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研究成果の概要（和文）：うつ病発症には、慢性的なグルココルチコイド濃度上昇、および神経栄養因子BDNFの機能低
下が関与することがそれぞれ示唆されていた。本研究では、グルココルチコイドとBDNFのクロストークに着目し、うつ
病病態を分子レベルで理解することを目指した。ラットの分散大脳皮質ニューロンを用いた解析では、グルココルチコ
イド曝露後における、BDNF分子のニューロン内での輸送効率変化などを発見した。また、高親和性の受容体に比べ、低
親和性のグルココルチコイド受容体GRとTrkB（BDNF受容体）の相互作用が神経活動に重要であるため、GRを大脳皮質で
過剰に発現する遺伝子改変マウスの作成を行った。

研究成果の概要（英文）：Both increased levels of glucocorticoid concentration and dysfunction of BDNF 
(brain-derived neurotrophic factor) have been suggested to be involved in the onset of depressive 
disorder. Here, to approach the cellular and molecular mechanism behind the depressive behavior, we 
focused on functional crosstalk between glucocorticoid and BDNF. Using dissociated cortical neurons 
obtained from rat brain, we found significant influence of glucocorticoid exposure on action of BDNF, 
including transport of BDNF protein in neurites. Furthermore, we made transgenic mouse which expresses 
high levels of cortical GR, low affinity glucocorticoid receptor, to approach behavioral change under the 
stress, as we confirmed that GR-TrkB (BDNF receptor) interaction is important for the BDNF-mediated 
neurotransmission.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
年間 3 万人の発症があるといわれる精神疾患うつ病
の発症メカニズムにおいて、長期間の過剰なストレス
に応答した結果生じる血中のグルココルチコイド濃度
増加が重要な役割を果たしている可能性がある
(Kunugi et al., 2010, Psychiatry Clin Neurosci)。一方
で、脳の中枢神経の生存維持をはじめ、様々な神経
機能を制御する重要な役割を持つ脳由来神経栄養
因子(Brain-derived neurotrophic factor, BDNF)の機
能変化が、うつ病の病態を規定する因子の一つであ
る可能性が示唆されていた(Karege et al., 2005, Brain 
Res. Mol. Brain Res)。そのような慢性的なグルココル
チコイド濃度の上昇と、BDNF の作用変化のそれぞ
れが神経機能に影響し、うつ病発症に関与している
可能性を示唆する動物を用いた解析は盛んに行わ
れていた。そして、申請者らは、このグルココルチコイ
ドおよび BDNF の機能の相互作用に着目し、細胞レ
ベルではあるが、グルココルチコイド受容体（GR）と、
BDNF 受容体の TrkB が分子間相互作用し、高濃度
グルココルチコイド曝露後のニューロンでは、この分
子間相互作用が脆弱になり、結果的に神経伝達機
能が弱まる可能性を見出していた（Numakawa et al., 
2009 PNAS）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、うつ病の発症および病態に関連が深い
と考えられるストレスホルモンであるグルココルチコイ
ドおよび神経栄養因子 BDNF の相互作用に着目し、
この相互作用を基盤にしたうつ病の分子・細胞およ
び個体レベルでの病態解明を目指した。特に、動物
個体レベルでの研究では、新たにGRを大脳皮質・海
馬で過剰に発現する遺伝子改変動物を作成し、解析
を行うことを目的とした。また、GR の大脳皮質領域で
の強制発現は、GR-TrkB相互作用を強化すると想定
される。そのため、ラットの大脳皮質より分散培養し
たニューロンを用いて、これまでの申請者らの研究成
果により明らかになっていた GRの発現レベルを著し
く低下させる長期的なグルココルチコイド曝露、およ
び GRの発現を増加させる可能性のある種々の神経
栄養因子添加による神経機能変化などを網羅的に
解析することにした。 
 
