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研究成果の概要（和文）：精神疾患の発症要因として、遺伝的脆弱性に加え心理社会的ストレスなどの環境的要因も重
要である。我々は、ストレス刺激が神経シナプス形成に重要な転写因子NPAS4の発現を低下させることを見出し、本研
究においてNPAS4発現低下メカニズムを追究した。その結果、NPAS4遺伝子プロモーター上に存在するグルココルチコイ
ドレスポンスエレメントにグルココルチコイド受容体が結合することによって直接抑制されることが示唆された。また
長期ストレス負荷によってNPAS4プロモーターの転写開始点付近のDNAメチル化レベルが亢進することも明らかとなり、
このDNAメチル化亢進もNPAS4転写抑制機構の1つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Neuronal PAS domain 4 (NPAS4) has recently been shown to regulate the development 
of GABAergic inhibitory synapses. We previously reported that Npas4 mRNA expression levels were reduced in
 the hippocampus of mice exposed to social isolation or restraint stress. In the present study, to investi
gate the transcriptional regulation of Npas4 by stress, we focused on the effect of glucocorticoids upon N
pas4 transcription. Corticosterone treatment reduced Npas4 expression in the frontal cortex and hippocampu
s. Putative negative glucocorticoid response elements (GREs) were found -2000 to -1000 upstream of the Npa
s4 transcription initiation site. Npas4 promoter activity was increased by mutation of the negative GRE se
quences. Restraint stress increased the binding of GR to Npas4 promoter region in the hippocampus. These r
esults suggest that transcription of Npas4 is down-regulated by stress via the binding of agonist-bound GR
 to its promoter.
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症の発症には、遺伝子の脆弱性と共
にストレスなどの外的環境も要因とされて
いる。ストレスが精神障害発症のトリガーと
なるメカニズムとして、GABA作動性神経系
の障害が一因として示されているが、その分
子機構は未だよく分かっていない。また、ス
トレス負荷後の人や動物では脳の海馬や皮
質の左右差が崩壊していることなどから脳
の左右差崩壊が精神疾患の原因であること
が示唆されている(Neurosci. Res., 2010)。この
左右差崩壊は抑制性神経である GABA 神経
系の障害により興奮性神経が亢進すること
によって誘発されることが示唆されている
のみで詳細は不明である。ストレスが精神疾
患を誘発する分子機構が明らかとなれば、そ
の分子を薬効解析の指標として用いる事が
出来、これを標的とした治療薬の開発が可能
となる。こうした臨床応用の前段階として、
我々は、ストレス負荷マウスを用いた脳内シ
グナル分子発現変動を調べた。ストレスを負
荷したマウスは海馬依存的な空間学習記憶
の障害や不安・抑うつ行動の増加など精神疾
患様行動を示し、さらに海馬歯状回における
新生細胞の生存と神経細胞への分化が障害
されていた。このとき海馬の遺伝子発現変化
を解析したところ、転写因子 Neuronal PAS 
domain 4 (NPAS4)の遺伝子発現が顕著に低下
していることを見いだした  (Ibi et al, J 
Neurochem 105: 921-932, 2008)。NPAS4は大
脳皮質、海馬、線条体などの辺縁系に高発現
しており (Mol Cell Biol, 2004; Mol Brain Res, 
2004)、抑制性シナプスの発達を調節している
ことが知られている(Nature, 2008)。従って、
外的要因による NPAS4 発現のダイナミック
な増減は、成体脳におけるストレス抵抗性獲
得、神経新生や神経ネットワーク形成などに
重大な影響を及ぼすことが予想される。スト
レスによる海馬の発現抑制は、GABAシナプ
ス形成の障害を引き起こし、この結果、興奮
神経系が亢進するため脳の左右バランスが
崩壊して精神疾患発症に至るのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
我々は、人の育児放棄によるストレスや成長
後の強いストレスのモデルとしてマウスを
用い、ストレス刺激が GABAシナプス形成に
関わる転写因子 NPAS4 の発現を低下するこ
とを見いだした。そこで、NPAS4の発現抑制
機構を解明し、臨床の場で検証することで、
ストレスによる精神疾患の発症メカニズム
を明らかとし、遺伝的脆弱性のある人でもそ
の発症を抑制し、症状を改善する治療薬の開
発につなげたい。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ストレス負荷によるNPAS4発現
抑制メカニズムを解明した。 
（1）NPAS4 のプロモーター活性の抑制因子

