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＜はしがき＞ 

本業績集は平成24年度より平成28年度まで5年にわたり実施された文部科学省科学研究費補

助金新学術領域（領域提案型）「マイクロエンドフェノタイプによる精神病態学の創出」

（略称：マイクロ精神病態）（総予算11億5800万円；直接経費）の研究成果をまとめた報告

書である。	

我が国では、気分障害（うつ病、双極性障害など）、不安障害、心的外傷後ストレス障害

（post	traumatic	stress	disorders；PTSD）、統合失調症などの精神疾患の生涯有病率は、

５人に１人の割合を超えており、精神疾患は国内五大疾患の一つと位置付けられる。最近、

精神疾患がマスメディアで取り上げられることも多くなっていることからも、精神疾患は非

常に身近な病気であり、社会的な関心も極めて高い疾患となっている。したがって、現代社

会では、精神疾患の克服が急務である。一方、これだけ有病率の多い「脳の病気」であるに

も関わらず、精神疾患が生物学的なメカニズムによる「病気」であることの社会的認識も遅

れているのが現状である。	

精神疾患の原因究明が困難である大きな要因は、アルツハイマー病やパーキンソン病など

の神経変性疾患に観察されているような目で見える（顕微鏡レベルで容易に観察できる）病

態が同定されていない点である。しかも、ゲノム解析（疾患の原因となる遺伝子変異の同

定）のみ進めても、精神疾患の解明に繋がらないことも明らかになりつつある。	

以上のような背景から、本領域では、精神疾患の病態は、神経回路、回路を構成するニュ

ーロン、ニューロンを結ぶシナプス、さらに、細胞内分子動態に存在すると予想し、回路・

細胞・シナプス・分子動態レベルの精神病態を「マイクロエンドフェノタイプ」と提言し、

このマイクロエンドフェノタイプを同定し、この分子基盤と病態機序を解明することを共通

目的として、様々なアプローチで研究を進めてきた。	

一方で、今なお、脳機能を制御するメカニズムの解明ですら、発展途上である。したがっ

て、脳を理解した上で、ようやく明らかになると思われる精神疾患のメカニズムは極めて難

易度の高い研究対象と言え、この研究進展には基礎から臨床に至る研究者の叡智の結集が不

可欠である。他方、生活習慣病やガンの研究領域では医学、農学、工学、理学の学問領域の

垣根を超えて多くの基礎研究者がその屋台骨を支えている。そこで、本領域では、先に記し

たマイクロエンドフェノタイプを共通概念とすることで、基礎研究者が精神疾患研究に新規

参入しやすい状況を作り出し、多様な基礎研究者が結集し、基礎研究と臨床研究が有機的に

統合された新たな精神疾患研究領域を国内に創出することも目的とした。	

この報告書には、以上のように、精神疾患の「マイクロエンドフェノタイプ」を共通概念

として、マイクロエンドフェノタイプを同定し、この分子基盤と病態機序の解明を進めた研

究成果を掲載した。	
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6. Regulation of N-methyl-D-aspartate receptors by disruptedin-schizophrenia-1. Wei J, Graziane NM, Wang H, Zhong 
P, Wang Q, Liu W, Hayashi-Takagi A, Korth C, Sawa A, Brandon NJ, Yan Z., Biol Psychiatry, 75:414-424, 2014 
 
7. Two-photon fluorescence lifetime imaging of primed SNARE complexes in presynaptic terminals and β cells. 
Takahashi N, Sawada W, Noguchi J, Watanabe S, Ucar H, Hayashi-Takagi A, Yagishita S, Ohno M, Tokumaru H, Kasai 
H., Nature Commun 6,333-8. 8531., 2015, doi: 10.1038/ncomms9531 
 
8. Labelling and optical erasure of synaptic memory traces in the motor cortex. Hayashi-Takagi A (CA), Yagishita S, 
Nakamura M, Shirai F, Wu YI, Loshbaugh AL, Kuhlman B, Hahn KM,Kasai H., Nature, 525:333-8, 2015 
 
9. Fast 3D visualization of endogenous brain signals with highsensitivity laser scanning photothermal microscopy. 
Miyazaki J, Iida T, Tanaka S, Hayashi-Takagi A, Kasai H, Okabe S, Kobayashi T., Biomed Opt Express, 7:1702-1710, 
2016 
 
10. Abnormal intrinsic dynamics of dendritic spines in a fragile X syndrome mouse model in vivo. Nagaoka A, Takehara 
H, Hayashi-Takagi A, Noguchi J, Ishii K, Shirai F, Yagishita S, Akagi T, Ichiki T,,Kasai H., Scientific Reports, 6:26651, 
2016 
 
11. Synapse pathology and translational applications for schizophrenia. Hayashi-Takagi A (CA)., Neuroscience 
Research, 114:3-8, 2017 
 
12. Optogenetics: Applications in psychiatric research. Shirai F, Hayashi-Takagi A (CA)., Psychiatry Clin Neurosci, In 
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13. Synaptic ensemble underling for selection and consolidation of neuronal circuits during learning. Hoshiba Y, Wada 
T, Hayashi- Takagi A (CA)., Frontiers in Neural Circuits, In press, 2017 
 
14. Calcineurin knockout mice show a selective loss of small spines. Okazaki H, Hayashi-Takagi A, Nagaoka A, Negishi 
M, Ucar H, Yagishita S, Ishii K, Toyoizumi T, Fox K, Kasai H. Neurosci Lett. 671:99-102. 2018 
 
計画 A01 廣瀬謙造 
1. Cell surface-anchored fluorescent aptamer sensor enables imaging of chemical transmitter dynamics. Tokunaga T, 
Namiki S, Yamada K, Imaishi T, Nonaka H, Hirose K, Sando S., J. Am. Chem. Soc., 134:9561-4, 2012 
 
2. Acidic-pH-Activatable Fluorescence Probes for Visualizing Exocytosis Dynamics. Asanuma D, Takaoka Y, Namiki S, 
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Takikawa K,Asanuma D, Namiki S, Hirose K.Nature Neurosci. 21, 41-49 (2018) 
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6. Animal models of recurrent or bipolar depression. Kato T, Kasahara T, Kubota-Sakashita M, Kato TM, Nakajima K, 
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8. Exome sequencing for bipolar disorder points to roles of de novo loss-of-function and protein-altering mutations. 
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1. Neurite outgrowth mediated by the heat shock protein HSP90α: a novel target for the antipsychotic drug aripiprazole. 
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2. Sigma-1 receptor chaperone and brain-derived neurotrophic factor: emerging links between cardiovascular disease and 
depression. *Hashimoto K. Prog. Neurobiol., 100:15-29, 2013 
	  
3. Targeting of NMDA receptors in the new treatment of schizophrenia. *Hashimoto K. Expert Opin. Ther. Targets, 
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6. R-Ketamine: A rapid onset and sustained antidepressant without psychotomimetic side effects. Yang C, Shirayama Y, 
Zhang JC, Ren Q, Yao W, Ma M, Dong C, *Hashimoto K. Transl. Psychiatry, 5:e632, 2015 
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Q, Yao W, *Hashimoto K. Eur. Neuropsychopharmacol., 25:2449-2458, 2015 
 
8. A CDC42EP4/septin-based perisynaptic glial scaffold facilitates glutamate clearance. Ageta-Ishihara, N. Yamazaki, 
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9. Hippocampal p11 plays a role in the sustained antidepressant effect of ketamine in the chronic unpredictable mild 
stress model. Sun HL, Zhou ZQ, Zhang GF, Yang C, Wang XM, Shen JC, *Hashimoto K, *Yang JJ. Transl. Psychiatry, 
6:e741, 2016  
 
10. Abnormality in glutamine-glutamate cycle in the cerebrospinal fluid of cognitively intact elderly individuals with 
major depressive disorder: 3-year follow-up study. *Hashimoto K, Bruno D, Nierenberg J, Marmar CR, Zetterberg H, 
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11. Gene deficiency and pharmacological inhibition of soluble epoxide hydrolase confers resilience to repeated social 
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Ekman CJ, Jakobsson J, Pålsson E, Kakumoto K, Ohgi Y, Yoshikawa T, Landén M, *Hashimoto K. Mol. Psychiatry, 
21:1504-1510, 2016 
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15. Altered expression of BDNF, BDNF pro-peptide, and their precursor proBDNF in the brain and liver tissues from 
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Psychiatry, 7:e1128, 2017. 
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5. Fluorescently activated cell sorting followed by microarray profiling of helper T cell subtypes from human peripheral 
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15. Polymorphisms in the microglial marker molecule CX3CR1 affect the blood volume of the human brain.Sakai M, 
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3. Genetic enhancement of neuropathic and inflammatory pain by forebrain upregulation of CREB-mediated transcription. 
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8. Region-Specific Activation of CRTC1-CREB Signaling Mediates Long-Term Fear Memory. Nonaka, M., Kim, R., 
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9. Microphenotypes of mental disorders: a systematic approach to study disease mechanisms. Sawa, A., Kida, S., Ikeda, 
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19. Cell type-specific DNA methylation analysis in neurons and glia. *Bundo M, Kato T, Iwamoto K., Epigenetic Methods 
in Neuroscience Research, Springer, Berlin, 115-123, 2015 
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Ueda J, Kubota-Sakashita M, Kasai K, Kato T, Iwamoto K*.Scientific Reports, 7:13624, 2017 
 
22. Polyunsaturated fatty acid deficiency during neurodevelopment in mice models the prodromal state of schizophrenia 
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統合失調症由来iPS細胞を用いた病態関連分子・細胞基盤の解明	

（平成24年度～28年度）	

計画班員	 吉川	 武男	 理化学研究所脳科学総合研究センター	 チームリーダー	

	

研究目的	

統合失調症の発症脆弱性基盤として「神経発達障害仮説」が有力であるが、これまではヒト由来サン

プルを用いて当該仮説に直接アプローチできる方法論がなかった。そこで我々は罹患者からiPS細胞を

作製して、神経発達最初期の異常やその後の分化過程の異常を実際のヒト神経細胞で捉えることによっ

て、「神経発達障害仮説」の具体的事象の解明、すなわち分子・細胞病理の新しいパラダイムをマイク

ロエンドフェノタイプと想定し、その発見に挑むことを目的とした。疾患対象者として、ゲノムに大き

な変異（コピー数多型）のあるサンプルや遺伝子にナンセンス変異やフレームシフトを持つサンプルに

主眼を置き、強調された表現型を観察できる可能性を追求することとした。	

	

研究背景	

統合失調症の発症脆弱性基盤としては、環境要因と遺伝要因がある。環境要因の例としては、我々は

マウスを用いて、脳発達期の食餌中の多価不飽和脂肪酸の欠乏が、統合失調症前駆様状態を生じさせる

ことを見出した。統合失調症と脂肪酸との関連については、本領域の研究期間を通して他にもいくつか

の研究報告を行ってきた。	

遺伝的基盤は、ヒトゲノム中に散在するDNA多型（SNP、コピー数多型など）に起因するが、重要なタ

ンパクの機能を大きく変えるSNPやコピー数多型以外のものは発症リスクに対する寄与率は小さい。統

合失調症発症リスクの最も大きなゲノム多型の１つとして、染色体22q11.2領域のヘテロ欠損（22q11.2

欠失）が知られている。22q11.2欠失は、DiGeorge症候群の原因でもある。一方、統合失調症の発症や

病態生理には、慢性軽度炎症やそれと表裏一体の関係にある酸化ストレスの関与が考えられているが、

酸化ストレスの一種としてカルボニルストレスがある。カルボニルストレスのスカベンジャー酵素とし

てGLO1遺伝子があるが、我々は以前共同研究の一員として、統合失調症ではカルボニルストレスが増加

していること、その原因としてGLO1遺伝子のフレームシフト変異を持っている罹患者がいることを報告

した。また、その後一般の統合失調症で、GLO1,	2遺伝子の関連解析を報告した。	

統合失調症が多因子性で病理・病態の異質性が大きいことを考慮した場合、統合失調症の分子・細胞

メカニズム（エンドフェノタイプ）研究においてiPS細胞の利点を活かすためには、発症寄与効果の大	

きなゲノム変異をもつ患者由来の試料を解析するのが合理的であると考えた。そこで本領域研究では、

22q11.2欠失を持っている統合失調症、GLO1遺伝子にフレームシフト変異を持っている統合失調症患者

からiPS細胞を樹立して解析を行うことにした。	

	

研究結果	

（１）22q11.2欠失を持つ統合失調症患者由来の神経幹細胞では、増殖能の低下、神経突起伸長の低

下、神経細胞とアストロサイトへの分化効率の異常など、神経発達障害を示唆する表現型（マイクロエ

ンドフェノタイプ）を見出した。これらの異常のメカニズムとしては、欠失領域にコードされている

DGCR8（DiGeorge	Syndrome	Critical	Region	Gene	8）遺伝子（タンパク産物はmicro	RNAのプロセッシ

ングに関わる）のヘテロ欠損を起点として、特定のmiRNA（miR-17	familyやmiR-185）の発現低下を引

き起こし、その結果としてp38α（MAPK14）の翻訳が亢進しタンパク量が増加するパスウェイが考えら

れた。p38αは、ストレス刺激（γ線、UV、浸透圧、リボトキシン、酸化ストレス、炎症性サイトカイ

ンなど）で誘導されるキナーゼである。実際、p38αの阻害剤であるSB203580を培養液に加えると、神



経細胞への分化の低下（decreased	neurogenic	competence）、アストロサイトへの分化の亢進

（increased	gliogenic	competence）が改善された（図A）。	

22q11.2欠失を持つ統合失調症患者由来のiPS細胞で検出されたincreased	gliogenic-to-neurogenic	

competence	ratioというマイクロエンドフェノタイプが、一般の統合失調症でも普遍的にみられるのか

を確かめるために、死後脳を用いて神経細胞マーカー（MAP2）、アストロサイトマーカー（GFAP）の発

現レベルを解析した。その結果、統合失調症患者死後脳においては、神経細胞とアストロサイトのマー

カー量比にiPS細胞レベルと同様の異常があることが明らかになった（図B）。死後脳所見の原因として

は、p38αの上流因子としてmiRNAではなく炎症を含む何らかのストレス刺激が考えられる。いずれにし

ても、p38αを介した脳発達期における神経幹細胞の分化効率の微細な変化が、統合失調症の病因の可

能性の一つであることが示唆された。	

（２）GLO1遺伝子変異を持つ統合失調症患者由来のiPS細胞では、カルボニルストレスが亢進し、神

経幹細胞への分化効率や神経幹細胞マーカー（SOX1）の発現が低下することが明らかになった。これら

の異常は、カルボニルストレス消去剤（ピリドキサミン、α-リポ酸）で回復した。また、患者由来の

iPS細胞では、CRMP2のAGE（終末糖化産物）化が亢進しており、GLO1遺伝子をゲノム編集で欠損させた

健常者由来のiPS細胞においても同様の結果が見られた。CRMP2は遺伝的に統合失調症との関連が報告さ

れている。よってCRMP2は、統合失調症の中でもカルボニルストレス負荷が病理に関係する一群におい

て、重要な標的分子である可能性が示唆された（論文準備中）。	

	

まとめ	

本領域研究では、統合失調症のiPS細胞として22q11.2欠失を持ったもの、あるいはGLO1遺伝子にフレ

ームシフト変異を持ったもの、というように特殊例を解析したが、前者からはp38αを介するincreased	

gliogenic-to-neurogenic	competence	ratioというメカニズムが見出され、gliogenic-to-neurogenic	

competenceの異常という収束点は、一般の統合失調症の死後脳でも確認された。この結果は、統合失調

症の新たな予防・治療薬の標的として、p38α分子が候補になり得ることを示唆するものである。一

方、後者の解析からは、これまで統合失調症との遺伝的な関連のみが知られていたCRMP2が、どのよう

に疾患の病態生理と関わっているのか、今後のアプローチの有用な材料を提供するものと期待される。	

	 疾患iPS研究においては、線維芽細胞（採取するのに侵襲が大きい）ではなく末梢血中のTリンパ球か

らiPS細胞（TiPS細胞）を樹立する方法11)、ならびにゲノム編集技術でiPS細胞に目的のゲノム変異を導

入する方法、といった有用なツールが開発されたため、研究の自由度が向上し、今後の大いなる発展が

望める。ただ、統合失調症の大きな異質性を乗り越えて真に当事者の役に立つ成果を得るためには、な

お一層の努力が必要である。	

 



 
A：p38α	阻害剤であるSB201580を加えると、疾患iPS細胞で低下していた神経細胞への分化能が上昇

し、亢進していたアストロサイトへの分化効率が抑えられた。対照群iPS細胞には影響がなかった。	

B：死後脳では年齢とともにアストロサイトマーカーであるGFAPの発現レベルが上昇し、神経細胞マー

カーであるMAP2の発現レベルが低下するが、統合失調症では全年齢層でGFAPの発現が対照群に比較して

上昇、MAP2の発現が低下していた。	

  



精神疾患マイクロエンドフェノタイプとしての樹状突起スパインの解析	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 林（高木）朗子	 群馬大学・生体調節研究所・脳病態制御分野・教授	

 
研究目的および背景	

シナプスは脳回路の最小単位であり、その適切な形成および可塑性が正常な神経回路の基盤である。

様々な精神疾患に、大脳皮質のグルタミン酸作動性シナプスの関与が強く示唆されるものの、生体脳で

どのような病態がシナプスレベルで進行していくのか（マイクロエンドフェノタイプ）は未解明であ

る。グルタミン酸作動性シナプスの約7割は、樹状突起上にマッシュルーム様構造（スパイン）を形成

する。スパインの特徴の一つに、その形態と機能に著しい相関があること、即ち、形態をイメージング

するだけで、そのシナプス機能を精度良く推測できるという方法論的な大きな利点がある。そこで2光

子顕微鏡により、スパインをin	vivoで繰り返しイメージングすること、Optogeneticsによってスパイ

ン形態を人為的に操作すること、これら同一個体に行動解析を併用することにより、スパインという疾

患病態（マイクロエンドフェノタイプ）を、in	vivoで可視化及び人為的操作により行動との関連を検

証することに挑戦する。本申請は、このSynaptic	optogeneticsとも表現できる新技法によりスパイン

と精神疾患関連行動との因果律に迫ることを試みる。	

	

研究方法	

【戦略1】表面的・構成的・予測的妥当性を満たす有力な疾患モデルの、異常行動発症前後のin	vivo	2

光子顕微鏡イメージングを縦断的に行い、疾患関連行動解析を併用する。これらを通じて、大脳皮質ス

パインと行動との関連や、新規治療薬の効果を測定出来る実験系を確立する。	

	

【戦略2】光刺激特異的にスパイン形態変化を誘発するPaRac1を神経入力の入ったシナプス後肥厚部に

特異的に発現するActivated	Synapse	targeting	PhotoActivatable-Rac1（AS-PaRac1）の開発に成功し

ている。この新規光プローブを大脳皮質へ遺伝子導入した後、特定のタスクをマウスに付加すると、同

タスクに必要な脳領域シナプスにAS-PaRac1が再局在することを確認している。そこで同脳領域を光刺

激をすることでそのようなタスクに必要なスパイン群を特異的に改変するSynaptic	optogeneticsの確

立を試み、ある特定のスパイン群を書き換えることで如何なる行動が誘発されるか検証する。	

	

研究結果	

	 統合失調症モデルマウスである前頭野特異的DISC1ノックダウンマウスのin	vivo	2光子励起スパイン

イメージングを行ったところ、マウスの思春期に相当する時期にスパインが過剰に除去され、シナプス

密度が大きく減少することを見出した（図A）。スパイン減少を予防する薬剤は、統合失調症の関連症

状の一つである感覚運動情報制御機能の障害に対しても治療効果を有した。このことはスパインという

マイクロエンドフェノタイプが如何に異常行動に相関するかを示唆した（Hayashi-Takagi	A	et	al,	

2014,	Proc	Natl	AcadSci	USA）。一方で、スパインと行動とのより直接的なエビデンスを得るため、ス

パイン形態を人為的に消去する新しい技術：Synaptic	 optogenetics（AS-PaRac1）を開発した。AS-

PaRac1は長期増強が誘導されたシナプスだけを青色光で消去する性質があることが実験的に確認され

（図B）、実際に学習後に青色光を照射すると既得学習を消去でき、確かにスパインが行動を強力に制

御できるという世界ではじめての直接的エビデンスとして報告できた（Hayashi-Takagi	A	et	al.,	

2015,	Nature）。この仕事はNature	Methods、Cell誌などに特集を組まれ、2017年7月でのThomson	

Reutersの引用は61回であり、高被引用文献（該当フィールドの上位1%）としてランクされ、このよう

な新技術を病態モデルに展開することで、病態生理を担うスパインパソロジーの描出が劇的に展開する



と思われる。これらの一連の仕事より精神疾患のマイクロエンドフェノタイプとしてのスパインをin	

vivoで可視化し、さらに操作出来るようになり、当初の計画以上の完成度で目標達成できたと考えてい

る。	

	

まとめ及び今後の展望	

	 思春期相当期の統合失調症モデルマウスの前頭前野領域において、樹状突起スパインの過剰な刈り込

み現象を同一個体を用いた縦断的2光子励起イメージングで観察でき、スパイン保護効果を有する化合

物は個体レベルの行動異常の一部を改善することが出来た。一方で、シナプス異常がどのようなメカニ

ズムで神経回路障害や、その結果としての前頭前野機能異常を誘発するのかは未解明な部分が多い。そ

こで今後は、2光子励起顕微鏡や電気生理学を用いた前頭前野シナプス特性の実験データを基に、SZモ

デル動物の前頭前野神経回路障害の数理モデルの確立を試みる。これらのシミュレーションにより、情

報処理の基盤となる前頭前野神経回路のダイナミクスや安定性が、SZモデルマウスにおいてどのように

野生型マウスと異なるか、どのパラメーターが回路異常への寄与が大きいかを検証する。さらに神経回

路における個々のスパインの寄与についても解析を進める。スパインは活動電位の発生にたいして非線

形的に大きな効果を有し、とりわけ大きなスパインではこの非線形効果が顕著であることが明らかにな

りつつある。DISC1とCalcineurinという2つの異なるSZモデルマウスで、前頭前野での“際立って巨大

なスパ	

インの分布”という共通するシナプス特性が既にあきらかであるため、このようなモデルマウスにおけ

る樹状突起の非線形性をモデル化し、回路シミュレーションを行う。これにより、実験で予想される発

火頻度や発火パターンの変化をどの程度シミュレーションによって説明されるかということを検討し、

SZモデルマウス機能不全に寄与する要因が樹状突起の演算機能なのか、レセプターのパラメーターにあ

るのか、あるいは回路ダイナミクスにあるのかを検証する。	

	 上記のようにスパインが統合失調症の重要なマイクロエンドフェノタイプであることを示唆している

が、あくまでも相関関係しか示すことが出来ない。そこで、目的スパインをin	vivoで直接光操作でき

る光感受性プローブAS-PaRac1を開発し、記憶・学習の基盤としてのスパインの重要性を示すことが出

来た。今後は、この光プローブを精神疾患病態モデルマウスへ展開することによって、機能的なコネク

トミクスが疾患モデルマウスでどのように対照マウスと異なるのかを、全脳レベルで定量的に解明して

いく。	

	
 
  



精神疾患におけるシナプス超分子構造機能連関の変容	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 廣瀬	 謙造	 東京大学大学院医学系研究科脳神経医学専攻神経生物学	

	

研究目的	

精神疾患の病態の背景にある分子メカニズムを理解し、診断・治療法の開発を飛躍的に進めるには観

察可能な生物学的な指標であるマイクロエンドフェノタイプの同定が重要である。本研究では、ハイコ

ンテントスクリーニング、超解像イメージング等の先端的技術を駆使し、精神疾患関連遺伝子や精神疾

患モデル動物の脳で生じている微細な変化、特に精神疾患のマイクロエンドタイプとなりうるシナプス

関連分子の微細配置（超分子構造）の変容を同定することを目的とする。	

	

研究背景	

統合失調症、自閉症病などの精神疾患における脳機能の障害の背景にシナプス機能の変容があること

が明らかになりつつある。今後の精神疾患研究ではシナプス機能と病態とをつなぐ重要な遺伝子や、シ

ナプスレベルの微細な変容に着目した研究が重要である。これまでの大規模ゲノム解析に基づく研究に

よって統合失調症や自閉症のリスク遺伝子として多くのシナプス関連分子が同定されており精神疾患の

病態とシナプス機能の異常との関連を示唆する知見が蓄積されつつある（Chen	et	al.	J.	Cell.	Biol.	

2008）。これまでに同定された多くの精神疾患のリスク遺伝子については遺伝子改変動物が作出され、

多くの遺伝子改変動物が精神疾患様の行動を示すことが報告されている（Koob	et	al.	Methods	Mol	

Biol.	2012）。今後は精神疾患の病態を良く反映した動物モデルの作出に加え、精神疾患モデル動物に

おいてシナプス機能に関する分子についてのより詳細な解析と解析結果のヒトの精神疾患の病態との対

応付けが課題となる。	

シナプス等の微細な細胞内の構造や分子配置をナノメートルスケールの空間分解能で詳細に解析する

ためには近年技術の進歩が著しい超解像顕微鏡が有用である。これまでにシナプス関連分子の局在の詳

細な解析に超解像顕微鏡技術が導入されており、精神疾患モデル動物でのシナプス機能に異常について

も従来の解析手法では見出せなかった微細な分子配置（超分子構造）の変容を同定し、ヒトの病態とモ

デル動物との接点となることが期待されている。	

	

研究結果	

シナプス機能の変容に着目した自閉症関連遺伝子の検索	

精神疾患関連遺伝子を同定するために自閉症と統合失調症患者のゲノム解析によって得られているコ

ピー数変異（CNV）情報を基にした分子スクリーニングを行った。本研究では近年の精神疾患研究から

重要性が示されているグルタミン酸シグナル系の異常に着目して興奮性シナプスでのグルタミン酸受容

体のリサイクリング制御に関与する分子の同定を目指した。そのために、マウス培養大脳皮質神経細胞

において対象遺伝子のノックダウンと過剰発現をした際に生じるグルタミン酸受容体のシナプスへの組

み込み効率の変化を定量できるハイコンテントイメージング解析系を構築した。この解析系を用いるこ

とで、ヒトの16p11.2ローカスに位置する遺伝子（Sez6l2）をグルタミン酸受容体のシナプス組み込み

に関与する遺伝子として同定した。続いて、作出したSez6l2ノックアウトマウスについて行動解析を行

い、常同行動やコミュニケーション障害、固執傾向等の幅広い自閉症様行動を示すことを明らかにし

た。また、生化学的及び薬理学的解析によってSez6l2はβセクレターゼであるBACE1によって切断され

て細胞外に放出され、その結果グルタミン酸受容体のエンドサイトーシスの効率の調節に関与すること

を明らかにした。自閉症とSez6l2との関係について吉川チームとの連携により、複数の自閉症患者にお

いてSez6l2の変異を同定し、そのうちの7つの変異体はグルタミン酸のシナプス組み込みに障害がある

ことを明らかにした。	



	

シナプス分子の超分子構造解析に資する超解像顕微鏡プラットフォームの開発	

シナプス分子の超分子構造の可視化解析に供する超解像顕微鏡システムの整備を行った。多数の一分

子蛍光の明滅画像から再構成的に超解像画像を取得する3D-STORM顕微鏡法と励起範囲を光学的に限局さ

せるSTED顕微鏡法をベースにシナプス分子の超分子構造の解析に資する超解像顕微鏡プラットフォーム

を開発した。一分子蛍光画像データから分子の存在位置を推定する最尤推定法を採用したアルゴリズム

をGPGPU上に実装した解析ソフトウェアを開発し、超解像イメージの高速取得を実現した。また、超解

像イメージから超分子構造の特徴を客観的に抽出し、分子の空間分布を評価するためにRipleyのK	関数

法を組み込んだ解析ソフトウェアを完成させた。複数種の分子の超分子構造のシナプス内での空間パタ

ーンの比較のための光学系の設計と実装、及び異なった分子間の空間的位置関係を評価するpair	

correlation	関数などを利用した空間分布解析系を構築した。	

開発した超解像顕微鏡プラットフォームは既存の様々なシナプス機能の評価法と組み合わせた運用が

可能である。本研究ではグルタミン酸イメージングによってシナプスからのグルタミン酸放出の特性を

調べ終えた標本を免疫染色し、超解像イメージングを行うことによってシナプス毎にシナプス機能とシ

ナプス分子の超分子構造との直接的な対応付けを可能にした。この解析プロットフォームを導入するこ

とで、Munc13-1分子がプレシナプスのアクティブゾーンで形成する直径70nm程度の分子クラスターの個

数がシナプス小胞の放出部位の数を規定することを明らかにした。	

	

精神疾患モデルでのシナプス分子超分子構造の解析	

先行研究において精神疾患様の行動が確認されている複数の遺伝子改変マウスの脳内各部位でのシナ

プス分子の微細な配置の変容を解像顕微鏡プラットフォームを用いて検索した。その結果、Schnurri-2

ノックアウトマウス（Takao	K,	et	al.	 Neuropsychopharmacology.	2013）では海馬内顆粒細胞層のシ

ナプスにおいて形成されているグルタミン酸受容体GluA1サブユニットの80	nm程度のナノクラスターの

大きさと数が野生型マウスの標本と比べて著明に減少していることを明らかにした。	

DISC1ノックアウトマウス（Kuroda	K,	et	al.,	Hum.	Mol.	Genet.2011）の解析では海馬、大脳皮

質、線条体を中心にシナプス関連分子の微細配置を解析した。その結果、線条体側坐核においてドパミ	

ン受容体2型サブユニット（D2R）が形成する70	nm程度の大きさのナノクラスターの大きさ、数がDISC1

ノックアウトマウスでは有意に増加していることを明らかにした。加えて、DISC1ノックアウトマウス

の線条体側坐核のmedium	spiny	neuronのスパインについてGolgi-Cox染色法によって調べた結果、当該

部位においてスパインの数が野生型マウスと比べて著しく減少していることを明らかにした。DISC1ノ

ックアウトマウスでのD2Rのナノクラスターやスパイン形態の変容は非定型統合失調症治療であるクロ

ザピンの投与によって野生型のレベルまで回復することを明らかにした。以上の結果は、シナプス分子

の超分子構造が詳細な作用機序が不明であった精神疾患治療薬の薬物作用点である可能性を示唆するも

のであり、今後の精神疾患の病態分子メカニズムや創薬における新規の戦略の開発に貢献する可能性が

ある。	

 
まとめ	

本計画研究では、精神疾患のマイクロエンドフェノタイプとしてシナプス機能への関与が考えられる

遺伝子や分子の微細配置（超分子構造）に着目して研究を進めた。ハイコンテントスクリーニングでは

自閉症関連遺伝子としてSez6l2を同定し、Sez6l2によるグルタミン酸受容体のトラフィック機能の調節

機構を明らかにした。Sez6l2ノックアウトマウスは多様な自閉症様行動を示すことから今後の自閉症の

分子メカニズムの解明や創薬研究への応用が期待できる。加えて、新規に構築した超解像顕微鏡プラッ

トフォームを精神疾患モデル動物の解析に導入することで海馬や線条体においてシナプス関連分子の超



分子構造の変容をマイクロエンドフェノタイプとして同定するとともに、超分子構造の治療標的として

の可能性を示した。	

	

（左図）ハイコンテントスクリーニングによる自閉症関連遺伝子Sez6l2遺伝子の同定と機能解析。（右

図）超解像顕微鏡法を用いた精神疾患モデル動物におけるシナプス分子の超分子構造の変容の同定及び

超分子構造異常の精神疾患治療薬による改善効果。	

 

  



双極性障害の原因神経回路の解明	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 加藤	 忠史	 理化学研究所脳科学総合研究センター	 チームリーダー	

	

研究目的	

双極性障害は、主要な精神疾患の一つである。リチウムなどの気分安定薬がその予防に有効である

が、副作用が強く、新たな薬剤の開発が期待されている。しかし、モデルマウスが存在しないことなど

から、新規気分安定薬の開発は未だ成功していない。また、抗うつ薬は双極性障害の経過を悪化させる

ため、使わない方が良いとされているが、初発のうつ状態ではうつ病と診断する他なく、診断法の開発

が急務となっている。診断法、治療法を開発するためには、その原因を細胞レベルで解明することが必

要である。	

しかしながら、これまでの双極性障害研究は、ゲノム研究と脳画像研究が中心であり、その間の神経

細胞および神経回路レベルの病態についてはほとんどわかっていなかった。	

	 本研究の目的は、双極性障害の細胞レベルでの病態、すなわちマイクロエンドフェノタイプを、動物

モデルを用いて同定し、患者死後脳で確認することである。	

	

研究背景	

我々はこれまでに、双極性障害患者の磁気共鳴スペクトロスコピーにより、ミトコンドリア病類似の

脳エネルギー代謝障害を見いだした2)。ミトコンドリア病では高頻度に双極性障害を合併することが報

告されている。また、双極性障害患者の死後脳で、代表的なミトコンドリア病の一つである慢性進行性

外眼筋麻痺（CPEO）に特徴的な所見である、ミトコンドリアDNA(mtDNA)欠失の蓄積が見られた。	

我々は、双極性障害の発端者およびその両親を含む79のトリオ家系の全エクソーム解析を行った。そ

の結果、蛋白変化を引き起こすデノボ変異を持つ患者では発症年齢が低いこと、双極性障害で見られる

機能喪失デノボ変異は、一般人口ではこうした変異があまり見られない遺伝子に多いこと、双極I型障

害および統合失調感情障害では、対照群に比して有意に多くの機能喪失デノボ変異が見られ、Ca2+結合

蛋白の遺伝子が多いことなどから、デノボ変異が双極性障害の発症に関与している可能性を示した。ま

た、Ca2+チャネルとの関連を示したゲノムワイド関連研究の結果や、双極性障害を伴う遺伝病が小胞体

またはミトコンドリアという細胞内Ca2+ストアの疾患であることと合わせ、双極性障害の病態に細胞内

Ca2+シグナリングが関与することが示唆された。	

また、CPEOの原因遺伝子の一つであるポリメラーゼγ（Polg）を、双極性障害患者および対照群でシ

ーケンスした。見出されたアミノ酸置換を引き起こす変異について、蛋白を作成し、酵素活性を測定し

た4)。その結果、双極性障害患者で見られる変異は、in	silico予測で機能障害の程度が高く、活性測定

でも酵素活性を低下させるものが多かった。またCPEOの原因変異は、双極性障害患者796名中3名に見ら

れ、対照群（767名中0名）に比べ有意に多かったことから、PolgのCPEO原因変異は、双極性障害のリス

ク因子となると考えられた。	

そこで、CPEOの原因遺伝子（Polg）の変異マウスがモデルマウスになると考えた。変異Polgのノック

インマウスは、筋に変異が蓄積するため、行動解析に適さないことから、Polgの変異体を脳だけに発	

現させた遺伝子改変マウスを作成した。	

このマウスでは、2週間ほど続く輪回し行動量の低下が見られ、この活動低下を詳細に分析した結

果、この状態は平均半年に1回見られ、うつ病の診断基準（興味喪失、睡眠障害、食欲の変化、動作の

緩慢、疲れやすい、社会行動の障害）を満たすことがわかった。	

この状態は、うつ病に類似した生理学的変化（副腎皮質ホルモンの増加など）を示した。また、この

状態は、選択的セロトニン取り込み阻害薬で減少、リチウム中止後増加すること、過眠・過食という非

定型症状を呈すること、三環系抗うつ薬が躁転様の行動量増加を引き起こすことなどから、双極性障害



の抑うつエピソードに類似していると考えられた。	

双極性障害のマイクロエンドフェノタイプを明らかにするには、このマウスの行動変化がいかなる神

経回路の障害によるのかを明らかにする必要がある。	 	

	 そこで、本研究では、このモデルマウスを用いて、双極性障害の原因神経回路を探索した。	

	

研究結果	

活動低下エピソードの原因となる脳部位を明らかにするため、異常なmtDNAが多く蓄積している脳部

位を探索した。マイクロダイセクション装置を用いて、凍結脳切片を小片に切り分け、各小片からDNA

を抽出し、欠失mtDNAをリアルタイムPCR法により定量した。その結果、欠失mtDNAの分布は、トランス

ジーンの発現量とは相関せず、情動関連部位に多く蓄積していた。中でも、視床室傍核(PVT)に最も多

く蓄積が見られた。mtDNA由来蛋白質であるチトクロームc酸化酵素（Cox）と核DNA由来ミトコンドリア

蛋白であるコハク酸デヒドロゲナーゼ(SDH)の二重染色により、PVTにはCox陰性細胞が集積しているこ

とがわかった。Cox陰性細胞をダイセクションして、リアルタイムPCR法により検討したところ、Cox陰

性細胞にはmtDNA欠失が蓄積していることがわかった。	 	

うつ状態を示したミトコンドリア病患者の死後脳で検討を行ったところ、同様のCox陰性細胞が視床

室傍部に見られた。	

このマウスで見られたうつ様エピソードにおけるPVTの意義を明らかにするため、loxPにより囲まれた

stopシグナルの後にTetオペレーターをつないだトランスジーンと、Tetにより破傷風毒素を発現するト

ランスジーンの両方を持つトランスジェニックマウスにおいて、アデノ随伴ウイルスベクターを用いて

PVTにCreを発現させ、PVTの神経細胞の神経伝達を人為的に遮断し、行動解析を行った。その結果、類

似のエピソードが現れた。これは、モデルマウスのうつ状態が、PVTの病変により生じていることを示

している。	

	

まとめ	

視床室傍核(PVT)は、視床下部外側野のオレキシンニューロン、視床下部室傍核のCRHニューロン、縫

線核のセロトニンニューロンなどからの投射を受け、側坐核、扁桃体、内側前頭前野など、情動に関わ

る脳部位に投射を送る部位であり、気分障害との関連が疑われるほとんどの部位と線維連絡を持つこと

から、気分障害の原因神経回路の中核を占めると考えられる。近年PVTは、恐怖条件付けやオピエート

の離脱症状に関わっていることが明らかにされるなど、その情動制御における役割が注目されている

が、報酬に関わる側坐核と恐怖に関わる扁桃体の両方を同時に制御しているPVTの異常がどのようにし

て躁とうつという対極的な症状を呈するのかという点が、今後の課題であろう。	

なお、このモデルマウスのPVTにおいて細胞死が起きていれば、神経幹細胞による治療の標的にもな

り得ると考えられるが、これまでの検討では、アストロサイトの活性化やミクログリアの集積など、細

胞死を示唆する所見は得られなかった。今後、このマウスのPVTにおいて、どのような細胞レベルの病

態が生じているのかという点も明らかにしていく必要がある。	

今回見いだされた、PVTの神経変性を伴わないミトコンドリア機能障害は、双極性障害のマイクロエ

ンドフェノタイプとなりうるものである。	

また、このモデルマウスは自発的かつ反復的なうつ状態を示すモデルマウスとしては初めてのもので

あり、これまでとは作用メカニズムが異なる抗うつ薬や気分安定薬の開発につながると期待できる。	

今後の研究で、双極性障害やうつ病の一部が、PVTの病変で起きることが証明できれば、精神疾患を

脳病理所見により定義することができ、新しい診断法の開発につながる可能性がある。	



 
左）双極性障害モデルマウスにおいて病変を探索した結果、視床室傍核にmtDNA欠失が蓄積しているこ

とがわかった。	

右）この部位にはCox(チトクロームc酸化酵素)陰性細胞が集積していた。	

 
T, Kato T., Psychiatry and Clinical Neurosciences, 71: 518-529, 2017 
  



グルタミン酸シグナルを介した精神疾患病態に関するマイクロエンドフェノタイプの解明	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 橋本	 謙二	 千葉大学社会精神保健教育研究センター	 教授	

	

研究目的	

精神疾患のマイクロエンドフェノタイプのうち、最も知られているのは、統合失調症やうつ病などの

気分障害の脳における樹状突起スパイン密度の変化である。代表的な興奮性アミノ酸であるグルタミン

酸は、統合失調症や気分障害の病態に深く関わっていることが知られている。特に、グルタミン酸受容

体の一つであるNMDA受容体は、精神疾患の病態に関与しており、新しい治療ターゲットとして期待され

ている。本研究では、NMDA受容体の内在性調節因子D型セリンおよびNMDA受容体拮抗薬ケタミンを用い

て、精神疾患病態に関するマイクロエンドフェノタイプを明らかにすることを目的とした。	

	

研究背景	

統合失調症のNMDA受容体機能低下仮説は、古くから提唱され、現在も支持されている仮説である。す

なわち、NMDA受容体拮抗薬であるフェンサイクリジンやケタミンを健常者に投与すると、統合失調症と

酷似した症状（陽性症状、陰性症状、認知機能障害）を引き起こすことから提唱された。これまで我々

は、NMDA受容体の内在性調節因子D型セリンの低下が、NMDA受容体機能低下仮説に関係していることを

報告してきた。本研究では、D型セリンとD型セリンの合成酵素セリンラセマーゼ（serine	racemase:	

srr）遺伝子欠損マウスを用いて、統合失調症のマイクロエンドフェノタイプにおけるD型セリンの役割

を調べた。	

近年、うつ病のグルタミン酸仮説が注目されている。NMDA受容体拮抗薬ケタミンが、治療抵抗性うつ

病患者に対して、即効性の抗うつ効果を示すことが報告され、欧米ではケタミンの適応外使用が普通に

行われている。本研究ではうつ病の動物モデル、ケタミンの光学異性体を用いて、うつ病のマイクロエ

ンドフェノタイプの解明を行った。	

	

