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第 1 章 非ストレス条件下において雄性 Wistar ラットの利き手がうつ・不安様行動と 

海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活性に与える影響 

 

1. 緒言 

大脳は構造的には左右半球が対称的なつくりをしているにもかかわらず、その広範な機

能を効率的に制御するうえで左脳と右脳のいずれかが非対称かつ優先的に働くこと (側性

化)が重要である。たとえば感情の調節に関して言えば、ポジティブ感情に対しては左脳優

位、ネガティブ感情では右脳優位な活動を示す  (Davidson et al., 1987; Silberman and 

Weingartner, 1986)。精神疾患の病態生理には、この感情機能の側性化の異常が関連すること

が示されており (Berretz et al., 2020)、うつ病患者は健常人に比べて安静時での大脳活動性が

右脳優位になることが報告されている (Herrington et al., 2010; Rotenberg, 2008)。 

行動の側性化は、大脳機能の側性化の研究においてよく調べられており、その代表的なも

のとして利き手が存在する。利き手は複雑な作業で手を使う時に左または右手のいずれか

一方を好む特性であり、利き手の違いは左脳・右脳の神経機能に異なる影響を与えている。

利き手とモチベーション制御に関わる側坐核の関係を調べた研究では、利き手と反対側の

側坐核におけるドパミン発現量が同側よりも高くなることが示されている (Budilin et al., 

2007; Cabib et al., 1995)。また、利き手は感情処理プロセスの違いに関連しており (Wang et 

al., 2021)、利き手とうつ症状を調べた研究では、右利きに比べて左利きのヒトやラットはう

つ症状・うつ様行動をより多く示すことが報告されている (Elias et al., 2001; Denny, 2009; 

Logue et al., 2015; Ecevitoglu et al., 2020; Soyman et al., 2015)。したがって、これらの知見は利

き手によって左脳・右脳による感情制御メカニズムが異なることを示唆している 

(Brookshire and Casasanto, 2012; Shadli et al.,2021)。しかしながら、利き手が感情制御に関連

した脳領域における分子生理学的メカニズムに及ぼす影響ついては明らかではない。 

海馬は記憶・学習機能に加えて、感情やストレス反応を制御する脳領域である (Moser and 

Moser, 1998; Sahay and Hen, 2007)。脳由来神経栄養因子 (brain derived neurotrophic factor: 

BDNF)は神経細胞の成長や可塑性に関わるタンパク質であり (Leal et al., 2015)、海馬に多く

発現している (Barde et al., 1982; Ernfors et al., 1990)。BDNF はその受容体である tropomyosin 

receptor kinase B (TrkB)に結合し、転写因子である cAMP response element-binding protein 

(CREB)のリン酸化を引き起こすことで海馬神経機能を調節している (Castrén and Monteggia 

et al., 2021; Finkbeiner et al., 1997; von Bohlen Und Halbach and von Bohlen Und Halbach, 2018)。

また、リン酸化した CREB は BDNF 転写の制御にも関わっている (Conti et al., 2002; Nibuya 

et al., 1996; Tao et al., 1998)。そして、空間記憶の獲得には海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活

性の亢進が重要であることが示されている (Broadbent et al., 2004; Jiang et al., 2017)。また、

海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活性はうつ病の病態メカニズムと密接に関連しており 

(Miyanishi and Nitta, 2021; Duman et al., 2021; Duman and Monteggia, 2006)、うつ病モデル動物

では海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活性が減弱していること、またこのシグナル活性の減
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弱は抗うつ薬の投与によって改善することが示されている (Casarotto et al., 2021; Duman and 

Monteggia, 2006; Nibuya et al., 1995)。さらに、利き手と海馬機能の関係を調べた研究による

と、ラットの利き手によって海馬依存的な機能である空間記憶が異なることが報告されて

いる (Ecevitoglu et al., 2020; Budilin et al., 2014)。 

これらの知見を踏まえると、利き手による感情制御メカニズムの違いは左脳および右脳

の海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル活性レベルの違いに起因する可能性が考えられ

る。したがって本研究では、左利きと右利きラットにおいて、左脳および右脳の海馬 BDNF-

TrkB-CREB シグナル活性レベルが異なるかどうかを明らかにすることを目的とした。また、

利き手によるうつ・不安様行動の違いを評価するために行動試験 (強制水泳試験、高架式十

字迷路試験、オープンフィールド試験)も併せて行った。 
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2.方法 

2-1. 実験動物および飼育環境 

 本研究では、実験動物として雄性 Wistar ラット (搬入時8週齢、搬入時体重: 220-250 g、日

本クレア)を用いた。これらの動物は、室温23 ± 2℃、絶対湿度60 ± 2％、および明期12時間、

暗期12時間の明暗サイクルの環境下で飼育した。肢嗜好性試験期間を除いて飼料と水は自

由に摂取できるようにし、飼料には CE-2 (日本クレア)を用いた。動物実験の取り扱いにつ

いては、福岡大学実験委員会 (Experimental Animal Care and Use Committee)による動物実験

倫理規定に準じた。 

 

2-2. 肢嗜好性試験 (paw preference test: PPT) 

 雄性 Wistar ラットの利き手を決定するために、既報のプロトコールを一部改変して PPT

を行った (Cabib et al., 1995; Ecevitoglu et al., 2020; Soyman et al., 2015)。各 PPT において、24

時間絶食させたラットを試験当日の明期に実験室へ運び、10分間の adaptation を行った後、

白色灯下で PPT を開始した。PPT には前面に給餌スペースが設けられたテストボックス (幅 

15 cm×奥行 20 cm×高さ 15 cm)を用いた。各ラットをテストボックスに入れた後、給餌スペ

ースに餌 (砕いた CE-2片)を置いた。ラットが餌を獲得するために、左または右前肢のいず

れか一方を給餌スペースに入れる行動 (paw entry)をビデオカメラで撮影した (Fig. 1)。PPT

は8日間で4セッション (50 paw entry/session)行った。前半2セッションでは、各ラットに餌の

獲得方法を学習させた (training session)。後半2セッションは test session とし、肢嗜好性を評

価するために、右前肢による paw entry (right paw entry: RPE)の回数を測定した。各ラットは

test session における平均 RPE 回数に基づいて左利き (平均 RPE 回数 ≤ 15)と右利き (平均

RPE 回数 ≥ 35)にそれぞれ分類した。なお、15 < 平均 RPE 回数 < 35は両利きに分類した。

各ラットの PPT 終了後に、テストボックスは消毒用アルコールで清拭した。 

Fig. 1 給餌スペースに置いた餌を獲得するために左または右前肢を伸ばす行動 (paw entry) 
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2-3. 実験スケジュールおよび群分け 

本研究における実験スケジュールを下に示す (Fig. 2)。雄性 Wistar ラットを搬入後、実験

環境への adaptation を1週間行った。その後、PPT を8日間で4セッション行うことにより、

各ラットの利き手を決定した。最終 PPT の4日後から、後述する行動実験を行った後、断頭・

脳分画を行った。そのうち、左利きラット4匹と右利きラット6匹はウエスタンブロッティン

グに、左利きラット7匹と右利きラット6匹は RT-PCR に使用した。 

Fig. 2 本研究における実験スケジュール 

(PPT: 肢嗜好性試験、OFT: オープンフィールド試験、EPMT: 高架式十字迷路試

験、FST: 強制水泳試験) 

 

2-4. 行動実験 

2-4-1. オープンフィールド試験 (open field test: OFT) 

試験当日の明期に各ラットを実験室へ運び、実験室への adaptation を 60 分間行った後、

赤色灯下で OFT を開始した。ラットを円形のオープンフィールドアリーナ (直径 60 cm)の

周辺部に置き、5 分間自由探索させた (Fig. 3)。OFT でのラットの行動をアリーナの真上に

設置したビデオカメラで撮影し、後日行動を解析した。各ラットの OFT 終了後に、アリー

ナを消毒用アルコールで清拭した。オープンフィールドにおける総移動距離 (total distance)

は video-tracking software (SMART, Panlab Harvard Apparatus)を用いて測定し、自発行動量の

指標とした。また、オープンフィールドにおける中央滞在時間を測定し、不安様行動の指標

とした。 

Fig. 3 オープンフィールド試験の様子 
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2-4-2. 高架式十字迷路試験 (elevated plus maze test: EPMT) 

試験当日の明期に各ラットを実験室へ運び、実験室への adaptation を 60 分間行った後、

赤色灯下で EPMT を開始した。EPMT には、床から 40 cm の高さに設置した正方形の中央

プラットホーム (12 cm×12 cm)から、それぞれ反対方向へと伸びた 2 つの壁のない走行路 

(オープンアーム; 幅 12 cm×長さ 51 cm)、および 2 つの壁で囲まれた走行路 (クローズドア

ーム; 幅 12 cm×長さ 51 cm×壁 40 cm)が十字に交差したアクリル製のアリーナを用いた。

ただしオープンアームには、ラットが走行路から落下するのを防止するために、高さ 1 cm

の壁を設置した。ラットをオープンアームに向けた状態でプラットホームに置き、5 分間自

由探索させた (Fig. 4)。EPMT でのラットの行動をアリーナの真上に設置したビデオカメラ

で撮影し、後日行動を解析した。各ラットの EPMT 終了後に、アリーナを消毒用アルコー

ルで清拭した。各アームへの侵入は、ラットの四肢がすべてアーム内に入った時と定義した。

オープンおよびクローズドアーム滞在時間を測定し、オープンおよびクローズドアームの

総滞在時間に対するオープンアーム滞在時間の割合を不安様行動の指標とした。 

Fig. 4 高架式十字迷路試験の様子 
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2-4-3. 強制水泳試験 (forced swimming test: FST) 

試験当日の明期に各ラットを実験室へ運び、実験室への adaptation を60分間行った後、赤

色灯下で FST を開始した。透明なアクリル製の円筒型容器 (直径 20 cm×高さ 50 cm)に、水

温を27±1℃に調整した水道水を30 cm の高さまで満たした。初日は pre test を15分間行い、

翌日に5分間の本試験を行った。試験終了後、各ラットを中型プラスチックケージ (幅 30 

cm×奥行 35 cm×高さ 17 cm)に入れて別の実験室へ運び、予め設置していた白熱電球の下に

置いた。中型プラスチックケージ内でラットをペーパータオルで拭き、ドライヤーで毛皮を

乾燥させた後、ホームケージに戻した。なお、各ラットの試験開始前に円筒型容器と水は交

換した。本試験ではラットの水中での行動を円筒型容器の横に設置したビデオカメラで撮

影し、後日行動を解析した。行動は、よじ登り行動 (climbing)、水泳行動 (swimming)、無動

行動 (immobility)の回数を評価した (Table 1に評価した各行動の定義を示す)。評価方法は本

試験時間を5秒ごとの区間に分け、各区間において最も顕著であった行動をスコア化すると

いう既報のプロトコール (Detke et al., 1995)を用いた。 

 

2-5. 断頭および脳分画 

各ラットにペントバルビタール Na (200 mg/kg 体重)を腹腔内に投与することで、深麻酔

状態にした。麻酔薬投与から2分後に断頭し、全脳を迅速に摘出した。氷上にて左脳と右脳

からそれぞれ海馬を分画し、背側海馬と腹側海馬に分離した (Yamada et al., 2013)。具体的

には、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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 強制水泳試験における行動の定義 