３．研究の方法 
細胞レベルでの解析では、主としてラット大脳皮質由
来の初代培養ニューロンを用いた。生後 1-2 日齢の
ラット大脳皮質を分散培養し、約 1 週間維持したもの
に、グルココルチコイド曝露、GR および別のグルココ
ルチコイド受容体である mineralocorticoid receptor 
(MR)の強制発現、RNAi を利用した GR および MR
のダウンレギュレーションなどを実施し、神経伝達物
質放出量やそれに必要な過程であるカルシウム動態
などを解析した。また、GR を増加させる可能性のあ
る因子として、BDNF 以外の神経栄養因子添加など
も併用し、GR の発現増減による TrkB-GR 相互作用
の変化や神経機能への影響を精査した。特に、研究
の後半では、緑色蛍光蛋白質 GFP を融合させた
BDNF-GFP の細胞内動態を観察し、この挙動に対す
る長期的グルココルチコイド曝露の影響を解析した。
さらに、BDNF 発現量の増加は治療的効果が期待さ
れたが、BDNF自身の作用による自己増幅機構の一
端を明らかにするため、培養ニューロンに外来BDNF
を作用させ、内在性の BDNF 発現をモニターした。
GR を強発現する遺伝子改変動物の作成では、脳の
海馬および大脳皮質での特異的な高発現で知られる
CaMKII のプロモーター配列を利用し、GR トランスジ
ェニックマウスの作成を試みた。 

４．研究成果 
(1)培養大脳皮質ニューロンに対して、GR に特異的
な合成グルココルチコイドである dexamethasone 
(DEX)を投与すると、容量依存的に GR の発現を減
少させた。一方で、MR の発現には全く影響がなかっ
た。これと並行して、大脳皮質領域における興奮性
の神経伝達物質であるグルタミン酸放出を BDNF 刺
激下にて測定すると、著しい放出減少が確認された。 
この条件下で、GRとBDNFの受容体TrkBの相互作
用を解析すると、予想通り、これら二つの受容体間の
相互作用が著しく低下していた。そこで次に、GR の
発現を強化すれば、大脳皮質ニューロンにおける神
経伝達の増強が見込めると仮定し、ウイルスベクタ
ーを用いた強制発現、および siRNAによるノックダウ
ンを実施した。その結果、GR の強制発現にて、
BDNF によるグルタミン酸放出量の増加に加えて、
GR-TrkB 相互作用の強化、その下流で働く細胞内シ
グナルである PLCgamma の活性増強を確認した。
GR のノックダウン後では、グルタミン酸放出量の低
下とそれに必要な PLCgamma 経路の脆弱化が観察
された。一方で、MR の強制発現を試したところ、GR
の場合に見られた BDNF 依存的な神経伝達の増強
などの効果は発揮されなかった。そこで、GR の発現
に影響を与える可能性があると仮定し、EGF（上皮成
長因子、Epidermal Growth Factor）, bFGF（塩基性繊
維芽細胞増殖因子、basic fibroblast growth factor）, 
BDNF, IGF-1（インスリン様成長因子、Insulin-like 
growth factor）などの神経栄養因子群の投与を大脳
皮質ニューロンに対して行い、蛋白質の発現量変化
を測定した。その結果、BDNFや、bFGFにおいてGR
発現増加が確認できた。bFGFに関しては、分散培養
系に加えて in vivoでの効果を確認するため、生後 7
日齢のラットに対して脳室内投与を行った。また、
DEX の腹腔内投与との同時処理も実施した。そして、
大脳皮質領域でのGRの発現増加、およびDEXによ
る発現減少を抑制する効果を確認した。ここで興味
深いことに、BDNF などの神経栄養因子による効果
は MR においても観察され、その発現が有意に上昇
した。しかし、分散培養系を用いた強制発現系におい
て、GRの発現調節はBDNF依存的なグルタミン酸伝
達に如実に影響を与えたが、MR 発現ではそのよう
な効果が観察されなかった。このことは、グルココル
チコイドの長期投与により GR のニューロンでの発現
低下は、BDNF 依存的な興奮性の神経伝達に悪影
響を与えるため、これを回復するするアプローチが重
要であること、MR には BDNF 依存的な神経機能制
御を行う役割が低いことを示唆している。実際、MR
はグルココルチコイドに対して、GR に比べ高親和性
の受容体として知られている。平常時ではMRが、過
度のストレス下において増加した場合は GR に作用
することを考慮すると妥当な結果と思われた。 
 
