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中枢神経系発達を制御する機能を担っている.また,NRGlは末梢神経系においても栄華因子

として働き,内耳蛸牛神経細胞の生存に関わっている,そして,NRGlと受容体であるErbBシ

グナルの異常は聴力の低下を引き起こすことが知られている.従って,NRGlシグナルg)障害

は異常な神経発達を引き起こすと考えられる.遺伝的要因に加えて胎児の低酸素障害などの環

境因子も統合朱謂症のリスク因子と考えられており,これらはN配GiU)発現異常も誘導する.

よって遺伝的背景 ･環境要因は共に異常なNllGlシグナルを引き起こすことによって,神経発

達障害という統合失調症の原因仮説に結びつくことが予想される.今回私は,神経発達段階で

の過剰NRGlシグナルと統合失調症発症リスクとの関係を検討した 新生仔マウスに対して組

換えNRGlペプチドを投与-した後,認知行動解析による評価を行った,

プレパルスインヒビション (prepulseinhibition:PPI)は不必要な情報を取り除く知魔フィ

ルター機能を評価するものであり,統合失調症で低 卜が報告されている一動物モデ ルを用いた

PPIの測定は音鷲鰐反応を用いて行われ,NRGl遺伝 予改変マウスにも障害が報告されている.

しかしながら,これまでの遺伝子改変マウスは全身性変異でありながら聴覚機能を調べられた

例はない.そこで私はNRGl投与-マウスの認知機能に加えて聴覚機能の解析も同時に行った.

認知行動解析の結果,NRGl投与-マウスは劇的なPP王の低ドと,音条件付け学習の低下を示
した.加えて,統合失調症の陰性症状を反映すると考えられている社会性行動にも障害が見ら

れた.しかしながら聴性脳幹反応を用いた聴覚機能解析の結果,このマウスには重度の聴力異

常があることが分かった.この結果はこれまでに報告されてきたNRGlミュ-タントマウスの

PPIの低下には聴覚系への影響が関わっているという重要な懸念を示唆するものである.だが,

聴覚系が関E薮しない社会性行動試験の結果は遺伝子改変マウスの異常形質を再現するものであ

り,神経発達段階でU)NRGlシグナルU)賢帝が二g)疾患に何らか細関わりを拍-了どいる朝劇隼
を示している.

辛-ワ-ド:ニュ-レグリン-1,統合失調症,梯恕覚

緒 言

統合朱調書の臨床的な,そして疫学的な研究か

ら統合失調症は発症以前の神経発達段階における

緊常が大きな矧墳園子となりうることが示唆され

ている1).さらに神経栄養因子であるニュ-レグ

リン-1 (Neuregulin-1:NRGl)の一塩基多型

(SingleNucleotidePolymorphism:SNPs)による

遺伝的脆弱性と神経発達異常との関連が注目され

ている2).最近ではこれら遺伝的要因に加 えて,

環境要因も関わる多因子性の=神経発達障害仮説"

が注目されてきている.遺伝的な関連に加えて統

合失調症愚者死後脳では,NRGlや受容体である

ErbB4の mRNA ･タンパク質レベルでの発現上

昇 が報 菖 され て い る 3)4). しか しな が ら,

NRGl/ETbB4シグナル過剰の統合失調症発症へ

の寄与は未だに検討されていない.

統合失調症の神経発達障害仮説においては,難

産 ･胎児の低酸素障害などの環境因子が遺伝的リ

スクと相互作用すると考えられている. 例えば,

統合失調症で見つかったNRGlのSNPは頻繁に
プロモ-タ-領域で見つかり,それらはNRGl遺

伝子の発現を正方向に調節していると考えられて

いる隼 さらにNRGlの発現は統合失調症のリス

ク環境要因である脳虚血や脳傷害によって強く誘

導 されることが知 られている5)6).っまりNRG3

遺伝子の リスクSNPを持った胎児または新生児

脳内では,これらの環境障害によってより顕著な

NRGl発現誘導が起こりうる,結果,この神経栄

養因子の過剰シグナルは重度に脳発達を障害 し,

統合失調症へのリスクを高めると仮説できるかも

しれない.

