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研究成果の概要（和文）：心的外傷後ストレス障害（PTSD）は不安の増大を伴って長期に症状が続くが、その分子基盤
は明らかでない。本研究ではモデルラットを用いて、ストレスや情動に関与の深い脳内領域について、ホルモンCRHの
発現動態を免疫組織化学や分子生物学的手法によりPTSDとの関与を検討した。その結果、偏桃体におけるCRHニューロ
ン内での同ホルモンの増加や投射先のひとつである分界状床核での受容体遺伝子の発現上昇を受けて、CRHを介したホ
ルモン受容の変化がモデル動物に見られる不安行動の増大の原因であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a stress-related anxiety syndrome that 
develops after exposure to traumatic experience, but biological basis of the symptom is not known. Single 
prolonged stress (SPS) is an established animal model proposed for PTSD and mimics the pathophysiological 
and behavioral characteristics of PTSD. Using this model rats, we observed the expression change of 
corticotropin-releasing hormone (CRH) which is neurotransmitter involved in stress response and 
behavior.Immunohistochemical and molecular analyses revealed significant increases in expression of CRH 
in the central nucleus of the amygdala and its receptor in the bed nucleus of the stria terminalis of SPS 
rats.These results suggest that SPS paradigm alters stress-related factors in mammalian brains, and may 
provide the physiological and behavioral basis of PTSD.
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１． 研究開始当初の背景 

 
PTSDは、日常では経験し得ないような心
的外傷体験 (トラウマ)に後発する精神疾
患で、フラッシュバック等の症状が不安の

増大を伴い長期に持続する。しかし分子か

ら組織レベルに渡ってメカニズムは未だ不

明な部分が多い。PTSDでは副腎皮質から
グルココルチコイド基礎分泌量が減少しネ

ガティブフィードバックが亢進しているな

ど、内分泌環境の変化を起こしていること

が示唆されている。この事実より研究代表

者は、重度のストレス負荷後に脳内ホルモ

ン分泌の変化が起こり、脳機能障害が引き

起こされ情動異常につながると仮説を立て

た。 
 
２． 研究の目的 

 
PTSDモデルラットを使用した先行研究か
ら、不安反応の情動中枢である扁桃体にてコ

ルチコトロピン放出ホルモン（CRH）の発現
増加を観察した。この結果に基づき本研究計

画では、 
（１）扁桃体中心核（CeA）の CRH 発現変
化は、いかなる細胞内現象によって引き起こ

されるか 
（２）CRH の発現を上昇させたニューロン
はどの脳組織領域に投射し、どの様な分泌変

化を起こすか 
（３）CRH の発現上昇や分泌異常は、個体
レベルで不安行動の増強に結びついている

かについて調査し、ホルモン受容に根ざした

PTSD病症発現の分子機構解明を目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
（１） モデルラットの作出 
SPSラットは、薬理・行動学的な検証（SSRI
投与による症状緩和や、十字高架迷路試験

における不安行動の増加等）に加えて、唯

一 PTSD のネガティブフィードバック亢進
病態を内分泌学的に模した学際的にも認め

られたモデル動物である[Psychoendocrinol 
22:443-53 (1997)]。8週齢オスの SDラット
を用い、2 時間拘束ストレス・20 分強制水
泳・15 分休息・ジエチルエーテル深麻酔の
連続暴露（SPS 負荷）後、7 日の無接触期

をおいてこれを作製し、各種アッセイを行

った。対照(Cont)群には SPS 負荷操作を省
いたものを用いた。 
 
（２）各種アッセイ 
CRH の発現レベルを変化させた細胞現象に
ついて、エピジェネティックな変化や遺伝子

上流域で発現制御を行う DNA エレメントの
機能に着目し、分子生物学的手法を主体に解

析を行うことを予定した。発現変化を起こし

た扁桃体 CRH ニューロンの投射先をトレー
サー法により追跡、同定する。さらに生化学

的に分泌変化を観察し、組織細胞化学的に軸

索末端の構造変化を解析する。観察対象とな

る領域に対しての阻害剤投与と不安行動試

験を組み合わせて解析を行い、細胞－組織―

個体レベルの網羅解析を通して PTSD 病態
に対するホルモン CRH の相関を検討するこ
ととした。 
 
４． 研究成果 

 
安定したモデルラットの作出環境を得る

ための準備期間に時間を要したため、当初の

計画に変更を加えて実験を行った。 
 
（１）関心領域として設定していた CeA、
BNST 両領域に対しパンチアウト法を用い
て組織採取と total RNAの抽出を行い、プロ
ーブとして SurePrint G3 Rat GE 8x60 
Microarray (Agilent techonology)を用いて
二色法に基づいて DNA マイクロアレイを実
施し、SPSおよび Cont群間について遺伝子
発現の比較解析を行った。その結果、CeAに
おける CRH の遺伝子発現は有意な増加を示
し（TABLE 参照）グルココルチコイド受容
体の発現変動が見られなかったことと合わ

せて免疫組織学で観察された結果との一致

を確認することが出来た。また、BNSTにお
けるマイクロアレイ解析も同様に、先行研究

結果を支持する結果を得る事が出来た。これ

に加え、両領域からの CRH 受容体の発現上
昇も同時に観測しており、リガンド受容を介

した CRH 系の情動異常への大きな関与が新
たに示唆された。 
発現変化の分子機構については、同解析か

らヒストン各種およびヒストンアセチル化

酵素HDACやDNAメチル化酵素DNMTの



発現変動は認めておらず、当初予測していた

エピジェネティック変化との相関について

は現段階では不明である。対して、CREB5
の発現上昇を CeAにおいて認めたことから、
DNA エレメントを介した転写制御機構に異
常がある可能性が示された。 

 
 
 
 
 

 
 
 
（２）CeAにおける CRH陽性細胞の投射先
として不安反応に関連する BNSTおよび LC
を解析対象として計画していた。上記の結果

を受けて、受容体の発現増加を示した BNST
の重要性が高いと考えられる。精度の高いト

レーサー実験を行うため電気泳動装置を使

用したプロトコルに改良し、免疫組織化学法

と合わせた形態解析が現在進行中である。 
 
（３）先述の実験結果に従い、異常行動の分

子基盤をエピジェネティック変化に基づい

て検討するより、DNA エレメントを介した
転写発現異常と不安行動との相関調査を優

先し、今後も研究を展開していく。 
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