行動名 定義 

climbing 壁に向かって前肢を縦にかき、壁をよじ登ろうとする行動 

swimming 水面に対して水平方向の行動 

immobility 無動状態および水面上に頭を維持するための必要最小限の行動 
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2-6. ウエスタンブロッティング 

 各海馬サンプルは、1 mM PMSF (CST)を添加した RIPA Buffer (CST)を組織重量に応じて

加えた後、ソニケーションを用いて homogenize することで組織を溶解した。組織溶解液を

遠心分離した後 (4℃, 14,000 rpm, 30 min)、上清を分取した。組織溶解液の上清中の総タン

パク濃度は、Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific)を用いることで測定した。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になるように RIPA buffer

を加えた後、2-mercaptoethanol (Bio-Rad)を添加した2×Laemmli sample buffer (Bio-Rad)を加え、

室温で30分間静置した。 

各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は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は室温で1時間、5% non-fat dry milk/TBST で

ブロッキング処理を行った後、一次抗体溶液中で振盪させながら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 MultiBOX (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、各タンパク

発現量は GAPDH の値で補正した。ウエスタンブロット法で用いた試薬類、機器類、および

プロトコールの詳細については Supplementary Information に示す。 

 

2-7. RT-PCR 

 各海馬サンプルからの total RNA 抽出は、Isogen II (311-07361、ニッポンジーン)と SV Total 

RNA Isolation System (Z3105、Promega)を用いて、メーカーの推奨するプロトコールを一部改

変して行った。total RNA の溶液濃度と A260/A280 値は Nanodrop (ThermoFisher)を用いて、

完全性はホルマリン変性 1％アガロースゲル電気泳動を用いて確認した。A260/A280 値が

1.9 以上かつ完全性が十分に保たれている total RNA サンプルのみをその後の解析に用いた。 

各サンプルの cDNA は、total RNA 0.5 μg に対し ReverTra AceⓇ qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover (FSQ-301、東洋紡ライフサイエンス)を用いて逆転写反応を行うことで作製

した。その後リアルタイム PCR システム (AriaMxⓇ、Agilent Technologies)とターゲット遺伝

子に特異的に結合するプライマーオリゴ DNA を用いて、逆転写反応で生成した cDNA 量の

定量を行った。定量は Pfaffl 法による相対定量とし、実験サンプル以外の外部標準 (external 

control)に対する発現量の比として算出した。ターゲット遺伝子の mRNA 発現量は Actb遺伝

子の mRNA 発現量を用いて補正した。RT-PCR 法で用いた試薬類、機器類、およびプロトコ

ールの詳細については Supplementary Information に示す。 
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2-8. 統計学的解析 

 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。

データの解析には R version 4.0.1を用いた。各群のすべてのデータは、Shapiro-Wilk test およ

び Levene test を用いて正規性と等分散性を評価した。ノンパラメトリックなデータについ

ては、各統計処理を行う前に整列ランク変換 (aligned rank transform)を行った。各行動試験

の結果については、利き手 (左利き、右利き)の影響を評価するために、student’s t-test を用

いて統計処理を行った。左脳および右脳の背側と腹側海馬におけるタンパクと mRNA 発現

量については、利き手と大脳半球 (左脳、右脳)の2つの要因の影響を評価するために、two-

way ANOVA を用いて統計処理を行った。各統計処理において各要因の交互作用で有意差が

見られた場合、どの群間に差があるかを調べるために、Shaffer 法または Holm 法をそれぞれ

用いて post-hoc 検定を行った。 
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3. 結果 

3-1. 肢嗜好性試験 (PPT) 

計 33 匹の雄性 Wistar ラットに対して PPT を行った。PPT の test session における平均 right 

paw entry (RPE)回数の結果を下に示す (Fig. 5)。その結果、ラット全体における平均 RPE 回

数は 27.5 ± 4.8 であった。その中で、左利き (left-pawed, 平均 RPE 回数 ≤ 15)に属するラッ

トが 11 匹 (4.5 ± 1.3, 48%)、右利き (right-pawed, 平均 RPE 回数 ≥ 35)に属するラットが 12

匹 (48.6 ± 0.9, 52%)であり、いずれも明らかな嗜好性を示した。 

Fig. 5 各雄性 Wistar ラットの平均 RPE 回数 

 

3-2. オープンフィールド試験 (OFT) 

 OFT における総移動距離および中央滞在時間について、左利き群と右利き群の 2 群間で

比較したところ、いずれも 2 群間で有意な差は認められなかった (Fig. 6A and B) 

Fig. 6 利き手が OFT における総移動距離 (A)および中央滞在時間 (B)に与える影響 
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3-3. 高架式十字迷路試験 (EPMT) 

 EPMT におけるオープンアーム滞在時間の割合について、左利き群と右利き群の 2 群間

で比較したところ、右利き群に比べて左利き群で有意に高かった (t(1, 21) = 3.246, P < 0.01, Fig. 

7)。 

Fig. 7 利き手が EPMT におけるオープンアーム滞在時間の割合に与える影響 (**P < 0.01) 

 

3-4. 強制水泳試験 (FST) 

 FST における climbing、swimming および immobility 回数について、左利き群と右利き群

の 2 群間で比較したところ、左利き群の immobility 回数は右利き群に比べて有意に高かっ

た (t(1, 21) = 2.250, P < 0.05, Fig. 8)。一方、climbing および swimming 回数については 2 群間に

有意な差は認められなかった (Fig. 8)。 

Fig. 8 利き手が FST における climbing、swimming および immobility 回数に与える影響  

(*P < 0.05) 
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3-5. 左脳および右脳の背側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル 

BDNF タンパク発現量については、利き手×大脳半球による交互作用でのみ有意差が認め

られた (F(1, 16) = 5.313, P < 0.05, Fig. 9A1)。どの群間に差があるのかを確認するために多重比

較を行ったところ、左脳の背側海馬における BDNF タンパク発現量は、右利き群に比べて

左利き群で有意に低かった (P < 0.05)。次に、p-TrkB タンパク発現量については、大脳半球

による主効果でのみ有意差が認められ、右脳に比べて左脳の背側海馬で有意に高かった 

(F(1, 16) = 10.94, P < 0.01, Fig. 9B1)。次に、p-TrkB リン酸化比率については、利き手による主

効果でのみ有意差が認められ、右利き群に比べ左利き群で有意に低かった (F(1, 16) = 6.797, P 

< 0.05, Fig. 9B2)。次に、p-CREB タンパク発現量については、利き手×大脳半球による交互

作用でのみ有意差が認められた (F(1, 16) = 5.872, P < 0.05, Fig. 9C1)。どの群間に差があるのか

を確認するために多重比較を行ったところ、左脳の背側海馬における p-CREB タンパク発

現量は、右利き群に比べて左利き群では有意に低かった (P < 0.05)。一方で、p-CREB リン

酸化比率については、利き手×大脳半球による交互作用、利き手および大脳半球による主効

果のいずれにおいても有意差は認められなかった (Fig. 9C2)。最後に、背側海馬における

Bdnf mRNA 発現量については、利き手×大脳半球による交互作用、利き手および大脳半球

による主効果のいずれにおいても有意差は認められなかった (Fig. 9A2)。 

Fig. 9 利き手が左脳および右脳の背側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル関連タンパ

ク発現量に与える影響 (*P < 0.05、**P < 0.01) 
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3-6. 左脳および右脳の腹側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル 

 BDNF タンパク発現量については、大脳半球による主効果でのみ有意差が認められた 

(F(1, 16) = 6.360, P < 0.05, Fig. 10A1)。次に、p-TrkB タンパク発現量については、利き手による

主効果でのみ有意差が認められ、右利き群に比べて左利き群で有意に低かった (F(1, 16) = 

17.98, P < 0.01, Fig. 10B1)。次に、p-TrkB リン酸化比率については、利き手×大脳半球によ

る交互作用 (F(1, 16) = 14.56, P < 0.01)および大脳半球 (F(1, 16) = 4.877, P < 0.05)による主効果に

おいて有意差が認められた (Fig. 10B2)。どの群間に差があるのかを確認するために多重比

較を行ったところ、右脳の腹側海馬における p-TrkB リン酸化比率は、右利き群に比べて左

利き群で有意に高かった (P < 0.05)。次に、p-CREB タンパク発現量については、利き手×

大脳半球による交互作用 (F(1, 16) = 9.625, P < 0.01)、利き手 (F(1, 16) = 31.65, P < 0.001)および

大脳半球 (F(1, 16) = 6.545, P < 0.05)による主効果のすべてにおいて有意差が認められた (Fig. 

10C1)。どの群間に差があるのかを確認するために多重比較を行ったところ、左脳の腹側海

馬における p-CREB タンパク発現量は、右利き群に比べて左利き群で有意に低かった (P < 

0.001)。一方で、p-CREB リン酸化比率については、利き手×大脳半球による交互作用、利

き手および大脳半球による主効果のいずれにおいても有意差は認められなかった  (Fig. 

10C2)。また、腹側海馬における Bdnf mRNA 発現量については、利き手による主効果でのみ

有意差が認められ、右利き群に比べて左利き群で有意に低かった (F(1, 22) = 6.375, P < 0.05, 

Fig. 10A2)。 

Fig. 10 利き手が左脳および右脳の腹側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル関連タン

パクおよび mRNA 発現量に与える影響 (*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001) 



 14   

 

