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研究成果の概要（和文）：うつ病におけるユビキチン-プロテアソーム系の関与を臨床・基礎研究のクロストークによ
り明らかにすることを目的とした。幼若期の社会的敗北ストレスと隔離飼育ストレスでは、セロトニントランスポータ
ーおよびmelanoma antigen gene-D1 (MAGE-D1) の発現変化に違いが認められた。さらに、両ストレスにおけるMAGE-D1
遺伝子欠損マウスの応答性に違いが認められ、MAGE-D1の関与の違いが認められた。幼若期の隔離飼育ストレスにより
、ユビキチン化関連遺伝子の変化が認められた。一方、抑うつ状態を附随する身体疾患において、ユビキチン化セロト
ニントランスポーターの減少が認められた。

研究成果の概要（英文）：Here, I clarified involvement of the ubiquitin-proteasome system in the 
depression by the crosstalk between basic and clinical researches. In the basic research, different 
expression changes of serotonin transporter and melanoma antigen gene-D1 (MAGE-D1) is observed between 
social defeat stress and isolation stress during childhood. The behavioral changes by stress 
responsiveness in the MAGE-D1 knockout mouse were also different between these stresses. 
Ubiquitin-related genes were changed by isolation stress during childhood. In the clinical research, the 
ubiquitinated serotonin transporter levels in the platelet was decreased in the patient with the physical 
disease associated with depression.

研究分野：神経精神薬理
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１．研究開始当初の背景 
うつ病は、精神疾患の中でも発症頻度が高く、
再発率が高いため、長期治療を必要とする。
日本で 3万人を超える自殺の原因としても解
決すべき喫緊の問題である。国立社会保障・
人口問題研究所による 2009 年の推計から、
うつ病による経済的損失は約 3兆円に達して
いる。そのため、うつ病の克服は産学挙げて、
対策すべき課題である。特にうつ病患者は精
神症状を自分の気の持ちようと考えるため
受診率は低く、しかも身体症状のみを一般医
に相談するため、専門医の受診が少なく、う
つ病と診断されにくい。うつ病患者の早期発
見、適切な治療を行うために、他科でも発症
の有無および重症度を診断できるうつ病の
バイオマーカーによる診断法の開発が求め
られている。新たな治療戦略を考えるために
は臨床研究に加え、基礎研究において適切な
うつ病モデル動物を作製する必要がある。さ
らに、抗うつ薬は効果が認められるまでに 2
～4 週間かかり、患者の約 1/3 は抗うつ薬に
対して難治性であるため、新しい創薬ターゲ
ットを用いた治療薬の開発が求められてい
る。 
２．研究の目的 
申請者はセロトニントランスポーターのみ
ならずユビキチン-プロテアソーム系がうつ
病に関与していることを示唆する成果を出
している。本研究の目的はうつ病におけるユ
ビキチン-プロテアソーム系の関与を臨床・基
礎研究のクロストークにより明らかにし、ユ
ビキチン-プロテアソーム系を標的としたう
つ病に対する新しい診断バイオマーカー・抗
うつ薬・うつ病モデル動物の開発を行い、う
つ病を克服することである。 
３．研究の方法 
（1）実験動物 
C57BL/6J 系マウスを使用した。MAGE-D1
（Melanoma antigen gene-D1）遺伝子欠損マ
ウスは国立長寿医療研究センター 運動器疾
患研究部 渡辺 研室長から供与頂いた。な
お、本研究は、名城大学薬学部および名古屋
大学医学部動物実験委員会で承認され、各機
関の動物実験指針および The Principles of 
Laboratory Animal Care (National 
Institutes of Health Publication 85-23, 
revised 1996)に準じて行った。 
（2）ストレス負荷 
被験マウス（C57BL6 系統）を体格が大きく攻
撃性の高いマウス（ICR 系統）への暴露によ
る社会性敗北ストレス、もしくはケージに一
匹での飼育による隔離飼育ストレスにより、
うつ病モデル動物を作製した。 
（3）行動薬理学的解析 
① 社会性行動試験 
異なるケージで飼育していた被験マウスと
同系統のマウスを同時に装置（25 cmの高さ、
25×30 cm のフィールド）の中央に置き、そ
の直後から 5 分間隔で 10 分間、社会性行動

