
 

 

頁 
目次 

 

序論 

 

第 1章 葉酸欠乏マウスで出現する行動異常、および海馬歯状回での神経新生異常の解析 

実験方法 

実験結果 

1-1. 葉酸欠乏飼料の摂取が血清葉酸濃度および体重に及ぼす影響 

1-2. 精神機能、空間記憶および運動機能に対する葉酸欠乏の影響 

1-2-1. 強制水泳試験に対する葉酸欠乏の影響 

1-2-2. 高架式十字迷路試験、社会性相互作用試験、およびバーンズ迷路試験に対す

る葉酸欠乏の影響 

1-2-3. 自発運動量測定およびロータロッド試験に対する葉酸欠乏の影響 

1-3. 血液成分に対する葉酸欠乏の影響 

1-4. 視床下部-下垂体-副腎系ストレス応答に対する葉酸欠乏の影響 

1-5. 成体脳における神経新生に対する葉酸欠乏の影響 

1-5-1. 海馬歯状回における神経新生に対する葉酸欠乏の影響 

1-5-2. 側脳室周囲-嗅球における神経新生に対する葉酸欠乏の影響 

1-6. 海馬歯状回ニューロンの樹状突起およびスパインの形態に対する葉酸欠乏の影響 

1-7. ストレス負荷時における海馬歯状回の神経活動に対する葉酸欠乏の影響 

考察 

 

第 2章 葉酸欠乏下の培養神経幹細胞における遺伝子発現、およびエピゲノム修飾解析 

実験方法 

実験結果 

2-1. 培養神経幹細胞の分化・成熟に対する葉酸欠乏の影響 

2-2. ニューロン分化・成熟関連遺伝子群のmRNA発現量に対する葉酸欠乏の影響 

2-3. ニューロン分化・成熟関連遺伝子群の DNA メチル化およびヒストンメチル化に

対する葉酸欠乏の影響 

考察 

 

第 3章 葉酸欠乏マウスで観察される異常に対するメチル基供与体の作用 

実験方法 

実験結果 

3-1. 葉酸欠乏下の海馬歯状回における神経新生異常に対する S-アデノシルメチオニ

ンの作用 

1 

 

3 

4 

 

9 

 

10 

11 

 

12 

13 

14 

 

15 

17 

18 

21 

22 

 

24 

26 

 

32 

34 

36 

 

39 

 

40 

41 

 

43 

 

 



 

 

頁 

 

 

 

3-2. 葉酸欠乏下の海馬歯状回ニューロンの樹状突起およびスパインの形態学的異常に

対する S-アデノシルメチオニンの作用 

3-3. 葉酸欠乏下の海馬歯状回における神経活動低下に対する S-アデノシルメチオニ

ンの作用 

3-4. 葉酸欠乏下の海馬歯状回におけるニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動に

対する S-アデノシルメチオニンの作用 

3-5. 葉酸欠乏性うつ様行動に対する S-アデノシルメチオニンの作用 

考察 

 

総括 

 

謝辞 

 

引用文献

 

 

 

  

45 

 

47 

 

48 

 

50 

51 

 

52 

 

53 

 

54 



1 

 

序論 

 

 うつ病は気分障害に分類される精神疾患であり、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。厚生労働省が実施している「患者調査」に

よると、本邦におけるうつ病患者数は、1999 年には 44.1 万人であったのに対して 2017 年

では 127.6 万人にものぼり、近年、うつ病患者数は急激に増加していることがうかがえる 

(1)。2013年から 2015 年にかけて行われた大規模疫学調査では、本邦におけるうつ病の生涯

有病率は 5.7%との報告がなされており (2)、現代社会においてうつ病は決して稀な病気と

は言えない。また 2018年における自殺者のうち、うつ病を動機としたものが約 20%と最上

位を占めており (3)、うつ病が患者本人に及ぼす苦痛は計り知れない。こうしたうつ病によ

る本邦の経済損失額は、年間約 2.7 兆円にのぼるとの推計結果を厚生労働省が公表してお

り、うつ病は患者本人のみならず、社会にも大きな影響を与えているものと考えられる。ま

た、世界保健機構の報告によると、世界におけるうつ病患者数が 2015年時点で世界人口の

約 4.4%に相当する 3.22 億人にものぼり (4)、近年のうつ病患者の急増は本邦に限らず、世

界的にも重大な社会問題であることが指摘されている。 

 現代医療におけるうつ病治療の主軸の一つが、抗うつ薬を使用した薬物療法である。一般

的に「うつ病は薬により治療可能」と認識されており、実際に薬物療法は一定の治療効果を

示している。しかしながら、抗うつ薬のみでは改善作用が見られない患者や副作用が認めら

れる患者が多数存在することから、既存の薬物療法だけでは十分でないことがうかがえる。

このように十分なうつ病治療が実現しない要因の一つに、うつ病の詳細な発症機序は未だ

不明であることが挙げられる。現状として、臨床現場で用いられる抗うつ薬がうつ病の分子

基盤に則して治療効果を発揮しているかは不明である。すなわち、より良いうつ病治療の実

現には、うつ病の発症や治療における詳細な分子機序を解明する必要がある。 

これまでの家系研究や双生児研究などから、うつ病には遺伝性が認められてきた。特に

2003 年のヒトゲノム解読以降は、うつ病の原因遺伝子を同定することを目的に、うつ病の

ゲノムワイド関連解析が盛んに行われた。しかしながら、遺伝要因のみでうつ病の発症を十

分に説明できるには至っておらず、うつ病の発症には遺伝要因以外の要因、すなわち環境要

因の寄与が大きく、無視することはできないものと考えられる。 

うつ病発症に関与する環境要因としては、外部環境に伴う精神的・身体的ストレスがよく

知られているが、近年、メタボリック症候群がうつ病の発症リスクを約 2 倍に高めること 

(5) やうつ病患者では血中ビタミン量や不飽和脂肪酸量が低いことが報告されるなど (6)、

環境要因の一つである食・栄養がうつ病の発症に関与することが示唆されている。なかでも

葉酸は、体内量とうつ症状との間に高い相関性が認められる栄養素として知られている。ビ

タミン B 群に分類される水溶性ビタミンの一つである葉酸は、生体内において種々の葉酸

代謝産物へ変換されることでDNAのメチル化などの一炭素転移反応に関与する栄養素であ



2 

 

る (7)。ヒトやげっ歯類を含む哺乳類は体内で葉酸を合成することができないため、食物な

どから葉酸を摂取することが必須とされている。本邦における葉酸の推奨摂取量は 240 μg/

日に設定されており (8)、1人あたりの葉酸摂取量は 281 μg/日と多くの国民が推奨摂取量を

満たしている (9)。しかしながら、アルコールの多量摂取による葉酸の吸収障害や、メチレ

ンテトラヒドロ葉酸還元酵素遺伝子の先天的変異による葉酸の利用障害などが原因となり、

推奨摂取量以上の葉酸を摂取していても葉酸欠乏症が生じる場合がある。葉酸欠乏症は、成

体において貧血症状を引き起こすことや、がん疾患や心血管疾患などの発症に関与するこ

とが報告されている (10, 11)。また、妊娠期における母体の葉酸欠乏症が胎児の二分脊椎症

を含む神経管閉鎖障害や先天性心疾患の発症リスクを高めることが報告されており、胎児

期における葉酸欠乏は末梢組織のみならず中枢神経系にも影響を及ぼすことが知られてい

る (12, 13)。一方で、うつ病患者の血中葉酸量が健常者と比べて減少していることも報告さ

れており、葉酸欠乏がうつ病の危険因子となる可能性が示されている (14-20)。臨床研究に

おいては、血清葉酸濃度が低いうつ病患者では抗うつ薬が改善作用を示し難いこと (21) や

抗うつ薬と葉酸の併用がうつ病患者に対する治療効果を増強すること (22) が報告されて

いる。以上の知見から、適切な体内葉酸量を保つことが、うつ病の予防や治療に有用となる

可能性を示唆するものと考えられる。これまでに、葉酸欠乏によるうつ症状の発症機序とし

て、体内ホモシステイン量の増加 (23) やセロトニン合成の低下 (24) などが関与する可能

性が提唱されているものの、葉酸欠乏が出生後の脳・神経系に及ぼす影響の詳細は未だ明ら

かとなっていない。 

 以上の背景を踏まえて本研究では、葉酸欠乏性うつ症状の発症機序の解明を目的に、葉

酸欠乏性うつ症状を呈するマウスを作製し、海馬歯状回における神経新生の評価、ニューロ

ンの形態学的解析および機能的解析を行った。また、マウス胎仔脳より調製した培養神経幹

細胞を用いて、葉酸欠乏条件下での遺伝子発現解析およびエピゲノム解析を行った。さらに、

葉酸欠乏マウスで観察される異常に対するメチル基供与体および抗うつ薬の作用について

解析を行った。 
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第 1章 葉酸欠乏マウスで出現する行動異常、および海馬歯状回での神経新生異常の解析 

 

 うつ病の発症には様々な脳領域の機能異常が関与するものとされており、その一つとし

て大脳辺縁系の一部である海馬歯状回が知られている。海馬歯状回は学習や記憶、ストレス

応答に関与する脳領域である。これまでに死後脳研究から、うつ病患者では海馬歯状回の容

積やニューロン数が減少していること (25-27)、抗うつ薬による治療を受けたうつ病患者で

は海馬歯状回の容積やニューロン数の減少が見られないこと報告されていることや (27-

29)、臨床症状としてうつ病患者の一部では認知機能障害が認められることから、海馬歯状

回の機能異常がうつ病態の形成に関与することが示唆されている。 

 一般的に成体脳では、新たにニューロンが産生されることはないと考えられてきた。しか

しながら、成体においても海馬歯状回や側脳室周囲のような一部の脳領域では、神経幹細胞

/神経前駆細胞のような自己複製能と多分化能を併せ持つ細胞が存在しており、新たなニュ

ーロンが生み出される現象、いわゆる神経新生が観察されることが知られている。とりわけ

海馬歯状回における新生ニューロンは、成熟した後に海馬神経回路網へ機能的に組み込ま

れることでストレスに対する正常な行動応答の一端を担うことが知られている (30, 31)。ま

た、うつ病モデルとされる慢性ストレス負荷マウスにおいて海馬歯状回の神経新生が減少

することや、抗うつ薬の投与によりストレス負荷による神経新生の減少が改善されること

が報告されていることからも (32, 33)、海馬歯状回の神経新生はうつ病の病態や抗うつ薬の

薬効発現に重要な役割を果たすものと考えられる 

そこで本章では、葉酸欠乏性うつ症状の発症機序を解明することを目的として、体内葉酸

量を減少させた「葉酸欠乏マウス」を作製し、生化学的解析により血清葉酸濃度および血液

成分を、行動学的解析により精神機能、空間記憶、運動機能を評価した。また、本マウスを

用いて、うつ症状との関連が指摘されている脳領域である海馬歯状回に着目し、免疫組織化

学染色およびゴルジ染色により神経新生の評価、ニューロンの形態学的解析および機能的

解析を行った。 
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実験方法 

 

1-1. 実験動物 

実験には、3週齢の ddY系雄性マウス (Shimizu Laboratory Supplies, Kyoto, Japan) を用い

た。マウスは透明なケージ (24×17×12 cm) にて、1 ケージあたり 5 匹で食餌として対照飼

料 (AIN-93G, 葉酸含量 2 mg/kg; Oriental Yeast, Tokyo, Japan) あるいは葉酸欠乏飼料 (葉酸

含量 0.07 mg/kg; Oriental Yeast) を与えて 6 週間飼育し、9 週齢時に各種解析を行った (図

1) 。飼育環境は、室温: 23±1°C、照明時間: 1日 12時間 (8:00~20:00) とし、水と飼料は自由

に摂取させた。また、食糞を防止するために、飼育ケージにステンレス製の網を中敷として

用いた。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。 

 

 

 

図 1. 葉酸欠乏マウスの作製法および実験スケジュール 

 

 

1-2. 血清葉酸濃度の測定 

 9週齢のマウスを麻酔下で開腹し、心臓から血液を採取した。採取した血液サンプルは 4°C

で一晩静置した後、4°C、2,000 ×gにて 10分間遠心することで血清を分離した。血清葉酸濃

度の測定は、日研ザイル株式会社 日本老化制御研究所 (Shizuoka, Japan) に委託した。 

 

