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研究成果の概要（和文）：統合失調症病態形成に関わる環境要因の一つとして、脳発達期の栄養欠乏が知られて
いる。我々は、脳発達期栄養欠乏統合失調症モデル動物を作製し、脳内で”核内受容体Pparaの機能低下”が起
きることを見出した。本研究では、PPARAと統合失調症の関連を調べるため、ヒトとマウスの系で解析を行なっ
た。その結果、統合失調症患者で「稀ではあるが機能的変化につながる」PPARA遺伝子の4変異を同定した。ま
た、Pparaノックアウトマウスが統合失調症様行動変化、シナプス形態変化を示すことを見出した。さらに、薬
剤性統合失調症モデルを用いた解析により、Pparaアゴニストが統合失調症様表現型の改善に役立つことを示し
た。

研究成果の概要（英文）：We generated a model mouse that mimics the nutritional deficiency during 
brain development and showed that the mice exhibit schizophrenia-like phenotypes. We also revealed 
that dysfunction of the nuclear receptor PPARA, which uses fatty acids as endogenous ligands, may 
cause the risk of the phenotypes in this animal (Maekawa et al., 2017). Furthermore, we identified 
four variants of the PPARA gene are associated with functional changes in patients with 
schizophrenia. Additionally, we reported that Ppara knockout mice show schizophrenia-like behavioral
 changes and exhibit synaptic morphology changes similar to those observed in postmortem brains of 
individuals with schizophrenia. In addition, we found that PPARA agonists improved the phenotype of 
a drug-induced model mouse of schizophrenia (Wada, Maekawa et al., 2020). These results indicate 
that PPARa dysfunction is involved in the pathophysiology of schizophrenia and it shows that PPARa 
is a new therapeutic target for schizophrenia.

研究分野： 分子精神医学

キーワード： 統合失調症　治療　PPARalpha　シナプス　行動　遺伝子変異　栄養　脂質代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて、これまで主に脂質代謝との関連について研究されてきた核内受容体PPARAという分子が、意外
にも統合失調症病態メカニズム形成に関わることを示した。また、統合失調症治療薬として、今回新たにPPARA
アゴニストが候補になりうるという新しい道筋を示した。PPARAのアゴニストは、脂質代謝治療薬として臨床で
広く使用されていることから、より臨床応用に近い治療標的を提示した点が本研究の特徴であると言える。一方
で、PPARAのアゴニストの詳しい作用メカニズムは不明なため、今後さらに解析が必要であると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
代表的な精神疾患である統合失調症は、生涯罹患率が約１％と比較的高く、思春期前後に好発

し、将来が嘱望される若者の未来を奪うことから大きな社会問題であり続けている。しかし多
くの場合治療効果は不十分であり、さらに予防に関しては殆ど手つかずの状況である。その主
要な原因として、現状では統合失調症の発症メカニズムに対する理解が進んでいないことが挙
げられる。一方で、脳発達期の低栄養状態が将来の発症リスクになり得ることを示唆する大規
模疫学事象が知られている(Susser et al., 1996; St Clair et al., 2005)。また、統合失調症と栄養に関
する臨床データとして多価不飽和脂肪酸との関連を示唆する知見が数多く報告されている
（Hamazaki et al., 2016, 2015, 他、文献多数）。この背景を踏まえ、申請者らが栄養学的統合失調
症モデル動物（胎児期に多価不飽和脂肪酸を欠乏状態にしたマウス）を作製して検討したとこ
ろ、この動物では、統合失調症初期症状類似の行動変化が起こるのと同時に、これらの変化の
上流因子として核内受容体（多価不飽和脂肪酸を含む脂溶性の物質をリガンドとする転写因
子）「PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) 」の存在が考えられることを見出した
（Maekawa et al., 2017）。本研究では、PPAR に着目して、ヒトとマウスの系で統合失調症病態
生理との関連を調べた。 
 