(2) 先述のように、持続するストレスによる慢性的な
血中グルココルチコイド濃度の上昇と、BDNF の機能
障害とが、うつ病の発症・病態に密接に関係するとの
仮定で研究を進めていたが、この BDNFの神経細胞
内での挙動には未知の部分が多く、ストレスホルモン
の影響も解析が遅れている。合成された BDNF は、
小胞体-ゴルジ体経路によって分泌小胞に包含され
る。この BDNF を含有する分泌顆粒は、樹状突起や
軸索などの神経突起内を輸送され、神経活動依存的
に細胞外に放出される。放出された BDNF が細胞表
面の TrkB 受容体を活性化し、シナプス活動や長期
的には神経生存の維持のために働いているとされる。
しかし、ストレス下におけるこの BDNFの細胞内挙動
に着目した研究はほとんどなされていない。そこで、



高濃度グルココルチコイド状態が BDNF 顆粒の細胞
内輸送に及ぼす影響、およびグルココルチコイド曝露
による挙動変化の分子メカニズムの解明を試みた。 
 10 日間培養したラット大脳皮質ニューロンに対し、
GR 特異的アゴニストの DEX を投与した。そして、
GFP（Green fluorescence protein）を融合させた BDNF
（BDNF-GFP）を培養ニューロンに強制発現させて、リ
アルタイムイメージングによって、BDNF 顆粒のニュ
ーロン内における挙動を観察した。 その結果、24 時
間の DEX (1 microM)曝露を行ったニューロンでは、
BDNF 顆粒の輸送が、順行性および逆行性ともに促
進されていた。一方、コントロール群の樹状突起内に
おいて、移動している BDNF 顆粒に加えて停滞して
いる BDNF顆粒が観察された。すなわち、DEX投与
によって、移動中の BDNF 顆粒の割合が増加するこ
とが明らかになった。このような DEX の効果は、
BDNF 顆粒の輸送速度上昇としても確認された。こ
れらDEXによるBDNF顆粒の輸送促進は、GR阻害
剤である RU486（mifepristone）によって抑制された。
一方で、GR はリガンドであるグルココルチコイドが結
合すると核内へと移行する。その後、転写因子として
働き、種々の遺伝子の発現に関わる。その中で、細
胞内輸送に関わることが知られており、グルココルチ
コイ ドにより発現が変動した 、ハンチンチン
（huntingtin: Htt）に着目した。大脳皮質ニューロンで
は、DEX 投与により、Htt 発現量が濃度依存的に上
昇することを見出した。さらに、Htt を強制発現させる
と BDNF顆粒の輸送も促進された。興味深いことに、
Htt をノックダウンした場合、BDNF顆粒の DEXによ
る輸送促進効果が観察されなくなった。Htt 変異は、
ハンチントン病発症原因のひとつして知られており、
野生型 Htt はキネシンやダイニンなどのモータータン
パク質と複合体を形成し、細胞内輸送において重要
な役割を果たしている。すなわち、高濃度グルココル
チコイドは、Htt タンパク質の発現上昇を介して、
BDNF 顆粒の細胞内輸送効率に影響を与える可能
性がある(Scientific Reports, 2015)。 
 
(3) グルココルチコイドは、BDNF 依存的な神経伝達
物質放出を抑制するが、これは結果的にニューロン
における BDNF 発現量に影響する可能性もある。そ
れは BDNF の産生が神経活動依存的であり、さらに
はBDNFが自身の発現量を増幅する性質も示唆され
ているためである。既述の PLCgamma に加えて、
TrkB 以下の細胞内シグナルとして、Extracellular 
signal-regulated kinase (ERK)、phosphatidylinositol-3 
kinase (PI3K)/Aktなどがあるが、これらのシグナルの
なかで、BDNF の自己増幅に関与するものがいずれ
であるか、さらにはBDNF自己増幅のニューロンにお
ける生理的な役割については未知の部分が多かっ
た。そこで、BDNF 自己増幅の分子メカニズムおよび
その生理的役割について解析を行った。 
大脳皮質ニューロンに BDNF蛋白質の添加後では、
内在性の BDNFmRNA発現量増加において、3 およ
び 24時間のふたつのピークが得られた。そして、3時
間の BDNFmRNA発現量増加では ERK および Akt
シグナルが、24時間では ERKシグナルが主として関
与することが明らかになった。さらに特異的な阻害剤
を外来性のBDNF蛋白質と同時に添加することより、
内在性 BDNF発現誘導には、Calmodulin dependent 
protein kinase IIおよび Protein kinase A が関与する
ことを見出した。注目すべきことに、3 時間での
BDNFmRNA誘導が起きた後、BDNFスカベンジャー
の TrkB 抗体を投与したところ、二つ目のピークであ
る 24 時間後の BDNFmRNA 発現上昇は消失した。
これは最初の BDNF 発現誘導（3 時間）が、さらに内

