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研究成果の概要（和文）：双極性障害患者と対照群において、カルレチニン染色により視床室傍核を同定し、抗
チトクロームc酸化酵素（COX）抗体・抗クエン酸脱水素酵素(SDH)抗体の二重染色を行い、ミトコンドリア機能
障害を持つ細胞を同定し、抗8-OHdG抗体免疫染色により、DNA酸化の評価を行った結果、患者視床室傍部でミト
コンドリア機能障害を持つ細胞が見られた。Creを2つに分割し、Gbx2とMaobの下流に2A配列を介して融合タンパ
ク質として発現させ、薬剤投与で会合させてることで視床室傍核特異的にCreを発現するリポーターマウスの作
成を試みたが、Cre活性が得られず、以後の実験にはアデノ関連ウイルスを用いることとした。

研究成果の概要（英文）：In bipolar patients and controls, paraventricular thalamic nucleus (PVT) 
were identified by calretinin staining. Double staining with anti-cytochrome c oxidase (COX) and 
anti-succinate dehydrogenase (SDH) antibodies was used to identify cells with mitochondrial 
dysfunction and anti-8-OHdG antibody immunostaining was used to evaluate DNA oxidation. Cells with 
mitochondrial dysfunction were identified in the PVT. We attempted to create a reporter mouse that 
expresses Cre specifically in the PVT by dividing Cre into two parts and expressing them as a fusion
 protein via a 2A sequence downstream of Gbx2 and Maob, and then aggregating them by drug 
administration. However, Cre activity was not obtained, and adeno-associated viruses were used in 
subsequent experiments.

研究分野：精神医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
双極性障害において、視床室傍核にミトコンドリア機能障害を持つ細胞が同定されたことは、双極性障害の原因
脳部位が視床室傍核である可能性に矛盾しない。今後、この所見の特異性を更に確認すると共に、動物モデルで
視床室傍核病変と双極性障害の症状との関連性が確認されれば、双極性障害の病態理解を進めることになる。双
極性障害の原因が明らかとなれば、その診断法や新たな治療法の開発にもつながる。現在、双極性障害の初発抑
うつエピソードはうつ病と診断され、結果的には適切でない治療を受けざるを得ないが、今後、こうした状況が
改善することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
うつ病・双極性障害などの気分障害は、長期休職、自殺などにより、精神神経疾患の中でも、 
認知症と並んで最も大きな社会負担となっている疾患であるが、その原因は未だ不明であり、検 
査法もない状態が続いている。現在用いられている治療法は 1950 年前後に見いだされた治療
薬の改良版であり、新たなイノベーションが望めないことから、多くの巨大製薬会社が抗うつ薬
開発から撤退するなど、姑息的な新薬開発はもはや限界となっており、原因に基づく治療を開発
するためには、ゲノム要因を基盤として、根本的な原因を解明する必要があると認識されるに至
っている。 
双極性障害（躁うつ病）は、抑うつ状態の原因の 1～2 割以上を占めており、ゲノム要因が大
きく関与することから、気分障害の原因解明の突破口になると期待されていた。しかしながら、
ゲノム要因が特定され、多くのモデルマウスが作成され、神経細胞レベルの病態の研究が進みつ
つある自閉スペクトラム症や統合失調症に比べ、遅れを取っているのが現状である。 
我々は、ミトコンドリア病が高頻度に双極性障害を伴うことに着目し、ミトコンドリア病であ 
る慢性進行性外眼筋麻痺の原因遺伝子 Polgの変異体を神経特異的に発現するモデルマウスを作
成し、このマウスがうつ状態の診断基準を満たす反復性・自発性の抑うつエピソードを示すこと
を見出した。このエピソードは、気分安定薬であるリチウム中止で悪化し、三環系抗うつ薬で躁
転を引き起こされるなど、双極性障害に類似の行動表現型を示すことを見いだした。 
更に、このマウスにおける変異ミトコンドリア DNA 蓄積部位の探索により、視床室傍核に最 
も多くの変異が蓄積していることを見いだした(Kasahara et al, Molecular Psychiatry 2016)。
視床室傍核は、縫線核のセロトニン神経、視床下部室傍核の CRH ニューロン、および視床下部
視交叉上核の投射を受け、恐怖に関わる扁桃体、報酬に関わる側坐核、情動制御に関わる前部帯
状回に投射するという、気分障害関連脳部位の全てとの連絡がある興味深い脳部位であるが、こ
れまでほとんど調べられてこなかった脳部位であり、双極性障害の原因脳部位である可能性が
考えられた。更に、気分症状を伴うミトコンドリア病患者において、視床室傍核にミトコンドリ
ア機能障害を持つ細胞が集積していることを見いだしたことから、気分障害患者の少なくとも
一部においては、視床室傍核がその原因となっていると考えられた。 
しかしながら、視床室傍核に mtDNA 欠失が蓄積した結果、視床室傍核の神経細胞にどのよ
うな機能変化、形態学的変化が生じるのかについては、ほとんど分かっていない。mtDNA の欠
失蓄積は、ミトコンドリアの膜電位低下を引き起こし、その結果ミトコンドリアの ATP 産生低
下、カルシウム取り込み能の低下に伴う細胞内カルシウム濃度上昇を引き起こすと考えられる
が、前者は興奮性の低下、後者は興奮性亢進を引き起こす可能性が考えられる。最近、Gage ら
のグループは、双極性障害患者 iPS 細胞由来神経細胞の表現型を検討し、これらの神経細胞は
ミトコンドリア機能障害を示し、初期には過剰興奮、その後興奮の抑制が見られると報告してお
り、ミトコンドリア機能障害に伴う神経機能の変化は単純ではないと考えられた(Mertens et al, 
Nature 527: 95-97, 2015)。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、双極性障害における視床室傍核の役割を明らかにすることである。 
そのため、以下の方向から研究を進める。 
(1) 双極性障害患者死後脳において、視床室傍部の病変を検索する 
(2) 変異 Polg1 トランスジェニックマウスを用いて、視床室傍核の病態を明らかにする 
(3) mtDNA 欠失を誘導した細胞を用いて、ミトコンドリア機能障害に伴う細胞の機能変化
を明らかにする 

