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研究成果の概要（和文）：思春期に内在性カンナビノイド受容体アゴニストを慢性投与したマウ

スの大脳皮質では統合失調症に特徴的な GABA 伝達関連遺伝子の発現変化は認められなかった。

一方、大脳皮質パルブアルブミン陽性介在ニューロンに特異的なカリウムチャンネルサブユニ

ット遺伝子 KCNS3 の発現は、若年期にマリワナの主成分 tetrahydrocannabinol の慢性投与を受

けたサル及び統合失調症患者の大脳皮質において有意に低下していた。 
 
研究成果の概要（英文）：In the neocortex of juvenile mice that received chronic injections of 
a endocannabinoid receptor agonist, we failed to replicate expression changes of certain 
GABA-related genes that were observed in schizophrenia. However, juvenile monkeys 
chronically exposed to tetrahydrocannabinol, the main psychoactive constituent of 
marijuana, expression levels of KCNS3, which encodes PV neuron-specific potassium 
channel subunit Kv9.3, were significantly decreased in the prefrontal cortex (PFC). KCNS3 
mRNA levels were also decreased in the PFC of subjects with schizophrenia. 
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症では、作業記憶や実行機能などの
大脳皮質の前頭前野に依存する認知機能の
障害が、多くの患者に共通して持続的に存在
する。この認知機能障害に対しては、有効な
治療法が未確立であり、その程度が予後の最
大の決定因子とされ、病態生理および原因メ
カニズムの解明が、新規治療法の開発のため
に強く望まれている。 

我々は、本研究の開始に先立ち、統合失調
症の認知機能障害に寄与する病態生理とし
て、前頭前野におけるガンマアミノ酪酸
(GABA)を介した抑制性神経伝達(GABA 伝達)
の変化を報告してきた。特に、GABA を神経伝
達物質とする介在ニューロンのなかでもカ
ルシウム結合蛋白質パルブアルブミン(PV)
を発現するものにおいては、GABA 合成酵素
GAD67、GABA トランスポーター GAT1 の発現
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が低下し、そのシナプスでは各種 GABA-A 受
容体サブユニットの発現変化が認められた。
PV 陽性介在ニューロン（PV ニューロン）は
錐体ニューロの細胞体に抑制性シナプスを
形成し、その発火のタイミングを支配するこ
とで皮質情報処理に重要な役割を持つ。すな
わち、上記の所見により示される PV ニュー
ロンの変化が認知機能障害に関与すること
が考えられた。 

一方、研究開始時には、思春期から成人早
期におけるマリファナ（カンナビノイドを主
成分とする）の乱用が、統合失調症の発症リ
スクを増加させ、統合失調症に似た認知機能
障害を引き起こすことが話題となっていた。
カンナビノイドは内在性カンナビノイド受
容体 CB1に結合することで精神作用を示すが、
CB1はPV陽性介在ニューロンと同様に錐体ニ
ューロンの細胞体へ抑制性シナプスをつく
るコレシストキニン(CCK)陽性の介在ニュー
ロンに発現し、CB1 の活性化は CCK ニューロ
ンによる錐体ニューロン細胞体への GABA 神
経伝達を抑制する。すなわち、マリファナの
使用は、CCK ニューロンの機能抑制を介して、
同じ部位にシナプスを作る PV ニューロンの
機能に影響を及ぼす可能性が想定された。そ
こで、思春期から成人期早期におけるマリフ
ァナの使用が、PV ニューロンに異常を引き起
こすことで統合失調症の認知機能障害に結
びついているという仮説を設定した。 
 
２．研究の目的 
思春期及び成人早期におけるカンナビノイ
ド受容体の過剰な刺戟が、PV ニューロンに認
められる GABA 伝達関連遺伝子の発現変化を
引き起こす可能性を検証するために以下の
研究目的を設定した。 
 
(1) 思春期において内在性カンナビノイド
受容体 CB1 の特異的アゴニストである
WIN55,212-2 の慢性投与を行い、成熟後に大
脳皮質において GABA 伝達関連遺伝子の発現
を DNA マイクロアレイで網羅的に解析する。 
 
