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研究成果の概要（和文）：培養大脳皮質ニューロンにおいて、うつ病と関連するグルココルチコ

イドの曝露後、BDNF（脳由来神経栄養因子）が増強するシナプス成熟が抑制されることが明

らかになった。そのメカニズムとして、BDNF の受容体である TrkBと shp2(ホスファターゼの

ひとつ)の結合力が弱まることが関与する可能性がある。また、うつ病のモデル動物の大脳皮質

では、グルココルチコイド受容体(GR)の発現減少に起因する BDNF 機能低下を見出した。  
 
研究成果の概要（英文）：Following glucocorticoid (stress hormone) exposure, BDNF-dependent 
synaptic maturation was decreased in cultured cortical neurons. We found that shp2-TrkB interaction, 
which is important for BDNF-mediated synaptic protein expression, was also reduced. In vivo models, 
we examined possible change of BDNF-related intracellu lar signaling in forebrain after restraint stress. 
We found that significant GR downregulation after restraint operation and confirmed a decrease in 
BDNF-stimulated neurotransmitter release. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) うつ病は、年間一万人を超える自殺の主
要因とされる罹患率の高い病気である。うつ
病患者では、HPA 系(視床下部―下垂体―副
腎皮質)が亢進しており、ストレスホルモンで
あるグルココルチコイドが増加している。こ
の増加したグルココルチコイドが脳に悪影
響を与え、うつ病発症と密接に関係する可能
性がある。しかし、神経細胞(ニューロン)に
おいて、グルココルチコイドの影響を細胞・
分子レベルで解析した研究は少なかった。 

 
(2) 脳に豊富に存在し、ニューロンの生存や
機能調節に欠かせない分子である BDNF 
(脳由来神経栄養因子)の発現変化が、うつ病
の病態と関わっている可能性があった。しか
し、このうつ病との関連が疑われるグルココ
ルチコイドと BDNF の相互作用についての
知見はほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) グルココルチコイドの濃度上昇は、スト
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レスに対する防御機構のひとつである。これ

