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研究成果の概要（和文）：我が国におけるうつ病の発症機序に関する基礎研究は欧米諸国に比べて圧倒的に不足
している。本研究では、「側坐核・海馬・内側前頭前野皮質における神経回路の変容に伴う遺伝子発現異常がう
つ病の発症機序となる」との仮説をたて、この妥当性を分子・神経回路レベルで検討した。その結果、これら各
脳領域においてストレス対処行動に関わる分子を同定し、その分子を標的とした化合物の抗うつ作用を見出し
た。また、特定の脳領域の神経活動操作により影響をうける脳部位を同定し、この神経ネットワークがうつ様行
動の発現に重要であることを見出した。本研究により、特定の脳部位におけるうつ病態の分子神経基盤の一端が
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate molecular and neural mechanisms of depression. 
To this end, we used an animal model of depression and analyzed the levels of a variety of mRNA. We 
found altered expression of CaMKIIbeta and HDAC4 in the hippocampus and medial prefrontal cortex, 
respectively. Viral-mediated gene transfer experiment revealed that these two molecules are 
critically involved in depression-like behaviors. In addition, gain- and loss-of-function CaMKIIbeta
 and HDAC4 within the hippocampus and medial prefrontal cortex affect neural activity in the nucleus
 accumbens, suggesting that neural networks from the hippocampus and medial prefrontal cortex to the
 nucleus accumbens may be associated with depressed symptom. Indeed, we used DREADDs technology to 
selectively inactivate these neural networks and found an altered behavioral response to chronic 
stress in mice.

研究分野：精神医学
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１．研究開始当初の背景 
うつ病の発症機序として、ストレス適応機

