
博士論文 

 

 

ラットにおける条件性恐怖反応の 

ストレス誘発性増強 

：PTSD動物モデルとして 

 

 

 

 

 

平成 26年度 

 

 

領家 梨恵 

 

筑波大学大学院人間総合科学研究科 

感性認知脳科学専攻 

 

 



目次

第 1 章 	 序 論  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1  

第 1 節	 ストレスとストレス反応  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1  

第 2 節	 ストレス関連疾患動物モデル  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 

2-1	 電撃を用いたトラウマストレスの影響  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7  

2-2	 拘束によるトラウマストレスの影響  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  11  

2-3	 Single prolonged stress によるトラウマストレスの影響  . . . . . . . .  12  

2-4	 社会的ストレスによるトラウマストレスの影響  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14  

第 3 節	 恐怖学習における HPA 系および交感神経系の関与  . . . . . . . . . . . . . . . .  15 

第 4 節	 PTSD 動物モデルとしての恐怖反応増強現象  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19 

第 5 節	 本研究の目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  21 

第 2 章 	 ス ト レスによる情動性および条件性恐怖反応への長期的影響

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 4  

第 1 節	 文脈恐怖条件づけにおけるストレスの影響	 －電撃，強制水泳ま

たは複合ストレスが及ぼす効果の比較－【実験Ⅰ】  . . . . . . . . . . . . . . .  24 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  24  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  26  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  34  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  37  

第 2 節	 文脈恐怖条件づけとオープンフィールド行動における複合ストレ

スの影響	 －リマインダーの有無が及ぼす効果の比較－【実験Ⅱ】

 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  39 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  39  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  42  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  46  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  53  



第 2 章の総合的考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  56 

第 3 章 	 複 合 ストレスによる条件性恐怖反応増強におけるストレス反

応系の関与の検討  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 1  

第 1 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす metyrapone 末梢投

与の効果【実験Ⅲ】  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  61 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  61  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  64  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  71  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  77  

第 2 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす propranolol 末梢投

与の効果【実験Ⅳ】  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  79 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  79  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  81  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  82  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  86  

第 3 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす副腎摘除の効果【実

験Ⅴ】  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  89 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  89  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  91  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  94  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100  

第 3 章の総合的考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  102 

第 4 章 	 複 合 ストレスによる条件性恐怖反応増強における中枢 H P A

系の関与の検討  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 0 5  

第 1 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす alpha/helical  CRF

脳室内投与の効果【実験Ⅵ】  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  105 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  105  



方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  107  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  110  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  115  

第 2 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす RU38486 脳室内投

与の効果【実験Ⅶ】  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  116 

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  116  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  118  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  120  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  124  

第 4 章の総合的考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  126 

第 5 章 	 ス ト レス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす R U 3 8 4 8 6 およ

び p r o r a n o l o l 末梢投与の効果【実験Ⅷ】  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 9  

目的  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  129  

方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  131  

結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  133  

考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  138  

第 6 章 	 全 体 的考察および今後の展望  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 1  

要約  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 4 8  

引用文献  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 5 4  



1 

第 1 章

序論

第 1 節	 ストレスとストレス反応

受験や多くの人の前でのプレゼンテーションといった心理的に大

きな負担がかかった時に，体調を崩してしまったという経験を持って

いる人は少なくない。さらに，受験の失敗，親しい友人の裏切り，近

親者の死，交通事故，性的被害といったトラウマ的事象に関する経験

は，人生の中の重要な出来事であり，価値観をネガティブな方向に変

え，身体的不調の慢性化を引き起こすほどの影響力を有している。

日常生活に密接に関係するストレスに対して人々の興味関心は強

く，今日までストレス研究は精力的に行われてきた。ストレスについ

て今日までに知られている定義およびメカニズムについて先行研究

を基に以下に概観する（Brandão, Zanoveli,  Ruiz-Martinez, Oliveira, 

& Landeira-Fernandez, 2008; de Quervain, Aerni, Schelling, & 

Roozendaal, 2009; Lupien, McEwen, Gunnar, & Heim, 2009; 

Romero & Butler, 2007; Roozendaal, McEwen, & Chattarji,  2009; 

Sapolsky, Romero, & Munck, 2000; Stam, de Lange, Graveland, 

Verhave, & Wiegant, 2007）。

生体におけるストレスという単語は，ハンス・セリエが用いはじめ，

外的な刺激が生体に作用したときに非特異的に生じる生体内の歪み

のことである。加えてセリエは，この歪みを引き起こす刺激をストレ

ッサーと呼んだ。

セリエによってストレスという概念が定義される以前から，心身の

関連は哲学者によって議論されており，デカルトが非身体的である心

が身体に影響を及ぼすことを示唆したことはよく知られている。実験
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医学からは，クロード・ベルナールが「内部環境の固定性」という考

えを提唱し，生体の内部環境は平衡を保つことが必要であり，外部環

境が変化したとしても一定であるとした。この考えを「恒常性（ホメ

オスタシス）」と呼んだのが生理学者であるウォルター・Ｂ・キャノ

ンである。キャノンは，生体が周囲の環境変化に応じてそれぞれ個別

の適切な反応を示すことにより生体の内部環境を一定に保つことが

出来ることを恒常性とした。

これらの概念を経て，さらに自らの成果を加えることで，前述した

セリエはストレス学説を提唱した。この学説の礎となるのは，ストレ

ッサーに対する生体の非特異的な適応反応であり，彼はこれを「汎適

応症候群」とした。ストレッサーに対する身体的反応は 3 期に分類さ

れ，その第 1 期はストレッサーに対して身体が緊張反応を示す警告反

応期であり，ショック相と反ショック相に分けられる。ショック相は，

ストレッサーに対する適応反応が発現する以前の段階である。体温低

下，血圧低下，血糖値の低下および急性胃腸潰瘍がみられ，ショック

が強すぎる場合はそのまま死に至る。反ショック相は，ショックに対

する生体の防衛・適応反応が始まる時期である。ストレッサーが続く

と，生体の反応は第 2 期である抵抗期に入る。ここでは持続するスト

レッサーと身体の抵抗力とが一定のバランスをとっている状態で安

定する。さらにストレッサーが長引くと，生体の反応は第 3 期である

疲弊期に移行する。ここでは一度獲得された抵抗力も失われ，再びシ

ョック相に似たあらゆる兆候が示される。体温の下降，胸腺やリンパ

節の委縮および副腎皮質の機能低下などが見られる。セリエはこれら

一連の生体の適応反応，すなわちストレス反応の中心が副腎皮質刺激

ホルモン（ adrenocorticotropic hormone：ACTH）－グルココルチコ

イド（ glucocorticoid：GC）系であるとした。

副腎皮質ホルモンのひとつであり，ストレスホルモンとして知られ

る GC は，今日においてもその働きの解明が行われている。副腎皮質
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からの GC の放出は，ストレッサーに対するホルモン反応カスケード

における最終反応である。まず，拘束や不安といったストレスを感じ

ると，扁桃体や海馬など，身体内外からの刺激を処理する脳部位が視

床下部にシグナルをおくる。視床下部の細胞は，下垂体前葉に接続し

ている門脈システムの毛細血管が集結する正中隆起に投射しており，

視床下部から正中隆起にシグナルが送られると門脈血に様々なホル

モンが放出される。それらホルモンの中で最も重要なのが，副腎皮質

刺激ホルモン放出因子（ corticotoropin-releacing factor：  CRF）と

アルギニン・バソプレシン（ arginine vasopressin：AVP）である。

このうち CRFが下垂体前葉の受容体に結合することで，続いて ACTH

が血中に放出される。ACTH が副腎皮質細胞の受容体に結合すると，

そこではステロイド合成酵素の産生が刺激される。GC は他のステロ

イドと同様，産生されると貯蔵されることはないため，ACTH による

GC の生産量と GC の放出量には差がない。このカスケードは，視床

下部－下垂体－副腎皮質系（Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis：

HPA 系）と呼ばれ，ストレス反応における GC 放出の主要経路であ

る。

GC は標的細胞に到達すると，細胞膜を通り抜けて，細胞内の細胞

質受容体である GRαに結合する。この GRα－GC 複合体は核内で標

的遺伝子である DNA 配列 [GC 応答配列 (glucocorticoid response 

elements; GRE)と呼ばれる ]に結合して，遺伝子転写の促進・抑制因

子として働く。加えて，GC の受容体は細胞膜上にも存在することが

明らかとなっており，この受容体は GC による急性的な行動調節に関

与していると考えられている。

二つ目の主なストレス反応系は交感神経系である。副腎髄質から放

出されるカテコールアミンであるノルエピネフリンとエピネフリン

の両者がストレス反応に関与している。カテコールアミンは特異的膜

結 合 型 Ｇ プ ロ テ イ ン 受 容 体 に 結 合 し ， 細 胞 内 cyclic adenosine 
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monophosphate （ cAMP）シグナリング系を介して細胞の反応を急

速に活性化する。このようなノルエピネフリンとエピネフリンによる

反応は，闘争・逃走反応と呼ばれる。主な反応としては，内臓の活動

の抑制，視覚の鋭敏化，脳血流量を増加させることによる覚醒化，酸

素交換能の上昇，グリコーゲンの分解によるグルコースの放出，筋の

血管拡張，体表面の血管収縮，心拍増加，立毛などが挙げられる。こ

れら闘争・逃走反応は，捕食者や同種の競争相手からの脅威を生き延

びるために有益な生体反応である。

一方，ノルエピネフリンやエピネフリンと比較すると，GC はゆっ

くりとその効果を表すことが知られている。一般的に，GC 血中濃度

の増加はストレッサーを受けた 3~5 分後では検出することができな

い。GC は遺伝子転写率を変化させることによって生理学的効果をも

たらすことから，ストレッサーへの曝露から 20～ 30 分経過してよう

やく GC の効果はみられる。もしその後ストレッサーが持続しなけれ

ば，ネガティブフィードバック機能が作用し， 30～ 60 分経過すると

GC 血中濃度は減少する。しかしすでに合成・放出された GC は機能

し続けることができるため，結果的に GC の生理学的効果はかなり長

く続くことになる。

第 2 節	 ストレス関連疾患動物モデル

一般的に，トラウマ的事象の経験直後に心理的および身体的不調が

顕在化する場合は，急性ストレス障害として診断される。急性ストレ

ス障害では，数日ないしは数週間で通常の生活を送ることのできる程

度にまで症状が改善される。それに対して，トラウマ的事象経験後 1

か月以上経過してもなお不調が改善されない，あるいは症状の悪化，

顕在化が見られる場合は心的外傷後ストレス障害（ post-traumatic 



5 

stress disorder；PTSD）と診断される。PTSD はトラウマ的事象を

経験後に長期間持続する症状を記載するために 1980 年代に確立され，

その診断においては症状が長期間持続するという点が最も重要視さ

れる（Yehuda & McFarlane, 1995）。アメリカではベトナム戦争帰還

兵にみられた異常なストレス反応の持続をきっかけに，PTSD は精神

疾患の一つとして認知されるようになり，日本においては，阪神・淡

路大震災，地下鉄サリン事件などの際にマスコミに多く取り上げられ

てその名を知られるようになった。PTSD の主な症状としては，苦痛

な再体験や，外傷と関連した刺激の回避と全般的反応性の麻痺，覚醒

亢進が挙げられる (American Psychiatric Association, 2000)。

臨床場面では，PTSD 治療に認知行動療法が用いられており，長期

曝露法を基礎にして認知的再体制化と不安管理訓練が併せて実施さ

れる。トラウマ反応の脱感作とトラウマ関連事象認知の修正を繰り返

し行うことで，ストレス反応を軽減させる。しかし，それらの治療に

よって PTSD の症状を一時的に軽くすることはできるが，認知行動療

法のみによる治療の予後は芳しくない。そこで，薬物療法が並行して

行われることが多い。PTSD 治療薬として使用されているのは，主に

ベンゾジアゼピン系抗不安薬と選択的セロトニン再取り込み阻害薬

（ SSRI）である。しかしながらそれら薬物の効果もまた十分である

とはいえず，新たな薬物療法の開発が期待されている。他の類似した

精神疾患に関する生物学的，心理学的および社会学的モデルや臨床研

究に基づいた PTSD の治療は今日まで進められてきているが，有効な

治療法を検証する必要性は現在も続いている。

ストレッサーに曝された動物は，ヒトの精神疾患に呈されるような

精神不安状態や神経伝達物質量の異常性，脳の形態学的異常と類似し

た症状を示すことから，精神疾患の動物モデルとしての応用が期待さ

れている。なぜなら，精神疾患発症の根底にある神経メカニズムの解

明，治療薬物の神経学的，内分泌学的影響の検証，新薬の開発といっ
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た生体に直接働きかける必要のある研究において，動物を被験体とし

た基礎研究が不可欠なためである。PTSD に関しても，病態に基づく

動物モデルの作成が試みられているが，それらのモデルの再現性，妥

当性は十分に検証されているとは言えない。有用な動物モデルの出現

は，PTSD 治療法の開発に飛躍的な進展をもたらすこととなろう。  

Willner（ 1986）は，精神疾患の動物モデルを用いた研究を行うに

あたり，実験動物が下記の三項目をすべて有することで，精神疾患の

理想的な動物モデルになりうると主張している。  

一つめは表面妥当性（ face validity），現象論的類似性である。つ

まり，精神疾患を患ったヒトとその動物モデルで観察される行動的症

状の相似性・類似性を有するか否かということである。  

二つめは構成概念妥当性（ construct validity）であり，動物モデル

とヒトにおいて行動系の変容と神経系の変容との間に類似した関連

性が認められるか否かということを意味する。  

最後は予測妥当性（ predictive validity），つまり，動物モデルでみ

られる薬物の効果がヒトの病的状態への効果を反映するか否かであ

り，精神疾患に対する新規化合物の臨床効果を予測する能力を求めら

れる。  

さらに PTSD の動物モデルは，Yehuda ＆  Antelman（ 1993）に

よって，以下の 5 つの具体的な評価基準が提唱されている。  

(1)ストレッサーへの短時間曝露であっても PTSD 様の生理学的・

行動学的結果が引き起こされる。  

(2)曝露されるストレッサーの強度に依存して，PTSD 症状の程度は

変化する。  

(3)ストレッサーは，長期間持続するか，あるいは時間経過ととも

により顕著な生物学的変化を引き起こす。  

(4)ストレッサーは二方向性（興奮性あるいは抑制性）の生物学的

変化を引き起こしうる。  
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(5)ストレッサーへの反応における個人差が，経験（例：過去に受

けたストレッサー後の適応状況）と遺伝，あるいはその二つの相互作

用によって生じる。

これまでに様々な手法によって PTSD 動物モデル作成が試みられ

ているが，PTSDの動物モデルの有用性を評価する基準は曖昧であり，

研究者によって異なっている。また，PTSD 治療薬の効果検討を目的

として薬物投与を行った研究や PTSD 発症時の神経メカニズムの解

明を目的とした研究は，妥当性を十分に検証された動物モデルを用い

ていなかった。そこで本章では，代表的な先行研究のモデル作成手順

とその結果をストレスの種類ごとに概観し，PTSD 動物モデルとして

の有用性について議論する。なお，母子分離によるストレスや幼児期

に与えられたストレッサーによって，その後 PTSD 様の症状が引き起

こされることが知られているが（ Cameron et al. ,  2005; Levine, 

2001），成体期前の発達過程にある動物は，内分泌系が大きな変動を

見せるため，ストレスによる影響を左右する因子は成体期と異なる可

能性が考えられる。そのため本稿で取り上げる先行研究は，成体期の

動物を用いたものに限定した。また本稿では，動物の行動的・生理的

機能に多大な影響を及ぼしうる強度のストレッサーのことを，動物に

とっての“トラウマストレス”と定義した。

2 - 1 	 電 撃を用いたトラウマストレスの影響

Levine, Madden, Conner, Moskal & Chris Anderson (1973) は，

トラウマストレスに，強い電撃を用いてその後の HPA 系の変化とオ

ープンフィールドにおける行動変容を検証したパイオニアである。彼

らの研究では，このトラウマストレスを経験した動物は，その後電撃

ストレスに対する副腎皮質ホルモンの過剰反応と，オープンフィール

ド場面における移動活動量と立ち上がり反応の減少が見られた。

その後， inescapable shock–learned helplessness（ IS-LH）を用
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いた研究が行われた（ van der Kolk, Greenberg, Boyd, & Krystal, 

1985; Weiss & Glazer, 1975）。 IS-LH モデルは，もともと鬱病の動

物モデルとして開発，検証されてきが，PTSD モデルとしての有用性

も指摘されている。しかしながら，IS-LH パラダイムよって生じた鬱

症状は， 72 時間しか継続しないために PTSD 動物モデルとしての有

用性を問題視する研究者もいる（Yehuda & Antelman, 1993）。  

たとえば Maier（ 2001）の研究では，プレキシグラス製の円筒にラ

ットを入れて，尻尾に電撃（ 1mA， 5sec） 80 回を与えるという逃避

不能電撃をトラウマストレスとして用いた。その後，音を条件刺激

（CS）としたシャトル箱での逃避・回避学習を訓練したところ，ト

ラウマストレスの 48 時間後では，逃避潜時がトラウマストレスを受

けていない統制群よりも長く，すなわち学習性無気力の状態にあった。

しかしながらトラウマストレスから 69 時間以上経過すると，逃避潜

時は統制群と同程度にまで回復した。一方， 48 時間毎にトラウマス

トレスを受ける環境に曝され続けると，ラットはトラウマストレスを

受けた日から 18 日経過してもテストにおいて学習性無気力の状態を

示した。以上の結果は，トラウマストレスを受けた環境がその“リマ

インダー”として作用している可能性を示している。そこで彼らは，

ストレスを受けた環境（リマインダー）への曝露はヒトの PTSD 症状

におけるトラウマ記憶の再体験を疑似的に再現していると考え，この

手続きは PTSD モデルとして妥当であると主張した。  

同様にリマインダーを用いた研究としては，トラウマストレスとし

てシャトル箱での電撃を用いたものがある（ Diehl et al. ,  2007; 

Louvart, Maccari,  Ducrocq, Thomas, & Darnaudéry, 2005; Pynoos, 

Ritzmann, Steinberg, Goenjian, & Prisecaru, 1996）。そこでは，電

撃を伴わないシャトル箱への再曝露がリマインダーとされ，PTSD 様

症状が誘発されるかどうかが検討された。これらの研究で，シャトル

箱は，マウスの入った箱のドア開放と非常に明るい光の点灯より，マ
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ウスが隣の暗い部屋に逃避する習性を利用した装置であった。マウス

が隣の部屋に移動するとドアが閉まり，10 秒間 2mA の電撃を受ける

というトラウマストレスが与えられた。トラウマストレスを与えた後，

週に１回シャトルボックスへの再曝露を行った。Pynoos et al.  (1996) 

では， 6 週間リマインダーを与えられ続けたマウスは，時間の経過に

伴って（ 24 時間，3 週間，6 週間）驚愕反応が増強した。しかし，リ

マインダーを与えられなかったマウスの驚愕反応（全身のびくつき）

はトラウマストレスを与えられなかったマウスと差がなかった。

一方，シャトル箱を用いたより最近の一連の研究は，リマインダー

を与えなくてもトラウマストレスの影響が長期間持続することを示

した。これらの研究では，トラウマストレスとして電撃を与え，その

後安静期を経た後に，電撃を受けた装置に対するラットのストレス反

応の評価を行い，PTSD 動物モデルとしての有用性を検討した（Koba 

et al. ,  2001; Sawamura et al. ,  2004; Wakizono et al. ,  2007）。彼ら

は，シャトル箱用いて，片側の箱にラットを閉じ込め，逃避不能電撃

（ 0.8mA, 15sec）を 60 回与えた。そのトラウマストレスの 2 週間後

に，同じ装置で光刺激を CS としたシャトル二方向回避学習を行った

ところ，トラウマストレスを受けたラットは CS に対してより多く回

避反応を示し，CS が提示されない時にも隣室への移動反応が多くみ

られた。加えて，トラウマストレスを受けたラットは CS-US 条件づ

け開始前の順応期間中に，装置内での活動性が抑制された。これらの

結果は，トラウマストレスが PTSD 様の長期に渡る行動変容（電撃を

受けた装置自体および CS に対する過剰反応）を引き起こすことを示

した。前述した IS-LH の研究で逃避不能な電撃の効果が 72 時間以上

は持続しなかったのとは矛盾した結果ではあるが，シャトル箱におけ

る電撃ストレスによって PTSD 様の症状を引き起こすことが確認で

きた点で，新たな評価法が示唆されたといえる。

さらに，同じパラダイムを用いて，PTSD 治療の第一選択薬となっ
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て い る SSRI の 一 つ paroxetine（ PRX） の 効 果 が 検 討 さ れ た

(Sawamura et al. ,  2004)。トラウマストレスを受けた直後に PRX を

15mg/kg 投与されたラットでは，トラウマストレスを受けた後に溶媒

群と比較して，シャトル箱での自発活動量の増加および CS が提示さ

れていない時間帯（試行間間隔）の隣室への移動反応の減少がみられ

た。すなわち PRX は，このモデル動物での PTSD 様の症状を緩和す

ることが示された。

電撃ストレスを用いた近年の研究において，Bruijnzeel, Stam, & 

Wiegant （ 2001）は，15 分間に 0.5mA の電撃を 10 回与える方法を

用いた。トラウマストレス後の反応の測定には 2， 4， 10 週間後に

defensive withdrawal test（明るいオープンフィールドの中に黒いボ

ックスを置き，そこから動物が出てくるまでの潜時および，出てくる

頻度を不安指標とする）を行った。トラウマストレスを与えられたラ

ットは，すべての測定時点で不安指標が高かった。この研究では，ト

ラウマストレスを与えられたのとは別の装置で，比較的弱いストレッ

サー（新奇場面であり明るい場所）に対する反応を測定しており，ト

ラウマストレスを経験したことによるストレス脆弱性が示された。

同様に，Brennan, Beck, Ross, & Servatius（ 2005）はプラスチッ

クチューブでラットを固定し，尾部への電撃（ 2 mA，3sec）を 40 回

与えるトラウマストレスを用いて，その 24 時間後に光を CS とした

レバー押し回避反応を 4 時間連続して訓練した。トラウマストレスを

受けなかった統制群は，4 時間のセッション内にレバー押しによる回

避行動をあまり示さなかったが，トラウマストレスを受けたラットは，

セッション中最後の 1 時間において統制群に比べて有意なレバー押

し行動の増加，すなわち回避率の上昇を示した。この結果もまた，ト

ラウマストレスによるストレス脆弱性を示しているといえ，トラウマ

ストレス群は訓練セッション中の電撃に対し過敏に反応したために，

回避学習の促進がみられたと考えられる。
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さらに Rau, DeCola, & Fanselow（ 2005) は，床が金属グリッドの