らは抗炎症作用や血糖値の上昇などである。

しかし、慢性的なストレスなどを原因として、

このグルココルチコイドの濃度増加が持続

する可能性がある。通常は海馬や視床下部な

どに発現する GR を介して、グルココルチコ

イドの濃度は定常状態に戻るが、このネガテ

ィブフィードバック機構の破綻により、グル

ココルチコイドの慢性的な濃度上昇が生じ

るとされる。そこで、本研究では、培養中枢

ニューロンに対して長期間のグルココルチ

コイド曝露を行い、シナプス機能障害を詳細

に解析した。 
 
(2) BDNF は、ニューロンにおける生存維持や

シナプス機能の増強などのプラスの働きを

する。本研究では、グルココルチコイドがど

のようなメカニズムによって、BDNF による

細胞生存やシナプス機能増強を阻害するの

か解析を行った。特に、BDNF には高親和性

の TrkB 受容体と低親和性の p75 受容体が存

在する。TrkBは、生存や神経機能の増強など

のプラスの効果を発揮する。反対に、p75 は

細胞死の誘導などの負の働きで知られる。本

研究では、この二つの受容体のグルココルチ

コイドによる動態変化や、その下流の細胞内

シグナル変化に注目した。 
 
３．研究の方法 
(1) 主として大脳皮質ニューロンを用いた。

深い麻酔を施した後、生後 1-2 日齢のラット

の大脳皮質領域を素早く切り出し、酵素処理

後、ピペッティングにより脳組織を細胞レベ

ルまで分散させた。分散した大脳皮質ニュー

ロンを、ポリエチレンイミンでコーティング

したプレートやディッシュにプレーティン

グした。その後、血清含有培地にて維持を行

った。シナプス機能の評価などには、培養後

4 日目に合成グルココルチコイドである DEX 
(Dexamethasone)を添加し、24 時間後に BDNF
を添加した。サンプル回収後、蛋白質レベル

での解析では主にウエスタンブロット法を

用い、シナプス関連蛋白質や TrkB の下流シ

グナル分子群の活性化を測定した。また、PCR
法を用いて、シナプス機能との関連が予想さ

れる microRNA の定量を行った。  
神経機能の測定には、細胞内カルシウム

の濃度変化や、GFP と融合させた BDNF やそ

の受容体などをニューロンに発現させ、その

細胞内動態をリアルタイムイメージングシ

ステムにて追跡した。また、培養ニューロン

より放出されるアミノ酸神経伝達物質の量

を定量した。 

 
(2) 個体レベルでの解析のため、ラットを用

いた拘束モデルを作成した。8-9 週齢のラッ

トに対して、アクリル製のシリンダーを用い

て 1 日あたり 6 時間の拘束ストレス行い、こ

れを 28 日間継続することで作成した。その

後、うつ病様行動の測定とともに、大脳皮質

における BDNF関連分子の蛋白質レベルでの

発現変化を詳細に解析した。さらに、急性の

大脳スライスを作成し、BDNF が誘導する神

経伝達物質放出の定量を行った。 
 
(3) 統合失調症やうつ病などの機能性精神疾

患では、発達段階におけるストレスにより、

器質的および機能的な脳の障害が生じるこ

とが成人後の発症リスクを高める要因であ

ると考えられている。そこで、妊娠期のラッ

トの体内に、血管収縮剤を含んだ浸透圧ポン

プを留置させ、低体重子仔を出産させた。そ

して、出生ラットから培養ニューロンを作成

し、BDNF、TrkB、および p75 などの発現を

解析した。  
 
４．研究成果 
(1) 大脳皮質ニューロンを 4-5 日間培養し、

その後 DEX (1.0 µM)を 24 時間投与した。そ

の後さらに BDNF で刺激を行い、細胞内シグ

ナルやシナプス関連蛋白質の発現を解析し

た。BDNF には、グルタミン酸受容体や、

synapsin I などのシナプス関連蛋白質を増加

させる働きがある。しかし、DEX が前処理さ

れているニューロンではこのシナプス増加

が阻害された。BDNF に依存したシナプス増

加には、ERK シグナルの活性化が必要であっ

たが、DEX はこの ERK の活性化を低下させ

ることが明らかになった。そこで、ERK シグ

ナルの活性レベルを調節することで知られ

るホスファターゼ shp2 の関与の可能性を考

えた。BDNF の添加後、数分で TrkB と shp2
の相互作用が増加したが、DEX はこの相互作

用を阻害した。一方で、shp2 のリン酸化には

DEX による影響は観察されなかった。すなわ

ち、TrkB-shp2 の相互作用は、TrkB の下流で

働く ERK の活性化を維持する働きを持って

いる可能性がある。次に、shp2 の阻害剤を投

与した場合、DEX と同様に ERK の活性化の

低下が観察された。また、シナプス蛋白質の

低下が、shp2 の阻害剤の存在下で確認された。

さらに、shp2 の関与の可能性を精査するため、

外来の shp2 遺伝子をニューロンに導入し、強

制発現系における実験を行った。予想通り、

shp2 が過剰発現したニューロンでは、DEX
による BDNF 効果の阻害が観察されず、シナ



プス関連蛋白質発現の低下からのレスキュ

ー効果が確認された(Kumamaru, Numakawa et 
al., FEBS Lett. 2011)。  

BDNF やその受容体の細胞内移動の変化

は、神経機能の変化として表れる可能性があ

る。これは、BDNF は神経活動依存的に発現

が調節されており、さらに細胞外放出されて

から機能する分泌性の蛋白質だからである。

そこで、十分に成熟した培養ニューロンに、

BDNF と GFP (緑色蛍光蛋白質)を融合させた

蛋白質などを強制発現させ、細胞内移動を可

視化し、グルココルチコイド曝露などで変化

がみられるか、解析を行った。さらに、p75
などをニューロンに発現させて、BDNF と同

様に細胞内移動を可視化する実験系を確立

した。これら BDNF 関連分子は、軸索や樹状

突起などを一見不規則に移動している。しか

し、細胞の部位をわけて細かく観察していく

と、比較的規則正しく移動している可能性も

あった。そこで、うつ病と関連が深いグルコ

コルチコイドの添加により、移動の速度、局

