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研究成果の概要（和文）：独自に開発したプロラクチン放出ペプチド受容体（Prlhr）-Venusマウスを用いて
Prlhrの発現を高感度で検出し、全脳領域を検索して新奇Prlhr発現脳部位を同定した。Prlhr-Flippaseマウスを
独自に開発し、DNA組換え活性と発現を確認した。レジリエンスを担うPrlhr発現細胞を特定する目的で、この
Flippaseマウスを利用した2重DNA組換え酵素応答性蛍光蛋白質発現法を用いてストレス応答に重要な神経ペプチ
ド産生細胞におけるPrlhrの発現を明らかにした。また、2重DNA組換え酵素を利用したPrlhr発現細胞の亜集団の
神経回路の特定法、人為的活動調節法を構築した。

研究成果の概要（英文）：Prolactin-releasing peptide receptor (Prlhr) expression was detected with 
high sensitivity using originally developed Prlhr-Venus mice, and whole brain regions were searched 
to identify novel Prlhr-expressing brain regions. Prlhr-Flippase mice were originally developed, and
 their DNA recombination activity and expression were confirmed. To identify Prlhr-expressing cells 
responsible for resilience, the mouse line was used to determine Prlhr expression in 
neuropeptide-synthesizing neurons that are crucial for stress responses using a dual DNA 
recombinase-responsive fluorescent protein expression method. Methods for identifying the neural 
circuits of a subpopulation of Prlhr-expressing cells and artificially regulating their activity was
 also established using a double DNA recombinase.

研究分野：生理学、神経科学、神経内分泌学

キーワード： ストレス　プロラクチン放出ペプチド　レジリエンス　うつ病　心的外傷後ストレス障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレス関連精神障害は現代社会が解決すべき喫緊の課題である。本研究は、ストレスを負荷された状態から、
正常な状態に戻ろうとする復元力・回復力(レジリエンス)を亢進する神経回路とそれに関わる神経ペプチド/受
容体系を明らかにすることを目指している。本研究の成果は、ストレス関連精神神経障害の予防法の確立に繋が
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。
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１．研究開始当初の背景 
 
ストレスを負荷された状態から、正常な状態に戻ろうとする復元力・回復力(レジリエンス)が不
充分だとうつ病や心的外傷後ストレス障害(PTSD)といったストレス関連精神神経障害を発症す
るとされている。臨床的にはこの妥当性は認められているが、その分子基盤は判っていない。最
近、研究代表者は、プロラクチン放出ペプチド(PrRP)がレジリエンスを亢進させる可能性を見出
した。 
 
PrRP は、下垂体前葉に発現する G タンパク質共役型受容体である PrRP 受容体（Prlhr）のリガ
ンドとして 1998 年に発見された。PrRP 受容体は Gタンパク質共役型受容体である。 
 
PrRP/Prlhr 系は、in vitro においてプロラクチン放出を促進することが報告された。しかし、
PrRP は下垂体前葉を制御する他の視床下部ホルモンとは異なり、正中隆起に投射するニューロ
ンには発現しておらず、門脈血中には放出されないことが判ってきた。そのため、PrRP/Prlhr 系
の生理機能に関しては不明な点が多かった。 
 
脳において PrRP は、延髄孤束核、延髄腹外側部、視床下部背内側核の 3 カ所にのみ発現してい
ることが判っている。一方、Prlhr の発現脳部位に関しては、検出の特異性や感度の問題から、
一貫性のある見解は得られていなかった。 
 
研究代表者はこれまで、①社会的ストレス負荷および条件恐怖ストレスにより延髄 PrRP 産生ニ
ューロンが活性化されること(未発表データ、Yoshida ら Endocrinology 2014)、②PrRP遺伝子
欠損マウスに慢性の社会的ストレスを負荷するとうつ様行動の一つである同種マウスに対する
社会的探索意欲の減弱が起こること(未発表データ)、PrRP 遺伝子欠損マウスは条件恐怖学習に
おける恐怖記憶が増強していること(Yoshida ら Endocrinology 2014)、PrRP を視床下部背内側
核に局所投与すると不安行動が減弱すること(未発表データ)、を含む結果を得てきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者によるこれまでの研究は、PrRP がストレス負荷状態からの回復を促進するレジリエ
ンス亢進因子であること、延髄 PrRP 産生ニューロン-視床下部 Prlhr 回路がレジリエンス亢進
を担うことを示唆していた。 
 
