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研究成果の概要（和文）：  SSRIの一種であるフルボキサミンによってAkt-1のリン酸が増加することを示した。そこ
で、さらにプロテオミクス的手法を用い抗うつ薬により変化する蛋白質の発現量を解析した。
　SNRIであるミルナシプラム耐性HT22細胞を作成し、対照のHT22細胞との間で、蛋白質の発現の差をプロテオミクス的
手法を用いて解析した。両群の比較を2D-DIGE法を用いて二次元電気泳動後、MSにて蛋白質を解析した。その結果、tRN
A ligase, glucose-regulated protein, Histone-binding proteinなどの蛋白質変化を認めた。

研究成果の概要（英文）：The expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) may be a downstream 
target of a variety of antidepressant treatments, and selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are 
used clinically for the treatment of depression. BDNF binds to and activates tyrosine kinases receptor 
(TrkB) to exert its effects. TrkB, after activation by ligands, stimulates phosphoinositide 3-kinase 
(PI3K). This study demonstrates that fluvoxamine treatment rapidly increased phosphorylation of Akt-1. 
And BDNF activated Akt-1 phosphorylation by the TrkB/ PI3K/Akt-1 pathway. We conclude that the 
phosphorylation of Akt-1, downstream of PI3K, was the key to their antidepressant effects.
 We developed the milnaciplan, SNRI, resistant HT22 cell, and detected the changed protein by the 
proteomics method. We detected some proteins, tRNA ligase, glucose-regulated protein, histone-binding 
protein compared with control.
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１．研究開始当初の背景 
 選択的セロトニン再取り込み阻害薬(SSRI)
は前シナプスにおいてセロトニン、ノルエピ
ネフリン等の再取り込みを阻害し、シナプス
間隙のセロトニンレベルを増加させること
によって作用するといわれてきている。 し
かしながら、抗うつ薬投与後これらのモノア
ミンレベルはすみやかに上昇するのに対し
て、抗うつ薬の効果は数週間後にみとめられ
る。この時間的差異が生じることにより、シ
ナプス間隙のモノアミンレベルの増加や再
取り込み阻害のみでは説明できない。 最近
の研究では、抗うつ薬の作用機序が前シナプ
スの受容体レベルの仮説から、後シナプス、
細胞質内の神経伝達系の作用機序の解明に
移りつつある。 
また最近の研究により BDNF はうつ病をは

じめとする精神疾患の病態に関与している
ことがわかり、BDNFの発現は抗うつ薬のdown 
stream target であるといわれてきている。  
一方σ1レセプターは小胞体上に存在してお
り、物質によって刺激をうけると転位し、カ
ルシウムイオンを増加させ、IP3 受容体が活
性化する。いくつかの抗うつ薬はσ1レセプ
ターとの親和性をみとめている。σ受容体に
結合する化合物は中枢神経系において様々
な神経系に対して調節的に作用し、抗うつ作
用、認知機能障害改善作用などを有する。ま
た、σ1 受容体アゴニストは小胞体・ミトコ
ンドリアを介するエネルギー産生を更新す
る作用を持ち、最終的には神経保護作用や神
経突起促進作用を発現することが考えられ
る。申請者は、神経保護作用を有する BDNF
と抗うつ薬の中でも特にσ1受容体アゴニス
トとして神経保護作用をもつといわれてい
るフルボキサミン（FLV）に注目し、これら
により細胞内伝達系の調節作用のあるAktと
の関連性を検討した。 
 
２．研究の目的 
 SSRIであるFLVの受容体以下の細胞内情報
伝達系の変化を Akt-1 を介して究明する。さ
らに抗うつ薬により変化する蛋白量の変化
を解明することで、抗うつ薬の中枢神経系で
の細胞内情報伝達系機能の変化を検討する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) PC12 細胞に FLV と BDNF、シグマ 1 受容
体作用薬である、dehydroepiandrosterone 
(DHEA)-sulfate を投与し、細胞を回収後、電
気泳動を施行した。anti-phospho (Ser473) 
Akt-1 抗体、Akt-1 抗体を用いてイムノブ
ロットを施行し、 Enhanced Luminol 
Chemiluminescence system にて蛍光を検
出し、デンシトメーターにて定量した。さ
らに PI3K の選択的阻害剤である LY294002 を
前処置し、Akt-1 リン酸化が PI3K を介してい
るかを検討した。 
(2)HT22 細胞を用い、抗うつ薬の SNRI である

ミルナシプラン（MIL）濃度を漸増し 100 M 
MIL 耐性細胞を作成した。この細胞を
2D-DIGE にて二次元電気泳動を施行し、MS
を用いて蛋白質の同定を行い解析をした。 
 
