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研究成果の概要（和文）：低容量糖質コルチコイドをマウスに投与したが、ストレス状態を作成できなかった。p73遺
伝子配列にLacZ発現カセットが挿入されたノックイン/ノックアウトマウスを作成して、ヘテロマウスを用いてp73の発
現を確認したところ、p73の発現は 、成体では海馬には認められなかった。そこで、拘束刺激を加える事により、うつ
状態を惹起したが、海馬におけるp73の発現に変化は見られなかった。しかし、脳損傷後2日目の急性期において側脳室
上衣細胞において、TAp73の発現が上昇するとともにBrdU 取り込み細胞数が低下した。p73ヘテロ型マウスでは損傷後
の側脳室上衣細胞の増殖低下が抑制される傾向が認められた。

研究成果の概要（英文）：In order to establish animal model of depression, low dose glucocorticoid was admi
nistered to wild type mice as previous report, but it failed. Then we established p73 knock-in and knockou
t mouse, and confirmed p73 has no expression in adult hippocampus. Even with restraint, p73 expression is 
not changed in hippocampus. However we have finally found that p73 regulates ependymal cell cycle. Brain i
njury induces TAp73 expression and it decreases ependymal cell proliferation via unknown humoral signaling
.
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様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
I.	
 p53 ファミリーについて 
 癌抑制遺伝子である p53 は細胞内外からの
刺激を受けて、細胞死、細胞周期停止、DNA
修復など様々な細胞応答を惹起する。また、
p53には p63と p73という蛋白構造が類似す
るアイソフォームに加えて、アミノ末端を欠
くΔNp63,ΔNp73 というアイソフォームを
持つ。これらは全長型の TAp63/TAp73 とは
異なるプロモーターから転写され、 細胞死
に関しては p53 に対してドミナント・ネガテ
ィブとして働くことが分かっている。 
 
II.p73 と海馬神経新生の関係 

申請者は、更に神経細胞死のみならず、中
枢神経系における p53 ファミリーの役割を
TAp73 を中心として解明してきた。 

特にこの研究の有力な根拠となる、 
A)全長型のみが欠損した、TAp73 ノックアウ
トマウスには海馬の歯状回の異常を呈する
こと。(Tomasini, Fujitani et al.,Genes and 
development 2008（共著）)	
 	
 
B)また、全長型の TAp73 が bHLH 遺伝子で
ある Hey2 を介して胎生 12〜13 日の神経前
駆細胞の分化を負に制御、成体に至るまで神
経幹細胞プールの維持・正常な神経新生に必
要であることを見いだした。（Fujitani M et 
al. Current biology 2010） 
これらのことから、TAp73 が海馬の神経回路
の形成に重要で、神経新生を介して、抑うつ
と密接な関係があるのではないかと考えら
れた。（仮説１）	
 
	
 
 
III 海馬における神経新生と抑うつの関係に
ついて 
	
 近年、うつ病患者と海馬の容積の低下、変
性の可能性が報告されている。 
	
 また、動物モデルを用いて、成体海馬にお
ける神経新生が、抑うつ様行動と関係がある
ことが様々な研究グループにより報告され
ている。特に、マウスにおいて抗うつ薬によ
る神経新生の増加を特異的に阻害すること
により、抗うつ薬が抑うつ様行動を抑制する
反応が無くなる。(Santarelli L et al.,Science 
2003)、また、最近では海馬での神経新生を
特異的に抑制することにより、抑うつ様行動
を引き起こす糖質コルチコイドのマウスの
血中濃度の上昇が認められる。(Snyder JS et 
al. Nature 2011)、このように、神経新生自
体が抑うつ様行動を制御していることが多
くの論文によって示されてきた。 
 
IV. p73 とグルココルチコイドシグナルと

の相互作用	
 
	
 一方、ストレスにより放出される、糖質コ
ルチコイドのシグナル伝達機構は、p53 のシ
グナルと絡めて様々な細胞腫で検討されて
いる。神経芽腫細胞では p53 ファミリーと糖
質コルチコイド受容体(GR)が蛋白—蛋白相互

作用を介して、お互いのターゲット遺伝子の
プロモーターに対して負に制御し合う。
(Sangputa S et al.,EMBO j.2000)また、神経
前駆細胞株においては、p53 が糖質コルチコ
イドの下流のシグナルとして、細胞周期停止
作用を担う。（Crochemore C et al.,FASEB j 
2002）更に、TAp73 が GR と結合すること
も報告されている。  (Zhang L et al.,Mol 
Cancer 2006) 他方、糖質コルチコイドは細
胞周期を停止させ、神経幹細胞から神経細胞
への分化を促進することが多くの論文によ
り証明されている。(Sundberg M et al.,J 
neuroscience 2006 など) 
 
２．研究の目的 

これらの基礎データと（仮説１）とを合わ
せて、「TAp73 と糖質コルチコイドシグナルの
相互作用が成体海馬における神経新生に作
用し、抑うつ様行動を制御する」という仮説
をたて、以下に示す具体的な項目に関して検
討を行う。	
 

