
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３５０１

基盤研究(C)

2013～2011

精神ストレスに起因するゲノム可変性からみた発達障害の基盤メカニズムの解明

The epigenetic regulation of brain development by maternal stress

１０４０２０８３研究者番号：

平澤　孝枝（HIRASAWA, Takae）

山梨大学・医学工学総合研究部・助教

研究期間：

２３５９１４９１

平成 年 月 日現在２６   ６ １６

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：ストレスホルモンのコルチゾールは脳の標的器官である海馬と視床下部に発現しているGR受
容体を介して脳機能のシグナル伝達に影響を及ぼす。本研究ではマウス海馬神経細胞を用いてがGR受容体を介し神経細
胞の活性化を促進し、NMDA受容体の一つのNR2Aの翻訳を促進していることが分かった。またマウス母子分離ストレスに
よる海馬組織のGRの発現量はmRNAで変化はなかったがタンパク質の著しい低下がみられた。このことからストレスによ
る急性の神経細胞の活性化と慢性的な神経活動の低下は前者がGRを介した神経活動、及び活性化タンパクの発現促進で
あるのに対して後者はGRそのものの発現低下に起因することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The cortisol as a stress hormone affects brain function through the GR receptor in
 hippocampus and hypothalamus. In this study, we evaluated the activation mechanism through GR receptor in
 mouse hippocampal neurons using Ca2+ imaging method. The results suggested that corticosterone effect to 
the up-regulation of translation of NR2A, one of the NMDA receptor subunit. And this phenomenon could reap
pear by D-serine, a NR2A specific agonist. Moreover, in mouse maternal separation stress experiment, altho
ugh the mRNA expression of GR was changeless in hippocampus, protein expression of GR was remarkable decre
ased. these results suggested that corticosterone have regulate the synaptic transmission and GR expressio
n in immature stage.
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1. 研究開始当初の背景 
幼児期のストレスがその後の脳機能形成に
影響を与える事が示唆されているがそのメ
カニズムについては未だ不明な点が多い。生
体では環境や栄養等の微妙な変化をストレ
スと感じるが恒常性を維持するためのスト
レス対応機構は HPA 経路（視床下部‐下垂
体‐副腎経路）が重要な役割を担っておりス
トレスに対応する受容体であるGR遺伝子の
発現量がその後のストレス耐性能を決定し
ている。2004 年に母親マウスの子育て具合
の差によって子マウスのGR受容体の遺伝子
がメチル化を受け発現が調節されている報
告が報告されてから環境‐遺伝子の応答制
御機構が科学的に証明されつつある。一方で、
脳機能発達も生まれ持っているものではな
く、生後の発達の中で神経回路形成が行われ
ており、記憶や学習に必要なグルタミン酸受
容体の発現変化や活性化シナプス形成は環
境刺激やストレスによって変化することが
報告されている。このストレス耐性機能の獲
得と脳の機能獲得が行われる時期は同じ成
長の中の時間軸で構築されている。したがっ
て HPA 経路の未発達な時期、すなわち乳幼
児期のストレスはその後の脳機能形成に影
響を与えると考えられる。また、その調節に
はストレスという環境因子と遺伝子の後天
的な制御機構の相互作用が関係しているこ
とが推察されるが不明である。研究代表者は
ストレス耐性機能獲得と脳発達形成は密接
に関与しており幼児期のストレスによる脳
機能形成異常が DNA のメチル化やクロマチ
ン修飾等の遺伝子発現制御を介するもので
あるという考えに至り、エピジェネティック
な調節と脳のストレス制御機構の解明研究
の施行という着想に至った。 
 
２．研究の目的 
ストレスに反応し副腎より放出されるスト
レスホルモンであるコルチゾールは脳にお
いては標的器官である海馬と視床下部に発
現しているGR受容体を介して脳機能のシグ
ナル伝達に影響を及ぼす。ストレスホルモン
がGR受容体を介し神経細胞の活性化を促進
し、またストレスが GR遺伝子のメチル化を
促進することが分かっているがその遺伝子
制御と反応との関連性が分かっていない。 
平成 23 年度は「ストレスホルモンの神経細
胞におけるシグナル伝達調節作用」、 
平成 24 年度は「ストレス誘導性神経機能調
節分子の発現変動と DNA修飾作用の解析」、 
平成 25 年度は「ストレス負荷マウスにおけ
る海馬神経機能の変化とストレス耐性機能
の獲得の関連性」を到達目標として研究遂行
を行う。幼児期のストレスがその後の成熟し
た脳機能に与える影響を、ストレスホルモン
に反応するグルココルチコイド受容体遺伝
子（以下 GR遺伝子）のメチル化やヒストン
蛋白の修飾という遺伝子の可塑性から検討
し、脳機能形成がストレスという環境因子に

