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研究成果の概要（和文）：抑制性神経伝達物質のGABAは、グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD; GAD65とGAD67の２型
存在）により合成される。GAD67ノックアウトマウスは出生日致死であり、それ以降の解析ができない。そこ
で、時期特異的GAD67ノックアウトマウスを作製した。それから、GAD67ノックアウトラットを作製した結果、３
週齢以降も生存していることが判明した。これらの遺伝子改変動物は脳機能におけるGAD67およびGABAの役割を
明らかにするための有用なツールとなることが予測される。

研究成果の概要（英文）：GABA is a major inhibitory neurotransmitter, and it is synthesized from 
glutamate by glutamate decarboxylase (GAD). There are two isoforms of GAD, GAD65 and GAD67. GAD67 
knockout mice died at postnatal day 0 (P0), and thus they cannot be characterized after P0. We 
generated time-dependent GAD67 knockout mice. In addition, we generated GAD67 knockout rats, which 
were found alive after 3 weeks of age. These genetically engineered rodents will be a useful tool 
for clarifying the role of GAD67 and GABA in brain function.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
GABAは、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。GABAは、てんかん

病、統合失調症、不安症、自閉症スペクトラ

ム障害などの精神神経疾患やハンチントン

舞踏病、全身硬直症候群の運動疾患との関連

が知られている。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 GABA ニューロンで合成される。

GAD65 と GAD67 は、分子量、補酵素との

親和性、細胞内局在などで違いがあり、異な

る遺伝子にコードされている。複数の研究室

での統合失調症患者死後脳の解析から、大脳

皮質や海馬で GAD67 単独の発現低下、

GAD65 と GAD67 の双方の発現低下が報告

されている。また、GAD67 遺伝子の家族研

究から、1 塩基多型と若年発症の統合失調症

及び灰白質容積の減少との関連が報告され

た。抗 GAD 抗体関連脳症では血中に抗

GAD65 抗体が検出され、てんかん、小脳失

調、認知症を示す。しかし、GAD の遺伝子

変異や発現低下が疾患の発症や病態にどの

ように寄与しているかは多くが未解決であ

る。 

 研究代表者等は、中枢神経系における

GAD65、GAD67の役割を明らかにする目的

で、それぞれの遺伝子について完全型ノック

アウトマウスを作製して解析を行ってきた。

GAD65 完 全 型 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

(GAD65-/-マウス)では、不安レベルの増加、

攻撃性の低下、自発性痙攣発作、痛覚感受性

の亢進などが観察された。一方、GAD67 完

全型ノックアウトマウス（GAD67-/-マウス）

では口蓋裂や臍帯ヘルニアを呈し、出生日に

死亡するため、それ以降の GAD67の役割が

不明であった。 
 
２．研究の目的 
脳機能における GAD65分子と GAD67分

子の役割、GABAニューロンの役割、および

GABA 神経伝達機構について明らかにする

ことを目的とした。特に出生日以降の

GAD67 分子の役割を明らかにするために、

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時期特異的 GAD67

ノックアウトマウス（GAD67 誘導型ノック

アウトマウス）を作製し、表現型の解析を目

指した。既に我々が作製した遺伝子改変動物

を用いて、神経発生や脳機能における GABA

ニューロンの役割や GABA 神経伝達機構に

ついて明らかにする。脳における GAD65と

GAD67 の発現について理解することを目的

とした。 
 
３．研究の方法 
テトラサイクリン発現システム利用した

GAD67 時期特異的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

