノ酸	 [Asp,	 Glu,	 Ser,	 Gly,	 Thr,	 Arg,	 
Ala,His,	 Tau,	 Tyr,	 GABA	 および Val/Met]	 が
定量できる。	 
	 
（４）神経伝達物質代謝酵素の発現解析	 
代表的な生体モノアミン代謝酵素群の発現
量を野生型および Ts1Cje マウス脳切片を用
いた組織免疫染色法および抽出物を用いた
Western	 blot 法により検討した。	 
	 
４．研究成果	 
（１）Ts1Cje マウス脳での発現変動タンパク
質の同定	 
	 野生型および Ts1Cje マウスの成体脳およ
び胎仔脳からタンパク質を抽出し，発現変動
タンパク質について 2次元電気泳動を用いた
プロテオミクス解析によって比較検討した。
結果，成体脳では野生型と Ts1Cje マウス間
で発現変動がみられるタンパク質を見出す
ことはできなかったが	 (データ示さず)，胎
仔期脳において発現変動が見られるタンパ
ク質を同定した	 (図 1)。	 
	 
（２）E14.5 の Ts1Cje マウスの大脳基底核原
基における増殖細胞数の増加	 
	 プロテオミクス解析の結果，5 つのタンパ
ク質の発現変動が明らかとなった。そのうち，
calcyclin	 binding	 protein	 (CACYBP)	 およ
び nucleoside	 diphosphate	 kinase	 B	 
(NDPK-B)	 といった細胞増殖関連分子であり，
また transketolase	 (TK)	 や pyruvate	 kinase	 
(PK)	 といった解糖系酵素の発現増加から，
細胞増殖の増加が示唆された。そこで，妊娠
13.5 日目の母親マウスに BrdU を投与し，
E14.5の胎仔脳におけるBrdU取り込み細胞を
検出することで，24 時間で増殖した細胞を免
疫染色により検出したところ，大脳基底核原
基	 (GE)	 において増殖細胞数の増加が見ら



ら	 

れた	 (図 2)。本部位は抑制性神経の新生場所
として知られることから，Ts1Cje マウスにお
ける抑制性神経の異常産生が考えられる。	 
	 
（３）マイクロアレイ解析による Ts1Cje マ
ウス胎仔期発現変動転写産物の検討	 
	 タンパク質レベルでの比較検討であるプ
ロテオミクス解析に続き，転写産物の発現量
についてマイクロアレイを用いたトランス
クリプトミクス解析を行った。以前の P0 新
生仔マウスの脳でのマイクロアレイ解析の
結果	 (Amano	 et	 al,	 2004	 Hum.	 Mol.	 Genet.	 
13:1333-40.)と同様，E14.5 脳でも殆どのト
リソミー領域上の遺伝子の発現量は野生型
マウスより 1.5 倍増加していた。加えて，ト
リソミー領域外の遺伝子の変動もみられ，顕
著な発現変動が見られた遺伝子は，炎症性細
胞関連遺伝子群であった。さらに，FACS 解析
によって Ts1Cje マウス E14.5 脳で炎症性細
胞数の増加を検出したことから，Ts1Cje マウ
ス胎仔脳における炎症性細胞の分布異常が
考えられた。また，この炎症細胞関連遺伝子
の上昇は，Ts1Cje マウス以外の複数の DS マ
ウスモデルでも確認できたことから，DS モデ
ルマウスで共通した異常表現型であること
が分かる。次いで，この現象の原因遺伝子の
同定を試みた。トリソミー領域に存在する炎
症関連遺伝子 X に着目し，遺伝子 X のヘテロ
欠損マウスと Ts1Cje マウスを交配させるこ
とで作出した遺伝子 X のみが正常の 2 コピー
となった Ts1Cje マウスの胎仔脳での炎症細
胞関連遺伝子群の発現を real	 time	 RT-PCR
にて調べたところ，作出したマウスでは炎症
性細胞関連遺伝子群の発現上昇が見られな
かったことから，この遺伝子 X が原因である
ことが明らかとなった。現在，さらに本遺伝
子の DS 病態における役割について検討して
いる。	 
	 
