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研究成果の概要（和文）：研究代表者は既に機能不全が知的発達障害を引き起こす脳内プロテアーゼmotopsinの欠損が
社会行動の亢進を引き起こすことを遺伝子組換えマスを使って明らかにしている。本研究では、神経芽細胞腫への遺伝
子導入実験から、motopsinとmotopsinへの結合能を有する膜蛋白質sez-6が協調して神経細胞の形態を制御している可
能性を明らかにした。さらに、別の脳内プロテアーゼであるtissue plasminogen activatorの欠損マウスでは社会的不
安が亢進している結果を得たことから、脳内プロテアーゼによる社会行動の制御機構はある程度の一般性があることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator has reported that the loss of motopsin, a serine protea
se in the brain, enhances social behaviors. In this research, we analyzed the effects of motopsin and sez-
6, which was identified as a motopsin-binding protein, on the cell morphology when they were transfected i
n neuroblastoma cells. The results suggested that these proteinases coordinately modulate the morphology o
f neuronal cells. Further, we showed a possibility that serine proteases in the brain ordinarily modulate 
social behaviors, since the mice lacking tissue plasminogen activator, another protease in the brain, show
ed enhanced social anxiety in behavioral tests. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者は、遺伝子欠損が重篤な精神遅滞を引

き起こす脳内プロテアーゼ motopsin	 

(neurotrypsin,	 prss12 とも呼ばれる)の発現

と機能について解析を行ってきた。最近では、

motopsin欠損マウスの異常な社会行動の亢進

や海馬ニューロンの構造と機能の異常を明ら

かにした。すなわち、motopsin 欠損マウスは

同種他個体に対して有意に長い接触行動を示

し、社会行動によって野生型マウスの海馬ニ

ューロンで誘導される CREB のリン酸化が著

しく減弱していた。また、海馬錐体ニューロ

ンでのシナプス密度が低下していた。一方、

スイスの Sonderegger らは、神経活動依存的

に神経終末から放出された motopsin が細胞

外基質 agrin を切断して生じた agrin の C 末

端フラグメントが Na+K+-ATP ポンプを抑制す

ることでシナプス形成を制御しているとする

モデルを提唱している。これにより、motopsin

欠損マウスに見られるシナプス密度の低下は

説明されるが、社会行動異常の分子機構につ

いては依然不明のままである。	 

	 以上の学術的背景から、申請者は抗社会行

動を伴う発達障害の診断・治療法開発に資す

るために、脳高次機能における脳内プロテア

ーゼの役割を分子レベルで明らかにすること

を目的に研究を進めている。過去のプロテア

ーゼ研究からmotopsinにもagrin以外に複数

の成体内基質が存在することが強く示唆され

ることから、近年プロテアーゼの基質を網羅

的かつ高感度に探索する方法として開発され

た網羅的解析による motopsin の生体内基質

の探索を着想した。また、Motopsin 結合蛋白

として見いだしたニューロンの膜蛋白質

seizure	 related	 protein-6（sez-6）につい

て、その相互作用の生物学的意義を解析し、

motopsinの分子レベルでの作用を明らかにす

る。さらには他の脳内プロテアーゼとして

tissue	 plasminogen	 activator	 (tPA)を対象

に社会行動との関連を検討した。	 

 
２．研究の目的 
遺伝子欠損が遺伝性精神遅滞を引き起こす

脳内プロテアーゼ motopsin の欠損マウスが

社会行動の異常と海馬ニューロンの構造的

機能的異常を示すことを申請者らは既に明

らかにしている。	 

	 本研究は、１）motopsin の生理的基質の探

索、２）テトラサイクリン motopsin 発現制

御マウスの作製、３）motopsin と motopsin

結合蛋白質 sez-6 による神経突起進展の制御

機構の解明、４）脳内プロテアーゼの機能不

全に起因する社会行動不全の分子病態の解

析、等を通じて、社会行動に異常を伴う発達

障害の新たな診断・治療法の開発戦略の創成

を目指して行った。	 

	 

