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              要旨 

 

てんかん患者はうつを発症するリスクが高く、また、てんかん・うつともに成体海

馬における神経新生の異常が報告されているが、詳しいメカニズムは明らかにされ

ていない。最初期遺伝子の１つである fosB 遺伝子は、選択的スプライシングと翻訳

開始により FosB とFosB,2FosB をコードする。ラット脳においては一過性の前

脳虚血後に側脳室下帯や海馬顆粒細胞下層に存在する神経前駆細胞で fosB 産物の

発現が誘導される。また、アデノウイルスベクターを用いた fosB 産物の強制発現は

神経幹細胞の増殖を促進する。最近、我々は fosB 完全欠損マウスがうつ様行動を

示すことを明らかにし、この fosB 完全欠損マウスでは神経新生に異常がある可能

性を指摘していた。本論文では、fosB 完全欠損マウスとFosB と2FosB のみを発

現し FosB を発現しない fosBd/d マウスにおける海馬歯状回の神経新生、神経病理、

行動そして遺伝子発現を野生型マウスと比較して解析した。fosB 完全欠損マウス

は成体海馬神経新生の異常とてんかんを自然発症したが、fosBd/d マウスではこのよ

うな異常は認められなかった。マイクロアレイ解析により、fosB 完全欠損マウス

の成体海馬では、神経新生・てんかん・うつに関与する複数の遺伝子の発現が変

化していることが明らかになった。以上より、fosB 完全欠損マウスは、一遺伝子

の欠損により神経新生の異常を伴いてんかんとうつを併発することから、てんか

ん患者における高頻度のうつ病併発に対して遺伝学および分子生物学的な根拠を

与える最初のマウスモデルであると結論できる。 

  

 キーワード: Immediate early gene, Alternative splicing, Adult neurogenesis,      

       Neural progenitor, Proliferation, Epilepsy 
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                緒言 

 

神経・精神疾患は全人口の中で高い罹患率を示す。てんかん患者はそれ以外の人々

と比較して、うつ病のリスクが5-20倍高いことが知られている。しかしながら、て

んかん患者のうつ病は診断と治療が難しい場合が多い(Danzer, 2012)。これまでに、

成体海馬における神経新生の低下が不安やうつに影響しているという報告がある

(Snyder et al., 2011)。また、成体海馬の神経新生は抗うつ薬や電気刺激療法 

(electroconvulsive therapy, ECT) が行動的な効果をもたらす際に必要であることが

知られている(Danzer, 2012)。 

 げっ歯類の成体海馬では、カイニン酸 (kainic acid, KA) のような薬物刺激

により引き起こされるけいれん発作や ECT の動物モデルである電気刺激発作 

(electroconvulsive seizures, ECS) や前脳虚血によって、神経新生と最初期遺伝子 

fosB (Fosb) の発現が誘導される (Kurushima et al., 2005; Mandelzys et al., 1997; 

Morris et al., 2000; Nakabeppu and Nathans, 1991; Ohnishi et al., 2011)。Fosファミ

リー遺伝子の中で、fosB遺伝子のみがalternative splicingとalternative translation 

initiationによりFosB、FosB、2FosBという複数の産物を生じる(Chen et al., 1997; 

Nakabeppu and Nathans, 1991; Ohnishi et al., 2008; Sabatakos et al., 2008)。FosB 

は alternative splicing により生じる fosB mRNA の翻訳産物で、全長の FosB タ

ンパク質の転写活性化ドメインを含む  C 末端 101 アミノ酸を欠損している

(Nakabeppu and Nathans, 1991) 。 2FosB は  fosB mRNA の Met79 から

alternative initiation の翻訳により生じる FosB のN末端欠損型アイソフォームで、

N末端Fosホモロジードメインと  C 末端転写活性化ドメインを欠損している

(Sabatakos et al., 2008)。 FosB と FosB は Jun 転写活性化に対して反対の作用

を持つが、どちらも細胞増殖、分化、細胞死を制御する(Kurushima et al., 2005; 

Nakabeppu et al., 1993; Tahara et al., 2003)。FosB は転写活性化因子もしくは転

写抑制因子として作用するが、2FosB にはそのような作用は無いと考えられてい

る(McClung and Nestler, 2003; Renthal et al., 2008; Sabatakos et al., 2008)。 

 我々は、最近 fosB 欠損マウス がロコモーションの低下、強制水泳テスト

での不動の増加、不安様反応の増加のようなうつ様行動を示すことを明らかにした

(Ohnishi et al., 2011)。興味深いことに、FosB と 2FosB タンパク質のみをコ

ードする fosBd アレルを有する fosBd/d マウスはうつ様行動を示さなかった。これ

らのことから、FosB/2FosB がうつ様行動の発現を部分的に押さえていると考

えられた。更に、一過性の前脳虚血後のラット脳の、側脳室下帯や海馬歯状回 

(dentate gyrus, DG) の顆粒細胞下層 (subgranular zone, SGZ) に存在する神経前駆細

胞で、FosB とそれよりも弱い FosB の発現が誘導されることを発見した。更に、

アデノウイルスベクターを用いて FosB とそれより弱い FosB を強制発現させ

ると、神経幹細胞の増殖が促進された。一方、ラットの胎生期皮質培養細胞で FosB 

と FosB の発現を抑制すると、神経細胞に分化した (Kurushima et al., 2005)。 

 我々はこれらの発見に基づき、fosB 産物である FosB、FosB、2FosB 
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が、成体海馬の basal レベル及び傷害によって誘導される神経新生を促進し、うつ

やてんかんに関与しているという仮説を立てた。この仮説を検証するために、我々

は fosB 完全欠損マウスと fosBd/d マウスの海馬歯状回 (DG) における神経新生、

神経病理、行動を解析した。その結果、fosB 完全欠損マウスが神経新生の異常とて

んかんの自然発症とうつ様行動を示すが、fosBd/d マウスはこれらを示さないことを

明らかにした。 
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材料と方法 

 

動物 

FosB と 2FosB はコードするが、FosB はコードしない変異型 fosBd アレルを

持つ fosB+/d マウスと、欠損変異アレル fosBG  を持つ fosB+/G マウスを確立した。

ヘテロ変異 (fosB+/d 及び fosB+/G) マウスを C57BL/6J (Clea Japan Inc, Tokyo, 

Japan)  オスマウスにバッククロスし、更に 1 回以上 C57BL/6J メスマウスにも

かけあわせて種を維持した(Ohnishi et al., 2011)。fosBd/d と fosB 完全欠損 

(fosBG/G) のホモ変異マウスを得るために、fosB+/d (N17 世代) もしくは fosB+/G 

(N12 世代)  のマウスをそれぞれ同種間で交配した。ホモ変異型 fosBd/d マウス及

び fosB 完全欠損 (fosBG/G) マウスラインは同系交配によって維持した。3世代目と

4世代目を実験に用いた。全ての実験で、C57BL/6J マウスを野生型コントロールと

して用いた。変異型アレルのジェノタイピングと動物の飼育環境については補足実

験法に記載した。 

 

カイニン酸処理 

8 週齢から 10 週齢のオスマウスを実験に用いた。マウスに生理食塩水（未処理コ

ントロール）もしくは 25 mg/kg の カイニン酸 (Wako, Osaka, Japan) を 

腹腔内投与した。 その後、1 日 2 回、3 日間、 50 mg/kg BrdU (Sigma-Aldrich 

Japan, Tokyo, Japan) を腹腔内投与した。てんかん性けいれんの強度を定量するた

め、カイニン酸投与後 2 時間、マウスを観察し、前述のクライテリア(Kajitani et al., 

2006)に従って、けいれん発作を点数化した(補足の実験法)。 

 

抗体 

本実験で用いた全ての抗体については、補足の実験法に記載した。 

 

組織処理法及び免疫組織化学 

脳組織からクリオスタットにて 40 m の厚さの連続冠状断の脳切片を作製し、

PBS 中に浮遊切片として回収した。組織処理法及び免疫組織化学の詳細な方法は補

足の実験法に記載した。 

 

ウェスタンブロッティング 

核抽出物を調製し、ウェスタンブロッティングに用いた（補足の実験法）。 

 

レーザー走査共焦点顕微鏡 

浮遊切片を、補足実験法に記載したように、顕微鏡による免疫蛍光の解析に用いた。

共 焦 点 画 像 は LSM510 META Confocal Microscope System (Carl Zeiss 

Microimaging Japan, Tokyo, Japan)を用いて取得した。各実験動物の全ての切片は

比較のため、並行して処理を行った。 
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自然発症てんかんの観察 

毎週１回のケージ交換の間の約 20-30 分間、マウスの行動的なけいれん発作を観察

し、以前報告されている方法で点数化した(Kajitani et al., 2006)。ステージ 1-2 の発

作は正常な行動との区別が難しかったため、ステージ 3-5 の発作のみをけいれん履

歴として記録した。 

 

マイクロアレイハイブリダイゼーションとデータ解析 

野生型マウス、fosBd/d マウス、 fosB 完全欠損マウスの海馬由来 total RNA は

ISOGEN (Nippon Gene, Tokyo, Japan) と RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo, Japan) 

を用いて調製した。DNA マイクロアレイ実験のために、total RNA (100 ng) を、

poly-A コントロールに加えて、WT Expression Kit (Ambion, Austin, TX, USA) で処

理した。cDNA を WT terminal labeling kit (Affymetrix Japan, Tokyo, Japan) で標識

し、GeneChip Mouse Gene 1.0 ST array (Affymetrix)にハイブリダイズした。発現

したプローブの結果のリストを GeneSpring GX 10.0 (Agilent Technologies, Palo 

Alto, CA, USA) に取り込んで解析した。本論文で検討したマイクロアレイデータは

NCBI’s Gene Expression Omnibus に保管しており、GEO Series accession number, 

GSE37056 を通じてアクセスできる。 

 

リアルタイム RT-PCR 解析 

Total RNA は ISOGEN を用いて、マウスの海馬から調製した。一本鎖 cDNA は High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems Japan, Tokyo, 

