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研究成果の概要（和文）：研究経過からは HDAC4の関与が判明した。HDAC4 過剰発現は抗う
つ薬による GDNF 増加を抗うつ薬単独よりも有意に抑制した。また、C6 細胞、N2a 細胞でと
もに抗うつ薬添加によりリン酸化されることで HDAC4 が核外移行しことを確認した。動物実
験では mutant HDAC4を用いると抗うつ効果を示す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Interestingly, HDAC4 significantly inhibited the induction of GDNF mRNA by 

antidepressants. Therefore the level of phosphorylation of HDAC4 was increased by antidepressants. In 

the animal syudy, mutant HDAC4 was suggested that antidepressant effect.  
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１．研究開始当初の背景

（１）エピジェネティクス、神経栄養因子群

と抗うつ薬作用機構

現在、抗うつ薬の作用機序に関与する

ものとして最も注目され、研究が進めら

れているものの一つにBDNFがある。し
かし、BDNFの発現量は抗うつ薬に限ら
ず、気分安定薬のバルプロ酸やリチウム

投与でも増加することから、BDNFの発
現変化と抗うつ効果発現との特異的関連

性は疑問視されている。

一方、グリア細胞由来神経栄養因子で

あるGDNFについて、我々の報告も含め
てうつ病患者の末梢血および死後脳での

発現変化の報告が増えてきており、うつ

病の病態におけるグリアの機能異常の関

与が注目されつつある。培養細胞におい

て抗うつ薬がGDNFの発現量を増加させ
ることも報告されている。しかし、抗う

つ薬のエピジェネティクスに関連する作

用については、唯一、抗うつ薬の抗うつ

効果にヒストン脱アセチル化酵素

HDAC5が関与するという報告はあるが、
詳細な分子機構や標的分子は不明なまま

である(Tsankova et al., Nat Neurosci 9(4), 
519-25, 2006)。

（２）これまでの我々の研究成果、着想に至

った経緯

①気分障害患者において GDNF mRNA発現
量の有意な低下を報告した(Otsuki et al., J 
Psychiatr Res 42, 1145-1153, 2008)。
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②我々は BALB/cマウスが慢性ストレス負荷
によりうつ様行動を呈し、そのうつ様行動が

うつ薬の平行投与により抑制されることか

ら、うつ病モデルマウスとしての妥当性を確

認した。さらに、BALB/c マウスにおいて慢
性ストレス負荷により GDNF の発現が線条
体において 低下し、抗うつ薬の平行投与に

よりその発現低下が抑制されることを見出

した。また、側坐核に GDNFを過剰発現させ
ることで、慢性ストレス負荷によるうつ様行

動が抑制されることを見出し、側坐核の

GDNF のうつ病態への関与を確認した
(Uchida et al., Neuron, 2011)。
③申請者は若手研究（B）（平成２１～２２年
度）を受け、培養細胞を用いた以下の結果か

ら抗うつ薬による GDNF発現制御機構に
HDAC4が関与することを確認した。
・ HDAC4の過剰発現により、抗うつ薬によ
る GDNF 発現増加作用が抑制されることを
確認した。

・抗うつ薬添加により、GDNFプロモーター
への HDAC4 の結合が減少することを確認し
た。

・抗うつ薬添加により、HDAC4 が核外移行
することを確認した。

２．研究の目的

本研究ではこれまでの研究結果をさらに

発展させる目的で、

（１）培養細胞を用いた実験系で、HDAC4
を介した抗うつ薬の GDNF 発現制御機構の
全貌を明らかにする。

（２）うつ病モデル動物、BALB/c マウスを
用い、脳内側坐核における HDAC4を阻害し、
うつ様行動への抗うつ薬の効果発現に対す

る影響を解析することで、抗うつ作用機構へ

の HDAC4 の関与を確認することを目的に行
った。

３．研究の方法

（１）培養細胞における抗うつ薬添加時の

HDAC4 細胞内局在における HDAC4 量的
解析

  ラット C6 細胞における抗うつ薬添加時
の HDAC4 細胞内局在は視覚的評価に留ま
っているが、核と細胞質を分けるキットを

用い、Western blot法で定量化を行うことで、
量的変化の証明を行う。さらに、全細胞（核

＋細胞質）における HDAC4 レベルの検討
も行い、HDAC4 全体量には変化のないこ
とも確認する。

 用いる予定の抗うつ薬：imipramine(三環系)、
fluoxetine(SSRI) 