（４）成体 Ts1Cje マウス脳での神経伝達物
質の網羅的解析とその代謝酵素の発現解析	 
	 Ts1Cje マウスの成体期脳における生体モ
ノアミンやアミノ酸といった神経伝達物質
の量を野生型マウスと比較した。凍結切片	 
(100	 µm 厚)	 から線条体部分を切り抜き	 (図
3)，組織片からモノアミンとアミノ酸を抽出
し，これらを電気検出器付 HPLC により分離
定量を行った。結果，線条体においてドパミ
ン放出量のパラメータであるドパミン代謝
物である 3-methoxytyramine	 (3-MT)	 量が
Ts1Cje マウスにおいて上昇していたことか
ら Ts1Cje マウス線条体でのドパミン放出量
の上昇が示唆された	 (表 1)。また，ドパミン
代謝活性についてドパミン代謝物量の割合
によって評価したところ，Ts1Cje マウスにて
上昇していることが示唆された	 (図 3)。また，
セロトニン代謝物量も Ts1Cje マウスにおい
て増加しており	 (表 1)，Ts1Cje マウスの成
体脳でのドパミンおよびセロトニンの代謝
亢進を示唆するものである。そこで，代謝酵

detected in MALDI-TOF MS analysis. CACYBP interacts
with not only S100A6 but also some calcium-binding pro-
teins of the S100 family (S100A1, S100A12, S100B, and
S100P) (Filipek et al., 2002), S-phase kinase-associated
protein 1 (Matsuzawa and Reed, 2001), tubulin
(Schneider et al., 2010), and ERK1/2 (Kilanczyk et al.,
2009) and takes part in diverse cellular processes such
as ubiquitination, proliferation, differentiation, tumorigene-
sis, cytoskeletal rearrangement, or regulation of transcrip-
tion through interaction with these target proteins
(Schneider and Filipek, 2011). Increased levels of
CACYBP during differentiation and high levels of

CACYBP in brain neurons indicate that CACYBP may
be involved in differentiation of neuronal cells
(Jastrzebska et al., 2000; Filipek et al., 2002). A contrary
function of CACYBP during cell proliferation has also
been shown. Overexpression of CACYBP suppressed
proliferation of gastric cancer cell and renal cells, suggest-
ing that CACYBP has a suppressive role in cell prolifera-
tion (Ning et al., 2007). In contrast, Chen et al. (2011)
showed that downregulation of CACYBP inhibited the
growth of pancreatic cancer cells in mice. Thus, although
a contrary function of CACYBP in the proliferation of can-
cer cells has been suggested, this protein appeared to
participate at least in the regulation of cell proliferation.
Therefore, upregulation of CACYBP expression in the
brains of Ts1Cje mice may contribute to abnormal cell
proliferation and disturbed neurogenesis in the brain of
embryonic Ts1Cje mice. In addition, proteomic and immu-
noblot analyses in the present study elucidated upregula-
tion of two glycolysis-related proteins, TK and PK, in the
brains of Ts1Cje mice at E14.5. We also demonstrated
that cell proliferation was increased in the GE of Ts1Cje
mice relative to that in the GE of WT mice. These findings
could be closely related to each other because it has been
shown that increases in glycolytic enzyme capacities
were correlated with cell proliferation (Brand, 1985).

Our immunoblotting of the brains of adult WT and
Ts1Cje mice revealed that overall expressions of the
annotated five proteins in the cerebral cortex and striatum
were unchanged. However, significant increased
expression of CACYBP in the striatum of Ts1Cje mice
was detected. In contrast, we could not detect any
differentially expressed proteins in proteomic analysis.
The expression level of CACYBP in the striatum was
much lower than that in the cerebral cortex. Similar
distribution of Cacybp mRNA in the brain has also been
reported (Jastrzebska et al., 2000). Because of the lower
expression of CACYBP in the striatum, our proteomic anal-
ysis may fail to detect the protein spot of CACYBP.

In vivo BrdU labeling and immunohistochemical
analysis using the anti-PH3 antibody demonstrated that
cell proliferation was increased in the GE of Ts1Cje
embryos. We have previously shown decreased cell
proliferation at E14.5 in the neocortex of Ts1Cje mice
(Ishihara et al., 2010). Similar opposite effects on cell pro-
liferation in different regions of the developing brain have
been demonstrated in another mouse model of DS,
Ts65Dn (Chakrabarti et al., 2010). Furthermore,
Chakrabarti et al. (2010) also demonstrated that triplica-
tion of the Olig1 and Olig2 genes, which are encoded
on the trisomic region of Ts65Dn, is a cause of increased
cell proliferation in the MGE of Ts65Dn mice in experi-
ments with Ts65Dn-Olig1, Olig2+/+/! mice. Because
the trisomic region of Ts1Cje mice also codes 2 genes,
Olig1 and Olig2, our data support the earlier findings in
Ts65Dn. Of the 5 proteins identified in our comparative
proteomic analysis, the molecules associated with cell
proliferation, NDPK-B, CACYBP, TK, and PK, could be
dysregulated by triplication of Olig1 and Olig2. These pro-
teins identified by proteomic analysis may be additional
targets for pharmacotherapy of developmental retardation
and intellectual disabilities in individuals with DS.