研究結果	

統合失調症の母体感染モデル（妊娠期にPolyICを投与）を用いて生まれた仔マウスは、4-5週齢では

認知機能障害が観察され、統合失調症の前駆期のモデルとして考えられ、成熟期（10週齢以降）には統

合失調症様の行動異常やパルブアルブミン陽性細胞の低下が観察される。この系で、4週齢から8週齢ま

でD型セリンを飲料水で飲ませると、成熟期（10週齢以降）における行動異常を予防することが判っ

た。本研究は、ハイリスク児にD型セリンを服用すると、精神病への移行を予防できる可能性を示唆し

た。また、Srr遺伝子欠損マウスを用いたメタボロミクス解析を実施したところ、この遺伝子は解糖系

に影響を与えることを見出した。	

炎症を惹起するリポポリサッカライド（LPS）を投与したマウス脳を詳細に調べると、前頭皮質や海

馬では、樹状突起スパイン密度が低下し、逆に側坐核では増加していることを見出した。興味深いこと

に、これらのスパイン密度の変化は、脳由来神経栄養因子（BDNF）の変化と関連しており、TrkB化合物

が抗うつ効果を示すことを明らかにした。一方、マウスやラットに繰り返しのストレスを与えると、う

つ症状や樹状突起スパイン密度の変化を示すことが知られている。社会的敗北ストレスモデルや学習性

無力モデルを用いた結果、前頭皮質や海馬では、樹状突起スパイン密度が低下し、逆に側坐核では増加

していることを見出した。興味深いことに、これらのスパイン密度の変化は、脳由来神経栄養因子

（BDNF）の変化と関連した。TrkB作動薬（7,8-dihydroxyflavone）は、前頭皮質や海馬におけるBDNF-

TrkBシグナルの低下を改善することにより抗うつ効果を示す。一方、TrkB拮抗薬ANA-12は、側坐核にお

けるBDNF-TrkBシグナルの亢進をブロックすることにより抗うつ効果を示すことを明らかにした

（図）。	



ニコチン受容体のα7サブタイプは、うつ病などの精神疾患の病態に関わっていることが知られてい

る。今回、α7ニコチン受容体遺伝子欠損マウスがうつ症状を示すこと、またこの遺伝子欠損マウス

は、前頭皮質および海馬は正常で、側坐核のBDNF-Trk系が亢進してうつ症状を示すことを見出した。興

味深いことに、TrkB拮抗薬ANA-12は、この遺伝子欠損マウスのうつ症状を改善するが、TrkB作動薬には

抗うつ効果は無かった6）。同様に、覚せい剤の繰り返し投与で惹起されるうつ症状（離脱症状の一つ）

も、側坐核におけるBDNF-TrkB系が亢進しておきることを見出した。	

さらに、炎症や酸化的ストレスに関わる転写因子Nrf2の遺伝子欠損マウスは、前頭皮質や海馬におけ

るBDNF-TrkB系の低下によってうつ症状を示すことを見出した。また脂肪酸代謝に関わる可溶性エポキ

シド加水分解酵素および前頭皮質におけるEphA4-ephexin1系の亢進がうつ病の病因に関係することを明

らかにした。このように、うつ症状には、前頭皮質および海馬におけるBDNF-TrkB系の低下によって起

きる症状と、側坐核におけるBDNF-TrkB系の亢進で起きる症状があると推測される（図）。これらの違

いが、既存の抗うつ薬に反応する群、反応しない群（治療抵抗性）に分かれる要因の一つであると推測

している。	

NMDA受容体拮抗薬ケタミンの抗うつ効果は、未だ詳細は機序は明らかでない。我々は、NMDA受容体へ

の親和性が弱いR-ケタミンの方が、NMDA受容体への親和性が高いS-ケタミンより抗うつ効果が強く、副

作用（精神病惹起作用、薬物依存等）が少ないことを見出した。また前頭皮質におけるパルブアルブミ

ン陽性細胞の低下は、S-ケタミンの投与では起きるが、R-ケタミンの投与では起きなかった。	 さら

に、無麻酔サルPETを用いた研究からも、S-ケタミンは、線条体におけるドパミン放出を起こすが、R-

ケタミンでは起きなかった。	

さらに気分障害の生体試料（血液、CSF）のメタボロミクス解析を実施し、気分障害のバイオマーカ

ー（イスクエン酸、アスコルビン酸など）を見出した。さらに、精神疾患の死後脳を用いて、脳-肝連

関の重要性を提唱した。	

	

まとめ	

統合失調症病態のマイクロエンドフェノタイプにおけるD型セリンの役割、うつ病のマイクロエンド

フェノタイプにおける脳部位におけるBDNF-TrkB系の関係を明らかにした。さらに、副作用を軽減した

新規抗うつ薬R-ケタミンを開発した。	

 
うつ病の脳部位におけるマイクロエンドフェノタイプ:前頭皮質や海馬におけるBDNF-TrkB系の低下が原

因で起きるうつ症状群と、側坐核などの報酬系のBDNF-TrkB系の亢進が原因で起きるうつ症状群が存在

する。	

副作用の少ない新規抗うつ薬候補化合物（R）-ケタミンの構造式 
 
 
	 	



精神神経免疫相関が関与する精神疾患病態のマイクロエンドフェノタイプの解明	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 富田	 博秋	 東北大学	災害科学国際研究所	災害精神医学分野	 教授	

	

研究目的	

	 本申請研究では精神神経免疫相関現象の病態への関与が示唆される心的外傷後ストレス障害(PTSD)、

統合失調症、気分障害の末梢血液等の免疫細胞の病態を網羅的分子遺伝学的解析により特定するととも

に、免疫細胞の病態変化が中枢神経病態や行動とどのように関連しているかを死後脳研究、動物研究に

より解明し、マイクロエンドフェノタイプを利用した精神病態の新規診断方法や治療法の開発を目指し

て下記の目的で研究を行った。	

（1）心的外傷後ストレス障害のマイクロエンドフェノタイプとしてのミクログリア機能を特定するこ

と	

（2）胎生期の母体免疫ストレス負荷による統合失調症罹患性惹起メカニズムに関わるエンドフェノタ

イプを特定すること	

（3）精神疾患に関与する免疫細胞サブポピュレーションの特定の技術を開発すること	

（4）気分安定薬の薬効に関連する免疫関連マイクロエンドフェノタイプを特定すること	

	

研究背景	

精神神経免疫相関現象の精神疾患病態への関与が示唆されて久しいが、精神疾患のミクログリアや末

梢免疫細胞における病態に関連する変化の詳細は不明のままであった。	

例えば、心的外傷後ストレス障害（PTSD）の病態は神経回路のレベルで恐怖記憶の固定化・持続とい

う観点から、動物モデルで精力的に解明が進んでいる一方、これまでにPTSD罹患者の血液やストレスを

与えられたモデル動物の脳における炎症性サイトカインの発現異常が指摘されてきた。アストロサイト

とともに脳内で炎症性サイトカインを産生するミクログリアは末梢の免疫細胞と類似の由来、機能を持

ち、中枢神経内の免疫・炎症制御の中心的役割を担うと考えられている。近年では、それに加えて、神

経細胞のシナプスの刈込を調整する等、神経回路機能調整にも関わっていることが明らかになってい

る。炎症は精神現象と異なり、ある程度、客観的に把握し得る現象で、末梢の組織でも脳内と共通のメ

カニズムで炎症が生じることから、脳内の現象を反映する末梢血液中のバイオマーカーの特定が有用な

切り口になることが想定された。	

一方、近年、精神疾患の末梢血液検体の網羅的分子遺伝学的解析が多く報告されるようになってきて

いるが、血液の細胞構成が多様であること、末梢血の現象が中枢神経病態の何を反映しているかが不明

であることは、これらの研究の解釈を困難にしていた。	

以上のことより、精神神経免疫相関現象の精神疾患病態への関与に着目して、精神疾患のマイクロエ

ンドフェノタイプを特定し、免疫や炎症に着目した精神疾患病態解明や治療法開発を進めるための研究

基盤を構築するための研究企画が望まれた。	

	

研究結果	

(1)	心的外傷後ストレス障害のマイクロエンドフェノタイプとしてのミクログリア機能の特定	

電気刺激を受けたことのない対照マウスでは、観察時間中、行動がすくむことはなく動き続けるのに

対して、恐怖記憶固定マウス群では全観察時間の50%程度の時間、行動がすくんでいた。一方、恐怖記

憶消去マウス群では、すくみ反応時間が25%程度まで減少した。恐怖体験を経験していない対照マウス

の脳においては、記憶に関与する海馬において前述のミクログリア細胞全体のうち、炎症性サイトカイ

ンであるTNFαを産生する活性化ミクログリアは30%程度であったのに対し、恐怖記憶固定マウスではそ

の比率が50%近くまで上昇した。	



これに対して、恐怖記憶消去マウスではTNFαを産生する活性化ミクログリアの比率が30%を切るまでに

減少した。このことから、恐怖体験の過程でミクログリアのTNFα産生が高まり、その産生の低下が恐

怖記憶の消去と相関していることが示唆された。	

上記と同じ方法で恐怖記憶の固定・消去への効果を検証する際に同時にミノサイクリンを投与された

マウスでは、始めから電気刺激を与えられていない対照マウスと同様にほとんど止まることなくずっと

動き続け、顕著な恐怖記憶消去の促進効果が認められた。海馬において、炎症性サイトカインTNFαを

産生するミクログリアの比率も恐怖記憶の消去に伴って50%近くから30%を切るまでに減少することが再

現されたが、ミノサイクリン投与によりその比率は５％前後まで落ちており、ミノサイクリンによる顕

著なミクログリアTNFα産生抑制が観察された。	

以上のことから、恐怖記憶の消去にはマウス海馬のミクログリアTNFα産生亢進の減少が関与してい

ることが示され、ミノサイクリン等のミクログリアTNFα産生を抑制する薬剤が心的外傷後ストレス障

害の病状を改善する可能性が示唆された(Brain	Behav	Immun.2017；論文)。	

	 	

（2）胎生期の母体免疫ストレス負荷による統合失調症罹患性惹起メカニズムに関わるエンドフェノタ

イプの特定	

	 妊娠マウスにウイルスの	dsRNA	と同様の免疫活性を持つpolyinosinic-	polycytidylic	acid	（poly	

I:C）を投与し、その仔の成長後の行動を検証し、統合失調症モデルマウスとしての行動特性を認め

た。雌雄差が認められ、特に雌マウスにおいて顕著であった。更に、脳内の遺伝子発現とDNAメチル化

のプロファイリングにおいても、雌マウスに顕著な変化が観察された。マウスモデルにおける実験結果

と死後脳組織での検証により、グリア関連遺伝子のゲノム領域のメチル化と遺伝子発現を胎生期の母体

免疫ストレス負荷による統合失調症罹患性惹起メカニズムに関わるエンドフェノタイプとして特定し

た。	

	

（3）精神疾患に関与する免疫細胞サブポピュレーション特定ための技術開発	

	 精神疾患に関与する免疫細胞サブポピュレーションの特定に向けての基盤技術として、精神疾患病態

への関与が知られているTh1、Th2ヘルパーT細胞特異的な新規細胞表面マーカーを特定した(Plos	One.	

2014；論文)。本知見は精神疾患に関与する免疫細胞サブポピュレーションであるTh1、Th2ヘルパーT細

胞を特定するための技術開発に繋がることが期待される。	

	

（4）気分安定薬の薬効に関連する免疫関連マイクロエンドフェノタイプの特定	

	 双極性障害に有効な気分安定薬リチウムがミクログリアや末梢の分化単球系細胞の補体C3の産生を顕

著に亢進させることを特定し、リチウム治療の奏功機序、副作用発現機序の解明を進めるとともに、双

極性障害のリチウム治療への反応性や副作用出現のバイオマーカーとしての応用の可能性を示唆するエ

ビデンスを得た。また、ミクログリア由来の培養細胞で、リチウムによる遺伝子発現変化がリチウムの

標的分子として知られているグリコーゲン合成酵素リン酸化酵素を介した現象であることを確認した。

リチウムの奏功機序、ないし、その副作用発現にリチウムのミクログリアと末梢単球系細胞の補体C3産

生能への影響が関与しており、末梢単球系細胞のC3定量により、リチウム療法の治療反応性や副作用発

現を予見できる技術開発に繋がる可能性が示唆された(Glia.	2015；論文)。



	

恐怖記憶固定マウスではすくみ反応時間が有意に上昇した。一方、恐怖記憶消去マウスでは有意に減少

するが、抗炎症作用のあるミノサイクリンを投与するとその減少が有意に促進された（上図）。これに

対応して恐怖記憶固定マウスでは海馬ミクログリアにおけるTNFの産生が増加し、恐怖記憶の消去マウ

スでは減少したが、ミノサイクリンを投与によりTNF産生の減少は更に促進された（中・下図）。	

 
  



環境要因が導く精神疾患モデルを用いたマイクロエンドフェノタイプ同定と分子基盤解明	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員／領域代表	 	 喜田	 聡	 東東京農業大学・応用生物科学部・教授	

	

研究目的	

	 心的外傷後ストレス障害（Post	traumatic	stress	disorders;	PTSD）は交通事故等の恐怖体験によ

り発症するため、身近な精神疾患であると言えよう。しかし、その発症メカニズムは不明である。現

在、恐怖体験の記憶、すなわち、恐怖記憶を繰り返し想起させる「持続エクスポージャー（暴露）療

法」がPTSDの最も有効な認知行動療法とされているが、手間とコストがかかるため、簡便なPTSD治療法

開発が待たれている。	

	 恐怖記憶は動物からヒトに共通する生物の防御反応の一つであり、PTSD発症の原因は恐怖記憶制御の

破綻であると理解されている。古くから、げっ歯類の恐怖条件付け課題を用いて、恐怖記憶を形成する

「固定化」機構が解析されてきた。興味深いことに、近年の解析から、恐怖記憶を想起すると「不安定

化」され、「再固定化されることが示された。一方で、恐怖記憶を想起させ続けると恐怖を減弱させる

「消去」も誘導される。重要な点として、この記憶消去は暴露療法の生物学的基盤であると認識されつ

つある。最近では、再固定化と消去はPTSD治療の標的として注目され、これら記憶プロセス群を標的と

して暴露療法の迅速化が試みられている。	

	 以上の背景の中で、我々のグループでは、想起後の恐怖記憶制御機構の分子・細胞・回路レベルの解

析を進めてきた。恐怖記憶再固定化の分子機構を世界で初めて解明し、再固定化と消去は行動学・組織

学・生化学的に対照的な性状を示すこと、さらに、再固定化と消去は独立したプロセスではないことを

明らかにしてきた。さらに、恐怖記憶制御回路は多領野にまたがること、しかも、想起後にダイナミッ

クに変化することを示してきた。	

	 本課題では、PTSD病態と関連する恐怖記憶制御のマイクロエンドフェノタイプを同定し、さらに、恐

怖記憶制御回路の性状とこれらの機能的役割を解析することを目的した。	

	

１，恐怖記憶想起によりを恐怖が増強される新規PTSDマウスモデルの開発	

	 PTSDモデルとして、パブロフ型恐怖条件付け課題がヒト及びげっ歯類において世界的に用いられてい

る。しかし、この課題では、条件刺激に再エクスポージャーすると恐怖記憶は想起されるものの、非条

件刺激が与えられない条件下では、即座に恐怖記憶消去が誘導される。このため、恐怖記憶の想起によ

って、PTSDが発症する過程を再現することができなかった。そこで、受動的回避反応課題を用いて、こ

の欠点を克服した新規PTSDモデルの開発を試みた。受動的回避反応課題では、明箱から暗箱に移ると電

気ショックを与えられて恐怖記憶を形成させるため、明箱に戻すだけでは、恐怖記憶が想起されるもの

の、消去は誘導されない。そこで、この課題における明箱にのみマウスを戻す効果を検討した結果、明

箱にマウスを戻すだけで、すなわち、電気ショックを与えなかったにも関わらず、恐怖記憶が増強され

ることが明らかとなった。以上の結果から、本系は、恐怖記憶を思い出させるだけで恐怖が増強され

る、より妥当性の高いマウスPTSDモデルであると結論した。	

２，恐怖記憶回路の同定とその性状、機能的役割の解析	

	 上記の新規PTSDモデルを用いて、恐怖記憶想起後に恐怖が増強されるメカニズムを解析し、想起後の

恐怖記憶増強の基盤は記憶再固定化であることを示した。さらに、恐怖増強回路として、扁桃体、海馬

と前頭前野にまたがる回路を同定し、回路内のニューロンでは、脱リン酸化酵素カルシニューリンを起

点とするプロテオソーム依存的タンパク質分解が記憶不安定化を誘導し、転写因子CREBによる遺伝子発

現活性化が再固定化を誘導していることが示された。以上より、「扁桃体-前頭前野皮質-海馬」回路が

恐怖体験後のPTSD発症と関連するマイクロエンドフェノタイプであると考えられた。恐怖条件付け文脈

課題との比較から、この回路における前頭前野の過活性化がPTSD発症と関連すると考察した。	



３，恐怖記憶消去回路の同定と機能解析	

	 消去誘導条件下では、再固定化誘導に伴い誘導される遺伝子発現はキャンセルされ、扁桃体と前頭前

野において遺伝子発現が改めて誘導されること、さらに、再固定化時と同様に、消去回路ニューロンで

は、カルシニューリン活性化を起点とするプロテオソーム依存的タンパク質分解と転写因子CREBを介す

る遺伝子発現が同時に活性化されることも明らかにした。さらに、消去特異的な分子動態として、ERK

の活性化（リン酸）を同定した。以上のように、扁桃体と前頭前野には再固定化回路と消去回路がそれ

ぞれ独立して存在するものの、それぞれの回路ではニューロン内に同様の生化学的変化が誘導され、再

固定化と消去は極めて類似した分子機構により制御される実態が明らかとなった。	

４，消去誘導機構の解析	

	 我々の解析では、再固定化時には海馬において遺伝子発現が誘導されるのに対して、消去時には遺伝

子発現が誘導されないこと、すなわち、消去が誘導されると、海馬が不活性化されることが示されてい

る(9)。そこで、海馬の活性状態により記憶が再固定化、あるいは、消去されるかが決定されると考え、

光遺伝学的手法を用いて、この仮説を検討した。前脳にアーチロドプシンT	(ArchT)を発現するトラン

スジェニックマウスを用いて、恐怖記憶想起中に海馬を人為的に不活性化させると、恐怖反応の減少が

観察され、海馬不活性化が恐怖記憶を減弱させることが示された。従って、恐怖記憶想起時に、海馬不

活性化を介して、恐怖記憶の消去あるいは忘却が誘導されるメカニズムの存在が示唆された。	

５，持続エクスポージャー療法の改良法の開発	

	 PTSDの原因となる「古い恐怖記憶」を標的としたPTSD治療方法開発に着手した。まず、「古い記憶」

でも想起時間が長くなると再固定化が誘導される研究成果に基づき、「古い恐怖記憶」想起後の記憶制

御メカニズムを解析した。「古い記憶」では短い想起時間（3分）であると海馬における遺伝子発現は

観察されないものの、想起時間を長くすると（10分）、海馬においても遺伝子発現が誘導されること、

10分間の想起後に海馬を不活性化すると恐怖記憶の想起が阻害されること、10分間の想起後に海馬の遺

伝子発現を阻害すると再固定化が阻害されることが認められ、「古い恐怖記憶」であろうとも想起時間

を長くすると海馬依存性記憶に戻ることが示唆された。	

	 そこで、海馬神経新生が海馬依存性記憶の忘却を促進する知見を応用して、古い恐怖記憶を海馬依存

性に戻した後であれば、海馬神経新生を促進することで恐怖記憶を忘却させることができないか解析し

た（特許出願）。その結果、恐怖記憶形成の8週間後に、上記と同様に10分間想起させて、その後海馬

神経新生を活性化した結果、恐怖記憶の忘却が誘導された。従って、トラウマ記憶想起と海馬神経新生

亢進を組み合わせることによって、古い記憶であろうとも、トラウマ記憶忘却を効率的に誘導すること

が可能であり、エクスポージャー療法を短縮できる可能性が示された。	

６，恐怖記憶制御及び社会行動制御機構解明	

	 恐怖記憶固定化と再固定化に対して海馬におけるN型糖鎖修飾並びにポリADPリボシル化の翻訳後修飾

の必要性を明らかにした。一方、社会行動制御に対する海馬、扁桃体、前頭前野、帯状皮質による	

回路の重要性をin	silico解析も併用して明らかにした。	



 

 
	

 
  



精神疾患患者死後脳における神経細胞ゲノム動態の解析	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 	 岩本	 和也	 熊本大学大学院生命科学研究部	 教授	

	

研究目的	

神経細胞の核内ゲノム動態として、エピゲノム状態およびゲノム配列の状態を検討し、新学術領域研

究「マイクロエンドフェノタイプによる精神病態学の創出」の達成目標である、精神疾患のマイクロエ

ンドフェノタイプとしての確立が可能であるかどうかを明らかにする。	

	

研究背景	

	 脳神経系の細胞は、様々な神経細胞やグリア系細胞から構成されており、細胞種ごとにエピジェネテ

ィックな修飾状態が異なっていると考えられている。また、染色体の異数性やトランスポゾン転移など

様々な体細胞変異が生じていることも知られている。しかし、これらエピゲノムの状態や体細胞変異

が、どのように精神疾患と関係しているかは明らかではなかった。申請者らは、ヒト死後脳から神経細

胞を単離する技術を有しており、本技術を使ったゲノム・エピゲノム解析により、精神疾患の病因・病

態解析を着想するに至った。	

	

研究結果	

	 健常者前頭葉由来神経細胞と非神経細胞の全ゲノムバイサルファイト解析(WGBS)の結果、非CpG部位

の神経細胞での高メチル化や、神経細胞・非神経細胞特異的なDNAメチル化状態を明らかした。また、

WGBS解析を行った検体を用いたhmC-Seq解析の結果、神経細胞でのhmCレベルの濃縮が確認され、細胞種

特異的遺伝子発現パターンとの一致が認められた。また、トランスポゾンLINE-1配列に着目したエピゲ

ノム状態を調べたところ、進化的に新しいLINE-1サブファミリーであるL1PAやL1HSにおいて低メチル化

が認められると共に高いハイドロキシメチル化率の集積が認められた。これらは神経細胞特異的に生じ

ており、公共データベースを利用した肝臓データの解析では認められなかった。	

	 統合失調症および双極性障害患者前頭葉神経細胞でのメチル化解析では、プロモーター領域における

全体的な低メチル化傾向が認められた。また、神経機能に重要な遺伝子におけるDNAメチル化変化が同

定された。疾患に依存して変動しているDNAメチル化状態については、RRBS法により確認できることを

明らかにした。	

	 ゲノム解析として、トランスポゾンLINE-1のゲノムコピー数を患者試料の前頭葉と肝臓でRT-PCR法を

用いて測定し、肝臓で補正した値を算出したところ、精神疾患患者群（統合失調症、双極性障害、大う

つ病）で有意なコピー数上昇を認めた。特に統合失調症患者群で顕著な上昇を認めたため、統合失調症

患者前頭葉の独立した脳サンプルセットを用い追試を行ったところ、神経細胞で有意なコピー数増大を

確認することができた。	

	 本所見に基づき、LINE-1コピー数上昇について、動物実験による確認実験を行った。Poly(I:C)化合

物が投与された妊娠マウスから生まれた仔マウスについて、前頭葉部位のLINE-1コピー数を測定したと

ころ有意な上昇を再現できた。また、EGFを投与したマカクモデルにおいても有意な上昇を観察するこ

とができた。	

	 次に22q11欠失を有し、統合失調症を発症した患者から樹立したiPS細胞を用いた実験を行った。iPS

細胞を神経細胞に誘導し、神経細胞核を単離した後にLINE-1コピー数を測定したところ、健常者から同

様の実験を行った場合と比べて有意なコピー数の上昇を認めた。	

	 また、健常者3名、統合失調症患者3名について前頭葉と肝臓試料について全ゲノム解析を行い、

LINE-1の脳での新規挿入部位の同定と比較を行った。新規挿入部位については、ゲノムの場所および遺

伝子の位置との対応関係について群間で有意差は認められなかった。しかし、新規挿入が生じた遺伝子



を比較したところ、患者群では統合失調症に関連していると考えられている遺伝子群や神経機能に重要

な遺伝子群への挿入が認められた。	

	 一塩基変異の体細胞変異解析のために、健常者の大脳皮質、小脳、大脳皮質由来神経細胞、非神経細

胞、肝臓など多様なソースのゲノムDNAを用いて、イルミナ社次世代シークエンサーによる高深度の全

ゲノム解析を行った。シークエンスリードについて厳密なQCを行い、ヒトゲノム参照配列にマッピング

したところ、それぞれのサンプルにおいておおむねX100の深度が得られた。	

既に癌研究などで体細胞変異検出の実績が報告されているMutectおよびStrelkaを用い、体細胞変異

の候補を抽出した。候補抽出時に、体細胞変異が検出されたシークエンスリードの品質評価を個別に行

った。得られた候補について独立したシークエンスライブラリー調整によるアンプリコンシークエンシ

ングを、小型次世代シークエンサーMiSeqを用いて行った。約2万リードの深度で体細胞変異候補の頻度

計算を行い、全ゲノム解析から得られたデータの追試を行った。追試の成否をフィードバックしなが

ら、体細胞変異候補の抽出法の改善を行い、最終的に、体細胞変異検出パイプラインの確立に成功し

た。	

	 確立したパイプラインを用い脳試料のデータに適用したところ、3検体から合計31ヶ所の体細胞変異

の同定に成功した。これらは全てアンプリコンシークエンシングにて追試が可能であった。脳試料にお

ける体細胞変異は、アミノ酸置換を伴わないものが多く、生理学的条件下では、細胞機能に大きな影響

を与えるものは少ないと考えられた。一方で、神経細胞で発現している遺伝子群において集中して生じ

ており、精神神経疾患との深い関連性を有することも示唆された。	

	

まとめ	

本研究全体を通して、精神疾患患者の神経細胞核内ゲノムは、エピゲノム変異と共にLINE-1コピー数上

昇など体細胞変異の蓄積が生じていることを明らかにした。このことから神経細胞核内ゲノム動態は精

神疾患のマイクロエンドフェノタイプとして捉えることができ、今後の病因・病態解析に有用であると

考えられた。	

 
 
  



精神疾患においてサイトカインがもたらす神経エンドフェノタイプの変換と病態 
（平成24年度〜28年度） 
計画班員	 	 那波	 宏之	 新潟大学脳研究所分子神経生物学分野 
 
研究目的 

	 サイトカインは、免疫系ばかりでなく神経細胞の成長と機能、生死を左右する蛋白性の調節因子であ

る。多くの神経変性疾患や精神疾患において、サイトカインのシグナル異常や発現異常が報告されてい

るものの、その分子病態・作用機序には多くの謎がある。本研究では、精神疾患との関連性が高いサイ

トカインに着目して、モノアミン神経系に対する解剖学的・生理機能的・分子生物学的な回路変換、い

わゆるマイクロエンドフェノタイプの病態を明らかにしようとした。 

とりわけ本計画では、初代神経培養系でモノアミン神経に対する反応性が確定しているGDNF, EGF, 

Neuregulin-1などのサイトカインに特に着目し、生体内のモノアミン神経のマイクロエンドフェノタイプ

に対する生体内反応に対する以下の3つの疑問を明らかにすることを研究目標として設定した。 

（１） In Vivoのモノアミン神経回路に対するサイトカインの解剖学的な影響は？ 

（２）サイトカインが及ぼすモノアミン神経の興奮性変化・シナプス病態は？ 

（３）モノアミン神経回路変化と精神疾患患者の脳内変化との対応関係は？ 

これらの研究目標は	 下記の４つの実験を通して解明が進められた。 

 

研究背景 

我々は先行研究において、サイトカインのなかでも上皮成長因子（EGF）やNeuregulin-1はドパミン機

能発達に強い影響を及ぼすこと、統合失調症の患者脳や末梢組織で異常発現していることを見出し、

「モノアミン神経回路の発達が最もサイトカイン暴露に影響されやすく脆弱である」ことを提唱してい

る。しかし当該サイトカインの変調が、ドパミンを含むモノアミン神経回路のマイクロエンドフェノタ

イプに具体的にどのような影響を及ぼしているのか、また当該疾患の脳機能病態にどう関連しているの

か多くの疑問が残されていた。 

実際にはモノアミン神経種、投射路ごとにサイトカインに対する反応性・脆弱性が異なることが予想

されるが、具体的に各神経の反応性差や認知行動変化との対応関係、精神疾患病態との関連性は解明さ

れていない。そこで本計画ではドパミンを代表とするモノアミン神経に対するin vivoにおけるサイトカ

インの生理活性とその機序を明らかし、統合失調症との病態関連性を探求した。 

 

研究結果 

＜課題１＞サイトカインの過剰・欠乏によるモノアミン神経回路変化の解明 

EGF投与ラットは	 平常時のドパミン神経活動が上昇していることが判明している。そこで本モデル

の脳内セロトニン神経とノルアドレナリン神経活動も麻酔下で測定したが、対照群と差異はみられなか

った。つまり、3種のモノアミン神経のなかでは、ドパミン神経が、研究対象としたサイトカインに対

し最も高い反応性と脆弱性を呈していた。次にドパミン神経自身のセロトｚン感受性を比較してみた。

するとEGF投与モデル群ではドパミン神経の多くがセロトニンに反応してその活動を上昇させるのに対

し、むしろ対照群では低下させる細胞が多かった。つまり本モデルではドパミン神経活動のセロトニン

への反応方向が逆転していたのである。この事実は非定型抗精神病薬の薬効の優位性をも説明しうるも

のである。 

さらにEGF投与で作製された統合失調症モデルラットの社会行動低下とドパミン神経活動変化の相互

関係を解析した。自由行動下で無線システムをつかった脳神経活動記録とIn vivoダイアリシス法を用

い、EGFで作製された統合失調症モデルラットの前頭前野からのドパミン放出変化を計測した。無刺激

の定常時にはEGFモデルのドパミン神経活動、ドパミン放出、ともに亢進していた。しかし、新奇ラッ



トに遭遇させた時（社会ストレス負荷時）のドパミン放出・活動上昇率は、対照群の動物に比して弱

く、それがストレス脆弱性の原因をなしていると推定された。 

 

＜課題２＞サイトカインの過剰・欠乏によるモノアミン合成と放出量への影響評価 

EGF過剰発現トランスジェニックマウスはプレパルス抑制や社会行動、コカイン感受性などの行動に

障害を与え、統合失調症のモデル動物としての適合性を備えていることが判明した。しかし本トランス

ジェニックマウスの脳内では、ドパミン合成酵素の低下とドパミン含量の変動が観察され、行動変化の

主要因がドパミンの変化である可能性が示唆された。続いて抗がん剤に使われているEGFRキナーゼ阻

害 

剤によるEGFシグナルの遮断効果が、EGF投与による上記の結果とは逆に、抗精神病薬理活性を発揮す

る可能性を調べた（図参照）。 

用いたのはEGFの新生児投与で作製された統合失調症モデルラットである。3種類のキナゾリン系

EGFRキナーゼ阻害剤をモデルラットの脳室内へポンプ投与した。結果、モデル動物の行動異常（プレ

パルス抑制、ラテント恐怖学習阻害）が阻害剤の投与濃度依存的に改善した。平行してこのEGFRキナ

ーゼ阻害剤投与はドパミン神経の自発発火頻度、基底核のドパミン代謝も正常化していた。これらの結

果はEGFRキナーゼ阻害剤が抗精神病薬活性を有することを示すものである。 

 

＜課題３＞サイトカインによるモノアミン神経の膜興奮性変化や自発発火パターン変化と行動相関の分

析 

新生児EGF投与モデルラットは、生後その日数を重ねるに従い、音驚愕反応強度やそのプレパルス抑

制率が徐々に異常性を高めてゆく。性成熟を迎える8週齢を超えるまで、このような認知行動変化が増

大するのだが、この原因としてドパミン神経の発火変動が関与している可能性が仮説として浮かび上が

った。そこで、麻酔下で覚醒行動の影響を排除した状態で、黒質ドパミン神経の発火頻度を各週齢ごと

に、EGFモデルラットと健常ラットで比較してみた。結果、EGFモデルラットのドパミン発火頻度は思

春期前に健ラットのそれに下回る傾向にあったものの、思春期後の生後１２週齢からは、その関係が逆

転し、より高頻度な発火を呈した。 

ここでみられた統合失調症EGFモデルラットにおける思春期後に見られる黒質ドパミン神経の発火頻

度上昇が、どのような分子メカニズムで起きているのかを探索した。統合失調症患者の黒質ではイオン

チャンネルの発現変化が際立っていたので（課題４参照）、ここでもカチオン電流を中心に解析した。

パッチクランプ法を用いた電位パルスとカリウムチャンネルへの作動薬物を活用して計測したところ、

発発火頻度を調節すると言われる過分極活性型カチオン電流 IhとCa2+活性型 カリウムチャネル（SK）

が関与する可能性が示唆され、現在、より詳細に調査中である。 

 

＜課題４＞死後脳を用いた当該精神疾患におけるモノアミン神経のマイクロエンドフェノタイプ解析 

	 統合失調症におけるドパミン神経のマイクロエンドフェノタイプ解析を、研究協力者喜田らと共同で

RNA-SEQ法にて実施した。統合失調症におけるドパミン神経の分子病態・病理が、当該動物モデルと同

様に観察されるかどうか、患者死後脳の分子プロファイリングにより比較した。統合失調症の剖検例を

用いて黒質ドパミン神経よりＲＮＡを抽出し、次世代シークエンサーによるタグ解析により、両者の遺

伝子の発現変化を分析したところ、統合失調症の患者黒質では、種々のカリウムチャンネル群は顕著に

発現変動しており、EGF投与による統合失調症モデルラットにおける黒質ドパミン神経の生理学的変化

とマッチすることが判明した。この結果は、当該EGF投与動物は統合失調症モデル動物としての妥当性

を有するものとして注目される。 



 
図）統合失調症モデルラットに対する抗がん剤ZD1839の音驚愕反応改善効果（左）とプレパルス抑制上

昇効果（右）。ＺＤ1839の濃度依存的に驚愕反応が低下し、プレパルス抑制が改善している。 
 
  



ヒトiPS細胞を用いた精神疾患モデルの作成と病態解析	

（平成24年度〜28年度）	

計画班員	 鵜飼	 渉、	 辻野	 華子、	 木川	 昌康	 札幌医科大学医学部神経精神医学講座	

	

研究目的	

当分担研究の目的は、細胞移植法を用いて、精神疾患の新たな動物モデルの作成を試みるものであ

る。また、疾患患者iPS細胞由来の神経細胞が組み込まれた脳組織を提供することで、病態のより高度

な技術解析を可能にすることを目指した。ヒト健常者、および患者体細胞より作成したiPS細胞から、

神経系の細胞に分化を進めたiPSneurosphereを得て、これをマウス/ラットの脳室および胎仔頭蓋内へ

投与する方法で移植し、動物の脳神経回路変異や行動異常を解析した。また、同時に、iPS-

neurosphereを用いたin	vitro解析を実施し、患者由来の神経系細胞の脆弱性、発達異常につながる細

胞病態の発見を目指した。	

	

研究背景	

例えば、統合失調症の病態機序に関しては、脳画像研究から、脳諸領域灰白質の萎縮・脳室拡大等が

報告され、脳神経回路網の形成・維持・修復の異常が疾患発症に深く関わっていることが推察されてき

た。また、近年の研究では、成体脳における海馬や側脳室下帯（SVZ）領域を中心とした持続的な幹細

胞の増殖と、海馬・SVZ領域からの細胞の皮質への遊走とGABA系ニューロン分化が報告され、細胞供給

の過程と神経新生機能変化が、病態機序に大きく関わっている可能性が考えられている。加えて、例え

ば中枢神経系に豊富に存在し、未分化な状態の細胞群であるNG2陽性細胞が、GABA系インターニューロ

ンへ分化しているとの知見が報告されているが、GABA系インターニューロン、中でもパルブアルブミン

（PV）陽性細胞は、脳神経活動におけるγ-band	powerの形成を担い、脳細胞が発するオシレーション

の統合作用から、実行機能などの脳高次機能の発現・維持に深く関係していることが推察されている。

しかしながら、それらの変異における生物学的メカニズムはいまだ不明な点が多く、新しい解析法の開

発が強く求められている。	

	

研究結果	

研究領域内で連携する班員から、健常者、および患者（統合失調症の症状を有する22q11.2症候群）

由来	iPS-neurosphereの提供を受け、始めに、蛍光色素等で標識後に、マウス、およびラットの脳室内

への投与を進めた。投与1～	3か月後、健常者由来、患者由来のいずれの移植細胞も脳内での存在が観

察され、帯状回、海馬領域に比較的多く認められた。しかしながら、この方法では、移植細胞の生存率

は悪く、また、生存率の定量化も困難であり、移植細胞の分化動態や、他の研究者と連携してのシナプ

スの形態と機能変異の解析は困難であった。そこで、より多くの移植細胞が生存していくことが期待さ

れる投与方法として、胎仔頭蓋内投与法の検討を進めた。この方法では、胎生期（E14）ラット脳の頭

蓋内に、色素標識したiPS-neurosphereを投与し、脳室内投与の場合よりも、多くの移植細胞の生存が

得られ、1	

～	3ヶ月齢の前脳部	Medial	preoptic	nucleus	領域では、ニューロンとして生存も認めた。胎児頭蓋

内投与は、細胞分化後のシナプス機能を追跡する上で期待がもたれたが、この方法では、なぜか健常者

由来のiPS-neurosphereを投与した胎仔の出生のみが正常に起こらず、健常者、および患者由来細胞を

移植したラットを同時に得て比較解析することができなかった。これはこれで、非常に興味深い知見で

はあ	

るが、当初の研究計画を進めていく上では課題として残る結果となった。	

次に、iPS-Neurosphereを用いた細胞機能解析の検討準備として、成体ラットSVZ領域由来のNG2陽性

細胞（NG2(+)-Neurosphere）に着目し、GABA系インターニューロンへの分化機能について、NMDA受容体



拮抗薬MK-801（統合失調症モデル）と、各種抗精神病薬処置の影響をin	vitroで比較検討するととも

に、併せてそれらで生じた細胞内変化の機序について、細胞増殖・分化に深く関わるシャペロン分子の

1つHSP90に焦点をあて解析を実施した。その結果、非定型抗精神病薬のオランザピン、アリピプラゾー

ル、およびブロナンセリンの処置が、NG2(+)-NeurosphereのGABA系インターニューロンへの分化を促進

させることが示された。また、効果のあった非定型抗精神病薬は、いずれもHSP90の発現を増加させ、

HSP90の発現および関連シグナル変化と、成体脳GABA系インターニューロンの再生・機能促進作用が、

治療薬の脳神経活動修復を介した認知機能障害の改善効果に関係している可能性が示された1)。	

次に、	22q11.2欠失症候群患者由来のiPS-Neurosphereから分化誘導したニューロンの神経突起上の

フィロポディア（スパイン前駆構造体）の動きに注目し、タイムラプスイメージングを用いた運動変化

の比較解析を試みた。iPS細胞から作製したiPS-NeurosphereをFGF(-)、LIF(-)の分化条件下で培養・分

化させ、ニューロンの突起先端から少し後ろの部分において、突起からのフィロポディアの運動（伸展

と収縮）を記録した結果、患者由来ニューロンでは、フィロポディア運動（数・頻度・大きさ）が、健

常者由来iPSCsに比べ減弱していることを認めた。さらに、フィロポディア運動変異の分子メカニズム

を明らかにする目的で、22q11.2領域に含まれる遺伝子にコードされ、自閉症関連遺伝子産物としての

可能性が明らかとなった、写因子TBX1の発現変化との関連について解析を進め、遺伝子サイレンシング

によって、TBX1タンパク発現を低下させることで、健常者iPSCs由来ニューロンでフィロポディア運動

が減弱することを示した。	

	

まとめ	

22q11.2欠失患者からiPS細胞を作製し、neurosphereを経てneuronに分化させた際の細胞機能変異

と、iPS細胞を移植しての個体の行動解析研究を実施した。患者由来のiPS-neurosphreを投与すること

で、マウスのsocial	interaction行動が減弱するとの知見を得た。しかし、本条件下では、iPS-

neurosphereの脳内での機能発現をシナプスレベルで解析していくレベルには至っていない。そこで、

in	vivoでの検討と並行して、iPS-neurosphereから分化させたニューロンの機能解析を進。検討段階で

は、非定型抗精神病薬が、HSP産生変化を介して成体脳由来NG2(+)-NeurosphereのPV陽性GABAergic	

interneuronへの分化を促進することを報告し、次に、同様の方法で、iPS-neurosphereを用いた際の解

析を進め、患者由来ニューロンでは、フィロポディア運動（数・頻度・大きさ）が、健常者由来ニュー

ロンに比べ減弱していることをつかんだ。現在、移植細胞の機能解析をより綿密に進められる方法で投

与した際の行動変化解析の実施と、TBX1発現変化や、パルブアルブミンを含め、フィロポディア運動を

支えるアクチン分子の機能に影響を及ぼす分子群を中心に、メカニズム探索を進めていきたいと考えて

いる。	

	
	



健常者および患者iPS細胞由来ニューロンにおける遺伝子サイレンシングによるTBX1蛋白発現の低下

（図1）と、健常者iPS細胞由来ニューロンにおけるフィロポディア運動の減弱（タイムラプスイメージ

ングによる観察）（図2）。	

 
 

  



高感度シナプスカルシウムプローブを用いたスパイン病態進行機構の研究	（平成25年度～26年度）	

高感度シナプスカルシウムプローブを用いたスパイン内代謝の病態進行の研究	（平成27年度～28年

度）	

公募班員	 	 大倉	 正道	 埼玉大学大学院理工学研究科・准教授	

	

研究目的	

海馬は記憶の形成や想起に関わる脳部位であり、海馬錐体細胞においてグルタミン酸作動性の興奮性

シナプスの入力部位である個々の樹状突起棘（スパイン）が記憶に重要であると考えられている。統合

失調症等の一部の精神疾患では進行性の記憶障害が生じるが、そのマイクロ病態として海馬でのスパイ

ンの萎縮やスパイン数の減少等が明らかにされてきた。しかしこれらのマイクロ病態がどのように進行

しているのかは未だに解明されていない。前期の研究では、統合失調症様精神症状を誘発させる薬物の

投与や遺伝子の操作によって個々のスパインの形態・機能やシナプス近傍の神経内外環境がどのように

変化するのかを明らかにし、記憶障害の発現・進行に関わるマイクロ病態を解明することを目的として

いる。	

一方、海馬でのスパインの萎縮やスパイン数の減少等に伴って生じる１つのマイクロ病態として、ミ

トコンドリアの障害による代謝異常が関与する可能性が明らかにされ始めている。しかしミトコンドリ

ア障害とシナプス病態が経時的にどのように進行するのかは未だに明らかにされていない。そこで後期

の研究では、統合失調症様の症状を誘発させる薬物の投与や遺伝子の操作によって個々のスパインの

Ca2+活動・代謝活動、およびシナプス近傍の神経内外環境がどのように変化するのかを明らかにし、記

憶障害の発現・進行に関わるマイクロ病態を解明することを目的としている。	

	