4. 考察 

 本章では、利き手によって左脳および右脳の海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活性レベル

と、うつ・不安様行動が異なるかどうかを検証した。その結果、右利きラットに比べて左利

きラットでは、うつ様行動が多く、不安様行動が少なかった。また、右利きラットに比べて

左利きラットでは、腹側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル活性が低く、この差は特

に左脳で顕著であった。 

PPT は餌を獲得するために用いる前肢の嗜好性 (利き手)を調べる試験である (Cabib et al., 

1995; Ecevitoglu et al., 2020; Soyman et al., 2015)。本研究で用いたすべての雄性 Wistar ラット

は左または右前肢のいずれかの嗜好性を示し、その割合はそれぞれ 48%と 52%であった。

この割合は、先行研究結果と一致している (Ecevitoglu et al. 2020; Soyman et al. 2015)。これ

らの報告から、本研究におけるラットの利き手の評価方法が妥当であることを示している。 

まず、FST での行動について考察する。本研究では、右利き群に比べて左利き群は FST に

おける immobility 回数が有意に多かった。FST は水中での無動行動 (immobility)を行動学的

絶望とみなすことで、うつ症状を評価する試験である (Porsolt et al., 1977, 1978)。したがっ

て、左利きラットは右利きラットに比べて強制水泳ストレス環境下でより強くうつ症状を

示したと言える。本研究結果と同様に、左利きのヒトやラットは、右利きに比べてうつ症状

が多いことが報告されている (Elias et al., 2001; Denny, 2009; Logue et al., 2015; Ecevitoglu et 

al., 2020; Soyman et al., 2015)。次に、OFT および EPMT における行動について考察する。OFT

と EPMT は、不安症状の評価に用いられる行動試験である (Lira et al., 2003; Walf and Frye, 

2007)。本研究では、EPMT におけるオープンアーム滞在時間の割合は右利き群に比べて左

利き群で有意に高かった。一方で、OFT における中央滞在時間については左利き群と右利

き群の 2 群間で有意な差は認められなかった。したがって本研究結果は、左利きラットは右

利きラットに比べて特定の嫌悪環境での不安症状が低いことを示している。利き手と同様

に行動の側性化の 1 つである夜間の活動期での自発的な circling 行動は、不安様行動に影響

することが報告されている。OFT や高架式ゼロ迷路試験において、時計回りを好むマウス

は反時計回りを好むマウスに比べて不安様行動が多いことが示されている (Kim et al., 2018)。

また、肢嗜好性と同様に circling 行動はうつ様行動にも影響することが報告されている 

(Carlson and Glick, 1991; Krahe et al., 2002)。これらの報告は、利き手によって不安様行動が

変化する可能性を支持している。しかしながら、ヒトの利き手と不安症状の関係を調べた研

究では、右利きに比べて左利きのヒトは不安が高いことが示されており  (Hicks and 

Pellegrini; 1978; Logue et al., 2015; Wright and Hardie, 2011)、本研究の結果と一致しない。この

理由として、不安のタイプが関与していると考えられる。不安障害には強迫性障害など様々

な不安のタイプが存在しており、げっ歯類で用いられる不安様行動試験は、それぞれ異なる

不安のタイプを評価している (Griebel and Holmes, 2013)。実際に、OFT と EPMT でみられ

る不安のタイプは異なることが示されている (Cryan and Holmes, 2005; Radhakrishnan and 

Gulia, 2018)。したがって、利き手は、ある特定の不安タイプにのみ影響する可能性が考えら
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れる。以上のことから、利き手によってうつ・不安症状が異なることが示唆された。 

次に、利き手と左脳および右脳の海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナルの関係について考察す

る。本研究では、背側海馬については、左脳でのみ BDNF および p-CREB タンパク発現量

が右利き群に比べて左利き群で有意に低かったが、Bdnf mRNA 発現量については 2 群間で

有意な差は認められなかった。また、腹側海馬については、p-TrkB および p-CREB タンパ

ク発現量が右利き群に比べて左利き群で有意に低く、また Bdnf mRNA 発現量についても同

様に右利き群に比べて左利き群で有意に低かった。さらに、腹側海馬における p-CREB タン

パク発現量の利き手依存的な違いは、右脳に比べて左脳で大きかった。海馬は解剖学的かつ

機能の違いに基づいて背側領域と腹側領域の 2 つに分類でき、背側海馬は空間記憶や学習

などの認知機能に関与しており、腹側海馬は感情やストレス反応を制御している (Fanselow 

and Dong, 2010; Gulyaeva, 2019; Moser and Moser, 1998; Sahay and Hen, 2007)。BDNF は海馬に

多く発現しており (Barde et al., 1982; Ernfors et al., 1990)、TrkB や CREB のリン酸化を介し

て海馬神経機能を調節している (Castrén and Monteggia et al., 2021; Finkbeiner et al., 1997; von 

Bohlen Und Halbach and von Bohlen Und Halbach, 2018)。また、CREB は BDNF 転写を調節し

ており、CREB の活性化は Bdnf mRNA 発現量を増加させる (Conti et al., 2002; Nibuya et al., 

1996; Tao et al., 1998)。したがって、本研究結果は右利きラットに比べて左利きラットでは

腹側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル活性レベルが低く、特に左脳で低いことを示

唆している。 

過去の多くの研究において、海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナルの減弱が、慢性ストレスに

よるうつ・不安様行動に関連していることが示されている (Garabadu et al., 2019; Jiang et al., 

2019; Ji et al., 2021)。海馬歯状回の BDNF をレンチウイルスによって選択的にノックダウン

したラットでは、うつ様行動が増加することが報告されている (Taliaz et al., 2010, 2013)。ま

た、BDNF を海馬に直接投与したラットではうつ様行動の減少を示し、この行動変化は TrkB

アンタゴニストによって阻害されることが示されている (Shirayama et al., 2002)。さらに、

腹側海馬に直接 BDNF を投与すると、うつ様行動が減少するが、不安様行動は増加するこ

とが報告されている (Deltheil et al., 2009)。したがって、利き手依存的なうつ・不安様行動の

違いには、腹側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナルの違いが寄与していると考えられ

る。この結果を支持するように、過去の研究において行動特性と海馬 BDNF および TrkB 発

現量の関連が報告されている。その例として、FST における無動行動が多いラットは、無動

行動が少ないラットに比べて海馬 BDNF 発現量が低いこと (Stepanichev et al., 2018)また、同

一系統のラットの中でも嫌悪刺激に対する学習能力が異なるように選別飼育した Roman 

low-avoidance と high-avoidance ラットの間で、海馬 BDNF および TrkB 発現量が異なること

が示されている (Serra et al., 2017)。 

また、BDNF や p-CREB の発現量の違いが神経活動レベルと密接に関連していることを踏

まえると (Bukalo et al., 2016; Kitagawa et al., 2017)、利き手による左脳の海馬での BDNFや

p-CREB タンパク発現量の違いは、左脳の神経活動レベルが異なる可能性を示している。左
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脳と右脳はそれぞれ異なる感情制御を行っており、左脳はポジティブ感情、右脳はネガティ

ブ感情の制御を行っている (Davidson et al., 1987; Silberman and Weingartner, 1986)。実際に、

うつ病患者では右脳に比べて左脳の活動性が低い、つまりネガティブ感情が優位になりや

すいことが報告されている (Herrington et al., 2010; Rotenberg, 2008)。しかし、不安と左脳・

右脳活動性については、複雑な関連性が報告されている。不安感 (anxious apprehension)では

左脳優位な活動が関連しているが、一方で不安覚醒 (anxious arousal)は右脳優位な活動と関

連している (Bruder et al., 2017; Härpfer et al., 2021)。また、強い不安環境では左右の腹側海馬

の活動性が異なることも報告されている (Sakaguchi and Sakurai, 2017)。そのため、不安にお

ける左脳・右脳の側性化は、そのタイプなどの要因によって異なると考えられる。ここで、

EPMT と海馬の関係を調べた研究では、EPMT における不安様行動と左脳の海馬におけるグ

ルタミン酸受容体発現量には正の相関があることが示されており (Xiang et al., 2011)、この

結果は EPMT における不安の制御には左脳の海馬の活動性が関連していることを示唆して

いる。したがってこれらの知見より、利き手依存的なうつ・不安様行動の違いには、左脳の

海馬活動性が関連していると考えられる。  

しかしながら、本研究結果には限界 (limitation)として健常なラットを用いたことに注意

する必要がある。このことは、本研究における利き手による行動および神経科学的な違いが、

うつ病や不安障害などの精神疾患であることを示すわけではない。したがって、利き手依存

的な行動および神経科学的な違いがうつ病などの精神疾患の病態生理にどのような影響を

及ぼすのかを明らかにするために、今後はうつ病モデル動物を用いて調べる必要がある。 

結論として、利き手によって左脳の腹側海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活性が異なり、

それによってうつ・不安様行動レベルが異なることが示唆された。このことは利き手によっ

て、海馬による感情制御機能が異なることを示している。そのため、本研究結果は感情制御

メカニズム解明において利き手は有用な指標となる可能性を強く期待させる。 
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第 2 章 雄性 Wistar ラットの利き手が心理社会的ストレスによって出現するうつ関連症状

と海馬 BDNF-TrkB-CREB シグナル活性変化に与える影響 

 

1. 緒言 

うつ病は、身体的および精神的健康の両方を損なう精神疾患であり、自殺や心血管障害の

危険因子であることが報告されている  (Charlson et al., 2013; Fuster and Vedanthan, 2008; 

Nemeroff and Goldschmidt-Clermont, 2012)。世界保健機関によると、2030 年までにうつ病の

障害調整生命年 (disability-adjusted life year: DALY)があらゆる疾患の中で最も高くなり、そ

れに伴う甚大な社会的損失・医療費増大が予想されている (World Health Organization, 2017)。

うつ病は「抑うつ」や「興味または喜びの喪失」といった中核症状と随伴症状 (不安症状、

体重および食欲の変化など)の数によって診断されるため (American Psychiatric Association, 

2013)、全てのうつ病患者が同じ症状を呈するとは限らない (Olbert et al., 2014)。このことは、

うつ病患者ごとにその病態メカニズムが異なる可能性を示しており、この病態の多様性が

臨床での適切な診断と治療を困難にしている (Belmaker and Agam, 2008)。この問題点を解決

するためにも、うつ病の病態の形成に影響する要因、およびそのメカニズムを解明する必要

がある。 

 本研究では、うつ病の病態に影響する要因の一つとして「利き手」に注目した。うつ病発

症には心理社会的ストレスが強く関係しており (Björkqvist, 2001; Kessler, 1997)、興味深いこ

とに、利き手によってストレスに対する視床下部-下垂体-副腎（hypothalamus-pituitary-

adrenal: HPA）系の反応性が異なることが示されている (Neveu and Moya, 1997; Yang et al., 

2018)。HPA 系は生体内のストレス応答システムの一つであり、ストレス刺激が視床下部や

下垂体を介して最終的に副腎からグルココルチコイド (ヒトではコルチゾール、げっ歯類で

はコルチコステロン [corticosterone: CORT])の分泌を促進することで、生体をストレス状況

に適応させる (de Kloet et al., 1999)。ストレス環境下での HPA 系の活動異常は、うつ病発症

に関与している (Harada et al., 2021 [Psychiatry Investigation 投稿中]; Nestler et al., 2002)。さら

に、他の研究では左利きのヒトは右利きに比べて、うつ病発症リスクが高いことが示されて

おり (Elias et al., 2001; Denny, 2009; Logue et al., 2015)、動物研究においても、左利きのラッ

トは右利きに比べて、強制水泳ストレス環境下でのうつ様行動が多いことが報告されてい

る (Ecevitoglu et al., 2020; Soyman et al., 2015)。これらの報告に加えて前章の結果から、ラッ

トの利き手によってうつ・不安症状の程度が異なり、この利き手による精神症状の差異には、

右脳ではなく左脳の海馬BDNFシグナルの活性レベルの違いが関与する可能性が示された。

また、HPA 系の反応性は海馬によるネガティブフィードバック機構によっても制御されて

いる (de Kloet et al., 2007; Nestler et al., 2002)。これらの結果は、利き手による海馬の機能差

がうつ病の病態の形成に関与することを示唆する。 

そこで本章では、ストレス負荷を行ったラットを用いて、①利き手によって出現するうつ

病関連症状は異なるのか、②利き手によって海馬における BDNF シグナル活性変化は異な
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るのか、③利き手による②の変化に大脳半球差はあるのか、の 3 点を明らかにすることを目

的とした。 

ストレス負荷法には居住者/侵入者 (Resident/Intruder: R/I)系を用いた。R/I 系はヒトが日常

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 (Hao et al., 2019)。R/I 系を用いた心理社会的ストレスを負荷した動物では、うつ様行

