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序論 

 

気分障害、統合失調症、不安障害などの精神疾患は、精神機能の障害に伴う著しい精

神的苦痛や社会的機能低下をもたらす慢性疾患である。厚生労働省が 3 年毎に実施して

いる傷病別の患者属性の調査である『患者調査』によると、本邦における精神疾患患者

数は、1999 年には 204.1 万人であったのに対し 2014 年には 392.4 万人であり、近年の

精神疾患患者数の急激な増加がうかがえる。2013年から 2015 年にかけて実施された大

規模疫学調査からは、本邦における生涯有病率は気分障害と不安障害に限ったものでも

11.2%にのぼることが報告されており（精神疾患の有病率等に関する大規模疫学調査研

究）、現代社会において精神疾患はありふれた病気と言える。2004 年の世界保健機関

（WHO）の報告によると、本邦を含めほぼすべての先進国において、病的状態、障害、

早死により失われた年数を意味する障害調整生命年の最上位を精神神経疾患が占めて

いる(1)。さらに、2017 年には厚生労働省が、うつ病や自殺による本邦の経済損失額が

年間約 2.7 兆円にのぼるとの推計結果を公表している。2018 年には、このまま精神疾患

への対策が講じられなければ、2010 年から 2030 年の 20 年間において、世界経済に最

大 16兆ドルの損失が生じるとの報告がなされている(2)。このような現状から、精神疾

患への対策は現代社会における最重要健康課題の一つと言える。 

現代医療における精神疾患治療の柱の一つが、抗うつ薬や抗精神病薬を用いた薬物療

法である。一般的に「精神疾患は薬物により治療可能」と認識されており、実際に薬物

療法が一定の治療効果を示す。しかしながら、抗うつ薬による治療では改善作用が見ら

れない患者が多数存在することからも、既存の薬物療法だけでは十分でないことがうか

がえる。このように十分な精神疾患治療が実現しない要因の一つに、精神疾患の発症機

序の詳細が未だ不明であることが挙げられる。現状、臨床現場で用いられている精神疾

患治療薬が精神疾患病態の分子基盤に則して治療効果を発揮しているかは不明である。

つまり、より良い精神疾患治療の実現には、精神疾患の発症および治療に関わる分子基

盤の詳細な解析が必要である。 

セロトニン神経系は抗精神病薬、抗うつ薬、抗不安薬など多くの精神疾患治療薬の標

的となっているモノアミン神経系であり、精神疾患の発症や治療に強く関与することが

示唆される。脳内におけるセロトニン神経細胞は、脳幹の縫線核と呼ばれる領域に細胞

体が集中しており、この縫線核を起始核とし各脳領域に投射している。情動の制御にお

いて重要な役割を担うことが知られている大脳皮質前頭前野には、縫線核の背側部であ

る背側縫線核に局在するセロトニン神経が投射している。死後脳研究から、うつ病自殺

者の大脳皮質前頭前野では、セロトニントランスポーターが減少していることや(3)、

セロトニン受容体の１つであるセロトニン 1A受容体の結合能が増加していることが報

告されるなど(4)、背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神経系が精

神機能の調節において重要であることが示唆されている。 
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こうした背景から本研究では、精神疾患の発症および治療に関わる分子基盤の一端を

明らかにすることを目的に、背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神

経系に着目した遺伝子発現解析、行動薬理学的解析、エピゲノム解析を行った。 
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第１章 幼少期からの隔離飼育環境が背側縫線核－大脳皮質前頭前野間の神経回路の

遺伝子発現に及ぼす影響の検討 

 

これまでに双生児研究や家系研究から、精神疾患には遺伝性が認められてきた。2003

年のヒトゲノム解読以降は、精神疾患の原因遺伝子を同定することを目的に、気分障害

や統合失調症をはじめとした精神疾患のゲノムワイド関連解析が盛んに行われてきた。

しかしながら、遺伝要因のみでは精神疾患の発症を十分に説明できるには至らず、精神

疾患の発症には遺伝要因以外の要因、すなわち環境要因の寄与を無視することはできな

いものと考えられる。 

マウスなどのげっ歯類は離乳後から社会的に隔離した環境下で長期間飼育すると、成

熟後に多動、攻撃行動、感覚情報処理機能障害、認知機能障害、社会性行動障害、うつ

様行動、不安様行動といった異常行動を示す(5-10)。長期隔離飼育動物で出現する異常

行動は抗精神病薬、抗不安薬、抗うつ薬などにより改善することから、ヒト精神疾患の

一部を反映したものと考えられている(11, 12)。すなわち、長期隔離飼育動物は発育期の

環境要因を基盤とする精神疾患の分子基盤を解明する上で有用なモデル動物であるも

のと考えられる。 

隔離飼育動物の神経化学的解析から、大脳皮質前頭前野におけるドパミン代謝回転の

減少や側坐核におけるセロトニン代謝回転の減少といった定常状態におけるモノアミ

ン神経系の異常が見出されているほか(13)、電気ショックや覚せい剤投与といった外部

刺激に対するモノアミン神経系の反応性の亢進など、モノアミン神経系の機能異常がこ

れまでに報告されている(14-20)。とりわけ背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射する

セロトニン神経系の機能異常が、隔離飼育マウスで認められる異常行動に強く関与する

可能性が示されている。隔離飼育マウスでは他個体と遭遇することで多動や過剰な攻撃

行動を示すが、その際に背側縫線核が活性化し、背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投

射するセロトニン神経が過剰に興奮することで、大脳皮質前頭前野の細胞外セロトニン

量が増加することが明らかになっている。セロトニン神経系の興奮を薬理学的に抑制す

ることにより、隔離飼育マウスで認められる多動や攻撃行動が抑制されることから、背

側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神経の過剰興奮が隔離飼育によ

り引き起こされる精神機構異常の神経化学的基盤であるものと考えられている(21)。す

なわち、背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神経の易興奮性が、隔

離飼育のような環境要因により出現する精神機能異常の神経化学的基盤となる変化で

あるものと推定される。 

これまでに薬理学的、電気生理学的解析などから、大脳皮質前頭前野のセロトニン神

経系の起始核である背側縫線核は、攻撃性などの情動行動の制御において重要な脳領域

であることが報告されている(22-28)。また、大脳皮質前頭前野のセロトニン神経系の興

奮は、起始核である背側縫線核に局在する GABA 神経系からの抑制性の入力により調



 

4 

 

節されることが知られている(29-35)（図 1）。こうした知見から、大脳皮質前頭前野のセ

ロトニン神経系の易興奮性による情動行動の異常に、背側縫線核の GABA 神経系によ

る興奮制御機能の不全が関与する可能性が考えられる。 

GABA 神経系の神経伝達物質である GABA は抑制性神経伝達物質であり、グルタミ

ン酸デカルボキシラーゼ（GAD）の働きによりグルタミン酸から生成される。GAD に

は GAD67 と GAD65 の 2 つのアイソフォームが存在しており、ともに GABA の生成に

おいて重要な役割を担っている。これら合成酵素により生成された GABA は刺激に応

じてシナプス前終末（プレシナプス）から細胞外に放出され、シナプス後膜（ポストシ

ナプス）の GABA 受容体を刺激することで抑制性の神経伝達が起こる。GABA 受容体

はイオンチャネル型の GABAA受容体と代謝型の GABAB受容体に分類される。GABAA

受容体は 5つのサブユニットで構成される 5量体タンパク質であり、構成サブユニット

として、α1-6、β1-3、γ1-3、δ、ε、θ、π、ρ1-3 の 19種類が知られている。発現部位によ

りサブユニットの組み合わせに違いが見られることが知られているが、脳内では α1 サ

ブユニットが 2 つ、β2 サブユニットが 2 つ、γ2 サブユニットが 1 つからなる GABAA

受容体が最も多い。GABAB受容体は GABAB1サブユニットと GABAB2サブユニットか

ら構成されているヘテロ二量体である。GABAB1サブユニットには GABAB1aと GABAB1b

の主要な 2つのスプライシングバリアントが存在する。これら GABA合成酵素や GABA

受容体などの GABA神経系関連遺伝子（表 1）の発現量の変動が、GABA神経系の機能

に影響を及ぼすものと考えられる。 

そこで本章では、隔離飼育によって引き起こされる大脳皮質前頭前野セロトニン神経

系の易興奮性の分子基盤を明らかにすることを目的に、まず背側縫線核における GABA

神経系関連遺伝子の mRNA 発現量に及ぼす隔離飼育の影響について解析を行った。ま

た発現量の変化が認められた遺伝子に関しては、隔離飼育マウスが示す異常行動との関

連性について追究した。 

 

図 1．背側縫線核における抑制性の GABA神経によるセロトニン神経の調節 
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表 1. 脳内における主要な GABA神経関連遺伝子 
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実験方法 

 

1-1. 実験動物 

実験には、3 週齡の ddY 系雄性マウスを用いた。マウスは透明なケージ (24×17×12 

cm3) において 5 匹で集団飼育、あるいは壁が灰色の同じ大きさのケージにおいて 1 匹

で隔離飼育し、9週齡時から実験に用いた。飼育環境は室温: 23±1℃、照明時間: 1 日 12

時間(8:00~20:00)とし、水と固形飼料は自由に摂取させた。動物実験は「摂南大学動物

実験に関する規定」に準拠して倫理的に行った。 

 

1-2. 薬物 

 Baclofen および Phaclofen は sigma (St. Louis, MO, USA)より購入した。 

 

1-3. Real-time RT-PCR法 

 マウスから大脳皮質前頭前野または背側縫線核を単離後、Sepasol-RNA I Super G 

(Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)、クロロホルム、イソプロパノールを用いて total RNAを

抽出した。抽出した total RNAの 1 μgを ReverTra Ace (Toyobo, Osaka, Japan)により逆転

写し、cDNAを合成した。定量的 real-time PCR は THUNDERBIRD qPCR Mix (Toyobo)

と表 2に示したプライマーを用いて Thermal Cycler Dice Real Time System Single (Takara 

Bio, Shiga, Japan)にて解析した。なお、mRNA発現量は β-actin の mRNA 発現量で補正し

た。 

 

表 2．Real-time PCR法で用いたプライマー 
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1-4. Western blot 法 

 マウスから背側縫線核を単離後、RIPA Buffer (Nacalai Tesque)、SDS Solution (Nacalai 

Tesque)を加えて可溶化した。4℃で 1 時間静置した後、4℃、10,000 ×gにて 10分間遠

心分離し、上清を回収した。抽出したタンパク質の濃度を測定した後、RIPA Buffer、

2-mercaptoethanol を加え、タンパク質濃度が 2 mg/mL となるよう調製し、90℃で 2分

間加熱し、これをサンプルとした。1レーンあたり 10 μLのサンプルを 10 % SDS-ポリ

アクリルアミドゲルを用いて電気泳動した。その後、メンブレンに転写した後、スキ

ムミルクを含む TBS-T (Tris-buffered saline、0.1 % Tween20)、を用いて室温で 1時間ブ

ロッキングした。その後、1 次抗体として chicken anti-Tryptophan GABAB1 (1:10000; 

(36))、または rabbit IgG against GAPDH (1:3000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA. 