研究背景	

我々は緑色蛍光タンパク質(GFP)を用いた蛍光Ca2+プローブG-CaMPを開発し(Nakai,	Ohkuraら,	Nat	

Biotechnol,	2001)、イメージングによる神経回路機能の研究を行ってきた（Muto,	Ohkuraら、Curr	

Biol,	2013等)。プローブの改良を進めた結果、今では個々のシナプスの自発活動の可視化も十分可能

な段階に達してきた（Ohkura,	Nakaiら,	PLoS	One,	2012;	Muto,	Ohkuraら、	PNAS,	2011）。また測定

技術に関しても、2光子顕微鏡における深達度が今やGFP発現ラットでは脳表下1.5mmであり512ｘ512	

pixelsのサイズで30枚/秒での撮影が可能となってきた。また我々はこれまでに、高感度Ca2+プローブを

用いた培養細胞レベルでのイメージングで、細胞内のATP濃度とベースCa2+濃度の間には明確な相関があ

ることを見出した。我々はシナプス修飾による神経回路機能の調節に興味を持ってきたが、現在の技術

的レベルで、例えば、統合失調症モデルマウスにおいて記憶障害が現れる前から発症の前兆となり得る

微弱なシナプスの活動異常を検出できる可能性も見えてきた。	

	

研究結果	

前期の研究では、シナプスの形態とCa2+活動の経時変化をイメージングで測定することを可能にする

蛍光プローブの作製を行った。さらにシナプス病態の経時的な進行を明らかにするため、長時間培養下

での蛍光イメージングを行うための実験条件を検討した。一方我々が以前に開発した高感度な	シナプ

スCa2+プローブであるG-CaMP6-actinをマウス海馬スライスのCA3神経細胞に発現させて蛍光Ca2+イメージ

ングを行った結果、発火閾値下での膜電位変化量と樹状突起スパインにおけるCa2+蛍光変化量に相関が

あることを見出した。	

またシナプス病態の経時的な進行を明らかにするため、統合失調症様精神症状の誘発との関連が想定

されている異常なDisc1変異体等を神経細胞に発現させ、その効果を蛍光イメージングで検討した。一

方我々が以前に開発した赤色Ca2+プローブであるR-CaMP1.07を基にして、超高感度かつ超高速で微弱な

神経活動を検出できる赤色蛍光Ca2+プローブR-CaMP2を開発し、従来以上に高精度に神経活動を解析でき



ることを示した。	

後期の研究では、スパイン内Ca2+活動と代謝活動の経時変化をイメージングで測定することを可能に

する蛍光プローブの作製を行った。さらにシナプス病態の経時的な進行を明らかにするため、長時間培

養下での蛍光イメージングを行うための実験条件を検討した。一方、生体レベルでの２光子イメージン

グ法による神経発火活動の検出に適した蛍光Ca2+プローブの比較検討を行った結果、我々が以前に開発

した緑色Ca2+プローブであるG-CaMP7が特に優れたパフォーマンスを示すことを見出した。そこでテトラ

サイクリン応答配列の使用によりG-CaMP7を特定の時期にだけ発現させることができるトランスジェニ

ックマウスの作成を行った。そしてこのトランスジェニックマウスの活用により、海馬等の部位におい

て単一神経細胞レベルで高精度に神経Ca2+活動を解析できることを示した。またG-CaMP7を興奮性神経細

胞の一部とアストロサイトに発現させることができるトランスジェニックマウスの作成を行い、大脳皮

質のCa2+活動をマクロレベルで解析できることを示した。	

シナプス病態の経時的な進行を明らかにするため、異常なDisc1変異体等を上記の蛍光プローブとと

もに神経細胞に発現させて蛍光イメージングによる検討を行った。また、Ca2+活動の変容に影響を及ぼ

す機能分子を見出し、その効果を神経細胞での蛍光イメージングにより評価した。	

	

まとめ	

本研究で神経細胞の局所形態、Ca2+活動および代謝活動を可視化できる蛍光プローブが開発された。

高感度・高性能な緑色蛍光Ca2+プローブは、閾値上および閾値下の神経活動を検出できる性能を備えて

おり、発火閾値下での膜電位変化量と樹状突起スパインにおけるCa2+蛍光変化量の相関解析への応用を

可能にした。また超高感度かつ超高速応答性の赤色蛍光Ca2+プローブは、格段に高精度な神経活動の検

出を可能にした。これらにより統合失調症のシナプス病態との関連が想定される分子の発現系において

神経細胞の局所形態、Ca2+活動・代謝活動の経時的イメージング解析を進めることが出来た。	

また、領域内共同研究（林(高木)朗子先生、佐藤正晃先生、小泉修一先生、喜田聡先生、坂口昌徳先

生、山田清文先生、喜多村和郎先生、久保健一郎先生、宮川剛先生、Joshua	Johansen先生との共同研

究）を通じて、様々な脳部位や細胞内局所の機能解析を進めることが出来た。	

 
 
  



精神神経疾患の発症基盤としてのNMDA受容体の制御機構の解明	

（平成25年度～26年度）	

公募班員	 	 真鍋	 俊也	 東京大学医科学研究所神経ネットワーク分野	 教授	

	

研究目的	

	 中枢神経系の興奮性シナプスでは、通常のシナプス伝達はAMPA受容体が担っているが、シナプスが高

頻度で活性化する場合にはNMDA受容体が活性化し、長期増強（LTP）に代表されるシナプス可塑性が誘

導される。これが海馬依存性の記憶形成などの基盤機構であると考えらてきたが、NMDA受容体が過度に

活性化すると神経細胞死が起こり、ある種の精神神経疾患ではNMDA受容体の機能や局在の異常がその原

因である可能性が示唆されている。本研究計画では、NMDA受容体の制御機構の異常が、どのように精神

神経疾患の発症につながるかを明らかにするための基礎的解析を進めた。	

	

研究背景	

	 一般的な興奮性シナプスでは、イオン透過型であるAMPA受容体とNMDA受容体、および、代謝型受容体

であるmGluRが発現している。mGluRはグルタミン酸が結合することで細胞内の生化学過程を調節し、ニ

ューロンの興奮性を制御する。一方、AMPA受容体とNMDA受容体は、ともに一価の陽イオンを透過する

が、NMDA受容体は二価の陽イオンであるカルシウムイオンも透過するという特性を有している。細胞内

のカルシウムイオンは細胞外に比べてきわめて低い濃度になるように調節されているため、NMDA受容体

が活性化すると、細胞内に大量のカルシウムイオンが流入し、細胞内の種々の酵素を活性化することに

より、シナプス可塑性が誘導・発現される。病的な状況で、多量のカルシウムイオンが流入する場合に

は細胞死が引き起こされる。このようなNMDA受容体の機能に関しては研究がかなり進んでいるが、NMDA

受容体のシナプス部位での局在がどのように調節され、それに異常が起こった場合に、回路レベルや個

体レベルでどのような変化がみられるかについてはあまり研究が進んでいない。また、NMDA受容体の

GluN2サブユニットは、生直後にはGluN2Bサブユニットのみが発現しており、発達に伴ってGluN2Aサブ

ユニットに置換されていくが、その機能的役割についてもほとんど明らかになっていない。そこで、本

研究では、NMDA受容体のシナプス部位への輸送とそれによるシナプス機能分子の調節機構に焦点を当て

て研究を進めた。	

	

研究結果	

（１）個体レベルでの運動量調節におけるNMDA受容体の輸送の役割に関する研究：LMTK（lemur	

tyrosine	kinase）ファミリーのひとつであるLMTK3は脳にほぼ選択的に発現しているチロシンリン酸化

酵素であるが、その中枢神経系における機能についてはほとんどわかっていない。そこで、この分子を

欠損するノックアウト（KO）マウスを作製したところ、自発運動量が増加し、恐怖反応とうつ様行動が

低下していることがわかった。また、KOマウスの大脳皮質および海馬でのシナプス膜におけるNMDA受容

体のGluN1およびGluN2Bサブユニットの発現は変化していないが、細胞内に存在するこれらのサブユニ

ットの量が増加していることを見出した。これは、これらのサブユニットのエンドサイトーシスが増加

したか、あるいは、シナプス膜への挿入が抑制されていると考えられるが、シナプス膜での発現量は野

生型マウスと同程度に保たれていると考えられた。このようなNMDA受容体の輸送機構の変化が、最終的

にKOマウスの個体でみられた行動上の異常を引き起こしているものと結論された（Inoueet	al.,	J.	

Neurosci.,	2014）。	

（２）NMDA受容体サブユニットによるAMPA受容体シナプス部位局在調節機構に関する研究：NMDA受容体

のGluN1およびGluN2Bサブユニットは胎生期から成体まで常に中枢神経系に発現しているが、GluN2Aサ

ブユニットは生直後にはほとんど発現しておらず、生後発達に伴ってGluN2Bサブユニットに代わって発

現してくることがわかっている。しかし、このスイッチングがどのような生理的意義を有しているかに



ついてはほとんど明らかになっていなかった。そこで、本研究では、GluN2Bサブユニットの代わりに

GluN2Aサブユニットを発現するノックイン（KI）マウスを作製し、その機能解析を行った。このKIマウ

スは、ミルクを飲むことができず、生後すぐに死亡することがわかり、GluN2Bサブユニットは生存に必

須であり、GluN2Aサブユニットではその機能を補完することができないことがわかった。一方、このKI

マウスでは、シナプス部位におけるAMPA受容体のGluA1サブユニットの発現が著しく増加することが明

らかとなり、GluN2Bサブユニットは、GluA1サブユニットの輸送を調節することが明らかとなった

（図）。したがって、GluN2B-GluN2AスイッチングはAMPA受容体の局在調節に関与することがわかった

（Hamada	et	al.,	Eur.	J.	Neurosci.,	2014）。	

（３）自閉症に伴うてんかん発症におけるNMDA受容体シナプス局在の役割に関する研究：Cyclin-

dependent	kinase-like	5（CDKL5）の変異は重度のてんかん発作を伴うウエスト症候群や非典型レット

症候群を引き起こすことが知られているが、てんかんを引き起こす機構については、まったく不明であ

った。この研究では、CDKL5のKOマウスを作製し、その機能解析を進めた。KOマウスでは、カイニン酸

投与により引き起こされるてんかん発作には野生型マウスと差がみられなかったが、NMDA投与により引

き起こされるてんかん発作の程度がKOマウスで亢進していた。KOマウスの海馬スライス標本で、CA1シ

ナプスにおけるシナプス伝達を電気生理学的に解析したところ、野生型マウスに比べNMDA受容体応答が

有意に増大し、しかも、シナプス部位でのGluN2Bサブユニットが増加していることが明らかとなった。

また、NMDAにより誘発されるてんかん発作がGluN2Bサブユニット選択的なアンタゴニストにより抑制さ

れることがわかった。GluN2Bサブユニットの全体の発現量には差がないことから、シナプス部位への輸

送が亢進しているか、あるいは、取り込みが抑制されているために、シナプス部位でのGluN2Bサブユニ

ットの量が増加しているものと考えられた。したがって、CDKL5は、GluN2Bの輸送を制御することによ

り、シナプス部位での発現量を調節していると考えられ、KOマウスではこの機構の異常によりてんかん

など	

の症状が出現するものと結論された（Okuda	et	al,	Neurobiol.	Dis.,2017）。	

	

まとめ	

これまで、精神神経疾患や神経細胞死などにNMDA受容体が関与するということは多数報告されている

が、そこでは、NMDA受容体にカルシウムイオン透過性があるために、細胞内でのカルシウム依存性の生

化学過程を中心にして研究が進められてきた。しかし、NMDA受容体のシナプス部位での発現量と精神神

経疾患の関連に注目した研究はあまりなかった。本研究では、NMDA受容体の輸送機構の障害により、

種々の個体レベルでの行動異常が引き起こされることが明らかとなり、今後、このような点に注目した

研究が展開していくものと思われる。また、GluN2サブユニットは、そのサブユニットの違いにより

NMDA受容体のシナプス応答の時間経過が変化することは知られていたが、本研究ではGluN2Bサブユニッ

トがAMPA受容体のシナプス部位への輸送を調節していることや各種の機能分子によりGluN2Bサブユニッ

トの輸送が選択的に調節され、その異常により行動異常が引き起こされることが明らかになり、単なる

NMDA受容体シナプス応答の電流量や時間経過の違いだけでなく、GluN2AサブユニットにはないGluN2Bサ

ブユニット特異的な細胞内過程の制御機構が存在することが明らかとなったが、今後はこの点に注目し

た研究が進展することも期待される。



	

NMDA受容体のGluN2BサブユニットをGluN2Aサブユニットに置換したノックインマウス（KI）では、生直

後でのAMPA受容体のGluA1サブユニットのシナプス部位（PSD分画）での蛋白発現が野生型マウス（WT）

に比べて上昇し（A）、免疫組織染色でも海馬における発現上昇が観察されている（B）。	

（Hamada	et	al.,	Eur.	J.	Neurosci.,	2014）	

 
  



統合失調症の大脳皮質におけるパルブアルブミン陽性ニューロン特異的KCNS3サブユニットの発現変化	

（平成25年度〜28年度）	

公募班員	 	 橋本	 隆紀	 金沢大学医学系	 精神行動科学	 准教授	

	

研究目的	

統合失調症は代表的な精神疾患で、世界各国共通に人口の約１％が罹患することが知られている。症

状としては幻覚や妄想の他に、注意や思考などの認知機能の低下が慢性的に持続する。幻覚や妄想は、

抗精神病薬と呼ばれる神経伝達物質ドーパミンによるシナプス伝達を遮断する薬により改善が見込まれ

るが、認知機能低下は、それに対する効果的な薬が無いことから、患者の自立や社会復帰を妨げる最大

の要因となっている。そこで我々は、認知機能障害の有効な治療法の開発に役立てるために、その生物

学的メカニズムの解明を行っている。	

	

研究背景	

認知機能はニューロンが領域内および領域間でシナプスにより結合して形成する神経ネットワークに

より担われている。各領域では、多数のニューロンの活動が周期的に同期することで周期的神経活動

(オシレーション)が生じ、オシレーションが同調することで領域間のコミュニケーションが成立し、認

知機能のための情報処理が行われる。	

大脳皮質や買い場で押しレーションの形成を担っているのが、パルブアルブミン(PV)を発現する抑制

性の介在ニューロン(PVニューロン)である。PVニューロンは、同じ領域内や離れた他の領域にある錐体

ニューロンから興奮性シナプス入力を受け、近傍の錐体ニューロンの細胞体に抑制性シナプスを作り、

その発火タイミングを同期させることで、オシレーションの形成やオシレーションの領域間の同調に役

立っている。	

我々はこれまで、統合失調症ではPVニューロンにおいて、PVそのものや伝達物質GABAを合成する酵素

GAD67の遺伝子発現が低下していることを報告してきた。さらに、統合失調症では、オシレーションの

異常も多く報告されており、PVニューロンの機能変化が、オシレーションの形成または領域間の同調性

の異常をもたらし、認知機能障害に関与すると考えられる。	

KCNS3は、我々がヒト大脳皮質のPVニューロンに選択的に発現することを見出した遺伝子で、電位依

存性カリウムチャンネルのサブユニットをコードする。KCNS3を含むチャンネルは、興奮性シナプス電

位により素早く活性化されて外向きカリウム電流を生じさせることで、興奮性シナプス電位の持続時間

を短くしていると考えられる。この短い興奮性シナプス電位により、PVニューロンは同期性の高い錐体

ニューロンの興奮によって発火しやすい性質を持つ。すなわち、KCNS3はPVニューロンが領域内外の錐

体ニューロンの同期した活動により発火し、さらに周囲の錐体ニューロンの活動を同期させるのを促進

し、オシレーションの形成とその領域間の同調に貢献していると考えられる。我々は先行研究で、統合

失調症患者の前頭前野ではKCNS3	mRNAの発現が低下していること、このような変化は患者と同様に抗精

神病薬を投与したサルでは認められないことを明らかにした。	

本研究では、統合失調症におけるKCNS3の発現低下が、PVニューロンの機能変化を介して、オシレー

ションや神経ネットワークの機能異常やなどに関与している可能性を検証するため、統合失調症例およ

び比較対照例から得られた死後脳を用いて	(1)	PVニューロンにおけるKCNS3の発現変化、(2)	認知機能

を担う皮質神経回路を構成する複数の領域におけるKCNS3の発現を調べ、	(3)PVニューロン特異的に

KCNS3遺伝子を不活化したノックアウトマウスの作成を行った。	

	

研究結果	

(1)	統合失調症患者14名と対照者14名の前頭前野からPerineuronalnetに結合するVicia	villosa	

agglutininと抗NeuN抗体で2重染色されるPVニューロンのみを顕微鏡下に切り出した（図A）。KCNS3	



mRNAの発現は、統合失調症で41%ほど低下していた。また、KCNS3と結合してチャネルを形成するKCNB1

サブユニットのmRNAも44%低下しており、KCNS3とKCNB1の発現には有意な相関が認められた。	

	

(2)	患者で典型的に低下が認められる認知機能である作業記憶について、それを担う神経ネットワーク

を構成する背外側前頭前野(A46)、後部頭頂葉(A7)、二次視覚野(A18)、一次視覚野(A17)の4領域を、諸

条件がマッチした統合失調症例と比較対照例の20ペアの各症例から得て、KCNS3の遺伝子発現を

cyclophilin-A,	beta-actin,GAPDHを内部標準とするPCR法で解析した。その結果、統合失調症では、

KCNS3の発現が、A46（-12.5%）、A7（-25.1%）、A18（-25.1%）、A17（-18.6%）の各領域で優位に低下

していた（図B）。	

	

(3)	PVニューロン特異的な遺伝子不活化を確立するために、Cre遺伝子組み換え酵素を発現するPV-Cre

マウスとGABA合成酵素GAD67をコードするgad1遺伝子がCreの認識するloxP配列で挟まれたflox-gad1マ

ウスを掛け合わせた。その結果、PVニューロンのみで、GAD67	mRNAの発現がgad1(flox/+)マウスで

50%、gad1(flox/flox)マウスで80％に低下していることが確認された(n=5)。興味深いことに、このマ

ウスは、作業記憶には変化が検出されず、統合失調症とは異なりPVやGAD65の発現が上昇しており、PV	

ニューロンにおけるGAD67の発現低下は、PVニューロン変化の上流メカニズムではないことが考えらえ

た。	

	 次に、マウス脳内でKCNS3がPVニューロンに選択的に発現していることを調べるために、C57BL6マウ

スの前頭葉皮質において、PV	mRNAとKCNS3	mRNAの同時検出を行った。その結果、PVニューロンの90%以

上がKCNS3	mRNAを発現し、KCNS3	mRNA陽性ニューロンの60%以上がPVmRNAを発現することを確認した

（図C左）。その上で、flox-kcns3マウスを作成し、PV-Creマウスと交配させたところ、皮質における

KCNS3の発現が、kcns3(flox/+)マウスで野生型の83%にPV(Cre/+)KCNS3(flox/flox)マウスで75%に低下

していることが判明した(n=4)	（図C右)。	

	

まとめ	

	 本研究では、PVニューロンによるオシレーション形成を担うと想定されるKCNS3カリウムチャネルサ

ブユニットの発現が、PVニューロンにおいて、共にチャネルを構成するKCNB1サブユニットと相関する

形で低下していること、作業記憶を担う神経ネットワークを構成する複数の領域で同様に低下している

ことを明らかにした。一方、PVニューロン特異的な遺伝子ノックアウトにより、従来まで重要視されて

いたPVニューロンにおけるGABA合成酵素GAD67の発現低下は、PVニューロン変化の本質的なメカニズム

ではない可能性が示唆された。一方、KCNS3の発現低下は、PVニューロンによるオシレーション形成を

低下させることで、認知機能低下の病態生理にGAD67の発現低下よりも直接的に関与していることが考

えられた。そして、これを検証するために、PVニューロン特異的にkcns3遺伝子をノックアウトしたマ

ウスの作成に成功し、このマウスにおいてPVニューロンの特性や認知機能の解析を進めている。KCNS3

はヒト大脳皮質ではPVニューロンにほぼ特異的に発現が認められるので、PVニューロンの機能異常を選

択的に是正する治療法の分子標的としても有望である。今後は、統合失調症の病態生理におけるKCNS3

の重要性を確立し、認知機能低下の有効な治療法の開発に役立てたい。	



	
(A)	Perineuronal	netとNeuNの2重染色によるPVニューロン（矢印）の同定と統合失調症のPVニューロ

ンにおけるKCNS3とKCNB1の発現低下	(B)皮質４領域におけるKCNS3の発現変化	(C)野生型マウス皮質で

のKCNS3	mRNAとPV	mRNAの同時検出(左)とPVニューロン特異的Kcns3ノックアウトマウスマウスの皮質に

おけるKCNS3	発現変化（右）	

 
 
  



免疫電子顕微鏡（凍結割断および３次元）を用いたシナプスとグリアの微細形態異常解析	

（平成25年度〜26年度）	

研究代表者	 	 木下	 専	 名古屋大学理学研究科	

連携研究者	 	 深澤	 有吾	 名古屋大学医学研究科（現所属：福井大学医学部）	

	

研究目的	

	 統合失調症など精神疾患の患者死後脳や重度発達障害のモデル動物において、興奮性シナプスにおけ

る樹状突起棘（スパイン）の形態や体積の異常が多数報告されている。シナプス密度、シナプス近傍の

微細構造（スパイン形態・体積など）、グルタミン酸やドーパミンなど経伝達物質受容体・輸送体の分

布・密度などの量的指標は精神症状と相関するマイクロエンドフェノタイプとしての有用性が期待され

る。これらの情報をナノメートルの精度で取得できるイメージング手法は電子顕微鏡法に限られる。本

研究ではシナプス膜やグリア膜を裏打ちする足場蛋白質（セプチンおよびCDC42EP4）と精神・神経疾患

との関連に着目し、遺伝子欠損マウスの機能障害を探索した。責任領域において生化学的手法や電子顕

微鏡３次元再構築（ssTEM）などの微細形態学的手法で同定したシナプス異常をマイクロエンドフェノ

タイプとみなし、分子基盤、生理的意義、病態との関連の探索を試みた。	

	

研究背景	

	 統合失調症および双極性障害の患者死後脳（背外側前頭前野）の大規模プロテオーム解析により、多

数例で増加がみられる蛋白質としてセプチン・サブユニットSEPT5、SEPT6、SEPT11が同定され、同領域

のトランスクリプトーム解析では関連遺伝子CDC42EP4の発現増加が報告された。海外発のこれらの知見

を病態理解につなげるためには、神経系に高発現し、複合体を形成するセプチンやCDC42EP4の生理機能

を知る必要がある。代表者らは、セプチン・サブユニットSEPT4	の欠損がマウスの線条体／側坐核シナ

プスの微細形態と分子動態に及ぼす影響を探索し、軸索終末のドーパミン輸送体DAT	の減少と行動薬理

学的異常をもたらすこと、SEPT4	の慢性的過剰が行動レベルを低下させることなどを示した（Neuron	

2007）。連携研究者はssTEM法や凍結割断レプリカ標識免疫電顕法を駆使してシナプス微細形態および

シナプス分子局在を解析してきた。	

	

研究結果	

1)セプチンはHDAC6による脱アセチル化を介して微小管の安定性を負に制御することにより樹状突起と

軸索の発達を促進する	

神経突起の成長には、チューブリンとセプチンという2つのGTP結合タンパク質の重合体が必要であ

る。しかし、これらの細胞骨格系が協働しているのか、協働しているとすればどのようなメカニズムに

よるのかはわかっていない。本研究では、周産期マウスの大脳皮質ニューロンでセプチン重合体の必須

サブユニットSEPT7をノックダウンあるいはノックアウトすると微小管が過剰にアセチル化され、大脳

半球間および皮質脊髄路の軸索投射と樹状突起形成が阻害されることを示した。次に、初代培養ニュー

ロンを用いたin	vitro	実験により、SEPT7の欠乏が過剰アセチル化を介して微小管の過剰安定化ないし

成長遅延をもたらすことを示した。さらに、SEPT7欠乏の表現型とα-チューブリン脱アセチル化酵素

HDAC6の薬理学的阻害の表現型の類似性や両者の物理的相互作用などから、HDAC6の酵素活性ではなく、

アセチル化αチューブリンとの結合にSEPT7が必要であることを示した。以上およびその他の所見か

ら、セプチンがHDAC6による微小管脱アセチル化の物理的足場として働くことで、微小管の安定化を神

経突起成長に最適なレベルに抑制制御していることが示唆される。すなわち、ユビキタスに存在する2

つの細胞骨格系が、神経発生過程においてはHDAC6を介して共役していることが明らかになった。な

お、本研究で樹立したSept7条件欠損マウス系統は国内外で多彩な生命現象の解析に活用されている(文



献3,6,7および投稿準備中)。	

2)	シナプスを包囲するグリア突起内のCDC42EP4-セプチン複合体がグルタミン酸輸送体の足場となり、

グルタミン酸クリアランスを促進する	

	 神経伝達物質の迅速な再取り込みは、シナプス伝達の時間分解能の向上、過活動抑制、恒常性維持に

必須である。小脳皮質に高密度に存在する興奮性シナプスからグルタミン酸を除去するトランスポータ

ーGLASTは、バーグマングリア細胞（大型化し、高度に分化した放射状アストログリア）の突起に大量

に集積するが、集積の分子機構や生理的意義は不明であった。本研究では、セプチン、非筋型ミオシン

ⅡB/MYH10、CDC42EP4などを含む蛋白質複合体がシナプス周囲のグリア突起膜直下に集積していること

を見出した。CDC42EP4欠損マウス小脳試料の生化学的、微細形態学的、電気生理学的、行動学的解析に

より、１）GLASTがセプチンから解離して２）シナプスから遠ざかり、３）グルタミン酸が残留して神

経伝達が過剰となり、４）軽度の運動学習障害を呈し、５）正常個体には無効な低用量のトランスポー

ター阻害剤に過敏に反応して著しい運動障害を呈した。以上および先行研究から、上記複合体がGLAST

をシナプス近傍に集積させる足場ないし拡散障壁としてグルタミン酸クリアランスの効率化に寄与して

いることがわかった。GLASTは一部の運動失調症、てんかん、統合失調症、緑内障の原因遺伝子であ

り、統合失調症脳ではCDC42EP4	やセプチンの発現ないし含有量に量的異常がみられること（研究背景

に記載）から、上記および関連する遺伝子改変マウス系統の異常を病態モデルと想定して解析を続けて

いる。	

	

まとめ	

	 統合失調症の一部で報告されているグルタミン酸トランスポーターの遺伝子変異や発現異常、死後脳

でのCDC42EP4やセプチンの量的異常は、上記と類似したメカニズムで精神病態に関与する可能性があ

る。いずれも網膜の放射状グリアであるMüller細胞にも発現しており、CDC42EP4欠損マウス網膜の解析

（共同研究による未発表データ）から、放射状グリアに共通する傍シナプス装置としてグルタミン酸代

謝に寄与することが示唆されている。小脳と網膜以外ではアストログリアのGLT-1/EAAT2が主要なグル

タミン酸トランスポーターであるが、CDC42EP4/セプチンは脳全域のアストログリアにも発現している

ため、統合失調症における両者の量的異常はグルタミン酸代謝を介して病態を修飾している可能性があ

り、さらなる検討が必要である。	



	

	
（左図）ssTEM法の概要。（右図）連続切片画像（一部）から後シナプス側（スパイン領域）を立体再

構築することにより、PSD面積、スパイン体積などの２	-３次元的定量指標の精密計測だけでなく、小

胞体など内膜系の同定も可能となる。	

	 	



	

精神疾患のプレシナプスエンドフェノタイプの形成・維持機構の解析	

（平成25年度〜28年度）	

公募班員	 	 小林	 克典	 日本医科大学薬理学	 准教授	

	

研究目的	

中枢シナプスは精神疾患の発症メカニズムや病態の解明、治療法開発における重要な標的と考えられ

ている。近年、我々は海馬歯状回の成熟不全が精神疾患のエンドフェノタイプとなることを提唱し、さ

らにその機能異常が、歯状回の出力シナプスにおけるプレシナプス機能の低下（短期シナプス可塑性の

障害）として顕著に表出することを明らかにした。本研究では、これを精神疾患のプレシナプスエンド

フェノタイプと考え、その形成、維持機構を明らかにし、表現型の制御を可能にすることを目的とす

る。	

	

研究背景	

多くの精神疾患において中枢シナプスの異常が示唆されており、疾患の発症メカニズムや病態の解

明、治療法開発の重要な標的と考えらえている。我々は、統合失調症等の精神疾患に関連した顕著な行

動異常を示す遺伝子改変マウスにおいて、海馬神経系の異常を報告してきた。特に、成体海馬歯状回の

顆粒細胞が未成熟状態にあることを発見し、歯状回の成熟不全が精神疾患のエンドフェノタイプとなる

可能性を提唱した。さらに成体マウスに対する抗うつ薬の投与や反復的な痙攣の誘発によって、成熟顆

粒細胞が未成熟様の状態に変化する「脱成熟」現象を発見した。歯状回の成熟異常はレット症候群や脆

弱X症候群のモデルマウスでも示唆されており、この表現型は複数の精神神経疾患や薬物誘発性の精神

症状などに共通の神経病態に寄与すると考えられる。歯状回の成熟不全に伴う最も顕著な機能異常は、

顆粒細胞の軸索（苔状線維）がCA3錐体細胞に形成する興奮性シナプスにおいて観察される（図A）。成

熟苔状線維シナプスでは頻回刺激によって巨大なシナプス促通（プレシナプス性の短期的増強）が生じ

るが、歯状回が未成熟又は脱成熟状態にあると、シナプスの成熟度も低下してシナプス促通が顕著に抑

制される（図B参照）。シナプス促通低下ならびに脱成熟は抗うつ薬投与によって生じるため、抗うつ

効果に関与する可能性がある。過度の変化は明らかな行動異常を伴うため、躁転などの抗うつ薬の有害

反応にも寄与すると考えられる。そこで、本研究ではこれを薬物の有害反応や精神疾患に共通のプレシ

ナプスエンドフェノタイプとして解析する。予備的解析によって、同様のシナプス機能変化が電気痙攣

療法の動物モデルである電気痙攣刺激でも生じることが示唆された。つまり、神経系の過剰興奮がこの

エンドフェノタイプの形成に寄与すると考えられる。精神疾患の病態として興奮抑制バランスの異常が

示唆されおり、上記の遺伝子改変マウスの中には発達期の過剰興奮が成熟異常の原因として示唆されて

いるものもある。神経興奮は神経成熟を促進することも知られており、神経興奮の不足による成熟不全

もあり得る。本研究ではこれらの点に着目し、プレシナプスエンドフェノタイプの形成と維持における

神経興奮の役割を明らかにし、表現型の制御を可能にすることを試みる。	

	

研究結果	

成体マウスに電気痙攣刺激（ECS）を与えると、海馬歯状回において複数の成熟神経細胞マーカーの

発現が低下し、繰り返し刺激によって最初期遺伝子発現が抑制された。ECS後のマウスから海馬スライ

ス標本を作製し、電気生理学的解析を行ったところ、歯状回顆粒細胞の細胞体において興奮性の上昇が

見られ、さらに苔状線維シナプスにおいてシナプス促通の低下を含む顕著な機能変化が見られた（図

B）。これらの変化は抗うつ薬による脱成熟とほぼ同一であり、ECSによって歯状回顆粒細胞の脱成熟が

誘導され、プレシナプスエンドフェノタイプが形成されることが確認された。歯状回における遺伝子発

現を網羅的に解析したところ、ECSによる発現変化は抗うつ薬投与による変化と極めて類似しており、



過去に解析した未成熟歯状回を示すマウスの海馬遺伝子発現とも有意な相関を示した。これらの結果に

よって、ECSでもこれまでに解析したモデルマウスと同様の歯状回の表現型変化が生じることが示され

た。	

数回のECSでもシナプス促通は有意に低下したが、この変化は2週間で完全に回復した。一方、ECSを

10回以上繰り返すと、4週間以上持続する長期的な変化が見られた（図C）。シナプス促通に対するECS

の効果は4週齢以上のマウスで見られたが、特別高い感受性を示す臨界期のようなものは見られなかっ

た（未発表データ）。本研究の過程で、抗うつ薬による脱成熟は神経新生の促進と有意に相関すること

が示されたが、ECSによる脱成熟とその持続は神経新生を阻害した条件でも影響を受けなかった。ま

た、抗うつ薬による脱成熟はセロトニン5-HT4受容体を必要とするが、ECSによる脱成熟の誘導は5-HT4

受容体の欠損やセロトニン神経系の障害の影響を受けず、NMDA型グルタミン酸受容体遮断薬や、タンパ

ク質合成阻害薬の投与によって抑制された。従って、ECSによる脱成熟と抗うつ薬による脱成熟は表現

型変化としては非常に類似しているが、その誘導メカニズムは大きく異なると考えられる。	

ECSによって生じる神経機能変化をさらに詳細に解析したところ、顆粒細胞に対するシナプス入力の

刺激による活動電位発生が促進されており、さらにシナプス入力の興奮抑制（E/I）バランスが興奮方

向に変化していた。プレシナプスエンドフェノタイプの維持に対するE/Iバランスの変化の影響を検討

するため、GABAA受容体機能を亢進させるジアゼパムを投与したところ、シナプス伝達の長期的な変化が

抑制された。ジアゼパムの効果は、ECS処置の後に薬物投与した場合でも見られた。さらに、NMDA受容

体遮断薬をECS後に投与した場合でも、シナプス伝達の長期的な変化が抑制された。以上の結果より、

ECSによって生じた興奮性の上昇が、NMDA受容体の活性化を介して、プレシナプスエンドフェノタイプ

の維持に寄与することが示唆された。	

	

まとめ	

神経系を過剰興奮させる刺激によって、歯状回顆粒細胞の脱成熟ならびにプレシナプスエンドフェノ

タイプとしてのシナプス促通低下が急速に誘導され、刺激の繰り返しによってこのエンドフェノタイプ

が長期的に維持されることが本研究によって明らかになった。シナプス促通の低下は刺激後のジアゼパ

ム投与によって回復したため、このエンドフェノタイプの維持の少なくとも一部は神経興奮によって担

われていると考えられる。E/Iバランスの異常が精神疾患の病態に関与することはこれまでにも示唆さ

れていたが、本研究の結果を考慮すると、E/Iバランスの変化そのものに加えて、それに依存した二次

的な神経機能変化が精神疾患の病態生理に寄与することが推察される。また、逆にE/Iバランスを適正

化することによって、興奮性異常のみならず二次的な変化を含む神経病態が改善する可能性が示唆され

たことになる。抗うつ薬とECSによって同様の脱成熟が誘導されたことは、脱成熟が抗うつ効果の基盤

であることを支持する結果と言える。治療効果と有害反応との違いが、単純にその程度に依存するの

か、あるいは他の条件に依存するのかは、今後の検討課題と考えられる。

	

(A)	海馬の神経回路の模式図。(B)	電気痙攣刺激（ECS）による苔状線維シナプスにおけるプレシナプ

スエンドフェノタイプの誘導。1Hz刺激によるシナプス促通がECS投与によって顕著に低下した。(C)	3

回のECS後のシナプス促通低下は2週間で回復するが、11回のECS後は変化が4週間以上持続した。B、C：

Imoto	et	al.,2017より改変。	



PACAP高発現マウスを用いたPTSD脆弱性のマイクロエンドフェノタイプ	

（平成24年度〜28年度）	

公募班員	 	 小出	 剛	 国立遺伝学研究所マウス開発研究室	

	

研究目的	

心的外傷後ストレス障害（PTSD）の発症リスクには大きな個人差があるといわれており、その原因解

明は予防法を確立する上でも重要である。本研究では、PTSDの発症リスクの個人差に関わる基盤を実験

動物であるマウスを用いて明らかにする。PTSDは事故、災害、犯罪被害などの極度のストレス経験によ

り引き起こされるが、その生涯診断有病率は1％と高く社会的にも大きな問題となっている。PTSD罹患

感受性のマイクロエンドフェノタイプを明らかにする。ストレス脆弱マウス系統を用いて、PTSD罹患リ

スクの個人差に関わるメカニズムを解明するためのモデルマウスとしての妥当性を行動学的に詳細に調

べる。更に、ストレス負荷後のマイクロエンドフェノタイプを、神経系の組織レベル、細胞レベル、遺

伝子発現レベルで解明し、ヒトPTSD罹患リスクの個人差についての研究基盤を確立することを目的とす

る。	

	

研究背景	

日本産野生マウス系統であるMSMは実験用系統のC57BL/6（B6）と比較して高い不安様行動を示し、過

剰なストレス応答を示す（Koide	et.	al.	2000	Mamm	Genome	,	Takahashi	et.	al.	2006	Behav	

Genet	）。このことから、MSM系統はストレス脆弱性に関するメカニズムを調べる上で有用な実験系と

なることが期待されている。我々は、このような系統間の情動反応性の違いに関わる遺伝子を明らかに

するために、コンソミックマウス系統を用いた遺伝学的解析を行ってきた。コンソミックマウス系統と

は、B6系統の染色体のうち、ある１対の染色体のみをMSM系統のものへと置き換えた系統であり、各染

色体について系統が作出されている（Takada	et.	al.	2008	Genome	Res	）。一連のコンソミックマウ

ス系統の解析から、複数の染色体が情動反応性の違いに寄与することが明らかとなっており、その中で

も第17番染色体上に不安様行動を増加させる遺伝子が存在することが示された（Takahashi	et.	al.	

