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研究成果の概要（和文）：環境要因はエピジェネティクス制御機構を介して、脳機能に影響を与えると考えられる。本
研究では、離乳期から隔離飼育したマウスが示す異常行動のエピジェネティクス制御機構を解析した。隔離飼育マウス
では背側縫線核において、GABAB1a(GABAB受容体サブユニットの１つ)の発現が増加していた。GABAB1aのプロモーター
領域では、DNAメチル化の減少とヒストンH３アセチル化の増加が見られた。行動薬理学的検討から、背側縫線核のGABA
B受容体が異常行動に関与することが示された。以上より、隔離飼育による異常行動に、背側縫線核GABAB1aのエピジェ
ネティクス制御変動が関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：Adverse environments are likely to induce abnormalities in brain function via 
epigenetic modifications. In this study, we examined epigenetic mechanisms underlying abnormal behaviors 
of isolation-reared mice. Both mRNA and protein levels of GABAB1a, a GABAB receptor subunit, were 
increased in the dorsal raphe nucleus (DRN) of isolation-reared mice. Total DNA methylation level at the 
CpG island of GABAB1a was decreased, and histone H3 was hyperacetylated at a GABAB1a promoter in the DRN 
of isolation-reared mice. Intra-DRN microinjection of 0.06 nmol baclofen (a GABAB receptor agonist) 
exacerbated encounter-induced hyperactivity, while microinjection of 0.3 nmol phaclofen (a GABAB receptor 
antagonist) attenuated encounter-induced hyperactivity and aggressive behavior in isolation-reared mice. 
These findings suggest that an increase in dorsal raphe GABAB1a expression via DNA hypomethylation and 
histone H3 hyperacetylation underlies abnormal behaviors in isolation-reared mice.

研究分野： 神経精神薬理学
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１． 研究開始当初の背景 
 
統合失調症、うつ病、不安障害といった精

神疾患の患者数は近年増加の一途を辿って
いるが、今なお、発症の分子基盤は不明であ
る。また、現在行われている既存薬による治
療法も表面上の症状を抑える対症療法にす
ぎず、満足な治療とは言い難い。そこで、病
態発症の分子基盤を解明し、その分子基盤に
基づく、発症を根本から抑えるような新たな
治療戦略の開発が望まれる。 
 精神疾患の発症には遺伝要因の関与が報
告されているが、加えて環境要因の関与、特
に発育期の環境の重要性が示唆されている。
すなわち、精神疾患の発症における分子基盤
を追究するにあたり、発育期の環境要因を考
慮した動物モデルでの検討が必要である。離
乳期より長期間、社会的に隔離して飼育した
長期隔離飼育マウスは、過剰な攻撃行動、社
会性行動障害、うつ様行動、不安様行動とい
った異常行動を示すこと、これら異常行動に
対して、種々の抗精神病薬、抗うつ薬、抗不
安薬が改善作用を示す。すなわち、本マウス
は発育期の環境要因により精神疾患が発症
する分子基盤を追究する上で有用なモデル
と考えられる。 
 研究代表者はこれまでに長期隔離飼育マ
ウスに関する行動薬理学的解析や神経化学
的解析を行い、異常行動改善におけるモノア
ミン、グルタミン酸神経系の役割について報
告してきた（J. Pharmacol. Sci., 118, 295-298, 
2012; Neuropharmacology, 60, 397-404, 2011）。
しかし、異常行動発現の分子基盤は依然不明
である。これは、従来の分子基盤解析が異常
行動発現後に行われており、解析結果に異常
行動発現と直接関係のない要因が多く含ま
れているためと考えられる。 
そこで研究代表者は、長期隔離飼育マウス

が示す異常行動のうち、攻撃行動や社会性行
動障害など新奇マウスと遭遇した際に引き
起こされるような異常行動に注目し、異常行
動発現時において、リアルタイムに脳内神経
活動を解析できる全く新しい実験系を確立
した。本実験系を用いて長期隔離飼育マウス
の異常行動発現前、発現時、ならびに発現後
における脳内の神経活動を解析した結果、異
常行動発現時特異的に大脳皮質前頭前野の
5-HT 神経が過剰に活性化すること、ならびに
この活性化が抗不安薬により抑制されるこ
とを見出した(Neuropsychopharmacology, 38, 
1535-1547, 2013）。本結果は、異常行動発現時
の脳内神経活動変化を捉えた他に類を見な
いものであり、長期隔離飼育マウスの異常行
動発現、ならびにヒトの精神疾患発症の分子
基盤を明らかにする上で重要な発見である
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
このような背景において、本研究では発育

