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１．はじめに 

精神疾患の病因は先天性と後天性に分かれる。即ち、遺伝子要因と環境要因に大別される。いず

れの場合も脳における特定のタンパクの機能変化が直接的な原因となる。我々は、インスリンの分

泌を調節するタンパクとして報告されていたピッコロが脳に存在し、精神疾患と関連の深いドパミ

ンの再取り込みを調節すること、および、覚せい剤誘発精神病マウス脳での増加を報告してきてい

る (Cen et al., 2008; 新田ら 2010)。 加えて、双極性障害やうつ病の患者では、ピッコロの

遺伝子が変異していることが報告された(Choi et al., 2011; Sullivan et al., 2009)。そこで、

本分子の生理機能を行動薬理学的、生化学的および分子生物学的に検討を行い精神疾患、特にうつ

病と統合失調症との関連を明確にする必要がある。 

 今まで精神疾患の原因に関係する遺伝子は、該当疾患患者での発現変化や遺伝子変異を指標に検

索されていたため家族性のものの研究が先行していた。遺伝子側からアプローチする本研究成果を

得ることが出来れば、非家族性も含めて精神疾患の原因解明および治療薬開発への大きな足掛りと

なると考えられる。 

 
２．方法 

１）実験動物 

実験には、７週齢の c57BL / 6J 雄性マウス（日本 SLC、静岡）および遺伝子組み換えマウスの作

成には同一バッググランドの系統を使用した。本実験における動物実験は富山大学動物実験指針、

文部科学省動物実験指針および the Guidelines for Proper Conduct of Animal Experiments 
Science Council of Japan, 2006 に準じ動物実験委員会で承認された上で行った。行動および生化

学実験に用いるマウスについては、午前 8 時から午後 8 時を明期とする部屋で飼育し、行動実験中

以外は、餌および水は自由摂取とした。 

２）遺伝子組み換え動物の作成  

Piccolo 遺伝子の一部である C2A ドメインを pDEST26 ベクターに組み込んだ。本ベクターはサイ

トメガウィルス (CMV) プロモーターを含んでいる。C2A ドメイン遺伝子の前には myc を組み込み、

共発現するようにした。今回用いた CMV プロモーターは、発達または増殖過程にある細胞のみで過

剰発現することがわかっている(Anthony et al., 1998)。そのため、本マウスでも、胎生期および

生後１週間程度の間のみ該当蛋白質の増加がおこっていると考えられる。このベクターが遺伝子に

ランダムに組み込まれることで、染色体上のどのような位置に配置されるか不明であり、元来存在

していた機能遺伝子の転写が阻害される可能性があるという不確定な部分がある。 

３）Social interaction 試験 

実験を行う前２日間、観察箱にマウスを入れ 10 分間慣れさせた。観察の際には、マウスを普段同

じケージで飼育していない未知のマウスと共に実験箱に入れ、10 分間にお互いが接触する時間を計

測した。 

４）強制水泳試験法 

25℃の水を 15cm の水深で張った円筒形の水槽にマウスを投入し 6 分間の強制水泳を行い、後半 5

分間における無動時間を赤外線装置により測定した。無動時間が長いほどうつ様症状を示している

と考えられる。 

５）条件性場所嗜好 (Conditioned Place Preference; CPP) 試験 

CPP 試験には 2-compartment box を用いて、既報に従って行った(Noda et al.,1998)。メタンフ

ェタミン (0.3 mg/kg) の投与は実験の直前に行った。 



 
 
６）統計処理 

実験結果は平均±標準誤差で示した。有意差検定は一元配置分散分析の後、Bonferroni’s テス

トを用いて行った。２群間比較には、Student’s t-test を用いて 検定した。 

 

３．結果 

１）遺伝子過剰発現マウスの選別  

 受精卵にそれぞれの遺伝子を含むベクターを注入した後、メスマウスの子宮に入れ、着床および

妊娠させた。その結果、得られた子供を F1 として、便宜上、由来受精卵ごとに系統に番号をつけ、

いずれの系統が過剰にそれぞれの蛋白質を発現しているかを比較し、実験に用いるマウスの系統を

決定した。即ち、同じ番号の系統の F1 のオスとメスを交配させ、産まれてきたマウス脳を生後 10

日目に取り出し、piccoloC2A ドメインの発現量のチェックを行い、過剰発現が観察されたものを選

択した。この操作は、遺伝子過剰発現マウスの場合、挿入された外来遺伝子のコピー数が系統毎に

異なること、また染色体の位置によっては、交配を続けている間に外来遺伝子が失われる可能性が

あるためである。Piccolo C2A ドメインでは 111 と番号をつけた系統が当該遺伝子の発現量が多か

ったため、その生後１日目のマウス脳を用いてPiccolo C2Aドメインの発現量をリアルタイム RT-PCR

法で測定したところ、mRNA が 1.5 倍に増加していた。以降の実験は、本マウスを用い、またコント

ロールには、Piccolo C2A 過剰発現マウスと同腹の野生型マウスを用いた 。 

２）Social interaction 試験 

コントロールマウスと比較して Piccolo C2A ドメイン過剰発現マウスは、未知のマウスとの接触

時間が有意に減少し、他者との社会性が減少していた。 

３）強制水泳試験法 

10分間の強制水泳をコントロールマウスと Piccolo C2Aドメイン過剰発現マウスに課したところ、

コントロールマウスと比較して Piccolo C2A ドメイン過剰発現マウスに無動時間の有意な延長が観

察された。このことから、Piccolo C2A ドメイン過剰発現マウスは、うつ様症状を示すことが考え

られる。 

４）条件付場所嗜好 (Conditioned Place Preference; CPP) 試験 

0.3mg/kg のメタンフェタミンは、コントロールマウスにおいて薬物依存を誘導しない程度の低濃度

である。Piccolo C2A ドメイン過剰発現マウスは、メタンフェタミン投与を行った部屋への嗜好性

がコントロールマウスより高まっていた。このことは、Piccolo C2A ドメインの過剰発現によって

依存性薬物への感受性が高まったことを示すと考えられる。 

 

４．考察 

ピッコロのドパミン遊離量調節には、生合成よりも再取り込みに関わっている、即ち、ドパミン

トランスポーターの細胞内局在化を示唆する研究成果も得ており、今後は、培養細胞を用いてこれ

らの仮説を証明したいと考えている。遺伝子組み換えマウスは実験に使用可能な個体数の確保に多

くの時間とマンパワーを費やしたため、一般行動での実験結果が主となったが、社交性に欠けるこ

とや、うつ様の傾向があること、また、覚せい剤への場所嗜好性が強いことを示すことが出来た。 

今までにも薬物依存形成に関連することが報告されているタンパクはいくつかあるが、Key タン

パクとなるものについての統一した見解は得られていないが、本研究で見出したピッコロが薬物依

存形成にどのように寄与しているかについて今後検討を重ねる予定である。本年度は CMV プロモー

ターを用いた遺伝子過剰発現マウスの作成を試みた。今後は、本遺伝子過剰発現マウスを用いて、

詳細な生理機能を明らかにすると共に精神疾患の繋がる結果を得ることを期待している。 
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