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研究成果の概要（和文）：脳アストロサイトにおけるグリア細胞株由来神経栄養因子(GDNF)の産生能が障害され
ることがうつ病の重症化しいては難治化の分子基盤の一つを担っていると仮説を立て、その仮説を検証した。培
養細胞を用いた検討から、アストロサイトを介したGDNF産生に重要な受容体としてリゾフォスファチジン酸受容
体(LPA1)を同定した。動物実験を用いた検討から、抗うつ薬を長期投与した際にみられる抗うつ効果が、LPA1受
容体阻害剤併用または、LPA1ヘテロKOマウスで抑制されることを明らかにした。また、線条体と海馬における
GDNF発現変化が抗うつ行動に重要である可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I examined the hypothesis that glial cell line-derived 
neurotrophic factor (GDNF) in brain astrocytes plays a role as one of the molecular basis of 
refractory of major depressive disorder. In vitro study, I identified lysophosphatidic acid receptor
 1 (LPA1) as an important receptor for the antidepressant-induced GDNF production in astrocytes. In 
vivo study, I revealed that chronic antidepressant treatment-induced behavioral effect was blocked 
by co-administration with LPA1 inhibitor and its effect was not observed in LPA1 hetero KO mice. I 
also found that expression of GDNF in the striatum and hippocampus might be important for the 
behavioral effect of antidepressant.

研究分野： 精神神経科学
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１．研究開始当初の背景 
うつ病は単一の原因からなる疾患ではな

く、複数の病因からなる多因子性の疾患群と
考えられる。従って、同じ“うつ病”の患者
でも治療効果に差があり、うつ病患者の
20-30%は抗うつ薬に抵抗性を示す難治性う
つ病である。 
うつ病のモノアミン仮説は三環系抗うつ

薬(TCA)が登場した1950年代から提唱されて
いる仮説であり、SSRI などの新規抗うつ薬は
この仮説を根拠に開発が進んできた。ゆえに、
既存の抗うつ薬はモノアミン神経伝達を高
めることが治療効果に重要であるとされ、逆
に、治療抵抗性うつ病では、モノアミン神経
系には依存しない病因が存在する可能性が
考えられる。従って、モノアミンに依存しな
い病因の特定・解明は、難治性うつ病の新た
な治療戦略へとつながり、非常に重要な研究
課題である。 
 これまでに我々は、脳内に豊富に存在する
細胞の一つであるアストロサイトに抗うつ
薬を処置することで、グリア細胞株由来神経
栄養因子(GDNF)、線維芽細胞増殖因子(FGF2)、
血管内皮増殖因子(VEGF)などの抗うつ効果
への関与が示唆されている複数の神経栄養
因子の産生が増加することを明らかにした
(Kajitani et al. 2012)。興味深いことに、
この作用はモノアミンとは独立した作用で
あり、また、同様の処置を神経細胞に行って
も神経栄養因子の産生誘導はみられなかっ
たことから、アストロサイトに特異的な薬理
作用である可能性を示した。 
歴史的に偶然抗うつ作用が発見された経

緯から考えると、モノアミンに特化した新規
抗うつ薬に比べて、初期の TCA にはモノアミ
ン以外にも元来有している薬理作用が存在
する可能性がある。根拠として我々の研究結
果より、SSRI よりも TCA の方がアストロサイ
トにおける GDNF 産生作用が強いことを明ら
かにしている(Hisaoka, Takebayashi et al. 
2007)。他にも、入院が必要な重症例のうつ
病患者には SSRI よりも TCA の方が治療上有
効とする報告が複数あることや、一般的な治
療ガイドラインで示されているように、双極
性障害において SSRI よりも TCA の方が躁転
のリスクが高いことを考えると、TCA にはモ
ノアミン以外の抗うつ作用に関連する薬理
作用が残存している可能性が考えられる。 
一方で、うつ病の病因の一つにアストロサ

イトの機能障害が考えられる。具体的には、
死後脳研究より、家族性うつ病において前頭
前皮質のアストロサイトの数・密度の低下お
よびアストロサイトの活性化のマーカーで
あ る GFAP の 低 下 が 報 告 さ れ て い る
(Rajkowska et al. 2013)。 
 

２．研究の目的 
上述した研究背景を踏まえ、本研究課題で

はうつ病のモノアミンに依存しない病変と
してアストロサイトにおける GDNF 低下があ

ると推定し、GDNF 産生能が障害されることが
うつ病の重症化しいては難治化につながる
と作業仮説を立て、その仮説を検証するため
に、薬理学的・遺伝子工学的手法により検証
すること、さらには、得られた成果の有用性
をうつ病患者サンプルを用いて検証するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
【検討 1】培養細胞を使用した GDNF 産生に重
要な受容体の探索 
ラット初代培養アストロサイトを作製し

た。また、アストロサイトのモデル細胞であ
る C6 細胞も使用した。LPA1 阻害剤および
siRNA を使用し、抗うつ薬誘導性 GDNF 発現変
化に与える影響について検討した。GDNF mRNA
および protein の測定には、real time PCR
法および ELISA 法を使用した。 
 
