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Ⅰ. 導入 

うつ病の病態仮説として、脳内の細胞間隙におけるモノアミン（ドパミン、ノ 

ルアドレナリン、セロトニン）の減少が原因であるというモノアミン仮説が当初提

唱された 1。しかし、セロトニントランスポーター及びノルアドレナリントランス

ポーター再取り込み阻害作用を有する抗うつ薬が、投与後すぐに細胞間隙でのモノ

アミン濃度を上昇させるにもかかわらず、抗うつ効果が現れるには 1-2 週間程度の

時間を必要とするという矛盾があった。やがて、多くの抗うつ薬が 1-2 週間の慢性

投与により、ノルアドレナリンβ1 受容体のダウンレギュレーション（受容体の結

合能あるいは数が減る）を起こすことが発見され 2、うつ病の病態解明の鍵を握る

受容体機能変化として注目された。しかし受容体機能変化の背景にどのような生化

学的メカニズムがあり、ダウンレギュレーションがなぜ抑うつ症状の改善につなが

るのかは解明されなかった。 

やがて、げっ歯類を用いたうつ病動物モデル研究で、海馬の体積が減少すること 

が多数報告されるようになった 3,4。うつ病の兆候を示す動物の海馬は委縮する一

方、抗うつ薬で回復すると海馬委縮は回復する。ヒトにおいても、死後脳の研究や

画像研究で、海馬委縮が多数指摘された 5,6。しかも罹病期間が長く、重症度が高い

ほど委縮が強い傾向を認めた 7,8。海馬委縮の背景には、海馬歯状回での神経新生の

減少、神経突起分枝の退縮があり、それによってシナプス数が減少し海馬機能が低

下することがうつ病の病態生理に大きく関係しており、海馬機能の回復がうつ病治
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療に重要であると認識されるようになった 9。 

電気けいれん療法 (Electroconvulsive therapy：以下 ECT) は、重症または薬

物治療抵抗性うつ病に対して効果的な治療法であり 10,11 、ECT により海馬体積は増

加する 12。ECT の動物モデルである電気けいれん処置（Electroconvulsive shock：

以下 ECS）を用いた研究では、ECS による海馬での神経新生の増加 13、神経突起分

枝の増加 14、シナプス数の増加 15、が報告されている。また、うつ病の治療機序の

背景として注目されたノルアドレナリンβ 1 受容体のダウンレギュレーションも、

ECS によって海馬で引き起こされる 16。このような海馬の構造及び機能変化は、ECT

の治療機序に深く関与していると考えられるが、これらの変化がどのような分子メ

カニズムで引き起こされているかは、十分には分かっていない。 

 エンドサイトーシス及び後続するエンドソームを介した細胞内小胞輸送機構は、

細胞膜上における受容体の数と局在に変化をもたらすとともに、神経細胞の極性形

成や神経突起分枝の伸長にも関与する機構であることが報告されている 17。これら

の機構の活性化が、ECT による海馬機能の回復に関与している可能性を考え、今回

の研究テーマの一つとした。 

また、ECT による海馬の構造変化の鍵となる分子として、これまでに繰り返し報

告されているのが、神経栄養因子の一つである brain-derived neurotrophic 

factor(以下 BDNF)である 18,19,20。BDNF はその受容体である tropomyosin receptor 

kinaseB(以下 TrkB)をリン酸化することで神経細胞の分化促進、神経保護作用を発
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揮する 21 が、ECT による BDNF/TrkB シグナルの変動ついて詳しく調べた研究はな

く、これについても今回の研究テーマとした。 

 

エンドサイトーシスと小胞輸送機構(図 1) 

エンドサイトーシスの際、細胞膜の一部が分離し、対象物質を囲む形で細胞内で 

小胞を形成する。clathrin はその時に小胞の外側を裏打ちする蛋白である 22。

caveolin-1、flotillin-1 は密集して細胞膜に凹みを形成させる蛋白である 23 (図

1 の A)。caveolin-1、flotillin-1 は、細胞膜の中でコレステロールとスフィンゴ

脂質に富んだ脂質ラフトと呼ばれる領域に局在して、エンドサイトーシスに関わる

と考えられている 23。一方で clathrin は細胞膜上で脂質ラフト以外の領域に局在

してエンドサイトーシスに関わる 22 (図 1 の B)。細胞内に取り込まれた物質は、

early endosome に集簇した後、小胞輸送機構によって細胞内を運ばれていく。主な

輸送経路として、rapid recycling endosome を介して細胞膜に素早く戻る経路 

(rapid recycling pathway)、slow recycling endosome を介して細胞膜へ時間を

かけて戻る経路(slow recycling pathway)、early endosome が成熟して late 

endosome となった後に lysosome と融合して分解される経路(degrading pathway)

がある。RAB 蛋白質(以下 RAB)は、この小胞輸送機構において極めて重要な制御因

子である。RAB5 は early endosome に、RAB4 は rapid recycling endosome に、RAB11

は slow recycling endosome に、RAB7 は late endosome に局在して小胞輸送に関
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与している 24 (図 1 の C)。 

 

BDNF/TrkB シグナルの概要 (図 2) 

成熟型 BDNF は 119 個のアミノ酸からなるポリペプチド(分子量 14,000)で、ニュ

ーロトロフィンファミリーに属する神経栄養因子である。成熟型 BDNF は神経細胞

の生存維持、神経突起の伸長、神経伝達物質の合成促進などの作用を示す 25,26。一

方で前駆体である proBDNF(分子量 32,000)は受容体である p75NTR に作用して神経

活動抑制 27、アポトーシス誘導に働く 28。TrkB は BDNF の受容体であるが、

alternative splicing により full length TrkB(分子量 145,000)と truncated 

TrkB(分子量 95,000)の２種類が存在する。full length TrkB は細胞内にチロシン

キナーゼを持つが truncated TrkB はチロシンキナーゼを持たない 29。成熟型 BDNF

と結合した full length TrkB が自己リン酸化されることで、上記の神経保護効果

に関与する生理反応が起こる。truncated TrkB については、細胞形態の制御や細

胞内カルシウム濃度上昇に関与しているとする報告 30.31 があるが、その機能は十

分には解明されていない。 

 

Ⅱ. 実験 1  ECS がエンドサイトーシス関連・エンドソーム関連蛋白に及ぼす影響 

Ⅱ-1. はじめに 

神経細胞が発達過程で神経突起を伸長させるためには、受容体を含む機能蛋白が細胞 
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膜上の適切な区画に挿入されることと同時に、不要になった蛋白が膜上から取り除かれ