1-3. 血液成分の測定 

 9週齢のマウスを麻酔下で開腹し、心臓から血液を採取した後、直ちにエチレンジアミン

四酢酸 (10 mg/ml) を入れ、全血サンプルとした。白血球数、赤血球数、血色素量 (Hb) 、

ヘマトクリット値 (Ht) 、平均赤血球容積 (MCV) 、平均赤血球色素量 (MCH) 、平均赤血

球色素濃度 (MCHC) 、血小板数の測定は、Oriental Yeastに委託した。 

 

1-4. 強制水泳試験 

 円柱形の透明なビーカー (高さ 27 cm、直径 18 cm) に水温 25±1°Cの水を深さ 13 cmとな

るように満たし、その中に試験マウスを入れて水泳させ、6分間ビデオ録画した。6分間の

水泳のうち、後半 4分間における無動時間を測定した。 
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1-5. 社会性相互作用試験 

 試験マウスおよび新奇マウス (別ケージで飼育した 9 週齢の ddY 系雄性マウス) を透明

なケージ (24×17×12 cm) に入れ、20分間ビデオ録画した。試験マウスが新奇マウスに対す

る嗅覚行動および毛繕い行動に費やした時間を社会性行動時間として測定した。 

 

1-6. 高架式十字迷路試験 

 試験には、2本のオープンアーム (26.5×6 cm)、および高さ 15 cmの板で囲われた 2 本の

クローズドアーム (27.5×6 cm) からなる高架式十字迷路 (高さ 40 cm) を用いた。試験マウ

スを頭部がオープンアームに向くように迷路の中心に置き、5分間迷路内を自由に探索させ

た。ANY-maze video tracking software (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) を用いて、オープンア

ーム滞在時間およびクローズドアーム滞在時間を測定した。 

 

1-7. バーンズ迷路試験 

 試験には、外周に 20 個の穴 (直径 5 cm) がある円盤状のテーブル (直径 91 cm) を用い

た。試験マウスに対して、1日 3回 5日間のトレーニングと、トレーニング最終日の翌日に

3 分間のプローブテストを行った。トレーニングでは、テーブルの 20 個の穴のうちターゲ

ットとして 1つの穴に逃避箱を、テーブルの四方に視覚的情報を設置した状態で、試験マウ

スにテーブル上を探索させることでターゲットの位置を学習させた。プローブテストでは、

ターゲットの穴を閉じた状態で、試験マウスに 3分間テーブル上を探索させ、ターゲットお

よびその他の穴の上に滞在した時間を測定した。 

 

1-8. 自発運動量の測定 

 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 (Stoelting) を用いて測定した。 

 

1-9. ロータロッド試験 

試験には、ロータロッド装置 (Neuroscience, Tokyo, Japan) を用いた。試験マウスを 2 rpm

で回転させたロッド (直径 3.2 cm) に置き、ロッドから落下するまでの時間 (最大 300 秒) 

を測定した。試験はマウス 1匹あたり 30分間隔で計 2回行い、その平均値を各マウスの測

定値とした。 

 

1-10. 血清コルチコステロン濃度の測定 

 10:00 から 11:00 の間に試験マウスに対して 15 分間の強制水泳ストレス負荷またはデキ

サメタゾン (dexamethazone; DEX, 100 μg/kg) の腹腔内投与を行い、ストレス負荷の 30分後、

または DEX 投与の 6時間後に頸椎脱臼を行うことでマウスを安楽死させ、直ちに心臓から
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血液を採取した。採取した血液を室温で 30分静置した後、4°C、2,000 ×g にて 10分間遠心

することで血清を分離した。その後、Corticosterone ELISA Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, 

MI, USA) を用いて、血清コルチコステロン濃度を測定した。 

 

1-11. 副腎重量の測定 

 1-10. において、マウスから血液採取した後に副腎を摘出し、直ちに副腎重量を測定した。 

 

1-12. 免疫組織化学染色 

 海馬歯状回におけるニューロンの分化・成熟を評価する場合は、解析マウスが 3週齢時に

5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU, 100 mg/kg) を 1日 2回 3日間腹腔内投与した。また、海馬歯

状回における細胞増殖を評価する場合は、灌流固定の 24時前および 12時間前に BrdU (100 

mg/kg) を腹腔内投与した。9 週齢時に麻酔下で、生理食塩水を心臓から灌流することで脱

血した。その後、4%パラホルムアルデヒドを含む phosphate buffered saline (PBS) を灌流して

組織を固定し、断頭して脳を採取した。採取した脳は、4%パラホルムアルデヒドを含む PBS

中で 4°C にて 2 日間インキュベートした後、マイクロスライサー (DTK-1000, Dosaka EM, 

Kyoto, Japan) を使用して海馬 (ブレグマから後方 1.40 - 2.48 mm) または嗅球 (ブレグマか

ら前方 5.05 - 3.85 mm) を含む厚さ 50 μmの冠状切片を作製した。抗体の非特異的結合を防

ぐために、作製した切片を 1% bovine serum albumin (BSA)を含む PBS-T (0.3% Triton-X100を

含むPBS) または10% donkey serumを含むPBS-T中で室温にて1時間インキュベートした。

その後、切片を一次抗体 (表 1) と 4°C にて一晩反応させ、PBS で切片を洗浄した後、切片

を 2 次抗体 (表 1) と室温にて 2 時間反応させた。なお、一次抗体および二次抗体は、1% 

BSA を含む PBS-T、3% donkey serumを含む PBS-Tまたは Can Get Signal immunostain Solution 

B (Toyobo, Osaka, Japan) を用いて希釈した。核染色には、4’,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)

を使用した。3,3’-diaminobenzidine (DAB) 染色法では、ブロッキング操作の前に切片を 0.3% 

H2O2を含む PBS 中で室温にて 30 分間インキュベートすることで内因性ペルオキシダーゼ

を除去した。また、二次抗体反応後に Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA) と DABを用いて陽性細胞を標識した。海馬歯状回または嗅球における各陽性細胞は、

共焦点レーザー走査型顕微鏡 (FV1000, Olympus, Tokyo, Japan) または正立顕微鏡 (BX53, 

Olympus) と顕微鏡用デジタルカメラ (DP73, Olympus)を用いて検出した。海馬では 4 切片

おきに計 6 切片中の陽性細胞数に 4 を乗じた数を、嗅球では 6 切片おきに計 6 切片中の陽

性細胞数に 6を乗じた数を各マウスの測定値とした。 
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表 1. 免疫組織化学染色で使用した抗体 
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1-13. Golgi-Cox染色 

Golgi-Cox 染色には、sliceGolgi Kit (Bioenno Tech, Santa Ana, CA, USA)を用いた。9週齢時

のマウスに麻酔下で、生理食塩水を心臓から灌流することで脱血した。その後、4%パラホ

ルムアルデヒドを含む PBS を灌流して組織を固定した後、断頭して脳を採取した。採取し

た脳は、キット付属の Fixative Solution 中で 4°C にて 24 時間インキュベートした後、マイ

クロスライサー (DTK-1000, Dosaka EM)を使用して海馬 (ブレグマから後方 1.40 - 2.48 mm) 

を含む厚さ 100 μm の冠状切片を作製した。作製した切片をキット付属の Impregnation 

Solution 中で室温にて 3 日間遮光しながらインキュベートした。切片を PBS で洗浄した後、

キット付属の Stainig Solution および Post-staining Solution を用いて染色した。その後、正立

顕微鏡 (BX53, Olympus) と顕微鏡用デジタルカメラ (DP73, Olympus)を用いて海馬の歯状

回領域におけるニューロン、およびニューロンの樹状突起を撮影した。樹状突起の複雑性は、

ショールアナリシス法を用い、細胞体を中心とした同心円 (20 μm間隔) の各円と交わる樹

状突起の交点数を計測した。スパインの形態解析では、海馬歯状回におけるニューロンの樹

状突起の 10 μm 区間におけるスパイン密度および形態別のスパイン数を計測した。スパイ

ンの形態は階層分析法 (Risher et al. 2014) を参考に、以下に示す 5つの形態に分類した; (1) 

Branchd = 同一のスパイン上に 2 本以上の頭部が存在する、(2) Mushroom = 横幅が 0.6 μm

を超える、(3) Filopodia = 縦幅が 2 μm を超える、(4) Thin = 縦:横比率が 1 を超える、(5) 

Stubby = 縦:横比率が 1未満。ショールアリシスでは 3切片から 10個のニューロンを、スパ

イン数の解析では 3 切片から 9 本の樹状突起を無作為に選出して解析を行い、その平均値

を各マウスの測定値として解析した。 

 

1-14. 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, Tokyo, Japan) を使用した。Student’s t検定、反復測定二元配置分散分析あるいは二

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. 葉酸欠乏飼料の摂取が血清葉酸濃度および体重変化に及ぼす影響 

 葉酸欠乏がうつ症状を引き起こす機序を明らかにするにうえで、適切なモデル動物を用

いた脳内分子基盤の解析が必要不可欠である。そこで、体内葉酸量を減少させた「葉酸欠乏

マウス」の作製を試みた。図 2に示すように、3週齢の ddY系雄性マウスに葉酸欠乏飼料を

与えて 6週間飼育した。9週齢時に血清葉酸濃度を測定した結果、葉酸欠乏飼料を摂取した

マウスは、対照飼料を摂取したマウスと比べて血清葉酸濃度が大きく減少していた (図 3A)。

一方、両群間で体重増加に有意な差は認められず、葉酸欠乏は身体的な成長に影響を与えな

かった (図 3B)。以上の結果から、葉酸欠乏飼料を摂取させることで葉酸欠乏状態のマウス

を作製できたものと考えられる。 

 

 

図 2. 実験スケジュール 

 3 週齢の ddY 系雄性マウスに対照飼料または葉酸欠乏飼料を与えて、6 週間飼育した。9

週齢時に各種解析を行った。 

 

 

図 3. 葉酸欠乏飼料摂取が血清葉酸濃度 (A) および体重変化 (B) に及ぼす影響 

 葉酸欠乏飼料を摂取したマウスでは、対照飼料を摂取したマウスと比べて血清葉酸濃度

が顕著に減少していた (A)。一方で、両群間で体重増加に有意な差は認められなかった (B)。

反復測定二元配置分散分析の結果、週齢 (F6, 108 = 501.73, P < 0.001) による主効果が認めら

れたが、飼料 (F1, 108 = 0.91, P = 0.35) による主効果および交互作用 (F6, 108 = 0.22, P =0.97) は

認められなかった。n = 5 (A), 10 (B)。***P < 0.001 vs. 対照群。 
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1-2. 精神機能、空間記憶および運動機能に対する葉酸欠乏の影響 

 

1-2-1. 強制水泳試験に対する葉酸欠乏の影響 

次に、作製した葉酸欠乏マウスがうつ様症状を呈するか否かを確認するために、強制水泳

試験における無動時間を指標としてうつ様行動を評価した。その結果、葉酸欠乏マウスでは

対照マウスと比べて無動時間が有意に増加しており (図 4)、葉酸欠乏によりうつ様行動が誘

発されることが明らかになった。本結果から、ヒトの疫学調査結果を実験動物で再現するこ

とができるマウスの作製に成功したものと考え、本マウスを以降の実験に用いた。 

 

 

図 4. 葉酸欠乏によるうつ様行動の出現 

 葉酸欠乏マウスでは、対照マウスと比較して強制水泳試験における無動時間の有意な

増加が認められた。n = 20。*P < 0.05 vs. 対照群。 
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1-2-2. 高架式十字迷路試験、社会性相互作用試験、およびバーンズ迷路試験に対する葉酸欠

乏の影響 

 葉酸は様々な生体機能調節に関与することから、体内葉酸量の減少はうつ様行動に限ら

ず、広範な脳機能に影響を及ぼす可能性も十分に考えられる。そこで、葉酸欠乏が不安様行

動に及ぼす影響を高架式十字迷路試験により、社会性行動に及ぼす影響を社会性相互作用

試験により、空間記憶に及ぼす影響をバーンズ迷路試験により評価した。その結果、高架式

十字試験におけるオープンアームおよびクローズドアームの滞在時間 (図 5A)、社会性相互

作用試験における社会性行動時間 (図 5B)、バーンズ迷路試験におけるターゲット滞在時間 

(図 5C) に両群間で有意な差は認められなかった。以上の結果から、葉酸欠乏による精神症

状への影響は、うつ様行動に対して限定的に出現し、不安様行動、社会性行動、空間記憶に

対して大きな影響は及ぼさないものと考えられた。 

 