(2) 成人早期におけるマリファナの乱用を、
サ ル に マ リ フ ァ ナ 主 成 分 で あ る
tetrahydrocannabinol(THC)を慢性投与する
ことで再現する。このサルの大脳皮質で、1)
で発現変化の認められたものを含む GABA 関
連遺伝子の発現を調べる。 
 
(3) THC の投与を受けたサルの大脳皮質で発
現変化の認められた GABA 関連遺伝子のうち
で、統合失調症における発現の解析が行われ
ていないものについて、統合失調症の前頭前
野における発現変化を、死後脳バンクを用い
て評価する。 
 

(4) 遺伝的に規定されるカンナビノイド受
容体の異常が統合失調症の病態生理に関与
する可能性を評価するために、カンナビノイ
ド受容体 CB1 及び CB2 をコードする遺伝子
CNR1 及び CNR2 の一塩基多型(SNP)が、統合失
調症の発症リスクに及ぼす影響の遺伝学的
評価を、健常者及び患者血液サンプルを用い
て行う。 
 
３．研究の方法 
それぞれの研究目的ごとに以下に記す。 
 
(1) 同腹同性の野生型マウス(C57/BL6)から
成る 4ペアを用いた。思春期に相当する時期
（生後 30－50 日）に、ペアの一方のマウス
にカンナビノイド受容体アゴニスト
WIN55,212-2 (1.0mg/kg)、もう一方のマウス
に生理食塩水の腹腔投与を毎日行った。この
マウスが成熟した後、生後 10 週にて脳を取
り出し、前頭部大脳皮質より RNA の抽出を行
った。それぞれの個体からの RNA は cRNA に
変換する過程で蛍光標識し、Whole Mouse 
Genome オリゴ DNA マイクロアレイ（Agilent 
Technologies 社）にハイブリダイズし洗浄後、
スキャナーにより各プローブスポットのシ
グナルを計測し、遺伝子発現レベルを決定し
た。 
 
(2) 3.3-3.7 歳のオスのアカゲザル 14頭から
年齢と体重が近いもの同士の 7ペアを作った。
それぞれペアのうち一方のサルにマリファ
ナの主成分である THC、そしてもう一方のサ
ルにはプラセボを投与した。投与は静脈内留
置カテーテルを通して、1日 1回で週に 5日
間の頻度で行った。THC の投与量は 3ペアで
は 120 μg/kg/日で残りの 4ペアでは
240μg/kg/日とした。投与はおよそ 1年間(52
週間)続け、30 日の休薬期間の後で安楽死さ
せ脳組織を摘出した。摘出した脳組織から前
頭葉皮質を含む切片を作成した。 
THCの慢性投与によるPVニューロン機能へ

の影響を調べるために、PVニューロンに特異
的に発現するカリウムチャンネルサブユニ
ット Kv9.3 をコードする KCNS3 遺伝子の発現
を、in situ hybridization (ISH)法で解析
した。このために、放射性同位元素 35S でラ
ベルされたヒト KCNS3 の mRNA 配列に相補的
なプローブ RNA を合成し、これを脳組織にハ
イブリダイズさせた。組織に発現する KCNS3 
mRNA に特異的にハイブリダイズしたプロー
ブ RNA の放射活性は、放射線感受性フィルム
で検出し、その強度を density として、画像
処理装置 Microcomputer Imaging 
Device(MCID)を用いて計測した。 
 
(3) PVニューロン特異的カリウムチャンネル
サブユニット KCNS3 mRNA の統合失調症の前



 

 

頭前野における発現変化を調べるため、ヒト
死後脳を用いて ISH 法を行った。死後脳組
織は、統合失調症患者と健常者から成るペア
22 組（表）から、遺族から文書による承諾を
得て得た。それぞれのペアの患者と健常者は 