ることが必要とされる 17。突起が方向性を持って伸長していくためには、trans Golgi 

networkを経ての細胞膜への順行性の輸送のみならず、recycling endosome を経ての細

胞膜への輸送も重要となる。RAB11は slow recycling endosome に局在し、神経栄養因

子の刺激を受けて突起を形成する機能を有する蛋白と相互作用し、それを細胞膜へ輸送

することで、方向性を持った神経突起の形成に関与することが報告されている 32。細胞

膜への recycling に加えて、不要になった蛋白を膜状から取り除き分解することも、神

経突起とシナプスが適切に形成されていく上で重要と考えられる。RAB7は late endosome

に局在し、不要物質をライソソームに輸送し分解することに関わる。RAB7 が十分に機能

せず不要物質の分解が不十分な状態で、もし突起やシナプスの形成が続けば、やがては

代謝不全に至るかも知れない。 

本研究において、エンドサイトーシス及び細胞内小胞輸送機構の活性化が、ECSによ 

る海馬機能回復のメカニズムの一端を担っていることを予想した。本研究で 10 日間の

ECS による成体ラット海馬全域でのエンドサイトーシス関連蛋白(clathrin heavy 

chain、clathrin light chain、caveolin-1、flotillin-1)及びエンドソーム関連蛋白 

(RAB5、RAB4、RAB11、RAB7)の発現変動を調べた。非イオン性の界面活性剤に対して不溶

性である 33脂質ラフトに局在して機能する caveolin-1 と flotillin-1 については、ECS

によるエンドサイトーシスの変動を詳細に示すために、ショ糖密度勾配遠心法により分

離した脂質ラフト分画における発現変動も調べた。 
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Ⅱ-2. 方法 

動物 

6週齢の雄 Sprague-Dawley rat(クレア社、東京)を、１ケージにつき 4～5匹、一定

環境（室温 21℃；湿度 55%～65%；明期 08：00～20：00）、水及び餌を自由摂取できる

環境で飼育した。処置は、the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

(http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-

Animals.pdf)に従った。また防衛医科大学校の動物実験倫理委員会で承認のうえ施行

した。 

 

ECS プロトコル 

ラットに対して 10日間、両耳をリングピンセット（リング内径 5 ｍｍ）が先につい

ている電極で挟み 1日 1 回 0.5秒の通電（最初の 5日間は 40 ｍAその後 5日間は 50 

ｍA）を定電流発生器（室町機械、東京）により与え 20秒程度持続する典型的強直-間

代発作を誘発させた 19.34。偽 ECSを与えた群は両側の耳を ECS群と同様の時間電極で挟

んだのみで通電は行わなかった。蛋白の分析のため、最終処置の 4時間後に脳サンプ

ルの採取を行った。 

 

ウエスタンブロット法 

http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
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脳を氷冷した 1×Phosphate buffered saline(以下 PBS)にて洗浄した後、全海馬領

域を摘出し、50 mM Tris、150 mM NaCl、2 mM EDTA、1% TritonX-100、10 µg/ml アプ

ロチニン溶液にてホモジナイズした。30分間氷上にて保温した後、ホモジナイズした

細胞を 4℃で 10分間、1000×gで遠心分離した。上清を回収し、その蛋白含有量を

Protein Assay Reagent Kit(Thermo Scientific、Rockford、IL、USA)を使用して測定

した。蛋白含有量を等しくした上で、Laemmli sample buffer(Bio-Rad 

Laboratories、Hercules、CA、USA)を用いて希釈し、3分間沸騰させた後氷冷した。サ

ンプルを 25 mM Tris、192 mM glycine、0.1%ドデシル硫酸ナトリウム緩衝液を用い、

ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲルを使用して電気泳動を行った後、

30分間、20 Vにてニトロセルロースメンブレン(pore size 0.2 µm、Thermo Fisher 

Scientific Inc)に転写した。転写はセミドライ式転写装置(Trans-blot、Bio-Rad 

laboratories、Inc)を用いて、48 mM Tris、38 mM glycine、20%メタノールを転写バ

ッファーとした。メンブレンのブロッキングは 5%スキムミルク、0.1% Tween 20、

1×PBS を用いて、室温 1時間行った。その後、1次抗体を追加し 4℃、一晩、1×PBS、

5%ウシ血清アルブミン（BSA）、0.1% Tween 20の溶液上で抗原抗体反応を行った。各 1

次抗体は以下のものを使用した。ウサギ抗 caveolin-1抗体(#3627、Cell Signaling 

Technology Inc、1：500 希釈)、ウサギ抗 flotillin-1抗体(#18634、Cell Signaling 

Technology Inc、1：1000 希釈）、ウサギ抗 clathrin heavy chain 抗体（#4796、Cell 

signaling Technology Inc、1：1000希釈）、マウス抗 clathrin light chain 抗体 
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（#ab150658、Abcam、1：1000希釈）、ウサギ抗 RAB4抗体（#2167、Cell Signaling 

Technology Inc、1：2000 希釈）、ウサギ抗 RAB5 抗体（#3547、Cell Signaling 

Technology Inc、1：2000 希釈）、ウサギ抗 RAB7 抗体（#9367、Cell signaling 

Technology Inc、1：2000 希釈）、ウサギ抗 RAB11 抗体（#5589、Cell signaling 

Technology Inc、1：2000 希釈）。メンブレンを洗浄後、2次抗体として Horseradish 

peroxidase（HRP）にて標識された抗マウス IgG 抗体（NA9310、Amersham 

Biosciences、1：1000希釈）、または HRPにて標識された抗ウサギ IgG抗体（#7074、

Cell Signaling Technology Inc、1：5000希釈）を用いて、室温 1時間で反応させ

た。βアクチンまたはグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）でウ

エスタンブロット法を行うため、メンブレンを標準的な方法でストリッピングした

後、ウサギ抗βアクチン抗体（#5125、Cell Signaling Technology Inc、1：5000希

釈）またはウサギ抗 GAPDH 抗体（#5174、Cell Signaling Technology Inc、1：5000希

釈）にてリプローブした。該当バンドを、化学発光法（ECL検出キット（GE 

Healthcare））にて検出した。flotillin-1は感度の高い検出キット(ECL select、GE 

Healthcare)にて検出し、その他の蛋白はより感度の低い検出キット(ECL prime、GE 

Healthcare)で検出した。上記方法により対照群と ECS群をそれぞれ 1枚のゲルにて、

泳動・転写した。イメージアナライザー（LAS-3000、Fuji film corporation、東京、

日本）で撮影した写真をスキャナーにて読み取り、ImageJを用いて各バンドを面積×

密度により定量した。この際のバンドの密度は背景の密度を引いたものである。内部
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標準物質であるβアクチンのバンドの面積×密度に対する clathrin heavy chain、

clathrin light chain、caveolin-1、RAB4、RAB5、RAB7、RAB11のバンドの面積×密度

の比を求め標準化した。GAPDHのバンドの面積×密度に対する flotillin-1のバンドの

面積×密度の比を求め標準化した。その後、対照群の標準化した各バンドの定量値の

平均値に対する、対照群及び ECS群の標準化した各バンド定量値の%を算出した。 

 