２．研究の目的 
「PPAR が、どのような機序で統合失調症のリスク形成に関与しているのか？」、「PPAR が統
合失調症の治療ターゲットになり得るか？」という問いについて調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) Molecular inversion probe (MIP)法によるターゲットシーケンシング: 日本人の統合失調症患

者 1,200 人（男性 657 人 49.1 ± 14.0 歳, 女性 543 人 51.1 ± 14.4 歳）のゲノム DNA を RXR, 
PPAR 遺伝子群のシークエンスに使用した。6 遺伝子（RXRA, RXRB, RXRG, PPARA, PPARD, 
PPARG）のコーディングエクソンおよびエクソン-イントロン境界をカバーするように、
MIPgen (http://shendurelab.github.io/MIPGEN/)を用いて 116 のプローブを設計し、次世代シー
ケンシング(next-genetation sequencing: NGS)を行った。変異は、ミスセンスおよび loss-of-
function (LoF) 変異 (stop gained 変異, stop lost 変異, start lost 変異, splice donor site 変異, splice 
acceptor site 変異)の判定をした。検出した変異については、サンガー法によって確認を行っ
た。 

(2) in silico 解析による変異タンパク質機能予測: 同定した変異について、以下の 5 つの web
ツールを用いてタンパク質機能予測を行った。REVEL  
(https://sites.google.com/site/revelgenomics/), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), 
PMut(http://mmb.irbbarcelona.org/PMut/), PROVEAN(http://provean.jcvi.org/seq_submit.php), 
SIFT(https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html)。 5 種類全てのツールで「有
害」と予測された場合に、その変異を「有害である」と定義した。 

(3) コンストラクト作製: ヒト胎児脳 cDNA (Human fetal brain Marathon-Ready cDNA; Takara, 
Shiga, Japan)を鋳型として、PPARA遺伝子の open reading frame (ORF)をプライマーセット
(PPARA forward: 5’-CAGGTACCACCACCATGGTGGACACGGAAAGCCC-3’; PPARA reverse: 
5’-CTGGATCCTCAGTACATGTCCCTGTAGATCTCC-3’ )を用いた PCR (polymerase chain 
reaction) により増幅した。増幅された cDNA は哺乳動物発現ベクターpcDNA3 (Invitrogen)
にクローニングした。挿入された cDNA は cytomegalovirus (CMV)プロモーターにより発現
が誘導される。Site-directed mutagenesis を行い、5 つの PPAR 変異体発現コンストラクト
[His117Gln, Arg141Cys, Arg226Trp, Cys122Ser, Arg128Thr]を作製した。 

(4) レポーターアッセイ: 解析には、CV-1 細胞を用いた。5〜10×10^5 cells を 10 ml の培地に懸
濁し 10 cm ディッシュに播種し、37 ℃、5% CO2の条件下で培養した。培地は、基本培地
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Wako, Osaka, Japan)に 10% (v/v) fetal bovine serum 
(FBS, SAFC Bioscience, Brooklyn, Australia)と 100 units/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin 
(Nacalai, Kyoto, Japan)を添加したものを用いた。次に、アッセイ用培地 [組成：DMEM (フ
ェノールレッド不含, L-グルタミン不含) (Wako), 10% (v/v) CS-FBS, 2 mM Glutamax, 100 
units/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin]を用いて 24 ウェルプレート（Thermo Fisher 
Scientific）に 1 ウェルあたり 5 ×10^4 cells で播種した。37 ℃、5% CO2の条件で 24 時間培
養した後、トランスフェクション試薬 Viafect (Promega, Madison, USA)を用いて pcDNA3-
PPAR -WT とレポータープラスミドとして Cignal PPAR Reporter (luc) Kit (QIAGEN)の PPAR 
Cignal Reporter（PPAR 応答性ホタルルシフェラーゼ発現コンストラクト、恒常的ウミシイ
タケルシフェラーゼ発現コンストラクトの 40:1 混合物）を、各条件 3 ウェルずつトランス
フェクションした。ウミシイタケルシフェラーゼ活性は内部標準として使用した。トラン
スフェクションから 24 時間後に細胞溶解液を回収した。シングルチューブルミノメータ
（Lumat LB9507, ベルトールドジャパン, Tokyo, Japan）でホタルおよびウミシイタケルシ
フェラーゼの発光を測定した。転写活性化能は[ルシフェラーゼ発光(ホタル)] / [ルシフェラ
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ーゼ発光（ウミシイタケ）]の比として算出した。毎回の実験は triplicate とし、同様の実験
を計 4 回行なった。 