(4) 視床室傍核の機能を修飾するため、視床室傍核特異的に Cre を発現するマウスを作成し、
視床室傍核機能障害マウスおよび機能亢進マウスを作成し、視床室傍核の機能変化と行
動変化の因果関係を解明する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 死後脳 
ブレインバンクより供与を受けた双極性障害患者および対照群の死後脳由来視床ブロックま
たは脳切片を用いた。 
固定脳ブロックは、パラフィン包埋を行い、4μm 厚の切片を作成した。染色には、クリュー
バーバレラ染色、ニッスル染色、ヘマトキシリン－エオジン染色等の基本染色および免疫組織化
学的染色（抗カルレチニン抗体、抗チトクローム c 酸化酵素（COX）抗体、抗クエン酸脱水素
酵素(SDH)抗体）を用いた。 
患者および対照群の視床において、抗チトクローム c 酸化酵素（COX）抗体および抗クエン



酸脱水素酵素(SDH)抗体による二重染色を行った。 
 
（2） モデルマウス・モデル細胞 
培養細胞を用い、変異 Polg（ミトコンドリア DNAポリメラーゼ）を発現させ、培養細胞にミ
トコンドリア DNAを蓄積させることを試みた。 
変異 Polg1 トランスジェニックマウスにおいて、視床室傍核の機能変化を明らかにするため、

c-Fos 免疫染色を行った。 
視床室傍核特異的に Cre を発現させるトランスジェニックマウスを作成するため、既存デー
タの解析およびデーターベースのサーチを行い、視床室傍核特異的に Cre を発現させるため、
遺伝子を探索した。 

Cre 発現するアデノ随伴ウイルス(AAV)およびCre-loxP 依存的にhM3Dq またはhM4Di を
発現する AAV を視床室傍核にインジェクションし、特異的アゴニストである CNO(clozapine 
N-oxide)を投与することによって、視床室傍核の機能を亢進あるいは低下させ、マウスの行動解
析を行い、輪回し装置を用いて活動量を長期に測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 死後脳 
ブレインバンクより供与を受けた双極性障害患者および対照群の死後脳視床ブロックより作
成した脳切片を用いて、クリューバーバレラ染色、ニッスル染色、ヘマトキシリン－エオジン染
色等の基本染色を行い、切片内に含まれる構造、神経核をアトラスと比較して把握した。さらに、
抗カルレチニン抗体染色を用いて、カルレチニン陽性細胞を同定した。 
患者および対照群の視床室傍部において、抗チトクローム c 酸化酵素（COX）抗体および抗
クエン酸脱水素酵素(SDH)抗体による二重染色を行いて検討を行った。どちらもミトコンドリア
局在タンパク質であるが、COX はmtDNA にコードされているため、mtDNA 欠失が存在する
と、COX 陰性となり、ミトコンドリア障害をきたすと推定される。そこで、この COX 陰性細
胞を視床室傍部において探索した結果、視床室傍部に COX 陰性細胞を認める双極性障害患者
を見出した。この所見の部位特異性、疾患との関連について、慎重に検討を行い、統計学的な解
析を加え、論文化の予定である。 

