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研究成果の概要（和文）：　本研究は、オリゴデンドロサイト特異的なストレス応答機構を明らかにする上で、リン酸
化及びメチル化シグナル変化による器質的変化の制御機構を解明し、白質機能維持によるうつ病の治療応用へと展開す
る為の研究基盤を確立することを目的とした。
　本研究課題では、まず脳梁オリゴデンドロサイト特異的に、慢性ストレスによりPI3Kリン酸化シグナルが活性化する
ことを見出すと共にタンパクメチル化酵素PRMT1の発現を確認すると共に、これら両者のストレス応答時の相互作用の
可能性を見出した。さらに、ランビエ絞輪部の慢性ストレスによる構造変化と髄鞘-軸索間の情報伝達レベルの低下の
可能性についても見出すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：Although dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis by 
chronic stress is indicative of major depression, the molecular mechanisms and functional changes in the 
brain underlying depression are largely unknown. In this study, by using chronic stress for mice, we 
attempted to elucidate the molecular pathway induced by elevated plasma corticosterone levels. We 
observed the following effects both, in vivo and in vitro: (1) repeated exposure to stress activates the 
3-phosphoinositide-dependent protein kinase (PDK1)-serum glucocorticoid regulated kinase (SGK1)-N-myc 
downstream-regulated gene 1 (NDRG1)-adhesion molecule stabilization pathway via an increase in plasma 
corticosterone levels; and (2) the activation of this signaling pathway induces morphological changes in 
oligodendrocytes. Our data strongly suggest that these abnornalities of oligodendrocytes are possibly 
related to depression-like symptoms.
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１．研究開始当初の背景 
（１）うつ病は様々な環境の変化、すなわち
環境要因の影響が大きい疾患であり、慢性的
なストレス暴露はうつ病発症の最大の原因
とされている。これまでに申請者らは、慢性
ストレス暴露によるうつ病モデルマウスを
用いて脳の特定の細胞 OLs での PDK1 を介
し た SGK1  (Serum/glucocorticoid 
regulated kinase 1)のリン酸化シグナルの変
化および脳白質の器質的変化が起きている
事など、うつ病などの精神疾患発症の分子機
序の解明を行ってきた (Yachi et al., Bra. 
Res. 1159, 141-147, 2007; Kubota et al., J. 
Neurochem. 110, 496-508, 2009; Miyata et 
al., PLoS One. 6, e19859, 2011)。 
（２）また、これとは別にドーパミンやセロ
トニンなどの合成に必要な葉酸やメチル基
のドナーである S-Adenosylmethionine
（SAM-e）投与によるうつ病治療の有効性が
報告された(Nahas and Sheikh, Can Fam 
Physician, Vol.57, 659-63, 2011)。これらの
因子は身体が環境の変化に適応する際の非
常に重要な応答機構のひとつ Methylation 
cycle の主要構成因子であり、うつ病患者で
は血清及び脳脊髄液中での SAM-e 濃度が低
下し、代償性に脳内で高値を示すという報告
もある。 
（３）最近になり、注目され始めたこのメチ
ル化シグナルについて、タンパク質アルギニ
ン残基に対するメチル基転移酵素 Protein 
Arginine N-methyltransferases (PRMTs)の
機能解析を中心に申請者らは脳におけるメ
チル化の意義についても精力的に解析を続
けている。これまでに神経回路形成機構や神
経 突 起 伸 展 機 構 (Ikenaka et al., 
Neuroscience, 141, 1971-1982, 2006; 
Miyata et al., Neurosci. Let. 445, 162-165, 
2008)、神経分化機構(Fujiwara et al., Mol. 