 
４．研究成果 
 (1) MTT assay にて FLV 濃度が 200μM ま
では、PC12 細胞に対して毒性がないことが
判明した。 
PC12 細胞を 10μM と 100μM の FLV で刺激
した。40 分で Akt-1 の Ser473 部位のリン
酸化レベルがコントロール群と比較して
それぞれ、最大 2.4 倍、3.8 倍と増加した。
また、50ng/ml の BDNF も同様に、投与後 5
分で Akt-1 の Ser473 部位のリン酸化レベ
ルがコントロール群と比較して最大2.6倍
増加した。更に、PI3K の選択的阻害剤であ
る LY294002 によって、FLV や BDNF による
Akt-1 のリン酸化は有意に阻害された。更
に、シグマ 1 受容体作用薬である
DHEA-sulfate もまた、Akt-1 の Ser473 部
位のリン酸化レベルが 2.1 倍増加した。
SSRI の一種であるフルボキサミンによっ
てAkt-1のリン酸が増加することを示した。
このメカニズムは BDNF による tyrosine 
kinases receptor (TrkB)を活性化し、
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)を介し
ての系と、PLC-/ IP3/Ca

2+ pathway を介し
て sigma-1 受容体を活性化させた PI3K を
活性化させる系との両方の系が関与し
Akt-1 のリン酸が増加ていることを示した。 
そこで、さらにプロテオミクス的手法を用
い抗うつ薬により変化する蛋白質の発現
量を解析した。 
(2)SNRIであるMIL耐性HT22細胞を作成し、
対照の HT22 細胞との蛋白質の発現の差を
プロテオミクス的手法を用いて解析した。
両群の比較を2D-DIGE法を用いて二次元電
気泳動後、MSにて蛋白質を解析した。その
結 果 、 Glycine tRNA ligase, 
glucose-regulated protein, 
Histone-binding protein などの蛋白質変
化を認めた。現在さらにこれらの蛋白質が
抗うつ薬との作用にどのように関与して
いるのかを各タンパク質の siRNA を HT22
細胞投与し各蛋白質のノックダウンした
後、Akt-1 のリン酸が増加ているかを検討
している。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者
には下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 4件） 
①渡邉高志、長田賢一、芳賀俊明、武藤亜

矢、小川百合子、 田口 篤、浅利翔平、
中野三穂、貴家康男、山口 登、アリ
ピプラゾールの長期投与によるジゴキ
シンの血中/脳内濃度の変化、聖マリア



ンナ医科大学雑誌、42(4)、223-231、 2015、
査読有 

②長田賢一, 渡邉高志, 田口篤, 芳賀俊明, 
武藤亜矢, 牛谷真由美, 柳田拓洋, 中野三
穂, 貴家康男, 山口登、抗不安薬の適切な
使用方法、Modern Physician、34(6)、2014、
719-723、査読無 

③長田 賢一、渡邉高志、田口篤、小川百合
子、芳賀俊明、武藤亜矢、中野三穂、柳田
拓洋、貴家康男、山口登, 線維筋痛症の概
念と治療, 臨床精神医学,42(6), 773-778, 
2013、査読無 

④長田 賢一、渡邉高志、田口篤、小川百合
子、芳賀俊明、武藤亜矢、牛谷真由美、中
野三穂、柳田拓洋、貴家康男、山口登, 線
維筋痛症のメンタルケア、関節外科、
32(12),52-55, 2013、査読無 
 
〔学会発表〕（計 3 件） 

①A. Taguchi, K. Osada, T. Haga, A. Muto, 
M.Hakano, et. al.  The investigation of 
the drug transporter regulated 
milnacipran in hippocampal neuronal in 
vitro system of HT22 cells. 
Neuroscience2014, 2014 年 11 月 

②A. Mutou, K. Osada, T. Haga, T. Watanabe, 
A. M.Hakano, et. al. The Investigation 
for the rhythm of GABA in the mouse SCN. 
Neuroscience 2014, 2014 年 11 月 

③ T. WATANABE, K. OSADA, T. HAGA, Y. 
M.Hakano,et.al. The association between 
atypical antipsychotic drugs  with 
P-glycoprotein in the mice brain. 
Neuroscience 2014, 2014 年 11 月 
 
〔図書〕（計 0 件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0 件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日： 
国内外の別：  
 
○取得状況（計 0 件） 

 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
 

〔その他〕 
ホームページ等 
http://mariannapsycho.web.fc2.com/ 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
  中野 三穂（NAKANO, Miho） 

聖マリアンナ医科大学・神経精神科・助
教 

 研究者番号：90621574 
 
 
 
 


