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研究成果の概要（和文）：出生後の発達段階のストレスはうつ病や不安障害のリスクを上げることが知られている。我
々の研究では、母子分離ストレスを負荷したラットは、成獣後、恐怖条件付けモデルですくみ行動が増強しており、扁
桃体のニューロテンシンレセプター１（NTSR1）の発現量が低下していた。NTSR1アンタゴニストを扁桃体内に局所注入
すると恐怖条件付けモデルのすくみ行動が増加した。また、母子分離ストレスは扁桃体のNTSR1遺伝子のプロモーター
領域のメチル化が亢進していた。以上の結果より、母子分離ストレスによって誘導された扁桃体のNTSR1遺伝子の変化
が、成人期のうつ病や不安障害の発症脆弱性に関与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Stress during postnatal development is associated with an increased risk for depre
ssion and anxiety disorders later in life. With respect to conditioned fear, previous studies have indicat
ed that early life stress influences its development in adulthood. The results showed that maternal separa
tion (MS) enhanced freezing behaviors in fear-conditioned stress and reduced the gene expression of neurot
ensin receptor (NTSR) 1 in the amygdalas of adult rats. The microinjection of a NTSR1 antagonist into the 
amygdala increased the percentage of freezing in conditioned fear. Moreover, MS increased DNA methylation 
in the promoter region of NTSR1 in the amygdala. MS may leave epigenetic marks in the NTSR1 gene in the am
ygdala, which may enhance conditioned fear in adulthood. The MS-induced alternations of DNA methylation in
 the promoter region of NTSR1 in the amygdala may be associated with vulnerability to the development of a
nxiety disorders and depression in adulthood.
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１．研究開始当初の背景 
（１）幼少期のストレスと精神障害の関係 
 過去の臨床研究で、出生後の発達段階でス
トレス（early life stress, ELS）にさらさ
れることによって、成人後のうつ病、不安障
害や物質乱用のリスクが症状することが示
されている。幼少期の環境の多様性が遺伝的
な要因と相互作用して、遺伝子発現や生物学
的な機能の変化を引き起こし、成長後まで続
いて精神障害の発症に至ると考えられる。こ
のような“プログラム”効果は、ゲノム遺伝
子の構造変化を伴うエピジェネティックな
制御によって生じる可能性が指摘されてい
る。 
 
（２）恐怖条件付けモデルと幼少期ストレス 
 ELS を受けると成長後も、恐怖条件付けモ
デル（conditioned fear stress paradigm, 
CFS）による不安反応が亢進していることが
報告されている。しかしながら、ELS によっ
て生じる恐怖の記憶プロセスに対して、エピ
ジェネティックな制御がどのような役割を
果たしているのかは明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
DNA マイクロアレイを用いた我々の過去の研
究で、CFS によって変化し、様々な不安障害
の治療薬の一種であるセロトニン再取り込
み阻害薬でその変化が戻るただ一つの遺伝
子として、ニューロテンシン（neurotensin, 
NTS）を見出している。しかしながら、ELS に
よって生じる恐怖条件付け反応の亢進にお
けるNTSの役割については明らかにされてい
ない。本研究の目的は、母子分離ストレス
（maternal separation, MS）を負荷された
ラットの CFSにおける障害に NTS系が関連し
ているかどうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）動物・行動解析 
 体 重 230 – 270 g の 雄 の 成 獣
Sprague-Dawley（SD）ラットと妊娠 14 日目
の SD ラットを用いた。生後 2 - 14 日目の 9
時半～12 時半の間に、MS ストレスを負荷し
た。通常飼育（AFR、animal facility rearing）
ラットをコントロール群とし、動物実験施設
飼育者が週に１回ケージ交換を行った。以下
の実験では、雄の仔ラットのみ使用し、行動
実験、分子・神経化学実験を 10～14 週令に
施 行 し た 。 Dexamethasone （ DEX ）
/corticotropin releasing hormone（CRH）
試験は、高架式十字迷路試験、フットショッ
ク感受性試験、CFS の行動解析を行った。ま
た、ラット脳内にカニューレを挿入して、扁
桃体に NTSR 1 アゴニストとアンタゴニスト
を局所注入して CFS を行った。 
 
（２）遺伝子解析 
ラット脳から扁桃体と海馬の組織を切り
出し mRNA を抽出して定量 PCR 法により遺伝

子発現解析を施行した。また、扁桃体組織か
ら DNA を抽出して、メチル化 CpG アイラン
ド・リカバリーアッセイ法により NTSR1 プロ
モーター領域のメチル化解析を施行した。ま
た、 SPSS Statistics version 21 (SPSS, 
Chicago, IL)を用いて統計解析を施行した。 
全ての研究は、防衛医科大学校及び北海道
大学大学院医学部動物倫理審査会実験委員
会によって承認され、防衛医科大学校及び北
海道大学大学院医学部動物実験規則国立大
学法人北海道大学動物実験に関する規定を
遵守して施行した。 
 