(5) Ppara knock out マウスの作製: 近交系 B6J マウスの遺伝的バックグラウンドで、Ppara 遺伝
子の最初のコーディングエクソン（exon 3）を Clustered regularly interspaced palindrome 
repeat /Cas9 nickase (CRISPR/Cas9n)法によりターゲッティングした。B6J 接合子に 5 ng/ml 
Cas9 nickase mRNA (System Biosciences, Mountain View, CA)および 2 種類の single guides 
(sgRNAs, それぞれ 5 ng/ml) の混合液をマイクロインジェクションした。sgRNAs [Ppara-
upstream (target sequence: 5’-TCCAGAGCTCTCCTCACCGATGG-3’) および Ppara-downstream 
(target sequence: 5’-TTTGCAGACTACCAGTACTTAGG-3’), 下線部は PAM 配列を示す]は T7 
gRNA Smart Nuclease Synthesis Kit (System Biosciences)を使用して in vitro で合成した。帝王
切開により得た仔の尾から抽出した DNA を鋳型に標的領域を PCR にて増幅し、構造を調
べた。PCR には primer set A (forward 1: 5’-ATCCTGGATCTATACGTGTGTACC-3’ および 
reverse 1: 5’-TCTGTCTCTGTGCATCTTGCTG-3’ または reverse 2 (in deletion region): 5’-
AGCCCGGACAGCTTCCTAAGTA-3’を使用した。有望な変異対立遺伝子をもつかどうかに
ついて、pCR2.0 vector (Invitrogen)にサブクローニングした後、PCR 産物のシーケンスを行
いさらなる分析を行った。Exon 3 と隣接する intron 領域にまたがる 733 bp の欠失を含む変
異対立遺伝子をもつ仔マウス(#417)を founder として用いた。Ppar タンパク質の欠損はウ
エスタンブロット法により Ppara KO マウスの肝臓組織を用いて確認した。マウスのジェ
ノタイピングには、プライマーセット(forward 1: 5’-ATCCTGGATCTATACGTGTGTACC-3’ 
および reverse 1:5’-TCTGTCTCTGTGCATCTTGCTG-3’ または reverse 2 (in deletion region): 
5’-AGCCCGGACAGCTTCCTAAGTA-3’)を用いた PCR を行なった後、アガロースゲルを用
いた電気泳動により判別を行った。マウスは 4-5 匹ずつケージに入れ、12 時間の明暗サイ
クル（8:00 点灯）で、温度、湿度を制御した部屋で飼育した。マウスは標準の実験用固形
試料と水を利用できた。 

(6) 行動解析:  
① プレパルス抑制（prepulse inhibition: PPI）試験: PPI 試験は驚愕反射測定システムを備

えた装置(O’Hara & Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて実施した。テストセッションは
70 回の試行で構成された。それぞれの試行はペアの prepulse (0, 70, 74, 78, 82, 86 
dB[A])-pulse (115 dB[A]) の刺激、また prepulse-pulse のペアの刺激を与えなかったも
のの 7 種類の試行をランダムな順で各 10 回ずつ実施した。PPI のバックグラウンド
ノイズは 65 dB、刺激間の間隔は 10~20 秒（平均 15 秒）、prepulse の開始から pulse の
開始までの時間は 100 ms, prepulse の持続時間は 20 ms、pulse の持続時間は 40 ms の
条件で行なった。%PPI は次のように計算した：[[(ASR amplitude of trial without 
prepulse) – (ASR amplitude of trial with prepulse)]/(ASR amplitude of trial without 
prepulse)] × 100。 

