
 

 

 

 

 

博士論文 

 

双極性障害患者で同定されたデノボ変異の

病態生理学的意義に関する研究 

 

 

 

 

 

 

中村 匠 

 

 

 

  



1 

 

目次 
 

略語 ............................................................................................................................................... 4 

序論 ............................................................................................................................................... 6 

第 1 章 培養細胞株を用いた UNC13B 遺伝子変異の機能解析 .......................................... 9 

1.1 序論 .................................................................................................................................. 9 

1.1.1 双極性障害患者で同定された UNC13B 遺伝子のデノボ変異 ........................... 9 

1.1.2 細胞内における UNC13B の機能について .......................................................... 9 

1.1.3 統合失調症と UNC13B .......................................................................................... 10 

1.2 方法 ................................................................................................................................ 13 

1.2.1 変異がスプライシングに与える影響の予測 ..................................................... 13 

1.2.2 UNC13B ミニジーンの作製 .................................................................................. 13 

1.2.3 スプライシングアッセイ ..................................................................................... 13 

1.2.4 ヒト脳由来 total RNA を用いた RT-PCR ............................................................ 14 

1.3 結果 ................................................................................................................................ 15 

1.3.1 UNC13B のスプライシングアッセイ .................................................................. 15 

1.3.2 変異非保有者 RNA サンプルにおけるエクソンスキップバリアントの同定 15 

1.4 考察 ................................................................................................................................ 19 

1.4.1 双極性障害患者変異が UNC13B に与える影響 ................................................. 19 

1.4.2 エクソンスキップバリアントについて ............................................................. 19 

第 2 章 培養細胞株を用いた EHD1 遺伝子変異の機能解析 ............................................. 20 

2.1 序論 ................................................................................................................................ 20 

2.1.1 双極性障害患者で同定された EHD1 遺伝子のデノボ変異 ............................. 20 

2.1.2 EHD1 について ...................................................................................................... 20 

2.2 方法 ................................................................................................................................ 23 

2.2.1 mCherry-EHD1 発現ベクターの作製 ................................................................... 23 

2.2.2 トランスフェクション ......................................................................................... 23 

2.2.3 ウエスタンブロット ............................................................................................. 24 

2.2.4 神経突起伸長測定実験 ......................................................................................... 24 

2.2.5 エンドサイトーシス定量実験 ............................................................................. 24 

2.3 結果 ................................................................................................................................ 26 

2.3.1 mCherry-EHD1 発現ベクターの作製および品質評価 ....................................... 26 

2.3.2 EHD1 患者変異による神経突起伸長能への影響 .............................................. 26 

2.3.3 患者変異がエンドサイトーシスに与える影響 ................................................. 26 



2 

 

2.4 考察 ................................................................................................................................ 32 

2.4.1 患者型 EHD1 の機能について ............................................................................. 32 

2.4.2 患者型 EHD1 と双極性障害の関係をさらに明らかにするために ................. 33 

第３章 マウスを用いたデノボ変異の機能解析 ................................................................. 34 

3.1 序論 ................................................................................................................................ 34 

3.1.1 候補遺伝子の絞り込み ......................................................................................... 34 

3.1.2 MACF1 について ................................................................................................... 34 

3.1.3 KMT2C について ................................................................................................... 35 

3.1.4 双極性障害のマウス研究 ..................................................................................... 36 

3.2 方法 ................................................................................................................................ 42 

3.2.1 pLi および RVIS の取得 ........................................................................................ 42 

3.2.2 Surveyor assay ......................................................................................................... 42 

3.3.3 遺伝子改変マウスの作製 ..................................................................................... 43 

3.2.4 エクソーム解析 ..................................................................................................... 44 

3.2.5 Ehd1 改変 PC12 細胞の作製 ................................................................................. 45 

3.2.6 ウエスタンブロット ............................................................................................. 46 

3.2.7 輪回し行動解析 ..................................................................................................... 47 

3.2.8 インテリケージ ..................................................................................................... 47 

3.2.9 超音波発声測定 ..................................................................................................... 49 

3.2.10 マイクロアレイ解析 ........................................................................................... 49 

3.2.11 モザイク変異解析 ............................................................................................... 50 

3.3 結果 ................................................................................................................................ 52 

3.3.1 各遺伝子改変マウスの作製 ................................................................................. 52 

3.3.2 遺伝子改変マウスの作製とオフターゲット変異解析 ..................................... 52 

3.3.3 Ehd1 切断マウスのジェノタイプ分布について ................................................ 53 

3.3.4 インテリケージ解析と輪回し行動解析 ............................................................. 54 

3.3.5 KMT2C マウスのマイクロアレイ解析 ............................................................... 55 

3.3.6 双極性障害患者デノボ変異の再解析 ................................................................. 56 

3.4 考察 ................................................................................................................................ 84 

3.4.1 結果のまとめ ......................................................................................................... 84 

3.4.2 RVIS と pLi について ............................................................................................ 84 

3.4.3 CRISPR/Cas9 によるオフターゲット変異について .......................................... 84 

3.4.4 各変異マウスで見いだした表現型について ..................................................... 85 

3.4.5 各遺伝子改変マウスの行動の雌雄差について ................................................. 87 



3 

 

3.4.6 本研究の課題 ......................................................................................................... 88 

総括 ............................................................................................................................................. 89 

参考文献 ..................................................................................................................................... 90 

謝辞 ........................................................................................................................................... 107 

 

 

  



4 

 

略語 

 

ATP:  adenosine triphosphate 

  アデノシン 3 リン酸 

AMPA:  α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

  α-アミノ-3 ヒドロキシ-5-イソオキサゾール-4-プロピオン酸 

bp:  base pair 

  塩基対 

CRISPR:  clustered regularly interspaed short palindromic repeat 

  クリスパー 

DTT:  dithiothreitol 

  ジチオトレイトール 

EDTA:  ethylenediaminetetraacetic acid 

  エチレンジアミン四酢酸 

FACS:  fluorescent activated cell sorting 

  蛍光フローサイトメトリー 

GFP:  green fluorescent protein 

  緑色蛍光タンパク質 

LED:  light emitting diode 

  発光ダイオード 

Mut:  mutant 

  変異体、変異型 

PBS:  phosphate-buffered saline 

  リン酸緩衝生理食塩水 

PCR:    polymerase chain reaction 

  ポリメラーゼ連鎖反応 

PFA:  paraformaldehyde 

  パラホルムアルデヒド 

rmANOVA: repeated measures analysis of variance 

  反復測定分散分析 

RT:  reverse transcription 

  逆転写 

SEM:  standard error of the mean 

  標準誤差 
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SNP:  single nucleotide polymorphism 

一塩基多型 

ssODN:  single strand oligo deoxynucleotide 

  一本鎖オリゴヌクレオチド 

WT:  wild type 

  野生型 

 

 

  



6 

 

序論 

 

双極性障害について 

 双極性障害は、躁およびうつ状態を繰り返し示す精神疾患である(1) (2)。生涯有病

率は、1%前後と非常に高く(3)、その症状の特徴から、患者本人だけでなく、患者の周

りの人々の生活にも大きな影響を与えてしまう。躁状態においては、気分が高ぶるなど

して、無計画な借金を繰り返すなど、社会的信用を失うような行動が見られる場合があ

り、患者にとって大きな社会的問題が生じうるものである。一方、うつ状態においては

逆に、活動意欲が低下し、労働が困難になるなど、こちらも患者の生活に大きな影響を

与える。患者の多くは、20~30 歳代の働き盛りに双極性障害を発症し、労働が困難にな

る場合も多く、患者本人への影響だけではなく、国全体の労働力低下を招き、国力の低

下にもつながるため、社会的な影響も大きい。 

双極性障害の診断は、アメリカ精神医学会により定められた「精神障害の診断と統計

マニュアル（Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Fifth edition, DSM-Ⅴ）」

を基準に、問診により確定される。患者の多くは、最初はうつ状態になることが多く、

その状態で受診するため大うつ病との鑑別が困難である場合が多い。抗うつ薬の中には、

双極性障害の症状を悪化させてしまうものもあるため、大うつ病との区別が重要である

が、上記の理由からたびたび抗うつ薬を処方され、症状が悪化する例も少なくなく、正

確な診断法の確立が重要である。しかしながら、明確な脳病変部位やバイオマーカーな

どは見つかっておらず、生物学的な診断が困難であるのが現状である。 

治療については、気分安定薬リチウムが第一選択薬であるが、抵抗性を示す患者も存

在する(4)。そのほか、バルプロ酸やカルバマゼピンなどの気分安定薬も用いられている。

これと並行して、心理社会的治療も行われる。 

 

双極性障害と遺伝 

 双極性障害の発症には、遺伝要因が大きな寄与をしていることが知られている。一卵

性双生児の方が、二卵性双生児に比べて、両者とも双極性障害を発症する割合が高いこ

とが報告されている(5)。また、ミトコンドリア DNA 合成酵素 Polymerase γ（POLG1）

や Adenine nucleotide translocase type 1（ANT1）が原因遺伝子の慢性進行性外眼筋麻痺

（Chronic progressive external ophthalmoplegia, CPEO）(6-8)、小胞体ストレスシグナル伝

達を調節する Wolfram syndrome 1（WFS1）を原因遺伝子とするウォルフラム症候群(9)、

小胞体カルシムポンプ ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 2

（ATP2A2）遺伝子が原因遺伝子の遺伝性皮膚疾患ダリエ病などの(10) (11)、一部のまれ

な遺伝性疾患で双極性障害の発症率が高いなどの知見も、双極性障害の発症に遺伝要因
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が大きく寄与していることを示唆している。 

 

精神疾患の遺伝学的研究 

 また近年、次世代シークエンサーの発展により、精神疾患患者を対象にした全ゲノム

解析や全エクソーム解析が盛んに行われており、特に統合失調症や自閉スペクトラム症

（自閉症）を対象にした大規模解析がこれまで報告されている。そのような遺伝学的研

究の例として、SNP に着目し、健常者群と患者群の SNP 群を比較することにより患者

で頻度高く見られる SNP を同定するゲノムワイド関連解析（genome-wide association 

study, GWAS）が挙げられる(12)。統合失調症では、2014 年に初の大規模 GWAS 研究の

結果が報告されており、113,075 人の健常者群と 36,989 人の患者群を比較し、108 の遺

伝子座位が統合失調症に有意に関係していることが報告された(13)。この中には、前述

の遺伝性皮膚疾患ダリエ病の原因遺伝子 ATP2A2 が含まれていた。2018 年には、上記の

データにさらにサンプル数を追加したメタ解析なども報告されており、40,675 人の患者

群を対象にした GWAS では、計 145 の遺伝子座位の関連が報告された(14)。このよう

に、現在もデータ数は増え続けており、精神疾患患者を対象にした大規模遺伝学的研究

は発展し続けている。 

しかし、上記のような GWAS 研究で見つかる遺伝子多型は、多くの患者で共通して

見つかるものの、オッズ比は小さいため、双極性障害は、ひとつの遺伝子の異常で生じ

る疾患ではなく、複数の遺伝子の異常により引き起こされる、ポリジェニックな疾患で

あると考えられている。そのため、上記の GWAS 研究で見つかった遺伝子ひとつに着

目し、in vitro または in vivo な研究を行っても、顕著な違いを見いだすことが困難であ

ることも十分に予想される。そこで、頻度は高いが効果の小さい遺伝子多型探索研究が

進む一方で、頻度は小さいが効果の大きな変異探索も着目されてきた。この中には、上

記のような、双極性障害を併発する遺伝性疾患の原因遺伝子も含まれる。 

そのような、頻度は小さいが効果の大きな変異として、デノボ（de novo）変異が大き

く注目されてきた。デノボ変異とは、両親では見られないが、子では見られる新生突然

変異のことで、健常な両親から生まれた患者である子において見られるデノボ変異は、

疾患発症に関係がある可能性が高いとして、精神疾患研究において、デノボ変異探索が

盛んに行われている。 

 そのような例として、自閉症および統合失調症で有力な関連遺伝子が同定されている。

自閉症については、2014 年に大規模デノボ変異探索の結果が 2 報で報告されており

(15,16)、クロマチンリモデリングタンパク質を発現する Chromatin-helicase DNA binding 

protein 8 (CHD8)などが見出された。その後、Chd8 ヘテロノックアウトマウスの解析結

果が報告されており、自閉症患者でたびたび見られる脳重の増加や、自閉症の主症状で
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ある社会性の異常や固執行動が見出された(17)。その他にも多数の、自閉症患者デノボ

変異探索論文が多数報告されている(18)。一方、統合失調症についてもデノボ変異解析

により、現在では統合失調症と最も関連が高いとされている遺伝子のひとつである、ヒ

ストンメチル基転移酵素 SET domain containing 1a（SETD1A）が報告されている(19)。

SETD1A については、最初はデノボ変異探索により同定されたが、その後、症例対照研

究でも、ゲノムワイドにも有意に関連していることが明らかとなっており、デノボ変異

探索の有用性を支持している(20)。Setd1a ヘテロノックアウトマウスの解析も近年報告

されており、認知機能の低下や不安行動を示すことが報告されている(21)。 

 このように、精神疾患研究の遺伝学的研究は近年非常に活発に行われており、様々な

関連遺伝子が報告されている。 

 

双極性障害の遺伝学的研究 

上記と同様に、双極性障害患者を対象にした大規模な遺伝学的研究も盛んに行われて

おり、遺伝要因の寄与を強く支持した結果や、有力な関連遺伝子が報告されている(22) 

(23) (24)。ヨーロッパ人を対象とした、31,358 人の健常者群と 20,352 人の患者群を比較

した GWAS では、30 の遺伝子座位が有意に双極性障害と関連していることを報告して

いる(25)。この中には、61,887 人の健常者群と 2,964 人の日本人患者群を対象とした

GWAS 研究において、双極性障害との有意な関連が報告された脂質代謝を制御する、

Fatty acid desaturase 1/2（FADS1/2）遺伝子座位も含まれている(26)。 

その一方で、双極性障害患者を対象にしたデノボ変異探索が 2016 年に報告された。

この報告では、一般人口ではミスセンス変異やナンセンス変異が見られることがまれな

遺伝子において、双極性障害患者では有意に多くのデノボ変異があることが明らかにな

った。また、双極性障害患者で計 71 種のヘテロ遺伝子変異が報告され、その中で 9 種

の機能喪失型デノボ変異が報告された(27)。 

 本研究では、機能喪失型変異が報告された 9 個の遺伝子のうち、様々な観点から生体

内でより大きな影響があると予測される 4 つの遺伝子、UNC13B、EHD1、MACF1、KMT2C

の 4 遺伝子に着目し、研究を行った。  
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第 1 章 培養細胞株を用いた UNC13B遺伝子変異の機能解析 

 

1.1 序論 

 

1.1.1 双極性障害患者で同定された UNC13B遺伝子のデノボ変異 

 双極性障害患者で報告された UNC13 Homolog B（UNC13B）遺伝子のデノボ変異は、

71 個の中で唯一スプライスサイトに存在する変異であった（図 1A）。この変異により、

スプライスドナーサイト配列”GT”が”AT”に置換され、UNC13B のエクソン 38 のドナー

サイト配列が喪失するため、患者では UNC13B のスプライシング様式が変化すること

が予測された。実際に、塩基置換がスプライシングに与える影響を予測することのでき

る、スプライシング予測サイト NetGene2（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/）(28)