箱を使用し， 1.0 mA， 1 秒間の電撃を 15 回与えることをトラウマス

トレスとした。トラウマストレス後の反応を測定するテストとして，

トラウマストレスを与えられたのとは異なる環境で，環境と電撃を対

提示させる文脈恐怖条件づけを行ったところ，先行するトラウマスト

レスによる恐怖条件づけの増強がみられた。この増強作用は，トラウ

マストレス時の装置と連合した恐怖反応が，条件づけ時の装置に対し

て単に般化しただけという可能性も考えられるが，トラウマストレス

直前に NMDA 受容体拮抗薬である D L-2-amino-5-phosphonovalerate

（AP5）を投与すると，トラウマストレス時の条件性恐怖反応を抑制

したが，その後の恐怖条件づけの増強効果はやはり認められた。した

がって，トラウマストレスを経験したことによるその後の恐怖反応の

増強は，単にトラウマストレスに対する反応が般化したことによるも

のではなく，トラウマストレスによって生じた何らかの内的変化，と

くに HPA 系の変化が関与していることを示唆している。

2 - 2 	 拘 束によるトラウマストレスの影響

Armario のグループが immobilization in the wooden boards

（ IMO；四肢と頭部を木板上で固定する方法）を用いた PTSD 動物モ

デルの研究を多く報告してきた (Belda, Fuentes, Nadal, & Armario, 

2008; Belda, Márquez, & Armario, 2004; Dal-Zotto, Martí,  & 

Armario, 2003; Martí et al. ,  2001; Vallès, Martí,  García, & 

Armario, 2000)。Martí et al.（ 2001）は， IMO またはチューブによ

る拘束ストレス（円筒形のチューブを用いて全身を固定）をトラウマ

ストレスとしてラットに与え，その数日後に，再び同じ IMO を与え

た後で，血中コルチコステロンと副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）濃

度を指標として，HPA 系のネガティブフィードバック機能を評価し

た。その結果，あらかじめトラウマストレスとしての IMO を与えら
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れたラットでのみ HPA 系の長期間にわたる変化が認められ，IMO を

20 分間以上受けたラットは，その 6 日後に再度受けた IMO 処置後に

おいてコルチコステロン分泌の抑制（すなわちネガティブフィードバ

ック機能の亢進）がみられた。

Belda et al.（ 2004）は， IMO 処置を行い，その後，コルチコステ

ロンおよび ACTH 反応と高架式十字迷路での情動行動の評価を行っ

た。トラウマストレスとしてあらかじめ IMO を与えられたラットは，

同ストレッサーへのコルチコステロンの過剰なネガティブフィード

バックを示した。高架式十字迷路での行動は統制群と差が見られなか

った。彼らは電撃ストレスの影響も検討したが，電撃ストレスを与え

られたラットでは，同じストレッサーに再曝露された時，コルチコス

テロンと ACTH の分泌量が最初の電撃ストレス時と比較して減少し

ていた。しかし， IMO によるトラウマストレスの場合とは異なり，

高架式十字迷路においては，事前のトラウマストレスを与えられなか

った群と比較して，オープンアームでの滞在時間が有意に増加した。 

これらの研究でみられたトラウマストレスによる HPA 系のネガテ

ィブフィードバック機能の増強効果は PTSD 患者での知見と一致し

ている。PTSD 患者の内因性グルココルチコイドを測定した研究によ

ると，合成副腎皮質ステロイド剤であるデキサメタゾン投与により，

PTSD患者に特異的にコルチゾール分泌のネガティブフィードバック

機能の増強がみられている（Yehuda et al. ,  1993）。  

2 - 3 	 S i n g l e  p r o l o n g e d  s t r e s s によるトラウマストレスの影響

Single prolonged stress（ SPS）とは，Liberzon, Krstov, & Young 

（ 1997）によって提唱されたストレス曝露法である。SPS では，① 2

時間の拘束ストレス，② 20 分間の強制水泳ストレス，③エーテルス

トレス（昏睡）の 3 種類の異なるストレッサーを経時的に連続して動

物に与える。Liberzon et al.  (1997) では，トラウマストレスの影響
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を調べるために，その 1 週間後に再び拘束ストレスを与え，HPA 系

機能の評価を行った。その結果，SPS を与えられたラットでは統制群

と比較して，ACTH 分泌のネガティブフィードバック機能の増強が認

められた。この方法は，その後 PTSD 動物モデル作成の代表的な手法

の一つとなっている（ Cui, Sakamoto, Higashi, & Kawata, 2008; 

Khan & Liberzon, 2004; Kohda et al. ,  2007; Takahashi, Morinobu, 

Iwamoto, & Yamawaki, 2006; Yoshii et al. ,  2008）。トラウマストレ

スから 1 週間経過後にその影響を評価している点で，ヒトの PTSD で

みられる潜伏期（PTSD はトラウマストレスの直後に発症するわけで

はない）を考慮していると言える。典型的な PTSD 患者にみられる時

間経過による症状の顕在化や悪化を再現することが可能であり，動物

モデルとしての有効性を期待されている。

また，文脈恐怖条件づけの条件性恐怖反応増強のメカニズムを調べ

る た め に ， Real time quantitative polymerase chain reaction 

(RT-PCR)法により， SPS 処置動物の海馬における遺伝子発現を検討

した研究もある。SPS を受けたラットでは，条件性恐怖反応の増強が

見られるが，この動物の海馬において glycine transporter 1 (Gly-T1)

と vesicle-associated membrane protein 2 の mRNA 発現が増加して

いることが明らかになった（ Iwamoto, Morinobu, Takahashi, & 

Yamawaki, 2007）。これらの結果から Gly-T1 の増加は恐怖記憶の消

去障害に関係している可能性があると示唆された。また，Yamamoto 

et al.  （ 2008）は，SPS を与えたラットの条件性恐怖反応の消去にお

ける NMDA 受容体アゴニスト D-cycloserine（DCS）の効果を検討し

た。その結果， SPS は条件づけられた恐怖の消去を遅らせ，DCS は

それを軽減した。また， SPS は消去前および消去期間中の海馬の

NMDA 受容体サブタイプ（NR1,2A,2B,2C）mRNA の発現を上昇させ

たが，DCS の反復投与はその上昇を抑制した。 SPS による PTSD 動

物モデルの作成には，電撃を与えるという要素が含まれていないので，
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SPS トラウマストレスに対する恐怖反応が，その後の恐怖条件づけに

おける電撃曝露の文脈に般化することは少ないと考えられる。その意

味で，電撃への恐怖反応の純粋な増強を測定できるという点は，PTSD

様症状の評価を行う上での利点の一つといえる。

より最近になって，Wang et al.（ 2008）は， SPS を改良した手法

を検討した。彼らは，トラウマエピソードとなる SPS の後に，電撃

を一回だけ与える手順を用いた。SPS の後に電撃を与えられたラット

は，与えられなかったラットと比較して， 1 週間後の文脈恐怖条件づ

けにおける条件性恐怖反応が増強していた。一方 SPS のみを用いた

先行研究の場合とは異なり，SPS だけのラットは，SPS を受けなかっ

たラットと差が見られなかった。トラウマストレスの中に電撃が含ま

れないと，その後の電撃を用いた恐怖条件づけでの恐怖反応増強効果

がみられないのかどうかは，SPS パラダイムの PTSD 動物モデルとし

ての有用性に関わる重要な問題であり，今後のさらなる研究が待たれ

る。

2 - 4 	 社 会的ストレスによるトラウマストレスの影響

Adamec のグループは，トラウマストレスとして捕食者遭遇ストレ

ッサーを用いた研究を多く報告してきた。彼らの研究では，対象とな

るラットを猫のいる箱の中に 10 分間入れ，そのトラウマストレスの

後にホールボードテスト，高架式十字迷路テスト，驚愕反応テストを

行うことでトラウマストレスのその後の情動反応への影響を検討し

た（Adamec, Burton, Blundell,  Murphy, & Holmes, 2006; Adamec, 

Burton, Shallow, & Budgell,  1999; Adamec, Shallow, & Budgell,  

1997; Adamec & Shallow, 1993; Blundell & Adamec, 2006）。Adamec 

& Shallow（ 1993）では，トラウマストレスの 1～ 21 日後に上記のテ

ストを行ったところ，これらのラットは，どの時点においても，トラ

ウマストレスを与えられなかったラットより不安傾向が高かった。
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同様に Cohen のグループは，捕食者のにおいをストレッサーとし

て用いた研究を多く発表してきた。雄のネコが 2 ヶ月間寝床としてい

た布を段ボール箱に置き，そこへラットを 10 分間曝露することをト

ラウマストレスとした。その 1 週間後に高架式十字迷路を用いて，不

安レベルを測定したところ，統制群と比較して，トラウマストレスを

受けたラットはオープンアーム滞在時間が減少しており，不安レベル

の亢進が認められた（Cohen, Benjamin, Kaplan, & Kotler, 2000; 

Cohen, Kaplan, & Kotler, 1999）。  

Adamec らと Cohen らのパラダイムはどちらも，本能的恐怖となる

ネコやそのにおいへの曝露をトラウマ的ストレッサーとして用いた

研究である。ラットはネコから外傷を受けることはなかったので，捕

食者による心理的ストレッサーを用いた実験といえる。トラウマスト

レスから 1 週間以上経過した後でも，トラウマストレス処置を受けな

かったラットに比べて，より高い不安が維持されていたことから，

PTSD モデル動物としての有用性が示唆される。  

第 3 節	 恐怖学習における HPA 系および交感神経系の関与

	 代表的なストレス反応である HPA 系および交感神経系の活性化は，

情動行動の表出や情動記憶・学習に深く関与していることが多くの研

究 で 指 摘 さ れ て い る （ Lupien et al. ,  2009; McEwen, 2000; 

Roozendaal et al. ,  2009）（ Fig.1）。たとえば，一般的に副腎摘出

（ adrenalectomy; ADX）により動物の不安レベルが亢進することが

知られており（File, Vellucci,  & Wendlandt, 1979），GC 投与は不安

レベルに対して用量依存的（ 12 mg/kg あるいは 3 mg/kg）に 2 方向

性（亢進あるいは抑制）の作用を持つことが報告されている（File et 

al. ,  1979）。また，ADX によって抑制される恐怖反応（フリージング）  
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Fig. 	  1 	    恐 怖 学 習 に影 響 を及 ぼすストレス反 応 系 	  
 副 腎 皮 質 刺 激 ホルモン放 出 因 子 （CRF）は，ストレスに応 答 して視 床 下 部 から分 泌 さ

れ，下 垂 体 における副 腎 皮 質 刺 激 ホルモン（ACTH）分 泌 を促 し，結 果 として副 腎 皮 質 か

らのグルココルチコイド（GC）分 泌 に至 る。CRF の働 きは内 分 泌 調 整 だけでなく，扁 桃 体 や

青 斑 核 に作 用 し，恐 怖 学 習 に関 与 する。副 腎 皮 質 から分 泌 された GC は血 流 に乗 り，全

身 に運 ばれる。GC は血 液 脳 関 門 を通 り，主 に視 床 下 部 と海 馬 ，さらに扁 桃 体 といった多

くの部 位 に作 用 し，HPA 系 のネガティブフィードバックおよび標 的 部 位 の神 経 調 節 を担 っ

ている。交 感 神 経 系 のエピネフリンは，副 腎 髄 質 から放 出 され，全 身 に作 用 する。エピネ

フリンは血 液 脳 関 門 を通 過 できないが，求 心 性 迷 走 神 経 におけるβアドレナリン受 容 体

を賦 活 させることで，直 接 的 に脳 幹 の弧 束 核 を介 して，または間 接 的 に青 斑 核 を介 して，

扁 桃 体 や前 頭 前 野 といった情 動 に関 与 するといわれる脳 部 位 に作 用 する。 	  
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は，GC 投与によって回復する（Bohus et al. ,  1987）。同様に，GC

合成阻害薬である metyrapone（MET）投与は高架式十字迷路におけ

るオープンアームでの滞在時間を増加させる（Roozendaal, Bohus, & 

McGaugh, 1996）。GC 受容体（GR）遮断薬の脳室内投与においても

同様の結果が得られている（Korte, de Boer, de Kloet, & Bohus, 

1995）。さらに，  MET の末梢投与は文脈恐怖条件づけでの条件性恐

怖反応を減弱する（Cordero, Kruyt, Merino, & Sandi, 2002）。GR

の遮断薬である RU38486 の脳室内投与もまた条件性恐怖反応を抑制

するという報告がある（Cordero & Sandi, 1998）。MET を投与する

と結果的に 11-deoxycorticosterone が増加し，それが GR の遮断薬に

なるという報告がある（Roozendaal et al. ,  1996）。つまり，MET は

結果的に GR に対して遮断薬様の作用を持ち，これは GR 遮断および

GC の抑制は，不安や恐怖といった情動反応を抑制する方向に働くこ

とと一致する。HPA 系初期のシグナルである CRF の主な働きは，ス

トレスに対する神経内分泌反応の協調であるが，加えて，免疫システ

ムに影響を及ぼし（Owens & Nemeroff,  1991），脳内神経調節因子と

して働くことが知られている（ Chalmers, Lovenberg, Grigoriadis, 

Behan, & De Souza, 1996）。CRF 受容体（CRFR）は脳内に広く分布

しているため，不安，摂食や学習といった様々な行動への関与が報告

されている。たとえば，扁桃体中心核におけるストレス応答性 CRF

放出は扁桃体外側核（BLA）CRFR を賦活することで受動的回避学習

を促進し（Roozendaal, Brunson, Holloway, McGaugh, & Baram, 

2002）， BLA および大脳基底核 CRFR 賦活は不安惹起作用を示す

（Gallagher, Orozco-Cabal, Liu, & Shinnick-Gallagher, 2008）。  

	 エピネフリンの末梢における作用は 1 節のとおりであるが，エピネ

フリン末梢投与は，受動的回避学習を促進することが古くから知られ

ている（Liang, Juler, & McGaugh, 1986）。エピネフリンは血液脳関

門を通過できないものの，求心性迷走神経におけるβアドレナリン受
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容体（β -NER）を賦活させることで，直接的に脳幹の弧束核を介し

て ， ま た は 間 接 的 に 青 斑 核 を 介 し て ， 前 脳 に 情 報 伝 達 し て い る

（Williams & McGaugh, 1993）。それに一致して，ノルエピネフリン

の BLA 投与は水迷路学習を促進し，β -NER 遮断薬投与は学習を阻

害した（Hatfield & McGaugh, 1999）。  

	 そして，これらの副腎から分泌されるノルエピネフリン・エピネフ

リンおよび GC の相互作用が，神経可塑性および記憶固定に影響して

いることが明らかになりつつある（ Joëls, Fernandez, & Roozendaal, 

2011）。学習において，記憶固定に GC が効果を現すには，不安とい

った情動喚起によるエピネフリン・ノルエピネフリン活性を必要とす

ることが示唆されている（ Roozendaal, Okuda, Van der Zee, & 

McGaugh, 2006）。BLA 内の GR 活性は，G プロテイン調節性の作用

を介してノルエピネフリン誘発性シグナルを増強することで，記憶固

定 を 促 進 し て い る と 考 え ら れ て い る （ Roozendaal, Quirarte, & 

McGaugh, 2002）。具体的には，嫌悪刺激を用いた試行において扁桃

体内にノルエピネフリンが放出され，後シナプスのβ -NER およびα 1

アドレナリン受容体（α 1-NER）に結合するため，シグナルが増強さ

れ る と 示 唆 さ れ た （ Hatfield & McGaugh, 1999）。 β -NER は

adenylate cyclase と直接結合しており， cAMP を合成し，α 1-NER

はβ -NER によって引き起こされた反応を調節する役割を担う（Pilc 

& Enna, 1986）。 GC はこのα 1-NER と連関することでβ -NER－

cAMP 活動を促進している可能性が考えられている（Duman, Strada, 

& Enna, 1989）。 cAMP は cAMP-dependent protein kinase（PKA）

の活性を介することで細胞内情報伝達系を開始させるようで，その結

果，他脳部位における記憶固定調節に関与する可能性が示唆される

（Roozendaal, Quirarte, et al. ,  2002）。  
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第 4 節	 PTSD 動物モデルとしての恐怖反応増強現象

	 あらかじめ強いストレスに曝された動物は，後の恐怖条件づけが増

強される現象が知られている（ Cordero, Venero, Kruyt, & Sandi, 

2003; Rau et al. ,  2005; Rau & Fanselow, 2009）。このようなストレ

スへの鋭敏化現象は，PTSD 患者にみられるような過覚醒症状と類似

している。

	 恐怖条件づけは，嫌悪記憶の強度を評価するために伝統的に用いら

れてきた (Fanselow, DeCola, & Young, 1993)。恐怖条件づけとは，

古典的条件づけを応用した学習パラダイムの一つである。条件づけを

行うためには，特定の反応を必ず誘発する何らかの刺激を選択する必

要がある。ラットを用いた恐怖条件づけの場合，多くは，刺激にフッ

トショックが用いられ，フットショックは呼吸以外の体動を示さなく

なるすくみ反応（フリージング）を誘発する。この場合，フットショ

ックとフリージングのペアは，それぞれ無条件刺激（ unconditioned 

stimulus; US）と無条件反応（ unconditioned response; UR）と呼ば

れる。古典的条件づけパラダイムにおける第 3 の要素は，条件刺激

（ conditioned stimulus; CS）である。古典的条件づけの試行のはじ

め，CS は UR を喚起しないが，CS に続けて US を提示し続けること

で，CS が提示されるとすぐに UR を喚起するようになる。CS 中の

UR は条件反応（ conditioned response; CR）と呼ばれる。恐怖条件

づけには，手掛かり恐怖条件づけと文脈恐怖条件づけの 2 種類がある。

手掛かり恐怖条件づけでは音または光が CS として用いられ，文脈恐

怖条件づけでは実験装置内の色，音，においや触覚刺激といった不可

避的に存在する「文脈刺激」が CS として用いられる。  

Rau et al.（ 2005) は，床が金属グリッドの箱を使用し， 1.0 mA，

1 秒間の電撃を 15 回与えることをトラウマストレスとした。トラウ

マストレス後の反応を測定する行動テストとして，トラウマストレス
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を与えた文脈とは異なる装置で文脈恐怖条件づけを行ったところ，先

行するトラウマストレスによる恐怖条件づけの増強がみられた。Rau 

& Fanselow （ 2009）では，この現象を stress-enhanced fear learning

と呼んでいる。トラウマストレス直前の AP5 投与により，トラウマ

ストレス時の条件性恐怖反応を抑制したにもかかわらず，その後の恐

怖 条 件 づ け の 増 強 効 果 は か わ ら ず 認 め ら れ た 。 し た が っ て ，

stress-enhanced fear learning は，単にトラウマストレスに対する反

応が般化したことによるものではなく，トラウマストレスによって生

じた何らかの内的変化，とくにストレス反応としての HPA 系および

交感神経系の変化が関与しているのかもしれないと考えられた。  

	 Kohda et al.（ 2007）の研究では，SPS を与える 5 分前に GR 遮断

薬の RU40555 を末梢投与したところ，SPS から 1 週間後に行った文

脈恐怖条件づけの条件性恐怖反応増強が抑えられた。よって，GR が

SPS による恐怖反応増強に関与している可能性が示唆された。  

 また別の研究では，捕食者ストレスを受けたあと，その 1 週間後に

不安レベルが高まると報告されている（Adamec, Muir, Grimes, & 

Pearcey, 2007）。彼らの研究では，捕食者ストレスの直前または直後

にβ -NER 遮断薬である propranolol（ PRO）， GR 遮断薬である

RU38486，鉱質コルチコイド受容体遮断薬である spironolactone，ま

たは抗不安薬である chloradiazeproxide（CPZ）を腹腔内投与し，そ

の 1 週間後に高架式十字迷路，明暗選択課題を測定したところ，捕食

者ストレス後の PRO 投与または，PRO と RU38486 の併用投与は高

架式十字迷路および明暗選択課題での不安行動亢進を抑制した。これ

らの結果は，捕食者ストレスによる長期間の不安惹起効果は複数の神

経メカニズムが関与していると示唆した。  

	 また， 100 回の逃避不能電撃の 2 時間前に CRFR1 遮断薬である

antalarmin（ 20 mg/kg）を腹腔内投与したところ，翌日の恐怖条件

づけにおける条件性恐怖の増加がみられなくなったという報告もあ
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る（Deak et al. ,  1999）。Antalarmin は血液脳関門を通過できること

から，この結果は中枢の CRFR1 によってストレスによる行動変容が

調整されている可能性を示した。  Adamec, Fougere, & Risbrough

（ 2010）では，捕食者ストレスの 30 分前または直後に CRFR1 遮断

薬である CRA0450（ 20 mg/kg）投与が，捕食者ストレスの 1 週間後

に行われた高架式十字迷路と明暗選択課題における不安様行動の低

下や聴覚驚愕反射増強低下を示したことから，捕食者ストレス開始お

よび直後における CRFR1 活性化は，捕食者ストレス後の驚愕反応増

強などにみられる不安関連行動に関与していることが示唆された。

第 5 節	 本研究の目的

	  