４．研究成果 
（１）MSの HPA 系、体重、非条件付け行動に
対する影響 
 MS が終了した生後 14 日目の体重は、MS 群
と AFR 群で有意差はなかった（図 1A）。また、
生後 70 日目までの体重は、反復 2 元配置分
散分析の結果、MS 群は AFR 群と比較して、群
間の主効果、交互作用ともに有意差は存在し
なかった。MS の HPA 系の異常の有無を
DEX/CRH テストを用いて検討した（図 1B）。
反復 2元配置分散分析の結果、群間（F(1, 84) 
= 5.389, p < 0.05）と時間（F(7, 84) = 15.75, 
p < 0.001）の主効果に有意差が存在したが、
群と時間の交互作用に有意差は存在しなか
った。CRH の投与後、コルチコステロンの濃
度は AFR 群と比較して MS 群では有意に上昇
しており、AUC も上昇していた（MS: 14650 ± 
2584; AFR: 8032 ± 1372; p < 0.05）。Tukey
法による多重比較では、20 時の MS 群のコル
チコステロンの濃度がAFR群と比較して有意
に高値であった（p < 0.05）。18 時～19時半
のコルチコステロンの基礎値は MS 群と AFR
群で有意差がなかった。 
 オープンフィールド試験と高架式十字迷
路試験によって、記憶非依存性の不安行動を
評価した。オープンフィールド試験において
（図 1C）、総移動距離と内側領域滞在時間に
有意差はなかった。また、高架式十字迷路試
験において（図 1D）総移動距離と開放アーム
侵入回数に有意差はなかった。 



（２）MS の CFS に対する影響 
 図 2A は、痛みに関連した行動が初めて現
れた足下電撃ショックの強さの最小値を示
している。発声、前足挙上、後ろ足挙上、ジ
ャンプのいずれも2群間に有意差は認めなか
った。このことにより、MS 群と AFR 群で、足
下電撃ショックの感受性に変化がないこと
が示された。次に、記憶に関連した行動を CFS
にて評価した（図 2B）。反復２元配置分散分
析にて、すくみ行動（％）の群間（F(1, 19) 
= 5.25, p < 0.05）、暴露回数（F(1, 19) = 37.17, 
p < 0.01）の主効果はともに有意差を認めた
が、群間と暴露回数の交互作用には有意差は
存在しなかった。 

 
（３）MS の扁桃体、海馬における NTS 系の
mRNA 発現に対する影響 
 扁桃体と海馬は恐怖の学習と記憶におい
て中心的な役割を果たす。過去の研究にて
NTS 系は、恐怖記憶のプロセスに重要な役割
を果たしていることが分かっている。そのた
め、我々は、NTS、NTSR1、NTSR2 の扁桃体と
海馬における発現量が、MSで変化するかどう

かを定量 PCR
法にて検討し
た。図 3A は、
扁桃体（図上）
と海馬（図下）
の切除部位を
示している。
図 3B は NTS、
NTSR1とNTSR2
の扁桃体と海
馬 に お け る
mRNA の発現量
を示している。
扁桃体では、
MS 群では AFR
群と比較して
NTSR1 の発現
量が有意に低
下していた（p 
< 0.05）が、
NTS と NTSR2
の発現量に差
はなかった。
海馬では全て
のmRNAで両群
に有意な変化

