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研究成果の概要（和文）：精神遅滞患者の大規模ゲノムデータから疾患と相関する新規の染色体領域を同定する目的で
行われたプロジェクトから、15q25.2-25.3領域が同定された。
本研究は過年度に染色体工学により作製したヒト15q25.2-25.3領域欠失モデルマウスを用い、対象染色体領域の欠失が
どのような行動パラダイムに影響を及ぼすか網羅的行動バッテリーを基に同定することを目的とした。この結果、社会
性、空間記憶、作業記憶、抑うつ等は顕著な影響は認められないものの、オープンフィールド試験、高架式十字迷路試
験から顕著な不安様行動が認められた。
現在、MRIによる脳の構造変化とともに、不安様行動につながる分子基盤を解析中である。

研究成果の概要（英文）：Recently, large scale genomic database revealed that 15q25.2-25.3 as a one of the 
novel risk loci for developmental disorders. Indeed three patients with 15q25.2-25.3 deletion exhibited 
autistic or neurological phenotypes indicating that this locus may involved in psychological/emotional 
aspects. To analyze association between this risk locus and behavioral abnormalities, we developed 
humanized mice model which recapitulate human 15q25.2-25.3 deletion by using chromosome engineering 
technique. In this term, first, we transferred mouse genetic background, 129 to C57BL/6J, to conduct 
behavioral neuroscience research. The speed congenic method enable us to start next study earlier than 
expected but spent one year. Next, we conducted comprehensive behavioral analysis to identify risk loci 
related behavioral abnormalities. Although typical autistic behaviors (e.g. social deficit and repetitive 
behavior) have not seen in this mouse, anxiety related behaviors were observed.

研究分野： 神経化学・神経薬理
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１．研究開始当初の背景 
 2011 年，新たに発達障害患者の大規模ゲノ
ムDNAデータを（15,767人小児発達障害患者，
8,329 人成人健常者の対照群）用いた解析か
ら，新規に発達障害と相関する染色体領域と
して 15q25.2-25.3 領域の欠失が報告された
(Cooper GM et al., Nat. Genet., 2011)． 
 
染色体レベルでの複数の遺伝子の欠失も

しくは重複による遺伝子群のコピー数の変
化は，一塩基多型 SNPs（Single Nucleotide 
Polymorphisms）と比較し, コピー数多型
CNV( Copy Number Variations)とよばれる．
CNV は複数の遺伝子群のコピー数依存的な遺
伝子発現（変化）を伴うことから，ガンをは
じめ精神疾患においても相関が報告されて
いる．今回報告された 15q25.2-25.3 領域は
ヘテロ欠失であるため，対象領域に含まれる
遺伝子群の発現は半分程度まで減少する可
能性が示唆される． 
 
本研究では，対象領域を欠失する発達障害

患者 3例を報告しており，そのうち 2例は自
閉症，1 例は筋疾患，さらに軽度の運動発達
障害（認知機能は正常）を併発している．対
象領域 15q25.2-25.3 は 7 つの遺伝子（その
うち 3 遺伝子: Zscan2, Wdr73, Znf592 は機
能未知）を含む 660-kb の巨大な領域である
が, これら遺伝子群のヘテロ欠失が実際に
精神神経機能に影響を及ぼすかは不明であ
る． 
 
一方，我々は過年度にヒト 15q25.2-25.3

領域に相当するマウス染色体領域Chr.7を同
定した．マウス領域においてもヒト領域同様，
7 遺伝子を含んでおり相同性が高いと考えら
れた．これを踏まえ，我々は染色体工学を用
い，はじめにマウス ES 細胞(AB2.2 ES cells, 
マウス 129 系統)を用い，ヒト 15q25.2-25.3
相同マウス染色体領域を欠失した変異 ES 細
胞を樹立，その後，変異 ES 細胞をマウス胚
盤胞にインジェクションしキメラマウスを
作製した．キメラマウスは野生型マウスと交
配することでヒト 15q25.2-25.3 領域に相当
するChr.7をヘテロ欠失した染色体改変マウ
スを得た． 
 
２．研究の目的 
 本期間（平成 26 年～27 年）は，我々が作
製した染色体改変マウス（ヒト 15q25.2-25.3
染色体領域に相当するマウス領域をヘテロ
欠失した CNV のモデル）を用い, 主に以下の
項目を実施する． 
 
(1) コンジェニックラインの樹立 
 染色体工学を用いて樹立した染色体改変
マウスは，遺伝的背景が129系統であるため，
C57BL/6J 系統への変更（戻し交配）が必要と
なった．特に脳神経科学分野においてマウス
行動解析を実施する際には129系統では脳梁

の不形成等，器質異常を伴う事が報告されて
おり，C57BL/6 系統の遺伝的背景を有するこ
とが必須条件である．通常 10 回以上の交配
によりレシピエント系統（C57BL/6J）と少な
くとも 99％以上同一となる事が既に報告さ
れている（Markel P et al., Nat. Genet., 
1997）．  
 