2008,	Genes	Brain	Behav	）。第17番染色体上の原因遺伝子を同定するために、染色体のより狭い領域

のみをMSM系統のものと置き換えたコンジェニック系統を多数作製して解析を行った結果、17番染色体

のテロメア近傍領域（約2Mbp）に候補遺伝子としてAdcyap1	遺伝子を同定した。このAdcyap1は、動物

のストレス応答に重要な役割を果たす下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド（PACAP）をコ

ードする遺伝子である。PACAPはPTSDの発症に関与していることが報告されており、MSMおよび本コンジ

ェニックマウスは、ストレス脆弱性やPTSD罹患リスクの個人差メカニズムの探索において、有用なモデ

ル動物になると期待された。	

	

研究結果	

MSMとB6系統由来のPACAP遺伝子は、タンパク質コード領域には多型が無いが、視床下部領域における

発現量はMSMに由来する遺伝子で有意に高く、実際にPACAP量も多いことが分かった。また、PACAP遺伝

子の転写産物には主に3つのスプライシングバリアントがあるが、そのうちのエクソン1Bをスキップし

たバリアント3は、MSMで発現が高く、B6では顕著に低い発現を示すことが分かった。このバリアント3

の役割を明らかにするために、それぞれのバリアントタイプの5’非翻訳領域にレポーター遺伝子であ

るルシフェラーゼ遺伝子をつないだ発現ベクターを作製して、細胞へのトランスフェクションを行うこ

とで翻訳効率を比較した。その結果、バリアント3が最も高い翻訳効率を示すことが分かった。次に、

このPACAP遺伝子の高発現に関わる分子機構の解析を進めた。遺伝子の塩基配列解析の結果、イントロ

ン領域に顕著なGT配列の繰返し多型が存在した。このGT配列の長さが異なる発現コンストラクトを用い

た解析の結果、長いGT配列の繰返しは高いエンハンサー活性があることが分かった。さらに、長いGT繰



返し配列を持つ発現ベクターでは、転写産物のスプライシングに違いが生じて、エクソン1Bスキップに

よるバリアント3の量が増えることが分かった。このように、MSMではGT配列多型に依存する遺伝子調節

の違いによりPACAPの量が上昇し、それにより高い不安様行動を示すことを示した。PACAP遺伝子の高発

現による影響を調べるために、MSM由来PACAP遺伝子を持つコンジェニック系統（B6-PACAPMSM）を用い

て、ストレス負荷後の応答性を調べた。B6-PACAPMSM系統は、コントロールであるB6系統と比較して、新

奇場面における探索的な立ち上がり行動が減少し、一方で静止行動が増加する。また、拘束ストレス負

荷をした後の血中コルチコステロン量の増加が、B6-PACAPMSM系統でB6と比較して長く持続することが分

かった。更に、恐怖条件付け記憶の消去学習はB6-PACAPMSM系統でB6で同程度できるものの、その消去の

維持はB6-PACAPMSMにおいて低いことが分かった。これらのことから、B6-PACAPMSM系統は高いストレス応

答性を示すとともに、PTSD様の表現型を示すことが明らかになった。	

	

まとめ	

これまでに、ヒトの研究からPACAPとPTSDの関連が報告されている(Ressler	et.	al.	2011	Nature)。

PTSD患者では、血中のPACAP量が有意に増加しており、またPACAP受容体にある遺伝的多型がPTSDへの罹

りやすさに関わっていることも報告されている。PACAPはHPA軸を介したストレス応答に関与しており、

PACAPを欠損したマウスではストレス関連行動が変化する(Hashimoto	et.	al.2001,	PNAS)。しかし、

PACAP量の違いがどのようにストレス脆弱性、そしてPTSD症状と関連するか、そのメカニズムはまだほ

とんど明らかになっていない。本研究で明らかになったPACAP高発現マウスは、ヒトのPTSD患者のモデ

ルとして活用できる可能性が示された。今後は、さらにストレス脆弱性の鍵となる神経回路の同定や、

ストレスに対する過剰な反応からの回復法の開発など様々な研究への応用が期待できる。	

	
図	 本研究成果の流れ	 野生系統MSMと実験用系統B6の間には顕著な不安様行動の違いがあり、その原

因遺伝子の一つとしてPACAP遺伝子を同定した。解析の結果、PACAP遺伝子はMSMで高発現しており、そ

れにより高いストレス感受性と恐怖記憶消去の維持に異常が認められた。	

 
  



うつ病における新生神経細胞の役割の解明	

（平成26年度〜28年度）	

公募班員	 	 菅谷	 佑樹	 東京大学大学院医学系研究科	 助教	

	

研究目的	

海馬歯状回は類似した記憶の分離や記憶の消去を司る脳領域であり、うつ病や不安障害の病態におい

て重要な役割を果たしていると考えられている。歯状回の特徴として、神経細胞新生が生涯続いている

ことが挙げられ、神経細胞新生の変化がうつ病や不安障害の発症や、抗うつ薬の効果の発現に寄与して

いるという報告もある。	

しかし、うつ病様の行動を示している動物や抗うつ薬を投与された動物において、海馬歯状回の古い

細胞と新生神経細胞がそれぞれどのような活動パターンを示しているのかは全く明らかになっていな

い。それはこれまで古い細胞と新しい細胞の活動パターンを電気生理学的な記録によって区別できなか

ったからである。	

本研究では、脳深部のカルシウムイメージング技術を用いてうつ病モデルの動物における海馬歯状回

の新しい神経細胞と古い神経細胞の活動パターンを明らかにすることを目的とする。	

	

研究背景	

海馬は哺乳類においては大脳皮質に覆われた大脳辺縁系という回路の一部を構成する脳領域であり、

場所情報の記憶やエピソード記憶に重要な役割を果たしていると考えられている。海馬はCA1､CA2､CA3､

歯状回という領域から構成される。そのうち、歯状回は顆粒細胞と呼ばれる多数の興奮性細胞と少数の

興奮性および抑制性介在細胞からなり、類似した記憶の弁別や記憶の忘却、消去に必要な領域であると

考えられている1,2。また、近年のヒトや動物モデルを用いた研究から、歯状回はうつ病や不安障害の病

態において重要な役割を果たしている可能性が指摘されている3。	

歯状回の最も注目すべき特徴の一つに、神経細胞新生が挙げられる。ヒトやげっ歯類などでは主に脳

室の周囲の脳室下層と歯状回顆粒下層において神経細胞新生が生涯続く。歯状回の新生神経細胞数はさ

まざまな環境要因によって変動し、記憶のパターン分離や忘却に関連していると考えられている1,4。多

くのうつ病モデル動物において顆粒細胞新生が減少し、抗うつ薬の投与によって新生顆粒細胞数が回復

することが報告されており5、動物の不安行動モデルにおいて、顆粒細胞新生を抑制すると、ストレスに

よる行動変化が起きやすくなることから6、新生顆粒細胞の活動がうつ病や不安障害の病態で何らかの役

割を果たしていると考えられる。	

しかし、新生顆粒細胞と成熟顆粒細胞の活動がどのようにうつ病様の行動と関連しており、抗うつ薬

がそれらの活動をどのように変化させるのかは全く明らかになっていない。その理由は、これまでのマ

ルチユニット記録による細胞活動の記録では成熟顆粒細胞と新生顆粒細胞の活動を明確に区別できない

からである。	

近年、細胞外記録に代わる神経活動の観察方法としてカルシウムイメージングが発展している。

GCaMPなどのカルシウムインジケーターでは活動電位による細胞内カルシウム濃度の変化を観察でき、

ウイルスベクター技術と組み合わせることで、特定の細胞に時期特異的にカルシウムインジケーターを

発現させ、特定の神経細胞の活動パターンの詳細な解析を行うことが可能となっている。	

本研究では新生細胞特異的にGCaMPを発現させ、カルシウムイメージングによる歯状回の新生および

成熟顆粒細胞の活動の計測を行い、うつ病モデルにおける新生および成熟顆粒細胞の役割について明ら

かにすることを目的とする。	

	

研究結果	

マウス歯状回顆粒細胞にアデノ随伴ウイルスベクターでカルシウムインジケーターを発現させ、恐怖



条件付け課題の記憶想起時の新生顆粒細胞と成熟顆粒細胞の活動を記録した。新生神経細胞のラベリン

グにはネスチンプロモーターを用い、細胞分裂後6週で活動を記録した。また対照群として同じ文脈、

音に暴露しつつも電気刺激を与えていない群の顆粒細胞の活動を記録した。	

条件刺激に暴露して条件付け記憶を想起させた際の神経細胞の活動を解析したところ、恐怖記憶を獲

得したマウスでは、対照群と比較して、恐怖記憶の想起時に動物の行動に伴って成熟顆粒細胞の活動が

大きく変化していることが明らかとなった。ところが、新生顆粒細胞では成熟顆粒細胞に比べて記憶想

起時の動物の行動に伴う神経活動の変化が少なかった。したがって、成熟顆粒細胞と比較して新生顆粒

細胞は恐怖記憶の想起時の活動変化が少ないといえる。最近の報告では歯状回の新生顆粒細胞が抑制性

介在細胞を介して周囲の成熟顆粒細胞の活動を抑制していることが明らかとなっており、恐怖記憶の想

起課題時に周囲の顆粒細胞の活動をコンスタントに抑制することで歯状回顆粒細胞のスパースな発火を

生み出している可能性が示唆された。	

次に、海馬歯状回は抗うつ薬の効果発現のターゲットとして注目されていることから、抗うつ薬の作

用機序の一つであるセロトニン1C受容体のアンタゴニストを投与し、恐怖記憶想起課題試行中の成熟顆

粒細胞および新生顆粒細胞の活動を記録した。アンタゴニストの投与によって記憶想起課題中の動物の

行動に伴う成熟顆粒細胞の活動の変化が抑制された。新生顆粒細胞の活動が周囲の成熟顆粒細胞の活動

を抑制する働きをもっていることを考慮すると、新生顆粒細胞の活動が高まることによる成熟顆粒細胞

の活動の抑制や、抗うつ薬による活動の変化の抑制が両者の抗うつ作用の作用機序の一部である可能性

が示唆された。抗うつ薬投与時の新生顆粒細胞の活動に関しては現在解析を進めている。	

	

まとめ	

今回、我々はカルシウムイメージング技術を用いることで新生顆粒細胞および成熟顆粒細胞の自由行

動下の活動の記録を行った。その結果、新生顆粒細胞と成熟顆粒細胞で行動に伴う活動の変化に違いが

あることが示唆された。また、抗うつ薬の作用機序の一部が行動に伴う成熟顆粒細胞の活動の変化を抑

制することにある可能性が示唆された。今後、これらの活動パターンの特徴を踏まえて新生顆粒細胞や

成熟顆粒細胞の活動を操作することによって、これらの細胞の活動による不安や抑うつ様行動の制御の

メカニズムを明らかにすることができれば、非侵襲的脳深部電気刺激7などを用いた新しい治療法の開発

に役立つ可能性が示唆された。	

	

左）自由行動下のマウス海馬歯状回においてカルシウムインジケーターを発現した分裂後6週の新生顆

粒細胞のカルシウムイメージング	

右）左の図において〇で囲まれた領域の蛍光輝度変化	

 
  



コネクトーム技術を用いた脳内微小構造の標準化と異常解析	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 深澤	 有吾	 福井大学	 医学部	 教授	

	

研究目的	

本研究課題では、ヒトの認知症や精神疾患に類似した行動薬理学的表現型の原因となるマイクロエン

ドフェノタイプが脳内のシナプス構造、特にシナプス前後構造を構成する各オルガネラや機能ドメイン

などの微細構造の量的特徴に現れると予想し、①シナプス構造を高分解能で三次元的に可視化し、その

微細構造を精密且つ定量的に評価できる解析基盤を構築すること、②野生型マウスにおける様々な種類

のシナプス結合の微細構造間の相関関係を明らかにすること、そして、③これら構造相関情報から、精

神神経疾患モデルマウスにおけるシナプス構造異常を検出する新たな解析手法を確立することを目的と

した。	

	

研究背景	

精神疾患患者のゲノム解析から疾患と有意に相関した遺伝子変異が見出されている(Nature	511,	

421-427,	2014)。マウス遺伝子にこれら変異を導入するとヒトの神経疾患と類似した行動薬理学的な表

現型が現れるので、これらを神経疾患のモデルとして、疾患原因の解明や予防法や治療法の開発に向け

た研究が行われている。	

動物行動は種々の神経細胞同士が細胞接着構造を介して互いに連結して形成された脳内神経回路によ

り行われ、脳内の領域毎に特有な局所回路が存在する。正常な脳機能はこれら神経回路が協調して動作

することで発揮されるので、疾患モデルマウスの脳各部位の局所回路や線維連絡を一つ一つ調べ、異常

な連絡箇所が同定できれば、疾患原因の解明に繋がる。しかし行動薬理学的異常を示す病態モデルマウ

スの脳内回路の異常を同定できた例は殆ど無い。	

疾患モデルマウスにおける脳内異常検出が困難な原因の一端は、脳の構造的多様性と緻密性にある。

それぞれの局所回路は多種類の興奮性細胞と抑制性細胞が複雑に連絡することで形成され、更に個々の

局所回路が脳内の多数の領域と連絡している。これら神経細胞同士の連絡はシナプスと呼ばれる直径1

ミクロンにも及ばない微小な細胞間情報伝達構造で支えられている。従って、その詳細を調べるには電

子顕微鏡レベルの高い空間解像度での観察を必要とし、広大な脳で、どのシナプス（群）が異常である

かを網羅的に調べることは困難であった。	

私はこれまで、電子顕微鏡を用いたシナプス構造と機能分子の発現の解析基盤の構築を行いながら、

種々のシナプスにおける機能と構造の関連性を解析してきた。この解析の中で、シナプスの種類毎の構

造的多様性を明らかにするとともに、シナプスを構成する種々のオルガネラや構造ドメインの構造特徴

が互いに相関し、この相関の様子がシナプスの種類毎に異なることに気付いた。	

そこで本研究課題では、最新の電子顕微鏡技術である三次元走査型電子顕微鏡を用いて野生型マウス

の種々のシナプス微細構造を定量的に解析し、個々の神経連絡を形成するシナプス結合の微細構造間の

相関関係を明らかにすると共に、この相関関係を指標に行動薬理学的に異常な表現型を示すマウスのシ

ナプス構造異常（マイクロエンドフェノタイプ）の検出を試みた。その結果、本課題で確立したシナプ

ス評価法が、精神疾患の病態解明研究に新たな解析基盤を提供できることを確認した。	

	

研究結果	

①シナプス構造を三次元的に可視化し、その微細構造を定量的に評価できる解析基盤の構築	 	

近年、脳内神経回路の全貌を明らかにする目的で開発されたコネクトーム機器（高分解能型走査型電

子顕微鏡）を用いて、脳内シナプス結合全体を高解像度且つ定量的に微細形態が観察できる試料処理方

法と画像取得条件を決定した（図A）。更に、撮影した画像からシナプスの三次元像を再構築し、各種



微細構造の形態学的特徴を計測する手法を確立した（図B）。	

②野生型マウスにおける様々な種類のシナプス結合の微細構造間の相関関係の解明	

マウス海馬及び歯状回に分布する軸索－スパイン構造を形成する興奮性シナプス結合4種類を同定し

ながら撮影し、各シナプスに含まれる微細構造の形態的特徴間の相関関係を解析した。その結果、解析

した全てのシナプス結合で、「シナプス前ボタンの体積」、「ボタン内シナプス小胞の数」、「シナプ

ス後スパインの体積」、及び、「シナプス後肥厚の面積」の4つの計測値間で、統計学的に有意な相関

関係が認められた。このことより、複雑且つ多様に見えるシナプス結合構造にも構造相関が存在し、ど

のシナプスでも上記4つの構造変数が一定の関係を保つように形成されていることを明らかにした。	

更に、各相関の様子（傾きとY切片の値）は、シナプス結合の種類毎に固有の値を示すことも明らか

となり、シナプス結合の種類毎の構造特徴が微細構造相関上に現れることも明らかにした（図C、野生

型シナプス間の比較）。各シナプス微細構造は、シナプス伝達における機能的特性と相関することが報

告されていることから、今後、各微細構造と伝達機能との対応関係を詳細に明らかにして行くことで、

観察されたシナプスの機能を微細構造の定量的解析情報に基づいて予測することが可能であることが示

唆された。	

③構造相関情報から疾患モデルマウスのシナプス構造異常を検出する解析手法の確立	 	

細胞骨格分子の一つで、神経細胞における役割が未知の分子をコードする遺伝子を欠損したマウスX

は、行動薬理学的試験において、空間認知機能の低下を伴う見当識症状を示す。本研究では、このマウ

スの歯状回分子層に分布する興奮性シナプス結合の構造解析を行い、野生型マウスの同種のシナプス結

合の微細構造情報と比較することで（図C、野生型マウスと疾患モデルマウスのシナプス構造の比

較）、上記実験で開発した新たなシナプス構造評価系のマイクロエンドフェノタイプ検出における有用

性を検証した。その結果、このマウスのシナプスでは、シナプス前後の協調した構造調節に異常が起き

ていることを突き止めた。この様なフェノタイプは他の観察手法では取得できないことから、本研究で

確立したシナプス微細構造の定量的な評価手法が脳内シナプスの異常検出に有用であることを示してい

る。	

	

まとめ	

本研究で確立した新たなシナプス構造解析法は、既存法に無い視点と精度でシナプスの構造特徴を抽

出し、更に、病態モデルマウスにおけるシナプス構造異常を検出できることを証明した。本手法を用い

て種々の神経疾患モデルマウスのシナプス構造を調べることで、新たなマイクロエンドフェノタイプが

発見でき、精神疾患の発症機序の解明と新規治療法の開発の両面に寄与できると考えている。

	

本研究の実験手法とねらい	 A)	高分解能型走査型電子顕微鏡を用いたシナプスの高解像度観察の例	

シナプス前ボタン（青）、シナプス後スパイン（黄）、シナプス後肥厚（赤）	 B)	連続画像より再構

築像されたシナプス結合の三次元構造とその機能ドメイン構造	 C)	シナプス結合の微細構造相関を利

用した結合種に固有な特徴（＊）抽出と異常（＊）検出	

	 	



精神疾患発症脆弱性分子のシグナルネットワークとマイクロエンドフェノタイプ	

（平成24年度〜28年度）	

公募班員	 	 貝淵	 弘三	 名古屋大学大学院医学系研究科	神経情報薬理学	教授	

	

研究目的	

統合失調症は難治性の精神疾患の１つである。当該疾患の病因・病態に中枢神経系の発達異常が深く

関与していることが示唆されているが、その分子病態メカニズムは理解できていない。本研究では統合

失調症患者サンプルを用いた全ゲノム解析から同定した精神疾患脆弱性分子の中で神経発達関連分子に

着目し、その分子群の神経ネットワーク形成機構やシナプス形態・伝達機能を詳細に解析することで、

新たなマイクロエンドフェノタイプの作出を目指した。	

	

研究背景	

統合失調症は思春/青年期から壮年期にかけて発症傾向を示す重篤な精神疾患である。統合失調症の

病因は未だ明らかにされていないが、統合失調症患者の死後脳及び脳イメージング解析から統合失調症

病因説の１つとして神経発達障害仮説が提唱されている。神経細胞は、動的に形態を変化させることで

神経ネットワークを構築し、記憶・学習や情動などの高次機能を制御している。神経細胞の形態変化に

は、低分子量G蛋白質ファミリーを介した細胞内シグナル伝達による細胞骨格制御が重要な役割を担っ

ていることが知られている。近年、我々は連携研究者ら（名古屋大・医・精神医学）と共に統合失調症

患者サンプルを用いた高精度DNAコピー数多型(CNV)解析から病因寄与度の高い稀なExonic	CNVを同定

し、多数の低分子量G蛋白質制御因子をコードする統合失調症脆弱性分子を見いだした。低分子量G蛋白

質であるRhoやRapファミリーGTPasesは神経形態制御を通じて神経発達に重要な役割を果たすことが知

られているが、これらの制御タンパク質群がどのように統合失調症の病態に関与するのかは不明であっ

た。	

	

研究結果	

本研究では神経発生における統合失調症発症脆弱性分子の機能を明らかにするべく、分子細胞生物学

的解析を行った。具体的にはRhoおよびRap-GTPases制御分子や神経形態制御に関わるNDE1分子に着目し

て統合失調症の分子病態解明に取り組んだ。我々は、神経発達への低分子量G蛋白質制御分子（BCR,	

DOCK4,	ARHGAP10,ARHGAP26,	RAPGEF1）の関与を検討するため、初代培養海馬神経細胞でRNA干渉法を用

いた遺伝子機能阻害実験を行った結果、ARHGAP10(RhoA-GTPase	活性化因子)やRAPGEF1(Rap1グアニンヌ

クレオチド交換因子)、NDE1の機能阻害が神経突起形成に異常を引き起こすことを見出した。ARHGAP10

はGAP活性領域とBAR/PH領域で分子内相互作用することでGAP活性を抑制していた。そしてFynキナーゼ

はBAR/PH領域でのリン酸化を介してGAP活性の調節に関与していた。さらに我々は統合失調症患者のゲ

ノム情報を勘案して新たにARHGAP10疾患モデルマウス作製し、当該マウスでは内在性のRhoGAP活性が低

下していること、ARHGAP10疾患モデルマウス由来の培養海馬神経細胞で樹状突起の形成異常が起こって

いることを見いだした。RAPGEF1の機能阻害は発達神経においては樹状突起の形成異常が認められた

が、成熟神経のシナプス形態には異常が認められなかった。我々はRap1シグナル伝達が関わる分子病態

基盤を明らかにするため、統合失調症の陽性症状を模倣したコカイン薬理モデルを指標としてRap1シグ

ナル伝達の生理的意義を評価した。具体的にはRap1コンディショナルノックアウトマウスを用いて線条

体特異的にRap1を機能欠損させたところ、コカイン誘導性の快情動行動に異常が認められた。これらの

結果は、低分子量G蛋白質RhoAやRap1の制御シグナルが精神疾患の分子病態に関与していることを示唆

した。また我々は、統合失調症発症脆弱性分子であるNDE1が関わる分子病態を明らかにするため、プロ

テオミクス解析を用いてNDE1と相互作用する分子を100種類以上同定した。遺伝子オントロジー解析で

は、NDE1が細胞骨格制御に関わる分子群と多く相互作用していることが分かった。加えて我々は、神経



発達における疾患患者特有のミスセンス変異(NDE1-S214F)の影響を検討した。子宮内電気穿孔法による

NDE1-S214F変異体発現は大脳皮質の形成阻害を引き起こした。さらに野生型およびNDE1-S214F変異導入

マウスの脳可溶化物を用いた免疫沈降実験からNDE1蛋白質複合体を精製し、質量分析により構成蛋白質

の網羅的同定を行った。結果としてNDE1-S214変異で結合が低下するNDE1相互作用分子を20種類以上同

定した。S214F変異体により相互作用が低下したNDE1相互作用分子について、REACTOME-PPIデータベー

ス(reactome.org/)によるin	silicoパスウェイ解析を行った結果、低分子量G蛋白質Rhoファミリー関連

シグナルが有意にエンリッチしていることが分かった。生化学的解析では、NDE1-S214F変異が

Rac/Cdc42エフェクター分子IQGAP1やRhoAエフェクター分子MRIPとNDEの相互作用を阻害していることを

見出した。	これらの知見からNDE1が関わる統合失調症病態では、Rhoファミリー関連シグナルを介した

細胞骨格の制御プロセスが関連していることを示唆した。	

	

まとめ	

近年、DNAコピー数多型(CNV)やエクソーム解析の発展により精神疾患患者に様々な遺伝子異常が生じ

ていることが明らかになった。しかしながら、同定された疾患脆弱性分子について分子細胞生物学的解

析は十分に行われていない。本研究では精神疾患の病因・病態との関わりを理解するため、新規疾患脆

弱性分子が関わる神経形態およびネットワーク形成機構を詳細に解析することで、新たなマイクロエン

ドフェノタイプの作出を目指した。ARHGAP10疾患モデルマウスを用いた機能解析では期待された顕著な

スパイン形態異常は認められなかったものの、RhoAシグナル伝達低下が生じていることが明らかになっ

た。またやRap1コンディショナルノックアウトマウス解析では、スパイン形態に異常が認められないも

のの、ドーパミンシグナル伝達が著しく阻害され、情動行動に異常をきたすことを見出した。これらの

知見は、統合失調症の病態が細胞形態を含む外的要因とは別に、”シグナル伝達不全”という内的要因

も深く関与していることを示唆するものであった。本研究では”シグナル伝達不全”がマイクロエンド

フェノタイプとして不偏的なものであるかについては検証できていない。しかしながら、最近では光分

子プローブの開発が進み、非侵襲的に動物個体内で細胞内シグナル伝達を評価・調節することが可能に

なりつつある。今後、我々は上述の非侵襲分子プローブを用いて精神疾患モデルマウスの細胞内シグナ

ル伝達を評価することで精神疾患に関わるマイクロエンドフェノタイプを明らかにできると考えてい

る。	

 
 
	
 

 



iPS細胞の分化系の技術開発および独自の統合失調症多発家系患者の分子病態解析	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 中澤	 敬信	 大阪大学大学院歯学研究科	 准教授	

	

研究目的	

統合失調症は幻覚・妄想、意欲低下、および認知機能障害等が認められる精神障害で、約100人に1人

が発症する非常に頻度が高い疾患です。現存する治療薬を用いても充分に治療されない患者も多く、ま

た主要な治療薬の副作用も大きな問題となっています。統合失調症の治療に向けた戦略には、疾患の病

因・病態の分子レベルの理解が必要です。そのためには、モデルマウスを用いた研究や死後脳を用いた

研究のみならず、患者脳を直接的に対象とした研究が重要ですが、ヒト脳へのアクセスは著しく困難で

あるため分子病態の理解は世界的に進んでいません。そこで、本研究では、患者由来神経細胞を直接的

に扱うことが可能となるiPS細胞技術を利用して統合失調症発症の分子病態の一端を明らかにするこ

と、およびiPS細胞の神経細胞への分化系の技術基盤の開発を目的としました。	

	

研究背景	

複数の抗精神病薬を、十分量、十分期間投与しても改善が認められない治療抵抗性統合失調症患者の

存在が問題となっています。治療抵抗性統合失調症に有効な抗精神病薬であるクロザピン治療は、治療

抵抗性統合失調症患者の約6割程度に有効であることが知られておりますが、クロザピンには無顆粒球

症という致死的な副作用が、0.5～	1.0%程度に認められており、クロザピンが十分に普及しない大きな

原因の１つとなっています。また、クロザピンは複雑な薬理学的特性をもっているため、クロザピンの

有効性のメカニズムは未だ不明です。クロザピンの有効性のメカニズムを明らかにするためには、治療

抵抗性統合失調症患者の神経細胞を用いた研究が重要であると考えられますが、患者脳サンプルを研究

に用いることはできないことから、現在までは、主に動物モデルや齧歯類の神経細胞を用いた研究が主

流でした。しかし、治療抵抗性統合失調症に対する確立した動物モデルがなく、治療抵抗性統合失調症

の分子病態は不明な点が多いのが実態です。そこで、本研究では、治療抵抗性統合失調症患者から樹立

したiPS分化神経細胞を解析することにより、治療抵抗性統合失調症の分子病態の一端を明らかにする

ことを試みました。	

	

研究結果	

本研究では、治療抵抗性統合失調症である一卵性双生児に注目した解析を実施しました)。この一卵性

双生児患者では、片方の患者は治療抵抗性統合失調症治療薬のクロザピンの投与で寛解し、他方の患者

においてはクロザピンの効果がありませんでした。一卵性双生児にも関わらず、明確に抗精神病薬に対

する治療応答性に相違がある分子メカニズムを明らかにすることを目的として、両者の不死化リンパ芽

球からiPS細胞を作製しました。次に、神経細胞の分化に関与するbHLH型転写因子であるNeurogenin2の

過剰発現系を用いて、それぞれの患者のiPS細胞から比較的均質な興奮性神経細胞を得ました。得られ

たiPS細胞由来分化神経細胞をmock処理、もしくはクロザピン処理し、神経細胞から全RNAを調製し、遺

伝子発現解析を実施しました。その結果、クロザピンの効果が見られた患者では、効果がみられなかっ

た患者と比較して、167遺伝子で高い発現が認められ、また、95遺伝子で低い発現が認められました。

それらの262遺伝子に関して、パスウェイ解析を実施したところ、細胞接着関連の機能が推定されるグ

ループに有意に濃縮されていることがわかりました（GO:0007156,	homophilic	cell	adhesion;	FDR	q	

value,	4.76E-04）。具体的には、PCDHGB3、CDH8、PCDHB15、PCDHGB1、PCDHGA11、PCDHGA6、および

DSC3遺伝子の発現量がクロザピンの効果が見られた患者で高く、PCDHGC3、PCDHA7、PCDHGA7、および

PCDHA13遺伝子の発現量が低いことがわかりました（図参照）。iPS細胞の作製に使用した患者の不死化

リンパ芽球およびiPS細胞についても、同様に遺伝子発現解析を行いました。興味深いことに、その発



現に同様な差異を見いだすことはできなかったことから、本研究で同定した遺伝子発現量の相違は、

iPS分化神経細胞特異的であることが示唆されました。	

上記研究の他に、本研究では独自に見いだしている統合失調症の多発家系由来の患者からiPS細胞を

樹立しました。iPS分化神経細胞の機能異常を解析する研究を実施し、患者特異的にモノアミン受容体

の動態に異常があることを予備的に見いだしました（中澤ら、未発表データ）。また、領域内外の多く

の先生との共同研究により、細胞内タンパク質輸送制御分子ARHGAP33が統合失調症と関連していること

を見いだし、細胞内タンパク質輸送制御分子群のiPS分化神経細胞を用いた機能解析のための技術基盤

の確立を実施しました（中澤ら、未発表データ）。	

	

まとめ	

本研究成果により、細胞接着系遺伝子群の発現量の相違が、クロザピン反応性に関与している可能性

が示唆されました。細胞接着系遺伝子群の発現量が異なる分子メカニズムは不明ですが、エピジェネテ

ィクスの関与が考えられます。今後、クロザピン反応性に関与する分子メカニズムを包括的に明らかに

するためには、他患者サンプルを用いた再現性を確認する研究、細胞接着系遺伝子群の発現量の相違が

神経細胞機能に与える影響の解析、および遺伝子欠損マウスを用いた分子病態研究や全脳イメージング

研究4)等が重要になります。また、細胞接着系遺伝子群の発現量が、クロザピンに対する反応性を予測

するマーカーとなる可能性が示唆されます。将来的には、本研究により得られた成果は、治療抵抗性統

合失調症に対する有効かつ副作用の少ない新たな治療薬の開発に貢献する可能性のみならず、	(治療抵

抗性)統合失調症の細分類化が可能となる、新たな系の開発に資する可能性があります。	

 
左）本研究の流れ。治療抵抗性一卵性双生児患者からiPS細胞を樹立し、iPS分化神経細胞を用いた遺伝

子発現解析を実施しました。	

右）一卵性双生児患者間で発現量が異なっていた遺伝子。文献1）から引用（改変）。	

 
  



超解像で可視化するシナプスナノドメインに着目した精神病態表現型解析	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 深田	 優子	 自然科学研究機構	 生理学研究所	 准教授	

	

研究目的	

NMDA仮説に代表されるように、統合失調症など精神疾患の病態はシナプス機能異常と密接に関連して

いると推測されるが、これに基づく定量的なエンドフェノタイプは確立していない。一方、統合失調症

様の精神症状を亜急性に生じる免疫介在性脳炎は、患者自己抗体がNMDA受容体やLGI1など脳内シナプス

の抗原蛋白質に直接作用して発症する。したがって、免疫介在性脳炎自己抗体が惹起するシナプスの変

容は、精神疾患におけるマイクロエンドフェノタイプを反映するものと考えられる。本研究では、われ

われが最近超解像顕微鏡を用いて可視化に成功したシナプスナノドメインの構造的、機能的変化をシナ

プス変容の表現型としてとらえ、免疫介在性脳炎自己抗体が惹起するようなシナプスナノドメインの変

容が、精神病態のマイクロエンドフェノタイプとなりうるか検討する。	

	

研究背景	

統合失調症や気分障害などの精神疾患は１）遺伝要因と環境要因が複雑に絡み合って発症すること、

２）ヒト固有の精神症状を再現しうるモデル動物の構築が困難であることから、遺伝子変異-蛋白質機

能異常と臨床症状の間を確実につなげる理想的な(マイクロ)エンドフェノタイプの同定と解析が必須で

ある。最近、統合失調症の有力な病態機構として、「NMDA仮説」が注目されている。シナプス発達異常

やNMDA型グルタミン酸受容体(NMDA受容体)を介したシナプス伝達の機能低下は、精神疾患発症と密接に

関連性すると考えられるが、この仮説に基づく定量可能なエンドフェノタイプは未だ確立していない

(図1)。	

われわれは、脳の興奮性シナプス伝達の制御機構を明らかにすることを目的として、AMPA型グルタミ

ン酸受容体(AMPA受容体）制御分子を同定し、その生理機能を解析してきた。これまでに、1）AMPA受容

体制御分子として、てんかん原因遺伝子産物LGI1リガンドとその受容体ADAM22を発見し(Fukata	et	al.	

Science	2006)、２）LGI1・ADAM22結合が、AMPA受容体を介したシナプス伝達を正に制御すること

(Fukata	et	al.	Proc	Natl	Acad	Sci	2010)、３）LGI1およびADAM22の単一遺伝子変異が、LGI1-ADAM22

の結合を阻害し、ヒトのてんかん病態を引きおこすことを明らかにした(Yokoi	et	al.Nat	Med	2015;	

Muona	et	al.	Neruol	Genet	2016)。さらに、最近、免疫介在性脳炎患者がLGI1に対する自己抗体を有

することが示された（Lai	et	al,	Lancet	Neurol	2010)。免疫介在性脳炎では(亜)急性に精神症状（不

安、パニック、抑うつ、幻視、妄想、感情鈍麻、人格変化等）やけいれん、記憶障害、意識障害などの

中枢神経症状が生じる。われわれは、免疫介在性脳炎に関連するシナプス抗原に対する自己抗体(シナ

プス自己抗体)を網羅的に同定すると共に、多種抗体のELISA測定法を開発し、LGI1自己抗体が単独で、

けいれん、記憶障害を主症状とする辺縁系脳炎の発症と強く関連することを示した。また、LGI1自己抗

体が、LGI1とADAM22受容体との結合を可逆的に阻害し、シナプスにおけるAMPA受容体数を低下させるこ

とを明らかにした（Ohkawa	et	al.	J	Neurosci	2013;	Ohkawa	et	al.	J	Neurosci2014)。一方、NMDA受

容体に対する自己抗体を有する脳炎は抗NMDA受容体脳炎と呼ばれ、その多くが統合失調症様の精神症状

で発症する。NMDA受容体自己抗体は、シナプスNMDA受容体を内在化させ、NMDA受容体を介したシナプス

伝達を低下させる(Hugheset	al,	J	Neurosci	2010)。初期診断が統合失調症等の精神疾患であった患者

の一部からも、NMDA受容体抗体が見出される症例があり、統合失調症と抗NMDA受容体脳炎には共通した

病態が関与していることが強く示唆される。また、LGI1抗体やAMPA受容体抗体陽性の辺縁系脳炎でも、

精神症状を示す症例が少なくない。すなわち、これらシナプス自己抗体は直接、精神症状につながる共

通のシナプス変容を惹起する、言い換えれば、シナプス機能変容が精神症状と密接に関連することを裏

付けるものと考えられる(図1)。	



一方で、われわれは、ポストシナプス主要構成分子でグルタミン酸受容体の足場蛋白質であるPSD-

95のシナプス局在化機構として、パルミトイル化修飾機構を解析してきた（Fukata	and	Fukata,	Nat	

Rev	Neurosci	2010)。われわれはパルミトイル化PSD-95を特異的に認識するプローブを超解像STED顕微

鏡と組み合わせ、生神経細胞で初めてポストシナプス内部構造を可視化することに成功し、ポストシナ

プス構成単位ナノドメインを発見した（Fukata	et	al,	J	CellBiol	2013)	(図1)。さらに、各ナノドメ

インがそれぞれAMPA受容体の捕捉単位となっており、ナノドメイン内AMPA受容体の配置、密度を検出す

ることに成功した。シナプスナノドメインは、シナプス構造および機能単位として、シナプス伝達、シ

ナプス可塑性、そしてシナプス病態に密接に関わることが予測された。	

	

研究結果	

１）ポストシナプスナノドメインにおけるグルタミン酸受容体の配置関係を調べるために、神経細胞に

おけるCrispr/Cas9法により、AMPAおよびNMDA受容体に対する各種抗体の特異性を検証し、特異的染色

を与える抗体を得た(未発表）。	

２）ポストシナプスナノドメインの構造・機能変化と密接に関与すると考えられるPSD-95パルミトイル

化修飾機構の制御機構を解明する過程で、次の知見等を得た（Yokoi,	Fukata	et	al,	J	Neurosci.2016

および未発表)。	

（i)	細胞、組織中の多種のシナプス蛋白質のパルミトイル化修飾状態を生化学的に調べる手法APEGS法

を開発した。	

(ii)	(i)の手法を用いて、神経細胞における各種蛋白質のパルミトイル化状態とそのダイナミクス（パ

ルミトイル化と脱パルミトイル化の変化）を調べることに成功した。	

(iii)	神経細胞に発現するPSD-95はその大部分がパルミトイル化されていた。しかし、このパルミトイ

ル化状態は安定ではなく、持続的に脱パルミトイル化が進行しており、約2時間でターンオーバーする

パルミトイル化-脱パルミトイル化回転が存在していた(図２）。	

(iv)	多種のパルミトイル化蛋白質のうちPSD-95だけが持続的なパルミトイル回転を受けており、他の

蛋白質は安定なパルミトイル化状態を維持していた。	

(v)	神経細胞におけるPSD-95のパルミトイル化-脱パルミトイル化回転のスピードは、シナプス発達初

期には早く、発達に伴い遅くなることが分かった(図２）。	

(vi)	パルミトイル化-脱パルミトイル化回転の脱パルミトイル化	反応を担う酵素ABHD17を発見した。	

３）シナプス機能発達、すなわち興奮性シナプス伝達を担うAMPA受容体機能の発達について、LGI1-

ADAM22-PSD-95分子経路による制御機構を明らかにした（Lovero	et	al.	Proc	Natl	Acad	Sci	2015)。	

	

まとめ	

ポストシナプスナノドメインの構造、機能変化はPSD-95のパルミトイル化-脱パルミトイル化回転と

密接に関連すると考えられた。ABHD17はPSD-95の脱パルミトイル化酵素として、既知のパルミトイル化

酵素DHHCとともにシナプス局所でパルミトイルサイクルを駆動し、この相反する2つの酵素活性のバラ

ンスがPSD-95のパルミトイル化レベルを調節し、ポストシナプスナノドメインの形成、再構築を制御す

ると推測される。今後は、ナノドメインの変容に加えて、PSD-95パルミトイル回転の変動も、精神病態

におけるシナプス変容を定量化するためのマイクロフェノタイプとして考慮する必要がある(図1）。	



	
図１：シナプス発達･機能異常と精神疾患-シナプスナノドメイン可視化によるアプローチ	

	
図２：シナプス発達に伴うPSD-95パルミトイル回転スピードの変化	

 
  



うつ病・不安障害モデル動物における分界条床核神経回路の機能的変化	（平成25年度～26年度）	

慢性ストレス・慢性疼痛による分界条床核−腹側被蓋野神経回路の機能的変化	（平成27年度～28年度）	

公募班員	 	 南	 雅文	 北海道大学	 大学院薬学研究院	 教授	

	

研究目的	

うつ病や不安障害を患うために、抑うつ気分や不安情動を生成する神経機構を有しているとは考え難

い。ヒトを含む哺乳類は、危険な時間帯や場所において、また、疾患や傷害を患った際に、自らの行動

を抑制し周囲に対する警戒を高めることで身を守る生体防御システムとして、このような負情動生成機

構を獲得・進化させてきたと考えられる。したがって、うつ病や不安障害のメカニズムを理解するため

には、生体防御システムとしての抑うつ・不安の神経機構・神経回路を明らかにした上で、患者あるい

は病態モデル動物においてその神経機構・神経回路がどのように変化しているかを解析することが必要

である。本研究では、痛み刺激が抑うつ、嫌悪、不安を惹起する神経機構・神経回路を明らかにし、慢

性痛およびうつ病モデル動物における当該神経機構・神経回路の機能的変化を明らかにすることにより

うつ病や不安障害の脳内メカニズム解明に資することを目的とする。	

	

研究背景	

我々はこれまで、痛みによる負情動生成に関わる神経機構を研究し、痛み刺激が分界条床核における

ノルアドレナリン(NA)神経およびコルチコトロピン放出因子（CRF）神経の情報伝達亢進を介して嫌

悪・不安情動を惹起することを明らかにしてきた。特に嫌悪反応については、分界条床核２型神経細胞

の活動亢進が、下図左に示すような３本のGABA神経を介した神経回路により腹側被蓋野ドパミン(DA)神

経を抑制することで嫌悪反応を惹起する可能性を示唆する組織学的研究成果を報告している。実際に、

分界条床核から腹側被蓋野に投射する神経の活動を光遺伝学的に操作することで嫌悪反応や嗜好反応を

惹起できることが、米国のDeisserothやStuberのグループにより報告されている。腹側被蓋野ドパミン

神経の神経活動の抑制は嫌悪反応だけでなく、アンヘドニア（無快感）や意欲低下などの抑うつ状態と

も関連することから、分界条床核ー腹側被蓋野神経路が、生体防御システムとしての抑うつ気分あるい

は抑うつ様行動の生成に重要な役割を果たしていることが考えられる。	

	

研究結果	

我々はこれまでに、分界条床核２型神経細胞の活性化が嫌悪情動を惹起すること、また、CRF刺激に

より分界条床核２型神経細胞が活性化することを明らかにしているが、CRF受容体の下流の細胞内情報

伝達については明らかでなかった。そこで、電気生理学的手法により、分界条床核２型神経細胞活性化

にかかわる細胞内情報伝達を検討したところ、アデニル酸シクラーゼ-cAMP-PKA系が関与することが明

らかとなった（下図右）。さらに、行動薬理学的解析により、痛みによる嫌悪反応惹起にCRF遊離亢進

を介した背外側分界条床核でのPKA活性化が関与していることを明らかにした。	

分界条床核３型神経は腹側被蓋野や視床下部外側核に投射し、その活性化は快情動生起や不安情動抑

制につながることが報告されている。一方、我々はCRFがGABA作動性である分界条床核２型神経に選択

的に作用し神経活動を亢進させることを報告している。そこで、CRFが分界条床核２型神経細胞の活性

化を介して分界条床核３型神経への抑制性シナプス入力を亢進させる可能性を電気生理学的手法により

検討した。背外側分界条床核を含む脳スライスを用いたホールセルパッチクランプ法による解析によ

り、CRFが分界条床核３型神経細胞における。自発的抑制性シナプス後電流（spontaneous	inhibitory	

postsynaptic	current,	sIPSC）を増大させることを明らかにした。	

腹側分界条床核においては、AMPA受容体およびNMDA受容体を介した情報伝達が痛みによる嫌悪反応の

惹起に関与すること、NMDA受容体の下流において神経型一酸化窒素合成酵素（neuronal	 nitric	oxide	

synthase,	nNOS）が活性化することが嫌悪反応惹起に重要であることを明らかにした。さらに、電気生



理学的手法を用いて、NOが腹側分界条床核内の２型神経細胞を脱分極させることも明らかにした。	

平成27年度からの「慢性ストレス・慢性疼痛による分界条床核−腹側被蓋野神経回路の機能的変化」

に関する研究課題は、計画班員として参画していた新学術領域研究の申請が採択されたため中途辞退し

た。以後、科研費基盤研究などの他の競争的資金により、慢性ストレス・慢性痛による分界条床核−腹

側被蓋野神経回路の機能的変化について研究を進めたところ、慢性痛の早い時期（神経障害性疼痛発症

後２週間）では、報酬刺激に対する側坐核内ドパミン遊離亢進が観察されるが、遅い時期（神経障害性

疼痛発症後４週間）では報酬刺激による側坐核内ドパミン遊離亢進は観察されなくなることを見いだし

た。また、４週間の慢性軽度ストレスによるうつ病モデル動物においても報酬刺激による側坐核内ドパ

ミン遊離亢進が観察されなかった。慢性痛モデルおよびうつ病モデル動物において、報酬系に関わるド

パミン神経の抑制が観察されたことから、これら病態モデルでは前頁図左に示した神経回路において機

能的変化が生じている可能性が考えられた。そこで、腹側被蓋野に投射する分界条床核３型神経におけ

る抑制性入力の変化を電気生理学的手法により調べたところ、慢性痛モデル動物では対照群と比較し、

分界条床核３型神経におけるsIPSCが増大していた。分界条床核３型神経の活動が抑制されることによ

り、腹側被蓋野GABA神経が脱抑制機構により活性化し、結果としてドパミン神経活動が抑制されること

が、脳内報酬系機能の低下につながる可能性が考えられる。	

	

まとめ	

うつ病や不安障害のメカニズムを理解するためには、生体防御システムとしての抑うつ・不安の神経

機構・神経回路を明らかにした上で、患者あるいは病態モデル動物においてその神経機構・神経回路が

どのように変化しているかを解析することが必要であるとの考えのもと、先ず、痛みによる嫌悪反応に

関わる神経回路として、前頁図左に示す分界条床核２型神経活性化から、３本のGABA神経を介して腹側

被蓋野ドパミン神経活動抑制に至る神経機構を明らかにし、分界条床核２型神経活性化にアデニル酸シ

クラーゼ-cAMP-PKA系が関与していることも明らかにした。現在までにさらに研究を進め、慢性痛モデ

ル動物やうつ病モデル動物では、痛みによる嫌悪反応に関わる神経機構に機能的変化が生じていること

を明らかにした。すなわち、これら病態モデル動物では、報酬系に関わるドパミン神経の活動が抑制さ

れていることを明らかにした。ドパミン神経活動の低下は、うつ病や慢性痛の患者に見られるアンヘド

ニア（無快感）や意欲低下などの抑うつ状態に関与している可能性が考えられる。さらに、ドパミン神

経活動低下に関わる分界条床核内の機能的変化について検討したところ、慢性痛モデル動物において、

腹側被蓋野に投射する分界条床核３型神経への抑制性入力が増大していることが明らかとなった。今

後、うつ病モデル動物においても分界条床核３型神経への抑制性入力が増大しているか否かを検討する

必要がある。	



	
左図：分界条床核２型神経細胞の活動亢進が、３本のGABA神経を介した神経回路により腹側被蓋野ドパ

ミン(DA)神経を抑制することで嫌悪反応を惹起する。	

	
右図：CRF受容体活性化は、アデニル酸シクラーゼ（AC）—	cAMP	—	PKA系の活性化を介して嫌悪反応を

惹起する。	

 
  



