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研究成果の概要（和文）：　NMDA受容体に由来するCa2+シグナルによる神経毒性は認知症等の様々な病因と考えられて
いる。我々は、飼育中のマウス集団に遺伝性の歩行失調マウスを見出し系統化に成功した（系統名: TS3）。そして、
原因がグルタミン酸受容体D2（Grid2）遺伝子の全長欠損による新規変異であることが示唆された。Grid2変異マウスは
NMDA-R阻害剤に対する感受性が亢進していた。動態視力および動き順応の解析から、Grid2変異マウスは運動記憶の構
築に異常があることが示唆された。BDNFの発現異常も観察されたことから、Gird2変異マウスはNMDA受容体に依存した
記憶構築に重要であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified a mouse strain with a naturally occurring mutation and an ataxic 
phenotype that presents with severe leg cramps. To investigate the phenotypes of these mutant mice, we 
screened several phenotype-modulating drugs and found that memantine (10 mg/kg) disrupted the sense of 
balance in the mutants. Moreover, the mutant mice showed an attenuated optokinetic response (OKR) and 
impaired OKR learning, which was also observed in wild-type mice treated with memantine. Microsatellite 
analyses indicated that the Grid2 gene-deletion is responsible for these phenotypes. Patch-clamp analysis 
showed a relatively small change in NMDA-dependent current in cultured granule cells from Grid2 
gene-deleted mice, suggesting that GRID2 is important for correct NMDA receptor function.In addition, 
Grid2 mutant mice expressed abnormal BDNF protein, suggesting tat Grid2 mutant mice is helpful to analyze 
NMDA-R related memory.

研究分野：遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

 65 歳以上の寝たきりの原因の約半数は神

経疾患に分類される脳卒中や認知症である。

患者数はこの 10年で 5倍の 250万人まで達

し、2025 年では 300 万人近くに達すると予

想され、患者や家族のみならず支える社会の

負担も限界に近づきつつある。 

 TS3マウスは、マウス集団に偶然出現した

小脳変性マウスで、マイクロサテライト解析

の結果、グルタミン酸受容体 D2（Grid2）の

遺伝子のほぼ全長が欠損していることが明

らかとなった。さらに、小脳のマイクロアレ

イ解析を行うと、CaMK1 発現低下による

BDNF 発現低下と分布異常が同時に起こる

ことを突き止めた。そこで、SIK2-KO マウ

スに交配し BDNF の発現回復を試みたとこ

ろ、予想に反して病態が悪化した。このこと

は、TS3 の病態は BDNF の発現量に依存し

なかった。さらに、薬理学的解析から、TS3

マウスは NMDA 受容体の機能低下示唆され

ており記憶構築との関連が示唆された。 

 

２．研究の目的 

 NMDA受容体に由来するCa2+シグナルに

よる神経毒性は認知症等の様々な病因と考

えられている。我々は、飼育中のマウス集団

に遺伝性の歩行失調マウスを見出し系統化

に成功した（系統名: TS3）。そして、原因が

グルタミン酸受容体 D2（Grid2）遺伝子の全

長欠損による新規変異であることが示唆さ

れた。また、TS3 マウス小脳では、NMDA

受容体機能低下とその下流の GABA 受容体

機能不全が予想され、根本原因の１つとして

神経栄養因子（BDNF）の分泌不全が示唆さ

れた。 

 認知症薬の 1種の NMDA受容体阻害剤投

与で、TS3 マウスは BDNF 分泌不全がより

顕著になり完全に歩行不能に陥った。一方、

脳梗塞などの物理的脳損傷において、Grid2

が小脳以外でも損傷部位で誘導され BDNF

誘導との相関も観察されたが、TS3マウスで

は BDNFが分泌されていなかった。 

 本研究では、新たな Grid2/BDNF機能調節

機構解明と関連疾患制御法の開発を目指す

ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 まず、Grid2のイントロン内の欠損部位を

確定させるために、5ｋb ごとに、PCR にて

欠損部位を絞り込んだ。これにより、ヘテロ

マウスを同定できるようなり、変異マウスの

作成に役立った。また、NMDA 受容体機能

低下に関しては、動態視力評価を行い確認し

た。さらに、小脳顆粒細胞の培養細胞で

NMDA 受容体の機能評価と阻害剤メマンチ

ンでの有効性の判定を行った。 

 BDNF の異常は、免疫染色を行うと伴に、

NMDA 受容体の活性化状態の違いでの小脳

の発現変動を評価した。BDNFの局在異常評

価には、Nano-Lucタグ-BDNF融合タンパク

を 作 成 し 、 pro-BDNF の 切 断 に 伴 う

Nano-Luc 活性の細胞-培地間の移行を検討

することにより、Grid2の BDNF分泌不全へ

の関与を検討した。 

 

４．研究成果 

 

 TS3マウスの特徴は、後脚の麻痺による転

倒である。責任遺伝子がGrid2であることは、

マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 解 析 の 後 の

Grid2-mRNA の全長 RT-PCR で容易に予想

できたが、欠損箇所が割り出せなかったため、

マウスの生産に苦労した。そこで、まずは欠

損しているイントロの場所を決定した。 



 

最終的にエクソン３の１１０ｋｂの部分か

らエクソン８の３５ｋｂ下流が欠損してい

ることが明らかとなり、ゲノム PCR でヘテ

ロマウスを検出することに成功した。 

 次に、ホモ欠損の小脳の BDNF 発現異常

を検討した。 

 

正常マウスは BDNF 陽性細胞が小脳のプル

キンエ細胞の下端に位置する顆粒細胞であ

るのに対し、TS3マウスでは顆粒細胞全体に

位置していた。 

 

 

  BDNF と反対の挙動を示す因子を検索し

たところ、Caspase3 が挙げられた。ただし、

Caspase3 も顆粒細胞の内部集団での発現が

高かった。 

 

 TS3 マウスが、NMDA-R 阻害剤であるメ

マンチンに高感受性であることから、メマン

チン投与後の BDNF の発現を比較した。そ

の結果、BDNFは変動せず、Caspase3は増

加した。BDNF が神経の生存に、Caspase3

が神経細胞死に繋がると考えられるが、発現

レベルでは相関しないことが示唆された。そ

こで、BDNF のプロセシングに着目した。

TS3マウスでは、BDNFはプロ体が多いこと

が示唆された。２９３細胞に Grid2を強制発

現させ、Nano-Luc融合 BDNFの挙動を観察

したところ、Grid2は pro-BDNFを切断しや

易くする働きがあることが示唆された。 

 

 Grid2は運動記憶に重要な役割を示すこと

から、動態視力を測定した。その結果、目で

物を追いかける能力と順応に異常があるこ

とが明らかとなった。マウスを収納したケー

ジを緩やかに回転させた後の、BDNFの発現

挙動を検討した結果。WTでは先に示した像

がより鮮明になるのに対して、TS3マウスで

は変化しなかった。この結果、体の回転に順

応する際に BDNF が重要であること予想す

る。一方、Caspase3 はメマンチン処理同様

な挙動を示したことから、 BNDF と

Caspase3 の変動は連動していないと結論し

た。 

 TS3マウスは Grid2の研究のみならず、め

まいの研究に役だつと期待される。TS3マウ

スがよく転倒するのは、後脚の痙攣のみが原

因ではなく、記憶構築（順応）の異常も原因

の１つと予想する。 
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