② マーブル埋め試験: 透明なプラスチック製のケージ(196 × 306 × 166 mm; W × D 
× H)に、白い紙製の床敷(Paperclean, Japan SLC)を深さ 4 cm まで入れた。Habituation 
trial として、マウスをテストケージに 30 分間入れた後ホームケージに戻した。次
に、20 個のガラス製のマーブルをテストケージの床敷上に均等に配置した。Test trial
として、マウスをテストケージに 30 分間入れた。表面積の 3 分の 2 以上が埋もれた
マーブルの数をカウントした。 

③ その他、9 種類の精神疾患関連行動試験（尾懸垂試験、オープンフィールド試験、3
チャンバー試験、新奇物体認識試験、ホームケージ活動性試験、Y 字迷路試験、スク
ロース嗜好性試験、MK-801 感受性試験）を行なった。また、全ての行動試験は
10:00-18:00 の間に行った。 

(7) スパイン解析: マウスはイソフルラン（Pfizer, Sandwich, UK）により深麻酔し、4% PFA in 
PBS により経心的に灌流固定を行い、脳組織を取り出した。脳組織を、ビブラトームを用
いて冠状面で 200 µm の厚さに切断した。Lipophilic dye (DiI, Invitrogen)をタングステン粒子
（直径 1.7 µm; Bio-Rad）にコートした。DiI コートした粒子を切片に Helios Gene Gun 
system (Bio-Rad)を用いて打ち込んだ。切片は共焦点顕微鏡 (Olympus)を用いて画像化し
た。両耳線前の 5.14-5.78 mm の間、medial prefrontal cortex (mPFC)の第５層に存在する錐体
ニューロンをランダムにカウントした。画像を 0.45 µm ごとに取得し、ImageJ および
Spiso-3D を使用して 3D 再構成を行なった。第二分岐樹状突起から約 50-100 µm の範囲の
樹状突起スパインを解析対象とした。スパインは 5 種類の形態 (filopodia 型、thin 型、
stubby 型、mushroom 型、branched 型)に分類した。 

(8) RNA-seq 解析: マウス脳の前頭前野（medial prefrontal cortex: mPFA）から、miRNeasy Mini 
Kit（QIAGEN）を用いて total RNA を抽出した。TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit
（Illumina, San Diego, CA, USA）を用いて、cDNA ライブラリーを作製した［2.0 µg, RNA 
integrity number (RIN) ≧ 8.7］。cDNA ライブラリーの品質は、2100 Bio-Analyzer (Agilent, 
Santa Clara, CA)を用いて評価した。NovaSeq 6000 プラットフォーム（Illumina）上で 150-bp 
paired-end read format で配列決定した。 シーケンスリードは、STAR（v.2.6.0c）を用いてマ
ウスゲノム配列（NCBI、GRCm38/mm10）にマッピングされた。リードマッピングに基づ
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き、Genedata Profiler Genome software (v.13.0.11) (Genedata, Basel, Switzerland)を用いて発現
量を定量化した。FPKM＜1 または fragments＜16 の遺伝子は、発現解析の前に削除した。
群間の比較は、Excel ソフトウェア（Microsoft, Redmond, WA, USA）を用いて統計的に評価
した。発現の有意な変化は、以下の基準に基づいて定義した：log2 |fold change| > 0.1 or < -
0.1 and p-value < 0.05。パスウェイ解析は IPA（QIAGEN）を用いて実施した。 