Japan) を用いて、取扱説明書に従って合成した。Vgf、Smad3、Galanin、Trh、 and 

Sema3e mRNA の定量的リアルタイム RT-PCR のために、補足の材料と方法に記

載した通りに反応を行った。 

 

統計解析 

ステレオロジーを用いたカウントは分散分析による比較、線形最小二乗モデル当て

はめによる検証後、Tukey’s honestly significant difference (HSD) 検定により比較し

た。マイクロアレイデータは、対応のない t 検定もしくは二元配置分散分析により

比較した。P 値は false discovery のために Benjamini-Hochberg 方法(Benjamini 

and Hochberg, 1995)を用いて調整した。その他のデータは Kaplan–Meier 法とログ

ランク検定、もしくはフィッシャーの正確確率検定を用いて比較した。 p 値 0.05

未満を統計的に有意と判断した。マイクロアレイ解析のデータ以外は、全ての統計

解析を JMP 9.02 software (SAS Institute, Cary, NC, USA)を用いて行った。
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                結果 

 

カイニン酸投与は海馬歯状回の活性化神経前駆細胞、未成熟神経細胞、成熟神経細

胞で fosB 産物の発現を誘導する 

全ての fosB 産物 (FosB、 FosB、2FosB) を認識する抗 FosB (5G4)抗体を用い

た海馬核抽出物のウェスタンブロッティング解析では、野生型マウスでのみ、全長

の FosB タンパク質を示す 43-kDa のポリペプチドを検出した。それぞれFosB と 

2FosB タンパク質を示す 32/36-kDa と 24-kDa のポリペプチドは、野生型マウス

と fosBd/dマウスで検出された(図 1a)。fosB 完全欠損マウスでは fosB タンパク質は

検出されなかった。  

 Basal レベルのFosB と2FosB タンパク質は、野生型マウスと比較して

fosBd/dマウスでわずかに高かった。カイニン酸投与から６時間後には、野生型マウ

スで FosB 発現が一過的に増加した。FosB と2FosB の発現レベルは、野生型マ

ウス、fosBd/d マウス共に、カイニン酸投与 24 時間以内は増加が安定していた (補

足図 1a)。 

カイニン酸未処理の野生型マウス海馬における抗 FosB(N)抗体もしくは抗

FosB(5G4)抗体を用いた免疫組織化学では、大部分の海馬のニューロンで fosB 産物

の低密度な発現が検出された。fosB 産物のレベルはカイニン酸投与後に増加してい

た(図 1b、補足図 1b)。野生型マウスでは、海馬の全ての小領域の中で、歯状回の顆

粒細胞における抗体反応性 (IR) が最も高く、カイニン酸投与６時間後に最も高か

った (図 1b, 補足図 1b-d)。同様の増加は fosBd/d マウスの海馬でも見られ、カイニ

ン酸投与後 6 時間から 24 時間後の IR が高かった。fosB 完全欠損マウスの海馬で

は、FosB(N)の抗体反応は検出されなかった(図 1b)。 

 野生型マウスの海馬における FosB とFosB/2FosB の発現を区別する

為に、３種類の異なる fosB 産物抗体である抗 FosB (5G4)抗体、抗 FosB (C)抗体、

抗FosB 抗体を用いて、レーザー共焦点顕微鏡による免疫蛍光の解析(LSCIM) を行

った。抗 FosB (C)抗体と抗FosB 抗体はそれぞれ FosB とFosB/2FosB を認識

する(図 1c)。抗 FosB(C)抗体反応性は、未処理の海馬ではかろうじて検出できる程

度に弱かったが、カイニン酸投与６時間後に、一過性に検出された。カイニン酸投

与 72 時間後には、抗 FosB (C)抗体反応性は basal レベルに戻っていた。逆に、抗

FosB 抗体反応性は未処理の海馬の大部分の神経細胞で強く検出され、更にカイニ

ン酸投与６時間から 72 時間後には、海馬の神経細胞で顕著に発現が増加した。更

に、カイニン酸投与６時間後の海馬歯状回の顆粒細胞層下層において、いくつかの

抗 FosB (C) 抗体反応陽性細胞及び抗FosB 抗体反応陽性細胞が SOX2 陽性細胞で

あることを発見した。このことから、FosB とFosB/2FosB が、神経前駆細胞に

おいて一過性に誘導されていることが示唆された(Lugert et al., 2010)。 

また、カイニン酸投与 72 時間後に、海馬全体の大部分の NeuN 陽性細胞

で、強い抗 FosB (5G4)抗体反応性が検出されたことから (補足図 2)、 増加した

FosB/2FosB の発現がカイニン酸投与後の大部分の海馬神経細胞で慢性的に維

持されていることが示唆された。カイニン酸投与後、歯状回の hilus において少数
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の星形のグリア線維酸性タンパク質（GFAP） 陽性アストロサイトで検出されたが

(補足図 3 中の矢頭、左パネル)、放射状の突起を GCL 全体に広げて分子層の内側で

分枝する放射状グリア様 GFAP 陽性細胞では検出されなかった。抗 FosB (5G4)抗

体反応性は、SGZ の Ki67 陽性細胞では、カイニン酸未処理、処理後共に検出され

なかった(補足図 3、中パネル)。GCL に軸索様の突起を持つ doublecortin (DCX)陽

性細胞は未成熟な神経細胞であるが (Lugert et al., 2010)、その一部はカイニン酸投

与 72 時間後に比較的弱い抗 FosB (5G4)抗体反応性を示した(補足図３中の矢印、右

パネル)。 

以上の結果から、興奮毒性は海馬の成熟神経細胞と同様に、歯状回の SOX2

陽性/非増殖神経前駆細胞で、一過性に FosB 発現を誘導することを明らかにした。

更に、FosB/2FosB の発現は、SOX2 陽性神経前駆細胞中では一過性に誘導さ

れるが、海馬の成熟神経細胞や、歯状回の未成熟新生神経細胞では慢性的に誘導さ

れることを明らかにした(補足図 4)。 

 

fosB 完全欠損マウスでは成体海馬における神経前駆細胞の増殖が低下し、異常な移

動が増加する 

fosB 産物が成体海馬における神経前駆細胞の増殖に影響を与えるか調べる為に、野

生型マウス、fosBd/d マウス、fosB 完全欠損マウスに、カイニン酸または生理食塩

水投与後、１日２回、３日間 BrdU を投与した。脳切片は、その一日後に作製した

(図 2a)。 BrdU 陽性細胞は、主に SGZ に分布していた(図 2b)。BrdU 陽性細胞が新

生神経細胞であることを確認する為に、抗 BrdU 抗体、抗 DCX 抗体、抗 NeuN 抗体

を用いた LSCIM を行った(図 2c, 補足図 5)。カイニン酸投与やジェノタイプとは無

関係に、歯状回の BrdU 陽性細胞の 70%以上が DCX と NeuN の両方を発現してい

た(図 2d, e)。それ以外の BrdU 陽性細胞は DCX と NeuN のどちらか片方のみを発

現していた。従って、検出された歯状回の BrdU 陽性細胞(図 2b)の大部分が新生神

経細胞であることが示された。  

次に、歯状回の BrdU 陽性細胞の密度をステレオロジーカウント法によっ

て算出した(図 2f)。カイニン酸未処理のコントロール群の BrdU 陽性細胞密度は、

野生型マウスに比べて、fosB 完全欠損マウスで有意に減少していた(p = 0.0066, 

Tukey-Kramer HSD post hoc comparison)。一方、fosBd/d マウスでは有意差は見ら

れなかったものの、わずかに増加していた(図 2f、左)。３つのジェノタイプ全てに

おいて、カイニン酸投与によりそれぞれのカイニン酸未処理コントロールに比べて、

BrdU 陽性細胞密度が有意に増加していた(野生型, p = 0.0006; fosBd/d, p = 0.0006; 

fosB 完全欠損, p = 0.0015, t-test)。また、カイニン酸投与後の fosB 完全欠損マウス

の BrdU 陽性細胞密度が、野生型マウスと比較して有意に低かった (p = 0.002, 

Tukey-Kramer HSD post hoc comparison) (図 2f、右)。 

LSCIM によって hilus の BrdU 陽性細胞の大部分が、DCX と NeuN の両方

もしくはどちらか片方のみを発現している新生神経細胞であることが明らかになっ

た(図 3a)。hilus の BrdU 陽性細胞密度を比較したところ、カイニン酸未処理の fosB

完全欠損マウスでは、野生型マウスと fosBd/d マウスよりも、BrdU 陽性細胞密度が

わずかに高いことが明らかになった。カイニン酸投与後、fosBd/d マウスと fosB 完
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全欠損マウスの両方で BrdU 陽性細胞密度がわずかに増加したが、野生型マウスよ

