
海馬BMP4を標的としたストレス誘発性
不安障害メカニズムの解明

（課題番号：187206）
・研究期間：平成30年7月31日～平成31年3月31日
・研究代表者名：森征慶

1．緒言

全般性不安障害などの不安障害は、最も罹患率の高い
精神疾患である（Erickson et al., 2009; Kessler et al.,
2005）。また、不安障害はうつ病の強い危険因子にもな
るため（Grant et al., 2005, 2006）、不安症状の適切なコ
ントロールを行う意義は高い。臨床における不安障害の
薬物治療には、第一選択薬である選択的セロトニン再取
り込み阻害剤（selective serotonin reuptake inhibitors:
SSRIs）などの抗うつ薬が用いられている。しかしなが
ら、抗うつ薬の不安障害に対する有効性は不十分である
（Kapczinski et al., 2003; Stein et al., 2006）。そのため、
より有効性の高い不安治療薬の開発のために、不安障害
のメカニズム解明が望まれている。

臨床における不安障害の発症の主要因は“ストレス”
である（Heim and Nemeroff, 1999）。ヒトが日常的な社
会生活で受けるストレスに近い心理社会的ストレスを実
験動物に負荷する実験系である Resident/Intruder（居
住者／侵入者：R/I）系がある。この系は人間社会の「い
じめ」「パワハラ」をモデル化したものであるため、R/
I 系を用いた心理社会的ストレス負荷により作製したう
つ・不安モデル動物の妥当性は高いと考えられている
（Pollak et al., 2010）。この系を用いた我々の予備的研究
において、10日間連日のストレス負荷により、不安モデ
ル動物の作製が可能であることを確認している。また、
この不安モデル動物の脳内海馬では、背側海馬特異的に
神経新生数が減少していた。海馬神経新生とは、多能性
をもつ神経幹細胞が成熟ニューロンに成長するまでの一
連のプロセスを指す現象である（Ehninger and Kemper-
mann, 2008）。そして海馬神経新生は、抗うつ薬の薬効
発現およびストレス反応の制御に関与するため、不安障
害を含む精神疾患の病態メカニズムに重要な因子である
（Hill et al., 2015; Santarelli et al., 2003; Snyder et al.,

2011）。そのため、海馬神経新生の減少に寄与する生体
内因子が、不安障害の病態メカニズムに重要と考えられ
る。

私たちは背側海馬神経新生の減少に寄与する生体内因
子として、骨形成タンパク質（bone morphogenetic pro-
tein: BMP）4に注目した。BMP4は形質転換増殖因子
βスーパーファミリーに属する骨形成活性を示す骨形成
因子であり（Bragdon et al., 2011）、そのシグナル伝達
は細胞内タンパクである Smad を介して行われる
（Heldin et al., 1997）。また、BMP4は軸索および樹状
突起の伸長、細胞の系譜決定など様々な中枢作用を有す
ることが報告されている（Augsburger et al., 1999; Gra-
ham et al., 1994; Hocking et al., 2008; Lee-Hoeflich et al.,
2004）。海馬 BMP4と海馬神経新生の関係を調べた研
究によると、非ストレス条件下において、BMP シグナ
リングの活性亢進は、海馬神経新生を抑制することが示
されている（Bond et al., 2014）。また、非ストレス条件
下のマウスに対する SSRI 投与は、海馬 BMP シグナリ
ングの活性を減弱させること、逆にそのシグナル伝達を
遺伝的に増幅させると SSRI の抗うつ・抗不安作用がブ
ロックされることが示されている（Brooker et al.,
2017）。これらのことから、ストレスを発症要因とする
不安障害の病態メカニズムには、海馬 BMP シグナリン
グの活性亢進が関与していると考えられるが、ストレス
条件下での海馬 BMP シグナリングの活性変化について
言及した研究論文は皆無である。そこで本研究は、R/I
系を用いた心理社会的ストレスを10日間連日負荷が、海
馬 BMP シグナリングの活性に与える影響について検証
した。
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2．方法