脂質ラフト分画の分離 

MES buffer(25 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid、150 mM NaCl)でスクロー 

スを溶解し、濃度 80%、35%、5%のスクロース溶液をそれぞれ作成した。脳を氷冷した

1×PBS にて洗浄した後、全海馬領域を摘出し、50 mM Tris、150 mM NaCl、2 mM 

EDTA、1% Triton X-100、10 µg/ml アプロチニン溶液にて溶解した。その溶液 1 mlに

80%スクロース溶液を 1 ml を加え混合した。この溶液に 35%スクロース溶液を 8 ml、

5%スクロース溶液を 2 ml 重層した後、4℃で 19 時間、250,000×Gにて遠心した。1 ml

ごとに密度の異なる 12 の分画を回収し、各分画の蛋白含有量を Protein Assay 

Reagent Kit (Thermo Scientific、Rockforｄ、IL、USA) を使用して測定した。12の

分画の蛋白含有量を等しくした上でウエスタンブロット法を実施した。 

 

Ⅱ-3. 結果 

10日間の ECS が海馬全域でのエンドサイトーシス関連蛋白発現に与える影響 (図 3) 
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clathrin heavy chain 蛋白量は、対照群(n=7)の 100±17%に対し 10日間 ECS処置群 

(n=7)は 148±8%であり、Studentの t検定で有意に増加していた(t12=2.5、p<0.05)。

clathrin light chain蛋白量は、対照群(n=7)の 100±8%に対し 10日間 ECS処置群

(n=7)は 158±23%であり、Studentの t検定で有意に増加していた(t12=2.3、p<0.05)。

flotillin-1蛋白量は、対照群(n=7)の 100±10%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は、

136±11%であり、Student の t検定で有意に増加していた(t12=2.3、p<0.05)。

caveolin-1蛋白量は、対照群(n=7)の 100±13%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は

182±13%であり、Student の t検定で有意に増加していた(t12=4.9、p<0.05)。これらに

より、10日間の ECSによって海馬でエンドサイトーシスが活性化する可能性が示され

た。 

 

10日間の ECS が海馬の脂質ラフト分画におけるエンドサイトーシス関連蛋白発現に与

える影響 (図 4) 

ショ糖密度勾配遠心法により分離された 12 の分画のうち、主に低密度順で 3-5 

番目の分画に flotillin-1、caveolin-1 が検出された。flotillin-1蛋白量は、対照

群(n=7)の 100±15%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 181±8%であり、Student の t検定

で有意に増加していた（t8=3.5、p<0.01)。caveolin-1蛋白量は、対照群(n=7)の 100±14%

に対し 10 日間 ECS 処置群(n=7)は 181±20%であり、Student のｔ検定で有意に増加して

いた（t8=3.3、p<0.05)。エンドサイトーシスは細胞膜上で起こることから、これらの結



11 

 

果により、10日間の ECS によるエンドサイトーシスの活性化がより強く示された。 

 

10日間の ECS が海馬全域でのエンドソーム関連蛋白発現に与える影響 (図 5) 

RAB5蛋白量は、対照群(n=7)において 100±8%であるのに対し、10日間 ECS処置群 

(n=7)は 147±9%であり、Studentの t検定で有意に増加していた（t12=6.2、p<0.05)。

RAB7蛋白量は、対照群(n=7)において 100±4%であるのに対し、10日間 ECS 処置群

(n=7)は 130±3%であり、Studentの t検定で有意に増加していた(t12=2.5、p<0.05)。

RAB11蛋白量は、対照群(n=7)において 100±10%であるのに対し、10日間 ECS処置群

(n=7)は 124±5%であり、Studentの t検定で有意に増加していた（t12=3.0、p<0.05)。 

RAB4蛋白量は、対照群(n=7)において 100±8%であるのに対し 10日間 ECS 処置群(n=7)

は 134±6%であり、Student の t検定で有意に増加していた（t12=3.4、p<0.05)。 これ

らにより、10日間 ECSによって、細胞内での小胞輸送が広範囲に活性化していること

が示された。 

 

Ⅱ-４． 考察 

本研究は、電気けいれん処置による海馬領域での、エンドサイトーシス及び細胞内小

胞輸送機構に関連する蛋白の発現変動を調べた初めての研究である。ヒトに対する ECT

では、発作が治療効果につながる適切なものであるかどうかの指標に、一定以上の発作

時間（運動発作 20秒、65 歳以上では 15秒）を認めることが挙げられている 35。うつ病



12 

 

モデル動物に複数回の ECS を施行してうつ病関連行動を改善させた先行研究では、目視

で強直間代発作が確認出来ることを ECSが適切に施行出来たかどうかの指標に用いてい

る 36。本研究で用いた ECS の電気刺激量は、試行回数を重ねても約 20秒の強直間代発作

を安定して生起させることから、ECT の動物モデルと妥当であると考えられる。ECT は

うつ病に対する治療法であるが、本研究ではうつ病モデル動物ではなく通常の実験動物

に ECS を施行した。ECT による海馬機能回復の分子メカニズムの一端を解明することが

研究の目的であり、ECS は通常の実験動物に施行した場合も海馬の構造変化を引き起こ

す 13,14,15一方で、うつ病モデル動物であるか否かで ECS に対する生化学的な反応性が異

なるかどうかは明らかでないためである。本研究では、10日間の ECSによりラット海馬

で、エンドサトーシス関連蛋白(clathrin heavy chain、clathrin light chain、

caveolin-1、flotillin-1)及びエンドソーム関連蛋白（RAB5、RAB7、RAB11、RAB4)の発

現が増加した。脂質ラフト上で機能する caveolin-1、flotillin-1は海馬全域のみなら

ずラフト分画でも発現が上昇していた。clathrin は非脂質ラフト領域に存在し、heavy 

chain と light chain の複合体が３量体を形成して機能する。heavy chain と light 

chainの両方がエンドサイトーシスの際の小胞形成に関与することが報告されている 37。

また、複数回の ECSにより、ラット海馬でオートファジー関連蛋白(LC3-Ⅱ、Atg5-12複

合体)の発現が増加することが先行研究で示されている 34。オートファジーは細胞内の

不要物質をオートファゴゾームと呼ばれる二重膜構造で取り込んだ後、ライソソームへ

と運搬し分解する小胞輸送機構の一つである。先行研究と本研究の結果を合わせて考え
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ると、複数回の ECSにより小胞輸送機構が広範囲に活性化されることが示唆されたこと