りは少なかった (図 3b)。hilus の BrdU 陽性細胞の割合 (DG 全体の総 BrdU 陽性細

胞から算出)は、カイニン酸投与の有無にかかわらず、fosB 完全欠損マウスで最も

高く、fosBd/dマウスで最も低かった。この結果から、fosB 完全欠損マウスの新生神

経細胞では野生型マウスと比較して hilus への異常な移動が増加しているが、fosBd/d

マウスでは増加していないということが示唆された(図 3c)。 

次に我々は、DG における新生神経細胞の生存について調べた。生理食塩

水を投与後、BrdU を１日２回、３日間、野生型マウスと fosB 完全欠損マウスに投

与した(補足図 6a)。DG の BrdU 陽性細胞密度を最後の BrdU 投与から１日後と 70

日後に定量した。70 日後の BrdU 陽性細胞の生存に、有意差は見られなかった(野

生型: 19.47 ± 3.50%; fosB 完全欠損: 14.85 ± 0.66%) (補足図 6b)。どちらのマウス

ラインにおいても、GCL/SGZ と hilus で検出された全ての BrdU 陽性細胞が NeuN

陽性であった(補足図 6c)。このことから、fosB 産物は新生神経細胞の生存と分化に

影響しないことが示唆された。 

次に、我々はカイニン酸投与後の野生型マウス、fosBd/d マウス、fosB 完

全欠損マウスにおける seizure score と海馬の傷害を比較した。カイニン酸投与後か

ら２時間のけいれん発作反応、及びカイニン酸投与から 6 日目の海馬の傷害に有意

な差は見られなかった (補足図 7)。 

 

fosB 完全欠損マウスはてんかんを自然発症する 

fosB 完全欠損マウスは、行動の静止や前肢のクローヌスを伴うけいれん発作を示し

た(データ示さず)。発作は 13 週齢から観察され、週齢を重ねる毎に未発症率は減少

した。約 80%の fosB 完全欠損マウスが 80 週齢までにけいれん発作を示した(図 4a)。

けいれん発作は側頭葉てんかんモデルとして広く用いられているカイニン酸誘発の

けいれん発作に類似していた(Ben-Ari and Cossart, 2000)。野生型マウスと fosBd/d 

マウスではけいれん発作は見られなかった。 

fosB 完全欠損マウスにおけるてんかんの電気生理学的な変化を確認する

為に、50-70 週齢の野生型マウス、fosBd/dマウス、fosB 完全欠損マウスを用いて脳

波を記録した(補足図 8, 図 4b)。野生型マウスと fosBd/d マウスは全観察時間で

baseline の低い振幅のみ示した(図 4b の上、中パネル)。一方、fosB 完全欠損マウ

スは、海馬から始まるてんかん性放電が二次的に皮質へと広がる典型的なてんかん

脳波が自然発症している様子を電気生理学的に観察した (図 4b の下パネル)。 自然

発症のてんかん脳波は、調べた fosB 完全欠損マウスのうちの 27.3%で確認された。

自然発症のてんかん発作は最大 47 秒まで持続した。記録した発作の大部分は海馬

から生じ、皮質に広がる全般強直間代性けいれんを伴う強い発作であった。以上か

ら、fosB 完全欠損マウスは二次的な全般強間代性けいれんを伴う海馬由来のてんか

ん発作を起こすと結論づけた。  

fosB 完全欠損マウスでは、行動的な発作の有無にかかわらず、DG の GCL

の層が薄いことや、海馬の細胞の配置が異常なため海馬構造が異常になるといった

特徴が見られた(図 4c)。野生型マウスと fosBd/d マウスでは病理学的な異常は見ら

れなかった。DG の parvalbumin 陽性介在神経細胞の密度を調べたところ、野生型
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マウスに比べて fosBd/dマウスと fosB 完全欠損マウスで有意差はないが、わずかに

減少していることを発見した(補足図 9)。以上のように、野生型マウスと fosBd/d マ

ウスの成体脳では自然発症のてんかん発作、てんかん脳波、異常な DG 構造が見ら

れないことから、 FosB/2FosB のみの発現でも自然発症のてんかんを抑制する

のに十分であることが示唆された。 

 

fosB 産物は神経新生、うつ、移動、てんかんに関与する様々な遺伝子の発現を制御

している 

fosB の神経新生、うつ、てんかん制御を調べる為に、野生型マウス、fosBd/d マウ

ス、fosB 完全欠損マウスの遺伝子発現プロファイルを比較した。Total RNA を生理

食塩水またはカイニン酸投与後 24 時間の野生型、fosBd/d、fosB 欠損マウスの海馬

から抽出し、マイクロアレイ解析に用いた。 

63 遺伝子の発現レベルがカイニン酸未処理もしくは処理後の野生型マウ

スに比較して fosB 完全欠損マウスで有意に変化していた (補足表 1)。young マウ

スのコントロールグループでは、23 遺伝子が fosBd/dマウスもしくは 野生型マウス

と比較して fosB 完全欠損マウスで有意にダウンレギュレートされており、1 遺伝子

が有意にアップレギュレートされていた。young マウスでのカイニン酸投与 24 時

間後では、29 遺伝子が fosBd/dマウスもしくは 野生型マウスと比較して fosB 完全

欠損マウスで有意にダウンレギュレートされており、12 遺伝子が有意にアップレギ

ュレートされていた。Aged の未処理マウスでは、2 遺伝子の発現が野生型マウスと

比較して fosB 完全欠損マウスで有意に高かった。 Vgf、Smad3、Gal、Trh、Sema3e 

の発現レベルは定量的 RT-PCR 解析で確認した (補足表 2、補足図 10)。 

我々の実験結果から、fosB は特にカイニン酸投与後に、いくつかの遺伝子

の発現に対し異なる制御を行っていることが示唆された。その中の 10 遺伝子(Vgf、 

Dlk1、Smad3、Gal、Trh、Islr2、Penk、Srxn1、Serinc2、Car12; 表 1)が後述のよ

うに、神経新生、うつ、移動、てんかんに関与していることが報告されている遺伝

子だった。 これら 10 遺伝子のうち、Vgf、Gal、Trh、Penk、Srxn1、Smad3 は

activator protein-1 (AP-1) 複合体によって制御されることが知られている。Vgf、Gal、 

Trh、Penk、Srxn1 はプロモーター領域中に AP-1 部位を有しており、一方 SMAD3 

は AP-1 複合体(FOS、JUN、JUNB)と相互作用して TGF-β シグナリングを制御す

る(Zhang et al., 1998) (表 1) (補足図 11)。 
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                考察 

 

fosB 完全欠損マウスは成体海馬の神経新生の異常、うつ様行動の増加、てんかん

の自然発症を示す  

本研究で、我々は fosB 完全欠損マウスが成体海馬における basal レベル及びカイニ

ン酸誘発レベルの神経新生中に、神経前駆細胞の増殖の低下、 新生ニューロンの異

常な移動の増加、成体期以降のてんかん自然発症、異常な海馬構造を示すことを明

らかにした。一方で、野生型マウスと比較して、fosBd/dマウスの海馬では神経前駆

細胞の basal レベルの増殖は同程度で、カイニン酸誘発の増殖は減少しており、新

生神経細胞の異常な移動は減少していた。また、重要なことに、fosBd/d マウスはて

んかんの自然発症、てんかん脳波、異常な海馬構造を示さなかった。 

 本実験で、我々は fosBd/dと fosBG/G変異(fosB 完全欠損)マウスの様々なフ

ェノタイプを、野生型とした C57BL/6J マウスのフェノタイプと比較した。変異マ

ウスのラインは C57BL/6J マウスと 12 世代以上バッククロスした。しかし、それ

でもなお、C57BL/6J マウスと変異マウスでは、７番染色体上の変異 fosB 遺伝子座

の近くに、かなりの量のアレルの違いが予想された(Flaherty and Bolivar, 2007)。自

然発症のてんかん、うつ様行動、海馬の成体神経新生の程度に関して、fosB 完全欠

損マウスは C57BL/6J マウスと fosBd/d マウスと比較してかなり異なるフェノタイ

プを示したが、C57BL/6J マウスと fosBd/dマウスはむしろ類似したフェノタイプを

示した。また、これらのフェノタイプはバッククロスの世代を通じて維持された(N 

= 4 から N = 12 もしくは 17) (データ示さず)。７番染色体におけるアレルの違いが

フェノタイプを変えている可能性は依然否定できないが、我々の結果は、今回報告

したフェノタイプが少なくとも部分的には fosB 遺伝子座によって決定されている

ことを示している。 

我々は以前、fosB 完全欠損マウスがうつ様行動を増加し、一方で FosB の

発現が減少し、FosB と2FosB の発現が増加している fosB+/dマウスでは抗うつ

様行動を示すことを発見した(Ohnishi et al., 2011)。これらのデータは fosB 産物の

うち、特にFosB と2FosB が成体海馬の正常な神経新生を促進及び維持してい

ることと、うつとてんかんの自然発症を抑制していることを示唆している。また、

以前の研究は、ECS を繰り返すと前頭前野皮質で fosB 産物の発現が誘導されるこ

とと、ECS の繰り返しに対する耐性が fosB 完全欠損マウスでは有意に減弱するこ

とを示している(Hiroi et al., 1998)。以上から、fosB 産物は脳の多様な領域において

けいれん発作に対して多様な効果を持っていることが示唆された。  

 

fosB は特定の遺伝子を制御して、正常な神経新生を維持し、てんかん自然発症を

抑制している 

遺伝子発現プロファイルにより Vgf、Gal、Trh、Penk、Srxn1 の発現は FosB によ

って制御されており、また程度は弱いが FosB/2FosB によっても制御されてい

る可能性が示された。これらの遺伝子のうち、Vgf と Gal は神経新生とけいれん発

作に関与していることが報告されており(Abbosh et al., 2011; Mazarati et al., 2000; 
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Newton et al., 2003; Thakker-Varia et al., 2007)、それらの発現は FosB と

FosB/2FosB によってアップレギュレートされていると推測された(補足図 10)。

これらの結果は、fosBd/d ではなく fosB 完全欠損マウスのみが神経新生の重度の低

下とてんかんの自然発症を示す理由を説明できるかもしれない(図 2f, 4)。 

GABA 作動性の介在神経細胞はてんかんの抑制において重要な働きを担う

ことがよく知られている(Perucca and Mula, 2012)。この実験で、我々は fosBd/d マ

ウスと fosB完全欠損マウスの両方のDGで parvalbumin陽性の介在神経細胞の密度

がわずかに減少しているにも関わらず(補足図 9)、fosB 完全欠損マウスのみがてん

かんを自然発症することを発見した。しかしながら、カイニン酸投与後は、fosB 完

全欠損マウスで GABAの放出を促進する TRH(Deng et al., 2006)の mRNAの発現が

最も低く、一方カイニン酸未処理の状態では、fosBd/dマウスで TRH mRNA の発現

が最も高いことが分かった(補足図 10)。このことも同様に、fosB 完全欠損マウスで

てんかんが自然発症することに寄与しているかもしれない。注目すべきことに、炭

酸脱水酵素 12 をコードしている Car12 mRNA の発現レベルは aged の fosB 完全欠

損マウスでのみ 2 倍以上増加していた(表 1)。炭酸脱水酵素の阻害剤であるトピラ

マート 1 は広範囲に使用される抗てんかん薬である(Winum et al., 2009)。FosBと

同様に、FosB と2FosB も Car12 の発現を抑制しており、このことがてんかん

の抑制につながっていると推測された。  

 