はなかった。 

 
（４）NTSR1 アンタゴニストとアゴニストの
扁桃体局所投与の CFS に対する影響 
 扁桃体における NTSR1 が、CFS において重
要な役割を果たしているかどうかを検討す
るために、扁桃体に NTSR1 のアンタゴニスト
とアゴニストを局所注入してCFSへの効果を
検討した。SR48692 は NTSR2 と比較して NTSR1
に対して高い親和性を有しているため、
NTSR1 アンタゴニストとして使用した。
PD149163 は NTSR2 に対する親和性がなく
NTSR1 に選択的に結合するため、NTSR1 アゴ
ニストとして使用した。CFS と薬剤投与の時
間を図 4A に示した。カニューラの先端の位
置を図 4Bと 4C に示した。薬物投与群と生理
食塩水投与群の両方ともに、脳組織の明らか
な損傷はなかった。図 4C は、生理食塩水ま
たは SR49692（10 nM – 1000 nM）を扁桃体に
局所投与した際のすくみ行動（% DMSO 群）を
示している。１元配置分散分析によって、す
くみ行動は１回目暴露(F(1, 19) = 5.25, p < 
0.05)、２回目暴露(F(1, 19) = 37.17, p < 
0.01)ともに、薬剤投与によって有意な変化
を示した。Tukey 法による多重比較では、１
回目暴露では全ての薬剤投与群で DMSO 群と
比較して有意な変化はなかったが、２回目暴
露群では 1000 nM 投与群が DMSO 投与群より
すくみ行動が亢進していた（p < 0.05）。図
4E は生理食塩水、もしくは PD149163（10 uM 
- 1000 uM）を扁桃体に投与したときのすく
み行動（% 生理食塩水群）を示している。１
元配置分散分析によって、１回目暴露(F(3, 
25) = 0.104, p > 0.05)では有意な変化はな
かったが、２回目暴露(F(3, 25) = 5.45, p < 
0.05)では有意な変化を認めた。Tukey 法によ
る多重検定では、2回目暴露の 100 uM 投与群
が生理食塩水投与群と比較して、すくみ行動
の有意な減少を認めた（p < 0.05）。これら
の結果より、NTSR1 アゴニスト（PD149163）
の扁桃体への投与によって、条件付けられた
すくみ行動が減少して、NTSR1 アンタゴニス
ト（SR48692）の扁桃体への投与によってす
くみ行動が増強することが示された。 



 
（５）MSの NTSR1 遺伝子プロモーター領域の
メチル化の検討 
 図 5A は NTSR1 遺伝子の略図と CpG アイラ
ンドを示した。図 5B は NTSR1 のプロモータ
ー領域の塩基配列と転写因子（GATA, アクチ
ベータータンパク質 2 (AP2), 特異的タンパ
ク質 1 (SP1), CAAT ボックス, cAMP 応答配
列（CRE）,核因子インターロイキン 6 (NF 
IL6)）の結合可能部位を示した。第 1エクソ
ンの転写開始配列 ATG（+1）をアスタリスク
で示した。NTSR1 遺伝子には、CpG アイラン
ドの特徴を持つ G+C 豊富な領域が、転写開始
配列を含む転写領域から伸びている（64.5%, 
700 nt: -648 から+52）。-662 から-470 の間
の転写領域に、NTSR1 遺伝子発現を促進する

強い制御
領域が存
在する。
この領域
に は 、
TATA や
CAATボッ
クスとい
った典型
的な転写
因子結合
配列は含
まれてい
ないが、
CRE-like 
half 

site と
Sp1 結合
部位が存
在してお
り、この
部 位 が
NTSR1 発
現に対し
て重要な
役割を担
っている
可能性が

ある。フラグメント A、B、C の位置を図 5A、
5B に示した。図 5B の下線を引いた配列はフ
ラグメント A、B、Cのプライマーの位置を示
している。エンリッチメント（％）は、各々
のフラグメントのメチル化の程度を表して
いる。リアルタイム PCR 解析によって、フラ
グメント Bと Cのエンリッチメント（％）は、
MS群はAFR群と比較して有意に高値であるこ
とが示された（unpaired t-test; p < 0.01
と p < 0.05）（図 5C）。 
 
（６）結果の考察 
 本研究では、MS を負荷したラットは成獣後、
恐怖条件付けされた不安行動が増強した。ま
た、扁桃体の NTSR1 遺伝子発現が減少し、同
遺伝子のプロモーター領域のDNAメチル化が