構の構成要素である神経可塑性の障害が想

定されている。すなわち、「うつ病患者は素

因的にストレスに対する脆弱性を有し、通常

では適応可能なストレス負荷に耐えられず

に神経可塑性異常を生じ、うつ状態に陥る」

というストレス脆弱性仮説が想定されてい

る (Nestler and Hyman, Nat Neurosci 2010)1）。  

神経可塑性には遺伝子発現調節が重要な

役割を担っている。うつ病における抑うつ状

態の慢性化や抗うつ薬による治療効果発現

までには週単位の時間がかかることなどか

ら、気分障害の病態には持続的かつ可逆的な

遺伝子発現調節異常が関与すると推測され

る。従って、ヒストンアセチル化などの DNA

の塩基配列に依存しないエピジェネティッ

クな遺伝子発現調節が気分障害の病態を説

明できる可能性が考えられている。実際、う

つモデルマウスやうつ病患者死後脳・末梢白

血球におけるエピジェネティクス制御因子

の発現・機能異常が多数報告されている。 

我々の先行研究から、側坐核・海馬・内側

前頭前野皮質におけるエピジェネティック

な遺伝子発現変化がうつ病態に深く関与し

ていることが推測されている。うつ病患者に

おけるこれら脳部位の機能異常は示唆され

ているものの、それら３部位の神経回路変容

とその分子基盤についてはいまだ不明であ

る。 
 
２．研究の目的 
我が国におけるうつ病の発症機序に関す

る基礎研究は欧米諸国に比べて圧倒的に不

足している。我々の先行研究から、「側坐核・

海馬・内側前頭前野皮質における神経回路の

変容に伴うエピジェネティックな遺伝子発

現異常がうつ病の発症機序となる」との仮説

をたて、この妥当性を分子・神経回路レベル

の双方向から検討する。本研究により、特定

の脳部位におけるうつ病態の分子機構の解

明のみならず、分子レベルと神経回路レベル

での解析を融合させることで、うつ病研究の

新展開が期待できる。我々の先行研究結果か

ら、「側坐核・海馬・内側前頭前野皮質にお

ける神経回路の変容に伴うエピジェネティ

ックな遺伝子発現異常がうつ病の発症機序

となる」との仮説をたて、その妥当性を分

子・神経回路レベルで検証する。 

 
３．研究の方法 
(１) マウス 

8 週齢の雄性 BALB/c (BALB)マウスを使用し

た。餌と水は自由摂取させ、12 時間の明暗周

期下で飼育した。動物使用に伴い、本学にお

ける動物実験指針及び動物実験規則等の指

針に示される基準に適合することを確認し、

使用許可を得た(承認番号 27-010、27-011)。 

(２) 慢性ストレス負荷 

マウスに社会性敗北ストレス（SDS）を負荷

した。テストマウスを攻撃性の高い CD１マウ

スと５分間同居させ（肉体的ストレス）、そ

の後一晩、ケージ内に仕切りを置き直接接触

できないようにした（心理ストレス）。これ

を 5日間あるいは 10 日間連続して行った。 

(３) 行動評価 

Forced swim test: マウスを 22-23℃の水の

入ったシリンダー内に入れ、５分間における

無動時間と最初に無動を示すまでの時間

(latency)を測定した (Higuchi et al., 

2016)2）。 

Novelty-suppressed feeding test: 一晩

絶食したテストマウスを 30cm 四方の箱の隅

に置いた。この箱の中央にはエサが置いてあ

り、マウスがエサを食べるまでの時間

(latency)を測定した。Latency が長いほど不

安行動が増加していると考えられている

(Abe-Higuchi et al., 2016)3）。 

Social interaction test: はじめて接触

するマウスと 5分間同一ケージにいれ、相手

マウスとの接触時間を測定した。 

（４）遺伝子発現解析 



マウスから各脳部位を取り出し、総 RNA を抽

出した。逆転写 PCR 反応により cDNA を調整

し、SYBR Green Master Mix を用いたリアル

タイム PCR 法にて目的 mRNA 発現量を定量解

析した 4)。内在性コントロールには GAPDH 

mRNA を使用した。 

(５) 統計解析 

２群間比較には unpaired t-test を、3 群以

上の比較には On-way ANOVA あるいは two-way 

ANOVA を使用した。有意差が認められた場合

には、 Bonferroni correction あるいは

Tukey’s post-hoc test 分析を行った。p値

が 0.05 未満を有意と判定した。 

 
４．研究成果 

うつモデルマウスを用いた遺伝子発現解

析結果から、海馬における CaMKIIbeta mRNA

発現量と内側前頭前野におけるHDAC4の発現

変動を確認した。そこで、これら２つの分子

とうつ病態との関連を調べた。CaMKIIbeta の

ノックダウンが可能なshRNAを発現するアデ

ノ随伴ウイルス(AAV)および CaMKIIbetaを過

剰発現させるAAVを海馬特異的に投与したマ

ウ ス を 用 い て 、 う つ 様 行 動 (social 

interaction test、Forced swim test)と不

安行動(Novelty-suppressed feeding test)

を評価した。その結果、CaMKIIbeta の機能低

下によりうつ様行動は増加し、CaMKIIbeta の

機能亢進によってうつ様行動は減少した。ま

た、HDAC4 をノックダウンさせることが可能

なshRNAを発現する AAVおよびHDAC4を過剰

発現するAAVを内側前頭前野皮質特異的に投

与したマウスを用いて、上記同様、うつ様行

動と不安行動を評価した。その結果、HDAC4

の機能亢進によりうつ様行動は増加し、

HDAC4 の機能低下によってうつ様行動は減少

した。 

 次に、ストレスによる CaMKIIbeta 発現低

下の原因をエピジェネティクスの観点から

検討した。その結果、ストレス負荷は海馬に

おける CaMKIIbeta 遺伝子上の DNA メチル化

（5-hydroxymethylation）を低下させること、

ならびにその原因としてDNA脱メチル化酵素

TET の発現・機能異常によるものであること

を突き止めた。 

また、HDAC4 の標的遺伝子の同定を試みた。

非リン酸化型 HDAC 4 過剰発現マウスを用い

てうつ病と関連する遺伝子群の発現をリア

ルタイム PCR 法により検討したところ、GDNF

遺伝子の有意な発現低下を認め、また、クロ

マチン免疫沈降法により HDAC4 は GDNF 遺伝

子上にリクルートされていることを確認し

た。 

  神経基盤解析として、神経細胞を活性化さ

せる hM3Dq あるいは抑制させる KORD を内側

前頭前野に過剰発現させたマウスを作製し

た。これらマウスに人工受容体を刺激する薬

剤を投与し、内側前頭前野で薬剤誘導的に神

経活動を活性化・あるいは不活性化させた。

これらマウスのストレス対処行動を評価し

た結果、内側前頭前野皮質―側坐核ネットワ

ークを活性化したマウスはストレスレジリ

エンスを獲得していた。 

 内側前頭前野皮質と海馬における神経活

動の変容に伴い、それらの投射先である側坐

核において、エピジェネティックな変化が認

められるかについて検討を行った。その結果、

ストレス負荷後のマウス側坐核におけるヒ

ストンアセチル化レベルやヒストンメチル

化レベル、神経活動マーカー発現の変化を見

出した。 

 以上の結果から、海馬と内側前頭前野にお

いて、うつ様行動に関わる分子の同定に成功

した。さらに、これら分子の発現・機能を変

化させたところ、その投射先の１つである側

坐核における神経活動変容とエピジェネテ

ィクス変化を抽出できた。本研究により、う

つ病態に関わる神経ネットワークとその基

盤となる分子を同定した。これは、うつ病の

新たな治療法につながる可能性がある。 
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