動の増加や体重および摂食量の減少などの様々な変化が確認されている (Becker et al., 2008; 

Iio et al., 2014; Yu et al., 2011)。これらの変化は、臨床におけるうつ病患者でみられる症状と

類似しているため、モデル動物としての妥当性は高いと考えられている (Björkqvist, 2001; 

Kessler, 1997)。そして、私たちの過去の研究結果においても、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では、うつ病関連症状が出現することを確認している (Harada et 

al., 2021 [Psychiatry Investigation 投稿中]; Mori et al., 2020)。そこで、肢嗜好性試験を用いて利

き手を評価した後、R/I 系を用いた心理社会的ストレス負荷を 10 日間行った。各ラットの

うつ関連症状を評価するためにうつ、不安、恐怖行動試験を実施した後、海馬における BDNF

シグナル活性を評価した。 
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2.方法 

2-1. 実験動物および飼育環境 

 本研究では、実験動物として雄性 Wistar ラット (搬入時8週齢、搬入時体重: 210-240 g、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。飼育環

境と使用した飼料については第1章 2-1. と同様である。Wistar ラットは肢嗜好性試験期間

を除いて飼料と水を自由に摂取させた。また、LE ラットについてはすべての期間において

飼料と水を自由に摂取させた。動物実験の取り扱いについては、福岡大学実験委員会 

(Experimental Animal Care and Use Committee)による動物実験倫理規定に準じた。 

 

2-2. 肢嗜好性試験 (paw preference test: PPT) 

 第1章 2-2. と同様である。 

 

2-3. Resident/Intruder paradigm を用いた心理社会的ストレス負荷 

2-3-1. Resident colony の作製と Intruder ラット 

Resident/Intruder paradigm (R/I 系)に用いる Resident colony は、雄性 LE ラット (搬入時リ

タイア週齢)と雌性 LE ラット (搬入時6週齢)を1匹ずつ特大型プラスチックケージ (幅 50 

cm×奥行 40 cm×高さ 20 cm)で3週間集団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 23 cm×奥行 14 cm×高さ 12 cm)で単独飼育を行った

雄性 Wistar ラットを用いた。 

 

2-3-2. 雄性 Resident ラットの衝動性トレーニング 

衝動性の高い雄性 Resident ラットを選別するために、colony 作製後、1回につき10分間の

衝動性トレーニングを本実験開始前の1週間に3回以上行った。衝動性トレーニングでは、本

実験で用いる Intruder ラットとは別に、未処置の雄性 Wistar ラット (トレーニング用 Intruder

ラット)を用いた。すべての衝動性トレーニングにおいてトレーニング用 Intruder ラットを

10分以内に降伏体勢 (Fig. 11)にさせた Resident colony のみを本実験に用いた。 
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Fig. 11 降伏体勢 (submissive posture) 

Intruder ラットが背中・横腹を地に付け、無抵抗な状態 (社会的敗北ストレスの指標) 

 

2-3-3. 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 系は社会的敗北ストレスと脅威ストレスの2種類のストレスを組み合わせることで、

心理社会的ストレスを負荷する実験系である (Berton et al., 2006)。本研究における心理社会

的ストレス負荷は、Mori ら (2020)が報告したプロトコールを用いて行った。R/I 系を用いた

心理社会的ストレス負荷プロトコールを次頁に示す (Fig. 12)。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、adaptation 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 LE ラットを取り出した。adaptation 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 ラットから様々な嫌

がらせ行動を受けるが、その中でもストレス負荷開始10分以内に降伏体勢 (submissive 

posture)またはすくみ行動 (freezing)を示した 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。明確な降伏体勢が見られた後、直ちに Intruder ラットを金属製 wire 

mesh cage (幅 15 cm×奥行 20 cm×高さ 15 cm)に入れて Resident colony の中央に静置した。

Intruder ラットを wire mesh cage 内に入れることにより、Resident ラットとの過度な身体的

接触、および Intruder ラットの激しい身体的受傷を防ぐことができる。同時に Resident ラッ

トとの視覚的、嗅覚的、聴覚的な接触を継続させることで、Intruder ラットに脅威ストレス

負荷を行った (Fig. 13)。ストレス負荷開始から30分経過した時点で、Intruder ラットを wire 

mesh cage から取り出し、ホームケージに戻した。なお、Intruder ラットがストレス負荷開始

10分以内に明確な降伏体勢を示さなかった場合、開始から10分経過した時点で wire mesh 

cage に入れて Resident 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、Intruder ラットを清潔な床

敷きを敷いた Resident colony 作製用の特大型プラスチックケージ内に入れて10分間観察し

た。その後、wire mesh cage に入れて特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。 
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Fig. 12 Resident-Intruder 系を用いた心理社会的ストレス負荷プロトコール 

① Resident colony から雌性 Resident ラットを別ケージに移す。 

② Intruder ラットを Resident colony に入れる。 

③ 雄性 Resident ラットが Intruder ラットに対して様々な嫌がらせ行動を仕掛ける。 

④ 10分以内に、Intruder ラットが 降伏体勢 (submissive posture)またはすくみ行動 (freezing)

を示した場合に「Intruder ラットに社会的敗北ストレスが負荷された」とみなす。 

⑤ 明確な降伏体勢または開始から10分経過した場合、直ちに Intruder ラットを金属製 wire 

mesh cage に入れ、それ以上の過度な身体的接触 (被攻撃や外傷)を避ける。Intruder ラッ

トを入れた wire mesh cage を Resident colony の中央に置き、Intruder ラットに脅威ストレ

スを負荷する。 

⑥ ②からの経過時間として合計で30分間観察する。 

 

 

Fig. 13 金属製 wire mesh cage を用いた脅威ストレス負荷 

Resident ラットとの身体的接触を除き、嗅覚・視覚・聴覚的な接触によるストレス負荷 
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2-4. 実験スケジュールおよび群分け 

本研究における実験スケジュールを下に示す (Fig. 14)。雄性 Wistar ラット (Intruder ラッ

ト)は実験環境への adaptation を1週間行った。その後、PPT を8日間で4セッション行うこと

により、各ラットの利き手を決定した。最終 PPT の2日後から、R/I 系を用いた心理社会的

ストレス負荷または Novel cage 処置を1日1回10日間行った。各ラットを利き手 (左利き群と

右利き群)と心理社会的ストレス負荷の有無 [Stress 群 (心理社会的ストレス負荷)と Control

群 (Novel cage 処置)]の計4群に分類した。最終ストレス負荷終了後に、後述する行動実験を

行った後、断頭・脳分画を行った。そのうち、左利きラット11匹と右利きラット11匹はウエ

スタンブロッティングに、左利きラット13匹と右利きラット12匹は RT-PCR に使用した。 

Fig. 14 本研究における実験スケジュール 

(PPT: 肢嗜好性試験、OFT: オープンフィールド試験、EPMT: 高架式十字迷路試

験、NSFT: 新奇環境下食餌行動抑制試験、FST: 強制水泳試験、CFT: 恐怖条件付

け試験) 

 

2-5. 体重・飼料測定 

各ラットの体重および飼料の残量は、ストレス負荷開始日から最終ストレス負荷終了翌

日まで毎日測定した。それぞれのデータに基づき、体重増加率および累積食餌摂食量を算

出した。 

 

2-6. 行動実験 

2-6-1. オープンフィールド試験 (open field test: OFT) 

 第1章 2-4-1. と同様である。 

 

2-6-2. 高架式十字迷路試験 (elevated plus maze test: EPMT) 

第1章 2-4-1. と同様である。 
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2-6-3. 新奇環境下食餌行動抑制試験 (novelty-suppressed feeding test: NSFT) 

NSFT の24時間前から各ラットを絶食状態にして、試験当日の明期に各ラットを実験室へ

運び、実験室への adaptation を60分間行った後、赤色灯下で NSFT を開始した。アクリル製

のアリーナ (幅82 cm×奥行82 cm×高さ45 cm)の中心部に予め接着しておいた直径5.5 cm の

プラスチック製シャーレの中に飼料 (CE-2)を1粒置いた。アリーナの隅からラットを1匹入

れて観察し、摂食を開始するまでの時間 (食潜時: latency)を測定した (Fig. 15)。飼料は摂食

開始を確認後すぐに取り除き、最低5分間は装置内に留まらせてからラットをホームケージ

に戻した。5分以上かかった場合は、摂食後すぐにホームケージに戻した。12分以上経過し

ても摂食行動が見られない場合、latency は12分とした。 

また、latency の変化がラットの食欲に依存している可能性があるため、後述の方法でホ

ームケージ内における appetite drive を評価した。NSFT 終了後、各ラットを飼育室に戻して

10分間の adaptation を行った後、飼料5粒の重さを計測し、各ラットのケージ蓋に置いた。

10分経過後、飼料を回収・計測して摂食量を算出し、appetite drive として評価した。 

Fig. 15 NSFT プロトコールの模式図 

① テスト24時間前からラットを絶食状態にする。 

② アリーナの中心部に置いたシャーレに飼料を1粒置いておき、 

ラットが摂食を開始するまでの時間 (latency)を測定する。 

③ 12分以上経過しても摂食行動が見られない場合、latency は12分とする。 

 

2-6-4. 強制水泳試験 (forced swimming test: FST) 

 第1章 2-4-3. と同様である。 
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2-6-5. 恐怖条件付け試験 (conditioned fear test: CFT) 

試験当日の明期にラットを実験室へ運び、実験室への adaptation を10分間行った後、赤色

灯下で CFT を開始した。CFT にはフットショック装置  (室町機械)を用いた。1日目 

(acquisition session)では、恐怖条件付け学習を14分間行った。ラットを装置に入れて、2分間

自由探索させた後、計10回のフットショック (0.8 mA、2秒間、60秒間隔)を行った。その後、

再びフットショック無しの条件下で2分間自由探索させた後、ラットをホームケージに戻し

た。2日目 (recall session)では、再びラットを1日目と同じ装置に入れ、フットショック無し

の条件下で8分間自由探索させた。recall session におけるラットの行動を、装置の直上に設

置したビデオカメラで撮影し、後日行動を解析した。各ラットの CFT 終了後に、装置を消

毒用アルコールで清拭した。すくみ行動 (Freezing)は呼吸運動以外の体動を示さない状態が

3秒以上持続した時と定義した。recall session における Freezing 時間を測定し、試験時間に

対する Freezing 時間の割合を恐怖行動の指標とした。 

 

Fig. 16 CFT プロトコールの模式図 

 

2-7. 断頭および脳分画 

 第1章 2-5. と同様である。 

 

2-8. ウエスタンブロッティング 

 各海馬サンプルは、100×protease/phosphatase inhibitor cocktail (CST)を添加した RIPA Buffer 

(CST)を組織重量に応じて加えた後、ソニケーションを用いて homogenize することで組織を

溶解した。組織溶解液は遠心分離した後 (4℃, 14,000 rpm, 10 min)、上清を分取した。組織溶

解液の上清中の総タンパク濃度は、Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific)を用いて

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になる

ように RIPA buffer を加えた後、1.25M dithiothreitol (CST)を添加した3×blue loading buffer 

(CST)を加え、95℃で5分間加熱した。以降の手順については第1章 2-6. と同様である。 
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2-9. RT-PCR 法 