ストレス性精神疾患における扁桃体外側核の役割の解明（平成25年度～26年度）	

ストレス性精神疾患における扁桃体外側核の病態解明（平成27年度～28年度）	

公募班員	 	森	 寿	/	井上	 蘭	富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）・分子神経科学講座	

	

研究目的	

我々は、ストレスホルモンのひとつであるグルココルチコイド受容体(Nr3c1,	GR)遺伝子を、扁桃体

外側核(LA)選択的に欠損させた	(LA-GRcKO)マウス系統を独自に作製した。本研究では、このLAGRcKOマ

ウスと野生型(WT)対照マウスを用いて比較し、ストレスが伴う恐怖条件付け学習の評価を行う。またLA

を中心とした脳機能的変化と分子動態変化を明らかにし、心的外傷後ストレス障害(PTSD)をはじめとす

るストレス性の精神疾患や感情障害で見られる情動認知機能障害の分子機構と責任神経回路の性質を明

らかにすることを研究目的とする。	

	

研究背景	

気分障害や不安障害等のストレスが関わる精神疾患の生涯有病率は、我が国では20%近くに達してお

り、国民の健康福祉の観点や労働力に対する影響等の経済的観点からも大きな損失であり、克服すべき

課題のひとつである。恐怖やストレスは、視床下部—下垂体−副腎（HPA）軸の活性化を引き起こし、副

腎皮質からストレスホルモンのひとつであるグルココルチコイドを分泌させる。血流で脳内に運ばれた

グルココルチコイドは、情動記憶制御に関わる脳内のグルココルチコイド受容体(GR)に結合し恐怖記憶

の制御を行う。一方、過剰な恐怖やストレスが原因となる心的外傷後ストレス障害	(PTSD)では、神経

伝達の過剰によるNMDA型グルタミン酸受容体(NMDAR)の活性化とGRの過剰活性化が同期して起こり、神

経機能の可塑的変化による恐怖記憶の強い固定が、病的な恐怖反応を誘起すると考えられている。	

扁桃体は、異なる機能的特徴を持ち、形態学的に区別される10群以上の神経亜核から構成され、その

中でも、扁桃体外側核	(LA)は、大脳皮質や視床からの感覚情報が入力し可塑的変化を示す亜核であ

り、恐怖記憶に関わる神経回路の中心的役割を担っている。恐怖条件付け課題などの連合学習では、音

などの条件刺激（CS）と電気ショックなどの非条件刺激（US）の情報がLAに入力することで神経機能の

可塑的な変化が生じ、長期的な恐怖記憶の形成が行われると考えられている。しかしながら、恐怖記憶

の獲得、固定化および消去の一連の過程の中で、LAにおける分子・細胞・神経回路レベルでの変化につ

いては、不明な部分が多い。LAにはGRが多く発現し情動制御に関わると考えられ、また、GR複合体シャ

ペロンに含まれるFKBP5遺伝子の多型がPTSDのリスクファクターのひとつである事から、GRの重要性が

示唆されているが、恐怖記憶におけるLAのGR機能は明確になっていない。さらに、LAの機能変化は、海

馬等の記憶制御部位にも影響を与えると考えられるが、その機構も十分に明らかではない。	

これらの背景のもと、我々はLAでのGRによる恐怖記憶制御での役割を明らかにするために、LAで選択

性高く発現するGastrinreleasingpeptide	(GRP)遺伝子座に組換え酵素Cre遺伝子を挿入したマウス系統

(GRP-iCreKI)、ならびにGR	(Nr3c1)遺伝子座にCreの認識配列	(loxP)を挿入したマウス系統(GR-floxP)

をそれぞれ作製し、交配によりLAでGRを遺伝子ノックアウトしたマウス系統	(LAGRcKO)を作製し解析を

進めた（Inoue	et	al.,SNF	meeting,	2012）。	

	

研究結果	

LA-GRcKOマウスと対照WTマウス系統を用いた解析により、以下の研究結果が得られた。１）LA-GRcKO

マウスのLAでは、GR発現神経細胞数がWTマウスに比べ70%程度低下していた（図）。強いCre活性が検出

された海馬CA3領域では、本来GR発現細胞が少なくGR-KOの影響は少ないと考えられた。２）CS(手がか

り音刺激)とUS(電気ショック)の連合を用いた音恐怖条件付けによる情動学習課題を用いて、条件付け

過程、文脈テスト、音刺激テスト、での恐怖反応によるすくみ行動を評価した。LA-GRcKOマウスは、CS

とUS	の連合回数が3回までの場合は、WTマウスと変わらない程度のすくみ反応を示すが、連合回数が6



回になると、音刺激テスト特異的にWTマウスに比べて有意に低いすくみ反応を示した。３）LA-GRcKOマ

ウスで検出された音刺激テストの障害が、LAでのGR遺伝子の欠損によることを確認するために、自治医

科大学の村松慎一教授にGR発現AAVベクターを作製していただき、LA-GRcKOマウスのLAに注入しGRの発

現を回復させると、音恐怖反応が上昇した。４）音恐怖条件付け前に、マウスに拘束ストレス負荷を行

うと、文脈テストによる恐怖反応は、LA-GRcKOマウスおよびWTマウスで同様に有意に上昇した。一方、

音刺激テストではWTマウスでは、すくみ反応の低下が観察されたが、LA-GRcKOマウスではこの低下が消

失した。また、このすくみ反応の低下効果は拘束ストレス１時間後に音恐怖条件付けを行った場合には

観察されたが、拘束ストレス直後や24時間後の条件付けでは観察されなかった。５）強いUSを用いた音

恐怖条件付け直後に拘束ストレス負荷を行うと、音刺激テストでは、WTマウスには影響は見られなかっ

たが、LA-GRcKOマウスでは、恐怖反応が増強した。また、この条件では、LA-GRcKOマウスの血中コルチ

コステロンが上昇した。以上の研究結果より、LAのGRは危険性が高い状況で特徴的な手がかり刺激に対

する適応的な恐怖反応の制御に重要であると考えられた。また、LAが血中コルチコステロンのフィード

バック制御に関わる可能性も示唆された（論文投稿中）。	

また、本研究以外に、オリゴデンドロサイトに特異的に発現するBcas1遺伝子KOマウスを用いた解析

により、音驚愕反射のプレパルス抑制障害とミエリン形成異常および炎症反応の上昇を見いだした。こ

れらの結果から、統合失調症様症状にミエリン形成異常や炎症反応が関わる可能性が示唆された。	

	

まとめ	

本研究により、扁桃体外側核でのグルココルチコイド受容体が、ストレスが高い状況での適応的な恐

怖反応の制御に重要であることが明らかとなった。今回の結果と過去の報告から、PTSD等の情動記憶の

障害の背景にストレスホルモンの異常や扁桃体外側核の機能異常が関わることが強く示唆された。従っ

てこれらの病態の治療を考える上で、GRシグナルや扁桃体外側核を標的とした治療の重要性が示され

た。	



	
図	 扁桃体外側核(LA)選択的グルココルチコイド受容体	(GR)ノックアウトマウス	

	 	 GRの発現を扁桃体脳切片の免疫組織化学法により解析し、上段がコントロールWTマウスで、下段が

LAGRKOマウス。GRのシグナルが、下段のLAで選択的に低下している。	

 
  



病態マーカーとしてのin	situグルタチオン化タンパク質の検出法の確立と応用	

（平成24年度〜25年度）	

公募班員	 	 戸田	 重誠	 金沢大学附属病院神経科精神科；現昭和大学医学部精神医学講座	

	

研究目的	

精神疾患の発現に関与するストレスや薬物は、酸化ストレス負荷を誘導しうる。その結果として起こ

る可逆的なタンパク質の機能的変化は、病状を分子レベルで反映する病態特異的なマーカー（マイクロ

エンドフェノタイプ）として機能すると予想されることから、これを何らかの手法で検出できれば、病

態生理の解明のみならず、病勢の評価や治療法の解明、及び治療効果の判定に非常に有益と考えられ

る。本研究では、最近報告されたin	situ	タンパク質グルタチオン化検出法を動物脳に適応すること

で、そのような可逆的なタンパク質の機能的変化を検出する手法の確立を目指す。続いて、同手法をう

つ病や薬物依存の動物モデルにも応用し、各疾患あるいはその治療薬の効果と酸化ストレスの関連を明

らかにする。また、このような可逆性のマイルドな酸化ストレスが脳機能全般にもたらす影響について

検討する。	

	

研究背景	

多くの精神疾患では、酸化ストレスあるいはそれに拮抗する内在性の抗酸化ストレスシステム（＝

redox制御）の病態への関与が指摘されている。例えば、統合失調症や双極性障害、発達障害あるいは

薬物依存の病態に酸化ストレスもしくはそれに拮抗するredox制御のシグナル伝達系が関与していると

の報告が相次ぎ、細胞死には至らない程度のマイルドな酸化ストレス負荷が病態に関与する可能性が強

く示唆されている。タンパク質を酸化ストレスによる非可逆的酸化・分解から保護するグルタチオン化

は可逆的な現象であり、複数の気分安定薬や精神疾患でグルタチオン化促進作用の存在が示唆されてき

た。しかしながら各疾患の病態生理との関連は未だに明らかでない。その理由として、いつ、どの脳部

位（回路）、どの細胞でグルタチオン化が起きているのかを脳全体で可視化し、網羅的に捉える技術が

これまで存在しなかったことが挙げられる。	

	

研究結果	

以前に細胞や肺組織で報告されたin	situグルタチオン化タンパク質検出法（Aesif	et	al,	Am	J	

Pathology,	2009）を脳組織で再現できるか検討を行った。グルタチオン化タンパク質の増加が側坐核

で予想されている慢性コカイン投与後のラット脳を4%パラホルムアルデヒドで灌流固定し、作成した脳

切片をフリーのSH基をN-ethymaleimideでブロックした後、リコンビナントGlutaredoxin1(Grx1)でグル

タチオン化したシスティン基を還元化した後にN-(3-maleimidylpropinyl)biocytinでラベリングし、

steptoavidin-FITCでシグナル検出を試みた。しかしながら対照実験と比べ有意なシグナルの増強は確

認されなかった。一方、通常グルタチオン化を誘導するチオール基酸化剤diamideの添加実験でもシグ

ナルは確認されなかった。原因として、①灌流固定の段階で内在性のGrxの活性化が誘導されるなどの

理由で脱グルタチオン化が起きてしまっている、②in	vitroでのGrx1活性が十分でない、③チオール基

がホルマリン架橋の結果全てS-S結合に置換され、Grx1やN-(3-maleimidylpropinyl)biocytin	

（MPB）、diamideの作用部位が失われた、などが考えられた。特に強い還元作用を持つホルマリンが脳

内チオール基の脱グルタチオン化と、その結果生じたフリーのチオール基のS-S結合化を共に促進し、

Grx1やMPB、diamideの作用部位が失われた可能性が高いと想定された。その後も、様々な工夫を重ねた

が、問題は解決されなかった。アポトーシス誘導で、血管内皮細胞に陽性シグナルが確認されたが、同

細胞でグルタチオン化が報告されているタンパク質に特異的な抗グルタチオン化抗体を用いて検討した

ところ、偽陽性と判明した。また、本手法の出典であるin	situグルタチオン化タンパク質検出法に関

しても、その後追試の報告がなく、本質的に未解決な問題を抱えたものであったと考えられる。そのた



め、残念ながら当初の第一目標である脳切片を用いたin	situグルタチオン化タンパク質検出法の開発

は成功しなかった。一方、マイルドな慢性酸化ストレスが脳機能にもたらす影響について、上記と併行

して行動薬理学的な検討を進めた。薬理学的に一過性にマイルドな酸化ストレスを誘導する薬剤2-

cyclohexene-1-one（CHX）を急性あるいは慢性投与し、意欲の指標となるprogressiveratio条件下での

道具学習、習慣化の促進、逆転学習、ドパミンアゴニスト様作用を示すコカインに対する反応性、及び

強制水泳への影響を検討した。その結果、CHXの慢性投与は道具学習獲得には影響を与えなかった。一

方、強制水泳では対照群に比べCHX投与群で無動性が抑制され、抗うつ剤様の効果を示した（図1）。ま

た慢性CHX投与群では急性コカイン誘発性行動が対照群に比べ抑制された。その一方、急性CHX投与は一

過性に道具学習後の脱価値化を阻害したが、慢性CHX投与群ではその効果が遷延した。さらに各行動あ

るいは認知指標間の相関関係について主要因解析法を用いて検討したところ、複数の指標間で慢性CHX

投与後に相関関係の変化が観察された（図2）。従ってCHX投与は必ずしもそれ自体でうつ病様表現型、

あるいは抗うつ剤様効果を模倣はしないが、全体として脳機能のバランスを変化させていると示唆され

た。特に幾つかの行動指標はドパミン関係と考えられたため、ドパミン神経系が可逆的な酸化ストレス

の影響を受けやすいと予想された（Iguchi	et	al,	PloS	One,2014）。この研究で用いた行動薬理学的

指標は、従来のうつ病動物モデルで用いる指標だけでなく、意思決定や意欲に特異的に関係する指標、

例えば習慣化の速さをみる脱価値化テストや、progressiveratio法を導入した点で非常に画期的であ

る。この方法論をさらに発展させ、予測不能な慢性ストレス負荷によるうつ病動物モデルにおいて、ス

トレス負荷前に各個体の意欲や意思決定特性の違いについて、上記行動指標群を用いて予め幾つかの亜

群に分け、ストレス負荷後に起こる表現系の変化について違いを群間比較したところ、それぞれの亜群

が独自のストレス誘発性の表現系を示すことを確認した（Iguchi	et	al,	Front	Behav	Neurosci,	

2015）。すなわち本研究の結果、動物のうつ病モデルを用いて、うつ病誘発性ストレス負荷前のラット

の個体差から、同ストレス負荷後の行動変化を予測することに初めて成功した。臨床場面では、うつ病

になりやすい人とそうでない人（ストレス脆弱性	v.s.レジリエンス）、あるいは同じうつ病でも症状

や薬物反応性の個人差が非常に大きいことがよく知られているが、本研究は健常時の各個体（個人）の

行動特性の詳しいデータがあれば、うつ病へのなりやすさや治療反応性の予測、さらに治療のカスタマ

イズ化の指針作成も可能となりうることを強く示唆している。	

	

まとめ	

①精神疾患の発症要因候補である酸化ストレスは、脳内タンパク質の可逆的なグルタチオン化を誘導す

ると予想され、その検出は病態生理の解明のみならず、病状の評価や治療法の解明、及び治療効果の判

定に非常に有益と考えられることから、in	situ	タンパク質グルタチオン化検出法を動物脳に適応する

ことで、そのような可逆的なタンパク質の機能的変化を検出する手法の確立を目指した。残念ながら、

同手法の確立には至らなかった。②マイルドな慢性酸化ストレス負荷が動物の高次機能に与える影響に

ついて、一過性に脳内にマイルドな酸化ストレスを誘導する薬剤CHXをラットに連日投与し、各種認知

行動指標を用いて評価を行なった。その結果、CHX投与は必ずしもそれ自体でうつ病様表現型、あるい

は抗うつ剤様効果を模倣はしないが、全体として脳機能のバランスを変化させることが確認された。③

動物のうつ病モデルを用いて、うつ病誘発性ストレス負荷前のラットの個体差から、同ストレス負荷後

の行動変化を予測することに初めて成功した。	



	
図1	慢性CHX投与した動物では、強制水泳時の不動性（＝抑うつ効果）の減弱を示した。	

図2	慢性CHX投与した動物では、主要因解析法で、II群（コカイン投与前後の広場活動性、強制水泳後

の不動性、脱価値化率などの指標を含む）で対照群との有意な違いを認めた。	

 
 
  



精神疾患のグリア性マイクロエンドフェノタイプ	

（平成25年度）	

公募班員	 	 小泉	 修一	 山梨大学医学部薬理学講座	 教授	

	

研究目的	

種々の精神疾患の分子病態にグリア細胞の機能変調が関与していることを示す研究が相次いでいる。

しかし、各種向精神薬の治療効果にグリア細胞への作用が関与しているか否かについては、殆ど分かっ

ていない。そこで、抗うつ薬の標的としてグリア細胞（特にアストロサイト）が必要であるか否かを明

らかにすることを計画した。研究にはSSRI型抗うつ薬であるfluoxetine	(FLX)を用いた。本研究の目的

は抗うつ薬の治療効果発現に、グリア細胞への作用が必須であることを明らかにすることである。具体

的な到達目標は、（１）FLXのグリア細胞に対する作用様式を精査すること、（２）抗うつ作用との相

関を明らかにすること、（３）最後にFLXのグリア細胞への薬理作用と抗うつ作用の因果関係を明らか

にすることである。	

	

研究背景	

我々はこれまでに、グリア細胞と各種機能との機能連関に関する研究を行って来た。グリア細胞が所

謂グリア伝達物質と呼ばれる化学伝達物質を放出し、脳の機能を積極的かつダイナミックに制御してい

ること、シナプスの刈り込み・新生により、シナプス回路を繋ぎ替えてしまうこと、またグリア細胞

は、脳内環境変化に非常に敏感であり、各種疾患時には、その形態及び機能を劇的に変化させることが

知られている。さらに、各種化学物質に曝露された際に、先ず最初にその性質を変化させる。しかし、

医薬品、特に向精神薬が脳内に到達した際に、グリア細胞に作用していることが明らかにもかかわら

ず、その作用様式、応答様式、さらに治療効果との関連性に関しては殆ど知られていない。	

うつ病の主たる病因は、モノアミン神経系の機能不全によると長い間信じられてきた。実際、モノア

ミン神経、ノルアドレナリン（NAd）及びセロトニン（5HT）の再取り込み阻害薬は、抗うつ作用を呈

し、5HT選択的再取り込み阻害薬（SSRI）は治療の第一選択薬としてしばしば用いられる。一定の治療

効果が認められる一方で、これらモノアミン神経系に対する治療薬が全く奏効しない例が多いこと、治

療効果発現までに2種間程度のタイムラグがあること、などうつ病の分子病態には、単にモノアミン神

経機能不全では説明出来ない分子メカニズムが潜んでいる可能性が高い。	

グリア細胞とうつ病に関する報告は余りないが、死後脳のトランスクリプトーム解析により多くのグ

リア関連分子の異常が認められており、グリア細胞の機能異常も大きく関係していることが示唆されて

いる。しかし、死後脳を用いた解析の殆どの場合、服用していた抗うつ薬の作用による変化である可能

性を否定することが出来ず、実際の分子病態とグリア細胞機能変調との因果関係はよく分からないまま

であった。	

Caoらは、モデルマウスを用いた網羅的な機能分子変化の解析により、うつ病モデルマウスでは細胞

外ATP濃度が減少していること、さらに細胞外ATPを増加させることによりうつ症状が改善することを報

告し、うつ病の分子病態に細胞外ATPの減少が中心的な役割を果たしていることを明らかとした。この

うつ病のATP仮説であるが、そのATPソースとしてアストロサイトを想定していた。我々もアストロサイ

トと神経細胞の機能連関では、細胞外ATPがグリア伝達物質として中心的な役割を果たしていることを

示してきた。そこで、抗うつ薬はアストロサイトに作用して、細胞外ATP放出を引き起こすことによ

り、抗うつ作用を呈する、との仮説を提唱し、その検証を行う事を計画した。つまり、うつ病分子病態

のグリア性マイクロエンドフェノタイプをアストロサイトATP放出不全に注目して解析するものであ

る。	

	

研究結果	



先ず初代培養アストロサイトを用い、FLX投与により細胞外ATP（以下ATPo）が変化するか否かを解析

した。FLXは濃度依存的にATPoを増加させ、これはCa2+依存的であった。ATPo亢進の分子メカニズムの解

析を行ったところ、放出の分子メカニズムを明らかにしたところ、FLXは開口放出によりATPoを亢進さ

せていることが明らかとなった。これは、ATP開口放出に関係するアストロサイト分子Xを見出した。ア

ストロサイト分子Xを抑制すると、FLXによるATP放出はほぼ消失した。	

In	vivo実験系を用い、FLXがアストロサイトのATPoを増加させるか否かの検討を行った。マイクロダ

イアリシス法による解析により、FLXは投与二週間以降からATPoを増加させることが明らかとなり、こ

れは分子Ｘ発現の時間経過と一致していた。Xノックアウト動物を作製したところFLXによるATP放出は

消失した。	

ATPoとFLXの治療効果との相関関係を明らかとするため、アストロサイト特異的なXコンディショナル

ノックアウト動物を作製した。FLXによる項筒効果は、Tail	suspension	(TS)テストを用いた無動時間

測定により評価した。野生型マウスでは、FLX慢性投与により、マウスの無動時間は顕著に短縮された

（抗うつ作用）。しかし、アストロサイト特異的Cコンディショナルノックアウト動物では、FLXによる

無動時間の短縮は惹起されなかった。さらに、アストロサイト特異的X過剰発現マウスを作製し、FLXに

よる抗うつ作用を解析した。Xをアストロサイトに過剰に発現させると、より低いFLX投与量にて抗うつ

作用が発現されることが明らかとなった。	

アストロサイトのATPo放出亢進が、何故抗うつ作用と関連するのかに関する検討は、現在進行中であ

る。種々の栄養因子の産生・放出が関係している可能性を見出したが、詳細は今後の課題である。	

	

まとめ	

SSRI型抗うつ薬FLXの薬理作用にアストロサイトからのATP放出亢進作用があること、このATP放出作

用と抗うつ作用発現との間に明らかな因果関係があることが明らかとなった。また、今回認められた

FLXの作用は、少なくともいくつかの既存の抗うつ薬（三環系抗うつ薬、SNRI型抗うつ薬）に共通した

知見であった。ATPの放出メカニズムに、開口放出が関係していることも見出した。	

FLXにより亢進したATPoが何故抗うつ作用を呈するのか、の分子メカニズムの解明は今後の大きな課

題である。しかし、複数の神経栄養因子の亢進と関係していることを見出しており、実行因子としての

これら分子とアストロサイト性抗うつメカニズムの関連性の解明が待たれる。	

以上、本研究により抗うつ薬の作用標的として、アストロサイトが必須の役割を有する事が明らかと

なった。これは、うつ病のマイクロエンドフェノタイプとして、アストロサイトの機能変調、つまりア

ストロサイトのATP放出不全が大きく関係していることを強く示唆する。うつ病治療の新しい治療戦略

として、グリア細胞（アストロサイト）に介入する重要性を強く示唆する結果である。	



	
図	 抗うつ薬FLXのアストロサイトに対する作用の模式図	

FLX投与により、アストロサイトはATPを放出することにより、ATPoを亢進させる。このATP放出は開口

放出によるものであった。ATPo増加により、アストロサイトはPKA等を介した栄養因子放出によりアス

トロサイト性の抗うつ作用を呈する。	

	

 
  



社会性行動の異常に関わる回路のマイクロエンドフェノタイプの解明（平成25年度～26年度）	

精神疾患に関与する遺伝環境因子で前頭前野発達期に現れるマイクロエンドフェノタイプ	 （平成27年

度～28年度）	

公募班員	 	 櫻井	 武	 京都大学大学院医学研究科メディカルイノベーションセンター	 教授	

	

研究目的	

社会性行動の異常は様々な精神疾患に付随してみられる表現型で、特に自閉症や発達障害の中心症状

の一つである。社会性行動に関わる神経回路をマウスで明らかにし、さらに社会性行動の異常を示すマ

ウスモデルを用いて、その回路に関わる脳領域での社会性行動の異常につながる計測可能な生物学的変

化すなわちマイクロエンドフェノタイプを明らかにする。	

自閉症や統合失調症といった発達精神障害は、発達期に遺伝ならびに環境要因によって引き起こされ

る脳内の（神経回路の）変化によって生じると考えられている。社会性行動を含む様々な認知機能に関

与する前頭前野の発達の生物学的過程を、マウスで時系列に沿って明らかにし、遺伝ならびに環境要因

を負荷したマウスモデルにおいてその発達過程に見られる変化が、遺伝ならびに環境要因によって引き

起こされる表現型にどうつながるかを指標に、発達精神障害につながる発達期の前頭前野におけるマイ

クロエンドフェノタイプを明らかにする。	

	

研究背景	

近年のヒトゲノム解析により、染色体の微小領域の欠損あるいは重複によるコピ—ナンバー変異の精

神疾患への関与が知られてきた。その中で、染色体7q11.23の領域の欠損はウィリアムス・ビューレン

症候群という発達障害を引き起こす。この症候群は様々な身体症状ならびに神経精神症状を示す稀な疾

患であるが、中でも特徴的なのは社会性刺激に対して過剰な反応を示すことで、カクテルパーティー症

候群とも呼ばれる過剰な社会性行動を行動表現型として示す事が知られている。一方、最近の大規模な

ヒトゲノム解析の結果から、同じ染色体領域の重複が自閉症を含む一連の共通した特有の表現型を示す

症候群を呈することも明らかになってきた。興味深い事にこの重複の場合、社会性行動は低下する。こ

れらの事実は、この染色体領域に社会性行動の神経回路の形成に関わる遺伝子（群）が存在し、その量

的な変化によって社会性行動の程度が制御される可能性を示唆している。	

この領域には約30の遺伝子が存在するが、非定型欠損の患者さんの遺伝子型と表現型の相関の解析か

ら、社会性行動に関係する領域内の遺伝子の候補が幾つかに絞られ、我々はその中でもGtf2iという遺

伝子に注目し、その欠損マウス、あるいはトランスジェニックマウスを用いて社会性行動への影響を調

べたところ、Gtf2i遺伝子を１コピーしか持たないマウスでは社会性刺激に対する過剰な反応及び順応

化の遅延、一方３コピー持つマウスでは社会性行動の低下が見られた（櫻井投稿準備中）。この結果は

社会性行動の神経回路の形成に関わる遺伝子がGtf2iである可能性を支持する。従って、これらのマウ

スモデルの社会性行動に関わる神経回路の解析により、社会性行動の異常に伴う神経生物学的な変化、

マイクロエンドフェノタイプの同定につながり、ひいてはそれらを指標にして精神疾患に伴う社会性行

動の異常の生物学的基盤を明らかに出来る可能性がある。	

自閉症や統合失調症といった発達精神障害は脳の発達の過程で遺伝ならびに環境要因によりその発達

に障害が引き起こされ、その結果として発症すると考えられる。離乳は完了したもののまだ発達期にあ

るマウスを、社会性刺激から隔離した状態で飼育すると、隔離する時期に応じた前頭前野の変化を引き

起こし、それに伴って認知機能の異常を含む隔離時期に特異的な行動表現型を示す事が知られている

（図１）。この結果は、認知機能を担う前頭前野の発達期に社会性刺激に対する感受性の高い時期、臨

界期を持つ回路が存在し、社会性刺激の有無によりその時期に応じた特定の回路に変化が生じ、その回

路が担う行動に付随した行動表現型につながる可能性を示唆する。従って、マウスにおける前頭前野の

発達の過程を時系列に沿って明らかにし、その発達過程に遺伝ならびに環境要因が及ぼす影響、マイク



ロエンドフェノタイプを明らかにする事によって、こういったマイクロエンドフェノタイプと社会性行

動を含めた認知機能の異常との関係を明らかに出来る可能性がある。	

	

研究結果	

まず、マウスにおいて社会性行動に関わる神経回路、特に社会性刺激に対する応答性ならびに反復す

る社会性刺激に対する順応性に関わる神経回路を明らかにするため、社会性刺激を繰り返す行動パラダ

イムで活性化される脳領域を、活性化した神経細胞に誘導されるc-fos分子に対する抗体を用いた免疫

染色で脳全体に渡って解析し、その結果に基づいて社会性行動に関係する脳領域の想定されるワイヤリ

ングダイアグラムを作成した（図２）。	

それに基づき、社会性行動に重要な働きをすると考えられた脳領域の前頭前野と扁桃体での遺伝子発

現のパターンを、野生型とGtf2iヘテロザイゴスのマウスで比較した。その結果、これらの領域でオキ

シトシンシステムに属する遺伝子の発現レベルに違いがあることが明らかとなった（櫻井投稿準備

中）。オキシトシンは、大脳皮質等で神経回路への入力を調節するニューロモデュレーターとしての役

割を果たしている一方、社会性を支える伝達物質として自閉症の治療にも試みられており、我々の系に

おいても、社会性行動に関与する回路に作用し社会性刺激に対する反応性を調節している可能性が示唆

された（図２）。	

したがって、前頭前野や扁桃体でオキシトシンシステムの遺伝子発現の変化が社会性行動の異常に伴

うマイクロエンドフェノタイプである可能性が考えられる。	

	

上記の様に、マウスの前頭前野には社会性刺激によってその成熟が影響を受ける時期がある。これ

は、ヒトで示唆されているのと同様にマウスの前頭前野の発達過程は遺伝ならびに環境要因で何らかの

影響を受ける可能性があるということを意味する。その影響の生物学的基盤を理解しヒトの病態の理解

につなげるには、マウスの前頭前野の正常での発達過程を理解する必要がある。この過程を時系列で明

らかにするために、脳の発達過程で起こる生物学的な事象を代表する遺伝子を幾つか選択し、その発現

パターンを時系列で定量的PCRを用いて追跡する事で、発達過程に起こる現象の順序及びタイミングを

推定した。その結果、前頭前野ではまず、興奮性の神経細胞の成熟が起こり、続いて抑制性の神経細胞

の成熟、その後ミエリン形成が大体離乳時までに起こるが、さらにグルタミン酸の放出が成人型になる

のにはもう少し時間がかかり、ドパミンによるニューロモデュレーションの経路の成熟なども含めてそ

の成熟の過程は思春期の終わりくらいまで続く事が明らかになった（図１）。また、これらの発達のタ

イミングは脳の他の領域よりも遅い事がわかった。	

このように一連の生物学的過程が前頭前野の発達において、ある一定のタイミングで順に起こる事が

わかったので、そういった過程が、発達障害を引き起こすと考えられる遺伝要因、環境要因でどういっ

た影響を受けるかを調べるために、自閉症や統合失調症で変異の見られるシナプスの分子であるシャン

ク３の変異マウス（遺伝要因）、そして妊娠マウスをポリIC処理する事により母胎内で炎症を惹起した

状態から生まれたマウス（環境要因）の発達において、前頭前野での遺伝子発現の時系列に沿ったパタ

ーンを野生型のマウスと比較検討した。その結果、どちらのマウスでもミエリン形成の過程が一過性に

おくれる事、そしてその後、ドパミンレセプター遺伝子の発現が上昇する事を見いだした（櫻井投稿準

備中）。この結果は、遺伝ならびに環境要因が前頭前野の発達過程のタイミングを狂わせ、それによっ

て脳領域の回路の成熟過程に変化が起こる可能性を示唆する。	

前頭前野の発達段階の遺伝子発現のパターンの時系列における変化は、成体でみられる行動表現型と

結びつけられる可能性があり、とするならば遺伝子発現の時系列におけるパターンの変化はマイクロエ

ンドフェノタイプとして有用であると推測される。	

	



まとめ	

近年のヒトゲノム解析で得られた結果からヒトの発達精神障害に関与する遺伝子群が同定され、それ

を改変したマウスモデルが作製され、解析されている。こういった構成妥当性（construct	validity）

をもつモデルをヒトの疾患の理解につなげるためには、マウスとヒトを比較しながら測定可能な生物学

的な表現型に行動表現型を相関させ、その生物学的表現型を狙った新しい診断、治療法の開発につなげ

ていく必要がある。このプロジェクトで明らかになったマウスモデルでの行動表現型と相関する可能性

のあるマイクロエンドフェノタイプの解析を今後も継続し、ヒトの病態の理解、診断、治療につなげて

いく努力が必要となる。最後に４年間に渡りサポートしていただいた領域の研究者の先生方、代表の喜

田先生に心から感謝したい。	

	
図１	 マウス前頭前野での発達のシークエンス	

興奮性の細胞でグルタミン酸レセプターのスイッチングが起こり、その後抑制性のインターニューロン

の成熟が起こる。ミエリン形成が進むのは生後３−５週くらいだが、その後思春期を通じてさらに回路

の成熟が進み、成体に近い形の反応性を獲得するのは生後８週くらいである。社会性刺激を与えない操

作を生後３−５週に加えた場合と生後５週から８週に加えた場合で生じるマイクロエンドフェノタイプ

は異なり、その後に見られる行動表現型にも差が見られる20）。	



	
図２	 反復される社会性刺激で活性化されるマウス脳領域の想定されるワイヤリングダイアグラム	

社会性刺激が入ってきた場合、こういった脳領域の活性化を経てマウスは社会性行動をとると考えられ

る。その過程はオキシトシンシステムを含むニューロモデュレーションで調節される（櫻井投稿準備

中）。	

 
  



前頭前野皮質回路の遺伝子操作による病態モデル解析	

（平成25年度〜26年度）	

公募班員	 	 小林	 和人	 福島県立医科大学	

	

研究目的	

統合失調症などの精神疾患の発病は、前頭前野皮質を中心とする脳領域の機能異常に起因し、それら

をめぐる脳領域での物質代謝や神経伝達の変化が病態に深く関係するが、精神疾患の病態の基盤となる

脳内神経回路の障害のメカニズムについては十分に理解されていない。本新学術領域研究では、内側前

頭前野皮質	(medial	prefrontal	cortex/mPFC)を中心とする神経回路について、mPFC	への入力経路お

よびmPFCあるいは線条体に局在する	GABA	作動性介在ニューロンの役割が、統合失調症様の行動障害に

どのように関係するのかを解析することを目的とした。特に、神経回路を構成する特定の神経路を標的

とする新規のウィルスベクター機能を向上させ、死後脳解析により入力線維の減少することが報告され

ているmediodorsal	thalamic	nucleus	(MD)	からmPFC	に投射する神経路の除去の誘導を試みた。ま

た、GABA	作動性介在ニューロンについては、パルブミン	(parvalbumin/PV)	を含有する介在ニューロ

ンの機能についてトランスジェニックラットを用いて解析する実験系の構築を試みた。	

	

研究背景	

私たちの研究室では、遺伝子改変技術を利用して、大脳皮質―基底核－視床ネットワークを介する学

習や行動制御のメカニズムの解明に取り組んできた。遺伝子改変技術を応用し、複雑な神経回路から特

定の神経細胞種を除去するイムノトキシン細胞標的法を用いて、このネットワークを構成する神経細胞

の役割を明らかにした(Sano	etal.,	2013)。また、最近では、高頻度逆行性遺伝子導入	

(HiRet/NeuRet)ベクターという新しいウィルスベクター系を開発し、特定の神経路の機能を解析する技

術に応用した(Kato	et	al.,	2013;	Hirano	et	al.,2013)。大脳皮質―基底核－視床ネットワークの機

能異常は、種々の精神神経疾患の病態と深く関係することが知られている。本研究では、私たちの研究

室の技術を応用し、特に、統合失調症の病態に関与することが示唆される神経回路に操作を施し、特定

の神経路や細胞	

種の機能異常と病態との関係を明らかにする研究に取り組むこととした。	

	

研究結果	

第一に、特定神経回路の構造と機能を研究するために有効なNeuRetベクターの性能の向上を目指し

た。我々は、以前に、レンチウィルスベクターにおいて狂犬病ウィルスと水泡性口内炎ウィルス由来の

２種類の糖タンパク質（RV-GとVSV-G）を融合させることにより神経細胞への逆行性遺伝子導入の効率

を向上できることを明らかにした。本研究では、この糖タンパク質の融合点を最適化することにより、

さらに高い遺伝子導入効率を示すウィルスベクターの開発に成功した	(Kato	et	al.,	2014)。RV-Gと

VSV-Gの連結部位を最適化するために、この部位をN末端あるいはC末端方向に移動した種々の融合糖タ

ンパク質を作成した。それぞれを用いてシュードタイプ化したレンチベクター（GFPを導入遺伝子とし

て搭載）を調製し、マウス脳内での遺伝子導入効率を評価した。多くの融合糖タンパク質を解析した結

果、連結部位をC末端方向へ１アミノ酸シフトした融合糖タンパク質が以前のタンパク質よりも有意に

高い遺伝子導入効率を示すことが明らかとなり、このタンパク質を融合糖タンパク質E型	(FuG-E)	と名

付けた。FuG-Eは、神経細胞特異的な逆行性遺伝子導入をさらに向上させ、今後の神経回路機能を研究

するために重要な技術基盤を提供すると考える。	

第二に、NeuRetベクターを応用して、MDからmPFCへ投射する神経路の病態との関係を調べるために、

本経路の除去を試みた。MD-mPFC経路の投射を確認するために、NeuRet-GFPベクターをマウスのmPFCに

注入し、脳内の逆行性遺伝子導入を解析した。マウス脳の切片を抗GFP抗体を用いて免疫染色した結



果、MDに多くのGFP陽性細胞が見出された。次に、MD-mPFC経路の除去を誘導するために、イムノトキシ

ンの受容体であるインターロイキン-2受容体αサブユニット(IL-2Rα)をコードするNeuRet-	IL-2Rα-

GFPベクターをmPFCに注入し、その後、片側性にイムノトキシンあるいはPBSをMDに注入した。１週間後

に脳の切片を免疫染色により解析した結果、PBS注入側に比較して、イムノトキシン処理側で陽性細胞

が顕著に減少しており、イムノトキシン投与によりMD-mPFC経路の除去が誘導できることが明らかとな

った。本実験により、MDmPFC経路を選択的に欠損する動物モデルが作成され、この動物は、今後、作業

記憶や行動柔軟性に関する行動課題をテストすることにより、本経路と統合失調症の病態との関係を解

析するために有益なモデルを提供すると考える。	

第三に、PVを含有するGABA	作動性介在ニューロンの機能についてトランスジェニックラットを用い

て解析する実験系の構築を試みた。PVをコードする細菌人工染色体(BAC)クローンを用いてCre組み換え

酵素を発現するコンストラクトを作成し、DNAをラット受精卵に注入することによって、トランスジェ

ニックラットを作製した。複数のファウンダーより繁殖し、PV細胞においてCreの高い発現効率を示す

ラット系統を選択した。このラットの脳内に、CreloxP組換えによりGFPを発現するアデノ随伴ウイルス

ベクターを注入することにより、実際にPV細胞において選択的に組換えが起こることを確認した。これ

らの発現は大脳皮質および線条体で観察された。本トランスジェニック系統は、今後、大脳皮質や線条

体のPV含有GABA	作動性介在ニューロンの病態における役割を研究するために有効なモデル動物にな

る。	

	

まとめ	

本研究では、mPFCを中心とする神経回路に着目し、特に、MDからmPFCに投射する経路とPV含有介在細

胞の役割を解析するための実験系を構築した。神経回路を構成する特定の神経路を標的とするNeuRetベ

クターの機能を向上させるためにFuG-Eを開発し、MD-mPFC経路を選択的に除去するための技術を確立し

た。また、PV-Creトランスジェニックラットを作成し、GABA	作動性介在ニューロンの機能を研究する

実験基盤を確立した。これらの技術基盤は、今後、mPFC関連の神経回路を構成する特定の神経路や細胞

種の機能異常と統合失調症様の病態の関係を明らかにし、精神疾患の病態発現機構の究明に貢献するこ

とが期待される。

	

図の説明：選択的な神経路ターゲティング技術	

組み換え体イムノトキシン(IT)	に対する受容体遺伝子をコードする高頻度逆行性遺伝子導入(HiRet)ベ

クターを脳領域に注入し、複数の入力経路に遺伝子を導入す	

る。その後、上流の特定領域にイムノトキシンを注入することにより、特定神経路の除去を誘導する。

(Kato	et	al.	Rev.	Neurosci.,	2013)	

 
  



統合失調症脳内タンパク質群の発現解析－タンパク質多項目同時測定システムを用いて－	

（平成25年度〜26年度）	

公募班員	 	 國井	 泰人	 公立大学法人福島県立医科大学会津医療センター精神医学講座	 准教授	

	

研究目的	

統合失調症病態におけるドパミン系・グルタミン酸・GABA	系の異常を、動物実験や画像研究などの

間接的アプローチではなく、死後脳組織を用いて病態の現場を直接的に検討することである。これまで

代表者らが統合失調症死後脳組織を用いて分析を進めてきたドパミン系・グルタミン酸・GABA	系の分

子を中心に、ごく少量のサンプルでタンパク質の多項目同時測定を可能にするルミネックス法という革

新的新手法から新たなマイクロエンドフェノタイプの創出を目指すことを目的とする。	

	

研究背景	

我々はこれまで統合失調症の病態理解には死後脳組織の解析が不可欠と考え、日本初の系統的精神疾

患死後脳バンクの運営に従事してきた。我々は、統合失調症の有力な病因仮説に基づき、ドパミン系・

グルタミン酸系・GABA	系分子について、当バンクの死後脳組織を用いて検証しようと試みてきた。ド

パミン系とグルタミン酸系の両方を調節する主要分子であるDARPP-32	及びカルシニューリンについて

の免疫組織化学的検討の結果、統合失調症前頭前皮質や上側頭回、島皮質などでの発現異常を見出して

きた。しかし、免疫組織化学法やin	situ	hybridization	など組織形態を保ちながら解析する手法は、

抗体やプローブを介した間接的な検出法であり、一サンプルから多くの物質についての解析することが

困難であるため、結果として限りある貴重なサンプルを多く消費するという欠点があった。近年タンパ

ク質の多項目同時測定法としてルミネックス法が開発されている。ルミネックス法は多検体の解析に優

れごく少量のサンプル量で解析できるという特徴がある。そこで我々は、ルミネックス法を用いること

により、前述の問題点を解決できると考え、統合失調症と健常対照との間でのドパミン関連分子、グル

タミン酸関連分子、GABA	関連分子を標的タンパク質として死後脳内のタンパク質発現比較を行なっ

た。	

	

