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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経系特異的Ant1コンディショナルノックアウト(cKO)マウスを作成
し、 Ant1の機能と双極性障害に関連しうる行動表出の関係性を調べた。その結果、Ant1 cKOマウスは衝動性の
抑制、特に運動衝動性以上に認知的衝動性において顕著な抑制を示した。また、Ant1 cKOマウスの側坐核のモノ
アミン定量から、セロトニンやドーパミン代謝活性の亢進が示された。これらのことから脳内におけるミトコン
ドリアの機能的変化により、神経伝達物質としてのモノアミンの制御、ひいてはマウスにおける価値判断をも変
えうることを示唆し、このような分子基盤変化が障害発症の一因になっているのではないかと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated Ant1 conditional knockout (cKO) mice to 
investigate the relationship between mitochondrial function and bipolar disorder like phenotype 
manifestation. As a result, we found that Ant1 cKO mice showed behavioral phenotype indicating 
suppression of impulsivity, especially cognitive impulsivity rather than motor impulsivity. In 
addition, Ant1 cKO mice showed promotion of serotonin and dopamine metabolism in the nucleus 
accumbens. These results suggest that mitochondrial function in brains has important roles in 
regulation of monoamines which act as neurotransmitters and in judgment of the reward value. These 
molecular mechanisms may be one of causes of bipolar disorder onset.

研究分野：精神神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
双極性障害の国内における障害有病率は
0.7%といわれ(1)、患者や社会が受ける損失は
甚大であるが、根本的な病因は未解明で、診
断や治療は困難である。これまでの研究で、
ミトコンドリアの機能的障害が双極性障害
の発症に関与しているという報告は多く出
されているが(2)、本疾患研究に有用な実験モ
デルは稀少であることが、病態解明が進まな
い一つの大きな要因だと考えられる。 
(1) 川上憲人, 医学のあゆみ 219：925-929, 

2010 
(2) Kasahara T. et al. Mol Psychiatry 11 

(6)：577-93 
 
２．研究の目的 
本研究では、ミトコンドリア病の一つである
進行性外眼筋麻痺(PEO)と双極性障害を優性
遺伝形式で発症する家系で変異が見つかっ
ている Ant1(Slc25a4遺伝子)に関して(3)、神
経特異的コンディショナルノックアウトマ
ウス(Ant1 cKO)を作成し、神経におけるミト
コンドリア機能障害によってマウスのどの
ような行動表現型が表出されるかを明らか
にし、双極性障害の病態との関連性から発症
メカニズムの一端を解明することを目的と
した。 
(3) Siciliano G. et al. Neuromuscul Disord. 

13 (2)：162-5 
 
３．研究の方法 
(1)Ant1 遺伝子の成体マウス神経機能におけ
る 役 割 を 調 べ る た め 、 International 
knockout mouse consortium(IKMC)から購入
した Ant1 flox マウスを、まず CAG-flpe マ
ウス(理研 BSI 糸原重美シニアチームリーダ
ーより譲与)との掛け合わせにより FRT に挟
まれたゲノム領域を欠失させたマウスを作
成し、そのマウスと Jackson laboratory か
ら購入した nestin-Cre マウスとの掛け合わ
せにより神経系特異的に Ant1 の第２及び第
３エクソンを欠失したマウスを作成した(図
１)。生まれてくるマウスのうち Cre 遺伝子
が挿入されたアリルを持たないマウスをコ
ントロールマウスとし、Ant1 欠失ヘテロ接合
型及びホモ接合型マウスと比較した。 