 

図 5. 葉酸欠乏が不安様行動 (A)、社会性行動 (B) および空間記憶 (C) に及ぼす影響 

 高架式十字迷路試験におけるオープンアームおよびクローズドアームの滞在時間 (A)、社

会性相互作用試験における社会性行動時間 (B)、バーンズ試験におけるターゲット滞在時間 

(C) に両群間で有意な差は認められなかった。n = 10。 
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1-2-3. 自発運動量測定およびロータロッド試験に対する葉酸欠乏の影響 

 強制水泳試験における無動時間は、自発運動量や協調運動機能に影響を及ぼす薬物によ

り変動する。そこで、葉酸欠乏マウスの自発運動量を測定するとともに、ロータロッド試験

による協調運動機能の評価を行った。その結果、自発運動量測定における総移動距離 (図

6A) およびロータロッド試験における落下潜時 (図 6B) に両群間で有意な差は認められず、

葉酸欠乏によるうつ様行動は運動機能の低下によるものではないものと考えられた。 

 

 

図 6. 葉酸欠乏が自発運動量 (A) および 協調運動機能 (B) に及ぼす影響 

自発運動量測定における総移動距離 (A) およびロータロッド試験における落下潜時 (B) 

に両群間で有意な差は認められなかった。n = 10。 
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1-3. 血液成分に対する葉酸欠乏の影響 

 貧血は、葉酸欠乏により引き起こされる症状の一つとしてよく知られている。貧血は動悸

や目眩、疲労感などを伴うことから、葉酸欠乏による貧血症状が強制水泳試験における無動

時間に影響を及ぼしている可能性も否定できない。そこで、葉酸欠乏マウスの血液成分解析

を行い、貧血症状の有無を評価した (表 2)。ヒトの葉酸欠乏性貧血では、赤血球の大きさを

示す MCV や赤血球中の血色素量を示す MCH の増加が観察されることが知られているが、

葉酸欠乏マウスではそのような変化は観察されなかったことから、葉酸欠乏性貧血は生じ

ていないものと判断した。また、赤血球数や白血球数など、今回測定したいずれの解析項目

においても、対照群と葉酸欠乏群との間に有意な差は認められなかった。 

 

 

 

表 2. 葉酸欠乏飼の摂取が血液成分に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスと対照マウス間において、いずれの解析項目にも有意な差は認められな

かった。n = 4。 



14 

 

1-4. 視床下部-下垂体-副腎系のストレス応答機構に対する葉酸欠乏の影響 

 うつ病患者では、生体内のストレス応答機構である視床下部 -下垂体-副腎  (Hypothalamic-

Pituitary-Adrenal; HPA) 系の機能異常や副腎の肥大がしばしば観察されることが知られており、

HPA 系ストレス応答機構の機能異常や副腎の肥大がうつ病の発症や病態に関与する可能性が示

唆されている (34-38)。そこで、葉酸欠乏が HPA系ストレス応答機構に影響を及ぼすか否かを明

らかにするために、ストレス負荷後のコルチコステロン (げっ歯類における主要なグルココルチ

コイド) の分泌量、および合成グルココルチコイドであるデキサメタゾンの投与による HPA 系

ネガティブフィードバック機構の評価を行った。その結果、15 分間の強制水泳ストレス負荷後 

(図 7A)、およびデキサメタゾン投与後におけるコルチコステロン分泌量 (図 7B) に対照群と葉

酸欠乏群との間で有意な差は見られなかった,。また、副腎重量も両群間で有意な差は見られな

かった (図 7C)。以上の結果から、葉酸欠乏は HPA系ストレス応答機構や副腎重量に影響を及ぼ

さないものと考えられた。 

 

 

図 7. 葉酸欠乏が視床下部-下垂体-副腎系のストレス応答機構 (A, B) および副腎重量 (C) 

に及ぼす影響 

 15 分間の強制水泳ストレスを負荷した対照マウスおよび葉酸欠乏マウスでは、それぞれ

ストレス未処置群と比較して、血清コルチコステロン量が有意に増加していた (A)。二元配

置分散分析の結果、ストレス (F1, 16 = 40.60, P < 0.001) による主効果が認められたが、飼料 

(F1, 16 = 0.20, P = 0.66) による主効果と交互作用 (F1, 16 = 0.10,  P = 0.76) は認められなかっ

た。デキサメタゾン (dexamethazone; DEX, 100 μg/kg) を投与した対照マウスおよび葉酸欠

乏マウスでは、それぞれ DEX未処置群と比較して血清コルチコステロン量が有意に減少し

ていた (B) 。二元配置分散分析の結果、薬物 (F1, 16 = 15.88, P < 0.01) による主効果が認め

られたが、飼料 (F1, 16 = 2.09, P = 0.17) による主効果と交互作用 (F1, 16 = 2.59, P = 0.13) は認

められなかった。また、両群間で副腎重量に有意な差は認められなかった (C)。n = 5。*P < 

0.05 vs. DEX (-)、**P < 0.01 vs. ストレス (-)。 
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1-5. 成体脳における神経新生に対する葉酸欠乏の影響 

 

1-5-1. 海馬歯状回における神経新生に対する葉酸欠乏の影響 

 葉酸欠乏性うつ症状の発症機序を追究するにあたり、うつ症状との関連が指摘されてい

る海馬歯状回の神経新生に着目した。免疫組織化学染色により葉酸欠乏マウスの海馬歯状

回における神経新生を評価したところ、対照群と比べて葉酸欠乏群では海馬歯状回におけ

る 5-bromo-2'-deoxyuridine  (BrdU, 新生細胞マーカー) /NeuN (成熟ニューロンマーカー) 二

重陽性細胞数、すなわち新生成熟ニューロンが有意に減少していた (図 8A, B)。また、対照

群と比べて葉酸欠乏群では doublecortin (DCX, 未熟ニューロンマーカー) 陽性細胞数が有意

に増加していた (図 9A, B)。すなわち、葉酸欠乏下の海馬歯状回では新生成熟ニューロン数

は減少しているにもかかわらず、未熟ニューロン数が増加していることが明らかとなった。

一方で、海馬歯状回における Ki67 (神経系前駆細胞マーカー) 陽性細胞数 (図 10A, B) や

BrdU 投与 24時間後における BrdU 陽性細胞数 (図 10C, D) に、両群間で有意な差は見られ

ず、葉酸欠乏は海馬歯状回における神経系前駆細胞の増殖には影響を与えないものと考え

られた。なお、TdT-mediated dUTP Nick End Labeling 法を用いて細胞死に及ぼす影響を確認

したところ、両群間で海馬歯状回の細胞死に顕著な差は観察されなかった (Data not shown)。

本結果から、葉酸欠乏による新生成熟ニューロン数の減少は、新生未熟ニューロンから新生

成熟ニューロンへの成熟過程が抑制されるために生じる可能性が推定された。 

 

 

 

図 8. 葉酸欠乏が海馬歯状回における神経新生に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスでは、対照マウスと比べて海馬歯状回における BrdU (3 週齢時に 200 

mg/kg/dayで 3 日間腹腔内投与)/NeuN 二重陽性細胞数 (新生成熟ニューロン) が有意に減少

していた (A: 海馬歯状回におけるBrdU (赤) およびNeuN (緑) の染色像、矢印はBrdU/NeuN

二重陽性細胞を示す。B: BrdU/NeuN 二重陽性細胞数の解析結果)。Scale bar = 200 μm。n = 5。

*P < 0.05 vs. 対照群。 
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図 9. 葉酸欠乏が海馬歯状回における未熟ニューロン数に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスでは、対照マウスと比べて海馬歯状回における DCX 陽性細胞数 (未熟ニ

ューロン) が有意に増加していた (A: 海馬歯状回における DCX (緑) 陽性細胞の染色像、

矢印および点線は DCX 陽性細胞を示す。B: DCX 陽性細胞数の解析結果)。Scale bar = 200 

μm。n = 5。**P < 0.01 vs. 対照群。 

 

 

 

図 10. 葉酸欠乏が海馬歯状回における神経系前駆細胞数および細胞増殖に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスおよび対照マウスの両群間で、海馬歯状回における Ki67 陽性細胞数 (神

経系前駆細胞数) および BrdU (9週齢時に 100 mg/kgで 12時間毎に 2回腹腔内投与) 陽性細

胞数に有意な差は認められなかった (A: 海馬歯状回における Ki67 (緑) および DAPI (青) 

陽性細胞の染色像、矢印は Ki67陽性細胞を示す。B: Ki67 陽性細胞の計測結果。C: 海馬歯

状回における BrdU 陽性細胞 (茶) の染色像、矢印は BrdU陽性細胞を示す。D: BrdU 陽性細

胞数の解析結果)。Scale bar = 200 μm。n = 5。 
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1-5-2. 側脳室周囲-嗅球の神経新生に対する葉酸欠乏の影響 

 成体脳における神経新生は、海馬歯状回のみならず側脳室周囲-嗅球においても観察され

る。すなわち、葉酸欠乏下の側脳室周囲-嗅球においても神経新生異常が生じる可能性も十

分に考えられる。そこで、葉酸欠乏が側脳室周囲-嗅球における神経新生に及ぼす影響につ

いても解析を行った。側脳室周囲における新生ニューロンは、側脳室前方に位置する嗅球へ

と移動して成熟ニューロンに分化することが知られている。そこで、嗅球における

BrdU/NeuN 二重陽性細胞数を指標に側脳室周囲-嗅球の神経新生について解析したが、両群

間で有意な違いは認められなかった (図 11)。 

 

 

図 11. 葉酸欠乏が側脳室周囲-嗅球における神経新生に及ぼす影響 

両群間において、BrdU (3週齢時に 200 mg/kg/dayで 3日間腹腔内投与)/NeuN 二重陽性細

胞数 (新生成熟ニューロン数) に有意な差は認められなかった (A: 嗅球における BrdU (赤) 

および NeuN (緑) 陽性細胞の染色像、矢印は BrdU/NeuN二重陽性細胞を示す。B: BrdU/NeuN

二重陽性細胞数の解析結果)。Scale bar = 200 μm。n = 5。 
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1-6. 海馬歯状回ニューロンの樹状突起およびスパインの形態に対する葉酸欠乏の影響 

 ニューロンは、核が存在する細胞体、他のニューロンに情報を伝える一本の軸索、他のニ

ューロンから情報を受け取る複数の樹状突起を有しており、周囲のニューロンの軸索と樹

状突起がシナプスを形成することで神経回路網を構築している。ストレス負荷により作成

されるうつモデル動物では海馬歯状回ニューロンにおいて樹状突起の長さや分岐数が減少

し、抗うつ薬によりストレス負荷による樹状突起の長さや分岐数の減少が改善することか

ら (39, 40)、樹状突起の形態異常とうつ様行動出現の関連性が指摘されている。そこで、樹

状突起の長さや分岐数を定量的に解析する手法であるショールアナリシ法を用いて、ゴル

ジ染色法により可視化した海馬歯状回のニューロンの樹状突起形態を解析した。その結果、

葉酸欠乏マウスでは対照マウスと比べて海馬歯状回におけるニューロンの樹状突起と各同

心円との交点数が有意に減少しており、樹状突起の長さや分岐数が減少しているものと考

えられた (図 12A, B)。 

 

 

 

図 12. 葉酸欠乏が海馬歯状回におけるニューロンの樹状突起の複雑性に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスでは対照マウスと比べて海馬歯状回におけるニューロンの樹状突起と各

同心円との交点数が有意に減少していた (A: ゴルジ染色により可視化された歯状回ニュー

ロンのトレース像。B: ショールアナリシスの解析結果)。反復測定二元配置分散分析の結果、

飼料 (F1, 152 = 54.10, P < 0.001) および距離 (F19, 152 = 252.43, P < 0.001) による主効果と交互

作用 (F19, 152 = 10.06, P < 0.001) が認められた。n = 5。***P < 0.001 vs. 対照群。 
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樹状突起には「スパイン」と呼ばれる棘状の小さな突起が無数に存在しており、このスパ