研究結果	

年齢、性別、死後時間をマッチさせた統合失調症死後脳19例、健常対照死後脳21例の凍結脳サンプル

の前頭前皮質(BA10)および側坐核についてvascular	endothelial	growth	factor	receptor	2	

(VEGFR2),epidermal	growth	factor	receptor	(EGFR)、Akt1、リン酸化Akt1(Ser473)、extracellular	

signal-regulated	kinase	1/2	(ERK1/2)、リン酸化ERK1/2	(Thr185/Tyr187)、glycogen	synthase	

kinase	3	β(GSK3β)、リン酸化GSK3β(Ser9)、およびcAMP	response	element	binding	protein	

(CREB)のタンパク質発現量をBead-Based	Multiplex	Immunoassay（Luminexシステム）により多項目同

時測定した。さらに統合失調症群と対照群間で発現量の差がみられたVEGFR2については、発現量と生前

の臨床症状スコアとの関連について、またその遺伝子多型と各タンパク質の発現量、統合失調症発症の

有無との相関を解析した。同時多項目測定の結果、VEGFR2が統合失調症群の前頭前皮質において有意に

減少していた。統合失調症群において前頭前皮質のVEGFR2発現量と生前の陽性症状スコアの間に負の相

関がみられた。また、統合失調症群の前頭前皮質ではリン酸化Akt1が増加していた。遺伝子多型解析の

結果、VEGFR2遺伝子の多型(rs7692791)はAkt1の発現量とERK1/2およびAkt1のリン酸化レベルを予測す

ることが示された。	

	

まとめ	

VEGFR2は細胞外からの血管増殖刺激をAktシグナル伝達系に伝える因子であることから、統合失調症

群の前頭前皮質のVEGFR2発現量低下は統合失調症の病因が微小血液循環の異常にあるとする仮説を説明



する可能性がある。	

	

	

	



	
左、中図：前頭皮質において血管内皮細胞増殖因子受容体	(VEGFR2)の発現が統合失調症で低下してい

た。Akt1のリン酸化	(Ser473)が統合失調症で上昇していた。	

右図：統合失調症の陽性症状に対する評価尺度と	VEGFR発現量との間に負の相関が見られた。	

 
  



うつ病における神経回路変容の抽出と解析	

（平成25年度～26年度）	

公募班員	 	 田中	 謙二	 慶應義塾大学医学部	 精神・神経科学教室	

	

研究目的	

うつ病の主要な症状の一つに、意欲障害がある。意欲の障害がどのような神経回路変容によって起こ

るのかよく分かっていない。一方で、行動神経科学において目的指向型行動の神経基盤は比較的良く研

究されており、目的指向型行動の障害が意欲障害であるという定義も提案されている。本研究では、目

的指向型行動を障害する神経回路を同定し、意欲障害のマイクロエンドフェノタイプを確立することを

目的とした。	

	

研究背景	

脳機能イメージングの進歩により、うつ病における各脳部位の活動変化が捉えられるようになってき

た。更にうつ病患者に対して神経回路の操作（ブロードマン25野や側坐核へ脳深部刺激（deep	brain	

stimulation）を行い、うつ病を治療する）も行われるようになってきた。以上のヒトを用いた観察と

操作から、うつ病で観察される神経回路変容をマイクロエンドフェノタイプとして理解する準備が整っ

てきた。	

特に意欲障害はうつ病における中核的な症状であり、意欲障害に伴う報酬系の変容が繰り返し報告さ

れてきた。報酬系を担う中心は腹側線条体を含む神経回路であり、この回路は目的指向型行動を支配す

る回路でもある。意欲障害における神経回路のマイクロエンドフェノタイプを同定するという試みの中

で、腹側線条体を神経回路のマイクロエンドフェノタイプと宣言するのは容易である。しかし、領域か

ら細胞へとよりミクロな視点で捉えるのは容易ではない。なぜなら、線条体には投射先（解剖）も機能

（生理）も全く異なる2種類の細胞集団、ドパミン受容体1型を発現する線条体medium	spiny	neuron

（以下D1-MSN）とドパミン受容体2型（D2）を発現するMSN（D2-MSN）があり、それぞれを分離して解析

することが困難とされてきたからである。細胞レベルのマイクロエンドフェノタイプに迫るには、D1-

MSNとD2-MSNを厳密に分離して機能を操作し、活動を観察する技術が求められる。	

代表者は、意欲障害の中でも、神経損傷が原因で発症する病態に着目した。ハンチントン病はMSNが

変性することによって錐体外路症状が出現することがよく知られているが、神経症状が出現する前に意

欲障害などの精神障害が出現する。特に病初期は、MSNのうちD2-MSNから障害を受けることが知られて

いる。この臨床知をアイデアとして、D2-MSNが損傷を受けると意欲障害になるという仮説を立てた。こ

の仮説を実証するために用いたのが時期特異的に細胞毒を発現させることの出来る遺伝子発現誘導シス

テムである。細胞毒を時期特異的に発現させる実験と目的指向型行動を定量できるオペラント行動課題

を組み合わせ、腹側線条体の領域を同定し、その後に、目的指向型行動中のD2-MSNの活動を明らかにす

る。この活動パターンを参考にして、オプトジェネティクスでD2-MSNの活動を抑制する。以上の操作・

観察研究を通じて、腹側線条体のどの領域のD2-MSNの、どのような活動様式の変容が意欲障害のマイク

ロエンドフェノタイプであるのか明らかにする。	

	

研究結果	

1.	D2-MSN選択的、時期特異的な細胞毒発現	

	 代表者は細胞毒（ジフテリアトキシンA,	DTA）をD2-MSN選択的に発現させるために、テトラサイクリ

ン遺伝子発現誘導システムを利用した。既存のtetO-DTAマウスと組み合わせることを目的として、ドパ

ミン受容体2型プロモーター制御下でtTAを発現するマウス（Drd2-tTAマウス）を新規に作出した。

Drd2-tTA::tetO-DTAマウス（D2-DTA）ではドキシサイクリン（DOX）投与中は細胞毒DTAの発現が無く、

DOX投与を中止するとDTAの発現が開始された。Drd2を発現するコリン作動性介在神経やドパミン神経に



はDTAの発現が無かったので、この操作はD2-MSNに限局した操作であった。	

	 すべてのD2-DTAマウスは、DOX投与中止後、両側の腹外側線条体からDTAの発現が始まり同心円状にそ

の発現領域が広がっていった。DOX投与を7日後に再開するとDTAの発現が停止し、DTAの発現を腹外側線

条体に限局させることができた。	

	

2.	オペラント行動課題による意欲障害の抽出	

	 D2-DTAマウスをDOX投与下でprogressive	ratio課題をトレーニングした。Progressive	ratio課題は

毎日行い、意欲の指標であるBreak	pointが安定したところでDOX投与を中止し、7日後にDOX投与を再開

した。この時break	pointが約半分に低下し、これが2週間持続した。腹外側線条体D2-MSNの障害によっ

て意欲が低下することが明らかになった。	

	

3.	オペラント行動課題中のD2-MSNの活動観察	

	 Drd2-tTA::tetO-YCマウス（D2-MSNにカルシウム蛍光タンパクyellow	cameleon	nano50が発現するマ

ウス）を作成し、腹外側線条体D2-MSNの活動を、光ファイバーで観察する実験系を構築した。この実験

系では、光ファイバーが腹外側線条体に導かれており、435	nmの光がYCに照射され、YCから発せられる

CFP、YFP蛍光が同じ光ファイバーを通じて検出器に届く。およそ300個のD2-MSNの集合カルシウム濃度

変化を観察していることになる。オペラント行動課題中に観察した結果、トライアル開始時、レバー押

し開始時、エサ報酬を得たときの3ポイントでD2-MSNの細胞内カルシウム濃度が高まることを明らかに

した。	

	

4.	トライアル開始時のD2-MSN活動が意欲行動を制御する	

	 Drd2-tTA::tetO-ArchTマウス（D2-MSNに抑制性オプシンArchTが発現するマウス）を作成し、腹外側

線条体D2-MSNの活動を秒単位で抑制する実験系を構築した。この抑制性オプトジェネティクス実験で

は、トライアル開始時とレバー押し開始時の2ポイントで光操作の効果を調べた。オペラント行動課題

中に、光抑制を行った結果、トライアル開始時の抑制で意欲行動の低下が見られたのに対し、レバー押

し開始時の抑制では意欲行動に変化は見られなかった。上述した光観察と光操作の結果から、トライア

ル開始時の腹外側D2-MSNの活動が意欲行動を仲介していることが明らかになった。	

	

まとめ	

ハンチントン病における線条体投射神経障害と意欲障害の関係をヒントに始めた本研究は、マウス腹

外側線条体D2-MSNの変性・細胞死によって意欲障害が生じるという結果を得るにいたった。従来、覚せ

い剤を報酬とした目的指向型研究では、腹内側線条体D2-MSNの活性化によって意欲行動が減弱し、D2-

MSNの不活性化によって意欲行動が増加することが知られていたので、ハンチントン病の意欲障害は線

条体D2-MSNの障害と無関係かもしれないと言われていた。解釈としては2つあり、覚せい剤など病的に

意欲を向上させる報酬と、食べ物という自然な報酬でD2-MSNの役割が異なると言う解釈が一つで、もう

一つの解釈は、腹内側と腹外側線条体D2-MSNの機能が異なるというものである。おそらくどちらも妥当

な解釈である。エサ報酬を用いた意欲行動の研究数が少ないので、更なる追試が必要である。	

うつ病では、神経細胞死は無いと考えられているので、細胞毒を用いた研究成果をそのままうつ病の

意欲障害の理解に結びつけることは出来ない。しかし、細胞死を伴わないオプトジェネティクスを用い

た急性のD2-MSNの活動抑制によっても同様の意欲低下が観察されている。このため細胞死を伴う神経疾

患における意欲障害も、細胞死を伴わない精神疾患における意欲障害も、腹外側線条体D2-MSNの機能変

容がマイクロエンドフェノタイプであると主張できるのではないか。	



	

	
A.	腹外側線条体D2-MSNだけに細胞毒を発現させると意欲が低下する。	

B.	ファイバーフォトメトリー法によるD2-MSNによる光観察でトライアル開始時にD2-MSNの活動があが

り、そのタイミングで光抑制すると意欲障害がおこる。	

 
  



非定型炎症を伴う精神疾患モデル動物を活用したマイクロ精神病態の同定と分子機序解明	

（平成25年度〜28年度）	

公募班員	 	 宮川	 剛	 藤田保健衛生大学	 総合医科学研究所	 教授	

	

研究目的	

統合失調症や双極性障害などの精神疾患の患者の脳において炎症が生じ、これにより各種の脳の異常

と行動レベルでの障害が生じているという仮説が注目されている。しかし、脳内の炎症がどのようにし

て生じ、また、それがどのような脳の異常、そして行動の異常を引き起こしているのかは分かっていな

い。我々はこれまでに、軽度ではあるが極めてロバストな慢性炎症を示し、かつ、行動レベルでも精神

疾患様の一連の症状を示す複数系統のマウスを同定してきた。これらの精神疾患モデルマウスの脳で見

られる軽度の慢性炎症と、それによって誘導される各種の脳内の異常をマイクロエンドフェノタイプと

捉え、(1)	遺伝的・環境的要因が軽度慢性炎症を引き起こすメカニズムを解明すること、	(2)	軽度慢

性炎症が原因となって生じるマイクロエンドフェノタイプを同定し制御すること、を目指す。	

	

研究背景	

我々はこれまでに180系統以上の遺伝子改変マウスの行動を網羅的に解析し、多数の精神・神経疾患

モデルマウスを同定してきた。この中でも特に顕著な行動異常プロファイルを示すαCaMKIIヘテロ欠損

マウスで、成体の脳にもかかわらず、海馬歯状回のほぼすべての神経細胞が未成熟な状態にある「非成

熟歯状回」という現象を世界で初めて見出した。この「非成熟歯状回」は、やはり顕著な行動異常を示

すSchnurri-2(Shn2)欠損マウスや変異体SNAP-25ノックインマウス、さらには、抗うつ薬を慢性投与し

た野生型マウスや薬剤誘発性のてんかんモデルマウスにおいても確認された。さらに我々は、「非成熟

歯状回」様の異常がヒトの統合失調症患者と双極性障害患者の死後脳でも見られることを確認し、神

経・精神疾患の有力なエンドフェノタイプとして提唱している。特にShn2欠損マウスは、脳の遺伝子発

現パターンが統合失調症患者の死後脳のものと酷似していたほか、抑制性神経細胞マーカーのパルバル

ブミン（PV）やオリゴデンドロサイトマーカーの発現減少、シータ波・ガンマ波などの脳波異常など統

合失調症患者の脳で報告されている多くの特徴を備えており、優れた統合失調症モデルであることが明

らかとなった。驚くべきことに、ゲノムワイドの遺伝子発現解析やプロテオミクス解析によって、Shn2

欠損マウスを含めた「非成熟歯状回」を示す精神疾患モデルマウスの脳において、軽度の慢性炎症が共

通して生じていることがわかってきた。この軽度の慢性炎症では、複数の補体やMHCの遺伝子などの発

現が増加しているが、典型的な炎症性サイトカインの発現にはあまり変化が見られない。この非定型な

炎症を特徴付ける遺伝子発現パターンは、統合失調症患者の死後脳でも確認しており、この種の炎症が

精神疾患をもたらす脳の各種異常の原因の一つとなっていることが推測される。しかし、非定型慢性炎

症がなぜ生じ、それがどのような脳の異常を引き起こしているのかは明らかになっていない。	

また、我々はバイオインフォマティックス的手法によりゲノムワイドに遺伝子発現のパターンを解析

し、ヒト炎症性疾患と対応するマウスモデルでの遺伝子発現パターンがよく類似していることを明らか

にしている。この解析手法は異なる生物種間においても遺伝子発現パターンを比較するのに非常に有効

であり、本研究でも同手法を用いてモデルマウスの脳での遺伝子発現と精神疾患患者の死後脳の遺伝子

発現を比較し、新たなマイクロエンドフェノタイプの同定に活用した。	

	

研究結果	

（1）脳における軽度慢性炎症を引き起こす遺伝的・環境的要因の同定	

	 脳内の慢性炎症を示す統合失調症モデルとしてNeurogranin(Nrgn)	欠損マウスを新たに見出した。

NRGNは統合失調症との関連が報告されている。Nrgn欠損マウスは統合失調症に関連した各種の行動異常

および脳内異常（非成熟歯状回やPV発現の低下など）を示すことを見出した。このマウスは海馬でアス



トロサイトが活性化していることが知られている。これらの知見は、慢性炎症が統合失調症に関連して

いることを支持するものである。これまでの我々の研究において、非成熟歯状回を示す各種遺伝子改変

マウスの歯状回顆粒細胞は電気生理学的に興奮しやすいという特性を持つこと、てんかんモデルマウス

で非成熟歯状回やグリア細胞活性化が生じることがわかっている。これらの知見から、神経の過剰興奮

が非成熟歯状回や脳内炎症の原因となっていると考えられた。この仮説を検証するため、光遺伝学的手

法を用いて歯状回の顆粒細胞選択的に過活動を誘導したところ、顆粒細胞の擬似的未成熟化とアストロ

サイトの活性化が見られた（未発表）。この結果から、神経過活動が脳内炎症および非成熟歯状回の原

因の一つであると考えられた。	

（2）脳の軽度慢性炎症が原因となって生じるマイクロエンドフェノタイプの新規同定	

	 脳の軽度慢性炎症を示すShn2欠損マウスにおいて、3D電子顕微鏡を用いたコネクトーム解析により脳

微細構造の異常の有無を調べた。その結果、Shn2欠損マウスの歯状回顆粒細胞の樹状突起のスパイン

は、幼若なスパインがもつ形態的特徴（細く長いスパイン）を示すことがわかってきた。	

	 非成熟歯状回のin	vivoでの神経活動の状態はこれまで不明であった。そこでマイクロエンドスコー

プを用い、自由行動下のマウスでin	vivo	カルシウムイメージングを行った。これまでのところ、双極

性障害モデルと考えられるαCaMKIIヘテロ欠損マウスと抗うつ薬の慢性投与マウスにおいて、歯状回顆

粒細胞で発火頻度が増加している傾向が見られてきており、これらのマウスの歯状回において神経の過

活動が生じていることが示唆される（未発表）。	

	

	 当初の計画以上の特筆すべき成果として、マイクロアレイデータを用いたバイオインフォマティクス

解析により、統合失調症患者の前頭皮質や、アルコール中毒症患者の前頭皮質および海馬にお	

いて、擬似的な未成熟状態が見られることを明らかにした。抗うつ薬の慢性投与によりマウスの前頭皮

質においてPVニューロンの擬似的な未成熟化が生じる可能性も示した。さらに最近、統合失調症や双極

性障害、自閉症（17など複数の精神疾患モデルマウスにおいて、脳のpHが低下していることを明らかに

した。脳のpH低下は、統合失調症と双極性障害患者の死後脳データのメタ解析でも確認されたことか

ら、これらの精神疾患のエンドフェノタイプのひとつであると考えられる。脳pHの低下は各種のマイク

ロエンドフェノタイプに影響を与えている可能性がある。	

	

	 以上の結果およびこれまでの知見から、様々な遺伝的・環境的要因が脳内炎症・神経過活動を介して

非成熟歯状回をはじめとする各種の脳内異常を引き起こし、これが共通した行動レベルでの異常の原因

となっていることが考えられる（図1）。	

	

まとめ	

我々は、非定型な慢性炎症を伴う精神疾患モデルマウスを複数系統同定し、それらのマウスにおいて

様々なマイクロエンドフェノタイプを見出してきた。しかし、この慢性炎症がこれらの異常の原因なの

かはさらなる検討が必要である。これまでの研究で、ある種の抗炎症薬の投与によりShn2欠損マウスが

示すアストロサイトの活性化や作業記憶の低下などの一部の行動異常の正常化に成功しているが（2、慢

性炎症の抑制によりどのマイクロエンドフェノタイプが正常化し、正常化しないのかを詳細に調べる必

要がある。慢性炎症が各種の脳内異常、行動レベルでの障害を引き起こすメカニズムが解明されること

によって、統合失調症、双極性障害などの各種の精神疾患の新規の予防・治療法の確立への貢献が期待

される。	



	
図1.	精神疾患において、様々な遺伝的・環境的要因によって脳内に慢性炎症や神経科活動が生じ、そ

れが非成熟歯状回をはじめとした脳内の各種異常を引き起こし、その結果、各疾患に共通した行動レベ

ルでの異常が生じていることが想定される。	

 
  



仮想現実環境下の機能イメージングによる精神・発達障害の微小回路病態の解明	

（平成25年度〜26年度）	

公募班員	 	 佐藤	 正晃	 埼玉大学脳末梢科学研究センター/理化学研究所脳科学総合研究センター	

	

研究目的	

種々の精神疾患で認められる行動異常の背後にある神経回路機能の異常を同定するには、行動中の動

物の回路活動を大規模かつ高解像度に計測する技術の確立が不可欠である。本研究では、我々が独自に

確立したin	vivo深部脳イメージング、蛍光カルシウムセンサータンパク質発現トランスジェニックマ

ウス、およびマウス用仮想現実(バーチャルリアリティ、VR)システムなどの先端技術を精神疾患研究に

応用し、顕微鏡周囲に作り出されたVR環境下で行動する疾患モデルマウスの海馬神経回路活動を、単一

細胞解像度の二光子カルシウムイメージングで	可視化することで、その微小な機能回路異常を同定す

ることを目的とした。	

	

研究背景	

VRは被験者に提示する感覚刺激の量と質を柔軟に設定できるため、海外の精神科領域では種々の恐怖

症などの不安障害のリハビリテーションに治療応用されている。基礎神経科学領域では以前からヒトや

サルの脳研究における行動課題に利用されていたが、2005年にラットがVR空間をナビゲーションできる

ことが報告されて以降、げっ歯類の実験系としてその重要性を増している。特にVRは顕微鏡または電極

下に頭部固定した動物の実験環境を柔軟に操作できることから、二光子レーザー顕微鏡や多電極記録な

どの先端的な回路機能計測法との親和性が高く、精神疾患の微小な機能回路病態の解明に大きな潜在的

有用性をもっている。	

	

我々はこれまで、学習行動中のマウスの海馬CA1神経回路活動の可視化のために、in	vivo深部脳イメ

ージングの確立と蛍光カルシウムセンサータンパク質を発現するトランスジェニックマウスの作製、お

よびマウス用VRシステムの構築を独自に行ってきた。本研究は、このような基盤技術をもとに、精神疾

患研究により適したVR課題を確立し、疾患モデルマウスにおける微小な機能回路病態をin	vivoイメー

ジングによって同定することを目指した。	

本研究は精神・発達障害モデルマウスの例としてShank2欠損マウスを研究対象とした。Shank2はグル

タミン酸作動性シナプス後肥厚部のタンパク質複合体に含まれる足場タンパク質の一つである。Shank2

欠損マウスでは、社会行動の減少や発声コミュニケーション行動の減少など、ヒトの自閉症の特徴に似

た表現型が見られることが報告されている。また、これらのマウスはモリス水迷路課題における空間学

習の異常を示すこと、およびその海馬では、NMDA	型受容体が関わるグルタミン酸神経伝達とシナプス

可塑性に異常を示すことから、本研究に最も適したモデルマウスであると考えられた。	

	

研究結果	

我々は、頭部固定したマウスがVR空間内の目的地に一定時間留まると報酬がもらえる新しい行動課題

を考案した（図）。このVRシステムでは、頭部を固定したマウスが空気で浮かせた発泡スチロール製球

形トレッドミルの上を走ると、その回転を光学センサーが検知し、VR空間の風景がマウスの歩行に応じ

てワイド液晶モニタに描かれる仕組みになっている。VR空間内の直線路の始点を出発したマウスは、途

中で壁と床に緑のパネルの目印の付いた目的地でチューブから報酬の水が得ることができる。直線路の

外には、山、タワー、建物などを模した手がかりが配置されている。直線路の終点に到達したマウス

は、再び始点に戻されて次のトライアルを繰り返す。マウスはまず目的地を通過しただけで報酬が得ら

れる簡単な非遅延課題で訓練された後、目的地内で一定時間（1～	1.5秒）留まったときだけに報酬が

得られる遅延課題で訓練された。	



我々はまず、直線路の内外の視覚的な特徴を操作することで、目的地に付けられた目印がマウスのVR

空間の認識に重要であることを明らかにした。遅延課題であらかじめ訓練して目的地で立ち止まること

を学習したマウスを用い、直線路の外の手がかりを除いた条件で課題を解かせたところ、目的地の滞在

時間と成功トライアルの割合は、手がかりを除かなかった対照条件から変化しなかった。しかし、目的

地の目印を除いた条件では、目的地の滞在時間と成功トライアルの割合は、目印を除かなかった対照条

件から有意に減少した。	

次に、海馬の活動がこの目的地の認識に関わっているかどうかを調べるために、AMPA/カイニン酸型

グルタミン酸受容体の阻害薬であるCNQXを海馬に微量注入する実験を行った。遅延課題であらかじめ訓

練したマウスの海馬CA1野にCNQXを注入した直後に課題を解かせると、目的地の滞在時間と成功トライ

アルの割合は著しく低下したが、注入後1～	3日たった回復後では、これらの指標は注入前のレベルに

戻った。対照として生理食塩水を注入した条件では、このような変化はみられなかった。	

最後に、自閉症モデルマウスの一つであるShank2欠損マウスを用いて、VR空間における目的地の学習

にShank2が必要かどうかを調べた。正常マウスとShank2欠損マウスを非遅延課題に続いて遅延課題で訓

練すると、非遅延課題では目的地の滞在時間に差はみられなかったが、遅延課題ではShank2欠損マウス

に目的地の滞在時間の有意な低下が認められた。また目的地で留まることをあらかじめ学習させた後

に、目的地を直線路の始点に近い方に移動させた目的地移動実験では、正常マウスは速やかに新しい目

的地に留まることを再学習したが、Shank2欠損マウスでは移動後の新しい目的地に留まる時間も正常マ

ウスに比べて短いという結果が得られた。	

	 以上の結果は、マウスにおけるVR空間の認識には、実世界の空間認識に似た海馬に依存したメカニズ

ムが働いていること、および、その学習には、シナプス後部のタンパク質複合体形成を介してシナプス

伝達とその効率の変化を支えているShank2が必要であることを示している。	

	

まとめ	

	 本研究において、我々は頭部固定マウス用の新規VR行動課題を確立し、自閉症モデルマウスの一つで

あるShank2欠損マウスを用いた実験によって、この課題が精神・発達障害モデルマウスの研究に有用で

あることを示した。我々の論文は、頭部固定VRを用いて疾患モデルマウスの表現型異常を明らかにした

最初の論文となった。マウスがVRのようなある種の人工的な環境の下でどのような行動を示すかは、ま

だ不明な点が多い。今後は、運動と視覚にズレを生じさせるようなVR環境を用いた実験や、社会行動の

ような複雑な行動をVRの特定の刺激の組み合わせで再現するような実験を進めることで、現実感や社会

性といった複雑な感覚や行動を、神経回路や遺伝子などの詳細なレベルで理解する研究へと発展させた

い。	



	
A:	本研究で用いた頭部固定マウス用VRシステム。B:	本研究で確立したVR行動課題。種々の手がかりと

目印の配置された仮想直線路の俯瞰図(a)と、マウスの視点からみた仮想直線路(b)。C:	報酬地点を通

過しただけで報酬が得られる非遅延課題と、報酬地点で一定時間とどまったときのみ報酬が得られる遅

延課題。	

	

  



The role of region CA2 in Memory and Disease 
（平成24年度〜28年度） 
公募班員  Thomas McHugh RIKEN Brain Science Institute 
 
研究⽬的 
The hippocampus is a crucial memory structure in both humans and rodents. It has been 

suggested that different aspects of memoryprocessing are assigned to the anatomical 

subfields (CA1/CA2/CA3 /dentate gyrus (DG); of the structure. The DG is implicated in 

distinguishing new and old contexts (pattern separation),owing to its properties of sparse 

activity, high cell number, and excitable adult-born neurons, whereas the highly plastic 

recurrent connections in CA3 are thought to contribute to rapid storage of new information 

in a manner that ensures accurate retrieval even when recall cues are incomplete or noisy 

(pattern completion). However a role for the often ignored CA2 region has yet to be determined. CA2, 
given its highly convergent spatial and sensory input from the cortex and memory driven 

input from CA3, may be well suited to integrate the degree of change in a context and guide 

behavior accordingly. Patient data suggests a loss of inhibition in this region is one of 

the most profound anatomical changes in the schizophrenic hippocampus. Thus, increases in 

CA2 activity may be directly related to both the cognitive dysfunction and the psychosis 

observed in patients 

 
研究背景 
Hippocampal CA2 pyramidal cells project locally into both the neighboring CA1 and CA3 

subfields, leaving them well positioned to influence network physiology and information 

processing for memory and space. While recent work has suggested unique roles for CA2, 

including encoding position during immobility and generating ripple oscillations, an 

interventional examination of the integrative functions of these connections has yet to be 

reported. Here we demonstrate that CA2 recruits feed-forward inhibition in CA3 and chronic 

genetically-engineered shutdown of CA2 pyramidal cell synaptic transmission consequently 

results in increased excitability of the recurrent CA3 network. In behaving mice this led to 

spatially-triggered episodes of network-wide hyperexcitability during exploration, 

accompanied by the emergence of high frequency discharges during rest. These findings reveal 

CA2 as a regulator of network processing in hippocampus and suggest CA2 mediated inhibition 

in CA3 plays a key role in establishing the dynamic excitatory/inhibitory balance required 

for proper network function. 

 
研究結果 
We found that a chronic loss of CA2 output leads to increases in excitability in the 

recurrent CA3 network and more surprisingly, a novel pathophysiology that manifests as 

hippocampal network hyperexcitability, both during exploration and rest. While our in vitro 

ata suggest that the mechanism underlying these phenotypes is a loss of CA2 PCs driven FFI 

in CA3, it is important to note that in vitro stimulation protocols do not replicate in vivo 

circuit function and may overestimate this process. However, we feel that our ability to 

detect FFI even at weak stimulation intensities coupled with our in vivo data implicating 

increased CA3 circuit excitability as the driver of the pathophysiology suggest that this 

inhibition plays a functional role in controlling hippocampal E/I balance. Further, we 

employed the Gi DREADD system to demonstrate that an acute partial inhibition of CA2 PC 

spiking led to an increase in the spatial concentration of pyramidal cell spiking during 

locomotion, implicating CA2 in preserving a distributed sparse code for place. These 

observations suggest CA2 output is necessary to establish the dynamic excitatory/inhibitory 

balance required for proper network function. One intriguing question is why the place-

triggered hyperexcitability events observed in CA2-TeTX mice reflect properties of 

individual place cells. In both the CA2-TeTX and CA2-DREADD mice we observed a subtle but 

spatially organized shift in pyramidal cell spiking. In the chronic blockade model this 

increase directly preceded the onset of the increase in LFP power, suggesting a buildup of 

excitation to levels sufficient to trigger a suprathreshold population event as the 

underlying cause for the network-wide pathophysiology. Following acute blockade the increase 



was less obvious, but also spatial in nature, with neurons with place fields shifting close 

to the peak of the ensemble activity increasing their firing while neurons distant from it 

decreased. These findings, combined with the increase in excitability we observed in the 

recurrent CA3 network, suggest one role of CA2-recruited inhibition in CA3 may be to 

modulate the sparsity and/or strength of CA3 recurrent attractor state networks. We 

speculate that the location of the build-up of excitation in a given context may be linked 

to a preexisting local maximum in the density of the representation that is reinforced in 

the absence of CA2-driven inhibition.  

 
まとめ 
Our data demonstrates profound effects of CA2 silencing on both the single neuron and network 

level, both ‘downstream’ in CA1 and ‘upstream’ in CA3. Moreover, we find a novel 

pathophysiology that manifests as spatially-triggered hyperexcitability. We believe our 

findings suggest a key role of CA2 transmission in the dynamic regulation of information flow 

in the hippocampal circuit. 

 
The Cacng5-Cre transgenic mouse allows genetic access to the pyramidal cells specifically in the 
CA2 region of the hippocampus. 
 
  



ドーパミンシグナルを介した精神疾患病態に関するマイクロエンドフェノタイプの解明	（平成25年度

～26年度）	

精神疾患病態におけるドーパミンシグナル関連マイクロエンドフェノタイプの解明	（平成27年度～28

年度）	

公募班員	 	 池田	 和隆公益財団法人東京都医学総合研究所	 	

精神行動医学研究分野	依存性薬物プロジェクト	

	

研究目的	

ドーパミンは、主要な精神活動や運動を制御する極めて重要な脳内物質であり、ドーパミンシグナル

の変調は精神疾患病態におけるマイクロエンドフェノタイプであると考えられる。ドーパミン欠乏	

マウスの解析は、ドーパミンシステムの機能解明において画期的な手法であるが、研究代表者らによ

り、従来の条件ではドーパミンが脳に残存していることおよび真に欠乏させるとマウスが多動になると

いう驚くべき実験結果が得られた。そこで、真のドーパミン欠乏マウスを解析することで、ドーパミン

シグナル変調というマイクロエンドフェノタイプが精神活動に与える影響を解明することを目的とし

た。具体的には、ドーパミン欠乏時における以下の解明を目的とした。(1)異常行動に対する定型、非

定型抗精神病薬の効果、(2)活動を制御する脳領域の同定、(3)発現変化する遺伝子群の同定、(4)異常

行動を制御する脳内システムの同定。	

	

研究背景	

ドーパミンは、快情動、人格、注意など主要な精神活動や運動を制御する極めて重要な脳内物質であ

る。ドーパミンシグナルの変調は精神疾患病態におけるマイクロエンドフェノタイプであると考えられ

る。	

連携研究者の小林和人らとPalmiterらは、遺伝子組換え技術を駆使してそれぞれ独立にドーパミン欠

乏マウスを作出し、このマウスが顕著な運動量低下を示すことを報告した。また、Palmiterらはこのマ

ウスを用いることで、モルヒネの報酬効果がドーパミンシステムに依存しないことなど、ドーパミンシ

ステムの生理的役割に関する研究報告を一流誌に数多く発表した。しかし、研究代表者らは、このマウ

スでは、L-ドーパ（ドーパミンの前駆体であり、このマウスの生存には継続的な投与が必要）の投与中

止24時間後（Palmiterらの実験条件）では細胞外ドーパミン量が野生型マウスの2％ほどは残存してい

ること、L-ドーパ投与中止72時間後では検出限界以下であること、また、72時間以降ではむしろ多動を

示し、この多動は定型抗精神病薬であるハロペリドールを投与しても抑制されない（図1）という予想

外の予備的実験結果を得ていた。そこで、真のドーパミン欠乏マウスを解析することで、ドーパミンシ

グナル変調というマイクロエンドフェノタイプが精神活動に与える影響を解明できると考え、本研究を

着想した。	

	

研究結果	

ドーパミン欠乏マウスは、ドーパミンの前駆体であるL-DOPAを毎日投与することで長期間飼育するこ

とができた。3日間のL-DOPA断薬後に移所運動量試験を行った結果、ドーパミン欠乏マウスは初期には

低活動であったが、30分間に徐々に行動量が増加し、その後測定した5時間は顕著な活動亢進を示し

た。定型抗精神病薬のハロペリドールを投与したところ、野生型マウスでは強い鎮静効果が現れたのに

対して、ドーパミン欠乏マウスの活動量は亢進したままであった。一方、非定型抗精神病薬のクロザピ

ンを投与したところ、野生型マウスと同様にドーパミン欠乏マウスにおいても移所運動量が顕著に低下

した。クロザピンには多数の作用点が知られているが、それぞれの作用点に特異的な薬物を投与したと

ころ、ムスカリニックアセチルコリン受容体作動薬がクロザピンと同様に移所運動量を低下させること

が明らかとなった。次に、マイクロダイアリシス分析により、線条体におけるアセチルコリンの細胞外



濃度を測定した。その結果、ドーパミン欠乏マウスは細胞外アセチルコリン量が有意に低下しているこ

とが明らかになった。さらに、ドーパミン欠乏マウスの脳を採取し、免疫組織化学解析、ウェスタンブ

ロット解析、遺伝子発現解析を行ったところ、アセチルコリン合成酵素であるコリンアセチル転移酵素

の遺伝子発現および蛋白質量が有意に低下していることが明らかになった。これらの結果より、ドーパ

ミンが枯渇することによる異常行動にはアセチルコリンシステムが関与していることが分子レベルで明

らかとなった。	

最後に、ドーパミン欠乏マウスの活動量亢進時の神経活動を野生型マウスと比較し、解析した。c-

fos発現を指標に検討したところ、ドーパミン欠乏マウスの線条体の一部領域および海馬CA1、CA3領	

域において、c-fos発現細胞数が多く、神経活動が過剰になっていることが認められた。	

	

まとめ	

ドーパミン量が過剰になると、活動量の亢進や精神症状が現れ、抗精神病薬によってドーパミンシグ

ナルが抑制されるとそれらの症状が改善する（図1A）。また、ドーパミン量が不足すると、活動量が低

下してパーキンソン病(PD)の症状が現れ、L-DOPAなどによりドーパミン量を増加させるとそれらの症状

が改善すると考えられてきた（図1A）。しかし、連携研究者の小林和人らが遺伝子組換え技術を駆使し

て作出したドーパミン欠乏マウスの活動量を評価したところ、ドーパミンがほぼ完全に欠乏した状態で

あるにもかかわらず、新奇環境曝露下での活動量がむしろ亢進することを見出した。そこで、この活動

量亢進がどのような機序で引き起こされているのかを探るため、ドーパミン欠乏マウスの亢進した活動

量を抑制する薬剤を探索した。定型抗精神病薬であるハロペリドールは無効だったのに対して、非定型

抗精神病薬のクロザピンはドーパミン欠乏マウスの活動量を抑制した。つまり、ドーパミン量が極端に

減少するとむしろ活動量が亢進し、この異常行動はハロペリドールでは抑制できず、クロザピンによっ

て抑制された。	

クロザピンの作用点は多数あるので、それぞれに特異的な薬剤の効果を調べたところ、ムスカリニッ

ク受容体作動薬のオキソトレモリンがドーパミン欠乏マウスの活動量を抑制した。さらに、マイクロダ

イアリシス、遺伝子発現解析、免疫組織化学解析によって、ドーパミン欠乏マウスではアセチルコリン

が低下していることが示された。これらの結果より、ドーパミン欠乏時に活動量が亢進するメカニズム

として、ムスカリニック受容体の活動低下が考えられた。最後に、ドーパミン欠乏マウスの活動量亢進

時の神経活動を野生型マウスと比較し、解析したところ、ドーパミン欠乏マウスの線条体の一部領域お

よび海馬CA1、CA3領域において、神経活動が過剰になっていることが認められた（論文執筆中）。これ

らの領域は、新奇刺激によって活性化されることが報告されており、今回の解析から、新奇刺激に対す

る脳領域の活性化はドーパミン非依存的であることが認められた。また、複数回曝露による馴化によっ

てこれらの領域の活性化が低下することも報告されていることから、ドーパミン欠乏マウスの活動量亢

進にはこれらの領域の過剰な活性化が関与する可能性が示唆された。これらより、ドーパミンはこれら

の領域の活性化を抑制し、馴化による活動量の低下に関わる可能性があると考えられる。	



	
図1：細胞外ドーパミン量と活動量の関係および疾患と治療薬との関係の新旧モデル	

（A）従来の考え方。（B）新しい考え方。ドーパミン量が極端に不足すると、活動量が亢進して精神病

症状が現れ、クロザピンによりそれらの症状が改善する。	

 
  



微細な組織構築変化をマイクロエンドフェノタイプとする精神神経疾患の病態解明	

（平成25年度〜28年度）	

公募班員	 	 久保	 健一郎	 慶應義塾大学医学部・解剖学	

	

研究目的	

精神・神経疾患に罹患した患者の死後脳では微細な組織構築の乱れが報告されることがあり、その要

因の一つとして、発生過程における神経細胞移動の障害が想定されている。このため、本研究では、神

経細胞移動の障害が、どのように精神・神経疾患の病態に関与するのかを明らかにすることを目的に研

究を進めた。我々は、かねてより、精神・神経疾患を引き起こす遺伝要因が、神経細胞の移動障害が起

こる可能性を示唆してきた。しかし、精神・神経疾患の発症には、遺伝要因のみならず、環境要因の関

与も重要であるとされる。このため、果たして環境要因によって神経細胞の移動障害が生じるのかを検

証した。そして、これらの神経細胞の移動障害が、どのような病態に関わるのかを明らかにするため

に、人為的に神経細胞の移動障害を引き起こしたマウスを作成して、病態の理解を試みた。また、神経

細胞の移動に関わる分子細胞メカニズムについても解析を行った。	

	

研究背景	

統合失調症や自閉スペクトラム症をはじめ、種々の精神・神経疾患が神経発達障害として捉えられる

ようになった。統合失調症や自閉スペクトラム症に罹患した患者の死後脳では微細な組織構築の乱れが

報告されることがあり、発生過程における要因に起因してそれらの構造変化が起こることが想定されて

いる。特に、大脳新皮質の白質に存在する神経細胞数の増加は、統合失調症で再現性よく観察される所

見の一つであるとされる。より発達神経障害としての色彩が強い疾患ともいえる、自閉スペクトラム症

でも、近年、白質内の神経細胞数の増加が報告されている。	

この白質内の神経細胞数の増加がどのような要因によって生じるのかについては諸説あるが、古くか

らある説の一つは、神経細胞の移動が障害された結果、白質内の細胞数が増加するという説である。し

かし、この白質内の神経細胞数の増加が、実際に神経細胞移動の障害の結果によって生じるのか、ま

た、それが病態にどのように関与するのかについては不明である。	

	

研究結果	

環境要因による神経細胞移動と脳機能への影響の解明	

精神・神経疾患を引き起こす遺伝要因のみならず、環境要因によっても、脳に神経細胞移動の障害が

生じることを明らかにした。特に、代表的な環境要因である発達段階の虚血が、神経細胞移動の障害に

起因する脳の微細な組織構築の変化を生じ、その後の認知機能障害を引き起こすことを見いだした。	

ヒトで発達段階の虚血が関わる病態の一つとして、妊娠週数28週未満に生まれる超早産児の脳虚血が

挙げられるが、超早産児が虚血を経験する時期の脳において、神経細胞の移動が続いているのかどうか

は不明であった。そのため、まず、ヒト胎児の脳の組織切片を用いた解析を行った。その結果、超早産

児が生まれる時期である（超早産児が超虚血を経験する時期でもある）妊娠22週以降においても、大脳

皮質の神経細胞移動が続いていると考えられた。さらに、虚血性の脳障害を合併した超早産児の脳の標

本を調べると、多くの神経細胞が移動経路の途中である白質内に留まっている所見が観察された。	

そこで、神経細胞の移動度が、ヒトの妊娠週数25週程度に相当する時期のマウス胎仔に虚血操作を加

え、マウス子宮内電気穿孔法を用いて神経細胞の移動を観察した。すると、実際に、虚血によって神経

細胞の移動が遅れ、白質内にとどまる神経細胞数が増加した。また、灰白質まで移動した神経細胞につ

いても、最終配置に微細な変化が生じていた。このような胎児期に虚血を経験したマウスには、成育し

たのちに、認知機能障害が生じた。この時、マウス子宮内電気穿孔法を用いて、ラベルされた神経から

伸びる軸索を観察すると、形成される回路にも変化が生じていた。	



	

白質内の神経細胞が脳機能に及ぼす影響の解明	

脳の発生段階における神経細胞の移動障害と、その結果として生じる白質内の神経細胞数の増加が引

き起こす病態を明らかにするために、これまでの知見等をもとに、人為的に白質内の神経細胞数の増加

を引き起こすことを試みて、白質内の神経細胞の異所性凝集塊である、ヘテロトピア（heterotopia）

を作成した。	

大脳皮質の表層（II/III層）に位置する神経細胞は、反対側の大脳半球へと軸索を伸ばし、皮質と皮

質の間の結合を担うが、ヘテロトピアが存在すると、軸索の伸長が、ヘテロトピアまで届いた所で止ま

ってしまい、本来の、反対側の大脳皮質の表層へ伸びる軸索が大きく減少していた。行動の特徴を調べ

ると、ヘテロトピアを持っているマウスでは、前頭葉機能が低下していた。電気生理学的計測を行った

ところ、前頭葉の神経活動に変化が生じていた。	

さらに、DREADD（designer	receptor	exclusively	activated	by	designer	drug）システムを活用し

た神経細胞の活動調節を行った。その際のマウスの行動を調べてみると、ヘテロトピアを含む脳の領	

域にある神経細胞の活動を活性化した場合に、低下した前頭葉の活動が回復した。これら結果から、本

来の位置と異なる場所に形成された白質内の神経細胞は、これまで想定されていなかったような脳の離

れた場所の活動に影響を与え、症状を引き起こす可能性があることが明らかになった。	

	

