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研究成果の概要（和文）：本研究では、HPA axis 調節不全によるうつ病等の発症にmicroRNAが関与する分子機
序を解明し、新規治療薬開発や予防措置への応用に向けた研究基盤の確立を目指すことを目的とした。
本研究課題では、環境ストレス負荷マウスへの抑肝散投与によりGlucocorticoid 受容体 mRNA 転写後制御因子
としてのmicroRNAを視床下部および脳梁領域それぞれで見出すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：It is well known that Glucocorticoid receptor signaling regulates the 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, and Glucocorticoid receptor expression level is associated with
 hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity. A previous report has suggested that several 
microRNAs in the brain might regulate Glucocorticoid receptor protein levels. In this study, we 
aimed to elucidate the Glucocorticoid receptor regulation mechanism in the brain and evaluate the 
effects of Yokukansan on Glucocorticoid receptor regulation.
This study found that Yokukansan regulates two different microRNAs as a post-transcriptional 
regulator of Glucocorticoid receptor mRNA in the hypothalamus and corpus callosum of environmentally
 stress-exposed mice.

研究分野：神経化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
漢方薬とmicroRNAに関して基礎研究を行っているのは、知る限り国内では当グループのみであり、国際的にみて
も数グループである。更に、漢方薬とストレス制御に関しては近年活発に研究がなされるようになってきたもの
の、その成分などの分子機序についてはあまり進展が見られていない。
すなわち、漢方薬である抑肝散が脳内microRNAを制御する分子機序および詳細なストレス制御機序を解明する本
研究計画は、精神疾患病態研究にブレークスルーをもたらす可能性を十分秘めており、学術的･社会的意義にお
いて非常に重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）精神疾患の中でうつ病の発症には、遺伝的要因というよりはストレス等の様々な環境要因
が大きく関与することが知られている。これらを背景として、ストレス応答系である視床下部−
下垂体−副腎軸 (HPA axis) が繰り返し受けるストレス等により過剰に刺激され続けることで調
節不全に至り、うつ病性障害などの精神疾患が発症するというストレス仮説が以前から想定さ
れている (Bartanusz, et al., Endocrinology. 1993; Kendler, et al., Am J Psychiatry. 1999) 。
しかし、その分子機序や脳の機能的変化はこれまでにほとんど明らかにされていない。 
 
（２）申請者らはこれまでに、この HPA axis調節不全によるうつ病等の精神疾患発症の分子機
序の解明を目指して環境要因変動としての慢性ストレス負荷をかけたマウスを作製し、うつ病
および不安障害のモデルマウスとして、それらの発症メカニズムの詳細な解析を行うことで、グ
ルココルチコイド応答制御不全に関連した SGK1 活性亢進を起因とした分子機序について様々
な成果を得てきた (Miyata et al., PLoS One. 6, e19859, 2011; Miyata et al., BBRC. 464:76-82. 
2015; Miyata et al., BioMed Res Int, 2015:797280; Miyata et al., Sci. Rep, 6:23084, 2016) 。
この HPA axis調節機構のひとつとして、海馬や視床下部に発現するグルココルチコイド受容体 
(GR) を介した負のフィードバック機構により、グルココルチコイドの分泌が制御されているこ
と、さらには HPA axis の機能不全には GRの発現量変化が関わると考えられている (Herman 
et al., Mol Endocrinol. 1989; Thomson et al., Neurochem Res.  2008) 。これまでの検討から
脳内における GR発現量は、いくつかの転写因子や、調節因子、さらにはmRNA転写後発現調
節を行う miRNA (miR-18, miR-124a) によって制御されていることがすでに報告されている 
(Schaaf et al., J Steroid Biochem Mol Biol. 2002; Vreugdenhil et al., Endocrinology. 2009) 。 
 
（３）さらにこれらの検討過程の中で、申請者らは漢方薬のひとつである「抑肝散」が認知症に
伴って出現するうつ様行動などの行動心理学的症状（Behavioral and Psychological Symptoms 
of Dementia：BPSD）の治療に対して有効であるとの報告に注目し、miRNA発現変化との関連
の可能性を示唆する結果を得ている。すなわち、抑肝散の構成成分中にも抗うつ薬と類似した効
果を示す成分が含有されている可能性が十分に考えられた。そこで、申請者らはストレス負荷時
の HPA axis 活性化に対する抑肝散の効果を検討したところ、ストレス負荷前に抑肝散を経口
投与したマウス群では、対照ストレス群に比べ血中のコルチコステロン量が有意に低下し、コン
トロールマウス群とほぼ同レベルとなる事実を予備検討結果としてすでに見出しており、環境
ストレス負荷による HPA axis制御不全に関する全く新規の分子機序、すなわち神経症状に効果
を示す抑肝散などの漢方薬による miR-18, miR-124a 調節を介した GR 発現制御の分子機序を
解明することに興味が持たれた。 
 