(9) PPAR アゴニストの効果の検討: 近交系 Slc:ddY (ddY)マウスを SLC Japan (Shizuoka, Japan)
から購入した。ddY マウス（6 週齢）を次の 4 つのグループに分けた：(1) Saline/vehicle, (2) 
Saline/fenofibrate (100 mg/kg body weight/day) (Sigma), (3) PCP (10 mg/kg body 
weight/day)/vehicle, (4) PCP/fenofibrate。これらのマウスに、6 週齢から 8 週齢まで、PCP 
(phencyclidine; 10 mg/kg body weight/day)または生理食塩水を１日１回 2 週間、腹腔内投与し
た。その後、フェノフィブラート (100 mg/kg/day)および、対照群として corn oil (vehicle)を
1 日 1 回、4 週間経口投与した。スパイン解析は 12 週齢で行った。マウスは 4-5 匹ずつケ
ージに入れ、12 時間の明暗サイクル（8:00 点灯）で、温度、湿度を制御した部屋で飼育し
た。マウスは標準の実験用固形試料と水を利用できた。 

 
４．研究成果 
(1) 統合失調症患者ゲノムにおける RXR/PPAR 遺伝子変異解析:  

① RXR/PPAR 遺伝子の変異スクリーニング:統合失調症患者 1,200 例のゲノム DNA 検体
を用いて RXRA、 RXRB、RXRG、PPARA、PPARD、PPARG 遺伝子について、MIP 法
によるエクソンリシークエンスを行った。MIP 法では 229 変異を検出した。229 変異
について、サンガーシーケンスによる確認を行い、最終的に 23 の非同義置換を伴う
一塩基置換変異と 1 つのスプライスアクセプターサイト変異 （PPARA c.209-2delA）
を同定した。一般人口の比較対照として、東北メディカル・メガバンク機構（Tohoku 
Medical Megabank organization: ToMMo, https://ijgvd.megabank.tohoku.ac.jp/）で公開して
いる 3,554 人(当時)の全ゲノム解析の情報（ToMMo 3.5KJPN）を利用した。また、5
つの web ツールによる変異タンパク質機能予測解析を実施した。その結果、最終的
に、PPARA遺伝子の 3 つのミスセンス変異 PPAR  His117Gln, Arg141Cys, Arg226Trp、
1 つのスプライスアクセプターサイト変異 c.209-2delA 変異に注目した。 

② レポーターアッセイ: 統合失調症で同定した PPARA遺伝子の 3 ミスセンス変異につ
いて、転写因子としての機能に与える影響を評価するため、ルシフェラーゼアッセイ
を行った。本研究では、陽性対照として Cys122Ser、Arg128Thr の 2 つの変異体を用
いた。CV-1 細胞を用い、野生型または PPAR 変異体発現コンストラクトおよびレポ
ーターコンストラクトをトランスフェクションし、レポーター活性を測定した。その
結果、野生型と比較して、His117Gln 変異体で約 3 割、Arg141Cys 変異体で約 4 割、
Arg226Trp 変異体で約 5 割、レポーター活性が低下していた。陽性対照として用いた
Cys122Ser 変異体、Arg128Thr 変異体については、野生型と比べて約 9 割レポーター
活性が低下した。上記の実験については、同一条件で 4 回実験を行い、4 回とも同様
の結果を得た。 

(2) Ppara KO マウスを用いた解析 
① 行動解析: Ppar 欠損が、ヒト患者の精神障害に類似の行動異常を示す可能性を検討す

るため、様々な行動試験を行った。まず、感覚運動ゲーティング機能（特定の感覚に
注意を向けるため、余分な感覚の刺激を排除する機能で、統合失調症ではこの機能が
減弱している）を評価することができるプレパルス抑制 (PPI) 試験を実施した。
Ppara KO マウスで%PPI の低下を認めた [two-way (prepulse x genotype) repeated-
measures ANOVA; genotype effect: p = 0.0475, prepulse effect: p < 0.0001, interaction 
(genotype x prepulse) : p = 0.6080]。
さらに Fisher’s LSD post hoc test に
より多重比較を行い、Ppara KO
マウスでは各プレパルスレベル
の%PPI が有意に低下することを
見出した(70 dB, p = 0.0365; 78 dB, 
p = 0.0470; 82 dB, p = 0.0495; 86 dB, 
p = 0.0902)。また、マーブル埋め
試験を実施し、不安様行動の有無
を評価した。その結果、KO マウ
スでは WT よりも埋められたマー
ブルの数が有意に多いことを明ら
かにした。この結果は、KO マウ
スでは統合失調症患者が示す臨床
症状の一つとして知られる不安レ
ベルが亢進していることを示して
いる。その他に、オープンフィー
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ルド試験、新規物体認識試験、Y 字迷路テスト、3 チャンバー社会的相互作用テス
ト、ホームケージ活動性試験、尾懸垂テスト、強制水泳テスト、MK-801 感受性試
験、スクロース嗜好性試験を行なったが、これらの行動試験においては WT、KO マ
ウス間で有意な差は認められなかった。 