2‐1．実験動物と飼育条件
実験動物は、雄性 Sprague-Dawley（SD）ラット（日

本クレア）と、雄性および雌性 Long-Evans（LE）ラッ
ト（動物繁殖研究所）を用いた。Resident/Intruder（居
住者／侵入者）paradigm（R/I 系）に用いる Resident col-
ony は、雄性 LE ラット（搬入時リタイア週齢）、雌性
LE ラット（搬入時6週齢）を一匹ずつ専用の大型プラ
スチックケージ（幅50cm×奥行40cm×高さ20cm）で
3週間共同飼育することにより作製した。また、Intruder
ラットには中型プラスチックケージ（幅23cm×奥行14
cm×高さ12cm）で単独飼育を行った SD ラット（搬入
時6週齢）を用いた。飼育条件は、室温23±2℃、絶対
湿度60±2％、および12時間周期の明暗サイクル（7：
00－19：00：明期、19：00－7：00：暗期）の環境で飼
育した。ラットに与える飼料は CE‐2（日本クレア）
を用い、餌・水は共に自由に摂取できるようにした。動
物実験の取り扱いについては、福岡大学実験委員会（Ex-
perimental Animal Care and Use Committee）による動
物実験倫理規定に準じた。

2‐2．R/I 系を用いた心理社会的ストレス負荷プロト
コール

R/I 系を用いた心理社会的ストレス負荷実験は全て明
期に、飼育室とは別の赤色灯下の実験室で行った。実験
室に Resident colony および Intruder ラットを運び、ad-
aptation を60分間行った。ストレス負荷開始10分前に
Resident colony から雌性ラットを取り出した。adapta-
tion 後、Resident colony に Intruder ラットを1匹入れ
て30分間観察した。Intruder ラットは Resident ラット
から様々な攻撃行動を受けるが、その中でもストレス負
荷開始10分以内に submissive posture（降伏体勢）が見
られた Intruder ラットを、社会的敗北ストレスが負荷
された個体とみなした。明確な submissive posture が見
られた後、Resident ラットとそれ以上の身体的接触、
および Intruder ラットの受傷を避けるため、直ちに
wire mesh cage（幅15cm×奥行20cm×高さ15cm）に入
れて Resident colony の中央に静置した。wire mesh cage
内に入れることにより、Intruder ラットと Resident ラッ
トの間の身体的接触を除き、激しい身体的受傷を防ぐこ
とができる。同時に視覚的、嗅覚的、聴覚的な sensory
contact を継続できることを利用して、Intruder ラット
に脅威ストレス負荷を行った。ストレス負荷開始から30
分経過した後、Intruder ラットを wire mesh cage から
取り出し、ホームケージに戻した。Intruder ラットが
10分以内に submissive posture を示さなかった場合、開
始から10分後の時点で wire mesh cage に入れて Resi-
dent colony の中央に静置した。

また、非特異的なストレスの影響を除外するため、
Novel Cage 処置を行う群を作製した。具体的には、赤
色灯下の実験室で60分間の adaptation を行った後、In-
truder ラットを清潔な床敷きを敷いた Resident colony
作製用の大型プラスチックケージ（幅50cm×奥行40cm
×高さ20cm）内に入れて10分間観察し、その後 wire
mesh cage に入れて大型プラスチックケージの中央に20
分静置した後、ホームケージに戻した。

2‐3．実験スケジュールと群分け
Fig．1に本研究における実験スケジュールを示す。

搬入時6週齢の雄性 SD ラットを単独飼育し、実験環境
への adaptation を1週間行った後、R/I 系を用いた心理
社会的ストレス負荷、Novel cage 処置のいずれかのス
トレス負荷を1日1回10日間連日行った。R/I 系を用い
た心理社会的ストレス負荷を行ったラットを Defeated
群、Novel Cage 処置を行ったラットを Control 群とし
た。最終ストレス負荷終了の翌日に断頭し、海馬を摘出
した。

2‐4．脳分画
麻酔薬としてペントバルビタール Na（200mg/kg 体

重）を腹腔内投与し、深麻酔状態にした。麻酔投与から
約2分後に断頭を行い、直ちに全脳を摘出した。氷上に
て全脳から海馬を分画し、Yamada ら（2013）の方法論
を参考にして、海馬を背側海馬と腹側海馬に分離した。
具体的には、まず分画した海馬全体を背側－腹側軸に
沿って3等分し、背側方向からそれぞれ背側海馬、中間
海馬、および腹側海馬とした。背側海馬と腹側海馬の境
界については明確に定義されていないため、中間海馬は
本実験から除外した。各サンプルはウエスタンブロット
法に用いるまで－80℃で凍結保存した。