NRGlは神経発達に深く関わる神経栄養因子の

一つである7).従って,この因子の機能異常は上
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適 した神経発達仮説 と矛盾 しない.これまでに

NHGl遺伝子の様々なエクソンのノックアウ トマ

ウスが開発され 行動学的な形質異常が解析 され

てきた.これらのマウスは発達後に統合失調症様

の認知行動異常をしば しば示す 8)9).しかしなが

ら,これらのノックアウ トマウスではNRGlシグ

ナルの低形質が一貫 して生涯続 く.言いかえれば

時間的にコントロ-ルされていないためにこれら

のマウスを神経発達生涯仮説にのっとって評価す

ることは困難であった.

今回私は,統合失調症の神経発達仮説に基づき,

過剰なNRGlシグナルと本疾患 との関連 を検証

する実験を行った.統合･失調症において NRGl発

現が上昇 しているという知見にのっとり,組替え

NRGlペプチ ドの末梢投与によって,新生仔マウ

ス脳内のNRGlシグナルを活性化 させる手法を

取った.マウスの成長後,NRGl投与の影響をプ

レパルスインヒビシ ョン (prepulse-inhibition:

PPI),社会性行動試験,文脈-/喜一条件付け記憶

学習試験を用いてマウスの行動指標を解析 した.

加えて,NRGl/ErbBシグナルは聴鷲機能調節に

も関わっていることから,NRGl投 hj･マウスの聴

性脳幹反応の検討も行った 1())

材料と方法

･動物

妊娠後斯 く妊娠且8-19日齢)の雌 C57BL/6NCr

を日本チャ-ルズリバ-より購入した,明暗周期

を12時間に保ち,水と餌を自由摂取できる環境

で飼育 した.

･組換えNRGlペプチ ド投与

組換えNRGlは,その活性中心である上皮成長

因子 ドメインペプチ ドをPeproTeeh社 (Ⅰヵndon,

UK)より購入 した.この組換 えヒトNRGlはリ

ン酸緩衝生理食塩水 (PBS)で希釈 し,生後2日

から10日目までの9日間,1.Opg/kg体重 (投与
量10lll/g体重)で頚部に皮下投与 した.対照群

(control)として同腹仔に同様の方法でPBSを投

fj･した.

･音刺激驚博反応及びPPI測定
全ての行動試験 は生後 56-84E3齢に行った.

音刺激鷲憧反応とPPIは,小動物用驚樗反応測定

装置 (SRHABsystems,米国サンデ ィエゴ社)

を用いて測定 した.驚惰強度とPPI反応への露刺

激には,120dBの音刺激を用いた.未刺激のバ ッ

クグラウンドjイズを70dBとし,プレパルス強

度はバ ックグラウンド}イズより3,6,9,12dB高

い刺激 (73,76,79,82dB)で設定 した.測定は次

の 5条件 を1試行として8試行行った.(i)120

dBのみの音別激を40ミリ秒,(iiト (呈Ⅴ)20ミリ

秒のプレパルス 浮3,76,79,82dB)刺激の 100ミ

リ秒後に120dBで40ミリ秒, (V) バックグラウ

ン ドノイズ (70dBa)のみ:菜刺激.驚慣強度の

PPIパ-センチ-ジは次のように計算した ;100-

[(プレパルス刺激のあるときの驚樗強度 一 束刺

激時の振動強度)/(120dBのみの刺激時の驚樗強

度 一 束刺激時の驚憎強度)]XiOO.また,音刺

激驚博反応は90,95,100,105,110,115,120dBの

音刺激を各8回与えることによって測定 した.