および SPANR（http://tools.genes.toronto.edu/）(29)において、UNC13B 遺伝子のデノボ変

異がスプライシング様式を変化させるという予測結果が得られた。Netgene 2 では、変

異配列により、エクソン 38 のドナーサイトが喪失することが予測された（図 1B）。

SPANR では、変異配列により、percent spliced in（PSI）が 15.62 低下しており、スプラ

イスに大きな影響を与えると予測される目安値とされている 5 を(29)、大幅に超える結

果を得た。 

しかしながら、患者で同定されたデノボ変異が実際に生体内でスプライシングに影響

を与えるかどうかは確認されていない。患者変異によるスプライシング様式の変化は、

培養細胞株を用いたミニジーンスプライシングアッセイによる確認が可能であると考

え、本章では、患者変異による UNC13B のスプライシング様式の変化を、ミニジーンス

プライシングアッセイにより検討することとした(11,30,31)。 

 

1.1.2 細胞内における UNC13B の機能について 

 UNC13B は、エクソサイトーシスのプライミングステップを制御することが知られて

おり、特にプレシナプス終末における機能を担っていることが知られている(32) (33)。

また、タンパク質情報データベースであるUniprot（https://www.uniprot.org/）におけるGene 

ontology（GO）分類によると、”Calcium ion binding”にも分類されている。双極性障害患者

の血液細胞において、カルシウムシグナリングに異常が報告されており(35)、双極性障

害とカルシウムの関係が示唆されている。また、双極性障害患者を対象にした GWAS で

も、L 型カルシウムチャネルのサブユニットである Calcium voltage-gated channel subunit 

alpha 1 C（CACNA1C）が、双極性障害と有意に関与していることが報告されている(22)。

また、双極性障害の併発率が高い遺伝性皮膚疾患ダリエ病の原因遺伝子 ATP2A2 は、小

胞体膜上に存在するカルシウムポンプであり、双極性障害の発症にカルシウムが関係し

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
http://tools.genes.toronto.edu/
https://www.uniprot.org/
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ている可能性が示唆される(11)。上記から、カルシウムに結合することが示唆される

UNC13B は、双極性障害の発症に関与している可能性がある。 

 

1.1.3 統合失調症と UNC13B 

 ある統合失調症多発家系において、患者を対象にした全エクソーム解析を行った研究

において、患者の多くで UNC13B の稀なミスセンス変異が存在していることが報告さ

れており、UNC13B と統合失調症との関係も示唆されている(36)。 
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図 1 UNC13Bデノボ変異 

A. 患者で同定されたデノボ変異の模式図 

B. Netgene 2 によるスプライシング予測の結果。赤枠が野生型配列のエクソン 38 ドナ

ーサイト。 

C. タンパク質ドメインデータベース Pfam による、UNC13B タンパク質のドメイン検

索結果。矢印はフレームシフトが生じる部位を示す。 aa; amino acids, 

Membr_traf_MHD; Munc13 homology domain, DUF1041; Domain of Unknown Function, 

C1_1; Phorbol esters/diacylglycerol binding domain, C2; C2 domain. 
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1.2 方法 

 

1.2.1 変異がスプライシングに与える影響の予測 

 患者変異によるスプライシングへの影響を予測するために、二つのスプライシング予

測 サ イ ト 、 Netgene 2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) と  SPANR 

(http://tools.genes.toronto.edu/)を使用した。Netgene 2 には、野生型および変異型

塩基配列を含んだ、UNC13B エクソン 37-39 領域をそれぞれインプットした。

SPANR については、患者変異の塩基配列情報をインプットし、使用した。 

 

1.2.2 UNC13Bミニジーンの作製 

片岡、的場らにより報告された双極性障害患者の DNA を使用し、PrimeSTAR GXL

（TaKaRa, Shiga, Japan）を用いて、nested PCR により患者変異近傍部を増幅した。1st 

PCR は Fw プライマー: 5’ - CCTCAGGTTTACCTCCTACAGTTCTCC - 3’、Rv プライマー: 

5’ - CCTGATTGGCACAGGAGTCGAAGG - 3’により行い、2nd PCR は Fw プライマー: 5’ 

- TTTTctcgagGGTCTGGTGTGGACGATCCTGTG - 3’ 、 Rv プ ラ イ マ ー : 5’ - 

AAAAgaattcTCAGCTCCCCTCCTCCGTGGAACG - 3’により行った。増幅した PCR 産物

および pAcGFP-C1 プラスミドを、XhoI および EcoRI により切断した。各切断後サンプ

ルを Ligation High（TOYOBO, Osaka, Japan）によりライゲーションし、ミニジーンコン

ストラクトを作製した。得られたコンストラクトは、PureLinkTM HiPurePlasmid Filter 

Midiprep Kit（Invitrogen, Carlsbad, California, USA）によって増幅した。 

 

1.2.3 スプライシングアッセイ 

1 トランスフェクション 

UNC13B のスプライシングアッセイは、ヒト胎児腎細胞由来 HEK293 細胞により行

った。HEK293 細胞は、100U/mL ペニシリン、100μg/mL ストレプトマイシン（Wako, 

Osaka, Japan）、非働化した 10%v/v ウシ胎児血清（Fetal bovine serum, FBS; NICHIREI, 

Tokyo, Japan）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium（D5796; Merck Millipore）培地

中で、37°C、CO2環境下で培養した。 

継代時には、細胞密度が 90~100%コンフルエントに達した段階で、培養液を取り除き

1×PBS で洗浄後、0.25% Trypsin-EDTA（Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA）を加え、3 分間 37°C で静置後、接着細胞を剥がした。適量の培地で細胞を 15mL

チューブに回収後、500×g で 3 分間遠心し上清を除去後、培地により細胞を懸濁し 1×105

細胞を 10cm ディッシュに播種した。 

トランスフェクションは、下記の通り行った。トランスフェクション前日に、6.0×105
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の HEK293 細胞を 6 well プレートの well ごとに播種した。24 時間後、1 μg のミニジー

ンコンストラクトを、3μL の Lipofectamine 2000（Invitrogen）によりトランスフェクシ

ョンした。48 時間後に細胞を回収し、その後の実験に使用した。 

 

2 RT-PCR およびシークエンス解析 

 トランスフェクションした細胞を回収し、TRIzol Reagent（Thermo Fisher Scientific）

により、RNA 抽出を行った。抽出した RNA を 1 μg 使用し、Super Script III First-Strand

（Invitrogen）を用いて、oligo dT プライマーを用いて逆転写を行った。 

 逆転写により得られた cDNA を 5 倍希釈し、RT-PCR のテンプレートとした。RT-PCR

は 、 Ex Taq ポ リ メ ラ ー ゼ （ Takara ） を 用 い て 、 Fw プ ラ イ マ ー : 5’ - 

CTGACCGGCACCGATTTCAAGGAG - 3’ 、 Rv プ ラ イ マ ー : 5’ -

GCTGCCCTTGGCTGTGACATC - 3’により行った。PCR 条件は、96°C、2 → 30×（98°C、

10 秒 → 60°C、30 秒 → 72°C、1 分）→ 72°C、5 分とした。 

 電気泳動ののち、スプライシング産物のバンドを切り出し、Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System（Promega, Fitchburg, Wisconsin, USA）により、目的産物を精製した。精

製した DNA 断片を、TOPOⓇ TA cloning kit（Invitrogen）に挿入し、BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing kit（Thermo Fisher Scientific）により配列解析を行った。各試行は 3 回

ずつ行った。 

 

1.2.4 ヒト脳由来 total RNAを用いた RT-PCR 

 購入可能なヒト脳由来 total RNA である Premium Total RNA（#636561, Takara）を用い

て、Super Script III First-Strand（Invitrogen）により逆転写を行った。1st PCR は、得られ

た cDNA を用いて、UNC13B のエクソン 35/36 ジャンクションを認識する Fw プライマ

ー: 5’ - CCTGGACACCATCAAGCAATACTTCC - 3’と、エクソン 39 を認識する Rv プラ

イマー: 5’ - CCTTGGCTGTGACATCCCTCAGAG - 3’によって、Ex Taq（Takara）による

増幅を行った。PCR 条件は、96°C、2 分→35×（98°C、10 秒 → 58°C、30 秒 → 72°C、35

秒）→ 72°C、5 分とした。2nd PCR は、100 倍希釈した 1st PCR の PCR 反応液を用いて、

UNC13B のエクソン 37/39 ジャンクションを認識する Fw プライマー : 5’ - 

GCACAAGGTCACAGTGAAAGCCTC - 3’と、エクソン 39 を認識する Rv プライマー: 5’ 

- GACATCCCTCAGAGGCATCACAG - 3’によって、Ex Taq（Takara）による増幅を行っ

た。PCR 条件は、96°C、2 分→30×（98°C、10 秒 → 60°C、15 秒 → 72°C、30 秒）→ 72°C、

5 分とした。各 PCR 産物は、アガロースゲル電気泳動により分離した。 
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1.3 結果 

 

1.3.1 UNC13Bのスプライシングアッセイ 

 UNC13B の患者変異は、UNC13B エクソン 38 のスプライシングドナーサイトに存在

しており、ドナーサイト配列を喪失させる。この変異は UNC13B のスプライシング様式

を変化させることが予想されたので、UNC13B 患者変異がスプライシングに与える影響

を調べるために、ミニジーンスプライシングアッセイを行った。患者ゲノムを鋳型に

PCR を行い、UNC13B のエクソン 37-39 領域を増幅した。増幅した UNC13B ex37-39 領

域を pAcGFP-C1 ベクターに挿入し、ミニジーンコンストラクトを作製した（図 2A）。 

 作製したコンストラクトを HEK293 細胞にトランスフェクションし、抽出した RNA

を用いて RT-PCR を行った。その結果、野生型と変異型で、それぞれ異なる泳動パター

ンを示した（図 2B）。得られた PCR 産物を精製し、サブクローニングを行い、配列解析

を行ったところ、変異型ミニジーンを導入した細胞由来 cDNA では、野生型スプライシ

ングは完全に失われ、様々なスプライシング様式を示すことを見いだした（図 2C）。一

方で、野生型ミニジーン由来 cDNA でも、エクソン 38 がスキップされたスプライシン

グパターンが、わずかながら見られることを明らかにした（図 2C）。 

 

1.3.2 変異非保有者 RNAサンプルにおけるエクソンスキップバリアントの同定 

 同定したエクソンスキップバリアントが、実際に変異非保有者でも見られるのかを調

べるために、ヒト大脳皮質由来 total RNA から cDNA ライブラリーを作製し、RT-PCR

を行った。エクソン 35-39 領域を増幅したところ、既知のオルタナティブスプライスバ

リアントを含む 2 つのバンドを確認した（図 3A、B）。 

 ミニジーンスプライシングアッセイの結果から、エクソンスキップバリアントの発現

量は小さいと予測できたため、エクソン 37/39 ジャンクションを特異的に認識できるプ

ライマーにより、図 3A、B の PCR 産物を用いて nested  PCR を行い、エクソンスキッ

プバリアントを増幅した。その結果、非特異的増幅が見られたものの、変異非保有者サ

ンプルでもエクソン 38 をスキップしたスプライスバリアントが存在していることを確

認した（図 3C）。 
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図 2 患者型 UNC13Bのミニジーンスプライシングアッセイ  

A. ミニジーンコンストラクトの模式図。 

B. ミニジーンをトランスフェクションした HEK293 細胞由来 cDNA による RT-PCR。

患者型ミニジーン由来 cDNA で、スプライシングパターンの変化を確認した。 

C. 各スプライシングバリアントのクローン数。 
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図３ 健常者 cDNAを用いた UNC13Bスプライシングバリアントの検討 

A. 健常者由来 cDNA を用いた RT-PCR。スプライシングアッセイにおいて正常型でも

見られる、exon 36A-inclusion variant 由来のバンドを見いだした。 

B. A の泳動図のコントラストを上げたもの。メインバンドの下にエクソンスキップバ

リアント由来のバンドを確認した（矢印部） 

C. エクソン 38-skipping バリアント由来のバンドを見いだした。 

 

 

 

  



19 

 

1.4 考察 

 

1.4.1 双極性障害患者変異が UNC13Bに与える影響 

 本研究により、UNC13B のデノボ変異がエクソン 38 のドナーサイトを喪失させ、エ

クソンスキッピングを引き起こし、フレームシフトによる未成熟終始コドンを生成する

可能性を見いだした。この未成熟終始コドンは UNC13B の最終コドンに生じるため、異

常 mRNA は、ナンセンス変異依存 mRNA 分解機構（nonsense-mediated mRNA decay, NMD）

による分解を逃れ、C 末端の一部を失った短い異常タンパク質を生成すると考えられる。

この異常タンパク質は、脂質結合ドメインである C2C ドメインを失っており、UNC13B

の機能を喪失している可能性が高いだけなく、異常タンパク質が野生型 UNC13B の機

能を阻害するなどして、ドミナントネガティブ効果を引き起こす可能性もある。 

 UNC13B は、プレシナプス終末において、エクソサイトーシス機能に関与しており、

シナプス伝達の機能を担っていると考えられており、UNC13B 変異によるシナプス機能

の異常が双極性障害発症に関与している可能性がある。双極性障害患者由来 iPS 細胞を

海馬歯状回様神経に分化させたところ、健常者由来 iPS 細胞に比べて神経の過活動が生

じており、双極性障害患者のシナプス伝達に異常が生じている可能性を示唆する報告が

ある(37)。また、患者死後脳では、シナプス構造に異常が生じていることが報告されて

おり(38)、シナプス伝達と双極性障害との間に何らかの関係がある可能性があり、シナ

プス伝達に異常を生じると予測される。そのため、シナプス伝達に関わる UNC13B の変

異が、双極性障害の発症に関与している可能性は十分あると考える。 

 また、UNC13B は、一般人口における機能喪失変異の起こりやすさの指標のひとつで

ある probability of Loss-of-function intolerance（pLi）が０であり、一般人口においても機

能喪失型変異が生じる頻度は高いと予測されている。すなわち、UNC13B に機能喪失変

異を持っている健常者も存在していると考えられる。しかし、双極性障害患者変異は、

UNC13B のドミナントネガティブ効果を引き起こす可能性があるため、通常の機能喪失

型変異よりもより重篤な異常を引き起こす可能性がある。つまり、UNC13B のドミナン

トネガティブ効果が、双極性障害発症に関与している可能性が考えられる。 

 

1.4.2 エクソンスキップバリアントについて 

 今回、患者変異により生じるエクソンスキップバリアントが、健常者でも発現してい

る可能性を見いだした。このエクソンスキップバリアントがドミナントネガティブ効果

を有している場合、UNC13B の機能を負に制御する機構が存在している可能性がある。

この調節機構が本当に存在しているのかや、その意義については、更なる研究が必要で

あると考える。  
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第 2 章 培養細胞株を用いた EHD1遺伝子変異の機能解析 

 

2.1 序論 

 

2.1.1 双極性障害患者で同定された EHD1遺伝子のデノボ変異 

 患者で同定された Eps15 Homology Domain Containing 1（EHD1）のデノボ変異

c.1414del.G は、EHD1 の最終エクソン上に存在する一塩基欠失である(27)。この変異に

よりフレームシフトが起こり、直近のバリンが停止コドンに変化する（図 4A）。この未

成熟終止コドンは、最終エクソン上に生じるため、変異アリルより生じた異常 mRNA

は、ナンセンス変異依存 mRNA 分解機構（nonsense-mediated mRNA decay, NMD）によ

る分解を逃れ、野生型よりも短い異常 EHD1 タンパク質が生成されると考えられる。こ

の患者型 EHD1 は、EHD1 の重要な機能ドメインである EH ドメインを喪失した状態で

生体内に存在すると予測されるので、単純に機能を喪失しているだけではなく、ドミナ

ントネガティブ効果を引き起こす可能性もあり、通常の発現量が低下するだけの機能喪

失型変異に比べ、より重篤な影響を生体に与える可能性もある。 

 このような患者型異常タンパク質は、タンパク質発現コンストラクトを使用した過剰

発現実験によって、その機能を評価することが出来ると考えられる。そこで、本章では、

野生型および患者型 EHD1 を発現するプラスミドコンストラクトを作製し、培養細胞株

を用いた過剰発現実験により、患者型 EHD1 の細胞内での機能を検討することとした。 

 

