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研究成果の概要（和文）： 
 知的障害（精神遅滞）は、知的機能と適応行動の著しい制約によって特徴づけられる障害で

あり、IQ は 70 以下とされる。重度の知的障害（IQ が 34 以下）の多くは未だ病因が不明であ

る。研究代表者らは、染色体の構造異常や家系内発症に注目して、重度知的障害の病因遺伝子

（PLEKHA5、SLC19A3）を同定した。本研究では、同定した病因遺伝子の脳での機能、欠損

症に見られる脳病態を解明すべく、生化学的解析や疾患モデルマウスの作製を行った。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Mental retardation (MR) is a generalized disorder, characterized by significantly impaired cognitive 
functioning and deficits in adaptive behaviors with onset before the age of 18. It has been defined as an 
Intelligence Quotient (IQ) score under 70. Severe mental retardation is diagnosed as IQ is below 
34. We have identified the two causal genes of severe mental retardation (PLEHKA5 and 
SLC19A3). In this project, we studied the biological analysis of two proteins and have made 
mouse model to understand the molecular mechanism of the diseases.  
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科学研究費補助金研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 
知的障害（精神遅滞）は、出生児の数％に見ら

れ、病因の多くは遺伝子異常あるいは染色体異常
（過多、欠失、転座など）であると考えられてい
る。愛知県心身障害者コロニー（以下、愛知県コ
ロニー）の小児内科の統計(2000-2006 年)では、
受診した知的障害あるいは奇形症候群の患者の
約 25%は、診断がつかない未知の疾患であった。
そこで、研究代表者らは、愛知県コロニーで加
療・療育を行っている症例の中で病因不明の重度
知的障害に注目し、病因遺伝子の同定と病態解明
を行なっている。 
２．研究の目的 
 前回の本研究（基盤研究 B、2005-2007）にお
いて、研究代表者らは愛知県コロニーの重度精神
遅滞の症例から新規病因遺伝子（PLEKHA５、

SLC19A3）を同定した。本研究では、脳発達における
両タンパク質の機能と欠損による病態を明らか
にする。 
３．研究の方法 
１）PLEKHA5 プロジェクト 
①脳発達における PLEKHA5（Plekha5）の解析 
 Gene bank に登録されているヒト PLEKHA5 とマ
ウス Plekha5 の塩基数（エクソン数）が異なって
いるので、ヒト由来の培養細胞（HEK293、HeLa、
lymphoblastoid cells）とヒト脳のライブラリー
（クロンテック）より全長の PLEKHA5 を単離し、
塩基配列を決定する。 
②Plehka5タンパク質のPHドメインに結合するリ
ン脂質の決定 

 マウスPlekha5の PHドメインのC末にGSTタン
パク質を発現する融合タンパク質を大腸菌（BL21）
で発現させ、Glutathion Sepaharose 4B で精製し
た。同融合タンパク質を各種リン脂質をブロット
した PIP ストリップと反応させ、洗浄後、抗 GST
抗体で結合するリン脂質を同定する。 
③siRNA を用いた Plekha5 のノックダウン 
 マウス胎児（E17.5）の培養海馬神経細胞の
Plekha5 を siRNA を用いてノックダウンし、同神
経細胞の形態変化を観察する。 
 ２）SLC19A3 プロジェクト 
①本遺伝子の異常が見られる症例の臨床的解析 
 家系内に infantile spasms で発症し、急速に脳
萎縮と視床と基底核病変が出現し、死にいたる疾
患の臨床所見と SLC19A3 変異をまとめ、海外の学
術雑誌に投稿する。 
②SLC19A3 欠損症のモデルマウスの作製 
 ヒト E320Q と同等のマウス変異 E314Q を有する
モデルマウスを作製する。 
 
４．研究成果 
 １）PLEKA5 プロジェクト 
①脳発達における同タンパク質の解析 
 HEK293、HeLa、lymphoblastoid cells に発現し
ている PLEKHA5 は、マウスの Plekha5 と比較して
3箇所のエクソンがスプライシングアウトしてい
た(～140kDaのタンパク質をコード、Sフォーム）。
一方、ヒト脳には全エキソンからなる PLEHA5（～

160kDa のタンパク質をコード、Lフォーム）が含
まれていた。マウスを用いて、胎生期から大人ま
でのPlekha5の発現を見るとE15.5までは Sフォ
ームが主であったが、それ以降は Lフォームが主
であった。従って、マウス脳の形成は、Sから L
への本タンパク質の移行が関与している可能性
が示唆された。 
②Plekha5タンパク質のPHドメインに結合するリ
ン脂質の決定 

 マウス Plekha5 の PH ドメインは、PI(3)P、 
PI(4)P、PI(5)P、PI(3,5)P に特異的に結合するこ
とが明らかになった。 
③siRNA を用いた Plekha5 のノックダウン 
 Plekha5 をノックダウンしたマウス培養海馬神
経細胞は、コントロールの同細胞に比べて、神経
突起の伸長障害が観察された。 
 ２）SLC19A3 プロジェクト 
①本遺伝子の異常が見られる症例の臨床的解析 
 海外の学術雑誌に投稿した。 
 
②SLC19A3 欠損症のモデルマウスの作製 
１）下記のようなターゲッティングベクターを作
製した。 

 

２）ノックインした ES 細胞を下記のようにマウス

杯にインジェクションした。 

injection NO. injection 日 clone ＮＯ． injected数 マウス誕生日 誕生数 キメラ数

① 2008/3/11 149 60個 2008/3/28 11 0

② 2008/3/12 150 60個 2008/3/29 11 5

③ 2008/4/24 102 60個 2008/5/11 19 0

④ 2008/7/1 150 60個 2008/7/18 12 0

⑤ 2008/7/3 150 60個 2008/7/20 6 0

⑥ 2008/12/16 193 60個 2009/1/2 11 0

⑦ 2009/2/24 168 60個 2009/3/13 30 3

⑧ 2009/2/25 168 40個 2009/3/14 6 0

⑨ 2009/4/28 156 40個 2009/5/15 16 0

⑩ 2009/7/23 52 40個 2009/8/9 6 0

⑪ 2009/9/9 1 60個 2009/9/26 14 0

⑫ 2009/11/5 7 40 2009/11/22 2 0

⑬ 2009/11/5 71 40 2009/11/22 9 6

⑭ 2009/11/5 92 40 2009/11/22 8 1  

 
３）生殖系列への伝承 (germline transmission) 
 11 回のノックインした ES 細胞の C57BL/6 胚盤
胞へのインジェクションでは、作製したキメラマ
ウスに生殖細胞への伝授は見られなかった。しか
し、第 13 回目のインジェクションで作製したキメ
ラマウス（clone71）と C57BL/6J の交配では、71-1、
71-2、71-5、71-6 の 4 匹のキメラマウスから計 28
匹の黒色 F1 マウスが誕生した。genotype の解析
より 13 匹の F1 へテロマウスが誕生した。 
 
 
 
 



 
               （71-5） 
               5/8 が黒色 F1 
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