インがシナプス入力を受け取ることでニューロン間の情報伝達を担っている。スパインは、

スパイン前駆体である filopodiaから未熟スパインである thin、中間型スパインである stubby

を経て、成熟スパインである mushroom および branched へと成熟することで安定したシナ

プスを形成する (図 13)。慢性的ストレス負荷により作製したうつモデル動物では、海馬歯

状回のニューロンにおけるスパイン密度や成熟スパイン数が減少することが報告されてい

ることから (41)、スパイン形態異常がうつ様行動に関与することが示唆されている。そこ

で、海馬歯状回におけるニューロンのスパイン数およびスパイン形態について解析した結

果、葉酸欠乏マウスでは対照マウスと比べて海馬歯状回におけるニューロンのスパイン密

度の低下が観察された (図 14A, B)。さらに、形態別にスパイン数を解析した結果、葉酸欠

乏マウスではスパイン前駆体である filopodia と未熟スパインである thin の増加、中間型ス

パインである stubby と成熟スパインである mushroom の減少が観察された (図 14A, C)。以

上の結果から、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回ニューロンは形態的に未熟な状態となってい

ることが考えられた。 

 

 

図 13. スパイン前駆体およびスパインの形態と成熟度 

 スパイン前駆体である filopodiaは、未熟スパインである thin、中間型スパインである

stubbyを経て、成熟スパインである mushroomおよび branchedへと成熟し、安定したシナ

プスを形成する。 
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図 14. 葉酸欠乏が海馬歯状回のニューロンにおけるスパインの密度および形態に及ぼす影

響 

 葉酸欠乏マウスでは対照マウスと比べて海馬歯状回のニューロンにおけるスパイン密度

および成熟スパイン数が減少していた (A: 海馬歯状回における樹状突起スパインの染色像。

B: スパイン密度の解析結果。C: 形態別スパイン数の解析結果)。Scale bar = 2 μm。n = 5。*P 

< 0.05, **P < 0.01 vs. 対照群。 
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1-7. ストレス負荷時における海馬歯状回の神経活動に対する葉酸欠乏の影響 

 前項の検討において、葉酸欠乏マウスでは海馬歯状回のニューロンにおける樹状突起の

長さおよび枝分かれ数の低下、スパイン密度および成熟スパイン数の減少が観察された。樹

状突起やスパインは周囲のニューロンからの情報伝達の役割を担うことから、葉酸欠乏は

歯状回の神経活動にも影響を及ぼす可能性が考えられる。そこで、興奮後のニューロンで発

現が増加することから神経活動マーカーとして利用される c-Fos タンパク質の発現を指標

に、ストレス負荷後の海馬歯状回ニューロンの神経活動を評価した。図 15 に示すように、

ストレス負荷 2時間後の葉酸欠乏マウスの海馬歯状回では、対照マウスと比べて c-Fos陽性

細胞数が有意に減少しており、ストレス負荷に応答するニューロン数が減少しているもの

と考えられた。 

 

 

 

図 15. 葉酸欠乏がストレス負荷時における海馬歯状回の神経活動に及ぼす影響 

 15 分間の強制水泳ストレスを負荷した葉酸欠乏マウスおよび対照マウスでは、ストレス

未処置群と比べて海馬歯状回における c-Fos陽性細胞数が有意に増加していた。また、スト

レス負荷した葉酸欠乏マウスでは、 ストレス負荷した対照マウスと比べて c-Fos 陽性細胞

数が有意に減少していた。(A: 海馬歯状回における c-Fos 陽性細胞 (茶) の染色像、矢印は

c-Fos陽性細胞を示す。B: c-Fos陽性細胞数の解析結果)。二元配置分散分析の結果、飼料 (F1, 

16 = 12.64, P < 0.01) およびストレス (F1, 16 = 162.14, P < 0.001) による主効果が認められたが、

交互作用 (F1, 16 = 3.15, P = 0.094) は認められなかった。Scale bar = 200 μm。n = 5。**P < 0.01 

vs. ストレス (-)、††P < 0.01 vs. 対照群。 
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考察 

 

 本章では、葉酸欠乏性うつ症状の発症機序を解明することを目的に、葉酸欠乏飼料の摂取

により体内葉酸量を減少させた「葉酸欠乏マウス」を用いて検討を行った。葉酸欠乏マウス

では強制水泳試験における無動時間が増加していたことから、うつ様行動の出現を確認で

きた。本結果から、葉酸欠乏がうつ病発症リスクを高めるとの臨床報告を動物実験レベルで

再現できたものと考えられる。また、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回では、神経新生が低下し

ていることを明らかにした。ストレス負荷動物でのうつ様行動の出現と海馬歯状回におけ

る神経新生の異常の関連性はよく知られており、同様の神経新生異常が葉酸欠乏性うつ症

状の発症機序の一端であるものと考えられた。ストレス負荷動物の海馬歯状回では神経系

前駆細胞が顕著に減少することが知られており、神経系前駆細胞の増殖抑制による未熟ニ

ューロン数の減少がストレスによる神経新生低下の第一要因と考えられている。一方で、本

研究において、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回では、新生成熟ニューロンの減少、すなわち神

経新生の低下が観察されものの、神経系前駆細胞の増殖に変化は認められなかった。また、

ストレス負荷動物とは異なり、未熟ニューロン数は増加していたことから、葉酸欠乏による

海馬歯状回の神経新生異常は神経系前駆細胞の増殖抑制によるものではなく、新生ニュー

ロンの成熟抑制に起因するものと推察される。葉酸欠乏下の海馬歯状回で観察されるニュ

ーロンの成熟抑制と類似した現象は、統合失調症様および双極性障害様のフェノタイプを

示すカルシウムカルモジュリン依存性酵素 (CaMKIIα) やシナプトソーム関連タンパク質

25 (SNAP-25) などの遺伝子欠損マウスにおいても観察されることが報告されている (42-

44)。興味深いことに、海馬歯状回におけるニューロンの成熟抑制は、統合失調症患者や双

極性障害患者の死後脳においても観察されることから (45)、海馬歯状回におけるニューロ

ンの成熟抑制は、複数の精神疾患における中間表現型である可能性が考えられる。 

HPA 系は、生体内における主要なストレス応答機構であり、ストレス刺激が入ると副腎

から末梢血にグルココルチコイドが分泌され、気分や感情を含めた様々な生理機能を調節

することが知られている。うつ病患者では、HPA 系のネガティブフィードバック機構の破

綻や副腎の肥大がしばしば観察されることや (34-38)、うつ病モデル動物ではうつ病患者と

同様の HPA 系機能異常が誘発されることが報告されており (46)、うつ病の発症や病態に

HPA 系の機能異常に基づくストレス脆弱性が関与するものと考えられている。しかしなが

ら、ストレス負荷やデキサメタゾン投与後の血中コルチコステロン量、および副腎重量は葉

酸欠乏群と対照群で差異はなく、葉酸欠乏は HPA 系ストレス応答機構に影響を及ぼさない

ものと考えられた。すなわち、葉酸欠乏性うつ症状の発症機序は、HPA 系ストレス応答機

構の異常に基づくものとは異なる可能性が考えられる。 

本検討では、離乳後 3 週齢の幼若マウスに葉酸欠乏飼料を 6 週間摂取させ、その影響を

評価した。葉酸欠乏マウスで異常が見られた海馬歯状回における神経新生は、老齢動物にお

いても観察される現象であることから (47)、今回の検討で用いたマウスより成熟した個体
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においても葉酸欠乏による新生ニューロンの成熟抑制が生じる可能性は十分に考えられる。

しかしながら、神経新生は胎児期、幼若期において盛んに行われているものの、加齢に伴っ

て減少することから (47)、老齢動物での葉酸欠乏の影響は若齢動物に比べて軽度であるも

のと考えられる。成熟後の動物や老齢動物に対する葉酸欠乏の影響については、今後の検討

課題としたい。 

成体脳における神経新生は、海馬歯状回の他に側脳室周囲-嗅球においても観察される現

象であるが、側脳室周囲-嗅球においては葉酸欠乏による異常を見出すことはできなかった。

葉酸欠乏下の海馬歯状回の神経新生異常には新生ニューロンの成熟抑制が関与するものと

推測している。しかしながら、ニューロンの成熟過程における分子基盤は脳領域やニューロ

ンの種類により異なるものと考えられ、そのことが葉酸欠乏による応答性の違いに関与す

る可能性も考えられ、興味深く、葉酸欠乏が脳領域やニューロンの種類ごとに及ぼす影響に

ついても今後検討する必要があるものと考えている。 

ゴルジ染色法を用いたニューロンの形態学的解析から、葉酸欠乏マウスの歯状回ニュー

ロンでは、樹状突起の長さや分岐数の減少といった複雑性の低下、スパイン密度および成熟

スパイン数の減少などの形態学的異常が観察された。しかしながら、ゴルジ染色法は、ニュ

ーロンをランダムに染色する手法であるため、染色された細胞が新生ニューロンであるの

か、既に存在していたニューロンであるのかを区別することはできない。したがって、葉酸

欠乏下の海馬歯状回で観察されたニューロン形態異常は、新生ニューロン以外で生じてい

た可能性も十分に考えられる。今後は、免疫組織化学染色法による新生ニューロンの標識と、

ゴルジ染色法を組み合わせることで既に存在していたニューロンと区別して解析すること

で、葉酸欠乏が新生ニューロンの樹状突起やスパインの形態に及ぼす影響を明らかにでき

るものと考えられる。 

葉酸欠乏による病的症状としては貧血がよく知られている (10)。しかしながら、葉酸欠

乏マウスでは葉酸欠乏性の貧血症状は観察されなかった。赤血球の寿命は、マウスにおいて

約 40 日と比較的長く (48)、6 週間の葉酸欠乏飼料摂取では正常な赤血球が血液中に十分存

在しているものと想定されるため、貧血症状が出現しなかった可能性も考えられる。一方で、

貧血症状が出現しない 6 週間の葉酸欠乏飼料摂取によりうつ様行動や海馬歯状回の神経新

生異常が誘発されたことから、中枢神経系は造血系と比べて葉酸欠乏に対してより脆弱な

組織である可能性が考えられた。 
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第 2章 葉酸欠乏下の培養神経幹細胞における遺伝子発現解析、およびエピゲノム修飾解

析 

第 1章では、ヒトの疫学調査の結果と同様に葉酸欠乏によりうつ様行動を示す葉酸欠乏

マウスを作製し、本マウスの海馬歯状回においてニューロンの成熟異常が生じていること

を見出した。多くの細胞と同様にニューロンにおいても、分化・成熟過程は細胞種特異的

な転写因子の発現変動により調節されており、この転写因子の発現変動は DNA やヒスト

ンタンパク質のメチル化といったエピゲノム修飾によって厳密に制御されていることが知

られている (49-56)。すなわち、ニューロンの分化・成熟過程では、分化や成熟に関わる

遺伝子群のエピゲノム修飾がドラスティックに変動しており、DNAやヒストンタンパク質

へのメチル基転移反応が活発に行われている。 

食物などから摂取された葉酸は体内に吸収された後、代謝過程を経て活性型の葉酸であ

るテトラヒドロ葉酸へと変換される。体内で変換されたテトラヒドロ葉酸は一炭素単位の

輸送担体としてデオキシウリジル酸にメチル基を供与することで、核酸塩基の構成成分で

あるチミジル酸が生合成される。また、テトラヒドロ葉酸はビタミン B12やメチオニンと協

調的に働くことで、多くのメチル基転移反応においてメチル基供与体として働く S-アデノ

シルメチオニン (S-adenosylmethionine; SAM) が生合成される (図 16)。したがって、葉酸欠

乏することで、核酸の合成やメチル基転移反応が抑制されるものと考えられる。しかしなが

ら、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回では細胞増殖に変化は見られないことから、DNA の複製

といった核酸の合成には影響がないものと考えられる。つまり、ニューロンの分化・成熟に

伴いメチル基転移反応が活発に行われている海馬歯状回では、葉酸欠乏によるエピゲノム

修飾異常による影響を他の脳領域に比べて強く受ける可能性が推測される。 

 