FosB と2FosB は正常な成体海馬の構造を維持する 

fosB 完全欠損マウスはてんかんのげっ歯類モデルやヒトのてんかん患者の脳で見

られる海馬の構造異常によく似た異常を示す (Fahrner et al., 2007)。fosB 完全欠損

マウスで、DG の GCL が波状もしくは層が薄いという異常が観察されたが、それら

は海馬の神経新生の減少と新生神経細胞の移動異常によるものかもしれない。以前、

チロシンキナーゼ fyn の欠損マウスが類似した波状の層構造の DG を示し(Grant et 

al., 1992)、聴原発作に対する感受性が高いことが報告されている(Miyakawa et al., 

1995)。fosBd/dマウスはこれらの構造異常を示さないことから、FosB と2FosB

が存在すれば、DG の構造異常を抑制するのに十分であることが示唆された。  

fosB が制御している 10 遺伝子のうち、 ロイシンリピート 2 を含むイムノ

グロブリンスーパーファミリーをコードしている Islr2 は、ヒトの神経細胞移動異常

のマウスモデルでダウンレギュレートされており、またてんかん患者では変異が報

告されている(Pramparo et al., 2011)。SMAD3 と DLK1 は細胞の移動に関与するこ

とも報告されている(Wang and Symes, 2010; Yin et al., 2006)。我々は以前、マウ

スの胚性幹細胞で、FosB/2FosB が positive に、FosB が negative に、細胞基質

間接着とTGF-1シグナル経路を制御していることを報告した(Ohnishi et al., 2008)。

更に、成体マウスの線条体と海馬で、重要な細胞-細胞接着分子である E-カドヘリ

ンが fosB 遺伝子の間接的なターゲットであることも明らかにしている(Ohnishi et 

al., 2011)。以上のことから、fosB 産物は間接的に細胞移動を制御しており、海馬の

構造の維持を制御していることが示唆された。 

 

fosB は神経新生を促進する遺伝子の制御を通じて、うつ様行動を抑制しているか
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もしれない 

最近、成体で新生した海馬の顆粒細胞は、内分泌レベルと行動レベルの両方でスト

レス活性を動的に制御していることが報告された(Snyder et al., 2011)。VGF と GAL

は海馬の神経新生の促進あるいはその他の作用によって抗うつ作用を及ぼすと考え

られている。Vgf はうつ病の動物モデルやヒトの双極性障害患者の死後脳でダウン

レギュレートされている(Thakker-Varia et al., 2010; Thakker-Varia et al., 2007)。

GAL はヒトのうつ病患者で抗うつ作用を示すが(Murck et al., 2004)、その作用の一

部は、GAL が海馬の神経新生に直接作用してもたらされている可能性がある

(Abbosh et al., 2011)。更に、海馬で TRH が誘導されると、同様に抗うつ作用をも

たらす可能性が指摘されている(Sattin et al., 1994)。以上から、我々の今回の発見は 

fosB がこれらの遺伝子を通じてうつ様行動を抑制していることを示唆している(補

足図 11)。 

 

fosB ターゲットはオートクライン/パラクラインの様式で作用している可能性があ

る 

fosB 産物の発現はカイニン酸処理後に、海馬の成熟神経細胞、SOX2 陽性/GFAP 陰

性神経前駆細胞、未成熟神経細胞中で有意に増加していた。Ki67 陽性の増殖細胞は

fosB 産物を発現していなかった。静止状態の神経芽細胞と胚性皮質細胞では、内在

性の FosB またはFosB の発現が増殖を誘導する (Kurushima et al., 2005; 

Nakabeppu et al., 1993)。従って、カイニン酸処理や虚血などの脳への刺激は、直

後に且つ一過性に神経幹細胞での fosB 発現を誘導し、それによって神経幹細胞自身

の増殖が刺激されるのではないかと推測される。  

Table 1, 10 にリスト化された遺伝子は、Allen Institute for Brain Science に

より提供されている in situ hybridization (ISH) images (http://mouse.brain-map.org/) で

確認できるように、海馬の神経細胞で発現している。VGF、TRH、GAL、PENK は

分泌性分子なので、fosB が発現している海馬の神経細胞自身で発現・機能している

可能性はあるが、同様にオートクライン/パラクラインの様式で隣接した前駆細胞を

制御する作用もあるかもしれない。  

                結論 

 

本実験では fosB 完全欠損マウスが、一遺伝子の欠損により、神経新生の異常を伴

うてんかんとうつを併発することから、てんかん患者における高頻度のうつ病併

発に対して遺伝学および分子生物学的な根拠を与える最初のマウスモデルである

ことを示した。うつとてんかんは同様の遺伝子基盤を持つことが知られているので

(Hesdorffer et al., 2012)、今後 fosB 遺伝子の変化とその発現がヒトのうつ病とてん

かんに関与しているかどうか調べることが重要であろうと思われる。このような変

化を同定できれば、これらの複雑な疾患の診断と治療への洞察が得られるだろう。

http://mouse.brain-map.org/)%20で確認できるように、海馬の神経細胞で発現している
http://mouse.brain-map.org/)%20で確認できるように、海馬の神経細胞で発現している
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図表及び説明 

 

図 1. 野生型、fosB 完全欠損、fosBd/d マウスの成体海馬では、FosB・FosB・2FosB 

の発現が異なる 

(a)海馬核抽出物中の fosB 産物のウェスタンブロッティング。核抽出物 (1 レーン

あたり 12.5 μg タンパク質) は生理食塩水(C)またはカイニン酸(6 h, 24 h)投与後の

海馬から調製し、抗 FosB (5G4)抗体を用いたウェスタンブロッティングに用いた

(上パネル)。 fosB産物は以下の通りに強調した: 太い黒矢頭(FosB), 白矢頭(FosB), 

細い黒矢頭(2FosB)。転写後の膜は Ponceau S 染色した(下パネル)。定量結果は

補足図 1a に示した。 (b)カイニン酸投与後 0 h (control), 6 h, 24 h の野生型マウス、

fosBd/d マウス、fosB 完全欠損マウスの海馬における、fosB 産物の免疫組織化学結

果。抗 FosB (N) 抗体を fosB 産物 (FosB、FosB、2FosB)検出のために用いた。 

スケールバー: 500 µm。(c) カイニン酸投与後 0 h (control)、6 h、72h の野生型マウ

スの DG における、レーザー共焦点顕微鏡による fosB 産物免疫蛍光の解析。fosB

産物の検出（赤）のために、３種類の異なる fosB 産物抗体として抗 FosB (5G4)抗

体、抗 FosB (C)抗体、抗FosB 抗体を用いた。神経前駆細胞マーカーの SOX2 タ

ンパク質(緑)は主に DG の SGZ で検出された。矢印は fosB 産物と SOX2 の両方を

発現している細胞を示す。 細胞全体の Orthogonal projections 画像を示した。スケ

ールバー: 50 µm。SOX2 陽性細胞集団中の抗 FosB 抗体陽性細胞の割合を括弧内に

SEM と共に示した。各動物中に(N=3)、100 個以上の SOX2 陽性細胞-positive cells 

が観察された。*p = 0.0421 (カイニン酸投与後 6h 後のFosB 抗体反応陽性細胞集

団に対する抗 FosB (C)抗体反応性, Fisher’s exact test). 

 

図 2. fosB 完全欠損マウスは成体海馬の神経前駆細胞の増殖が basal レベル及びカ

イニン酸誘導後共に減少する  

(a) 実験デザイン。マウスに生理食塩水(control)またはカイニン酸投与後３日間、1

日 2 回 BrdU を投与した。 脳切片は 6 日目に調製し、BrdU 陽性細胞を検出した。

(b) 野生型(control)、fosBd/d、fosB 欠損マウスの成体 DG における BrdU 免疫組織化

学。スケールバー: 200 µm。(c) レーザー共焦点顕微鏡による神経系譜マーカーDCX 

(緑)と NeuN (青)、及び BrdU（赤）の免疫蛍光の解析。スケールバー: 50 µm。(d) DG

の BrdU 陽性細胞のフェノタイプ。三重ラベル細胞  (白色の矢頭で示した

BrdU+/DCX+/NeuN+)と二重ラベル細胞 (マゼンタ色の矢頭で示した BrdU+/NeuN+)

を示すために細胞全体の Orthogonal projection 画像を示した。BrdU+のみでラベル

された細胞、もしくは BrdU+/DCX+二重ラベルされた細胞はこのパネルの中では見

つからなかった。スケールバー: 50 µm。(e) fosB 産物は新生神経細胞の分化に影響

しない。BrdU 陽性細胞のフェノタイプを決定する為に、各グループから 2 匹ずつ、

各動物の免疫染色切片から 100 個ずつの BrdU 陽性細胞を解析した。全てのジェノ

タイプで、BrdU 陽性細胞の大部分が DCX と NeuN の両方もしくはどちらか片方を

発現していた。棒グラフは BrdU+/DCX-/NeuN- (黒色), BrdU+/DCX-/NeuN+ (灰色), 
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BrdU+/DCX+/NeuN- (斜線) and BrdU+/DCX+/NeuN+ (白色)細胞の割合を示している。

(f) DG の BrdU 陽性細胞密度を定量した。 各グループ N = 5; エラーバー, 平均値 ± 

SEM; 黒色の棒グラフ, 野生型; 灰色の棒グラフ, fosBd/d; 白色の棒グラフ, fosB 完

全欠損。One-way ANOVA (control, F2,12 = 9.56, p = 0.0033; KA, F2,12 = 10.08, p = 

0.0027)。P 値(Tukey–Kramer HSD post hoc comparison)を示した。 

 

図 3. 成体 fosB完全欠損マウスでは海馬の神経前駆細胞の異常な移動が増加する 

図 2a に示すように、マウスに生理食塩水(control)もしくはカイニン酸投与後３日間、

1 日 2 回 BrdU を投与した。６日目に脳切片を調製し、BrdU 陽性細胞を検出した。

(a) fosBG/Gマウスの hilus における BrdU（赤）、DCX(緑)、NeuN（青）の免疫蛍光

の共焦点顕微鏡による解析。矢頭は異所性の神経芽細胞または未成熟な神経細胞

(BrdU+/DCX+/NeuN+)を示している。細胞全体の orthogonal projections 画像を示し

た。スケールバー: 50 µm. (b) hilus における BrdU 陽性細胞の密度。各グループ N = 

5; エラーバー, 平均値 ± SEM; 黒色の棒グラフ, 野生型; 灰色の棒グラフ, fosBd/d;