 第1章 2-7. と同様である。 

 

2-10. 統計学的解析 

 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。

データの解析には R version 4.0.1を用いた。各群のすべてのデータは、Shapiro-Wilk test およ

び Levene test を用いて正規性と等分散性を評価した。ノンパラメトリックなデータについ

ては、各統計処理を行う前に整列ランク変換 (aligned rank transform)を行った。体重増加率

については、利き手 (左利き、右利き)、ストレス (Stress、Control)と経過日数の3つの要因

の影響を評価するために、repeated three-way analysis of variance (ANOVA)を用いて統計処理

を行った。各行動試験の結果および累積食餌摂食量については、利き手とストレスの2つの

要因の影響を評価するために、two-way ANOVA を用いて統計処理を行った。左脳と右脳の

背側および腹側海馬におけるタンパクと mRNA 発現量については、利き手、ストレスと大

脳半球 (左脳と右脳)の3つの要因の影響を評価するために、three-way ANOVA を用いて統計

処理を行った。各統計処理において各要因の交互作用で有意差が見られた場合、どの群間に

差があるかを調べるために、Shaffer 法または Holm 法をそれぞれ用いて post-hoc 検定を行

った。 
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3. 結果 

3-1. ストレス負荷期間中における体重増加率 

ストレス負荷期間中における体重増加率については、ストレス×経過日数による交互作

用でのみ有意差が認められ、Control 群に比べて Stress 群で体重増加率が有意に低かった 

(F(10, 430) = 19.65, P < 0.001, Fig. 17)。 

Fig. 17 R/I系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの体重増加率に与える影

響 (***P < 0.001) 

 

3-2. ストレス負荷期間中における累積食餌摂食量 

ストレス負荷期間中における累積食餌摂食量については、利き手×ストレスによる交互

作用でのみ有意差が認められた (F(1, 43) = 4.701, P < 0.05, Fig. 18)。どの群間に差があるのか

を確認するために多重比較を行ったところ、ストレス負荷期間中の累積食餌摂食量は、左利

き群でのみ Control 群に比べて Stress 群で有意に低かった (P < 0.05)。 

Fig. 18 R/I 系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの累積食餌摂食量に与え

る影響 (*P < 0.05) 
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3-3. オープンフィールド試験 (OFT) 

 OFT における総移動距離および中央滞在時間については、利き手×ストレスによる交互

作用、利き手およびストレスによる主効果のいずれにおいても有意差は認められなかった 

(Fig. 19A and B)。 

Fig. 19 R/I 系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの OFT における総移動

距離 (A)および中央滞在時間 (B)に与える影響 

 

3-4. 高架式十字迷路試験 (EPMT) 

 EPMT におけるオープンアーム滞在時間の割合については、利き手×ストレスによる交互

作用、利き手およびストレスによる主効果のいずれにおいても有意差は認められなかった 

(Fig. 20)。 

Fig. 20 R/I 系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの EPMT におけるオー

プンアーム滞在時間の割合に与える影響 
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3-5. 新奇環境下食餌行動抑制試験 (NSFT) 

 NSFT における食潜時 (latency)については、ストレスによる主効果でのみ有意差が認めら

れ、Control 群に比べて Stress 群で有意に高かった (F(1, 43) = 8.548, P < 0.01, Fig. 21A)。また、

NSFT 終了後のホームケージ内での appetite drive については、利き手×ストレスによる交互

作用でのみ有意差が認められた (F(1, 43) = 4.136, P < 0.05, Fig. 21B)。どの群間に差があるのか

を確認するために多重比較を行ったところ、いずれの利き手群においてもControl群と Stress

群の 2 群間で有意差は認められなかった。 

Fig. 21 R/I系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの NSFT における latency 

(A)および appetite drive (B)に与える影響 (**P < 0.01) 

 

3-6. 強制水泳試験 (FST) 

 FST における immobility 回数については、ストレスによる主効果でのみ有意差が認めら

れ、Control 群に比べて Stress 群で有意に高かった (F(1, 43) = 48.55, P < 0.001, Fig. 22)。また、

climbing および swimming 回数については、ストレスによる主効果でのみ有意差が認められ、

Control 群に比べて Stress 群で有意に低かった (F(1, 43) = 12.17, P < 0.01; F(1, 43) = 35.40, P < 

0.001, Fig. 22)。 

Fig. 22 R/I 系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの FST における climbing、

swimming および immobility 回数に与える影響 (**P < 0.01、***P < 0.001) 
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3-7. 文脈的恐怖条件づけ試験 (CFT) 

CFT における Freezing 時間の割合については、ストレスによる主効果でのみ有意差が認

められ、Control 群に比べて Stress 群で有意に高かった (F(1, 43) = 11.26, P < 0.01, Fig. 23)。 

Fig. 23 R/I系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの CFT における Freezing

時間の割合に与える影響 (**P < 0.01) 
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3-8. 左脳および右脳の背側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル 

BDNF タンパク発現量については、利き手×ストレスによる交互作用でのみ有意差が認め

られた (F(1, 36) = 13.35, P < 0.001, Fig. 24A)。どの群間に差があるのかを確認するために多重

比較を行ったところ、BDNF タンパク発現量は、左利き群では Control 群に比べて Stress 群

で有意に高く (P < 0.01)、右利き群では Control 群に比べて Stress 群で有意に低かった (P < 

0.05)。次に、p-CREB リン酸化比率については、利き手×ストレス×大脳半球による交互作

用でのみ有意差が認められた (F(1, 36) = 5.096, P < 0.05, Fig. 24C2)。どの群間に差があるのか

を確認するために多重比較を行ったところ、いずれの利き手群においてもControl群と Stress

群の 2 群間で有意差は認められなかった。一方で、p-TrkB および p-CREB タンパク発現量

と p-TrkB リン酸化比率については、いずれの交互作用および主効果においても有意差は認

められなかった (Fig. 24B1, C1 and B2)。また、背側海馬における Bdnf mRNA 発現量につい

ては、いずれの交互作用および主効果においても有意差は認められなかった (Fig. 24D)。 

Fig. 24 R/I 系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの左脳および右脳の背側

海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル関連タンパクおよび mRNA 発現量に与え

る影響 (*P < 0.05、**P < 0.01) 
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3-9. 左脳および右脳の腹側海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル 

 BDNF タンパク発現量および p-TrkB リン酸化比率については、いずれも利き手×ストレ

スによる交互作用でのみ有意差が認められた (F(1, 36) = 15.43, P < 0.001, Fig. 25A1; F(1, 36) = 

6.978, P < 0.05, Fig. 25B2)。どの群間に差があるのかを確認するために多重比較を行ったと

ころ、BDNFタンパク発現量および p-TrkB リン酸化比率は、いずれも右利き群でのみ Control

群に比べて Stress 群で有意に低かった (P < 0.001; P < 0.05)。一方で、p-TrkB および p-CREB

タンパク発現量と p-CREB リン酸化比率については、いずれの交互作用および主効果にお

いても有意差は認められなかった (Fig. 25B1, C1 and C2)。また、腹側海馬における Bdnf 

mRNA 発現量については、利き手×ストレスによる交互作用でのみ有意差が認められた 

(F(1, 42) = 8.606, P < 0.01, Fig. 25A2)。どの群間に差があるのかを確認するために多重比較を行

ったところ、Bdnf mRNA 発現量は、右利き群でのみ Control 群に比べて Stress 群で有意に低

かった (P < 0.05)。 

Fig. 25 R/I 系を用いた心理社会的ストレスが左利きと右利きラットの左脳および右脳の腹側

海馬における BDNF-TrkB-CREB シグナル関連タンパクおよび mRNA 発現量に与え

る影響 (*P < 0.05、***P < 0.001) 
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4. 考察 

 本章では、ストレス負荷を行ったラットを用いて、①利き手によって出現するうつ病関連

症状は異なるのか、②利き手によって海馬におけるBDNFシグナル活性変化は異なるのか、

③利き手による②の変化に大脳半球差はあるのか、の 3 点を明らかにすることを目的とし

た。その結果、心理社会的ストレス負荷によって出現するうつ病に関連する精神症状は、い

ずれの利き手においても同一の症状を呈するが、身体症状については利き手によって一部

異なっていた。また、腹側海馬における BDNF シグナル活性は、左脳と右脳に関わらず右

利きラットでのみ心理社会的ストレスによって減少した。 

 本研究ではうつ病関連症状である身体症状を評価するために、体重増加率と累積食餌摂

食量を測定した。その結果、体重増加率は利き手に関係なく Control 群に比べて Stress 群で

低かったのに対し、累積食餌摂食量は左利きラットでのみ Control 群に比べて Stress 群で低

かった。過去の研究では、R/I 系を用いた心理社会的ストレスを含む多くのストレス実験系

で体重が減少することが報告されているため、体重増加率の減少は実験動物がストレスを

受けているという信頼性の高い指標と見なされている(Muscat and Willner, 1992; Sapolsky et 

al., 2000)。そのため本研究結果は、心理社会的ストレスによる体重減少 (ストレス反応)は利

き手の違いによらず確実に引き起こされる、一貫性の高い変化であることを示している。そ

の一方で、ストレスが摂食行動に与える影響については、ストレス負荷により摂食量が増加、

減少、または変化しない、など一貫した結果が得られてない (Patki et al., 2009)。過去の報告

では、急性および慢性ストレスによる摂食行動変化は、ストレス応答システムの一つである

HPA 系が関与することが示されている (Epel et al., 2001)。また、ストレス刺激に対する HPA

系の反応性には個体差が存在することが広く知られており (Franklin et al., 2012; McIlwrick et 

al., 2017)、その個体差には利き手が関与することが報告されている (Neveu and Moya, 1997; 

Yang et al., 2018)。そのため、これらの既報知見と本研究結果を組み合わせると、ストレスが

摂食行動に与える影響について研究間で不一致が生じる原因の一つに、利き手が関与して

いる可能性が考えられる。 

 本研究ではうつ病関連症状である精神症状を評価するために不安、うつ、および恐怖行動

試験を行った。前章でも述べた通り、OFT および EPMT は不安様行動の評価に用いられる

行動試験である。そして、NSFT は新奇環境による不安と食欲との葛藤ベースに摂食を開始

するまでの時間  (食潜時 : latency)の長さを不安の尺度として評価する行動試験である 

(Bodnoff et al., 1988)。本研究では、OFT および EPMT での不安様行動については、利き手と

ストレスのいずれの条件においても有意な変化が認められなかった。一方、NSFT での

latency は利き手に関係なく Control 群に比べて Stress 群で高かった。過去の報告では、心理

社会的ストレス負荷により OFT、EPMT、および NSFT において、不安様行動が増加するこ

とが示されている (Kinsey et al., 2007; Krishnan et al., 2007; Mori et al., 2020)。そのため、本研

究における NSFT での結果は過去の研究結果と一致しているが、OFT および EPMT での結

果は過去研究と異なっている。この理由として、本研究で用いた動物種が先行研究と異なる



 38   

 