性別が同じで、年齢、死後経過時間、脳内の
RNA の状態を反映する指標（RIN)がほぼ等し
い（表）。前頭葉の凍結脳ブロックから、前
頭前野（9野）の切片を作成した。 
 組織における KCNS3 mRNA の検出・定量に
は、放射性同位元素 35S でラベルされたアン
チセンス RNA プローブを用いた。各症例につ
いて 3枚の前頭前野切片を使用した。前頭前
野 9野の灰白質における mRNA の発現レベル
は、フィルムの density として MCID を用い
て計測した。各切片において、灰白質及び皮
質各層の境界は、Nissl 染色を施した隣接切
片を用いて定義した。 
 
(4) 内在性カンナビノイド受容体遺伝子で
ある CNR1 及び CNR2 や内在性カンナビノイド
と関係の深い GABA 伝達関連遺伝子より 384
の Single Nucleotide Marker(SNP)を選択し、
カスタム SNP アレイ（Illumina 社）を作成し
た。この SNP アレイを用い、理化学研究所分
子精神科学研究チームの遺伝子バンクに蓄
積された約 3,000 人の統合失調症例および
対照例の遺伝子サンプルで SNP タイピング
を行い、統合失調症への遺伝的脆弱性の検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究で用いた Whole Mouse Genome オ
リゴ DNA マイクロアレイは、4 万個以上のプ
ローブによる約 3万種類の遺伝子発現が可能
であり、その中には統合失調症の大脳皮質に
おいて発現変化の認められる GABA 合成酵素
GAD67、GAT1、GABA-A 受容体サブユニットな
どすべての遺伝子が含まれる。 
 解析の結果、GAD67 と GAT1 についてはプロ
ーブからのシグナル強度が不十分であり信
頼性のある結果は得られなかった。統合失調
症で発現低下の認められる GABA-A 受容体α
1, γ2, δなどのサブユニットについては、
測定可能なシグナルは検出されたが、

WIN55,212-2 投与マウスでは、α1 サブユニ
ットは有意（P<0.04)な増加を示し、γ2及び
δサブユニットは有意な発現変化を示さな
かった。また、統合失調症では発現増加の認
められたGABA-A受容体α2サブユニットにつ
いては、有意な発現変化は認められなかった。 
 以上の DNAマイクロアレイによる解析によ
り、マウスでは思春期における CB1 受容体の
慢性で過剰な刺戟は、統合失調症で認められ
る GABA 伝達関連遺伝子の発現変化には結び
つかないことが示された。しかし今回用いた
DNA マイクロアレイでは、マウスの大脳皮質
でも豊富に発現している GAD67 や GAT1 につ
いて十分なシグナル強度が得られなかった
ことから、その感度が遺伝子によっては不十
分であることが考えられた。また、マウスと
ヒトでは、大脳皮質の機能や構造の成熟過程
に大きな違いがあるので、CB1 受容体の過剰
刺激が発達後期の神経回路にもたらす影響
も異なることが考えられた。 
 
(2) (1)のマウスを用いた解析の結果を踏ま
え、ヒトを同様に大脳皮質の生後発達が成人
早期までの長い期間にかけて進むことが知
られるサルにおいて、THC の慢性投与が統合
失調症で変化の認められる PV ニューロン機
能に及ぼす影響を調べるために、PV ニューロ
ンに特異的に発現しその電気生理学的機能
に重要な役割を持つ考えられるカリウムチ
ャンネルサブユニット Kv9.3 をコードする
KCNS3遺伝子の発現解析を行った。KCNS3 mRNA
の発現は、ISH 法により、サル前頭葉皮質の
II 層から VI 層にかけて検出され、そのパタ
ーンにはコントロールと THC投与を受けたサ
ルの間で違いは無かった（図 1）。一方、前頭

前野46野にお
ける発現レベ
ルの定量の結
果、THC 投与を
うけたサルで
は、KCNS3 mRNA
の発現レベル
が、コントロ
ー ル に 比 べ
11%程低下し
ており、こ

診断 健常 統合失調症

数 22 22 

性 男 17,女 5 男 17,女 5 

年齢 48.1(15.3) 47.9(14.5)

死後経過時間 18(5.4) 18(9.0) 

脳内 pH 6.8(0.3) 6.8(0.3) 

RIN* 8.6(0.4 8.4(0.7) 