在、およびシナプス部位と位置関係などに変

化がないか、詳しく解析中である。さらに、

p75や TrkBの細胞内における位置関係にも注

目している。 
 
(2) ERK シグナルは、BDNF 依存的なシナプ

ス 蛋 白 質 の 発 現 維 持 に重 要 で あ る が

(Numakawa et al., Histol Histopathol. 2010)、こ

の ERK と脳に特異的な microRNA である

miR-132 の関係を調べた。BDNF は培養大脳

皮質ニューロンにおいて、顕著な miR-132 の

発現を誘導するが、これには ERK の活性化

が必要であった。そして、この BDNF に依存

した miR-132 の発現は DEX で抑制され、そ

の抑制メカニズムとして ERK の活性化の阻

害 が 考 え ら れ た (Numakawa et al., 
Neurchem.Int. 2011)。この miR-132 の強制発現

を行うと、予想通りグルタミン酸受容体など

のシナプス関連蛋白質が増加した。すなわち、

miR-132 は BDNF 刺激によるシナプス増加に

重要な働きがあり、うつ病と関連するグルコ

コルチコイドはこの miR-132 を低下させ、ニ

ューロンの機能を阻害する可能性がある。ま

た、別の神経栄養因子である bFGF (塩基性繊

維芽細胞増殖因子)が、miR-132 を増加させる

ことを見出した。この bFGF による効果は、

グリア細胞であるアストロサイトでも発揮

された。bFGF にはシナプス蛋白質を増加さ

せる働きは観察されず、アストロサイトにお

ける作用を考慮すると、 bFGF に依存した

miR-132 の機能は興味深い。このような、う

つ病と関連が深い BDNFやグルココルチコイ

ドで変化する miR-132 が、病態を知るうえで

重要な疾患マーカーとなりうる可能性があ

る（Numakawa et al., Neurosci Lett. 2011）。  
 
(3) ラットを 1 日に約 6 時間狭いアクリル製

のシリンダーに保持し、これを 4 週間行った。

この拘束ストレスにより、動物が強制水泳テ

ストなどで無動時間が増加し、うつ様行動が

観察されるようになった。そこで、大脳皮質

における BDNF 関連分子の発現を解析した。

BDNF やその受容体である TrkB および p75
の顕著な発現変動は観察されなかったが、GR
発現の有意な低下が観察された。以前に我々

は、GRと TrkBは相互作用をしており、この

分子間相互作用が BDNFが誘導する神経伝達

物質であるグルタミン酸放出に重要である

ことを報告している(Numakawa et al., PNAS, 
2009)。そこで、拘束を受けた動物の大脳皮質

より急性のスライスを作成し、BDNF による

グルタミン酸放出量を測定した。その結果、

グルタミン酸放出量が低下していた。このモ

デル動物では、血中のグルココルチコイド

（コルチコステロン）が増加した。また動物

に DEX をインジェクションした場合、GRの

発現低下を確認した。以上のことを考え合わ

せると、ストレスによりグルココルチコイド

が増加するが、これが GR の発現低下を引き

起こし、TrkB-GR 相互作用の減少により

BDNF による神経機能調節作用がうまく働か

なくなる可能性がある。GR の発現低下によ

る BDNF機能低下はうつ病の病態を考えるう

えで重要なターゲットとなる可能性がある。 
 
(4) 脳の発達段階におけるストレスの曝露は、

その後の脳の成熟に影響を与え、器質的およ

び機能的な障害が生じるかもしれない。この

発達段階での要因で、成人後、統合失調症な

ど精神疾患発症のリスクが高まる可能性、い

わゆる発達障害仮説がある。我々は、妊娠期

にストレスを与え、低体重の出生仔を作出し、

通常の体重の動物との脳の性質の違いを調

べた。その結果、低体重仔の大脳皮質では、

TrkBが著しく発現低下していた。一方で、p75
受容体や、BDNF に顕著な変化はみられなか

った。低体重の出生仔および対照群から大脳

皮質ニューロンの培養を行い、BDNF による

細胞応答を解析した。その結果、ERK だけで

なく、別の細胞内シグナルである Akt シグナ

リングも低下していた。さらに、培養細胞を

用いて血清除去によるアポトーシスを誘導

させたところ、低体重の出生仔由来のニュー

ロンは脆弱で、BDNF による保護効果が十分

に発揮できなかった(Ninomiya, Numakawa et 



al., Neurosci Lett. 2010)。  
Phencyclidine(PCP)は、動物を用いた統合

失調症のモデル作成によく用いられる。統合

失調症では前述のように発達障害仮説が存

在するが、PCP 曝露などでニューロンの障害

がどのようなメカニズムで生じるのかよく

わかっていない。我々は、培養大脳皮質ニュ

ーロンに PCP を投与した場合、著しいシナプ

ス関連蛋白質の発現低下を観察した。これは、

電気生理学的手法によるシナプス活動にて

も裏付けられ、PCP はシナプス機能を阻害す

ることを確認した。興味深いことに、PCP は

ニューロンにおける細胞内カルシウム動態

を抑制する。BDNF は、細胞内カルシウム上

昇を含む神経活動に依存して、細胞外放出さ

れる分泌性の蛋白質である。そこで、PCP 存

在下において細胞外に放出された BDNF量を

測定したところ、BDNF 放出量が低下してい

た。さらに、PCP によるシナプスの低下は、

外から BDNF を添加することで回復した。こ

れらの結果は、PCP がカルシウム動態を阻害

し、BDNF の細胞外放出を抑制し、その結果

シナプス減少が生じている可能性を示唆し

ている  (Adachi, Numakawa et al., Cereb Cortex, 
2012)。BDNF の発現のみならず、BDNF の放

出の増強も、ニューロンの機能回復（可能性

として病態からの回復）を考えるうえで、重

要なターゲットとなる可能性がある。 
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