神経細胞移動の分子細胞メカニズムの解明	

このように、神経細胞移動の障害とそれによって生じる細胞配置の変化は、精神・神経疾患のマイク

エンドフェノタイプの候補の一つと考えられた。このため、本研究では、神経細胞の移動に関わる分子

メカニズムについても明らかにした。また、神経細胞の移動の細胞メカニズムとして、これまで不明で

あった、海馬における神経細胞の移動様式を解析したところ、新規の移動様式を見出したため、「クラ

イミング様式」と命名して報告した。	

	

まとめ	

今回の研究によって、精神・神経疾患を引き起こす遺伝要因のみならず、環境要因によっても神経細

胞の移動障害が起こり、その結果として生じる神経細胞配置の変化が脳機能に影響を及ぼすことが明ら

かになった。また、マウスにおいて人為的に神経細胞配置を変化させたところ、回路形成に変化が生

じ、神経細胞配置が変化した部位から遠く離れた、前頭前皮質に影響を与えて動物行動の異常が生じる

ことを見出した。この結果からは、これまでに想定されていなかった、神経細胞配置の変化がもたらす

脳機能への広範な影響が示唆され、従来は大脳皮質の形成障害に付随的に生じたに過ぎないと捉えられ

ていた神経細胞配置の変化が、むしろ積極的に精神・神経疾患の病態に関与している可能性も出てき

た。	

このように、神経細胞移動の障害とそれによって生じる微細な組織構築の変化は、精神・神経疾患の

マイクエンドフェノタイプの候補の一つと考えられた。今後、マウスとヒトの知見を照らし合わせなが

ら、微細な組織構築の変化がどのように精神・神経疾患の病態に関与しているのかを明らかにしていき

たい。	



	
代表的環境要因の一つである発達期の脳虚血が神経細胞の移動を障害し、マイクロエンドフェノタイプ

の候補の一つである脳の微細な組織構築変化（神経細胞配置および回路形成における変化）を生じるこ

とを明らかにした。また、神経細胞の移動障害・配置変化を人為的に引き起こしたマウスモデルを作成

して解析を行うと、マウスの前頭葉機能に影響が生じた。	

 
  



精神病態脳における大規模２光子解析法の開発	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 喜多村	 和郎	 山梨大学	

	

研究目的	

精神疾患は、シナプスの機能破綻が神経回路形成や機能異常を引き起こすことが原因であると考えら

れているが、現状で生きた脳、特に覚醒行動中のシナプス機能を評価できる技術は確立されていない。

そこで、本研究では、高速３次元で広範囲の神経細胞およびシナプスの活動を捉えることのできる２光

子イメージング法を確立することを目的とした。	

	

研究背景	

現在、動物個体の脳において深部からの細胞及びシナプスの活動を観察できる方法は２光子顕微鏡を

おいて他にはない。最近では、共振ミラーなどを用いた高速走査によって神経活動をリアルタイム

（30Hz）で捉えることが可能となっているが、一般的には同時に観察できるのは1つの観察平面内（厚

み数マイクロメートル）であり、3次元の脳組織中に分布する細胞やシナプスの活動を同時に観察する

ことは難しい。ピエゾを用いた焦点走査によって3～4Hzの速度で体積走査することは可能であるが、す

べての活動を正確に捉えるためには、より高速・高感度の3次元イメージングが必要不可欠である。ま

た、通常の2光子顕微鏡では高い開口数を持つ対物レンズを用いる必要があり、用いる対物レンズの倍

率が制限されることから視野が0.5mm四方程度に限られていた。本研究ではこれらの制限を克服してよ

り多数の神経細胞やシナプスからの活動を観察できる顕微鏡法を確立することを目指した。	

	

研究結果	

	 まず、高速3次元で神経細胞及びシナプスの活動を捉えることのできる2光子イメージング法を確立し

た。具体的には、共振ミラーを用いた100Hzの平面走査とピエゾによる焦点走査を組み合わせた顕微鏡

を用い、制御プログラムを最適化することによって、128×128ピクセルの解像度で、500μm×500μm×

150μmの体積をz方向に10平面、8Hzの速度で観察できる2光子顕微鏡システムを構築した（左図）。観

察例として、小脳プルキンエ細胞にGCaMP6fを発現させたマウスにおけるカルシウムイメージングを行

った結果、脳表面近くの樹状突起から深さ約150μmのプルキンエ細胞層までの10平面をおよそ8Hzでカ

ルシウムイメージングによる活動観察が可能なことが確認できた。さらに、覚醒行動中のイメージング

で問題となる揺れ補正について、時間的に連続する2つの画像間の2次元相関を用いて補正する方法を確

立し、100Hzのサンプリング速度で平面内の揺れについてはほぼ完全に補正できることを確認した。ま

た、カルシウムイメージングの解析に必須である関心領域（ROI）の抽出について、ピクセル輝度値の

相互相関を求めることによる自動抽出法を実現した。これら、高速な体積走査で取得される大容量画像

解析の半自動化によりデータ解析の効率化に成功した。計算時間の点では、まだ改善の余地が残されて

いるため、最新の画像解析手法などを取り入れることで更なる改良を進めていく。	

	 ピエゾによる焦点走査では、最大でも10平面で8Hzの走査しか実現できないために、特にスパインイ

メージングでは取りこぼしが多い。さらに高速かつ高密度の観察手法の開発に取り組んだ。平面走査に

ついては共振ミラーを用いれば最大で100Hzの走査が可能であるため、焦点走査の高速化を目指して、

超音波変調レンズ（TAGレンズ）を導入した。超音波レンズとは、音響光学素子の一つで超音波を与え

て屈折率の勾配を作ることができるものであり、与える周波数によって屈折力を超高速（最大500kHz）

で変化させることができる。TAGレンズを顕微鏡光学系に組み込み、2光子顕微鏡の平面走査の各ピクセ

ルの滞在時間内に高速で焦点走査するシステムを構築した。この方法を用いることで、通常の2光子顕

微鏡のZ方向の励起距離である数ミクロンを数十倍に拡大して50～100μm程度まで拡張できることを確



認した。これを用い、大脳皮質錐体細胞樹状突起イメージングを行った。TAGレンズOFFの状態では通常

の励起体積のため、深さ方向に2～3μmの厚みにある部分しか観察できないが、TAGレンズを用いること

でより多くの樹状突起が可視化できることを確認した。現在はZ方向に拡張された点分布関数（PSF）に

よるイメージングを行っているため100μmの厚み内に存在する樹状突起の2次元投影像として画像取得

をしているが、今後、深さ方向の情報を分離することで完全な高速3次元イメージングが可能なシステ

ムを構築する。これらの改良により、これまで同時に観察できるスパインは最大でも30個程度であった

ものを10倍程度まで拡張することが可能であると期待される。	

	 広範囲の2光子イメージングについては、現在盛んに新しい方法の開発が進められているが、いずれ

も独自の光学系で特注の対物レンズ等が必要とされており、市販されているものは非常に高額である

し、独自のシステムは顕微鏡の専門家でなければ利用することが難しい。そこで、一般的な通常の2光

子顕微鏡を用いて、もう少し簡便に広範囲の観察が可能かどうかを検討した。市販されている低倍率の

対物レンズ（×10）を用いることで、約1mm四方の視野で単一細胞の活動観察が可能であることを確認

した。より低倍率（×4）の対物レンズを用いた場合は、さらに広範囲（約3mm四方）の観察が可能であ

ったが現在のところ単一細胞の解像度を得るためには観察速度を下げる必要がありさらなる最適化が必

要であると考えられた。	

	 また、覚醒マウスの大脳皮質体性感覚野第２／３層錐体細胞におけるスパイン活動の解析を行った

（右図）。これまで覚醒時のスパイン活動観察の報告はあまりないが、手術や固定法などを工夫するこ

とで揺れの問題は実用可能な程度まで改善できることがわかった。安静時およびヒゲ刺激時に活動する

スパインの分布を調べたところ、以前麻酔下で報告した（Takahashi	et	al.,	Science,	2012）のと同

様に、近傍に位置するスパインが同期した入力を受ける確率が高くなっていることがわかった。さら

に、麻酔下ではあまり観察されない、樹状突起におけるカルシウム上昇が覚醒時には観察された。現

在、これらの樹状突起活動が樹状突起スパイク（文献1）のような活動を示しているのか、感覚入力と

の相関があるのかなどについてより定量的な解析を行っているところである。	

	

まとめ	

本研究では、より広範囲を高速に観察することのできる2光子顕微鏡システムの開発と改良を行っ

た。その結果、従来の方法と比べて10倍程度、高速かつ広範囲に神経細胞やスパインを同時に観察する

ことが可能となった。今後は、さらにシステムの最適化を施すことでより高解像度な観察を目指した

い。また、高速・広範囲の観察に伴って得られる大量データの圧縮および解析方法の確立が必須となっ

てくるが、逆に解析方法に適した観察方法の改良も必要になってくると考えられる。今後、これらの方

法を用いて、まず正常脳において知覚や運動のみならず、判断や高次機能の神経回路および樹状突起メ

カニズム（文献1）を明らかにするとともに、精神病態モデル脳においてこれらの活動が行動異常とど

のように結びついているのかを明らかにすることへと発展させていきたい。	

	



（左）小脳プルキンエ細胞にカルシウムセンサーGCaMP6fを発現させ、15μmごとに10平面のvolume	

scanningを行った。（右）覚醒マウスにおける大脳皮質体性感覚野第２／３層錐体細胞樹状突起のカル

シウムイメージング。覚醒状態において安静時および感覚刺激時のスパインの活動を安定して観察する

ことが可能。	

  



高精細全脳イメージングによるマイクロ精神病態の探索	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 橋本	 均	 大阪大学大学院薬学研究科	 教授	

	

研究目的	

認知・精神活動や運動の調節など、様々な機能を制御する脳は、多数（マウス脳は約１億個、ヒト脳

では約1000億個）の細胞（神経細胞やグリア細胞と呼ばれる細胞）で構成され、領域や神経回路毎に異

なる機能が担われている。そのため、脳疾患の解明のためには、全脳細胞の形態・機能を捉え、仮説を

設定することなく、その中に潜む症状と相関する変化を見出し、それを手掛かりに病態と治療機序の究

明を目指す研究が必要である。	

本研究の目的は、疾患モデル動物における脳細胞の形態・機能変化およびそれらと疾患モデルの表現

型との関連を全脳レベルで解析して、新たなマイクロエンドフェノタイプを明らかにすることである。	

	

研究背景	

精神疾患は、複雑な遺伝子と環境因子の相互作用が脆弱性や発症に関わると考えられているが、ヒト

病態脳組織へのアクセスの困難さなどから、その分子病態の理解は進んでいない。我々はこれまでに、

例えば、下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド(PACAP)遺伝子欠損マウスの表現型や薬物応

答性が、統合失調症などのヒト精神疾患と類似する有用な動物モデルであることなどを示してきた。し

かしこれまでは技術的な限界があり、限られた脳部位に解析の対象を絞った中間表現型解析しか行えな

かった。	

そこで我々は最近、マウスの全脳細胞をサブミクロンの高精細でイメージングするシステム(FAST,	

block-face	serial	microscopy	 tomographyと命名)を開発し、正常脳と病態脳の全細胞レベルの比較

をノンバイアスに行うための画像解析システムの構築に取り組んでいる。	

本研究では、高精細な全脳イメージング法FASTの改良と、妥当性が高い疾患モデルマウスの全ての脳

細胞の分布、神経活動等をメゾスコピックに解析し、これまで検討されてこなかったマイクロ精神病態

を探索した。	

	

研究結果	

FASTは、脳組織の表面付近を、平面分解能1ミクロン以下、深さ方向5ミクロンで撮影したのち、その

一部をマイクロスライサーで切断・除去し、再び撮影することを繰り返して全体を撮影する連続切断法

と、高速な撮影が可能なスピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡を用いており、各部の構成やセッテ

ィングを精査して、マウス脳を2.4時間で撮影することが可能になった。この解像度では、従来よりも

数十倍高速であり、その速さを活かして多数の脳を撮影し、正常なマウスと疾患モデル動物の脳構造を

比較することも可能になった。また、全ての細胞の核(Hoechst33258染色)、脳血管(蛍光標識

tomatolectin染色)や血管作用性腸管ポリペプチド(VIP)発現介在神経細胞(VIP::tdTomatoマウス)の分

布情報を取得することに成功した5)。さらに、慶應義塾大学医学部	 田中謙二先生との当該領域内共同

研究によりオリゴデンドロサイト特異的に蛍光標識するマウスを用いて、オリゴデンドロサイトの分布

や形態情報を所得することに成功した(図B)。機能変化を捉えるため、神経活動により転写される最初

期遺伝子であるArc	遺伝子のプロモーター制御下に不安定化蛍光蛋白質dVenusを発現するArc-dVenusマ

ウスを用い、全脳領域から活性化した神経細胞の細胞体や繊維構造を捉えることにも成功した。	

単一細胞を識別する空間解像度を維持したまま高速化したことにより、非ヒト霊長類コモンマーモセ

ットの全脳（京都大学霊長類研究所	 高田昌彦先生、井上謙一先生との共同研究）や、ヒトの脳（死後

脳）を高精細にイメージングすることも可能になった。さらに、福島県立医科大学	 矢部博興先生、國

井泰人先生らとの領域内共同研究により、ヒト死後脳組織片(視覚野)を核染色し、過去最大の自動での

高精細イメージングにも成功した。	



次に、統合失調症のマウスモデルとして考えられるNMDA受容体阻害薬MK-801投与マウスのマイクロ精

神病態の探索を実施した。単一細胞レベルの脳活動マップを作製し、仮説なしに正常マウスと疾患モデ

ルマウスの神経活動パターンを網羅的に比較した。その結果、これまでに着目されてこなかった内側眼

窩前頭皮質が活性化していることを見出した。一方で、MK-801投与マウスと同様に多動を示すメタンフ

ェタミン投与マウスの脳では、内側眼窩前頭皮質の活性化はみられなかった。また、内側眼窩前頭皮質

を化学的に損傷すると、MK-801により誘発される行動異常が一部抑制されることがわかった。さらに、

定型抗精神病薬ハロペリドールは内側眼窩前頭皮質の活性化を抑制しないが、非定型抗精神病薬クロザ

ピンは、MK-801による内側眼窩前頭皮質の活性化を抑制することがわかった。	

	

まとめ	

今回、高精細な全脳解析システムFASTを高速化し、精神疾患の創薬への橋渡し研究に必須な非ヒト霊

長類の全脳やヒト死後脳の大規模高精細イメージングを達成した。さらに、統合失調症モデルマウスの

脳全体での神経活動を細胞単位で解析し、その特徴的な神経活動パターンを明らかにした。特に、これ

まで疾患との関連が知られていない内側眼窩前頭皮質の活性化は、統合失調症の新たなマイクロ精神病

態となりうるものである。	

今後、FASTを用いた様々なモデル動物やヒト死後脳の解析を実施し、ヒト精神疾患病態および治療効

果の作用機序の解明に貢献することが期待される。	

	
A.	イメージングシステムFAST	の全景。スピニングディスク方式の共焦点顕微鏡、マイクロスライサ

ー、自動ステージを連動させ、脳組織切片画像を連続して撮影する装置を開発した。	

B.	全脳イメージングによるオリゴデンドロサイトの脳内分布の可視化。オリゴデンドロサイトが蛍光

標識されるPLP:ChR2-EYFP	マウスの脳(	慶應義塾大学医学部、田中謙二先生との共同研究)	をFAST	に

より撮影し、三次元再構築後の冠状面、矢状面、横断面を示した。	

C.	ヒト死後脳組織の三次元イメージング結果。視覚野の一部(	福島県立医科大学、矢部博興先生、國

井泰人先生らとの共同研究)	を核染色し、FAST	により撮影した。高速化により、従来よりもサイズの

大きい死後脳組織片を自動イメージングすることが可能になった。	

D.	活性化した神経細胞を蛍光標識できるArc-dVenus	マウスを用いて、統合失調症モデルと考えられて

いるNMDA	受容体拮抗薬MK-801	投与マウスを解析した結果、眼窩前頭皮質に顕著な活動の亢進が認めら

れた。	

 
  



グリア細胞からみる精神疾患	

（平成24年度〜28年度）	

公募班員	 	 和氣	 弘明	 神戸大学	 大学院医学研究科	 システム生理学分野	

	

研究目的	

複雑に多様化する現代社会において、情動・認知といった高次脳機能に障害を呈する精神・神経疾患

の病態解明、治療法の開発が早急に求められている。私たちはこれまで中枢神経系の免疫細胞であるミ

クログリアに着目し、研究を行ってきた。近年、精神疾患の病態における中枢神経系の免疫異常が着目

されている。私たちはそのため、炎症になどに応じてその制御機構が破綻した結果としての精神疾患を

考えるに至った。そこで本研究では炎症によってミクログリアが変化し、シナプスの空間的活動制御機

構が失われ、また髄鞘化による神経伝導速度の調節が破綻することで、個々のシナプスまたは神経細胞

の発達・学習過程に伴う適切な可塑的変化が阻害されると考え、その結果学習行動異常、認知機能異

常、また感覚情報処理の異常が起こるメカニズムをグリア細胞の生理機能を明らかにすることで解くこ

とを目的とする。	

	

研究背景	

精神・神経疾患は神経回路の異常を主因とし、神経回路の恒常性を維持するメカニズムを考えること

は非常に意義深い。これまでの精神疾患の研究はその遺伝子異常、個々の神経細胞の性質の変化、行動

異常に主眼が置かれてきた。しかしながらその神経回路の特性の異常と行動異常を関連づけて詳細に検

討した研究はほとんどない。申請者はこれまでグリア細胞であるミクログリア、オリゴデンドロサイト

に着目し、グリア細胞がどのように神経回路の恒常性を維持しうるかを解明してきた（図1）。以下に

要点を示す。まず申請者は生きた動物に対する2光子顕微鏡に適応する技術開発をオリンパスとの共同

研究で行い、2008年に世界に先駆けて大脳皮質深部1mmからのイメージングに成功している。この技術

を用いて中枢神経唯一の免疫担当細胞であるミクログリアとシナプスの機能相関についての研究を行っ

た。これまでミクログリアはその活性化型と疾患について着目して研究が行われてきた。仮に、疾患発

症の結果、なんらかのシグナルによってミクログリアが活性化するのであれば、それは疾患への二次的

な関与と考えられるが、ミクログリアの生理的な機能の破綻が原因となってその疾患が起こるのであれ

ば、それはミクログリアの一次的な疾患への関与と捉えることができる。その意味でミクログリアの生

理的な機能を調べることは非常に有意義である。これはミクログリアの疾患に対する二次的な関与では

なく、その生	

理的な機能の破綻から疾患を考え一時的な関与を持つという新しい提案である。これまで申請者はミク

ログリアがその生理的な状態でシナプスを監視し、可塑性の高い領域ではシナプスの除去にかかわるこ

とを示した(Wake	et	al.,	J.Neurosci,	2009)。この研究では神経回路の恒常性をミクログリアが監視

することを見出し、神経回路の恒常性の破綻という視点から発達障害、精神・神経疾患を考えるように

なった	(Wake	et	al.,	Trends	in	Neurosci,	2013)	

	

研究結果	

これまでヒトのPETを用いた研究で、統合失調症初期において、ミクログリアの活性化が認められるこ

とが明らかになっている。そこで本研究ではまずミクログリアの発達期における生理的機能の異常が20

代における統合失調症などの発症に寄与するのではないかと考え、まずミクログリアの生理機能を明ら

かにすることを試みた。私たちは特にこれまでシナプスとミクログリアに着目をして研究を行ってきた

ため、特に発達早期におけるこれらの関係に着目した。ミクログリアは発達期において大きく形態を変

化させることが知られている。そこでこれらの変化を検証するために、まずミクログリアの発達におけ

る変化をIba-1mRNAの発現を検証したところ、p	8-11ではその後の週齢よりも特異的に上昇しているこ



とがわかった。そこでミクログリア特異的に緑色蛍光タンパク質を発現するマウス(Iba1-GFPマウス)の

神経細胞に子宮内電気穿孔法で赤色蛍光タンパク質を発現させ、p	8-11の発達早期において、ミクログ

リアの神経細胞に対する作用を生体で２光子顕微鏡を用いて可視化した。その結果ミクログリアは樹状

突起に接触することで、特異的にシナプス形成を促進していることが明らかとなった。これはその後の

週齢では観察できないことからp	8-11特異的であることが明らかとなった。さらにそのメカニズムとし

てミクログリアが樹状突起に接触することで、樹状突起内のカルシウム上昇を引き起こし、アクチンの

重合を促進することで引き起こされることがわかった。さらに、ミクログリアをp	8-11で特異的に除去

したマウスにおいては、成熟期のスパインの密度が減少し、電気生理学的に検証される機能的スパイン

の減少も認めたことから成熟機能的スパインの形成にも寄与することが明らかとなった。さらにミクロ

グリアを除去したマウスにおいては大脳皮質４層から2／	3層の機能的結合を減少することから、特定

の神経回路の機能的結合にも寄与していることがあきらかとなった(Miyamoto	et	al.,	Nature	Commun,	

2016)。	

さらにミクログリアは神経細胞の過興奮を起こすような病態(てんかんや統合失調症)などにおいてもそ

の神経細胞に保護的に働くメカニズムを明らかにした(Kato	et	al.,	eNeuro,	2016)。	

	

まとめ	

これまでミクログリアが経験依存的に起こるシナプス除去過程にシナプスを貪食することで関わること

が明らかにされている。本知見を合わせることでミクログリアは発達期において厳密にシナプス数を制

御司、この生理機能が損なわれることで発達障害・精神疾患に関わることが示唆される。今後成熟期に

おけるミクログリアの生理機能及び病態時の変化を明らかにすることでミクログリアの階層的な生理機

能から病態の発症を検証することが可能となり、ミクログリアを治療標的とした治療法が開発されるこ

とを期待する。	

 
 
  



各種精神疾患のde	novo発症に共通に関連する遺伝子の機能解析と病態解明	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 星野	 幹雄	 国立精神神経医療研究センター	 部長	

	

研究目的	

AUTS2遺伝子は、そのde	novo変異によって、統合失調症、自閉症スペクトラム障害(ASD)、うつ病、

薬物依存、てんかんなどの、様々な精神疾患を惹起するとされている。しかし、この遺伝子の異常がい

かにして多様な精神疾患・精神障害を引き起こすのかは未だに不明である。我々は、AUTS2遺伝子の破

壊のされ方の違いによって、脳発達異常の種類と重篤度が異なり、結果として異なる種類の疾患が惹起

されるのではないかという仮説を立てた。本研究では、AUTS2ゲノムに異なる変異を持つマウスを作成

し、それを解析することによって、この仮説について検証を試みた。	

	

研究背景	

ヒトAutism	Susceptibility	Candidate	2	(AUTS2)	遺伝子は、当初、ASD、てんかん、ID、ADHDなど

の精神症状を示す患者で、相互転座、DNA欠失および付加、などの異常が報告されていたが（Trends	in	

Genetics,	29,	600-,	2013)、さらに最近では統合失調症患者においても様々な変異が見つかってきた

(Molecular	Psychiatry	19,	652-658,	2014)。特筆すべきことには、ほとんどすべてがde	novo変異で

あり、ヘテロ接合体発症である。しかも、ヒトAUTS2遺伝子が極めて大きいゲノム構造を持ち(〜

1.2Mb)、変異の入りやすい極めて脆弱な領域に存在する	(Science	316,445-449,	2007)。これらのこと

から、AUTS2におけるde	novo変異は、特定の種類の精神疾患というよりも、統合失調症やASDを含む精

神疾患に広く関係すると考えられている。しかしながら、AUTS2は発生途上~成体の大脳、海馬などの神

経細胞に広く発現するが、その分子機能や生理機能は全く不明である。それ故に、AUTS2の異常による

精神疾患の病態の解明も全く進んでいない。ただいくつかの状況証拠から、AUTS2分子は核で機能する

と広く信じられていた。	

我々は、核で働くという先入観を排して、AUTS2が細胞質蛋白質として機能すること、そしてRhoファ

ミリーG蛋白質であるRac1を活性化し、Cdc42を不活性化することによって、アクチン細胞骨格系を制御

することを明らかにした。また、ノックアウト(KO)マウスを新たに作製し解析し、この分子が神経細胞

移動や神経突起伸長に関与することを明らかにした。しかし、シナプス形成に関与するのかなど、研究

開始当初の時点で不明な点は多かった。	

さらに、米国のグループが、AUTS2が核内においてPolycomb	 Complex2の構成因子の一つとして作用

し、さまざまな遺伝子の発現を調節している可能性を示しており、ますますこの遺伝子の持つ機能の多

様性が示された。この遺伝子は複数の分子機能を持つことから、この遺伝子の破壊のされ方によって、

分子機能の部分的欠損などが生じ、それによってさまざまな種類の精神疾患が惹起されるのではないか

という可能性が示唆されていた。	

	

研究結果	

AUTS2には、Full-length	isoformとshort	isoformの二つのアイソフォームがある。Full-length	

isoformには細胞骨格制御活性、転写制御活性があるが、このshort	isoformの機能は未だに不明であ

る。我々は、ES細胞を用いて、タイプAおよびタイプBの遺伝子改変マウスを作成した。タイプAアリル

は二種類のアイソフォームの両者の発現を失うものであり、タイプBアリルはFull-length	isoformの発

現は失うが、short	isoformの発現はむしろ増大する、というものであった。両アリルともホモ接合体

で生後致死であること、そしてヒト疾患のほとんどはヘテロ接合体発症であることから、我々はタイプ

AおよびタイプBのヘテロ接合体マウスを用いて、行動解析した（表）。	

運動能力を見るLocomotor	activity	testでは、タイプAヘテロ変異マウスでは活動量が大きく低下す



るのに対して、タイプBについては活動初期のみ低下が観察された。Open	Field	Testでは、中心部への

滞在時間がタイプAでは増加したが（不安の低下）、その表現型はタイプBでは認められなかった。

Elevated	Plus	Maze	Test	（高架式十字迷路）では、タイプA変異マウスではOpen	arm	time,	Open	arm	

entryの両者で増加が認められたが（不安の低下）、タイプBでは後者のみで増加が認められた。一方で

3チャンバー式社会性行動実験では、タイプAでは異常が見られなかったが、タイプBでは

Sociability,Social	Noveltyの二項目共に異常が認められた。Novel	Object	Recognition	Testでは、

タイプA、タイプB共に記憶力の低下が認められたが、Fear	Conditioning	Testでは音依存性の記憶がタ

イプA変異マウスのみで認められた。Prepulse	Inhibition	Testは、タイプBのみに異常が認められた。

また、聴覚および痛覚については、タイプAおよびタイプBの両者で、知覚過敏が観察された。	

	

まとめ	

本研究において、AUTS2遺伝子の壊れ方の違う二種類のマウス系統で、異なる種類の行動異常が検出

された。AUTS2は1.2MBにもおよぶ長大な遺伝子であり、しかもde	novoに変異が入りやすいゲノム領域

であることが知られている。ここに様々な種類の変異（欠失、転座、重複、塩基置換等）が入ること

で、遺伝子発現の時期、領域、あるいは発現アイソフォームの種類などが変化し、神経回路形成に異常

を来し、その異常の度合いと種類によって、多様な重篤度の多種類の精神疾患が惹起されるのではない

かと考えられた。今回の研究結果は、この仮説に対する一つの状況証拠を提示している。現在は、ヒト

のASD型および統合失調症型のゲノム変異を再現したマウス系統の作成中であり、近い将来、その系統

を使って行動解析および脳の形態・機能解析を行いたいと考えている。	

 
 
 
  



新規モデルマウスを用いた自閉症マイクロエンドフェノタイプの解明	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 中山	 敬一	 九州大学生体防御医学研究所分子医科学分野	

	

研究目的	

近年、大規模な原因遺伝子探索がおこなわれクロマチンリモデリング因子Chromodomain	Helicase	

DNA-binding	8	(CHD8)	が最も有力な自閉症スペクトラム障害（autism	spectrum	disorder：ASD）の原

因遺伝子候補として報告された。そこでわれわれはASD患者のCHD8変異を再現したモデルマウスを作製

し行動解析をおこなったところ、予想通り自閉症様の行動異常が観察された。本研究ではこのCHD8変異

マウスをASDモデルとして用い、ASDの発症メカニズムを解明する。クロマチンリモデリング因子である

CHD8の変異は遺伝子発現に影響すると考えられるため、予備検討として次世代シークエンス技術を用い

た遺伝子発現パターンの解析を行ったところ、CHD8変異マウスにおいて神経発生のマスターレギュレー

ターであるRESTが活性化しており、これに伴って神経発生が遅延していた。そこでRESTの異常活性化と

神経発生遅延がASDの発症原因であると考え、ASDモデルマウスにおいてこれらのマイクロエンドフェノ

タイプによるASD発症メカニズムの解明を行う。	

	

研究背景	

ASDは「社会性行動の障害」と「活動と興味の範囲の著しい限局性や固執傾向」を主な特徴とする発

達障害であり、発症頻度は人口の1%以上と非常に高いことから病態の解明と治療法の確立が急務となっ

ている。ASDの発症には遺伝的要因が強く関与することが知られており、これまでに多くの原因遺伝子

候補が報告されてきた。特に近年ASD患者を対象とした大規模なエキソーム解析が行われた結果、クロ

マチンリモデリング因子の一つであるCHD8が最も頻度の高いde	novo変異遺伝子として報告され、有力

なASD原因遺伝子候補として注目を集めている。しかしながら、これまでにCHD8の遺伝子変異がASDの発

症原因となる証拠は示されていなかった。	

CHD8はChromodomain	Helicase	DNA-bindingタンパク質の一つであるクロマチンリモデリング因子で

あるが、われわれはこれまでにCHD8がp53やβカテニンに結合し、これらの転写調節領域にヒストンH1

をリクルートすることで転写活性を抑制していることを報告してきた。Chd8をホモ欠損したマウスは胎

生初期に死亡するが3)、ASD患者で発見されたCHD8変異は全てヘテロ変異であったことに加え遺伝子の全

域に分布していたことから、CHD8のハプロ不全がASDの原因であることが示唆された。そこでわれわれ

はChd8ヘテロ欠損マウスがASDを発症していると予想した。	

	

研究結果	

CHD8の遺伝子変異をもつASD患者は典型的なASD症状に加えて、巨頭症と腸管の異常を高頻度で合併す

るという特徴がある。一方Chd8ヘテロ欠損マウスも脳重量が増加し、腸管運動が低下する傾向を示すこ

とから、やはりASD患者の特徴を再現していた。さらにASD患者の多くに不安の増加がみられることか

ら、Chd8ヘテロ欠損マウスに「オープンフィールド試験」「明暗選択箱試験」「高架式十字迷路試験」

という3つの独立した行動試験をおこない、不安の強さを検証したところ、いずれの試験においても

Chd8ヘテロ欠損マウスは顕著に不安様行動の増加を示し、ASD患者の症状を再現していた。次にASDの主

要な症状である固執傾向と社会性行動について検証した。まず「T字迷路試験」を用いて記憶学習と固

執傾向を評価したところ、Chd8ヘテロ欠損マウスは記憶学習には異常が見られなかったものの、野生型

と比較して強い固執傾向が観察された。さらに「社会的行動試験」を用いて社会性行動を観察したとこ

ろ、Chd8ヘテロ欠損マウスは初対面のマウスの近くにいる時間は長くなるものの、コミュニケーション

行動である追いかけ行動や臭い嗅ぎ行動は減少していた。この行動異常はASD患者の「受動型」と呼ば

れるタイプのコミュニケーション障害に類似している。Chd8ヘテロ欠損マウスで観察されたこれらの行



動異常はヒトASDの症状によく似ており、これはCHD8のハプロ不全によってASDが発症したことを示唆す

るものである（図1）。	

CHD8はクロマチンリモデリング因子であることから、われわれは遺伝子発現制御の異常がASDの発症

原因であると推測した。この仮説を検証するためRNA-seq解析をおこないChd8のヘテロ欠損によって発

現が変化した遺伝子を探索したが、予想外に顕著に発現量が変化した遺伝子はほとんど検出できなかっ

た。われわれは「少数の遺伝子の大きな変化ではなく、それぞれは小さい変動ながらも多数の遺伝子変

化の相乗効果がASDの発症に関与している」と推測し、遺伝子の発現量変化を個々の遺伝子ではなく遺

伝子セットとして解析する手法であるGene	set	enrichment	analysis	(GSEA)を用いて遺伝子の発現変

化を解析したところ、Chd8ヘテロ欠損マウスの脳内でASD患者の遺伝子発現パターンと似た遺伝子発現

変化が起きていることを発見した4)。特にシナプス関連タンパク質やイオンチャネルといった神経活性

に関わる遺伝子の発現低下が目立つことから、神経細胞の機能低下がASDの症状に関与している可能性

が示唆された。さらにこの中でも神経関連遺伝子の転写抑制因子であるRESTのターゲット遺伝子が最も

顕著に発現が減少しており、これに伴って胎生初期から中期の神経発達が遅延していた。つまりChd8ヘ

テロ欠損によってRESTが活性化した結果、神経発達が遅延したと考えられる。さらに興味深いことに、

RESTターゲット遺伝子の発現低下はヒトASD患者の死後脳のデータにおいても同様に観察されたことか

ら、RESTの活性化はヒトにおいてもASDに関与すると思われる。	

	

まとめ	

本研究はCHD8のハプロ不全がASDの原因となることを直接的に示した初めての報告であり、さらに

RESTの活性化がASD発症に関与することも今まで知られていなかったことから、これも本研究の重要な

発見である。われわれは本研究で得られた知見から「CHD8ハプロ不全によるRESTの活性化によって神経

発達が遅延した結果、ASDが発症する（図2）」という仮説を立て検証を進めている。また、Chd8ヘテロ

欠損マウスはヒトASDを再現するモデル動物であり、研究ツールとしてだけでなく創薬にも大いに役立

つことが期待される。われわれもすでに遺伝学的手法と薬剤投与による治療実験を始めており、ASDの

治療法の開発を目指している。

	



図1	 ASD患者の遺伝子変異を再現したマウスはASDを発症した	

ASD患者で発見された遺伝子変異は全てヘテロ欠損だったことから、Chd8	をヘテロ欠損するマウスを作

製することで遺伝子変異を再現したところ、このマウスは自閉症様の行動異常を示した。	

	
図2	 CHD8	遺伝子変異によるASDの発症モデル	

通常CHD8はRESTを抑制しているが、CHD8	に遺伝子変異が起こるとRESTの抑制が解除され、RESTが活性

化することで神経発達が障害される。われわれはこの神経発達の異常がASDの原因であると考えてい

る。	

 
  



新奇環境認知により活性化される単一ニューロン種のトランスクリプトーム解析	

（平成24年度〜28年度）	

公募班員	 	 奥野	 浩行	 京都大学・大学院医学研究科	 特定准教授	

	

研究目的	

大脳の認知機能の維持には神経活動依存的な遺伝子発現や蛋白質合成が重要な役割を果たしており、

これらの細胞遺伝子応答の異常・失調と神経発達障害や精神疾患病態との関連が示唆されています。特

に、外的からの感覚情報処理やその内的表現に関与する神経ネットワークにおける遺伝子発現応答の全

体像を把握することは健康な脳の情報処理機構のみならず、神経・精神病態の理解に極めて重要だと考

えられます。しかしながら、このような遺伝子応答は経験や生活履歴などによる個体差の影響も大き

く、これまでのところ統一的な理解には至っておりません。本研究では、認知課題や経験によって活性

化された大脳・海馬における神経細胞を可視化・同定することにより、脳スライスから実験群と対照群

の細胞を単一細胞レベルで採取し、細胞タイプ特異的、活性化ニューロン特異的なトランスクリプトー

ム解析を行うことを目的としました。	

	

研究背景	

神経細胞においてシナプス活動に応答して最初に発現誘導される遺伝子群は前初期遺伝子

（immediate-early	genes,	IEGs）と呼ばれ、シナプスの可塑性や恒常性の発現・維持に重要な役割を

果たしていると考えられています。私たちは、これまで神経特異的なIEGの一つ、Arc(activity-

regulated	cytoskeleton	associated	protein)に注目し、この遺伝子産物によるシナプス制御を解析し

たところ、”逆シナプスタギング”機構によって可塑性シナプスと非可塑性シナプスのバランスを巧妙

に制御していること、などを見出し報告いたしました。	

これまでの疾患遺伝学的研究により、活動依存的遺伝子発現に関わる細胞内シグナル伝達系因子をコ

ードする様々な遺伝子の変異が発達障害・精神遅延を引き起こすことが明らかになってきました。また

近年の大規模ゲノムワイド解析により、ArcおよびArcと複合体を形成するシナプスタンパク質をコード

する遺伝子に変異を持つ確率は統合失調症を発症した患者群において対照群に比して有意に高い、とい

う結果が複数の研究室より報告されています。	

これらの知見より我々はArcを含む活動依存的遺伝子の発現プロファイルは精神疾患群と正常群で異

なり、この差異はマイクロエンドフェノタイプとなりうる、との仮説を立てて、このための技術開発を

行うことを本研究の目標といたしました。具体的には、これまで我々が樹立したArcレポーターマウス7)

を用いて認知課題などで活性化した神経細胞を同定し、それらを単利して単一またはごく少数の同定細

胞からRNA-Seqを行う、という系の開発を行いました。	

	

研究結果	

Arcレポーターマウス（Arc-pro-Venus-pest	Tg	mouse）を新奇環境に2時間暴露すると海馬歯状回や

CA1領域でレポーターである緑色蛍光タンパク質の顕著な発現誘導がみられます（下図）。げっ歯類に

おいて新規環境暴露は空間認知に関わる神経回路を活性化し、海馬を含む大脳各領域において活動依存

的遺伝子発現を強く誘導する刺激であることが知られています。	

この神経活動レポーターマウスの海馬からスライスを作成し、蛍光顕微鏡観察でレポーター発現を指

標にすることにより、新奇環境によって活性化された神経細胞を染色することなく可視化・同定するこ

とが可能になります。本研究においてはproof-of-concept実験として、海馬歯状回における活性化細胞

を微小ガラスピペットを用いて単離採取し、そこから微量RNAからのcDNA合成・増幅法の１つである

SMART-Seq2法を用いて逆転写反応および増幅を行いました。対照としては、あらかじめアデノ随伴ウイ

ルスにより赤色蛍光タンパク質で離散的に標識した神経細胞を同一個体内に準備しておき、同様に単離



採取したものを非活性化神経細胞サンプルとしました。これら活性化神経細胞cDNAおよび非活性化神経

細胞cDNAはバーコード化して次世代シークエンス用ライブラリーを作成し、イルミナHiSeq2500により

大規模並列シークエンスを行いました。	

得られたシークエンス情報を用いてバイオインフォマティクスツールによる発現変動解析を行ったと

ころ、これまで知られている多くのIEGsのほか、機能未知の遺伝子が多数検出されました。従来法であ

る海馬組織全体から抽出したRNAを用いたRNA-Seq解析と比べたところ、発現変動を示す遺伝子の数およ

び変動の程度が単離神経細胞サンプルにおいて大きいことから、本方法の高い感度と優位性が示唆され

ました。	

なお、本研究における次世代シークエンシングおよびマッピング、カウントは東京大学・新領域の鈴

木譲教授および菅野晴夫教授との共同研究（新学術領域ゲノム支援、先進ゲノム支援）として行いまし

た。	

	

まとめ	

本研究では新奇環境刺激によって活性化された海馬歯状回顆粒細胞や海馬錐体細胞を蛍光レポーター

により単一細胞として同定し、そこから網羅的遺伝子発現解析を行う方法を確立いたしました。ガラス

マイクロピペットによる細胞採取法と高感度の単一細胞RNASeq技術を組み合わせることにより、素早く

単一細胞からのRNAの回収およびcDNA合成、網羅的遺伝子発現解析が可能です。	

本研究では活性化神経細胞の同定にArc遺伝子のレポーターを用いました。これまでのオプトジェネ

ティクスやケモジェネティクスを用いた研究によりArcやc-fos等に代表される前初期遺伝子(IEGs)の発

現は恐怖条件付けなどの情動記憶の形成に必須であることが明らかになってきています10)。また、最近

の研究ではArc欠損マウスは統合失調症様行動を示すことが報告されています11)。本研究で開発したArc

レポーター陽性細胞のトランスクリプトーム解析をArc欠損マウス、あるいは他の神経疾患モデルマウ

スに適用し、野生型マウスとの差異を明らかにすることによって、精神疾患エンドフェノタイプとして

の遺伝子発現プロファイルが得られることを期待されます。	

本研究で開発した単一・微少細胞からのRNA-Seq法は汎用性が高く、蛍光タンパク質等で標識された

神経細胞やグリア細胞をピペットで単離できれば、多様な疾患動物モデルやサンプルにおいて、セルソ

ーターやレーザーマイクロダイセクションあるいはマイクロ流路チップなどの設備・器機を使わずに簡

便に単一細胞レベルでの網羅的遺伝子発現解析を実現することが可能です。今後、ご要望があれば本技

術を共有し、少しでも精神疾患メカニズムの解明やエンドフェノタイプの発見に貢献したいと考えてお

ります。 	

遺伝子発現活性化レポーター陽性細胞からのRNA-Seq	解析	

A)	新規環境刺激２時間後のArc	プロモーターVenus	マウス海馬歯状回における活性化神経細胞	

B)	可視化同定された単一神経細胞の単離とRNA-Seq	による遺伝子発現プロファイリング	

 
  



ストレス応答性転写因子Npas4欠損マウスにおけるGABA神経発達と表現型解析	（平成24年度～25年度）	

グリア細胞におけるMHCクラスI分子の過剰発現とマイクロエンドフェノタイプ	（平成26年度～27年

度）	

公募班員	 	 山田	 清文	 名古屋大学	 医学部附属病院	 教授	

	

