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研究成果の概要（和文）：我々は、TGFβファミリーの1つである内分泌ホルモンアクチビンの脳内における量的変化が
シナプス構造、不安行動、神経新生、長期型 LTP、記憶形成に影響を及ぼす事を報告している。脳内アクチビンの下流
因子を探索するために、独自に作製したアクチビン依存性躁鬱病モデルマウスを用いた網羅的解析を行った。その結果
、多数の変動タンパクを同定し、翻訳後修飾の違いを見出した。更に、mRNA及びmiRNAアレイ解析を行った結果、多数
の変動因子を見出した。今後は、オフラベル薬投与による変動分子群の影響を調べ、新たな躁鬱病治療薬を再定義する
事を目指す。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that the level of activin (one member of the TGF-beta super
family) regulates the synaptic structure, anxiety-related behavior, adult neurogenesis, late-phase LTP and
 memory formation. To elucidate the downstream of activin signaling in the brain, we performed comprehensi
ve analysis of activin-dependent animal models for bipolar disorders. As a result, we detected molecular v
ariations and posttranslational modification on the brain of these mice. Furthermore, we performed DNA arr
ay analyses for mRNA and miRNA on these mice and detected fluctuating molecules. As a next step, we will a
ssess these factors on the treatment of off-label drugs to activin-dependent animal models, and redefine a
 compound as new potential therapeutics for bipolar disorder.
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１．研究開始当初の背景 
鬱病は生涯罹患率が約 10%と高い精神疾患
であり、自殺へも繋がる疾患であるため重
大な社会問題として提起されている。しか
しながら、現行のセロトニン系やノルアド
レナリン系の制御による抗鬱病薬では患者
全体の 40%には効果がない。そのため、新
たな機序の抗鬱病薬開発は社会的にも強い
要望がある。 
 申請者は、TGFβ ファミリーの１つであ
る内分泌ホルモンアクチビンの脳内におけ
る量的変化がシナプス構造、不安行動、神
経新生、長期型 LTP、記憶形成に影響を及
ぼし(JCS 2007, PLoS ONE 2008, Learning 
and Memory 2010)、前脳特異的アクチビン
及びフォリスタチン(アクチビン阻害タン
パク)過剰発現マウスが新規の躁鬱病モデ
ルマウスになる事を報告した（PLoS ONE 
2008）。アクチビンは脳内において多機能因
子である事が分かっているが、アクチビン
が脳内で作用する下流因子は不明である。
申請者が独自に作製した前脳特異的フォリ
スタチン過剰発現マウス（以下 FSM）は、
前脳特異的にアクチビン機能を阻害し不安
行動を誘導する。逆に、前脳特異的アクチ
ビン過剰発現マウス(以下 ACM)は、多動性
を示し抗不安行動を示している。 
    本研究課題「新たな躁鬱病モデル動物を
用いたオフラベル薬の評価」を行うために、
FSM の脳をアクチビン機能が低下した鬱
病モデルマウスの脳として使用し、ACMの
脳をアクチビン機能が亢進した躁病モデル
マウスの脳として使用する。コントロール
としては、ACM及び FSMの同腹の野生型
マウスを使用する。つまり、アクチビン機
能の向上と低下という 2方向にアクチビン
レベルを変動させたマウス脳を使用する事
で、アクチビンにより影響を受ける分子群
を網羅的且つ非特異的な変動を排除した形
で解析を行う事が可能である。 
 
 
２．研究の目的 
新たな躁鬱病治療薬開発を目的として、次の
２つの事を行う。申請者が作製した新規のア
クチビン依存型躁鬱病マウスを用い網羅的
プロテオミクス解析に基づいたバイオイン
フォマティクス解析を行う事で、躁鬱病に関
わる変動因子の探索を行う。ヒトでの使用が
認可されているが精神疾患薬としては未認
可の経口投与且つ脳内作用可能な様々なオ
フラベル薬をアクチビン依存型躁鬱病マウ
スに投与し、上記解析で同定した変動分子群
を指標とした薬物評価をする 
 