一般的にトラウマストレスを与えられた動物は，そのストレッサー

の種類に関わらず，数日間以上，行動の変容もしくは HPA 系反応の

変化などの生理学的変化を示すようになる。しかし，それぞれの先行

研究は，行動実験のみであったり生理学的指標の計測のみであったり

するため，行動と生理学的指標の総合的な検討を行う必要性がある。 

PTSD の治療においては，トラウマ体験に対する心理的治療介入の

効果的なタイミングなど、いまだ不明確な点も多い。PTSD は数カ月

ないしは数年後までも続くという特徴から，PTSD モデルが妥当であ

るかどうかは，そのモデルにおけるトラウマストレスの影響が長期間

持続するかどうかが重要なポイントになる。動物を用いた PTSD の基

礎的研究においても長期的な視点が求められており，長期間にわたる

実験パラダイムの動物モデルが必要不可欠である。先行研究からもト

ラウマストレスを受けた動物はその後，弱い恐怖刺激に対しても過敏

に 反 応 す る こ と が 報 告 さ れ て お り （ Fanselow & Bolles, 1979; 

Fanselow et al. ,  1993; Rau et al. ,  2005），動物モデルは PTSD の有
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用な研究手法である。PTSD は，トラウマ体験をした後，遅延を置い

て発症する点，および数か月以上症状が続くという特徴があるものの，

動物を用いたトラウマストレスから長期間経過後の知見はいまだに

不十分である。近年になってようやく，単回ストレス曝露が長期間の

行動変容を引き起こすことが注目され，長期間症状に苦しむ PTSD の

動 物 モ デ ル と し て の 有 用 性 が 議 論 さ れ は じ め て い る （ Armario, 

Escorihuela, & Nadal, 2008）。たとえば社会的ストレスは，不安惹

起やうつ様症状といった変化を長期間示す（Koolhaas, Meerlo, De 

Boer, Strubbe, & Bohus, 1997）。しかしながら，そのような長期に

わたる動物の観察は，PTSD 様症状の評価に行動指標を用いた研究で

しかみられず，神経メカニズムだけに焦点を当てた研究では依然とし

て短期間の観察にとどまっている（Cai, Blundell,  Han, Greene, & 

Powell,  2006; Zhang et al. ,  2008）。今後は，神経メカニズムの解明

を目的とした研究においても，長期的な行動学的・生物学的変容の生

じる動物モデルを提唱する必要性があると考えられる。

そこで本研究の第 2 章では，ラットにおけるストレス誘発性恐怖反

応増強効果を元に，恐怖条件づけパラダイムを用いたより長期的な

PTSDモデルラットパラダイムの作成を行うことを第一の目的とした。

第 2 章第 1 節では，４回のフットショック（ 1.0 mA, 1 sec）または

20 分間の強制水泳，あるいはフットショックと強制水泳を併せた複

合ストレス（MS）がその 2 週間後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響

を検討した。第 2 節では，MS を想起させるようなリマインダー処置

の有無が後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響を検討した。

	 Rau et al.（ 2005）は，トラウマストレスの条件性恐怖反応増強効

果のメカニズムに関する検討において，トラウマストレス時の文脈と

電撃との連合学習がその後の恐怖条件づけに般化したために恐怖反

応増強が生じたわけではないことを，グルタミン酸 NMDA 受容体遮

断薬の投与により証明した。しかしながら，恐怖反応増強効果を引き
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起こす初期因子について，明確な見解はいまだに得られていないまま

である。トラウマストレス時のストレス反応が後の恐怖反応増強にな

んらかの影響を及ぼすことは予想されているものの，恐怖反応増強効

果の形成への関与を決定づけるには至っていない。そこで，第 3 章で

は，  MS 手続きを用いて，MS 前に HPA 系および交感神経系を阻害

する薬物を投与することで，トラウマストレスの恐怖反応増強効果に

おけるストレス応答の関与を検討することを目的とした。第 4 章では，

中枢における HPA 系および交感神経系の恐怖反応増強効果への関与

を検討した。第 5 章では，HPA 系と交感神経系の相乗作用が恐怖反

応増強効果に及ぼす影響を検討した。第 3 章から 5 章により，恐怖反

応増強効果を引き起こすのに必要な MS応答性ストレス反応を明らか

にすることを目的とした。  

本研究では，MS によってストレス応答が賦活される前に，それぞ

れのストレス応答を薬理学的および外科的に抑制させることが，後の

行動に与える影響を検討することとした。GC やエピネフリン・ノル

エピネフリンといったストレス応答分泌の阻害は，ストレッサーによ

って生じる GC 調節性の抗炎症作用や免疫低下といった身体的症状を

妨げ，神経生物学的にはストレス応答分泌調節性の扁桃体活性が抑制

されることで，ストレスによる扁桃体内の神経伝達もまた抑制される

と予想された。よって，トラウマストレス後の情動亢進およびストレ

ッサーへの鋭敏化を抑えると予想された。   
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第 2 章

ストレスによる情動性および条件性恐怖反応への長期的影響

第 1 節	 文脈恐怖条件づけにおけるストレスの影響	 －電撃，強制水

泳または複合ストレスが及ぼす効果の比較－【実験Ⅰ】

目的

	 ストレス研究に用いられる代表的なストレッサーとして尾部への

電撃や足への電撃（フットショック）が挙げられる（Fanselow et al. ,  

1993; Seymour Levine et al. ,  1973; van der Kolk et al. ,  1985）。Rau 

et al.（ 2005）は，トラウマストレスとして 1.0 mA のフットショッ

クを 15 回または 4 回与えることで，恐怖学習増強を引き起こしてい

る。本実験では，先行研究をもとに， 1.0 mA で 1 秒間のフットショ

ックを 4 回与えることが後の文脈恐怖条件づけにおける条件性恐怖

反応増強を引き起こすかを検討した。

また，Porsolt,  Anton, Blavet, & Jalfre（ 1978）の提唱した強制水

泳によるストレス負荷課題は，うつ様行動測定課題として広く用いら

れている。加えて，Liberzon et al.（ 1997）の提唱した PTSD 動物モ

デルである SPS においても強制水泳が含まれている。そこで本実験

では， 20 分間の強制水泳が後の文脈恐怖条件づけにおける条件性恐

怖反応増強を引き起こすかを検討した。

さらに，フットショックと強制水泳の組み合わせが条件性恐怖反応

増強を引き起こすかを検討するために，フットショックと強制水泳の

MS を事前に与えることをトラウマストレスの一つとした。  

トラウマストレスによる後の恐怖反応増強を検討する課題として，

US に 0.1 mA という微弱な電撃をもちいる文脈恐怖条件づけをトラ
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ウマストレスの 2 週間後に行った。事前にストレスを受けたラットは，

ごく弱い文脈恐怖条件づけであっても，恐怖条件づけが成立し，さら

にその恐怖反応（フリージング）が維持されると予想した。ストレス

を受けた動物にだけ見られる現象を，ストレス誘発性恐怖反応増強と

呼称することとした。この現象は，PTSD にみられる些細な刺激に対

する過剰な反応や，過覚醒といった症状と類似すると仮定される。

Maier（ 2001）の研究では，ラットの尻尾に電撃（ 1.0 mA， 5sec）

80回を与えるという逃避不能電撃をトラウマストレスとして用いて，

後に逃避・回避学習を訓練したところ，  48 時間毎にトラウマストレ

スを受けた環境にラットが曝され続けると，ラットはトラウマストレ

スを受けた日から 18 日経過してもなお，テストにおいて学習性無気

力の状態を示した。この結果は，トラウマストレスを受けた環境が，

その“リマインダー”として作用している可能性を示している。スト

レスを受けた環境（リマインダー）への再曝露はヒトの PTSD 症状に

おけるトラウマ記憶の再体験を疑似的に再現していると考え，この手

続きは PTSD モデルとして妥当であると主張された。そこで，本実験

では，ストレス事象そのものではないがストレス事象を想起するよう

な環境である，ストレス処置時に飼育室から実験室の移動に用いられ

る黒い箱への再曝露をリマインダーとして用いた。この黒い箱は，全

個体に用いられているためである。具体的には，リマインダー処置と

は，フットショック，強制水泳または MS を行った 1 週間後に，リマ

インダーである黒い箱へ 3 分間だけラットを曝露することであった。 

以上をまとめると，本研究ではラットへのストレス負荷として，４

回のフットショック（ 1.0 mA, 1 sec）または 20 分間の強制水泳，あ

るいはフットショックと強制水泳を併せた MS がその 2 週間後の文脈

恐怖条件づけに及ぼす影響を検討することを目的とした。これにより，

本研究で用いる，長期間の行動変容を引き起こすパラダイムに適切な

ストレッサーを確立した。
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方法

1. 被験体

Wistar-Imamichi 系雄ラット 32 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。すべてのラットは実験動物用ホワイトフレーク（オリエン

タル酵母株式会社）を敷いたプラスチックのホームケージで個別

飼育された。飼育室の照明は 8:00AM に点灯， 8:00PM に消灯の

明期 12 時間，暗期 12 時間の明暗期周期に設定された。すべての

行動実験は明期に行われた。飼育室の温度は 23 度に維持され，

水と餌（MF；オリエンタル酵母株式会社）は自由に摂取させた。

2. 装置

【電撃箱】MS（フットショック）を与えるための装置（ 30×25

×30 cm，O’Hara & CO., LTD 製，  Fig. 2a）は，防音箱（ 100×

45×60 cm，TECH SERV.INC 製）に入れられており，両側面は

黒のプレキシグラス，上部は透明のプレキシグラス，前後は透明

のプレキシグラスに縦のストライプ模様（幅は約 5 cm）の模造紙

を張り付けてあった。床はグリッド（直径 5 mm， 19 本，グリッ

ド間の幅 1.5 cm）になっており，フットショックを与えることが

できた。また，電撃箱の上部に照明として白熱電球が取り付けら

れた。防音箱の内壁は白色であり，防音箱背面の内壁と電撃箱の

間にはホワイトのノイズ（ 75 dB）を保つための CD ラジカセが設

置された。

【強制水泳装置】MS（強制水泳）には，水色の丸型ポリバケツ（直

径 40 cm×高さ 50 cm，積水ライフテック株式会社製，  Fig. 2b）

を用いた。強制水泳処置時には高さ 30 cm まで水が  
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Fig. 	  2 	    複 合 ストレスのフットショックに用 いた電 撃 箱 （a）と強 制 水 泳 装 置

（b） 	  

a 

b 
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入れられた。強制水泳装置は電撃箱と同じ実験室に置かれていた。 

 

【リマインダー箱】MS を与えられる日，ラットは黒い箱に入れ

られて飼育室と実験室間を移動した。アルミ製の箱（ 20×40×20 

cm，Okazaki Sangyo CO., LTD 製，  Fig. 3a）であり，外装内装

ともに色は黒であった。この箱を後にリマインダーとして用いた。 

 

【恐怖条件づけ装置】恐怖条件づけ装置（ 34×26×28 cm，O’Hara 

& CO., LTD 製）は，防音箱（ 70×60×60 cm，MUROMACHI KIKAI 

CO., LTD 製，  Fig. 3b）に入れられており，前側面および上部が

透明のプレキシグラス，床はグリッド（直径 1 mm， 27 本，グリ

ッド間の幅 1 cm）になっており，フットショックを与えることが

できた。防音箱の内部は白色の内壁，150 lux の照明，50 dB のホ

ワイトノイズであった。被験体の行動は装置の中央上部に設置さ

れたカメラで撮影され，撮影された映像の解析には，Image J（米

国 National Institutes of Health において作成されたフリーウェ

ア；http:/ /rsb.info.nih.gov/nih-image/により入手可能）をもとに

作られた TIME FZ4（O’Hara & CO., LTD）を使用した。これに

より，映像を 0.5 秒毎の画像として取り込み，被験体が呼吸以外

動かない状態が 5 秒以上続いた場合をフリージングとして判定し

た。  
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Fig. 	  3 	    リマインダー箱 （a）と条 件 づけ装 置 （b） 	  

a 

b 
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3. 手続き

まず被験体を，ストレス処置を与えられない Non-MS（NMS）

群（ n＝ 4），フットショックのみを与えられる shock 群（ n = 9），

強制水泳のみを与えられる swim 群（ n＝  9）および MS を与え

られる（MS）群（ n＝ 10）にランダムに振り分けた。  

	 実験開始 1 日目（Day1）に MS 処置を行い， 1 週間後の Day8

に MS の記憶を想起させるようなリマインダー試行を行った。

Day11~Day14に恐怖条件づけ装置馴化，Day15に恐怖条件づけ，

Day16 に保持テスト（ testⅠ）を行った。さらに 6 日間の保持期

間を経て Day23 に 2 回目の保持テスト（ testⅡ）を行い， 3 回目

の保持テストは Day30（ testⅢ）に行った。  

	 以下に各手続きの詳細を述べる。また，実験スケジュールの模

式図を Fig. 4 に示す。  

【MS 処置】（Day1）  

	 MS 群のラットは飼育室から実験室に移動した後， 20 分間リマ

インダー箱にて待機した。その後， 25 分間電撃箱に入れられた。

電撃箱では約 300 秒間経過後にランダムで 1.0 mA のフットショ

ックが 1 秒間流れ，被験体は 25 分間の間にフットショックを計 4

回受けた。

	 続いて 20 分間の強制水泳が行われた。被験体は腹部がバケツの

内壁を向いた状態で静かに入れられた。終了後被験体はドライヤ

ーとタオルで乾燥処置を受けた。再びリマインダー箱にて移動し，

飼育室のホームケージに戻された。

	 NMS群のラットは MS群と同様に飼育室から実験室へ移動した

後に，20 分間リマインダー箱にて待機した。その後，電撃箱にフ

ットショックなしで 25 分間放置された。その後，被験体は床敷き

の入った仮のホームケージ内で 20 分間待機した後，再びリマ
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インダー箱にて移動し，飼育室のホームケ－ジに戻された。

【リマインダー試行】（Day8）

	 すべての被験体について， 3 分間リマインダー箱の中に放置さ

れた後，ホームケージに戻された。

【装置馴化】 (Day11～Day14) 

	 MS を受けた電撃箱に対する恐怖反応が条件づけ装置に対して

も般化する可能性があるため，恐怖条件づけを行う前に，条件づ

け装置に対する馴化を行った。

	 すべての被験体について，実験室前でホームケージのまま 20

分間待機させた。その後，被験体を恐怖条件づけ装置に 5 分間入

れ，その様子をカメラで撮影した。馴化試行は各日につき 1 回で，

試行終了後すぐに被験体はホームケージに戻された。解析では，

初めの 2 分間のフリージング率をそれぞれ算出した。  

【文脈恐怖条件づけ】（Day15）

	 馴化試行同様，被検体を実験室前でホームケージのまま 20 分間

待機させた後，恐怖条件づけ装置に 3 分間入れて，その様子をカ

メラで撮影した。被験体は，試行開始 119 秒後および 178 秒後の

計 2 回，フットショック（ 0.1 mA, 2 sec）を与えられた。解析で

は初めの 2 分間のフリージング率をそれぞれ算出した。終了後，

被験体はすぐにホームケージに戻された。

【保持テスト】（Day16，Day23，Day30）  

	 恐怖条件づけ時と同様の手続きで条件性恐怖反応の保持テスト

を行った。実験室前でホームケージのまま 20 分間待機させた後，

被験体を恐怖条件づけ装置にフットショックを与えずに 3 分間入
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れて，その様子をカメラで撮影した。解析では初めの 2 分間のフ

リージング率をそれぞれ算出した。終了後，被験体はすぐにホー

ムケージに戻された。

4. 統計分析

	 全ての分析には SPSS（ SPSS Inc.）を用いて 1 要因，2 要因ま

たは 3 要因の分散分析を行い，下位検定には単純主効果の検定，

LSD 法または Bonferroni 法を用いた。  
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結果

1. 装置馴化

	 装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.5a に示す。  

shock 群および MS 群は NMS 群および swim 群よりも 1 試行

目のフリージングが高いようにみえるものの，統計的差は認めら

れなかった。試行が進む毎にすべての動物のフリージング率が同

程度になった。装置馴化（試行 1～ 4）について 2 要因混合計画

の分散分析（ stressor（ 4）×day（ 4））を行ったところ， day の

主効果 [F (3,84) = 2.78, p < 0.05]のみ有意であった。そこで多重

比較を行ったところ，1 試行目は 4 試行目よりもフリージング率

が高く（ p < 0.05），2 ないし 3 試行目とは差が認められなかった。

2. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間

後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，フリージングを測定した。各試行最初の 2 ブロックに

おけるフリージングの割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。

これら全体の推移を Fig. 5b に示す。  
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shock 群は NMS 群と差が認められなかった。統計的な差は認

められないものの，MS 群は swim 群よりも高いフリージングが

testⅢまで維持される傾向にあった。BL， testⅠ， testⅡおよび

testⅢについて，2 要因混合分散分析（ stressor（ 4） ×  day（ 4））

を行った。その結果， stressor， day の主効果に有意差が認めら

れた [F  (3, 28) = 2.59, p  = 0.07,  F (3, 84) = 27.29, p  < 0.001 ]。

そこで下位検定として多重比較を行ったところ， swim 群および

MS 群はフリージング率が NMS 群よりも高かった（ p  < 0.05,  p  < 

0.05）。また，swim 群および MS 群は shock 群よりもフリージン

グ率が高い傾向がみられた（ p  = 0.07， p  = 0.09）。  
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考察  

 

	 本実験の結果，強制水泳または MS による強いストレスは，その 2

週間後に行われた恐怖条件づけにおけるフリージングを増強し，その

条件づけから 1週間後及び 2週間後に行われた保持テストにおいても

同様に恐怖反応を増強することが示された。したがって本実験におい

て，ストレスから 2 週間後に観察されるストレス誘発性恐怖反応増強

に，主に強制水泳ストレスが関わっており，フットショックのみでは，

恐怖反応増強効果を引き起こすことはできないことが明らかになっ

た。さらに，強制水泳群に比べて MS 群は保持テスト 3 回目まで高い

フリージング率を維持する傾向がみられたことから，フットショック

と強制水泳を組み合わせることでより強い恐怖反応増強効果を引き

起こすことが示唆された。	 	  

	 本実験では，トラウマストレスから 2 週間後の文脈恐怖条件づけが

増強され，さらにその後 2 週間もの間恐怖反応が維持されており，

PTSDの診断基準である長期間の症状持続を動物において再現できた

といえる。本実験で用いた MS は，より妥当性の高まった PTSD 動物

モデルとして有用であると考えられる。  

	 Rau & Fanselow （ 2009）は， 1.0 mA のフットショックを 4 回与

えただけで 93 日後のストレス誘発性恐怖学習増強が生じると示して

いるが，本実験では再現できなかった。彼らの研究と本実験では，用

いたラットの系統（Long-Evans 系と Wistar-Imamichi 系），トラウ

マストレスから恐怖条件づけまでの期間（ 93 日と 14 日），条件づけ

時の電撃強度（ 1.0 mA と 0.1 mA）など様々な点で異なることから結

果の不一致の原因は同定することができないが，本実験に用いた手続

きにおいて 30 日間持続する恐怖反応増強を引き起こすには， 1.0 mA

のフットショック 4 回だけでは不十分であり，強制水泳を同時に行う

必要があった。そして，ヒトがトラウマストレスに曝されるとしたら，
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そのストレッサーは 1 種類限りでない場合の方が多いと考えられ，複

数のストレッサーを用いることで，PTSD 発症に沿った動物モデルと

なるかもしれない。  

	 また本実験では，トラウマストレスを想起させるようなリマインダ

ー処置を用いた。これは，先行研究においてトラウマストレスを受け

た環境がその“リマインダー”として作用している可能性が示唆され，

ヒトの PTSD 症状におけるトラウマ記憶の再体験を疑似的に再現し

ていると考えたためである（Maier, 2001; Pynoos et al. ,  1996）。本

実験においても，文脈恐怖条件づけにみられるような，ストレス事象

によって引き起こされる長期間の行動変容が，リマインダーを用いる

ことで観察された。しかしながら，本実験でみられたストレス誘発性

恐怖反応増強効果が MS 自体によるものなのか，MS にリマインダー

が加わったことによるものなのかを区別することができなかった。そ

こで，本実験でみられた MS から 2 週間後の文脈恐怖条件づけにおけ

る恐怖反応増強は，リマインダーが存在していなくとも引き起こされ

たのか，またはリマインダーは恐怖反応増強に必須であるのかを検討

する必要がある。  
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第 2 節	 文脈恐怖条件づけとオープンフィールド行動における複合

ストレスの影響	 －リマインダーの有無が及ぼす効果の比

較－【実験Ⅱ】  

 

目的  

 

	 実験Ⅰの結果から，フットショックおよび強制水泳からなる MSは，

いずれの群よりも条件性恐怖反応増強を維持したため，本研究におけ

るトラウマストレスとして，MS を用いることとした。  

	 くわえて，実験Ⅰにおいて MS を与えられた文脈というリマインダ

ーへの再曝露を行った。なぜならばいくつかの先行研究によって，ト

ラウマストレスを受けた文脈に動物を再度曝することによって，

PTSD患者にみられるトラウマストレスの再体験を模倣できることが

指摘されているためである。Maier（ 2001）の研究では，ラットが逃

避不能電撃を与えられた後， 48 時間毎に逃避不能電撃を受けた環境

に曝され続けると，ラットは逃避不能電撃を受けた日から 18 日経過

しても，逃避・回避学習において学習性無気力の状態を示した。同様

にリマインダーを用いた研究としては，トラウマストレスとしてシャ

トル箱での電撃を用いたものがある（Diehl et al. ,  2007; Louvart et 

al. ,  2005; Pynoos et al. ,  1996）。Pynoos et al.  (1996) では， 6 週間

リマインダー（シャトル箱）に曝され続けたマウスは，時間の経過に

伴って（ 24 時間，3 週間，6 週間）驚愕反応が増強した。しかし，リ

マインダーを与えられなかったマウスの驚愕反応はトラウマストレ

スを与えられなかったマウスと差がなかった。以上の結果は，トラウ

マストレスを受けた環境がその“リマインダー”として作用している

可能性を示している。  

	 そこで彼らは，ストレスを受けた環境（リマインダー）への曝露は

ヒトの PTSD 症状におけるトラウマ記憶の再体験を疑似的に再現し
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ていると考え，この手続きは PTSD モデルとして妥当であると主張し