TAp73 ノックアウトマウスを用いて、以下
のことを解明する。	
 
(i) 種々のストレス負荷による抑うつ様行

動に TAp73 が関与していることを行動
学的に証明	
 

(ii) その原因となると考えられる海馬にお
ける神経新生への影響を証明	
 

(iii) 海馬の神経新生異常の原因と考えられ
る視床下部／下垂体／副腎系への影響
を解析	
 

(iv) TAp73 による糖質コルチコイドシグナ
ルに対する分子相互作用を解明し、抑
うつ様行動を制御する分子機構を解明	
 

	
 
３．研究の方法	
 	
 	
 

i)  種々のストレス負荷による抑うつ様行

動に p53 ファミリー分子が関与してい

ることを行動学的に証明	
 

ii)  海馬における神経新生への影響を証明	
 

iii)  マウスの視床下部—下垂体—副腎系への

影響の解析	
 

iv)  p53 ファミリーによる糖質コルチコイ

ドシグナルに対する分子相互作用の解

析	
 
４．研究成果	
 
i)	
 種々のストレス負荷による抑うつ様行動
に TAp73 が関与していることを行動学的に証
明するために、先行研究（David	
 DJ	
 et	
 
al.,neuron	
 2009）の方法と同様に、低容量
糖質コルチコイド 35ug/ml	
 5mg/kg/day)を飲
水内に混合し、経口的に投与することで、ス
トレス状態に近い状況を作り出すことを試
みた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



(マウスの体重変化)	
 
	
 マウスの体重変化は、報告と同様の経過を
たどり、有意にコルチコステロン投与群のほ
うが体重が増加し、肥満傾向を示すことがわ
かった。【図 1】	
 

そして、投与開始後 9 週の時	
 
点において、オープンフィールドテストを行
った。(各群 n=12)【図 2】	
 
（全て Student	
 t	
 test にて有意差なし）	
 
	
 
先行研究（David	
 DJ	
 et	
 al.,Neuron	
 2009）
では、オープンフィールドテストにより、有
意な不安傾向の増大が認められるため、
Total	
 distance が低下,	
 Total	
 time	
 in	
 the	
 
center も低下するはずであったが、全く再現
性が取れなかった。これに関しては、マウス
の系統の違い C57BL/6J と C57BL/6NTac の違
いがあった可能性がある。いずれにせよ、マ
ウスへのストレス負荷による神経新生を検
討する実験系としては不適切であると結論
づけられた。	
 

	
 
	
 次に、神経新生を TAp73 が制御することが
前提であるため、TAp73 の発現が海馬で見ら
れるかどうか検討した。先行研究により
TAp73 の免疫染色は成体のマウスの脳では極
めて困難であることがすでにわかっていた
ので、労力はかかるものの、p73 の遺伝子座
に LacZ 発現カセットが挿入されたノックイ
ンマウスを作成することを決断した。	
 
KOMP より LacZ 発現カセット及び、スプライ
スアクセプターが発現するカセットが p73 遺
伝子座に相互転座された ES 細胞を購入し、
大阪大学微生物病学研究所発生工学研究会
に依頼して、キメラマウスを作成した。幸い、
生殖系列伝播に成功し、p73 のノックイン＋
ノックアウト(p73KI+KO)マウスが完成した。	
 
まず、発達期の脳における発現を確認した。
生後 5日齢のヘテロマウスの凍結切片を作成
し、X-gal 染色法により p73 の発現部位を検
討した。	
 【図 3−1】に示す通り、側脳室、
第 3 脳室、第 4 脳室の上衣細胞層および、脈

絡叢、そして未成熟な歯状回、皮質の第一層
における発現が確認された。	
 

【図 3-1】 
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次に、2 ヶ月齢のマウス脳における p73 の発
現を検討した。次頁の【図 3-2】に示される
とおり、側脳室(A,C,D)、第 3，第四脳室
(A,D,E)、脊髄中心管(F,G)において上衣細胞
層にほぼ特異的に発現が観察された。また、
海馬には発現が一切確認することができな
かった(A)。そこで、定常状態においては発
現が認められない p73 が、ストレス下などの
刺激に暴露された時に、発現の変化が想定さ
れたため、当初の計画通り、このマウスを用
いて拘束刺激を加える事により、うつ状態の
惹起を試みた。しかし、p73 の発現に変化は
見られなかった。従って、p73 は発達期にお
ける歯状回形成については重要な役割を果
たすが、成体海馬においてはあまり関与がな
いことが示された。	
 
	
 ただ、神経幹細胞への影響が否定されたわ
けではなく、特に、上衣細胞層は、損傷によ
り神経幹細胞化する可能性が示唆されてい
る。従って、損傷による p73 の発現変化につ
いて検討を行った。まず、免疫染色法により、
TAp73の発現がLacZ蛋白の発現と合致するこ
とを確認した。（上衣細胞層は非特異的反応
が出やすい部分であるが、既に示した X-gal
染色の結果から正しいシグナルであること
が確認できている。）	
 