USA)と 4℃で一晩反応させた。反応後のメンブレンを TBS-T で洗浄した後、2 次抗体

として donkey anti-chicken IgY (1:10000; Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA)、

または swine anti-rabbit IgG (1:3000; DakoCytomation, Glostrup, Denmark)と室温で 60分

間反応させた。なお、1次抗体および 2次抗体の希釈には 1 %スキムミルクを含むTBS-T

を用いた。反応後のメンブレンを TBS-T で洗浄した後、タンパク質バンドを Western 

Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) と X線フィ

ルムで検出し、Image J にてタンパク質量を定量した。 

 

1-5. 自発運動量の評価 

マウスを測定用ケージ (30×30×30 cm3) に入れ、30分間の移動距離を ANY-maze video 

tracking softwareにて解析した。 

 

1-6．エンカウンター試験 (他のマウスと遭遇した際の多動の解析)  

図 2のように金網で仕切ったアクリルケージ (30×30×30 cm3) を用いて、仕切られた

大きい区画に解析マウスを入れ、2時間馴化させた。その後、相手マウスとして同週齡

の ddY 系雄性マウスを小さい区画に入れた後、20 分間ビデオ録画し、解析マウスの運

動時間を測定した。 

 

 

図 2．エンカウンター試験用の測定ケージ 

 金網で仕切られた大きい区画に解析マウス（集団飼育マウ

スまたは隔離飼育マウス）を、小さい区画に相手マウス（解

析マウスと同週齢の新奇 ddY マウス）を入れて、解析を行っ

た。 
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1-7. 攻撃行動の測定 

 解析マウスと、intruder マウスとして解析マウスと同週齢同性の ddY系マウスを、測

定用ケージ (24×17×12 cm) に入れ、20 分間ビデオ録画し、総攻撃行動時間を測定した。

解析マウスが示す intruder マウスへの噛み付き行動を攻撃行動として解析した。 

 

1-8. 強制水泳試験 

ビーカー (高さ 27 cm、直径 18 cm) に水温 25±1°Cの水を 13 cmの深さまで満たし、

その中で試験マウスを 6分間泳がせビデオに録画し、最後の 4分間における無動時間を

測定した。 

 

1-9. 背側縫線核への薬物の投与 

マウスの背側縫線核 (ブレグマより 4.4 mm後方、1.5 mm右側、頭蓋表面より深さ 3.8 

mm) にガイドカニューレ (長さ 4.0 mm: Eicom, Kyoto, Japan) を垂直方向から右側に 26

度の角度で挿入固定した（図 3）。術後、マウスに鎮痛薬としてブプレノルフィン (0.01 

mg/kg, i.p.) を投与し、１週間の回復期間を設けた。薬物の投与は Hamilton microsyringe

を用いて、ガイドカニューレに設置したインジェクションカニューレを介して行った。

薬液の投与量は 0.2 μL とし、5分間かけて投与した。 

 

 

図 3. 背側縫線核へのガイドカニューレ挿入 

 

 

1-10. 統計学的解析 

 データは全て「平均値±標準誤差」として表し、統計学的処理には StatView 5.0 J (SAS 

Institute Inc., Tokyo) を使用した。Student’s t 検定、あるいは二元配置分散分析の後に多

重比較検定として Tukey-Kramer 検定を行い、P < 0.05 のものを有意差ありとした。 
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実験結果 

 

1-1 背側縫線核における GABA神経系関連遺伝子発現量の解析 

隔離飼育マウスの異常行動の一部に背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセ

ロトニン神経系の過剰興奮が関与すること、また、この領域におけるセロトニン神経系

の興奮は GABA 神経により抑制性に調節されることが知られている。そこで、背側縫

線核および大脳皮質前頭前野における GABA神経系関連遺伝子のmRNA発現量に隔離

飼育が影響するかについて解析を行った。6週間の隔離飼育を行ったマウスより背側縫

線核と大脳皮質前頭前野を採取し mRNA 発現量を測定したところ、背側縫線核におい

て GABAB受容体サブユニットの一つである GABAB1aの発現量が有意に増加していた。

一方で、GABAAα1、GABAAβ2、GABAAγ2といった GABAA受容体のサブユニット、GABAB1b

や GABAB2といった他の GABAB受容体サブユニット、GAD67、GAD65といった GABA

合成酵素の mRNA 発現量には変化が見られなかった（図 4A）。また、大脳皮質前頭前

野では、今回解析したいずれの遺伝子においても mRNA 発現量に変化は見られなかっ

た（図 4B）。さらに、背側縫線核においてmRNAレベルで発現増加が確認されたGABAB1a

は、タンパク質レベルにおいても発現増加が確認された（図 5）。 

 

 

 

 

図 4．隔離飼育マウスの背側縫線核（A）と大脳皮質前頭前野（B）における GABA神経系

関連遺伝子の mRNA発現量の変化 

 隔離飼育マウスの背側縫線核では、GABAB受容体のサブユニットの 1つである GABAB1a

の mRNA 発現量が有意に増加していた。その他の GABA 神経系関連遺伝子の mRNA 発現

量に違いは見られなかった。一方で、大脳皮質前頭前野ではいずれの GABA 神経系関連遺

伝子の mRNA 発現量も集団飼育マウスと隔離飼育マウスの間に違いは見られなかった。

n=10-11。*P < 0.05 vs. 集団飼育マウス。 (Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016 から改変)  
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図 5．隔離飼育マウスの背側縫線核における GABAB1aのタンパク質発現量の変化 

 隔離飼育マウスの背側縫線核では、GABAB1aのタンパク質発現量が有意に増加していた。

n=4。**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 

 

 

1-2 隔離飼育マウスが示す異常行動と GABAB受容体の関連性についての解析 

本研究で注目している背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神経

系の過剰興奮は、隔離飼育マウスが他個体と遭遇した際に示す多動に関与することが知

られている。そこで次に、前項で発現量の増加が見られた背側縫線核の GABAB1a と隔

離飼育マウスの異常行動との関連性を明らかにするために、GABAB 受容体リガンドを

背側縫線核内投与した動物を用いて行動薬理学的手法により解析を行った。その結果、

GABAB受容体アゴニストである baclofenを 0.06 nmol投与した隔離飼育マウスでは、「他

個体と遭遇した際に出現する多動行動」が増悪した。また、対照群である集団飼育マウ

スに baclofenを 0.06 nmolの用量で投与した際に、「他個体と遭遇した際の運動量の増加」

が観察され、その多動は隔離飼育マウスと同程度であった。しかしながら、集団飼育マ

ウス、隔離飼育マウスともに、baclofen を 0.12 nmol の用量で投与した場合には、他個

体と遭遇した際の運動量に変化は見られなかった（図 6）。一方で、GABAB受容体アン

タゴニストである phaclofenを 0.1 nmolもしくは 0.3 nmolの用量で投与することにより、

隔離飼育マウスが「他個体と遭遇した際に示す多動」は減弱した。なお、phaclofen は

集団飼育マウスの運動量には影響を与えなかった（図 7）。 

 



 

11 

 

 

 

 

図 6．他個体と遭遇した際の行動に対する GABAB受容体アゴニスト baclofenの背側縫線核

内投与の影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、他個体と遭遇した際に、運動時間の有意

な増加が観察された（左図：マウスの運動の軌跡。右図：運動時間の定量結果）。GABAB

受容体アゴニスト baclofen を背側縫線核に 0.06 nmolの用量で投与すると、集団飼育マウス、

隔離飼育マウスともに、他個体と遭遇した際の運動時間が vehicle 投与マウスと比べて有意

に増加した。一方で、GABAB受容体アゴニスト baclofenを背側縫線核に 0.12 nmolの用量で

投与した場合は、集団飼育マウス、隔離飼育マウスともに、他個体と遭遇した際の運動時

間は vehicle投与マウスと同程度であった。二元配置分散分析の結果、飼育環境（F1, 33 = 34.39, 

P < 0.001）及び薬物（F2, 33 = 8.95, P < 0.001）による主効果が認められたが、交互作用（F2, 33 

= 0.35, P = 0.71）は認められなかった。n=5-8。**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。†P < 0.05 vs. 

vehicle投与マウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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図 7．他個体と遭遇した際の行動に対する GABAB受容体アンタゴニスト phaclofen の背側

縫線核内投与の影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、他個体と遭遇した際の、運動時間の有意

な増加が観察された（左図：マウスの運動の軌跡。右図：運動時間の定量結果）。GABAB

受容体アンタゴニスト phaclofenを背側縫線核に 0.1 nmolまたは 0.3 nmolの用量で投与する

と、他個体と遭遇した際に隔離飼育マウスで観察される多動が、集団飼育マウスレベルに

まで抑制された。一方で、GABAB受容体アンタゴニスト phaclofen の背側縫線核内投与は、

集団飼育マウスの運動時間に影響を及ぼさなかった。二元配置分散分析の結果、飼育環境

（F1, 33 = 9.69, P < 0.01）及び薬物（F2, 33 = 6.63, P < 0.01）による主効果と交互作用（F2, 33 = 6.59, 

P < 0.01）が認められた。n=4-8。**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。††P < 0.01 vs. vehicle投与マ

ウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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 さらに、隔離飼育マウスが示す他の異常行動に対する背側縫線核 GABAB受容体の関

与についても同様に解析を行った。その結果、「他個体と遭遇した際に見られる多動」

と同様に、隔離飼育マウスが示す「過剰な攻撃行動」は 0.06 nmol の baclofen を投与す

ることで増悪し、0.3 nmol の phaclofen を投与することで減弱した（図 8）。一方で、隔

離飼育マウスが示す「新奇環境下での多動」および「強制水泳試験における無動時間」

の増加に対しては、baclofen、phaclofen ともに影響を与えなかった（図 9, 10）。 

 

 

 

図 8．攻撃行動に対する GABAB受容体アゴニスト baclofen および GABAB受容体アンタゴ

ニスト phaclofenの背側縫線核内投与の影響 

 集団飼育マウスでは攻撃行動が認められなかったのに対し、隔離飼育マウスでは過剰な

攻撃行動が観察された。隔離飼育マウスで観察された過剰な攻撃行動は、GABAB受容体ア

ゴニスト baclofenを背側縫線核に 0.06 nmolの用量で投与することで増悪し、GABAB受容体

アンタゴニスト phaclofenを背側縫線核に 0.3 nmolの用量で投与することで減弱した。一方

で、GABAB受容体アゴニスト baclofen および GABAB受容体アンタゴニスト phaclofenの背

側縫線核内投与は、集団飼育マウスの行動には影響を及ぼさなかった。二元配置分散分析

の結果、飼育環境（F1, 20 = 60.73, P < 0.001）及び薬物（F2, 20 = 15.64, P < 0.001）による主効

果と交互作用（F2, 20 = 15.64, P < 0.001）が認められた。n.d =not detected。n=4-6。*P < 0.05, **P 

< 0.01 vs. vehicle投与マウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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図 9．強制水泳試験における無動時間に対する GABAB受容体アゴニスト baclofen および

GABAB受容体アンタゴニスト phaclofenの背側縫線核内投与の影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、強制水泳試験における無動時間が有意に

増加していた。集団飼育マウス、隔離飼育マウスともに、GABAB受容体アゴニスト baclofen 

および GABAB受容体アンタゴニスト phaclofen の背側縫線核内投与は無動時間に影響を及

ぼさなかった。二元配置分散分析の結果、飼育環境（F1, 19 = 40.12, P < 0.001）による主効果

が認められたが、薬物（F2, 29 = 0.50, P = 0.61）による主効果と交互作用（F2, 19 = 0.61, P = 0.56）

は認められなかった。n=4-5。*P < 0.05 vs. 集団飼育マウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 

2016から改変) 
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図 10．新奇環境下における多動に対するGABAB受容体アゴニスト baclofen および GABAB

受容体アンタゴニスト phaclofenの背側縫線核内投与の影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、新奇環境下における移動距離が有意に増

加していた。集団飼育マウス、隔離飼育マウスともに、GABAB受容体アゴニスト baclofen お

よび GABAB受容体アンタゴニスト phaclofen の背側縫線核内投与は移動距離に影響を及ぼ

さなかった。二元配置分散分析の結果、飼育環境（F1, 36 = 25.99, P < 0.001）による主効果が

認められたが、薬物（F4, 36 = 0.17, P = 0.95）による主効果と交互作用（F4, 36 = 0.065, P = 0.99）

は認められなかった。n=4-5。*P < 0.05 vs. 集団飼育マウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 

2016から改変) 
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考察 

 

本章では、隔離飼育マウスが示す異常行動の分子基盤を明らかにするために、背側縫

線核のセロトニン神経系の興奮制御に関わる GABA 神経系関連遺伝子の発現量解析を

行った。その結果、隔離飼育マウスでは背側縫線核において、GABAB 受容体のサブユ

ニットの 1つである GABAB1aの mRNA発現量およびタンパク質発現量が集団飼育マウ

スと比較して有意に増加していることを見出した。GABAB 受容体は、刺激が入力され

るとCa2+チャネルの抑制やK+チャネルの活性化を介して細胞膜に過分極を引き起こし、

神経細胞の興奮を抑制する働きを持つ受容体である。GABAB受容体は GABAB1サブユ

ニットと GABAB2サブユニットから構成されているヘテロ二量体であり、GABAB1サブ

ユニットにはリガンド結合部位が存在し、GABAB2サブユニットには Gタンパク質が共

役していることが知られている。GABAB1には GABAB1aと GABAB1bの主要な 2 つのス

プライシングバリアントが存在することが報告されている(37)。本研究において隔離飼

育マウスの背側縫線核で発現量の増加が見られた GABAB1a は主にプレシナプス側に局

在する GABAB受容体の構成サブユニットであることが知られており、プレシナプスか

らの GABA の放出を負に制御していることが報告されている。一方で、今回発現量の

変化が見られなかったGABAB1bを含むGABAB受容体は主にポストシナプス側に局在し

ており、GABAの放出への寄与は小さいと考えられている（図 11）(38, 39)。今回は、

隔離飼育マウスの背側縫線核における細胞外 GABA 量について検討を行っていないた

め、GABAB1aの発現増加が GABA の放出に及ぼす影響は不明であるが、これまでの報

告を考慮すると、隔離飼育マウスの背側縫線核では GABAB1a の発現量が増加している

ことで、抑制性神経伝達物質である GABA の放出が過剰に抑制され、セロトニン神経

系の脱抑制が生じている可能性が考えられる。 

 

 

図 11．GABAB受容体の構造と機能 
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今回行った行動薬理学的検討からは、背側縫線核内の GABAB受容体を刺激すること

により、隔離飼育マウスが他個体と遭遇した際に示す多動や過剰な攻撃行動が増悪する

ことが明らかとなった。また、集団飼育マウスにおいても背側縫線核内の GABAB受容

体刺激により、隔離飼育マウスと同様な多動が誘発されることも見出された。一方で、

背側縫線核内の GABAB受容体を遮断することにより、これら隔離飼育マウスの異常行

動が抑制された。しかしながら、GABAB 受容体リガンドは、隔離飼育マウスが示す新

奇環境下における多動や強制水泳試験における無動時間の増加といったうつ様行動に

は影響を及ぼさなかった。これまでに、背側縫線核の GABA 神経系はセロトニン神経

を負に制御することで感情の制御を行うことや(29-32, 34, 35, 40)、背側縫線核の GABAB

受容体刺激によりセロトニン神経の興奮と攻撃性が増加することが報告されている

(41)。こうした知見から、背側縫線核の GABAB 受容体の活性化は、隔離飼育マウスで

見られる異常行動のうち、攻撃行動などのように他個体との遭遇といった「社会的な刺

激が引き金となる異常行動」に関与するものと考えられる。一方で、集団飼育マウスで

は背側縫線核における GABAB受容体の刺激では攻撃行動を誘発するに至らなかったこ

とから、GABAB 受容体の刺激は攻撃行動を増悪させるのみであり、攻撃行動を引き起

こすには十分ではないものと推測される。 

また興味深いことに、背側縫線核内投与の検討では、低用量（0.06 nmol）の baclofen

の投与では隔離飼育マウスの異常行動に改善が見られたのに対し、高用量（0.12 nmol）

の baclofen の投与では隔離飼育マウスが示す異常行動は改善されないといった、ベル型

の用量反応を示した。これまでに背側縫線核を含むいくつかの脳領域において、低用量

（0.06 nmol）の baclofenはプレシナプス側の GABAB受容体に優先的に刺激するのに対

し、高用量（0.12 nmol）のbaclofenはプレシナプス側とポストシナプス側の両方のGABAB

受容体を刺激することが報告されている(42-45)。すなわち、低用量の baclofenはプレシ

ナプス側の GABAB受容体を刺激することで GABAの放出が抑制され、結果としてポス

トシナプス側の神経の脱抑制が起こるが、高用量の baclofen はポストシナプス側の

GABAB 受容体を刺激することで、直接的にポストシナプス側の神経を抑制するものと

考えられている(43, 46)。こうした用量による baclofenの作用機序の違いが、本研究にお

いてベル型の用量反応が見られた要因であるものと考えられる。つまり、ポストシナプ

ス側に発現している GABAB受容体よりもプレシナプス側に発現している GABAB受容

体、すなわち GABAB1aを含む GABAB受容体が、隔離飼育マウスの異常行動に強く関与

するものと想定される。現状、GABAB1aを含む GABAB受容体に選択性の高い薬物が存

在しないため、行動薬理学的解析では隔離飼育マウスの異常行動における GABAB1a の

関与を明らかにすることはできない。今後、遺伝子組み換えウイルスベクターを用いた

遺伝子過剰発現実験やノックダウン実験を行うことで、隔離飼育マウスで見られる異常

行動における GABAB1aの関与が明らかになるものと考えられる。 

 



 

18 

 

第 2章 隔離飼育による背側縫線核内の遺伝子発現変動の分子機序解析 

 