白色の棒グラフ, fosB 完全欠損。One-way ANOVA (control: F2,12 = 2.53, p = 0.121; 

KA: F2,12 = 8.58, p = 0.0049). P 値(Tukey–Kramer HSD post hoc comparison) を示

した。(c) DG 全体の BrdU 陽性細胞総数から算出した hilus に存在する BrdU 陽性細

胞の割合。各グループ N = 5; error bars, 平均値 ± SEM; 黒色の棒グラフ, 野生型; 

灰色の棒グラフ, fosBd/d; 白色の棒グラフ, fosB完全欠損。One-way ANOVA (control: 

F2,12 = 14.53, p = 0.0006; KA: F2,12 = 20.17, p = 0.0001). P 値(Tukey–Kramer HSD 

post hoc comparison)を示した。 

 

図 4. Aged の fosB 完全欠損マウスは、海馬に焦点を持つてんかん性放電脳波と異常

な DG 構造を示す 

(a) 自然発症てんかんの未発症率。野生型マウスと fosBd/d マウス, N = 10; fosB 完

全欠損マウス, N = 40. *p < 0.0001, Kaplan–Meier method and log-rank test (2 = 

40.94, df = 2)。(b) 50-70 週齢の野生型マウス(上パネル), fosBd/d マウス(中パネル) 

と fosB完全欠損マウス(下パネル) の、同時に測定した海馬と皮質の脳波。 Lt cortex,

左皮質 ; Rt cortex, 右皮質 ; Lt hipp,左海馬 ; Rt hipp, 右海馬。 各グループ N = 5。

スケールバー: X 軸, 4 秒; Y 軸, 0.5 mV。(c) 野生型, fosBd/d, fosB 完全欠損マウスの

Nissl 染色した海馬の冠状断切片。fosB 完全欠損マウスでは、けいれん発作の有無

にかかわらず、特徴的な異常な細胞配置 (矢頭)と GCL の薄層化(双方向矢印) が観

察された。Seizure−,けいれん発作の履歴無し; Seizure+, けいれん発作の履歴有り。

スケールバー: 500 µm。 
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表1. fosB産物によって制御される神経新生、うつ、てんかんの候補遺伝子 

  Fold change Literature# 

Symbol Gene name Untreated 24 h after KA 
AP-1 ECS Neurogenesis Depression 

Epilepsy or 
seizures   null/wt dd/wt null/dd null/wt dd/wt null/dd 

Young             

Vgf 
VGF nerve growth factor 
inducible 

  -1.29 -1.42  -1.23 
(Canu et al., 

1997) 
↑ (Wang et al., 

2010) 
(Thakker-Varia et 

al., 2007) 
(Thakker-Vari
a et al., 2007) 

(Newton et al., 
2003) 

Dlk1 
delta-like 1 homolog 
(Drosophila) 

-1.22        
(Surmacz et al., 

2011) 
  

Smad3 MAD homolog 3 (Drosophila)    -1.67   
(Verrecchia et 

al., 2001) 
 

(Wang and 
Symes, 2010) 

  

Gal galanin prepropeptide    -2.30* -1.86 -1.24 
(Anouar et al., 

1999) 
↑ (Wang et al., 

2010) 
(Abbosh et al., 

2011) 
(Abbosh et 
al., 2011) 

(Mazarati et al., 
2000) 

Trh 
thyrotropin-releasing 
hormone 

   -3.26* -2.50* -1.30 
(Cote-Velez et 

al., 2005) 
↑ (Wang et al., 

2010) 
 

(Sattin et al., 
1994) 

(Deng et al., 
2006) 

Islr2 
Immunoglobulin  
superfamily containing 
leucine-rich repeat 2 

   -1.33       
(Pramparo et 

al., 2011) 

Penk preproenkephalin 1    -2.17* -1.51 -1.44 
(Hyman et al., 

1988) 
  

(Ogden et al., 
2004) 

(Lason et al., 
1994) 

Srxn1 
sulfiredoxin 1 homolog 
(S. cerevisiae) 

  -1.21    
(Soriano et al., 

2008) 
   

(Soriano et al., 
2008) 

Serinc2 serine incorporator 2      -1.38     
(Inuzuka et al., 
2005) 

aged             

Ca12 carbonic anhydrase XII 2.21   ND ND ND     
(Halmi et al., 
2006; Winum et 
al., 2009) 

fosB完全欠損マウスの海馬で変化していた63遺伝子のうち、10遺伝子が神経新生、うつ、てんかんに関与する遺伝子だった。 倍率変化(null/wt, fosB

完全欠損対野生型; dd/wt, fosBd/d 対野生型; null/dd, fosB 完全欠損対 fosBd/d). 太字は倍率変化が 1.2 より大きい、もしくは-1.2 より小さく、且つ

unpaired t-testでp値が0.05未満のものを示している。アスタリスク付きの数字は倍率変化が2.0より大きい、もしくは-2.0より小さく、且つANOVA

でp値が0.05未満のものを示している。P値の計算; Asymptotic Multiple Testing Correction; Benjamini Hochberg FDR (Benjamini and Hochberg, 1995). 
#文献のカラムは以下のカテゴリーに対する以前のエビデンスを示している。AP-1: プロモーター領域中のAP-1部位の存在もしくはAP-1転写因子と

の相互作用の報告(+); ECS:ECSによってアップレギュレートされるエビデンス (↑); NG: 神経新生への関与; DP: うつへの関与; E/S: けいれん発作が

関与する制御もしくはてんかんが関与する制御. ND, 解析を行っていない。
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            補足実験法 

 

実験動物の飼育環境 

全ての動物は空調設備下、光照射時間制御下、特定病原体無しの状態で維持した。

全ての動物の取り扱いは国際ガイドラインを遵守し、九州大学動物実験委員会の承

認を得て行った。 

 

fosBG 及び fosBd のジェノタイピング 

fosBGアレルのジェノタイピングは LGFFB-1 (5’-CTCGTTTAGGACACAGG 

CACAGT-3’) プライマーと FBEX2U (5’-ACGGTCACCGCAATCACAAC-3’) プライ

マーを用いた genomic polymerase chain reaction (PCR) で行った。fosBd アレルの

ジェノタイピングは UIP (5’-CAATGCCCCCTTCTGCCCTTTA-3’) プライマーと  

LIP (5’-TGCTACTTGTGCCTCGGTTTCC-3’) プライマーを用いた genomic PCR 

で行い、導入された変異を既に報告されている方法に従って (Ohnishi et al., 2008) 、

genomic PCR 産物の DNA 配列決定により確認した。 

 

Seizure scoring 

てんかん様発作の程度を比較するため、カイニン酸投与後 2 時間観察し、既に報

告されている以下の基準に従って (Kajitani et al., 2006)、発作を点数化し記録した。 

0, no reaction; 1, arret of motion; 2, myoclonic jerks of the head and neck, with brief 

twitching movements; 3, unilateral clonic activity; 4, bilateral forelimb tonic and 

cloinic activity; 5, generalized tonic-clonic activity with loss of postural tone including 

death from continuous convulsion。最後の BrdU 投与から 1 日後に、マウスを殺

処理した。 

 

抗体 

ウサギ抗 FosB (N) 抗体は fosB 産物の N 末端 79-130 アミノ酸を認識するため、

fosB 産物全て (FosB, FosB and 2FosB) を認識する(Nakabeppu and Nathans, 

1991)。ウサギ抗 FosB (C) 抗体は FosB の C 末端 245-315 アミノ酸に対して作

製しているため、FosB と2FosB は認識せず、FosB のみ認識する(Nakabeppu 

and Nathans, 1991)。FosB は認識せずFosB と2FosB のみ認識するウサギ抗

FosB ポリクローナル抗体 (#9890, 1:100) と、fosB 産物全て(FosB, FosB and 

2FosB) を認識するウサギ抗 FosB モノクローナル抗体  (5G4) (1:1000 for 

western blotting; 1:500 for immunohistochemistry) は、Cell Signaling Technology 

Japan KK (Tokyo, Japan)より購入した。マウス抗 BrdU モノクローナル抗体

(1170376, 1:800) は、Roche Diagnostics Japan (Tokyo, Japan) より購入した。ラ

ット抗 BrdU モノクローナル抗体 (ab6326, 1:1000) は、Abcam KK (Tokyo, Japan) 

より購入した。アストロサイトと神経幹細胞のマーカーである GFAP を認識するマ
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ウス抗 GFAP モノクローナル抗体 (G3893, 1:1500) は Sigma-Aldrich Japan KK 

(Tokyo, Japan) より購入した。成熟神経細胞のマーカーである NeuN を認識する

マウス抗 NeuN 抗体 (MAB377, 1:400) は、Chemicon (Temecula, CA, USA) より

購入した。神経前駆細胞のマーカーである SOX2 を認識するヤギ抗 SOX2 抗体 

(Y-17, sc-17320, 1:500) と、神経前駆細胞と未成熟な神経細胞のマーカーである 

DCX (Lugert et al., 2010)を認識するヤギ抗 DCX 抗体 (sc-8066, 1:100)は、Santa 

Cruz Technology (Santa Cruz, USA) より購入した。 Alexa 蛍光ラベル二次抗体は 

Invitrogen Japan (Tokyo, Japan) より購入した。ウサギ抗 Ki67 ポリクローナル抗

体 (NCL-Ki67p) は Leica Microsystems (Tokyo Japan) から購入した。介在神経細

胞のマーカーである  parvalbumin を認識するマウス抗  parvalbumin 抗体 

(MAB1572, 1:5000) は、Millipore (Temecula, CA, USA) より購入した。 

 