2.1.2 EHD1 について 

 EHD1 は、進化的にも保存されており、線虫にも Rme-1 遺伝子としてオルソログが存

在している(39) (40)。ヒトでは、EHD1~4 の 4 つのアイソフォームが存在しており、特

に EHD1 と EHD3 は、86%の高い配列相同性を示している(41)。EHD1 には ATP 結合領

域が存在し、C 末端側に EH ドメインが存在している。EH ドメインには、カルシウム

結合部位 EF ドメインが含まれている（図 4B）(42)。EHD1 は、EH ドメインを介して、

他タンパク質の NPF というアミノ酸配列に結合することにより、足場タンパク質とし

て機能することが知られている(43)。これまで、Rab35 をはじめとする Rab タンパク質

や、脂質結合タンパク質のひとつである Molecules Interacting with CasL-like 1（MICAL-

L1）(44)、SNAP-29 などの SNARE タンパク質などと相互作用することが知られている

(45)。また、EHD ファミリー間でも、EH ドメインを介して相互作用することも知られ

ている(46)。 

 EHD1 は、細胞内のエンドサイトーシスをはじめとする小胞輸送を制御していること

が知られている(41)。前述の Rab や MICAL-L1 を介して、ミオシンやダイニンと結合
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し、小胞輸送複合体を形成する(47)。また、エンドソームからトランス-ゴルジネットワ

ーク（TGN）への輸送を制御するという報告もされている(48)。さらに、エンドサイト

ーシスにより取り込まれた細胞膜に局在する受容体をエンドソームから再び細胞膜へ

輸送する、リサイクリングエンドサイトーシスの制御も担うことが知られており、トラ

ンスフェリンレセプターのリサイクリングも EHD1 により制御されると考えられてい

る(39)。一方で、クラスリン非依存性エンドソームのリサイクリングも制御し、Major 

Histocompatibility Complex（MHC）や、β1 インテグリンのリサイクリングにも関係があ

る可能性が示唆されている(49) (50)。このほかにも、インスリン依存性グルコーストラ

ンスポーターである GLUT4 や(51)、AMPA 型グルタミン酸受容体のリサイクリングエ

ンドサイトーシスにも関与している(52)。また、Low density lipoprotein（LDL）受容体の

細胞内取り込みや (53)、神経接着因子である L1/neuron-glia cell adhesion mlecule

（L1/NgCAM）を細胞外から軸索への輸送に関係することも知られている(46)。また、

SNARE タンパク質である Snapin と結合し、エクソサイトーシスの制御にも関係がある

との報告もある(54)。 

 このほかの細胞内での機能として、神経突起伸長（Neurite outgrowth）への関与が報告

されている(55)。Rab35 や MICAL-L1 と複合体を形成し、ラット副腎皮質由来 PC12 細

胞株の神経突起伸長を制御しているが、詳細な分子機構はまだ分かっていない(44)。 

 Ehd1 欠損マウスの報告も複数存在している。Ehd1 のホモ欠損マウスは、一部におい

て胎生致死を示すが、多くは出生や離乳に至る、preweaning lethality, incomplete penetrance

を示す(56)。Ehd1 ホモ欠損マウスでは、野生型やヘテロ欠損マウスに比べて、体重が小

さくなる。また、ホモ欠損のオスマウスには生殖機能がなく、精巣も小さくなることが

知られている。胎生致死の Ehd1 ホモ欠損マウスについては、そのマウス胚では発生時

の一次繊毛（primary cilia）の形成異常が見られる。一次繊毛は、ヘッジホッグシグナル

経路に重要な役割を果たすが、EHD1 欠損によりこのシグナル経路が抑制されることも

確認されており、EHD1 が発生ステージで大きな機能を担っていることを示唆している

(57)。また、Ehd1 ヘテロ欠損マウスでは、筋肉の横行小管の形成に異常が見られること

も知られており、EHD1 は個体形成や発達に関係していると考えられる(58)。 

 さらに、EHD1 は、Amyloid-β precursor protein（APP）からアミロイド β を産制する β-

secretase（BACE1）の、神経における逆行性輸送を制御している。アミロイド β は、ア

ルツハイマー病と関係があることが知られているため、EHD1 と脳疾患との関連性も示

唆される(59)。 

 本章では、作製した EHD1 発現コンストラクトを用いて、患者型 EHD1 が、上記の小

胞輸送機能や神経突起伸長機能にどのような影響を与えているのかを検証した。 
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図 4 EHD1の双極性障害患者変異の模式図 

A. 1 塩基欠失により、直近に終始コドンが生成され、EH ドメインの大部分を欠損する。 

B. タンパク質ドメインデータベース Pfam による、EHD1 タンパク質のドメイン検索結

果。矢印は変異部を示す。aa; amino acids, EF-hand_4; .Cytoskeletal-regulatory complex 

EF hand, DUF5600; Domain of unknown function 5600, EHD_N; N-terminal EH-domain 

containing protein, Dynamin_N; Dynamin family/ 
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2.2 方法 

 

2.2.1 mCherry-EHD1 発現ベクターの作製 

先行研究で報告された、EHD1-WT-Myc および EHD1-Mut-Myc ベクターをテンプレー

トとし(27)、Fwプライマー: 5’-TTTTCTCGAGCTATGTTCAGCTGGGTCAGC-3’およびRv

プライマー : 5’-TTTTGAATTCTCACTCATGTCTGCGCTTGG-3’ により、 Pfu Ultra

（Stratagene California, La Jolla, California, USA）により、EHD1 配列を増幅した。PCR 反

応液を電気泳動し、目的断片のバンドを切り出した後、Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System（Promega）により EHD1 配列を精製した。得られた精製産物を、pmCherry-

C1 ベクター（Invitrogen）の XhoI/EcoRI 部位に挿入した。得られたコンストラクトは、

PureLinkTM HiPurePlasmid Filter Midiprep Kit（Invitrogen）によって増幅した。 

 

2.2.2 トランスフェクション 

 EHD1 変異体の解析には、ラット副腎髄質由来細胞株である PC12 細胞を使用した。

PC12 細胞は、1 g/L D-グルコース、L-グルタミン、110 mg/L ピルビン酸ナトリウムを含

む DMEM（Thermo Fisher Scientific）に、10% v/v FBS、10% v/v ウマ胎児血清、100 U/mL、

100μg/mL ストレプトマイシン（Wako）を加えた培養培地を用いて、37°C、5% CO2 環

境下で培養した。継代は、HEK293 細胞と同様の手順で行った。トランスフェクション

については、下記の通り行った。 

ウエスタンブロット用サンプルについては、継代時と同様に回収した PC12 細胞を、

6 well プレートに 6.0×105 cells 播種し、37°C、5% CO2環境下で 48 時間培養したのち、

3.5 µg のプラスミドを 6 µL の Lipofectamine2000（Thermo Fisher Scientific）によりトラ

ンスフェクションした。 

神経突起伸長測定実験では、継代時と同様に回収した PC12 細胞を、12.5×105 cells/mL

となるように培地に懸濁し、35 mm ガラスボトムディッシュ（松浪硝子工業株式会社）

のガラスボトム上に、調製した細胞懸濁液を 200 μL 滴下した。37°C、5% CO2環境下で

30 分静置したのち、1.8 mL の培地を新たに添加し、37°C、5% CO2環境下で培養した。

細胞播種から 48 時間後、0.5 μg の pVenus-C1 ベクターと 3.5 μg の mCherry-EHD1 発現

ベクターを、6 μL の Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）により、トランスフ

ェクションした。 

 エンドサイトーシス定量実験については、10 cm ディッシュに PC12 を継代して 2 日

後に、21.4 μg の mCherry-EHD1 発現ベクターを 38 μL の Lipofectamine 2000（Thermo 

Fisher Scientific）によりトランスフェクションした。24 時間後に培地交換を行い、48 時

間後にエンドサイトーシスの定量を行った。 
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2.2.3 ウエスタンブロット 

 トランスフェクションした細胞については、24 時間後に培地交換を行い、48 時間後

に培地除去後、1 mL の 1×PBS により洗浄した。その後、10 mL 当たり 1 錠の cOmplete 

Mini, EDTA-free protease inhibitors （ Roche, Upper Bavaria, Germany ） を 含 む

Radioimmunoprecipitation （ RIPA ）バッファー（ 0.15M NaCl 、 1% NP-40 、 0.05%  

Deoxycholate, 0.1% SDS、0.05M Tris-HCl（pH 8.0））を 50 µL 添加し、30 分氷上で静置し

た。静置後、15,000 rpm、4°C で 15 分間遠心し、上清を回収後、Micro BCATM Protein Assay 

kit（Thermo Fisher Scientific）によりタンパク質定量を行った。 

 調製したタンパク質サンプル 15 µg を、8% SDS-ポリアクリルアミドゲルにより分離

後、ウェット式により PVDF 膜（Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA）に転写

した。その後、TBST に溶かした 5%スキムミルク溶液により室温で 30 分間ブロッキン

グを行い、1 次抗体として抗 EHD1 ウサギモノクローナル抗体（1:5000, ab109747; Abcam, 

Cambridge, UK）と、抗βアクチンマウスモノクローナル抗体（1:6000, sc-2030; Santa Cruz 

biotechnology, Dallas, Texas, USA）を 4°C で一晩反応させた。翌日、TBST で 5 分室温振

蕩を 5 回行ったのち、EHD1 に対しては抗ラビット IgG 二次抗体（1:5000; Santacruz 

biotechnology）を、βアクチンに対しては抗マウス IgG 二次抗体（1:6000; Santacruz 

biotechnology）を 1 時間室温で反応させ、再び TBST で 5 分洗浄を 5 回行ったのち、

Pierce Western Blotting Substate（Thermo Fisher Scientific）による検出を行った。 

 

2.2.4 神経突起伸長測定実験 

 トランスフェクションから 24 時間後に培地交換を行い、48 時間後に最終濃度 50 

ng/mL となるように、Murine β-NGF（#1210394; PEPROTECH INC. Rocky Hill, New Jersy, 

USA）を添加し、さらに 48 時間後に共焦点顕微鏡（FLUOVIEW FV1000; Olympus, Center 

Valley, Pennsylvania, USA）により、盲検状態にて蛍光画像取得を行った。各試行で、1 サ

ンプルごとに 20 枚の写真を無作為に取得した。これを 3 試行行い、画像解析を行った。

なお、NGF 刺激なしの細胞でも最大 13.4 μm の神経突起が見られたため、それ以下の長

さの神経突起については、バックグラウンドとして除外した。 

 画像解析については、画像解析ソフト Neurolucida（mbf BIOSCIENCE, Williston, 

Vermont, USA）の Dendrite Autotrace モードを用いて、mCherry 陽性細胞について、GFP

の蛍光画像により神経突起の長さを測定した。各画像は、盲検状態で解析した。 

 

2.2.5 エンドサイトーシス定量実験 

 トランスフェクションを行ったPC12細胞を、培地除去後に 4 mLの 1×PBSで洗浄し、
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5 mL の飢餓状態誘導培地（0.1% BSA in DMEM）を曝露後、37°C、5% CO2環境下で 35

分静置した。飢餓状態誘導培地を除去した後に、0.25% Trypsin-EDTA（Thermo Fisher 

Scientific）を 1mL 添加し、37°C で 3 分間静置した。その後、9 mL の 1×PBS を添加し、

剥がれた細胞を回収し、300×g で 3 分遠心し、上清を除去した。沈殿した細胞塊に、1 

mL の 1×PBS を添加し、細胞懸濁液を作製した。細胞懸濁液を 330 μL ずつ 2 本のチュ

ーブに分注し、それぞれ A および B とした。 

 A には 8% PFA/PBS 溶液を 330μL 添加し、室温に 10 分間静置し固定した。300×g で

3 分間遠心し、固定した細胞を回収後、300 μL の 1×PBS に懸濁した。B については、

300×g で 3 分間遠心し細胞を回収後、50 μg/mL に調整したトランスフェリン-Alexa488 

in DMEM 溶液を添加し、37°C の恒温槽に 20 分置き、トランスフェリンの取り込みを

誘導した。300×g で 3 分間遠心し、細胞を回収したのち、4% PFA/PBS を 1 mL 添加し、

室温で 10 分間静置して細胞を固定した。その後、A と同じ手順で 300 μL の PBS に置

換した。 

 調整した A および B の固定細胞懸濁液を、BD FACSAria（BD Science, San Jose, 

California, USA）により、mCherry と Alexa-488 の蛍光強度を測定した。得られたデータ

は、解析ソフト FlowJo（Digital Biology, Tokyo, Japan）により解析した。未染色の細胞を

コントロールとして、mCherry 陽性細胞群について、Alexa-488 の平均蛍光強度を算出

し、比較した。 

 

 

  



26 

 

2.3 結果 

 

2.3.1 mCherry-EHD1 発現ベクターの作製および品質評価 

 過剰発現実験を行うために、mCherry で標識した、野生型および患者型 EHD1 発現ベ

クター（mCherry-EHD1-WT および mCherry-EHD1-Mut）を作製した（図 5A）。mCherry-

EHD1 を PC12 細胞で過剰発現させ局在を確認したところ、既報と同様に細胞質に分布

していたことを確認した（図 5B）。また、mCherry-EHD1-Mut 由来タンパク質が、mCherry-

EHD1-WT 由来タンパク質よりも短いことを確認した（図 5C）。 

 

2.3.2 EHD1患者変異による神経突起伸長能への影響 

 神経成長因子（nerve growth factor, NGF）により、PC12 の神経突起伸長を誘導するこ

とができる。mCherry-EHD1 を発現する PC12 細胞における神経突起伸長を計測した。

NGF 曝露後 48 時間の細胞の神経突起の長さを計測したところ、mCherry-EHD1-WT を

過剰発現させた PC12 細胞では、mCherry のみを発現させた細胞に比べ、有意に神経突

起が長かった（図 6）。一方、この突起伸長を促進する作用は、mCherry-EHD1-Mut では

見られなかった。 

 

2.3.3 患者変異がエンドサイトーシスに与える影響 

 既報より、EHD1 は小胞輸送に関わっていることが知られているため、患者型 EHD1

が PC12 細胞のエンドサイトーシス機能に与える影響を調べることとした。各 mCherry-

EHD1 発現ベクターを導入した PC12 細胞を回収した細胞懸濁液に、Alexa488 で蛍光標

識したトランスフェリンを曝露し、Alexa488-トランスフェリンの取り込み量を FACS に

より測定した（図 7A、B）。その結果、mCherry-EHD1-Mut を発現する PC12 細胞では、

コントロールに比べてトランスフェリンの取り込みが有意に低下していた（図 7C）。 
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図 5 EHD1 発現ベクターの品質評価 

A. 野生型、患者型 mCherry-EHD1 発現ベクターの模式図。 

B. mCherry-EHD1 を発現する PC122 細胞の代表例。赤は mCherry、青は Hoechst の蛍光

である。スケールバーは 10µm。 

C. ウエスタンブロットによる mCherry-EHD1 の発現確認。内部標準として、抗 β アク

チン抗体を使用し、βアクチンを検出した。 
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図 6 神経突起伸長測定実験 

A. 神経突起伸長測定実験の流れ。 

B. 各 mCherry-EHD1 発現 PC12 細胞の代表例。NGF 添加細胞について、神経突起伸長

が観察された。スケールバーは、200 µm。 

C. 神経突起の長さのヒストグラム。各サンプルで見られた神経突起の長さを 5 µm ず

つのヒストグラムにプロットした。NGF 添加なしの PC12 細胞では、最長で 13.4 µm

の神経突起が観察された。 

D. 神経突起の長さの平均。Mean±SEM。N > 80。Tukey の多重検定。*p < 0.05。 

 

 

 

  



30 

 

 

 



31 

 