ことが考えられる。マウスを用いた多くの研究では、心理社会的ストレスによって OFT や

EPMT における不安様行動が増加することが示されているが (Kinsey et al., 2007; Krishnan et 

al., 2007; Liao et al., 2021; Venzala et al., 2012)、ラットを用いた研究では、OFT や EPMT にお

ける不安様行動が変化しないことが複数報告されている (Hayashida et al., 2010; McCormick 

et al., 2008; Morais-Silva et al., 2019; Rygula et al., 2008; Yang et al., 2019)。動物種の違いによっ

て心理社会的ストレスが不安様行動に与える影響が異なるメカニズムについては詳しく分

かっていないが、これまでの研究知見を踏まえると、心理社会的ストレスを負荷したラット

では、OFT や EPMT における不安様行動の変化を捉えにくいのではないかと考えられる。

本研究において OFT と EPMT を実施した理由は、同試験が不安行動試験として広く使用さ

れているからであるが (Griebel and Holmes, 2013; Himanshu et al., 2020)、これらの行動試験

とは別のドメインの不安行動試験である社会的相互作用試験 (social interaction test)では、マ

ウスとラットの両方において心理社会的ストレス負荷による不安様行動の増加が報告され

ている (Toth and Neumann, 2013; Vidal et al., 2011)。そのため、今後は利き手と心理社会的ス

トレスによる不安症状の関係を詳細に調べるために、マウスを用いた検証や社会的相互作

用試験を行う必要があるだろう。 

 次に、FST における immobility 回数は利き手に関係なく Control 群に比べて Stress 群で高

かった。また、climbing および swimming 回数は利き手に関係なく Control 群に比べて Stress

群で低かった。CFT における Freezing 時間の割合は、利き手に関係なく Control 群に比べて

Stress群で高かった。FSTは水中での無動行動 (immobility)を行動学的絶望とみなすことで、

うつ様行動を評価する行動試験である (Porsolt et al., 1977, 1978)。CFT はフットショックな

どの嫌悪刺激と無害な前刺激 (音や光)または文脈 (嫌悪刺激を受ける装置に入れる)との関

連付けを行った後、再度無害な刺激や文脈に曝露した時に起こるすくみ行動 (Freezing)の長

さを恐怖行動の尺度として評価する行動試験である (Campos et al., 2013)。また、R/I 系を用

いた心理社会的ストレス負荷を行った動物では、FST および CFT において、それぞれうつ

様および恐怖行動が増加することが報告されており (Becker et al., 2008; Harada et al., 2021 

[Psychiatry Investigation 投稿中]; Yu et al., 2011)、本研究結果と一致している。そのため本研

究結果は、利き手に関係なく心理社会的ストレスによってうつ・恐怖症状が出現したことを

示している。以上のことから、心理社会的ストレスにより出現するうつ病関連症状である精

神症状は、いずれの利き手においても同一の症状を呈するが、身体症状については利き手に

よって一部異なることが示された。 

本研究では、心理社会的ストレス負荷がうつ病関連症状と関連している海馬 (左脳および

右脳)における BDNF シグナル活性に与える影響が利き手によって異なるかどうかについて

検証した。利き手による変化が認められたパラメータとして、背側海馬における BDNF タ

ンパク発現量は、左利きラットでは Control 群に比べて Stress 群で高く、右利きラットでは

Control群に比べて Stress 群で低かった。また、腹側海馬において、右利きラットでのみ BDNF

および p-TrkB タンパク発現量、Bdnf mRNA 発現量が Control 群に比べて Stress 群で低かっ
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た。また、これらの変化は全て海馬の左右半球による違いは認められなかった。前章でも述

べた通り、BDNF は海馬に多く発現しており、その受容体である TrkB に結合してリン酸化

を引き起こす。そして、その標的タンパクである CREB のリン酸化を介して、最終的に Bdnf 

mRNA の転写を促進することで BDNF シグナル伝達が行われる (Conti et al., 2002; Nibuya et 

al., 1996; Tao et al., 1998)。BDNF シグナルの活性化は海馬の神経成長やシナプス可塑性を亢

進するため、海馬の機能維持に深く関わっている  (Castrén and Monteggia et al., 2021; 

Finkbeiner et al., 1997; von Bohlen Und Halbach and von Bohlen Und Halbach, 2018)。また、海馬

は背側領域と腹側領域でその機能が異なることが知られている。背側海馬は空間記憶や学

習などの認知機能に関与しており、腹側海馬は感情や HPA 系などのストレス反応を制御し

ている (Fanselow and Dong, 2010; Gulyaeva, 2019; Moser and Moser, 1998; Sahay and Hen, 2007)。

そのため、うつ病などの精神疾患の発症には、感情制御に重要な腹側海馬の機能障害が強く

関与している (Tanti and Belzung, 2013)。慢性ストレス負荷によりうつ、不安および恐怖行動

が増加した動物では、海馬における BDNF シグナル活性が低下しており (Chang et al., 2021; 

Garabadu et al., 2019; Jiang et al., 2019; Ji et al., 2021; Shafia et al., 2017)、これらの動物に対する

抗うつ薬の慢性投与や BDNF の海馬内投与は、腹側海馬 BDNF シグナル活性を正常化させ

ることで、うつ病関連症状を改善することが示されている (Diniz et al., 2021; Shirayama et al., 

2002; Yamada and Jinno, 2019)。これらのことから、本研究結果のうち右利きラットについて

は、心理社会的ストレスにより腹側海馬における BDNF シグナル活性が低下し、この腹側

海馬 BDNF シグナル活性低下がうつ病関連症状の出現に寄与した可能性が考えられる。そ

の一方で、左利きラットでは、腹側海馬 BDNF シグナル活性が変化していなかったにも関

わらず、うつ病関連症状が出現していた。慢性ストレスが海馬機能に与える影響を利き手で

分けて調べた研究は限られているが、慢性ストレス負荷が HPA 系および左脳と右脳の海馬

グルココルチコイド受容体 (glucocorticoid receptor: GR)発現量に与える影響を利き手で分け

て調べた研究が 1 報のみ存在する。捕食者であるネコの匂いを慢性曝露したマウスでは、利

き手に関係なく HPA 系の最終産物である CORT の血中濃度を増加させるが、その増加レベ

ル (HPA 系のストレス反応性)は右利きマウスに比べて左利きで低いことが示されている。

また、CORT 受容体である GR の海馬内発現量の変化については、ネコの匂いの慢性曝露に

より利き手に関係なく海馬 GR 発現量が減少するが、その減少レベルは右利きマウスに比べ

て左利きで大きく、かつ、どちらの利き手においてもストレス負荷による海馬 GR 発現量は

両側とも同レベルまで減少する (海馬の左右差なし)ことが示されている (Yang et al., 2018)。

GR は海馬に豊富に存在しており、かつ海馬の HPA 系に対するネガティブフィードバック

制御は GR 活性化を介して行われるため (de Kloet et al., 2007; Nestler et al., 2002)、心理社会

的ストレス負荷による海馬 GR 数の減少はうつ病形成に寄与している (Wang et al., 2019)。

そのため Yang ら (2018)の報告は、慢性ストレスが海馬のうつ病関連因子に与える影響が利

き手依存的に異なることを示唆している。本研究の評価対象である海馬 BDNF シグナル活

性もうつ病の病態メカニズムに強く関連する因子であるため、心理社会的ストレスの慢性



 40   

 

負荷による海馬 BDNF シグナル活性変化が利き手依存的に異なる変化を示した点、かつ、

その変化に海馬の左右差が認められなかった、という点で過去の研究結果と一致している

と言えるだろう。 

次に、本研究の左利きラットにおいて、心理社会的ストレスの慢性負荷条件下でも海馬

BDNF シグナル活性の変化が見られなかった点に関して考察する。上述のとおり Yang ら 

(2018)は、ストレスに対する HPA 系の反応性が右利きに比べて左利きで低いことを報告し

ており、同様の結果が他の研究でも示されている。感染ストレス誘発物質である

Lipopolysaccharide (LPS)投与を行ったマウスでは、CORT 分泌促進因子である副腎皮質刺激

ホルモン (adrenocorticotropic hormone: ACTH)の血漿中濃度の増加反応が右利きマウスでの

み引き起こされ、左利きマウスは無反応であることが報告されている (Neveu and Moya, 

1997)。ストレス応答システムである HPA 系は、生体をストレス環境に順応させる役割を担

っているので、長期の HPA 系の活動異常はうつ病形成に強く関連している (Mori et al., 2021 

[Neuropsychopharmacology reports 投稿中]; Nestler et al., 2002)。臨床においても、うつ病患者

では HPA 系が過活動または低活動を示すといった HPA 系活動異常が確認されている 

(Ceruso et al., 2020; Maripuu et al., 2014; Steckler et al., 1999)。また、グルココルチコイドや GR

刺激薬などの投与により海馬 GR を活性化させると、BDNF 発現量が減少することが示され

ている (Chen et al., 2017)。本研究では血中 CORT 濃度や海馬 GR 発現量を評価していない

ため推測の域を出ないが、Yang ら (2018)の研究結果と同様に、心理社会的ストレスを慢性

負荷した左利きラットが HPA 系低活動を示すうつ病フェノタイプであったと仮定すると、

左利きラットでは海馬 GR 活性が低下していたため、BDNF シグナル活性の低下がみられな

かった可能性が考えられる。この可能性を検証するために、今後は海馬 GR 発現量、血中

CORT および ACTH 濃度を測定することで、利き手と心理社会的ストレスの慢性負荷によ

る海馬 HPA 系制御機能変化の関係性についてさらなる検証を行う必要がある。 

本研究の限界 (limitation)として、うつ病の病態に関わる脳領域として海馬 BDNF シグナ

ル活性しか評価してないことが挙げられる。海馬と同様に、うつ病の病態メカニズムに関わ

る脳領域の一つとして側坐核も注目されている。側坐核はドパミン神経回路を構成してい

る主要な脳領域であり、モチベーションや報酬反応に関わっている (Dubol et al., 2018)。そ

して、心理社会的ストレスによる側坐核 BDNF シグナルの活性亢進がうつ病発症に関与す

ることが報告されている (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007)。過去の研究によると、利

き手は海馬だけでなく側坐核の機能差とも関連しており、右利きマウスに比べて左利きマ

ウスの側坐核ではドパミンの発現量および利用率が高いことが示されており (Budilin et al., 

2007; Nielsen et al., 1997)、左利きのヒトは右利きに比べて異常な報酬反応によって引き起こ

される依存症のリスクが高いことも明らかになっている (Bouna-Pyrrou et al., 2015; Denny, 

2011; Preti et al., 2012)。利き手とうつ病の病態メカニズムを解明していくために、今後は利

き手と側坐核 BDNF シグナル活性変化の関係性についても検証する必要がある。 

結論として、本研究結果から心理社会的ストレスによって出現する一部のうつ病関連症
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状や腹側海馬 BDNF シグナル活性変化が、利き手で異なることが示された。このことは、