になる。 

AMPA 型グルタミン酸受容体はシナプス後膜に存在し、シナプス後膜の AMPA 型グルタ

ミン酸受容体数の増加はシナプス伝達を促進する一方で、受容体数の減少はシナプス伝

達を抑制する 38,39。慢性ストレスを負荷されたラットは海馬でのシナプス伝達が抑制さ

れるが、ECS はそれを正常化する、という報告がある 40。AMPA 型グルタミン酸受容体の

シナプスへの輸送には RAB4、RAB11を介した recycling pathway が大きく関与する 39こ

とから、ECS によるこれらの経路の活性化は、シナプス後膜の AMPA型グルタミン酸受容

体数を調節して、シナプス伝達効率の正常化に関与する可能性がある。 

複数回の ECSにより、海馬でβ1ノルアドレナリン受容体のダウンレギュレーション

が起こる 16  ことに加えて、前頭前野では転写物および翻訳物が減少することが報告さ

れている 41。アゴニストによって誘発される受容体のダウンレギュレーションは、ホメ

オスタシス維持のためのメカニズムと考えられる。ECSは脳内の細胞間隙のノルアドレ

ナリンを増加させる処置である 42ことを考えると、これらは過剰なノルアドレナリン/

β1受容体シグナルに対する代償的な応答であり、エンドサイトーシス及び RAB5、RAB7

を介した degrading pathway の活性化がダウンレギュレーションに関与している可能

性がある。 

 Nerve growth factor (以下 NGF) は神経栄養因子の一つであり、軸索末端で受容体

である TrkAに結合した後に clathrin依存性にエンドサイトーシスされ、軸索を逆行
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性に輸送された後、細胞体のライソソームで分解される 43。 輸送されてる間、神経突

起形成のためのシグナル伝達が持続する 44。ECS は海馬で NGFの発現を増加させること

が知られている 45。NGF/TrkA シグナルの下流で、RAB11を介する recycling pathway が

方向性を持った突起の伸長に寄与するという報告があり 32、ECSによる recycling 

pathwayの活性化が神経突起の伸長に方向性を与えると同時に、degrading pathway の

活性化が NGF/TrkAシグナルが過剰にならないよう調節することで、適切な構造変化が

促進されている可能性がある。 

 ECTの作用機序のメカニズムの新たな候補として、エンドサイトーシスと小胞輸送機

構に本研究で初めて着目した。神経突起やシナプス形成のために必要な物質の細胞膜

上への輸送と、膜上の蛋白のエンドサイトーシス及び細胞質内での分解が協調して起

こることによって、抗うつ効果に必要な構造変化が海馬で生じる、と推測する。 

 

Ⅲ. 実験 2 ECS が BDNF/TrkB シグナルに及ぼす影響 

Ⅲ-1. はじめに 

これまでに多くの研究から、BDNFがうつ病の病態に関与していることが明らかとな

ってきた。うつ病患者の血清 BDNF濃度は有意に低いことが多くの研究者に追試験さ

れ、メタ解析でも証明されている 46。うつ病モデル動物の海馬では BDNF 蛋白発現が減

少していることが報告されている 47。逆に複数回の ECSにより、海馬で BDNF mRNA、

TrkB mRNA、成熟型 BDNF 蛋白の発現が増加することが示されている 18.19 。成熟型 BDNF
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の発現上昇に伴う、海馬でのシナプス新生の増加 48、神経突起分枝の増加 49は、ECT の

治療効果のメカニズムの有力な候補である 。しかしながら、成熟型 BDNF は神経保護的

に作用するばかりでなく、過剰な BDNFシグナルは神経細胞の興奮性を高め、てんかん

活動性を増強させる 50。BDNFを海馬内に４日間隔で３回投与した場合、full length 

TrkB及びリン酸化 full length TrkB の発現量が変化せず、てんかん活動性が誘発され

る一方で、BDNFを２週間かけて持続的に海馬内に投与すると、てんかん活動性は誘発

されずに full length TrkB、リン酸化 full length TrkB ともに発現量が減少したとい

う報告がある 51 。このことは、BDNF の段階的・持続的増加に対して、有害事象回避の

ための代償変化が起きていることを示唆している。反対に慢性ストレスを負荷した場

合は、full length TrkB 転写物の発現量が増加する一方で、truncated TrkB 転写物の

発現量は変化しないことが報告されている 52 。これはストレスによる BDNF 低下に対す

る代償変化と考えられる。ECTは試行回数を重ねることにより治療効果を発揮する処置

であることから、複数回の ECSによって成熟型 BDNFが段階的・持続的に増加すると共

に、代償変化が起こること、逆に ECSの施行回数が少ない場合は、成熟型 BDNFシグナ

ルの増強は不十分で代償変化は起こらないことを予想した。本研究において、ECSを十

分な回数施行した場合、海馬で BDNF/TrkBシグナルが活性化するかどうか及び代償変

化が起こるか否かを調べるために、10日間の ECS による海馬全域、背側海馬、腹側海

馬における proBDNF、成熟型 BDNF、full length TrkB、リン酸化 full length TrkB、

truncated TrkBの発現変化を調べた。背側海馬は情報処理に、腹側海馬はストレスや
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感情に関与する領域とされている 53。また、ECS の試行回数が少ない場合に代償変化が

起きるか否かを調べるために、2日間の ECSによる海馬全域での full length TrkB、

truncated TrkBの発現変化を調べた。同時に試行回数の増加に伴う成熟型 BDNFの発現

変化を調べるために、2 日間及び 5日間の ECSによる海馬全域での成熟型 BDNFの発現

変化を調べた。 

 

Ⅲ-2.  方法 

動物 

７週齢の雄 Sprague-Dawley rat(クレア社、東京)を、１ケージにつき 3～4匹、一定

環境（室温 21℃；湿度 55%～65%；明期 08：00～20：00）、水及び餌を自由摂取できる

環境で飼育した。処置は、the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

(http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-

Animals.pdf) に従った。また防衛医科大学校の動物実験倫理委員会で承認のうえ施行

した。 

 

ECS プロトコル 

実験 1と同様の方法で行った。偽 ECS処置を与えた群は両側の耳を ECS 群と同様の時 

間、通電せずに電極で挟む処置を行った。蛋白の分析のため、最終処置の 4時間後に

脳サンプルの採取を行った。海馬全域、背側海馬、腹側海馬での 10日間の ECSの影響

http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
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をみる実験では、ラットを対照群（n=7）または ECS群(n=7)に割り当てた。海馬全域

