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研究成果の概要（和文）：　選択的 polyA 付加反応の主要な制御因子 Xa の遺伝子改変マウスが社会性行動異
常を呈し、ストレスに対して脆弱な神経回路を有することを明らかにした。その後の培養細胞を用いた解析か
ら、Xa は発現量依存的に細胞の様々な性状に影響するが、特に細胞挙動への影響が強いことを明らかにした。
また、Xa は標的遺伝子の発現量よりも 3’UTR の形状変化によりトランスクリプトームに影響を与えることが
分かった。これらの神経回路および物質基盤が Xa 遺伝子改変マウスの行動異常に結びつくと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Xa gene deficient mice, one of the key regulators of alternative 
polyadenylation (APA), showed social behavioral abnormalities with stress-sensitive neural circuits.
 Subsequent in vitro analyses revealed that Xa affects the various cellular properties in a 
dose-dependent manner, especially against cell mobilities. Xa was also found to influence on 
transcriptome by regulating with the length of target gene mRNA’s 3'UTR than the expression levels.
 These alterations in the neural circuits and in the molecular bases are believed to be linked to 
behavioral abnormalities in Xa gene-modified mice.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経発達障害　選択的 polyA 付加反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　知的障害や自閉症スペクトラム障害を含む神経発達障害の患者数は近年増加傾向にあるが、発症機序は不明な
ところが多い。一般に、多くの遺伝子 mRNA 前駆体は複数のpolyA付加部位をもち、その選択により3′UTR長の
異なる多様な mRNA を生成する（選択的 polyA 付加反応： APA）。病態との関係は不明であるが、近年、神経
発達障害の患者脳で APA の制御不全の可能性を示唆するデータが集積しつつある。本研究では、遺伝子改変マ
ウスを用いて、APA の主要な制御因子である Xa の欠損が情動制御や社会性行動異常と関連することを明らかに
し、分子機構の一部を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

知的障害や自閉症スペクトラム障害を含む神経発達障害の患者数は近年増加傾向にある。
患者の社会適応、自立の困難さ、家族の負担等が社会問題となっているが、発症機序は解明
されておらず、薬物治療や養育法は確立していない。 

一般に、多くの遺伝子 mRNA 前駆体は複数の polyA 付加部位をもち、その選択により 3′
UTR 長の異なる多様な  mRNA を生成する（選択的  polyA 付加反応 , alternative 
polyadenylation: APA）。3´UTR は miRNA や RNA 結合タンパク質の標的配列を含み、転写
後調節に中心的な役割を果たす。一方、APA に関わる因子 X の主要サブユニット Xa の発現
を抑制すると polyA 付加部位が前方シフトし、3′UTR の長さが短い mRNA の生成割合が
増大する。 

X の脳機能における役割は不明だが、知的障害患者の一部で Xa 遺伝子のコピー数増幅、
欠損が報告された。患者の白血球では遺伝変異に伴う Xa の発現量変動により、レット症候
群原因遺伝子 MeCP2 を含む様々な遺伝子にて polyA 付加部位のシフトが起こり、それぞれ
のタンパク質発現が影響を受けており、病態脳形成に関与していると推定されている。 

 
２．研究の目的 

申請者らは、独自に作製・維持している Xa 遺伝子ジーントラップヘテロ接合体（Xagt/+）
マウスが新規環境下でパニック発作（けいれん/卒倒）を起こすこと、過剰なストレス応答を
抑える脳領域の神経機能が低下していること、を明らかにした（未発表）。このことから、Xa 
遺伝子変異は知的障害患者の適応障害と関係の深い情動制御システムの発達に影響を及ぼす
のではないかと考えた。 
本研究では Xagt/+ マウスの行動や脳の神経科学的変化をもたらす物質基盤を解析するこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 行動試験 
① open field test 

通常飼育ケージと同型のケージを用いて、投入後 8 分間の自発行動量を測定した。 
② social interaction test 

open field 装置に馴化後、被験マウスと初対面の同性同週齢のマウスをいれ、装置内を自由
に行動させ、10 分間における社会性行動（匂い嗅ぎ、後追いなど）の時間を測定した。 

（２） ストレス負荷に伴う神経活動依存的な c-Fos 遺伝子の発現 
Xagt/+マウス (BL6 系) では、情動神経回路の発達不全が考えられたため、身体的ストレスに

対する神経応答の違いを検討した。そこで、まず、野生型 ddY マウスに慢性的なストレス（1 日
30 分間連日の拘束ストレス）を与え、同ストレスに対する神経応答の変化を神経活動マーカー
である c-Fos を用いて検討した。非ストレス負荷（non-stress）群と比較して、1 週間慢性ストレ
ス負荷群（stress 1 week: S1W）や S2W 群では、拘束ストレスに対する反応が前頭皮質、扁桃体、
海馬、室傍核などで顕著に上昇した。同評価系を用いて、BL6 系統の genotype 間の差を検討し
た（Xagt/+マウス、wild type マウス）。1 日 1 回 2 時間拘束ストレスを連日 1 週間にわたって負荷
した後、経心的に灌流固定した。凍結切片を用いて、脳の神経活動依存的な c-Fos 発現の変化を
免疫組織化学的に解析した。 

（３） 脳内の神経伝達物質含量 
8-10 週齢の雄性 野生型マウスおよび タンパク質 Xagt/+ マウスの脳を部位別に摘出し、神経

伝達物質とその代謝物の含量を測定した。 

（４） 脳内の物質変動（トランスクリプトーム解析とメタボローム解析） 
8-10 週齢の雄性 野生型マウスおよび タンパク質 Xagt/+ マウスの全脳サンプルを用いた全メ

