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〈要 約〉

　精神疾患の発症にかかわる可能性があると示唆されるDISC1遺伝子の変異型過剰発現マウスに対し，思春期に隔離飼育による心理的なストレスを負荷したときの神経化学的および行動学的な変化を観察した．DISC1遺伝子変異型過剰発現マウスを隔離飼育すると，ドーパミンの合成における律速酵素であるチロシンヒドロキシラーゼの遺伝子のDNAメチル化の促進による中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンの異常および行動障害が観察された．興味深いことに，隔離飼育ののち成熟期まで通常の飼育を行ってもこのエピジェネティックな変化は維持されていた．これらの変化は，通常飼育されたDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスや思春期に隔離飼育を行った野生型マウスでは認められず，環境因子と遺伝因子の相乗作用があるものと考えられた．観察された神経化学的な異常および行動障害は，ストレスホルモンであるグルココルチコイドの血中における増加をともなっており，グルココルチコイド受容体の拮抗薬により緩解された．これらの結果から，精神疾患に関連する遺伝要因をもつ個体は，通常では異常をひき起こさないようなレベルの思春期のストレスに対し脆弱となり，ストレスホルモンによるニューロンのエピジェネティックな遺伝子発現制御をとおして，成熟期にまで持続的な行動障害を生じることが明らかになった．

はじめに

　統合失調症や気分障害など多くの精神疾患は成人期，とくに成人初期に発症することが多く，疫学的な研究は思春期におけるストレスの影響を示唆してきた1)．しかし，その機構が明らかでないため，これまで明確な概念は得られていなかった．一方，精神疾患の発症には遺伝因子と環境因子の両方の相互作用が重要であることも，遺伝学および疫学による間接的な証拠により示唆されていた2)．この研究は，こうした疑問あるいは仮説に対し，マウスを用い分子機構をとおして答えることを目的とした．

　マウスは集団で生活しているためグループで飼育するのが一般的だが，あえて隔離飼育することにより心理的なストレスを負荷したモデルが報告されている3)．このモデルでは，マウスを生後2週齢から8週齢まで長期に隔離飼育した結果，顕著な神経化学的な異常および行動障害の観察されることが明らかになっている3)．今回の研究では，精神疾患の脆弱性にかかわる可能性のあるDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスに対し，野生型マウスでは行動障害が観察されない程度の短期の隔離飼育を，ヒトの思春期にあたる生後5週齢から8週齢に行い，神経化学的および行動学的な変化を観察した．隔離飼育を行わない野生型マウス（対照群），思春期に3週間の隔離飼育を行った野生型マウス（環境因子群），隔離飼育を行わないDISC1遺伝子変異型過剰発現マウス（遺伝因子群），思春期に3週間の隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウス（遺伝環境相互作用群）の4つのグループに対して検討を行った．

1．思春期に隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスには行動障害が観察される

　それぞれのグループのマウスの8週齢において，プレパルス抑制試験，強制水泳試験，自発運動量測定試験を行ったところ，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにおいて，注意力，情動性，刺激に対する反応性など，行動障害が観察された．一方，そのほかの群においては顕著な行動障害は観察されなかった．これらの結果から，思春期における遺伝環境相互作用は，行動の表現型において相乗作用を示すことが明らかになった．

2．隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにはドーパミン作動性ニューロンの異常がみられる

　隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにおいて観察された行動障害に関連する分子機構を検討した．このマウスモデルでは神経伝達における機能的な変化が起こっているのではないかと仮説をたてた．実際，このマウスモデルでは，意志決定や注意に関係する前頭皮質において，対照となるマウスと比較して，ドーパミンの含有量および細胞外のドーパミン量が有意に減少していた．前頭皮質におけるノルアドレナリンの含有量およびセロトニンの含有量に変化はなかったことから，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにおける神経化学的な変化はドーパミン作動性ニューロンに特異的であることが明らかになった．また，このマウスモデルの線条体におけるドーパミン含有量はそのほかの群と比較して変化はなかったことより，このドーパミン作動性ニューロンの変化は，腹側被蓋野を起始核とする投射系に対し特異的であることも明らかになった．ドーパミン量の変化に一致して，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスの前頭皮質では，対照となるマウスと比較して，ドーパミン合成における律速酵素であるチロシンヒドロキシラーゼの発現量が有意に減少し，ドーパミンD2受容体の発現量が代償的に増加していた．腹側被蓋野を起始核とする投射系には，中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンと中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンがある4,5)．中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンの投射先である側坐核において，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスでは，チロシンヒドロキシラーゼおよびドーパミンD2受容体の発現量に変化はみられなかった．さらに，このマウスモデルでは幻覚症状や妄想症状に関係する側坐核において，対照となるマウスと比較して，刺激時に細胞外のドーパミン量が有意に増加した．よって，細胞外のドーパミン量の変化により自発運動量の増加が起こったものと考えられた．これらの結果から，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスでは，中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンと中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンが異なる影響をうけていることが明らかになった．