での 2日間、5日間の ECS の影響をみる実験では、ラットを対照群（n=4）、2日間 ECS

群（n=4）、5日間 ECS群（n=4）に割り当てた。 

 

ウエスタンブロット法 

右側の海馬全域を摘出した後、脱リン酸化酵素阻害剤 (PhosSTOP: Roche  

Diagnostics、Manheim、Germany) を含んだ 1×TBS につけた。左側の海馬全域を摘出し

た後、中央で切断し背側海馬と腹側海馬に分けた後、脱リン酸化酵素阻害剤を含んだ

1×TBS につけた。サンプルを 50 mM Tris、150 mM NaCl、2 mM EDTA、1% Triton X-

100、10 µg/ml アプロチニン、1×phosphatase inhibitor 溶液にて溶解した。溶解した

細胞を 4℃で 20分間、15000×g で遠心分離した。上清を回収し、その蛋白含有量を

Protein Assay Reagent Kit (Thermo Scientific、Rockford、IL、USA) を使用して測

定した。蛋白含有量を等しくした上で、Laemmli sample buffer (Bio-Rad 

Laboratories、Hercules、CA、USA) を用いて希釈し、3分間沸騰した後、氷冷した。

サンプルをドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲルを使用して電気泳動した

後、セミドライ式の転写装置(Trans-blot、Bio-Rad laboratories、Inc)を用いて、20 

V、30分間の電圧をかけて転写した。非リン酸化蛋白の検出にはニトロセルロースメン

ブレン(pore size：0.2 µm、Thermo Scientific Inc)を、リン酸化蛋白の検出には

PVDFメンブレン(pore size：0.45 µm、GE Health care、Buckinghamshire、UK)を用い
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て転写を行った。その後、非リン酸化蛋白に対しては 5%スキムミルクを、リン酸化蛋

白に対しては 5% BSAを用いて、メンブレンのブロッキングを室温 1時間で行った。続

いて、1次抗体を追加し 4℃、一晩、抗原抗体反応を行った。各 1次抗体は以下のもの

を使用した。ウサギ抗 BDNF 抗体（sc-546、Santa Cruz Biotechnology Inc、1：500希

釈）、マウス抗 proBDNF 抗体（sc-65514、Santa Cruz Biotechnology Inc、1：5000希

釈）、ウサギ抗 TrkB抗体（#4603、Cell Signaling Technology Inc、1：5000希釈）、

ウサギ抗リン酸化 TrkB抗体（sc-135645、Santa Cruz Biotechnology Inc、1：1000希

釈）。ウサギ抗βアクチン抗体（#5125、Cell Signaling Technology Inc、1：5000希

釈）またはウサギ抗 GAPDH 抗体（#5174、Cell Signaling Technology Inc、1：5000

希釈）。上記のウサギ抗 TrkB 抗体は、full length TrkB (145 kDa)と truncated TrkB 

(95 kDa)の 2つの蛋白を検出する。その後は実験 1と同じ手順で、2次抗体反応を行

い、該当バンドを化学発光法にて検出した。成熟型 BDNF、proBDNF、full length 

TrkB、truncated TrkB、リン酸化 full length TrkB は感度の高い検出キット(ECL 

select、GE Healthcare)にて検出し、その他の蛋白はより感度の低い検出キット(ECL 

prime、GE Healthcare)で検出した。フィルム撮影した写真をスキャナーにて読み取

り、ImageJを用いて各バンドを面積×密度により定量した。内部標準物質である β

アクチンのバンドの面積×濃度に対する成熟型 BDNF、proBDNF のバンドの面積×

濃度の比を求め標準化した。GAPDH のバンドの面積×密度に対する truncated TrkB、

full length TrkB、リン酸化 full length TrkBのバンドの面積×密度の比を求め標準
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化した。その後、対照群の標準化した各バンドの定量値の平均値に対する、対照群及び

ECS群の標準化した各バンド定量値の%を算出した。また、ウサギ抗 BDNF 抗体が成熟型

BDNFと反応することを確認するために、BDNF蛋白(0.2 µg/ml、R&D Systems、MI、米

国)を 2時間インキュベートした検体と加えない検体の両方でバンドを検出した。 

 

Ⅲ-3.  結果 

10日間の ECS が海馬全域、背側海馬、腹側海馬において BDNF/TrkB シグナルに及ぼす

影響 (図 6) 

成熟型 BDNF に及ぼす影響 

BDNF蛋白を十分に加えた条件下で、ウサギ抗 BDNF抗体が検出する 14kDaのバンドは

完全に消失しており、抗体が成熟型 BDNFと反応していることが示された。海馬全域に

おける成熟型 BDNF蛋白量は、対照群(n=7)の 100±6%に対し 10日間 ECS 処置群(n=7)は

265±13%であった。背側海馬における蛋白発現量は、対照群（n=7）の 100±8%に対し

10日間 ECS群(n=7)は 259±59%であった。腹側海馬における蛋白発現量は、対照群

（n=7）の 100±19%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 203±26%であった。上記 6群に

対して一元配置分散分析を施行し、有意差が検出された(F5.36=7.5、p<0.001)。Tukey 

post-hoc testで海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域で、10日間 ECS 群は対照群

よりも有意に増加していた(海馬全域：p<0.01、背側海馬：p<0.05、腹側海

馬:p<0.01)。これらの結果から、海馬全域、背側海馬、腹側海馬の全ての領域で、10
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日間の ECSが成熟型 BDNF 蛋白発現を増加させることが示された。 

 

proBDNF に及ぼす影響 (図 7) 

 海馬全域における proBDNF 蛋白量は、対照群(n=7)の 100±11%に対し 10日間 ECS処

置群(n=7)は 101±10%であった。背側海馬における蛋白発現量は、対照群（n=7）の

100±8%に対し 10日間 ECS 処置群(n=7)は 98±8%であった。腹側海馬における蛋白発現

量は、対照群（n=7）の 100±10%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 100±9%であった。

上記 6群に対して一元配置分散分析を施行したところ、有意差は検出されなかった 

(F5.36=0.2、p>0.05)。この結果から、海馬全域、背側海馬、腹側海馬の全ての領域で、

10日間の ECSは proBDNF 蛋白発現に影響を与えないことが示された。 

 

truncated TrkB に及ぼす影響 (図 8) 

 海馬全域における truncated TrkB蛋白量は、対照群(n=7)の 100±5%に対し、10日

間 ECS処置群(n=7)は 102±8%であった。背側海馬における蛋白発現量は、対照群 

（n=7）の 100±6%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 102±10%であった。腹側海馬にお

ける蛋白発現量は、対照群（n=7）の 100±12%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 90±

