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研究成果の概要（和文）：児童虐待に関する研究は、心理学や教育学などの社会科学や精神医学などの臨床医学
で扱われており、動物をモデルとしてその発生機序や生理学的影響について、生物学的観点から踏み込んだ研究
はこれまでにほとんど行われていない。そこで、本研究では、営巣活動や養育行動の低下を示すUsp46変異マウ
スをモデル動物として活用し、Usp46の細胞内機能、中枢機序及び行動発現への影響などについて検討した。そ
の結果、仔の養育能力の形成には、親から受ける養育環境の違いが大きく影響することが明らかとなった。ま
た、Usp46は、GABA神経系を介して様々な行動に影響を及ぼすことが示された。

研究成果の概要（英文）：Biological investigation (such as using animal models) of generating 
mechanisms of child abuse has not been well performed although this has been treated in a field of 
social science (psychology and education) and clinical science (psychiatry). In this study, 
therefore, we examined the role of Usp46 on cellular and  nervous system using Usp46 mutant mice 
which display poor maternal behavior. As a result, we found that the level of maternal care is 
transmitted to their pups and proper maternal behaviors can be shaped if adequate postpartum 
maternal care is given, even in genetically vulnerable mice. In addition, it is suggested that Usp46
 affects several behavioral phenotypes through GABAergic system.

研究分野： 動物行動生理学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類では、養育行動は子の生後発達のた
めに極めて重要であり、養育行動が阻害され
ると成長後に様々な肉体的、精神的障害が生
じることはよく知られている。ラットやマウ
スでは、養育期に慢性的ストレスにさらされ
ると成長後に様々な行動異常が現れる。ヒト
においても同様で、最近深刻な社会問題とな
っている児童虐待は、一時的に子供に影響を
与えるだけでなく、子供が成長した後の将来
にわたって継続的に影響を及ぼし、虐待が虐
待を生む世代間連鎖や、虐待を受けた児童の
成長後の犯罪率の高さ、うつ病などの精神疾
患発症率の増加など極めて重大な影響を児
童に与える。しかし、児童虐待に関する研究
は、心理学や教育学などの社会科学や精神医
学などの臨床医学で扱われており、動物をモ
デルとしてその発生機序や生理学的影響に
ついて、生物学的観点から踏み込んだ研究は
これまでにほとんど行われていない。そのた
め、児童虐待の発症原因の究明、予防・治療
法の開発、創薬などについては未解決のまま
である。 
 
２．研究の目的 
 我々は、抗うつ薬の反応性を調べる強制水
泳や尾懸垂テストにおいて無動化しない（絶
望しない）CSマウスを発見し、遺伝学的手法
により、無動行動を制御する量的形質遺伝子、
Usp46 を特定することに成功した（Nature 
Genetics,41:688-695,2009）。この遺伝子は、
脱ユビキチン化酵素をコードしており、抑制
性神経伝達物質である GABA の働きに影響を
与える。そのため、無動行動だけでなく多く
の行動が影響を受ける。なかでも営巣活動や
養育行動への影響が顕著で、Usp46 突然変異
マウスは巣造りがほとんど出来ず、頻繁に幼
児期のマウスを傷つけたり殺したりする。し
かし、この変異遺伝子（92 番目のリシン（K）
を欠くΔK92型USP46をコードしている）は、
QTL(Quantitative trait locus)解析により
同定された量的形質遺伝子のため、ノックア
ウトマウスのような遺伝子機能の欠損効果
が極端に現れる場合とは異なり、表現型への
影響が比較的マイルドである。すなわち、子
マウスへの殺傷行動は、Usp46 変異を持つ親
個体の全てに見られるわけではなく、何らか
のストレスが加わった親マウスに限って現
れる。児童虐待は、通常は問題なく育児を行
うことが出来る親が、度重なるストレスなど
の劣悪環境に曝されることにより生じる（ス
トレス脆弱性）。この点において、Usp46変異
マウスは児童虐待をする親に類似している。
また、Usp46 変異マウスの子マウスに対する
殺傷行動は、繰り返して起こることが分かっ
てきた。殺傷行動を起こした親マウスは、次
に出産した子マウス対しても同じように殺
傷行動を起こすことがほとんどである。しか
し、殺傷行動を起こしたことのない親が次の
出産で殺傷行動に至ることはまれである。こ