【検討 2】マウスを使用した行動実験 
 マウスにおける抗うつ薬長期投与による
抗うつ行動を検討するために強制水泳試験
を行った。強制水泳試験とは、逃避不可の水
槽にマウスを入れ無動時間を測定する試験
であり、抗うつ薬投与により無動時間が減少
することから、抗うつ行動の評価に最も良く
使用されている方法である。抗うつ薬には in 
vitro 実験の結果から、GDNF 産生作用の強い
TCA を使用した。 
 抗うつ行動における LPA1 の関与を検討す
るために、LPA1 ヘテロ KO マウスを Jackson 
Laboratory から購入し、繁殖を行い実験に使
用した。 
 行動試験終了後のマウスを犠死後、うつ病
に関連する複数の脳部位（前頭皮質・線条
体・側坐核・海馬・偏桃体・視床下部・腹側
被蓋野）を回収し、RNA を抽出した。Real time 
PCR 法により、GDNF mRNA 発現変化を検討し
た。 
 
【検討 3】ヒト臨床サンプルを用いた検討 
 うつ病患者サンプルの収集に関しては、研
究協力者の協力のもと、抗うつ薬等の薬物治
療抵抗性であり電気けいれん療法適応患者
の末梢血及び脳脊髄液の収集を行った。GDNF 
protein level の測定に関して ELISA 法を用
いて検討した。 
なお、ヒト由来臨床サンプルを用いた研究

計画は、国立病院機構呉医療センター倫理委
員会において承認済みである。被験者からは
研究参加に関して十分な説明を行ったうえ
で文書による同意を得ている。 
 
４．研究成果 
【検討１】 
・C6 細胞およびラット初代培養アストロサイ
トにおいて、TCA をはじめとした複数の抗う
つ薬による GDNF 発現増加作用は LPA1 阻害剤
(AM966, Ki16425)によって有意に抑制された。 
・C6 細胞において、LPA1 siRNA 処置によっ



て LPA1 発現を抑制した条件では抗うつ薬に
よる GDNF 発現増加作用は減弱したが、LPA2
または LPA3 siRNA では抗うつ薬による GDNF
増加作用に影響はなかった。 
・アストロサイトにおける抗うつ薬誘導性
GDNF 産生シグナルメカニズムを詳細に検討
したところ、「抗うつ薬→LPA1→FGFR→ERK→
GDNF 産生増加」という一連のシグナルが活性
化されることを明らかにした。 
これらの結果から、モノアミンに依存しな

いアストロサイトにおける抗うつ薬の新た
な作用点として LPA1 が重要であることを明
らかにした(Kajitani et al. J Biol Chem. 
2016)。 
 
【検討 2】 
・動物を用いて抗うつ薬抵抗性モデルとして
評価するために、強制水泳試験・novelty 
suppressed feeding 試験・open field 試験
等の行動実験系を立ち上げ、抗うつ薬急性投
与または長期投与で抗うつ薬による行動変
化が起きる実験系であることを確認した。 
・強制水泳試験において、抗うつ薬を長期投
与した際にみられる無動時間の減少が、LPA1
受容体阻害剤を併用することで抑制される
ことを明らかにした。 
・購入した LPA1 ヘテロ KO マウスを繁殖し、
さらにホモ KO マウスの繁殖を試みたが、生
後の生存率が約 25％以下と非常に悪く実験
に使用するための一定数が確保できなかっ
たため、実験にはヘテロ KO マウスのみを使
用した。 
・LPA1 ヘテロ KO マウスに抗うつ薬を長期投
与し、強制水泳試験を行ったところ、抗うつ
薬による無動時間減少作用が見られなかっ
た。 
・強制水泳試験後に正常マウスと比較して、
抗うつ薬長期投与並びに LPA1 阻害剤を併用
したマウスの複数の脳部位からRNAを抽出し、
GDNF mRNA の発現変化を調べたところ、線条
体と海馬において GDNF 発現変化と強制水泳
試験における抗うつ行動が相関することを
明らかにした(図)。 

 
上述の結果から、LPA1 シグナル不全により

抗うつ薬抵抗性を示したことから、アストロ
サイトにおける GDNF 産生作用に重要な LPA1
シグナルが難治性うつ病の分子基盤の一つ
である可能性を示すことが出来た。 

【検討 3】 
・研究協力者の協力のもと、抗うつ薬等の薬
物治療抵抗性であり電気けいれん療法適応
患者の末梢血及び脳脊髄液に関して、概ね目
標数収集することができた。 
・研究協力者のもと収集したうつ病患者脳脊
髄液を使用して、GDNF protein level の測定
を ELISA 法で試みたが、測定感度以下のため
検出できなかった。 
 培養細胞・動物実験等の基礎研究で得た知
見に関して、臨床サンプルを用いて検討を行
う計画であったが、脳脊髄液で GDNF protein
を測定することは困難であることが分かっ
た。今後は、LPA1 シグナルの下流にある他の
因子に着目して検討を行う必要性があるこ
とが分かった。 
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