た。  

実験Ⅰでは，フットショックや強制水泳といったストレッサーその

ものではなく，MS を与えられた文脈というリマインダーへの再曝露

が，その後の恐怖条件づけに及ぼす影響について検討した。本研究で

は，フットショックを与えられた装置そのものでも，強制水泳を行っ

た装置でもなく，MS 処置日の飼育室と実験室間の移動用に使用され

た黒い箱にラットを曝すことをリマインダーとした。本研究は MS を

用いているため，どちらかの装置にバイアスがかかるのを防ぐ目的で

移動用の黒い箱をリマインダー装置として用いることとした。MS の

後にリマインダーを行うパラダイムを用いたところ，長期間の条件性

恐怖反応増強の形成を引き起こしたものの，実験Ⅰだけでは，恐怖反

応増強効果が MS 自体によるものなのか，MS にリマインダーが加わ

った効果なのかを判断することはできなかった。  

そのため実験Ⅱでは，実験Ⅰでみられた MS から 2 週間後の文脈恐

怖条件づけにおける恐怖反応増強は，リマインダーが存在していなく

とも引き起こされたのか，またはリマインダーは恐怖反応増強に必須

であるのかを確かめることとした。  

	 また PTSD は，トラウマ経験直後に異常なストレス反応を示すわけ

ではなく，数日から数週間後，場合によっては数年後に異常なストレ

ス反応に悩まされることが臨床的にわかっている。ラットにおいても

このような経時的な変化が観察されるかどうかを検討することは，

PTSD 動物モデル研究として重要である。Bruijnzeel et al.  （ 2001）

は，ストレスから 1 週間目までの間の行動テストでは，不安関連行動

にストレス群と統制群で大きな差はみられていないにもかかわらず，

ストレスから 14 日以上経過後に行動を測定した場合において，スト

レス群に不安行動の増大がみられることを報告している。MS を経験

したラットにおいて，時間経過に伴った情動性の変容を観察すること
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ができたなら，動物モデルとしての妥当性が高まると考えられる。そ

こで本実験では，MS の翌日と約 3 週間後に OFT を行うことで，MS

による情動性の経時的変化の観察を行った。  

	 以上をまとめると，実験Ⅱでは，MS の 1 週間後に行われるリマイ

ンダーの有無が，後の文脈恐怖条件づけおよびオープンフィールド行

動に及ぼす影響を検討することを目的とした。  
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 31 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

【オープンフィールド装置】塩化ビニル製のオープンフィールド

実験装置（ 90×90×45 cm，O’Hara & CO., LTD 製，  Fig.6）を

使用した。内壁は黒色，床面は灰色に塗装されていた。オープン

フィールドの中央上部には照明として 4つの電球が設置してあり，

被験体の行動は装置の中央上部に設置された撮影用カメラで記

録された。撮影された映像の解析には，NIH Image（米国 National 

Institutes of Health に お い て 作 成 さ れ た フ リ ー ウ ェ ア ；

http:/ /rsb.info.nih.gov/nih-image/により入手可能）をもとに作

られた Image OF for open field test（O’Hara & CO., LTD）を

使用した。これにより，オープンフィールド底面を縦 6 マスと横

6 マスの 36 区画したうち，外周部を除いた 16 区画を装置中心部

として判定した。  
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Fig. 	  6  オープンフィールド装 置 	  
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3.  手続き  

まず被験体を NMS 群（ n＝ 9），MS を与えられるが 1 週間後に

リマインダー箱に曝露しない MS＋ no-リマインダー（MS+NR）

群（ n＝ 11）および MS＋リマインダー（MS+R）群（ n＝ 11）に

ランダムに振り分けた。  

	 実験開始 1 日目（Day1）に MS 処置を行い，Day2 および Day23

にオープンフィールドテスト（OFTⅠ，OFTⅡ）を行った。MS

から 1 週間後の Day8 に MS の記憶を想起させるようなリマイン

ダー試行を行った。その後 2 日間ホームケージ内で通常飼育した

後，Day11~Day14 に恐怖条件づけ装置馴化，Day15 に恐怖条件

づけ，Day16 に保持テスト（ testⅠ）を行った。さらに Day24 に

2 回目の保持テスト（ testⅡ）を行い，3 回目の保持テストは Day31

（ testⅢ）に行った。  

	 以下に OFT の詳細を述べる。また，実験スケジュールの模式図

を Fig. 7 に示す。  

 

【オープンフィールドテスト】（Day2, Day23）  

	 すべての被験体について，OF 装置のある実験室内で，ホーム

ケージのまま 20 分間の馴化を行った後に OFT を行った。被験体

は装置の特定の角に静かに置かれた。その後の 10 分間の総移動

量（ total distance），立ち上がり数（ rearing），装置壁への寄り

かかり数（ leaning-against-wall）および装置中央部での累積滞

在時間（ center time）を記録した。脱糞数（ defecation）はラッ

トを装置から取り出した後に記録された。各行動は 30 秒毎に分

けて記録された。  
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結果  

 

1.  オープンフィールドテスト  

 

Day2 と Day23 に行った OFT について，36 区画に分割された

装置床面の中心から 20 区画に滞在した割合（ center time）を Fig. 

8a に，後肢立ち（ rearing）回数を Fig. 8b に，総移動量（ total 

distance）を Fig. 9a に，壁への寄りかかり（ leaning-against-wall）

回数を Fig. 9b に，脱糞数（ defecation）を Fig. 10 に示す。  

Day 23 において，MS 処置による活動性の低下がみられ，MS

処置群はうつ様行動が高いような傾向にあった。さらにその活動

性の低下は MS+R 群において顕著であった。  

center time について，Day2 と Day23 それぞれの時点におい

て分散分析を行ったところ，Day2 と Day23 の両試行において，

全群に有意な差は認められなかった。  

rearing について Day2 と Day23 それぞれの時点において分散

分析を行ったところ，Day2 と Day23 の両試行において，全群に

有意な差は認められなかった。  

total distance について，Day2 と Day23 それぞれの時点にお

いて分散分析を行ったところ，Day2 に有意な差は認められなか

ったが，Day23 では，両 MS 群は NMS 群より total distance が

有意に低かった [F  (2, 28) = 5.29, p  < 0.05]。  

leaning-against-wall について，Day2 と Day23 それぞれの時

点において分散分析を行ったところ，Day2 において有意な差は

認められなかった。Day23 においては，両 MS 群は NMS 群より

leaning-against-wall 回数が有意に低かった [F  (2, 28) = 5.99, p  

< 0.01]。  

  



Fig. 8  MSの翌日および22日経過後のオープンフィールドテストにおける
center time（a）およびrearing（b）。NMS群（ n = 9），またはMS群に
ラットを振り分け，MS群をMSの1週間後にリマインダーに曝露しな
い群（MS+NR； n = 11）またはする群（MS+R； n = 11）のいずれかに
振り分けた。平均および±SEMを示す。 
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Fig. 9  MS翌日および22日経過後のオープンフィールドテストにおける
total distance（a）およびleaning（b）。 NMS群（ n = 9），またはMS群
にラットを振り分け，MS群をMSの1週間後にリマインダーに曝露し
ない群（MS+NR； n = 11）またはする群（MS+R； n = 11）のいずれか
に振り分けた。平均およびSEMを示す。*p < 0.05， **p < 0.01。 
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Fig. 10 MSの翌日及び22日後のオープンフィールドテストにお
けるdefecation。 NMS群（ n = 9），またはMS群にラットを
振り分け，MS群をMSの1週間後にリマインダーに曝露
しない群（MS+NR； n = 11）またはする群（MS+R； n = 11）
のいずれかに振り分けた。平均および±SEMを示す。 
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分散分析を行ったところ，Day2 と Day23 の両試行において，両

MS 群は defecation が NMS 群と比べると多いようにみられるが，

統計的に有意な差は認められなかった。

2. 装置馴化

	 装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.11a に示す。  

	 装置馴化の 1 試行に，MS 処置を受けた群は，フリージングが

少し高い傾向にあった。 2 試行目以降はすべての群に差はほとん

どみられなかった。装置馴化（試行 1～ 4）について 2 要因混合計

画の分散分析（ stressor（ 2）×day（ 4））を行ったところ，stressor

の主効果のみに有意傾向がみとめられた [F (1, 28) = 2.65, p < 0.1]。

そこで多重比較を行ったところ， 3 群間に統計的に有意な差はみ

られなかった。

3. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level；  BL），条件づけ翌日の保持テスト

（ testⅠ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2

週間後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブ

ロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの

割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.11b に示す。  
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Fig. 11  （a）MS後の装置馴化（habituation）1～4試行目におけるフリージング率。
NMS群（ n = 9），またはMS群にラットを振り分け，MS群をMSの1週間後に
リマインダーに曝露しない群（MS+NR； n = 11）またはする群（MS+R； n = 
11）のいずれかに振り分けた。MS処置を1日目とし，11～14日目に装置
馴化を行った。（b） MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ
及びtestⅢのフリージング率。文脈恐怖条件づけ，保持テスト1，2，3回目
はそれぞれ，15日目，16日，24日，31日目に行われた。平均および
±SEMを示す。 
*p < 0.05。

0

10

20

30

40

50

60

70

1 2 3 4

Fr
ee

zi
n

g 
(%

) 

Habituation 

NMS

MS+NR

MS+R

a 

b 



52 
 

MS＋R 群はすべての保持テストにおいて，最も高いフリージン

グを示した。MS+NR 群は NMS 群よりもフリージングが高い傾向

にあるが，MS+R 群ほどではなかった。  

BL， testⅠ， testⅡおよび testⅢについて 2 要因混合分散分析

（ stressor(2) ×  day(4)）を行ったところ， stressor， day の主効

果および， stressor×day の交互作用が有意であった [  F  (2, 28) = 

5.36, p  < 0.05,  F (3, 84) = 30.98, p  < 0.01,  F  (6, 84) = 2.78, p  

< 0.05]。そこで下位検定として単純主効果および多重比較を行っ

たところ，testⅠと testⅡおよび testⅢの各試行において，MS+R

群は NMS 群よりもフリージング率が高かった（ p  < 0.01）。また，

NMS 群は試行毎のフリージング率に差はみられなかった。MS 群

においては， testⅠと testⅡのフリージング率が BL よりも高く

（ p  < 0.01, p  < 0.1），同様に testⅢよりも高かった（ p  < 0.01, p  

< 0.01）。BL と testⅢ間には，フリージング率に差がなかった。

MS+R 群においては，全 test 試行において BL よりもフリージン

グ率が高かった（Ⅰ；  p  < 0.01，  Ⅱ，Ⅲ；  p < 0.01）。  
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考察  

 

	 本実験の結果，フットショックと強制水泳による強いストレスは，

その 2 週間後に行われた恐怖条件づけにおけるフリージングを増強

し，その条件づけから 1 週間後及び 2 週間後に行われた保持テストに

おいても同様に恐怖反応を増強することが再現された。さらに，MS

の翌日に行われた OFT での行動には MS の影響がみられなかったの

に対して，MS から約 3 週間後の OFT では移動活動量の低下がみら

れた。また，リマインダーを与えられた MS 群は，リマインダーを経

験しなかった MS 群と比較して，恐怖条件づけでのフリージング反応

をより強く示し，その保持もまたより強く認められた。したがって，

フットショックと強制水泳を合わせた MS は，長期間にわたってラッ

トの恐怖反応を増強すること，そしてその効果は MS の直後よりも時

間が経過した後の方がより強くみられることが示唆された。さらに

MS を想起させるようなリマインダーによって MS の効果がより増強

されることが明らかとなった。  

	 本研究では，MS の翌日と約 3 週間後に OFT を行うことで，MS に

よる情動性の経時的変化の観察を行った。その結果，OFT における

移動活動量に経時的な変化がみられ，ストレスから約 3 週間後におい

てのみ情動性の亢進が認められた。社会的ストレスを用いた先行研究

では，ストレスの 14 日後に高架式十字迷路を用いて不安指標を測定

したところ，ストレスを受けたラットにおけるオープンアームでの滞

在時間が減少することが報告されている (Cohen et al. ,  2000, 1999)。

単回の電撃ストレスを用いた研究では，“ defensive withdrawal test”

を用いてストレス負荷の 2， 6， 10 週間後に行動を測定したところ，

ストレスを受けた動物はすべての時期において行動の鋭敏化がみら

れている (Bruijnzeel et al. ,  2001)。“ defensive withdrawal test”と

は，明るく照らされたオープンフィールド内に置かれた不透明な箱か
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ら動物がオープンフィールドに出ていくまでの潜時および，オープン

フィールド行動を指標とした行動テストである。不透明な箱から動物

が出てくる潜時が大きいほど，情動性が亢進していると判断される。

この研究では，ストレスから 1 週間目までの行動テストでは，不安関

連行動にストレス群と統制群で大きな差はみられていないが，ストレ

スから 14 日以上経過後に行動を測定した場合において，単回電撃ス

トレスを行った群に不安行動の増大がみられている。約 3 週間後の

OFT において，MS 処置群は NMS 群と比べて移動活動量が低下した

という本実験の結果は，これらの先行研究と一致している。しかし本

実験のように，同一個体を用いて，ストレスの直後と数週間後に繰り

返し特定の行動を測定した研究はこれまで行われていない。本実験で

は，MS の直後よりも 3 週間ほど時間が経過した方が活動性の低下が

みられるという点で，PTSD 患者にみられるような時間が経過するこ

とでうつ症状が顕在化する傾向と類似していると考えられるかもし

れない。  

本実験の文脈恐怖条件づけの結果から，MS を受けた後に，その強

いストレス自体ではなく，それを想起させるような文脈に曝露するこ

とが，後の恐怖反応をより増大させることが示唆された。このことは，

本実験と同様にリマインダーを用いて後の恐怖条件づけや高架式十

字迷路及び OFT の検討を行った先行研究の結果と一致している

（Diehl et al. ,  2007; Louvart et al. ,  2005; Pynoos et al. ,  1996）。し

かしながら，恐怖刺激そのものの文脈には曝さずに，恐怖刺激の文脈

に関連するだけの装置をリマインダーとして用いた本実験とは異な

り，それらの先行研究では恐怖刺激を与えた文脈と同一の文脈をリマ

インダーとしている。本実験の結果は，恐怖刺激自体でなくても，そ

れを想起させるような刺激でもリマインダーとしての効果を持つこ

とを新たに示唆しているといえる。さらに PTSD 患者において，全く

同じ文脈でトラウマを再体験することはまれであり，直接的トラウマ
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ではない文脈への再曝露をリマインダーとして用いることで，PTSD

動物モデルとしてより適切であると考えられる。  
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第 2 章の総合的考察  

 

	 本章では，４回のフットショック（ 1.0 mA, 1 sec）または 20 分間

の強制水泳，あるいはフットショックと強制水泳を併せた複合ストレ

ス（MS）がその 2 週間後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響（実験Ⅰ）

および，リマインダーへの曝露の有無（実験Ⅱ）が，その後の恐怖条

件づけおよびオープンフィールド行動に及ぼす影響について検討し

た。フットショックまたは強制水泳，あるいはその両方を組み合わせ

た MS をラットに与え，その 2 週間後に文脈恐怖条件づけを行ったと

ころ，強制水泳または MS を与えたラットにおいて条件性恐怖反応増

強がみられた。そして，その条件性恐怖反応増強の維持は，MS を与

えられたラットにおいて最も顕著にみられた。この結果から，ストレ

ス誘発性恐怖反応増強効果の長期間の持続を引き起こすのに，MS が

最も有用であることが示唆された。  

	 つぎに，MS の 1 週間後にリマインダーを与えたラットと与えられ

なかったラットにおける文脈恐怖条件づけとオープンフィールド行

動を検討したところ，リマインダーを与えられた MS 群は，リマイン

ダーを経験しなかった MS 群と比較して，MS の 2 週間後に行われた

恐怖条件づけにおけるフリージングを増強し，その保持もまたより強

く認められた。さらに，リマインダーを与えられたラットは，MS の

翌日に行われた OFT での行動には影響がみられなかったのに対して，

MS から約 3 週間後の OFT では移動活動量の低下が強く観察された

ことから，うつ様行動を示したと示唆される。  

以上の結果をまとめると，本章では，フットショックと強制水泳を

組み合わせた MS をトラウマ的事象として用いること，さらに MS 後

に MS を想起させるようなリマインダーに曝すことが，ストレス誘発

性恐怖反応増強およびその持続を引き起こすことが明らかとなった。

ストレス誘発性恐怖学習増強を報告している Fanselow のグループは，
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事前に与えるストレッサーにフットショックを用い，その後の恐怖条

件づけにフットショックを用いており，事前ストレッサーとその後の

ストレッサーが同一種類であった。事前ストレッサーとその後ストレ

ッサーが同一種条件のストレス誘発性の行動変容を検討比較するた

めに，本研究においてもフットショックを用いた事前ストレッサーで

あり，強い恐怖反応を長期間示す MS を用いるのが妥当である。  

MS から 2 週間経過後の文脈恐怖条件づけが増強され，くわえてそ

の条件性恐怖反応増強の持続が 2 週間にも及んだ。先行研究において

トラウマストレスから数週間経過後の恐怖条件づけの増強はすでに

報告されているものの（Rau & Fanselow, 2009），その持続について

検討したのは本実験が初めてである。時間の経過および文脈曝露の繰

り返しによって，MS を与えられていないラットは恐怖条件づけが漸

減していくにも関わらず，MS を与えられたラットは強い恐怖反応を

示し続けたことから，MS によって引き起こされた些細なストレス事

象への鋭敏化・過剰反応が観察されたものと考えられる。  

本実験では，MS の翌日と約 3 週間後に OFT を行うことで，MS に

よる情動性の経時的変化の観察を行った。その結果，OFT における

移動活動量に経時的な変化がみられ，ストレスから約 3 週間後におい

てのみ情動性の亢進が認められた。社会的ストレスを用いた先行研究

では，ストレスの 14 日後に高架式十字迷路を用いて不安指標を測定

したところ，ストレスを受けたラットではオープンアームでの滞在時

間が減少することが報告されている（Cohen et al. ,  2000, 1999）。単

回の電撃ストレスを用いた研究では，“ defensive withdrawal test”

を用いてストレス負荷の 2， 6， 10 週間後に行動を測定したところ，

ストレスを受けた動物はすべての時期において行動の鋭敏化がみら

れている（Bruijnzeel et al. ,  2001）。この研究では，ストレスから 1

週間までの間の行動テストでは，不安関連行動にストレス群と統制群

で大きな差はみられていない。しかし，ストレスから 14 日以上経過
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後に行動を測定した場合において，ストレス群に不安行動の増大がみ

られている。約 3 週間後の OFT において，MS 群は NMS 群と比べて

移動活動量が低下したという本実験の結果はこれらの先行研究と一

致している。しかし本実験のように，同一個体を用いて，ストレスの

直後と数週間後に繰り返し特定の行動を測定した研究はこれまで行

われていない。本実験では，トラウマストレスの直後よりも 3 週間ほ

ど時間が経過した方が活動性の低下がみられるという点で，PTSD 患

者にみられるような時間が経過することでうつ症状が顕在化する傾

向と類似していると考えられるかもしれない。  

	 OFT を行動の評価法として用いた場合，現れた行動をどのように

扱うかはよく議論されるところである。Montgomery（ 1955）によれ

ば，OFT における歩行行動は，新奇刺激への接近ばかりでなく，そ

れによって惹起された恐怖からの回避という独立した 2 つの動因に

よって成立する行動であると説かれている（ two-factor theory）。  

	 探索行動とは，“生体が「見知らない」あるいは「慣れない」モノ

が持つ新奇刺激に直面するとそれに接近し，そこを動き回り，特定の

刺激対象があればそれに近づいて，臭いをかいだりかじったりつかん

だりする行動であり，時間とともに急速に減少する行動”と定義され

ている。Halliday（ 1966）は新奇刺激によって惹起された恐怖が探索

行動の唯一の動因になるため，その新奇刺激に関する情報を得ようと

するために探索するのだと説明した。Welker（ 1959）は「強制探索

場面」では，動物が場面から逃避しようとする行動までが探索行動と

して誤って測定されてしまうことを警告し，逃避行動の存在を考慮し

なくてはならないとした。  

OFT における rearing は歩行行動と同様の変動パターンを呈すこ

とが多く，中枢神経系の興奮を表す指標として考えられている。また

defecation と urination の増加は情動亢進を表しているとされ，自律

神経反応の一つであるこれらの行動は，歩行・ rearing・grooming と
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は異なり，情動性と密接に結びついていることから，情動性の的確な

指標として以前から広く利用されている（Kitanaka & Ueno, 1975）。  

	 また，OFT によって情動性を測定することの妥当性を確実に証明

することは困難であるため，異なった視点から OFT を解釈している

研究もある。たとえば Tachibana（ 1980, 1982）は「情動性」という

概念を捨て，「新奇なあるいはストレスのかかった場面での反応性」

という新たな構成概念を提唱しており，これは従来の「情動性」にあ

った交感神経系，遺伝規定等の特色を捨てたものである。ここでは，

テスト場面での経験の有無や装置内の照明の強さを変数として，最初

の１分間の移動活動量および rearing 数を評価することで，この新た

な概念に妥当性が検証されている（Tachibana, 1980, 1982）。以上の

ようなことを考慮すると，本実験での OFT の結果の解釈としては，

time-dependent sensitization（TDS）と称されるように，時間が経

過することによって，OFT に対して鋭敏化し，交感神経系の亢進か

ら歩行行動などの活動性が抑えられたという考え方ができよう。  

	 もう一つの解釈として，MS によりセロトニン系の活動が減弱した

結果として，動物が「うつ」のような症状を呈している可能性が考え

られる（Katagiri,  Kagaya, Nakae, Morinobu, & Yamawaki, 2001）。

この場合は，本来の活動性自体も減退している可能性がある。これに

ついては MS 後に，OFT だけでなく，ホームケージでの活動性も併

せて検討する必要があろう。しかしながら，OFT における defecation

はトラウマストレスを受けたかどうかに関わらず，Day2 と比較して

Day23 では減少傾向がみられている。したがって，OF 装置に対して

少なからず馴化が生じている可能性が考えられ，Day23 においては

OF に恐怖を感じ，交感神経系が賦活したというよりも，探索行動な

どのポジティブな行動が生起されなくなった「うつ」様行動の可能性

が高いといえる。MS の翌日に行われた OFT での行動には影響がみ

られなかったのに対して，MS から約 3 週間後の OFT では移動活動
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量の低下がみられたことは，PTSD 患者にみられるような時間が経過