れは、児童虐待と極めて類似しており、ヒト
の場合でも虐待は反復・継続的になされるこ
とが一般的である（虐待の継続性）。さらに、
Usp46 変異マウスを育ての親に持つと、育て
られた仔マウスは遺伝的には正常にもかか
わらず成長後の養育活動が有意に低下する
こと明らかになってきた（虐待の世代間連
鎖）。そこで、本研究では、Usp46変異マウス
を養育行動解明のモデルとして活用し、生物
学的視点から研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 Usp46 の変異による養育行動の異常を理解
するために、遺伝子から行動表現までのプロ
セス、すなわち（１）細胞内機能、（２）脳
内中枢機能、（３）行動表現型について検討
した。（１）細胞内機能：脱ユビキチン化酵
素は、基質分子（標的タンパク質）の脱ユビ
キチン化によりその分子の安定化（分解抑
制）や機能修飾を引き起こす。USP46 の基質
分子は不明で、それを特定することは細胞内
機能解明において重要である。そこで、まず
基質分子の特定に取り組んだ。（２）脳内中
枢機能：USP46 の変異が脳のどの領域に影響
して養育行動の異常をもたらすかについて
検討した。そのために、可変型遺伝子トラッ
プ法により作製された Usp46 ノックアウト
（KO）マウス（レポーター遺伝子として LacZ
遺伝子が組み込まれている）を利用して
Usp46 の発現部位を特定するとともに、養育
行動の制御中枢として知られている内側視
索前野（MPOA）について養育刺激による c-Fos
タンパク質発現を検討した。また、Usp46KO
マウスの脳各部位におけるGABAA受容体サブ
ユニットの発現などについて検討した。（３）
行動表現型： Usp46 は GABA 系に影響するこ
とが分かっている。そこで、養育行動に加え
て、GABA 系に関連する行動を含め、様々なテ
ストを行い Usp46変異マウスの行動特性を調
べた。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内機能 
 ①USP46 欠損マウスの GABAA 受容体サブユ
ニットを調べたところ、いくつかのサブユニ
ットの mRNA 及びタンパク質の発現量がコン
トロールと異なっていた。特に GABAA 受容体
α２（Gabra2）では、発現が有意に上昇して
いた。そこで、脱ユビキチン化酵素である
USP46 が Gabra2 遺伝子座プロモーター領
域のヒストンユビキチン化を制御している
可能性を ChIP assay にて検証したところ、 
ユビキチン化レベルの減少傾向が認められ、
USP46 が Gabra2 遺伝子座プロモーター領
域のヒストンユビキチン化を正に制御して
いる可能性が示唆された。②USP46 の脱ユビ
キチン化活性には WDR48, WDR20 との結合が
必要であるが、USP46-WDR 複合体の細胞内局
在は不明であった。そこで、BiFC assay を
用いてこれを検証し、USP46-WDR 複合体は主



に細胞質に局在することを突き止めた。③こ
れまで不明であった USP46 の相互作用因子
の探索を行うため、BioID assay の確立を行
った。発現ベクターを作成し、USP46-ビオチ
ン化酵素融合タンパクによる、近位タンパク
のビオチン化を確認できたため、現在、質量
分析による解析を進めている。 
（２）脳内中枢機能 
Usp46 の発現は様々な脳部位に認められた。
例えば、主嗅球系の外網状層の房飾細胞体と
軸索、僧帽細胞層の僧帽細胞、内網状層の房
飾細胞、顆粒細胞層の顆粒細胞、副嗅球系の
僧帽細胞、大脳皮質の第 4 層、第 5 層、第 6
層に存在する各細胞、外側中隔の外側中隔核、
分界条の分界条床核、外側嗅索の外側嗅索核、
視床下部室傍の室傍核、扁桃体の扁桃体基底
外側核 、海馬の CA1 領域の錐体細胞層、上
昇層、放射状層、網状分子層、海馬の CA2、
CA3、DG 領域の錐体細胞、海馬台の海馬台神
経核、小脳の顆粒細胞層にある顆粒細胞とゴ
ルジ細胞、分子細胞層にある籠細胞、分子細
胞層を上向する籠細胞と顆粒細胞の軸索な
どに認められた。また、養育刺激による c-Fos
タンパク質の発現について検討したが、KO マ
ウスと野生型とで差は認められなかった。さ
らに、Usp46の GABA 神経系への影響を明らか
にするために、GABA の合成系及び GABAA 受容
体を構成するサブユニットについて調べた。
GABA 合成系においては HPLC 及び免疫染色法
を用いて GABA、GABA の前駆体であるグルタ
ミン酸、GABA 合成酵素(GAD67)、GABA 神経細
胞のマーカー分子パルブアルブミン(PV)の
発現量を解析した。その結果、いずれのマウ
スにおいても、各物質の発現量に変化は認め
られなかった。従って、Usp46は GABA 合成系
および PV陽性 GABA 神経細胞に対して影響を
及ぼさないと考えられた。GABAA 受容体の解
析においては、まず、KO マウスの行動試験結
果と各サブユニットの KO マウスが示す行動
試験結果の報告を基に比較を行い、最も
Usp46 の影響を受ける可能性が高いものを推
定した。GABAA 受容体サブユニットのなかで
も、α2 サブユニットの発現量をウェスタン
ブロッティング法により解析したところ、
Usp46KO マウスの嗅球、大脳皮質、海馬にお
いてα2 サブユニットが有意に増加している
ことが明らかになった。また、α4 サブユニ
ットを定量したところ、KOマウスの嗅球及び
海馬において増加が認められた。ユビキチン
化された基質タンパク質はプロテアソーム
による分解を受けるが、逆に、脱ユビキチン
化反応は分子の安定化（分解抑制）を引き起
こす。従って、KO マウスでは基質タンパク質
が過剰分解されると予想されるが、α2 及び
α4 サブユニットの発現量は予想に反して増
加していた。以上の結果から、脱ユビキチン
化酵素 USP46 の基質はα2 及びα4 サブユニ
ットではなく、それらを抑制的に制御する分
子である可能性が考えられた。 
（３）行動表現型 