･社会性行動試験 行esidenトirLtrudertest)

社会性行動試験はNRGl授与群 とcorltrOi群の

雄マウスを使 って residenトintrudertestによっ

て評価 した.被験雄マウス 行esidet)はホ-ムケ

ージに1匹の状態で 1週間飼育 し,試験 日前日こ

のマウスケ-ジの床数を交換 した.試験 日当日,

通常条件 で集 団飼 育 されていた新規 マ ウス

(intruder)をresidentマウスのホームケージに入

れ.Ⅰ･esidentマウスの illtruderマウスに対する社

会性行動の録画 (10分間)を行った 後日ビデオ

録画を再生 し,Residentマウスの社会性行動 (後

追い ･匂い喚 ぎ ･毛づくろい ･マウンティング)

と攻撃性行動 (威嚇 ･噛付き)への時間 ･頻度

を宵検法によって計測 した.

･文脈一昔一条件付け学習試験

条件付け (conditioning):マウスをconditioning

chamber(10LXlow 冗IOHcm,小原医科産業

礼)に入れ,基本運動量/すくみ行動を2分間の

記録後,30秒間の条件柳 ナ音刺激(60dB,10kHz)
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を与え,その直後に0.8mA (2秒)の電気ショッ

クを与えた.1日後,マウスを再び同じCondition-

ingchamberに戻 し,文脈依存性の記憶学習能を

すくみ行動時間として評価 した すくみ行動は30

秒ごとに区切り,計3分間記録 した.文脈依存性

記憶学習試験から3時間後,マウスを上記condi-

tioningchamberとは色 ･素材の異なるchamber

に入れ,同じ音別激のみ提示 し,その前後の3分

間のすくみ行動を記録 した.マウスの30秒あた

りのす くみ時間の割合は豆maging-software(小

原医科産業社)によって算出した.

･聴性脳幹反応

聴性脳幹反応が得られる最も低い音別激レベル

(dB)をNRG五段をマウス,controlマウスで測定

した.マウスにケタミン (75mg/kg)/キシラジ

ン (7.5mg/kg)を筋肉内注射 して麻酔をかけ,

そのマウスを密閉された音響シリンダ-の中に移

した.皮下頭頂部に陽極電極を,耳介後部領域に

陰極電極を挿入し0.1ミリ秒/(4,8,10,16,20,32

kHz)からなる音刺激を〟星示 した 各波長の音刺

激呈示を500回試行 し,聴性脳幹反応を測定した

聴性脳幹反応の解析はNeuropacil(日本光電社)

を用いた.

全ての数値は平均値±標準誤差で提示する.デ

-タの解析は ･元配置分散分析あるいは重複分散

分析 を用い,その後多重比較のためにFisher's

LSD検定をおこなった,有意水準はP<0.05と

した.

結 果

身体発達への影響

NRGlと同じ上皮成長因子群に属する上皮成長

因子のマウス新生仔への投与は,眼検問に半 歯萌

出を早め,体重増加を有意に低下させる11).同様
にNRGlの投与も身体発達へ影響を及ぼすかを

眼険開[]･関所出日数.･体重を指標に観察 した.

その結果上皮成長因子と同様にNRGlを投 t=iさ

れたマウス新生仔の眼険開口 ･薗萌出目数は有意

に促進され,投与直後 11日齢での体重が低下し

た さらに,この体重低下は成熟後56日齢でも持

続的に観察された (泰1,2),

プレパルスインヒビション (PPl)

PPIとは暴音刺激による鷲惰運動反射が,それ

に先 正ち与えられた小 さな音刺激 (プレパルス)

により減衰する現象である.PPIは統合衆謂症患

者で低 ドすることがよく知られ モデル動物の評

価に用いられている拙.測定の結果 NRGl投与

マウスのPPIレベルは対象群に比べて劇的に低

下 していた (P<0.001日図 IA).また同時に新

生仔期にNRGlペプチ ドを授与 されたマウスの

音驚惜反応は110,120dBの音強度でPBSを授与

された対照群 と比較 して有意に増大 していた

(P<0.01日図1B).

