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研究成果の概要（和文）： 

(1) 一時間程度の急性ストレスによるスパイン増加の分子メカニズムは、コルチコステロン

(CORT)→シナプスに局在する GR→Erk MAPK, PKA, PKC, PI3K→アクチン重合→スパイン

増加・頭部肥大 であることを解明した。これは、CORT の慢性ストレス作用、CORT→GR→

核移行→遺伝子転写→タンパク合成という経路とは全く異なる。 

(2) 副腎摘出ラットを用いて、海馬自身が合成する CORT の定量に成功し、質量分析から 7 

nM という値を得た。この低濃度の CORT は、ストレス抑圧とは異なり、神経栄養因子の機能

を持つ。 

 
研究成果の概要（英文）： 

(1) We revealed that the molecular mechanism of spinogenesis induced by acute stress is 

“CORT→GR→Erk MAPK, PKA, PKC, PI3K→actin polymerization or rearrangement → 

spinogenesis and enlargement of spine head diameter”, which is completely different from 

chronic stress effect with gene transcription.    

(2) We determined the concentration of hippocampus-synthesized CORT as 7 nM by using 

adrenalectomized rats and liquid chromatography- tandem mass spectrometry. 

Surprisingly, low dose CORT (~10 nM) induced spinogenesis, suggesting that low dose 

CORT may have a neurotrophic effect whereas high dose CORT (~1 μM) under stressful 

condition has deleterious effects.  
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１．研究開始当初の背景 

長期間（3 週間以上）にわたる慢性的なスト
レスは、神経細胞の委縮や樹状突起の分岐を
減らすなど、神経系にダメージを及ぼす。こ
のような症状は、うつ病などに対応すると考
えられている。また、その分子メカニズムは
「ストレスホルモン(corticosterone:CORT) 

→ 受容体（glucocorticoid receptor: GR）→ 

核移行 → 遺伝子転写制御 」とよくわかっ
ている。これに対して、一時間程度の急性ス
トレスでは、樹状突起の分岐の減尐などの劇
的変化は起こらない。もっと微細なシナプス
の構造変化が起こっていると思われるのだ
が、シナプスの観察が困難なため研究が進ん
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でこなかった。急性ストレスの影響を調べる
ためにラット海馬に 1μM CORT（急性スト
レス時の血中濃度に対応）を 1 時間作用させ
ると、神経スパインが増加し、その頭部が大
きくなるという驚くべき現象を私は発見し
た。頭部の大きなスパインは情報伝達効率が
高いので、これは、急性ストレスで神経活動
が上昇しうることを示唆する。しかし、どの
ような分子メカニズムでこの現象が起こる
のかは全く不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、急性ストレスによるスパイン
の増加現象の分子メカニズムを明らかにす
ることを第一の目的とした。慢性ストレスと
は逆に、急性ストレスはスパインの数を増や
して神経活動を上昇させうるので、全く異な
る分子カスケードが関与していると予想さ
れる。本研究では、遺伝子転写を伴わないリ
ン酸化酵素のカスケードが、急性ストレスに
よるスパイン増加を引き起こしていると予
想した。 

また、我々の一連の研究により、内分泌学
の常識が変更され、海馬などの高次脳機能部
位でも自分で女性・男性ホルモンを合成し、
それが神経に作用している経路がわかって
きた。このことを踏まえてストレスホルモン
も、スパイン増加の部位である海馬自身で合
成されていると予想される。海馬においてス
トレスホルモン CORT の合成系が存在する
ことと、海馬自身の合成する CORT 濃度の正
確な測定を第二の目的とした。 

 

３．研究の方法 

スパイン解析では、急性海馬スライス（400 

micro m 厚）を調製後、人工脳脊髄液中で
CORT や kinase の阻害剤を 1 時間作用させ
て か ら PFA 固 定 し 、 単 一 神 経 に
Lucifer-Yellow 蛍光色素のインジェクション
を行って樹状突起スパインを可視化し、共焦
点顕微鏡で３次元像を取得後に解析した。こ
の際、我々が開発した数理的スパイン解析プ
ログラム Spiso-3D（JST, Bioinformatics 

project）を使用した。これにより、100 nm 刻
みでスパインの直径の分布を明らかにする
ことが可能となった。 

↑スパイン頭部直径で分類して解析 

海馬の合成するステロイドホルモンの定
量では、海馬に含まれる大量の夾雑物（主と
して脂質）を除去するために、我々が海馬の
性ホルモン定量で確立した新しい抽出法：
「有機溶媒抽出→C18カラム→順相の高速
液体クロマトグラフィー(HPLC)」と、特異
的検出が可能で pg オーダーの検出感度を
もつ誘導体化・LC-MS/MS を用いて濃度決
定した（Hojo et al., 2009 Endocrinology）。
また、性ホルモンと異なり、ストレスホル

