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研究成果の概要（和文）：　海馬歯状回など気分を制御する領域においてストレスが興奮性を変化させて、うつ
や不安が誘発される。申請者は頻回水泳ストレスやリン酸化酵素 protein kinase N 1 (PKN1) ノックアウト 
(KO)によって、神経型グルタミン酸トランスポーター(EAAT3) の蛋白発現が低下し、代謝型グルタミン酸受容体
 (mGluR)が歯状回顆粒細胞において活性化されることを見いだした。一方で行動実験では頻回水泳やPKN1 KOが
不安を軽減するので、歯状回におけるEAAT3発現低下によるmGluR活性上昇は、軽度ストレス時に不安を和らげる
一種の「ストレス緩衝作用」を誘発している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Functions of group 1 metabotropic glutamate receptors (mGluRs) should be 
restricted within normal range, otherwise brain disorders could develop. Here we report that 
neuronal protein kinase N1 (PKN1) normalizes excitability of dentate granule cells in the 
hippocampus through decreasing group 1 mGluR activity by upregulating neuronal glutamate 
transporters, and controls anxiety. Knocking out PKN1 in the mature dentate gyrus of the hippocampus
 induced group 1 mGluR-dependent hyperexcitability that was also observed in stressed dentate 
granule cells in the wild-type hippocampus. Inhibiting glutamate transporter by DL-TBOA elevated 
neuronal excitability in wild-type mice, but not in KO mice, suggesting that all the 
electrophysiological phenotypes in PKN1 KO mice were mimicked and occluded by inhibition of 
glutamate transporters. Thus, PKN1 is critical for regulating neuronal excitability through 
normalization of mGluR functions. We also present behavioral features in PKN1a KO mice.

研究分野：神経生理学

キーワード： repeated swim　海馬歯状回　顆粒細胞　神経型グルタミン酸トランスポーター　protein kinase N　代
謝型グルタミン酸受容体　ストレス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ストレスは、カテコラミンやステロイドホ

ルモン等の分泌を促進して学習障害や心身

症、あるいはうつ、心的外傷後ストレス障害 

(PTSD) 等の重大な精神疾患を誘発する原因

である。うつは年間 3万件弱発生している自

殺の要因の一つで、国を挙げて自殺を防ぐ対

策が行われているところであり、うつ病メカ

ニズムやストレス反応の正しい理解と、これ

らの疾患に対する有効な治療の開発は緊急

の課題である。 

動物実験では急性あるいは慢性ストレス

負荷によって、気分や意欲に関係する前頭前

野や側坐核において、神経細胞の興奮性が変

化すること  (Sun, et al., J. Neurosci., 2011, 

Wallace, et al., Nat. Neurosci., 2009)、さらに側

坐核における興奮性低下は不安行動を惹起

し、抗うつ剤によって興奮性低下が改善する

ことが報告されている (Wallace, et al., Nat. 

Neurosci., 2009)。また側坐核に投射している、

腹側被蓋野のドーパミン細胞にハロロドプ

シンを強制発現し、光刺激によって活動を抑

制すると、うつ検査である尾懸垂試験におい

て、うつ状態を示す無動になること、逆にう

つ状態のマウスにチャネルロドプシンを発

現させてドーパミン細胞を興奮させると、逃

避行動が復活することが明らかになってい

る (Tye, et al., Nature, 2013)。このように、ス

トレスによる興奮性の変化がうつ症状を発

現させると考えられる。 

ストレスに影響を受ける領域としては、海

馬もその一つであり、ストレスによってシナ

プス長期増強が抑制され、長期抑圧が誘発さ

れやすくなることが知られている。特に海馬

歯状回は神経新生が起こる領域であり、抗う

つ剤は歯状回神経新生を亢進すると考えら

れており、さらに歯状回新生神経細胞は視床

下部-下垂体-副腎系を抑制して、うつ状態を

防いでいる (Snyder, et al., Nature 2011)。この

ように海馬歯状回は気分の安定化に必須で

あり、その興奮性制御メカニズムは不安やう

つの病態を知る上で重要である。 
 
２．研究の目的 
申請者は予備実験によって、代謝型グルタ

ミン酸受容体が海馬歯状回顆粒細胞の興奮

性を制御していることを見いだした。 

 

さらに、[1] 頻回水泳によって顆粒細胞興

奮性が、代謝型グルタミン酸受容体依存性に

亢進する、[2] 頻回水泳による興奮性亢進は、

グルタミン酸トランスポーターの機能阻害、

あるいは蛋白リン酸化キナーゼ protein kinase 

N1 (PKN1)ノックアウトによって再現される

ことを世界で初めて明らかにした。これらは

頻回水泳が顆粒細胞において、PKN1 を阻害

してグルタミン酸トランスポーターを抑制

し、細胞外に増加したグルタミン酸が代謝型

グルタミン酸受容体を活性化して興奮性亢

進させることを示唆しており、現在論文投稿

中である  (Yasuda, et al., Nat. Neurosci., 

revised)。そこで本研究課題ではまず、(1) 頻

回水泳が PKN1を介してグルタミン酸トラン

スポーターを抑制するメカニズムについて、

電気生理学的実験だけではなく、生化学的に

詳しく検討するすることにより、ストレス障

害治療の可能性に迫る。 
 
３．研究の方法 
生化学的実験 

はじめに神経型グルタミン酸トランスポ

ーター機能低下を起こすメカニズムを、生化

学的に詳しく精査する。正常脳では PKN1

は主に神経細胞に発現しているので 

(Kawamata, et al., J. Neurosci., 1998)、神経型

トランスポーター(EAAT3) について、タン

パク合成量が減少しているか、生化学的に明

らかにする。次に、エンドサイトーシス等ト

ラッフィッキングによって細胞表面の発現

量が減少するか、野生型・PKN1 ノックアウ

(図 1)  

正常な歯状回顆粒細胞 (左)と、頻回水

泳 あるいは PKN1 KOされた細胞 (右) 

(Yasuda et al., 投稿中) 



ト(KO)マウスから海馬培養細胞を作成後、

表面蛋白をビオチニレーション化し、PKN1 

KO 細胞では EAAT3 が細胞表面から消失し

ているか調べる。また PKN1による直接リン

酸化されるかを検討する。 

 

マウス行動実験 

 次に、頻回水泳や PKN1ノックアウトがマ

ウスの不安やうつに影響を及ぼしているか、

行動実験によって検討する。頻回水泳させた

成熟野生型、あるいは成熟 PKN1ノックアウ

トマウスに対して、不安を調べる検査として、

オープンフィールドテスト、明暗テスト、高

架式十字迷路を、うつを調べる検査として尾

懸垂テスト、強制水泳テストを施行した。 
 
４．研究成果 
EAAT3 発現について 

頻回水泳と PKN1ノックアウトによって海

馬 EAAT3発現量および細胞膜 EAAT3蛋白が

減少していることを見いだした(図 2)。 

つまり、頻回水泳や PKN1ノックアウトによ

って、神経細胞における EAAT3 発現が減少

して、EAAT3機能が低下することが示唆され

た。 
 
不安・うつに対する影響 

 次に行動実験を行うことによって、頻回水

泳、および PKN1ノックアウトの不安に対す

る効果を行動実験で検証した。1) 頻回水泳

は野生型マウスでは不安を惹起せず、高架式

迷路では不安を軽減した。2) コントロール

PKN1 KO マウスでは不安行動が減少していた 

(図 3)。 
 
 

 

今後は、EAAT3機能低下がどのような神経回

路を通じて不安を減少させるか電気生理学

的に検証する予定である。 
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