利き手によって海馬におけるストレス反応が異なること、またその違いがあるためにうつ

病の異なる病態が形成されることを示唆している。ストレス反応性には個体差があり、うつ

病の病態メカニズム解明を目的とした研究では統一した見解が得られていないことが多い。

そのため本研究結果は、うつ病の病態メカニズムにおけるストレス反応性の個体差を解明

する上で、利き手が有用な指標となる可能性を示している。 
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Supplement 1. ウエスタンブロットに用いた試薬類及び機器類 

本研究で用いた試薬類を Table S1 に、機器類を Table S2 に示す。 

 

Table S1 使用した試薬類、カタログ No.および業者の詳細 

試薬名 カタログ No. 業者 

RIPA Buffer (10×) 9806 CST 

PMSF 8553 CST 

Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail (100×) 5872 CST 

Pierce BCA Protein Assay Kit 23225 Thermo Fisher Scientific 

2×Laemmli Sample Buffer 1610737 Bio-Rad 

2- mercaptoethanol 1610710 Bio-Rad 

DTT (Dithiothreitol) 7016 CST 

Blue Loading Buffer Pack 7722 CST 

トリス (ヒドロキシメチル)アミノメタン 207-66275 WAKO 

グリシン 17109-35 ナカライテスク 

ラウリル硫酸ナトリウム (SDS) 31606-75 ナカライテスク 

メタノール特級 25183-80 関東化学 

アルブミン, ウシ血清由来, ﾌﾗｸｼｮﾝ V, pH 7.0 015-27053 WAKO 

Non fat dry milk 9999 CST 

塩化ナトリウム 31319-45 ナカライテスク 

TWEEN 20 P9416 SIGMA 

TBST-10× 9997 CST 

4—20% Mni-PROTEAN®TGXTM Precast Gel 4561096 Bio-Rad 

Prestained XL-ladder Broad range SP-2120 Aproscience 

Immun-Blot ® PVDF メンブレン 1620177 Bio-Rad 

Mni-PROTEAN® Filter Paper 1703932 Bio-Rad 

ハイブリバッグ・ハード S-1001 SE 

SignalFire ECL Reagent 6883 CST 

SignalFire Plus ECL Reagent  12630 CST 

SignalFire Elite ECL Reagent 12757 CST 

Restore Western Blot Stripping Buffer 21059 Thermo Fisher Scientific 

※一次抗体および二次抗体については、別記とする 

 

 

Table S2 使用した機器類、型番および業者の詳細 
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機器名 型番 業者 

マイクロ冷却遠心機 KUBOTA 3740 久保田商事 

テーブルトップマイクロ冷却遠心機 KUBOTA 3500 久保田商事 

微量超音波ホモジナイザー Q125 QSONICA 

ドライバスインキュベーター K30 ALLSHENG 

電気泳動および転写装置 Mini-PROTEAN® Tetra Cell System Bio-Rad 

シェーカー NA-M201、NA-M101 日伸理化 

化学発光撮影装置 MultiImagerⅡ MultiBOX BioTools 

ホットシーラー NL-201JC-3 西崎電機製作所 

 

Supplement 2. 泳動用サンプル調製 

第 1 章および第 2 章における泳動用サンプル調製のプロトコールを以下に示す。 

 

[Supplement 2-1-1. total protein 抽出と濃度測定 (第 1 章)] 

組織片からの total protein 抽出と濃度測定は以下の要領で実施した。 

①組織片 100 mg あたりに 1,000 μL の 1×RIPA buffer (1mM PMSF 含有)を加え、氷冷しな

がら超音波ホモジナイザー (強度 30%、on/off: 5/10 sec、計 15 sec)で十分に homogenize

した。 

②4℃、14,000 rpm で 30 分間遠心し、上清を新しいチューブに移した。 

③別のチューブで組織 homogenate を 1×RIPA buffer で 40 倍に希釈し、メーカーの推奨す

るプロトコールに従い、PierceTM BCA Protein Assay Kit を用いて total protein 濃度を測定

した。 

 

[Supplement 2-1-2. 電気泳動用サンプル調製 (第 1 章)] 

組織 homogenate の電気泳動用サンプル調製は以下の要領で実施した。 

①測定した total protein 濃度を基に、各サンプルの total protein 濃度が一律の同じ値にな

るよう 1×RIPA buffer (1mM PMSF 含有)で希釈した。 

②2×Laemmli Sample Buffer (5% 2-mercaptoethanol 含有)を①の溶液量と等量加え、ピペッ

ティングにより混和した。 

③spin down 後、室温で 30 分間静置した。 

④全てのステップを終えたサンプルは－80℃で保存した。 

 

 

 

 

[Supplement 2-2-1. total protein 抽出と濃度測定 (第 2 章)] 
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組織片からの total protein 抽出と濃度測定は以下の要領で実施した。 

①組織片 100 mg あたりに 1,000 μL の 1×RIPA buffer (100×Protease/Phosphatase Inhibitor 

Cocktail 含有)を加え、氷冷しながら超音波ホモジナイザー (強度 30%、on/off: 5/10 sec、

計 15 sec)で十分に homogenize した。 

②4℃、14,000 rpm で 10 分間遠心し、上清を新しいチューブに移した。 

③別のチューブで組織 homogenate を 1×RIPA buffer で 20 倍に希釈し、メーカーの推奨す

るプロトコールに従い、PierceTM BCA Protein Assay Kit を用いて total protein 濃度を測定

した。 

 

[Supplement 2-2-2. 電気泳動用サンプル調製 (第 2 章)] 

組織 homogenate の電気泳動用サンプル調製は以下の要領で実施した。 

①測定した total protein 濃度を基に、各サンプルの total protein 濃度が一律の同じ値にな

るよう 1×RIPA buffer (100×Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail 含有)で希釈した。 

②Blue Loading Buffer (1.25 M Dithiothreitol 含有)を①の溶液量の 3 分の 1 量加え、ピペッ

ティングにより混和した。 

③95℃に加熱したドライバスインキュベーターで、サンプルを 5 分間ボイルした。 

④全てのステップを終えたサンプルは spin down 後、－4℃で保存した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplement 3. SDS-PAGE と転写 
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[Supplement 3-1. 泳動用および転写用バッファーの組成] 

以下のバッファー類は実験当日に用時調製した。 

 

1) 泳動用トリス/グリシン/SDS バッファー 

 トリス 3.03 g 

 グリシン 14.4 g 

）SDS   1.0 g 

上記 3 試薬を ddw で 1,000mL にメスアップし、作製した。 

 

2) 転写用トリス/グリシン/メタノールバッファー 

 トリス  3.0 g 

 グリシン 14.4 g 

）メタノール 100 mL 

上記 3 試薬を混和し、ddw で 1,000mL にメスアップした後、使用まで冷蔵

保存した。 

 

[Supplement 3-2. 泳動および転写プロトコール] 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)は、Mini-PROTEAN®
 

Tetra Cell System および 4—20% Mni-PROTEAN®TGXTM Precast Gel を用いて行った。1 レーン

あたり 20 µg のタンパク質をゲルにアプライし、サンプルがゲルの下端に到達するまで電圧

100V で通電した。 

泳動後のゲルを転写用バッファーで 15 分間インキュベートする間に、PVDF メンブレン

の親水化を行った。具体的には、メタノール 30 sec → ddw 60 sec → 転写バッファー 5 min

の順にメンブレンを浸漬した。その後、ゲル内で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 (1703930, Bio-Rad)を用いて、電圧 70V、通電 150 

min の条件で、polyvinyl difluoride (PVDF)メンブレン (1620177, Bio-Rad)に転写した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplement 4. ブロッキング、一次抗体反応、二次抗体反応および化学発光検出 
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[Supplement 4-1. 共通で用いる試薬の組成] 

1) TBST (Tris Buffered Saline with Tween 20: wash buffer として使用) 

 [10×TBS] 

トリス  24.2 g 

）塩化ナトリウム 80.0 g 

 上記 2 試薬を適当量の ddw に溶解し、6N 塩酸で pH 7.6 に調整した後、

ddw で 1,000mL にメスアップし、作製した（常温保存）。 

 wash buffer としての 1×TBST は、1×TBS 1,000 mL に対し、Tween 20 を 1.0 mL加えて混和

して作製し、冷蔵保存した。 

2) 5% BSA/TBST (抗体希釈液として使用) 

Ready to use の 1×TBST 100 mL に BSA 5.0 g を十分に溶解させ、冷蔵保存した。 

3) 5% non-fat dry milk/TBST (ブロッキング溶液および抗体希釈液として使用) 

 Ready to use の 1×TBST 100 mL に non-fat dry milk 5.0 g を十分に溶解させ、冷蔵保存した。 

 

[Supplement 4-2. ブロッキング以降のプロトコール] 

 転写終了からの工程は以下の要領で行った。 

①メンブレンを室温下、wash buffer で 5 min×3 回 wash した。 

 ②メンブレンを室温下、5% non-fat dry milk/TBST に浸漬し、1 時間 shake した。  

③メンブレンを室温下、wash buffer で 5 min×3 回 wash した。 

 ④メンブレンをハイブリバッグに入れ、分子量マーカーを目安に、特定の位置で水平にカ

ットした。 

 ⑤カットしたメンブレンをそれぞれ異なる一次抗体溶液に浸漬し、4℃で一晩 shake した。 

 ⑥翌日、各メンブレンを室温下、wash buffer で 5 min×4 回 wash した。 

 ⑦各メンブレンを適切な二次抗体溶液に浸漬し、室温下で 1 時間 shake した。 

 ⑧各メンブレンを室温下 wash buffer で 5 min×4 回 wash した。 

 ⑨化学発光検出試薬 SignalFire ECL Reagent または SignalFire plus ECL Reagent をプロトコ

ール通りに調製し、メンブレンを 1 分間反応させた後、MultiImagerⅡ MultiBOX を用

いて抗原の検出を行った。 

 

[Supplement 4-3. ストリッピング&リプローブのプロトコール] 

発色終了からの工程は以下の要領で行った。 

①発色に使用したメンブレンを室温下、wash buffer で 5 min×3 回 wash した。 

②メンブレンを室温下、Stripping Buffer に浸漬し、30 分間 shake した。  

 ③Supplement 4-2. の①以降の手順で行った。 

 

各抗体に関する詳細を Table S3 に、バンドパターンと検出目的のタンパク質の局在を
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Fig.S1、Fig. S2 および Fig. S3 に示す。 

 

Table S3 ウエスタンブロットで用いた抗体に関する詳細 

(A) 一次抗体 

antigen host mono/poly dilution Catalog No. maker 

BDNF rabbit monoclonal 1 : 1000 ab108319 abcam 

p-TrkB rabbit polyclonal 1 : 1000 11328 
Signalway 

Antibody 

TrkB rabbit monoclonal 1 : 1000 4603 CST 

p-CREB rabbit monoclonal 1 : 1000 9198 CST 

CREB rabbit monoclonal 1 : 1000 9197 CST 

GAPDH rabbit monoclonal 1 : 10000 5174 CST 

 

(B) 二次抗体 

antigen Label dilution Catalog No. maker 

rabbit IgG Horseradish peroxidase (HRP) 1 : 5000 7074 CST 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplement 5. バンド発色強度の解析 
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検出されたバンドの発光強度は、フリーソフトウェアの ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/, 

