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研究成果の概要（和文）： 
  抗うつ薬の作用メカニズムに関連する脳内分子システムを解明にするため、これまでに我々

が抗うつ薬関連遺伝子として同定した転写因子Math2が転写を制御するターゲット遺伝子とし

て Prg1を同定し、転写調節様式を明らかとし、Math2-Prg1による機能を検討した。また、種々

の薬物投与におけるラット脳内の Math2 及び Prg1 の発現を定量した。本研究結果から、

「Math2–Prg1-神経可塑的変化」の分子システムを、新たな抗うつ薬の作用メカニズム仮説とし

て提示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we identified the gene, plasticity-related gene 1 (Prg1), targeted 
by a transcription factor Math2 which is an antidepressant related gene. Our results 
may support the hypothesis that Math2-Prg1 mediated plastic changes of nervous 
system in frontal cortex are involved with therapeutic action of antidepressants.  
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１．研究開始当初の背景 
  我が国の自殺者数は年間３万人を越え大

きな社会問題となっているが、自殺に寄与す

る最大の要因はうつ病であると言われてい

る。うつ病の病態及び治癒機転については、

既存の抗うつ薬がシナプス間隙におけるモ

ノアミン濃度を上昇させることから、うつ病

ではモノアミン神経系に障害があるのでは

ないかという「モノアミン仮説」が提唱され

てきた。しかし、このような薬理作用が抗う

つ薬投与後短時間で生じるのに対し、抗うつ

効果発現には数週間を要するなど矛盾点も

指摘された。近年、「抗うつ薬投与による転

写因子 CREB のリン酸化亢進とこれに続く

brain derived neurotrophic factor (BDNF) 等の

ターゲット遺伝子の転写調節、さらに BDNF

による神経保護、神経新生等の機能変化」と

いった一連の流れがうつ病の治癒につなが

るという報告が多数なされ、うつ病治癒メカ

ニズム仮説として一定の評価を受けている。

しかし、BDNFの発現増加がすべての抗うつ

薬に共通する現象ではないこと、BDNF の活

動性を変化させる遺伝子多型 Val66Met とう

つ病の関連性について一致した見解が得ら

れていないことなどが報告されている。また、

増加した BDNFによる神経可塑的変化が、情

動へ及ぼす影響についても十分に明らかに

されていないなど、BDNF 仮説のみで、うつ

病の治癒メカニズムをすべて説明するには

不十分である。うつ病の治癒メカニズムの解

明には、「仮説」をさまざまな手法を用いて、

さまざまな角度から検証し、矛盾点を説明で

きるように改めていくことが必要であると

考える。 

 
２．研究の目的 
  これまで我々は、さまざまな仮説にとらわ

れずに抗うつ薬の奏効機転に関連する脳内

分子システムを明らかにするために、抗うつ

薬長期投与後にラット脳内で発現量が特異

的に変化する遺伝子を網羅的に探索し、707

種を同定してきた (ADRG#1-707)。さらに、

これらの ADRG 遺伝子をスポットした 

ADRG microarray を開発し、候補遺伝子の２

次スクリーニング（絞り込み）を行ってきた。

その結果、２次スクリーニングされた

ADRG#701 は bHLH 構造を有する転写因子

Math2 であることが明らかとなった。そこで

本研究では、抗うつ薬投与による Math2の発

現変化を定量し、Math2 が転写を調節するタ

ーゲット遺伝子群を同定し、さらに同定され

たターゲット遺伝子の機能を解明すること

を目的とする。本研究により、「CREB-BDNF-

神経保護、神経新生等の神経可塑的変化」と

は異なる新たなうつ病治癒メカニズム仮説

を提示できるものと考える。 

 
３．研究の方法 

Math2 が転写制御するターゲット遺伝子群の

探索 

  ラット前頭葉皮質初代培養神経細胞を調

製し、Math2 をトランスフェクション後、

Math2発現細胞のみを分離し、GeneChipを用

いてMath2により転写調節を受けるターゲッ

ト遺伝子を探索し、発現プロファイルを解析

した。Math2 によるターゲット遺伝子の発現

変化は real time RT-PCR法で再確認し、転写

調節様式はクロマチン免疫沈降法 (ChIP 

assay)で、転写調節に重要な領域の同定はル

シフェラーゼアッセイにより検討した。 

 
Math2のターゲット遺伝子の機能の検討 

  Math2 及びターゲット遺伝子の発現ベクタ

ー及び siRNA を作成し、PC12 細胞にトラン

スフェクション後、経時的形態変化（神経突

起の伸長）を蛍光免疫染色法により観察し、



 

 