第 1 章において、隔離飼育といった環境要因により、背側縫線核において GABAB1a

の発現量が増加することを明らかとした。精神疾患の発症には環境要因が大きく寄与す

ることが知られており、環境要因による遺伝子発現変動の詳細を明らかにすることが、

精神疾患の発症における分子基盤の解明の一助となるものと考えられる。近年、環境要

因による遺伝子発現変動の機序として、DNA やヒストンタンパク質の化学的修飾を介

した遺伝子発現制御、いわゆるエピジェネティクスが提唱されており、環境要因が原因

で発症する疾患の分子基盤の一端であるものとして注目されている。実際に臨床研究か

ら、気分障害や統合失調症などの精神疾患におけるエピジェネティクスの関与が示唆さ

れており(47-52)、精神疾患の発症機序を解明する上で環境要因によるエピゲノム修飾の

解析は欠かせないものであると考えられる。 

DNAのメチル化は、すべての真核生物で見られる現象であり、主に DNAのシトシン

残基の 5 位にメチル基が付加される反応のことをいう。DNA のメチル化は、全てのシ

トシン残基で同様に観察されるものではなく、シトシン残基の 3’末端側にグアニン残基

が隣接する「CpG 部位」と呼ばれる配列で頻繁に観察される。CpG 部位はゲノム全体

に分布しているものの、その分布は一様ではなく特定の領域に集中して観察される。

CpG部位が集中して観察される領域は CpGアイランドと呼ばれ、CpGアイランドの多

くが遺伝子の転写開始点周辺に存在する（図 12）。一般的に、転写開始点周辺の CpGア

イランドにおける DNAのメチル化は遺伝子の転写抑制に関与しており、細胞の分化や

機能調節において重要な役割を担うものと考えられている(53-56)。DNA メチル化によ

る転写抑制機序の詳細ついては未だ不明な点が多く残されているが、メチル化された

DNA にヒストン脱アセチル化酵素がリクルートされることで、周辺のヒストンタンパ

ク質の脱アセチル化が生じ、後述の機序による転写抑制が生じるという仮説が一般的に

支持されている(57-59)。 

 

図 12. 転写開始点周辺の CpGアイランドにおける DNAメチル化が転写に及ぼす影響 

一般的に、転写開始点周辺の DNA メチル化の増加は遺伝子の転写を抑制し（A）、DNA

メチル化の減少は遺伝子の転写を促進する（B）。 
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 ヒストンタンパク質のアセチル化は DNAのメチル化と同様に、一般的なエピゲノム

修飾として知られている。ヒストンタンパク質のアセチル化は、8量体のヒストンコア

を形成するサブユニットである H2A、H2B、H3、H4の N末端側、所謂ヒストンテール

の Lys 残基において生じる。未修飾のヒストンテールは正電荷を帯びており、負電荷を

帯びた DNAを結合させることでヌクレオソーム構造を形成している。ヌクレオソーム

構造では DNA とヒストンが密接に結合しているため、転写因子などのタンパク質が

DNAに結合できず転写が抑制された状態となっている（図 13A）。しかしながらヒスト

ンテールがアセチル化されると、ヒストンテールの正電荷が中和されることによりヒス

トンテールと DNAの結合が弱くなり、ヌクレオソーム構造が緩和される（図 13B）。そ

の結果、転写因子が DNAと結合できるようになり、転写が促進する(60-62)。 

 

 

 

図 13. ヒストンタンパク質のアセチル化が転写に及ぼす影響 

 アセチル化されていないヒストンは DNA と密接に結合しているため、転写因子が DNA

に結合できず遺伝子の転写が抑制される（A）。一方で、ヒストンがアセチル化されると、

ヒストンの正電荷が中和されることによりヒストンと DNA の結合が弱くなり、ヌクレオソ

ーム構造が緩和され、転写因子が DNA に結合することで遺伝子の転写が促進する（B）。 

 

 

 このようなエピゲノム修飾は、後天的な環境要因により変動することが知られている。

そこで本章では、背側縫線核における GABAB1a 発現量が隔離飼育といった環境要因に

より増加する機序を明らかにすることを目的に、GABAB1a転写開始点周辺の DNAメチ

ル化やヒストンタンパク質アセチル化について解析をおこなった。 
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実験方法 

 

2-1. 実験動物 

 1-1.に準ずる。ただし 4週間の隔離飼育マウスは、3週齢から隔離飼育し、7週齢時に

各種実験に用いた。 

 

2-2. バイサルファイトシークエンス法 

背側縫線核および大脳皮質前頭前野から DNA抽出液 (150mM NaCl, 10mM Tris-HCl 

(pH8.0), 10mM EDTA , 0.1％SDS, 100μg/ ml proteinase K)、TE飽和phenol (Nacalai Tesque)、

phenol:chloroform:isoamyl alcohol 25:24:1 (pH7.9)(Nacalai Tesque) および ethanolを用いて

ゲノム DNA を抽出した。 DNA のバイサルファイト処理は、MethylEasy Xceed Rapid 

DNA Bisulphite Modification Kit (Takara Bio) を用いて行った。バイサルファイト処理し

たDNAを鋳型として、表 3に示すプライマーを用いて PCRにより目的領域を増幅した。

得られた PCR産物は電気泳動後、QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

を用いて単離精製した。精製した DNAは pGEM-T Easy vector (Promega, Madison, WI, 

USA) を用いてクローニングし、DNA配列決定サービス (Fasmac, Kanagawa, Japan) に

より配列を決定した。解析には、マウス 1匹あたり正しい配列のインサートを含む 8~10

の独立した組換えクローンを用いた。 

 

 

表 3．バイサルファイトシークエンス法で用いたプライマー 

 

 

 

2-3. クロマチン免疫沈降法 

5匹のマウスの背側縫線核を 1サンプルとして使用した。単離した組織は液体窒素で

凍結し、ドライアイス上で小片 (1~2 mm) に細断した。細断した組織に 1％ホルムアル

デヒドを含有するリン酸緩衝食塩水 (PBS) を 10 ml 加え、室温にて 15 分間ローテータ

ーを用いて転倒混和した。転倒混和後、ChIP-IT Express Enzyme Kit (Active Motif, Carlsbad, 

CA, USA) 付属のグリシン溶液を 2 ml 添加し、さらに 5分間転倒混和した。その後、ダ

ウンスホモジナイザーの Looseペストル (Wheaton, Millville, NJ, USA) を用いて組織を

ホモジナイズし、4 ℃、720 ×gで 5分間遠心分離した。上清を完全に取り除いたペレッ

トにプロテアーゼ阻害剤カクテルおよび PMSF を含む溶解バッファーを 1 ml 添加し、
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氷上で 30分間インキュベートした。その後、ダウンスホモジナイザーの Tight ペストル

を用いてホモジナイズし、4 ℃、720 ×gで 10分間遠心分離することで核抽出物を得た。

各抽出物は 1 ml の氷冷 PBS で 2 回洗浄した後、ChIP-IT Express Enzyme Kit 付属の

Digestion Buffer を 350 μL 添加し再懸濁した。クロマチンの調製は、ChIP-IT Express 

Enzyme Kit を用いて、付属のマニュアル通り行った。得られたクロマチンと抗アセチル

化ヒストン H3 および抗アセチル化ヒストン H4抗体 (Active Motif) を用いて 4 ℃で一

晩、免疫沈降を行った。ChIP DNA と Input DNA は phenol:chloroform:isoamyl alcohol 

25:24:1 (pH7.9)(Nacalai Tesque) および ethanolで精製し、Thermal Cycler Dice Real Time 

System (Takara Bio) と表 4 に示したプライマーを用いて、gabbr1 遺伝子の CpGアイラ

ンド領域を定量した。 

 

 

表 4．クロマチン免疫沈降法で用いたプライマー 

 

 

 

2-4. 統計学的解析 

 1-10 に準ずる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

22 

 

実験結果 

 

2-1. 隔離飼育マウスの背側縫線核における GABAB1遺伝子の DNAメチル化の解析 

GABAB1 遺伝子には、2 つの主要なスプライシングバリアント、GABAB1a および

GABAB1bが存在するが、それぞれの発現制御は異なるプロモーターにより調節されるこ

とが知られている(63)。 GABAB1aおよび GABAB1bの転写開始点の周辺には、それぞれ

CpGアイランド（CGの割合が 60％以上、観察された CpG数が理論上予想される CpG

数の 60％以上、および長さが 200 塩基対以上）が 1 つずつ存在している（CpG アイラ

ンド 1 および 2）（図 14）。こうした CpG アイランドの局在から、CpG アイランド 1 お

よび 2 における DNA のメチル化が、それぞれ GABAB1aおよび GABAB1bの転写を調節

するものと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14．GABAB1遺伝子の構造 

 GABAB1遺伝子には GABAB1aと GABAB1bの主に 2 つのスプライシングバリアントが存在

する。2 つのスプライシングバリアントは転写開始点が異なり、それぞれの転写開始点の周

辺には CpGアイランドが存在する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GABAB1 遺伝子 

GABAB1a mRNA 

GABAB1b mRNA 

CpG アイランド 

1 2 1 kb 
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そこで本項では、背側縫線核における GABAB1遺伝子の 2つ CpGアイランドの DNA

メチル化が隔離飼育により影響を受けるかについて解析を行った。GABAB1 遺伝子の

CpG アイランド 1 には 53 個の CpG 部位が存在するが、背側縫線核における 53 箇所の

CpG部位の DNAメチル化について解析したところ、集団飼育マウス、隔離飼育マウス

ともに、ほとんどの CpG 部位の DNA メチル化率は低値を示した。しかしながら、

GABAB1aの転写開始点の 516塩基対下流に位置する CpG部位の DNAメチル化は、集団

飼育マウスにおいて比較的高い割合を示し、隔離飼育マウスでは集団飼育マウスと比べ

て有意に DNAメチル化が減少していることが明らかとなった（図 15）。 

 

図 15．隔離飼育マウスの背側縫線核の CpGアイランド 1における DNAメチル化率 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、GABAB1a 転写開始点の 516 塩基対下流の

CpG 部位において、DNAメチル化率の有意な減少が見られた。n=8。*P < 0.05 vs. 集団飼育

マウス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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一方で CpG アイランド 2 には 44 個の CpG 部位が存在するが、CpG アイランド 1 と

は異なり、集団飼育マウス、隔離飼育マウスとも、高い割合で DNAメチル化が見られ

た。また、いずれの CpG部位においても DNAメチル化に両飼育環境間で違いは見られ

なかった（図 16）。 

 

 

 

図 16．隔離飼育マウスの背側縫線核の CpGアイランド 2における DNAメチル化率 

 集団飼育マウスと隔離飼育マウスで DNA メチル化率に違いは見られなかった。n=8。 

 

 

背側縫線核で DNAメチル化率に変化が見られた CpGアイランド 1について、大脳皮

質前頭前野においても同様の解析を行った。その結果、大脳皮質前頭前野では CpG ア

イランド 1 における DNA メチル化に変化は認められなかった（図 17）。

(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 

 

 

 