表：死後脳組織  

平均（標準偏差）, *RIN: RNA integrity number

図 2：KCNS3 mRNA 発現の定量

図１：コントロール及び THC 投与サルの前頭

葉における KCNS3 mRNA の発現比較 発現レベ

ルは疑似カラー表示されている。 



 

 

の変化は paired-t 検定にて有意あった
(t6=2.52, P<0.05)(図 2)。 
 
(3) (2)の解
析で、霊長
類では成人
早期におけ
る CB1 受容
体の活性化
が、PV ニュ
ーロン特異
的なカリウ
ムチャンネ
ルサブユニ
ット遺伝子 
KCNS3 の発
現低下を引
き起こすこ
とが判明し
たので、統
合失調症に
おける KCNS3 mRNA の発現解析を ISH 法で行
った。KCNS3 mRNA の発現は、ヒト前頭前野の
II 層から VI 層にかけて検出され、その発現
パターンに、
統合失調症患
者と健常者の
間で差は認め
られなかった
（図 3）。一方、
KCNS3 mRNA の
発現レベルは、
患者群にて健
常群に比べ平
均 23％の減少
を認め（図４）、
この変化は分
散分析にて有
意（F1,21 = 
9.6, P < 
0.01）であった。KCNS3 mRNA の発現は健常群
にて年齢と負の相関関係を示し、統計学的に
有意であった（r = -0.488, P = 0.021）。一
方、統合失調症患者に認められる様々な副次
的因子(性別、失調感情障害の診断、物質乱
用や依存の合併、薬物による治療、死因とし
ての自殺）による影響は認められなかった。  
 
(4)(2)の結果は、成人期早期における内在性
カンナビノイド受容体の過剰な刺激が、
KCNS3遺伝子の発現を低下させることでPVニ
ューロンの機能変化に寄与している可能性
を、さらに(3)の結果は、統合失調症の患者
においても KCNS3 遺伝の発現低下が存在し、
PV ニューロンの機能変化に寄与しているこ
とを示す。ところで、死後脳研究の対象とな
った症例の大部分にはマリファナの乱用歴

はないので、遺伝子変異などの内因性の原因
によるカンナビノイド受容体シグナルの異
常が存在することが想定された。そこで、遺
伝学的にカンナビノイド受容体 CB１及び CB2
をコードする遺伝子 CNR1 及び CNR2 の SNP 解
析を大規模な患者―健常者群で行った。その
結果、CNR1, CNR2 の複数の SNP に統合失調症
と有意な関連を認めた。 
 
 
本研究では、1)成熟期早期のマリワナ乱用

の霊長類モデルの前頭前野において PV ニュ
ーロン特異的カリウムチャンネルサブユニ
ット遺伝子 KCNS3の発現が低下していること、
2)統合失調症の前頭前野においても KCNS3の
発現が低下していること、3)カンナビノイド
受容体遺伝子 CNR1 及び CNR2 の変異が統合失
調症の発症リスクに寄与することなどを明
らかにした。 
 これにより、統合失調症の発症には外因性
（マリファナ）あるいは内因性（CNR1 及び
CNR2 遺伝子変異）の原因によるカンナビノイ
ド受容体シグナルの異常が関わっており、そ
の分子メカニズムには PV ニューロンに特異
的に発現するカリウムチャンネルサブユニ
ット遺伝子 KCNS3の発現低下が関与する可能
性がある事を発表し、大きな反響を得ること
ができた。 
 KCNS3 によりコードされる Kv9.3 サブユニ
ットは、PV ニューロンによる同期的な皮質活
動、特にγオシレーションの形成に役立って
いるので、その発現低下は統合失調症におい
て数多く報告されているγオシレーション
形成異常に寄与することで、認知機能の低下
に結びついている可能性が考えられる。
Kv9.3サブユニットは皮質PVニューロンに
特異的に発現しているので、PV ニューロン
を標的にした選択的な治療法の開発に役立
つことが期待される。 
 今後は、マリワナ乱用の霊長類モデルに
おいて GABA 関連遺伝子の網羅的発現解析
を定量的 PCR 法などで行い、統合失調症の
病態生理におけるカンナビノイドシグナル
変化の分子機構の全容を明らかにしたい。 
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