図 16. 葉酸代謝回路の概略 

体内に吸収された葉酸は葉酸代謝回路に入り、活性型のテトラヒドロ葉酸に変換される

ことで核酸合成に関与する。また、テトラヒドロ葉酸はビタミン B12やメチオニンと協調的

に働くことで、メチオニン代謝回路において S-アデノシルメチオニンの生合成を介し、DNA

およびタンパク質などのメチル基転移反応に関与する。R = DNA、タンパク質など。 
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そこで本章では、葉酸欠乏による新生ニューロン成熟異常の詳細な分子基盤を明らかに

するために、葉酸欠乏条件がニューロンの分化や成熟に関わる遺伝子群の発現量とエピゲ

ノム修飾に及ぼす影響を解析することとした。本検討では神経系前駆細胞における分化・成

熟異常を解明するために、マウス胎仔脳から単離した神経幹細胞を用いて解析を行った。 
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実験方法 

 

2-1. マウス胎仔脳由来神経幹細胞の培養  

マウス胎仔脳由来神経幹細胞はニューロスフェア法を用いて調製した。すなわち、妊娠

14.5日目の ddY系マウス (Shimizu Laboratory Supplies) を断頭した後、胎仔を取り出し、胎

仔から脳を採取した。実体顕微鏡下で胎仔脳から終脳を分離した後、Papain dissociation 

system (Worthington, Lakewood, New Zealand) を用いて細胞を単一に分散させた。分散させた

細胞は、1% (v/v) N-2 supplement (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 、20 ng/ml Epidermal growth 

factor (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) 、20 ng/ml Fibroblast growth factor 2 (PeproTech) およ

び 2 μg/ml Heparin (Nacalai tesque, Kyoto, Japan) を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) /Ham’s F-12 (Nacalai tesque) で再懸濁した後、1×106 cells/dish となるように non-

treated 100 mm dishに播種し、7日間浮遊培養することで細胞塊 (ニューロスフェア) を形成

させた。ニューロスフェアをチューブに回収し、ピペッティングにより分散させ後、

Laminin/poly-L-ornitine コーティングした 24-well プレート、35 mm dish および 100 mmdish

に播種し、2% (v/v) B-27 supplement (Invitrogen) を含む対照培地 (DMEM/Ham’s F-12, 葉酸

含量 2.44 mg/l)、あるいは葉酸欠乏培地 (DMEM without folic acid (Sigma, St. Louis, MO, 

USA):Ham’s F-12 (Nacalai tesque) 1:1, 葉酸含量 0.66 mg/l) 中で接着培養することで分化させ

た。分化 1日目、3日目、7日目に各種解析を行った。 

 

2-2. 免疫細胞化学染色 

 分化させた培養神経幹細胞を 4%パラホルムアルデヒド を含む PBS 中で室温にて 30 分

間インキュベートした後、80%メタノールを含む PBS中で-20°C にて 20分間インキュベー

トすることで固定した。抗体の非特異的結合を防ぐために、固定した細胞を 1% BSA を含

む PBS-T 中で室温にて 1時間インキュベートした。その後、細胞を一次抗体 (表 3) と 4°C

にて一晩反応させ、PBS で細胞を洗浄した後、二次抗体 (表 3) と室温にて 2 時間反応させ

た。なお、一次抗体および二次抗体は、1% BSAを含む PBS-T を用いて希釈した。また、核

染色には DAPI を使用した。染色した細胞を正立顕微鏡 (BX53, Olympus) および顕微鏡用

デジタルカメラ (DP73, Olympus) を用いて撮影し、各陽性細胞数を計測した。 
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表 3. 免疫細胞化学染色で用いた抗体 

 

 

 

2-3. 定量的リアルタイム PCR 

 分化させた培養神経幹細胞から Sepasol-RNA I Super G (Nacalai tesque)を用いて、total RNA

を単離した。単離した total RNA (1 μg) を鋳型として ReverTra Ace (Toyobo) を用いて逆転写

することで cDNA を合成した。定量的リアルタイム PCR は、THUNDERBIRD qPCR Mix 

(Toyobo) およびプライマー (表 4) を用いて Thermal Cycler Dice Real Time System Single 

(Takara Bio, Shiga, Japan) にて解析した。なお、各遺伝子の mRNA発現量は Gapdhの mRNA

発現量で補正した。 

 

表 4. mRNA発現量解析に使用したプライマー 
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2-4. ドットブロット法 

 分化させた培養神経幹細胞から lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl; pH 8.0, 10 mM 

EDTA, 0.1 % SDS, protainase K)を用いてゲノム DNA を抽出し、TE 飽和フェノール (Nacalai 

tesque) 、Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1) (Nacalai tesque) およびエタノールを用

いて精製した。精製したゲノム DNAは 0.4 mM NaOH/10 mM EDTAを用いて 10 ng/100 μlに

希釈し、99°C で 10 分間インキュベートすることで変性させた後、直ちに氷上で冷却した。

変性させた DNAに 2 M酢酸アンモニウムを 100 μl加えた後、Dot-blotter (Sanplatec, Osaka, 

Japan)を用いてサンプル 200 μlを Nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA ) にア

プライした。メンブレンを 2×SSC でリンスし、UV Transilluminator (UVP, Upland, CA, USA) 

を用いて UV (302 nm) を 5分間照射することで DNA をメンブレンに定着させた。Blocking 

One (Nacalai Tesque) を用いて室温で 1時間ブロッキングした。その後、一次抗体 (表 5) を

4°C にて一晩反応させ、TBS-T でメンブレンを洗浄した後、二次抗体 (表 5) を室温にて 2

時間反応させた。なお、一次抗体および二次抗体は 5% Blocking Oneを含む TBS-T で希釈し

た。5-メチルシトシン量の定量には、Chemi-Lumi One Super (Nacalai Tesque) および ChemiDoc 

(Bio-Rad) を用いた。 

 

表 5. ドットブロット法で用いた抗体 

 

 

2-5. ヒストンタンパク質の単離およびウエスタンブロット法 

 分化させた培養神経幹細胞にヒストン抽出液 (50 mM Tris-HCl; pH 7.5, 25 mM KCl, 250 

mM sucrose, 2 mM sodium butyrate, 0.5 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, protease inhibitor 

cocktail) を 1 ml 加え、セルリフターで細胞を回収した。氷冷した Dounce tissue grinder 

(Wheaton, Millville, NJ, USA) に細胞懸濁液を入れ、付属の Tight pestleで 12回ストロークす

ることで細胞を破砕した。細胞破砕液を 4°C、7,700 ×gにて 1分間遠心分離した後、上清 (細

胞質画分) を除き、沈殿物 (核画分) に 0.4 M H2SO4を 500 μl入れて再懸濁させた。再懸濁

液を氷上で 30分間静置した後、4°C、15,000 ×g にて 10分間遠心分離し、上清に 10 mMデ

オキシコール酸を 250 μl入れ、4°C で 30分静置した。4°C、15,000 ×gにて 10分間遠心分離

した後、沈殿物 (ヒストンタンパク質) に acidified acetone (0.1% HCl) を 1 ml入れ、氷上で

5 分静置した。4°C、15,000 ×gにて 5分間遠心分離して上清を除いた後、acetone を 1 ml入

れて氷上で 5分静置し、ヒストンタンパク質を洗浄した。4°C、15,000 ×gにて 5分間遠心分

離して上清を除き、沈殿させたヒストンタンパク質を 30 μl の 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)



29 

 

で溶解し、タンパク質濃度を BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) を用いて測定した。タンパク質濃度が 50 ng/μlとなるように sample buffer (0.1 M Tris-

HCl; pH 6.8, 2% SDS, 4.2% 2-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0.005% bromophenol blue) で希釈

した後、99°C で 5分間加熱し、これをサンプルとした。15% SDS-ポリアクリルアミドゲル

に 5 μl の ExcelBand All Blue Regular Range Protein Marker (SMOBIO, Tokyo, Japan) をおよび

10 μl のサンプルを添加し、電気泳動した。その後、タンパク質を PVDF membrane (Merck, 

Burlington, MA, USA) に転写し、3%スキムミルクを含む 0.1% Tween20 Tris-buffered saline 

(TBS-T) 中で室温にて 1時間ブロッキングした。その後、一次抗体 (表 6) を 4°C で一晩反

応させ、二次抗体 (表 6) を室温で 1時間反応させた。なお、一次抗体と二次抗体は、1%ス

キムミルクを含む TBS-T で希釈した。反応後、メンブレンを TBS-T で洗浄し、Chemi-Lumi 

One Super (Nacalai Tesque) および ChemiDoc (Bio-Rad) を用いてメチル化ヒストン量を定量

した。定量後、メンブレンを TBS-T で洗浄し、stripping buffer (62.5 mM Tris-HCl; pH 6.8, 10% 

SDS, 0.007% 2-mercaptoethanol) を加えて、50°C で 45分インキュベートした。メンブレンを

TBS-T で洗浄後、3%スキムミルクを含む TBS-T を用いて室温で 1時間ブロッキングし、一

次抗体 (表 6) を用いて 4°C で一晩反応させた。その後、二次抗体 (表 6) を用いて室温で 1

時間反応させた。一次抗体と二次抗体の希釈には、1%スキムミルクを含む TBS-T を使用し

た。メンブレンを TBS-T で洗浄した後、Chemi-Lumi One Super (Nacalai Tesque) および

ChemiDoc (Bio-Rad) を用いて総ヒストン H3量を定量した。なお、メチル化ヒストン H3量

は、メチル化ヒストン H3量/総ヒストン H3量として算出した。 

 

表 6. ウエスタンブロット法で使用した抗体
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2-6. Methylated CpG Island Recovery Assay 

 培養神経幹細胞に DNA 抽出バッファー (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl; pH 8.0, 10 mM 

EDTA, 0.1 % SDS and 100 μg/ml proteinase K ) を 100 μl加え転倒混和し、55°Cで 1 時間イン

キュベートした後、37 °Cで一晩インキュベートした。その後、TE 飽和フェノール (Nacalai 

tesque) を 100 μl加え、室温で 20 分間穏やかに混和した。混和したサンプルを室温、11,000 

×gで 10 分間遠心し、上層に Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1) (Nacalai tesque) を

100 μl加え、室温で 20 分間穏やかに混和した。混和したサンプルを室温、11,000×gで 10 分

間遠心し上層に 3 M酢酸ナトリウム (pH 5.2) を 20 μl、100 %エタノールを 500 μl加え、穏

やかに混和した後、-80°C で 1 時間静置し、4°C、16,000×g で 30 分間遠心した。遠心後、

上清を取り除き 70 %エタノールを 500 μl 加え、穏やかに混和した後、4°C、16,000 ×gで 30 

分間遠心した。遠心後、上清を取り除き、10 分間自然乾燥させた後、20 μlの注射用水を加

えて溶解した。抽出した DNA サンプル (1 μg) に注射用水を加えて全量 75 μlとし、超音波

発生機 Handy Sonic (UR21-P; TOMY, Tokyo, Japan) を用いて 5 秒間超音波処理することで

DNA をせん断した。せん断した DNAは EpiXplore Methylated DNA Enrichment Kit (Takara bio)

を用いてメチル化 DNA の濃縮を行い、メチル化 DNA と非メチル化 DNA に分別した。そ

の後、KOD SYBR qPCR Mix (Toyobo) およびプライマー (表 7) を用いて Thermal Cycler Dice 

Real Time System Single (Takara Bio) にて各遺伝子の転写開始点付近における CpGアイラン

ドを含む領域を増幅した。DNA メチル化割合は、メチル化 DNA 量/メチル化 DNA 量＋非

メチル化 DNA 量として算出した。 

 

表 7. Methylated CpG Island Recovery Assayで使用したプライマー 

 

 

2-7.クロマチン免疫沈降法 

培養神経幹細胞に 1% formaldehyde を含む DMEM/Ham’s F-12 medium (Nacalai tesque) を

10 ml加え、室温で 10 分間インキュベートすることでヒストンタンパク質と DNAを架橋し

た。ChIP-IT Express Kit (Active Motif, Carlsbad, CA, USA) 付属の Glycine stop-Fix Solution を

5 ml 加え、室温で 5 分間インキュベートすることで架橋反応を停止させた。固定した細胞
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に ChIP-IT Express Kit付属の 0.5 mM PMSFを含む Cell scraping solutionを 1 ml添加し、4°C