組織処理法及び免疫組織化学 

マウスはペントバルビタール(100 mg/kg 腹腔内投与)により深麻酔し、生理食塩水

を心臓から灌流後、0.1M PBS に調整した 4% パラフォルムアルデヒド(PFA)によ

り灌流固定した。摘出した脳は 4℃にて 4% PFA 中で 12 時間固定した後、凍結保

護のために20%及び30%スクロース溶液に4℃にて48時間浸漬した。脳は凍結後、

使用するまで-80℃に保存した。クリオスタットにて 40 m の厚さの連続冠状断の

脳切片を作製し、PBS 中に浮遊切片として回収し、既に報告されている方法に従っ

て (Kajitani et al., 2000)、免疫組織化学(IHC)を行った。デジタル画像は AxioCam 

CCD カメラを装備した Axioskop2 Plus 顕微鏡 (Carl Zeiss Microimaging Japan, 

Tokyo, Japan)を用いて取得した。 

 

ウェスタンブロッティング 

マウス脳より単離した海馬を、氷冷した 1 ml の溶解バッファー(10 mM Tris-HCl (pH 

7.5)、0.32 M sucrose、protease inhibitor cocktail (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)を

添加)に懸濁後、4℃ にてポッター型ホモジナイザーでホモジナイズした。細胞溶解

液を 1000 × g で 10 分間遠心分離後、沈殿物を 1 ml の抽出溶液(10 mM Tris-HCl 

(pH 7.5)、0.32 M sucrose、1 mM EDTA-NaOH (pH 8.0)、1 mM EGTA-NaOH (pH 8.0)、

5 mM DTT、protease inhibitor cocktail、0.5% NP-40) に懸濁した。氷上で 5 分間

静置後、1,000×g で 10 分間遠心分離した。沈殿物を 120 l の抽出バッファー(50 

mM Tris-HCl (pH 7.5)、10% glycerol、400 mM NaCl、1 mM EDTA-NaOH (pH 8.0)、

1 mM EGTA-NaOH (pH 8.0)、5 mM DTT、0.5% NP-40、protease inhibitor cocktail) 

に溶解し、氷上に 30 分静置後、17,500 × g で 7 分間遠心分離した。回収した上

清を海馬核抽出物として使用した。核抽出物を SDS-PAGE (12.5%) で泳動分離し、

抗 FosB 抗体を用いて既述 (Kajitani et al., 2000, Nakabeppu et al., 1993; Ohnishi 

et al., 2011) の方法に従いウェスタンブロッティングをおこなった。各タンパク質

量は Image J 1.46r (National Institute of Health, MD, USA)によって定量した。 

 

レーザー走査共焦点顕微鏡 
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適切な一次抗体と Alexa 蛍光ラベル二次抗体と反応させた浮遊切片を 0.05 μg/ml 

の DAPI (Sigma-Aldrich Japan KK)を含む溶液で 10 分間室温にて反応させ、

Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)でスライドグラス上にマウ

ントした。共焦点画像は LSM510 META Confocal Microscope System (Carl Zeiss 

Microimaging Japan)を用いて取得した。比較実験の切片は、全て同時に処理した。 

 

免疫組織化学における免疫反応性の定量 

グレースケールの画像を Adobe Photoshop CS5 (Adobe System, San Jose, CA, 

USA)を用いて反転し、Imaje J 1.46r を用いて、示した領域の抗体反応性の強度を定

量した。 

 

Unbiased stereological counting 法を用いた BrdU 陽性細胞と parvalbumin 陽性

細胞のカウント 

カイニン酸投与後の海馬の増殖細胞を標識するために、マウスに 1 日 2 回、3 日間、 

50 mg/kg の BrdU を投与し、最後の BrdU 投与の 1 日後に殺処理した(Tashiro et al., 

2007)。 

浮遊切片を 50% ホルムアルデヒドを含む 2×SSC中で 65℃で 2 時間インキュベー

トした。切片を PBS-T (0.3% TRIRON X-100 を含む PBS)で洗浄し、H2O に 10 分

間浸漬した。次に切片を 2M HCl で室温 30 分間処理し、BrdU 抗体を用いて免疫染

色した。歯状回の GCL 及び hilus の BrdU 陽性細胞の数を、１動物個体から 8 - 9 枚

の両側海馬冠状断切片を 240 m おきに(bregma-1.35 〜 -3.51 mm) (Franklin and 

Paxions, 1997)、半自動的ステレオロジーシステム (Stereo Investigator, MBF 

Bioscience, Williston, VT)の fractionator program を用いて定量した。軸の距離

60-125-μm ごとに、カウント基準に合う細胞を optical dissector の原理に従ってカ

ウントした(Kempermann et al., 1998)。対応する体積も同様に定量した。GCL また

は hilus の体積は、切片サンプル間の距離と各切片のトレースした領域の合計によ

って定量した。 

 Aged マウスの DG における、parvalbumin 陽性の介在神経細胞数をカウン

トするために、浮遊切片を抗 parvalbumin 抗体を用いた免疫組織化学法で処理し、

上で述べた unbiased ステレオロジーにより解析した。対応する DG の体積も定量

した。 

 

自然発症けいれん発作の脳波 (EEG) 記録 

脳波 (EEG) 記録を用いて自然発症の電気的な発作を記録する為に、マウスを以下

のグループに分けた: 臨床的な発作が観察された fosB完全欠損マウス(N=11); 臨床

的な発作が観察されなかった fosB 完全欠損マウス(N=6); fosBd/dマウス(N=6) と野

生型マウス(N=6)。脳波モニタリングの為の電極は、マウスの両側の大脳皮質と海

馬に設置した。プロトコールは 3 グループ全てで独立して行った。ペントバルビ

タール (50 mg/kg、腹腔内投与)で深麻酔後、動物を定位固定の枠に固定し、頭皮を

切って、頭蓋を露出した。ステンレススチールの頭蓋ねじ (長さ 3 mm、直径 1.4 
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mm) を、左前外側の位置 (bregma に対し 1 mm 前側、正中線から 2 mm 左)と右

前外側の位置 (bregma に対し 1 mm 前側、正中線から 2 mm 右)に設置した。ね

じったニクロムの針金で作製した深部記録電極 (直径 0.02 mm) を定位的に両側

海馬の CA1 領域に挿入した (bregma から 3 mm 後方、正中線から 3 mm 外側、

皮質表面から 3mm 深部)。基準ねじは前頭骨に設置した。全ての電極は、8 チャ

ネルの標準増幅器に連結した(MEG-6168; Nihon Kohden, Tokyo, Japan)。脳波記録

は マウス毎に 24 時間連続監視し、自然発症の電気的発作を調べた。皮質のスクリ

ュー電極と海馬の深部電極によって記録された脳波は、PowerLab/8SP data 

acquisition system(AD Instruments, Bella Vista, Australia)とソフトウェア(NB75H; 

Fujitsu, Tokyo, Japan)によって回収し解析した。皮質と海馬からのてんかん性放電

は、明らかに高い増幅の棘波と徐波、もしくは多棘として特定した。電極の位置は

病理学的に確認した(補足図 5)。 

 

リアルタイム RT-PCR 解析 

Total RNA は ISOGEN を用いて、マウスの海馬から調製した。一本鎖 cDNA は High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems Japan, Tokyo, 

Japan)を用いて、取扱説明書に従って合成した。Vgf、Smad3、Galanin、Trh、Sema3e 

mRNA の定量的リアルタイム RT-PCR は、Thunderbird™ SYBR® Green qPCR MIX 

(Toyobo, Osaka, Japan)を用いて ABI Prism® 7000 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems Japan, Tokyo, Japan)で、３段階の反応で行った。プライマー

リストを補足 Table 3 に示す。発現レベルは Gapdh mRNA に対して標準化し、カ

イニン酸未処理の野生型海馬における発現レベルに対して、各グループにおける

Vgf、Smad3、Galanin、Trh、Sema3e、Trh、Sema3e mRNA の相対的なレベルを

算出した。 
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            補足の図表及び説明 

 

補足図 1. fosB 産物の発現レベルの定量的な解析 

(a)図 1a に示した海馬核抽出物中の抗 FosB(5G4)抗体を用いたウェスタンブロッ

ティングで検出された FosB、FosB、2FosB のバンドの定量。野生型マウス(0 h)

中の FosB バンドの強度に対する相対値を示した(N = 3, 平均値± SEM)。黒い棒グラ

フ, 野生型; 灰色の棒グラフ, fosBd/d;白い棒グラフ, fosB完全欠損。 ジェノタイプ、

時間、時間とジェノタイプ間の相互作用の効果の P 値を示した(two-way ANOVA, 

FosB: F8,18 = 330.43, p < 0.0001; FosB: F8,18 = 24.42, p < 0.0001;  FosB: F8,18 = 

16.49, p < 0.0001)。 同じ文字(A から D)でつながっていないものは有意に異なる(p 

< 0.05, Tukey-Kramer HSD post-hoc comparison)。 (b) カイニン酸投与後 0 h 

(control)、6 h、24 h の野生型、fosBd/d、fosB 完全欠損マウスの成体海馬における fosB

産物の免疫組織化学。fosB 産物(FosB,FosB,2FosB)検出の為に抗 FosB (5G4)

抗体を使用した。スケールバー: 500 µm。抗体反応性(IR)の強度の定量に用いた、

グレイスケールを反転した画像を示す。(c)海馬の様々な領域の抗 FosB(5G4)抗体反

応性の定量。抗体反応性の強度を測定した CA1、CA2 (CA1/CA2)、CA3、DG、hilus

の領域を示す。(d) カイニン酸投与後の野生型海馬の様々な領域における fosB 産物

の発現。CA1/CA2、CA3、DG、hilus における抗 FosB(5G4) 抗体反応性の平均強

度を示した(N = 4, 平均値 ± SEM)。時間、領域、時間と領域の相互作用の効果の P 値

を示した(two-way ANOVA, F17,198 = 124.49, p < 0.0001)。同じ文字(A から F)でつな

がっていないレベルは有意に異なる (p < 0.05, Tukey-Kramer HSD post-hoc 

comparison)。 

 