図 7 エンドサイトーシス定量実験 

A. 実験の流れ。 

B. FACS のプロット図。各細胞を mCherry および Alexa-488 の蛍光について展開した。

縦軸は mCherry、横軸は Alexa-488 の蛍光強度。 

C. 平均蛍光強度の比較。各試行について、mCherry 陽性細胞における Alexa-488 の平均

蛍光強度の平均を算出した。Mean±SEM。N = 3。*p < 0.05。MFI, Mean Fluorescent 

Intensity。 
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2.4 考察 

 

2.4.1 患者型 EHD1 の機能について 

 神経突起伸長計測実験の結果、野生型 EHD1 を過剰発現させた PC12 細胞で見られた

神経突起伸長の促進が、患者型 EHD1 の過剰発現では見られないことを明らかにした。

この結果は、患者型 EHD1 の、神経突起伸長促進機能の喪失、すなわち患者変異による

機能喪失を示唆する結果である。EHD1 が神経突起伸長にどのように関係しているのか

明らかになってはいないが、考えられる候補として、ふたつの経路が挙げられる。ひと

つめは、EHD1 が関与する輸送小胞が、伸長する神経突起の growth corn まで輸送され、

突起伸長に必要な膜成分を供給する可能性である(44)。もうひとつの経路として、EHD1

が NGF 受容体である Neurotrophic receptor tyrosine kinase 1（NTRK1）と結合するという

事実から、EHD1 が NGF シグナル経路を介在することにより、神経突起伸長誘導を制

御するというものである。患者型 EHD1 は、これらの経路に関係する機能を失っている

可能性があると考えられる(60)。 

 ところが一方で、エンドサイトーシス定量実験では、患者型 EHD1 過剰発現 PC12 細

胞のエンドサイトーシスが、EHD1 発現ベクターを導入しなかった PC12 細胞のものよ

り有意に低下していた。この結果は、患者型 EHD1 が、PC12 細胞が有している内在性

エンドサイトーシス機能を阻害した可能性を示唆しており、患者型 EHD1 のドミナント

ネガティブ効果を示唆する結果である。「2.1.2 EHD1 について」で述べたように、EHD1

は、EH ドメインを介して足場タンパク質として機能することで、エンドサイトーシス

関連タンパク質と相互作用し、エンドサイトーシスに関与すると考えられる。EH ドメ

インの大部分を欠失した EHD1 が、野生型 EHD1 もしくはエンドサイトーシス関連タ

ンパク質の機能を阻害した結果、患者型 EHD1 がドミナントネガティブ効果を呈したと

考えられる。 

 以上から、患者型 EHD1 は、機能喪失とドミナントネガティブ効果という、一見相反

する表現型を示したように見える。しかしながら、このように機能喪失とドミナントネ

ガティブ効果の双方の表現型を示す疾患関連遺伝子変異は複数報告されている。精神疾

患多発家系で様々な変異が見られる Disrupted in Schizophrenia 1（DISC1）は、EHD1 と

同様に足場タンパク質として機能する。一部の患者型 DISC1 は、相互作用することで

神経突起伸長などを制御する Nuclear distribution element like 1（NDEL1）との結合能が

低下し、神経突起伸長能を喪失する。その一方で、患者型 DISC1 は、野生型 DISC1 と

高分子オリゴマーを形成し、ミトコンドリアに結合してその形態を変化させるなどの機

能を獲得することも報告されている(61) (62)。また、筋委縮性側索硬化症（Amyotrophic 

Lateral Sclerosis, ALS）に関連する、TAR DNA-binding protein 43 kDa（TDP-43）タンパク
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質は、核内においてスプライシングや翻訳などの RNA 制御に関係しており、患者型

TDP-43 がその機能を欠損している一方で、細胞質に局在したり凝集体を形成したりす

るなど、患者型 TDP-43 特有の機能を獲得し、ALS 発症に寄与することが報告されてい

る(63)。以上のような観点からも、患者型 EHD1 が機能喪失とドミナントネガティブ効

果の両方を示す可能性は、十分に考えられる。 

 

2.4.2 患者型 EHD1 と双極性障害の関係をさらに明らかにするために 

 EHD1 の患者変異が実際に双極性障害発症に関与しているのかを調べるためには、マ

ウスを用いた行動解析を行う必要がある。上記のように、患者型 EHD1 は、単純な機能

喪失を呈するだけではなく、ドミナントネガティブ効果を獲得する可能性があるため、

双極性障害研究のために Ehd1 の遺伝子改変マウスを作製するためには、Ehd1 遺伝子を

破壊した単純なノックアウトマウスではなく、双極性障害患者の変異を再現した、Ehd1

患者変異ノックインマウスの作製が重要であることが示唆される。そこで、次章のマウ

ス研究においては、EHD1 変異を再現した Ehd1 遺伝子改変マウスを作製し、in vivo の

解析を行った。 
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第３章 マウスを用いたデノボ変異の機能解析 

 

3.1 序論 

 本章では、報告されたデノボ変異が双極性障害発症に寄与しているのかを明らかにす

るために、デノボ変異を再現した遺伝子改変マウスを作製し、行動評価および生理学的

解析を行う。 

 

3.1.1 候補遺伝子の絞り込み 

 片岡、的場らに報告された、機能喪失型変異を有していた 9 個の遺伝子の中から(27)、

さらに疾患発症に関与している可能性が高い遺伝子を絞り込み、遺伝子改変マウスを作

製することとした。 

そこで、より生体内で重要な機能をしていると予測される遺伝子を予測するため、疾

患遺伝学の分野で多用される遺伝子の指標である、pLi および Residual Variation 

Intolerance Score（RVIS）に着目した。pLi は、ある遺伝子について、一般人口において

機能喪失型変異が生じている頻度を示す値である(64)。一方 RVIS は、ある遺伝子につ

いて、一般人口において、ナンセンス変異変異なども含むアミノ酸配列変化変異の生じ

た頻度を示す値である(65)。いずれの指標も、重篤な疾患が生じる頻度などと相関して

おり、生体の維持における遺伝子の重要性の尺度として有用であることが知られている。 

双極性障害患者において機能喪失型変異を有していた 9 個の遺伝子の pLi および

RVIS を取得し比較した結果、Microtubule actin cross-linking factor 1（MACF1）、Lysine 

methyltransferase 2C（KMT2C）、EHD1 遺伝子が、両指標で最も変異が起こりにくいと予

測される 3 つの遺伝子であった（図 8）。そこで私は、双極性障害とデノボ変異の関係

を調べるうえで、これら 3 つの遺伝子が最も有力であると考え、各遺伝子を改変したマ

ウスを作製し、行動解析および生理学的解析を行うこととした。 

 

3.1.2 MACF1について 

 MACF1 は、細胞骨格と結合するプラキンファミリーのひとつである。ヒト MACF1 は、

少なくとも 110 のエクソンから構成され、402 kbp からなる巨大な遺伝子であり、複数

種のスプライシングバリアントが存在する(66) (67)。そのため、メインアイソフォーム

から生成される MACF1 タンパク質は、約 620kDa と非常に巨大である。双極性障害患

者で同定されたデノボ変異は、複数ある MACF1 アイソフォームのうちひとつ

（MACF1A3）(68)のみが有するエクソン１上に存在するフレームシフト変異であり、

MACF1A3 のみの発現が低下する変異であると予測される（図 9）。しかしながら、この

アイソフォームの細胞内での機能は不明である。 



35 

 

 MACF1 は、神経突起の伸長、神経移動などに関与していることや(69) (70)、小胞輸送

に関与していることが報告されている。また、Wnt シグナルに関与することが明らかに

なっており(71)、Wntシグナルパスウェイに存在するGlycogen synthase kinase 3β（GSK3β）

の機能を抑制するという報告がなされている(72)。一方、GSK3β により MACF1 と微小

管の結合が制御されているという報告もあり(73)、MACF1 と GSK3β 間に何らかのフィ

ードバック機構が存在する可能性があるが、明らかになってはいない。また、Macf1 の

ホモノックアウトマウスは、胎生致死を示すことが報告されており(74) (75)、生体にと

って重要な遺伝子であることが示唆される。また、小腸特異的 Macf1 ノックアウトマウ

スでは、小腸や直腸の形成異常や、DSS 誘導による大腸炎がより重篤になることも報告

されている(76)。 

 近年、滑脳症や脳幹委縮を呈する患者において、MACF1 の GAR ドメイン上の、保存

性が高い亜鉛イオン結合残基に存在する、デノボミスセンス変異が複数存在しているこ

とが報告された(77)。この論文では、このような変異により、神経移動や軸索伸長機能

に異常が生じる可能性を報告しており、MACF1 が脳の発達形成に重要な役割をしてい

ることを示唆している。 

 

3.1.3 KMT2Cについて 

 KMT2C は、ヒストン３の４番目リジン（H3K4）をモノまたはジメチル化するメチル

基転移酵素である。4022 アミノ酸からできており、約 550 kDa の巨大なタンパク質をコ

ードしている(78)。胎児発生の段階で最も発現するが、成体でも発現は維持されており、

ヒト脳では海馬、尾状核、黒質など、学習や記憶、社会性行動に関わる脳領域で強く発

現することが知られている(79)。ヒストンメチル化を制御するだけではなく、RNA ポリ

メラーゼ II（PolII）と複合体を形成し、エンハンサー/プロモーター領域において転写制

御をすることも知られている(80) (81)。双極性障害患者で同定されたデノボ変異は、

KMT2C のエクソン 43 上に存在するナンセンス変異であり、KMT2C のハプロ不全を引

き起こすと予測される。 

 KMT2C の機能についてのマウスを用いた研究も報告されているが、脳を対象にした

KMT2C の研究は、ほどんど報告されていない。KMT2C は、ヒストンメチル化活性を担

う SET ドメインを有しており、SET ドメインを欠失した Kmt2c-C 末端欠損（ΔC）マウ

スが報告されている(78) (82)。Kmt2c ヘテロ欠損マウスの肝臓サンプルを用いた RNA-

seq の結果では、KMT2C が脂質生成やタンパク質翻訳に関わる遺伝子群の発現を制御

することが明らかになっているが、マウス脳を用いた同様の研究の報告は現在までない

(83)。また、KMT2C の発現は circadian rhythm の制御を受けることが知られており、

KMT2C の ChIP-seq 解析により KMT2C の DNA 結合領域が時間に応じて変化している
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ことが報告された(83) (84)。 

 KMT2C は、様々な疾患との関与が報告されている。特に、KMT2C は、がん抑制遺伝

子として知られており、白血病患者などで多くの変異が見つかっている(85) (86)。

KMT2C をノックダウンしたヒト膀胱がん培養細胞株 HBT9 細胞を用いた RNA-seq の結

果によると、KMT2C は、DNA 修復に関わる遺伝子群の発現を制御することが明らかに

なっている(87)。 

 また、神経発達障害患者においても、多くの機能喪失型変異が報告されている(88)。

身長体重の低下、重篤な知的障害、てんかんなどを示す発達障害である Kleefstra 症候群

患者では(89)、複数の機能喪失型デノボ変異が報告されており、Kleefstra 症候群の原因

遺伝子のひとつとされている(90) (91)。また、自閉症患者においても複数の機能喪失型

デノボ変異が報告されている(92) (93)。自閉症関連遺伝子データベースである SFARI 

gene（https://gene.sfari.org/）では、有力な関連遺伝子として登録され、自閉症との関与

が期待されており、近年注目を浴びている遺伝子である。また、統合失調症患者でも機

能喪失型デノボ変異が報告されている(94)。このように、自閉症をはじめとする神経発

達障害、統合失調症、そして双極性障害患者で同様に機能喪失型変異が報告されている

（図 10）。しかしながら、同じ KMT2C の機能喪失がどのように発症する疾患の違いを

生み出しているのかは、全く不明である。 

 

3.1.4 双極性障害のマウス研究 

 神経生物学レベルでの双極性障害研究を行うためにはモデルマウスが必要であるが、

双極性障害の確立した双極性障害のモデルマウスは存在していない、というのが現状で

ある。それでもこれまで、モデルマウスを確立するための研究が行われてきた。例えば、

双極性障害の GWAS で有意な関連が報告された Cacna1c の変異マウスが挙げられる

(95)。Cacna1c のヘテロ欠損マウスは、不安様行動の増加や、うつ状態の評価尺度のひ

とつである強制水泳試験などではうつ様行動の低下なども見られている(96,97)。別の例

として、同じく GWAS で、双極性障害と有意な関連が見られる Ank3 の前脳特異的ノッ

クアウトマウスでは、不安様行動の低下やうつ様行動の低下などが報告されている(98)。

しかし、通常の行動テストバッテリーでは、長期的かつ自発的に躁およびうつ状態が切

り替わるという、双極性障害の複雑かつ特徴的な症状を評価することは難しいという問

題点がある。 

 そこで近年、輪回し行動解析を長期間行ったマウスの行動解析が報告された。輪回し

行動解析は、マウスの自発的な行動量を長期間測定することができるため、双極性障害

様行動を評価するのに、現状最も適した解析法であると考える。双極性障害の併発率が

高い、稀な遺伝性疾患 CPEO の原因遺伝子のひとつである Polg1 の変異体トランスジェ
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ニックマウスについて、輪回し行動解析の結果が報告されている。この解析により、

Polg1 トランスジェニックマウスは、自発的に 2 週間ほど行動量が低下するうつ様エピ

ソードを示すことが明らかになり、世界初の反復性うつ状態モデルマウスとして報告さ

れた(8)。 

 双極性障害併発率の高い遺伝性疾患の原因遺伝子の解析は、POLG1 以外でも報告さ

れている。CPEO のその他の原因遺伝子である Ant1 の脳特異的ヘテロマウスの行動解

析が報告されている(99)。Ant1 変異マウスでは、輪回し行動解析の結果は報告されてい

ないが、マウスの行動試験を集団環境下で半自動的に行うことのできるインテリケージ

解析(100,101)の結果が報告されており、すぐに飲める水を選ぶか、待ってでもマウスの

好むサッカリン水を飲むかを調べる Delay discounting test（遅延報酬割引課題）で、顕著

な行動を見いだしている。 

 上記のインテリケージ解析は、マウスの行動解析を比較的簡便かつ複数群を同時に行

うことが可能なため、3 つのマウス系統の行動を網羅的に調べることができると考え、

本研究で行うこととした。さらに、双極性障害様行動の評価に適していると考えられる

輪回し行動解析も、作製したすべてのマウス系統で行い、双極性障害様行動の評価を行

うこととした。なお、患者で同定されたデノボ変異はすべてヘテロ変異であったため、

本章の解析はすべてヘテロ変異マウスを用いて行った。 
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図 8 機能喪失型デノボ変異を有した遺伝子の RVIS と pLi 

A. 各遺伝子の変異の種類、RVIS、および pLi のまとめ。 

B. 各遺伝子の RVIS および pLi のプロット図。 
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図 9 MACF1における双極性障害患者デノボ変異 

A. MACF1 変異の存在部位。一つのアイソフォームにのみ存在するエクソン上に存在し

ている。患者では、矢頭で示したエクソン上に一塩基挿入変異が存在した。 

B. MACF1A3 の模式図。 

C. タンパク質ドメインデータベース Pfam による、MACF1A3 タンパク質のドメイン検

索結果。矢印は変異部を示す。aa; amino acids, EF-hand_7; EF-hand domain pair, 

Spectrin_like; Spectrin like domain, Spectrin; Spectrin repeat, SH3_10; SH3 domain, GAS2; 

Growth-Arrest-Specific Protein 2 Domain, CH; Calponin homology (CH) domain.  
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図 10 KMT2Cにおける双極性障害患者デノボ変異 