で 800 ×gにて 10分間遠心分離した。沈殿物をキット付属の Lysis buffer (1×protease inhibitor 

cocktail , 0.5 mM PMSF) で懸濁し、氷上で 30 分間インキュベートした。氷冷した Dounce 

tissue grinder (Wheaton) および付属の Tight pestle を用いて 12回ストロークすることで細胞

を破砕して核を放出させた。細胞破砕液を 4°C で 2,400×g にて 10 分間遠心分離し、上清を

除いた後、沈殿物をキット付属の Shearing buffer 150 μlに再懸濁した。超音波発生機 Handy 

Sonic (UR21-P; TOMY)を用いて 1 回あたり 30 秒間の超音波処理を 10 回繰り返すことでク

ロマチンを断片化した。その後、4°C で 18,000 ×gにて 10分間遠心分離し、上清をサンプル

とした。クロマチン免疫沈降は、ChIP-IT Express Kitのマニュアルに従った。免疫沈降には、

抗メチル化ヒストン H3 抗体 (表 8) を使用し、ローテーターを用いて 4°C で一晩反応させ

た。得られた ChIP DNA および Input DNA を Phenol:chloroform:isoamyl alcohola (25:24:1) 

(Nacalai tesque) およびエタノールを用いて精製した。定量的リアルタイム PCR は、プライ

マー (表 9) および KOD qPCR SYBR Mix (Toyobo)を用いて Thermal Cycler Dice Real Time 

System Single (Takara Bio) にて解析した。メチル化ヒストン割合は、ChIP/Input で算出した。 

 

表 8. クロマチン免疫沈降法で使用した抗体 

 

 

表 9. クロマチン免疫沈降法で使用したプライマー 

 

 

 

2-8. 統計学的解析 

データは全て「平均値±標準誤差」として表した。統計学的処理として、Student’s t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 

 

2-1. 培養神経幹細胞の分化・成熟に対する葉酸欠乏の影響 

まず in vitro実験系において、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察されたニューロンの成

熟異常を再現できるかどうかを確認するために、葉酸欠乏培地中で 1、3、7日間分化させた

培養神経幹細胞における、βⅢ tubulin (Tuj1, ニューロンマーカー) 陽性細胞数および

microtubule-associated protein 2 (MAP2, 成熟ニューロンマーカー) 陽性細胞数を評価した 

(図 17)。その結果、分化 1 日目、3 日目では Tuj1 陽性細胞数および MAP2 陽性細胞数に変

化は見られなかったが、分化 7 日間では葉酸欠乏条件下で分化させた細胞において Tuj1 陽

性細胞数の有意な増加とMAP2 陽性細胞数の有意な減少が観察された。また、分化 1日目、

3 日目、7日目のいずれにおいても、葉酸欠乏条件は glial fibrillary acidic protein (GFAP, アス

トロサイトマーカー) 陽性細胞数に影響を及ぼさなかった (図 18A-F)。なお、DAPI により

染色された核の形態を指標として細胞の生存率を評価したところ、対照条件と葉酸欠乏条

件で細胞の生存率に違いはみられなかった (Data not shown)。本結果は、葉酸欠乏によりニ

ューロンへの分化が促進される一方で、ニューロンの成熟が抑制されることを示唆してお

り、in vitro 実験系においても、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察されたような新生ニュ

ーロン成熟異常を再現することができたものと考えられる。 

 

 

 

図 17. 実験スケジュール 

 ニューロスフェア法により調製した培養神経幹細胞を 24-wellプレートに播種し、対照培

地または葉酸欠乏培地中にて接着培養することで分化させた。分化 1日目、3日目、7日目

に免疫化学染色により、ニューロンの分化・成熟を評価した。  
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図 18. 葉酸欠乏が培養神経幹細胞の分化・成熟に及ぼす影響  

 葉酸欠乏条件下では、対照条件下と比べて分化 7 日目において Tuj1 陽性細胞数 (ニュー

ロン数) の有意な増加、および MAP2 陽性細胞数 (成熟ニューロン数) の有意な減少が認め

られたが、GFAP 陽性細胞数 (アストロサイト数) に両条件間で有意な差は認められなかっ

た (E: Tuj1 (緑) 陽性細胞、MAP2 (緑) 陽性細胞、GFAP (赤) 陽性細胞および DAPI (青) の

染色像。F: 分化 7日目における Tuj1陽性細胞数、MAP2 陽性細胞数および GFAP 陽性細胞

数の解析結果)。一方で、分化 1日目および分化 3日目においては、両条件間で Tuj1陽性細

胞数、MAP2陽性細胞数および GFAP 陽性細胞数に有意な差は認められなかった (A, C: 分

化 1日目 (A) および分化 3 日目 (C) における Tuj1 (緑) 陽性細胞、MAP2 (緑) 陽性細胞、

GFAP (赤) 陽性細胞および DAPI (青) の染色像。B, D: 分化 1 日目 (B) および分化 3 日目 

(D) における Tuj1陽性細胞数、MAP2 陽性細胞数、および GFAP 陽性細胞数の解析結果)。

n = 3。Scale bar = 30 μm。*P < 0.05, ***P < 0.001 vs. 対照群。 
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2-2. ニューロン分化・成熟関連遺伝子群のmRNA発現に対する葉酸欠乏の影響 

神経幹細胞は中枢神経系を構成する主要な細胞種であるニューロンやアストロサイトな

どに分化する多分化能を有した細胞である。神経幹細胞は直接成熟したニューロンへと分

化するのではなく、神経前駆細胞などの未熟な神経系細胞への分化を経て、段階的に成熟し

たニューロンへと分化することが知られている (図 19)。それぞれの分化段階において特異

的に発現する遺伝子がいくつか同定されており、これら遺伝子の発現変動によりニューロ

ンへの分化や成熟が規定されている。そこで、葉酸欠乏がニューロンの分化や成熟に関連す

る遺伝子の発現変動に及ぼす影響を明らかにするために、本培養系においての各遺伝子の

mRNA発現量を定量的 real-time PCR法により解析した。その結果、分化 1日目では各遺伝

子の有意な発現変化は見られなかったものの、分化 3 日目と分化 7 日目においては、葉酸

欠乏条件により Pax6、Nrsf、Bmp4、Stat3、Hey1などの神経幹細胞の増殖・維持に関与する

遺伝子および Neurod1、Mib1、Creb1などのニューロンの成熟に関与する遺伝子の mRNA発

現量が有意に減少していた。一方で、Neurog1、Eomes などの神経前駆細胞からニューロン

への分化に関与する遺伝子のmRNA発現量は、葉酸欠乏条件により有意に増加していた (図

20A-C)。 

 

 

図 19. 神経幹細胞からニューロンへの分化・成熟過程の概略 

 神経幹細胞は増殖・分化することで神経前駆細胞となり、未熟ニューロンへの分化を経て

成熟ニューロンへと分化する。 

  



35 

 

 

 

 

図 20. 葉酸欠乏がニューロン分化・成熟関連遺伝子群の mRNA発現パターンに及ぼす影響 

 葉酸欠乏条件下で 7 日間分化させた細胞では、対照条件下で分化させた細胞と比べて、神

経幹細胞の増殖・維持に関与する遺伝子である Pax6、Nrsf、Stat3、Hey1 およびニューロン

の成熟に関与する遺伝子である Mib1、Creb1、Neurod1 の mRNA 発現量が有意に減少して

おり、神経系前駆細胞からニューロンへの分化に関与する遺伝子である Neurog1、Eomesの

mRNA 発現量は有意に増加していた (C)。分化 7 日目と同様の遺伝子発現パターンの変動

は、分化 3日目においても認められた (B)。一方で、分化 1日目においては葉酸欠乏による

有意な遺伝子発現変動は認められなかった (A)。n = 3 (A), 6 (B, C)。*P < 0.05, **P < 0.01, *** 

P < 0.001 vs. 対照群。 
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2-3. ニューロン分化・成熟関連遺伝子群の DNAメチル化およびヒストンメチル化に対する

葉酸欠乏の影響 

次に、葉酸欠乏によるニューロン分化・成熟関連遺伝子群のエピゲノム修飾について解析

を行った。哺乳類における DNA メチル化は、主にシトシン残基の 3’ 末端にグアニン残基

が隣接する「CpG 部位」と呼ばれる配列のシトシンにおいて観察される。ヒストンのメチル

化は、8量体のコアヒストンを形成するサブユニットである H2A、H2B、H3、H4の N 末端

側であるヒストンテールのリジン残基やアルギニン残基において観察される。この 4 つの

ヒストンサブユニットのうち、H3は 4番目のリジンのトリメチル化 (H3K4me3)、9番目の

リジンのトリメチル化 (H3K9me3)、27番目のリジンのトリメチル化 (H3K27me3)、36番目

のリジンのトリメチル化 (H3K36me3) のように最も多くのメチル化修飾を受けることが知

られている。 

 そこで、葉酸欠乏が全ゲノム中におけるメチル化シトシン量とメチル化 H3量に及ぼす影

響をドットブロット法およびウエスタンブロット法により解析した。その結果、葉酸欠乏条

件下で 7 日間分化させた細胞では、全ゲノム中のメチル化シトシン量 (図 21A) および

H3K27me3 量 (図 21B) が有意に減少していた。一方で、H3K4me3 量、H3K9me3 量および

H3K36me3量に有意な変動は見られなかった (図 21B)。 

 

 

図 21. 葉酸欠乏が DNAメチル化およびヒストンメチル化に及ぼす影響 

 葉酸欠乏条件下で 7 日間分化させた細胞では、対照条件下で分化させた細胞と比べて全

ゲノムにおけるメチル化シトシン量 (A) およびヒストン H3 リジン 27 トリメチル化 

(H3K27me3) 量 (B) が減少していた。一方、ヒストン H3リジン 4トリメチル化 (H3K4me3) 

量、ヒストン H3リジン 9トリメチル化 (H3K9me3) 量およびヒストン H3リジン 36トリメ

チル化 (H3K36me3) 量に有意な変動は認められなかった (B)。n = 3 (A), 5-6 (B)。*P < 0.05, 

**P < 0.01 vs. 対照群。 
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DNA のメチル化が生じる CpG 部位はゲノム全体に分布しているものの、その多くが遺伝

子の転写開始点付近に集中しており、この CpG 部位が集中する領域を「CpG アイランド」

という。一般的に、転写開始点付近の CpG アイランドにおける DNA メチル化は遺伝子の

転写を抑制することが知られている。一方で H3 のメチル化は、修飾部位によって遺伝子の

転写活性に及ぼす影響が異なる。一般的に、H3K4me3 および H3K36me3 は転写を促進する

修飾であり、H3K9me3 および H3K27me3 は転写を抑制する修飾であることが知られてい

る。 

そこで、葉酸欠乏によるニューロン分化・成熟関連遺伝子群の発現変動とエピゲノム修飾

変動との関連性を評価するために、葉酸欠乏により発現変動が見られた遺伝子において転

写開始点付近のメチル化状態およびヒストンメチル化状態を解析した。その結果、神経系前

駆細胞からニューロンへの分化に関与する遺伝子である Neurog1 と Eomes では、葉酸欠乏

によりメチル化シトシン量が有意に減少しており (図 22)、mRNA 発現変動と DNA メチル

化変動との間に相関性が見られた。また、ニューロンの成熟に関与する遺伝子である

Neurod1では、葉酸欠乏によりメチル化シトシン量が減少していたものの、mRNA発現変動

と DNA メチル化変動との間に相関性は見られなかった(図 22)。一方で、葉酸欠乏による

H3K4me3量およびH3K27me3量の変動は、Neurod1以外の遺伝子では認められなかった (図

23)。 

 

図 22. 葉酸欠乏がニューロン分化・成熟関連遺伝子群の転写開始点付近における CpGアイ

ランドの DNAメチル化に及ぼす影響 

 葉酸欠乏条件下で 7 日間分化させた細胞では、対照条件下で分化させた細胞と比べて神

経系前駆細胞からニューロンへの分化に関与する遺伝子である Neurog1と Eomes、およびニ

ューロンの成熟に関与する遺伝子である Neurod1 の転写開始点付近における CpG アイラン

ドのメチル化シトシン量が有意に減少していた。その他のいずれの遺伝子においても、転写

開始点付近における CpG アイランドのメチル化シトシン量に有意な変動は認められなかっ

た。n = 9。*P < 0.05 vs. 対照群。 



38 

 