Cell Biol. 26, 2273-2285, 2006)、損傷時の応
答機構(Taneda et al., Bra. Res. 1155, 1-9, 
2007; Kousaka et al., Neuroscience, 163, 
1146-1157, 2009) 等に関する研究成果を継
続的に報告してきた。さらに、最近になり慢
性ストレス暴露により脳白質において
PRMT1 が発現上昇することを見出した。こ
の PRMT1発現量は PI3Kシグナルに影響を
与えるとの報告があり、両者の関係に非常に
興味が持たれた。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、うつ病発症におけるこれ
までのリン酸化シグナルだけの検討に加え
て、Methylation cycle（PRMTs、SAM-e等）
の機能変化（メチル化シグナル経路）をリン
酸化シグナル経路と協調的に捉えることに
より、うつ病と OLsの構造異常に関する基礎
研究を完成し、白質における協調的シグナル
伝達制御という全く新しい概念を利用した
確定的診断方法や根本的うつ病治療薬への
臨床応用に展開するための基盤研究を行う。 

研究期間内には以下のことを明らかにする。 
（１）慢性ストレス暴露による HPAaxis の
活性亢進による血中コルチゾール（GC）の
上昇が、何故、脳内では白質 OLs 特異的に
SGK1を活性化するのか。グルココルチコイ
ド受容体（GR）を介した OLs特異的 GC応
答に関わる因子の同定・機能解析を行う。 
（２）うつ病患者脳における SAM-e 濃度上
昇の意義は？神経細胞においては、コリンや
カテコールアミンなどへのメチル基のドナ
ーであり、白質においてはミエリン蛋白への
メチル基のドナーでもある。これらのメチル
化レベルの変化がうつ病状態で観察される
のか、明らかにする。 
（３）申請者らがこれまでに見出している
PDK1-SGK1-NDRG1 カスケードのリン酸
化亢進による活性化経路に、PRMTs ファミ
リーによるメチル化亢進が関与しうるのか
について、アルギニン残基のメチル化レベル
の変化の有無とリン酸化レベルの関連性を
明らかにする。 
（４）うつ病状態における OLsの構造変化が
ランビエ絞輪の構造（Nav, Kv, Caspr, 
ankyrinG, NF）にどのように影響するのか
免疫染色や電子顕微鏡を用いて明らかにす
る。更にこの時、神経活動に影響があるのか、
伝導速度の測定や Na-K ATPase活性の測定
などを行う。 
（５）リン酸化・メチル化両シグナルの制御
により、ストレス暴露時の白質 OLsの構造変
化を予防・治療することが出来るのかモデル
マウスや SGK1 KOマウス等を利用して明ら
かにする。 
（６）うつ病モデルマウス血漿などを用いて、
SAM-e レベルやアルギニンメチル化レベル
とうつ病体との関連性を検討することによ
り、うつ病の確定的な診断標的を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 申請者らが作成した慢性ストレス暴露マ
ウスでは、恒常的に血中のコルチコステロン
量が増加しており、尾懸垂法などの行動解析
で無気力レベルの上昇や海馬歯状回におけ
る神経新生レベルの低下など、ヒトうつ病患
者で観察されるような動態を示し、うつ病の
一つの病態モデルあると考えられた。 
 このマウス脳の形態的解析から、OLs の構
造変化が起きていることを既に見出してい
る。さらに、OLs における SGK1 発現量の増加
及びリン酸化カスケードが活性化すること
も見出した。 
 そこで本研究では、このような OLs の構造
変化が起きる分子機序、SGK1 活性化のメカニ
ズムを解明し、うつ病発症における白質 OLs
の構造・機能異常の病態生理学的な意義を明
らかにする。 
（１）慢性ストレス特異的、OLs 特異的シグ
ナル伝達経路の解析 
 本研究では、慢性ストレス暴露マウスにお



いて、SGK1 リン酸化シグナル活性化および
PRMT1 メチル化シグナル活性化機構を明らか
にする。 
①OLs 特異的グルココルチコイド（GC）応答
機構の解析 
慢性ストレス暴露によるPDK1-SGK1のリン酸
化亢進がグルココルチコイド受容体（GR）発
現変化と関連するのか、その反応は OLs 特異
的か否かについて解析する。 
②OLs 特異的 PRMT1 発現上昇機構の解析 
PRMT1 発現量変化ついて発現量変化について
