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略語表 

 

ACTH：Adrenocorticotropic hormone; 副腎刺激ホルモン 

BDNF：Brain derived- neurotrophic factor; 脳由来神経栄養因子 

CORT：Corticosterone; コルチコステロン 

CRE：cAMP response element；cAMP応答配列 

CREB：cAMP response element binding protein；cAMP応答配列結合タンパク質 

CRH：Corticotropin-releasing hormone; 副腎刺激ホルモン放出因子 

DMSO：Dimethyl sulfoxide 

DNRI：Dopamine and noradrenaline reuptake inhibitors；ドーパミン -ノル

アドレナリン再取込み阻害剤 

DSM：Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; 精神障害の

診断と統計の手引き 

EERO：70% Ethanol Extract of rosmalinus officinalis；Rosmarinus officinalis 

70%エタノール抽出物 

ERK1/2：Extracellular Signal-regulated Kinase；細胞外シグナル調節キナー

ゼ 

GABA：γ-aminobutanoic acid; γ－アミノ酪酸 

GAPDH： glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

GR：Glucocorticoid receptor;グルココルチコイド受容体 

GRE： Glucocorticoid response element；グルココルチコイド応答配列 

HPA軸：Hypothalamus-Pituitary-Adrenal axis; 視床下部-脳下垂体-副腎軸 

MAOI ：Monoamine oxydase inhibitors；モノアミンオキシダーゼ阻害剤 

MKP-1：Mitogen -activated protein Kinase Phosphatase- 1 
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PC：Pyruvate carboxylase; ピルビン酸カルボキシラーゼ 

RA: Rosmarinic acid; ロスマリン酸 

SNRI：Serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors；セロトニン-ノル

アドレナリン再取り込み阻害剤 

SSRI ：Selective serotonin reuptake inhibitors；選択的セロトニン再取り

込み阻害剤 

TCA :：Tricyclic antidepressants； 三環系抗うつ薬 

TH：Tyrosine Hydroxylase; チロシン ヒドロキシラーゼ 

TST：Tail Suspension Test；尾部懸垂試験 
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第1章 序論 

 

2016年の世界保健機関（WHO）の報告によると、世界のうつ病患者数は約 3億

5000 万人を超える。また厚生労働省の報告によると、日本の気分障害（うつ病

を含む）の患者数は 110 万人を超える。一兆円の経済的負担となり深刻な精神

疾患の一つになっている。世界中で 1 億 2 千万人がこの精神疾患に罹患してお

り、年間 85 万人が自殺している。さらにうつ病患者は過去 15 年で急速に増加

している。厚生労働省によると「憂うつである」「気分が落ち込んでいる」など

と表現される症状は抑うつ気分と呼ばれる。精神医学では抑うつ状態とは抑う

つ気分が強い状態のことである。このような抑うつ状態がある程度以上、重症

である時、うつ病と呼んでいる。具体的な症状の中で主観的な症状は憂うつ、

不安、倦怠感、虚脱感、集中力欠落、神経質、自責、悲観的、自殺願望、不眠

などを感じる。また客観的な症状は情緒不安定、反応遅延、喧噪、飲酒量増加

が観察される。さらに実際に身体に出る症状では食欲不振、頭痛、肩こり、動

悸、胃の不快感、便秘、めまい、口渇が挙げられる。現段階においてうつ病の

明確で臨床的かつ科学的な診断方法は確立していない。アメリカ精神医学会が

出版している「精神障害の診断と統計の手引き」（Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders：DSM)によって定義されている基準（例：不眠で

ある。食欲不振である。情緒不安定である。など）により診断される。これら

の基準の中で 5 つ以上の症状が 2 週間以上毎日続いた場合、うつ病と診断され

る。 

うつ病の発症は過度なストレスにより、ストレスホルモン分泌調節機構であ

る『視床下部―脳下垂体―副腎皮質軸（HPA 軸）』が機能不全となった結果、生

じた過度な血中グルココルチコイド（ヒトではコルチゾールが、マウス、ラッ
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ト及びラビットなどの齧歯類ではコルチコステロンが優位に働く）（図 1-1）が

原因であると知られている。グルココルチコイドとは副腎皮質より分泌される

ステロイド系ホルモンである。グルココルチコイドは肝臓において糖新生促進

作用により、血糖値を増加させる。また、グルカゴン、成長ホルモン、アドレ

ナリンに対して許容作用を持つことが知られる。一方で、過度なグルココルチ

コイドは神経細胞に対して、毒性を示すことが報告されている。その毒性とし

て活性酸素種（ROS）やアポトーシスが神経細胞死や脳内神経伝達物質レベルの

低下を誘導する(Greenlund et al., 1995)。さらに、グルココルチコイドは

Mitogen-activeted protein Kinase Phosphatase-1 (MKP-1)の発現を増加させ

る（Kassel et al., 2001）。近年、うつ病と診断されてから亡くなった 21人の

脳組織（海馬）の遺伝子解析を行ったところ、MKP-1の遺伝子発現の有意な増加

が確認された。この MKP-1は ERK1/2 の脱リン酸化を介して脳由来神経栄養因子

（BDNF）の発現を減少させることが報告された（図 1-3、1-4）(Duric et al., 2010)。

BDNF は神経新生に関与するペプチドであるので、発現が減少することにより、

神経細胞死から脳委縮が生じ、うつ病が発症する。このことより、MKP-1はうつ

病の主要な原因であると考えられた。本研究では MKP-1 をうつ発症マーカーと

して着目し、実験を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greenlund%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7857640
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コルチゾール 

 

  

 

コルチコステロン 

 

図 1-1 グルココルチコイド（コルチゾール及びコルチコステロン）の構造式 

 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5f/Cortisol.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/43/Corticosterone.svg
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図 1-3  過度なストレスを受けてからうつ発症までの概要 
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図 1-4  MKP-1を介した BDNF 発現減少のメカニズム 

 (Duric et al., 2010)より図を作成 
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うつ病の治療法には、休養・環境調整・精神療法・薬物療法などが挙げられ

る。十分な休養と環境（職場環境や家庭環境）を可能な限り整えることがうつ

病の治療法の第一段階である。これらに加えて精神療法では、精神科医や臨床

心理士の元で行われるカウンセリングにより精神的ストレスを軽減させる。精

神療法と並行して薬物療法が行われる。脳内の神経伝達物質の減少がうつ病の

原因と考えられているため、薬物療法では、脳内の神経伝達物質を増加させる

物質が処方される。     

現在、うつ病の治療として三環系抗うつ薬(Tricyclic antidepressants： 

TCA）)、モノアミンオキシダーゼ阻害剤（Monoamine oxydase inhibitors；MAOI）、

選択的セロトニン再取り込み阻害剤（ Selective Serotonin Reuptake 

Inhibitors；SSRI）、セロトニン-ノルアドレナリン再取り込み阻害剤(Serotonin 

and Norepinephrine Reuptake Inhibitors: SNRI)が一般で処方されている(Mao 

et al., 2008)。神経伝達物質はシナプス間隙において前シナプスから放出され、

後シナプスへと伝達される。またシナプス間隙へと放出された神経伝達物質の

一部は前シナプスへと再取り込みされる。これらの抗うつ薬は神経伝達物質の

前シナプスへの再取り込みを阻害することによりシナプス間隙の神経伝達物質

レベルを維持する。しかし抗うつ薬は高い効果を発揮する一方で、深刻な副作

用も伴っている（Spencer et al., 2009）。抗うつ薬は後シナプスのアセチルコ

リン受容体に結合し、自律神経の調整に必要なアセチルコリンの伝達を阻害す

る。この抗コリン作用による自律神経失調が副作用の眩暈、口渇、眠気及び便

秘などの症状を引き起こす。また抗うつ薬は薬代が高く、服用には用法・用量

を遵守しなければならない。さらに抗うつ薬による治療は服用を中止すると、

元に戻る可能性があるので根本的な解決にはならない。一方で他の治療法とし

て食事療法が試みられ、効果が確認されている食品由来機能性成分は、副作用
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が少なく、食生活の中で気軽な摂取が可能である。従って、抗うつ薬の根本治

療には食品や植物由来機能性成分による体内環境の改善が最善である。最近で

は St.John’s wort (セイヨウオトギリソウ)と Ginkgo (イチョウ)の抽出物に

抗うつ薬としての効果が確認され、実用化されている (図 1-5)。各々の活性成

分は hypericinと ginkgolide であると考えられている。 

 

 

 

図 1-5 実用化されている植物由来抗うつ薬 
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本研究で着目した植物由来機能性成分は RA である。RAはローズマリーなどシ