各 50細胞について神経突起長を計測した。 

 

薬物投与によるMath2及びターゲット遺伝子

の発現定量 

  Math2 及びターゲット遺伝子の特異的プラ

イマーを設計し、抗うつ薬、抗精神病薬、躁

病治療薬投与によるラット前頭葉皮質にお

ける発現変化を real-time RT-PCR 法により

定量した。 
 
４．研究成果 

Math2 が転写を調節するターゲット遺伝子の

探索 

  Math2 を発現した大脳皮質初代培養神経細

胞を分離し、Math2 により転写調節を受ける

ターゲット遺伝子の探索を GeneChip 解析に

より検討した。その結果、Math2 の過剰発現

により発現変化する 46 遺伝子を下流遺伝子

として得た。これらの遺伝子の 1つで、神経

特異的に発現する plasticity related gene 1 

(Prg1)に着目した。Math2 過剰発現による

Prg1の発現変化を real time RT-PCR法により

定量した結果、大脳皮質初代培養神経細胞に

おいて有意な発現増加が認められ、GeneChip

解析の再現性が確認できた（図１A）。また、

PC12 細胞でも、Math2 過剰発現による Prg1

の有意な発現増加が認められた(図１B )。 

 
 

 

 

Prg1プロモーター解析 

Prg1の転写開始部位の上流 3,000 bpについ

てプロモーター解析を行った結果、500 bp以

内に Math2 が結合する配列である E box 

consensus配列が 4ヶ所（-E4～-E1）存在する

ことが明らかになった（図２）。この 4ヶ所

の E boxをターゲットとしてクロマチン免疫

沈降法を行った。その結果、Math2は Prg1上

流の 4ヶ所の E boxのうちいずれかに直接結

合することが明らかとなった。次に、種々の

長さの Prg1 プロモーター領域を組み込んだ

ルシフェラーゼアッセイ用ベクターを作成

し、ルシフェラーゼ活性を測定した結果、-E4

から-E2 を有するベクターでは、高いルシフ

ェラーゼ活性が得られたが、-E1 を欠くベク

ターでは、ルシフェラーゼ活性が低下した

（図３）。このことから、転写開始部位に最

も近い E boxが転写に必要不可欠であること

が明らかとなった。 
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図３  Prg1プロモーター活性  種々の Prg1プロモー
ター領域を組み込んだルシフェラーゼアッセイ用ベ

クターを作成し、活性を測定した。 

図２：Prg1 プロモーター解析  Prg1 の転写開始部位
より上流 3kbについて E box consensus配列を調べた
ところ、4箇所の E-box が存在していることが明らか
となった。 
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図１  Math2 過剰発現細胞における Prg1 発現量の定
量  大脳皮質初代培養神経細胞(A)または PC12 細胞
(B)に Math2を過剰発現させ、Prg1の発現量を real time 
RT-PCR法により定量した。 



 

 

Math2ターゲット遺伝子 Prg1の機能の検討 

  PC12細胞に Math2または Prg1をトランス

フェクションした後、経時的な形態変化を検

討した。その結果、72時間後において、対照

に比べ顕著な神経様突起の伸長が観察され

た。実際に突起長を計測したところ、24、48

時間後では変化は認められなかったが、72時

間後には有意な突起伸長が認められた（図４

A）。さらに、Prg1 発現を siRNA により抑制

した結果、Math2 過剰発現による神経様突起

伸長がPrg1siRNAにより認められなくなった

（図４B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

薬物投与による Math2及び Prg1の発現定量 

  種々の薬物を投与したラット前頭葉皮質

における Math2 及び Prg1 の発現を real time 

RT-PCR 法により定量した。抗うつ薬の

sertraline、fluoxetine による Math2 及び Prg1

の発現定量の結果、3 週間投与により有意な

発現増加が認められたが、1 日または 1 週間

投与では変化は認められなかった。このこと

は、抗うつ薬の臨床効果発現という時間経過

との一致からも、抗うつ薬の作用発現メカニ

ズムとの関連が示唆される。また、haloperidol、

lithium では発現変化が認められなかったこ

とから、Math2、Prg1 発現変化は抗うつ薬特

異的であることが示された。 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図４  PC12細胞における神経突起長の変化  PC12
細胞に、Math2、Prg1をトランスフェクションし、
24、48、72 時間後に突起の長さを計測した(A)。
**<0.01 ANOVA followed by Dunnett    Control
またはＭath2と control siRNAまたは Prg1 siRNA
をトランスフェクションし、72時間後突起の長さを
計 測 し た (B) 。 *<0.05 ANOVA followed by 
Tukey-Kramer 
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