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研究成果の概要（和文）：タバコの活性成分であるニコチンは主に喫煙によって摂取され、精神依存だけなく、
多くの神経機能を増強する。特に、喫煙とうつ病の発症は高い相関関係を示す。うつ病の発症には、心身の安定
や心に安らぎに関与するセロトニンが不足することが原因であると考えられている。一方、セロトニンは食事か
ら摂取されるトリプトファン（TRP）から合成され、TRP欠乏がうつ病を悪化させると報告されている。本研究で
は、胎生期のニコチン摂取によって脳内のセロトニンが変化するだけでなく、TRP代謝も影響を受け、さらに出
生後の慢性炎症により、うつ病を発症するリスクが高くなる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：It is not clarified how nicotine exposure during the pregnancy, and then 
inflammation in adulthood affect behaviors of offspring. In this study, we examined the influence of
 nicotine exposure during embryonic period (E14-P0) and inflammation induced by IFN-gamma; gene 
transfection in adulthood on the changes of tryptophan (TRP) metabolites and depression like 
behavior. We found that embryonic nicotine exposure affected changing TRP metabolites concentrations
 in serum, especially kynurenic acid (KA), which is antagonist of alpha7nicotinic acetylcholine 
receptor. We also found nicotine exposure during the embryonic period and inflammation in adulthood 
exacerbated depression like behavior and anxiety. In conclusion, our results suggest that nicotine 
in embryonic period affected TRP metabolites and caused imbalance of TRP metabolites. And nicotine 
exposure during the neuronal development and inflammation in adulthood might be related with onset 
of psychiatric disorders.

研究分野： 病態解析

キーワード： トリプトファン　ニコチン　抑うつ　慢性炎症
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１．研究開始当初の背景 
喫煙率はうつ病患者において一般人口よ

り高い (40～60％ vs 22%)。大うつ病の既往
を持つ患者は喫煙依存度が高く、抑うつ状態
の患者は禁煙中に大うつ病のエピソードを
発症するリスクが高い。これらの多くの疫学
的所見は、タバコの生理活性成分であるニコ
チンが抗うつ作用をもつことを示唆してい
る。さらにニコチンは、ニコチン作動性アセ
チルコリン受容体（nAChR）の強力な作動薬
である。一方、nAChR の遮断作用を有する抗
うつ薬（ブプロピオンやノリトリプチリン
等）は禁煙治療に有効であり、同時に抗うつ
作用も併せ持つ。このように、ニコチンのよ
うな強力なアゴニストや遮断作用のあるア
ンタゴニストが抗うつ作用を発揮する nAChR
をターゲットとした新たな治療に期待がも
たれている。つまり nAChR の機能を修飾する
ような物質（薬剤）が、抑うつ病態の治療戦
略になりうる可能性がある。 
必須アミノ酸であるトリプトファン（TRP）

は、生体内において酸化還元に関与する補酵
素であるニコチンアミドアデニンジヌクレ
オチド (NAD) をはじめ、精神疾患と関連す
るセロトニン (5-HT)、メラトニン、キヌレ
ニン（KYN） 等の生理活性物質の出発材料と
して重要である。TRP はメトキシインドール
経路により 5-HT・メラトニンなどに代謝され、
この経路で産生される代謝産物の欠乏は、抑
うつ病態、不眠、生体内の日内変動障害に深
く関与している。生体内の TRP の 95％は KYN
経路の第一律速酵素である indoleamine 
2,3-dioxigenase1 (IDO1) と肝臓で主に発現
し て い る L-tryptophan 2,3-dioxygenase 
(TDO) により代謝される。我々の研究成果よ
り、喫煙が TRP-KYN 代謝産物の動態を変化さ
せること、さらに禁煙成功者と失敗者では
TRP 代謝産物の動態が明らかに異なることを
示した。また、我々は慢性炎症モデル動物に
おいて、TRP 代謝産物の動態が変化し、抑う
つ様病態を示すことを明らかにした。TRP は
抑うつ病態と関係が深い 5-HT の出発材料と
して重要で、TRP 欠乏食が抑うつ患者におけ
る情動を変化させることが報告されている。
さらに、TRP 下流代謝産物の一つであるキヌ
レン酸（KA）は、nAChR のサブタイプの一つ
である7nAChR のアンタゴニストであり、
7nAChR をターゲットとして、ラット線条体
における抑制性神経伝達物質を調節してい
る可能性が示唆されている。すなわち、抑う
つ病態において、TRP のみならず TRP 代謝産
物の動態も重要であり、内因性代謝産物の動
態を捉えることが、抑うつ病態の新たな治療
法の開発、ならびに発症予測に重要である。
しかし、タバコの主成分であるニコチンが、
TRP-KYN 代謝経路に与える詳細な影響につい
ては明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 
本研究は、ニコチンが TRP-KYN 代謝経路に与