ソ科植物の主成分ポリフェノールである。ローズマリー（ Rosmarinus 

officinalis）は地中海地域に広く分布する(図 1-6、図 1-7)。先行研究で着目

していたローズマリーは地中海乾燥地域であるチュニジア共和国に生育する。

乾燥地に生育する植物は生育環境における劣悪環境因子（高温、乾燥、高塩度

及び紫外線）から個体を防御するため、有用な生理活性物質を多く蓄積すると

考えられる。北アフリカ地域は乾燥地の中でも、探索源として未利用ではある

が、民間伝承的に用いられている薬用植物が多く生育する地域である。中でも

チュニジア共和国は、北部は地中海に面し、南部はサハラ砂漠へと続いている。

その距離はわずか数百キロメートルと短く、狭い範囲で環境変動は非常に大き

いという非常に特徴的な地域である。特に乾燥経度が著しく高いことから生物

多様性に富んでおり、そのような環境下で進化を遂げ、現存する植物体内では

生理活性物質が蓄積しているものと考えられる。環地中海乾燥地域に生育する

植物のうち、北アフリカ研究センターの調査により民間伝承的に薬用植物とし

て用いられてきた Rosmarinus officinalis（図 1-5、1-6）に着目した。 

ローズマリー（R.officinalis）はストレス軽減やリラックス効果などの伝承

薬効情報を持つ。主な含有ポリフェノールとして RA（図 1-8）、カルノシン酸（図

1-9）及びルテオリン（図 1-10）が含まれる。本研究室で使用された R.officinalis

はチュニジア半乾燥地域（Kasserine）から採集された（図 1-10）。先行研究に

より、定量 HPLCによる各ポリフェノール含量はチュニジア半乾燥地帯で自生し

ているものの方が、亜湿潤地帯よりも有意に多く（El Omri et al., 2010）、ま

た中でも RAが最も多く含まれることが確認された。 

食物摂取とうつ病が密接に関わっていることが知られている（Murakami et 

al., 2010）。食品ポリフェノールは神経機能に有益であることが報告されてい
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る（Pan et al., 2010）。そのような健康に有益なアロマ植物はハーブなどと

して料理に利用されている（Adams et al., 2007）。また栄養面、風味及び保

存料として利用されている他に薬理作用を持っているとされる。食用ハーブの

中でも、R.officinalis は世界中でスパイスとして、または薬用に利用されてい

る(Polunin et al., 1973)。特に痙攣(Adams et al., 2007; Al-Sereiti et al., 

1999)、炎症、組織損傷(Takaki et al., 2008)、潰瘍(Dias et al., 2008)、肝

機能不全(Amin et al., 2005)の治療に用いられている他、利尿作用(Pan et al., 

2012)が報告され、それが多種多様な R.officinalis 成分によるものとされる。

また R.officinalis 成分の抗神経疾患効果は多く報告されてはいるが、未だに

うつ病への効果のメカニズムが十分に解明されていない。R.officinalis やその

主要ポリフェノールである RA、カルノシン酸及びルテオリンは神経保護効果

(Haloui et al., 2000)、抗老化(Adams et al.,2007)、抗アルツハイマー病(Liu 

et al., 2009; Scheel-Krüger et al., 1977; Takaki et al., 2008)、抗パー

キンソン病(Park et al., 2010)及び抗筋委縮性側索硬化症（Spencer et al., 

2009）のような神経系に関連した作用を持つことが報告されている。 
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図 1-6 R. officinalis 

 

 

 

図 1-7 R. officinalis（葉） 

（2012/2/29 チュニジアにて撮影） 
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 RA 

 

 

 カルノシン酸 

 

 

 ルテオリン 

 

図 1-8 Rosmarinus.officinalis 主成分ポリフェノールの構造式 
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当研究室の先行研究では R.officinalisの 70％エタノール抽出物 (EERO)（図

1-11）を経口投与することにより、尾部懸垂試験（TST）でのうつ行動が抑制さ

れた (図 1-14)。TST 後、EERO経口投与したマウスの脳内の MKP-1の遺伝子発現

量が減少したことから、うつ行動が抑制されたと考えられた (図 1-15)。また

EERO 経口投与したマウスの脳内の神経伝達物質（ドーパミンとアドレナリン）

が増加したことによっても、うつ行動が抑制されたと考えられた (図 1-16)。ま

た神経細胞モデルであるラット由来副腎褐色細胞腫由来 PC12細胞においてスト

レスホルモンであるコルチコステロンによる毒性がら、EEROと RAは共に神経保

護作用を示した (図 1-20)。さらに両方とも ERK1/2 リン酸化誘導作用をもち、

BDNF 発現促進作用を示した（El Omri et al.,2010； Sasaki et al., 2013）。

さらに以上の結果を考慮し、EERO の主成分ポリフェノールである RA を経口投与

したマウスへの効果を検証した。RA を経口投与したマウスの脳内では、MKP-1

の遺伝子発現量が減少し、BDNF の遺伝子発現量が増加した (図 1-17)。また RA

経口投与マウスの脳内のノルアドレナリンレベル及びドーパミンレベルが増加

したが、アドレナリンレベルには変化がなかった(図 1-18、図 1-19)。加えて RA

経口投与によって、ドーパミンやノルアドレナリンなどの神経伝達物質生成関

連酵素であるチロシンヒドロキシラーゼ（TH）の脳内遺伝子発現の増加も確認

された。ドーパミン生成経路は（図 1-13）に示す。ローズマリーは民間療法で

は頭痛、癲癇、認知低下及びうつに用いられてきた(Adams et al., 2007; 

Al-Sereiti et al., 1999)。加えて、近年、R.officinalisをマウスへ経口投与

することによりフルオキセチンのように抗うつ薬様効果(El Omri et al., 2010; 

Machado et al., 2009)を示した。アロマ植物がドーパミン作動性神経の調節を

介して、抗うつ薬様効果を持つ可能性があることが報告された(Machado et al., 

2009) 
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このことから RAが脳内において活性を持ち、抗うつ薬様作用を持つ可能性は

非常に高い。本研究では RA による抗うつ薬様作用の更なるメカニズムを行い、

その作用の理解を深めることを目的とする。 

上記の通り、うつ病は過度なストレスにより増加するグルココルチコイド（コ

ルチコステロン）が神経にダメージを与えることから始まる。従って 2章では、

コルチコステロンの分泌調節機構に着目し、RAによる調節作用の検証を行った。 

3 章では、コルチコステロン分泌調節を介しての、BDNF 発現メカニズムへの

RAの影響に着目した。その検証の一端を担うものとし、RA経口投与マウス脳内

での BDNF発現の関連因子のタンパク質発現解析を行った。 

4章では分化神経細胞モデルであるNGF処理PC12細胞を用いて、RAによるBDNF

発現の関連因子のメカニズム解析を行った。 
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（El Omri et al., Journal of Ethnopharmacology, 2010） 

 

図 1-11 R.officinalis 70% エタノール抽出液（EERO）と RA 濃度 

 

 R.officinalis (葉)を暗所で乾燥後、フードプロセッサーで粉砕、粉末化し、

粉末 10 gを 70% エタノール 100mlで 2週間浸透させた。遠心（1000×g、15分）

し、沈殿を除いた後、0.22 µm フィルターで濾過し、R.officinalis 70% エタノ

ール抽出液(10% w/v)とした。Rosmarinus officinalis 70% エタノール抽出物 

(EERO)を concentrator で乾燥させ、重量を測定した。また HPLC を用いて EERO

中の RAを定量した。EERO乾燥体中には RAが 5.1%含有していることが判明した 

(Omriらによる検証)。 

  

 

 

EERO乾燥体重量 (g/L) 37.5±2.3 

EERO中 RA濃度 (g/L) 1.93±0.12 (5.1% /EERO 乾燥体) 
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図 1-13 ドーパミンの生成経路 

 チロシンヒドロキシラーゼ（TH）はチロシンから L-DOPAを生成し、ドーパミ

ンの生成に関わる。 
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図 1-14 TSTにおける EERO経口投与マウスの無動時間 

縦軸：無動時間（s）横軸：経口投与群；ICRマウスに水経口投与（Control；うつ発症モデ

ル）及び EERO経口投与 (50mg/kg, 100mg/kg ) 60分後、TSTにおいて尾部で懸垂させ、ス

トレスを与えた。尾部懸垂開始 2分後、4分間の無動時間を測定した。(**P < 0.01 vs 

Control) 
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図 1-15  TST 後、EERO経口投与マウス脳における Mkp-1 mRNA 発現 

縦軸：Mkp-1 mRNA 発現（% of Control）、横軸：経口投与群；ICR マウスに水経口投与

（Control；うつ発症モデル）及び EERO 経口投与 (50mg/kg, 100mg/kg )し、TST で無動時

間を測定した後、マウスから脳を採集した。脳から RNAを抽出し、作成された cDNAをリア

ルタイム PCRで Mkp-1 mRNA発現を測定した。(**P < 0.01 vs Control) 
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図 1-16 TST後、EERO経口投与マウス脳における神経伝達物質の定量 

縦軸：脳内の神経伝達物質（ノルアドレナリンおよびドーパミン）レベル（% of Control）、

横軸：経口投与群；ICRマウスに水経口投与（Control；うつ発症モデル）及び EERO経口投

与(50mg/kg, 100mg/kg )し、TSTで無動時間を測定した後、マウスから脳を採集した。脳か

ら神経伝達物質を含む懸濁液を作成した。ECD-HPLC を用いてこの懸濁液の神経伝達物質の

定量を行った。(**P<0.01 vs Control) 
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図 1-17 TST後、 RA(Rosmarinic acid) 経口投与マウス脳における Mkp-1 mRNA