Fig. 7. Increased cell proliferation in the ganglionic eminence (GE) of
Ts1Cje embryos. Pregnant females at gestational day 13 (E13.5 for
embryos) were administered 1 pulse of 50 mg/kg bromodeoxyuridine
(BrdU). (A) BrdU-positive cells (brown) in the GE were detected 24 h
after injection on immunohistochemical analysis. The sections were
counterstained with hematoxylin (blue). Scale bars = 200 lm. (B)
Sections from E14.5 Ts1Cje and wild-type (WT) mice were immuno-
stained with anti-phospho-histone H3 (PH3) antibody (brown) and
then counterstained with hematoxylin (blue). Scale bars = 200 lm.
(C) Quantifications of BrdU-positive cell numbers in the GE by
counting in a blinded manner. Each bar corresponds to the number of
BrdU-positive cells in the GE (4.5 " 10!8 mm2) (mean ± SEM).
Statistical significance was determined by Student’s t-test [n= 3
(WT) and 4 (Ts1Cje), ⁄p< 0.05 vs WT]. (D) The number of PH3-
positive and -negative cells in the edge of the GE [ventricular zone
(VZ)] was counted in a blinded manner. Percentages of PH3-positive
cells in total cells are shown in the histograms. Each bar corresponds
to the number of PH3-positive cells per unit area (mean ± SEM).
Statistical significance was determined by Student’s t-test (n= 3 in
each genotype).
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図2.  胎生14.5日目   (E14.5)  のTs1Cjeマウ
ス基底核原基における増殖細胞数の増加．
(A)E13.5からE14.5の間に増殖した細胞を
in	 vivo	 BrdU ラベリング法により検出し
た。(B)	 M 期マーカーであるリン酸化ヒス
トン	 H3	 (PH3)	 抗体を用いて増殖細胞の検
出を行った。	 (C)	 (A)の BrdU 陽性細胞をカ
ウントし，定量した。(D)(B)の PH3 抗体陽
性細胞数をカウントし定量した。 

decreased (Fig. 4A, B), whereas decreased expression of
NDPK-B was marginally detected in the cerebral cortex of
Ts1Cje mice (Fig. 4C, D). Functional annotation analysis
with DAVID software revealed that these five proteins dif-
ferentially expressed in Ts1Cje embryos were signifi-
cantly involved in the following ‘‘SP_PIR_KEYWORDS’’
terms: ‘‘acetylation’’ (count: 5, p= 0.00029), ‘‘phospho-
protein’’ (count: 5, p= 0.016), ‘‘cytoplasm’’ (count: 4,
p= 0.017), ‘‘phosphotransferase’’ (count: 2; p= 0.027),
‘‘transferase’’ (count: 3; p= 0.032) and ‘‘magnesium’’
(count: 2; p= 0.087). Our comparative proteomic analy-
sis for embryonic brain proteins revealed that increased
spot intensity was associated with CACYBP and RPLP0
in the brains of embryonic Ts1Cje mice; however, the

expressions of these two proteins were not increased in
Ts1Cje mice on immunoblotting. These increased protein
spots may contain a post-translational modified form of
the respective protein.

Next, we assessed the expression of the five proteins
in the cerebral cortex and striatum of Ts1Cje mice at
3 months of age. As shown in Fig. 5, there were no
differences in the levels of these five proteins in the
cerebral cortex between Ts1Cje and WT mice, although
a decreased tendency of CACYBP expression was
detected in the cerebral cortex of Ts1Cje mice.
Expression of CACYBP in the striatum was significantly
upregulated in Ts1Cje mice relative to that in WT
littermates, although the expression level was lower in