トランスアクティベーター(tTA2)遺伝子をノ

ックインした遺伝子改変マウス（GAD67-tTA

ノックインマウス）、(2) GAD67 遺伝子に

tTA2 が結合するテトラサイクリン応答因子

を含むプロモーター（tet プロモーター）を

ノックインしたマウス（GAD67-tetノックイ

ンマウス）が必要である。GAD67-tTA ノッ

クインマウスは、既に作製した。GAD67 遺

伝子座に STOP シグナルとテトラサイクリ

ン応答配列を含む tet プロモーターをノック

インしたマウス（GAD67-tetノックインマウ

ス）について ES細胞を用いた遺伝子標的法

により作製を行った。 

 GAD65-/-マウスと野生型マウス（コントロ

ール）において、ロータロッドテストを行い、

運動失調の有無について検討した。また、発

達段階の脳における GAD65と GAD67の発

現についてマウスとラットで違いがあるか

どうかを GAD65と GAD67の両者に反応す

る抗体（抗 GAD65/67抗体）を用いたウエス

タンブロット法で検討した。 
 



４．研究成果 

ES 細 胞 を 用 い た 遺 伝 子 標 的 法 で

GAD67-tet ノックインマウスのキメラマウ

スを得た。キメラマウスから体外受精でヘテ

ロ接合体の GAD67-tet ノックインマウスを

得て繁殖させた。GAD67-tetノックインマウ

スを既に作製した GAD67-tTAノックインマ

ウスと交配し、ダブルノックインマウスを得

た。このダブルノックインマウスにドキシサ

イクリン（Dox）を含む餌、あるいは含まな

い餌で飼育した場合の大脳皮質と小脳にお

ける GAD67発現量についてウエスタンブロ

ット法で比較検討した。Doxを含む餌で 4週

間飼育した場合、いずれの脳領域でも

GAD67 発現量が減少した。次に、Dox を含

まない餌に戻して 4 週間飼育すると GAD67

発現量が回復した。以上の結果は、ダブルノ

ックインマウスが時期特異的 GAD67ノック

アウトマウスであることを示唆する。今後は、

時期特異的 GAD67ノックアウトマウスにつ

いて行動解析を行い、統合失調症様の表現型

を示すかどうかなどについて検討する。さら

に、時期特異的 GAD67ノックアウトマウス

に特有な表現型が観察された場合、Doxを含

まない餌で GAD67発現量を回復させ、観察

された表現型がレスキューされるかどうか

検討する。 

運動失調と GAD65分子との関連を明らか

にする目的で、GAD65-/-マウスと野生型マウ

ス（いずれも 5月齢）を用いて運動機能につ

いて比較検討した。まず GAD65-/-マウスで

は後肢クラスピングが観察されなかった。次

にロータロッドテストを行ったが、両者の間

に有意差がなかった。以上の結果から、

GAD65-/-マウスでは明白な運動機能の障害

は認められなかった。 

2週齢、4週齢、8週齢のマウスとラットの

大脳皮質と小脳の各サンプルについて、ウエ

スタンブロット法で GAD65と GAD67の発

現レベルを検討した。マウスとラットのそれ

ぞれ対応するサンプルにおいて GAD 全体の

タンパク量に対する GAD65タンパク質が占

める割合は、ラットの方がマウスよりも高か

った。これらの結果は、ラットとマウスにお

いて GAD65と GAD67の役割が異なる可能

性を示唆している。そこで、GAD67 ノック

アウトラットを作製・解析し、GAD67 ノッ

クアウトマウスと表現型に違いがあるかど

うか検討した。CRISPR-Cas9 法のゲノム編

集技術を用いて、GAD67 完全型ノックアウ

トラットヘテロ接合体（GAD67+/-ラット）

を作製した。GAD67 -/-ラットを得るために、

GAD67+/-ラットを繁殖し交配させた。PCR

法を用いてゲノタイピングした結果、3 週齢

で生存している GAD67-/-ラットを同定した。

抗 GAD65/67抗体を用いた GAD67-/-ラット

全脳のウエスタンブロットでは GAD67分子

が検出されず、ノックアウト動物であること

を確認した。以上の結果は、GAD67-/-ラット

は出生日以降も生存しており、出生日に全例

致死の GAD67-/-マウスとは重症度が異なる

ことを示している。さらに、GAD67-/-ラット

は出生日以降の GAD67の役割を理解する上

で有用なモデル動物になることが期待され

る。それから、TALEN 法のゲノム編集技術

で作製した GAD65-/-ラットについても解析

のための繁殖を行った。GAD65-/-マウスと同

様に後肢クラスピングが観察されなかった。 

 植物性エストロゲンが不足した食餌では

GAD67 分子の発現が低下すること、

GAD67-/-マウス胎仔では舌下神経核運動ニ

ューロンの樹状突起の長さや分岐の数が増

加するなど、国際共同研究に貢献した。 
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