図 17．隔離飼育マウスの大脳皮質前頭前野の CpGアイランド 1における DNAメチル化率 

 集団飼育マウスと隔離飼育マウスで DNA メチル化率に違いは見られなかった。n=8。

(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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2-2. 隔離飼育マウスの背側縫線核における GABAB1 遺伝子の転写開始点周辺のヒスト

ンアセチル化の解析 

ヒストンアセチル化による転写制御には、主にヒストン H3 サブユニットおよびヒス

トン H4 サブユニットのアセチル化が関与することが知られている。そこで、GABAB1a

の転写開始点周辺および GABAB1bの転写開始点周辺において、ヒストン H3 とヒストン

H4 のアセチル化の状態について解析を行った。その結果、隔離飼育マウスの背側縫線

核では GABAB1aの転写開始点周辺において、ヒストン H3 のアセチル化率の有意な増加

が観察された。一方で、GABAB1bの転写開始点周辺においては、ヒストン H3 のアセチ

ル化率に両飼育環境間で違いは認められなかった（図 18A）。また、ヒストン H4 のア

セチル化率に関しては、GABAB1a の転写開始点周辺および GABAB1b の転写開始点周辺

ともに、飼育環境による違いは見られなかった（図 18B）。 

 

 

 

 

図 18．隔離飼育マウスの背側縫線核の GABAB1 遺伝子転写開始点周辺におけるヒストン

H3、H4のアセチル化率の変化 

 (A) 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、GABAB1a転写開始点周辺におけるヒス

トン H3のアセチル化が有意に増加していた。一方で、GABAB1b転写開始点周辺におけるヒ

ストン H3 のアセチル化には、集団飼育マウスと隔離飼育マウスで違いは見られなかった。

(B) H4 のアセチル化は、GABAB1a転写開始点周辺、GABAB1b転写開始点周辺ともに、集団

飼育マウスと隔離飼育マウスとで違いは見られなかった。n=5。*P < 0.05 vs. 集団飼育マウ

ス。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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2-3. 隔離飼育マウスで見られる異常行動とGABAB1aの発現量およびDNAのメチル化と

の相関性に関する解析 

これまでの検討から、隔離飼育マウスの背側縫線核において、GABAB1遺伝子のエピ

ゲノム修飾の変化が観察された。こうしたエピゲノム変化による GABAB1a の発現増加

が、隔離飼育マウスで出現する異常行動に関与する可能性が推測される。この仮説を実

証するためには、標的のエピゲノム変化を人為的に制御したマウスを作製し、表現型を

解析することが望ましい。しかしながら、現状では標的のエピゲノム変化を制御するよ

うな技術は確立されていない。 

そこで本研究では、隔離飼育マウスでみられる異常行動と GABAB1a の発現量および

DNA のメチル化との関係性を明らかにすることを目的に、異常行動が十分に観察され

ない隔離飼育 4週間後のマウスにおいてmRNA発現量およびDNAのメチル化を解析し、

異常行動と mRNA発現量および DNAのメチル化との相関性を評価した。まず、4週間

の隔離飼育を行ったマウスにおいて行動を解析したところ、6週間の隔離飼育と異なり、

他個体と遭遇した際の多動は見られなかった（図 19）。 

 

 

図 19．4週間または 6週間の隔離飼育が新規マウスと遭遇した際の行動に及ぼす影響 

 6 週間の隔離飼育では、集団飼育と比べて運動時間の有意な増加が観察されたのに対し、

4 週間の隔離飼育では運動時間の有意な増加は認められなかった（左図：マウスの運動の軌

跡。右図：運動時間の定量結果）。二元配置分散分析の結果、飼育環境（F1, 20 = 50.18, P < 0.001）

及び飼育期間（F1, 20 = 20.92, P < 0.001）による主効果と交互作用（F1, 20 = 10.29, P < 0.01）が

認められた。n=6。**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。††P < 0.01 vs. 4 週間飼育マウス。

(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 

 

 

、 
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こうした 4 週間隔離飼育したマウスの背側縫線核では、GABAB1a mRNA 発現量の有

意な増加は見られなかった（図 20）。 

 

 

 

 

図 20．4週間の隔離飼育が背側縫線核の GABAB1a mRNA発現量の及ぼす影響 

 4週間の隔離飼育では、背側縫線核の GABAB1a mRNA発現量の有意な増加は認められな

かった。n=10-11。(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 

 

 

また、背側縫線核における GABAB1遺伝子の DNA メチル化についても解析したとこ

ろ、6週間の隔離飼育で観察された CpGアイランド１における DNAメチル化率の有意

な減少は 4週間の隔離飼育では認められなかった（図 21）。 

 

 

 

図 21．4週間の隔離飼育が背側縫線核の CpGアイランド 1におけるメチル化率に及ぼす影

響 

 4 週間の隔離飼育では有意な DNA メチル化率の減少は認められなかった。n=6。

(Neuropharmacology, 101, 1-12, 2016から改変) 
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考察 

 

 本章では、隔離飼育マウスの背側縫線核で見られる GABAB1a の発現増加とエピゲノ

ム修飾の関連性を明らかにするために、GABAB1遺伝子の転写開始点周辺における DNA

のメチル化やヒストンタンパク質のアセチル化について解析した。その結果、隔離飼育

マウスにおいて GABAB1a の発現増加が見られた背側縫線核では、GABAB1a の転写開始

点周辺の DNA のメチル化が減少するとともにヒストン H3 のアセチル化も増加してお

り、転写促進が推察されるようなエピゲノム修飾の変化が観察された。一方で、発現変

動が見られなかった GABAB1bの転写開始点周辺では、DNAのメチル化にもヒストンタ

ンパク質のアセチル化にも変化は認められなかった。さらに、第 1 章で GABAB1aの発

現変動が見られなかった隔離飼育マウスの大脳皮質前頭前野では、背側縫線核とは異な

り DNA メチル化の減少は観察されなかった。さらに、4 週間隔離飼育したマウスを用

いた検討から、GABAB1aの転写開始点周辺におけるエピゲノム修飾の変化は、GABAB1a

の mRNA発現量や異常行動と相関していることも明らかとなった。 

これらの結果は、環境要因によるエピゲノム修飾の変化が脳領域依存的、遺伝子依存

的、時間依存的に生じることを示すとともに、隔離飼育により引き起こされる異常行動

にエピゲノム修飾の変化が関与する可能性を強く示唆するものである。 

GABAB1aの転写開始点の上流 84塩基対から 7 塩基対の領域は、ヒトとマウスの間に

おいても配列が 93％一致するなど高度に保存されている。この領域には転写において

重要となる TATAボックスは存在しないが、転写因子である SP1の結合サイトが存在す

るなど転写において重要な領域であることが知られている(63)。したがって、GABAB1a

の転写開始点周辺におけるDNAメチル化の減少がヒストンH3のアセチル化を誘導し、

SP1 などの転写因子の結合を促進することで転写が活性化している可能性が考えらえ

る。 

また、隔離飼育により DNAのメチル化率が減少した GABAB1a転写開始点周辺の CpG

アイランド１には、転写因子である Egr-1の結合部位が存在する。Egr-1は、DNAメチ

ル基転移酵素やヒストン脱アセチル化酵素などのエピジェネティクス関連酵素と複合

体を形成し、エピゲノム修飾に関与することが知られている(64)。また、我々の予備的

検討から隔離飼育マウスの背側縫線核では Egr-1の発現量が減少していることが明らか

となっている。こうした知見から、隔離飼育環境により、背側縫線核において Egr-1の

発現量が減少することで、GABAB1a転写開始点周辺での DNAメチル基転移酵素やヒス

トン脱アセチル化酵素の結合量が減少し、DNA メチル化の減少やヒストンタンパク質

のアセチル化の増加が引き起こされる可能性も想定される。 

第 1章と第 2章を通して、隔離飼育により生じる背側縫線核での GABAB1遺伝子のエ

ピゲノム修飾変化が異常行動の出現に関与する可能性が示された。こうした研究結果は、

精神疾患の発症に脳領域選択的かつ遺伝子選択的なエピゲノム修飾の変化が関与する
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ことを示唆している。しかしながら、既存の治療薬は脳領域選択的あるいは遺伝子選択

的な作用を期待できるとは言い難い。こうした選択性の欠如が副作用の発現などにつな

がる可能性も考えられる。すなわち、より効果的な治療法の開発には、脳領域選択的か

つ遺伝子選択的なエピゲノム修飾の制御が重要となってくるものと考えられる。現状、

エピゲノム修飾の制御機構については不明な点も多い。今後、エピゲノム修飾を疾患の

治療標的とするためには、エピゲノム修飾を引き起こすシグナルを含めたエピゲノム修

飾制御機構の解明やエピゲノム修飾を人為的に導入できるような技術の開発が必要に

なるものと考えられる。 
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第 3章 背側縫線核－大脳皮質前頭前野間の神経回路に注目した漢方薬の作用機序の

解析 

 

 第 1章と第 2章から、隔離飼育マウスの背側縫線核では、エピゲノム修飾の変動を介

した GABAB1aの発現増加が生じることを明らかにした。こうした GABA 神経系の異常

による大脳皮質前頭前野セロトニン神経系の機能不全が異常行動の出現につながるも

のと考えられる。こうした知見から、背側縫線核の GABAB1a 発現変動や大脳皮質前頭

前野のセロトニン神経系は、精神疾患治療薬の作用機序を評価する際の指標として有用

であるものと考えられる。 

精神疾患の薬物治療に用いられる薬物は、主に抗精神病薬や抗うつ薬などのいわゆる

西洋薬である。一方で、比較的軽度な精神疾患の治療や西洋薬では効果が認められない

場合や副作用が強い場合においては漢方薬が用いられることがあり、十分な有効性が認

められている。加えて、漢方薬は西洋薬と比べて副作用が軽度であるといった利点も有

している。しかしながら、西洋薬とは異なり、漢方薬は作用機序の科学的根拠に乏しく、

エビデンスに基づく治療を重視する現代医療において漢方薬の使用は十分に進んでい

ない。こうした背景から、漢方薬の作用に関する基礎的知見の集積が精神疾患の治療に

おける漢方薬の適切な使用を促し、治療効果が高く副作用の少ない精神疾患治療の実現

に貢献しうるものと考えられる。 

加味温胆湯は、半夏、陳皮、茯苓、甘草、生姜、竹筎、枳実、遠志、人参、大棗、酸

棗仁、地黄、玄参の 13 種類の生薬で構成される漢方処方であり、古来より不安や不眠

症に対して用いられてきた。これまでに臨床研究から、認知機能障害や気分変調を伴う

患者のうつ症状および倦怠感に対して加味温胆湯が有効であることが報告されている

(65, 66)。また前臨床研究から、加味温胆湯が脳内のアセチルコリン神経系の機能を増

強することや、神経栄養因子の放出を増加させることなどが報告されている(67-69)。こ

れらの報告は、加味温胆湯が中枢神経系の機能障害を改善させる可能性を示すものと考

えられる。 

 そこで第 3 章では、背側縫線核の GABAB1aの発現量や大脳皮質前頭前野セロトニン

神経系の機能を指標に、加味温胆湯の作用機序を追究した。 
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実験方法 