することでうつ症状が顕在化する傾向と類似していると考えられる

かもしれない。  

これらの行動変容は PTSD に特徴的なものと考えられる。弱い刺激

への過剰反応および，うつ様行動という 2 方向性の行動変容が観察さ

れたと解釈可能と思われるため，本動物モデルは新たな表面妥当性を

確立した PTSD 動物モデルとして有用であろうと示唆される。   
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第 3 章  

複合ストレスによる条件性恐怖反応増強における	 

ストレス反応系の関与の検討  

 

第 1 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす metyrapone 末

梢投与の効果【実験Ⅲ】  

 

目的  

 

	 電撃，拘束ストレス，SPS とよばれるいくつかのストレッサーを組

み合わせた PTSD 動物モデル，または社会的ストレスをトラウマスト

レスとして事前に与えた PTSD 動物モデルといったように，PTSD 動

物モデルは複数提唱されており，PTSD 動物モデル研究に注目が集ま

っている。PTSD 動物モデル研究は，トラウマストレス後の曝露療法

や薬物療法といった治療法に焦点を当てた研究が主であり，PTSD 発

症における神経メカニズムに焦点を当てた研究はほとんど行われて

いない。しかしながら，PTSD 発症のメカニズムが明らかとなること

で，PTSD の根本的治療法を探る一助となる可能性が考えられ，PTSD

発症メカニズムを明らかにすることは，PTSD 研究において重要な課

題である。  

PTSD モデル動物の研究の一つである Rau et al.（ 2005）は，トラ

ウマストレス誘発性条件性恐怖反応増強効果のメカニズムに関する

検討において，トラウマストレスの文脈と電撃との連合学習が単純に

その後の恐怖条件づけに般化しているのではないことを，グルタミン

酸 NMDA 受容体遮断薬の投与により証明した。トラウマストレスを

与える前に NMDA 受容体遮断薬を投与することで，トラウマストレ

スとその文脈との間の連合学習を阻害したとしても，後にトラウマス

トレスによる恐怖反応増強効果はみられたのである。そこで彼らは，
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トラウマストレスの増強効果のメカニズムとして，ストレスホルモン

のような生理学的変化の関与の可能性を指摘している。  

副腎皮質からの GC の放出は，ストレッサーに対する HPA 系の最

終反応である。まず，痛みや不安といったストレスを感じると，扁桃

体や海馬など，身体内外からの刺激を処理する脳部位が視床下部にシ

グナルを送り，最終的に副腎皮質から GC が放出される。GC は標的

細胞に到達すると，細胞膜を通り抜けて，細胞内の細胞質受容体であ

る GRαに結合する。この GRα－GC 複合体は核内で標的遺伝子であ

る GRE に結合して，遺伝子転写の促進・抑制因子として働く。  

GC 放出は行動表出および記憶・学習に深く関与しており，GC の

増減によって恐怖反応は変化することが知られている（Bohus et al. ,  

1987）。さらに，MET を投与することによって，恐怖条件づけの表出

を減弱させる（Cordero et al. ,  2002）。MET は 11-deoxycorticosterone

を GC に代謝する酵素を阻害することで，GC の生合成を抑制する薬

物であり（Roozendaal et al. ,  1996），GC 濃度の上昇を妨げ，GC が

調整している HPA 系のネガティブフィードバックを減弱させる。結

果として，視床下部の CRF と ACTH の分泌を刺激することとなり，

追随して 11-deoxycorticosterone の蓄積が起こる（ Fiad, Duffy, & 

McKenna, 1994）。観察される影響から，薬理的副腎皮質摘出とよば

れることがある。MET を投与すると結果的に 11-deoxycorticosterone

が増加し，それが GR の遮断薬になるという報告がある（Roozendaal 

et al. ,  1996）。  

PTSD モデル動物の研究はこれまでに数多くなされているが，トラ

ウマ経験時における GC を含む HPA 系の関与を検討した研究はほと

んど報告されていない。そこで，実験Ⅲでは，第 2 章と同様の MS 手

続きを用いて，MS 前に HPA 系に影響を及ぼす薬物を投与すること

で，MS の恐怖反応増強効果における HPA 系の関与を検討すること

を目的とした。具体的には，MS 処置前に MET を投与することによ
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って GC 合成を阻害することで，MS による GC 分泌というストレス

反応を抑制することが後の行動に与える影響を検討することとした。  
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 32 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

 

3.  薬物  

2-Metyl-1,2-di-3-pyridy-1-propanone（ Sigma & Aldrich）を

45% (2Hydroxypropyl)-β-cyclodextrin（ Sigma & Aldrich）に溶

解（ 25，100 mg/ml）して metyrapone（MET）溶液を作成した。

先行研究において恐怖条件づけまたは不安様行動への影響が観

察された用量を参考に，本実験で用いる用量を決定した（Hirani, 

Sharma, Jain, Ugale, & Chopde, 2005; Yang, Chao, Ro, Wo, & 

Lu, 2007）。  

 

 

4.  手続き  

被験体を MS 処置×薬物投与（metyrapone 25 mg/kg (MET25), 

MET 100 mg/kg (MET100)or vehicle(VEH)）および NMS＋VEH

の４群に振り分けた（NMS＋VEH 群（ n = 8），MS+VEH 群（ n = 

8），MS+MET25 群（ n = 8），MS+MET100 群（ n = 8））。平常時

のコルチコステロン値を測定するため，MS の前日に尾静脈より
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採血を行った。  

実験開始 1 日目（Day1）に，ラットは飼育室から実験室に移

動した直後に体重を測定され，薬物の腹腔内投与（ 1 ml/kg）を

行われた。ラットは 30 分間の待機時間の後，MS 処置手続きを

開始された。これ以降の行動実験はすべて実験Ⅰと同様であった。

また，実験スケジュールの模式図を Fig. 12 に示す。  

 

【採血】  

	 ラットは，呼吸出来るように端に穴があけられ，尾部のみが露

出するように入り口を絞ることのできる濃紺の布（ポリエステル）

製の拘束装置に速やかに入れられた。そして速やかにカミソリで

尾部に傷をつけ，毛細管を用いて尾静脈より採血された。  

 

 

5.  コルチコステロン血中濃度測定  

	 ラットのコルチコステロン（CORT）血中濃度は酵素免疫測定

法（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA）を用いて測

定した。  

 

【CORT 抽出】  

	 -80℃にて保存された血清を融解したのち直径 12 mm×長さ 75 

mm×厚さ 0.8 mm の試験管 (DISPOSABLE CULTURE TUBE：サ

ーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社 )に 20 μ l また

は 10 μ l ずつ注入し，そこに 2 ml のジエチルエーテル（和光純

薬工業株式会社）を加え，室温にて撹拌したのちそのまま 10 分以

上静置した。その後，ドライアイスにて約 -80℃まで冷却したエタ

ノールへ試験管を 10 分間浸漬し，エーテル層のみを別の試験管へ

と移し，凍結した水層を除去した。エーテル層は 50℃の恒温水  



66 
 

  

Fig11	 exp3	 スケジュール（薬物  
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槽内で蒸発乾固させた。これに 0.1%ウシ血清アルブミン入りリン

酸緩衝液（アッセイバッファー）をそれぞれ 200 μ lまたは 100 μ

l ずつ加えて 10 倍希釈とした。  

 

【CORT 濃度測定】  

	 CORT 濃度測定には，抽出したコルチコステロンと西洋ワサビ

過酸化酵素（ horseradish peroxidase: HRP）標識コルチコステロ

ンを直接競合させる酵素免疫測定法を用いた。なお，ELISA の手

順を Fig. 13 に，試薬の組成を Table1 に示す。  

 

	 96 穴プレート（EIA/RIAplate, 9018: Corning Incoroirated）

に，炭酸緩衝液で 50 ng/ml に希釈した二次抗体（ Anti-Rabbit 

IgG(H+L) (GT): 生化学バイオビジネス株式会社）を 1 穴あたり

100 μ l 分注し，室温で 24 時間インキュベートして抗体を定着さ

せ，プレート内の炭酸緩衝液をデカンテーションにより取り除い

てアッセイバッファーと交換したのち 4℃で冷蔵保存した。測定

に使用する際にはアッセイバッファーをデカンテーションにより

取り除き，洗浄瓶を用いてプレートを 3 度洗浄した。  

	 洗浄後，抽出したサンプルと， 400 ng/ml から 2 倍ずつ 0.391 

ng/mlまで段階希釈することで 11通り用意した標準コルチコステ

ロン（コルチコステロン：和光純薬工業株式会社）を 96 穴プレー

トの各穴にそれぞれ 25 μ l ずつ分注した。その後，一次抗体とし

てアッセイバッファーで 800,000 倍に希釈した抗コルチコステロ

ン血清（Corticosterone-3-CMO-BSA, FKA420-E:コスモ･バイオ

株式会社）と 40,000 倍に希釈した HRP 標識コルチコステロン

（Corticosterone-3-CMO-BSA, FKA419：コスモ･バイオ株式会社）

を，96 穴プレートの各穴へそれぞれ 100 μ l ずつ分注した。分注

がすべて終了したのち，遮光のもと 4℃にて 24 時間インキュベー
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トした。インキュベート終了後にデカンテーションによって反応

液をすべて取り除き，洗浄瓶を用い４回洗浄した。その後，基質

緩衝液を 1 穴あたり 150 μ l ずつ分注し，遮光のもと 36~40℃に

て 60 分インキュベートしたのち硫酸（硫酸： 36 N 硫酸（和光純

薬工業株式会社）を 4 N に希釈）を 1 穴あたり 50 μ l ずつ加えて

反応を停止させた。反応停止後は，マイクロプレートリーダー

（MODEL 680XR：バイオ・ラッドラボラトリーズ株式会社）を

用いて波長 450 nm の吸光度を測定し，標識コルチコステロンの

吸光度から得た検量線をもとに血清中のコルチコステロン濃度

（ ng/ml）を算出した。なお，血清中コルチコステロン濃度は同じ

サンプルを 2 穴で測定したものの平均値とし，その変動係数が

15%以上となったものについては，実験結果として用いなかった。 

 

  



69 

Fig . 	  13  	   EL ISA 手 順 	  

	  

Secondary 	  antibody	  solution	  (anti -‐rabbit 	  g lobul in 	   serum	  raised	  in 	  goats) , 	  100	  μl 	  

20℃ , 	  overnight 	  

	  

B lock ing 	  solu tion	   (assay 	  buffer) , 	  200	  μl 	  

	  

Washing 	  (3	  t imes) 	  

	  

S tandard	  or 	  sample,	  25	  μl 	  

	  

An ti-‐cort icosterone	  serum,	  100	  μl 	  

	  

HRP-‐labeled	  cort icosterone, 	  100	  μl 	  

	  

Washing 	  (4	  t imes) 	  

	  

Substrate 	  so lution	  for 	  HRP,	  150	  μl	  

	  

S topp ing 	  solut ion	   (4N-‐H
2
SO

4
) , 	  50	  μl	  

Spectrophotometr ical 	  measurement 	  (450	  nm)	  

4℃ , 	  overnight 	  

36℃ , 	  1h	  
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0.1%ウシ血清アルブミン入りリン酸緩衝液（アッセイバッファー） 

リン酸水素ナトリウム二水和物 7.12 g/L メルクジャパン株式会社 

塩化ナトリウム 8.5 g/L 和光純薬工業株式会社 

ウシ血清アルブミン 1 g/L 

超純水 計 1000 ml に調整 

5N 塩酸 pH7.2 に調整 和光純薬工業株式会社 

炭酸緩衝液 

炭酸ナトリウム十水和物 4.29 g/L 和光純薬工業株式会社 

炭酸水素ナトリウム 2.92 g/L 和光純薬工業株式会社 

超純水 計 1000 ml に調整 

1N 塩酸 pH9.6 に調整 和光純薬工業株式会社 

洗浄液 

ﾎﾟﾘｵｷｼｴﾁﾚﾝｿﾙﾋﾞﾀﾝﾓﾉｵﾚｱｰﾄ

（Tween80） 
0.5 g/L ｼｸﾞﾏｱﾙﾄﾞﾘｯﾁｼﾞｬﾊﾟﾝ株式会社 

超純水 計 1000 ml に調整 

基質緩衝液（A） 

過酸化尿素 1.0 g/L ｼｸﾞﾏｱﾙﾄﾞﾘｯﾁｼﾞｬﾊﾟﾝ株式会社 

リン酸水素ナトリウム二水和物 18.0 g/L メルクジャパン株式会社 

クエン酸水和物 10.3 g/L 和光純薬工業株式会社 

超純水 計 1000 ml に調整 

基質緩衝液（B） 

3,3',5,5'-ﾃﾄﾗﾒﾁﾙﾍﾞﾝｼﾞｼﾞﾝ（TMBZ） 0.5 g/L 株式会社同仁化学研究所 

ジメチルスルホキシド  40 ml/L ｼｸﾞﾏｱﾙﾄﾞﾘｯﾁｼﾞｬﾊﾟﾝ株式会社 

クエン酸水和物 10.3 g/L 和光純薬工業株式会社 

超純水 計 1000 ml に調整 

Table 1. ELISA に用いた緩衝液および洗浄液の組成 
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結果

1. 装置馴化

	 装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.14 に示す。  

	 装置馴化の 1 試行目に，MS+VEH 群は NMS+VEH 群および

MS+MET100 群と比べ，フリージングが高かった。 2 試行目以降

は MS+VEH 群のフリージングが下がっていき，4 試行目において

すべての群に差はみられなかった。装置馴化（試行 1～ 4）につい

て 2 要因混合計画の分散分析（ stressor（ 4）×day（ 4））を行っ

たところ， stressor の主効果に有意傾向がみとめられ [F (3, 28) = 

4.75, p < 0.01]， stressor×day の交互作用が有意であった [F (9, 

84) = 4.56, p < 0.01]。そこで単純主効果の検定および多重比較を

行ったところ， 1 試行目において，MS+VEH 群は NMS+VEH 群

および MS+MET100 群と比べ有意に高いフリージングを示した

（ p  < 0.05）。MS+VEH 群および MS+MET25 群は NMS＋VEH 群

と比べ，フリージングが高かった（ p  < 0.05）。MS+MET100 群は，

MS+VEH 群および MS+MET25 群比べてフリージングが低く（ p  < 

0.05），NMS＋VEH 群とは差がみられなかった。  
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Fig. 14  MS後の装置馴化（habituation） 1～4試行目におけるフリージング率。
MSの30分前にmetyrapone（MET）または溶媒（VEH）を腹腔内投与し，
NMS+VEH（n = 8）， MS+VEH（n = 8）， MS+MET25（n = 8）または
MS+MET100（n = 8）にラットを振り分けた。 MS処置を1日目とし，11～
14日目に装置馴化を行った。平均および±SEMを示す。*p < 0.05。 

* * 
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2. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間

後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの割合

の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.15 に示す。  

testⅠにおいて群間に有意な差はみられなったものの，testⅡに

おけるすべての MS のフリージングは NMS 群の 2 倍ほど高いこ

とから，MET 処置は文脈恐怖条件づけに影響を及ぼさなかったと

考えられる。

BL， testⅠ， testⅡおよび testⅢについて， 2 要因分散分析

（ stressor（ 4）  ×  day（ 4））を行ったところ， stressor，day の

主効果および， stressor×day の交互作用が有意であった [  F  (3, 

28) = 3.14, p  < 0.05,  F (3, 48) = 69.97, p  < 0.01,  F  (9, 84) =

2.99, p  < 0.01]。そこで下位検定として単純主効果の検定および多

重比較を行ったところ， testⅡにおいて，MS+MET25 群と

MS+MET100 群は，NMS+VEH 群よりもフリージング率が高く（ p  

< 0.05），MS+MET100 群は MS+VEH 群よりもフリージングが高

かった（ p  < 0.05）。testⅢにおいて，すべての MS 群は，NMS+VEH

群よりもフリージングが高かった（ p  < 0.05）。MS+MET25 群と

MS+MET100 群のいずれにおいてもフリージングに差はなく，薬

物用量の効果はみられなかった。
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Fig. 15  MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ及びtestⅢのフリー
ジング率。MSの30分前にmetyrapone（MET）または溶媒（VEH）を腹腔内投
与し，NMS+VEH（n = 8）， MS+VEH（n = 8）， MS+MET25（n = 8）または
MS+MET100（n = 8 ）にラットを振り分けた。 MS処置を1日目とし，文脈恐怖
条件づけ，保持テスト1，2，3回目はそれぞれ，15日目，16日，23日，30日
目に行われた。平均および±SEMを示す。 
*p < 0.05：NMS＋VEHと比較， #p < 0.05：MS+VEHと比較。
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3. コルチコステロン血中濃度

ベースライン（MS の前日；baseline）および MS 後（ after MS）

に採集した血液について，ELISA を用いて CORT 血中濃度を定

量した。各時点の群ごとの平均値について  Fig. 16 に示す。  

MS 後の CORT 血中濃度については，ストレスの有無にかかわ

らず，ベースライン時と比べてストレス後で増加が認められた。

MS 後の CORT 血中濃度における 1 要因分散分析（ stressor (4)）

の結果，群間に有意な差がみられた [F  （ 3, 21） = 7.8, p < 0.01]。

多重比較を行ったところ，MS+VEH 群および MS+MET25 群は

NMS+VEH 群および MS+MET100 群よりも CORT 血中濃度が高

かった（ p  < 0.05）。さらに，MS+MET100 群は他の群よりも CORT

血中濃度が有意に低かった（ p  < 0.05）。MET は用量依存的に MS

後の CORT 血中濃度上昇を抑制した。
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Fig. 16  MS前日（baseline）およびMS直後（after MS）におけるCORT血中濃
度。 MSの30分前にmetyrapone（MET）または溶媒（VEH）を腹腔内
投与し，NMS+VEH（n = 8）， MS+VEH（n = 8）， MS+MET25（n = 8）ま
たはMS+MET100（n = 8 ）にラットを振り分けた。平均および±SEM
を示す。 *p < 0.05。 
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考察  

 

	 本実験の結果，MS 処置は，ストレス誘発性恐怖反応増強効果を引

き起こすことが確認された。また，MS 時 GC 分泌を抑制したとして

も恐怖反応増強効果は阻害されないことが示された。  

	 MET100 mg/kg 投与群の MS 後 CORT 血中濃度は，MS＋VEH 群

の約半分の値であり，ストレスによる CORT 濃度上昇は MET によっ

て有意に抑えられたと考えられる。MET 投与によって拘束ストレス

誘発性コカイン渇望を阻害した先行研究では，MET を 100 mg/kg 投

与することで行動に影響がみられたため，MET100 mg/kg という用量

は行動に影響を与えうる量である（Marinelli ,  Le Moal, & Piazza, 

1996）。この先行研究の MET 投与ラットにおける GC 濃度は，VEH

投与ラットの 3 分の 2 程度の濃度であり，本実験においても同程度の

GC 濃度抑制が観察された。MS 後の GC 抑制が認められた場合にお

いても，その後の恐怖条件づけに影響をしなかったという本実験の結

果は，MS による恐怖反応増強効果における HPA 系 GC 分泌の関与

の否定を示唆した。  

	 ストレス誘発性恐怖反応増強効果に MET の効果はみられなかった

一方，装置馴化においては MET 投与の影響がみられた。MET100 

mg/kg 投与群は，装置馴化 1 試行目におけるフリージング反応をほと

んど示さなかった。MS 装置にはフットショックを与えるための金属

グリッドが備わっており，文脈恐怖条件づけ装置もまたフットショッ

クを使用するための金属グリッドが備わっている。恐怖条件づけ文脈

はバックグラウンドノイズ，照明，装置内壁およびグリッドの太さや

本数，さらに動物を出し入れする扉の方向といった点で MS 文脈と全

く異なっていたものの，MS 装置に対する恐怖反応は恐怖条件づけ装

置に対して般化したと考えられる。そのため，フリージングを示すは

ずの MS処置を受けた群がフリージングを示さなかったということは，
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恐怖反応増強効果に影響は示さなかったものの，MS 前 MET 投与は

MS 時の恐怖条件づけが 2 週間後の文脈恐怖条件づけに対して般化す

るのを阻害したと考えられる。GC はストレス場面における記憶固定

を促進させる効果があるため（Roozendaal et al. ,  2009），MET 投与

による GC 合成阻害は，MS 文脈での恐怖記憶の固定を阻害した可能

性がある。つまり，MS を受けた環境の記憶固定を阻害された MS＋

MET100 群は，装置馴化でフリージングを生じるのに必要な恐怖記憶

を保持していなかったため，般化が生じなかったと示唆される。装置

馴化において般化が生じなかったにも関わらず，恐怖反応増強が生じ

たことを併せて考えると，文脈記憶の表象自体が恐怖反応増強効果に

関わっているのではなく，感覚を司る部位における神経伝達の変容あ

るいは，恐怖反応を引き起こす神経伝達回路の変容が生じたために，

ストレス誘発性恐怖反応増強効果が形成される可能性が示唆された。

ストレス誘発性恐怖学習増強は，単に般化を示しているのではなく，

新たな恐怖学習の促進であるとする Rau et al.（ 2005）の研究を本実

験の結果は支持したといえる。   
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第 2 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす propranolol 末

梢投与の効果【実験Ⅳ】  

 

目的  

 