３．研究の方法 
（１）Motopsin の生理的基質の探索	 

10 日齢の motopsin 欠損マウスおよび野生型

マウスの海馬を摘出し、氷冷した 4	 mM	 

Hepes-OH	 (pH7.4),	 0.32	 M	 Sucrose 中でホモ

ゲナイズした。遠心分離法によって抽出液を

さらに可溶性画分、Triton 可溶性画分、及び

Triton不溶性画分に分画した。各画分100	 µg

をミニゲルにて SDS-PAGE にかけてクマシー

ブリリアントブルーによる染色後、各泳動レ

ーンの上端から下端までを 5	 mm 間隔でスラ

イスしていった。トリプシンを用いてゲル内

消化し、ペプチドフラグメントは 2%	 

acetonitrile,	 1%	 formic	 acid に溶解・凍結

した。フーリエ変換型質量分析装置を用いて

ゲル片に含まれるペプチドを同定して

motopsin 欠損マウスと野生型マウスでの同

定フラグメントを比較した。	 

	 

（２）テトラサイクリン motopsin 発現制御

マウスの作製	 

	 pTRE-Tight-BI-AcGFP1（クロンテック）に

HA-tag と融合した motopsin	 cDNA を連結した



ベクターを定法に従って受精卵にマイクロ

インジェクションしてトラスジェニックマ

ウス（Tg）TRE-motopsin を得た。Cam	 kinase	 

II プロモータ下で tTA を発現する Tg マウス

（CamK-tTA）を TRE-motopsin と交配し、二

重 Tg マウス（CamK-tTA/TRE-motopsin）を作

製した。このマウスの終脳に対して western	 

blot法および免疫組織化学法によってGFPの

発現を検討した。	 

 

（３）Motopsinと motopsin結合蛋白質 sez-6

による神経突起進展の制御機構の解明	 

神経突起の形態を観察するために膜移行性

GFP とともに motopsin、および sez-6 を単独

あるいは両者を発現する４種類のベクター

（pCAG-GFP,	 pCAG-GFP/EF1-motopsin,	 

pCAG-GFP/CMV-sez-6,	 

pCAG-GFP/EF1-motopsin/CMV-sez6）を作製し

た。これらをリポフェクション法によってマ

ウス神経芽細胞腫 Neuro2a に導入して 2日後

に免疫細胞化学的に導入遺伝子の発現を確

認した。導入した遺伝子の全てを発現してい

た細胞について神経突起の数、長さ、分岐数、

およびフィロポディア数、細胞体の大きさに

ついて Image	 J ソフトウェアを用いて解析を

行った。	 

	 

（４）脳内プロテアーゼの機能不全に起因す

る社会行動不全の分子病態の解析	 

tPA欠損マウス(KO)およびtPAヘテロジェニッ

クマウス(Het)の雄の社会行動について解析

を行った。行動実験を開始する1	 週間前より、

群中での社会的な影響をなくすために、被験

マウスは個別に飼育した。実験は

resident-intruder	 test、social	 memory	 test、	 

3	 chamber	 test、免疫染色の順に行った。	 

①Resident-intruder	 test	 	 

照度15	 lux	 下で被験マウス（tPA	 KO	 n=15，

tPA	 Het	 n=15）のケージに刺激マウスとして	 

オスマウスを置き、10	 分間上部よりビデオ撮

影した。Active	 behavior、passive	 behavior、

aggressive	 behaviorに要した時間、及び刺激

マウスに最初に接触するまでの潜時を測定し

た。	 

②3	 chamber	 test	 	 

小原医科産業(株)の装置を使用し、11	 lux	 下

で行った。各セッションごとに10	 分間被験マ

ウスを自由に探索させ、被験マウスの行動を

装置天井に設置されたビデオカメラで記録し

た。セッション1	 は左右のareaに空のcage(E)

を置いた。セッション2	 ではどちらか一方の

area	 に刺激マウス(M1)を収容したcage	 を置

いた。セッション3	 は、M1	 に加えて空だった

cage	 に新しい刺激マウス(M2)を収容した

cage	 を置いた。各cage	 のそばで過ごした時

間、各cage	 に近づいた回数、各cage	 近傍で

の移動距離、各area	 で過ごした時間、各area	 

に入った回数、各area内	 での移動距離を

Image	 J	 ソフトウェアを用いて解析した。	 

③社会行動により活性化される脳領域の同定	 

tPA	 KO(n=6)、tPA	 Het(n=6)に対し各々のホー

ムケージ内で刺激マウスと10	 分間接触させ

た。	 90	 分間経過後、潅流固定して脳を摘出

し、厚さ30	 µmの凍結切片を作製した。切片に

対して抗cFos抗体による免疫組織化学染色を

行い、得られた画像についてImageJにてcFos

陽性細胞数をカウントした。	 

	 