A. KMT2C で見つかっているデノボ変異。矢頭が双極性障害患者で同定されたナンセ

ンス変異の存在エクソン。 

B. タンパク質ドメインデータベース Pfam による、KMT2C タンパク質のドメイン検索

結果。矢印は変異部を示す。aa; amino acids, FYRC; F/Y rich C-terminus, PHD; PHD-

finger, zf-HC5HC2H_2; PHD-zinc-finger like domain 2, FYRN; F/Y-rich N-terminus, zf-

HC5HC2H; PHD-like zinc-binding domain, SET; SET domain.  
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3.2 方法 

 

3.2.1 pLi および RVIS の取得 

 pLi は、Exome Aggregation Consortium（ExAC）データベースより取得した。RVIS に

ついては、http://genic-intolerance.org より取得した。 

 

3.2.2 Surveyor assay 

1. sgRNA-pSpCas9-EGFP オールインワンベクターの作製 

 Ehd1 切断用の sgRNA-pSpCas9-EGFP オールインワンベクターは、既報のものを使用

した。Macf1 と Kmt2c に使用したベクターも、既報と同様の手法で作製した。下記に詳

細を記載する。sgRNA の設計には、CRISPRdirect（http://crispr.dbcls.jp/）を使用した。 

 表 1A に示したプライマーセットを使用し、以下の組成の反応液により、37°C、30 分

で反応させ、95°C、5 分でオリゴヌクレオチドを完全に変性させたのち、-5°C /min で温

度を下げ、sgRNA フラグメントの作製およびリン酸化を行った。 

 

  sgRNA top (100 µM)    1 

  sgRNA bottom (100 µM)    1 

  10× T4 ligase buffer (NEW ENGLAND BioLabs) 1 

  T4 polymerase kinase (NEW ENGLAND BioLabs) 1 

  滅菌水      6 

  計      10 （µL） 

 

 上記オリゴ溶液を用いた以下の反応液により、pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)ベクター

（48138, Addgene, Cambridge, Massachusetts, USA）の切断とライゲーションを行った。 

 

  pSpCas9-GFP（100 ng/µL）   1 

  オリゴ溶液（200 倍希釈）   2 

  10× Fastdigest buffer（Thermo Fisher Scientific） 2 

  DTT (10 mM)     1 

  ATP (10 mM, NEW ENGLAND BioLabs.)  1 

  Fastdigest BbsI (Thermo Fisher Scientific)  0.5 

  T7 ligase (NEW ENGLAND BioLabs.)  0.5 

  滅菌水      12 

  計      20  (µL） 

http://crispr.dbcls.jp/
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 上記反応液 2 µL を、25 µL の Stable Competent E.coli cells（NEW ENGLAND BioLabs. 

Ipswitch, Massachusetts, USA）に添加し、形質転換を行い、30°C、24 時間培養を行った。

コロニーから得られたプラスミドベクターは、PureLinkTM HiPurePlasmid Filter Midiprep 

kit（Thermo Fisher Scientific）により増幅した。 

 

2. Surveyor assay 

マウス神経芽細胞腫由来 Neuro2a 細胞を使用した。Neuro2a 細胞は、1.2.3 スプライシ

ングアッセイに記載の、HEK293 細胞と同様の継代方法により維持した。ただし、細胞

播種数は、全体の 10%とした。 

 トランスフェクションは、下記の通り行った。トランスフェクション前日に 10×105

の Neuro2A 細胞を、6-well プレートに播種した。24 時間後、3 µg のオールインワンベ

クターを、12 µL の Lipofectamine 2000（Invitrogen）によりトランスフェクションをし

た。24 時間後に細胞を回収し、DNA 抽出を行った。 

 トランスフェクションした細胞を 500 µL の 0.25% Trypsin-EDTA（Thermo Fisher 

Scientific）により細胞を剥がし、4.5 mL の 1×PBS を添加して細胞回収した。3 分間、

300×g で遠心し、細胞を回収したあと、ゲノム回収用の Lysis バッファー（0.01M Tris-

HCl (pH 8.0)、0.1M NaCl、0.01M EDTA、0.1% SDS）に溶解し、細胞溶解液の全量から、

フェノールクロロホルム処理によりゲノム抽出を行った。 

 Surveyor assay のための PCR 増幅は下記の通り行った。Ehd1 については、5 ng のゲノ

ム DNA をテンプレートとし、Ex Taq polymerase（Takara）により 50 µL スケールで増幅

した。プライマーセットは、表 1B のものを使用した。PCR 条件は、96°C、2 分→（94°C、

30 秒→63°C、30 秒→72°C、30 秒）×30→72°C、5 分とした。Macf1 と Kmt2c は、同様の

PCR 条件で行った。25 ng のゲノム DNA をテンプレートとし、LA Taq polymerase（Takara）

により 50 µL スケールで増幅した。プライマーセットは、表 1B のものを使用した。PCR

条件は、96°C、2 分→（94°C、30 秒→68°C、1 分）×30→72°C、5 分とした。 

 Ehd1 については、1 サンプルにつき 2 チューブ分、Macf1 と Kmt2c については、1 サ

ンプルにつき 1 チューブ分の PCR を行い、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

（Promega）を用いて、PCR 産物を精製した。精製した PCR 産物を 40 ng/µL に調製し、

SURVEYORⓇ Mutation Detection Kit For Standard Gel Electrophoresis（Transgenomic, Ohama, 

Nebraska, USA）により Surveyor assay を行った。手順は説明書に従って行った。 

 

3.3.3 遺伝子改変マウスの作製 

 決定した sgRNA 配列をもとに、作製した sgRNA-pSpCas9-EGFP オールインワンベク
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ターを鋳型として、受精卵インジェクション用の sgRNA を MEGAshortscript kit により

作製した。ssODN には、sgRNA 配列のアンチセンス配列を使用し、ノックイン変異を

中心とし、両側 60 bpずつを使用した。変異ノックイン用 ssODN（表 1C）（Merck Millipore）、

sgRNA および Cas9-mRNA（Merck Millipore）を、C57BL/6N 由来受精卵細胞質に顕微鏡

下でインジェクションし、偽妊娠させた ICR マウスの輸卵管に戻した。インジェクショ

ン作業から個体化までは、理化学研究所研究基盤開発部門に依頼した。なお、インジェ

クションした核酸溶液は、sgRNA: 50 ng/µL, Cas9-mRNA: 100 ng/µL, ssODN: 200 ng/µL と

した。Ehd1 変異ノックインマウスについては、初回インジェクションではノックイン

マウスを得られなかったため、計 2 回行った。 

 得られた産仔の尾を使用しジェノタイピングを行った。切断した尾を、100 µL の Lysis

バッファー（25mM NaOH, 0.2mM EDTA）に入れ、95°C、30 分で溶解した。その後、同

量の 40mM Tris-HCl 溶液を添加したのち、MilliQ 水により 2 倍希釈し、DNA 溶液を調

製した。得られた DNA 溶液を 1 µL 使用し、遺伝子ごとに下記条件により切断部位近傍

を増幅し、サンガー法によりジェノタイプを決定した。各プライマーセットは、表 1D

のものを使用した。 

 

Ehd1:  Tks Gflex Polymerase（Takara） 

 94°C、1 分 →（98°C、10 秒→68°C、1 分）×30 

Macf1:  Tks Gflex Polymerase（Takara） 

 94°C、1 分 →（98°C、10 秒→68°C、1 分）×30 

Kmt2c: Ex Taq polymerase（Takara） 

 96°C、2 分 →（94°C、30 秒→68°C、1 分）×30 → 72°C、5 分 

 

 各マウスの系統維持用のジェノタイピングについては、Ehd1 と Macf1 については、

上記と同様の方法で行った。Kmt2c 変異マウスについては、表 1E のプライマーセット

を用いて、Tks Gflex polymerase（Takara）により PCR を行った。PCR 条件は、94°C、1

分→（98°C、10 秒→68°C、30 秒）×30 とした。 

 

3.2.4 エクソーム解析 

 エクソーム解析に用いたマウスの DNA は、tail サンプルより、GenElute Mammalian 

Miniprep kit（Merck Millipore）を用いて抽出した。エクソーム解析および変異候補の検

出は、（株）理研ジェネシスに依頼した。機能喪失型かつ系統内で新奇の変異は、先行

研究を参考に、下記条件を満たすものとして抽出した。 

（１）”known”の変異を除去（２）”missense”の変異を除去（３）10 reads 未満の変異を



45 

 

除去（４）野生型で見られた変異を除去（５）ホモ変異を除去（６）Reference sequence 

reads/alternative sequence reads が 0.5 未満の変異を除去（７）3 変異以上を有していた遺

伝子を除去。 

 

3.2.5 Ehd1改変 PC12 細胞の作製 

1. トランスフェクションおよびシングルセルソーティング 

既報の通り Ehd1 遺伝子改変 PC12 細胞を樹立した(56)。トランスフェクション 48 時

間前に 12×105の PC12 細胞を 6 well プレートに播種した。プラスミドトランスフェク

ションは、2 回に分けて行い、sgRNA-Cas9-EGFP オールインワンベクターを 4.0 μg と、

変異ノックインのために表 1F の ssODN（1 回目; 10ng, 2 回目; 100ng）を、6.0 μL の

Lipofectamine2000 によりトランスフェクションした。24 時間後に培地交換を行い、48

時間後に細胞を回収し、FACS によるシングルセルクローニングを行った。なお、sgRNA

は、Ehd1 変異マウス作製時と同様のものを使用した。 

 トランスフェクションした PC12 細胞を、500 µL の 0.025% Trypsin-EDTA（Gibco）に

1.5 分曝露し剥がした。トリプシン処理後の PC12 細胞は、4.5 mL の 1×PBS により希

釈し、1.5 mL チューブに回収した。回収した細胞懸濁液を 200×g で 3 分間遠心し、細

胞ペレットを回収後、FACS suspension バッファー（2% FBS, 20 mM glucose, 1×penicillin-

streptomycin in 1×PBS）により再懸濁し、FACS（BD Bioscience）により、96 well プレ

ートにシングルセルソートを行った。シングルセルソートの際には、5 µL/1.0×106細胞

の 7-AAD を添加し、生細胞（7-AAD (-)）と死細胞（7-AAD(+)）の区別を行った。 

 

2. 馴化培養液（conditioned medium）の調製 

 PC12 細胞を通常培養時に得られた培地を継代時に回収し、500×g で 5 分間遠心し、

夾雑物を除去した。得られた上清を 0.22-µm filter（Merck Millipore）によりろ過滅菌し

た。この培地を、通常培養用培地で 10 倍希釈し、馴化用培地として使用した。 

 

3. シングル PC12 細胞のスケールアップ 

 シングルセルソートを行った日を day 0 とする。Day 7 まで、37°C、5% CO2環境下で

静置した。Day 7 で一度細胞を確認し、細胞が増殖していることを確認し、100 µL の馴

化用培地を添加した。その後、4-5 日ごとに 150 µL の馴化用培地を置換し、細胞を増殖

させた。その後、96-、24-、6-well プレートに順次スケールアップし、Cell Banker 1 plus

（日本全薬工業）による細胞凍結およびジェノタイピングを行った。 

 

4. Ehd1 改変 PC12 細胞のジェノタイピング 
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 96-well プレートで培養した PC12 細胞に、Lysis バッファー（10mM Tris-HCl (pH 8.0), 

0.1% Triton-X, 10mM EDTA, 1/100 Protein K）を 50 µL 直接添加し、37°C 環境に一晩静置

し、細胞を溶解した。この細胞懸濁液を 10 倍希釈したものの 1 µL をテンプレートとし

て使用し、Ex Taq ポリメラーゼ（Takara）により切断部位近傍を増幅した。プライマー

セ ッ ト は 、 Fw; 5’-CAACGATATAGCTCGGCTGATGGTG-3’ 、 Rv; 5’-

GTGTGGGGTATCTCAGGCACAGAAG-3’とした。PCR 条件は、96°C、2 分 → （94°C、

30 秒 → 63°C、30 秒 → 72°C、30 秒）×30 → 72°C、5 分とした。シークエンス解析は、

ジェノタイピング用 Rv プライマーを使用し、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit

（Thermo Fisher Scientific）により行った。 

 

3.2.6 ウエスタンブロット 

1. EHD1 について 

Ehd1 変異マウスサンプルにおける EHD1 ウエスタンブロットについては、50 週齢の

マウスより海馬を抽出後、10 mL当たり 1錠の cOmplete Mini, EDTA-free protease inhibitors

（Roche）を含む膜溶解バッファー（50mM Tris-HCl (pH8.0)、150mM NaCl、1mM DTT、

0.5mM EDTA、1% NP-40、10% Glycerol）を、300 µL 添加し、dounce homogenizer を 10

往復した。その後、組織溶液を 15,000rpm、4°C、15 分遠心し、上清を回収後、Micro BCATM 

Protein Assay kit（Thermo Fisher Scientific）によりタンパク質定量を行った。以降は、調

製したタンパク質サンプル 20 µg を用いて、「2.2.3. ウエスタンブロット」と同様の手順

で検出した。 

 

2. KMT2C について 

 Kmt2c のヘテロ変異マウスを掛け合わせて得られた、Kmt2c+/+、+/-、-/-の E.16.5 のマ

ウス胎児サンプルから全脳を取り出し使用した。マウス胎児脳サンプルを用いて、NE-

PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents（Thermo Fisher Scientific）を使用し、核

および細胞質分画を行った。得られたタンパク質溶について、Micro BCATM Protein Assay 

kit（Thermo Fisher Scientific）によりタンパク質定量を行った。13 µg のタンパク質を、

3-8% NuPAGE Tris-Acetate Gels および NuPAGE Tris-Acetate SDS running buffer（Thermo 

Fisher Scientific）により分離した。分離したタンパク質は、NuPAGE Transfer buffer（Thermo 

Fisher Scientific）を用いてウェット式により、30V、4°C、18 時間の条件で PVDF 膜に転

写した。その後、TBST を溶媒とした 5% Skim milk 溶液により室温で 30 分間ブロッキ

ングを行い、一次抗体として抗 KMT2C ウサギポリクローナル抗体（1:5000, ABE 1851, 

Merck Millipore）、抗 Lamin A マウスモノクローナル抗体（1:1000, 4E7A6; Santa Cruz 

biotechnology）および抗βアクチンマウスモノクローナル抗体（1:20000, sc-2030; Santa 
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Cruz biotechnology）を、4°C で一晩反応させた。翌日、TBST による 5 分洗浄を 5 回行

った後、抗KMT2C抗体については、抗ウサギ IgG抗体（1:10000, Santa Cruz biotechnology）、

抗 Lamin A 抗体と抗βアクチン抗体については抗マウス IgG 抗体（1:10000, Santa Cruz 

biotechnology）を 1 時間室温反応させ、再び TBST による 5 分洗浄を 5 回行い、Amersham 

ECL Prime（GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）による検出を行った。 

 

3.2.7 輪回し行動解析 

 既報の通り行った。各マウスは輪回し解析用ケージ（24cm, 横 ×11 cm, 縦×14 cm, 高

さ; O’Hara&Co., Tokyo, Japan）にて、一匹ごとに飼育した。明暗条件は 12 時間周期で維

持し、午前 8 時から午後 8 時までを明期、午後 8 時から午前 8 時を暗期とした。餌およ

び水は常に取得可能とした。2 週間ごとにケージおよび餌の交換を行い、1 週間ごとに

飲水の交換を行った。マウスは、15 週齢からのものを用いた。 

 

3.2.8 インテリケージ 

 インテリケージ（株式会社ニューロサイエンス）のゲートにはセンサーが設置されて

おり、nosepoke により開く。基本的に各マウスは、飲水を目的として下記の試験を行う。

1 ケージ内に、同系統かつ同性のマウスを集団飼育した。遺伝子型は、野生型および変

異型のものを同ケージにて飼育した。各試験の詳細は、下記に示す。データの解析は、

IntelliCage Analyzer により行った。各マウスは、頸部に打ち込んだトランスポンダー

（DATAMARS, Lamone, Switzerland）によって区別し、16 週齢のマウスを使用した。 

 