として、お互いに嗅ぎ合う行動、相手の動物
を追いかける行動、相手の動物の上に乗りか
かる行動、相手の動物の下に潜ろうとする行
動、立ち上がり、相手の動物と接触する行動
のいずれかを示している時間を測定した。 
② 新奇物体認知試験 
マウスを2種類の異なった物体を離して設置
した壁の高さ 29 cm の 40×40 cm 四方のフィ
ールドに入れ、各物体に対する探索嗜好行動
を 10 分間測定した（訓練試行）。訓練試行 24
時間後に、2 種類の物体のうち片方の物体を
全く異なった新奇物体と置換し、各物体に対
する探索嗜好行動を 10 分間測定した（テス
ト試行）。それぞれの物体に対する探索嗜好
行動の割合を、物体へのアプローチ時間より
算出した。 
③ 高架式十字迷路試験 
実験装置・手順：壁の高さが 20cm、長さ25 cm、
幅 8 cm のアーム（closed arm）と同様の長
さと幅を持つ、壁のないアーム（open arm）
を十字に組み合わせ、高さ 50 cm の位置に設
置した装置を用いた。マウスをアームの交差
する位置に置き、その後 5 分間隔で 10 分間
にわたって装置内を自由に散策させ、open 
arm に入った回数および留まっていた時間の
割合を測定した。 
④ 自発運動量測定 
透明なアクリル製のケース (45 × 26 × 
40 cm) と黒色のつや消しプラスチック製の
床からなる装置を用いた。赤外線センサによ
り測定した。マウスを装置に入れ、2 時間の
自発運動量を測定した。 
（4）生化学的解析 
① ウエスタンブロッティング 
マウスを断頭し、氷冷下で全脳を摘出した後、
直ちに凍結させた。その後、粗蛋白量をタン
パク定量し、サンプルバッファーを加え調製
した。電気泳動は 10 % ポリアクリルアミド
ゲルで行い、PVDF 膜へ蛋白を転写した後、膜
を Detector Block Kit または 3 % BSA を用
いてブロッキングし、一次抗体と反応させた。
二次抗体と反応させた後、PVDF 膜と化学発光
液に反応させ、ChemiDoc XRS を用いて検出し
た。 
② 定量的リアルタイム RT-PCR 法 
マウスを断頭し、氷冷下で全脳を摘出した後、
直ちに凍結させた。その後、Total RNA を抽
出し、cDNA への逆転写を行い、定量的リアル
タイム RT-PCR により解析した。発現量は⊿
⊿Ct 法により計算した。 
③ DNA マイクロアレイ法 
マウスを断頭し、氷冷下で全脳を摘出した後、
直ちに凍結させた。その後、Total RNA を抽
出し、cDNA への逆転写を行い、蛍光標識した。
DNA プローブを配置したスライドガラスにハ
イブリダイゼーションさせ、蛍光強度を指標
にして、各遺伝子の転写量を測定した。 
④ モノアミン測定 