Fig. 2. Comparative proteomic analysis of the embryonic brains from Ts1Cje and wild-type (WT) littermates. (A) Representative images of two-
dimensional gels showing separation of protein extracts (500-lg samples of protein) from the embryonic brains of Ts1Cje and WT littermates at
E14.5. (B) (a–d) Magnified gel sections corresponding to the framed regions (a–d) in A. Numbered spots are annotated proteins (#1–#5). (C) Mean
spot intensity (A.U., arbitrary units). Statistical significance was determined by Student’s t-test (n= 5 in each genotype, ⁄p< 0.05 vs WT).
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図 1.  胎生 14.5 日目   (E14.5)  野生型および
Ts1Cje マウス胎仔脳発現タンパク質の比
較プロテオミクス解析．(A)2 次元電気泳動
による胎仔脳タンパク質の分離と蛍光色素
による検出。(B)(A)の a-d の領域の拡大図。
(C)	 発現変動タンパク質スポットの定量解
析と同定結果を示した。 



素の発現量についても組織免疫染色と
Western	 blot により検討した	 (図 4)。Ts1Cje
マウス線条体でのカテコール-O-メチルトラ
ンスフェラーゼ	 (COMT)	 の発現増加とアル
デヒドデヒドロゲナーゼ	 (ALDH)	 の発現減
少が検出され，これらの発現変動によりドパ
ミン代謝が亢進されていると考えられた。	 
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図 4   Ts1Cje マウス線条体におけるモノアミ
ン代謝酵素の発現変動.（A，B）3 ヶ月齢雄野
生型および Ts1Cje マウスの線条体における
COMT	 (A)	 および ALDH	 (B)	 の発現を免疫染
色によって検討した。スケールバーは 200	 
µm。(C)	 3 ヶ月齢雄野生型および Ts1Cje マ
ウスの線条体におけるCOMT	 (A)	 およびALDH	 
(B)	 の発現を Western	 blot 解析によって検
討した。(D)	 β-アクチンに対する COMT およ
び ALDH の発現量を image	 J を用いて定量し
た。 

DOPAC 24352.0 ± 3501.6 21293.7 ± 2145.8 0.4568
3-MT 8421.1 ± 456.7 10191.5 ± 466.3 * 0.0165
HVA 15081.0 ± 731.2 21024.6 ± 1744.7 ** 0.0089

5-HIAA 2650.5 ± 184.7 4114.2 ± 310.8 ** 0.0014

DOPAC 16122.4 ± 3058.0 15118.2 ± 1714.6 0.7719
3-MT 4684.8 ± 632.1 4952.1 ± 533.5 0.7493
HVA 7305.3 ± 962.6 9442.4 ± 920.1 0.1297

5-HIAA 3954.8 ± 577.0 5642.7 ± 379.9 * 0.0247

(WT vs Ts1Cje)

Supplementary Table 4. Monoamine metabolite content in Ts1Cje brain.
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Microdialysis: Results are given in pg/µL; Tissue punch: Results are given in ng/g
of protein; each value represents the mean ± SEM. Mouse age:       3-month, - ;
Not measured,  * p < 0.05, ** p < 0.01, Abbreviation; DOPAC: 3, 4-
dihydroxyphenylacetic acid, 3-MT: 3-methoxytyramine, HVA: homovanillic acid, 5-

Tissue-punch

WT (n = 8) Ts1Cje (n = 9)
P values

DA 117639.5 ± 3557.3 142287.5 ± 13498.7 0.1155
5-HT 2554.0 ± 83.6 3007.8 ± 133.2 * 0.0135
NA 408.6 ± 56.7 499.5 ± 39.9 0.2019
DA 40355.8 ± 3807.0 48368.3 ± 5392.0 0.2545

5-HT 6185.7 ± 306.3 8030.2 ± 460.3 ** 0.0054
NA 1770.7 ± 263.1 2592.4 ± 243.6 * 0.0366

WT (n = 8) Ts1Cje (n = 9)
P values

(WT vs Ts1Cje)

Supplementary Table 2. Monoamine content and overflow in Ts1Cje brain.
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Microdialysis: Results are given in pg/µL; Tissue punch: Results are given in ng/g
of protein; each value represents the mean ± SEM. Mouse age: 3-month; - : Not
measured, * p < 0.05, ** p < 0.01,  Abbreviation; DA: dopamine, 5-HT: serotonin,

Tissue-punch

表 1   Ts1Cje マウス線条体におけるドパミン
系代謝物量 

図 3   Ts1Cje マウス線条体におけるドパミン
代謝活性.（上図）凍結切片からパンチにて
くり抜いた線条体組織の位置を示した。（下
グラフ）ドパミン代謝物の量から，ドパミン
代謝活性を算出した。	 
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