NIH)を用いて定量し、その値を loading control である GAPDH の値で補正した。そして各サ

ンプルのデータは、右利き群、または左利き control 群における左海馬の発色強度補正値の

平均値が 1 となるような相対値として算出した。 

Fig.S1 BDNF 抗体および GAPDH 抗体によるウエスタンブロットの発色例  

(サンプル: 腹側海馬) 15 kDa 付近, BDNF (A)、37 kDa 付近, GAPDH (B) 

Fig. S2 p-TrkB 抗体、TrkB 抗体および GAPDH 抗体によるウエスタンブロットの発色例 

(サンプル: 腹側海馬) 140 kDa 付近, p-TrkB (A), TrkB (B)、37 kDa 付近, GAPDH (C) 
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Fig. S3 p-CREB 抗体、CREB 抗体および GAPDH 抗体によるウエスタンブロットの発色例 

(サンプル: 腹側海馬) 43 kDa 付近, p-CREB (A), CREB (B)、37 kDa 付近, GAPDH (C) 
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Supplement 6. RNA 解析に用いた試薬類及び機器類 

本研究で用いた試薬類を Table S4 に、機器類を Table S5 に示す。 

 

Table S4 使用した試薬類、カタログ No.および業者の詳細 

（用途：①RNA 抽出用、②逆転写反応用、③定量 PCR 用、④アガロースゲル作製用） 

用途 試薬名 カタログ No. 業者 

① 

ISOGEN II 311-07361 ニッポンジーン 

SV Total RNA Isolation System FARBC-C50 FAVORGEN 

Nuclease-free water (not DEPC-Treated) AM9938 Ambion 

RNA Ladder (0.125-6.0 kb) 317-06263 ニッポンジーン 

② 
ReverTra Ace® qPCR Master Mix 

with gDNA remover 
FSQ-301 

東洋紡ライフサ

イエンス 

③ 

2×Brilliant III Ultra-Fast SYBR®Green 

QPCR Master Mix with Low Rox 
600892 

Agilent 

Technologies 

カスタムオリゴ DNA  
ユーロフィン 

ジェノミクス 

TE 緩衝液 (pH 8.0) 06890-54 ナカライテスク 

④ 

3-(N-モノホリノ)プロパンスルホン酸 [MOPS] 23425-54 ナカライテスク 

酢酸ナトリウム三水和物 31115-05 ナカライテスク 

0.5 mol/L EDTA 溶液 (pH 8.0) 14347-21 ナカライテスク 

Agarose S 312-01193 ニッポンジーン 

トリス (ヒドロキシメチル)アミノメタン 35406-75 ナカライテスク 

ほう酸 05215-05 ナカライテスク 

3NA (EDTA・3Na) 340-01871 同仁化学 

ホルムアミド 16229-82 ナカライテスク 

37%ホルムアルデヒド液 16223-55 ナカライテスク 

ブロモフェノールブルー 05808-61 ナカライテスク 

キシレンシアノール FF 04565-71 ナカライテスク 

グリセリン 27210-1230 純正化学 

臭化エチジウム溶液 (2 mg/mL) 14575-43 関東化学 

Red SafeTM Nucleic Acid Staining Solution 21141 
iNtRON 

Biotechnology 
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Table S5 使用した機器類、型番および業者の詳細 

機器名 型番 業者 

マイクロ冷却遠心機 KUBOTA 3740 久保田商事 

テーブルトップマイクロ冷却遠心機 KUBOTA 3500 久保田商事 

NanoDropLite 分光光度計  ThermoFisher SCIENTIFIC 

電気泳動槽 MupidⓇ-2plus ADVANCE 

サーマルサイクラー PC818 ASTEC 

リアルタイム PCR システム AriaMx Agilent Technologies 

UV トランスイルミネーター UVT-2126 ASTEC 

デジプリント・ミニカメラセット DP-MCCDz バイオツールズ 

 

Supplement 7. アガロースゲル作製 

 後述する抽出 RNA の完全性確認用、および定量 PCR 終了後の product のバンドパターン

確認用のアガロースゲル作製手順を以下に示す。 

 

[Supplement 7-1. RNA 完全性確認用アガロースゲル] 

1) 1×MOPS buffer 

MOPS    4.186 g 

酢酸ナトリウム三水和物 0.6804 g 

） 0.5 mol/L EDTA 溶液 (pH 8.0)   20 mL 

上記 3 試薬を ddw で 1000mL にメスアップし、冷蔵保存した。 

 

2) 6×Dye solution 

 ブロモフェノールブルー 125 mg 

 キシレンシアノール  125 mg 

）グリセリン    15 mL 

上記 3 試薬を 1×MOPS buffer で 50 mL までメスアップし、冷蔵保存した。 

 

3) 6×loading buffer 

 ホルムアミド    500 µL 

37% ホルムアルデヒド液  100 µL 

臭化エチジウム溶液 (2 mg/mL)   20 µL 

6×Dye solution   200 µL 

10×MOPS buffer   100 µL 

）1×MOPS buffer    80 µL 

上記 6 試薬を混和し、冷蔵保存した。 
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4) ホルマリン変性 1%アガロースゲル作製 

  1×MOPS buffer   100 mL 

  Agarose S   1.0 g 

  37% ホルムアルデヒド液 1.8 mL 

） RedSafe®   5.0 µL 

1×MOPS buffer に Agarose S を添加し、電子レンジで加熱溶解した。室温である程度冷却し

た後、37% ホルムアルデヒド液と RedSafe®を混和し、ゲルトレイに流し入れ、粗熱を取っ

た後、冷蔵庫で保存した。 

 

[Supplement 7-2. PCR product バンドパターン確認用アガロースゲル] 

1) 5×TBE buffer 

トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン 54.0 g 

ほう酸      27.5 g 

）3NA (EDTA・3Na)    3.55 g 

上記 3 試薬を ddw で 1,000mL にメスアップし、オートクレーブにて滅菌後、冷蔵保存した。 

 

2) 6×Dye solution 

  Supplement 2-1 と同じものを用いた。 

 

3) 1%アガロースゲル作製 

 1×TBE buffer   100 mL 

 Agarose S      1.0 g 

）RedSafe®   5.0 µL 

1×TBE buffer に Agarose S を添加し、電子レンジで加熱溶解した。室温である程度冷却した

後、RedSafe®を混和し、ゲルトレイに流し入れ、粗熱を取った後、冷蔵庫で保存した。 
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Supplement 8. total RNA 抽出 

[Supplement 8-1. total RNA 抽出と精製] 

 各海馬サンプルからの total RNA抽出はメーカーの推奨するプロトコールを一部改変して

行った。 

①各海馬サンプルに対して 300 μL の Isogen II を加えバイオマッシャー®II (300-95441, ニ

ッピ)内で十分にホモジナイズした。 

②120 μL の nuclease-free water を加え、約 15 秒間、強度 10 の vortex で強く混合し、室温

で 10 分程静置した。 

③常温、15,000×g で 15 分間遠心し、上清を新しいチューブに移した。 

④上清 390μL に対して 99.5% エタノール 187.6 μL を加え、穏やかに転倒混和した。 

⑤Mixture を抽出カラム (FAVORGEN)に通し、常温、10,000×g で 1 分間遠心した。 

⑥Wash Solution (Promega) 650 μL をカラムに通し、再度常温、10,000×g で 1 分間遠心す

る工程を 2 回繰り返した後、さらに 15,000×g で 1 分間遠心した。 

⑦カラムを total RNA 溶液を保存するためのチューブにセットし、蓋を開けた状態で 30

秒ほど風乾した。 

⑧30 μL の Nuclease free water をカラムに通し、10,000×g で 1 分間遠心する工程を 2 回繰

り返し、total RNA 溶液を回収した。 

 

[Supplement 8-2. total RNA のクオリティー確認] 

 NanoDropLite 分光光度計 (ThermoFisher SCIENTIFIC)を用いて各溶液中の total RNA 濃度

および A260/A280 比を測定した。 

また、total RNA 0.5 µg を加熱 (65℃×5 分)した後、急速に冷却し変性させた。その後、

ホルマリン変性アガロースゲルを用いた電気泳動を行い、完全性を判定した (Fig. S4)。 

Fig. S4 RNA 泳動写真、5.0 kb と 1.5 kb の部分に 2 本のバンドが確認できる 
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Supplement 9. 逆転写反応と定量 PCR 

[Supplement 9-1. 逆転写反応] 

逆転写反応は ReverTra Ace® qPCR Master Mix with gDNA remover (東洋紡ライフサイエン

ス)に同梱された推奨プロトコールに従って実施した。 

①抽出した total RNA 0.5 µg に対し、適量の Nuclease free water をチューブに加えて 65℃×5

分で incubate し、急冷した。 

②4×DN Master Mix と gDNA remover を 50：1 で混合した試薬を total RNA と補正水の混

合液 3 µL に対し 1 µL の割合で加え、37℃×5 分で incubate した。 

③さらに 4×DN Master Mix と gDNA remover の混合試薬と同量の 5×RT Master Mix II を加

え、37℃×15 分、50℃×5 分、98℃×5 分の順で incubate し、cDNA を作製した。 

 

[Supplement 9-2. Real Time PCR 法による定量 PCR] 

リアルタイム PCR システムを用いた定量 PCR には、2×Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green 

QPCR Master Mix Low Rox Plus (Agilent Technologies)を用いた。ターゲット遺伝子およびリ

ファレンス遺伝子を増幅するためのプライマーセットの詳細を Table S6 に示す。各プライ

マーセットは本実験で用いるサンプルと同種同系統の動物から抽出した予備実験用の組織

サンプルを用いて、あらかじめ standard curve を作製し、増幅効率 (efficiency)を評価する

と共に、非特異的な増幅がみられないことを確認した。 

 

PCR チューブ 1 本あたりの反応

系は以下の要領で調製した。 

2×Master mix     5.0 µL 

10 μM Primer mix  0.4 µL 

Nuclease free water 2.1 µL 

）cDNA (2.5 倍希釈) 2.5 µL 

Total   10 µL 

 

10 µM Primer mix は Fw-primer、

Rv-primer、TE buffer を 1:1:3 の割合

で混合して作製した。 

Fig. S5 定量 PCR における thermal profile 

 

各サンプルの反応系は triplicate で準備し、Fig. S5 に示す温度条件で増幅および融解曲線

作成を行った。 

増幅した PCR product は、1%アガロースゲルで電気泳動を行い、amplicon size が適切かど

うか、また非特異的な増幅がないかを判定した。 
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Table S6 Primer set に関する詳細 

種：ラット、系統：Wistar、性別：雄性、組織：海馬 

gene 
NCBI 

Gene ID 
 sequence (5’- 3’) efficiency 

amplicon 

size (bp) 

reference 

No. 

Bdnf 24225 
Fw 

Rv 

GTGACAGTATTAGCGAGTGG 

TTCTCTAGGACTGTGACCGT 
98.22 85 [1] 

Actb 81822 
Fw 

Rv 

GAACCCTAAGGCCAACCGTG 

GGTACGACCAGAGGCATACAGG 
99.87 115 [2] 
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