および Bdnf mRNA発現 

縦軸：Mkp-1 mRNA および Bdnf mRNA 発現 (% of Control)、横軸：経口投与群：ICR マ

ウスに水経口投与（Model；うつ発症モデル）、抗うつ薬ブプロピオン経口投与（Bupuropion）、

RA 経口投与(5mg/kg, 10mg/kg ) 60 分後、TSTで無動時間を測定した後、マウスから脳を採

集した。脳から RNA を抽出し、作成された cDNA をリアルタイム PCR で Mkp-1 mRNA 発現を

測定した。(**P<0.01 vs Model, ##P<0.01 vs Control) 
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図 1-18 TST後におけるマウス脳のノルアドレナリンおよびドーパミンの濃度 

TST 後、Control 群（水経口投与、TST なし）、Model 群（水経口投与、TST あ

り）、Bupuropion（20 mg/kg、TSTあり）経口投与群、RA（5 mg/kg または 10 mg/kg、

TSTあり）経口投与群のマウスから脳を採集し、ELISAを用いてノルアドレナリ

ンおよびドーパミンの濃度を測定した。(*P<0.05 vs Model, **P<0.01 vs Model, 

##P<0.01 vs Control) 
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図 1-19  TST後におけるマウス脳のアドレナリン濃度 

TST 後、Control 群（水経口投与、TST なし）、Model 群（水経口投与、TST あ

り）、Bupuropion（20 mg/kg、TSTあり）経口投与群、RA（5 mg/kg または 10 mg/kg、

TSTあり）経口投与群のマウスから脳を採集し、ELISAを用いてアドレナリン濃

度を測定した。(*P<0.05 vs Model, **P<0.01 vs Model, #P<0.05 vs Control) 
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図 1-20 コルチコステロン下における EERO及び RA処理 PC12細胞の細胞生存率 

縦軸：細胞生存率（% of Control）、横軸：処理群；PC12細胞を 96ウェルプ

レートに 1.0×105 cells/well で播種し、24 時間後、1/1000希釈 EERO もしくは

RAで処理した後、コルチコステロン(Cort)を処理した。インキュベーターで 48

時間培養した後、MTT 10 µl/well を添加し、24時間後、10% SDS 100 µl/well

添加し、24時間後、570nmで吸光度を測定した。(**P<0.01 vs DMSO, #P<0.05 vs 

CORT) 
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第 2 章 うつモデルマウスを用いた RA による抗うつ薬様作

用及びストレスホルモン分泌調節作用の検証 

 

 

2-1 諸言 

 ヒト及びマウスなどの哺乳類は慢性的もしくは深刻なストレスによって、う

つが発症する。ストレスには外部環境（温度、湿度、光）、社会的敗北など様々

ある。これらのストレスがより深刻になると、ストレスホルモンであるグルコ

コルチコイド（齧歯類ではコルチコステロンが優勢に働く）の血中濃度が過度

に増加し、脳に深刻なダメージを与える。このグルココルチコイド濃度は視床

下部－脳下垂体－副腎軸（HPA軸）により調節される。正常時、グルココルチコ

イド濃度は視床下部から分泌される副腎刺激ホルモン放出因子（CRH）と脳下垂

体から分泌される副腎刺激ホルモン（ACTH）によって副腎から分泌される。グ

ルココルチコイドは負のフィードバックにより、グルココルチコイド受容体（GR）

に結合し、CRH と ACTH を介してグルココルチコイド分泌量を調節する。一般に

グルココルチコイド（齧歯類ではコルチコステロンが優勢に働く）は炭水化物、

タンパク質及び脂質の代謝に関与し、外部環境によるストレスから体内の恒常

性を保つので、必要不可欠である。しかし、過度なストレスは体内の恒常性を

保とうとグルココルチコイドを過度に分泌させ、脳内でのグルココルチコイド

受容体の発現量を減少させる。これは HPA 軸を機能不全に陥れてグルココルチ

コイド分泌の調節を不能とする (図 2-1)。その結果、生じた過度な血中コルチ

コステロンが神経細胞死、神経伝達物質レベルの低下を招き、うつを発症させ



 

 

24 

 

ると考えられている。 

尾部懸垂によってストレスが与えられ、コルチコステロン濃度を増加させる

ことが報告されている。うつ及び抗うつ薬の in vivo 実験においてうつ発症モ

デルを任意に作出する必要がある。本研究ではマウスにストレスとして尾部で

懸垂させることよってうつ発症の in vivoモデルを作出した。 

他の in vivo としてうつ発症研究の行動試験において二つの行動試験が用い

られる。強制水泳試験（FST）と尾部懸垂試験（TST）である。FSTでは強制水泳

試験（FST）は浸水による体温低下がストレスを与えていると考えられる。 

本研究室の RAによるうつ行動抑制作用の検証とうつ行動に関与する HPA軸の

調節作用について検証を行った。 

 

 

図 2-1 視床下部－脳下垂体－副腎軸（HPA軸） 
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2-2 実験方法 

 

2-2-1  サンプル 

本研究において実験で経口投与に使用されたサンプルは、RA （MP biomedicals, 

Santa Ana, CA, USA）である。RA は経口投与を行うため、DWで懸濁された。RA 

5および 10 mg/kg weight となるように濃度調節を行い、ゾンデおよびシリンジ

を用いて経口投与を行った。 

 

2-2-2 実験動物 

本研究において ICR マウス（charles river laboratories Japan、Yokohama、

Kanagawa、Japan）、♂、8 週齢、35 - 40 g が用いられた。マウスは自由食餌飲

水及び 12 / 12h明暗の元で飼育された。慣熟のためマウスは 1週間飼育された。

マウスの体重を毎日測定された。慣熟後、実験は 9 : 00- 16 : 00で行われた。

実験は筑波大学動物実験取扱規定に従って行われた。 

 

2-2-3 うつ発症抑制効果の評価（尾部懸垂試験; Tail suspension test; TST） 

TSTはマウスにおける抗うつ薬のスクリーニングとして最も用いられる。マウ

スは尾部懸垂試験用ボックス内のフックに尾部で懸垂された。懸垂開始 2分後、

4分間の無動時間を測定した。経口投与群はうつ発症モデル Control 群（水経口

投与+ TST なし）、Vehicle（ストレス）群（水経口投与+ TST あり）及び RA 群

（RA 5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与 + TST なし）経口投与群の 4 群（8 匹

/1群）に分け、7日間毎日経口投与された。TSTは経口投与期間中 1 日置き（1、

3、5、7日目）に行われ、経口投与 60 分後に行われた。 
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2-2-4 脳のタンパク質抽出  

TST後、RA経口投与によるマウス脳内への効果を評価するため、脳内におけ

るうつ発症関連因子のタンパク質発現量への影響を検証した。脳から海馬およ

び視床下部を採取し、各々100 mgずつ、冷 PBS 1 mlで 2 回洗浄し、500 µl RIPA 

buffer （Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA）(1/100 protein inhibitor) を

添加し、ホモジナイザー（Kinematica AG, Littau, Luzern, Switzerland）を

用いて氷上で緩やかに懸濁し、5 分間氷上で静置した。細胞懸濁液を細胞保存

用チューブに移し、15 分間液体窒素の中で静置した。その後、氷上で静置、融

解させた（1 ～ 2 h）。融解後、細胞懸濁液をタンパク質低接着チューブに移し、

10,000 ×g、20 分間、4 ℃で遠心分離した。沈殿物を残して、上清をタンパク

質抽出液とした。タンパク質抽出液は使用前まで-80℃で保存した。 

 

2-2-5 ウェスタンブロット 

抽出したタンパク質抽出液での標的とするタンパク質の発現解析を行うた

め、先ずタンパク質の定量を行った。タンパク質定量には 2-D Quant kit（GE 

healthcare, Little Chalflont, Buckingham, UK）を用いた。方法は kit のプ

ロトコールに従った。定量を行ったタンパク質を用いて、SDS-PAGE を行った。

さらにタンパク質を泳動させたアクリルアミドゲルから PVDF メンブレン

（Millipore,Darmstadt, Deutsch）へと転写を行った。メンブレン上の標的タ

ンパク質の一次抗体（抗体種類）を反応させた（16h、-4℃）。さらに二次抗体

（抗体種類）を反応させた（45 min、室温）。標的タンパク質の発現解析には

OdysseyFc Imaging System (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA)を用いた。 
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2-2-6 統計解析 

結果は、平均値±SD で示した。各集団の比較はｔ検定を行い、*P<0.05 **P<0.01

を有意とみなした。 

 

 

図 2-2 大脳から採取した海馬と視床下部 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3 冷 PBS内の海馬 
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図 2-4 ICRマウス 