を同定した（転写制御因子解析）。本研究で
はグルココルチコイドに着目し、NPAS4プロ
モーター上のグルココルチコイド受容体結
合部位の欠失変異導入や部位特異的変異導
入が NPAS4 プロモーター活性に及ぼす影響
を解析した。 
（2）NPAS4 プロモーター活性のエピジェネ
ティック制御を解析した（エピジェネティク
ス解析）。長期のストレス負荷が NPAS4プロ
モーター上の DNA メチル化に及ぼす影響を
パイロシークエンシングにより解析した。 
（3）NPAS4 遺伝子欠損動物の行動試験や脳
機能のバランス異常について解析した
（NPAS4欠損動物の in vivo解析）。 
 
４．研究成果 
平成 23 年度は、NPAS4 の発現をグルココル
チコイド(GC)が抑制することを見いだし、さ
らにプロモーターアッセイを用いて NPAS4
プロモーターにおけるグルココルチコイド
受容体 (GR) の作用部位を調べた。 

3 時間の拘束ストレス負荷時に GR アンタ
ゴニストを腹腔投与したところ、NPAS4発現
低下が抑制されたことからストレス下で増
加するGCがNPAS4発現を抑制することが示
唆された。次に、NPAS4のプロモーター領域
をルシフェラーゼ cDNA の上流に組み込ん
だレポーターアッセイプラスミドを用いて、
NPAS4プロモーター活性をGCが抑制するか
どうかについて調べた。レポーターアッセイ
プラスミド導入後のNeuro2Aの培地にGRア
ンタゴニストを添加すると、濃度依存的に
NPAS4 プロモーター活性が上昇したことか
ら、NPAS4プロモーター活性が GCにより抑
制されることが明らかとなった。NPAS4プロ
モーターには、転写開始点から 1～2kb 上流
の付近に GR が結合する配列であるグルコ
コルチコイドレスポンスエレメント(GRE)が
集中しており、この領域を段階的に欠失した
変異プロモーターでは活性が著しく上昇し
た。さらに、クロマチン IPアッセイによって
NPAS4プロモーターへのGRの結合も示され
たことから、GCによる直接的な NPAS4プロ
モーター活性抑制が示唆された。 
平成 24 年度は、NPAS4 の転写抑制につい
てさらに詳細に追究するため、この 2kb上流
付近の 5つの GREsに部位特異的変異導入を
行い、GR が結合する部位を特定した。さら
に、マウス脳海馬においても拘束ストレス依
存的にNPAS4プロモーターとGRとの結合が
増大することをクロマチン IP アッセイによ
って確認し、ストレスがグルココルチコイド
を介して NPAS4 プロモーター活性を抑制す
ることを示した。この成果は、Journal of 
Neurochemistryに掲載された。 
平成 25 年度はストレス負荷による Npas4
プロモーターの DNA メチル化亢進について
さらに詳しく解析し、3 週間の拘束ストレス
が Npas4 プロモーターの転写開始点付近の
CpGアイランドの DNAメチル化を亢進する



ことを明らかにした。この領域に含まれる 2
つの CRE 配列に部位特異的変異を導入する
とNpas4プロモーター活性が低下したことか
ら、これらの CRE 配列が Npas4 プロモータ
ー活性に重要であり、ストレス負荷が誘発す
る DNA メチル化亢進が CRE 配列を介した
Npas4 転写を抑制したことが示唆された。こ
の成果は現在投稿中である。 
次に、ストレスによる Npas4の発現低下が
脳神経機能に及ぼす影響を追究するために
13～30週齢のNPAS4遺伝子欠損(NPAS4-KO)
マウスを用いて、行動量測定、オープンフィ
ールド試験、 Y 迷路試験、新奇物体認知試
験、恐怖条件付け記憶試験、社会性行動試験、
高架式十字迷路試験、プレパルス抑制試験 
(PPI)の各試験を行った。NPAS4-KOマウスは、
野生型マウスと比較して多動を示し、高架式
十字迷路試験では、不安様行動の減少が示さ
れた。また、記憶能力の低下も恐怖記憶試験
により示唆された。さらに、PPI の顕著な低
下から、NPAS4-KOマウスでは感覚情報処理
能力が障害されていることが示唆された。こ
の様なフェノタイプを表す要因の候補とし
て、NPAS4-KO マウスでは野生型マウスと比
較して GABA 受容体の発現が低下している
という予備的データを得た。 
今後は、抑制性シナプス機能に NPAS4 が
及ぼす影響を解析し、脳機能のバランス維持
における NPAS4の役割を追究したい。 
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