	 実験Ⅲにおいて，MS による恐怖反応増強効果のメカニズムとして，

MS 応答の GC 分泌関与を検討するため，MET を投与したものの，恐

怖反応増強効果に影響を及ぼさなかった。序でも述べたように，主要

なストレス反応系は，HPA 系だけでなく交感神経系の賦活が広く知

られている（McEwen, 2000）。  

	 交感神経系のストレス反応はエピネフリンおよびノルエピネフリ

ンが司っており，内臓の活動の抑制，視覚の鋭敏化，脳血流量を増加

させることによる覚醒化，酸素交換能の上昇，グリコーゲンの分解に

よるグルコースの放出，筋の血管拡張，体表面の血管収縮，心拍増加，

立毛などの効果は急速に現れる。エピネフリンは血液脳関門を通過で

きないものの，求心性迷走神経におけるβ -NER を賦活させることで，

直接的に脳幹の弧束核を介して，または間接的に青斑核を介して前脳

に情報伝達している（Williams & McGaugh, 1993）。そして，BLA

は主に，弧束核から始まっているノルエピネフリン神経支配を受ける

ため（Williams, Men, Clayton, & Gold, 1998），ストレスフルな刺激

によって BLA におけるノルエピネフリンレベルが増加する。そのた

め，ストレスフルな事象によるノルエピネフリン増加は，BLA 賦活

を 介 し て 嫌 悪 記 憶 の 固 定 を 調 節 し て い る と 示 唆 さ れ て い る

（McGaugh & Roozendaal, 2002）。  

	 propranolol（PRO）はβ -NER 遮断薬であり，心筋に作用すること

で心拍・血圧下降効果があるため，高血圧症，狭心症や不整脈の治療

に一般的に用いられている。また，血液脳関門を通過し，脳脊髄にも

到達するため，中枢での作用が期待される。恐怖条件づけの直前，ま
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たは直後に PRO を投与すると，直後に投与した場合に恐怖条件づけ

は成立するが，直前に投与した場合は恐怖条件づけが阻害されると報

告されている（Bush, Caparosa, Gekker, & LeDoux, 2010）。その他

に，ヒトを対象とした実験も行われている。Brunet et al.（ 2008）の

研究では，PTSD の患者に個々のトラウマ的出来事を書き出してもら

ったすぐ後に， PRO を投与した。その一週間後に各々ストレスフル

な事象の映像を見てもらいながら生理反応を測定したところ， PRO

を投与された患者では，トラウマ事象の映像によってもたらされた生

理反応が小さかった。したがって， PRO は動物の条件性恐怖反応だ

けではなく，ヒトの PTSD 症状も抑制すると考えられることから，恐

怖反応増強への関与が予想される。  

そこで本実験では，MS 前にβ -NER の遮断薬である PRO を投与す

ることで，MS の恐怖反応増強効果におけるエピネフリン・ノルエピ

ネフリンの関与を検討することを目的とした。  
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 42 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

 

3.  薬物  

propranolol 溶液（ 20 mg/ml）は，(±)-propranolol hydrochloride

（ Sigma & Aldrich）を 0.9%生理食塩水にて緩やかに加熱しなが

ら溶解し作成した。先行研究において恐怖条件づけへの影響が観

察された用量の中でも高用量であったものを参考に，本実験で用

いる用量を決定した（Kabitzke, Silva, & Wiedenmayer, 2011）。  

 

 

4.  手続き  

被験体を MS 処置×薬物投与（ propranolol 20 mg/kg (PRO) or 

0.9%生理食塩水  (SAL)）の４群に振り分けた（NMS＋ SAL 群（ n 

= 8），NMS+PRO 群（ n = 7），MS+SAL 群（ n = 14），MS+PRO

群（ n = 13））。実験開始 1 日目（Day1）に，ラットは飼育室から

実験室の移動直後に体重を測定され，薬物の腹腔内投与（ 1 ml/kg）

を行われた。ラットは 30 分間の待機時間後，MS 処置手続きを開

始された。以降の行動実験はすべて実験Ⅰと同様であった。   
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結果

1. 装置馴化

	 装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.17 に示す。  

MS+PRO 群は，MS+SAL 群と比較して，装置馴化 1 試行目にお

けるフリージング率が低かった。

装置馴化（試行 1～ 4）について 3 要因混合計画の分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 2）×day（ 4））を行ったところ，MS 処

置 の 主 効 果 [F (1,38)=15.26, p<0.01] お よ び 試 行 の 主 効 果

[F (3,114)=3.78, p<0.05]が有意であった。また，薬物と試行の交

互作用 [F (3,114)=5.57, p<0.01]，MS 処置と試行の交互作用 [F (3, 

114)=4.81, p<0.01] ， 薬 物 と MS 処 置 と 試 行 の 交 互 作 用

[F (3,114)=6.39, p< 0.01]が認められた。  

そこで各馴化試行で薬物投与×MS 処置の 2 要因分散分析を行

ったところ， 1 回目の馴化試行において，薬物投与の主効果

[F (1,38)=6.92, p<0.05] ， MS 処 置 の 主 効 果 [F (1, 38)=14.52, 

p<0.01]および交互作用 [F (1,38)=5.52, p<0.05]のすべてが有意で

あった。そこで単純主効果の検定を行ったところ， SAL 群におい

て MS 処置の主効果が有意であり [F (1,38)=18.97, p<0.01]，MS 群

のほうが NMS 群に比べてフリージング率が高かった。さらに MS

群において薬物の主効果が有意であり [F (1,38)=12.40, p<0.01]，

SAL 群のほうが PRO 群に比べてフリージング率が高かった。  

また 2 回目と 4 回目の馴化試行においては，MS 処置の主効果の

みが有意であり [2 回目：F (1,38)=8.66, p<0.01; 4 回目 :   
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Fig. 17  MS後の装置馴化（habituation） 1～4試行目におけるフリージング
率。 MSの30分前にpropranolol（PRO）または生理食塩水（SAL）を
腹腔内投与し，NMS+SAL（n = 8）， NMS+PRO（n = 7）， MS+SAL（n 
= 14）またはMS+PRO（n = 13）にラットを振り分けた。 MS処置を1
日目とし，11～14日目に装置馴化を行った。平均および±SEMを
示す。*p < 0.01。 

** 
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F (1,38)=4.59, p<0.05]，薬物投与の有無に関わらず，MS 群のほ

うが NMS 群よりもフリージング率が高かったが，3 回目の馴化試

行においては群間に有意差はみられなかった。

2. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間

後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの割合

の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.18 に示す。  

	 MS 処置群においてフリージングの増強がみられたものの，薬

物処置の効果はみられなかった。NMS 群は試行が進むにつれてフ

リージング率が大きく低下していった一方で，MS 処置群はフリ

ージング増強を維持していた。

BL， testⅠ， testⅡおよび testⅢについて，（ stressor（ 2）×

drug（ 2）×day（ 4））を行ったところ，MS 処置の主効果 [F (1, 

38)=7.77, p<0.01]および試行の主効果 [F (3, 114)=23.43, p<0.01]

が有意であった。また，薬物と試行の交互作用に有意傾向がみら

れた [F (3, 114)=2.16, p=0.1]。そこで事後検定として単純主効果の

検定を行ったところ，薬物投与の有無に関わらず，保持テスト 3

回すべてにおいて，MS を受けた群は NMS 群よりもフリージング

率が高かった（ p<0.05）。また NMS 群についても薬物投与の有無

に関わらず，ベースレベルと比較して保持テスト 1 回目と 2 回目

ではフリージング率の増加が有意に認められたが，保持テスト 3

回目ではベースレベルまで減少していた（ p<0.05）。一方，MS 群  
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Fig. 18  MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ及びtestⅢ
のフリージング率。 MSの30分前にpropranolol（PRO）または生理
食塩水（SAL）を腹腔内投与し，NMS+SAL（n =  8）， NMS+PRO（n = 
7）， MS+SAL（n = 14）またはMS+PRO（n = 13）にラットを振り分け
た。 MS処置を1日目とし，文脈恐怖条件づけ，保持テスト1，2，3
回目はそれぞれ，15日目，16日，23日，30日目に行われた。平
均および±SEMを示す。 
*p < 0.05。

* * 

*
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については， 3 回の保持テストすべてにおいてベースレベルよりも有

意に増加していたが（ p<0.01），1，2 回目の保持テストと比べて 3 回

目の保持テストでは減少していた（ p<0.01）。   
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考察  

 

	 本実験の結果，MS 処置は，ストレス誘発性恐怖反応増強効果を引

き起こすことが再び確認された。また，MS 時β -NER を抑制しても

恐怖反応増強効果は阻害されないことが示された。実験Ⅲと同様に，

ストレス誘発性恐怖反応増強効果に薬物の効果はみられなかったも

のの，装置馴化において PRO 投与の影響がみられた。MS＋PRO20 

mg/kg 投与群は，装置馴化 1 試行目におけるフリージング反応をほと

んど示さなかった。  

恐怖条件づけにおけるβ -NER 受容体の関与については，これまで

にいくつかの研究によって検討されている。最近では，Bush et al.

（ 2010）は，恐怖条件づけ訓練前の扁桃体内 PRO 投与が，保持テス

トでの条件性恐怖反応を低下させるが，恐怖条件づけの訓練直後に投

与した場合では，保持テストでの恐怖反応には影響しないことを報告

している。一方，Kabitzke et al.（ 2011）は，仔ラットを用いて，ネ

コの匂いを US とした文脈恐怖条件づけの訓練前または訓練後に

PRO を腹腔内投与した場合，どちらの投与タイミングにおいても保

持テストにおける条件性恐怖反応が低下すること報告している。また

最近になって，PRO は，ヒトの PTSD の治療薬としての効果が期待

されている。実際 Brunet et al.（ 2008）は，PTSD 患者に対し，ト

ラウマ的記憶を思い出した後に PRO を投与した結果，その 1 週間後

にトラウマ的出来事の映像を見せた場合の生理的反応が減弱するこ

とを報告している。そのため，本実験の結果は，MS 時にβ -NER を

遮断することで MS 文脈獲得が阻害されたものと示唆される。実験Ⅲ

と一致する結果が得られたといえるだろう。よって，β -NER は学習

促進を調整しているものの，ストレス誘発性恐怖反応増強の発展にお

いては，主要な役割を担っていないことが示唆された。  

	 我々の研究室の予備実験にて PRO 投与用量を検討したところ，投
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与可能な最大用量は PRO20 mg/kg であることが分かった。強いスト

レスをラットに与えることでノルエピネフリンの反応は非常に大き

くなることが予想されたため，本実験では， PRO の効果を最大用量

の一用量のみ検討した。また，先行研究（ Sullivan, Wilson, & Leon, 

1989; Weber, Watts, & Richardson, 2003）で用いられている用量の

中でも，高用量を本研究で採用した。これらの先行研究では強い光に

よる恐怖増強驚愕反応が，試行前の PRO（ 20 mg/kg）腹腔内投与に

よって減弱され，強い光が提示されてもラットは驚愕反応を示さなく

なっていることから，本研究で用いた用量が不十分であったとは考え

にくい。さらに PRO 用量を増やしたことによる MS 誘発性恐怖反応

増強への影響の検討は困難であるため，さらなる検討を行うためには，

脳部位特異的にβ -NER 賦活を完全に抑制した実験を行う必要がある

かもしれない。  
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第 3 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす副腎摘除の効

果【実験Ⅴ】  

 

目的  

 

	 実験Ⅲ・Ⅳにおいて，ストレス誘発性恐怖反応増強を引き起こす初

期因子として，ストレス反応としての GC 分泌ないしエピネフリン・

ノルエピネフリンに注目した。しかしながら，MS 前 MET 投与によ

る GC 合成阻害および MS 前 PRO 投与によるβ -NER 阻害は，MS に

よる恐怖反応増強効果に影響を及ぼさなかった。MS＋MET100 群に

おいて，MS 後 CORT 血中濃度は有意な低下を示したものの，ベース

レベルと比べると高いことから，MET 投与によって十分な GC 阻害

効果が得られなかった可能性が考えられた。すなわちストレスによる

わずかな GC 分泌が，その後の恐怖反応増強に影響した可能性が残さ

れた。  

ADX によって抑制される恐怖反応（フリージング）は，GC 投与に

よって回復することが知られている（Bohus et al. ,  1987）。さらに瞬

目反射を用いた痕跡条件づけは，急性ストレス曝露によって増強され

るが，この増強は ADX によって抑制される（Beylin & Shors, 2003）。

この瞬目反射を用いた痕跡条件づけパラダイムは，CS と US の間に

時間的隔たりがあるため習得が困難な課題であり，海馬依存であるこ

とが知られている（Beylin et al. ,  2001）。海馬は GR が豊富に存在し

ている部位であることから，ADX による条件づけ増強の抑制は，海

馬の GR を介した現象である可能性がある。  

ADX は，GC 血中レベルの最低値を保ち続けることができるため，

MS 応答性 GC・エピネフリン分泌およびその後の GC 血中レベル変

動を阻害するのに有効な手技であると考えられる。そこで本実験では，

GC およびエピネフリン分泌器官である副腎を MS 前に摘除すること
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により，副腎からのストレス反応系に関与する副腎を完全に抑え，そ

の後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響を検討することを目的とした。 
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 29 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

 

3.  手術  

ラットはペントバルビタール（ 35 mg/kg）腹腔内投与による全

身麻酔下で両側副腎摘除（ADX）手術を行われた。麻酔下に背部

の毛を刈り，アルコールで消毒後，背側肋骨下より切開し，副腎

をピンセットではさみ取り，腹膜および皮膚を縫合した。偽手術

（ sham）群は，背側を切開し，副腎を目視した後に縫合した。

ADX ラットは，飲水として 0.9%生理食塩水を与えられた。実験

終了後，副副腎の残存しないことを確認した。  

 

 

4.  手続き  

被験体を MS 処置×副腎摘除手術の４群に振り分けた（NMS 

sham 群（ n = 8），NMS ADX 群（ n = 7），MS sham 群（ n = 8），

MS ADX 群（ n = 6））。副腎摘除手術は MS（Day1）を与えられ

る少なくとも 7 日前に行われ，術後は回復期を置いた。MS 以降

の行動実験はすべて実験Ⅰと同様であった。また，実験スケジュ
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ールの模式図を Fig. 19 に示す。  
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Fig 18 exp5 schedule (ADX) 
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結果

1. 装置馴化

	 装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.20 に示す。  

	 装置馴化の 1， 2 試行目において，ADX 処置に関わらず，MS

処置を受けた群はフリージングが高く，試行を重ねるごとに下が

った。ADX 群はフリージングが若干高いようであった。装置馴

化（試行 1～ 4）について 3 要因混合計画の分散分析（ stressor

（ 4）×ADX（ 2）×day（ 4））を行ったところ， stressor の主効

果および ADX の主効果が有意であり [F (1, 25) = 20.5, p  < 0.01，

F (1, 25) = 4.79,  p  < 0.05]， stressor×day の交互作用が有意であ

った [F (3, 75) = 8.75, p  < 0.01]。そこで単純主効果の検定および

多重比較を行ったところ，1 試行目および 2 試行目において，MS

処置を受けた群は NMS 群と比べてフリージングが高かった（ p  < 

0.01， p  < 0.05）。ADX 処置に関わらず MS 処置を受けた群の 1

試行目は，2試行目以降と比べてフリージングが高く（ p  < 0.05），

一方，NMS 群はすべての試行においてほとんどフリージングを

しめさなかった。

2. 保持テスト

条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間
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Fig. 20  MS後の装置馴化（habituation） 1～4試行目におけるフリージング率。
副腎摘除手術（ADX）または偽手術（sham）を行い，1週間以上の回復
期を置いた後，MS処置を行った。 NMS+sham（n = 8）， NMS+ADX（n = 
7）， MS+sham（n = 8）またはMS+ADX（n = 6）の4群にラットを振り分け
た。 MS処置を1日目とし，11～14日目に装置馴化を行った。平均およ
び±SEMを示す。*p < 0.05，**p < 0.01 

** 

*
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後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの割合

の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.21 に示す。  

3 回の保持テストを通して，すべての MS 群は ADX 処置に関

わらず，NMS 群よりもフリージング率が高かった。BL，testⅠ，

testⅡおよび testⅢについて， 3 要因分散分析（ stressor（ 2）×

ADX（ 2）×day（ 4））を行ったところ， stressor， day の主効果

および， stressor×day の交互作用が有意であった [  F  (1, 25) = 

7.76, p  < 0.05,  F (3, 75) = 13.14,  p  < 0.01,  F  (3, 75) = 3.12, p  

< 0.05]。そこで下位検定として単純主効果および多重比較を行っ

たところ，testⅠ ,testⅡおよび testⅢにおいて MS 処置の効果が

みられた（ p  < 0.05 ， p  < 0.01，  p  < 0.1）。すべての MS 処置群

は，すべての testのフリージングが BLよりも高かった（ p  < 0.05）。

NMS 群の testⅠにおけるフリージングが BL よりも高かったも

のの， testⅡないしⅢにおけるフリージングは差がなかった。

3. コルチコステロン血中濃度

ベースライン（MS の前日；baseline）および MS 後（ after MS）

に採集した血液について，ELISA を用いて CORT 血中濃度を定

量した。各時点の群ごとの平均値について  Fig. 22 に示す。ADX

群は全体を通して sham 群よりも CORT 血中濃度が低かった。

baseline ないし after MS における CORT 血中濃度について， 2

要因分散分析（ stressor (2) ×ADX（ 2））を行ったところ，  
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Fig. 21  MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ及びtestⅢ
のフリージング率。MS処置を1日目とし，文脈恐怖条件づけ，保
持テスト1，2，3回目はそれぞれ，15日目，16日，23日，30日目に
行われた。 NMS+sham（n 8）， NMS+ADX（n = 7）， MS+sham（n = 
8）またはMS+ADX（n = 6 ）の4群にラットを振り分けた。平均およ
び±SEMを示す。 
*p < 0.05 対応するBLのフリージング率と比較。
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Fig. 22  MS前日（baseline）およびMS後（after MS）におけるCORT血中濃
度。副腎摘除手術（ADX）または偽手術（sham）を行い，1週間以
上の回復期を置いた後，MS処置を行った。 NMS+sham（n 8）， 
NMS+ADX（n = 7）， MS+sham（n = 8）またはMS+ADX（n = 6 ）の4
群にラットを振り分けた。平均および±SEMを示す。*p < 0.05。 
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baseline および after MS の両時点において ADX 処置の効果が認

められた [F  (1, 10) = 12.75, p  < 0.01，F  (1, 21) = 290.02, p  < 

0.01]。 sham 群について，MS 処置によってベースライン時と比

較し，CORT 血中濃度は，有意な増加が認められた。  
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考察  

 

	 本実験において，実験ⅢおよびⅣと同様に，MS 処置は，ストレス

誘発性恐怖反応増強効果を引き起こすことが確認された。ADX によ

って MS による恐怖反応増強が抑制されると予想したが，MS ADX 群

においてもストレス誘発性恐怖反応増強がみられたため，ADX は恐

怖反応増強を阻害しなかった。ADX によって GC およびエピネフリ

ン・ノルエピネフリンの分泌を元から阻害したにもかかわらず，スト

レス誘発性恐怖反応増強が生じたため，GC およびエピネフリン・ノ

ルエピネフリン分泌はストレス誘発性恐怖反応増強の形成に主要な

役割を担っていないことが再び示唆された。  

本実験において，ADX にもかかわらず恐怖条件づけが成立したこ

とは議論すべき点である。多くの恐怖条件づけ研究において， ADX

は 文 脈 恐 怖 条 件 づ け を 障 害 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Pugh, 

Tremblay, Fleshner, & Rudy, 1997）。この先行研究と本実験の不一

致は，ADX 後の回復期間に起因している可能性が考えられるかもし

れない。ADX の数日後に受動的回避学習を行ったときに学習が阻害

された一方，ADX の 1 週間後では学習が阻害されなかったことから

（Bialik, Pappas, & Roberts, 1984），本実験は ADX の 1 週間後に

MS 処置を行ったために，ADX の効果が生じなかった可能性が考えら

れる。ADX による GC 枯渇が招くはずの学習障害は，本実験におい

て，たとえば GC に依存しない情報伝達システムの発達のような形で

自然に補完された可能性は捨てきれない。ADX 処置の直後に MS 処

置を行い，後の恐怖反応増強を検討すべきだったかもしれないが，  

ADX 後の回復期間を十分にとる必要があるため，行動テストまで 1

週間以上の回復期間を置くのは一般的である。  

また，実験Ⅲ・Ⅳの装置馴化において，MS 前薬物投与の影響がみ

られたものの，ADX は装置馴化においても影響を及ぼさなかった。
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MS 処置群は ADX の有無に関わらず，装置馴化 1 試行目において，

恐怖条件づけ装置に高いフリージング率を示した。この装置馴化の結

果もまた，ADX 後の情報伝達システムの補完の可能性を支持するか

もしれない。なぜなら，MS 群の装置馴化 1 試行目のフリージング率

の高さは，MS 時の電撃箱に対する恐怖条件づけが後の文脈恐怖条件

づけ装置に般化したことを反映しているものと考えられるためであ

る。実験Ⅲ・Ⅳにみられた MS＋MET100 群および MS＋PRO 群の装

置馴化 1 試行目のフリージング率の低さは，MET または PRO 投与に

よる GC またはβ -NER の活動抑制が MS 時の電撃箱に対する恐怖条

件づけ獲得を阻害したと考えられるため，ADX においても GC およ

びのエピネフリン・ノルエピネフリン分泌を抑制したことによる MS

時の電撃箱に対する恐怖条件づけ障害が生じてもよいはずである。し

かしながら本実験の結果，MS 文脈への恐怖記憶は障害されなかった。

そのため，GC に依存しない情報伝達システムの発達のような何らか

の補完作用によって，ADX の影響が装置馴化にみられなかったと考

えるのが妥当と思われる。	  
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第 3 章の総合的考察  

 