４．研究成果	 

（１）Motopsin の生理的基質の探索	 

Triton 不溶性画分で同定できた 1390 種の蛋

白質のうち、野生型マウスのみに同定できた

蛋白質は 312 種で、motopsin 欠損マウスのみ

に同定できた蛋白質は 147 種であった。

Triton 不溶性画分では 1227 種類の蛋白質を

同定し、motopsin 欠損マウスで増加が示唆さ

れた蛋白質は 153 種で、減少が示唆された蛋

白質は 369 種であった。可溶性蛋白質では

1474 種の蛋白質を同定した。Motopsin 欠損



マウスで検出数が高かったものは７５種存

在で、検出数が少ない蛋白質は 104 種であっ

た。	 

	 LC-MS/MS による検出回数の差異を見出し

たもののうち、NR1,	 APP,	 Camk2a,	 CamK4,	 

Rab5b,	 GRIA1,GFAP を western	 blot により

motopsin 欠損マウスと野生型マウスとで発

現量の比較を行ったが、両者で有意な差がみ

られたものはなかった（図１）。	 

（２）テトラサイクリン motopsin 発現制御

マウスの作製	 

テトラサイクリン応答性プロモーター下に

連結した motopsin	 cDNA をもつ TRE-motopsin

トランスジェニック（Tg）マウスと CamK-tTA	 

Tg マウスを交配して得た二重 Tg を得たが、

脳内での motopsin および GFP の発現は

western	 blot および RT-PCR 法で確認できな

かった。現在、CamK-tTA のホモトランスジェ

ニックマウスを取得中で、この個体の生殖細

胞を用いて作製した受精卵に TRE-motopsin

のインジェクションを行って得たマウスを

用いて二重 Tgマウスを作成する予定である。	 

	 

（３）Motopsin と motopsin 結合蛋白質 sez-6

による神経突起進展の制御機構の解明	 

マウス神経芽細胞腫Neuro2aに膜移行性GFPと

ともにmotopsin、およびsez-6を単独あるいは

両者を導入し、GFPの蛍光を指標に細胞	 

形態について観察を行った。その結果、

motopsinを単独で発現させた場合には神経突

起の数、分枝数、長さのいずれもが有意に増

加したが、sez-6と共発現させるとこれらの効

果は抑制された（図２）。現在、初代神経細

胞を用いてさらに検討を進めている。	 

（４）脳内プロテアーゼの機能不全に起因す

る社会行動不全の分子病態の解析	 

tPA	 KOマウスの社会行動について解析を行

った。Resident-intruder	 test では、tPA	 KO

マウスは刺激マウスに初めて接触するまで

の潜時が Het マウスと比べて遅かったが、嗅

ぎ行動などの active	 behavior の時間は長か

った。	 

 

図 1 

A) Western blot 法における Camk4（上）とβ

-actin （下 ）の検出。 B) 野生型（WT ） と
motopsin KO マウス海馬の可溶性蛋白画分

における Camk4 相対量。 

	 

図 2	 Neuro2a 細胞の神経突起の長さに及

ぼす motopsin および sez-6 の発現効果	 

Motopsin を過剰発現させると突起の伸長

が促進されるが、sez-6 を共発現させると

その効果は抑制される。	 



3-chamber	 test では空ケージ（セッション

2）、あるいは、既知マウスの入ったケージ

（セッション 3）に近づいた回数は tPA	 KO マ

ウスの方が Het マウスより多かった。これら

のケージがおかれたエリアでの tPA	 KO マウ

スの移動距離も Het マウスに比べて有意に長

かった。そこで、社会行動後 90 分を経過し

た時点で脳を摘出し、cFos 蛋白質の免疫応答

性によって社会行動に対して反応した脳領

域の検索を行った。その結果、前頭前野での

cFos 陽性細胞数が Het マウスより tPA	 KO マ

ウスで多いことが示された（論文作成中）。

これらの結果は脳内プロテアーゼによる社

会行動の制御はある程度の一般性をもった

減少であることを示唆している。	 	 

さらに、環境中の化学物質がもたらす発達

や成長への影響や発達障害との関わりを明

らかにするため、モデル化した室内環境中で

のそれら化学物質の吸着・脱着に注目した計

測を行った。一方、自閉症に着目した早期発

見のためのバイオマーカーの検索について、

唾液試料を用いる精密質量分析の差異解析

からアプローチした。	 
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