Western blotting 法により検討する。 
③慢性ストレス特異的、かつ白質特異的リン
酸化機構、メチル化機構の検討 
急性ストレスとして単回のストレス暴露を
行ったマウスと慢性ストレス暴露マウスの
脳において、SGK1 活性化、PRMTs 活性化につ
いて検討する。 
（２）OLs 構造異常がランビエ絞輪に及ぼす
影響の解析 
本研究では、白質における OLs の細胞質・突
起の増加が神経軸索に与える影響を明らか
にする。 
①OLs の構造変化がランビエ絞輪に与える影
響の検討 
ランビエ絞輪に局在するイオンチャネル
（Nav, Kv）、接着因子（NF, Casper, AnkyrinG
等）の局在変化の有無について免疫染色法を
用いて検討する。また、それぞれの因子の発
現量変化について western blotting 法によ
り解析する。 
②白質の微細構造の検討 
形態学的な変化を検討するため、電子顕微鏡
を用いてランビエ絞輪周辺の構造を比較検
討する。 
③ストレス暴露により神経軸索に及ぼす影
響の生化学的、電気生理的解析 
申請者が見出したOLsの様々な構造変化が神
経機能にどのような影響を与えるのか検討
するために、伝導速度の測定を行うと共に、
白質サンプルおよび灰白質サンプルを用い
て、神経活性と非常に関連する Na-K ATPase
活性の測定を行い、比較検討する。 
 
４．研究成果 
（１）まず、慢性ストレスにより特異的に活
性化する PI3K シグナル経路における PDK1 の
重要性の検討を行った。常時活性型および常
時非活性型の PDK1 変異体を HEK293 細胞に強
制発現させ、SGK1 や NDRG1 のリン酸化レベル
の変動について検討を行ったところ、常時活
性型 PDK1 を発現している細胞で SGK1 や
NDRG1 のリン酸化の亢進が観察された。 
（２）また、OLs における PRMT ファミリーの
発現を確認したところ、PRMT8 の発現は低く、
PRMT1 の発現が多いことを見出した。以上の
結果を基に、PDK1 の RNAi 処理後のデキサメ
タゾン(Dex)刺激、さらには PRMT1 の RNAi 処
理後のDex刺激によるそれぞれの経路の活性
化や発現変化を検討した。その結果、PRMT1

と PRMT8の発現変化に差異が見出されたと共
に、PRMT1 発現を低下させると PI3K シグナル
の活性化レベルに変化が見られた。  
（３）引き続いて、HPA axis 制御に重要な役
割を果たすグルココルチコイド受容体 (GR) 
タンパク量の調節機構について検討を加え
たところ、Non-coding RNA のひとつ microRNA 
(miR) による転写後発現調節機構を見出し
た。脳梁においては、miR-124a の発現量低下
による GR タンパク量の増加機構が存在する
ことを見出した。 
（４）OLs 構造異常がランビエ絞輪部にどの
ような影響を与えるのか検討するために、電
子顕微鏡で微細構造を検討したところ、慢性
ストレス後に nodo 領域、paranodo 領域共に
その構造体の幅が狭くなっていた。さらに、
抗 Nav, Caspr, Kv1.1 抗体を用いて免疫染色
法により検討したところ、Node 領域は狭くな
っているものの境界構造は保たれており、脱
髄様の変化は起きていなかった。しかし、慢
性ストレス後に paranodo と jaksta paranode
の境界領域が崩れていることを見出した。 
（５）このような OLs の様々な構造変化が神
経機能にどのような影響を与えるのか検討 
を行ったところ、慢性ストレス負荷による白
質の構造変化により伝導速度および Na-K 
ATPase 活性は共に低下傾向を示した。この変
化 が OLs-神経軸索間の情報伝達により引き
起こされているか否か検討するため、Naイオ
ン等の変化を捉えることの出来る細胞膜電
位変化を測定したところ、神経細胞や未成熟
OLsでは有意差に変化しなかったが、成熟OLs
のみ膜電位変化が有意に低下することを見
出した。以上の検討から、慢性ストレス負荷
によるOLsの構造変化が神経軸索の活性化レ
ベルを低下させている可能性について明ら
かに出来た。さらに、この成熟 OLs の活動レ
ベルの低下には、PI3K シグナルによるリン酸
化だけでなく、PRMTs ファミリーによるタン
パクメチル化シグナルの関与の可能性を見
出すことが出来た。  
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