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研究成果の概要（和文）：　前頭前野や海馬歯状回等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。先行研究で行ったマウス行動実験において、頻回水泳やPKN1遺伝子ノックアウト
によって不安が抑制されていたので、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。一方、海馬歯状回の活動抑制によっ
て不安が低下するという報告が多いことから本研究課題では、EAAT3発現低下によるmGluR活性化が歯状回抑制性
神経細胞の強い興奮上昇を誘発し、出力を強力に抑制して不安を低下させる、という仮説を検証した。

研究成果の概要（英文）：Stress induces depression and anxiety by altering excitability in 
mood-regulating regions such as the prefrontal cortex and hippocampal dentate gyrus. In previous 
studies, behavioral experiments in mice showed that anxiety was suppressed by frequent swimming and 
knockout of PKN1. It is possible that frequent swimming and knockout of PKN1 buffered anxiety by 
reducing EAAT3 expression and elevating mGluR activity in the dentate gyrus. On the other hand, 
there are many reports that anxiety is reduced by suppressing the activity of the hippocampal 
dentate gyrus. Therefore, we tested the hypothesis that mGluR activity elevated by reduced EAAT3 
expression activate GABA neurons in the dentate gyrus and reduces anxiety.

研究分野： 神経生理学

キーワード： ストレス　不安　海馬歯状回　抑制性神経細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頻回水泳は、元来うつモデル動物を作成するためのストレスとして以前より利用されてきたが、近年不安やうつ
をマウスで誘発するストレスとしては不適切であることが報告されている (Mul et al., eNeuro 2016、等)。実
際申請者が野生型マウスに頻回水泳を行ったところ、オープンフィールド、明暗検査では不安の亢進は見られ
ず、高架式迷路でオープンアーム滞在時間が増えるという、不安が抑制される結果となった。このようなストレ
スによる不安緩衝作用の報告はこれまで存在せず、さらにストレス応答としての不安緩衝作用のメカニズムを解
明できれば、不安やストレス障害の治療開発のきっかけになる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ストレスは身体や精神に対する様々なレベルの負荷であり、人や動物は適度なストレスに対

して、カテコラミンやステロイドホルモンの分泌等によって適応するが、過度のストレスは不安や

うつ状態あるいは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。 

(興奮性変化による気分･不安の制御) 

動物実験では、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)。また腹側被蓋野ドーパ

ミン細胞を光遺伝学的に活動抑制するとうつ状態になること、逆にうつ状態マウスのドーパミン

細胞を興奮させると、うつから回復することが明らかになっている (Tye et al., Nature 2013)。こ

のように気分を制御している領域において、ストレスによる興奮性変化が不安やうつ症状を発

現、あるいは制御していると考えられる。 

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る。特に腹側海馬歯状回では抗

うつ剤が歯状回神経新生を亢進し、視床下部-下垂体-副腎系を抑制してうつを改善する 

(Snyder et al., Nature 2011)。不安については、腹側海馬歯状回除去で不安が軽減する 

(Weeden et al., Neurobiol. Learn. Mem. 2015)、歯状回PV陽性抑制性細胞をDREADD法で活

性化すると不安が軽減する (Zuo et al., Curr. Mol. Med. 2016)、あるいは歯状回GABAAα2 サ

ブユニットをKOするとベンゾジアゼピンの抗不安作用が消失する (Engin et al., eLIFE 2016) 

ことから、(腹側) 海馬歯状回活動を抑制すると不安が軽減すると考えられる。 

(歯状回顆粒細胞興奮制御におけるPKN1とEAAT3の関与) 

申請者はこれまで海馬歯状回において頻回水泳 (8-15分/日を5-10日) が代謝型グルタミ

ン酸受容体 (mGluR) に依存した、興奮性神経細胞である顆粒細胞の興奮亢進を誘発する

ことを見いだした。 これは頻回水泳によって神経型グルタミン酸トランスポーター (EAAT3) 

発現が減少し、細胞外グルタミン酸濃度が上昇してmGluRを活性化することによって生じると

考えられる (図1)。 

 
さらに、ストレスによるmGluR依存性興奮亢進は、神経細胞に存在するリン酸化酵素 protein 

kinase N 1 (PKN1) ノックアウトによって再現される。PKNは不飽和脂肪酸等で活性化される

protein kinase C類似のリン酸化酵素で、中枢神経系には主にPKN1が主に神経細胞に局在し

て存在している。申請者は研究分担者である、神戸大学・向井秀幸准教授らによって作成さ

れたPKN1 KOマウスを用いて上記の結果を得た。 

(PKN1 KOおよび頻回水泳による不安の「軽減」) 

 一方で頻回水泳、およびPKN1 KOの不安に対する効果を行動実験で検証したところ、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