える影響を明らかにし、抑うつ病態の新たな
診断・治療法の開発を主たる目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）動物実験、ニコチン投与方法ならびに
慢性炎症モデルの作製方法 
C57BL/6J 系雄マウスならびに妊娠マウスは
日本エスエルシー株式会社（静岡）より購入
し、使用した。室温 23±1℃、湿度 55±5%で、
明暗サイクル（明期 8:00-20:00）の実験動物
室内で飼育し、餌は自由摂取させた。ニコチ
ン投与方法はニコチン（Sigma）を 2% スクロ
ース水溶液に 0.2 mg/mL となるように混合し、
給水瓶を用いて自由に摂取させた。対象群と
しては、2%スクロース水溶液のみを自由に摂
取させた。基礎検討では、8 週齢のオスマウ
スに 15 日間、ニコチンを経口により摂取さ
せた。その後、ニコチン摂取中断直後、なら
びに中断 15 日後に各種行動薬理学的試験を
行った。妊娠期ニコチン暴露マウスについて
は Alkam ら（2013）の方法に従い、胎生 14
日目から生後0日まで母体にニコチンを経口
摂取させた。出生確認後、4 週齢で、母体か
ら離乳し、雌雄に分けて飼育した。その後、
8 週齢になった時点で、雄マウスに慢性炎症
を惹起した。慢性炎症モデルは、マウス IFN-
遺伝子を個体に導入し、長期的に高発現させ
た。遺伝子導入方法はLiuらの方法(1999) に
従い、pCpG Mu(mouse IFN-plasmid)をマウ
ス体重の約 9%量の生理食塩水に溶解し、尾静
脈から 5秒以内に全量注入した。コントロー
ル群には、同様の方法で生理食塩水+control 
vector (pCpG)のみを尾静脈から注入した。
遺伝子導入 4週間後に各種解析を進めた。 
 
（２）各種行動薬理学的試験 
すべての行動薬理学的試験について、実験開
始 1 時間前よりマウスを実験室 (室温 23±
1℃、湿度 55±5%) に馴化させた。 
① Y 字迷路試験 
短期記憶ならびに自発交替行動を評価する
ために Y字迷路試験（Y-maze）を行った。マ
ウスを Y字迷路のいずれかの Armの先端に置
き、8 分間にわたって、迷路内を自由に探索
させ、マウスが移動した Arm の位置を記録し
た。マウスが測定時間内に移動した Arm 数を
Total arm entries とした。さらに連続して
異なる 3 つの Arm を選択した組合せを調べ、
Percent alternation を算出した。 
② オープンフィールド試験 
基本的行動量や不安様傾向を調べるために、
オープンフィールド試験（Open filed test; 
OFT）を行った。測定には、スキャンネット
MV-40 OF（メルクエスト社）を用いた。新奇
で広く明るい環境であるオープンフィール
ド（46 x 46 cm）の中にマウスを入れ、自由
に探索させ、一定時間内（10 分間）のフィー
ルド内の区画移動回数（Movement）、立ち上
がり回数（Rearing）を測定した。さらに中
央部に動物を放置してから動き出すまでの



反応潜時（Latency）や中央部への滞在時間
を測定することで、不安様行動を観察した。 
③ 強制水泳試験 
うつ様行動の測定については、抗うつ薬のス
クニーニングに汎用で用いられる強制水泳
試験（Forced Swim test; FST）で評価した。
試験にはスキャンネット MV-40 AQ (メルクエ
スト社) を用いた。シリンダーにあらかじめ
13.5 cm の高さまで水道水 (21±0.5℃) を
入れ、その中でマウスを 6分間強制的に水泳
させ、6 分間のうち後半 5 分間の無動時間を
測定した。シリンダーは試験毎に水道水で洗
浄した。 
 
（３）TRP 代謝産物の測定 
各種行動解析終了後にイソフルラン麻酔下
にてマウスの下大静脈より血液を採取、室温
にて 30 分間放置後、2,000 x g で 15 分間遠
心し、血清を分離した。血液を採取後、脳を
摘出して大脳皮質を採取し、ただちに液体窒
素にて凍結した。組織ならびに血清は解析ま
で-80℃にて保管した。TRP 代謝産物を測定す
るために 10％過塩素酸にて、除タンパク処理
後、20,000 x g、4℃で 20分間遠心し、上清
を回収、得られた検体を HPLC で測定した。
脳内および血清中の TRP 代謝産物の測定は、
Saito ら(2011)の方法 に従い行った。 
 