1. Free adaptation 

 マウスをインテリケージに慣れさせる。飲水ボトルには常時開いており、いつでも飲

水が可能である。 

 

2. Nosepoke adaptation 

 マウスに、nosepoke をすれば飲水が可能であることを覚えさせる、馴化ステップであ

る。nosepoke 後、5 秒間ゲートが開く。なお、常時飲水が可能である。 

 

3. Drinking session adaptation 

 21-24 時の間のみ、nosepoke 後 5 秒間ゲートが開く。 

 

4. Place learning test 

 1 個体に 1 コーナーを割り当てて、そのコーナーでのみ飲水が可能である。それ以外
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のコーナーではゲートは開かない。その他の条件は、Drinking session adaptation と同様

とした。各群間で、飲水の成功率を比較した。計 7 日間行った。 

 

5. Place learning reversal test 

 Place learning test で飲水可能だったコーナーと逆のコーナーで飲水が可能となる。そ

の他条件はすべて Place learning test と同じである。逆転学習の成績を評価する。計 5 日

間行った。 

 

6. Impulsivity test 

 マウスの衝動性を調べる試験である。訓練期間では、コーナーのステージに侵入後、

1、2、4 秒後以降に nosepoke すると、ゲート上部の LED ライトが点灯し、5 秒間ゲート

が開く。本試験では、コーナーに侵入後 2 秒以内に nosepoke をしてしまうと、premature 

nosepoke としてゲートが開かなくなる。2 秒経ってから nosepoke を行うと、LED ライ

トが点灯し、飲水が可能となる。21 時から翌朝 4 時まで飲水が可能であり、それ以外

の時間ではゲートは開かない。計 4 日間行った。 

 

7. Attention test 

 マウスの注意力を評価する試験である。訓練時には、コーナーのステージに侵入して

から 4 秒後に、両ゲート上部の LED が 0.5、1、2 秒間光り、その後 nosepoke をすると

ゲートが開く。試験時には、ステージに侵入してから 4 秒後に、いずれかのゲートの

LED が、0.3、0.5、1、2 秒間点灯する。点灯した側のゲートに nosepoke することで、飲

水が可能となる。なお、点灯の持続時間はランダムに変わる。計 5 日間行った。 

 

8. Place avoidance test 

 忌避学習を評価する試験である。1 個体に 1 コーナーを割り当て、割り当てたコーナ

ーにマウスが侵入すると、air puff が出る。この条件で 24 時間飼育したのち、ホームケ

ージに戻し、24 時間飼育する。その後再度インテリケージ内にマウスを戻し、air puff コ

ーナーへの侵入率から、記憶学習とその消去を評価する。計 10 日間行った。 

 

9. Delay discounting test 

 2 つのボトルのうち、右側のボトルの水を、マウスが好む 0.5%サッカリン水に変更す

る。この変更は、すべてのコーナーで行った。訓練時は、両ゲートが同時に開くため、

サッカリン水に嗜好性が生じる。試験時では、各コーナーのステージに侵入後、まず水

のゲートが開き、数秒の遅延ののちサッカリン水のゲートが開く。この遅延時間を一日
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ごとに長くして、サッカリン水の嗜好性の変化を評価した。 

 

10. Social dominance test 

 Drinking session adaptation と同様に、21-24 時で、nosepoke により飲水可能とする。飲

水可能な時間には、インテリケージ外部に設置した青色 LED ライトを点灯し、飲水可

能状態の cue とした。コーナーへの侵入数を、最初の 5 分間計測し、それを指標に各マ

ウスの社会的優位性を評価した。計 8 日間行った。 

 

11. Serial reversal test 

 Place learning test と Place learning reversal test を 5 日間と 7 日間行い、1 コーナーのみ

飲水可能であることを再記憶させた。そのあと、飲水可能コーナーを 1 つ右のコーナー

に移動させ、飲水可能コーナーを 1 日おきに対角線上に交互に移動させた。4 日間を 1

セットとし、1 セット終了後に別の対角線に飲水可能コーナーを移動する。これを計 3

セット行った。最初の 15 分間の成功率と、前日の飲水可能コーナーへの侵入率を調べ

た。 

 

3.2.9 超音波発声測定 

 馴化のため、測定の一時間前に測定室にホームケージを移動させた。超音波発声は、

各仔を、脱脂綿を敷き詰めたプラスチックビーカー内に隔離しすぐに、プリアンプ

（Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany）を接続した測定用マイク（UC-29, RION Co., LTD, 

Tokyo, Japan）により、300 kHz sampling rate で 5 分間測定した。得られた音声データの

call 数および発生パターンは、既報の R スクリプトを使用した(102)。 

 

3.2.10 マイクロアレイ解析 

 16 週齢のマウスより採取した海馬サンプルより、TRIzol RNA Isolation Reagent（Thermo 

Fisher Scientific）により回収した total RNA を使用して解析を行った。なお、海馬回収時

に、嗅球を除いた全脳の重さを計測した。マイクロアレイ解析には、ClariomTM D Array, 

mouse（Thermo Fisher Scientific）を使用し、生データ取得は理化学研究所脳神経科学研

究センター研究基盤開発センターに依頼した。得られたデータをもとに、GeneSpring（ト

ミーデジタルバイオロジー株式会社, Tokyo, Japan）により Differentially expressed genes

（DEG）を検出した。DEG の定義は、fold change（FC）>1.1 かつ p < 0.05（Mann-Whitney

の検定）を満たすものとした。得られたDEGデータセットについて、Gene ontology（GO）

解析を行った。p 値は多重比較補正を行ったものを使用した。 
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3.2.11 モザイク変異解析 

 患者変異と、その近傍の SNP を増幅するための PCR は、変異保有患者の唾液、頭髪

および爪サンプルより抽出したゲノム DNA サンプル 25 ng をテンプレートとして、Fw

プライマー : 5’- CAGGGGTTTCCATGGAGAGCTTGTC-3’ 、 Rv プライマー : 5’- 

GCTTTACCAGCAGCACCTCCAGTAG-3’を用いて、PrimeSTAR GXL Polymerase（Takara）

により、50 µL スケールで行った。PCR 条件は、（98°C、10 秒 → 68°C、30 秒）×30 → 

68°C、5 分とした。PCR 産物の一部を ExoSAP-IT（Thermo Fisher Scientific）により処理

し、上記 Fw プライマーを用いて BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit（Thermo 

Fisher Scientific）により PCR 産物の配列解析を行った。また、PCR 産物を Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System（Promega）により精製し、Zero BluntⓇ TOPOⓇ PCR cloning 

Kit（Thermo Fisher Scientific）によりクローニングした。各クローンを LB 培地により

8~16 時間培養し、GENE PREP STAR PI-480（KURABO, Osaka, Japan）によりプラスミド

を精製した。各プラスミドは、PCRに使用した Fwプライマーを使用しBigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing kit（Thermo Fisher Scientific）により配列解析した。クローニング

から配列解析を 1 試行とし、計 3 試行行った。 
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 表1

A. sgRNA作製用のプライマーセット (5'->3')

top bottom

caccgGCAGGACACGAGACCTACAT aaacATGTAGGTCTCGTGTCCTGCc

caccgGTAGGTCTCGTGTCCTGCAA aaacTTGCAGGACACGAGACCTACc

caccgTGTAGGTCTCGTGTCCTGCA aaacTGCAGGACACGAGACCTACAc

caccgGAATGGACCACCACCTCGAG aaacCTCGAGGTGGTGGTCCATTCc

caccgGGTAAACTGGGCATTCTCGC aaacGCGAGAATGCCCAGTTTACCc

caccgGCGAGAATGCCCAGTTTACC aaacGGTAAACTGGGCATTCTCGCc

Ehd1 caccgGGACTTCACCATCTCCTTCT aaacAGAAGGAGATGGTGAAGTCC

B. Surveyor assay用のプライマーセット(5'->3')

Fw Rv

Macf1 CAGGTAAAGGAGAGCTTCCAAGCAG CACACTCCACTTCGATATGCCTGAG

Kmt2c GGAAACAACAGAAAGAGCATGCTGAGC CCTACCTGCCTTTGCTCATTGGTTTGC

Ehd1 CAGACCCAGGACTTCAGCAAGTTCC GGATGAGTGTGGGGCTGTCAGACAG

C. 変異ノックインマウス作製用のssODN (5'->3')

Macf1

Ehd1 -A

Ehd1 -B

D. 変異ノックインマウスのジェノタイピングシークエンス解析用プライマー

5'->3'

Macf1 CCTCTGAAACAGTAGATCAAGACCAACC

Kmt2c GCAGCACACAGCAGTCATCTCAGG

Ehd1 CCTCCGTTTGGAGGGTGGAATGAG

E. Kmt2 c変異マウスのジェノタイピング用プライマー (5'->3')

Fw CCTCCTAGAATTCAGCCCCCAATTGC

Rv CTGCTGTTCTCGTAAGCGTTCCTTCC

F. 変異ノックインPC12細胞作製用のssODN (5'->3')

Ehd1 -C

Ehd1 -D
ATCTTCTACACACTGTCTCCTGTCAATGGCAAGATCACGGGCGCTAATGCCAAGAAGGAGATGg

TGAAaTCCAAGCTGCCTAACACAGTGCTGGGGAAGATCTGGAAGCTGGCTGATGTG

Macf1

Kmt2c

TGATGCCACTGACAGATAAATCACTCTGAGAAGCAGGCATTATGGGAgCCTTGCAGGACgACGAGAC

CTACATGGGTAGGCTCTGTGTGAATAGGGTCTCCTGACTGTTTTGGTATTGAT

TTCTACACACTGTCTCCTGTCAACGGCAAGATCACAGGTGCTAATGCCAAGAAGGAGATGTGAA

GTCCAAGCTGCCCAACACAGTGCTGGGGAAGATCTGGAAGTTGGCAGATGTGGACA

TTCTACACACTGTCTCCTGTCAACGGCAAGATCACAGGTGCTAATGCtAAGAAGGAGATGTGAA

GTCCAAGCTGCCCAACACAGTGCTGGGGAAGATCTGGAAGTTGGCAGATGTGGACA

CTTCTACACACTGTCTCCTGTCAATGGCAAGATCACGGGCGCTAATGCCAAGAAGGAGATGTG

AAGTCCAAGCTtCCTAACACAGTGCTGGGGAAGATCTGGAAGCTGGCTGATGTGGAC
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3.3 結果 

 

3.3.1 各遺伝子改変マウスの作製 

 各遺伝子改変マウスは、CRISPR/Cas9 システムにより作製した。本研究では、患者変

異を再現したノックインマウスを作製することとした。 

まず、遺伝子切断を行うための single guide RNA（sgRNA）を設計した。ノックイン

を成功させるためには、ノックインを行いたい部位の近傍を切断する必要がある。Macf1

と Ehd1 については、患者変異部近傍の特異性が高かったため、変異部位に最も近い 3

種の sgRNA を設計した。Kmt2c については、変異近傍部の配列特異性が低く、適切な

sgRNA の設計が困難であったため、変異ノックインではなく、患者変異が存在してい

たエクソンと同じエクソンを切断したノックアウトマウスを作製することとし、そのよ

うな sgRNA を 3 種設計した。 

培養細胞株を用いて、設計した sgRNA がゲノム切断能を有しているのかを検討した。

sgRNA、Cas9 および EGFP を発現するオールインワンプラスミドベクターを作製し、

マウス神経芽細胞由来 Neuro2A 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクシ

ョンした細胞から DNA を回収し、Surveyor assay を行った。Surveyor assay は、ゲノム

切断により生じたミスマッチ部を認識することのできる解析手法である。これにより、

各 sgRNA によるゲノム切断を評価した（図 11）。複数の sgRNA で切断を確認できたの

で、Macf1 では、切断部位が患者変異と最も近かった sgRNA-2 により、遺伝子改変マウ

スを作製した。一方 Kmt2c については、オフターゲット変異を予測できる CRISPRdirect

により、最もオフターゲット変異が小さいと予測された sgRNA により遺伝子改変マウ

スを作製することとした。Ehd1 については、既報で用いたものを使用した。 

 

3.3.2 遺伝子改変マウスの作製とオフターゲット変異解析 

 決定した sgRNA 配列をもとに、sgRNA および Cas9-mRNA を作製し、マウスの受精

卵にインジェクションした。Macf1 および Ehd1 については、変異ノックインのための

single strand oligo DNA（ssODN）も合わせて導入し、各遺伝子変異マウスを作製した（図

12）。 

 得られた F0マウスについて、genotyping を行い、変異ノックインまたはフレームシフ

トの遺伝子切断が起こっていたマウスを選別した。なお、Ehd1 変異マウスについては、

ヘテロまたはホモ変異ノックインが起きた F0 マウスを得ることが出来なかったが、シ

ークエンスシグナルが 3 本以上あるモザイク切断が起きていたマウスにおいて、変異ア

リルを有するマウスを取得し、交配を行った。その後野生型マウスと交配を行い取得し

た F1マウスのゲノム DNA を用いて、機能喪失型のオフターゲット変異の有無を確認す
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ることを目的とした、全エクソーム解析を行った（図 13）。各マウスラインに特異的な

機能喪失型変異は見られなかったため、このマウスを第一世代とし交配を行い、各遺伝

子改変マウスラインを確立した。今後は、これらマウスを用いて解析を行った。 

 さらに、患者変異により生じた truncated EHD1 が、実際に生体内で発現しているのか

を確認するために、Ehd1 ヘテロ変異マウスの海馬サンプルを用いて、EHD1 の N 末端

領域を認識する抗 EHD1 抗体により、ウエスタンブロットを行った。これにより、野生

型 EHD1 由来のバンドの下に、患者型の短い EHD1 由来バンドを見いだし、その発現を

確認した（図 14A）。 

 Kmt2c 変異がハプロ不全を引き起こすのか、truncated protein が生じるのかを調べるた

めに、抗 KMT2C 抗体を用いたウエスタンブロットを行った。ハプロ不全かを明らかに

するためには、Kmt2c ホモ変異マウスサンプルを使用するのが適しているが、Kmt2c ホ

モ変異マウスは胎生致死であることが知られていたため、E16.5 のマウス胎児サンプル

から全脳を取り出し、ウエスタンブロットを行った。その結果、Kmt2c ホモ変異マウス

において、完全に喪失するバンドを確認し、Kmt2c 変異アリルからは KMT2C が発現し

ないことを見いだした（図 14B）。 

 

3.3.3 Ehd1切断マウスのジェノタイプ分布について 

 Ehd1 変異マウス作製時に、変異ノックインマウス以外の、Ehd1 切断マウスが複数取

得できた。その中には、フレームシフトが起きる切断が起きているアリルをふたつ有し

ている、ホモフレームシフトマウスも複数取得できた。International Mouse Phenotying 

Consortium（IMPC）によると、Ehd1 ホモノックアウトマウスは、離乳前不完全致死性

を示し、ホモマウスの一部が離乳の前に死亡してしまう。同様の結果を CRISPR/Cas9 に

よる遺伝子改変マウスで得られた場合、変異近傍部以降を欠損したマウスの変異 EHD1

は、少なくとも機能喪失を示すことは明らかである。そこで、ホモフレームシフトマウ

スの生存率を評価することとした。 

 CRISPR/Cas9 による切断パターンに偏りがない場合、遺伝子切断が起きた Ehd1 アリ

ルのうち、3分の2がフレームシフト切断になるはずである。しかしながら、CRISPR/Cas9

による遺伝子切断パターンには通常偏りがあるため、切断パターンを考慮してジェノタ

イプ分布を評価する必要がある。そこで、EHD1 欠損はヒト細胞株では致死を示さない

ことが知られていたため(103)、培養細胞株 PC12 細胞でも同様の sgRNA を用いて Ehd1

変異 PC12 細胞を樹立し、致死を考慮しない CRISPR/Cas9 によるホモ切断の割合を評価

し、マウスと細胞株間のジェノタイプを比較することにより、ホモフレームシフトマウ

スの分布が遺伝子改変 PC12 細胞と異なるのかを評価することとした（図 15）。その結

果、Ehd1 遺伝子改変マウスと PC12 細胞では、ジェノタイプの分布が有意に異なること
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を明らかにした（2×6 フィッシャーの正確確率検定、p < 5×10-8）。 