 ICRマウスは炎症、免疫、がん、代謝(糖尿)、神経系、繁殖など幅広い研究分

野で利用される白色のクローズドコロニーマウスである。本研究では、尾部懸

垂試験（Tail suspension test; TST）でストレスを与えることにより、うつ発

症の in vivoモデルとして用いた。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 TSTにおける RA経口投与による、うつ行動抑制作用の評価 

 TSTは抗うつ薬のスクリーニングに利用されてきた。マウスの尾部で懸垂を行

った時の無動時間の延長はうつ発症を示唆するので、RA を経口投与した時のマ

ウスの無動時間に与える影響を評価した。 

マウスを尾部懸垂試験用ボックス内のフックに尾部で懸垂し始めてから 2 分

後、4 分間の無動時間を測定した。その結果、TST開始 5日目から Vehicle 群の

無動時間が著しく増加した（136.7±47.1 s）。一方で RA 経口投与群は投与開始

及び TST開始 5日目からでも無動時間は増加されなかった（RA 5 mg/kg weight

投与群: 49.7±45.2 s、RA 10 mg/kg weight 投与群: 69.3±11.1 s）（図 2-5）。

最終日7日目において、Vehicle群では無動時間が152.3±28.2 sまで増加した。

一方で、RA 経口投与群の無動時間は最終日まで増加しなかった（RA 5 mg/kg 

weight 投与群: 67.3±7.6 s、RA 10 mg/kg weight 投与群: 40.8±17.3 s）の

即ち、RA経口投与は無動時間の増加を抑制した。 

 

2-3-2  RA経口投与がマウス血中コルチコステロン濃度に与える影響 

 うつを発症したマウスの血中でストレスホルモンであるコルチコステロンが

過度に増加する。そこで TST によって、うつを発症したマウスの血中コルチコ

ステロン濃度への RA 経口投与の影響を検証した。Vehicle 群では、血中コルチ

コステロン濃度が Control 群 ()に比べて有意に増加した。しかし、RAの経口投

与によって血中コルチコステロン濃度の増加が抑制された（図 2-7）。 
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2-3-3  RA経口投与がマウス副腎重量に与える影響 

 うつを発症したマウスで、過度にコルチコステロンを分泌した副腎は肥大化

する。そこで RAによる副腎肥大化抑制作用を検証するため、RA経口投与マウス

から副腎を採取し(図)、その重量を測定した。Vehicle群では副腎の重量が有意

に増加した。一方で RA経口投与マウスでは副腎肥大化が抑制された（図 2-8）。 

 

2-3-4 RA経口投与がマウス脳（海馬、視床下部）の HPA軸調節に与える影響 

 ストレスホルモンであるコルチコステロン（CORT）は HPA 軸によって調節さ

れる。HPA 軸は海馬と視床下部のグルココルチコイド受容体（GR）に CORT が結

合することから始まり、ネガティブフィードバックされる。CORTが結合した GR

は視床下部からの副腎皮質刺激ホルモン放出因子（CRH）と副腎刺激ホルモン

（ACTH）を介して、CORT の分泌を調節する。RA 経口投与による CORT 分泌調節

機構（HPA）への影響を検証するため、マウス脳（視床下部と海馬）の GR 発現

と CRH発現の検証を行った。その結果、Vehicle 群では、海馬と視床下部におい

ては共に GR 発現が減少した。RA 経口投与は GR の発現減少を抑制した（海馬：

図 2-9、視床下部：図 2-10）。GR によって調節される CRH については、Vehicle

群では CRH発現が増加した。RA経口投与は CRH発現の増加を抑制した（図 2-11）。 
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図 2-5 TSTにおける RA経口投与マウスの無動時間 

縦軸：無動時間（s）横軸：経口投与群；ICRマウスに水経口投与（Vehicle；うつ発症モデ

ル）及び RA経口投与(5 mg/kg, 10 mg/kg )。経口投与 60分後、TSTにおいて尾部で懸垂さ

せ、ストレスを与えた。尾部懸垂開始 2分後、4分間の無動時間を測定した。(*P < 0.05 vs 

Vehicle,  **P < 0.01 vs Vehicle) 
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図 2-6 尾部懸垂試験（Tail suspensionstest; TST）における ICR マウス 
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図 2-7  TST後におけるマウス血中のコルチコステロン濃度 

TST後、Control群（水経口投与、TSTなし）、Vehicle群（水経口投与、TSTあ

り）、RA（5 mg/kg または 10 mg/kg、TSTあり）経口投与群のマウスから血液を

採集し、ELISAを用いてコルチコステロン濃度を測定した。(**P < 0.01 vs 

Vehicle, ##P < 0.01 vs Control) 
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図 2- 腎臓上部に付随する副腎 
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図 2-8  TST後、RA経口投与マウスの副腎重量 

縦軸：副腎重量（mg/ g 体重）、横軸：経口投与群；Control 群（水経口投与、

TSTなし）、Vehicle 群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与群（RA 5 mg/kg 

または 10 mg/kg経口投与、TSTあり）。TST 後、マウスの腎臓から副腎を採取

し、重量を測定した。(＃P < 0.05 vs Control, *P < 0.05 vs Vehicle,  **P < 

0.01 vs Vehicle) 
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図 2-9 TST 後、RA経口投与マウス脳(海馬)における GR発現 

縦軸：海馬の GR発現（% of Control）、横軸：経口投与群；Control 群（水経

口投与、TSTなし）、Vehicle 群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与群（RA 

5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与、TSTあり）。TST後、マウスから脳（海馬）

を採取し、タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した海

馬タンパク質の GRの発現を検証した (＃P < 0.05 vs Control, *P < 0.05 vs 

Vehicle)。 
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図 2-10 TST 後、RA経口投与マウス脳(視床下部)における GR 発現 

縦軸：視床下部の GR 発現（% of Control）、横軸：経口投与群；Control 群（水

経口投与、TSTなし）、Vehicle群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与群（RA 

5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与、TSTあり）。TST後、マウスから脳（視床

下部）を採取し、タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出

した視床下部タンパク質の GRの発現を検証した (＃P < 0.05 vs Control, *P < 

0.05 vs Vehicle)。 
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図 2-11 TST後、RA経口投与マウス脳(視床下部)における CRH 発現 

縦軸：視床下部の CRH 発現（% of Control）、横軸：経口投与群；Control 群（水

経口投与、TSTなし）、Vehicle群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与群（RA 

5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与、TSTあり）。TST後、マウスから脳（視床

下部）を採取し、タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出

した視床下部タンパク質の CRHの発現を検証した (＃P < 0.05 vs Control, *P < 

0.05 vs Vehicle)。 
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2-4 考察 

 

本章では、マウス行動において RAによるうつ行動抑制作用を検証するために、

うつ行動評価試験である尾部懸垂試験（TST）を用いた。これはうつ発症の証明

と新規抗うつ薬の効果を評価するために広く用いられる(Porsolt et al., 1978; 

Xu et al., 2005)。マウスを尾部で懸垂させ、その無動時間が測定する。無動

時間の延長はうつ行動を示すとされ、逆に抗うつ薬投与による無動時間の短縮

はうつ行動抑制を示すとされる。また尾部懸垂試験の無動時間はヒトのうつ行

動にも反映されると考えられている(Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985)。

この試験の特性から尾部懸垂試験は抗うつ薬のスクリーニングとして広く用い

られている。加えて、尾部懸垂試験では植物由来成分などの抗うつ薬様効果を

持つ天然由来成分を投与することによって無動時間が短縮し、うつ行動が抑制

されたことが報告されている(Pan et al., 2012)。 

TSTにおいて、Vehicle 群（水投与、ストレスあり）はテスト開始 5日以降に

無動時間が有意に増加した。一方 RA 経口投与マウスは Vehicle 群に比べ、5 日

以降も無動時間が増加しなかった。このことから、RA 経口投与により、うつ行

動を抑制されたことが示唆される。この効果は、先行研究での RA経口投与によ

るマウス脳内での神経伝達物質レベルの増加と神経新生に関与する BDNFの発現

増加が関与していると考えられる。TST後、Vehicle群のマウス血中のコルチコ

ステロン（CORT）濃度は、Control群（水投与、ストレスなし）に比べ、有意に

増加した。これは TSTでのストレスにより、副腎から CORTが過分泌されたこと

を示す。一方で、RA経口投与されたマウスの血中 CORT濃度は Vehicle群に比べ、

有意に減少した。これは副腎からの CORT過分泌を、RA経口投与が抑制したこと

を示唆する。このことより、RA経口投与が CORT 分泌調節機構である HPA軸に作



 

 

40 

 