亢進した。加えて、扁桃体の NTSR1 を薬理学
的に遮断すると恐怖条件付けられた不安行
動は増強し、逆に、NTSR1 を刺激すると不安
行動は減弱した。これらの結果から、MSによ
って扁桃体のNTSR1遺伝子のプロモーター領
域の DNA メチル化が亢進し、その結果 NTSR1
の発現量が減少して、恐怖条件付けられた不
安行動が増強している可能性が考えられた。 
 MSラットはAFRラットと比較して、DEX/CRH
テストにて、CRH 投与後のコルチコステロン
血中濃度が有意に高値を示した。このことは、
ELS によって HPA 系の異常が長期間にわたっ
て続くという、過去のヒト及び動物実験の結
果と一致している。MS は体重、高架式十字迷
路試験で評価した不安行動、オープンフィー
ルド試験で評価した活動量、フットショック
による痛みへの感受性には影響を与えなか
った。一方で、CFS におけるすくみ行動は MS
によって増加した。これらの結果から、MS を
負荷されたラットは成獣後、恐怖条件付けら
れた不安記憶のプロセスに障害が生じてい
る可能性が示唆された。 
 発達精神生物学や生理学の領域における
研究では、環境によって遺伝子発現がリプロ
グラミングされるという報告が多数存在す
る。これらの研究で共通して指摘されている
のは、発達段階の環境が遺伝子発現とそれに
引き続く機能の変化を引き起こし、その環境
イベントが終了した後の成人になってから
も続くということである。我々の結果では、
MS によって、成獣後の扁桃体 NTSR1 の mRNA
の発現量低下が生じていた。加えて、扁桃体
の NTSR1 を薬理学的に遮断すると CFSの 2回
目の暴露時のすくみ行動が増加し、NTSR1 を
薬理学的に刺激すると CFSの 2回目暴露時の
すくみ行動が減少した。これらの結果は、条
件付けられた恐怖刺激における扁桃体の
NTSR1 の重要性を示唆している。 
 本研究では、MS の扁桃体の NTSR1 遺伝子プ
ロモーター領域のメチル化について検討し
た。フラグメント Bと Cの DNA メチル化は MS
群で有意に高値を示していた。フラグメント
Bは転写開始配列から 673-283 bp 上流に位置
しており、NTSR1 遺伝子の発現を促進する強
い制御領域を含んでいる。CpG ジヌクレオチ
ド、特に、5’プロモーター領域のメチル化
の亢進は、一般的に遺伝子発現の減少を引き
起こすと言われている。よって、本結果から、
MSラットのNTSR1遺伝子プロモーター領域の
メチル化の亢進が、NTSR1 mRNA の発現の低下
を引き起こしていると考えられる。要約する
と、MS を負荷されたラットは成獣後、恐怖条
件付けられた不安の亢進を認め、これは、扁
桃体のNTSR1遺伝子のプロオーター領域のメ
チル化の亢進によって生じている可能性が
考えられる。 
 近年、ELS によって引き起こされた DNA の
メチル化が、精神障害の発症・進行に関連し
ている可能性が指摘されている。さらには、
ヒトを対象とした臨床研究において、ELS は



心的外傷後ストレス障害や恐怖症の発症を
促進すると報告されている。心的外傷後スト
レス障害や恐怖症は、恐怖記憶のプロセスの
異常が重要な役割を果たしているとされて
おり、本研究の結果から、扁桃体の NTSR1 遺
伝子のプロモーター領域のメチル化が、心的
外傷後ストレス障害や恐怖症への脆弱性と
関連している可能性が示唆された。 
 
（７）本研究の限界 
 本研究では、MS によって生じている扁桃体
の NTSR1 mRNA の発現低下と恐怖記憶のプロ
セスの障害との関連が、因果関係があるのか
相関しているだけなのかを明らかにはして
いない。この点が本研究の重大な限界である。
このことを証明するためには、例えば、MS ラ
ットの扁桃体のNTSR1遺伝子を過剰発現させ
て、MS ラットの条件付けられた恐怖記憶の増
強が改善することを確認する必要がある。恐
怖記憶のプロセスには様々な遺伝子が関連
していると報告されている。本研究でも、
NTSR1 以外の遺伝子が恐怖記憶のプロセスに
関連している可能性がある。恐怖条件付けモ
デルでは、再暴露の直前に薬剤を投与した際
に効果が出ることが多いため、本研究では１
回目暴露の直前にNTSR1アゴニストとアンタ
ゴニストを投与した。しかしながら、NTSR1
の CFS への効果を検討するために、恐怖条件
付けの前や、条件付けの前と１回目暴露の前
の両方などに薬剤を投与する実験も将来的
に必要と考える。 
 
（８）本研究のまとめ 
本研究では、MS によって扁桃体の NTSR1 遺
伝子のプロモーター領域にエピジェネティ
ックな変化が生じ、成獣後の恐怖条件付け記
憶の増強を引き起こしている可能性がある
ことを示した。これは、扁桃体の NTSR1 遺伝
子のプロモーター領域のDNAのメチル化の変
化が、恐怖条件付け記憶と関連していること
を示した初めての研究である。しかしながら、
本研究では、エピジェネティックな変化が相
関しているだけなのか、因果関係があるのか
については証明することができていない。
ELS は、成人後の不安障害やうつ病発症・進
行の脆弱性に重要な役割を担っているとさ
れている。本研究の結果から、扁桃体の NTSR1
遺伝子を操作することによって、これらの疾
病から回復する可能性が示唆された。この仮
説を証明するためには、MSラットの扁桃体の
NTSR１遺伝子を過剰発現することによって、
MS によって増強された恐怖条件付け不安記
憶から回復するかどうかを確認する必要が
ある。 
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