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研究成果の概要（和文）：社会的敗北ストレスの曝露を行いストレス感受性マウス、ストレス抵抗性マウス、コ
ントロールマウスの3群を得た。これらのマウスより線条体を摘出し、次世代シーケンサーにより遺伝子発現解
析を行った。得られた結果より10種類ほどのストレス脆弱性因子を抽出し、最も影響のありそうな遺伝子Xを一
つ決定した。次にこの遺伝子Xをクローニングし、GFP付随のベクターに組み換えたのち、該当遺伝子のアデノ随
伴ウイルスを作成した。作成したウイルスを初代培養神経細胞に感染させ、タンパク質発現の確認を行った後マ
ウス線条体に注入し、同様のストレスを負荷したところストレス感受性群はほとんど認められなかった。

研究成果の概要（英文）：After exposure to social defeat stress, three groups of stress-sensitive 
mice, stress-resistant mice, and control mice were obtained. Striatum was removed from these mice 
and gene expression analysis was performed using a next-generation sequencer. From the obtained 
results, about 10 types of stress vulnerability factors were extracted, and one of the most likely 
gene X was determined. Next, this gene X was cloned and recombined into a vector associated with 
GFP, and then an adeno-associated virus of the gene was prepared. When the prepared virus was 
infected with primary cultured nerve cells, protein expression was confirmed, and then injected into
 the mouse striatum, and the same stress was applied, almost no stress-sensitive group was observed.

研究分野：神経精神薬理

キーワード： うつ　AAV　線条体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、うつ病や統合失調症を含む精神疾患の患者数は年々増加しており、うつ病は精神疾患の中で最も患者数が
多い疾患とされている。世界精神保健調査（WMH）によると我が国におけるうつ病の生涯有病率は人口の6.6％、
12か月有病率は2.1％である。また、うつ病の主症状には抑うつ気分、無関心、食欲減退、睡眠障害および自殺
企図などが挙げられ、うつ病が社会に与える影響は大きいことといえる。今回見つかった候補遺伝子がうつ脆弱
性決定因子であれば、今後この遺伝子をターゲットとした創薬に結び付き、うつ病発症のリスクあるいは重症化
を減弱することが可能と考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
現在、うつ病や統合失調症を含む精神疾患の患者数は年々増加しており、うつ病は精神疾患の中
で最も患者数が多い疾患とされている。世界精神保健調査（WMH）によると我が国におけるう
つ 病 の 生 涯 有 病 率 は 人 口 の 6.6 ％ 、 12 か 月 有 病 率 は 2.1 ％ で あ る
（www.ncnp.go.jp/nimh/keikaku/epi/.../H18WMHJR01.pdf）。また、うつ病の主症状には抑うつ気分、
無関心、食欲減退、睡眠障害および自殺企図などが挙げられ、うつ病が社会に与える影響は大き
いことといえる。 
うつ病が発症する原因としては、線条体においてセロトニン・トランスポーターの機能が促進
していることや（Meyer et al 2004）、うつ病患者の死後脳においてセロトニン濃度が低下してい
ること（Young et al 1994）から、セロトニンの欠乏によるセロトニン仮説が提唱されている。そ
のため、選択的セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）やセロトニン・ノルアドレナリン再取り込
み阻害薬（SNRI）がうつ病における治療薬の第 1 選択薬となっている。さらに、ストレス関連
疾患と呼ばれていることからも明らかなように、身体的あるいは心理的なストレス環境、感情的
なトラウマなどの環境的要因も、うつ病の病因として考えられている（Nestler et al 2002）。しか
しながら、その詳しい発症メカニズムについては未だ不明のままである。 
 
２．研究の目的 
うつ病を表現するモデルマウスとしては、Cryan らにより強制水泳モデル、尾懸垂モデル、学
習性無力試験モデル、慢性ストレスモデル、嗅球摘出モデル、胎児期ストレスモデル等が報告さ
れている (Cryan et al. 2004）。しかしながら、これらのモデルマウスにおいては抗うつ薬の選択
性にばらつきが生じることや我々人間社会を反映したモデルとは言い難い。そのような状況の
なか、近年、社会的敗北ストレスモデルが新しいうつ病モデルとして提唱されてきている(Golden 
et al 2011)。本モデルで作成したうつ病モデルは約 6割がストレス抵抗性を示し、約 4割がスト
レス感受性を示すことが報告されている。本研究ではこのモデルを用いてうつ病の脆弱性を示
す遺伝子を次世代シークエンサーにより探索し、得られた候補遺伝子を、ゲノム編集技術を用い
てノックアウトマウスの作成、あるいはアデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子発現変動動物を作
成し、その機能解析を行動薬理学的および、分子生物学的に行うことを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
 