 
図１ Ant1(Slc25a4 遺伝子) cKO マウスのア
リル構造 
 
(2)インテリケージ(ニューロサイエンス社)
と呼ばれる集団飼育下で個々のマウスの行
動が解析できる装置にトランスポンダーを

埋め込んだ Ant1 cKO マウスとコントロール
マウス(Cre アリルなし)を入れて飼育し、飲
水ボトルを設置したコーナーへの進入回数
や滞在時間、飲水量を測定することで脳機能
を調べる試験を行った。マウスを装置内の環
境に慣らした後、下記項目に関して評価でき
る試験を行った。 
・サーカディアンリズム 
・空間記憶学習 
・恐怖記憶学習 
・注意力 
・焦燥 
・報酬遅延割引課題 
報酬遅延割引課題とは水とマウスにとって
嗜好性が高いサッカリン水の２つの報酬の
間で、サッカリン水のみに遅延時間を設定し、
遅延時間を延長していくことにより報酬に
対する価値が目減りしていく大きさを評価
する試験である。 
 
(3)5-choice serial reaction time task 
(5-CSRTT)と呼ばれる壁面にある５つ穴のう
ちランダムに光が点灯した１つの穴でマウ
スがノーズポークを正しく行えた場合にシ
ュガーペレットを報酬として与える行動試
験を行った。この試験では光が点灯するまで
の待ち時間を設定することで衝動性を評価
することができる。 
 
(4)脳内の神経伝達物質の代謝変化を調べる
ために、側坐核や縫線核領域を切り出し、組
織からモノアミンを抽出し、HPLC を用いて定
量を行った。 
 
(5)Ant1 cKO 由来ミトコンドリアの性質を調
べるため、成体マウス大脳皮質由来細胞から
ミトコンドリアを単離し、FDSS(浜松フォト
ニクス社)を用いてカルシウムを一定のタイ
ミングで添加していき、ミトコンドリアがカ
ルシウムを吸収できる閾値を越した時に誘
発される膜透過遷移現象(mPTP)の起こり安
さに関して解析を行った。 
 
(6)Ant1 の機能喪失効果を調べるために
Neuro2a 細胞に Ant1 をノックダウンする
miRNA 発現ベクター(サーモサイエンティフ
ィック社)と ATP の濃度を FRET により測定す
る GOATeam を発現するベクター(京都大学今
村博臣博士より譲与)をトランスフェクショ
ンし、コンフォーカル顕微鏡(オリンパス社、
FV1000)を用いてタイムラプスイメージング
を行って細胞質及びミトコンドリア内の ATP
濃度の変化を調べた。 
 
(7)縫線核にあるセロトニン産生ニューロン
のミトコンドリア機能が正常であるかどう
かを調べるために、凍結切片を作成して
COX/SDH/TPH に対する免疫染色を行った。画
像取得はコンフォーカル顕微鏡(同上)を用
いて行った。 



 
(8)変異ミトコンドリア DNA(mtDNA)の蓄積が
起こり得るかどうかを調べる目的で、mtDNA
の複製開始領域に当たる D-loop から外側に
短い伸長時間で検出する方法を試した。また、
long PCR で全長 mtDNA を増幅し、イルミナ
MiSeq シーケンサーを用いてシーケンス手法
を確立した。 
 
４．研究成果 
(1)掛け合わせにより作出した神経系特異的
Ant1 cKO マウスに関して脳切片を用いた in 
situ hybridization 及び、脳や他の臓器から
抽出したタンパク質に対するウェスタンブ
ロッティングを行って神経組織だけで Ant1
の発現が消失していることを確かめた(図
２)。生まれてきたマウスは特に顕著な身体
的特徴を示さなかった。 

図２  Ant1(Slc25a4) に対する in situ 
hybridization 
 
(2)インテリケージを用いた行動解析を行う
と、サーカディアンリズム、空間記憶学習、
恐怖記憶学習、注意力を調べる試験では Ant1 
cKO マウスとコントロールマウスを比較して
有意な差は見られなかったが、遅延割引課題
においては、遅延時間を延長してもサッカリ
ン水を選択するという特徴がみられた(図
３)。 

図３  報酬遅延割引課題(横軸は遅延時間、
縦軸はサッカリン水選択率を示す。) 
 
