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研究成果の概要（和文）：DREADDsシステムを用い、神経回路特異的に申請者らの確立したうつ病モデルにおける、改
善効果を行動レベルと分子レベルで調べた。まず逆行性ウィルスベクターを作成し、このウイルスの逆行性を確認して
起始核での2重感染に成功した。前頭葉－扁桃体回路の2重感染マウスを作出し、不安行動を評価した。マウスに外因性
のCNOを投与したところ、25例中15例で不安行動の改善を見出した。またグルココルチコイド受容体の細胞内シャペロ
ンタンパク質であるFKBP5遺伝子発現が上昇することを見出した。また高架式十字迷路を用いた不安行動の評価と有意
な相関を示し、発現の高い個体では不安が高いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：DREADDs is artificially expressed receptor system activated by CNO, but not 
endogenous ligands, and this new technology that enables to control circuit specific or molecular 
specific modification of neural activity. Using this technic, we challenged to ameliorate 
depressive/anxiety symptoms in our mouse model by assessing behavior and molecular changes. First, we 
developed a new AAV retro-transport vector which express CRE, and we used double infections of AAV and 
successfully introduced DREADDs in the PFC-amygdala circuit. When these mouse were injected with CNO, 
their anxiety behavior decreased (15 out of 25). In addition, FKBP5, a chaperone protein for 
glucocorticoid receptor, were increased in the PFC of the early-weaned mice. In addition, the expression 
level of FKBP5 was negatively correlated with the anxiety level, suggesting that this molecular is 
responsible for the higher anxiety in the early weaned mice.

研究分野：動物行動学
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１．研究開始当初の背景 
うつ病は成人の 15名に 1人が罹患している現
代社会の抱える重大な問題である。これまで

多くの抗うつ薬が開発されてきたが、その薬効

は不充分であり副作用を併せ持つものがほと

んどである。その障壁は、「病態神経細胞に

特異的に作用する薬物の開発」が困難であっ

たことに尽きる。申請者はこれまでマウスの情

動行動や不安行動に関わる神経細胞を同定

してきた。さらに早期離乳されたマウスにおけ

る不安亢進とうつ症状が生涯にわたり呈する

ことを見出し、母性環境によるうつ病のモデル

作出に成功した）。さらにその病態の責任細

胞を前頭葉から扁桃体に至る神経回路に同

定した。また申請者は Roth らが開発した
DREADDs システムを日本でいち早く導入し
た。DREADDs とはランダムミュータジェネシ
スで改変された受容体で、内在性のリガンド

に は 反 応 せ ず 、 人 工 的 リ ガ ン ド の

clozapine-N-oxide (CNO)のみで活性化する。
DREADDs はその構造特異性、in vivo 神経
系における機能、さらには DREADDs を介し
た刺激が、記憶の想起を強化させることが明

らかとなり、行動上の有用性が実証された。申

請者のこれまでの研究成果に本システムを導

入することで、病態神経細胞の機能を特異的

に回復させる基盤が整ったといえる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではランダムミュータジェネシスに

よって開発された Designer Receptors 
Exclusively Activated by Designer Drugs 
(DREADDs)を用い、DREADDsGqの遺伝子
をコードするアデノ随伴ウィルスを前頭葉

のうつ病態神経細胞特異的に導入し、その

細胞活性を自由に制御することで、非常に

安易かつ安全、副作用のないうつ病の遺伝

子治療法のマウスモデル系確立を目指す。

本手法は、これまでの薬効で最大の障壁と

されてきた、病態神経細胞に特異的に作用

する薬物の開発を可能とするだけでなく、

遺伝子療法では不可能と言われた症状に応

じた効能対処法までも可能にする革新的な

動物モデル評価系である。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下 2つの課題を行い、「ラン
ダムミュータジェネシス受容体システム

DREADDs を用いた精神障害の遺伝子療法
の確立」を目指す。 
１）申請者が同定した前頭葉から扁桃体へ

投射する前頭葉の病態神経細胞特異的に

DREADDsGqを導入し、不安行動とうつ様
行動が改善するかを調べる。 
２）申請者は病態神経細胞が示す神経栄養

因子である BDNFのプロモータ 3領域にお
ける発現抑制、さらにはその部位のヒスト

ン修飾（H3K9 のジメチル化）を見出しつ
つある。そこで DREADDsGqを介した神経
細胞の活性化により、病態神経細胞の示す

これらエピジェネティクス変化が改善され

るか、すなわち根治療法が可能か否かを調

べる、 
 
４．研究成果 
１）逆行性ウィルスベクターとして新たに

ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス DJ 型 、
mCherry-2A-Cre-TTC, FLEX-hrGFP、プロモ
ーターは CMV を名古屋大学山中章弘研に
依頼し、作成してもらった。このウイルス

の逆行性を確認し、起始核での 2重感染に
成功した。起始核でのウィルスベクターに

は平成 25年度同様にアデノ随伴ウイルス 9
型を用いた。前頭葉－扁桃体回路の 2重感
染マウスを作出し、不安行動を評価した。

ベクターによって Dreadds－Gqを発現した
マウスに外因性のCNOを投与したところ、
25例中 15例で不安行動の改善を見出した。
2 重感染の確認を行ったところ、改善の見
られた 15例中 9例で片則の 2重感染が確認
された。また残りの 6例においても発現神
経細胞数はすくないものの、僅かな感染細

胞が見つかった。また 2重感染の認められ
なかった 15例において、CNO投与で不安
行動が低下したものが 5例認められた。 
２）平成 25年度はグルココルチコイド受容
体の細胞内シャペロンタンパク質である

FKBP5 遺伝子発現が上昇することを見出
した。平成 26年度には、この遺伝子の転写
産物であるタンパク質としても変化するか

をウエスタンブロッティングで調べた。

FKBP5 蛋白は成長後の早期離乳マウスに
おいて、明瞭な発現の上昇は認められなか

ったものの、高架式十字迷路を用いた不安

行動の評価と有意な相関を示し、発現の高

い個体では不安が高いことが明らかとなっ



た。またグルココルチコイド受容体の下流

カスケードとして BDNFに着目し、プロモ
ータ特異的 mRNA発現量を調べた。その結
果、BDNF3のプロモータ特異的な低下を見
出した。この低下は早期離乳による恐怖関

連記憶の強度と逆相関した。また BDNFの
タンパク質量を ELISA 法で測定したとこ
ろ、同じく恐怖関連記憶の強度と逆相関し

た。このことから、BDNF のエピジェネテ
ィクス修飾が行動を修飾することが明らか

となった。BDNF の発現制御機構としてク
ロマチン修飾の中で H3K9me2 をターゲッ
トとして測定したが、その発現量には差が

なく、他のクロマチン修飾、あるいは DNA
メチル化修飾が鍵をにぎることが明らかと

なった。 
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