補足図 2. カイニン酸投与後の海馬の神経細胞における fosB 産物の発現 

(a)カイニン酸投与後 72 時間の野生型海馬における NeuN 陽性成熟神経細胞中の

fosB 産物発現。抗 FosB (5G4) (緑)抗体と抗 NeuN (赤)抗体を用いた。重ね合わせ画

像を示した。スケールバー: 50 μm。(b) カイニン酸投与後 72 時間の野生型マウス

の CA1-3 領域の錐体細胞は fosB 産物を発現していた。抗 FosB 抗体(5G4) (緑)と

抗 NeuN 抗体(赤)を用いた。重ね合わせた orthogonal projection 画像を示した。ス

ケールバー: 50 μm。 

 

補足図 3. カイニン酸投与後の DG の未成熟神経細胞における fosB 産物の発現 

抗 FosB (5G4) 抗体(赤)、抗 GFAP 抗体 (緑, 左パネル)、抗 Ki67 抗体(緑, 中央パネ

ル)、抗 DCX 抗体(緑, 右パネル) を用いた。矢頭はカイニン酸投与後 6 時間と 72

時間に fosB 産物を発現している星形アストロサイトを示す。放射状の突起を GCL

全体に広げて、DG の分子層内部で分枝している放射状グリア様の GFAP 陽性細胞

は fosB 産物を発現していなかった。fosB 産物を発現している Ki67 陽性細胞は観察

されなかった。矢印はカイニン酸投与後 72 時間後に fosB 産物を発現していた、長

い突起を持った doublecortin(DCX)陽性の未成熟新生神経細胞を示す。軸索様の突起
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を持たない DCX 陽性細胞は fosB 産物を発現していなかった。細胞全体の

orthogonal projections 画像を示した。スケールバー: 50 μm。 

 

補足図 4. カイニン酸投与後の DG の神経前駆細胞における fosB 産物の発現 

カイニン酸投与後に FosB、FosB/2FosB の両方が、活性化 SOX2 陽性細胞中で

一過性の発現が誘導されていた(Lugert et al., 2010)。静止期の GFAP 陽性神経幹/

前駆細胞と、Ki67 陽性の増殖神経前駆細胞/神経芽細胞は fosB 産物を発現していな

かった。カイニン酸投与後数日の DG 中の DCX 陽性の新生未成熟神経細胞は

FosB/2FosB を弱く発現していた。 

 

補足図 5. DCX、NeuN、BrdU 免疫蛍光のレーザー走査共焦点顕微鏡による解析 

マウスに生理食塩水(control)またはカイニン酸投与後に３日間、１日２回 BrdU を投

与し、脳切片を作製した。神経系マーカーDCX (緑)と NeuN (青)、及び BrdU (赤)

の免疫蛍光をレーザー走査共焦点顕微鏡により取得した画像と、図 2c に示したそ

れらの重ね合わせ画像をそれぞれ示している。スケールバー: 50 µm. 

 

補足図 6. fosB 産物は新生神経細胞の生存には影響しない 

(a) BrdU 投与後、1 日目と 70 日目の、野生型マウスと fosB 完全欠損マウスの DG

における BrdU の免疫組織化学。スケールバー, 200 µm。(b) BrdU 投与後 70 日目の

DG における BrdU 陽性細胞の生存率。DG の BrdU 陽性細胞密度をステレオロジー

により定量した。70 日目の BrdU 陽性細胞の生存率は、野生型マウスと fosB 完全

欠損マウスで違いは見られなかった(Student t-test, p=0.7386)。エラーバー: 平均値 

± SEM; 1 日目 N=5、70 日目 N=3。(c) BrdU 投与後 70 日目の野生型(上)と fosB 完

全欠損(下)マウスの DG における、BrdU (赤)と NeuN(緑)の免疫標識の重ね合わせ画

像。BrdU 投与後 70 日目の野生型と fosB 完全欠損マウスの DG における BrdU 陽性

細胞は顕著に減少していたが、生存していた BrdU 陽性細胞は NeuN 陽性の神経細

胞に成熟していた。スケールバー: 50 μm。 

 

補足図 7. カイニン酸投与後の fosB
d/d
、fosB完全欠損、野生型マウスのけいれん発作

反応 

(a) Seizure score。カイニン酸投与(25 mg/kg, 腹腔内投与)後の 2 時間、５分毎に、

材料と方法に記載した通りの方法でけいれん発作を観察し、各時間の平均値を SEM

とともにプロットした。40 匹の野生型マウスを観察し、点数化したが、2 時間の観

察後に９匹が死亡した。一方、各 20 匹の fosB
d/d

と fosB 完全欠損マウスを観察、点

数化したところ、2 時間の観察後に、それぞれ 6 匹と 2 匹が死亡した。白い丸, 野

生型マウス; 白い三角, fosB
d/d

マウス;黒い四角, fosB 完全欠損マウス。３つのマウ

スグループ間に有意な違いはなかった(ジェノタイプ, p=0.6145;時間, p<0.0001;相
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互作用, p=0.0759, ordinal logistic fit, effect likelihood ratio tests)。 (b) 野生型、fosBd/d、

fosB 完全欠損マウスの海馬の Nissl 染色した冠状切片。カイニン酸投与後６日では、

全てのマウスラインで顕著な海馬の傷害は見られなかった。スケールバー, 500 µm。 

 

補足図 8. 電極の設置場所の確認 

電極は CA1-DG (a 中の矢印)と冠状縫合皮質(a 中の矢頭)に定位的に移植した。正し

く移植されていることを記録後に確認した(b と c)。  

 

補足図 9. 海馬の parvalbumin 陽性細胞の密度は、aged の野生型、fosBd/d、fosB 完

全欠損マウス間で、有意な変化は見られなかった 

 (a) parvalbumin 陽性介在神経細胞の免疫組織化学的検出。スケールバー: 200 µm. 

WT, 野生型, d/d, fosBd/d, Null, fosB 完全欠損。(b) parvalbumin 陽性介在神経細胞の

密度を定量した。各グループ N=4;エラーバー, 平均± SEM; 黒色の棒グラフ, 野生

型; 灰色の棒グラフ, fosBd/d; 白色の棒グラフ, fosB 完全欠損。NS, 有意差無し

(one-way ANOVA, F2,9 = 1.69, p = 0.2389)。全ての fosB-null mice 完全欠損マウスは

けいれん発作発症履歴を持っており(Figure 4a)、脳切片は 70 から 95 週齢の時点で

作製した。 

 

補足図 10. 海馬における Vgf、Smad3、Gal、Trh、Sema3 発現の定量的 RT-PCR 解析 

fosBd/d と fosB 完全欠損マウスの海馬における各遺伝子の、野生型マウスに対する

相対的 mRNA レベルを示す(平均値 ± SEM.; N = 3)。Control,生理食塩水投与; KA, 

カイニン酸投与後 24. 黒い棒グラフ, 野生型; 灰色の棒グラフ, fosBd/d; 白い棒グラ

フ, fosB完全欠損マウス. One-way ANOVA, Vgf [control: F2,6 = 3.87, p = 0.0834; KA: 

F2,6 = 1.47, p = 0.3023]; Smad3 [control: F2,6 = 5.11, p = 0.0506; KA: F2,6 = 4.39, p = 

0.0668]; Gal [control: F2,6 = 10.72, p = 0.0105; KA: F2,6 = 11.2912, p = 0.0093]; Trh 

[control: F2,6 = 0.98, p = 0.4297; KA: F2,6 = 72.35, p < 0.0001]; Sema3e [control: F2,6 

= 1.91, p = 0.2281; KA: F2,6 = 2.59, p = 0.1548]. P 値(*, Student’s t-test post-hoc 

comparison; #, Tukey-Kramer HSD post-hoc comparison)を示す。  

 

補足図 11. fosB 産物による神経新生、うつ、てんかん制御のモデル 

Basal レベル及び刺激誘導後の FosB, ΔFosB, Δ2ΔFosB は Vgf, Trh, Gal, Dlk1, 

Srxn1, Serinc2, Penkのプロモーター領域中のAP-1部位に結合しそれらの遺伝子の

転写を活性化する、もしくは Smad3 タンパク質と直接相互作用する。FosB ではな

く FosB もしくは 2FosB は同様に, Car12 のプロモーター中の AP-1 部位にも

結合し、その転写を抑制する。結果的に、誘導された VGF, DLK1, GAL, TRH, SMAD3

が神経新生を促進し、一方、PENK の誘導がうつを抑制する。GAL, TRH, VGF, 

SRXN1, SERINC2 の誘導と CAR12 の低下がてんかんもしくはてんかん原性を阻害

する。  
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補足表1. 野生型マウス, fosBd/d, fosB完全欠損マウスの海馬間で有意な変化が見られた発現のトランスクリプトームクラスターリスト