①社会的敗北ストレスモデルの作成を行い、脳組織を採取し、線条体における遺伝子発現変化
を次世代シークエンサーにより解析する。次いで②得られた候補遺伝子を CRISPR/Cas9システ
ムを用いてノックアウトあるいはノックインマウスを作成、あるいはアデノ随伴ウイルスに組
み込み、線条体特異的に過剰発現させたマウスを作成し、③行動解析および組織学的解析を行
う。 
研究内容 ①社会的敗北ストレスモデルマウスの作成および次世代シークエンサーによるスト
レス脆弱性遺伝子の検出  
社会的敗北ストレスの暴露（repeated social defeat stress（RSDS））は（Golden et al 2011)
を参照に行う。7週齢の C57BL/6J マウスを defeat ケージ内において、ICR マウスとの身体的な
接触を10分間行った後、無色透明なプラスチック板で二分し、24時間の感覚的な接触を行った。
この操作を 1 日に一度、計 10 日間行い、うつ病モデルマウスを作成した。RSDS 終了 24 時間後
に、social interaction test により社会性行動を測定した。本モデルは一定の割合でストレス
誘発性うつに対し抵抗性を示すことが報告されている。これらのコントロール群、抵抗群、感受
性群の各脳サンプルより線条体を抽出し、次世代シークエンサーにより遺伝子解析を行った。 
 
研究内容② CRISPR/Cas9 システムを用いたノックアウトあるいはノックインマウスの作成、あ
るいはアデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子改変動物の作成 
研究内容①で得られた結果をもとにリアルタイム PCR でも再度確認したのち、パスウェイ解
析を行った。優位性の高い候補遺伝子の guide RNA を作成し、CRISPR/Cas9 システムを用いたゲ
ノム編集を行うことにより遺伝子改変動物を試みた。所有している CRISPR/Cas9 システムの組
み込まれたアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）の相同組み換えを行うことによりゲノム編集を
行った。同様に候補遺伝子の過剰発現 AAV を作成した。 
 
研究内容③ 作成した遺伝子解析動物を用いた行動解析および組織学的解析 
研究内容②で作成した遺伝子改変動物を用いて同様の RSDS、あるいは閾値以下の社会敗北ス
トレス（micro social defeat stress（MSDC））を曝露し、社会性行動を測定した。 
 
４．研究成果 



研究成果 ①社会的敗北ストレスモデルマウスの作成および次世代シークエンサーによるス
トレス脆弱性遺伝子の検出を行ったところ約 1/4がストレス感受性群、残りが抵抗性群という結
果を得た。これらのコントロール群、抵抗群、感受性群の各脳サンプルより線条体を抽出し、次
世代シークエンサーにより遺伝子解析を行ったところ数種類の遺伝子発現で有意な差が認めら
れた。 
研究成果② CRISPR/Cas9 システムを用いたノックアウトあるいはノックインマウスの作成、
あるいはアデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子改変動物の作成 
研究成果①で得られた結果をもとにリアルタイム PCR でも再度確認したのち、得られた候補
遺伝子をパスウェイ解析にかけたところ、候補遺伝子のうち特定の遺伝子 X に収束するパスウ
ェイが描かれた。その遺伝子 Xをクローニングしたのち AAVベクターに組み込みアデノ随伴ウ
イルスを作成した。得られたアデノ随伴ウイルスを神経細胞に感染させたところ候補遺伝子 X
の遺伝子発現の上昇が real time PCR、およびタンパク質発現の上昇が、ウェスタンブロットによ
り確認された。作成した遺伝子 Xの AAVをマウス線条体に注入し、線条体特異的遺伝子 Xの過
剰発現マウスを作成した。一方で遺伝子 Xの guide RNAを作成し、CRISPR/Cas9システムを用
いたゲノム編集を試みたが、候補 guide10種類ほどを試行したが、現在のところ有効なゲノム編
集には至っていない。今後も継続して探索していく。 

 
研究成果③ 作成した遺伝子解析動物を用いた行動解析および組織学的解析 
研究内容②で作成した遺伝子改変動物を用いて同様の RSDS、あるいは閾値以下の社会敗北ス
トレス（micro social defeat stress（MSDC））を曝露し、社会性行動を測定した。MSDS および
RSDS いずれにおいてもコントロールマウスと変わらずストレス感受性群の獲得には至らなかっ
た。 
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テアニンによるマウス海馬歯状回におけるリン酸化mTORレベル増加.

側坐核におけるPiccoloのノックダウンは、メタンフェタミン誘導性の行動変化を減弱させる
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