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研究成果の概要（和文）： 

bFGF 依存性に増殖する成体海馬歯状回由来神経前駆細胞（ADP）の培養系を用いて、我々は既
にGSK3βが糖質コルチコイドアナログであるdexamethasone(DEX)によるADPの増殖抑制に関与
していることを見出していた。また、更にその詳細なメカニズムについて検討したところ、ROCK2
が GSK3βの活性調節に関与していること、bFGF と DEX が ROCK2 の発現を相反的に調節すること
も見出していた。そこで、実際に in vivo にて ROCK2 が成体海馬歯状回神経細胞新生に関与し
ているか否かについて検討すべく、①in situ hybridization を用いて ROCK2 が実際に成体ラ
ット海馬歯状回神経前駆細胞で発現しているかどうか、②in vivo で ROCK2 が実際に成体ラッ
ト海馬歯状回神経前駆細胞の増殖に関わっているかを調べることを目的に、レトロウイルスベ
クター及びレンチウイルスベクターを用いた ROCK2 の強制発現系の構築、をそれぞれ行い、後
述の通りの一定の成果を得た。 
 
研究成果の概要（英文） 
We have already shown that ROCK2 is involved in DEX-induced decrease of 
bFGF-induced proliferation of adult rat dentate gyrus-derived neural precursor cells 
(ADP) through regulating he activity of GSK3βand that bFGF and DEX reciprocally 
regulate the expression of ROCK2. Therefore, ROCK2 may play a role in adult 
neurogenesis in dentate gyrus. However, it remains unclear whether ROCK2 actually 
regulate in vivo neurogenesis in adult dentate gyrus. Here we examined the expression 
of ROCK2 in adult dentate gyrus with in situ hybridization. In addition, we tried to 
prepare the overexpression system of ROCK2 with retroviral vector and lentiviral 
vector.  
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１．研究開始当初の背景 
 現在、うつ病や躁うつ病などの気分障害の治