期の環境要因による異常行動発現の分子基
盤を明らかにするために、長期隔離飼育マウ
スを用い、大脳皮質前頭前野の 5-HT 神経の
過剰な活性化のメカニズムを追究する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)実験動物 
 長期隔離飼育マウスは、3 週齢の ddY 系雄
性マウスを、6 週間以上周囲の見えない灰色
のケージ(24×17×12 cm)において 1 匹で飼
育することにより作成した。対象群には、同
じ大きさの透明なケージにおいて 5～6 匹で
群飼育したものを用いた。 
 
(2)遺伝子発現解析 
マウスの背側縫線核または大脳皮質前頭

前野を採取し、TRIzol 試薬（Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA）を用いて total RNA を抽
出した。ReverTra Ace (Toyobo, Osaka, Japan) 
を用いて、抽出した total RNA 1 μg から cDNA
を合成した。合成した cDNA に含まれる標的
遺伝子量は real-time PCR 法により測定した。
データは β-actin を内部標準遺伝子として補
正した相対値で表した。 
 
(3)蛋白質発現解析 
 マウスの背側縫線核を採取し、ウェスタン
ブロット法により GABAB1a タンパク質の発
現量を解析した。 
 
(4)DNA メチル化解析 
 マウスの背側縫線核または大脳皮質前頭
前野からゲノム DNA を抽出し、バイサルフ
ァイト処理を行った。バイサルファイト処理
を施したDNAを鋳型とし、PCR法によりCpG
アイランドを増幅しクローニングした。各サ
ンプルにつき 8〜10 クローンの塩基配列を解
析した。 
 
(5)ヒストンアセチル化解析 
 マウスの背側縫線核を採取し、ホルムアル
デヒドを用いて DNA とタンパク質を架橋し
た後に DNA を断片化した。免疫沈降は抗ア
セチル化ヒストン H3 抗体と、抗アセチル化
ヒストン H4 抗体を用いて行った。real-time 
PCR により、免疫沈降 DNA とインプット
DNA 中の GABAB1 遺伝子プロモーター領域
の定量を行った。 
 
(6)背側縫線核への薬物投与 
 ガイドカニューレを背側縫線核（ブレグマ
から後方 4.4mm、右側 1.5ｍｍ、26 度の角度
で深さ 3.8mm）に設置し、１週間の回復期間
の後に行動実験を行った。マウス１匹あたり
0.2 μl の薬液を 5 分間かけて投与し、10 分後
に行動実験を行った。薬物はリンゲル液
（147.2 mM NaCl, 4.0 mM KCl, 2.2 mM CaCl2; 
pH 6.0）に溶解した。 
 



(7)エンカウンター刺激負荷と行動解析 
 透明なアクリルケージ（30×30×35cm)に網
目状の仕切りを設置し、resident として群飼育
または隔離飼育マウスを大きい区画に入れ、
３時間の馴化の後、 intruder として同週齢の
新奇マウスを小さい区画に入れた。その後 20
分間の resident の行動を ANY-maze video 
tracking software (Stoelting Company, Wood 
Dale, IL)を用いて解析した。 
 
(8)攻撃行動の解析 
隔離飼育マウスと９週齢の ddY 系雄性マ

ウスを測定用ケージ（24×17×12 cm）に入れ、
20 分間行動をビデオ撮影した。隔離飼育マウ
スが示した噛み付き行動を攻撃行動と定義
し、攻撃行動の時間を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) GABA神経関連遺伝子のmRNA発現量の
解析 
大脳皮質前頭前野の 5-HT 神経は背側縫線

核から投射しており、その活性はグルタミン
酸神経系や GABA 神経系により制御されて
いることから、まず、隔離飼育マウスの背側
縫線核と大脳皮質前頭前野において、グルタ
ミン酸/GABA 神経関連遺伝子の mRNA 発現
量を解析した。その結果、隔離飼育マウスで
は背側縫線核において、GABAB受容体サブユ
ニットの１つである GABAB1aの mRNA 発現
量が有意に増加していた。一方で、他のグル
タミン酸/GABA 神経関連遺伝子の mRNA 発
現量に変化は見られなかった。また、大脳皮
質前頭前野ではいずれの遺伝子の mRNA 発
現量にも変化は見られなかった。 
 
(2) GABAB1aタンパク質の発現量の解析 
隔離飼育マウスの背側縫線核において

GABAB1aの mRNA 発現量が増加していたこ
とから、次に GABAB1a のタンパク質発現量
を解析した。その結果、隔離飼育マウスの背
側縫線核ではmRNA発現量の増加と同様に、
GABAB1a のタンパク質発現量の有意な増加
が確認された。 
 
