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研究成果の概要（和文）：統合失調症の発症仮説として注目されている発達段階における要因の

複合化は、タンパク質発現変化を伴い、単独要因よりも行動障害を悪化させる。また、教育的

に恵まれた環境を模した飼育は、エピジェネティック変化を伴い、要因による行動障害の発現

を抑制する。このように要因の組合せにより、より臨床知見を反映した包括的な統合失調症モ

デルの構築をすることができた。 
研究成果の概要（英文）：According to schizophrenia hypothesis, the combined factors in the 
pathogenesis/pathophyisiology of schizophrenia leads to behavioral abnormalities, which 
are associated with protein expression in the brain. Environmental enrichment prevents 
behavioral abnormalities induced by the pathogenesis factor of schizophrenia, which 
are associated with epigenetic changes in the brain.  Appropriate behavioral 
approaches with such models would be invaluable for providing new insights into the 
pathogenesis/pathophyisiology of schizophrenia. 
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症は成人の有病率が約 1%とされ
る普遍的な精神疾患の一つである．思春期以
降に発症する慢性・進行性の精神疾患であり、
陽性症状、陰性症状および認知障害を主訴と
するため症状は複雑であり、その発症機序は
不明である．新たな治療戦略を考えるために
は臨床研究に加え、基礎研究において適切な
発症要因による統合失調症動物モデルを作
製し、統合失調症の発症機序の解明および、
それに基づいた予防法および治療法の開発
が必要である．周産期において何らかの要因
（遺伝子変異、冬季出産、ウイルス感染等）
による脳発達障害により脆弱性が形成され、
思春期以降における社会的なストレスや薬
物乱用等により統合失調症を発症するとい

う two-hit 仮説が提案されている．一方、統
合失調症の発症に関連したリスク遺伝子の
変異が多く見出され、そのリスク遺伝子の遺
伝子改変マウスが統合失調症モデルとして
提唱されている．しかし、遺伝要因だけでな
く環境要因もその発症には関与すると考え
られているため、単一の遺伝子を改変させた
マウスでは統合失調症のモデル動物として
限界があると思われる．  
２．研究の目的 
本研究は臨床知見に基づく統合失調症動物
モデルを作製し、統合失調症の発症機序の解
明および、それに基づいた予防法および治療
法の開発を目的とする．統合失調症の発症仮
説として注目されている two-hit 仮説は周産
期における何らかの要因による脳発達障害
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が統合失調症に対する脆弱性を形成し、思春
期以降における社会的なストレスなどが統
合失調症を発症させるというものである．本
研究は two-hit 仮説に基づき、統合失調症に
対する周産期での脆弱性形成および思春期
における発症に関わると考えられている遺
伝要因および環境要因の単独ならびに複合
化による相乗作用を検討し、より臨床知見を
反映した包括的な統合失調症モデルの構築
を目指す．また、遺伝・環境要因を持ってい
るにもかかわらず、統合失調症が発症しない
例があり、教育的に恵まれた環境下で成長す
ると統合失調症の発症が抑制される可能性
が高い．これら臨床知見を基にした統合失調
症の発症機序の研究によって統合失調症の
治療薬ばかりでなく予防薬の開発が期待で
きる． 
３．研究の方法 
（１）実験動物 

ICR 系雄性マウス，C57BL/6J 系雄性マウス．  
（２）エンリッチ環境 
透明なアクリル製の特製ケージ内に木製

のソフトチップを敷き，トンネル，シーソー，
ランニングホイールなどの様々なオブジェ
クトを加え，エンリッチ環境とした．新奇な
環境を保つため，毎日オブジェクトの種類・
配置を変えた．  
（５）社会性行動試験 
灰色のアクリル製ボックス（25×25×30 

cm）を使用した．マウスを装置に馴化させる
ため，最初の 2 日間はマウスを 1 匹ずつ装置
に入れ，10 分間自由に探索させた．3 日目に
テストするマウスと，異なるケージ内で飼育
した同系統のマウスを同時に装置に入れ，テ
ストするマウスの未知マウスに対して行う
匂いを嗅ぐ，追いかける，上に乗りかかる，
下に潜るなどの行動を社会性行動とし，10 分
間測定した． 
（６）新奇物体認知試験 
黒いビニールで被われたプラスチック製

