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研究成果の概要：PC12 細胞に Fluvoxamine （FLV ）投与後、AKT-Ser473, Thr308 のリン

酸化が亢進していた。また BDNF を PC12 細胞に投与後、同様に AKT のリン酸化が起こり、

PI-3 kinaze の活性化を抑制する LY294002 にて、BDNF による AKT のリン酸化が抑制され

た。また同様に LY294002 にて、フルボキサミンによる AKT のリン酸化が抑制されたことか

ら、フルボキサミンによるAKT のリン酸化は BDNF を介して起っていると考えられた。FLV, 
Milnacipran (MIL)を3週間投与後の大脳皮質において、Akt-Ser473のリン酸化、AKT -Thr308
のリン酸化が亢進していると考えられた。FLV、MIL を 3 週間投与後、大脳皮質の核内での

AKT リン酸化の増加とリン酸化された AKT の核への移行を認められた。核内に移行した AKT
は転写因子をリン酸化し、転写因子とコファクターの結合を調節し、転写を制御していること

が考えられた。 
抗うつ薬作用が２週間以上かかることの仮説として、抗うつ薬がリン酸化を介して AKT を

活性化し、転写を調節し RNA の合成を制御し、さらに RNA が DNA に作用するカスケードを
介することで蛋白質の発現を最終的に調節している可能性を示唆した。   
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１．研究開始当初の背景 
抗うつ薬の代表として使用されている

SSRI(Selective Serotonin Reuptake 

Inhibitors)などの作用機序は、セロトニンの
再取り込み阻害作用の単純な作用では説明
できない。そこで新たな作用機序の解明のた
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め細胞内情報伝達において重要な役割をし
ているセリンースレオニンリン酸化酵素で
ある AKT に注目して研究を行った。 
 

２．研究の目的 
AKT は bHLH 転写因子を活性化しノルアド
レナリンの分泌を調節していることが報告
されている。抗うつ薬作用が２週間以上かか
ることの仮説として、抗うつ薬がリン酸化を
介して AKT を活性化し、転写を調節し RNA
の合成を制御し、さらに RNA が DNA に作
用するカスケードを介することで蛋白質の
発現を最終的に調節している可能性が考え
られる。そこで本研究では抗うつ薬による
AKT のリン酸化の機構をより詳細に生体内
で検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 PC12 細胞に Fluvoxamine （FLV ）100 μM, 
40 min を処置後、各サンプルを用いイムノ
ブロットを施行した。BDNF (50 ng/ml, 5 
min)も同様に PC12 細胞に処置し、さらに
PI 3-K inhibitor である LY294002 (50 μM, 
30 min)を同時に処置し、イムノブロットを
施行した。 

Wistar 系雄性ラット(150-300g)に FLV, 
Milnacipran（MIL） を各 5 ｍｇ/ｋｇ、3
週間皮下投与した。大脳皮質をホモジネート
し、遠心分離により細胞質成分を分離した。
さらに DEAE クロマトグラフィー施行後の
各サンプルを用いイムノブロットの実験を
施行した。また大脳皮質切片を作成し
avidin-biotin complex method を用い免疫染
色を施行した。なお、実験動物に関しては、
聖マリアンナ医科大学動物実験委員会の指
針に基づき、倫理的配慮をふまえた上で実験
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) PC12 細胞に 100 μM,FLV  40 min を処
置後、Ser473-phosphorylated AKT-1 抗体を
用いたイムノブロットの結果が 3.8 倍増加し
ていた(図 1)。しかし AKT-1 のタンパク量の

変化は認められなかった。また β-Actin のタ
ンパク量の変化は認められなかった。従って、
FLV により Ser473- AKT-1 のリン酸化が亢
進していることが示された。 
 
(2) PC12 細胞に 50 ng/ml BDNF 5 min を処
置後、Ser473-phosphorylated AKT-1 抗体を
用いたイムノブロットの結果が 2.6 倍増加し
ていた(図 2)。しかし AKT-1、β-Actin のタン
パク量の変化は認められなかった。従って、
BDNF により Ser473- AKT-1 がリン酸化が亢
進していることが示された。 

 
(3) PC12 細胞に PI 3-K inhibitor である 50 
μM LY294002 を 30 min 前処置後、100 
μM,FLV、50 ng/ml BDNF を投与した。50 
μM LY294002 前処置後、FLV 、BDNF によ
り増加していた Ser473- AKT-1 のリン酸化は
有意に抑制された(図 3)。 



 

 

従って、FLV 、BDNF による Ser473- AKT-1
がリン酸化が亢進は PI 3-K を介しているこ
とが証明された。SSRI である FLV が BDNF
と同様の機序で受容体型 tyrosine kinase を
活性化し、PI-3 キナーゼを活性化し、さらに
AKT も活性化し、Ser473- AKT-1 のリン酸化
を起こしていることが海外を含めて初めて
証明された。 
 
(4) FLV を 3 週間投与後の大脳皮質において、
AKT 抗体を用いてのイムノブロットの結果
は、Akt は細胞質成分では、22％の減少を認
め（図 4）、核蛋白においては、130％の増加
を認めた。FLV 投与後、リン酸化 AKT-Thr
の変化は細胞質成分では、180％の増加を認
め（図 4）、核蛋白においても、111％の増加
を認めた（図 5）。リン酸化 AKT-Ser の変化
は細胞質成分では、145％の増加を認め、核
蛋白においても、173％の増加を認めた(図
4.5)。 

 
 (5) Phospho-AKT (Ser473)、phospho-AKT 
(Thr308)抗体を用いて大脳皮質の切片を免
疫染色した結果は、FLV を 3 週間投与後、リ
ン酸化 AKT-Thr はそれぞれ 25％の増加を認
めた（図 6）。同様にリン酸化 AKT-Ser は FLV
投与後、それぞれ17％の増加を認めた（図6）。
さらに強拡大では、ラット大脳皮質内にて、
抗うつ薬投与後の核内での AKT リン酸化の
増加とリン酸化された AKT の核への移行を

認められた。 
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