そこで「PrRP のレジリエンス亢進作用はいかなる機序で発揮されるのか」を明らかにすること
を目的とした研究を行うこととした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）PrRP 受容体（Prlhr）の発現を、全脳領域を対象に解析する目的で、CRISPR/Cas9システム
を用いたゲノム編集法により独自に作成した内在性 Prlhr プロモーター制御下でレポーター遺
伝子である蛍光タンパク質 Venus を発現する knock-inマウス（Prlhr-Venusマウス）を用いた。 
 
（2）内在性 Prlhr プロモーター制御下で DNA 組換え酵素である Flippaseを発現する knock-in
マウス（Prlhr-Flippase マウス）を作成する目的で、胚性幹細胞を用いた DNA 相同組換え法を
用いた。 
 
（3）Prlhr-Flippase マウスの Flippase活性と発現特異性を解析する目的で、Flippase 依存的
に蛍光タンパク質 Tdtomato を発現するマウスを用いた。 
 
（4）オキシトシン、バゾプレシン、コルチコトロピン放出ホルモン（CRH）産生ニューロンにお
けるプロラクチン放出ペプチド受容体の発現とその投射部位を解析する目的で、DNA 組換え酵素
Creと Flippaseの両者が存在する細胞において蛍光タンパク質 EGFP が発現するマウス（FLTGマ
ウス）を用いた。 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
（1）Prlhr-Venus マウスを用いた解析を行い、新奇の Prlhr 発現脳部位を多数見出した。成体
の雄の脳を用いた解析では、Prlhr 発現細胞は大脳辺縁系、視床下部、視床に多く観察されたが、
大脳皮質には少なかった。また研究代表者の過去の研究から PrRP はオキシトシン、ACTH分泌を
促進することが判っていた。Prlhr 発現細胞は、オキシトシン、バゾプレシン、CRHが発現する
視床下部室傍核において豊富に存在していることが判った。 
 
考察 1：独自に開発した Prlhr-Venusマウスを用いて Prlhr の発現を高感度かつ細胞レベルの解
像度で検出することができた。現在、Prlhr-Venusマウスを用いて社会的ストレス負荷および条
件恐怖ストレスによって活性化する Prlhr 発現細胞の特定を進めている。この実験によりレジ
リエンスに関わる Prlhr 発現脳領域を探索できるものと考えられる。 
 
（2）Prlhr-Flippase マウス作成のために、ターゲティングベクターが正しく相同組換えされた
胚性幹細胞を取得した。更に、この胚性幹細胞から DNA 組換え酵素 Dreを用いて、薬剤耐性マー
カーを除去した。この胚性幹細胞をマウス受精卵にマイクロインジェクションし、キメラ率が
100%に近いキメラマウスを 2 匹取得した。このキメラマウスを野生型マウスと交配し、後代を得
た。 
（3）Prlhr-Flippase マウスの解析を行った。Prlhr-Flippase マウス・Flippase 依存的に蛍光
タンパク質 Tdtomato を発現するマウスとの 2 重遺伝子改変マウスを作成し、解析を行った。こ
の結果、Tdtomato の発現が確認された。また脳内での Tdtomato 発現パターンは、Prlhr-Venus
マウスと酷似していた。 
 
考察 2、3：PrRP/Prlhr 系が関わるレジリエンス亢進作用部位を同定するためには、特定の脳部
位の Prlhr 発現細胞を刺激、抑制する必要があるが、その方法が無かった。本研究で、Prlhr-
Flippase マウスを独自に樹立した。現在、Prlhr-Flippase マウスとアデノ随伴ウイルスを組み
合わせ、神経回路の特定、人為的活性化・抑制実験を遂行している。更に、独自に樹立した時間・
部位特異的 Prlhr 欠損マウスを利用することで、レジリエンスにおける Prlhr 発現細胞および
Prlhr遺伝子の役割を特定できると考えられる。 
 