３．研究の方法 

新たな躁鬱病治療薬開発を目的として、我々
のグループが独自開発した脳内アクチビン依
存性躁鬱病モデルマウスを用いて、網羅的解
析を行った。使用する動物は、野生型(WT)、
アクチビン過剰発現マウス(ACM)、アクチビ
ン阻害マウス(FSM)の 3 群である。 
タンパクレベルの解析として、新たな解析技
術である iTRAQ (isobaric tags for relative and 
absolute quantification)解析、Blue Native page
及び OFFGEL電気泳動、Phos-Tag解析法を駆
使して行った。 
iTRAQ解析は、ショットガン型のプロテオミ
クス解析である。タンパク同定と比較解析が
同時に行えるという特徴がある。 
Blue Native page による二次元電気泳動では
タンパク複合体を維持したままでの展開が
可能であり、複合体形成の差異を判定する事
が可能である。 
通常の二次元電気泳動では高分子量の分離
が難しい。OFFGEL電気泳動法では、溶液状
態で等電点移動を行うため、高分子も二次元
展開が可能となる。 
通常のプロテオミクス解析ではリボソーム、
細胞骨格、プロテアソーム、ミトコンドリア
成分などの因子がほとんどを占め、シグナル
因子の差分同定が難しいという問題点があ
る。そこで、サンプル調製方法として、シナ
プス部位の変化を知るために、各種モデルマ
ウスから P2 分画を精製し、ランダムペプチ
ドカラムを用いて希少タンパクを濃縮した
後に解析サンプルとして使用した。 
 
リン酸化部位が特定されていない分子に対
しては、通常のウエスタンブロット法では検
討が難しい。Phos-Tagが含まれた電気泳動ゲ
ルを使用することで、リン酸化レベルの差異
を知る事が可能となるため、Phos-Tagゲルに
よる解析手法も試みた。 
 
アクチビンの下流因子が Smad 転写因子であ
ることから RNA レベルの解析も行った。そ
して、Smad転写因子が miRNAプロセッシン
グ分子に作用する事から miRNA に対する網
羅的アレイ解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)アクチビン過剰発現マウスであるACMと
アクチン阻害タンパク過剰発現マウスである
FSMから海馬を取り出し、シナプス部位での
希少タンパクを iTRAQ解析した所、アクチビ
ン減弱に応じて増えるタンパクとして 85 個
が同定され、アクチビン増加に伴って増加す
るタンパクとして 48 個が同定された。その中
には、リン酸化酵素や細胞骨格制御因子のみ
ならず、膜タンパクも含まれていた。 
 
(2)(1)と同様に ACMと FSM由来の海馬シナ
プスタンパクを Blue Native pageにより、複合
体形成比較を行ったところ目立った差分は検



出されなかった。 
 
(3)OFFGEL 電気泳動法による二次元電気泳
動での比較において、11 個のタンパクにおい
て量的変動が確認された。さらに、アクチン、
チューブリン、14-3-3 などのタンパクが脳内
アクチビン量依存的に、等電点移動すること
を見出した。 
 
(4)上記、OFFGEL電気泳動法で見られた脳内
アクチビンに依存した等電点移動を、更に詳
細に解析するために、Phos-Tag ゲルを用いた
ウエスタンブロット法による解析を行った。
その結果、アクチンとチューブリンでは
Phos-Tag ゲルによるバンドシフトを観察する
ことは出来なかったが、14-3-3 では ACMに
おいて強いバンドシフトを観察することがで
きた。この事から 14-3-3 での等電点移動はリ
ン酸化によるものであることがわかった (図
1)。 

 
 
 
(5)WT, ACM, FSMから海馬mRNAを精製し、
アレイ解析を行った結果、多数の変動因子を
同定できた。変動分子に対するパスウェイ解
析から Wnt シグナルや Hedgehog シグナルと
の関与が示唆された。そして、DNAアレイ解
析とプロテオミクス解析で共通して変動する
分子に対して、リアルタイム PCRによる検定
を行ったが、再現よく有意変動する分子は見
出せなかった。しかし、DNAアレイ解析で変
動幅が大きい分子は、リアルタイム PCRにお
いても再現よく脳内アクチビンに依存した変
動を示した。この事は、mRNAでの変動と、
タンパクレベルでの変動及び、翻訳後修飾に
よる変動は独立した現象である事を示唆して
いる。 
 
以上の結果から、脳内アクチビンの量によっ
て、多数分子が RNA及びタンパクレベルで変
動するだけでなく、翻訳後修飾にまで影響を
及ぼす事が判明した。さらに、今回の解析に

より、アクチビンシグナルカスケードが、
14-3-3シグナル系へ影響を及ぼす可能性が新
たに見出された。14-3-3 はリン酸化タンパク
を認識しシャトリングを行う分子として知ら
れている。今回の研究により、アクチビンシ
グナルによって 14-3-3 自身がリン酸化され
る可能性が出てきた。14-3-3 シグナルカスケ
ードが細胞のサバイバル制御に関与している
ことから、アクチビン阻害によって海馬での
神経新生が阻害されることとの関連性につい
て、今後の研究が必要である。 
 
本研究により、脳内アクチビン依存的に変動
する分子群の同定が終了したので、今後は、
これら変動分子群を指標にしたオフラベル薬
の影響を調べ、論文投稿を行うことで、新た
な躁鬱病治療薬を再定義する事を目指す。 
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