 

3-1. 実験動物 

1-1に準ずる。 

 

3-2. 漢方薬のエキスの作成 

加味温胆湯を構成する生薬（表 4）を 3日分に水を 1000 ml 加え、60分間煎出した後

に吸引濾過し、凍結乾燥したものを実験に供した。加味温胆湯のエキス抽出率は 21 %

であった。 

 

表 5．加味温胆湯の構成生薬の 1日量 

 

 

 

3-3. 薬物投与スケジュール 

 反復投与の実験は、9週齢時から 1日 1回 14日間 1000 mg/kgの用量で加味温胆湯を

経口投与し、最終投与の 24 時間後に行動実験および遺伝子発現量の解析を行った。単

回投与の実験は、9週齢のマウスに各薬物を経口投与し、1時間後に行動実験を行った。 

 

3-4．エンカウンター試験（他のマウスと遭遇した際の多動の解析） 

1-6に準ずる。 

 

 



 

32 

 

3-5. Real-time RT-PCR法 

1-3に準ずる。 

 

3-6. 自発運動量の評価 

1-5に準ずる。 

 

3-7. 強制水泳試験 

1-8に準ずる。 

 

3-8. In vivo 脳微小透析法による細胞外モノアミン量の測定 

 マウスの大脳皮質前頭前野（ブレグマより 1.9 mm前方、0.5 mm右側方、頭蓋表面よ

り深さ 0.8 mm）にガイドカニューレ（4.0 mm: Eicom）を挿入固定した。術後、マウス

に鎮痛薬として Buprenorphine (0.01 mg/kg, i.p.）を投与し個別ケージにて飼育した。測

定時は透析プローブ（膜長 3.0 mm: Eicom）をガイドカニューレに挿入し、リンゲル液

（147.2 mM NaCl, 4.0 mM KCl, 2.2 mM CaCl2）を流速 1.0 μl/min で灌流した。サンプルは

20 分単位で回収し、直ちに高速液体クロマトグラフィー/電気化学検出器（HPLC/ECD）

システムに連続自動インジェクションした。なお、測定には術後 24 時間以上 48時間以

内のマウスを使用した。ノルアドレナリン、ドパミンおよびセロトニン量の分析には、

HPLC/ECDシステムを用い、以下の条件で測定を行った。カラムには Eicompak CAX (2.0 

mm i.d.×30 mm: Eicom) を用い、HPLCの移動相には 2.7 mM 酢酸、67.3 mM 酢酸アンモ

ニウム、50 mM 硫酸ナトリウム、50 mg/ml EDTA・2Na を用いた。流速 0.25 ml/min、カ

ラム温度 35℃、ECDの加圧電圧 450 mV とし、参照電極には Ag/AgCl 電極、作用電極

にはグラファイト標準電極を用いた。解析には Power Chrom (eDAQ, Nagoya, Japan) を

用い、サンプル中のノルアドレナリン、ドパミンおよびセロトニン量は、あらかじめ求

めた標準物質との面積比より算出した。薬物処置あるいは新奇マウスを導入する直前の

3 サンプルの平均値を基礎遊離量とし、ノルアドレナリン、ドパミンおよびセロトニン

量の変化は、基礎遊離量を 100％とした際の変化率で表した。 

 

3-9. 統計学的解析 

 データは全て「平均値±標準誤差」として表し、統計学的処理には StatView 5.0 J (SAS 

Institute)を使用した。細胞外モノアミン量変化の解析は、反復測定二元配置分散分析を

行った。その他の解析は Student’s t 検定、あるいは二元配置分散分析の後に多重比較検

定として Tukey-Kramer 検定を行い、P < 0.05 のものを有意差ありとした。 
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実験結果 

 

3-1. 加味温胆湯の反復投与が隔離飼育マウスの異常行動と背側縫線核における

GABAB1a発現増加に及ぼす影響 

本章ではまず、隔離飼育マウスの背側縫線核における GABAB1aの発現増加に加味温

胆湯の投与が影響を及ぼすかについて検討を行った。第 2章より、隔離飼育マウスの背

側縫線核における GABAB1aの発現増加にはエピゲノム修飾の変化が関与することが示

唆されたことから、加味温胆湯の投与期間はエピゲノム修飾の変化が十分に生じるもの

と想定される 14日間とした。9週齢の隔離飼育マウスに加味温胆湯を反復投与した結

果、隔離飼育マウスが示す他個体と遭遇した際の多動は、集団飼育マウスと同程度にま

で抑制されることが明らかとなった（図 22）。 

 

図 22．隔離飼育マウスが他個体と遭遇した際に示す多動に対する加味温胆湯の反復投与の

影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、他個体と遭遇した際に多動が見られた。

この多動は、加味温胆湯を 1000 mg/kgの用量で 1日 1回 14日間経口投与することで抑制さ

れた（A）。n=8-10。*P < 0.05 vs. 集団飼育マウス。†P < 0.05 vs. vehicle投与マウス。 
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しかしながら、加味温胆湯の反復投与は、隔離飼育マウスの背側縫線核における

GABAB1aの mRNA発現増加に影響を与えなかった（図 23）。本結果から、加味温胆湯

は背側縫線核の GABAB1aの発現量調節とは異なる作用機序により、異常行動を改善す

るものと考えられた。 

 

 

 

 

図 23．隔離飼育マウスの背側縫線核における GABAB1a mRNA発現量の増加に対する加味

温胆湯の反復投与の影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、背側縫線核において GABAB1a mRNA発現

量の有意な増加が見られた。この GABAB1a mRNA発現量の増加に対して、加味温胆湯 (1000 

mg/kg) の 1日 1回 14 日間経口投与は影響を及ぼさなかった。n=4-8。*P < 0.05 vs. 集団飼育

マウス。 
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3-2. 行動薬理学的解析による加味温胆湯と西洋薬の作用比較 

前項での結果から、加味温胆湯の反復投与は異常行動を改善するものの、GABAB1a

の遺伝子発現変動には影響を与えないことが示された。そこで次に、加味温胆湯の単回

投与のみで隔離飼育マウスの異常行動が改善するか否かを検討したところ、加味温胆湯

の投与は隔離飼育マウスが示す他個体と遭遇した際の多動に対して、用量依存的な改善

作用を示すことが明らかとなった。また、同様に単回投与で効果が見られる西洋薬と作

用を比較することを目的に、選択的セロトニン再取り込み阻害作用を有する抗うつ薬で

ある fluoxetineおよびドパミンD2/セロトニンセロトニン 2受容体遮断作用を有する抗精

神病薬である risperidoneにおいても同様の検討を行った。その結果、fluoxetine、

risperidone ともに、隔離飼育マウスが示す他個体と遭遇した際の多動を有意に抑制した

（図 24）。 

 

 

 

 

図 24．他個体と遭遇した際の隔離飼育マウスの多動に対する加味温胆湯および西洋薬の影

響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、他個体と遭遇した際に多動が見られた。

この多動は、加味温胆湯 (1000 mg/kg)、fluoxetine (30 mg/kg)、risperidone (0.03 mg/kg) によ

り有意に抑制された。n=4-11。**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。††P < 0.01 vs. vehicle投与マウ

ス。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018から改変) 
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加味温胆湯の単回投与は、隔離飼育マウスが示す強制水泳試験における無動時間の増

加に対しても改善作用を示した。加味温胆湯と同様に fluoxetine も隔離飼育マウスが示

す強制水泳試験における無動時間の増加に対しても改善作用を示した。一方で、

risperidoneは隔離飼育マウスが示す強制水泳試験における無動時間の増加に対しては改

善作用を示さなかった（図 25）。 

 

 

 

 

図 25．隔離飼育マウスが示す強制水泳試験における無動時間の増加に対する加味温胆湯お

よび西洋薬の影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、無動時間の増加が見られた。この無動時

間の増加は、加味温胆湯 (1000 mg/kg)、fluoxetine (30 mg/kg)により有意に抑制されたが、

risperidone (0.03 mg/kg)は無動時間に影響を及ぼさなかった。n=6-11。**P < 0.01 vs. 集団飼育

マウス。††P < 0.01 vs. vehicle投与マウス。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018から改変) 
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しかしながら加味温胆湯の単回投与は、隔離飼育マウスが示す新奇環境下における多

動を抑制しなかった。加味温胆湯と同様に fluoxetine も隔離飼育マウスが示す新奇環境

下における多動を抑制しなかった。一方で、risperidone は隔離飼育マウスが示す新奇環

境下における多動を有意に抑制した（図 26）。 

 

 

 

 

図 26．隔離飼育マウスが示す新奇環境下における多動に対する加味温胆湯および西洋薬の

影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、新奇環境下における多動が見られた。こ

の多動は、加味温胆湯 (1000 mg/kg)、fluoxetine (30 mg/kg)では抑制されなかったが、

risperidone (0.03 mg/kg)により有意に抑制された。n=6-13。**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。††P 

< 0.01 vs. vehicle投与マウス。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018から改変) 

 

 

