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研究成果の概要（和文）：これまでの研究から、脳由来神経栄養因子（BDNF）によるコレステロール合成がシナプス形
成に重要であることが示唆された。一方、生後早期のストレスがBDNFの発現低下を誘導するという報告から、ストレス
が同過程を阻害する可能性が考えられた。そこでストレスとBDNFによる脂質合成との関連を調べた結果、母仔分離スト
レスによってコレステロール合成酵素の発現が有意に低下することを見出した。一方、神経細胞のコレステロール合成
はストレスホルモンの影響を受けなかった。これらの結果から、新生児期のストレスが、BDNFとコレステロール合成酵
素の発現低下を介してシナプス形成に影響する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mediates neuronal cholesterol biosynthesi
s during synapse development. However the effect of early life stress on the BDNF-dependent lipid homeosta
sis in neurons is not well understood. Thus, we here investigated the crosstalk between stress and BDNF si
gnaling. First, it was shown that cholesterol biosynthesis in neurons were not affected by the treatment w
ith corticosterone while stress hormones were known to inhibit cholesterol biosynthetic pathway in non-neu
ronal cells. Second, we found that maternal deprivation reduced the expression of cholesterol biosynthetic
 enzymes. These results indicated a possibility that early life stress influenced BDNF-mediated cholestero
l biosynthesis by decreasing their expression. 
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１．研究開始当初の背景 
生後早期におけるストレスは、思春期や成
熟期における精神疾患の発症の一因となる
可能性が考えられ、その原因の解明や脆弱性
の探索が急務である。 
出生早期に母親から引き離されたサルや
ラットでは、成長後においても学習性無力状
態（うつ様症状）や不安行動の亢進、さらに
海馬の形態の変化などが観察されることか
ら、幼児期のストレスが精神機能の適切な発
達を阻害する可能性が示されている（Hout 
ら,Brain res. 2002; Houtら, Psychopharma. 
2001; Mirescuら, Nat Neurosci. 2004）。ま
た、幼児期のストレスがストレス応答系
（HPA系）の亢進や脳内モノアミン系神経伝
達の変化などを誘発し、最終的には、シナプ
スの発達・形成に関与する脳由来神経栄養因
子（BDNF）の作用を低下させるという仮説
が示唆されているが、ストレスと BDNF の
分子メカニズムは十分に解明されていない。
つまり、幼児期のストレスと BDNF の機能
障害との関係を理解できれば、ストレスによ
る健全な精神発達の阻害メカニズムを解明
できる可能性が考えられ、予防法や治療法の
開発に道が開ける可能性が考えられる。加え
て、幼児期のストレスが気分障害や不安障害
などの精神疾患を発症させる要因になり得
るという仮説が提唱されていることからも
（吉岡充弘ら、日本薬理学雑誌 2005）、ス
トレスが発達過程の脳に及ぼす影響の早期
解明が一層求められている。 
 一方、これまでに申請者は、BDNFがシナ
プスの発達や機能を調整するメカニズムの
解析を行ってきた。その研究の中で、BDNF
が幼若期神経細胞のコレステロール（Chol）
の自家合成を誘導することを見出し、さらに
合成されたコレステロールがシナプス蛋白
質の適切な機能発揮に必要であることを生
化学、電気生理学的実験などによって確認し
た（Suzukiら, J Neurosci, 2007）。つまり
「BDNF→コレステロール合成→シナプス
形成」の過程は脳の発達に極めて重要である
可能性が示唆された。一方、前述のように幼
児期のストレスが BDNF の機能を低下させ
る可能性が示唆されているため、幼児期のス
トレスが「BDNF→コレステロール合成→シ
ナプス形成」の過程を障害する可能性が考え
られた。実際、幼児期のストレスによって
BDNFの発現が低下することや、コレステロ
ール合成酵素の機能不全によって、精神疾患
が発病することなども報告されているため、
本研究においてこの仮説の検証を実施した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ストレスと BDNFによる脂質
合成との関連解明を目的として、BDNFの機
能低下が脳の適切な発達を阻害するメカニ
ズムの解明とストレスホルモンがコレステ
ロール合成活性を直接阻害する可能性の解

明を目指した。また、発展的な研究として、
幼児期神経細胞のストレスを高感度検出す
るアッセイ系の基盤技術の開発、さらに、
BDNF に依存して発現誘導される脂質の探
索を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
(i)   BDNF の機能低下が脳の適切な発達
を阻害するメカニズムの解明 
上記した「仮説」に基づき、母仔分離モデ
ルラットにおいてコレステロール合成酵素
の発現解析を実施した。 

Sprague-Dawley ラットを用いて、生後 2
日目から 6日目の間、一日当たり計六時間の
母仔分離を実施した（三時間の母仔分離後を
二回)。生後 7日目に三時間の母仔分離を与え
た後、麻酔下で生食による還流を行い、脳の
冠状断面（1mm）を作成した。それぞれの切
片から BDNF の機能と関連の深い海馬と
mPFC(medial prefrontal cortex)に相当する
領域を取得した。その後、total RNAを精製
し、qPCRによってコレステロール関連遺伝
子の発現を解析した。 
 