 

 

図 23. 葉酸欠乏がニューロン分化・成熟関連遺伝子群の転写開始点付近におけるヒストン

メチル化に及ぼす影響 

 葉酸欠乏条件下で 7 日間分化させた細胞では、対照条件下で分化させた細胞と比べて経

細胞の成熟に関与する遺伝子である Neurod1 の転写開始点付近における H3K27me3 量の有

意な減少が認められた (B)。その他のいずれの遺伝子においても、転写開始点付近における

H3K4me3量および H3K27me3 量に有意な変動は認められなかった (A, B)。n = 9。*P < 0.05 

vs. 対照群。 
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考察 

 

 本章では、葉酸欠乏がニューロンの成熟異常を引き起こす分子機序を明らかとすること

を目的に、ニューロンの分化・成熟を詳細に評価可能な in vitro 実験系を構築し、葉酸欠乏

の影響を解析した。その結果、葉酸欠乏条件下では、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回と類似し

た新生ニューロン成熟異常が観察されることを確認するとともに、ニューロン分化・成熟関

連遺伝子の発現変動および DNAやヒストンの低メチル化が観察された。本結果は、葉酸欠

乏によるニューロンの成熟異常が遺伝子レベルの変化に基づくことを示唆するものと考え

られる。 

今回変動が見られた遺伝子のうち、Neurog1 と Eomes においては DNAメチル化の変動と

mRNA 発現量の変動に相関性が見られた。これら 2 つの遺伝子は、海馬歯状回において神

経前駆細胞からニューロンへ分化する過程において特異的に発現することが知られている 

(57-59)。また、Eomes 遺伝子欠損マウスでは、胎仔期や成体期において神経新生に異常見ら

れることから、Eomesは神経前駆細胞からニューロンへの分化制御の役割を担うものと考え

られている (60-62)。これらの知見を考慮すると、葉酸欠乏によるニューロン成熟異常に

DNA低メチル化を起因とする Neurog1や Eomesの発現増加が関与するとの仮説が考えられ

る。また、葉酸欠乏条件下では Neurod1 の mRNA 発現量の減少も観察された。Neurod1 に

コードされているタンパク質の NeuroD1 は塩基性ヘリックスループヘリックス転写因子の

一つであり、成体新生ニューロンや胎仔脳における神経前駆細胞の生存および成熟におい

て重要な役割を担っていることが知られている (63-65)。したがって、葉酸欠乏による

Neurod1 の発現減少はニューロンへの成熟が抑制されている原因の一つである可能性が考

えられる。しかしながら、今回の検討では葉酸欠乏条件下において Neurod1のエピゲノム修

飾の変動と mRNA 発現量の変動との間に相関性は見られなかった。Neurod1 を含むニュー

ロンの分化・成熟に関与するいくつかの遺伝子は、Eomes にコードされている転写因子の

Tbr2 により発現が調節されていることが知られている(62)。Neurod1 は Tbr2 が結合するこ

とで転写が抑制されることが報告されていることから (62)、Neurod1 の mRNA 発現量の減

少は、葉酸欠乏によるエピゲノム修飾の変動により直接引き起こされたものではなく、Tbr2

の発現増加により Neurod1 への Tbr2 の結合が増加することで、Neurod1 の転写が強く抑制

された結果かもしれない。また、葉酸欠乏条件下では、Mib1 や Creb1 などのニューロンの

樹状突起伸長やスパインの形成および成熟に関与する遺伝子 (66, 67)の発現減少も観察さ

れた。これら遺伝子の発現減少が葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で見られた樹状突起および

スパインの成熟異常に関与している可能性が考えられる。 

本章では、ニューロンの分化や成熟に関わる遺伝子の発現変動やエピゲノム修飾変動を

見出した。今回変動が見られた遺伝子のみで葉酸欠乏による異常のすべてを十分に説明で

きるわけではないが、DNA 低メチル化によるニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動

が葉酸欠乏による新生ニューロン成熟異常の分子基盤の一端に関わるものと考えられる。 
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第 3 章 葉酸欠乏マウスで観察される異常に対するメチル基供与体、および抗うつ薬の作

用 

 

 第 2章では、葉酸欠乏条件下における培養神経幹細胞を用いて、葉酸欠乏性のニューロン

成熟異常に DNAの低メチル化を起因とするニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動が

関与する可能性を見出した。 

前述のように DNA のメチル化反応では、DNA メチル基転移酵素の触媒によりメチル基

供与体である SAMから CpG部位のシトシンにメチル基が付加されることが知られている。

これまでに、葉酸欠乏状態を伴ったうつ病患者において脳脊髄液中の SAM濃度が減少して

いることや (68)、ラットにおいて葉酸欠乏飼料の摂取により肝臓や脳内の SAM量が減少す

ることが報告されており (69, 70)、葉酸欠乏により体内 SAM 量が減少するものと考えられ

る。一方で、臨床試験において、うつ病患者に対する SAMの単独投与はイミプラミンなど

の三環系抗うつ薬と同程度の抗うつ作用を示すことや (71-75)、選択的セロトニン再取り込

み阻害薬に反応しないうつ病患者に対して、葉酸を併用して投与することで抗うつ効果が

見られることが報告されており (22)、生体内の SAM量がうつ病の病態や治療において重要

であることが示唆されている。 

 そこで本章では、葉酸欠乏性うつ症状に対する SAM の影響を評価するために、SAM の

投与が葉酸欠乏性のニューロン成熟異常、ニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動およ

びうつ様行動が改善するか否かを検討した。 
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実験方法 

 

3-1. 実験動物 

 1-1. に準ずる。 

 

3-2. S-アデノシルメチオニンの投与 

 7 週齢時の対照マウスおよび葉酸欠乏マウスに saline、または saline に溶解した S-アデノ

シルメチオニン (S-adenosylmethionine; SAM, 50 mg/kg/day) を 1日 1回 14日間、腹腔内投与

し、9週齢時に各種解析を行った (図 21)。 

 

 

図 24. S-アデノシルメチオニンの投与スケジュール 

 3週齢の ddY 系雄性マウスに対照飼料または葉酸欠乏飼料を 6週間摂取させた。7週齢時

から SAM (50 mg/kg/day) を 14日間腹腔内投与し、9週齢時に各種解析を行った。 
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3-3. 免疫組織化学染色 

 1-10. に準ずる。ただし、使用した一次抗体および二次抗体は表 10に示す通りである。 

 

表 10. 免疫組織化学染色に使用した抗体  

 

 

3-4. Golgi-Cox染色 

 1-11. に準ずる。 

 

3-5. 強制水泳試験 

1-4. に準ずる。 

 

3-6. 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。反復測定三元配置分散分析、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. 葉酸欠乏下の海馬歯状回における神経新生異常に対する S-アデノシルメチオニンの作

用 

まず、葉酸欠乏による海馬歯状回の神経新生異常に対するSAMの作用を解析したところ、

葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察される BrdU/NeuN 二重陽性細胞数の減少  (図 25) お

よび DCX陽性細胞数の増加  (図 26) は、SAM (50 mg/kg/day) を 14日間腹腔内投与するこ

とで対照群と同程度にまで改善することが明らかとなった。 

 

 

 

図 25. 葉酸欠乏による海馬歯状回における新生成熟ニューロン数の減少に対する SAM の

作用 

 葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察された BrdU (3 週齢時に 200 mg/kg/dayで 3日間腹腔

内投与)/NeuN二重陽性細胞数 (新生成熟ニューロン) の減少は、SAM (50 mg/kg/day) を 2週

間腹腔内投与することで改善した  (A: 海馬歯状回における BrdU (赤) 陽性細胞および

NeuN (緑) 陽性細胞の染色像、矢印は BrdU/NeuN二重陽性細胞を示す。B: BrdU/NeuN二重

陽性細胞数の解析結果)。二元配置分散分析の結果、交互作用 (F1, 39 = 14.19, P < 0.01) が認

められたが、飼料 (F1, 39 = 1.86, P = 0.18) および薬物 (F1, 39 = 0.94, P = 0.34) による主効果は

認められなかった。n = 9-12。Scale bar = 200 μm。**P < 0.01 vs. 対照群 SAM (-)、†P<0.05 vs. 

葉酸欠乏群 SAM (-)。 
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図 26. 葉酸欠乏による海馬歯状回における未熟ニューロン数の増加に対する SAMの作用 

 葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察された DCX 陽性細胞数 (未熟ニューロン数) の増加

は、SAM (50 mg/kg/day) を 14 日間腹腔内投与することで改善した (A: 海馬歯状回におけ

る DCX (緑) 陽性細胞の染色像、矢印および点線は DCX 陽性細胞を示す。B: DCX陽性細胞

数の解析結果)。二元配置分散分析の結果、薬物による主効果 (F1, 15 = 9.28, P < 0.01) と交互

作用 (F1, 15 = 17.06, P < 0.01) が認められたが、飼料による主効果 (F1, 15 = 1.83, P = 0.20) は

認められなかった。n = 5。Scale bar = 200 μm。**P < 0.01 vs. 対照群 SAM (-), ††P < 0.01 vs. 

葉酸欠乏群 SAM (-)。 
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3-2. 葉酸欠乏下の海馬歯状回ニューロンの樹状突起およびスパインの形態学的異常に対す

る S-アデノシルメチオニンの作用 

次に、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察される樹状突起およびスパインの形態学的異

常に対する SAMの作用について検討した。ゴルジ染色法による形態学的解析の結果、葉酸

欠乏マウスの海馬歯状回で観察された樹状突起の複雑性の減少は SAM を 14 日間投与する

ことで対照群と同程度にまで改善することが明らかとなった (図 27)。さらに、葉酸欠乏マ

ウスの海馬歯状回で観察されたスパイン密度の減少 (図 28A, B) 、および成熟スパイン数の

減少 (図 28A, C)も、SAM を投与することで対照群と同程度まで改善した。 

 

 

 

 

図 27. 葉酸欠乏による海馬歯状回における樹状突起の複雑性の低下に対する SAMの作用 

 ショールアナリシス法の結果、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回におけるニューロンで観察

された各同心円と樹状突起の交点数の減少は、SAM (50 mg/kg/day) を 7週齢時から 14日間

腹腔内投与することで対照群と同程度にまで改善した (A: ゴルジ染色により可視化された

歯状回ニューロンのトレース像。B: 樹状突起の複雑性の解析結果)。反復測定三元配置分散

分析の結果、飼料 (F1, 304 = 10.31, P < 0.01) 、薬物 (F1, 304 = 5.49, P < 0.05)、および距離によ

る主効果 (F19, 304 = 311.35, P < 0.001) とすべての要因間における交互作用 (飼料×薬物: F1, 304 

= 10.36, P < 0.01、薬物×距離: F19, 304 = 4.24, P < 0.001、距離×飼料: F19, 304 =4.86, P < 0.001、飼

料×薬物×距離: F19, 304 = 4.45, P < 0.001) が認められた。n = 5。*P < 0.05 vs. 対照群 SAM (-), 

††P < 0.01 vs. 葉酸欠乏群 SAM (-)。 
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図 28. 葉酸欠乏による海馬歯状回におけるスパインの形態学的異常に対する SAMの作用 

 葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察されたスパイン密度の減少および成熟スパイン数の

減少は、SAM (50 mg/kg/day) を 7週齢時から 14日間腹腔内投与することで改善した (A: ゴ

ルジ染色により標識された樹状突起スパイン。B: スパイン密度の解析結果。C: 形態別スパ

イン数の解析結果)。二元配置分散分析の結果、スパイン密度の解析 (B) において飼料によ

る主効果 (F1, 20 = 11.71, P < 0.01) および交互作用 (F1, 20 = 15.23, P < 0.001) が認められたが、

薬物による主効果 (F1, 20 = 1.38, P = 0.25) は認められなかった。また、形態別のスパイン数

の解析 (C) において、Filopodia: 飼料 (F1, 20 = 9.68, P < 0.01) および薬物による主効果 (F1, 

20 = 15.68, P < 0.001)と交互作用 (F1, 20 = 6.48, P < 0.05)、Thin: 薬物による主効果 (F1, 20 = 23.34, 