在性 BDNF 産生（24 時間）を誘導した可能性を示唆
している。次に、この BDNF の発揮する自己増幅機
能の生理的な役割を調べるために、明らかになった
細胞内の誘導経路を遮断し、種々のシナプス関連蛋
白質の発現量を定量した。その結果、グルタミン酸受
容体である NR2A や NR2B などのポストシナプス蛋
白質の発現に、BDNFの自己増幅能力が重要である
ことが明らかになった(Neurochem Int. 2015) 
 
(4) ストレスステロイドであるグルココルチコイドは、 
視床下部―下垂体―副腎皮質（HPA 系）によりその
血中濃度が制御されている。先述のように、うつ病で
は過剰で慢性的なストレスに起因し、この HPA 系の
亢進によるグルココルチコイドの上昇が示唆されてい
るが、脳における GR の発現は、このグルココルチコ
イドのシグナルの入力点として注目すべきである
(Numakawa et al., Neuroscience, 2013 ほか)。In vitro
の分散培養系では、栄養因子群による発現増加や、
グルココルチコイドによる GR のダウンレギュレーショ
ンに伴う BDNF 依存的神経伝達能力の減弱を確認し
た。そこで、動物個体レベルでのアプローチのため、
GR を大脳皮質で特異的に発現上昇する遺伝子改変
動物の作成を行った。最初、in vitro 分散培養系で有
用であったラットに着目した。まず、ラット脳の大脳皮
質や海馬領域に特異的な発現でよく利用されている
CaMKII のプロモーターに着目し、GRのトランスジェニ
ックラット(GR-Tg ラット)の作成を試みることにした。ラ
ット CaMKII-GR の遺伝子のコンストラクトを SH－
SY5Y 細胞やラット大脳皮質初代培養に強制発現さ
せ、細胞が成熟した場合にGR発現が顕著であること
を確認した。また、遺伝子導入による強制発現での
細胞死などの毒性は認められなかった。ところが、こ
の CaMKII-GR の遺伝子のコンストラクトを用いて、受
精卵へのインジェクションを再三の試みたが、残念な
ことに陽性のファウンダーラットの作出ができなかっ
た。これは、数多くの遺伝子発現に利用されているマ
ウスに比べ、ラットでのトランスジェニック動物の作出
が困難であることを示していると考えられた。そこで、
同様の CaMKII-GR 遺伝子のコンストラクトを用いて、
トランスジェニックマウスの作出に方向転換した。そ
の結果、3line の陽性を示す F1 マウスの作出に成功
することができた。そして、この GR-Tg マウスの大脳
皮質等の予定した脳領域でのGRの過剰発現を観察
し、動物も繁殖可能であることなどを確認した。また、
遺伝子改変マウス作成と並行し、ラットを用いた場合
のうつ病の動物モデルとして、社会的アンヘドニアの
評価を目指した条件付け場所嗜好試験の利用を試
みた。これは、うつ病の症状のひとつに、これまで出
来ていた日常生活からの快感や楽しみを引き出すこ
とができない、すなわちアンヘドニアの症状がよくみ
られるためである。確立の途中ではあるが、これは 2
から3のチャンバーのうち、一か所のみ他の動物との
交流が可能な社会的交流を行わせる場所を設け、社
会的報酬を評価する系である。このモデルは、これま
での解析系ではあまり例のないアンヘドニアに着目し
たものであり、新しい病態評価系として有用であると
思われる。GR-Tg マウスへの応用も可能であり、強
制水泳試験などの従来のうつ病様病態の評価系とと
もに、新しい評価系として有望であると考えられる。 
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