研究目的	

統合失調症や自閉スペクトラム症などの神経発達障害において、脳神経回路の興奮／抑制	(E/I)	バ

ランスの異常が脳機能障害の基盤にあると考えられるが、そのメカニズムは明らかではない。一方、全

ゲノム解析により統合失調症と主要組織適合遺伝子複合体クラスI分子	(MHCI)との関連性が示唆されて

おり、MHCIは統合失調症の遺伝的要因あるいは環境要因に基づく神経発達障害を媒介する分子であると

提唱されている。そこで第1期（平成25～	26年度）においては、神経発達に関与する活動依存的	且つ

ストレス感受性転写因子であるNpas4の遺伝子欠損	(Npas4-KO)	マウスの脳機能変化を細胞レベルで解

析し、そのマイクロエンドフェノタイプを明らかにした。第2期（平成27～	28年度）の目標は、MHCI分

子の過剰発現に関連するマイクロエンドフェノタイプを明らかにして、アストロサイトに発現するMHCI

の神経発達障害における役割を明らかにすることである。	

	

研究背景	

ストレス（環境要因）がE/Iバランスの異常を引き起こす分子機構を解明すれば、ストレス関連精神

疾患の治療薬の開発への応用も期待できる。例えば、幼若期隔離飼育ストレス（精神的ストレス）や拘

束ストレス（身体的ストレス）によりGABAシナプス形成に関与するNpas4の発現低下と神経新生の障害

が誘発され、ストレス負荷マウスは空間学習や情動行動の異常を示す。ストレスによるNpas4の発現低

下に関して我々は、グルココルチコイド受容体がNpas4のプロモーターに直接結合して転写を抑制する

ことを明らかにしている。そこで本研究第1期には、Npas4-KOマウスの行動異常とGABA神経発達および

シナプス可塑性に焦点を当てたマイクロエンドフェノタイプ解析を行った。	

我々は統合失調症の環境要因を考慮した周産期擬似ウイルス感染モデル（polyICモデル）を開発し、

周産期の異常免疫応答が神経発達障害を誘発する分子機構についても研究を進めてきた7,8)。PolyICモデ

ルの神経発達障害の起点はアストロサイトの自然免疫応答であり、統合失調症様の行動異常と神経スパ

イン密度の低下などの神経発達障害の特徴を示す。さらに、polyICモデルマウスの海馬ではマウスMHCI

であるH-2DやH-2K	の遺伝子発現が増加している。そこで第2期では、グリア細胞におけるMHCI分子の過

剰発現に関連するマイクロエンドフェノタイプをin	vitroおよびin	vivoで解析することにより、神経

発達障害におけるMHCIの役割を検討した。	

	

研究結果	

第1期の研究結果：	

Npas4-KOマウスには、状況依存的すくみ行動（海馬依存的恐怖記憶）、プレパルス抑制およびロタロ

ッド試験における協調運動学習に異常が認められた。さらに、側坐核や線条体ではGABAA受容体α1,3,	5

サブユニットの発現低下とα2サブユニットの発現増加、小脳ではα1,	4,	5、β2,	3およびγ1,	2,	3

各サブユニットの発現低下が認められた。一方、拘束ストレス負荷によりNpas4プロモーターのCpGアイ

ランドでDNAメチル化が亢進した。このCpGアイランドに存在する二つのCRE配列は動物種を超えてよく

保存されており、ストレスによるDNAメチル化亢進がCRE配列を介したNpas4転写を抑制していることが

示唆された。	

E/Iバランスの障害という観点から、ペンチレンテトラゾール(PTZ)	誘発性キンドリングにおける

Npas4の役割についても解析した。Npas4-KOマウスではPTZ誘発性キンドリングの形成が野生型マウスに



比較して顕著に促進された。その分子機構として、海馬神経細胞の興奮性制御におけるNpas4-Homer1a

シグナルの関与が示唆され、Npas4標的遺伝子であるHomer1aはAMPA受容体のシナプス膜へのアンカーリ

ングを抑制的に制御していると考えられた（論文投稿中）。	 	

セリン・スレオニンキナーゼAktの基質であるGirdinは精神疾患関連遺伝子DISC1と相互作用し、軸索

形成や海馬歯状回の神経新生を制御している。海馬培養神経細胞においてBDNF処置はGirdinのリン酸化

（1416番目のセリン残基）を亢進した。一方、Girdinの1416番目セリン残基をアラニンに置換した

Girdin	SAマウスは学習・記憶障害を示し、海馬スライスではLTPの減弱とNMDA/AMPA比の低下が認めら

れた。海馬におけるGirdinのリン酸化は学習・記憶の形成に重要な役割を果たしていることが示唆され

た。	

第2期の研究結果：	

幼若期（7-8週齢）マウスにpolyICを腹腔内投与すると、前頭前皮質(mPFC)	においてH-2D,	H-2Kなど

のMHCIの遺伝子発現が増加した。In	situ	hybridization法により発現細胞を調べると、神経細胞の

他、アストロサイトにおける遺伝子発現が認められたが、アストロサイトのMHCIが脳機能や行動へ及ぼ

す影響については報告がほとんどない。そこで、アデノ随伴ウイルスベクターベクターを用いて、GFAP

プロモーター制御下に成熟マウスmPFCのアストロサイト特異的にH-2Dを発現誘導した。系統的行動解析

により、H-2D発現マウスは認知機能と社会性行動に障害があることが示唆された。免疫組織学的解析に

より、H-2D発現マウスmPFCにおいてミクログリアの活性化、スパイン密度とパルブアルブミン陽性神経

細胞数の減少などが認められた。一方、MHCIの分子動態を明らかにするため、膜貫通型および分泌型H-

2Dをアストロサイトあるいは神経細胞へ過剰発現させ、MHCIの細胞内局在を二重免疫染色で検討した。

その結果、アストロサイトおよび神経細胞において、膜貫通型および分泌型H-2Dは主にCD63陽性エキソ

ソームに局在することを確認した。エキソソーム膜合成阻害薬の処置により、H-2D発現マウスの認知行

動障害およびミクログリアの活性化などの神経病理学的変化は有意に改善した。H-2D発現マウスでは、

アストロサイトからのエキソソーム分泌が近傍の神経細胞、ミクログリアに影響し、脳機能障害が誘発

されることが示唆された（論文投稿中）。	

	

まとめ	

統合失調症などの神経発達障害に関連する分子として活動依存的転写因子Npas4が示唆されている。

一方、Npas4はストレスにより発現が低下するストレス感受性遺伝子でもある。本研究において、Npas4

の発現低下に関連するマイクロエンドフェノタイプとしてGABAA受容体サブタイプの発現変化と誘導型

Homer1aの発現抑制ならびにシナプス膜興奮性の恒常性維持機構（膜結合型AMPA受容体のダウンレギュ

レーション）の障害が示唆された。	

MHCIと統合失調症との関連性が示唆されており、神経系に発現するMHCIはスパインの刈り込みやシナ

プス可塑性への関与が示唆されている。本研究では、アストロサイトに発現するMHCIの病態生理学的役

割と脳機能障害への関与について検討し、アストロサイトからのMHCIのエキソソーム分泌の可能性が示

唆された。今後、MHCIとの関連性が示唆されている神経発達障害のバイオマーカーとしてのエキソソー

ム解析に興味が持たれる。	



	
前頭前皮質に全長H-2Dあるいは分泌型H-2D(1-894)を発現するマウスモデルにおけるIba1(+)ミクログリ

アとPV(+)GABA神経の変化．	

(A)	Iba1(+)ミクログリアの細胞数,	

(B)	Iba1(+)ミクログリアの細胞体の大きさ,	

(C)	PV(+)GABA神経数．	Prl:	前辺縁皮質,	 	IL:	下辺縁皮質	

 
 
  



マウス反復ストレスによる情動変容を担う自然免疫分子の作用とその活性化機構	

（平成25年度〜28年度）	

公募班員	 	 古屋敷	 智之	 神戸大学	 医学研究科	 薬理学分野	

	

研究目的・背景	

社会環境や生活習慣から受けるストレスは心身の機能に多様な影響を与える。短期的で克服可能なス

トレスはストレスへの馴化や抵抗性を促すが、長期的で克服不可能なストレスは抑うつや不安亢進など

情動変容を引き起こし、精神疾患をはじめ様々な疾患のリスク因子となる。しかしストレスによる情動

変容を司るメカニズムには不明な点が多く、ストレスを標的とした精神疾患の予防・治療は確立してい

ない。	

これまで研究代表者らは、主にマウスうつ病モデルとされる反復社会挫折ストレスモデルを用い、単

回ストレスが内側前頭前皮質に投射するドパミン系を活性化しストレス抵抗性を高めるのに対し、反復

ストレスが炎症関連分子プロスタグランジンE2（PGE2）とその受容体EP1を介してこのドパミン系の応答

性を抑制し、うつ様行動を誘導することを示してきた。ミクログリアに濃縮して発現するPG合成酵素

COX1が、反復ストレスによる脳内のPGE2産生とともに、うつ様行動の誘導に必須であることから、反復

ストレスによるうつ様行動誘導におけるミクログリアの関与が示唆されていた。しかし、反復ストレス

によるミクログリア活性化のメカニズムやうつ様行動誘導における意義は不明であった。	

近年、組織恒常性破綻により内因性のダメージ関連分子が細胞から放出され、Toll-like	receptor	

（TLR）など自然免疫受容体を介して無菌性の炎症を惹起することが提唱されている。本研究では、反

復社会挫折ストレスによるうつ様行動誘導におけるTLRの役割や働きを調べた（論文改訂中）。また、

反復ストレスによるうつ様行動誘導のメカニズムに示唆を得るため、単回ストレスによるストレス抵抗

性増強を担うメカニズムも並行して解析した。	

	

研究結果	

まずTLR欠損マウスでは反復ストレスによるうつ様行動や不安亢進が消失することを発見した。反復

ストレスによる情動変容には内側前頭前皮質の機能形態変化が関わると考えられているが、TLR欠損マ

ウスでは反復ストレスによる内側前頭前皮質神経細胞の樹状突起萎縮が起こらず、ストレス応答性減弱

が抑制されていた。野生型マウスでは反復ストレスにより内側前頭前皮質のミクログリアが活性化され

るが、側坐核では同様のミクログリア活性化は見られず、反復ストレスによるミクログリア活性化には

脳領域特異性がある。TLR欠損マウスでは内側前頭前皮質でのミクログリア活性化が消失していた。こ

れらの結果は、TLRが反復ストレスによる内側前頭前皮質での神経細胞の機能形態変化やミクログリア

活性化、さらに情動変容に必須であることを示す。	

情動回路におけるTLRの作用点を同定するために、野生型マウスから採取した初代培養ミクログリア

をTLR欠損マウスの内側前頭前皮質に移植したところ、一過性ではあるが反復ストレスによるうつ様行

動の誘導が回復した。一方、TLR欠損マウスから採取した初代培養ミクログリアの移植では回復が見ら

れないことから、この作用は移植するミクログリアのTLRに依存していた。さらに、組換えレンチウイ

ルスとミクログリアに選択的にCreを発現するマウスを組み合わせ、脳領域かつミクログリア選択的に

TLRの発現を抑制する技術を独自に開発した。この技術を用いて内側前頭前皮質のミクログリアでのTLR

の発現を抑制したところ、反復ストレスによるうつ様行動が消失した。以上の結果から、内側前頭前皮

質でのTLRによるミクログリア活性化が反復ストレスによる情動変容に重要であることを示した。	

内側前頭前皮質でのTLRによるミクログリア活性化が神経細胞の機能形態変化やうつ様行動を誘導す

るメカニズムに迫るため、野生型マウスとTLR欠損マウスの内側前頭前皮質または側坐核からミクログ

リアを単離し、網羅的遺伝子発現解析に供したところ、反復ストレスにより内側前頭前皮質でTLR依存

的に誘導される炎症性サイトカインをいくつか見出した。これら炎症性サイトカインの中和抗体を内側



前頭前皮質に注入することで、反復ストレスによるうつ様行動の誘導を介達するミクログリア由来因子

の実体に迫りたいと考えている。	

並行して、ストレスによる内側前頭前皮質ドパミン系の活性化がストレス抵抗性を増強するメカニズ

ムについても研究を進めた。反復ストレスにより内側前頭前皮質のドパミンD1受容体サブタイプの発現

が減少することを見出した。内側前頭前皮質神経細胞のD1受容体サブタイプの発現を抑制したところ、

単回および反復ストレスによるうつ様行動の誘導が促進された。さらに内側前頭前皮質の興奮性神経細

胞におけるD1受容体サブタイプの発現抑制によりうつ様行動の誘導が促進されるが、抑制性神経細胞に

おけるD1受容体サブタイプの発現抑制は影響を与えないことを示した。単回ストレスでは内側前頭前皮

質にERKリン酸化やc-Fosの発現誘導が見られるが、D1受容体サブタイプの発現抑制により消失した。さ

らにこのD1受容体依存的なERKリン酸化は内側前頭前皮質の興奮性神経細胞に選択的であることから、

単回ストレスのドパミンD1受容体シグナルは興奮性神経細胞で活性化されていることが示唆された。以

上の結果は、単回ストレスによる内側前頭前皮質興奮性神経細胞のD1受容体サブタイプ活性化がストレ

ス抵抗性を増強することを示す。	

内側前頭前皮質のD1受容体サブタイプがストレス抵抗性を増強するメカニズムに迫るため、ストレス

による内側前頭前皮質神経細胞の形態変化におけるD1受容体サブタイプの関与を調べた。反復ストレス

では内側前頭前皮質の浅層錐体細胞の樹状突起萎縮がうつ様行動の度合いと相関して誘導される。内側

前頭前皮質神経細胞のD1受容体サブタイプの発現抑制はうつ様行動誘導を促進するが、内側前頭前皮質

錐体細胞の樹状突起萎縮には影響しなかった。一方、単回ストレスでは内側前頭前皮質の浅層錐体細胞

の尖端樹状突起が選択的に造成し、スパイン密度も増加することを世界に先駆け発見した。	

この樹状突起造成は内側前頭前皮質神経細胞のD1受容体サブタイプの発現抑制により消失した。以上の

結果は、単回ストレスによる内側前頭前皮質のD1受容体サブタイプ活性化が浅層錐体細胞の尖端樹状突

起の造成を誘導することを示し、これがストレス抵抗性増強と関連する可能性を示唆する。	

	

まとめ	

これら一連の研究は、短期的なストレスがD1受容体サブタイプの活性化を介して内側前頭前皮質の浅

層錐体細胞の樹状突起造成とともにストレス抵抗性増強を誘導すること、長期的なストレスがTLRを介

するミクログリア活性化を介して内側前頭前皮質の浅層錐体細胞の樹状突起萎縮とともにうつ様行動を

誘導することを示唆する（図）。また、これらの成果以外にも、長期的な隔離ストレスが側坐核神経細

胞のシナプス前部の機能や構造の退縮を介して不安亢進を誘導することも報告したが4）、このメカニズ

ムは反復社会挫折ストレスによるうつ様行動誘導には関与しない。従って、ストレスによる作用は多様	

であり、ストレスを標的とした創薬には、ストレスの各作用を選択的に操作するための標的分子の同定

が重要であると考えられる。	



	
短期的なストレスによるレジリエンス増強と長期的なストレスによるうつ様行動誘導を担う分子・神経

回路基盤の概略図	

 
  



エピジェネティクスと組織化学的手法によるPTSDの病態解明と予防法の開発 

（平成25年度〜26年度） 

公募班員  森信 繁 吉備国際大学保健医療福祉学部作業療法学科 高知大学医学部神経精神科学 

 

研究目的 

外傷後ストレス障害(PTSD)の治療には、選択的セロトニン再取り込み阻害薬(SSRI)や持続エクスポー

ジャー(PE)療法が用いられている。しかしながら発症の契機となったトラウマ体験の侵入症状が軽減せ

ず、難治化する症例もまれならず見られている。我々はMichigan大学のLiberzon博士らと共同で、ヒト

PTSDでみられる多様な臨床症状と類似の症状を呈するPTSDモデルラットの作成を行ってきた。特にこの

モデルラットでは、顕著な恐怖記憶の消去の障害を示し、難治性PTSD症例のモデルとなる事を報告して

きた。このため本研究ではPTSD難治化のメカニズムの解明や新たな予防法の開発を目的に、このPTSDモ

デルラットを用いて、恐怖記憶の消去障害のメカニズムに関与する分子機序の解明や組織学的変化の解

析を行った。 

 

研究背景 

PTSDはICD-10やDSM-Vの診断基準に示されるように、著しい恐怖体験を契機に、恐怖体験の侵入症状

や過覚醒及び驚愕反応などの症状を呈する疾患である。同時にPTSD患者の多くがデキサメサドン抑制試

験で過剰な抑制反応を示しており、視床下部―下垂体―副腎皮質(HPA)機能の過剰抑制がこの病態に関

与している事が推測されている。 

我々はMichigan大学精神科のLiberzon教授らと共同で、ラットに拘束・強制水泳・エーテル麻酔とい

う、いずれも副腎皮質を刺激して過剰な副腎皮質ホルモン分泌を促すストレスを、連続して負荷する

Single Prolonged Stress (SPS)をラットに負荷する事によって、ヒトPTSDにみられる臨床症状に類似

した以下のような行動を示す、PTSDモデルラットの作成を行ってきた。1) HPA機能の過剰抑制、2) 温

痛覚閾値の亢進、3) 不安行動の亢進、4) 恐怖反応の亢進（驚愕反応）、5) 恐怖記憶の消去の障害。 

特に恐怖条件付け試験を用いた空間記憶に対するSPS負荷ラットにみられる恐怖記憶の消去の障害

は、SPS負荷によって海馬のGlycine transporter 1の発現過剰が引き起こされ、このためシナプス間隙

のGlycine濃度の低下からNMDA受容体刺激の減弱が続くため、恐怖条件付け刺激後の安全な環境への暴

露を行っても新たな学習が形成されず、オリジナルの恐怖記憶が書き換えられない状態が維持されるた

めである事を明かにしてきた。このためNMDA受容体の活性化を消去訓練と合わせて行う事で、恐怖記憶

の消去障害は修復される事が推測された。この仮説に基づいて、SPSラットに恐怖条件付け刺激後から

d-cycloserineを慢性投与したところ、恐怖記憶の消去の障害が修復されることも報告してきた。 

新たな記憶の形成には海馬でのヒストン・アセチル化の亢進の関与が報告されているため、我々は単

回の脱アセチル化酵素(HDAC)阻害薬の投与と消去学習で、SPSラットにみられる恐怖記憶の消去の障害

が早期に修復されないか実験を行った。その結果、HDAC阻害薬であるVorinostatを消去訓練後に単回投

与することによって、恐怖記憶の消去障害の修復がみられ、その機序にはヒストン・アセチル化の亢進

によるp-CREBのNMDA 受容体NR2B subunit遺伝子プロモーター領域への結合の亢進を介した、NR2B 

subunit発現の亢進のあることを報告した。 

 

研究結果 

SPS負荷の過程では顕著な副腎皮質ホルモンの分泌亢進がみられるためSPS負荷によるGlucocorticoid

受容体(GR)の細胞内から核内への移行が促進され、プロモーター上のGR結合部位へのGRの結合が亢進

し、そのため下流の遺伝子の転写が増大することが推測される。このためSPS負荷後の異なった時間で

海馬の細胞内・核内GR量をWestern Blot法で計測した結果、SPS負荷後1, 2時間の時点で有意なGR核内

移行増大が検出された。抗GR抗体を用いた神経細胞でのChIP-sequencingから、アポトーシス調節遺伝



子やアポトーシス関連遺伝子の転写がGR結合を介して促進される事が示され、SPSラット海馬でもBcl-2

発現は不変であったがBax発現の有意な亢進が検出された。 

このようなSPS負荷によるGR結合を介したBcl-2/Baxの低下は、PTSDの病態にアポトーシスの活性化に

よる、海馬の組織学的変化が引き起こされている可能性を示唆している。同時に新たな記憶の形成には

NMDA受容体系シグナルの活性化など分子レベルでの可塑性も必要であるが、樹状突起スパインの変化な

どのシナプス構造の可塑性も必要と推測されている。このため恐怖記憶の消去の障害がみられるSPSラ

ットの海馬でも、何らかのシナプス形態の変化が引き起こされている可能性が推測されるため、SPSラ

ットの海馬のスパイン形態をGolgi染色法を用いて解析した。その結果、CA1及びCA3分子層でのスパイ

ン数の低下やCA1放線層でのスパイン直径の増大が検出された（図A, B）。計測したCA1, CA3の分子層

および放線層では、スパインの長さに有意な変化はみられなかった。 

これまでのヒトやげっ歯類を用いた研究から、恐怖記憶の消去には内側前頭前野から扁桃体や海馬へ

の抑制性シグナルの減弱が関与している事が報告されている。特にラットをいた実験からBDNFを介した

神経回路が、恐怖記憶の消去には重要であることが報告されている。同時に海馬での樹状突起スパイン

内でのBDNFTrkB情報系の活性化は、記憶の形成に重要であることも報告されている。このような研究成

果はSPSラットにみられる恐怖記憶の消去の障害に、樹状突起スパインの障害による海馬のBDNF機能の

障害が関連している事が推測される。このため消去訓練前にSPSラットのInfralimbic medial 

prefrontal cortex (IL mPFC)やVentralhippocampusにBDNFをマイクロインフュージョンしたところ、

恐怖記憶の消去の障害が修復されていた。同様にPrelimbic mPFCへのBDNF投与を行ったが、SPSラット

の恐怖記憶の消去の障害に対して修復効果を示さなかった。 

 

まとめ 

今回の研究ではPTSDの発症に顕著なストレス体験があるという診断基準に従って、ストレス暴露時に

みられる副腎皮質ホルモンの過剰分泌を介して引き起こされる脳内の変化を、SPSラットの海馬を対象

に恐怖記憶の消去の障害という観点から探索した。得られた研究結果をまとめると、ストレス暴露によ

る副腎皮質ホルモンの分泌亢進からGRのGR結合部位への結合亢進からアポトーシス遺伝子の発現亢進が

導かれ、樹状突起スパインの変性にリンクする可能性が示唆された。今回の研究でみられた海馬のスパ

インの形態変化が、恐怖記憶の消去の障害に密接に関与しているかについては、今後、SPSラットの恐

怖条件付け後や消去訓練中の、スパイン形態の変化を解析する必要があると考える。 

同時に今回の研究でみられたSPSラット海馬へのBDNFの投与によって恐怖記憶の消去障害が修復され

た結果は、SPSラットでみられた海馬スパインの変性によるBDNF分泌の低下から恐怖記憶の消去が進ま

ない病態を形成している可能性が考えられた。 

本研究の結果から推測されるPTSDの予防法としてはトラウマ体験後からのGR阻害薬の投与によるGRを

介した海馬内遺伝子発現の変動を抑制する方法や、海馬でのBDNF濃度を増大させてトラウマに対する消

去機能を促進させる対策などが有効と思われる。



 

 
A, SPS負荷ラットの海馬CA1領域のGolgi染色像 左側:海馬CA1 (10x)、右側:CA1スパイン(60x) 

B, SPS負荷ラットの海馬CA1分子層のスパイン形態の変化 左側：スパイン長、中側：スパイン径、右

側：スパイン数 Sham n = 5, SPS n = 6 

 
 
  



NADPHオキシダーゼを介する精神疾患発症の新しい概念の開拓	

（平成25年度〜26年度	

公募班員	 	 衣斐	 督和	 京都府立医科大学病態分子薬理学	 講師	

	

研究目的	

生涯有病率が増加している精神疾患は、我が国において５大疾患に位置づけられ、可及的速やかな病

態解明と新たな治療の確立が最重要課題となっている。精神疾患には遺伝・環境（ストレスなど）要因

により引き起こされる種々の分子異常がその根底にある。しかしその複雑さ故に発症機序の十分な解明

は進んでおらず、新たな治療薬の開発が滞っている現状である。特に環境因子が関与する発症機序の詳

細は不明であるが、近年活性酸素種（ROS）による酸化ストレスの関与が示唆されている。このROSの産

生源としてNADPHオキシダーゼに着目し、病態モデルでの行動発現機序と神経の形態・回路異常への関

与を明らかにすることで、本酵素を介する精神疾患発症の新しい概念の開拓を行うことを目的とする。	

	

研究背景	

	

NADPHオキシダーゼは生体内の主要な活性酸素産生酵素であり、その触媒サブユニット（NOX）には複

数の分子種が存在する。NOX2で構成されるNOX2/NADPHオキシダーゼが産生する過剰なROSは神経細胞死

を惹起する。これに対し、新規分子種NOX1はROS産生能が低く、NOX2由来のROSとは異なるシグナル分子

としての機能が想定されている。事実、ROSは細胞内機能分子に直接作用してその構造や機能を変化さ

せることで活性を調節し、行動変化を引き起こすことを報告してきた。精神疾患には細胞死を伴わない

高次脳機能障害を原因とすること、さらにROSによる酸化ストレスの関与が示唆されていることから

NOX1に着目し、ストレスモデルで発現するうつ様行動における本酵素の役割を解析した4）。	

	

研究結果	

社会的敗北ストレスの暴露、またはコルチコステロン（CORT）の慢性投与により、野生型マウス

（WT）において社会的行動、またはスクロース嗜好性の低下が認められた。しかし、Nox1欠損マウス

（NOX1-KO）においてこれら低下が抑制されたことから、NOX1がうつ様行動発現に寄与することが示さ

れた。次にCORTによるNOX1mRNA発現およびROS産生を検討した。NOX1に依存したROS産生は前頭前野

（PFC）、NOX1	mRNA発現は腹側被蓋野（VTA）においてそれぞれ増加した。NOX1	mRNA発現を抑制する人

工マイクロRNAを搭載したアデノ随伴ウィルスをVTAに微量注入すると、CORTによるROS増加とうつ様行

動発現が抑制された。このことから、NOX1が関わるうつ様行動発現には、中脳皮質神経回路が寄与する

ことが示唆された。	

次に、うつの病態への関与が示唆されているBDNFの発現について検討した。ROS増加が認められたWT

のPFCにおいて、CORTによりtotal	BDNF	mRNAとBDNF	exon	IV	mRNAの発現が減少したが、NOX1-KOで認め

られなかった。また、これらmRNA発現減少はVTAのNOX1	mRNA発現と相関を示すこと、さらにBDNF	

exonIV	mRNAの減少の機序としてDNAメチル化が寄与することを見出した。さらにBDNF	mRNAの発現減少

が認められたWTのPFCにおいて、CORTにより錐体細胞のスパイン数が減少した。	

NOX1から産生されるROSの標的分子を同定するため、タンパク分子の酸化修飾を網羅的に解析した。

その結果、CORTによりNR1の744Cysの酸化修飾がNOX1-KOと比較してWTで増加した。NR1の744Cysのレドック

ス修飾はNMDA受容体機能を調節することが報告されている。そこでレンチウィルスにてNR1の変異体

NR1(C744A)を大脳皮質神経細胞に導入し、744Cysのレドックス修飾によるNMDA受容体機能を解析した。

NMDA刺激によりBDNF	exonIV	mRNA発現の上昇がNR1またはNR1(C744A)を過剰発現させた神経細胞で同程

度認められた。しかし、過酸化水素存在下でNMDA刺激すると、BDNF	exonIV	mRNAの発現増加はNR1過剰

発現させた神経細胞では有意に減少したが、NR1(C744A)を過剰発現させた神経細胞ではその減少が抑制



された。この結果より、ROSによるNR1の酸化修飾はBDNF	mRNAの発現減少に寄与することが示唆され

た。	

	

まとめ	

NOX1はストレス、またはストレスホルモンにより惹起されるうつ様行動発現に寄与することが示さ

れ、その責任神経回路として中脳皮質回路が示唆された（図）。うつ様行動の発現機序として、PFCに

おけるNOX1由来	ROSの増加がNR1の酸化修飾を亢進させ、その結果BDNF	mRNA発現を減少させることが考

えられる。今回、うつ病のマイクロエンドフェノタイプの候補として、NOX1由来ROSによるNR1の酸化修

飾を見出すことができた。一方、PFCでのNR1の酸化修飾は、加齢に伴う注意力障害や認知障害に、また

NMDA受容体機能低下は統合失調症との関連が示唆されていることから、これら神経機能障害に共通した

機序としてNOX1を介したNMDA受容体機能低下が寄与する可能性が考えられ、今後さらなる解析が必要	

である。	

	
NOX1によるうつ様行動発現の制御機構	

 
  



心的外傷後ストレス障害(PTSD)における記憶情報処理の病態生理	

（平成24年度〜28年度）	

公募班員	 	 坂口	 昌徳	 筑波大学国際統合睡眠医科学研究機構	

	

研究目的	

心的外傷（トラウマ）記憶などの記憶は、海馬で記銘され固定化されると考えられている。一方、心

的外傷後ストレス障害(PTSD)では、過剰に強いトラウマ記憶が脳内で処理できず、海馬および前前頭皮

質の機能不全が起こり、トラウマ記憶が引き起こす恐怖反応が制御不能になるとされている。結果とし

て、軽微な刺激でも扁桃体の過活動が誘発され、フラッシュバックなどにより生じる恐怖反応が長期間

持続する。本研究では、マウスの恐怖学習課題を用いて、トラウマ記憶のマイクロエンドフェノタイプ

の同定と、そのメカニズムを明らかにすることを目的とした。	

	

研究背景	

PTSDの根幹症状のうち、動物モデルで扱えるものとして、24時間以上の長期間持続するトラウマ記憶

とそれに付随する恐怖反応がある。PTSDの病態メカニズムとしては、恐怖反応を統御する扁桃体の制御

機構の破綻、例えば前前頭皮質からの扁桃体の抑制の不足、および海馬からの扁桃体の過活動の維持な

どが原因と考えられている。PTSDの治療に効果の高い認知行動療法の一種に、Prolonged	Exposure	

(PE)がある。PEの治療原理の一つは、患者にトラウマ記憶を繰り返し想起させ、記憶の正常な処理を促

すことにある。逆に言えば、PTSDでは、通常生理的に起こるべき恐怖記憶処理機構に問題が生じている

と言える。この正常に起こる処理機構として有力なのが、恐怖記憶の想起・再固定化中で起こる記憶の

消去、そして、海馬から前頭葉を含む海馬外脳部位への恐怖記憶情報の転送（あるいは再整理）の機構

である。	

これまで、恐怖記憶情報の処理過程について多くの知見が得られた。HerryおよびLikhtikらは、マウ

スの恐怖記憶学習の際に、扁桃体に恐怖反応を惹起する細胞（恐怖細胞）、およびそれを抑制する細胞

（恐怖消去細胞）が存在すること。そして恐怖細胞は、海馬から入力を受けること。恐怖消去細胞は前

前頭皮質から入力を受けることを示唆した。一方で、Suzukiらは、恐怖記憶形成からの経過期間が、記

憶消去の容易さに影響を及ぼすこと、Mamiyaらは前前頭皮質を障害すると恐怖記憶消去に障害がおこる

ことを明らかにした。Kitamuraらは、海馬の神経の新生の程度により、恐怖記憶情報が海馬から海馬外

へ転送される時間が変化することを示した8）	。	

	

研究結果	

我々は、世界で初めて心的トラウマ直後に記憶汎化を引き起こしやすい時間帯が有ることと、その条

件を見出した(図1)。具体的には、金属とプラスチック製の箱(A)で電気ショックを与えたマウスを形だ

けが異なる箱(B)へ入れた。そして、翌日再度AとBに入れ、恐怖記憶の想起によりマウスがおびえる反

応を比較検討した。マウスが箱AとBを区別できていれば、Bでは電気ショックを受けていないのだか

ら、おびえないはずである。しかし電気ショックから6時間以内にBに入れたマウスでは、翌日Bに入れ

るとAとほぼ同じ程度おびえた。つまり、マウスはどちらの箱で電気ショックを受けたかの記憶が区別

できなくなった(記憶の汎化が起こった)。これとは対照的に、Aと全く異なるガラス製の箱Cを用意しA

とCで同様の実験を行ったが、マウスはCに入れてもおびえなかった。これらの知見から、トラウマから

6時間以内に似た箱に入れるとその箱に汎化が起こることが示された。	

上記結果から、トラウマ学習直後にはその内容に変化が起こりやすい時間が有ることが示唆された。

一方で、睡眠とトラウマ記憶の固定化の相関が注目されている。マウスはヒトと比べて睡眠サイクルが

短く（約10数分程度で睡眠と覚醒を繰返す）ため、学習直後からノンレムやレム睡眠を多く経験する。

そこで、この時間帯の睡眠中に刺激を与えることで、トラウマ記憶に影響があるかを検討した(図2)。



マウスの睡眠は、脳波パターンに依存してレム睡眠およびノンレム睡眠の２つに分けられる。今回、特

定の睡眠期に、恐怖学習に用いた音刺激を与えた場合の効果を検討することとした。音は、いつ刺激を

与えるかをコントロールしやすいという利点がある。学習記憶課題としては、海馬依存性の有るTrace	

fear	conditioningを用いることとした。この学習課題では、マウスには特段意味をなさない音を聞か

せ、その20秒後に足に電気ショックを与える。これを繰り返すと、音電気ショックの前触れになること

がマウスに記憶され、音を聞かせただけでおびえ反応を示すようになる。この20秒間の間隙中、マウス

は音を聞いたことを覚えている必要がある。この実験上の操作により、このトラウマ記憶は海馬（と扁

桃体）で記憶される様になるとされている。この学習の後、マウスを１．学習に用いた音を聞かせない

群(ホワイトノイズ群)、２．ノンレム睡眠、３	.レム睡眠中に音を聞かせる群、の3つに振り分け、そ

れぞれの群における恐怖反応を24時間後に再度音を聞かせることで判定した。レム睡眠に音を聞かせた

群で、睡眠が若干程度ノンレム睡眠に移行しやすかったこと以外には、音を聞かせることが睡眠に対し

て大きな影響は認められなかった。また、この学習課題ではコンテクスト恐怖記憶も同時に測定可能で

あり、音を聞かせた影響をコンテクスト記憶には認めることはできなかった。最後に、テスト時に音を

聞かせて反応を測定した所、２のノンレム睡眠時に音を聞かせたマウスのみにおいて、おびえ反応が減

弱することが観察された。	

	

まとめ	

日常生活において、強く感情を惹起する様な経験は、睡眠の質や、睡眠に関与する様々な現象（悪夢

など）に影響を及ぼすことが経験される。PTSDの病態全てを動物実験で再現することは困難であるが、

本研究のように、この記憶の汎化だけに対象を絞れば、動物実験でも検証が可能である。今回、我々は

トラウマ記憶を受けた直後に記憶の汎化が起こりやすい時間帯が存在する、という一種のPTSDにおける

マイクロエンドフェノタイプの同定に成功した。	

PTSDにおいて、治療により記憶が脳内から永遠に消え去ることは考えにくいが、トラウマ記憶想起に

よる情動反応が弱くなると、正常な日常生活が送れるようになる。現行の治療法でも非常に有効ではあ

るが、治療期間中に大きな心理的負荷を必要とすることや、期間が数ヶ月と長いこと、患者の治療意欲

によって効果が大きく左右されること、などの問題点も指摘されている。今回我々は、音を用いて睡眠

中に恐怖記憶を減弱できることを示した。本研究を通して、どの様にトラウマ記憶が脳内で処理され、

その知見に基づいてPTSDの治療を改善していくことに貢献できればと考えている。	



	

	
図左	 恐怖記憶学習直後に、汎化が起こりやすい条件が存在する。学習直後の６時間以内に、学習に用

いた箱に似て非なる箱に入れると、その箱に対しておびえ反応を示すようになる。図右	 ノンレム睡眠

中に音を聞かせることでおびえ応を減弱させることに成功した。	

	

 
 



 
ストレス性精神疾患モデル動物における痛み情動回路の制御機構とその応用	

（平成27年度〜28年度）	

公募班員	 	 渡部	 文子	 東京慈恵会医科大学・総合医科学研究センター・臨床医学研究所	

	

研究目的	

「痛み」など負の情動による恐怖記憶形成は、個体の生存維持に必須である一方、過度な恐怖記憶は

心的外傷後ストレス障害（PTSD）やパニック障害など不安障害にもつながり、生活の質を大きく損な

う。このような精神疾患の発症機構への手がかりとして、我々は橋の腕傍核から扁桃体に痛み信号を直

接入力する「痛み直接回路」に着目した。この経路は慢性疼痛や恐怖記憶形成後にシナプス増強を示す

ことから、直接回路のシナプス増強による痛み負情動の破綻が情動障害に関与し、直接回路の可塑性破

綻がマイクロ病態シナプスの本態であることが示唆される。そこで本領域では、痛み情動回路の可塑性

を光遺伝学的に操作し、さらに情動障害を示すストレス性精神疾患モデル動物において破綻した恐怖記

憶を再制御することを狙う。また、光誘発性電気生理学的解析により、病態シナプスの分子機構を解明

し、得られた手がかりを行動レベルで検討することで、新たな治療法開発に繋がる基礎的知見を得るこ

とを目指す。	

	

研究背景	

情動を担う扁桃体の中心核外包部（CeC）には、橋にある腕傍核（PB）から「痛み情報」が直接入力

する。我々は、強い情動記憶形成後にPBシナプス増強が誘導されることを見出した（Watabe	et	

al.,2013）。また、このようなPBシナプス増強は、様々な慢性痛モデルでおこることも見出した

（Ikeda	et	al.,	2007,	Ochiai	et	al.,	in	prep）。これらの結果は、PBシナプス増強が負情動増悪因

子となる可能性を示唆する。さらにPB活動を抑制すると情動記憶形成が顕著に障害されることも見出し

た。以上の知見から、PBシナプスは高い可塑性を持つこと、PB増強異常亢進という可塑性制御の破綻

が、負情動増悪などを伴うストレス性精神疾患におけるシナプスレベルでのマイクロエンド病態である

ことが示唆される。そこで本研究では、PBシナプス可塑性の分子機構とその生理的意義の検討を行っ

た。	

	

研究結果	

直接経路の起始核である腕傍核にチャネルロドプシンを発現させ、投射先である扁桃体を可視化した

ところ、中心核の中でも特に外包部に強い発現が認められた。さらにこれらは単なる通過線維ではな

く、機能的なシナプス結合を形成することを、プレシナプス光誘発興奮性後シナプス電流により確認し

た。さらにこれらの単シナプス入力が、炎症性疼痛モデル動物において顕著な増強を示すことを見出し

た（Sugimura	et	al.,	2016）。一方、個体レベルで光遺伝学的に痛み直接回路を光刺激したところ、

まるであたかも痛み刺激を受けたかのような逃避行動を示した。さらに、この刺激を音刺激と連合提示

したところ、人工的な恐怖記憶が形成された（Sato	et	al.,	2015）。	

次に、lPBシナプス増強の分子メカニズムについて解析した。フォルマリン投与による炎症性疼痛モ

デル動物では、投与1時間以内に消失する急性疼痛行動と、投与6時間後にも継続するアロディニア（異

痛症）が誘導されることが知られている。我々は、左後肢のフォルマリン投与6時間後において、プレ

シナプス性の長期増強を右扁桃体に見出した。さらに、痛みペプチドとして知られるカルシトニン遺伝

子関連ペプチド（CGRP）欠損マウスにおいて、このシナプス増強が顕著に減弱していることを見出した

（Shinohara	et	al.,	2017）。興味深いことに、このシナプス増強は1時間で消失する急性疼痛行動と

は相関を示さず、6時間後の投与側後肢のアロディニアと強い相関を示した。これらの結果から、直接

経路シナプス増強に内在性CGRPが関与している可能性が示唆された。	



以上の結果から、痛み情動回路の制御破綻による病態シナプスが、慢性疼痛や恐怖記憶制御破綻など

のマイクロエンドフェノタイプとして捉えられることが示唆された。	

	

まとめ	

情動の座である扁桃体では、さまざまな感覚シグナルに情動的価値が付加される。このような連合に

より形成される情動記憶は、個体の生存に重要な鍵として機能する。扁桃体は機能や特性が異なる多数

の神経亜核から構成されるが、従来の研究では外側核が視床や皮質からを介した感覚情報統合の責任領

域として注目されてきた。今回我々は、このような経路とは独立に、腕傍核から扁桃体中心核への直接

経路に着目した。今回見出された直接経路の可塑性異常は、慢性痛やストレス性疾患モデルにおけるマ

イクロエンドフェノタイプとなりうるものである。今後は、直接経路の可塑性メカニズムを、特に異な

る時間経過に着目してより詳細に明らかにすることで、新たな治療法への開発に繋がる基礎的知見が期

待できる。さらに、従来着目されていた視床や皮質を介した間接経路も、様々な疼痛モデルや恐怖記憶

形成によってシナプス増強を示すことが知られる。CeCは間接経路と直接経路との連合の座とも捉えら

れることから、今後は両経路の相互作用やその生理的意義についても明らかにする必要があろう。	

	
痛み情動回路の解析と操作（上段）痛み情動回路を光遺伝学的に刺激することで、人工的な恐怖記憶を

形成した。（下段）腕傍核からの投射線維は扁桃体中心核の外包部に特に強い単シナプス性の興奮性シ

ナプス入力を示した。	
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Research	summary:	

We	elucidated	an	amygdala-to-midbrain	feedback	circui	twhich	conveys	information	about	

future	unpleasant	experiences	and	inhibits	aversive	processing	during	learning	to	calibrate	

emotional	memory	strength	(Ozawa	et	al.,	2017).	Specifically	we	found	that	optogenetically	

inhibiting	central	nucleus	of	the	amygdala	projections	to	the	midbrain	periaqueductal	gray	

disinhibited	aversive	shock	responses	when	they	were	predicted	by	other	sensory	cues	(Fig.	

1).	Furthermore,	we	found	that	inhibiting	this	pathway	increased	the	strength	of	fear	

memories.	This	suggests	a	circuit	microendophenotype	for	anxiety	disorders	in	which	

dysregulation	of	this	feedback	pathway	could	predispose	an	individual	to	exaggerated	fear	

learning	and	anxiety	disorders.	In	addition	to	this	project,	we	also	published	several	other	

papers	which	were	partially	supported	by	funding	from	this	grant.	First,	in	

theoretical/experimental	work,	we	found	that	under	ambiguous	learning	conditions	when	

sensoryoutcome	associations	are	unclear,	animals	use	an	inferential	learning	strategy	and	

identified	a	novel	role	for	the	LA	in	regulating	learning	under	uncertainty	(Madarasz	et	

al.,	2016).	Second,	we	discovered	that	the	brainstem	locus	coeruleus	noradrenaline	system	is	

modularly	organized	and	that	this	allows	for	the	flexible	specification	of	aversive	

emotional	or	flexible	learning	states	(Uematsu	et	al.,	in	press)

	
 
 
 
 