(2) 染色体改変マウスの行動レベルの解析・ 
行動（バッテリー）スクリーニング 
 C57BL/6 ライン樹立後には，網羅的な行動
解析（行動バッテリー）を実施，対象染色体
の異常がどの行動パラダイムに影響を及ぼ
すかを同定する．同時に脳の解剖学的解析も
MRI(Magnetic Resonance Imaging：核磁気共
鳴画像法)を導入し，解析を行う．対象とす
るCNVが脳の構造に影響を与えるかは不明で
あるが，最近自閉症モデルマウスにおいても
様々な構造変化が認められることから
(Ellegood J et al., Molecular Psychiatry., 
2015)，マウス行動解析と脳の構造変化の解
析を並行して実施する． 
 
３．研究の方法 
(1) 通常の戻し交配による手法では遺伝的
背景の変更に時間がかかるため，IVF 法(in 
vitro fertilization：顕微授精)により時間
の短縮を図った．最終的に 10 回以上の世代
を経るのに約 1年を有した．その間に得られ
た染色体改変マウスは一見顕著な異常は認
めらなかった．さらに繁殖にも問題が認めら
れないことから染色体改変マウスの生殖機
能は正常と考えられた． 
 
(2) 行動バッテリーでは以下の 13 項目を以
下順序で実施した．明暗箱移行試験，オープ
ンフィールド試験，Y 字迷路試験，高架型十
字迷路試験，スリーチャンバー社会性試験，
社会性相互試験，ロタロッド試験，聴覚性驚
愕試験/プレパルス抑制試験，バーンズ迷路
試験，逆転学習試験，尾懸垂試験，恐怖条件
付け試験.  なお各試験の間隔は最低3日間，
通常1週間を確保し，試験時間は10:00-18:00
の間に実施した．行動実験機器・解析装置は
小原医科産業（株）のものを用いた． 
 
４．研究成果 
 遺伝的背景を C57BL/6J 系統に統一した染
色体改変マウスを用い行動バッテリー（スク
リーニング）を実施した． 
 
新奇環境における活動量，不安行動を解析

するオープンフィールド試験では，活動量自
体に変化は認められなかったが，顕著な不安
様行動を染色体改変マウスで認めた．さらに
不安様行動を解析する試験である高架式十
字迷路試験においてもオープンフィールド
試験同様に不安様行動を認めた事から，偏桃
体を中心とした神経回路に何らかの異常を
生じている可能性が示唆される．MRI は実施



中であるため現在まで結果が得られていな
いが，偏桃体もしくは不安等の情動に関与す
る腹側海馬において染色体改変マウスでは
構造変化が起こっている可能性が示唆され
る． 
空間記憶の解析には，バーンズ迷路を適用

した．バーンズ迷路では異常が認められなか
ったため，空間記憶は正常と考えられる一方，
バーンズ迷路を用いた固執性の評価試験（逆
転学習試験）では，染色体改変マウスは野生
型に比べ固執性の傾向が認められた．『固執
性・繰り返し行動』は自閉スペクトラム症
(ASD)で認められる主症状の一つであるため，
対象領域はASDの一部症状に関与する可能性
も考えられる． 
一方，固執性とともに ASD の主症状の一つ

である『社会性・コミュニケーションの喪失』
パラダイムでは，スリーチャンバー社会性試
験，相互社会性試験を実施，ともに異常が認
められなかったため，対象領域は社会性には
影響を及ぼさない可能性が示唆された．
Cooper による過年度の報告（Nat. Genet., 
2011）からは，2 患者が ASD と診断されてい
る事から，対象領域は固執性のパートに選択
的に影響を及ぼしている可能性が示唆され
る． 
小脳依存的な運動機能・運動学習機能（ロ

タロッド試験）は異常が認められず，少なく
とも小脳の運動に関するパラダイムは正常
と考えられる． 
主に統合失調症，そして一部の神経変性疾

患（ハンチントン病）患者ではプレパルス抑
制試験(PPI: Prepulse inhibition test)で
の障害が報告されている．実際，本試験はげ
っ歯類からヒトまで同一プラットフォーム
で幅広く感覚機能を評価する指標として広
く用いられているが，染色体改変マウスにお
いても障害が認められた．対象領域である
15q25.2-25.3 領域のヘテロ欠失患者は，臨床
サイドの報告から，表現型が非常に幅広いこ
とが既に示唆されている．この中には統合失
調 症 様表現 型 も報告 さ れてい る こ と
(Doelken et al. Am. J. Med. Genet. A, 2013)
から少なくとも患者の表現型の一部が再現
できたといえる．本領域は，直接もしくは間
接的にPPIの表現型に関与している可能性が
示唆される．一方，『抑うつ表現型』を解析
する試験である尾懸垂試験では染色体改変
マウスに変化は見られず，抑うつ傾向は認め
られない． 
 
本研究期間では，行動バッテリーによる表

現型の同定，さらに MRI ブレインイメージン
グによる脳内脆弱部位の同定をコアのパー
トとして設定していたが，MRI の結果はまだ
得られていない．しかし，本パートで共同研
究を実施しているカナダトロント小児科病
院のトロントゲノミクス表現型解析センタ
ー，マウスイメージングセンター(MICe: 
http://www.mouseimaging.ca/index.html) ，

Jason P. Lerch 准教授にはすでに脳固定サン
プル（15 週齢）を郵送し，解析を開始して頂
いている．前頭葉，腹側海馬，さらに偏桃体
を中心とした脳の構造変化に着目し，今後の
解析に繋げていきたいと考えている． 
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