Ant1 cKO マウスとコントロールマウスで、
元々のサッカリン水への嗜好性に差は見ら
れなかったことから、Ant1 cKO マウスは認知

的衝動性が抑制されているため報酬獲得の
遅延に寛容で、サッカリン水の価値が遅延時
間によって目減りしにくい傾向があるので
はないかと考えられた。このような行動パタ
ーンはホモ接合型とヘテロ接合型 Ant1 cKO
の両者においてみられた。 
 
(3)衝動性に関してさらに詳しく解析するた
めに、5-CSRTT を行ったところ、特にヘテロ
接合型 Ant1 cKO マウスはトレーニング完了
後においてもomission trial(脱落試行)の回
数が多く、反応時間は遅い傾向にあるが、誤
答の割合は低下していた。衝動性の指標とな
る premature nosepoke は低下傾向を示した
が、有意な差ではなかった。これらのことか
らヘテロ接合型 Ant1 cKO マウスは衝動性が
抑制されており、運動衝動性 (motor 
impulsivity) 以上に特に認知的衝動性
(cognitive impulsivity)が抑制されている
のではないかと考えられた。 
 
(4)このような行動的特徴の変化がどういっ
た分子基盤に基づくものかを明らかにする
ため、まず、衝動性に関わることが知られて
いるセロトニンやドーパミンを含むモノア
ミンの代謝に関して調べたところ、ヘテロ接
合型 Ant1 cKO マウスでは側坐核においてセ
ロトニンやドーパミンの代謝活性が亢進し
ていることが示された。セロトニンとドーパ
ミンの両方の代謝にモノアミノキシダーゼ
(MAO)が関わることから MAO の活性が亢進し
ているのではないかと考えられた(図４)。 
 

図４ モノアミン代謝 
 
(5)大脳皮質由来細胞から単離したミトコン
ドリアの mPTP を調べたところ、ホモ接合型
Ant1 cKOマウス由来ミトコンドリアはカルシ
ウム受容能が低下し、少ない量のカルシウム
添加によって mPTP が誘導されていた。 
 
(6)Ant1 遺伝子をノックダウンする miRNA 発
現ベクターを導入した Neuro2a 細胞では、オ
リゴマイシン Aを添加して ATP合成を阻害し
た後でも、ミトコンドリア内の ATP 濃度が高
いまま維持されていた。これは Ant1 発現抑
制によりミトコンドリアと細胞質間におけ



る ADP, ATP 交換反応が抑制されたためだと
考えられた。 
 
(7)縫線核にあるセロトニン産生ニューロン
でミトコンドリア機能に違いがあるかどう
かを確かめるために凍結切片を作成し、
COX/SDH/TPH 共染色を行ったところ、背側縫
線核の中心部にCOX陰性細胞が局在している
ことを見出したが(図 5)、この現象は
genotype に関わらずコントロールマウスで
も見られた。このことから、背側縫線核の中
心部にあるセロトニン産生ニューロンはミ
トコンドリア機能として他の領域の神経細
胞とは違う特徴を持っていると考えられる
が、そのことがセロトニン生産や代謝、或い
は行動表現型にどう影響しているかは現時
点で不明である。 

図５ 背側縫線核におけるCOX/SDH/TPH共染
色 
 
(8)ミトコンドリアの機能的な違いにより変
異mtDNAが蓄積している可能性を調べるため
に、まず、PCR によって欠失が起こった mtDNA
だけを増幅して検出する方法を試みたが、顕
著な欠失 mtDNA の蓄積は確認されなかった。
そこで、long PCR で全長 mtDNA を増幅し、イ
ルミナMiSeqシーケンサーを用いてシーケン
スを行い塩基置換変異が起こりやすいかど
うかを調べる目的で、手法の開発に取り組ん
だ。現時点で Ant1 cKO マウスの mtDNA で塩
基置換変異が誘発され得るかどうかは不明
であるが、今後調べられるものと期待する。 
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