用することが見出された。副腎から CORTが過分泌されると、副腎は肥大化する。

実際、Vehicle 群の副腎重量は Control 群に比べて高かった。一方、RA 経口投

与マウスの副腎重量は Vehicle群に比べて低かった。これは RA経口投与が CORT

分泌を抑制することにより、副腎の肥大化を抑制したことを意味する。TST 後、

脳内の HPA調節因子の発現を確認した。Vehicle 群の海馬及び視床下部でのグル

ココルチコイド受容体（GR）の発現は、Control 群に比べて有意に減少した。こ

れはGR発現の減少に伴い、CORT分泌の調節に障害が生じていることを示唆する。

一方で RA経口投与は Vehicle群に比べて、GR発現量を増加させた。これは HPA

軸における、CORT分泌調節の機能不全を RA 経口投与が抑制したことを示す。さ

らに GR によって調節される CRH 発現において、Vehicle 群では Control 群に比

べて CRH発現量が有意に増加した。これは GR 発現量の減少により、負のフィー

ドバックに不調が起こり、CRH 発現が増加しているためである。一方で RA 経口

投与は Vehicle群に比べて、CRH発現量は減少した。これは GR発現の減少を RA

経口投与が抑制したことにより、CRH発現が調節されたためと考えられる。さら

に我々は、脳下垂体における ACTH 発現への RA の影響を検証するため、脳下垂

体の採取を試みたが、トルク鞍に囲まれており、また非常に微小な組織であっ

たために採取を断念した。マウスの脳下垂体よりも大きなラットの脳下垂体を

用いた検証を推奨する。以上の結果により、RA経口投与は HPA軸を介して、CORT

の増加を抑制したものと考えられる。 
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第 3 章 マウス脳内でのうつ関連因子の発現における RAの

影響 

 

3-1 諸言 

 

第三章では、マウス脳内でのうつ関連因子のタンパク質発現への RAの影響を、

ウェスタンブロットを用いて検証する。本研究室の先行研究では RA 経口投与マ

ウスの脳内での、MKP-1 及び BDNF の遺伝子発現量を、リアルタイム PCR を用い

て検証した。このことにより RA の経口投与により転写レベルでは MKP-1発現の

減少を介して、BDNF 発現が増加したことが示唆された。しかし、BDNF は翻訳直

後、BDNF 前駆体（proBDNF）として存在する。proBDNF は BDNF の機能とは異な

り、神経新生の抑制や神経突起の委縮などの機能を持つ。proBDNFは細胞内でプ

ロテアーゼによるプロセシングを経て、成熟 BDNF（BDNF）となる (図 3-2)。つ

まり、先行研究での転写レベルのみの検証では、RA 経口投与によって調節され

た脳内の BDNFは proBDNF である可能性も生じる。従って、タンパク質レベルで

の BDNF発現の検証が必要である。MKP-1発現はグルココルチコイド受容体（GR）

とコルチコステロン（CORT）によって調節されることが報告された。そのメカ

ニズムとして、CORTは GRと複合体を形成して、核内へ移動することから始まる。

複合体は二量体を形成し、転写因子として機能する。この二量体が DNA 上のグ

ルココルチコイド応答領域（GRE）に結合することにより MKP-1は転写される (図

3-1)。さらに一章で記述した通りに、MKP-1 は ERK1/2 の脱リン酸化を介して、

BDNF 発現を抑制する。本章では GR 及び CORT により調節される MKP-1 を介した

BDNF発現への RAの影響をタンパク質レベルで検証する。 
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図 3-1 GRと CORTによる MKP-1発現 
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図 3-2 翻訳後の BDNFプロセシング 

        (T.Mizui et al., Neuroscience & Medicine, 2014) 
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3-2 実験方法 

 

3-2-1  サンプル 

本研究において実験で経口投与に使用されたサンプルは、RA （MP biomedicals, 

Santa Ana, CA, USA）である。RA は経口投与を行うため、DWで懸濁された。RA 

5および 10 mg/kg weight となるように濃度調節を行い、ゾンデおよびシリンジ

を用いて経口投与を行った。 

 

3-2-2 実験動物 

本研究において ICR マウス（charles river laboratories Japan、Yokohama、

Kanagawa、Japan）、♂、8 週齢、35 - 40 g が用いられた。マウスは自由食餌飲

水及び 12 / 12h明暗の元で飼育された。慣熟のためマウスは 1週間飼育された。

マウスの体重は毎日測定された。慣熟後、実験は 9 : 00- 16 : 00で行われた。

実験は筑波大学動物実験取扱規定に従って行われた。 

 

3-2-3 うつ発症抑制効果の評価（尾部懸垂試験; Tail suspension test; TST） 

TSTはマウスにおける抗うつ薬のスクリーニングとして最も用いられる。マウ

スは尾部懸垂試験用ボックス内のフックに尾部で懸垂された。懸垂開始 2分後、

4分間の無動時間を測定した。経口投与群はうつ発症モデル Control 群（水経口

投与+ TST なし）、Vehicle（ストレス）群（水経口投与+ TST あり）及び RA 群

（RA 5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与 + TST なし）経口投与群の 4 群（8 匹

/1群）に分け、7日間毎日経口投与された。TSTは経口投与期間中 1 日置き（1、

3、5、7日目）に行われ、経口投与 60 分後に行われた。 
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3-2-4 脳のタンパク質抽出  

TST後、RA経口投与によるマウス脳内への効果を評価するため、脳内におけ

るうつ発症関連因子のタンパク質発現量への影響を検証した。海馬および視床

下部を各々100 mgずつ、冷 PBS 1 mlで 2 回洗浄し、500 µl RIPA buffer （Sigma 

Aldrich, St.Louis, MO, USA）(1/100 protein inhibitor) を添加し、ホモジ

ナイザー（Kinematica AG, Littau, Luzern, Switzerland）を用いて氷上で緩

やかに懸濁し、5 分間氷上で静置した。細胞懸濁液を細胞保存用チューブに移

し、15分間液体窒素の中で静置した。その後、氷上で静置、融解させた（1 ～ 2 

h）。融解後、細胞懸濁液をタンパク質低接着チューブに移し、10,000 ×g、20

分間、4 ℃で遠心分離した。沈殿物を残して、上清をタンパク質抽出液とした。

タンパク質抽出液は使用前まで-80℃で保存した。 

 

3-2-5 ウェスタンブロット 

抽出したタンパク質抽出液での標的とするタンパク質の発現解析を行うた

め、先ずタンパク質の定量を行った。タンパク質定量には 2-D Quant kit（GE 

healthcare, Little Chalflont, Buckingham, UK）を用いた。方法は kit のプ

ロトコールに従った。定量を行ったタンパク質を用いて、SDS-PAGE を行った。

さらにタンパク質を泳動させたアクリルアミドゲルから PVDF メンブレン

（Millipore,Darmstadt, Deutsch）へと転写を行った。メンブレン上の標的タ

ンパク質の一次抗体（抗体種類）を反応させた（16h、-4℃）。さらに二次抗体

（抗体種類）を反応させた（45 min、室温）。標的タンパク質の発現解析には

OdysseyFc Imaging System (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA)を用いた。 
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3-2-4 統計解析 

結果は、平均値±SDで示した。各集団の比較はｔ検定を行い、*P<0.05 **P

を有意とみなした。 
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3-3 結果 

 

3-3-1 RA経口投与による脳（海馬）での BDNF 発現関連因子の発現への影響 

うつの発症は神経新生を司る脳由来神経栄養因子（BDNF）の減少による、脳

委縮が原因の一つである。BDNFは MERK1/2リン酸化を介した、CREB リン酸化に

よって生じる。しかし、CORT などのストレス因子によって増加した MKP-1 が

ERK1/2を脱リン酸化することで、BDNFの発現が阻害される。 

RA経口投与による、BDNF発現とその発現に関与する因子への影響を検証する

ため、RA経口投与マウスの脳（海馬）における MKP-1発現、BDNF発現、及び ERK1/2

と CREB のリン酸化を検証した。脳内において、Vehicle 群では Control 群に比

べ、MKP-1 の発現は有意に増加した。RA 経口投与は MKP-1 の発現増加を抑制し

た（図 3-3）。脳における ERK1/2 のリン酸化は全く検知されなかった。Control

群と比して、Vehicle 群および RA 経口投与群の脳内では共に CREBリン酸化を増

加させた（図 3-4）。Vehicle群の脳内では Control 群と比べて、有意に BDNF発

現を減少させた。一方で RA経口投与は BDNF 発現減少を抑制した（図 3-5）。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

48 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3 TST後、RA経口投与マウス脳(海馬)における MKP-1発現 

縦軸：海馬の GR発現（% of Control）、横軸：経口投与群；Control 群（水経

口投与、TSTなし）、Vehicle 群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与群（RA 

5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与、TSTあり）。TST後、マウスから脳（海馬）

を採取し、タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した海

馬タンパク質の MKP-1の発現を検証した (＃P < 0.05 vs Control, *P < 0.05 vs 

Vehicle)。 
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図 3-4 TST 後、RA経口投与マウス脳(海馬)における CREB リン酸化 

縦軸：海馬の CREBリン酸化（% of Control）、横軸：経口投与群；Control群

（水経口投与、TSTなし）、Vehicle群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与

群（RA 5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与、TSTあり）。TST後、マウスから脳

（海馬）を採取し、タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽

出した海馬タンパク質の CREBリン酸化を検証した (＃＃P < 0.01 vs Control)。 
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図 3-5 TST後、RA経口投与マウス脳(海馬)における BDNF 発現 