7%であった。上記 6群に対して一元配置分散分析を施行したところ、有意差は検出さ

れなかった(F5.36=0.2、p>0.05)。この結果から、海馬全域、背側海馬、腹側海馬の全て

の領域で、10日間の ECS は truncated TrkB蛋白発現に影響を与えないことが示され
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た。 

 

full length TrkB に及ぼす影響 (図 8) 

海馬全域における full length TrkB 蛋白量は、対照群(n=7)において 100±5%に対し 

10日間 ECS処置群(n=7)は 67±3%であった。背側海馬における蛋白発現量は、対照群  

（n=7）の 100±9%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 63±7%であった。腹側海馬におけ

る蛋白発現量は、対照群（n=7）の 100±7%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 65±7%で

あった。上記 6群に対して一元配置分散分析を施行し、有意差が検出された 

(F5.36=8.5、p<0.001)。Tukey post-hoc testで海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領

域で、10日間 ECS群は対照群よりも有意に減少していた(海馬全域：p<0.05、背側海

馬：p<0.01、腹側海馬：p<0.01)。これらの結果から、海馬全域、背側海馬、腹側海馬

の全ての領域で、10日間の ECSが full length TrkB 蛋白発現を減少させることが示さ

れた。 

 

リン酸化 full length TrkB に及ぼす影響 (図 9) 

 海馬全域におけるリン酸化 full length TrkB 蛋白量は、対照群(n=7)の 100±12%に

対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 204±25%であった。背側海馬における蛋白発現量は、

対照群（n=7）の 100±8%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は 169±23%であった。腹側海

馬における蛋白発現量は、対照群（n=7）の 100±6%に対し 10日間 ECS処置群(n=7)は
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217±15%であった。上記 6群に対して一元配置分散分析を施行し、有意差が検出され

た (F5.36=8.1、p<0.001)。Tukey post-hoc test で海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各

領域で、10日間 ECS群は対照群よりも有意に増加していた(海馬全域：p<0.01、背側海

馬：p<0.05、腹側海馬：p<0.01)。これらの結果から、海馬全域、背側海馬、腹側海馬

の全ての領域で、10日間の ECSがリン酸化 full length TrkB 蛋白発現を増加させるこ

とが示された。 

 

2 日間、5 日間の ECS による海馬全域における成熟型 BDNF の発現変化 (図 10) 

対照群、2日間 ECS群、5日間 ECS群、の海馬全域における成熟型 BDNF 発現量は、対 

照群（n=4）の 100±15%に対し、2日間 ECS処置群(n=4)は 197±13%、5日間 ECS群

(n=4)は 264±37%、であった。一元配置分散分析で有意差が検出された (F2,9=6.6、

p<0.05)。Tukey post-hoc test で 5日間 ECS群は対照群と比較して、有意に増加して

いた (p<0.05)。これらの結果から、ECSの施行回数を重ねるにつれて、海馬全域で成

熟型 BDNFが段階的に増加することが示された。 

 

2 日間の ECS による海馬全域における TrkB の発現変化 (図 11) 

対照群、2日間 ECS群、の海馬全域における truncated TrkB発現量は、対照群 

(n=4)の 100±6%に対し、2日間 ECS処置群(n=4)は 96±4%、であった。Student の t検

定で 2群間に有意差は検出されなかった(t6=0.5)。full length TrkB発現量は、対照群
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（n=4）の 100±14%に対し、2日間 ECS処置群(n=4)は 101±13%、であった。Studentの

t検定で 2群間に有意差は検出されなかった(t6=0.2)。これらの結果から、ECSの試行

回数が少ない場合、truncated TrkB、full length TrkB の蛋白発現は変化しないことが

示された。 

 

Ⅲ-4. 考察 

本研究において、ECS による BDNFとその前駆体、受容体である 2種類のサブタイプ 

の TrkB及びその活性化型の蛋白発現への ECSの影響を示した。 

海馬全域において、成熟型 BDNFは電気けいれん刺激を重ねるにつれて段階的に発現

が増加した。試行回数を重ねるにつれて ECTが治療効果を発揮することと、時間経過が

同様であり、このことは成熟型 BDNFの発現増加が ECTの治療機序に関与していること

を示唆する。特に腹側海馬はストレス反応や感情に関与する領域であり 51、この領域で

の成熟型 BDNFの発現増加は治療効果に強く関係していると考えられる。 

10日間の電気けいれん刺激により、海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域で、成

熟型 BDNFが増加する一方 proBDNFの発現量は不変であった。成熟型 BDNF とは違い

proBDNFは受容体である p75NTRに結合し、神経活動を抑制すると共に、アポトーシス

を誘導することが知られている 27.28。けいれん重積の動物モデルでは、proBDNF から成

熟型 BDNFへの変換が抑制されることが報告されている 54。本研究の結果は、けいれん

重責の報告とは異なり、ECTでは proBDNFから成熟型 BDNFへの変換が増強している可
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能性を示している。けいれん重積と ECTでは、けいれんの持続時間が大きく異なって

おり、けいれん重積の動物モデルでは、けいれんの持続時間は数時間であるが、ECSは

約 20秒である。複数回の ECSでは細胞死を起こすことなく海馬神経樹状突起が伸長す

ることが報告されている 55 が、けいれん重積動物モデルは広範囲に渡って細胞死を伴

う 54。proBDNFの発現量の違いが、けいれん重積と ECTの中枢神経に与える影響の違い

に関与している可能性がある。 

10日間の ECSにより、海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域で、リン酸化 full 

length TrkBの発現が増加した。このことは、BDNF/TrkBシグナルが ECT で活性化する

ことを裏付ける。それに対して、リン酸化されていない full length TrkB の発現量は

減少し、truncated TrkB は不変であった。２日間の ECSでは full length TrkBの発現

に変化がないことから、リガンドである成熟型 BDNFの段階的な上昇に反応して full 

length TrkBが減少しており、実験 1で示した 10 日間の ECSによる受容体のエンドサ

イトーシスと RAB7を介してライソソームに運ばれ分解される経路の活性化が full 

length TrkBの減少に関与している可能性がある。先行研究では、BDNF を２週間持続

的に海馬内へ投与することで、リン酸化 full length TrkB が減少することが報告され

ている 51が、本研究では成熟型 BDNFの持続的上昇にも関わらず、リン酸化 full 

length TrkB発現は増加した。このことは 10日間の ECSでは、成熟型 BDNF の発現上昇

以外の機序が作用してリン酸化 full length TrkB 発現を上昇させる可能性を示唆して

いる。 
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full length TrkBは海馬の軸索、細胞体、樹状突起スパイン、樹状突起分枝に幅広