タボローム解析により、脳内で変動する低分子化合物の網羅解析を行った。 
全脳の RNAseq については以前の研究で検討済みであったため、本研究では（５）で作製し

た Tet-On システムを用いた Xa 発現誘導細胞を用いて RNA-seq 解析を行った。 
 

（５） Xa タンパク質の量的変動が細胞性状に及ぼす影響 
Tet-On システムを用いて、ドキシサイクリンの濃度依存的にタンパク質 Xa が発現するモデ

ル細胞を作製した。また、タンパク質 Xa の遺伝子発現を抑制する shRNA 産生ウイルスベクタ
ーを作製した。 

 

（６） Xa タンパク質が選択的 polyA 付加反応に及ぼす影響 
Xa タンパク質の量的変動が APA に及ぼす影響を調べるため、Xa のいくつかの標的遺伝子

の PAS の選択性を評価するベクター系の構築を試みた。 



４．研究成果 
 
（１） 行動試験 
① open field test 
 新規の飼育ケージ内では、Xagt/+ マウスは同腹の wild type マウスと比較して有意に高い行動
量を示した。 
② social interaction 試験 
 10 分間の試験のうち、前後 5 分間ずつに分けて評価すると、野生型では前半に比して後半で
マウスどうしの接触回数が増え、接触時間が長くなる傾向が示された。一方、Xagt/+ マウスでは
後半ではそのような傾向は見られず、むしろ後半で低下した。また、新規環境下における身づく
ろい行動は時間の経過とともに減少することが知られており、野生型では前半と比べ、後半で低
下したが、Xagt/+ マウスでは後半ではより増加した。これらの行動変化は Xagt/+ マウスでは不安
が強く、社会性行動が低下していることを示している。 

（２） ストレス負荷に伴う神経活動依存的
な c-Fos 遺伝子の発現 

Xagt/+ マウスの扁桃体では、野生型と比して
より多くの c-Fos 陽性細胞が認められた（図
１）。このことは同マウスがストレスに脆弱な
神経回路を持つ可能性を示唆している。現在、
ストレス応答に関連する脳領域のシナプスレ
ベルでの変化について特殊抗体を用いて解析
している。 

（３） 脳内の神経伝達物質含量 
Xagt/+マウスの脳領域特異的な神経伝達物質

の含量を測定したところ、特定脳領域において
神経伝達物質の有意な変動が認められた。この伝達物質の発現変動が Xa タンパク質の発現変
動に伴う全脳の発達不全の結果なのか、あるいは脳部位特異的な神経細胞の分化や成熟もしく
は神経伝達物質の生合成・代謝酵素の発現に対する直接的な影響の結果なのかを明らかにする
ため、分子メカニズムを調べている。 

（４） 脳内の物質変動（トランスクリプトーム解析とメタボローム解析） 
全脳サンプルを用いたトランスクリプトームと同様に全メタボローム解析を用いた解析から

も、顕著な遺伝子発現および低分子化合物の変動は観察されなかった。したがって、このマウス
の行動異常は脳の組織構築あるいは全脳の高度な神経発達異常を伴わないと考えられる。 

同様に Tet-On システムを用いた培養細胞実験からも Xa タンパク質の発現増減に伴うトラ
ンスクリプトームレベルの変動は観察されなかった。だが、一方で RNA の形状解析からは 
3´UTR の長さの変動が観察された。Xagt/+ マウス脳において伝達物質の代謝変化が見られた領
域に絞って全メタボローム解析を進めることで、変調をきたす神経回路とその分子基盤を特定
できると考えている。 

（５） Xa タンパク質の量的変動が細胞性状に及ぼす影響 
Tet-On システムを用いたタンパク質 Xa を発現誘導実験から、外因性の Xa の発現誘導は内

因性の Xa の発現低下を招くことを明らかにした。ドキシサイクリン除去後の時間経過を調べ
たところ、Xa のタンパク質の半減期は 3 日程度であったが、外因性 Xa の発現誘導に伴う内因
性 Xa の発現の半減期は 1 日であることから、内因性 Xa は合成量に応じて新生タンパク質と
積極的に置き換えられ、分解されている可能性が示唆された。また、細胞内における Xa タンパ
ク質の総量は別のサブユニット Xb の存在に依存することも明らかにした（Xb の強制発現によ
り 2 倍程度に高められる）。現在、この分解系の特徴を調べている。 

また、Xa 遺伝子の発現増減が細胞性状に及ぼす影響を明らかにするため、まず、すでに報告
のあるグリオーマ細胞に対する影響を調べた。Tet-On 誘導系および shRNA を用いて、細胞増
殖や細胞運動に及ぼす影響を検討した。その結果、内因性の発現量の 0.5-2.0 倍程度の変動では、
生存・増殖には影響を及ぼさないことを明らかにした。一方で、細胞挙動については顕著な影響
が認められた。したがって、Xa は細胞性状に対して、発現量に依存した異なる影響を及ぼすこ
とが予想される。 

 
（６） Xa タンパク質が選択的 polyA 付加反応に及ぼす影響 

Xa は量的変動により細胞性状に異なる影響を及ぼすことが明らかになった。そこで、標的遺
伝子群の APA に対する Xa の発現量依存的な影響を調べることにした。そのために APA をモ
ニターできるリポーター系の構築を行った。現在、細胞周期依存的に変動する遺伝子 α を含む
複数の標的遺伝子の APA レポーターベクターを作製し、そのバリデーションを進めている。当
然のことながら、内因性のタンパク質とリポーター系の発現のピークは異なるが、いずれも細胞
周期依存的な制御を受けていることを明らかにした。 

図１ ストレス負荷に伴う c-Fos 陽性細
胞の発現分布 陽性細胞の数をヒートマ
ップにて表した。 
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