2‐5．ウエスタンブロット法
各脳サンプルに対して組織重量に応じた量の1mM

PMSF（CST）を添加した RIPA Buffer（CST）を加え
た後、ソニケーションによる homogenize を行ったもの
を組織溶解液とした。組織溶解液を遠心分離後、上清を
分取し、Pierce BCA Protein Assay kit（Thermo Scien-
tific）を用いて総タンパク濃度を測定した。算出された
総タンパク濃度をもとに、各サンプルの総タンパク濃度
が同一となるように RIPA buffer を加えた後、2‐mer-
captoethanol（Bio-Rad）を添加した2×Laemmli sample

Fig．1 本研究における実験スケジュール
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buffer（Bio-Rad）を加え、100℃で5分間加熱した。
サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 分 離 は、4－20％Mini-

PROTEANⓇTGXTM Precast Gel（Bio-Rad）を用いた SDS
-PAGE により行った。その後、分離したタンパク質を
ウェット式ブロッティング装置（Mini Trans-BlotⓇ

Transfer Cell; Bio-Rad）を用いて、polyvinyl difluoride
（PVDF）メンブレン（Bio-Rad）に転写した。転写し
たメンブレンを5％non-fat dry milk/TBST を用いてブ
ロッキング処理を室温で1時間行った後、一次抗体溶液
中（BMP4，1：1000，Abcam; pSmad1／5／9，1：
1000，CST; Smad1／5／9，1：1000，Abcam; GAPDH，
1：5000，SantaCruz）で振盪させながら4℃で一晩イ
ンキュベートした。翌日、二次抗体溶液中（Anti-rabbit
IgG, HRP-linked Antibody，1：2000，CST）で振盪さ
せながら室温で1時間インキュベートした。その後、化
学発光検出試薬と1分間反応させ、MultiImager Ⅱ Mul-
tiBOX（BioTools）を用いて抗原の検出を行った。検出
されたバンドはフリーソフトウェアの ImageJ を用いて
定量し、ローディングコントロールである GAPDH、ま
たは Smad1／5／9の値で補正した。

2‐6．統計学的解析
Control 群と Defeated 群において、背側および腹側

海馬におけるタンパク発現量については対応のない t 検
定を用いて統計処理を行った。全てのデータは平均値±
S.E.で表示し、危険率が0．05未満の場合を統計学的に有
意とした。

3．結果

海馬 bone morphogenetic protein（BMP）4タンパク発
現量

最終ストレス負荷終了後の海馬における BMP4タン
パク発現量の結果を Fig．2に示す。Control 群と De-
feated 群の2群間で比較を行ったところ、背側海馬にお
ける BMP4タンパク発現量は、Control 群に比べ De-
feated 群で有意に高かった（P＜0．05）。一方、腹側海
馬における BMP4タンパク発現量については、2群間
で有意差は認められなかった。

海馬 pSmad1/5/9タンパク発現量
最終ストレス負荷終了後の海馬における pSmad1／5／9

タンパク発現量の結果を Fig．3に示す。Control 群と
Defeated 群の2群間で比較を行ったところ、背側海馬
における pSmad1／5／9タンパク発現量は、Control 群に
比べ Defeated 群で増加傾向にあった（P＝0．0611）。一
方、腹側海馬における pSmad1／5／9のタンパク発現量
は、2群間で有意差は認められなかった。

4．考察

本研究では、R/I 系を用いた心理社会的ストレスの連
日負荷（10回／10日間）が、背側および腹側海馬におけ
る BMP シグナリングの活性変化に与える影響について
検証した。その結果、背側海馬特異的な BMP4シグナ
リングの活性亢進が明らかとなった。