①Usp46はGABA神経系に影響することが推定
されるため、GABA 神経系が関与すると思われ
る行動を中心に行動解析を行なった。実施し
たのはアルコール(GABAA 受容体作動薬)嗜好
性及び正向反射試験、スクロース嗜好性及び
反 応 性 試 験 、 Novelty-suppressed 
feeding(NSF)試験、新奇物体認知試験などで
ある。その結果、アルコール嗜好性及び正向
反射試験において、Usp46変異は GABA 神経系
の反応性低下を、スクロース嗜好性及び反応
性試験、NSF 試験において、うつ様または無
快楽症様行動を、また、新奇物体認知試験で
は、認知または記憶の低下をもたらすことが
明らかとなった。以上の結果から、Usp46 が
GABA 神経系を介して様々な行動に影響する
ことが示唆された。②Usp46 変異マウスの養
育能力の低下に個体差があることに着目し、
養育能力の形成に遺伝要因、環境要因がどの
程度寄与しているのかを検討した。これまで
の養育行動の研究では、主として環境要因の
違いに着目しており、遺伝要因と環境要因、
及びそれらの相互作用が仔の養育能力に及
ぼす影響を評価した研究はほとんど行われ
ていない。このような養育行動の低下の原因
究明は、遺伝的脆弱性と発育過程での環境要
因を考慮して行われるべきであり、この点に
おいて、Usp46 変異マウスを用いた研究は有
用なモデルとなり得る。従って、本研究では、
B6マウスとUsp46変異マウスの間で里親交換
処置を行い、次に C57BL/6J（B6）マウスと
Usp46 変異マウスを正逆交配させ得られた
F1 を用いた実験により、環境要因についての
検討を詳細に行った。養育行動テストの結果
からは、親から受ける養育環境の違いが、仔
の養育能力の形成に大きく影響を及ぼすこ
とが明らかとなった。B6 マウスに育てられた
Usp46 変異マウスは、仔を温めている時間、
舐める時間などがB6マウス並みに回復した。
反対に、Usp46 変異マウスに育てられた B6
マウスは、仔を温めている時間の減少、立ち
上がり回数の増加など、養育能力の低下が確
認された。これは遺伝的に脆弱なマウスも、
適正な養育環境下で育てられた場合には行
動異常が発現することはなく、逆に遺伝的に
正常なマウスでも、劣悪な環境下で育てられ
た場合には、養育能力形成に問題が生じると
いうことを示唆している。③Usp46KO マウス
を用いて概日リズムに関する実験を行った。
すなわち、Usp46 が及ぼす概日周期、明暗サ
イクルを前後にずらした場合のリズムの再
同調、光パルスによる位相反応及び食事同調
について検討した。その結果、KO マウスの概
日周期は有意に長く、明暗サイクルへの再同
調も有意に日数がかかった。また、光による
位相変量は有意に小さかった。食事サイクル
に対する同調では多くの KO マウスで同調が
見られた。以上の結果から、Usp46 が概日リ
ズムに影響を与えていることが明らかにな
った。 
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