文脈 音条件付け学習試験

統合失調症では認知機能障害の一つとして長

期 ･短期の記憶の保持の障害が知られている.文

脈ソ青一条件付 け学習試験 を用 いて,新生仔

NRGl投与が及ぼす学習記憶機能への影響を検討

した.条件付け (電気刺激)の際のすくみ行動時

間にNRGl投与マウスと対象群 との間に差異は

見られなかった.このことは痛覚感受性に対して

NRGl投LjJま影響を与えていないことを示してい

る (p-0.87)(図2A).試験の結果,NRGl投与
マウスの文脈恐怖条件付けによるすくみ行動時間

には変化は見られなかった 津 -0,59)(図2B).

一方,音条件付けに依存 したすくみ行動時間が対

象群と比較 して有意に低 Fしていた (P〈O.05)
(図2C).

社会性行動試験 (soぐii1 1IinteriICtion)

統合失調症では社会性障害 ･感情平板化などの

陰性症状と呼ばれる病態が見られるが,動物モデ

ルにおける社会性行動の低下も,この陰性症状を

反映 していると考えられている,新生仔期 NRGl

シグナルの異常と陰性症状との関連を考察するた

めにres豆denトintruderテス トを開いた社会性行

動試験を行った.測定の結果,新生仔期にNRGl
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表 l 身体的発達に対する新生仔期NRGl投与の影響

対照群 NRGl投与群

平均値 標準誤差 平均値 棟準誤差 変化率to,'U)

眼瞭関口(出生後日数) 13.1 0.1H 川.5 ().17 -1').H .**

萌出潮 生後日数) 10.9 0.18 9.4 0.16 -13.7**

体重lg､生後日日齢1 ti.1 (1.17 5.1 0.ユニ ー1(,,n*

NR('Tl投与の身体発達への影響を検討するために眼瞭開口と歯萌出の日齢､最終投与直後Il齢

におけるマウスの体重を調べたO*;pく0.05,**こP<0.0Hvs対照群)unpairedtwo-ta盲ledtJteSt｡

蓑2 成熟後身体発達に対する新生仔期NRGi投与の影響

球体軍Ig) 雌体重(g)

平均値 標準誤差 変化率(㌔) 平均値 標準誤差 変化率(㌔)

対照群 23.9 0.33 - 20.3 0.42

Nlu''l投与群 21.5 0.50 -9.7** 17.4 0.74 -14･0**

NRGl投与の成熟後の身体的発達への影響を検討するために､生後56齢での体重を測定したO

**;p<0.olivs対照群恒量nPairedtwo舶iledトtest｡

を授与されたマウスは匂い喚 ぎ ･マウティング等

の社会性行動の時間 ･頻度が共に対象群よりも有

意 な低下 を示 した くP< 0.05日図3A,B).しか

し,噛み付き ･威嚇等の攻撃性行動には差は見ら

れなかった (㍗- 0.34)(図3C).よって,神経発
達期のNRGl投与は成熟後の社会性機能 を障害

することが示唆 された.

聴性脳幹反応

NRGl/ErbBシグナルは聴覚機能発達に関わっ

ており,聴覚機能の変化は二次的にPPIや音条件

付け学習試験等の行動試験に影響を及ぼす可能性

が考えられた.測定の結果 NRGl投与マウスの聴

性脳幹反応の閥値は4-32dBの全ての波長域で

対象群よりも有意に低下 しており,聴力に障害を

きたしていることが示 された (図 4日P< 0.001).

考 察

今回,私は神経発達段階におけるNRGlシダナ
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ルの異常と練合失調症で障害が見られる認知機能

との関連について検討を行った.NRGl投与マウ

スは,成熟後に PPIの低下,音驚惰反応の増大,

そして,音条件付け学習スコアの低下 を示 した.