(図 1)  
正常な歯状回顆粒細胞 (左) と、 
ストレス負荷 あるいは PKN1 KO された
細胞 (右) 
(Yasuda et al., 投稿中) 



ールPKN1 KOマウスでは不安行動が減少していた (図2)。 

 
頻回水泳はマウスにとってマイルドなストレスであり、一種の「心の鍛錬」になっていると考えら

れる。前述の通り、海馬歯状回活動低下させると不安が減少するという報告があるので、頻回

水泳やPKN1 KOは抑制性神経細胞の興奮性を顆粒細胞以上に上昇させて、歯状回出力を

強力に抑制している可能性がある。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究課題では、頻回水泳やPKN1 KOによる「不安の緩衝」作用の誘発メカニズム

について、特に海馬歯状回の 抑制性神経細胞の関与を明らかにすることを目標とする。具

体的には、①頻回水泳やPKN1 KOによるEAAT3発現低下が海馬歯状回抑制性細胞で生じ

ているかを免疫組織化学的に、また興奮性亢進が誘発されているか電気生理学的に検討す

る。また、②研究分担者である国立精神神経センター・惣谷和広室長が微細内視鏡を使った、

マウスin vivoカルシウムイメージングによって、野生型マウスと頻回水泳、あるいはPKN1 KOマ

ウスの神経活動が顆粒細胞と抑制性神経細胞間で差があるか観察する。さらに①が確認でき

れば、③PKN1発現低下による抑制性神経細胞の興奮性亢進が不安の軽減に十分か行動学

的に検証する。 

頻回水泳は、元来うつモデル動物を作成するためのストレスとして以前より利用されてきた

が、近年不安やうつをマウスで誘発するストレスとしては不適切であることが報告されている 

(Mul et al., eNeuro 2016、等)。実際申請者が野生型マウスに頻回水泳を行ったところ、オープ

ンフィールド、明暗検査では不安の亢進は見られず、高架式迷路でオープンアーム滞在時間

が増えるという、不安が抑制される結果となった。このようなストレスによる不安緩衝作用の報告

はこれまで存在せず、さらにストレス応答としての不安緩衝作用のメカニズムを解明できれば、

不安やストレス障害の治療開発のきっかけになる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

 本研究課題を遂行中に、先行課題であるPKN1a KOマウス海馬で見られる、代謝型グルタミ

ン酸受容体依存性シナプス伝達長期抑圧の亢進を報告する論文のリバイス実験を行う必要

があったので、まずそちらに取り掛かることにした。 

 

①paired-pulse 1Hz 15分 低頻度刺激によるシナプス伝達長期抑圧 

 レビューアーからのリクエスト実験の一つは、paired-pulse低頻度刺激が誘発する代謝型グル

タミン酸受容体依存性シナプス伝達長期抑圧に、野生型とPKN1a KOに差があるか検討する

ことであった。そこでpaired-pulse低頻度刺激による長期抑圧を野生型、PKN1a KOマウス発達

期海馬から電気生理学的に記録をして違いを検討した。 

 

②発達期海馬PKN1a KOマウスにおけるEAAT3発現 

(図 2)  
PKN1 KO、および頻回水泳は、 
高架式迷路においてオープンアーム
滞在時間を延長する。 
(Yasuda et al., 投稿中) 



発達期海馬PKN1a KOマウスではシナプス入力特異性のない、代謝型グルタミン酸受容体

依存性長期抑圧が発現しており、グルタミン酸トランスポーター阻害剤投与によって野生型マ

ウスでも見られることから、ノックアウトマウスではグルタミン酸トランスポーターの発現が低下し

ている可能性がある。そこで神経型グルタミン酸トランスポーターであるEAAT3発現を野生型、

PKN1a KOマウス発達期海馬において生化学的に検討した。 

③NMDAR-EPSC decay tau時間の違い 

PKN1a KOマウスではEAAT3機能低下によりシナプス間隙グルタミン酸クリアランスが低下

して、グルタミン酸濃度が野生型より高いことが示唆されている。また、神経型グルタミン酸トラ

ンスポーターの機能低下により静止電位NMDAR-EPSCのdecay tauが延長することが報告さ

れているので (Li et al., Neuron 2009)、そこでEAAT3機能を評価するために、細胞外低Mg2+

条件で静止電位におけるNMDAR-EPSCを野生型、PKN1a KOマウス発達期海馬から記録し、

decay tauを計算する。 

 