(3) GABAB1遺伝子の CpG アイランドにおけ
る DNA メチル化の解析 
これまでの検討から、隔離飼育といった環

境要因により背側縫線核の GABAB1a の発現
量が増加することを見出してきた。そこで、
こうした環境要因による遺伝子発現の変動
にエピジェネティクス制御の変化が関与し
ていると推測した。DNA のメチル化は、CpG
サイトと呼ばれるシトシンとグアニンが並
んだジヌクレオチドのシトシンにおいて生
じることが知られている。多くの遺伝子のプ
ロモーター領域には CpG サイトが集中して
いる CpG アイランドが存在しており、この
CpG アイランドにおける DNA のメチル化が
遺伝子の転写を調節していると考えられて
いる。 GABAB1 遺伝子には GABAB1a と

GABAB1b といった２つの主要なスプライシ
ングバリアントが存在するが、これらのスプ
ライシングバリアントの転写は異なるプロ
モーター領域を介して調節されていること
が知られている。GABAB1aと GABAB1bの転写
開始点周辺にはそれぞれ CpG アイランドが
存在しており（以下、GABAB1a転写開始点周
辺に存在する CpG アイランドを CpG アイラ
ンド１、GABAB1b転写開始点周辺に存在する
CpG アイランドを CpG アイランド２とする）、
CpG アイランド１における DNA のメチル化
が GABAB1aの転写を、CpG アイランド２にお
ける DNA のメチル化が GABAB1bの転写を調
節していると考えられる。そこで我々は、隔
離飼育マウスの背側縫線核において CpG ア
イランド１と CpG アイランド２における
DNA のメチル化を解析した。その結果、隔離
飼育マウスでは CpG アイランド１の DNA の
メチル化が有意に減少していた。一方で、CpG
アイランド２の DNA のメチル化は集団飼育
マウスと隔離飼育マウスとで違いは見られ
なかった。また、隔離飼育マウスの背側縫線
核で見られたような CpG アイランド１にお
ける DNA のメチル化の減少は、大脳皮質前
頭前野においては見られなかった。 
 
(4) GABAB1 遺伝子プロモーター領域におけ
るヒストンのアセチル化の解析 
メチル化したDNAにはメチル化DNA結合

タンパクを介してヒストン脱アセチル化酵
素が結合し、近傍のヒストンを脱アセチル化
して転写を抑制することが知られている。そ
こで我々は、隔離飼育マウスの背側縫線核に
おいて、GABAB1 遺伝子のプロモーター領域
におけるヒストン H3 サブユニットとヒスト
ン H4 サブユニットのアセチル化の割合を解
析した。その結果、隔離飼育マウスでは
GABAB1a の転写開始点周辺においてヒスト
ン H３のアセチル化が有意に増加していた。
一方で GABAB1b の転写開始点周辺において
は、ヒストン H3 のアセチル化に変化は見ら
れなかった。ヒストン H4 のアセチル化は、
GABAB1a、 GABAB1b の両方の転写開始点周
辺において変化は見られなかった。こうした
結果から、GABAB1aの転写開始点周辺におい
て、DNA メチル化が減少することによりヒス
トン H3 のアセチル化が増加し、GABAB1a の
転写が亢進する可能性が考えられた。 
 
(5) 異常行動発現における背側縫線核の
GABAB受容体機能の関与の解析 
隔離飼育マウスでは環境要因によるエピ

ジェネティクス制御の変化を介して、背側縫
線核の GABAB1a の発現量が増加すると考え
られる。この GABAB1aの増加により背側縫線
核における GABAB 受容体の機能に変化が生
じることで、異常行動が発現すると推測され
る。そこで我々は、背側縫線核の GABAB 受
容体機能と異常行動との関連性を明らかに
するために、GABAB受容体リガンドの背側縫



線核内投与が隔離飼育マウスの異常行動に
与える影響について解析した。GABAB受容体
アゴニスト baclofen(0.06 nmol)の背側縫線核
内投与は、隔離飼育マウスが示すエンカウン
ター刺激による多動反応を増悪させた。一方
で 、 GABAB 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト
phaclofen(0.3 nmol)の背側縫線核内投与は、多
動反応を抑制した。また、phaclofen(0.3 nmol)
の背側縫線核内投与は隔離飼育マウスの攻
撃行動も有意に抑制した。これらの結果は、
背側縫線核の GABAB 受容体の機能が、エン
カウンター刺激による多動反応や攻撃行動
といった隔離飼育マウスの異常行動に関与
していることを示している。 
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