く局在していることが知られている 56。海馬神経培養細胞を用いた研究で、BDNFを加

えることにより樹状突起に TrkBを輸送する RAB11 陽性エンドソームが蓄積すること、

Rab11のドミナントネガティブ突然変異体が BDNF 付加による樹状突起分枝増加を阻害

すること、更には RAB11 を持続的に活性化させる処置は、TrkBを輸送する RAB11陽性

エンドソームの樹状突起上での蓄積と樹状突起分枝を増加させることが報告されてい

る 57 。また、化学的にシナプス伝達の長期増強（long term potentiation）を誘発す

る処置によって、BDNF/TrkB シグナルが増強するが、その際に RAB11陽性エンドソーム

を介して full length TrkB がシナプス後膜に輸送されること、RNA干渉により Rab11

遺伝子発現を抑制することで full length TrkB の輸送を阻害した場合には、

BDNF/TrkBシグナルが抑制されることが報告されている 58。これらの先行研究は、ECS

による BDNF/TrkBシグナルの活性化において、RAB11 を介した recycling pathway の重

要性を示すものである。本研究の結果から、ECT により成熟型 BDNF/リン酸 TrkB複合

体が、エンドサイトーシスの後に RAB11を介した小胞輸送によって樹状突起やシナプ

ス後膜へ輸送されることで、海馬の構造変化が促進される可能性がある。 

 

Ⅳ. 結論 

実験 1および 2より、ECTが海馬で小胞輸送機構を広範囲に活性化すると同時に、 

full length TrkBの減少を伴いながら BDNF/TrkB シグナルを増強させ、それらがてんか
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ん活動性上昇の回避と、抗うつ効果に関与している可能性が示唆された。すなわち、エ

ンドサイトーシスと RAB7 を介した degrading pathway が、細胞膜表面の full length 

TrkB受容体数を制御して BDNF/TrkBシグナルを適切に調節し、RAB11を介した

recycling pathwayが、リン酸化 full length TrkB の樹状突起やシナプス後膜における

局在を増加させることが治療効果につながる、という可能性である。 
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単語・略語説明 

AMPA：α-３-hydroxy-５-methyl-４-isoxazole propionic acid 

BDNF：Brain-derived neurotrophic factor 

BSA：Bovine serum albumin (ウシ血清アルブミン) 

ECS：Electroconvulsive shock (電気けいれん処置) 

ECT：Electroconvulsive therapy (電気けいれん療法) 

EDTA：Ethylenediaminetetraacetic acid (エチレンジアミン四酢酸) 

GAPDH：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (グリセルアルデヒド-3-リン酸デ

ヒドロゲナーゼ) 

MES：2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (2-モルホリノエタンスルホン酸) 

NGF：Nerve growth factor 

PBS：Phosphate buffered saline 

PVDF：Polyvinylidene difluoride (ポリフッ化ビニリデン) 

P75NTR：p75 neurotrophin receptor 

TBS：Tris buffered saline 

TrkB：tropomyosin receptor kinaseB 
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図 1 
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C)  

 
 

 

図 1の説明 

A) エンドサイトーシス関連蛋白の説明。黒線は細胞膜を示している。エンドサイトーシス 

されるリガンドと受容体はそれぞれ  、 で示している。clathrin はエンドサイトーシ

スの際に細胞膜が窪んで形成される小胞を裏打ちする蛋白で、  で示している。caveolin-

1、flotillin-1は細胞膜に凹みを形成する蛋白であり、それぞれ  、 で示している。 

B) エンドサイトーシス関連蛋白の細胞膜上での局在。細胞膜上で、脂質ラフト以外の領域 

は白色の領域で、脂質ラフト領域は黒色で示している。clathrin、caveolin-1、flotilｌin- 

1はそれぞれ A)と同様に   、 、  で示している。脂質ラフト以外の領域には clathrin 

が局在し、脂質ラフト領域には caveolin-1、flotillin-1がそれぞれ局在している。 

C) エンドソーム関連蛋白の説明。細胞膜は黒線で、細胞質内のエンドソームは黒線で囲ま 
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れた楕円形～円形の構造物として示している。エンドソーム内に取り込まれて細胞質内を運

ばれる受容体は、  で示している。細胞内に取り込まれた物質は、まず細胞辺縁部に

存在する early endosome へと小胞輸送される。early endosome を起点として、細胞

膜で再利用される場合は recycling pathway に、lysosome で分解される場合は

degrading pathway に振り分けられる。recycling pathway には rapid recycling 

endosome に小胞輸送された後に細胞膜に素早く戻る経路、slow recycling endosome

を経由して細胞膜に時間をかけて戻る経路がある。late endosome は early endosome

が成熟したオルガネラであり、lysosome と融合して内容物を分解に導く。early 

endosome に RAB5 が、rapid recycling endosome に RAB4 が、slow recycling endosome

に RAB11 が、late endosome に RAB7 が、局在して小胞輸送に関わる。 
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図 2 

 
 

図 2の説明 

図 2. BDNF/TrkB シグナルの流れ。黒線は細胞膜を示している。 、 はそれぞれ成 

熟型 BDNF, 前駆体である proBDNF を示している。 、  、 は、それぞれ p75NTR、 

full length TrkB、truncated TrkB を示している。proBDNF は p75NTR と結合すること 

で神経細胞活動抑制、アポトーシスなどの作用を発揮する。成熟型 BDNF は 119 個のア 

ミノ酸からなるポリペプチド(分子量 14,000)で、ニューロトロフィンファミリーに属 

する神経栄養因子である。成熟型 BDNF が full length TrkB と結合すると受容体が自 

己リン酸化されシナプス新生、神経突起形成などの作用を発揮する。 
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図 3 

A)                                                E) 
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図 3 の説明 

海馬全域のエンドサイトーシス関連蛋白発現のウエスタンブロット法による分析  

A,B,C,D) clathrin heavy chain (A)、clathrin light chain（B）、flotillin-1 (C)、 

caveolin-1 (D) 蛋白発現について、ウエスタンブロット法で検出されたバンドの 1 例 

を提示している。 

E,F,G,H) 対照群 （Con） と 10 日間電気けいれん刺激群 (10d ECS) の蛋白発現を、 

各群 7 匹のラットで比較した結果、10 日間電気けいれん刺激群 の clathrin heavy 

 chain (E)、clathrin light chain（F）、flotillin-1(G)、caveolin-1 (H) 蛋白発 

現は有意に増加した。*ｐ<0.05、。***ｐ<0.001 
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図 4 
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図 4 の説明  