これ らは全て聴覚系が関わる行動学的指標であ

る.統合失調症の感受性遺伝 子であるNRGlは,

一つの遺伝子から選択的スプライシングによって

多数のバ リアン トが作 られる13).これまでに,主

要なNRGlスプライシングバ リアン トの ノック

アウ トマウスが作 られ熱心な行動学的解析が行わ

れてきた8)9).しかしながら,NRGl/E沌Bシグナ

ルの低下はマウス聴力を低下 させることが知 られ

ていながら,これらマウスの聴覚機能は全 く調べ

られてこなかった.今回のNRGl授与マウスにも

過去のい くつかの NRGlの ノックアウ トマウス

と同様に PPIの有意な低下 を見た.しか しなが

ら,驚 くべきことにNRGlペプチ ド投与によるシ

グナル変化は小過性で,かつ低下ではなく増強シ

グナルであるにも関わらず,このマウスは重度の

聴覚異常を持っていることが分かった.同時に見
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図1 新生好期NRGl投与による成熟後の
プレパルスインヒビションと音驚惰反

応への影響

A)プレパスルス (73,76,79,82dB)を用
いた新生仔期NRGl投与マウスのプレパル
スインヒビション,盟)同マウスの首驚憎反

応強度.**:1'く0.01.***:Pく(I.仇11
(vs対照群)Fishe'sI5D検定.

られた音驚樗反応強度の増大や音条件付け学習ス

コアの低下も,このマウスの聴覚機能の異常を反

吸するものと推定される.現段階で過度な推測は

できないが,小過性のNRGlシグナルの増強がそ

の後の ErbB受容体のダウンレギュレ-ションを

引き起こしたとも考えられる.

今回,実験に用いたNRGまペプチ ドは活性部位

である上皮成長因子 ドメインペプチ ドである.本
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図2 新生仔斯NRGl抱き封こよる文脈-/普一
条件付け学習への影響

A)新生仔期NRGl投与マウスの条件付け
時のすくみ行動時間 (%).盟)岡マウスの

文脈条件伸す学習,C)音条件付け学習.
**;㌘<0.01,***;P<0,001(vs対照群)
Fisher:sLSD検定.

莱,NRGlスプライシングバ リアン トはそれぞれ

異なるN末端配列を持つ.この N末端 ドメイン
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())臣響

A)新生仔期 NRGl投与マウスの 10分間

の社会性行動時間.B)同マウスの社会性行
勤回数.C)同マウスの攻撃性行動回数.

*;P<0.05,unpairedtwo-failedi-test,

はそれぞれの腰貫通性やヘパリン結合能などによ

って NRGlシグナルの様式に大きな差異をもた

らす.このペプチ ドは広くNRGl研究に用いられ

ているが,各バ リアントの活性を全て反映してい

るかどうかは不明である.いずれにせよ詳しいメ

カニズムの説明は今後の課題である.

聴覚系の異常だけではなく,NRGl投与マウス
は社会性行動の異常という統合失調症の陰性症状

に関わる機能障害を示 した.動物モデルの社会性

行動にはド-パ ミン神経やセロトニン神経伝達な

ど複数の神経回路が関わっていることが示されて

いる.また,最近 ド-パ ミン神経細胞のおよそ90
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図4 新生仔期 NRGl投与の聴覚機能への

影響

新生仔期 NRGl投与マウスの 4132kHz

における聴性脳幹反応閥値 (dB).

*;P<0.05,**;P<0.01,***;P<0.001
Fisher'sLSD検定.

%はNRGl受容体であるErbB4を発現 している

ことも報告 されている14).この ErbB4の発現は

胎生後期から,生後の神経発達期に特に高く,こ

の神経剥朋包帯の発達調節に関わっていることが強

く示唆される.

読

新生仔期 もしくは胎児期における一過的な

NRGlシグナルの障害はその後の知覚神経機能及

び,認知行動発達に重大な影響を及ぼすことに明

らかとなった.従って本研究はNRGl/ErbBシグ

ナルを用いた動物モデルの末梢神経系機能の検討

の重要性を強く示すものである.
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