Transcripts Symbol Gene name  Untreated 24 h after KA

Cluster Id null/wt dd/wt null/dd null/wt dd/wt null/dd

Young

10560481 Fosb FBJ osteosarcoma oncogene B -1.66

10526553 Vgf VGF nerve growth factor inducible -1.29 -1.42 -1.23

10398319 Dlk1 delta-like 1 homolog (Drosophila) -1.22

10594404 Smad3 SMAD family member 3 -1.67

10464471 Gal galanin prepropeptide  -2.30*  -1.86*  -1.24*

10546417 Trh thyrotropin-releasing hormone  -3.26*  -2.50*  -1.30*

10519747 Sema3e|LOC100044162
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain,

secreted, (semaphorin) 3E | hypothetical protein LOC100044162
-1.39

10511363 Penk1 preproenkephalin 1  -2.17*  -1.51*  -1.44*

10400304 Egln3 egl nine homolog 3 (C. elegans)  -2.03*  -1.86*  -1.10*

10594048 Islr2 immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 2 -1.33

10552516 Klk6 kallikrein-related peptidase 6  -1.58*  -2.02*  1.28*

10375608 Scgb3a1 secretoglobin, family 3A, member 1  -1.84*  -2.69*  1.47*

10386076 Glra1 glycine receptor, alpha 1  -1.82*  -2.01*  1.10*

10411082 Thbs4 thrombospondin 4  -2.03*  -2.21*  1.09*

10467508 Blnk B-cell linker -1.21

10550674 Ercc2
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,

complementation group 2
-1.51 -1.46

10560304 Calm3|Calm1|Calm2 calmodulin 3 | calmodulin 1 | calmodulin 2 -1.21

10381096 Igfbp4 insulin-like growth factor binding protein 4 1.33

10555570 Phox2a paired-like homeobox 2a -1.49

10564805 Pex11a peroxisomal biogenesis factor 11 alpha -1.2

10376320 Mrpl22 mitochondrial ribosomal protein L22 -1.27

10550509 Pglyrp1 peptidoglycan recognition protein 1 -1.41 -1.54 -1.65

10560826 Zfp109 zinc finger protein 109 -1.42 -1.39 -1.44

10550833 Zfp180 zinc finger protein 180 -1.41

10477061 Srxn1 sulfiredoxin 1 homolog (S. cerevisiae) -1.21

10498921 Tdo2 tryptophan 2,3-dioxygenase 1.47

10388254 Aspa aspartoacylase -1.24 1.52

10583887 Npsr1 neuropeptide S receptor 1 -1.26

10482766 Rprm reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate  -2.05*  -1.37*  -1.50*

10516765 Serinc2|LOC100044221 serine incorporator 2 | hypothetical protein LOC100044221 -1.38

10438189 Slc7a4
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system),

member 4
-1.39

10462702 Hectd2 HECT domain containing 2 1.24

fold change
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10498302 Gm410 gene model 410, (NCBI) 1.27

10498620 Trim59|LOC630539 tripartite motif-containing 59 | similar to mouse RING finger 1 1.40

10551319 Adck4 aarF domain containing kinase 4 -1.20

10552557 Klk1b8 kallikrein 1-related peptidase b8 -1.50

10554655 Mex3b mex3 homolog B (C. elegans) -1.34

10574033 Nup93 nucleoporin 93 -1.24

10585610 Ptpn9 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 9 -1.23

10605493 Prrg1 proline rich Gla (G-carboxyglutamic acid) 1 1.28

10433172 Glycam1 glycosylation dependent cell adhesion molecule 1 -1.58

10408928 Hspb1 heat shock protein 1  -2.26*  -2.78*  1.23*

10526410 Hspb1 heat shock protein 1  -2.28*  -2.74*  1.20*

10527332 Nptx2 neuronal pentraxin 2  -2.09*  -1.75*  -1.20*

10559837 Vmn2r29 vomeronasal 2, receptor 29 -1.59

10549923

Vmn2r37|Vmn2r42|Vmn2r30|Vmn2

r48|Vmn2r51|Vmn2r45|Vmn2r38|V

mn2r32|Vmn2r49|LOC100042688

vomeronasal 2, receptor 37 | vomeronasal 2, receptor 42 | vomeronasal

2, receptor 30 | vomeronasal 2, receptor 48 | vomeronasal 2, receptor

51 | vomeronasal 2, receptor 45 | vomeronasal 2, receptor 38 |

vomeronasal 2, receptor 32 | vomeronasal 2, receptor 49 | similar to

vomeronasal 2, receptor, 15

-1.48

10559928

Vmn2r37|Vmn2r29|Vmn2r43|Vmn2

r48|Vmn2r51|Vmn2r45|Vmn2r31|V

mn2r39

vomeronasal 2, receptor 37 | vomeronasal 2, receptor 29 | vomeronasal

2, receptor 43 | vomeronasal 2, receptor 48 | vomeronasal 2, receptor

51 | vomeronasal 2, receptor 45 | vomeronasal 2, receptor 31 |

vomeronasal 2, receptor 39

-1.52

10549904

Vmn2r37|Vmn2r29|Vmn2r43|Vmn2

r42|Vmn2r45|Vmn2r38|Vmn2r51|V

mn2r31|Vmn2r35|Vmn2r48|Vmn2r

50|Vmn2r39|Vmn2r32|Vmn2r49

vomeronasal 2, receptor 37 | vomeronasal 2, receptor 29 | vomeronasal

2, receptor 43 | vomeronasal 2, receptor 42 | vomeronasal 2, receptor

45 | vomeronasal 2, receptor 38 | vomeronasal 2, receptor 51 |

vomeronasal 2, receptor 31 | vomeronasal 2, receptor 35 | vomeronasal

2, receptor 48 | vomeronasal 2, receptor 50 | vomeronasal 2, receptor

39 | vomeronasal 2, receptor 32 | vomeronasal 2, receptor 49

-1.32

10549921
Vmn2r43|Vmn2r35|Vmn2r31|Vmn2

r39|Vmn2r50

vomeronasal 2, receptor 43 | vomeronasal 2, receptor 35 | vomeronasal

2, receptor 31 | vomeronasal 2, receptor 39 | vomeronasal 2, receptor

50

-1.49

10549923

Vmn2r37|Vmn2r42|Vmn2r30|Vmn2

r48|Vmn2r51|Vmn2r45|Vmn2r38|V

mn2r32|Vmn2r49|LOC100042688

vomeronasal 2, receptor 37 | vomeronasal 2, receptor 42 | vomeronasal

2, receptor 30 | vomeronasal 2, receptor 48 | vomeronasal 2, receptor

51 | vomeronasal 2, receptor 45 | vomeronasal 2, receptor 38 |

vomeronasal 2, receptor 32 | vomeronasal 2, receptor 49 | similar to

vomeronasal 2, receptor, 15

-1.45

10559883

Vmn2r37|Vmn2r42|Vmn2r45|Vmn2

r51|Vmn2r35|Vmn2r32|Vmn2r49|V

mn2r50

vomeronasal 2, receptor 37 | vomeronasal 2, receptor 42 | vomeronasal

2, receptor 45 | vomeronasal 2, receptor 51 | vomeronasal 2, receptor

35 | vomeronasal 2, receptor 32 | vomeronasal 2, receptor 49 |

vomeronasal 2, receptor 50

-1.21
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10559901
Vmn2r42|Vmn2r45|Vmn2r51|Vmn2

r31|Vmn2r38|Vmn2r32|Vmn2r49

vomeronasal 2, receptor 42 | vomeronasal 2, receptor 45 | vomeronasal

2, receptor 51 | vomeronasal 2, receptor 31 | vomeronasal 2, receptor

38 | vomeronasal 2, receptor 32 | vomeronasal 2, receptor 49

-1.22

10559880
Vmn2r29|Vmn2r43|Vmn2r31|Vmn2

r38|Vmn2r35|Vmn2r39|Vmn2r50

vomeronasal 2, receptor 29 | vomeronasal 2, receptor 43 | vomeronasal

2, receptor 31 | vomeronasal 2, receptor 38 | vomeronasal 2, receptor

35 | vomeronasal 2, receptor 39 | vomeronasal 2, receptor 50

-1.42

10559928

Vmn2r37|Vmn2r29|Vmn2r43|Vmn2

r48|Vmn2r51|Vmn2r45|Vmn2r31|V

mn2r39

vomeronasal 2, receptor 37 | vomeronasal 2, receptor 29 | vomeronasal

2, receptor 43 | vomeronasal 2, receptor 48 | vomeronasal 2, receptor

51 | vomeronasal 2, receptor 45 | vomeronasal 2, receptor 31 |

vomeronasal 2, receptor 39

-1.52

10559931
Vmn2r43|Vmn2r35|Vmn2r38|Vmn2

r31|Vmn2r50|Vmn2r39

vomeronasal 2, receptor 43 | vomeronasal 2, receptor 35 | vomeronasal

2, receptor 38 | vomeronasal 2, receptor 31 | vomeronasal 2, receptor

50 | vomeronasal 2, receptor 39

-1.41

10559919
2810047C21Rik|BC023179|EG665

577

RIKEN cDNA 2810047C21 gene | cDNA sequence BC023179 |

predicted gene, EG665577
-1.39

10549932 2810047C21Rik|EG665577 RIKEN cDNA 2810047C21 gene | predicted gene, EG665577 -1.39

10595094 2310046A06Rik RIKEN cDNA 2310046A06 gene -1.24

10365104 F630110N24Rik RIKEN cDNA F630110N24 gene -1.26 -1.21

10545886 1700019G17Rik RIKEN cDNA 1700019G17 gene 1.45

10447429 EG225058 predicted gene 4832 -1.21

Aged

10586591 Car12 carbonic anhydrase XII 2.21 ND ND ND

10548879 Mgp matrix Gla protein 2.07 ND ND ND

null/wt, fosB完全欠損 対 野生型 ; dd/wt, fosBd/d 対 野生型; null/dd, fosB完全欠損 対 fosBd/d。太字は、倍率変化 >1.2 または <-1.2 で且つ unpaired t-test で p<0.05 を示す。 アス
タリスク付きの数字は、倍率変化 >2.0 または <-2.0で、且つANOVAで p<0.05 を示す。 p値の計算; Asymptotic Multiple Testing Correction; Benjamini-Hochberg FDR. ND, 解析して
いない。
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補足表 2. リアルタイム PCRに使用したプライマーのリスト  

Gene Forward Reverse  

Vgf  5'-GGCGCCCCGATGTTTTTCC-3' 5'-GACCTCTGGTACGCCGTCA-3'  

Smad3  5'-CACGCAGAACGTGAACACC-3' 5'-GGCAGTAGATAACGTGAGGGA-3'  

Gal 5'-GAGAGGTTGGACCCTGAACA-3' 5'-GGTCTCCTTTCCTCCACCTC-3'  

Trh 5'-GATTCTGGAGCCTTGCAGAC-3' 5'-AAAGCCAGAGCCATCATCAG-3'  

Sema3e 5'-AGGCTACGCCTGTCACATAAA-3' 5'-GAGCCGTTCTTGATACTCATCC-3'  

Gapdh 5'-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3' 5'-TGAAGGGGTCGTTGATGG-3'  

略称: Vgf, VGF nerve growth factor inducible; Smad3, MAD homolog 3 (Drosophila); Gal, 

Galanin; Trh, Thyrotropin-releasing hormone; Sema3e, Sema domain, immunoglobulin 

domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3E.  

 