心理社会的ストレスが海馬神経新生を減少させる分子
生理学的メカニズムとして、私たちは BMP4とそのシ

Fig．2 R/I 系を用いた心理社会的ストレスの10日間連日負荷が海馬BMP4タンパク発現量に与える影響
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グナルカスケードに注目した。その結果、R/I 系を用い
た心理社会的ストレスの連日負荷（10回／10日間）によ
り背側海馬特異的な BMP4タンパク発現量、および
Smad1／5／9のリン酸化レベルの増加が見られた。BMP
4による細胞内シグナル伝達は、Smad を介して行われ
ることが報告されている（Heldin et al., 1997）。そのた
め、本研究結果は心理社会的ストレス負荷により、背側
海馬における BMP シグナリングの活性亢進が引き起こ
されたことを示唆している。私たちの予備的研究では、
本研究と同じストレス負荷プロトコールにより不安様行
動の増加、および背側海馬特異的な神経新生数の減少を
確認している。背側海馬と不安様行動の関係を行動薬理
学的検討により調べた過去の報告によると、セロトニン
1A 受容体フルアゴニストである8-OH-DPAT を背側
海馬に投与したラットでは、高架式 T 迷路試験におけ
る不安様行動が増加することが示されている（Dos San-
tos et al., 2008）。同様に、GABA-A 受容体アゴニストで
ある muscimol の投与により背側海馬機能を薬理学的に
抑制したラットでは、高架式十字迷路試験における不安
様行動の増加が報告されている（Zhang et al., 2014）。
また、Revest ら（2009）の報告によると、遺伝学的手
法により海馬神経新生を減少させたマウスでは、不安様
行動が増加することが示されている。これらの結果は、
背側海馬の神経機能低下が不安症状の出現に寄与するこ
とを示唆している。そして、海馬神経機能の制御因子と
して海馬 BMP シグナリングの関与が示されている。
BMP4アンタゴニストである Noggin を過剰発現させた
マウスは、海馬機能が亢進することが報告されている
（Gobeske et al., 2009; Meyers et al., 2016）。また、遺伝
学的手法を用いて BMP シグナリングを活性化したマウ
スでは、海馬歯状回における新生細胞の成長速度が減少
すること、逆に BMP シグナリングを抑制すると海馬神

経新生数が増加することが報告されている（Bond et al.,
2014）。そのため、これらの過去の報告と本研究結果を
踏まえて解釈すると、心理社会的ストレスは背側海馬に
おいて、BMP シグナリングの活性亢進による海馬神経
新生の減少を介して、不安様行動の増加に寄与する可能
性を示している。ストレスが海馬 BMP シグナリングを
活性化するメカニズムについては未解明であるが、抗う
つ薬である SSRI の fluoxetine を投与したマウスでは、
海馬 BMP シグナリングの活性が減弱することが示され
ている（Brooker et al., 2017）。そのため、心理社会的ス
トレス負荷による背側海馬セロトニン濃度の減少が、
BMP シグナリングの活性亢進に関与している可能性が
考えられる。

本研究は心理社会的ストレス負荷が背側海馬特異的な
BMP シグナリングの活性亢進を引き起こすことを世界
で初めて明らかにした。今後は海馬 BMP シグナルカス
ケード、海馬神経新生、および不安様行動の直接的な関
係性について明らかにしていきたい。ストレス負荷によ
り作製した不安モデル動物に対して、BMP4アンタゴ
ニストである Noggin を脳内に投与することで、予備的
研究および本研究で見られた海馬神経新生の減少、およ
び BMP シグナリングの活性亢進が改善するかを今後確
認する必要がある。加えて、Noggin を過剰発現した動
物を用いて、心理社会的ストレスの連日負荷（10回／10
日間）に対して抵抗性を示すかどうかについても確認す
る必要があるだろう。

結論として、心理社会的ストレスは背側海馬におい
て、BMP シグナリングの活性亢進に伴う神経新生の減
少を引き起こすことで、不安障害の発症に寄与すること
が示唆された。そのため本研究結果は、海馬 BMP シグ
ナリングが不安障害の新たな治療ターゲットになり得る
可能性を示している。

Fig．3 R/I 系を用いた心理社会的ストレスの10日間連日負荷が海馬における pSmad1／5／9タンパク発現量に与える影響
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