 

3.3.4 インテリケージ解析と輪回し行動解析 

 作製したマウスにおいて、どのような行動異常が見られるのかをスクリーニングする

ために、輪回し行動解析とインテリケージ解析を行った。インテリケージは、集団飼育

下において、様々な行動試験を半自動的に行うことが出来る装置であり、マウスの異常

行動を簡便にスクリーニングすることに適している。一方、輪回し行動解析は、マウス

の行動量を経時的かつ長期的に計測できる行動試験であり、双極性障害の特徴である躁

およびうつという相反するエピソードを調べるのに適している。実際これまで、この手

法により、自発的かつ周期的に行動量が低下する、反復性うつモデルマウスが報告され

ている。上記 2 つの行動試験を行い、作製した各遺伝子改変マウスが双極性障害様行動

を示すのかを検討した。 

 下記より、遺伝子改変マウスごとに解析結果を記述することとする。 

 

3.3.4.1 Ehd1変異マウスについて 

 Ehd1 変異マウスでは、輪回し行動解析で顕著な行動を見いだした。各遺伝子改変マ

ウスについて、暗記の行動量に対する明期の行動量を比較したところ、Ehd1 変異マウ

スで有意に明期の活動量が増加していることを見いだした（図 16）。このような明期の

行動量増加は、糖尿病モデルマウスである db/db マウスでも見られたため(104)、Ehd1 変

異マウスが糖尿病様行動を示しているのかを確認するため、グルコース負荷試験を行っ

たが（図 17A）、野生型と変異型で、顕著な違いは見られなかった（図 17B）。また、Ehd1

変異マウスは、インテリケージ解析について顕著な行動は示さなかった（図 18、19）。 

 

3.3.4.2 Macf1変異マウスについて 

Macf1 変異マウスについては、インテリケージの 2 つの行動試験、Attention test と

Delay discounting test で顕著な行動を見いだした。 

Attention test では、各コーナーに設置されている 2 つの飲水ボトルのゲート上に設置

されている LED ライトが短時間点灯し、点灯した側のゲートに nosepoke することで飲

水が可能となる。この試験では、短時間点灯を見逃さないために、注意深く LED ライ

トを見ている必要があり、マウスの注意力の指標になると考えられる。Macf1 変異マウ

スでは、attention test の成功率が有意に低下していた（図 20A、B）。 

 次に、Delay discounting test では、2 つのボトルのうち片方を、マウスが好むサッカリ

ン水に変え、水のゲートが開いたしばらく後にサッカリン水のゲートが開く。この遅延

時間を操作し、どの程度待ってまで報酬を欲しがるのかを調べることが可能である。こ
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の試験において、Macf1 変異マウスは、サッカリン水のゲートが開くまでの遅延時間が

長くなっても、サッカリン水を飲み続けるということを見いだした（図 20C、D）。なお、

その他のインテリケージの試験では、顕著な違いは見られなかった（図 21、22）。 

 

3.3.4.3 Kmt2c変異マウスについて 

Kmt2c 変異マウスでは、serial reversal test で異常行動を見いだした。この試験では、4

コーナーのうち、1 コーナーでのみ飲水が可能にする。飲水可能コーナーを、一日ごと

に対角線上に移動させ、その成功率を測定する。この移動が 2 往復すると、別の対角線

に飲水可能コーナーが移動し、1 日ごとに再度対角線上に移動する。2 往復を 1 セット

とし、3 セットこの解析を行ったところ、Kmt2c 変異マウスでその成功率が有意に低下

していた（図 23A、B）。特に、対角線が変更される日において、前日に飲水できたコー

ナーに有意に多く訪れることを見いだした（図 23C）。それ以外のインテリケージ解析

の試験では、顕著な行動は見られなかった（図 24、25）。 

 Kmt2c 変異マウスについては、身体の発達形成にも異常を見いだした。Kmt2c 変異マ

ウスでは、野生型に比べ、体重が有意に低下していることを見いだした（図 26A）。一

方、変異マウスにおいて、脳の重さが有意に増加していることも見いだした（図 26B）。 

 上記のような、ルール変更への柔軟性の低下や脳重の増加などは、いずれも自閉症患

者でたびたび見られる特徴である。実際に、自閉症患者でも KMT2C 変異は複数報告さ

れている。そこで、自閉症の特徴のひとつである発語能力の低下を調べるために、Kmt2c

変異マウスにおいて超音波発生（ultrasonic vocalization, USV）を測定した。しかしなが

ら、Kmt2c 変異マウスにおいて、USV call 数や USV パターンに顕著な異常は見られな

かった（図 27）。 

 

3.3.5 KMT2C マウスのマイクロアレイ解析 

 KMT2C は、ヒストン 3 の 4 番目のリジン（H3K4）のメチル化を制御していることが

知られている、エピジェネティック因子である。そのため、Kmt2c 変異マウスにおいて、

遺伝子の発現が広範に変化すると予測されたので、変異マウスの海馬サンプル由来 total 

mRNA を用いて、マイクロアレイ解析を行った。FC > 1.1 かつ p < 0.05 を満たす DEG

を抽出し、GO 解析を行ったところ、有意に増加または減少している遺伝子群を複数見

いだした（図 28、29）。Kmt2c 変異マウスで有意に増加していた遺伝子群の中には、造

血系に関わる遺伝子群が複数存在しており、白血病に関わる KMT2C の異常を反映した

結果を示した一方、有意に減少した遺伝子群の中には、ミエリン化に関する遺伝子群を

見いだした。 

 



56 

 

3.3.6 双極性障害患者デノボ変異の再解析 

 最後に、KMT2C において、発達障害患者で多くの機能喪失型変異が見つかっている

一方で、なぜ気分障害である双極性障害においても機能喪失型変異が同定されているの

かを明らかにするために、双極性障害患者の KMT2C 変異の再解析を行った。KMT2C 変

異部の配列をサンガー法により再確認したところ、変異のシグナルが野生型シグナルに

比べて小さかった（図 30B）。そこで、双極性障害患者で見られた KMT2C デノボ変異

が、全身性のヘテロ変異ではなく、体の一部でのみ変異細胞が存在する体細胞モザイク

変異である可能性を検討した。患者変異近傍に存在していたヘテロ SNP に着目し、患

者変異部およびヘテロ SNP 部をまとめて増幅する PCR を行い（図 30C）、PCR 産物を

サブクローニングしたところ、”G” SNP が存在しているアリル上で、野生型塩基および

変異塩基の両方が存在していることを明らかにした（図 30D）。この結果は、”G” SNP 上

で 2 細胞期以降に変異が生じたことを示唆しており、双極性障害患者で同定された

KMT2C 変異は体細胞モザイク変異であったことを見いだした。 
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図 11 Surveyor assay 

A. Macf1 の sgRNA 配列。患者では赤字の直前にシトシンが挿入される。 

B. 各 sgRNA についての Surveyor assay の結果。sgRNA があるレーンではミスマッチに

よる切断産物が見られた。赤矢印の sgRNA を、マウス受精卵への注入に使用した。 
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図 12 各遺伝子改変マウスの遺伝子型 

 Locus はマウスの野生型配列。ssODN は、変異ノックインのために導入した ssODN 

配列の一部。最下段の配列が、遺伝子改変マウスの実際の遺伝子型。 

A. Ehd1 変異マウスの遺伝子型 

B. Macf1 変異マウスの遺伝子型 

C. Kmt2c 変異マウスの遺伝子型 
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図 13 各遺伝子改変マウスのエクソーム解析結果 

 フィルタリング後の機能喪失型変異のリスト。CRISPR/Cas9 により導入したもの以外 

の機能喪失型変異は見られなかった。 
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図 14 Ehd1および Kmt2c変異マウスサンプルのウエスタンブロット 

A. EHD1 のウエスタンブロット。ヘテロ変異マウスで、短い EHD1 の発現を確認した。 

B. E16.5 胎児の全脳サンプルを用いたウエスタンブロット。Kmt2c ホモ変異マウスで

バンドが消失したことを確認した（矢印部）。Cytoplasm は細胞質画分、Nuclear は核

画分サンプル。  
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図 15 Ehd1を切断したマウスおよび PC12 細胞の遺伝子型の分布 

 両者の間に、有意な分布の違いが存在した。2×6 フィッシャーの正確確率検定、p < 

5×10-8。 
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図 16 輪回し行動解析の結果 

A. 一日の平均行動量について、野生型（WT）および Ehd1 変異マウス（Mut）の代表

例。 

B. 各変異マウスの暗期に対する明期の活動量。N = 15。Mean±SEM。Kruskal-Walis の

検定。p = 0.0029。 
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図 17 グルコース血中濃度測定実験 

A. グルコース血中濃度測定実験の流れ。 

B. 野生型と変異型マウスで、グルコース投与後の血中グルコース濃度に有意な差は見

られなかった。Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 6. Interaction; p = 

0.54, Time; p = 0.0005, Genotype; p = 0.55. 
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図 18 Ehd1変異オスマウスのインテリケージ解析結果 

A. Place learning test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.81, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.42. 

B. Place learning reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.075, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.88. 

C. Impulsivity test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.94, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.99. 

D. Attention test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.70, 

Stimulation; p < 0.0001, Genotype; p = 0.64. 

E. Place avoidance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p 

= 0.16, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.45. 

F. Delay disconting test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 5. Interaction; 

p > 0.99, Time; p = 0.0022, Genotype; p = 0.71. 

G. Social dominance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; 

p = 0.91, Time; p = 0.035, Genotype; p = 0.21. 

H. Serial reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.054, Time; p = 0.0028, Genotype; p = 0.43. 
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図 19 Ehd1変異メスマウスのインテリケージ解析結果 

A. Place learning test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.76, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.80. 

B. Place learning reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.11, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.97 . 

C. Impulsivity test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.84, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.99. 

D. Attention test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.90, 

Stimulation; p < 0.0001, Genotype; p = 0.49. 

E. Place avoidance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p 

= 0.84, Time; p = 0.90, Genotype; p = 0.47. 

F. Delay disconting test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 5. Interaction; 

p = 0.94, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.87. 

G. Social dominance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; 

p = 0.90, Time; p = 0.01, Genotype; p = 0.80. 

H. Serial reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 5. Interaction; p = 

0.54, Time; p = 0.012, Genotype; p = 0.13. 
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図 20 Macf1変異マウスのインテリケージ解析結果 

A. Attention test の模式図。 

B. Macf1 変異オスマウスにおいて、Attention test の正解率が有意に低下した。Attention 

test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.43, Stimulation; 

p = 0.0001, Genotype; p = 0.016. 

C. Delay discounting test の模式図。 

D. Macf1 変異メスマウスは、遅延時間が長くなっても、サッカリン水を有意に飲み続

けた。Delay disconting test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.14, Time; p = 0.0001, Genotype; p = 0.014. 
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図 21 Macf1変異オスマウスのインテリケージ解析結果 

A. Place learning test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.25, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.17. 

B. Place learning reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.29, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.74. 

C. Impulsivity test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.10, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.99. 

D. Place avoidance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p 

= 0.50, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.67. 

E. Delay disconting test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; 

p = 0.061, Time; p = 0.0001, Genotype; p = 0.66. 

F. Social dominance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; 

p = 0.17, Time; p = 0.0004, Genotype; p = 0.092. 

G. Serial reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.85, Time; p = 0.0007, Genotype; p = 0.39. 
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図 22 Macf1変異メスマウスのインテリケージ解析結果 

A. Place learning test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.88, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.074. 

B. Place learning reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.80, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.078. 

C. Impulsivity test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.23, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.99. 

D. Attention test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.66, 

Stimulation; p < 0.0001, Genotype; p = 0.25. 

E. Place avoidance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p 

= 0.44, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.12. 

F. Social dominance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; 

p = 0.84, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.63. 

G. Serial reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.21, Time; p = 0.20, Genotype; p = 0.40. 
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図 23 Kmt2c変異オスマウスの serial reversal test の結果 

A. Serial reversal test の模式図。 

B. Serial reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 6. Interaction; p = 

0.27, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.033. 

C. 前日のコーナーへ行った割合。Mean±SEM. 初日について、Welch の t 検定。WT; N 

= 6, Mut; N = 6. p = 0.0018 
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図 24 Kmt2c変異オスマウスのインテリケージ解析結果 

A. Place learning test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.26, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.85. 

B. Place learning reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.50, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.18. 

C. Impulsivity test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.0342, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.99 . 

D. Attention test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.98, 

Stimulation; p = 0.0002, Genotype; p = 0.39. 

E. Place avoidance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 6. Interaction; p 

= 0.56, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.89. 

F. Delay disconting test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 6. Interaction; 

p = 0.71, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.25. 

G. Social dominance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 6. Interaction; 

p = 0.98, Time; p = 0.0031, Genotype; p = 0.58. 
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図 25 Kmt2c変異メスマウスのインテリケージ解析結果 

A. Place learning test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 

0.30, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.16. 

B. Place learning reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. 

Interaction; p = 0.64, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.36. 

C. Impulsivity test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.56, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.99. 

D. Attention test. Mean±SEM. 2way ANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p = 0.88, 

Stimulation; p = 0.0039, Genotype; p = 0.64. 

E. Place avoidance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; p 

= 0.42, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.42. 

F. Delay disconting test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 5. Interaction; 

p = 0.044, Time; p = 0.0001, Genotype; p = 0.069. 

G. Social dominance test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 7, Mut; N = 7. Interaction; 

p = 0.76, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.54. 