② スパイン形態の解析: 統合失調症患者の死後脳および統合失調症モデル動物の脳で
は、大脳皮質錐体細胞樹状突起スパイン密度の低下やスパインサイズの変化などが報
告されている。そこで、スパイン形態における Ppara 機能欠失の影響を調べるため、
mPFC の錐体細胞のスパイン解析を行った。解析の結果、KO マウスでは、WT マウ
スに比べてスパイン密度が有意に低かった。これは統合失調症死後脳でみられる結果
と一致している。また、スパインを 5 種類の形態に分類したところ、KO マウスでは
成熟型スパイン（特に mushroom 型スパイン）の割合が減少し、未成熟型スパイン
（特に filopodia 型スパイン）の割合が増加していた。Ppara Hetero (Het)マウスでは、
成熟型スパインの割合の減少（特に mushroom 型、stubby 型）と未成熟型スパイン密
度の増加（特に Thin 型）を示したが、スパイン密度は変化しなかった。 

③ RNA-seq 解析: PPAR の下流因子を探索する目的で、Ppara KO マウスと野生型マウス
の大脳皮質を用いて、RNA-seq 法により網羅的遺伝子発現解析を行った。その結果、
Ppara KO マウスでは、シナプス形成に関連する遺伝子の発現変動が起きていること
が分かった。これらの遺伝子については、プロモーター領域に PPAR の結合コンセ
ンサス配列が複数存在していることから、PPAR が直接的にこれらの発現を制御して
いる可能性が考えられた。 

(3) PPAR アゴニストの効果の検討 
① スパイン形態の解析: 薬理学的統合失調症モデルマウスである PCP 投与マウスでは、

mPFC のスパイン密度が有意に減少していること、成熟スパイン（特に Mushroom 型
スパイン）の減少と未成熟スパイン（特に Filopodia 型）の増加が認められることを
明らかにした。PPAR を標的とした統合失調症治療の可能性を検討するため、PPAR
アゴニストであるフェノフィブラートを用いて評価を行った。フェノフィブラート
は、血液脳関門を通過することが過去に報告されている薬剤である。まず、フェノフ
ィブラート投与による副作用の有無を調べるため、フェノフィブラート投与マウスの
血漿を用いて血液生化学検査を行い、いずれの指標も正常の範囲内であることを確認
した。PCP 投与マウスで見られるスパイン形態の異常が回復するか調べるため、PCP
投与マウスに対してフェノフィブラートを投与し、スパイン解析を行った。その結
果、フェノフィブラート投与によってスパイン密度は変化しなかった。しかし、フェ
ノフィブラート投与によって成熟スパイン（特に Mushroom 型スパイン）の割合の減
少が軽減した。 

② フェノフィブラートの事前投与は
MK-801 感受性を低下させる: 次
に、NMDA 受容体阻害薬 MK-801
の急性単回投与による自発運動量
の誘発に対するフェノフィブラー
トの効果を検討した。MK-801 感
受性試験は、統合失調症に類似す
る行動変化を解析するモデルとし
て報告されている。B6J マウスに
対してフェノフィブラートを経口
で 2 週間投与し、フェノフィブラ
ート最終投与の 24 時間後、MK-
801 (0.15 mg/kg)を皮下注射した。
その結果、フェノフィブラートの
事前投与群では、MK-801 による
自発活動量の亢進反応が有意に抑
制された。 
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