よって変化しうる事を証明することを目的
とした。 
３．研究の方法 
(1)「ストレスホルモンの神経細胞におけるシ
グナル伝達調節作用」：ストレスホルモンの
標的組織である海馬組織のストレスホルモ
ンに対する作用と活性化メカニズムの詳細
を明らかにする。具体的にはストレスホルモ
ンは神経細胞において興奮性の活性化を促
進すると予想されるがその活性化経路とど
の受容体を介しているのかということを明
らかにする。 
(2) ストレス負荷マウスにおける海馬神経機
能の変化とストレス耐性機能の獲得の関連
性：新生児ストレス負荷マウスの脳スライス
を作製し関連する分子の発現や神経機能の変
化を解析、測定する。 
 
４．研究成果 
(1)機能的メカニズムの解明・・・これまで
にマウス海馬培養神経細胞にストレスホル
モンであるコルチコステロンを投与すると
神経細胞の自発的細胞内カルシウムスパイ
ク、同期現象の増加が見られ神経活動の興奮
性が活性化する事が分かった。細胞内カルシ
ウムイメージング法を用いてこのメカニズ
ムを検証した結果、以下の事が本研究で示さ
れた。①コルチコステロン刺激による同期現
象の活性化は NMDA 受容体、AMPA 受容体を介
した細胞外カルシウムイオンの流入による
ものである。②細胞内のストアからの流出作
用はなかった。③膜非透過性のコルチコステ
ロン（cor-BSA）で同様の現象が確認され、
またグルココルチコイドの賦活剤であるデ
キサメタゾンによって同様の活性化が認め
られた。したがって、この作用は膜型のグル
ココルチコイド受容体を介した作用である。 

図 1 マウス海馬神経細胞のコルチコステロン 

   刺激による神経活動の変化 



(2)遺伝学的調節機構の解明・・・発火現象
が増幅したメカニズムを本年度は mRNA と蛋
白レベルを real time-PCR 法とウェスタンブ
ロティング法で確認した。その結果 NMDA 受
容体の NR2A サブユニットの蛋白レベルがコ
ルチコステロン刺激によって増加した。一方
で mRNA は刺激によって変化はみられなかっ
た。翻訳阻害剤であるシクロヘキサミド処理
によってこの反応は抑制された。従って、
NMDA 受容体の翻訳亢進が示唆された。一方で
AMPA受容体やNR1など他のサブユニットの変
化は見られなかった。一方で抑制性の GABA
受容体の一つであるGABAa受容体については
コルチコステロン刺激で増加が見られた。こ
のように興奮性と抑制性で転写や翻訳のス
ピードや制御機構を使い分ける事が示唆さ
れた。さらに NR2A の翻訳促進がコルチコス
テロン刺激によるカルシウムオシレーショ
ンの同期性の増加に特異的に関与している
のかを調べるためにン NR2A の特異的アゴニ
ストである D-serine を処理しオシレーショ
ンを調べたところコルチコステロン刺激に
よるオシレーションと同等の増幅率と周期
性をもった。このことからコルチコステロン
刺激による細胞外カルシウム流入による同
期性の増加は膜型 GRを介した NR2A の翻訳促
進によるものであることが結論づけられた。 
 
 

 
 
(3)「ストレス誘導性神経機能調節分子の発
現変動と DNA 修飾作用の解析」、を目的に幼
若期ストレスによって変動する様々な遺伝
子の把握とエピジェネティクス修飾作用に
ついて検討した。実験方法として幼若期スト
レスを負荷したマウスの脳の GR の発現変化
や DNA のメチル化状態、および網羅的に発現

変動する遺伝子の特定を行った。生後 1日目
より母子分離ストレスを 14 日間負荷された 
マウスは生後の GR の発現量が著しく低下す
る事が分かった。しかしながら、バイサルフ
ァイトシークエンスによるメチル化状態を
確認した所、大きな変動は見られなかった。
一方でDNAメチル化アレイ解析により網羅的
に解析した所、生後 30 日齢において母子分
離群で高メチルであったもの 76 遺伝子、低
メチルであったもの46遺伝子が見つかった。
またこれまでに発達の過程で重要な遺伝子
やグルココルチコイドによって誘導される
炎症反応に関連する遺伝子の発現をリアル
タイム PCR 法で mRNA 量を調べた所これらの
遺伝子の発現量が低下していた。今後これら
の遺伝子の調節機構を解明することで環境
要因、特にストレスに対する遺伝子のエピジ
ェネティック調節メカニズムについて解明
する。 
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