H. Serial reversal test. Mean±SEM. 2way rmANOVA, WT; N = 6, Mut; N = 5. Interaction; p = 

0.82, Time; p < 0.0001, Genotype; p = 0.10. 
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図 26 Kmt2c変異オスマウスの体重および脳重 

A. Kmt2c 変異マウスは有意な体重の低下を示した。N > 40。Mean±SEM。Mann-Whittney

の検定。5wks: p = 6.50E-6, 9wks: p = 9.11E-4, 13wks: p = 2.90E-6。 

B. Kmt2c 変異マウスは有意な脳重の増加を示した。N = 10。Mean±SEM。Mann-Whittney

の検定。16 週齢。p < 0.05。 
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図 27 Kmt2c変異マウスの超音波発声測定（USV） 

A. P7 時の Kmt2c 変異マウスの体重。有意な体重低下を確認した。WT; N = 35, Mut; N 

=20。 Mean±SEM。Mann-Whittney の検定。p = 0.024。 

B. Kmt2c 変異マウスにおいて、USV の数に有意な差はなかった。WT; N = 35, Mut; N 

=20。Mean±SEM。Mann-Whittney の検定。p = 0.70。 

C. USV の発声パターン。Kmt2c 変異マウスにおいて、有意な違いは見られなかった。 

NS: No jump short call. MJ: Multiple jump call. JL: One downward jump long call, JN: One 

downward jump normal call, JS: One downward jump short call, JU: One upward jump, NL: 

No jump long call。2way rmANOVA, WT; N = 35, Mut; N =20. Interaction; p = 0.0647, 

Pattern; p < 0.0001, Genotype; p > 0.999. 
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図28 Kmt2c変異マウス海馬において発現量が増加したGene ontlogy term（（top 30） 

 Fold-change > 1.1 かつ p < 0.05 の遺伝子群について、Kmt2c 変異により増加した GO  

term。濃赤で示したカラムは、造血系に関わる term であった。 
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図29 Kmt2c変異マウス海馬において発現量が減少したGene ontlogy term（（top 30） 

Fold-change > 1.1 かつ p < 0.05 の遺伝子群について、Kmt2c 変異により減少した GO  

term。黄で示したカラムは、神経のミエリン化に関わる term であった。  
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図 30 患者 KMT2C変異の再検証 

A. 体細胞モザイク変異の概念図。 

B. 患者変異近傍のシークエンス波形。 

C. 患者 DNA の PCR 産物サブクローニング。 

D. 患者変異と SNP 組み合わせパターンの各クローン数。 
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3.4 考察 

 

3.4.1 結果のまとめ 

 本章では、双極性障害患者で機能喪失型変異が同定された遺伝子の中から、ふたつの

遺伝学的指標である RVIS および pLi により絞り込んだ、EHD1, MACF1, KMT2C の 3 遺

伝子に着目し遺伝子改変マウスを作製し、行動解析および生理学的解析を行った。Ehd1

変異マウスでは、患者変異による短いタンパク質が発現していることと、明期において

活動量が有意に増加していることを見いだした。Macf1 変異マウスでは、一部のアイソ

フォームにのみ異常を生じる患者変異を再現し、attention test と delay discounting test で

顕著な行動を見いだした。Kmt2c 変異マウスでは、フレームシフトを引き起こす変異を

導入し、異常アリルからの KMT2C 発現が完全に喪失することを明らかにし、体重低下

と脳重増加という身体的な発達異常を見いだした。行動解析では、serial reversal test で

ルール変更に柔軟な対応ができないことを見いだした。海馬サンプルを用いたマイクロ

アレイ解析では、Kmt2c 変異マウスにおいて、ミエリン化に関する遺伝子群の発現が有

意に低下していることを見いだした。また、KMT2C 変異を有していた患者の DNA サン

プルを再解析したところ、KMT2C デノボ変異は、全身性ではなく、体内の一部に存在

する体細胞モザイク変異であったことを見いだした。 

 

3.4.2 RVIS と pLi について 

 本研究では、疾患遺伝学領域で開発された RVIS と pLi に着目することにより、着目

すべき遺伝子を絞り込んだ。これら指標は、一般人口において、タンパク質のアミノ酸

配列変化変異または機能喪失型変異の起きやすさの目安と考えられている。そのため、

これら指標により変異が生じにくいとされる遺伝子は、遺伝子変異に不寛容、すなわち、

変異が生じるとその変異が次世代に伝わりにくいと予測され、そのような遺伝子は生命

維持や種の維持に重要な遺伝子であると考えられる。また、pLi と RVIS については、

算出の根拠となるデータベースが異なるため、両指標に着目することで、より厳密に生

体にとって重要な遺伝子を絞り込むことが出来ると考えられる。pLi および RVIS 両方

ともが小さい遺伝子の変異マウスは作製しなかったため、厳密な比較をすることはでき

ないものの、両値により絞り込んだ Ehd1、Macf1、Kmt2c の各変異マウスは、実際にそ

れぞれ顕著な行動を示しており、本手法の有用性を示唆する結果であると考える。 

 

3.4.3 CRISPR/Cas9 によるオフターゲット変異について 

 本研究で CRISPR/Cas9 により作製した遺伝子改変マウスは、オフターゲット機能喪

失変異を有していなかった。CRISPR/Cas9 で作製した遺伝子改変マウスのエクソーム解
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析については、中島らにより報告があり、作製した 3 系統のうち 1 系統で、1 か所のオ

フターゲット機能喪失変異が同定されている(105)。通常の近交系マウスコロニーでは、

1 世代経るごとに、3~4 個の塩基挿入/欠失変異が全ゲノム中に生じるという報告をもと

に考えると、全エクソーム中では 1 世代経るごとに 0.1 個の塩基挿入/欠失変異が生じる

と予測される(106)。本研究では、3 系統中 1 系統も機能喪失変異を生じなかったことか

ら、中島らの論文と合わせて、1 マウス当たり 1/6 = 0.16 個の塩基挿入/欠失変異が生じ

る計算となり、通常の世代交代により生じる機能喪失デノボ変異の数と、CRISPR/Cas9

のオフターゲットにより生じる機能喪失変異の数に顕著な差は存在しない（フィッシャ

ーの正確確率検定, p > 0.99）。また、Akcakaya らは、オフターゲット予測を行いオフタ

ーゲット変異が生じる可能性が低いものを適切に選べば、全ゲノムレベルでもオフター

ゲット変異が生じないことを報告している(107)。 

 以上のことから、少なくとも上記の実験で生じた CRISPR/Cas9 によるオフターゲッ

ト機能喪失変異は、自然交配で生じる変異と大差なく、無視できるレベルであったと考

えられる。 

 

3.4.4 各変異マウスで見いだした表現型について 

1. Ehd1 変異マウスについて 

 Ehd1 変異マウスは、夜行性であるマウスで本来活動が低下する明期において、有意

な活動量増加を見いだした。この結果は、Ehd1 変異マウスにおいて、睡眠機能に何ら

かの異常が生じている可能性を示唆している。双極性障害の診断基準のひとつに睡眠量

の低下または増加の有無があるが、それだけではなく、双極性障害と睡眠障害との関係

については、これまで多数の報告がある。Geoffroy らは、睡眠低下が双極性障害に頻度

高く存在することを報告している(108)。また Ng らは、躁もうつも示さない interepisode

期に、双極性障害患者で睡眠異常を示すことを報告している(109)。さらに、Hensch ら

は、睡眠の異常が、双極性障害の素因となる可能性を報告している(110)。以上のように、

双極性障害と睡眠には深いかかわりがある。今回の Ehd1 変異マウスでは、双極性障害

様行動を示さなかったが、睡眠の異常が双極性障害の素因となる可能性があることから、

患者における EHD1 の異常が睡眠異常を引き起こし、双極性障害に対する脆弱性を引き

起こしている可能性が考えられる。 

 

2. Macf1 変異マウスについて 

 Macf1 変異マウスは、Attention test と Delay discounting test で異常行動を見いだした。

Attention test では、正解率が有意に低下しており、変異マウスの注意力が低下している

ことを示唆している。双極性障害患者では、注意力が低下しているなどの報告もあるこ
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とから(111)、双極性障害患者の特徴の一部を反映した結果であると考えられる。また、

Delay discounting test においては、待ち時間が長くなっても、報酬であるサッカリン水を

飲み続けるという特徴を見いだした。この結果は、変異マウスが報酬にこだわり続ける

と解釈することが可能であり、双極性障害様行動のひとつと考えられる。また、光遺伝

学的操作によってセロトニン神経を活性化させたマウスにおいても、Delay discounting 

test で同様の行動を示すことが知られている(112)。さらに、双極性障害関連遺伝子 Ant1

ヘテロノックアウトマウスにおいても、同様のフェノタイプが報告されており、このマ

ウスにおいても縫線核のセロトニン神経が過活動していることが明らかにされている

(99)。以上のことから、Macf1 変異マウスでも、セロトニン神経に何らかの異常が生じ

ている可能性が考えられる。 

 今回着目した MACF1 デノボ変異は、神経系に発現する MACF1 のひとつのアイソフ

ォームにのみ影響を与えることが予測される。行動異常が見られていることからも、こ

のアイソフォームには重要な機能が存在していると予測されるが、このアイソフォーム

についてはこれまで研究が全くなされていない。そこで、上記の行動異常の原因となる

脳領域を同定するためには、in situ hybridization などにより、このアイソフォームの発

現領域を同定することが必要であると考える。また、このアイソフォームの細胞内にお

ける機能を、過剰発現実験や、同定した脳領域細胞を用いた解析などにより、今後明ら

かにすることが必要であると考える。 

 

3. Kmt2c 変異マウスについて 

Kmt2c 変異マウスは、serial reversal test において、飲水可能コーナーの移動ルールが

変更された日において、前日飲水可能だったコーナーに有意に多く訪れるという表現型

を示した。この結果は、Kmt2c 変異マウスが、ルール変更に柔軟に対応できなかった結

果を示唆している。また、体重が有意に低下している一方で、脳の重さが有意に増加し

ていることを見いだした。 

 上記の、ルール変更への柔軟さの欠如や脳重の増加などは、自閉症患者でたびたび見

られる特徴である(113,114)。KMT2C では、自閉症などの神経発達障害患者において多

くの機能喪失型変異が報告されており、その関連が示唆されていたが、近年の研究によ

り、KMT2C の機能喪失型変異と自閉症との間に有意な関係があることが明らかにされ

た(93)。そのため、上記の Kmt2c 変異マウスの表現型とも合わせると、Kmt2c のハプロ

不全は、双極性障害ではなく神経発達障害の発症を引き起こす可能性が高く、今回作成

した Kmt2c 変異マウスは、自閉症を含む神経発達障害のモデルマウスであった可能性

が高い。自閉症との関係を明らかにするためには、自閉症の大きな特徴である社会性の

異常を調べる必要があり、今後の課題である。その他、認知機能や記憶機能などの機能
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についても、網羅的な行動テストバッテリーを行い、更なる解析が必要である。 

 また、今回作製したマウスは神経発達障害モデルマウスの可能性が高いことを考える

と、マイクロアレイ解析で得られたミエリン化の異常が、その発症に関与している可能

性があると考える。ミエリン化と自閉症については近年その関係が示唆されており、自

閉症関連遺伝子として知られる Mecp2, Pten, Tcm4 の各遺伝子改変マウスでは、ミエリ

ン化に関わる遺伝子群の発現が共通して変化していることが報告されている(115)。そ

こで今後は、Kmt2c 変異マウスの神経形態や、神経伝達速度などを調べる必要があると

考える。 

 KMT2C のハプロ不全が神経発達障害を引き起こす可能性が高い一方で、特徴の全く

異なる双極性障害患者でも、なぜ同様の変異が同定されたのかについては、双極性障害

患者の変異は実はモザイク変異であったことが原因であると考えられる。全身性変異で

は、体や脳の全体に異常が生じ重篤な症状が見られる一方で、モザイク変異では、体や

脳の一部に異常が生じる。そのため、例えば神経回路を形成している二つの脳領域につ

いて、正常領域と異常領域が生じることで、両領域間の相互作用に不平衡が起こり、双

極性障害を引き起こす可能性が考えられる。実際に近年、精神疾患における体細胞モザ

イク変異の解析は注目を浴びており、統合失調症の死後脳研究において体細胞モザイク

変異が複数報告されている。ただし、体細胞モザイク変異による双極性障害発症という

コンセプトは全く新しいものであり、行動生理学レベルでの研究は全く報告がないこと

から、この仮説を検証するための更なる研究が必要であると考える。 

 

3.4.5 各遺伝子改変マウスの行動の雌雄差について 

 本章では、各遺伝子改変マウスの行動に雌雄差が大きく出た。Macf1 変異マウスにつ

いては、オスマウスが Attention test に異常を示した一方で、メスマウスが Delay 

discounting test に異常を示していた。Kmt2c 変異マウスについては、オスマウスにおい

て serial reversal test の異常を見いだした。これまでのマウスの行動研究では、発情周期

の影響のせいで結果が安定しないため、メスマウスを使用することが避けられてきた。

しかし近年は、アメリカ国立衛生研究所（National Institutes of Health, NIH）が両性の解

析を推奨していることもあって(116)、メスマウスも用いた研究報告がたびたび見られ、

自閉症モデル Chd8 変異マウスなどでは、雌雄間で示す異常行動が異なることなども報

告されている(115)。そのため、今回同定した各遺伝子改変マウスの雌雄差は、その遺伝

子の機能の実態を表している可能性も当然ある。しかし一方で、多重比較などによる偽

陽性の可能性も残っており、別のパラダイムを用いた独立実験により、同様の行動が見

られるかを検討する必要がある。Macf1 変異マウスが異常を示した Attention test や Delay 

discounting test については、5-選択反応時間課題（5-choice serial reaction time task, 5-CSRTT）
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により、同様の行動評価が可能である(117)。一方、Kmt2c 変異マウスが異常を示したル

ール変更への柔軟さについては、T 迷路を使用して計測している例が報告されており、

再現実験が可能である(17)。 

 上記のように、得られた異常行動についても独立実験を行い、同様の結果が再現され

るのかを検討することが必要である。 

 

3.4.6 本研究の課題 

 本研究では、作製した各遺伝子改変マウスにおいて、顕著な行動変化を見いだした。

Ehd1 および Macf1 変異マウスは、双極性障害症状の特徴の一部を示したが、躁やうつ

様行動は示さないなど、双極性障害のすべての特徴を反映する結果を示さなかった。こ

の結果は、双極性障害は、ひとつの遺伝子変異によって発症するのではなく、複数遺伝

子の異常により発症する疾患であることを補強している。今後は、デノボ変異患者に特

徴的な他の SNP などを再現し、より患者のゲノムを再現した遺伝子改変マウスを作製

し、解析することが必要であると考える。 

また、Kmt2c 変異マウスは、全身性の変異を有しているため、双極性障害患者のモザ

イク変異を再現しておらず、双極性障害モデルマウスとしては不十分であることも明ら

かとなった。そのため、双極性障害の発症機序を明らかにするためには、Kmt2c モザイ

ク変異を再現したマウスの解析が、今後は必要であると考える。 

 最後に、本研究で見いだした各遺伝子改変マウスの行動変化の原因については、細胞・

神経回路レベルでの解析はほとんどできておらず、初代培養神経細胞を用いた変異の機

能解析や、各遺伝子改変マウスの異常脳部位の同定など、更なる解析が必要である。 
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総括 

 

 本研究では、双極性障害患者で同定された機能喪失型デノボ変異に着目し、UNC13B、

EHD1、MACF1、KMT2C の 4 遺伝子について、細胞レベルおよびマウスレベルでの解析

を行った。細胞を用いた UNC13B および EHD1 の変異機能解析では、UNC13B 変異がス

プライシング異常を引き起こすことや、EHD1 変異により生じた異常 EHD1 タンパク質

が神経突起伸長能の機能喪失やエンドサイトーシスに対するドミナントネガティブ効

果を示す可能性を示した。マウスを用いた解析では、Ehd1 変異マウスにおいて明期の

活動量が有意に増加すること、Macf1 変異マウスにおいて注意力の低下や報酬にこだわ

ること示唆する結果を取得し、Kmt2c 変異マウスにおいて脳重の増加やルール変更に対

する柔軟性の欠如といった神経発達障害様表現型を見いだした。双極性障害患者におけ

る KMT2C 変異については再解析を行い、体細胞モザイク変異であったことを見いだし

た。以上のように、患者で同定されたデノボ変異が、実際に患者の行動に影響を与えて

いる可能性を示唆する結果を得た。 

 ただし、今回作製した各遺伝子改変マウスは、いずれも双極性障害の病態を完全に再

現したマウスであるとは言えず、睡眠異常や注意力低下といった双極性障害患者で見ら

れる一部の特徴を示す結果であり、今回着目した遺伝子は双極性障害の症状の一部の原

因となる可能性を示した。近年、双極性障害は、ひとつの遺伝子の異常で生じる疾患で

はなく、複数の遺伝子変異によって生じるポリジェニックな疾患であることが示唆され

ており、本研究もその考え方を示唆する結果となった。ただし、デノボ機能喪失変異に

着目することで、一部とはいえ双極性障害の特徴を示したのは明らかであり、デノボ変

異解析の有用性を示唆する結果を得たとともに、今後の詳細な研究により、各特徴の機

序を明らかにできるモデルマウスを取得することが出来た。 

今回の研究は、ひとつの遺伝子に着目して解析を続ける双極性障害研究の現状に一石

を投じるものであり、複数の遺伝子に着目した遺伝子改変マウスを作製することにより、

より双極性障害の病態を再現したモデルマウスを取得し、今後の双極性障害研究の発展

につながる研究が可能となると考える。 
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