の箱（30×30×35 cm）に木製のソフトチッ
プを敷いて使用した．マウスを装置に馴化さ
せるため，最初の 3 日間はマウスを装置に入
れ，10 分間自由に探索させた．訓練試行では，
2 つの異なる形をした物体を装置内に設置し，
マウスを装置内に入れて各物体に対する探
索時間を 10 分間測定した．訓練試行 24 時間
後の保持試行では，片方の物体を形の異なる
新奇な物体と置換し，マウスを装置内に入れ
て各物体に対する探索時間を 10 分間測定し
た． 
（７）ウエスタンブロッティング解析 

核および細胞質画分の粗蛋白量をタンパ
ク定量し，サンプルバッファーを加え調製し
た．電気泳動は 15 % ポリアクリルアミドゲ
ルで行い， PVDF 膜へ蛋白を転写した後，膜
をDetector Block Kitまたは3 % BSAを用いて

ブロッキングし，一次抗体と反応させた．二
次抗体と反応させた後，PVDF 膜と化学発光
液に反応させ，ChemiDoc XRS を用いて検出
した． 
（８）免疫組織化学的解析 
抱水クロラールを投与してマウスを麻酔

し，左心室より Saline を還流し，その後氷冷
した 4%パラホルムアルデヒドを還流して脳
を固定した．脳を摘出し，固定液に浸して固
定したのち，PBS で調製した 30%スクロース
液に浸した．凍結切片は，脳組織を包埋し，
クリオスタットを用いて薄切した．切片に１
次抗体を添加して 4℃で一晩インキュベート
した．PBS で洗浄後，ビオチンを付加した 2
次抗体を添加して室温でインキュベートし
た．PBS で洗浄後，ビオチン付加 2 次抗体を
用いたサンプルに対しては VECTASTAIN 
ABC reagent を用いて可視化した． 
４．研究成果 
（１）フェンサイクリジンにより誘発される
行動障害に対する幼若期におけるエンリッ
チ環境下での飼育による予防効果 
①フェンサイクリジンにより誘発される社
会性行動障害に対する幼若期にエンリッチ
環境下で飼育による予防効果 
幼若期にエンリッチ環境下で飼育された

マウスの社会性行動が PCP 連続投与により
どのような影響を受けるか検討するため，社
会性行動試験を行った．標準的な環境下で飼
育され PCP を連続投与されたマウスでは，生
理食塩水を投与されたマウスに比べ，社会性
行動を行う時間の有意な短縮が認められた
（図 1）．しかし，エンリッチ環境下で飼育さ
れ PCP を連続投与されたマウスでは，標準的
な環境下で飼育され PCP を連続投与された
マウスに比べ，社会性行動を行う時間が有意
に延長した（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. フェンサイクリジンにより誘発される社会性行
動障害に対する幼若期にエンリッチ環境下で飼育に
よる予防効果 
*p<0.05 vs 標準的な環境下で飼育された生理食塩水
連続投与マウス. ##p<0.01 vs 通常飼育された PCP 連
続投与マウス. SE: 標準的な環境下での飼育, EE: エ
ンリッチ環境下での飼育, SAL: 生理食塩水, PCP: フ
ェンサイクリジン.  
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図 2. フェンサイクリジンにより誘発されるアセチル化
ヒストン H3K9 陽性細胞数の減少に対する幼若期にエ
ンリッチ環境下で飼育による予防効果 
*p<0.05 vs 標準的な環境下で飼育された生理食塩水連
続投与マウス. ##p<0.01 vs 通常飼育された PCP 連続投
与マウス. SE: 標準的な環境下での飼育, EE: エンリッ
チ環境下での飼育, SAL: 生理食塩水, PCP: フェンサイ
クリジン. .  

図 3. フェンサイクリジンにより誘発される社会性行動
障害に対する幼若期における酪酸ナトリウム投与による
予防効果. 
*p<0.05 vs 生理食塩水-, 生理食塩水-連続投与マウス. 
#p<0.05 vs 生理食塩水-, PCP-連続投与マウス. SB: 酪
酸ナトリウム, SAL: 生理食塩水, PCP: フェンサイクリ
ジン.  