マウスを断頭し、氷冷下で前頭前皮質を摘出
した後、直ちに凍結させた。内部標準物質（イ
ソプロテレノール）を加え、0.2M 過塩素酸の
存在下で超音波によりホモジナイズし、除タ
ンパクした。遠心分離により上清採取し、酢
酸ナトリウムで pH 調整した後、フィルター
ろ過した。ろ過液中のモノアミン含量は電気
化学検出器により検出する高速液体クロマ
トグラフィーにより測定した。 
（6）臨床研究 
口腔内慢性疼痛性障害患者（身体疾患に付随
するうつ病）における末梢血でのユビキチン
化セロトニントランスポーターの発現変化
についてついて検討した。初診時および SNRI
であるデュロキセチンによる 12 週間の治療
後に末梢血を採取し、血小板分画でのユビキ
チン化および総 SERT タンパク質をウェスタ
ンブロット法により解析し、年齢及び性別が
近似する健常者のそれらと比較した。疼痛お
よび抑うつ状態の重症度は、ビジュアルアナ
ログスケール（VAS）およびハミルトンうつ
病評価尺度（HAM-D）によりそれぞれ評価し
た。採血前に本実験に対する同意を取るとと
もに、試料匿名化による研究を実施した。本
研究は名古屋大学医学部および愛知学院大
学歯学部の倫理委員会の承認を得ている。 
（7）統計学的解析 
得られた結果は、全て平均値±標準誤差とし
て示した。統計学的解析には、一元あるいは
二元配置分散分析を用い、各群間の比較には
Bonferroni の多重比較検定を行った。2群間
の比較の場合には、Student および Weltch の
t 検定を用いた。全ての統計解析において、
危険率 5%未満の場合を有意差ありと判定し
た。 
４．研究成果 
幼若期に社会的敗北ストレスを負荷したマ
ウスでは社会性行動の低下が認められた。し
かし、高架式十字迷路試験における不安行動
や、自発運動量測定における新奇環境下にお
ける運動量に変化に認められなかった（表
１）。一方、幼若期から隔離飼育ストレスを
負荷したマウスでは不安行動に変化が認め
られなかったが、社会性行動の低下、自発運
動の増加、衝動性の増加、および学習機能障
害が強く認められた（表 1）。 
幼若期の社会的敗北ストレスにより前頭皮
質におけるセロトニントランスポーターお
よび MAGE-D1 の発現を低下させ、セロトニン
トランスポーターのユビキチン化の低下と
もにセロトニン機能低下が認められる。一方、
幼若期の隔離飼育ストレスにより海馬にお
けるセロトニントランスポーターおよび
MAGE-D1の発現増加ともにGABA機能低下が認
められ、両モデルマウスに神経化学的な違い
も認められた（表 1）。 
次に、行動学的および神経化学的変化におけ
る MAGE-D1 の関与を明らかにするため、
MAGE-D1 遺伝子欠損マウスに幼若期の社会的
敗北ストレスおよび隔離飼育ストレスを負

荷した。幼若期の社会的敗北ストレスによる
行動障害はMAGE-D1遺伝子欠損マウスにおい
て憎悪し、幼若期の隔離飼育ストレスによる
行動障害はMAGE-D1遺伝子欠損マウスにおい
て減弱した。両モデルマウスにおいて、
MAGE-D1 の関与の違いが認められた。 
さらに、幼若期の隔離飼育ストレス負荷した
マウスの前頭皮質、海馬、末梢血由来のリン
パ球における遺伝子発現の変化について、
DNA マイクロアレイ法により網羅的に解析を
行った。いずれの部位においても、ユビキチ
ン化関連遺伝子の大きな増減（2 倍以上）は
認められなかったが、前頭皮質における
ubiquitin-conjugating enzyme E2M の増加な
どが認められた。 
初診時の口腔内慢性疼痛性障害患者では末
梢血由来の血小板において、ユビキチン化
SERT タンパク質の発現量及びその割合は有
意に減少しており、総 SERT タンパク質の発
現量は有意に増加が認められた。初診時に抑
うつ状態を有する患者では、ユビキチン化
SERT タンパク質の割合はさらに低下が認め
られた。 
うつ病の症状は様々な要因によって変化す
るため、複雑多岐にわたる。基礎研究におい
て、これらうつ病モデルマウスの行動薬理学
的・神経化学的評価に違いが認められたこと
より、うつ病の症状の複雑性を再現できた。 
臨床研究において、口腔内慢性疼痛疾患の抑
うつ状態の発現には、ユビキチン化を介する
SERT 代謝の低下を伴う、セロトニン再取り込
みの亢進が関与している可能性を示唆する
ことができ、抑うつ状態の初期診断のバイオ
マーカーへの応用が期待できると考えられ
る。 
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