	 本章では， 2 章で確立した MS パラダイムを用いて，MS 前 MET

腹腔内投与がその 2 週間後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響（実験

Ⅲ），MS 前 PRO 腹腔内投与がその 2 週間後の文脈恐怖条件づけに及

ぼす影響（実験Ⅳ）および，MS 前 ADX 処置がその 2 週間後の文脈

恐怖条件づけに及ぼす影響（実験Ⅴ）について検討した。  

	 本章において，MS 処置は，ストレス誘発性恐怖反応増強効果を引

き起こすことが再び確認された。MET100 mg/kg 投与群の MS 後

CORT 血中濃度は，MS＋VEH 群の約半分の値であり，CORT 濃度上

昇は有意に抑えられたにもかかわらず，MS から 2 週間後の条件性恐

怖反応増強効果に影響を与えなかった。つまり，MS 時 GC 分泌を抑

制したとしても恐怖反応増強効果は阻害されない可能性が示された。 

	 また，MS 時β -NER 活性を抑制したとしても，MS 誘発性恐怖反応

増強効果は阻害されないことが示された。この結果から，β -NER 活

性は MSによる恐怖反応増強効果形成に関与しないことが示唆された。 

	 これら GC およびノルエピネフリン・エピネフリンの分泌の両方を

阻害するため，MS の前に ADX 手術を行い，MS 後の恐怖反応増強効

果に及ぼす影響を検討したところ，ADX は恐怖反応増強効果に影響

を及ぼさなかった。ADX によって GC およびエピネフリン・ノルエ

ピネフリンの分泌をほぼ完全に阻害したにもかかわらず，ストレス誘

発性恐怖反応増強が生じたため，GC およびエピネフリン・ノルエピ

ネフリン分泌はストレス誘発性恐怖反応増強の形成に主要な役割を

担っていないことが再び示唆された。  

	 ストレス誘発性恐怖反応増強効果に MET または PRO の効果はみ

られなかった一方で，装置馴化において，MET また PRO の影響がみ

られた。MS VEH 群は装置馴化 1 試行目に NMS 群と比較して高いフ

リージング率を示したにもかかわらず，MET100 mg/kg 投与群または
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PRO 20mg/kg 投与群は，装置馴化 1 試行目におけるフリージング反

応をほとんど示さなかった。MS 群のフリージング率が装置馴化一日

目に高いという現象は，MS のひとつであるフットショックを受けた

時の恐怖条件づけが，後の文脈恐怖条件づけ装置に般化してしまった

がために，条件づけを受ける前の装置にフリージングを示したものと

考えられる。それらを併せて考えると，MS を受けた環境の記憶固定

を阻害された MS＋MET100 群および MS＋PRO 群は，装置馴化でフ

リージングを生じるのに必要な MSにおける恐怖条件づけを保持して

いなかったため，文脈恐怖条件づけ装置に般化が生じず，フリージン

グを示さなかったと示唆される。MET100 mg/kg および PRO 投与で

MS における恐怖条件づけが保持されなかったのは，恐怖条件づけ，

受動的回避学習および聴覚驚愕反応における GC およびノルエピネフ

リンの記憶増強効果が関与していると考えられる（Cordero & Sandi, 

1998; McEwen, 2000; Weber et al. ,  2003）。たとえば，MET の末梢

投与は文脈恐怖条件づけでの条件性恐怖反応を減弱する（Cordero et 

al. ,  2002）。GR の遮断薬である RU38486 の脳室内投与もまた条件性

恐怖反応を抑制するという報告がある（Cordero & Sandi, 1998）。さ

らに，恐怖条件づけにおけるβ -NER 受容体の関与については，Bush 

et al.（ 2010）は，恐怖条件づけの訓練前の扁桃体内 PRO 投与が，保

持テストでの条件性恐怖反応を低下させるが，恐怖条件づけの訓練直

後に投与した場合では，保持テストでの恐怖反応には影響しないこと

を報告している。一方，Kabitzke et al.（ 2011）は，仔ラットを用い

て，ネコの匂いを US とした文脈恐怖条件づけの訓練前または訓練後

に PRO を腹腔内投与した場合，どちらの投与タイミングにおいても

保持テストにおける条件性恐怖反応が低下すること報告している。  

トラウマストレスによる恐怖反応増強に，トラウマストレス自体が

般化しているわけではないということを示した研究では，トラウマス

トレス直前に NMDA 受容体拮抗薬である AP5 を投与すると，トラウ
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マストレス時の条件性恐怖反応を抑制したが，その後の恐怖条件づけ

の増強効果はやはり認められたと報告している（Rau et  al . ,  2005）。

したがって，トラウマストレスを経験したことによるその後の恐怖反

応の増強は，単にトラウマストレスにおける恐怖条件づけが般化した

ことによるものではなく，トラウマストレスによって生じた生物学的

変化が関与しているものと予想された。そこで本章では，ストレス反

応である GC とノルエピネフリン・エピネフリン分泌およびβ -NER

の関与を検討したものの，それらはストレス誘発性恐怖反応増強効果

に関与しないことが示唆された。また，MS 時に獲得される恐怖条件

づけ自体が恐怖反応増強効果に関わっているわけではなく，感覚をつ

かさどる部位における神経伝達の変容あるいは，恐怖反応を引き起こ

す神経伝達回路の変容が生じたために，ストレス誘発性恐怖反応増強

効果が形成される可能性が示唆された。  
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第 4 章  

複合ストレスによる条件性恐怖反応増強における	 

中枢 HPA 系の関与の検討	 

 

第 1 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす alpha/hel ical 

CRF 脳室内投与の効果【実験Ⅵ】  

 

目的  

 

	 これまでの実験で，末梢における GC およびエピネフリン・ノルエ

ピネフリンの作用は，MS 誘発性恐怖反応増強を引き起こす初期因子

として関与しないことが示唆された。これまでは HPA 系の最終分子

を検討したが，HPA 系は中枢からシグナルが送られることで末梢の

副腎からの分泌が生じるため，一連の HPA 系の始まりである CRF が

MS 誘発性恐怖反応増強を引き起こしている可能性が考えられる。  

	 室傍核から分泌された CRFは，下垂体前葉に作用することで ACTH

分泌を促し，副腎皮質から GC が分泌される。GC 分泌よりもストレ

ッサーに対して時間的に早く作用するため，ストレス誘発性恐怖反応

増強に CRF が関与している可能性が考えられた。HPA 系初期のシグ

ナルである CRF の主な働きは，ストレスに対する神経内分泌反応の

協調であるが，加えて，免疫システムに影響を及ぼし（ Owens & 

Nemeroff,  1991），脳内神経調節因子として働くことが知られている

（Chalmers et al. ,  1996）。CRFR は脳内に広く分布しているため，

不安，摂食や学習といった様々な行動への関与が報告されている。た

とえば，扁桃体中心核におけるストレス応答性 CRF 放出は BLA の

CRFR を 賦 活 す る こ と で 受 動 的 回 避 学 習 を 促 進 し （ Roozendaal, 

Brunson, et al. ,  2002），BLA および大脳基底核 CRFR 賦活は不安惹

起作用を示す（Gallagher et al. ,  2008）。  



106 
 

そこで本実験では，MS 前に CRFR の非選択的遮断薬であるα

/helical CRF（ a/h CRF）を投与することで，MS の恐怖反応増強効

果における CRF の関与を検討することを目的とした。特に，a/h CRF

を脳室内投与することで，中枢における CRFR の作用を検討すること

とした。  
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 44 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

 

3.  薬物  

alpha/helical CRF（ a/hCRF）溶液（ 5，20 µg/2 µ l）は，α -Helical 

corticotropin releasing factor fragment (9-41) （ Sigma & 

Aldrich）を 0.9%生理食塩水にて溶解し作成した。先行研究にお

いて行動への影響が観察された用量を参考に，本実験で用いる用

量を決定した（Berridge & Dunn, 1989; Menzaghi et al. ,  1994）。 

 

 

4.  ガイドカニューレ埋込手術  

	 硫酸アトロピン（ 0.05 mg/kg）を腹腔内に投与した後，ペント

バルビタールナトリウム（ 35 mg/kg，i .p.），ケタミン（ 10 mg/kg，

i .m.）による麻酔下で被検体を脳定位固定装置に固定し，薬物の

マイクロインジェクションを行うためのガイドカニューレを片側

側脳室に埋め込んだ。 Paxinos & Watson（ 1998）に従い，イン

ジェクションカニューレの先端が，bregma を基準として AP: -0.8 

mm，ML: 1.4 mm，DV: -4.5 mm（頭蓋表面より）の位置になる
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ようにガイドカニューレを刺入し，被検体の頭蓋に埋め込んだス

テンレス製ネジと共に，歯科用セメントで固定した。インジェク

ションカニューレは，ガイドカニューレ先端より 1.0 mm 突き出

すようになっていた。術後，約 1 週間の回復期間をおいた。  

 

 

5.  マイクロインジェクション  

	 ガイドカニューレにインジェクションカニューレを刺入し，マ

イクロインジェクションポンプ（ESP-32: EICOM，Kyoto，Japan）

を用いて，薬物ないし溶媒を脳室内投与した。脳室内投与は 1 分

あたり 1 µ l の速度で 2 分間，合計 2 µ l 投与した。拡散を促すため，

インジェクションカニューレは薬物投与終了後 1 分間留置した後

に抜き取った。  

 

 

6.  組織学的検索  

	 行動実験終了後，ペントバルビタールナトリウム深麻酔下で（ 50 

mg/kg， i .p.）， 0.9%NaCl 含有の 0.02M リン酸緩衝液，つづいて

10%ホルマリン液で被検体の脳を灌流固定し取り出した。取り出

した脳は 10%ホルマリン液で 48 時間固定し，続いて 20%ショ糖

溶液に浸漬した。数日後，クリオスタット（ CM3000: Leica，

Heidelberg，Germany）で厚さ 35 µm の冠状断切片を作成し，ク

レジルバイオレットによるニッスル染色後，光学顕微鏡下でイン

ジェクションカニューレの刺入部位を確認した。  

 

 

7.  手続き  

被験体を MS 処置×薬物投与（ a/hCRF 5 µg （ a/hCRF5），
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a/hCRF 20 µg （ a/hCRF20）または  0.9%生理食塩水  (SAL)）の

6 群に振り分けた（NMS＋ SAL 群（ n = 8），NMS＋ a/hCRF5 群

（ n = 7），NMS＋ a/hCRF20 群（ n = 7），MS+SAL 群（ n = 9），

MS+a/hCRF5 群（ n = 7），MS+a/hCRF20 群（ n = 6））。  

実験開始 1 日目（Day1）に，ラットは飼育室から実験室に移

動した直後に薬物の脳室内投与を行われた。ラットは 15 分間の

待機時間の後，MS 処置手続きを開始された。これ以降の行動実

験はすべて実験Ⅰと同様であった。  
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結果  

 

1.  組織学的検索  

 

	 全ての被検体でインジェクションカニューレの先端が側脳室に

位置していたことを確認した。Fig. 23 は，ガイドカニューレが側

脳室に刺入されていたことを示す典型的な Nissl 染色切片の写真

である。  

 

 

2.  装置馴化  

	  

装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.24 に示す。  

装置馴化 1 日目に，すべての MS 処置群は薬物処置に関わらず

NMS 群よりも高いフリージング率を示し，試行が進む毎にすべ

ての動物のフリージング率が同程度になった。  

装置馴化（試行 1～ 4）について 3 要因混合計画の分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 3）×day（ 4））を行ったところ，MS 処

置 の 主 効 果 [F (1,38)=37.4, p< 0.01] お よ び 試 行 の 主 効 果

[F (3,114)=23.7, p< 0.01]が有意であった。また，MS 処置と試行

の交互作用が認められた [F (3, 114)=25.2, p< 0.01]。そこで単純

主効果検定および多重比較を行ったところ， 1， 2 および 3 試行

目は MS 群のフリージングが高く（ p  < 0.01），4 試行目において

差はみられなかった。  
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Fig. 	  23  	   側 脳 室 におけるガイドカニューレ刺 入 位 置 を示 すニッスル染

色 切 片 の典 型 例
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Fig. 24  MS後の装置馴化（habituation） 1～4試行目におけるフリージング
率。 MSの15分前にalpha/helical CRF（a/hCRF）または生理食塩
水（SAL）を脳室内投与し，NMS - SAL（n = 8）， NMS - a/hCRF 5 （n 
= 7），NMS  - a/hCRF 20 （n = 7）， MS - SAL（n = 9），MS - a/hCRF5
（n = 7）またはMS - a/hCRF20 （n = 6）の6群にラットを振り分けた。 
MS処置を1日目とし，11～14日目に装置馴化を行った。平均お
よび±SEMを示す。**p < 0.01 

** 

** 

** 
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3. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間

後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの割合

の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.25 に示す。  

	 MS 群は薬物投与の有無にかかわらず，高いフリージングを示

した。NMS 群は，薬物の有無にかかわらずすべての試行において

フリージングが低かった。

BL， testⅠ， testⅡおよび testⅢについて， 3 要因分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 3）×day（ 4））を行ったところ，stressor

の主効果 [F (1, 38) = 10.15, p < 0.01]および day の主効果 [F (3, 

114)=24.29, p < 0.01]が有意であった。また， stressor×day の交

互作用が有意であった [F (3, 114) = 4.63, p < 0.01]。そこで下位検

定として単純主効果の検定を行ったところ，薬物投与の有無に関

わらず，保持テスト 3 回すべてにおいて，MS を受けた群は NMS

群よりもフリージング率が高かった（ testⅠ：p < 0.01， testⅡ：

p  < 0.1， testⅢ： p  < 0.01）。NMS 群は，BL ないしすべての保持

テストについて，統計的有意差は認められなかった。一方，MS

群は，薬物投与の有無に関わらず，すべての保持テストのフリー

ジングが BL よりも高かった（ p<0.05）。   
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Fig. 25  MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ及びtestⅢのフ
リージング率。 MSの15分前にalpha/helical CRF（a/hCRF）または生理食
塩水（SAL）を脳室内投与し，NMS - SAL（n = 8）， NMS - a/hCRF 5 （n = 
7），NMS  - a/hCRF 20 （n = 7）， MS - SAL（n = 9），MS - a/hCRF5（n = 7）ま
たはMS - a/hCRF20 （n = 6 ）の6群にラットを振り分けた。 MS処置を1日
目とし，文脈恐怖条件づけ，保持テスト1，2，3回目はそれぞれ，15日
目，16日，23日，30日目に行われた。平均および±SEMを示す。 
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考察  

 

	 本実験の結果，MS 処置は，ストレス誘発性恐怖反応増強効果を引

き起こすことを確認した。MS 前 a/hCRF 投与に関わらずストレス誘

発性恐怖反応増強効果はみられたため，MS 時の中枢におけるストレ

ス応答性 CRFR 活性は，恐怖反応増強の形成調節の主要な因子ではな

いことが示唆された。  

a/hCRF 脳 室 内 投 与 は 恐 怖 条 件 づ け の 検 索 を 阻 害 し （ Kalin & 

Takahashi, 1990），扁桃体内 CRF 投与は受動的回避学習を促進する

ため（Roozendaal, Brunson, et al. ,  2002），MS 時 CRFR 不活性が後

の恐怖条件づけに影響を及ぼすと仮定したものの，CRFR 遮断は MS

による恐怖反応増強効果に影響を及ぼさなかった。しかしながら，い

ずれの先行研究も恐怖条件づけの成立自体における CRFR の関与を

検討しており，強いストレスによる恐怖反応増強における CRFR の関

与を検討したものではない。そのため本実験の結果から，CRFR は恐

怖条件づけに関与する一方で，ストレス誘発性恐怖反応増強の形成に

は関与しないと示唆された。  

しかし，CRFR はサブタイプによって担っている機能が全く異なる

と い う 報 告 が あ る （ Lebow et al. ,  2012; Risbrough, Hauger, 

Pelleymounter, & Geyer, 2003; Todorovic et al. ,  2007）。CRFR1 活

性は不安惹起作用を示す一方で，CRFR2 は抗不安作用を示すことが報

告されている（ Joels & Baram, 2009）。本実験で用いた a/hCRF は非

選択的 CRFR 遮断薬であるため，CRFR サブタイプごとの異なる作用

を相殺したのかもしれない。今後より選択的な薬物を用いて，CRFR1

遮断による恐怖反応増強への影響を検討する必要があるだろう。  
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第 2 節	 ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす RU38486 脳室

内投与の効果【実験Ⅶ】  

 

目的  

 

	 3 章 1 節（実験Ⅲ）および 3 節（実験Ⅴ）において，ストレスによ

る GC 分泌がストレス誘発性恐怖反応増強に関与しているのかどうか

を検討したが，MET および ADX によって GC 分泌を抑制された動物

においても MS 誘発性恐怖反応増強がみられた。これらの結果から，

GC 分泌はストレス誘発性恐怖反応増強の形成に関与していない可能

性が強く示唆されることとなった。  

	 しかしながら，GR は末梢だけでなく中枢まで広く分布しており，

GC は 末 梢 か ら 中 枢 ま で 広 範 に 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る

（ Sapolsky et al. ,  2000）。GR 活性は空間学習に関与しており，モリ

ス水迷路学習の訓練前に GR 遮断薬である RU38486 を脳室内投与す

ることで，プラットホームの位置の記憶が阻害されることが報告され

ている（Oitzl,  Fluttert, Sutanto, & De Kloet, 1998）。また，GR は

恐怖学習にも関与しており，恐怖文脈の想起後に GR を不活性化する

ことで，恐怖学習が障害されることが報告されている（Maroun & 

Akirav, 2008; Tronel & Alberini, 2007）。Kohda et al.（ 2007）は，

SPS パラダイムの直前に GR 遮断薬を投与し，その 1 週間後に文脈恐

怖条件づけを行ったところ，SPS による条件性恐怖反応増強が GR 遮

断薬用量依存的に抑制されることを報告している。このことから，GR

はストレス誘発性恐怖反応増強に関与していることが示唆されるも

のの，SPS から恐怖条件づけまでの期間が 1 週間と短いため，GR の

ストレス誘発性恐怖反応増強の影響をより長期間にわたって検討す

る必要がある。さらに Kohda et al.（ 2007）は皮下投与による GR 遮

断薬の効果しか検討しておらず，中枢の GR がストレス誘発性恐怖反
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応増強に関与しているのか，または末梢の GR が関与しているのかど

うかは明らかとなっていない。  

そこで本実験では，MS 前に GR 遮断薬である RU38486 を脳室内

投与し，MS 中の中枢 GR を不活性化させることで，MS による恐怖

反応増強効果形成における中枢 GR の関与を検討することを目的とし

た。   
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 16 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

 

3.  薬物  

RU-38486（RU38486）溶液（ 150 ng/2 µ l）は，mifepristone

（ Sigma & Aldrich）を  1%エチルアルコールを含む 0.9%生理食

塩水にて溶解し作成した。先行研究において薬物による行動への

影響が観察された用量を参考に，本実験で用いる用量を決定した

（Korte et al. ,  1995）。  

 

 

4.  ガイドカニューレ埋込手術  

	 実験Ⅶと同様に行った。  

 

 

5.  マイクロインジェクション  

	 実験Ⅶと同様に行った。  
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6.  組織学的検索  

	 実験Ⅶと同様に行った。  

 

 

7.  手続き  

被験体を MS 処置×薬物投与（RU38486 または溶媒  (VEH)）

の 4 群に振り分けた（NMS＋VEH 群（ n = 4），NMS＋RU38486

群（ n = 4），  MS+VEH 群（ n = 4），MS+RU38486 群（ n = 4））。  

実験開始 1 日目（Day1）に，ラットは飼育室から実験室に移

動した直後に，薬物の脳室内投与を行われた。薬物投与後，ラッ

トは 15 分間の待機時間の後，MS 処置手続きを開始された。これ

以降の行動実験はすべて実験Ⅰと同様であった。   
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結果

1. 組織学的検索

	 全ての被検体において，インジェクションカニューレの先端が

側脳室に位置していたことを確認した。

2. 装置馴化

	 

装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.26 に示す。  

装置馴化 1 日目に，すべての MS 処置群は薬物処置に関わらず

NMS 群よりも高いフリージング率を示し，試行が進む毎にすべ

ての動物のフリージング率が同程度になった。

装置馴化（試行 1～ 4）について 3 要因混合計画の分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 2）×day（ 4））を行ったところ，MS 処

置の主効果 [F (1, 12) = 8.93, p< 0.05]および試行の主効果 [F (3, 

36) = 4.14, p < 0.05]が有意であった。また，MS 処置と試行の交

互作用が認められた [F (3, 36) = 6.07, p < 0.01]。そこで単純主効

果検定および多重比較を行ったところ， 1 試行目において MS 群

は NMS 群よりもフリージングが高かく（ p < 0.01）， 2， 3 およ

び 4 試行目は MS 群と NMS 群でフリージングに有意な差はみら

れなかった。MS 群において，1 試行目は 2，3 および 4 試行目よ

りもフリージングが高かった（ p < 0.05）。また，2 試行目は 4 試

行目よりもフリージングが高かった（ p < 0.05）。  
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Fig. 26  MS後の装置馴化（habituation） 1～4試行目におけるフリージング
率。 MSの15分前にRU38486または生理食塩水（SAL）を脳室内投
与し，NMS + SAL（n = 4）， NMS + RU38486 （n = 4），MS + SAL（n = 
4）または，MS + RU38486 （n = 4）の4群にラットを振り分けた。 MS
処置を1日目とし，11～114日目に装置馴化を行った。平均および
±SEMを示す。**p < 0.01 

** 
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3. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間

後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの割合

の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.27 に示す。  

	 薬物処置の効果は認められず，保持テストにおいてすべての MS

群は高いフリージングを示し，さらに試行を重ねても高いフリー

ジングを維持した。

	 BL， testⅠ， testⅡおよび testⅢについて， 3 要因分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 2）×day（ 4））を行ったところ，MS 処

置の主効果 [F (1, 12) = 9.92, p < 0.01]および試行の主効果 [F (3, 

36) = 19.6, p < 0.01]が有意であった。また，MS 処置と試行の交

互作用が有意であった [F (3, 36) = 3.58, p < 0.05]。そこで下位検

定として単純主効果の検定および多重比較を行ったところ， test

Ⅰ， testⅡおよび testⅢにおいて，MS 群は NMS 群よりもフリー

ジングが有意に高かった（ p  < 0.05）。NMS 群は testⅠおよび test

Ⅱのフリージングが BL よりも高かった（ p  < 0.05）。MS 群はす

べての保持テストのフリージングが BLよりも高かった（ p < 0.05）。 
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Fig. 27  MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ及びtestⅢのフ
リージング率。 MSの15分前にRU38486または生理食塩水（SAL）を脳室
内投与し， NMS + SAL（n = 4）， NMS + RU38486 （n = 4），MS + SAL（n = 
4）または，MS + RU38486 （n = 4）の4群にラットを振り分けた。 MS処置を
1日目とし，文脈恐怖条件づけ，保持テスト1，2，3回目はそれぞれ，15
日目，16日，23日，30日目に行われた。平均および±SEMを示す。 
*p < 0.05。