モンは、麻酔や全脳を取り出す際にかかる
ストレスで副腎から大量に放出されるので、
海馬自身が合成したものとの区別がつかな
い。そのため、定量には副腎摘出したラッ
トを用いた。 

 
４．研究成果 

(1) 急性ストレスによるスパイン増加・肥
大の分子メカニズム：まず、免疫電子顕微鏡
でCORTの受容体GRがシナプスに局在する

ことを明らかにした。スパイン可視化解析に
おいて、GR を阻害すると CORT のスパイン
増加・肥大効果は阻害されたので、急性スト
レスはシナプスに局在する GR を介してスパ
インを増加・肥大させる。kinase の阻害剤実
験により、GR の下流では ERK MAPkinase, 

PKA, PKC, PI3Kのリン酸化酵素が駆動され
て頭部の大きな large-head spine(直径：
0.5-1.0 µm)が増加することがわかった。この
スパイン増加・肥大は、遺伝子転写を伴わな
い過程であった。以上より、CORT→シナプ
ス GR→Erk MAPK, PKA, PKC, PI3K→ス
パイン増加・頭部肥大の分子メカニズムを明
らかにした(Komatsuzaki et al., 2012 PLoS 

ONE)。CORT の慢性ストレス作用、CORT

→GR→核移行→遺伝子転写→タンパク合成
という経路とは全く異なる新しい分子カス
ケードを見出したことは大きな意義がある。
これらはスパイン頭部直径が計算できる、数
理的解析ソフト Spiso-3D を用いて、世界で
初めて可能となったものである(Mukai et al., 

2011 Cerebral Cortex)。これまでの太いスパ
イン(mushroom)・細いスパイン(thin)という
定性的な分類ではわからなかった kinase 毎
の作用の差を定量的に比較する方法の確立
は、本研究の急性ストレス作用の分子的解明
のみならず、多くのシナプス作用を解明する
のに役立つと期待される。 

 

 

(2) 海馬自身が合成するストレスホルモ
ン：コレステロールから CORT を合成する酵
素系(P450scc, 3β-HSD, P450c21, P45011

β)が全て神経細胞の細胞体とシナプスに存
在 す る こ と を 、 RT-PCR, in situ 

hybridization, 免疫組織染色を用いて証明
した。これらの合成酵素は、細胞体だけでは



 

 

なく、シナプスにも局在することを免疫電子
顕微鏡で明らかにした。性ホルモンと同様に
CORT もシナプスで合成されて、その場で作
用しうることを示した点で本研究の結果は
意義深い。新しい抽出法と LC-MS/MS を用
いた定量法で、海馬自身が CORT を合成する
ことを証明した。副腎摘出ラットを用いて、
血中からの CORT 供給を断ち切った状態で、
海馬自身が合成する CORT 濃度を 7 nM と
決定した。また、脳脊髄液中の CORT は
circadian rhythm を示し、明期で 3 nM、,

暗期で 30 nM であった(Hojo et al., 2011 

Front Neuroendocrin. Sci; Higo et al., 2011 

PLoS ONE)。意外なことに、この濃度領域
（10 nM）の CORT を急性海馬スライスに投
与するとスパインを増加させることがわか
った。CORT はストレスホルモンのとしての
側面ばかりに注目が集まり、その作用の実験
は、主に 100 nM よりも高いストレス時の濃
度に設定されることが多く、それよりも低濃
度の CORT の生理作用はほとんど着目され
ることがなかった。本研究により、10 nM 程
度の CORT は、スパインを増やす神経栄養因
子としての作用を持つことが示唆され、低濃
度領域で日内変動を示すことがわかった。本
研究は、このような低濃度領域の CORT の新
しい作用を解明する端緒となるものである。 
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