 
(2) モデルマウス・モデル細胞 

mtDNA 変異蓄積によって細胞の形態や機能がどのように変化するかを解析するため、
HEK293細胞に、テトラサイクリンプロモーター下に Polgの変異体を発現させるコンストラク
トを作成した。その結果、変異 Polgを培養細胞に発現させることができた。しかしながら、培
養細胞では、既に変異mtDNAが蓄積していることがわかり、変異 Polg発現によるmtDNA蓄
積を検出することはできなかった。 
変異 Polg1 トランスジェニックマウスにおいて、視床室傍核の c-fos 免疫染色を行い、この
領域の神経細胞の活動性を検討した。その結果、マウスのうつ状態において、c-Fos様免疫活性
を持つ細胞が多い傾向が見られた。 
視床室傍核特異的に Cre を発現させるトランスジェニックマウスを作成するため、既存デー
タを解析した。野生型マウスで視床室傍核を含む 4 部位について行われた遺伝子発現解析の結
果を用いて、視床室傍核で他 3 領域全てに比し有意に発現量が高く、Fold Change が他領域に
対して 1.2倍以上の遺伝子、98個を抽出し、全遺伝子について、Allen Brain Atlasを用いて目
視確認を行った。その結果、Allen Brain Atlasに登録されており、脳局所で発現が確認できる
遺伝子は 12個であり、うち、視床室傍核特異的といえるものは、Gbx2のみであった。そこで、
Jackson Laboratoryより、Gbx2プロモーター下に Creを発現するマウスを購入し、Cre存在
下に GFPを発現するマウスと掛け合わせて検討したところ、予想に反し、より幅広い視床領域
に発現していた。この結果は、Gbx2は成体では視床室傍核に限局して発現している一方、発達
の過程では視床全体で発現する時期があるためと考えられた。 
そこで、Gbx2と、視床室傍核特異的とは言えないものの、視床内では視床室傍核に特異的に
発現しているような、もう 1 つの遺伝子のリポーターマウスを組み合わせることとした。すな
わち、Cre の N 末端側ポリペプチドと、Cre の C 末端側ポリペプチドを、各遺伝子のプロモ
ーター下で発現させ、これらの split-Cre蛋白を会合させる薬剤を投与することにより、視床室
傍核のみで活性のある Cre 蛋白を再構成させる方法（Xu et al, Nucleic Acids Research 2007）
を用いた。もう 1つの遺伝子としては、Allen Brain Atlasの Fine Structure Searchを用い、
視床室傍核と縫線核の両方で発現している遺伝子を探索した際、Maobを見出し、その発現部位
を検討していたことから、Gbx2とMaobの両方を発現する部位であれば、視床室傍核に限定可
能であると考えた。 
そこで、Gbx2とMaobの各々のプロモーター下で split-Creを発現させ、薬剤投与により Cre
を会合させ、機能を発揮させる方法を検討した。 
その結果、split-Cre の mRNA が発現していることは確認できたが、split-Cre を会合させる
薬剤を、尾静脈投与を含め、極量で毎日 2週間投与しても、Cre活性は得られなかった。Cre活
性が得られない原因としては多くの可能性が想定され、特定することはできなかった。 



結果として、視床室傍核特異的 Cre マウスを作成することができなかったため、トランスジ
ェニックマウスを用いた方法は諦め、Cre を発現するアデノ随伴ウイルス(AAV)およびCre-loxP 
依存的に hM3Dq または hM4Di を発現するAAVを視床室傍核にインジェクションし、hM3Dq 
および hM4Di 特異的アゴニストである CNO(clozapine N-oxide)を投与することによって、視
床室傍核の機能を亢進あるいは低下させ、マウスの行動学的解析を行った。その結果、hM3Dq
を発現させたマウスに CNOを投与することによる視床室傍核ニューロンの長期活性化が、反復
性の活動低下エピソードを引き起こすことを見出した。一方、hM4Di を発現させたマウスに
CNOを投与することによる視床室傍核ニューロンの長期抑制は、こうした行動変化を引き起こ
さなかった。これらの結果は、双極性障害の病態に、視床室傍核の過剰興奮が関わっている可能
性を示唆すると考えられた。 
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