２．研究の目的 
（１）環境要因としてのストレス負荷による HPA axis 調節不全によるうつ病性障害等の発症
機序の解明を目指して、海馬や視床下部、脳梁等での抑肝散等による GR 発現調節に関連する
miR-18, miR-124a制御機構を明らかにし、新規の治療標的や新薬候補の探索を行う。 
 
（２）うつ病性障害発症に対する治療薬開発はセロトニンを中心としたモノアミン仮説および
BDNF 仮説に集中しているのが現状であるが、半数程度の患者で治療効果が無いなど、問題を
多く抱えている。そこで、申請者らは全く新たな視点からのうつ病性障害発症に対する治療薬開
発への展開を目指し、「HPA axis制御不戦による血中グルココルチコイド量の持続的な増加」に
注目した。そこで、漢方薬成分による miR-18, miR-124a 発現制御を介した転写後調節による
GRタンパク量制御という全く新規の分子機序で HPA axisの正常化に関与することを見出すこ
とを本研究課題の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）申請者らはこれまで、水浸拘束法により環境ストレス負荷を行ってきた。この環境ストレ
ス暴露マウスでは恒常的に血中のコルチコステロン量が増加しており、尾懸垂法などの行動解
析で無気力レベルの上昇や海馬歯状回における神経新生レベルの低下など、ヒトうつ病患者で
観察されるような動態を示したことからうつ病のモデルマウスであると考えられることから本
研究計画においても使用する。 
 
（２）本研究計画では、まず HPA axis に関連する脳領域である海馬や視床下部と共に大脳皮質
や脳梁における GR mRNA 量について、本環境ストレス負荷の有無による変化を realtime-PCR お
よび in situ hybridization で比較検討する。 
 
（３）GR タンパク量についても上記の各領域について western blotting および免疫組織化学法
により比較検討する。  



 
（４）同様に、miR-18, miR-124a の発現について検討するために TaqMan probe をそれぞれ合成
し、realtime-PCR で比較検討する。さらに、DIG labeled-LNA probe についてもそれぞれ合成
し、in situ hybridization で比較検討する。 
（５）この環境ストレス暴露マウスへの抑肝散等の漢方薬の前投与によりストレス負荷後の GR 
mRNA, GR タンパク質、miR-18, miR-124a の発現について、脳の各領域で上記と同様の各手法を
用いて比較検討を行う。 
 
４．研究成果 
（１）まず環境ストレス負荷マウス脳の海馬や視床下部、脳梁における GR mRNA 量について、環
境ストレス負荷の有無による変化を real time-PCR および in situ hybridization 法により 
比較検討を実施した。その結果、海馬、視床下部、脳梁において GR mRNA 量の低下傾向を見出し
たが、有意差はつかなかった。 
 
（２）次にタンパク発現量について western blotting、免疫組織化学等で比較検討を行ったと
ころ、環境ストレス負荷マウスにおける視床下部、脳梁において GR タンパク量の有意な低下を
見出した。 
 
（３）さらに、miR-18, miR-124a の発現量変化について検討するために TaqMan probe をそれぞ
れ合成し、real time-PCR で比較検討したところ、海馬ではストレス負荷による変化を両 miRNA
共に見出せなかった。しかし、視床下部においては、miR-18 の有意な発現増加が生じることを
見出すと共に、脳梁における miR-124a の有意な発現増加を見出すことが出来た。また、視床下
部における miR-124a、脳梁における miR-18 の発現量変化は観察されなかった。 
 
（４）抑肝散等の漢方薬の前投与により、環境ストレス負荷による血中コルチコステロン量の増
加が抑制されることを見出した。 
 
（５）環境ストレス負荷マウスへの抑肝散の前投与による視床下部および脳梁領域におけるス
トレス応答と GR mRNA、GR タンパク量変化および miR-18, miR-124a の発現量変化、更には免疫
組織化学的な検討を実施した。その結果、抑肝散の前投与の有無による比較検討から、視床下部
における miR-18 の有意な発現量増加および脳梁における miR-124a の有意な発現量増加は、抑
肝散投与群で抑制されることを見出した。また、視床下部および脳梁における GR mRNA には影響
が無かった。これらの結果から、抑肝散の前投与により脳領域特異的に miR-18, miR-124a の発
現量変化が生じ、GR タンパク量が正常化することを見出すことが出来た。さらに、免疫組織化
学的な検討を実施し、視床下部の GR タンパク量の正常化は室傍核で生じていることを明らかに
した。 
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