縦軸：海馬の BDNF発現（% of Control）、横軸：経口投与群；Control 群（水

経口投与、TSTなし）、Vehicle群（水経口投与、TSTあり）、RA経口投与群（RA 

5 mg/kg または 10 mg/kg 経口投与、TSTあり）。TST後、マウスから脳（海馬）

を採取し、タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した海

馬タンパク質の BDNF 発現を検証した (＃＃P < 0.01 vs Control, *P < 0.05 vs 

Vehicle)。 
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3-4 考察 

 

マウス脳内の MKP-1 発現に関し、TST によるストレス（Vehicle 群）で MKP-1

発現が増加し、ERK1/2 と CREB の脱リン酸化を介して、BDNF 発現が減少したも

のと考えられる。しかし、Vehicle 群での CREB のリン酸化は、Control 群に比

べて有意に増加した。これは CREB のリン酸化は ERK1/2 リン酸のみで調節され

ているのではなく、他経路によっても調節され得るからというのが理由である

と考えられる。CREB のリン酸化は Act のリン酸化によっても調節される。スト

レスによっては Act のリン酸化を調節した結果、CREB リン酸化に影響を与える

可能性も考えられる。RA経口投与による BDNF 発現の増加は MKP-1発現の抑制に

よってなされたと考えられる。さらに、マウス脳内における ERK1/2 のリン酸化

の検証を行った。しかし脳内の総 ERK1/2発現は検出されたが、リン酸化 ERK1/2

は検出されなかった。原因として以下のことが考えられる。① RA 経口後、速や

かに脳を採取しなかったため（実際は一夜経過してから採取）。②脳採取直後に

液体窒素で凍結させたため（タンパク質抽出時の液体窒素への投入と加えると

計 2 回液体窒素に投入したことになる）。以上が原因でリン酸化 ERK1/2 が検出

されなかったと考えられる。4 章での細胞を用いた実験で、リン酸化 ERK1/2 の

検出を行った。 

三章諸言の通り、GR と CORT が MKKP-1 の発現に関与する可能性が示唆されて

いることから、HPA軸の調節と MKP-1発現の調節との間には密接な関連性がある

と考えられる。RA経口投与による BDNF発現増加は以下のようなメカニズムが予

想される。二章の内容を含め、RA経口投与が脳内のGR発現増加させたことから、

HPA 軸の負のフィードバックの機能不全が抑制された。これは RA 経口投与によ
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る、脳内の CRH発現減少と血中への CORT分泌減少によっても示唆される。この

CORT 分泌の減少が GR との二量体の形成を阻害する（転写因子の減少）。転写因

子の減少が MKP-1 発現の減少を招き、続いて ERK1/2 と CREB のリン酸化促進に

よる BDNF 発現の増加を惹起したものと考えられる。血中 CORT レベル減少によ

る神経細胞死の抑制（細胞毒性の減少）と脳内 BDNF発現の増加が神経新生を促

進がうつ行動の抑制に関与することが予想される。 

 

 

 

 

図 3-6 RA による HPA軸調節を介した BDNF発現 
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第 4 章 RA処理分化神経細胞を用いた抗うつ作用の 

分子メカニズムの解析 

 

4-1 諸言 

 

 RA経口投与によりが脳に到達し、第三章のように BDNF発現に影響を与えるか

を確認するため分化神経細胞モデルを用いて検証を行った。脳へと到達する成

分は血液脳関門（Blood-Brain Barrier; BBB）と呼ばれる障壁によって選別さ

れる。BBBはアストロサイトと内皮細胞で構成される障壁が脳内毛細血管を囲む

構造である。BBBは毒素や病原菌が脳へ到達するのを防ぐために存在するものと

考えられている。基本的に MW＝500 以上の分子は BBB を通過できず、脂溶性物

質は BBBを通過しやすい。しかし、BBBは有用な成分を選択的に脳へ供給してい

る。栄養源となる糖やタンパク質、神経伝達物質などは各々に特異的なトラン

スポーターを介して、BBBを通過する。ポリフェノールなどの BBB通過のメカニ

ズムは未だ明らかにされていないが、ルテオリンなど一部ポリフェノールの BBB

通過が確認されている。本研究で注目された RAは脂溶性物質であるため、通過

する可能性が示唆される。 

 RA は経口投与によって様々な器官（小腸や肝臓）による代謝により分解する

可能性も示唆される。RA はカフェ酸誘導体と呼ばれ、代謝により一部がカフェ

酸に分解するので、第三章での RA の抗うつ薬様作用はカフェ酸による影響であ

る可能性もある。従って、本章では RAが実際、脳神経細胞でのうつ関連因子の

発現に影響があるか検証を行った。 

 また第三章で記述した通りに、RAが MKP-1 発現抑制を介して BDNF 発現を増加
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させたかどうかを確認するため、MKP-1をノックダウンさせた分化神経細胞モデ

ルを用いて検証した。 

 

 

 

図 4-2 血液脳関門（Blood-Brain Barrier; BBB） 

（B.Lacwin., Genetic Literacy Project, 2016） 
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4-2 実験方法 

 

4-2-1  サンプル 

本研究で PC12 細胞を用いた実験に使用されたサンプルは、 RA （MP 

biomedicals, Santa Ana, CA, USA）である。また PC12 細胞に与えるストレス

としてコルチコステロン(corticosterone, CORT)が使用された。PC12 細胞への

処理のため、RA及び CORTは Dimethyl sulfoxide (DMSO)に溶解した。終濃度と

して RAは 5、15、25 µM に、コルチコステロンは 200 µM に培地で濃度調整した。 
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4-2-2 PC12細胞の培養 

本研究ではラット副腎髄質褐色腫細胞である PC12 細胞(Riken, Tsukuba, 

Japan)を用いた。 

増殖培地はDulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma, Japan)に10% 

ウマ血清 (Horse serum: HS)(Gibco Invitrogen, Japan)、 5% ウシ胎児血清

(Fetal Bovine Serum) (Bio West, USA)及び1% ペニシリンストレプトマイシン

(Lonza, Japan)を加え、使用した。 

液体窒素中に保存されているPC12細胞（1.5 ml DMSO入り細胞懸濁液）を37 ℃

恒温槽にて溶解した。8.5 ml 増殖培地を穏やかに添加して懸濁後(Total 10 ml)、

遠心（1,000 rpm、3 分）により細胞を沈殿させた。沈殿した細胞を残して培地

を除いて、新たな増殖培地で懸濁後、培養を開始した。細胞の凍結保存は75 cm2

フラスコ(BD Falcon, Japan)に80％コンフルエントの状態で10％ Dimetyl 

Sulfoxide (DMSO) (Wako, Japan)増殖培地に細胞を懸濁後、1.5 ml/vialにて保

存した。その際、細胞はBICELL (Nihon Freezer, Japan)を用いて-1 ℃/minに

て細胞温度を低下させ、-80 ℃まで冷却後、液体窒素に保存した。 

 継代培養は細胞が80％コンフルエントの状態で行った。新しい培養培地を交

換し、フラスコから細胞を剥離した。培養培地を用いて細胞溶液を懸濁させた

後、遠心 (1,000 rpm、 3 分)により細胞を沈殿させ、上清を除去した。培養培

地を添加し、懸濁した細胞溶液を再度フラスコに播種し、37 ℃、5％ CO2インキ

ュベーターで培養した。後に、80％コンフルエントになる毎に継代培養を行っ

た。 
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4-2-3 PC12細胞へのサンプル処理 

10cm2ディッシュに細胞数が2×106/dishとなるよう播種した。インキュベー

ター（37 ℃、5％ CO2）で24 h 培養した後、100 nM 神経成長因子(NGF)を処理

して、24 h 分化培養させてからサンプル処理を行った。先ず、新しいNGF入り

培地に交換し、各々の濃度のRA (5、15、25 µM) で処理した。インキュベータ

ー（37 ℃、5％ CO2）で10分反応させた後、200 µM コルチコステロンを処理し

た。さらにインキュベーター（37 ℃、5％ CO2）で2 h 培養させた。 

 

4-2-4 細胞のタンパク質抽出  

RA処理細胞のタンパク質発現を検証するため、細胞からタンパク質の抽出を

行った。 

細胞を冷 PBS 10 ml /Dishで 2 回洗浄し、250 µl RIPA buffer （Sigma Aldrich, 

St.Louis, MO, USA）(1/100 protein inhibitor) を添加し、5 分氷上で静置し

た。スクレイパーで細胞をかきとり、採集した細胞懸濁液を細胞保存用チュー

ブに移し、15 分間液体窒素の中で静置した。その後、氷上で静置、融解させた

（1 ～ 2 h）。融解後、細胞懸濁液をタンパク質低接着チューブに移し、10,000 

×g、20分間、4 ℃で遠心分離した。沈殿物を除いた上清をタンパク質抽出液と

した。タンパク質抽出液は使用前まで-80℃で保存した。 
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4-2-5 ウェスタンブロット 