P < 0.001) と交互作用 (F1, 20 = 23.34, P < 0.001) 、Stubby: 飼料による主効果 (F1, 20 = 5.99, P 

< 0.05) と交互作用 (F1, 20 = 6.92, P < 0.05) 、Mushroom: 飼料 (F1, 20 = 8.91, P < 0.01) および

薬物による主効果 (F1, 20 = 6.73, P < 0.05) と交互作用 (F1, 20 = 23.04, P < 0.001)、Branched: 交

互作用 (F1, 20 = 4.92, P < 0.05) が認められたが、Thin: 飼料による主効果 (F1, 20 = 1.95, P = 

0.18) 、Stubby: 薬物による主効果 (F1, 20 = 1.65, P = 0.21)、Branched: 飼料 (F1, 20 = 0.80, P = 

0.38) および薬物による主効果 (F1, 20 = 2.42, P = 0.14) は認められなかった。n = 6。Scale bar 

= 2 μm。*P < 0.05, **P < 0.01 vs. 対照群 SAM (-)、††P < 0.01 vs. 葉酸欠乏群 SAM (-)。 
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3-3. 葉酸欠乏下の海馬歯状回における神経活動低下に対する S-アデノシルメチオニンの作

用 

 前項において、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回における樹状突起およびスパインの形態異

常は SAMにより改善することが明らかとなった。そこで、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で

観察されるストレス負荷時の神経活動低下に対しても SAM が改善作用を示すか否かを c-

Fos陽性細胞数を指標に解析した。その結果、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回において減少し

ていた c-Fos 陽性細胞数は、SAM の投与により対照マウスと同程度にまで回復することが

明らかとなった (図 29)。 

 

 

図 29. 葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察されるニューロンのストレス応答異常に対する

SAMの作用 

 葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察された c-Fos陽性細胞数の減少は、SAM (50 mg/kg/day) 

を 7週齢時から 14日間腹腔内投与することで改善した (A: 海馬歯状回における c-Fos陽性

細胞 (茶) の染色像、矢印は c-Fos陽性細胞を示す。B: c-Fos陽性細胞数の解析結果)。二元

配置分散分析の結果、飼料 (F1, 16 = 12.14, P < 0.05) および薬物による主効果 (F1, 16 = 6.83, P 

< 0.05) が認められたが、交互作用 (F1, 16 = 1.27, P = 0.28) は認められなかった。n = 5。Scale 

bar = 200 μm。*P < 0.05 vs. 対照群, †P < 0.05 vs. SAM (-)。 
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3-4. 葉酸欠乏下の海馬歯状回におけるニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動に対す

る S-アデノシルメチオニンの作用 

 葉酸欠乏によるニューロン成熟異常が SAMの投与により改善したことから、次にニュー

ロン成熟異常の原因と考えられるニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動に対する

SAM の作用について解析した。第 2 章において葉酸欠乏により顕著な発現変動が見られた

Eomes と Neurod1 について、それぞれの遺伝子転写・翻訳産物であり転写因子として機能

する Tbr2および NeuroD1の陽性細胞数を免疫組織化学染色により解析した。その結果、葉

酸欠乏マウスでは対照マウスと比べて、海馬歯状回における Tbr2 陽性細胞数が有意に増加

すること (図 30) 、NeuroD1陽性細胞数が有意に減少すること (図 31) が明らかとなり、葉

酸欠乏条件下の培養神経幹細胞と類似した結果が観察された。葉酸欠乏マウスで観察され

る海馬歯状回の Tbr2陽性細胞数の増加と NeuroD1陽性細胞数の減少は、SAM を 14日間投

与した葉酸欠乏マウスでは観察されなかった (図 30、図 31)。 

 

 

 

図 30. 葉酸欠乏および SAMが海馬歯状回における Tbr2陽性細胞数に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスでは、対照マウスと比べて海馬歯状回における Tbr2 陽性細胞数が有意に

増加していた。また、葉酸欠乏マウスに SAM (50 mg/kg/day) を 14日間腹腔内投与すること

で海馬歯状回における Tbr2 陽性細胞数の有意な減少が認められた (A: 海馬歯状回におけ

る Tbr2 (赤) 陽性細胞の染色像、矢印は Tbr2陽性細胞を示す。B: Tbr2陽性細胞数の解析結

果) 。二元配置分散分析の結果、飼料 (F1, 16 = 5.23, P < 0.05) および薬物による主効果 (F1, 16 

= 6.52, P < 0.05) と交互作用 (F1, 16 = 9.28, P < 0.01) が認められた。n = 5。Scale bar = 200 μm。

**P < 0.01 vs. 対照群 SAM (-), ††P < 0.01 vs. 葉酸欠乏群 SAM (-)。 
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図 31. 葉酸欠乏および SAMが海馬歯状回における NeuroD1陽性細胞数に及ぼす影響 

 葉酸欠乏マウスでは、対照マウスと比べて海馬歯状回における NeuroD1 陽性細胞数が有

意に減少していた。また、葉酸欠乏マウスに SAM (50 mg/kg/day) を 14日間腹腔内投与する

ことで海馬歯状回におけるNeuroD1陽性細胞数の有意な増加が認められた (A: 海馬歯状回

における NeuroD1 (緑) 陽性細胞の染色像、矢印は NeuroD1陽性細胞を示す。B: NeuroD1 陽

性細胞数の解析結果) 。二元配置分散分析の結果、交互作用 (F1, 24 = 12.64, P = 0.094) が認

められたが、飼料 (F1, 24 = 0.12, P = 0.73) および薬物による主効果 (F1, 24 = 3.09, P = 0.092) は

認められなかった。n = 7。Scale bar = 200 μm。*P < 0.05 vs. 対照群 SAM (-), †P < 0.05 vs. 葉

酸欠乏群 SAM (-)。 
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3-5. 葉酸欠乏性うつ様行動に対する S-アデノシルメチオニンの作用 

 これまでの検討から、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察されるニューロンの成熟異常

が SAMにより改善することが明らかになったことから、次に葉酸欠乏マウスのうつ様行動

に対する SAMの作用について解析した。その結果、葉酸欠乏マウスで観察される強制水泳

試験における無動時間の増加は、SAM の投与により対照群と同程度にまで減少し (図 32)、

葉酸欠乏性のうつ様行動も SAM投与により改善されることが明らかになった。 

 

 

 

図 32. 葉酸欠乏により引き起こされるうつ様行動に対する SAMの作用 

 葉酸欠乏マウスで観察される強制水泳試験における無動時間の有意な増加といったうつ

様行動は、SAM (50 mg/kg/day) を 7週齢時から 14日間腹腔内投与することで改善した。二

元配置分散分析の結果、交互作用 (F1, 71 = 11.12, P < 0.05) が認められたが、薬物 (F1, 71 = 3.53, 

P = 0.065) および飼料による主効果 (F1, 71 = 2.77, P = 0.10) は認められなかった。n = 18-21。

**P < 0.01 vs. 対照群 SAM (-), ††P < 0.01 vs. 葉酸欠乏群 SAM (-)。 
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考察 

 

 本章では、第 1 章と第 2 章で見出した葉酸欠乏によるうつ様行動、ニューロンの成熟異

常、ニューロン分化・成熟関連遺伝子の発現変動に対する SAM投与の影響について検討を

行った。その結果、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回で観察される神経新生の低下や未熟ニュー

ロン数の増加、樹状突起の長さ・分岐数の減少、成熟スパイン数の減少、ストレス負荷に対

する神経活動の低下などの異常は、SAM の投与により改善されることが明らかとなった。

また、葉酸欠乏マウスの海馬歯状回では、Tbr2 陽性細胞数の増加や NeuroD1 陽性細胞数の

減少といった培養神経幹細胞と同様の遺伝子発現変動が観察され、これら両因子の発現変

動は SAM投与により対照群と同程度の発現レベルとなることを見出した。さらに、葉酸欠

乏マウスで見られる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も、SAM に

より改善することを明らかにした。以上の結果より、葉酸欠乏性の種々の異常は SAM生合

成の低下により体内 SAM量が減少することで生じる可能性が示された。 

本研究成果から、葉酸欠乏性うつ症状の発症機序として、図 36に示すようなメカニズム

を推測している。すなわち、葉酸欠乏によりメチル基供与体である SAMの生合成が減少す

ることで体内 SAM 量が不足し、ニューロンの成熟に必要な DNA のメチル化が十分に生じ

ないことで、ニューロン分化・成熟遺伝子の正常な遺伝子発現変動が起こらず、海馬歯状回

の新生ニューロンの成熟が形態的・機能的にも抑制されるものと考えられる。 

 

 

 

 

 

図 36. 葉酸欠乏性うつ症状の発症機序仮説 

 葉酸欠乏は海馬歯状回において DNA 低メチル化を引き起こすことでニューロン分化・成

熟関連遺伝子の発現パターンを変動させる。この遺伝子発現パターンの変動により、海馬歯

状回における新生ニューロンの成熟が抑制され、ニューロンの成熟が形態的・機能的に抑制

されることでうつ様行動の誘発につながるものと考えられる。 
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総括 

 

本研究では、葉酸欠乏性うつ症状の発症機序を解明することを目的として、葉酸欠乏マウ

ス、および葉酸欠乏条件下で培養した神経幹細胞を用いて種々の検討を行った。 

第 1 章では、葉酸欠乏によりうつ様行動と海馬歯状回におけるニューロンの成熟異常が生

じることを見出した。第 2 章では、葉酸欠乏によるニューロンの成熟異常の分子基盤とし

て、ニューロン分化・成熟関連遺伝子におけるエピゲノム修飾の異常とそれに伴う遺伝子発

現の変動を見出した。第 3章では、葉酸欠乏により生じる異常に対してメチル基供与体であ

る SAMが改善作用を示すことを見出した。 

本結果は、疫学調査で示唆された葉酸欠乏性うつ症状の発症機序として、エピゲノム修飾

異常に起因する海馬歯状回のニューロンの成熟異常という新たなメカニズムを提唱するも

のである。また、統合失調症や双極性障害といった幅広い精神疾患においても同様のニュー

ロンの成熟異常が報告されていることから、葉酸欠乏はうつ病のみならず、様々な精神疾患

のリスクとなる可能性も無視できない。加えて本研究では、血中葉酸濃度が低いうつ病患者

は、海馬歯状回においてニューロンの成熟異常が生じているため、抗うつ薬に対して治療抵

抗性と示す可能性も見出した。本研究で明らかにした葉酸欠乏性うつ症状の発症機序は、ス

トレス負荷動物での解析から提唱されてきたうつ症状の発症機序とは異なるものであり、

既存の抗うつ薬で有効性が認められない患者に対する新たな治療法の開発などへの応用が

期待される。 

身近な栄養素である葉酸が成体においてもエピゲノム修飾に影響を及ぼし、疾患の発症

につながることは、疾患の予防や治療を考えるうえで非常に重要な知見である。現在、本邦

における葉酸の推奨摂取量は 240 µg/日 (妊婦を除く) と定められており、ほとんどの国民

がこれを満たしているとされる。しかしながら、世界保健機関の付属機関が策定した摂取基

準量やアメリカをはじめとする諸外国の推奨摂取量は、本邦の推奨摂取量よりも多い 400 

µg/日とされている。人種の違いなどを考慮する必要はあるものの、本邦の多くの国民は 400 

µg/日の摂取を満たしていないことから、葉酸欠乏状態に陥っている可能性も考えらえる。

葉酸欠乏症として広く認知されている症状は巨赤芽球性貧血であるが、本研究結果から、貧

血症状よりもうつ症状の方が起こりやすい可能性が示されており、本邦では潜在的に多く

の国民が葉酸欠乏によるうつ病のリスクを抱えている可能性も否定できない。一部の国で

は小麦粉に葉酸を添加することなどが義務付けられるなど葉酸摂取への意識の高さが窺え

る。一方で、本邦の葉酸の推奨摂取量の低さは葉酸摂取の意識の低さを表すものかもしれな

い。本研究成果から、うつ病態における葉酸の重要性を提示できたことで、適切な量を摂取

することの重要性を啓蒙することにより、うつ病の予防や治療に貢献できることが期待さ

れる。 
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