療には、主にセロトニン系、ノルアドレナリ

ン系に作用する抗うつ薬や気分安定薬が用い

られている。しかし、それらが単剤で有効で

あるのは50％程度であり、複数の薬物の併用

や付加療法が必要であることが少なくない。

更に、複数の薬物や付加療法に反応しない難

治性気分障害の治療については、臨床の現場

で難渋することが多く、副作用が出現する危

険性が高まるため、従来の治療法に代わる新

たな治療法の開発が強く待たれるところであ

る。 

 従来、神経細胞新生は成体では起こらない

とされてきたが、1980年代後半から1990年代

にかけて行われた一連の研究により、成体に

おいても海馬など限られた部位において神経

細胞新生が起こることが明らかにされた。更

に、近年、ラット等の動物を用いて、種々の

ストレスやうつ病モデルにおいて成体の海馬

における神経細胞新生が抑制され、一方で抗

うつ薬や気分安定薬などの向精神薬が神経細

胞新生を促進するという報告が数多く成され、

気分障害の病態、神経細胞新生と向精神薬の

作用機序の間に強い関連があることが示唆さ

れている。しかし、神経細胞新生に対する向

精神薬の作用機序の詳細は未だに不明である。 

 我々は近年、成体ラット海馬歯状回という

非常に限局した部位から神経前駆細胞を取り

出し、神経前駆細胞の内因性増殖促進因子で

あるFGFに依存して増殖する培養系を確立す

ることに世界で初めて成功した（adult rat 

dentate gyrus-derived neural precursor c

ell, 以下ADP）。そして、ストレスホルモン

である糖質コルチコイドがADPの増殖を直接

的に抑制することを見いだした。更に、気分

安定薬リチウムが糖質コルチコイドによるAD

Pの増殖抑制を回復させること、これら糖質コ

ルチコイドとリチウムのADPの増殖に対する

相反的な調節はGSK3β/β−catenin pathway

を介して成されていることを明らかにした（B

oku et al, Neuropsychopharmacology 34, 8

05-815, 2009）。 

 その詳細なメカニズムを明らかにするため

には種々の分子生物学的手法を用いた検討が

必須であるが、ADPは種々の遺伝子導入用試薬

に不耐性である上に増殖能に限りがあるため

十分な量を確保するのが困難である。そのた

め、我々はADPのFGF依存性増殖のモデルをヒ

ト神経芽細胞腫由来のSH-SY5Y細胞で確立し、

それを用いて更なる詳細な分子機構の解明を

試みた。その結果、bFGF依存性の増殖に低分

子量GTP結合タンパク質RhoAのeffectorとし

てよく知られているSer/Thr kinaseであるRO

CK2が関与しており、FGFはROCK2の発現を増加

させ糖質コルチコイドは逆に減少させること、

ROCK2はGSK3βのチロシンリン酸化の調節を

介してβ-catenin pathwayを調節すること明

らかにした（論文投稿中）。 

 しかし、FGF 受容体と ROCK2、ROCK2
と GSK3βの間の分子機構については全く不
明である。GSK3β/β-catenin pathway は多
くの組織や細胞において普遍的に用いられ
ているためこれを薬物開発の標的にするの
は困難であり、上述のような FGF 受容体と
ROCK2、ROCK2 と GSK3βの間の分子機構
を明らかにすることで、海馬に比較的限局し
た分子の存在を明らかにできれば、それが有
力な治療標的になることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 成体海馬における神経前駆細胞の増殖を促

進するメカニズムの詳細を分子レベルで明ら

かにすることによって難治性気分障害の新た

な治療薬を開発する基盤を構築することを本

研究の目的とする。現在までに上述の様なメ

カニズムをADP及びSH-SY5Y細胞を用いて明ら

かにしているが、更なる詳細な解析をこれらi

n vitroの系を用いて進め、新たな治療標的の

候補となり得る分子の同定を目指す。加えて、

in vitroの系を用いた研究で明らかになった

分子が実際にin vivoの成体神経細胞新生に

おいて機能しているか否かを、分子生物学的

手法や行動薬理学的手法などを組み合わせた

研究によって検討する。 

 
３．研究の方法 
 本研究は、１）ADP 及び SH-SY5Y 細胞な
ど in vitro の実験系を用いた神経前駆細胞の
増殖の分子機構のより詳細な解析、２）１）
で同定された分子の in vivo neurogenesis に
おける機能解析の２つの観点から進めてい
く。種々の組織化学的・生化学的・分子生物
学的手法を用い、特に遺伝子改変動物やウイ
ルスによる遺伝子導入により分子の直接的
関与を示すべく、多面的な検討を試みる。 
 
４．研究成果 
 糖 質 コ ル チ コ イ ド ア ナ ロ グ で あ る
dexamethasone(DEX)による GSK3βの Tyr216
リン酸化増加に ROCK2が関与していること及
び FGF2 が ROCK2 の発現を増加させることを
既に SH−SY5Y 細胞を用いた in vitro 実験に
より示している。そこで、ROCK2 が実際に in 
vivo において FGF2 や DEX の成体海馬神経細
胞新生への作用に関与しているかどうかを



検討すべく下記の研究を実施した。①ROCK2
が実際に in vivo で海馬歯状回の神経前駆細
胞に発現しているのかを明らかにすること
を目的に、多重 in situ hybridization を試
みた。神経前駆細胞のマーカーとしては SOX2
を採用し、SOX2 と ROCK2 の ribo probe 用プ
ラスミドを構築して riboprobe を合成し、in 
situ hybridization を行った。SOX2 は神経
前駆細胞が存在する海馬歯状回の顆粒細胞
層 下 帯 に 比 較 的 特 異 的 に 染 色 さ れ 、
riboprobe が適切に作成されたことが確認さ
れた。しかし、ROCK2 の riboprobe はなかな
か適切に染色されるものが得られず、複数の
riboprobe を作成して検討しているところで
ある。②ROCK2 を成体ラット海馬歯状回で強
制発現およびノックダウンすることを目的
に、レトロウイルスベクターの作成を試みた。
In vivo で使用する前に in vitro で予備的検
討を行ったが、ウイルスは十分量得られたに
もかかわらずなかなか十分に感染せず、レト
ロウイルスを断念してレンチウイルスを使
用することに変更し、現在レンチウイルスベ
クターを作成し in vitro での予備的検討を
行なっているところであるが、こちらの方は
感染させ強制発現およびノックダウンを行
うことに成功した。今後、in vivo での使用
に向けて更なる検討を行なっていく予定で
ある。 
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