（２）培養細胞における抗うつ薬添加時の

HDAC4 核外移行における CaMKⅡδ によ
る HDAC4リン酸化の役割の解析

  ラット C6 細胞における抗うつ薬添加時
の HDAC4 細胞内局在変化に HDAC4 のリ
ン酸化が関与しているか検討する。具体的

にはＷestern blot法でHDAC4の経時的なリ
ン酸化レベルの量的変化を解析する。さら

に、活性化型 CaMKⅡδである CaMKⅡδ－
T287Dを過剰発現させた際の HDAC4の核
外移行、HDAC4 のリン酸化レベルも検討
する。

 用いる予定の抗うつ薬：imipramine(三環系)、
fluoxetine(SSRI) 

（３）ストレス脆弱性マウス側坐核に

mtHDAC4を過剰発現させた際の抗うつ薬
発現効果の解析

HDAC4 がリン酸化されると考えられる
配列に mutationを加えた mtHDAC4をマウ
ス側坐核に過剰発現させ、させなかった群

との間で抗うつ薬の効果発現に差がある

かを、うつ様行動を評価する行動解析を指

標として検討する。また線条体における

GDNF 発現量をリアルタイム PCR 法によ
り定量解析する。

 予定している行動解析：Forced swimming 
test, Novelty suppressed feeding test, Sucrose 
preference test, Social interaction test 

（４）ストレス脆弱性マウス側坐核において

siHDAC4 を用いて HDAC4 発現を低下さ
せた際の慢性ストレスにより誘発される

うつ様行動の解析

sicontrol, siHDAC4 をマウス側坐核に投
与し、siHDAC4群でうつ様行動を呈さない
かを、うつ様行動を評価する行動解析を指

標として検討する。また線条体における

GDNF 発現量をリアルタイム PCR 法によ
り定量解析する。

予定している行動解析：Forced swimming 
test, Novelty suppressed feeding test, Sucrose 
preference test, Social interaction test

（５） Mutant HDAC4を投与した際のマウ
スの行動変化を行動解析にて解析する。

マウス側坐核に mutant HDAC4を投与し、
投与群でうつ様行動を呈さないかを、うつ

様行動を評価する行動解析を指標として

検討する。また線条体における GDNF発現
量をリアルタイム PCR 法により定量解析
する。



 予定している行動解析：Forced swimming 
test, Novelty suppressed feeding test, Sucrose 
preference test, Social interaction test

４．研究成果

本研究では、早期効果発現を示す抗うつ薬

開発、気分障害の病態解明を目標とし、うつ

モデルマウスにおいて、グリア由来神経栄養

因子である glial cell line-derived neurotrophic 
factor (GDNF) 発現量低下を認めたこと、グ
リア系培養細胞（C6細胞）における抗うつ薬
投与による GDNF mRNA 発現量亢進に着目
して研究を進めてきた。研究経過からはニュ

ーロン系培養細胞であるN2a細胞でも同様に
抗うつ薬の添加により、GDNF mRNA発現量
の亢進を認めた。更に、研究経過中にヒスト

ン脱アセチル化酵素である histone deacetylase 
4 (HDAC4) の関与も判明してきた。HDAC4
過剰発現は抗うつ薬による GDNF mRNA 増
加を抗うつ薬のみよりも有意に抑制してい

た。また、C6細胞、N2a細胞でともに抗うつ
薬添加により HDAC4 が核外移行することを
immunofluorescence microscopy法により確認、
更に western blot法でも kitを用いて細胞質と
核を分離した後に検討を行ったが、核から細

胞質への移行が蛋白レベルで確認できた。

ChIP assy法により、双方で GDNF  promoter
領域で抗うつ薬添加時に HDAC4 のリクルー
ト量が減少していることも確認した。また、

それらの変化に伴って HDAC4 のリン酸化レ
ベルが増加していることも発見した。動物実

験においては mutant HDAC4を用いると抗う
つ効果を示す可能性が示唆された。以上のこ

とからは、抗うつ薬は HDAC4 を介したヒス
トン修飾を介して GDNF 発現量を増加させ
ることで、抗うつ効果を示す可能性が示唆さ

れた。
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