（４）統計解析 
データはすべて平均±標準誤差 (mean±
SEM)で表記した。2 群間での有意差の判定に
は Student’s t-test を用いた。2 つのカテ
ゴリー変数で分類された多群比較について
は、Two-way Factorial ANOVA と Bonferroni 
post-test を用いた。交互作用が認められた
場合は、2 要因で分類されるすべての組合せ
を一元配置分散分析で検定を行った後に多
重比較検定を行った。p<0.05 を統計学的に有
意差ありと判定した。 
 
４．研究成果 
（１）ニコチン経口投与による動物の行動変
容と TRP-KYN 代謝への影響 
マウスに 0.2 mg/mL ニコチンを 15 日間、経
口にて自由摂取させ、投与中断直後と中断 15
日後に抑うつ様行動を調べた。その結果、ニ
コチン中断直後は、抑うつ様行動は観察され
ず、対照群と比較して、FST における無動時
間に有意な差はみられなかった。しかしなが
ら、血清中の TRP 産物のうち、TRP、KA なら
びにアントラニル酸（AA）が減少する傾向に
あり、ニコチンが TRP 代謝になんらかの影響
を与えている可能性が示唆された。さらに予
想に反して、中断 15 日後ではニコチン投与
群で有意な FST 無動時間の減少がみられ（図
1）、ニコチンの一過的な抗うつ効果がみられ
た。しかしながら、TRP 代謝産物は対象群と
比較して、変化がなく、ニコチンによる影響
は見られなくなった。これらの結果から、ニ
コチンが一過的に TRP 代謝に影響し、成体で

の抑うつ様行動に影響を与えている可能性
が示唆された。しかしながら、経口によるニ
コチン摂取では、ニコチン依存による抑うつ
病態を解析することは困難であると考えら
れた。 
そこで、ニコチン感受性がより高い神経発達
期のニコチン暴露モデルにおけるTRP代謝へ
の影響を明らかにすることにした。神経発達
期にニコチンを暴露された雄マウスでは、不
安障害、社会行動の低下、注意機能障害とド
パミンの有意な減少、ノルアドレナリン代謝
産物の減少がみられるが、抑うつ様行動は報
告されていない（Alkam, 2013）。我々の研究
室では、IFN 高発現マウスにおいて、抑うつ
様行動が増加し、TRP 代謝の顕著な亢進を確
認した。これらのことから、神経発達期にニ
コチンを暴露された仔マウスが成長し、さら
に炎症が惹起された場合、より重篤な抑うつ
様の行動障害が引き起こされると考えられ
た。 

図1  Effects of nicotine admiration on 15 
days after withdrawal. 
 
（２）胎生期ニコチン暴露ならびにマウス
IFN-遺伝子導入による成体期のマウス行動
への影響 
 
胎生期のニコチン暴露に対して、もっとも感
受性の高い E14-P0 において、ニコチン暴露
後、成長したマウスに IFN-遺伝子導入によ
って慢性炎症を惹起した。このマウスで、各
種行動試験を行い、ニコチンと慢性炎症によ
る影響を評価した。その結果、雄マウスにお
いていくつかの行動変容が観察された。Y 字
迷路では、ニコチン暴露、IFN 遺伝子導入い
ずれの影響も見られなかった（data not 
shown）。ニコチン暴露+IFN 遺伝子導入群では
非暴露群+IFN 遺伝子導入群と比較して、抑う
つ様行動の増悪、不安行動の増加が見られた
（図 2）。 
 
（３）胎生期ニコチン暴露ならびにマウス
IFN-遺伝子導入が成体期のマウス血中およ
びに脳内の TRP 代謝に与える影響 
 
胎生期（E14-P0）ニコチンの暴露と慢性炎症
が TRP 代謝へ与える影響を検討した。その結
果、血中 TRP 代謝産物のうち、7nAChR のア
ンタゴニストである KA がニコチン暴露群で
有意に減少した (表 1)。また AA も減少傾向
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にあったが、3-ヒドロシキアントラニル酸
（3-HAA）は増加傾向にあった（表 1）。さら
に、成長後、IFN-遺伝子導入により、IDO1
活性を持続的に誘導すると、血中 KYN の有意
な増加が認められたが、胎生期のニコチン暴
露と非暴露群間で有意な差は見られなかっ
た（表 1）。また脳では、ニコチン暴露によ
り血清と同様にKA、AAが減少傾向にあった。
IFN-遺伝子導入により脳内の KYN が顕著に
増加した（表 1）。 

図 2  Effects of nicotine admiration and 
IFN--gene transfection on performance in 
behavioral tests. 
(a)open field test, (b) forced swim test.  
Mean±SEM, **p<0.05 versus pCpG injected 
without nicotine exposure. 
 