②フェンサイクリジンにより誘発されるア
セチル化ヒストン H3K9 陽性細胞数の減少に
対する幼若期におけるエンリッチ環境下で
の飼育による予防効果 
動物実験において，エンリッチ環境下で飼

育すると，ヒストンのアセチル化が生じて学
習記憶機能が亢進することが報告されてい
る．そこで，PCP 連続投与および幼若期にお
けるエンリッチ環境下飼育がヒストンのア
セチル化にどのような影響を与えるかにつ
いて検討するため，マウスの脳をサンプル化
し，前頭皮質におけるアセチル化ヒストン
H3K9陽性細胞を免疫染色法によりPCP連続
投与の最終投与 24 時間後にサンプル化し，
前頭皮質切片におけるアセチル化ヒストン
H3K9 陽性細胞を測定した．標準的な環境下
で飼育され PCP を連続投与されたマウスは， 
生理食塩水を投与されたマウスに比べ，前頭
前皮質におけるアセチル化ヒストン H3K9 陽
性細胞数の有意な減少が認められた（図 2）．
また，エンリッチ環境下で飼育され PCP を連
続投与されたマウスでは，標準的な環境下で
飼育され PCP を連続投与されたマウスに比
べ，前頭前皮質におけるアセチル化ヒストン
H3K9 陽性細胞数の有意な増加が認められた
（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③フェンサイクリジンにより誘発される社
会性行動障害に対する幼若期における酪酸
ナトリウム投与による予防効果 
 PCPを連続投与されたマウスの前頭前皮質
では，ヒストンアセチル化陽性細胞数が減少
し，そのような減少はエンリッチ環境下飼育
されたマウスでは認められなかった．そこで，
幼若期のヒストンアセチル化の変化が PCP
連続投与による行動異常の惹起にどのよう

な影響を与えるかについて検討を行った．
HDAC 阻害剤である酪酸ナトリウム（Sodium 
butyrate: SB）を幼若期に連続投与したマウス
の社会性行動が PCP 連続投与によりどのよ
うな影響を受けるか検討した．生理食塩水を
連続投与され，その後 PCP を連続投与された
マウスでは，生理食塩水を連続投与され，そ
の後生理食塩水を投与されたマウスに比べ，
社会性行動を行う時間の有意な短縮が認め
られた（図 3）．また， SB を連続投与され，
その後 PCP を連続投与されたマウスでは，生
理食塩水を投与され，PCP を連続投与された
マウスに比べ，社会性行動を行う時間が有意
に延長した（図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では，PCPを連続投与されたマウスの
前頭前皮質において，アセチル化ヒストン
H3K9陽性細胞数の減少がみられた．しかし，
幼若期にエンリッチ環境下で飼育され，その
後PCPを連続投与されたマウスではそのよう
な変化はみられなかった．また，ヒストンア
セチル化を促進する作用をもつHDAC阻害剤
である酪酸ナトリウムを幼若期に連続投与す
ると，PCP連続投与による社会性行動や認知
機能障害は認められなかった．エンリッチ環
境下での飼育によるヒストンのアセチル化の
亢進によるエピジェネティック制御は，神経
機能に関連した遺伝子の発現増加をもたらし，
PCP連続投与により惹起される行動異常の抑
制，緩解作用に関わっている可能性が考えら
れる．本成果により発達期における養育環境
の強化が統合失調症の予防・治療法の開発に
応用されることが期待される． 
 
（２）新生仔期 PolyI:C 処置マウスへの PCP
連続投与による行動変化に対する脆弱性 
①フェンサイクリジン連続投与による物体認
知記憶の障害への新生仔期PolyI:C処置が与え
る影響 