抽出したタンパク質抽出液での標的とするタンパク質の発現解析を行うた

め、先ずタンパク質の定量を行った。タンパク質定量には 2-D Quant kit（GE 

healthcare, Little Chalflont, Buckingham, UK）を用いた。方法は kit のプ

ロトコールに従った。定量を行ったタンパク質を用いて、SDS-PAGE を行った。

さらにタンパク質を泳動させたアクリルアミドゲルから PVDFメンブレン（）へ

と転写を行った。メンブレン上の標的タンパク質の一次抗体（抗体種類）を反

応させた（16h、-4℃）。さらに二次抗体（抗体種類）を反応させた（45 min、

室温）。標的タンパク質の発現解析には OdysseyFc Imaging System (LI-COR, Inc., 

Lincoln, NE, USA)を用いた。 

 

 

4-2-6 統計解析 

結果は、平均値±SD で示した。各集団の比較はｔ検定を行い、#P<0.05、 

##P<0.01（vs Control）及び*P<0.05、**P<0.01（vs Model）を有意とみなした。 
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図 4-3 PC12細胞（分化前） 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-4 PC12細胞（分化後） 
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4-3 結果 

 

4-3-1 分化 PC12細胞における RA処理のうつ発症関連因子への影響 

うつの発症は神経新生を司る脳由来神経栄養因子（BDNF）の減少による、脳

委縮が原因の一つである。BDNFは MERK1/2リン酸化を介した、CREB リン酸化に

よって生じる。しかし、CORT などのストレス因子によって増加した MKP-1 が

ERK1/2 を脱リン酸化することで、BDNF の発現が阻害される。分化 PC12 細胞を

用いて、分化神経細胞における RA 処理のうつ発症関連因子への影響を検証する

ため、分化 PC12細胞のおける MKP-1発現、BDNF 発現、及び ERK1/2 と CREBのリ

ン酸化を検証した。分化 PC12細胞において、Vehicle群では Control 群に比べ、

MKP-1 の発現に有意に変化が見られなかった。5 µM RA 処理では MKP-1 の発現に

変化が見られなかったが、15 µM、25 µM RA 処理では MKP-1発現は有意に減少さ

れた（図 4-2）。分化 PC12細胞において、Vehicle群では Control群に比べ、ERK1/2

のリン酸化は有意に減少した。RA 処理群では、Vehicle 群と比して、ERK1/2 の

リン酸化が増加した（図 4-3）。分化 PC12細胞において、Vehicle群では Control

群に比べ、CREB のリン酸化は有意に減少した。RA 処理群では、Vehicle 群と比

して、CREBのリン酸化に有意な変化が見られなかった。しかし、RA 処理による

CREBのリン酸化の増加傾向が見られた（図 4-4）。Vehicle群の分化処理 PC12細

胞では Control 群と比べて、有意に BDNF 発現を減少させた。一方で 5 µM RA 処

理群は BDNF発現減少を抑制した。15、25  µM RA 処理群では有意な変化は見られ

なかったが、増加傾向がみられた（図 4-5）。 
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4-3-2 MKP-1ノックダウン分化 PC12細胞における RA処理の BDNF発現への影響 

 RAが実際どのように MKP-1を介して、BDNF の発現に影響を与えたのかを検証

する一端として、MKP-1 をノックダウンした細胞を用いて、BDNF 発現の検証を

行った。先ずリポフェクタミンと MKP-1 siRNA を用いて MKP-1 をノックダウン

し、MKP-1発現が減少されたことを確認した（図 4-6）。また同様の条件で、MKP-1

をノックダウンした細胞に RA を処理したところ、BDNF 発現が減少された（図

4-7）。 
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（A）            （B） 

 

 

 

 

 

 

（C）                 

 

 

 

 

 

 

 

    

図 4-5 コルチコステロン下における RA処理 PC12細胞 

Control（無処理）（A）、コルチコステロン（CORT）処理（B）、15 µM RA 処理 + 

CORT処理（C） 
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図 4-6  RA処理分化 PC12 細胞における MKP-1発現 

縦軸：分化 PC12細胞の BDNF発現（% of Control）、横軸：処理群；Control群

（無処理、CORT処理なし）、Vehicle群（無処理、CORT処理あり）、RA処理群

（15 µM または 25 µM RA 処理、CORT 処理あり）。処理後、PC12細胞からタンパ

ク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した PC12細胞のタンパク

質の MKP-1発現を検証した (＃＃P < 0.01 vs Control)。 
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図 4-7  RA処理分化 PC12細胞における ERK1/2リン酸化 

縦軸：分化 PC12細胞の ERK1/2リン酸化（% of Control）、横軸：処理群；Control

群（無処理、CORT処理なし）、Vehicle群（無処理、CORT処理あり）、RA処理

群（15 µM または 25 µM RA 処理、CORT処理あり）。処理後、PC12細胞からタン

パク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した PC12細胞のタンパ

ク質の ERK1/2リン酸化を検証した (＃＃P < 0.01 vs Control, *P < 0.05 vs 

Vehicle)。 
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図 4-7  RA処理分化 PC12細胞における CREBリン酸化 

縦軸：分化 PC12細胞の CREBリン酸化（% of Control）、横軸：処理群；Control

群（無処理、CORT処理なし）、Vehicle群（無処理、CORT処理あり）、RA処理

群（5 µM、15 µM または 25 µM RA 処理、CORT 処理あり）。処理後、PC12細胞か

らタンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した PC12細胞の

タンパク質の CREBリン酸化を検証した (＃＃P < 0.01 vs Control)。 
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図 4-8  RA処理分化 PC12 細胞における BDNF発現 

縦軸：分化 PC12細胞の BDNF発現（% of Control）、横軸：処理群；Control群

（無処理、CORT処理なし）、Vehicle群（無処理、CORT処理あり）、RA処理群

（5 µM、15 µM または 25 µM RA 処理、CORT処理あり）。処理後、PC12 細胞から

タンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットを用いて抽出した PC12 細胞のタ

ンパク質の BDNF発現を検証した (＃＃P < 0.01 vs Control, *P < 0.05 vs 

Vehicle)。 

0

20

40

60

80

100

120

Ctrl Vehicle 5 15 25

RA (μM) 

Corticosterone (200 μM) 

B
D

N
F

/ 
G

A
P

D
H

 (
%

 o
f 
C

tr
l)
 

 

## 
## 

* 

## 

BDNF 

GAPDH 



 

 

67 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-9 MKP-1ノックダウン分化 PC12細胞における MKP-1発現 

縦軸：分化 PC12細胞の MKP-1発現（% of Control）、横軸：処理群；Control

群（Control siRNA処理、CORT処理あり）、MKP-1ノックダウン群（MKP-1 siRNA

処理、CORT処理あり）。処理後、PC12細胞からタンパク質抽出を行った。ウェ

スタンブロットを用いて抽出した PC12細胞のタンパク質の MKP-1発現を検証し

た (＃P < 0.05 vs Control)。 
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図 4-10 MKP-1ノックダウン分化 PC12細胞における BDNF 発現 

縦軸：分化 PC12細胞の BDNF発現（% of Control）、横軸：処理群；Control群

（Control siRNA処理、CORT処理あり）、MKP-1ノックダウン群（MKP-1 siRNA

処理、CORT処理あり）。処理後、PC12細胞からタンパク質抽出を行った。ウェ

スタンブロットを用いて抽出した PC12細胞のタンパク質の BDNF発現を検証し

た (*P < 0.05 vs Vehicle, **P < 0.01 vs Vehicle)。 
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4-4 考察 

 

本章では、分化神経細胞モデルである NGF 処理 PC12細胞を用いて、RAのうつ

関連因子の発現検証を行った。RA処理は細胞でのMKP-1発現において減少した。

これが ERK1/2リン酸化を促進させ、CREBでもリン酸化促進の増加傾向がみられ

た。これらによって RA は BDNF 発現を増加したものと考えられる。以上により

RAは生体内で代謝され、カフェ酸としてではなく RA単体でも効果を持つ事が示

唆された。今後の研究として、RA 経口投与したマウスの脳内の RAが検出されれ

ば、RAは BBBを通過することにより効果を発揮する証明の一端となる。 

また RAを含むカフェ酸誘導体には、カフェ酸、5-カフェオイルキナ酸及びジ

カフェオイルキナ酸などがある。これらのカフェ酸誘導体には共通して抗うつ

作用が見出されているので、カフェ酸誘導体の共通した構造が作用する可能性

が見出された。その可能性の一つとして、RA を含むカフェ酸誘導体は GRアンタ

ゴニストとして機能するかもしれない。RAが GRアンタゴニストとして機能する

なら、CORT と GRの複合体の形成を阻害することにより、MKP-1発現減少を介し

て BDNF発現を増加させることが期待される。 

MKP-1をノックダウンした分化神経細胞に RAを処理したところ、RA処理は逆

に BDNF 発現が減少した。これは BDNF 発現には MKP-1 が必須であることが示唆

される。神経突起の伸長に MKP-1が必須であることが報告されていることから、

MKP-1は神経細胞の維持に関与する可能性が示唆される。しかし、一方で MKP-1

発現の増加は BDNF発現を減少させ、神経新生を阻害する。これらの事より神経

細胞の維持には MKP-1発現を正常にすることが重要であると考えられる。 
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図 4-11 RAの GRアンタゴニストとしての可能性 
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第 5 章 総括 