(ii)  ストレスホルモンがコレステロール合
成活性に与える影響の解明 
ステロイドホルモンが非神経細胞のコレ
ステロール合成を阻害することが報告され
ている。そこで、化合物として同じ骨格を持
つストレスホルモンがコレステロール合成
を直接阻害する可能性について検証した。 
初代培養神経細胞を妊娠 20 日齢のラット
より調整し、四日間培養後、コルチコステロ
ンおよび BDNF を投与した。さらに三日間
培養後、神経細胞を回収し、そこに含まれる
コレステロール量を酵素学的に測定した。ま
た、神経細胞を培養するにあたり、コルチコ
ステロンやプロゲステロンなどのステロイ
ドを含まない培養液を特別に調整し、これを
使用した。 
 
(iii) 幼児期神経細胞のストレスを高感度検
出するアッセイ系の構築 
ストレスを受けた神経細胞を高感度に検
出可能にし、ストレスと神経細胞の関係を細
胞レベルで詳細に解析可能な in vitro実験系
の基盤技術を開発した。 
ストレスの受容によって神経細胞のカル
パインが活性化することが知られているた
め、カルパインの活性化を感知してレポータ
ー遺伝子を発現できる人工蛋白質センサー
を作成した。そして、人工蛋白質の遺伝子を
挿入した発現ベクターと tetO-Elucレポータ
ープラスミドを BHK 細胞へ導入し、レポー
ターが細胞内カルシウムの上昇とカルパイ
ン活性に依存して発現されることを確認し
た。 
 
(iv) BDNF に依存して発現誘導される脂質



の探索 
コレステロール以外の脂質も BDNFにより
神経細胞で合成誘導され、シナプス形成など
の過程に関与する可能性が考えられた。そこ
で、ガスクロマトグラフィー質量分析計を用
いて、BDNFにより発現誘導される脂質の同
定を試みた。 
 初代培養神経細胞を妊娠 20 日齢のラット
より調整し、四日間培養後、BDNFを投与し
た。さらに三日間培養後、神経細胞を回収し、
そこからイソプロパノール・ヘプタン混合溶
液を用いて脂質を抽出した。脂質をけん化し
た後、トリメチルシリル化修飾を行い、ガス
クロマトグラフィー質量分析計で脂肪酸成
分の分析を行った。 
 
４．研究成果 
(i)   BDNF の機能低下が脳の適切な発達
を阻害するメカニズムの解明 
 コントロール群と母仔分離ストレスを与
えた群におけるコレステロール合成酵素の
発現を比較した結果、海馬においては、ヒド
ロキシメチルグルタリル CoA レダクターゼ
とステロールイソメラーゼが有意に減少し
ていた。一方mPFCにおけるこれらの発現は
有意な変化を示さなかった。また、コレステ
ロール合成酵素のうち、CYP51 およびスク
アレンシンターゼの発現変動は海馬および
mPFCでともに確認できなかった。ヒドロキ
シメチルグルタリル CoA レダクターゼはコ
レステロール合成系初期の律速酵素であり、
これまでの鈴木らの研究により、ステロール
イソメラーゼも発達過程の神経細胞におい
ては律速酵素である可能性が示唆されてい
る。そのため、少なくとも海馬においては、
コレステロール合成系の酵素の発現が母仔
分離ストレスの影響を受けていると考えら
れた。 
 
(ii)  ストレスホルモンがコレステロール合
成活性に与える影響の解明 
 これまでの報告と同様に、BDNFによって
神経細胞のコレステロールが有意に増加し
ていることを確認できた。しかし、予想に反
して、コルチコステロンの投与は BDNF に
よるコレステロール合成に対してほとんど
影響を及ぼさなかった。そこで、同様にステ
ロイド骨格を持ち、コレステロール合成への
阻害活性が示されているプロゲステロンに
ついても同様の実験を実施したが、神経細胞
においては、プロゲステロンのコレステロー
ル合成への阻害効果についても確認できな
かった。これらの結果から、非神経細胞にお
いてコレステロール合成阻害活性が報告さ
れているステロール分子も発達過程の神経
細胞に対しては作用しない可能性が考えら
れた。 
 
(iii) 幼児期神経細胞のストレスを高感度検
出するアッセイ系の構築 

 tetO-Eluc レポーター単独を空の発現ベク
ターと共にトランスフェクションした場合
に比べて、人工蛋白質を発現させた場合、レ
ポーター活性が約 2.5倍上昇した。また、こ
の上昇はカルパイン特異的阻害剤である
inhibitor IIIおよび BAPTA-AMの投与によ
り阻害されることが明らかになった。これら
の結果から、作成した人工蛋白質が平常状態
の細胞内カルシウムとそれを受けて活性化
したカルパイン活性を検知し、レポーター遺
伝子の発現を適切に誘導したものと考えら
れた。 
 
(iv) BDNF に依存して発現誘導される脂質
の探索 
 ガスクロマトグラフィー質量分析計によ
って、海馬神経細胞および大脳皮質由神経細
胞来の脂肪酸を分析した結果、どちらの神経
細胞においても BDNF の投与依存的にパルミ
トオレイン酸の有意な増加が確認できた。一
方、パルミチン酸、オレイン酸、ステアリン
酸、アラキドン酸、ドコサヘキサエン酸の量
は BDNF による変化を受けなかった。これら
の結果から、BDNF がパルミトレイン酸の合成
を特異的に誘導している可能性が考えられ
た。 
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