3．隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにおけるドーパミン作動性ニューロンの異常および行動障害はグルココルチコイドの影響による

　ストレス条件下では血中の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）の量の増加することが報告されている6)．隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにおいて，グルココルチコイドがドーパミン作動性ニューロンの異常および行動障害に影響をあたえているのかどうか検討した．このマウスモデルでは血中のグルココルチコイドの量が有意に増加していた．一方，そのほかの群において変化はみられなかった．増加したグルココルチコイドがドーパミン作動性ニューロンの変化に影響をあたえているのかどうか検討するため，隔離飼育を行った5週齢から8週齢のあいだ，グルココルチコイド受容体の拮抗薬であるRU38486を1日1回皮下投与したところ，神経化学的な異常および行動障害は緩解した．これらの結果から，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスの腹側被蓋野を起始核とする2つの投射系，中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンおよび中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンは，増加したグルココルチコイドにより異なる制御をうけていることが明らかになった．

4．隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスにおけるドーパミン作動性ニューロンの異常はエピジェネティックな制御によりひき起こされる
　隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスの前頭皮質におけるチロシンヒドロキシラーゼの発現低下はドーパミン含有量の低下およびドーパミンD2受容体の代償的な発現増加につながることから，チロシンヒドロキシラーゼ遺伝子の発現制御におけるグルココルチコイドの影響について検討した．グルココルチコイドが中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンおよび中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンに対し異なる遺伝子発現制御をしているのではないかと仮説をたて，投射先の部位から起始核へと逆行性に移行するビーズ4) を用いて検討を行った．緑色のビーズを中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンの投射先である前頭皮質へ，赤色のビーズを中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンの投射先である側坐核へ注入したところ，起始核の腹側被蓋野においてチロシンヒドロキシラーゼ陽性細胞の大部分は緑色のビーズあるいは赤色のビーズを含有しており，それぞれ中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンおよび中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンであることを示した．腹側被蓋野を取り出し，緑色のビーズおよび赤色のビーズを含有した細胞をフローサイトメトリーにより分取した．中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンにおけるチロシンヒドロキシラーゼ遺伝子のDNAのメチル化パターンおよび発現レベルを検討した結果，隔離飼育を行ったDISC1遺伝子変異型過剰発現マウスではそのほかの群と比較してDNAメチル化において有意な上昇が観察された．一方，中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンにおけるチロシンヒドロキシラーゼ遺伝子のDNAのメチル化パターンおよび発現レベルにおいては，いずれの群にも変化は認められなかった．これらの結果は，前頭皮質および側坐核におけるチロシンヒドロキシラーゼの発現量と一致していた．この中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンにおけるエピジェネティックな変化は，グルココルチコイド受容体拮抗薬であるRU38486により緩解した．興味深いことに，思春期にあたる5週齢から8週齢の一時的な隔離飼育ののち，マウスの成熟期である20週齢まで通常のグループ飼育を行っても，このエピジェネティックな変化は持続していた．これらの結果から，精神疾患に関連する遺伝要因があるとストレスに対し脆弱となり，思春期の心理的なストレスはグルココルチコイドを介して中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンにおいて特異的にチロシンヒドロキシラーゼ遺伝子の発現に持続的な変化をひき起こし，成熟期において行動障害をもたらすことが明らかになった（図1）．

おわりに

　思春期におけるストレスは遺伝的な脆弱性とかかわりあって精神疾患の発症の背景となることが知られている7-9)．今回のマウス実験系は，それらの精神疾患の発症前および前駆期を含む発症機構の研究や，新たな予防法および治療法の開発に有用であると考えられた．環境要因を制御することにより，精神疾患の予防戦略への道が開かれることも期待される．とくに，グルココルチコイド受容体拮抗薬であるRU38486は幻覚症状あるいは妄想症状をともなう難治性のうつ病性障害に対する治療薬としての試みがなされていることから10)，こうした疾患に対する治療法の開発に有用なツールとなる可能性もある．
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図1　精神疾患における遺伝環境要因の影響

遺伝環境要因の相互作用により視床下部-下垂体-副腎系が亢進し，血中のグルココルチコイドの量が増加する．増加したグルココルチコイドを介したエピジェネティックな制御により，腹側被蓋野を起始核とする2つの投射系，中脳皮質系ドーパミン作動性ニューロンおよび中脳辺縁系ドーパミン作動性ニューロンは異なる制御をうける．ドーパミン作動性ニューロンの異常により行動障害がひき起こされる．これらの異常はグルココルチコイド受容体拮抗薬により緩解される．