④頻回水泳やPKN1 KOによる海馬歯状回抑制性細胞の興奮性変化 

海馬歯状回抑制性細胞に頻回水泳ストレスやPKN1 KOによる

興奮性変化が生じているか、スライスパッチ法で検討するとともに 

(図3)、mGluR活性化が関与しているか、またグルタミン酸トランス

ポーター阻害剤によって興奮亢進が見られるか、薬理学的に検

討する。主な抑制性細胞として、PV陽性、CCK陽性、somatostatin 

(SOM)陽性細胞があるが、最初にこれら抑制性細胞にPKN1が

顆粒細胞に比べてどの程度発現しているか、免疫染色で確認す

る。次に興奮性変化を検討するが、手始めに歯状回出力を強力

に抑制しているPV陽性細胞について注目する。PV細胞は顆粒

細胞層と門 (hilus) 境界にある大きな細胞で、かつ特徴的なfast spiking patternを示すため、

PV細胞蛍光ラベルマウスは使わずに目視でパッチをする。電流注入して発火させ、強制水泳

やPKN1 KOによる興奮性亢進があるかを観察しながら細胞にバイオサイチンを注入する。そ

の後記録細胞がPV陽性か免疫染色で確認する (Jiang et al., Eur. J. Neurosci. 2004)。PV陽性

細胞に興奮性変化が見られなければ、次にCCK,SOM陽性細胞についてPV細胞と同様の実

験を行う (Tomioka, Yasuda et al., Nat. Comm. 2014)。ラベルなしの目視で抑制性細胞の記録

が難しい場合は、GFP-SOMマウスやCCK-eGFPマウスの使用を検討する。頻回水泳やPKN1 

KOで興奮性変化が見られれば、mGluR阻害剤、グルタミン酸トランスポーター阻害剤の効果

を検討する。 

 

４．研究成果 

①paired-pulse 1Hz 15 分 低頻度刺激によるシナプス伝達長期抑圧 

NMDA 受容体阻害剤 D-APV 存在下で paired-pulse 1Hz 15 分刺激を行ったところ、野生型マウ

ス海馬では入力特異的な長期抑圧が観察されたが、PKN1a KO マウスでは入力非特異的で

野生型より大きな長期抑圧が見られた。PKN1a KO マウスで見られる長期抑圧は代謝型グル

タミン酸受容体阻害剤で抑制された (図 4)。 

 

(図 3)  
歯状回より抑制性細胞
の興奮性を計測する。 



 

 

 

 

②発達期海馬PKN1a KOマウスにおけるEAAT3発現 

 発達期海馬で発現している EAAT3 タンパクをウェスタンブロットで定量したところ、野生型マウスに比

べて PKN1a KO マウスでは EAAT3 発現量が有意に低下していた (図 5)。よって PKN1a KO マウスで

は EAAT3 発現低下によりシナプス間隙グルタミン酸濃度が上昇し、野生型より代謝型グルタミン酸受容

体活性が上昇することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

③NMDAR-EPSC decay tau時間の違い 

細胞外低 Mg2+条件で静止電位における NMDAR-EPSC を野生型、PKN1a KO マウス発

達期海馬から記録し、decay tau を計算すると、PKN1a KO マウスのほうが野生型マウスに比べ

て有意に decay tau が長かった (図 6)。PKN1a KO マウスシナプスにおいて神経型グルタミン

酸トランスポーター機能が低下していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

④頻回水泳やPKN1 KOによる海馬歯状回抑制性細胞の興奮性変化 

 上記の先行研究追加実験を完了した後、海馬歯状回抑制性神経細胞興奮性を記録する実験を開始

した。野生型マウス、PKN1a KO マウス、野生型マウス＋頻回水泳、PKN1a KO マウス＋頻回水泳群に

ついて歯状回 fast-spiking を示す抑制性細胞の興奮性を電気生理学的に解析したところ、野生型コン

トロールに比べて、PKN1a KO、野生型＋頻回水泳、PKN1a KO+頻回水泳群のほうが活動電位頻度が

高く、興奮性が高いことが明らかになった。また、これら 4 群について海馬細胞表面における EAAT3 発

現量を評価するために、海馬スライスを作成して細胞表面をビオチン化して表面タンパクを標識した後、

ビオチン化 EAAT3 タンパクをウェスタンブロットで定量したところ、野生型コントールに比べて PKN1a 

KO, 野生型+頻回水泳、PKN1a KO+頻回水泳群のほうが表面 EAAT3 発現が低下していた。これは

PKN1a KO あるいは頻回水泳が神経細胞表面 EAAT3 発現を低下させることによって細胞興奮性を更

新させていることを示唆している。 

(図 4)  
paired-pulse 1Hz 15 分
刺激による長期抑圧 

(図 5)  
野 生 型 マ ウ ス (WT) 、
PKN1a KO マウス(KO)
における発達期海馬で
の EAAT3 発現 

(図 6)  
野生型マウス (WT) 、 PKN1a 
KO マウス(KO)発達期海馬
NMDAR-EPSC rise time, 
decay tau 
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