	
 つぎに、野生型の脳損傷モデルマウスを用

いて損傷後 2 日目における側脳室 上衣細
胞の TAp73 の発現変化及び、BrdU の取り
込みを指標とした上衣細胞の増殖能を免疫
染色法にて検討した。損傷後 2 日目の野生
型マウスにおいて、側脳  室上衣細胞層で 
TAp73 の蛋白発現がコントロールに比べ上
昇していることが確認された【図 4A】。ま
た、BrdU の取り込みはコントロールに比べ、
上衣細胞層 で低下していることが観察され
た【図 4B】。 
	
 次にそれを定量評価するために、側脳室周
囲の 長さ 1 mm あたりの BrdU 陽性細胞
を計測した。BrdU 陽性上衣細胞の数が野生
型のコントロールに比べ、p73 ヘテロ型では
約 2 倍増加していた【図 5A,B,D】。この結
果から  p73 は非損傷下において上衣細胞の
細胞増殖を抑制することが示唆された。次
に、損傷モデルを用いてコントロールマウ
スと比較検討した。損傷  周囲部 (-750 
µm~+750 µm)の野生型と p73 ヘテロ型の増
殖細胞の減少率を比較 した【図 5A,C,D】。野
生型では約 40%減少しているのに対し、p73 
ヘテロ型では 20%の減少となった。このこと
から、p73 のハプロインサフィシエンシーに
より損傷後においても、細胞増殖能の低下
が阻害されることがわかった。	
 	
 最後に、
TAp73 の発現が上昇する意義を検討するた
めに、脳損傷における DNA ダメージの影響
を検討した。DNA ダメージの指標として、
DNA 二本鎖切断が生  じた際の細胞応答の
一つである、リン酸化 H2AX(γH2AX)の発現
を免疫染色 法にて検証した。野生型、p73 ヘ
テロ型のどちらのマウスも損傷周囲近傍部
に多 数の γ-H2AX の発現細胞が見られたが、
側脳室周囲には見られなかった【図 6A】。 こ
のことから、脳質壁上衣細胞は DNA ダメー
ジを受けていないと考えられる。p73 は細胞
死に関与していることが報 告 さ れ て い る 2)
。そこで、損傷により上 衣細胞の細胞死が
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起きているか検証するために、アポトーシ
スの主要な実行分 子の一つである活性型の 

Caspase-3(Cleaved Caspase-3)の発現を免疫染
色法に  て確認した。損傷周囲部近傍にて 
Cleaved Caspase-3 の発現が認められた【図 
6B)。 しかし、側脳質周囲ではほとんど発現
細胞は見られなかった。従って、細胞増 殖の
低下は細胞死によるものではないと考 え ら
れる。	
 
	
 

（考察） 

TAp73 は TAp73 のアイソフォーム特異的ノ
ックアウトマウスの解析結果から歯状回の
発生や、脳内の神経幹細胞の維持に必須であ
ることが報告されている。本研究では、脳損
傷後に TAp73 の発現が上昇することで p21 の
経路を介し、神経幹細胞として働く上衣細胞
の細胞周期を制御することが強く示唆され
た。また、TAp73 の発現上昇がアポトーシス
の誘導にも関与していないことが観察され

た。このことから、TAp73/p21 経路を介した
増殖制御が、損傷後に何かしらの生理的意義

を持つと考える。この TAp73 の発現上昇の意
義の 1 つとして、脳損傷を与えることによる
上衣細胞の運命転換の促進についても考え
られる。近年の研究で、脳組織に障害が起こ
ると細胞増殖を伴わずに、上衣細胞とアスト
ログリア細胞の間で細胞運命の転換が行わ
れることが報告された。急性期では側脳室の
上衣細胞層で上衣細胞がアストロサイトに
分化し、慢性期にはアストロサイトが上衣細
胞に分化する。これは急性期にアストロサイ
トによる瘢痕形成や、細胞保護を促進するた
めだと考えられる。したがって、TAp73 の発
現上昇には、上衣細胞の細胞増殖を制御する
ことで、アストロサイトへの直接的な分化転
換を補助する役割を持つ可能性が推察でき
る。しかし、こちらに関しても上衣細胞の分
化に関しての検討が必要である。これらの
TAp73 による分化の影響は上衣細胞を遺伝子
導入により蛍光標識したレポーターマウス
及び、本研究で用いた p73 ノックインマウス
を組み合わせたマウスにより検証できると
考える。	
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 平成26年03月13日大阪大学	
 
16	
 番染色体関連	
 miR484	
 は	
 PCDH19	
 を
介して神経幹細胞の分化を制御する。	
 
第七回神経発生討論会	
 
発表者：藤谷	
 昌司	
 

④	
 平成25年08月31日	
 microRNA-	
 484は皮質
神経前駆細胞の分化を制御する	
 第14回	
 
ORIGIN	
 神経科学研究会	
 下呂温泉発表
者：藤谷	
 昌司	
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