海馬全域における脂質ラフト分画のラフト関連蛋白発現のウエスタンブロット法によ

る分析 

A,B) flotillin-1(A)、caveolin-1 (B) 蛋白発現について、ウエスタンブロット法で

検出されたバンドの 1 例を提示している。バンドの下に記載された数値はショ糖密度

勾配遠心法により分離された 12 の分画を示しており、数値が小さいほど低密度の分

画である。flotillin-1、caveolin-1 は主に低密度順で 3-5 番目の分画に検出された。 

C,D) 対照群 (Con) と 10 日間電気けいれん刺激群 （10d ECS）の海馬脂質ラフト分

画での蛋白発現を、各群 7 匹のラットで比較した結果、10 日間電気けいれん刺激群の

flotillin-1 (C)、caveolin-1 (D) 蛋白発現は有意に増加した。*p<0.05、**p<0.01 
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図 5   
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図 5 の説明 

海馬全域のエンドソーム関連蛋白発現のウエスタンブロット法による分析 

A,B,C,D) RAB5 (A)、RAB7（B）、RAB11 (C)、RAB4 (D) 蛋白発現について、ウエスタ 

ンブロット法で検出されたバンドの 1 例を提示している。 

E,F,G,H) 対照群 （Con） と 10 日間電気けいれん刺激群 (10d ECS) の蛋白発現を、 

各群 7 匹のラットで比較した結果、10 日間電気けいれん刺激群の RAB5 (E)、RAB7（F）、 

RAB11 (G)、RAB4 (H) 蛋白発現は有意に増加した。*ｐ<0.05、**ｐ<0.01、***ｐ<0.001 
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図 6 

A)                    D) 
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図 6 の説明 

10 日間 ECS による海馬全域・背側海馬・腹側海馬の成熟型 BDNF 蛋白発現のウエスタ 

ンブロット法による分析 

A) 抗体溶液に BDNF 蛋白を十分に加えた条件下及び加えない条件下で、10 日間の ECS によ

る海馬全域での成熟型 BDNF 蛋白発現変化について、ウエスタンブロット法で検出されたバ

ンドを提示している。BDNF を加えた条件下では、成熟型 BDNF (14 kDa） のバンドは検出さ

れていない。 

B,C) 10日間の ECSによる背側海馬 (B)、腹側海馬 (C)、での成熟型 BDNF 蛋白発現変化に

ついて、ウエスタンブロット法で検出されたバンドの 1例を提示している。 

D) 海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域における対照群 （Con） と、10 日間の電気けい

れん刺激群 (10d ECS) の成熟型 BDNF蛋白発現を、各群 7匹のラットで比較した結果、全て

の領域で、10 日間の電気けいれん刺激群の蛋白発現は有意に増加した。*ｐ<0.05、**ｐ

<0.01 
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図 7 
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図 7 の説明 

10 日間 ECS による海馬全域、背側海馬、腹側海馬の proBDNF 蛋白発現のウエスタンブ 

ロット法による分析 

A,B,C) 10日間の ECS による海馬全域 (A)、背側海馬 (B)、腹側海馬 (C)での proBDNF蛋白

発現変化について、ウエスタンブロット法で検出されたバンドの 1例を提示している。 

D) 海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域における対照群 （Con） と、10 日間の電気けい

れん刺激群 (10d ECS) の proBDNF蛋白発現を、各群 7匹のラットで比較した結果、全ての

領域で、対照群と 10日間電気けいれん刺激群の間に、統計学的有意差は検出されなかった。 
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図 8 
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図 8 の説明 

10 日間 ECS による海馬全域、背側海馬、腹側海馬の full length TrkB、truncated  

TrkB 蛋白発現のウエスタンブロット法による分析 

A,B,C) 10日間の ECSによる海馬全域 (A)、背側海馬 (B)、腹側海馬 (C)での full length  

TrkB、truncated TrkB 蛋白発現変化について、ウエスタンブロット法で検出されたバンド 

の 1例を提示している。 

D) 海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域における対照群 （Con） と、10 日間の電気けい

れん刺激群 (10d ECS) の truncated TrkB 蛋白発現を、各群 7匹のラットで比較した結果、

全ての領域で、対照群と 10 日間電気けいれん刺激群の間に、統計学的有意差は検出されな

かった。 

E) 海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域における対照群 （Con） と、10 日間の電気けい

れん刺激群 (10d ECS) の full length TrkB 蛋白発現を、各群 7匹のラットで比較した結

果、全ての領域で、10日間の電気けいれん刺激群の蛋白発現は有意に減少した。*ｐ<0.05、

**ｐ<0.01 
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図 9 
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図 9 の説明 

10 日間 ECS による海馬全域、背側海馬、腹側海馬のリン酸化 full length TrkB 蛋白 

発現のウエスタンブロット法による分析 

A,B,C) 10日間の ECS による海馬全域 (A)、背側海馬 (B)、腹側海馬 (C)でのリン酸化 full  

length TrkB 蛋白発現変化について、ウエスタンブロット法で検出されたバンドの 1例を 

提示している。 

D) 海馬全域、背側海馬、腹側海馬の各領域における対照群 （Con） と、10 日間の電気けい

れん刺激群 (10d ECS) のリン酸化 full length TrkB 蛋白発現を、各群 7 匹のラットで比

較した結果、全ての領域で、10日間の電気けいれん刺激群の蛋白発現は有意に増加した。 

*ｐ<0.05、**ｐ<0.01 
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図 10 

A)                                  B)  

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 の説明 

2 日間及び 5 日間 ECS による海馬全域の成熟型 BDNF 蛋白発現のウエスタンブロット法によ

る分析 

A） 2 日間及び 5 日間 ECS による海馬全域での成熟型 BDNF 蛋白発現変化について、ウエス

タンブロット法で検出されたバンドの 1例を提示している。 

B) 対照群 （Con）、2 日間電気けいれん刺激群 (2d ECS)、5 日間電気けいれん刺激群 

(5d ECS)の海馬全域での成熟型 BDNF 蛋白発現を各群 4 匹のラットで比較した結果、

対照群と 5 日間電気けいれん刺激群の間で、統計学的有意差が検出された。*p<0.05  
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図 11 

A)                                  B) 

                                                                              
 

 

 

 

 

                         

 

 

 

 

 

 

図 11 の説明 

2日間 ECSによる海馬全域の truncated TrkB 及び full length TrkB 蛋白発現のウエスタン

ブロット法による分析 

A） 2日間 ECS による海馬全域での truncated TrkB 及び full length TrkB 蛋白発現変化に

ついて、ウエスタンブロット法で検出されたバンドの 1例を提示している。 

B) 対照群 （Con）と 2 日間電気けいれん刺激群 (2d ECS)の海馬全域での truncated 

TrkB 及び full length TrkB 蛋白発現を各群 4 匹のラットで比較した結果、統計学的有

意差は検出されなかった。 
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