以上の結果より、加味温胆湯は単回投与でも隔離飼育マウスの異常行動を改善するこ

と、またその改善作用は抗うつ薬である fluoxetine と類似しているが、抗精神病薬であ

る risperidone とは異なることが明らかとなった。 
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3-3. 大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に対する加味温胆湯の作用 

前項での行動薬理学的解析から、加味温胆湯の作用は抗うつ薬である fluoxetine と類

似していることが明らかになったことから、加味温胆湯は fluoxetine と同様にセロトニ

ン神経系に作用する可能性が推測された。そこで、in vivo脳微小透析法を用いて、大脳

皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に及ぼす加味温胆湯投与の影響について解析を行

なった。その結果、加味温胆湯投与群において経口投与の 40 分後をピークとした細胞

外セロトニン量の増加が観察された。一方で、細胞外のノルアドレナリン量やドパミン

量には変化は認められなかった（図 27A-C）。細胞外セロトニン量の変化を Net-AUC

（図 27D）で評価したところ、加味温胆湯による有意な細胞外セロトニン量の増加が認

められた（図 27E）。以上の結果より、加味温胆湯は fluoxetine と同様に、細胞外セロ

トニン量の増加を介して異常行動を改善する可能性が考えられた。 

 

 

図 27．加味温胆湯が大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に及ぼす影響 

 図の矢印で示した位置で加味温胆湯の経口投与を行った。加味温胆湯 (1000 mg/kg)は、細

胞外ノルアドレナリン量、細胞外ドパミン量には影響を及ぼさなかったが、細胞外セロト

ニン量を有意に増加させた。n=5。***P < 0.001 vs. vehicle。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018

から改変) 
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3-4. 大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に対する加味温胆湯の一味抜きエキスの

作用 

前項までの結果から、加味温胆湯に細胞外セロトニン量増加作用が見出された。そこ

で次に、13 種類の加味温胆湯構成生薬のうちいずれの生薬が活性発現に関与するかを

明らかとするために、加味温胆湯の一味抜きエキスを調整し、細胞外モノアミン量に及

ぼす影響を解析した。投与後から 1時間における細胞外モノアミン量の変化を Net-AUC

（図 27D）で評価したところ、加味温胆湯で見られた細胞外セロトニン量の増加作用は

加味温胆湯竹筎抜きエキスにおいて著しく減少することが明らかとなった（図 28A-C）。 

 

図 28．加味温胆湯の一味抜きエキスが大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に及ぼす影

響 

 投与後から 1時間における細胞外モノアミン量の変化を Net-AUC で評価した。いずれの

加味温胆湯一味抜きエキス (1000 mg/kg) も、細胞外ノルアドレナリン量、細胞外ドパミン

量には影響を及ぼさなかった。一方で、加味温胆湯竹筎抜きエキス (1000 mg/kg) では、加

味温胆湯で見られた細胞外セロトニン量の増加が著しく減少していた。n=3-5。*P < 0.05、**P 

< 0.01 vs. vehicle。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018 から改変) 
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3-5. 隔離飼育マウスの異常行動に対する加味温胆湯竹筎抜きエキスの作用 

加味温胆湯竹筎抜きエキスでは細胞外セロトニン量増加作用が減弱することから、構

成生薬から竹筎を除くことにより、異常行動に対する加味温胆湯の作用にも変化が見ら

れる可能性が考えられる。そこで、隔離飼育マウスの異常行動に対する加味温胆湯竹筎

抜きエキスの作用について解析した。その結果、加味温胆湯竹筎抜きエキスでは、加味

温胆湯で見られた隔離飼育マウスが示す他個体と遭遇した際の多動（図 29）や強制水

泳試験における無動時間の増加（図 30）に対する改善作用が消失することが明らかと

なった。 

 

図 29．加味温胆湯竹筎抜きエキスが他個体と遭遇した際の多動に及ぼす影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、他個体と遭遇した際に多動が見られた。

この多動は、加味温胆湯竹筎抜きエキス (1000 mg/kg) では抑制されなかった。n=10-12。**P 

< 0.01 vs. 集団飼育マウス。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018から改変) 

 

 

 

図 30．加味温胆湯竹筎抜きエキスが強制水泳試験における無動時間の増加に及ぼす影響 

 集団飼育マウスと比べて隔離飼育マウスでは、無道時間の増加が見られた。この無動時

間の増加は、加味温胆湯竹筎抜きエキス (1000 mg/kg) では抑制されなかった。n=10-11。*P 

< 0.05、**P < 0.01 vs. 集団飼育マウス。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018から改変) 
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3-6. 大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に対する竹筎エキスの作用 

前項までの検討から、加味温胆湯の細胞外セロトニン量増加作用に竹筎が関与するこ

とが示唆されたことから、次に、竹筎エキスのみで細胞外セロトニン量が増加するか否

かを解析した。1000 mg/kgの加味温胆湯に含まれる竹筎エキス成分と同程度の量と想定

される竹筎エキス（66.5 mg/kg）を投与し、大脳皮質前頭前野における細胞外モノアミ

ン量を測定したところ、竹筎エキスのみでは、細胞外モノアミン量に影響を及ばさない

ことが明らかとなった（図 31）。 

 

 

図 31．竹筎エキスが大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に及ぼす影響 

 図の矢印で示した位置で竹筎エキス (66.5 mg/kg) の経口投与を行った。竹筎エキスは、

細胞外ノルアドレナリン量、細胞外ドパミン量、細胞外セロトニン量に対して影響を及ぼ

さなかった。n=3-4。(J Pharmacol Sci., 18, 30212-3, 2018から改変) 
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3-7. 大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に対する二陳湯、温胆湯の作用 

加味温胆湯の細胞外セロトニン量増加作用に竹筎が重要であるにもかかわらず、竹筎

エキスのみでは細胞外セロトニン量の増加が見られないことから、細胞外セロトニン量

増加作用には、竹筎と他の生薬の組み合わせが重要であるものと考えられる。そこで、

竹筎との組み合わせにより薬効を発揮する可能性が考えられる生薬を絞り込むために、

加味温胆湯の構成を基本方剤に分解して考察した。加味温胆湯は二陳湯の加減方である

ことが知られている。すなわち、半夏、陳皮、茯苓、甘草、生姜の５つの生薬で構成さ

れる二陳湯に、竹筎と枳実の２つの生薬を加えた処方が温胆湯であり、温胆湯に遠志、

人参、大棗、酸棗仁、地黄、玄参の６つの生薬を加えた処方が加味温胆湯である。二陳

湯の効能・効果は胃部不快感などの消化器症状の改善であるのに対し、温胆湯や加味温

胆湯の効能・効果は消化器症状に加えて不眠や不安神経症などの精神症状の改善とされ

ている（図 32）。 

 

 

 

 

図 32．加味温胆湯の構成 

 

 

このように、二陳湯に竹筎と枳実が加わることで精神症状への作用が追加されること

からも、精神症状の改善において竹筎が重要であることがうかがえる。そこで、竹筎を

含まない二陳湯と竹筎を含む温胆湯において、大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量

に対する作用を解析した。その結果、二陳湯は細胞外モノアミン量に影響を与えなかっ

たのに対し、温胆湯は加味温胆湯よりは弱いながらも細胞外セロトニン量を増加させた

（図 33）。 
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図 33．二陳湯、温胆湯が大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に及ぼす影響 

 図の矢印で示した位置で二陳湯 または温胆湯(1000 mg/kg) の経口投与を行った。二陳湯

は、細胞外ノルアドレナリン量、細胞外ドパミン量、細胞外セロトニン量に対して影響を

及ぼさなかった。温胆湯は、細胞外ノルアドレナリン量、細胞外ドパミン量に対して影響

を及ぼさなかったが、細胞外セロトニン量を有意に増加させた。n=5。**P < 0.01 vs. vehicle。 
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考察 

 

本章では、第 1章と第 2章で見出した背側縫線核の GABAB1aの発現変動と、GABAB1a

によって制御を受ける大脳皮質前頭前野のセロトニン神経系に注目し、未だ作用機序の

詳細が明らかとなっていない漢方薬の精神疾患に対する改善作用の作用機序の解明を

試みた。 

一般的に、「漢方薬は西洋薬と比較して作用が弱く、長期間の服用により初めて薬効

を示す」との認識が強い。西洋薬で見られるような短期間での作用とは異なり、長期間

の服用による作用には遺伝子発現の変動を伴う可能性も考えられる。そこで本研究では、

古来より精神症状に対して用いられてきた漢方処方であり、現代においても臨床現場に

おいて精神症状に対する改善作用が報告されている加味温胆湯について、隔離飼育マウ

スの異常行動と背側縫線核における GABAB1a の発現量に対する作用を解析した。隔離

飼育マウスに加味温胆湯を反復投与した結果、他個体と遭遇した際の多動が集団飼育マ

ウスと同程度にまで抑制されており、異常行動に対する改善作用が認められた。しかし

ながら、加味温胆湯は背側縫線核における GABAB1aの mRNA発現増加に対しては影響

を及ぼさなかった。こうした結果から、加味温胆湯は背側縫線核の GABAB1a 発現量の

変動を介さずに精神症状を改善しているものと考えられる。さらに本研究から、加味温

胆湯の単回投与だけでも隔離飼育マウスの異常行動に改善が見られることが明らかと

なった。こうした結果は、「漢方薬の薬効発現には時間がかかる」といった一般的な認

識とは異なり、加味温胆湯は西洋薬と同程度の早さで薬効を発揮する可能性を示してい

る。 

行動薬理学的解析から、加味温胆湯の異常行動改善パターンは抗うつ薬である

fluoxetineと類似しており、抗精神病薬である risperidoneとは異なることが見出された。 

In vivo 脳微小透析法から、加味温胆湯も大脳皮質前頭前野の細胞外セロトニン量を増

加させることが見出されたことから、神経化学的な点からも加味温胆湯が fluoxetine と

類似していることが示された。しかしながら、fluoxetine は持続的に細胞外セロトニン

量を増加させるのに対し、加味温胆湯は一過的に細胞外セロトニン量を増加させるとい

った違いが見られた。こうした細胞外セロトニン量の変動パターンの違いは、加味温胆

湯と fluoxetine の作用機序の違いによるものと推測される。すなわち、加味温胆湯は

fluoxetine のようにセロトニントランスポーターを阻害しセロトニンの再取り込みを抑

制するのではなく、別の標的分子に作用して細胞外セロトニン量を増加させている可能

性が高いと考えられる。 

Fluoxetine などの選択的セロトニン再取り込み阻害薬は、強制水泳試験における無動

時間の増加や他個体と遭遇した際の多動を抑制することが知られているが、その作用に

はセロトニン 5-HT1B受容体やセロトニン 5-HT4 受容体への入力が関与することが報告

されている(70, 71)。つまり、加味温胆湯による改善作用においても細胞外セロトニン
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量の増加によるセロトニン 5-HT1B受容体やセロトニン 5-HT4 受容体への入力の増加が