表 1 Effect of prenatal nicotine exposure 
and IFN--gene transfection on TRP 
metabolites 

Serum TRP 

(M) 
KYN 

(M) 
KA  

(nM) 

AA 

(nM) 

3-HAA 

(nM) 

control+ 

pCpG 

72.9 ±

4.3 

0.99 ±

0.1 

154.6

±17.5 

77.8

±8.4 

267.1±

34.2 

control+ 

pCpGMu 
66.7 ±

5.1 

1.94 ±

0.1** 

86.4 ±

21.4** 

54.8

±8.1 

318.9±

41.1 

Nicotine+ 

pCpG 

70.4 ±

2.9 

0.93 ±

0.1 

96.1 ±

7.4** 

58.96

±4.7 

334.8±

14.9 

Nicotine+ 

pCpGMu 
67.4 ±

2.3 

1.92 ±

0.1** 

69.0 ±

5.1** 

58.3

±4.1 

374.3±

19.6 

Brain nmol / g wet 

tissue 

pmol / g wet tissue 

control+ 

pCpG 

17.0 ±

0.6 

2.68 ±

0.0 

34.6 ±

2.9 

10.3

±1.0 

20.2 ±

0.9 

control+ 

pCpGMu 
14.3 ±

3.8 

3.12 ±

0.4 

35.1 ±

8.7 

6.24

±1.2 

23.7 ±

4.3 

Nicotine+ 

pCpG 

14.81

±0.4 

2.65 ±

0.0 

26.8 ±

4.0 

7.45

±0.5 

21.1 ±

0.3 

Nicotine+ 

pCpGMu 
12.6 ±

0.3 

3.28 ±

0.2## 

17.0 ±

3.4 

7.69

±0.7 

23.5 ±

0.7 

Mean±SEM, **p<0.01 versus pCpG injected 

without nicotine exposure, ##p<0.01 versus 
that with nicotine. 
 
喫煙と各種精神疾患の関係について多くの
疫学的な調査や研究が行われ、統合失調症、
うつ病および不安症などの精神疾患と喫煙
の関連が示唆されている。さらに動物モデル
を用いた研究により胎生期に喫煙の影響を
受けると脳発達に重要な神経回路の発達障
害を引き起こし、不安などの情動障害および
注意機能障害が認められることが報告され
ている。一方で、必須アミノ酸である TRP は
うつ病の病態に関わる 5-HT の出発材料とし
て重要であり、TRP-KYN の第一律速酵素で、
炎症性サイトカインによって誘導される
IDO1 がうつ病に関与している可能性が示唆
されている。さらに我々の研究により in 
vitro においてニコチンおよびその代謝産物
がこの TRP 代謝酵素である IDO1 誘導に影響
することを明らかにした。本研究は、胎生期
のニコチン暴露がTRP代謝に与える影響を明
らかにし、さらに成長したマウスで炎症が惹
起された時、抑うつ様行動障害の増悪に影響
するかを行動薬理学的手法によって検討し
た。本研究により胎生期のニコチン暴露によ
り、TRP 代謝産物の動態が変化することが示
された。さらに胎生期ニコチン暴露+IFN-遺
伝子導入群において、非暴露+ IFN-遺伝子導
入群と比較して、抑うつ様行動や不安傾向の
顕著な増悪を示した。 
ニコチン作動性アセチルコリン受容体 
(7AChR) を介したシグナルは NF-B を抑制
する一方、JAK/STAT シグナルを活性化する。
また炎症性サイトカインによって IDO1 は、
NF-B、JAK/STAT 経路を介して誘導される。
すなわち、ニコチンによる7AChR を介したシ
グナルと IDO1 誘導シグナルにはなんらかの
関与があると考えられた。今後、胎生期ニコ
チン暴露による7nAChR、および抑うつに関
係している42nAChR の発現変動ならびに
TRP 代謝産物、特に7nAChR のアンタゴニス
トである KA の影響を明らかにする必要があ
ると考えられる。さらに抑うつ様行動ならび
不安障害が増悪した原因について、5-HT だけ
でなく、脳内モノアミン含量を詳細に解析し、
ニコチン暴露ならびに成長後の炎症が中枢
神経系に及ぼす影響を明らかにする必要が
あると考えられ、課題が残された。 
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