PCP連続投与による物体認知記憶の障害に
対する新生仔期におけるPolyI:C処置の影響に
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ついて，新奇物体認知試験を行った．7日間の
PCP連続投与では物体認知記憶の障害が認め
られないが，14日間のPCP連続投与により視
覚的認知記憶の障害が認められた（図4A, B）．
PolyI:C処置マウスではPCP連続投与による物
体認知記憶の障害は増強された（図4C, D）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②新生仔期 PolyI:C 処置マウスにおけるフェ
ンシクリジン連続投与によるグルタミン酸
作働性神経系関連タンパク質発現への影響  
PCP 休薬 7 日後に前頭前皮質を摘出し，脳サ
ンプルを調製した．新生仔期 Poly I:C 単独処
置および 7日間のPCP連続投与単独では有意
な発現変化が認められなかったが，新生仔期
Poly I:C 処置群に 7 日間 PCP を連続投与する
とグルタミン酸トランスポーター（GLAST）
は前頭前皮質において有意な増加が認めら
れた（図 5A）．一方，グルタミン酸トランス
ポーター（GLT-1），グルタミン酸合成酵素
（GLS），小胞性グルタミン酸トランスポータ
ー（VGLUT1），セリンラセマーゼ（SR），グ
リア繊維性酸性タンパク（GFAP）の発現に
はいずれの群間においても有意な差は認め
られなかった（図 5B-F）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③新生仔期 PolyI:C 処置マウスにおけるフェ
ンシクリジン連続投与による物体認知障害
に対するグルタミン酸トランスポーター阻
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図5. 新生仔期PolyI:C処置マウスにおけるフェンシクリ

ジン連続投与によるグルタミン酸作働性神経系関連タン

パク質発現への影響 
PCP 最終投与 15 日後における前頭前皮質におけるタン

パク質発現変化についてウエスタンブロッティング法に

より検討した．*p<0.05 vs 生理食塩水-, 生理食塩水-連続

投与マウス. #p<0.05 vs 生理食塩水-, PCP-連続投与マ

ウス. $p<0.05 vs PolyI:C-, 生理食塩水-連続投与マウス. 
Saline: 生理食塩水, PCP: フェンサイクリジン. 
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図4. フェンサイクリジン連続投与による物体認知記憶の

障害への新生仔期PolyI:C処置が与える影響 
14日間のPCP連続投与により物体認知記憶は障害される

(A). ##p< 0.05 vs 保持施行における生理食塩水-, 生理食

塩水-連続投与マウス. $$p<0.01 vs 保持施行における生理

食塩水-,PCP-連続投与マウス. *p< 0.05, **p< 0.01 vs 訓
練試行における各マウス. 全て群において総探索時間に差

が認められなかった(B). 新生児期のPoly I:Cと若年期の

PCP連続投与の組合せにより社会性行動は障害される(C). 
##p< 0.05 vs 保持施行における生理食塩水-, 生理食塩水-
連続投与マウス. $$p< 0.01 vs 保持施行における生理食塩

水-, PCP-連続投与マウス. **p< 0.01 vs 訓練試行における

各マウス. て群において総探索時間に差が認められなかっ

た(D). Saline: 生理食塩水, PCP: フェンサイクリジン. 



 

 

害薬の効果 
新奇物体認知試験において，新生仔期

PolyI:C 処置マウスへの PCP 連続投与による
新奇物体に対する探索嗜好率の低下（物体認
知記憶の障害）は，グルタミン酸トランスポ
ーター阻害薬 dl-threo-β-Benzyloxyaspartate 
（TBOA）の前頭前皮質内投与によって有意
に改善された（図 6）．一方，対照マウスの前
頭前皮質内に TBOA を投与しても物体認知
記憶に影響を及ぼさなかった（図 6）． TBOA
は，訓練試行および保持試行における総探索
時間に影響を及ぼさなかった（図 6）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では，two-hit 仮説に基づき新生仔期
の PolyI:C 投与が若年期の PCP 連続投与によ
る精神障害の発症脆弱性を高めるかどうか
について検討を行った．PCP 連続投与による
運動量増加／行動感作，衝動性の増加，社会
性行動の低下および物体認知記憶の障害は
PCP 投与期間に依存して認められた．一方，
新生仔期 PolyI:C 処置は若年期の PCP 連続投
与によるこれら行動変化を増強した．以上の
結果から発達期における免疫異常も成体期
まで遷延することが示唆された．PolyI:C 処
置マウスに 7日間 PCP を連続投与したマウス
における前頭前皮質の GLAST の発現は、有意
に増加しており，認知障害は GLAST 阻害薬の
前頭前皮質への注入により改善した．以上の
ことから，新生仔期 PolyI:C 処置による若年
期 PCP連続投与による行動異常の増強におい
て，GLAST の発現増加が関与していることが
示唆された． 
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