関与している可能性が考えられる。 

第一章では、大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神経の過剰興奮、すなわち細胞

外セロトニン量の増加が異常行動を引き起こす可能性が示された。これは一見すると、

加味温胆湯や fluoxetine による大脳皮質前頭前野の細胞外セロトニン量増加作用が精神

症状の改善に寄与することとは相反するものにも見える。今のところ、この現象を合理

的に説明できる知見は存在しないが、セロトニン神経の発火パターンの違いにより相反

する作用が観察される可能性も考えられる。神経細胞の発火パターンと脳機能との関連

性についてはドパミン神経系において解析が進んでいる。ドパミン神経では、ミリ秒単

位で連続的に少量のドパミン放出を引き起こす発火パターンと、一過的に多量のドパミ

ン放出を引き起こす発火パターンが存在し、そのうち一過的な発火パターンが報酬や学

習に関与していることが報告されている(72)。セロトニン神経もミリ秒単位で連続的に

少量のセロトニン放出を引き起こす発火パターンと、一過的に多量のセロトニン放出を

引き起こす発火パターンが存在し、ドパミン神経と同様の神経発火パターンを有してい

ることから、神経発火パターンの違いが異なる作用を示すものと考えられる。しかしな

がら、本研究では細胞外セロトニン量の変化を 20 分間隔で測定していることから、発

火パターンの変化を検出することはできない。つまり、ミリ秒単位のセロトニン神経の

発火の変化を解析することにより、病態の発症に関わるセロトニン神経の異常と、治療

に関わるセロトニン神経の変化を明らかにすることができるものと推測している。 

加味温胆湯の一味抜きエキスを用いた解析から、加味温胆湯の細胞外セロトニン量増

加作用や異常行動改善作用には、構成生薬の１つである竹筎が重要な役割を担っている

ことが明らかとなった。竹筎は抗炎症作用、抗酸化作用を有することが報告されている

が(73, 74)、これまでにセロトニン神経系に作用することは報告されていない。本研究

においても、竹筎エキス単独では細胞外セロトニン量増加作用が確認できなかったこと

から、細胞外セロトニン量増加作用には竹筎と他の生薬の組み合わせが重要であるもの

と考えられる。さらに、大脳皮質前頭前野の細胞外モノアミン量に対する二陳湯、温胆

湯の作用を解析した結果、温胆湯では細胞外セロトニン量が増加したのに対し、二陳湯

では細胞外セロトニン量の増加が認められなかった。本結果から、細胞外セロトニン量

の増加には、竹筎と温胆湯に含まれる他の生薬との組み合わせが重要であるものと考え

られる。生薬の組み合わせによる複合効果には、薬理学的複合効果と薬剤学的複合効果

が考えられる。薬理学的複合効果としては、竹筎由来の成分と他の生薬由来の成分がそ

れぞれの標的分子に作用し、その相乗効果によって細胞外セロトニン量が増加する可能

性が考えられる。一方で薬剤学的複合効果としては、竹筎と他の生薬を合わせて煎じる

ことで細胞外セロトニン量増加作用を有する成分の抽出効率が向上する可能性や、細胞

外セロトニン量増加作用を有する成分が複合体を形成することで脳への移行性が向上

する可能性などが考えられる。 
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大脳皮質前頭前野の細胞外セロトニン量に対する加味温胆湯、温胆湯および二陳湯の

作用を比較すると、精神症状に対して用いられる加味温胆湯および温胆湯では細胞外セ

ロトニン量が増加するのに対し、消化器症状に対して用いられる二陳湯では細胞外セロ

トニン量は増加しなかった。以上の結果より、加味温胆湯や温胆湯が持つ細胞外セロト

ニン量増加作用が精神症状の改善に寄与する可能性が考えられる。 

加味温胆湯は、温胆湯に 6つの生薬（遠志、人参、大棗、酸棗仁、地黄、玄参）が加

えられた処方である。これまでに、遠志が海馬や側坐核といったうつ症状に関連する脳

領域において、グリア細胞株由来神経栄養因子の産生を促進し、神経細胞における興奮

性シナプス後部である樹状突起スパインを増加させ、抗うつ様作用を示すことが報告さ

れている(75)。また酸棗仁の成分が GABA神経系に作用して抗不安様作用を示すことな

ども報告されており(76)、これら 6つの生薬の多くは、精神症状に対する有効性が基礎

研究からも明らかとなりつつある。このような知見を考慮すると、加味温胆湯は温胆湯

が有する細胞外セロトニン量増加作用以外にも、様々な作用機序が精神症状改善作用に

関与するものと考えられる。このように数多くの標的を介して治療効果をもたらす作用

機序は、西洋薬にはない漢方薬独自のものであり、西洋薬では改善の見られない治療抵

抗性の患者に対しての有効性も期待できる。また、多くの作用標的を有する漢方薬は、

副作用の観点からも西洋薬にはない優位性を持つ。例えば抗うつ薬などは、しばしば吐

き気を含む胃腸症状などの副作用が出現し、一部の患者では投薬が中止されるケースも

ある。一方で加味温胆湯は、消化器症状の改善に主に用いられる二陳湯の加方であるこ

とからもわかるように、半夏や陳皮などの制吐や消化不良を改善する生薬を含んでいる

(77, 78)。このような特徴からも、消化器症状に対する副作用により抗うつ薬の服用が

困難な患者において、加味温胆湯は有用な代替薬となることが期待される。 

第 3章では、加味温胆湯が有する大脳皮質前頭前野のセロトニン神経系に対する急速

な作用を明らかにするなど、漢方薬の作用機序に関する科学的根拠の集積に貢献できた

ものと考えられる。漢方薬の作用機序に関する基礎的知見を集積することにより、西洋

薬と漢方薬の双方の利点を生かした新たな精神疾患治療法の構築に結びつく可能性も

期待され、患者の症状にあわせたより適切な治療の選択肢の提供に貢献することが期待

される。 
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総括 

 

本研究では、背側縫線核から大脳皮質前頭前野に投射するセロトニン神経系に着目し、

精神疾患の発症および治療に関わる分子基盤の一端を明らかにすることを目的とした。

第 1章および第 2章では精神疾患の発症に関わる分子基盤の解析として、精神疾患の発

症における環境要因の寄与を考慮した精神疾患モデル動物である隔離飼育マウスを用

いた遺伝子発現量解析、行動薬理学的解析、エピゲノム解析を行った。第 3章では精神

疾患の治療に関わる分子基盤の解析として、行動薬理学的解析、神経化学的解析を行い、

漢方薬である加味温胆湯の作用機序の解明を試みた。 

第 1章では、隔離飼育といった悪環境により、情動の制御において重要な大脳皮質前

頭前野のセロトニン神経系の興奮制御機構である背側縫線核の GABA神経系の遺伝子

発現量が変動することを明らかにした。また、隔離飼育により発現量の増加が見られた

背側縫線核の GABAB受容体は、他個体と遭遇した際の行動の制御に関与する一方で、

うつ様行動などには関与しない可能性を見出した。実験動物の行動を単純にヒトに外挿

することはできないが、本研究で他個体との遭遇の際の行動異常はヒトでいうところの

社会性の異常と考えることができる。すなわち本研究成果から、統合失調症やうつ病な

どの特定の“疾患”ではなく、社会性の異常といった複数の精神疾患にまたがって認め

られる“症状“に、背側縫線核 GABAB受容体の発現増加が関与することが示唆された。 

 第 2章では、第 1章で見出した GABAB1a発現増加の分子機序として、DNAのメチル

化やヒストンタンパク質のアセチル化といったエピゲノム修飾の変化を明らかにした。

これらエピゲノム変化は長期間にわたる悪環境への暴露の結果であり、疾患の発症に関

与する遺伝子発現変動に先立って生じる変化であるものと考えられる。すなわち本研究

成果は、既存の治療薬のような神経伝達物質の受容体などを標的とした薬物ではなく、

エピゲノム修飾を標的とした新規治療薬の可能性を示すものである。 

 第 3章では、加味温胆湯が抗うつ薬と同様に、急速な細胞外セロトニン量の増加を引

き起こすことをはじめて明らかにした。さらに本研究で見出した細胞外セロトニン量増

加作用には竹筎を含めたいくつかの生薬が重要である可能性を示した。漢方薬は西洋薬

とは異なり複数の成分が含まれていることから、複数の標的分子に働きかけて複雑な生

体機能を調節し、副作用を軽減しつつ薬効を発揮しているものと考えられる。しかしな

がら、複数の成分を含有しているがゆえに、その薬理作用を明らかにすることは容易で

はない。本研究成果は、多数存在する漢方薬の作用機序の一端を明らかにしたに過ぎな

い。しかしながら、こうした成果の集積が漢方薬の作用機序を理解する上での一助とな

るものと考えている。 

 以上、大脳皮質前頭前野のセロトニン神経系に着目することで、社会性における背側

縫線核の GABAB受容体の重要性、環境要因を基盤とした精神疾患におけるエピゲノム

修飾変化の重要性、漢方薬の作用機序の一端が示された。今後、エピゲノム修飾の制御
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機構の解明や漢方薬の作用機序に関する知見の集積により、精神疾患の発症および治療

に関わる分子基盤の理解が深まり、精神疾患に対する十分な対策へとつながることが期

待される。 
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