第 2章では、マウス行動において RAによるうつ行動抑制作用を検証するため

に、うつ行動評価試験である尾部懸垂試験（TST）を用いた。これはうつ発症の

証明と新規抗うつ薬の効果を評価するために広く用いられる(Murakami et al., 

2010; Pan et al., 2012)。マウスを尾部で懸垂させ、その無動時間が測定する。

無動時間の延長はうつ行動を示すとされ、逆に抗うつ薬投与による無動時間の

短縮はうつ行動抑制を示すとされる。また尾部懸垂試験の無動時間はヒトのう

つ行動にも反映されると考えられている(Park et al., 2010; Parker et al., 

2003)。この試験の特性から尾部懸垂試験は抗うつ薬のスクリーニングとして広

く用いられている。加えて、尾部懸垂試験では植物由来成分などの抗うつ薬様

効果を持つ天然由来成分を投与することによって無動時間が短縮し、うつ行動

が抑制されたことが報告されている(Pan et al., 2012)。 

TSTにおいて、Vehicle 群（水投与、ストレスあり）はテスト開始 5日以降に

無動時間が有意に増加した。一方 RA 経口投与マウスは Vehicle 群に比べ、5 日

以降も無動時間が増加しなかった。このことから、RA 経口投与により、うつ行

動を抑制されたことが示唆される。この効果は、先行研究での RA経口投与によ

るマウス脳内での神経伝達物質レベルの増加と神経新生に関与する BDNFの発現

増加が関与していると考えられる。TST後、Vehicle群のマウス血中のコルチコ

ステロン（CORT）濃度は、Control群（水投与、ストレスなし）に比べ、有意に

増加した。これは TST でのストレスにより、副腎から CORTが過分泌されたこと

を示す。一方で、RA経口投与されたマウスの血中 CORT濃度は Vehicle群に比べ、

有意に減少した。これは副腎からの CORT過分泌を、RA経口投与が抑制したこと

を示唆する。このことより、RA経口投与が CORT 分泌調節機構である HPA軸に作
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用することが見出された。副腎から CORTが過分泌されると、副腎は肥大化する。

実際、Vehicle 群の副腎重量は Control 群に比べて高かった。一方、RA 経口投

与マウスの副腎重量は Vehicle群に比べて低かった。これは RA経口投与が CORT

分泌を抑制することにより、副腎の肥大化を抑制したことを意味する。TST 後、

脳内の HPA調節因子の発現を確認した。Vehicle 群の海馬及び視床下部でのグル

ココルチコイド受容体（GR）の発現は、Control 群に比べて有意に減少した。こ

れはGR発現の減少に伴い、CORT分泌の調節に障害が生じていることを示唆する。

一方で RA経口投与は Vehicle群に比べて、GR発現量を増加させた。これは HPA

軸における、CORT分泌調節の機能不全を RA 経口投与が抑制したことを示す。さ

らに GR によって調節される CRH 発現において、Vehicle 群では Control 群に比

べて CRH発現量が有意に増加した。これは GR 発現量の減少により、負のフィー

ドバックに不調が起こり、CRH 発現が増加しているためである。一方で RA 経口

投与は Vehicle群に比べて、CRH発現量は減少した。これは GR発現の減少を RA

経口投与が抑制したことにより、CRH発現が調節されたためと考えられる。さら

に我々は、脳下垂体における ACTH 発現への RA の影響を検証するため、脳下垂

体の採取を試みたが、トルク鞍に囲まれており、また非常に微小な組織であっ

たために採取を断念した。マウスの脳下垂体よりも大きなラットの脳下垂体を

用いた検証を推奨する。以上の結果により、RA経口投与は HPA軸を介して、CORT

の増加を抑制したものと考えられる。 

第 3章ではマウス脳内の MKP-1発現に関し、TSTによるストレス（Vehicle群）

で MKP-1 発現が増加し、ERK1/2 と CREB の脱リン酸化を介して、BDNF 発現が減

少したものと考えられる。しかし、Vehicle 群での CREBのリン酸化は、Control

群に比べて有意に増加した。これは CREB のリン酸化は ERK1/2 リン酸のみで調

節されているのではなく、他経路によっても調節され得るからというのが理由
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であると考えられる。CREBのリン酸化はActのリン酸化によっても調節される。

ストレスによっては Act のリン酸化を調節した結果、CREB リン酸化に影響を与

える可能性も考えられる。 

経口投与による BDNF発現の増加は MKP-1発現の抑制によってなされたと考え

られる。さらに、マウス脳内における ERK1/2 のリン酸化の検証を行った。しか

し脳内の総 ERK1/2発現は検出されたが、リン酸化 ERK1/2は検出されなかった。

原因として以下のことが考えられる。① RA 経口後、速やかに脳を採取しなかっ

たため（実際は一夜経過してから採取）。②脳採取直後に液体窒素で凍結させた

ため（タンパク質抽出時の液体窒素への投入と加えると計 2 回液体窒素に投入

したことになる）。以上が原因でリン酸化 ERK1/2 が検出されなかったと考えら

れる。4章での細胞を用いた実験で、リン酸化 ERK1/2の検出を行った。 

第 3 章諸言の通り、GR と CORT が MKKP-1 の発現に関与する可能性が示唆され

ていることから、HPA 軸の調節と MKP-1発現の調節との間には密接な関連性があ

ると考えられる。RA 経口投与による BDNF発現増加は以下のようなメカニズムが

予想される。二章の内容を含め、RA経口投与が脳内の GR発現増加させたことか

ら、HPA 軸の負のフィードバックの機能不全が抑制された。これは RA 経口投与

による、脳内の CRH 発現減少と血中への CORT 分泌減少によっても示唆される。

この CORT分泌の減少が GRとの二量体の形成を阻害する（転写因子の減少）。転

写因子の減少が MKP-1 発現の減少を招き、続いて ERK1/2 と CREB のリン酸化促

進による BDNF 発現の増加を惹起したものと考えられる。血中 CORT レベル減少

による神経細胞死の抑制（細胞毒性の減少）と脳内 BDNF発現の増加が神経新生

を促進がうつ行動の抑制に関与することが予想される。 

第 4章では、分化神経細胞モデルである NGF 処理 PC12細胞を用いて、RAのう

つ関連因子の発現検証を行った。RA 処理は細胞での MKP-1 発現において減少し



 

 

74 

 

た。これが ERK1/2リン酸化を促進させ、CREB でもリン酸化促進の増加傾向がみ

られた。これらによって RA は BDNF 発現を増加したものと考えられる。以上に

より RA は生体内で代謝され、カフェ酸としてではなく RA 単体でも効果を持つ

事が示唆された。今後の研究として、RA経口投与したマウスの脳内の RAが検出

されれば、RAは BBB を通過することにより効果を発揮する証明の一端となる。 

また RAを含むカフェ酸誘導体には、カフェ酸、5-カフェオイルキナ酸及びジ

カフェオイルキナ酸などがある。これらのカフェ酸誘導体には共通して抗うつ

作用が見出されているので、カフェ酸誘導体の共通した構造が作用する可能性

が見出された。その可能性の一つとして、RA を含むカフェ酸誘導体は GRアンタ

ゴニストとして機能するかもしれない。RAが GRアンタゴニストとして機能する

なら、CORT と GRの複合体の形成を阻害することにより、MKP-1発現減少を介し

て BDNF発現を増加させることが期待される。 

MKP-1をノックダウンした分化神経細胞に RAを処理したところ、RA処理は逆

に BDNF 発現が減少した。これは BDNF 発現には MKP-1 が必須であることが示唆

される。神経突起の伸長に MKP-1が必須であることが報告されていることから、

MKP-1は神経細胞の維持に関与する可能性が示唆される。しかし、一方で MKP-1

発現の増加は BDNF発現を減少させ、神経新生を阻害する。これらの事より神経

細胞の維持には MKP-1発現を正常にすることが重要であると考えられる。 

以上の In vivo及び In vitroを用いた検証から、RAを投与すると脳に到達す

る可能性が高い。RAは HPA軸において血中への CORT分泌を調節することにより、

CORT 分泌量を正常に戻すことが示唆される。このことにより、脳神経細胞死を

抑制することでうつを抑制することが期待される。また RA は脳内において GR

及び CORTを介した MKP-1発現を増加抑制する可能性がある。この MKP-1発現増

加抑制が BDNF発現減少を抑制させ、神経新生の促進を介してうつを抑制するこ
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とが期待される(図 5-1)。 

 

 

 

 

図 5-1 RAによる抗うつ作用のまとめ 
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