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研究成果の概要（和文）：Notch受容体のリガンド刺激にともなって生成されるNotch細胞内ドメインは、核内でDNA結
合タンパク質Rbp-jおよび共役因子Mastermind（Mam）とともに三量体を形成し標的遺伝子を活性化する。Mam遺伝子の
うちMamL1のヘテロ欠失マウスが、ヒト統合失調症症状の一部を構成するドパミン反応性の亢進を示すことを見いだし
ていたが、Rbp-jヘテロ欠失マウスが同様の表現型を示すことを見いだした。統合失調症患者と健常対照のゲノムDNAの
検索により、統合失調症特異的なミスセンス多型をRBP-Jに１種、MAML1遺伝子に２種同定した。これらの多型がそれぞ
れの機能に与える影響を検討中である。

研究成果の概要（英文）：During Notch signaling, ligand stimulation induces generation of Notch intracellul
ar domain, which is subsequently transported to the nuclei. With a DNA-binding protein RBP-J and a transcr
iptional co-activator Mastermind (Mam), the Notch intracellular domain forms a trimeric complex that activ
ates transcription from the target promoters. We had found that heterozygous knockout mice of one of Mam g
enes, MamL1, exhibit increased sensitivity to dopamine, mimicking a part of symptoms of schizophrenia in h
umans. We have found heterozygous knockout mice of Rbp-j also exhibit very similar phenotype. Furthermore,
 by examining blood-derived genomic DNA from schizophrenic patients and healthy controls, we have found sc
hizophrenia-specific missense polymorphisms in coding regions of both RBP-J and MAML1 genes. We are examin
ing effects of these polymorphisms on the functions of these proteins.
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１．研究開始当初の背景 
Notch シグナルは様々な細胞・組織の発

生・分化制御および恒常性の維持において重
要な役割を果たす。細胞表面に発現する受容
体分子である Notch は、Delta や Jagged とい
ったリガンドとの結合にともなって切断さ
れ細胞内ドメインが膜から遊離する。この
Notch 細胞内ドメイン（Notch IC）は核内に輸
送された後、配列特異的 DNA 結合タンパク
質 RBP-J 、 お よ び co-activator で あ る
Mastermind (Mam)と三量体を形成して標的遺
伝子を転写活性化する。哺乳動物では RBP-J
は redundancyがなくひとつの遺伝子がすべて
の機能を担っているのに対し、Mam は
MamL1、2、3 の３つの遺伝子によってコード
されており、これらの産物は試験管内ではほ
ぼ同様の機能を持つ。またノックアウトマウ
スを用いた研究により、3 つの遺伝子は生体
内でその機能を分担していることが示唆さ
れている。 
行動学的解析を用いた研究により、ニューロ
ン特異的 Rbp-j conditional ノックアウトマウ
スはドパミンに対する反応性が高まってい
ることを見いだした（未発表）。ドパミンは
統合失調症の陽性症状に深く関与しており、
これに対する反応性の上昇はその症状の一
部を構成することから、Notch シグナルの統
合失調症への関与の可能性が示唆された。さ
らに MamL1 ヘテロ欠失マウス（MamL1 完全
ノックアウトマウスは周産期に致死となる）
について同様の解析を行ったところ、興味深
いことにニューロン特異的 Rbp-j conditional 
ノックアウトマウスと同じタイプの異常が
認められた。 
 
２．研究の目的 

MamL1 ヘテロ欠失マウスに統合失調症
と関連する表現型が見られたことから、Rbp-j 
ヘテロ欠失マウスにおいても同様の表現型
が見られる可能性が考えられる。そこでRbp-j 
ヘテロ欠失マウスにおいて行動解析をおこ
なう。 

さらに試験管内では MamL1 とほぼ同様の
機能を持つMamL2およびMamL3のノックア
ウトマウスについても同様の行動解析を行
う。 

ヒト MAML1 遺伝子が存在する染色体
5q35 領域は統合失調症への関与が示唆され
ている。MamL1 はヘテロ欠失マウスが表現
型を示すため、この染色体領域の責任遺伝子
は MAML1 の遺伝子変異であるという可能性
が考えられる。そこで、統合失調症患者の
MAML1 のエクソンとプロモーター領域の塩
基配列を検索することにより、統合失調症に
おける MAML1 の変異を検討する。もし変異
が見いだされたら、この変異をヒト MAML1 
cDNA に導入し、すでに確立している Mam
の functional assay の系においてその機能が低
下していないか検討する。 
さらにヒト統合失調症患者のRBP-J のエクソ

ンとプロモーター領域を MAML1 と同様に検
討することにより変異を検索する。もし変異
が見いだされたら、RBP-J の functional assay
の系においてその機能が低下していないか
検討する。 
 
３．研究の方法 

行動学的解析は、検体となるマウスに
methamphetamine、SKF38393、Quinpirole 等の
ドパミンアゴニストを投与し、その行動量に
与える影響を Open field test にて検討する。ま
たドパミン依存性の嫌悪学習である Active 
avoidance を用いてドパミン反応性に影響が
ないか検討する。 

千葉大学医学部附属病院精神神経科の統
合失調症患者 400 名、および健常コントロー
ル 400 名の血液由来ゲノム DNA について、
RBP-J、MAML1 遺伝子の exon と promoter 領
域約 1kb を PCR で増幅して次世代シーケン
サーによってシーケンシングを行い、得られ
た塩基配列を reference sequence上にマッピン
グすることで、それぞれの遺伝子において統
合失調症特異的な SNP（ single nucleotide 
polymorphism）を検索する。さらにこの方法
で見いだされた SNP について、サンガー法の
シーケンシングによってその存在を確認す
る。 

見いだされた変異を reference sequence を
もつ RBP-J および MAML1 の cDNA に導入し
発現ベクターを構築する。これらを培養細胞
293TにNotch細胞内ドメインの発現ベクター
とともに各種の組み合わせで導入して発現
させ、タンパク質を抽出し Western blotting、
Electrophoretic mobility shift assay を施行する
ことによってタンパク質の安定性、DNA 結合
能、DNA 結合性三量体形成能における変異の
影響を検索する。また免疫染色法によってこ
れらの変異体の細胞内局在を検討する。さら
に Rbp-j ノックアウトマウス由来の細胞株
OT11、MamL1 ノックアウトマウス由来の初
代 培 養 線 維 芽 細 胞 を そ れ ぞ れ 用 い た
Luciferase assay によって、変異が標的遺伝子
の転写活性化能に与える影響を検討する。 
 
４．研究成果 

Rbp-j ヘテロ欠失マウスは、MamL1 ヘテ
ロ欠失マウスとほぼ同様のドパミンに対す



る反応性の亢進を示すことを見いだした。ニ
ューロン特異的 Rbp-j conditional ノックアウ
トマウスは、保持している Cre ドライバーの
性質によって生後 10日目頃からRbp-jを欠失
することから、これ以前の発生期における
Notch シグナルの不全が統合失調症において
重要であることが示唆された。 

一方 MamL3 ヘテロ欠失マウスは、Open 
field test では野生型マウスとの間で差が見ら
れないという結果が得られている。 

RBP-J の coding region に１種、MAML1 の
coding region に 2 種の統合失調症患者に特異
的なミスセンス変異をともなう SNP（single 
nucleotide polymorphism）を同定した。これら
の SNP を RBP-J、MAML1 それぞれの cDNA
に導入し、発現ベクターを構築した。現在こ
れらの SNP が RBP-J、MAML1 それぞれの機
能に与える影響を検討中である。 
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