 
（4）オキシトシン、バゾプレシン、CRH 産生ニューロンにおける Prlhr の発現解析を行った。
DNA組換え酵素Creと Flippaseの両者が存在する細胞において蛍光タンパク質 EGFPが発現する
マウス（FLTGマウス）を用いた。(1) FLTG・ Prlhr-Flippase・オキシトシン-Cre マウス、(2) 
FLTG・ Prlhr-Flippase・バゾプレシン-Cre マウス 、(3)FLTG・ Prlhr-Flippase・CRH-Cre マウ
ス、の 3種類の 3重遺伝子改変マウスを作成し、EGFP陽性細胞を全脳から探索した。その結果、
3 種類全ての 3 重遺伝子改変マウスにおいて EGFP 陽性細胞が観察され、Prlhr を発現している
各ペプチド産生ニューロンが特定できた。 
FLTG・ Prlhr-Flippase・オキシトシン-Cre マウスの結果：EGFP陽性細胞は、視床下部室傍核で
観察されたものの、予想に反し陽性細胞数は僅かであった。 
FLTG・ Prlhr-Flippase・バゾプレシン-Cre マウスの結果：EGFP陽性細胞は、視床下部室傍核で
はほとんど観察されなかった。視交叉上核においては、陽性細胞が存在していた。 
FLTG・ Prlhr-Flippase・CRH-Cre マウスの結果：EGFP陽性細胞は、視床下部室傍核、分界条床
核、中心扁桃体で多数観察された。 
以上の観察から、Prlhr の発現は、3種類の視床下部に存在するペプチド産生ニューロンの中で
は、CRH産生ニューロンにおける発現割合が高いことが判った。 
 
考察 4：FLTG・ Prlhr-Flippase・オキシトシン-Cre マウスを用いた解析から、オキシトシン産
生ニューロンにおける Prlhr 発現の割合は非常に低かった。この結果から、PrRP によるオキシ
トシン分泌作用は、オキシトシン産生ニューロンへの直接の作用ではない可能性がある。 
FLTG・ Prlhr-Flippase・バゾプレシン-Cre マウスを用いた解析から、視交叉上核バゾプレシン
産生ニューロンにおいて Prlhr が発現している予想外の結果が得られた。視交叉上核バゾプレ
シン産生ニューロンは、概日リズムの形成に重要であることが知られている。今回得られた結果
は PrRP/Prlhr 系が、バゾプレシン系を介した概日リズムの調整に関わる新たな可能性を示して
いる。 
FLTG・ Prlhr-Flippase・CRH-Cre マウスを用いた解析から、視床下部室傍核、分界条床核、中心
扁桃体 CRH産生ニューロンにおける Prlhr の発現が観察された。視床下部室傍核、分界条床核、
中心扁桃体はストレス関連脳部位である。また、CRH産生ニューロンも視床下部―下垂体―副腎
系を始めとしたストレス応答に重要な役割を担う。本研究の結果から、（a）Prlhr を発現する視
床下部室傍核 CRH産生ニューロンが、PrRP/Prlhr 系の刺激により ACTH分泌を促進している可能
性がある。（b）Prlhr を発現する分界条床核、中心扁桃体 CRH産生ニューロンが、ストレス時に
おける行動反応を調節し、レジリエンス作用を発揮している可能性がある。 
現在、CRH産生ニューロン特異的 Prlhr欠損マウスを作成し、行動反応、神経内分泌反応を指標



とした解析を行っている。また、Prlhr-Flippase・CRH-Cre 2 重遺伝子改変マウスとアデノ随伴
ウイルスを組み合わせ、Prlhr陽性 CRH 陽性ニューロンおよび Prlhr陽性 CRH 陰性ニューロンの
神経回路の特定、人為的活性化・抑制実験を行っている。 
 
本研究から、 
・PrRP/Prlhr 系の生理機能を証明するための、新奇の遺伝子改変マウスと実験系を独自に開発
した。 
 
・全脳における Prlhr 発現細胞を同定した。 
 
・本研究の解析結果から「PrRP/Prlhr 系によるレジリエンス作用が、CRH産生ニューロンを直接
調整することで引き起こされる」という新たな研究仮説を着想した。 
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