* 

* * 
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考察  

 

	 本実験においても，MS 処置はストレス誘発性恐怖反応増強効果を

引き起こすことが確認された。この MS誘発性恐怖反応増強に対して，

MS 前 RU38486 脳室内投与は何ら影響をもたらさなかった。  

この結果は， SPS 前 GR 遮断薬投与が SPS から 7 日後の文脈恐怖

条件づけにおける増強効果を阻害した先行研究（Kohda et al. ,  2007）

とは一致しなかった。Kohda et al.（ 2007）は GR 遮断薬を全身投与

することによって条件性恐怖反応増強に及ぼす GR 遮断薬の効果を検

討しているが，本研究は GR 遮断薬を脳室内に投与した。したがって，

ストレス誘発性恐怖反応増強には中枢の GR だけでなく，全身の GR

活性が関与している可能性が考えられる。  

また Kohda et al.（ 2007）は選択的 GR 遮断薬である RU40555 を

用いている一方で，本実験は RU38486 を用いた。使用した薬物が異

なるため，本実験と先行研究の結果の不一致が生じたのだろうか。本

実験で用いた RU38486 は，GR 遮断に加えてプロゲステロン受容体

もまた遮断することが知られている。薬物の作用機序の違いが結果の

違いを生み出した可能性もある。しかし，GR と記憶・学習の関与を

検討した多くの先行研究において，GR 遮断薬として本実験で用いた

RU38486 が用いられていることから，RU38486 によっても RU40555

と同様の効果が期待できたであろう。  

つぎに，SPS は拘束ストレス，強制水泳およびエーテル昏睡を組み

合わせたパラダイムである一方，本実験の MS はフットショックおよ

び強制水泳を組み合わせたパラダイムであったため，本研究と先行研

究は用いたストレッサーが異なっていた。本研究と先行研究は，強制

水泳を用いている以外は全く別のストレッサーを用いているために，

GR 遮断の恐怖反応増強効果に及ぼす効果が異なった可能性が考えら

れる。拘束ストレスは不動を強いられる処置であるのに対して，フッ
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トショックは逃げ出すために活動を強いられる処置である。 Passive 

coping（ immobility）は GC 上昇および低ノルエピネフリンを，active 

coping は（ burying）はノルエピネフリン上昇および低 GC を示すと

報告されていることから（Korte, Bouws, Koolhaas, & Bohus, 1992），

SPSは passive coping傾向にあったために GR遮断薬の効果が出た一

方で，MS は active coping 傾向にあったために GR 遮断薬の効果が生

じなかった可能性が考えられる。  
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第 4 章の総合的考察  

 

	 本章では，2 章で確立した MS パラダイムを用いて，MS 前の CRFR

非選択的遮断薬 a/hCRF 脳室内投与がその 2 週間後の文脈恐怖条件づ

けに及ぼす影響（実験Ⅵ）および，MS 前の GR 遮断薬 RU38486 が

その 2 週間後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響（実験Ⅶ）について検

討した。  

	 まず本章においても，MS 処置は 2 週間以上にわたってストレス誘

発性恐怖反応増強効果を引き起こすことが確認された。そして，薬物

処置によるストレス誘発性恐怖反応増強への影響は観察されなかっ

た。MS 前 a/hCRF または RU38486 脳室内投与によるに中枢 CRFR

または GR 活性の阻害は，ストレス誘発性恐怖反応増強効果に影響を

与えなかったことから，CRFR および GR 活性は恐怖反応増強の形成

調節の主要な因子ではない可能性が示唆された。  

GR 遮断薬の結果については，SPS 前 GR 遮断薬投与が，SPS から

7 日後の文脈恐怖条件づけにおける増強効果を阻害した先行研究とは

異なっていた（Kohda et al. ,  2007）。ただ，先行研究と本研究では実

験手法がいくつかの点で異なっていたため，そのような結果の不一致

が生じた可能性が考えられた。特に GR 遮断薬の投与方法の違いが結

果の不一致を生み出した可能性が高い。本実験は GR 遮断薬を脳室内

投与し，先行研究は皮下投与していた。本実験は中枢の GR のみを標

的にした一方で，先行研究は全身の GR を遮断したと仮定できる。し

たがって，ストレス誘発性恐怖反応増強には，中枢だけでなく全身の

GR が関与している可能性が考えられた。  

しかし全身の GR がストレス誘発性恐怖反応増強に関与しているの

だとすると，本研究の第 3 章での MET 投与や ADX の影響を検討し

た実験結果とは一致しない。MET 投与や ADX はまさに全身の血中

CG レベルを抑制する操作であり，Kohda et al.（ 2007）が行った GR
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遮断薬投与と同じ結果が得られるはずである。それにもかかわらず，

本研究の第 3 章でみたように，MS 前の MET 投与や ADX は，その後

の恐怖反応増強を抑制することはなかった。したがって，本研究と

Kohda et al.（ 2007）との GR 遮断薬投与の結果の不一致は，用いら

れたストレッサーの種類や恐怖条件づけ手続きなどの違いに起因す

るものなのかもしれない。  

	 以上をまとめると，すくなくとも MS時の RU38486脳室内投与は，

後の恐怖反応増強効果に影響を及ぼさないといえる。実験Ⅶでは一つ

の用量しか検討しなかったため，今後用量の検討を行う必要は残され

ているが，中枢における GR はストレス誘発性恐怖反応増強には重要

な役割を担っていない可能性が示唆された。  

	 第 4 章における装置馴化の結果は第 3 章と異なり，CRFR または

GR 遮断薬中枢投与は，装置馴化 1 試行目のフリージング率に影響を

及ぼさなかった。第 3 章と第 4 章における装置馴化の結果を併せて考

えると，MS 時 CRFR または GR 阻害は，MS フットショック時の恐

怖条件づけの保持に影響しなかったため，第 3 章における MS 群の

METまたは PRO投与でみられたような装置馴化におけるフリージン

グ率低下が観察されなかったと考えられる。これらの解釈は複雑であ

る。CRF の主な働きは，ストレスに対する神経内分泌反応の協調で

あるが，加えて，免疫システムに影響を及ぼし（Owens & Nemeroff,  

1991），脳内神経調節因子として働くことが知られている（Chalmers 

et al. ,  1996）。CRFR は脳内に広く分布しているため，不安，摂食や

学習といった様々な行動への関与が報告されている。 a/hCRF 脳室内

投与は恐怖条件づけの検索を阻害し（Kalin & Takahashi, 1990），扁

桃体内 CRF 投与は受動的回避学習を促進するため（ Roozendaal, 

Brunson, et al. ,  2002），CRF が恐怖条件づけに関与していることは

確かめられつつも，CRF が恐怖学習獲得のどの時期により重要であ

るかは議論が交錯している。記憶学習を獲得・保持・検索の 3 つの区
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分に分類した場合，CRF が恐怖条件づけの獲得・保持ではなく検索

に重要であるとする研究と（Kikusui, Takeuchi, & Mori, 2000），獲

得に関わっているとする研究が存在する（Hikichi et al. ,  2000）。CRF

投与による不安惹起作用および恐怖学習促進はよく検討されている

ものの， CRFR 遮断薬を投与した研究は十分であるとはいえない。

CRFR1 活性は不安惹起作用を示す一方で，CRFR2 は抗不安作用を示

すことから（ Joels & Baram, 2009），本研究においては，CRFR サブ

タイプの効果により遮断薬投与の結果が相殺された可能性も考えら

れるだろう。CRF の発見は比較的新しく，恐怖条件づけにおける CRF

の作用を今後より詳細に検討していく必要があると思われる。恐怖学

習に CRF が関与する重要なタイミングが明らかにされることで，本

研究における MS 時 CRFR 遮断が MS における恐怖条件づけに影響し

なかったことを説明するかもしれない。   
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第 5 章  

ストレス誘発性条件性恐怖反応増強に及ぼす	 

RU38486 および proranolol 末梢投与の効果【実験Ⅷ】	 

 

目的  

 

	 これまでの実験において，末梢および中枢の HPA 系およびエピネ

フリン・ノルエピネフリンが MS 誘発性恐怖反応増強に関与していな

い可能性が示唆された。しかしながら，ストレス反応には複数のホル

モン及び神経伝達物質の関与が知られており（ Joels & Baram, 2009），

それらの物質が相互作用することでストレス誘発性恐怖反応増強が

形成されている可能性が考えられる。  

	 近年，ノルエピネフリン・エピネフリンおよび GC の相互作用が，

神経可塑性および記憶固定に影響していることが明らかになりつつ

ある（ Joëls et al. ,  2011）。記憶学習において，記憶固定に GC が効

果を現すには，不安といった情動喚起によるエピネフリン・ノルエピ

ネフリン活性を必要とする（Roozendaal et al. ,  2006）。そして，BLA

内の GR 活性は，G プロテイン調節性の作用を介してノルエピネフリ

ン誘発性シグナルを増強することで，記憶固定を促進していると考え

られている（Roozendaal, Quirarte, et al. ,  2002）。具体的には，嫌

悪刺激を用いた試行では，扁桃体においてノルエピネフリンが放出さ

れ，後シナプスのβ -NER およびα 1-NER に結合する（Hatfield & 

McGaugh, 1999）。β -NER は adenylate cyclase と直接結合しており，

活性することで cAMP を合成し，いっぽう，α 1-NER はβ -NER によ

って引き起こされた反応を調節する役割を担う（Pilc & Enna, 1986）。

GC はこのα 1-NER と連関することで，β -NER－ cAMP 活動を促進し

ている可能性が考えられている（Duman et al. ,  1989）。また， cAMP

は PKA の活性を介することで細胞内情報伝達系を駆動させ，その結



130 
 

果，他脳部位における記憶固定調節に関与すると示唆されている

（Roozendaal, Quirarte, et al. ,  2002）。  

	 以上のように，中枢における GC とノルエピネフリンは，互いに協

調することで情動喚起による神経伝達を調整していると考えられる。

したがって GR またはβ -NER いずれかの活性が減弱したとしても，

他方の強い賦活によって神経伝達が正常化され，本研究の第 3・４章

における MET による GC 合成阻害，PRO によるβ -NER 遮断または

RU38486 による GR 遮断のいずれによっても MS 誘発性条件性恐怖

反応増強効果の形成に影響を及ぼさなかった可能性が考えられる。そ

こで本章では，GR およびβ -NER を同時に不活性化することで，MS

による恐怖反応増強効果形成にストレス反応の複数が相互作用して

いるかどうかを検討することを目的とした。具体的には， RU38486

および PRO の両方を MS 前に末梢投与し，その 2 週間後の文脈恐怖

条件づけに及ぼす影響を検討した。  
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方法  

 

1.  被験体  

Wistar-Imamichi 系雄ラット 38 匹（実験開始時 8 週齢）を用

いた。飼育環境および実験時刻は実験Ⅰと同様であった。  

 

 

2.  装置  

実験Ⅰと同じ電撃箱，強制水泳装置，リマインダー箱，恐怖条

件づけ装置を用いた。  

 

 

3.  薬物  

RU38486 溶液（ 200 mg/ml）は，mifepristone（ Sigma & Aldrich）

を dimethyl sulfoxide（DMSO: Sigma & Aldrich）に溶解し作成

し た 。 propranolol 溶 液 （ 20 mg/ml ） は ， (±)-Propranolol 

hydrochloride（ Sigma & Aldrich）を 0.9%生理食塩水にて緩や

かに加熱しながら溶解し作成した。先行研究において薬物による

行動への影響が観察された用量を参考に，本実験で用いる用量を

決定した（Adamec et al. ,  2007; Dal-Zotto et al. ,  2003）。  

 

 

4.  手続き  

被験体を MS処置×薬物投与（RU38486および PRO (RU+PRO)

または DMSO および SAL（VEH））の４群に振り分けた（NMS 

VEH 群（ n = 13），NMS RU+PRO 群（ n = 8），MS VEH 群（ n = 

8），MS RU+PRO 群（ n = 9））。  

実験開始 1 日目（Day1）に，ラットは飼育室から実験室に移
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動した直後に体重を測定され，RU38486（ 100 mg/kg）または溶

媒を皮下投与された（ 0.5 ml/kg）。ひきつづき，ラットは 15 分

間の待機時間の後， PRO または SAL を腹腔内投与された（ 1 

ml/kg）。さらに 25 分間の待機時間の後，MS 処置手続きを開始

された。これ以降の行動実験はすべて実験Ⅰと同様であった。  
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結果

1. 装置馴化

	 

装置馴化（試行 1～ 4）の各試行について，各試行を 1 分ずつ 5

ブロックに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージング

の割合の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移

を Fig.28 に示す。  

装置馴化 1 日目に，MS VEH 処置群は他の 3 群と比べて高いフ

リージング率を示した。MS RU+PRO 群は，NMS 群ほどではない

ものの，MS VEH 群と比べて低いフリージング率を示した。試行

が進む毎に，すべての動物のフリージング率が同程度になった。

装置馴化（試行 1～ 4）について 3 要因混合計画の分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 2）×day（ 4））を行ったところ，MS 処

置の主効果 [F (1, 34) = 19.6, p < 0.01]，薬物処置の主効果 [F (1, 34) 

= 3.2, p < 0.1]および試行の主効果 [F (3, 102) = 7.7, p < 0.01]に有

意差および有意傾向が認められた。また，MS 処置と試行の交互

作用 [F (3, 102) = 2.4, p < 0.1]および薬物処置と試行の交互作用 [F 

(3, 102) = 12.9, p < 0.01]が認められた。そこで単純主効果検定お

よび多重比較を行ったところ，MS 処置群は 2～ 4 試行目よりも 1

試行目のフリージング率が高く（ p  < 0.05），NMS 処置群は 4 試

行を通してほとんどフリージングを示さなかった。VEH 処置群は，

試行によりフリージングに差が認められ， 2~3 試行目と比べて 1

試行目のフリージング率が高かった（ p < 0.05）。
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Fig. 28  MS後の装置馴化（habituation） 1～4試行目におけるフリージング
率。 MSの35分前にRU38486または溶媒を皮下投与し，20分前
にpropranolol（PRO）または溶媒を腹腔内投与し，NMS - VEH（n = 
13）， NMS – RU+PRO （n = 8），MS - VEH（n = 8）または，MS – 
RU+PRO （n = 9）の4群にラットを振り分けた。 MS処置を1日目と
し，11～14日目に装置馴化を行った。平均および±SEMを示す。
*p < 0.05，†p < 0.1。

† 

*
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2. 保持テスト

	 条件づけ前（ base level； BL），条件づけ翌日の保持テスト（ test

Ⅰ），条件づけ 1 週間後の保持テスト（ testⅡ），条件づけ 2 週間

後の保持テスト（ testⅢ）について，各試行を 1 分ずつ 3 ブロッ

クに分け，各試行最初の 2 ブロックにおけるフリージングの割合

の平均値をそれぞれ算出して分析した。これら全体の推移を

Fig.29 に示す。  

	 MS VEH 群はすべての保持テストにおいて，高いフリージング

を示した。一方，MS RU+PRO 群は MS VEH 群と比較してフリー

ジングが低く， testⅢにおいて十分に低いフリージング率であっ

た。

	 BL， testⅠ， testⅡおよび testⅢについて， 3 要因分散分析

（ stressor（ 2）×drug（ 2）×day（ 4））を行ったところ，MS 処

置の主効果 [F (1, 12) = 9.92, p < 0.01]，薬物処置の主効果 [F (1, 

12) = 9.92, p < 0.01]および試行の主効果 [F (3, 36) = 19.6, p <

0.01]が有意であった。また，薬物処置と試行の交互作用が有意で

あった [F (3, 36) = 3.58, p < 0.05]。さらに， 2 次の交互作用が有

意であったため，MS 処置と薬物処置を併せて 2 要因分散分析

（ stressor（ 4）×day（ 4））を行った。その結果，処置の主効果

[F (3, 34) = 5.55, p < 0.01]および試行の主効果 [F (3, 102) = 39.35, 

p < 0.01]が有意であった。そこで下位検定として単純主効果の検

定および多重比較を行ったところ，testⅠ，testⅡおよび testⅢに

おいて処置の効果が有意であった（ p  < 0.05）。 testⅠにおいて，

MS VEH 群および NMS VEH 群は NMS RU+PRO 群と比べてフリ

ージング率が高かった（ p < 0.05）。 testⅡにおいて，MS VEH 群

は NMS RU+PRO群および MS RU+PRO群と比べてフリージング

が高かった（ p  < 0.05）。 testⅢにおいて，MS VEH 群は，
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Fig. 29  MS後の文脈恐怖条件づけにおけるBL，testⅠ，testⅡ及びtestⅢのフ
リージング率。 MSの35分前にRU38486または溶媒を皮下投与し，20分
前にpropranolol（PRO）または溶媒を腹腔内投与し，NMS - VEH（n = 
13）， NMS – RU+PRO （n = 8），MS - VEH（n = 8）または，MS – RU+PRO （n 
= 9）の4群にラットを振り分けた。 MS処置を1日目とし，文脈恐怖条件づ
け，保持テスト1，2，3回目はそれぞれ，15日目，16日，23日，30日目に
行われた。平均および±SEMを示す。 
*p < 0.05。
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他の群と比べてフリージングが高かった（ p  < 0.05）。  
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考察  

	  

	 本実験の結果，これまでの実験と同様に MS 処置はストレス誘発性

恐怖反応増強効果を引き起こした。そのストレス誘発性恐怖反応増強

効果は，GR およびβ -NER 両方の遮断によって阻害された。  

MS RU+PRO 群は，testⅠにおいては NMS RU+PRO 群よりもフリ

ージング率が高かったものの， testⅡおよびⅢにおいては NMS 群と

同等のフリージング率であった。したがって， MS 時の GR およびβ

-NER 両方の賦活を遮断することによって MS 誘発性恐怖反応増強効

果を阻害したと考えられる。  

予期せぬ結果として，NMS VEH 群は testⅠにおいて高いフリージ

ング率を示した。本研究ではこれまで一貫して，NMS 群のフリージ

ング率はすべてのテストにおいて低かった。これは文脈条件づけ時に

用いた電撃強度が非常に弱く（ 0.1 mA），一般的にこの強度の電撃で

は恐怖条件づけはほとんど成立しないためである。それに対して，

MS 群では非常に弱い電撃によっても十分な条件性恐怖反応がみられ

ることから，本研究ではストレス誘発性恐怖反応増強として注目して

きた。  

本実験の NMS VEH 群で高いフリージング反応がみられた原因は

不明であるが，これまでの実験と本実験の手続きで異なっていたのは

MS 時の薬物投与の回数である。これまでの実験の薬物投与が一度の

薬物投与であったのに対して，本実験は RU38486 皮下投与および

PRO 腹腔内投与と 2 回の投与を行った。ラットは短時間に 2 度の薬

物投与に曝されたことになる。薬物投与を行ったのは MS 処置の日が

初めてであり，注射針を 2 度刺されることはラットにとって苦痛な経

験であった可能性は否定できない。薬物投与処置自体がトラウマスト

レスとして働いてしまったため，MS VEH 群だけでなく NMS VEH

群においても， testⅠにおける高いフリージング率が観察されたのか
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もしれない。しかしながら， testⅡ・Ⅲをみると NMS VEH 群のフリ

ージング率は急激に低下しており，MS VEH 群ほどストレスの影響は

強くなかったと考えられる。また NMS RU+PRO 群はすべての保持テ

ストで低いフリージング率を示しており，RU+PRO 投与によって 2

回の薬物投与によるストレスの影響が抑制された可能性も示唆され

よう。  

本実験の結果は，GR とβ -NER の両者が補償的に作用することに

よって，ストレス誘発性恐怖反応増強を生起させる可能性を示唆する。

MS 時に GR またはβ -NER いずれかの活性が減弱したとしても，片

方の強い賦活によって，ストレス誘発性恐怖反応増強を形成しうるほ

どの神経伝達が生じるため，これまでの実験で検討した MET による

GC 合成阻害，PRO によるβ -NER 遮断，または RU38486 による GR

遮断のいずれかの MS 前薬物処置によっても MS 誘発性条件性恐怖反

応増強効果の形成に影響を及ぼさなかった可能性が考えられる。先行

研究においても，単体では有効用量でなかった PRO および RU38486

の併用投与は，驚愕反射のストレスによる増強を阻害した（Adamec et 

al. ,  2007）。Adamec グループは捕食者ストレスを用いているため，

本研究とストレッサーの種類が異なることに注意しなくてはならな

いものの，驚愕反射のストレス増強の固定に GR とβ -NER の相乗作

用が関与していることが示されており，本実験の結果は彼らの先行研

究の結果を部分的に支持するものである。  

GR およびβ -NER の作用発現は扁桃体（Roozendaal, Quirarte, et 

al. ,  2002）および海馬（Andreasen & Lambert, 1991）を介した神経

伝達メカニズムの可能性が考えられる。GR は海馬 LTP を調整してい

ると考えられており，扁桃体及び海馬における LTP の発現と持続に

お け る β -NER の 役 割 が 議 論 さ れ て い る た め で あ る （ Frey, 

Bergado-Rosado, Seidenbecher, Pape, & Frey, 2001）。ストレッサー

が強くなればなるほどノルエピネフリンが上昇し，より強いβ -NER
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遮断を必要とすると予想され，実験Ⅳで用いた PRO 用量では，海馬

や扁桃体でのノルエピネフリンの作用に十分拮抗できず，GR の活性

化がノルエピネフリンの作用を補償したのかもしれない。  

GC またはノルエピネフリンのどちかが第一に作用しているのでは

なく，どちらかが欠けたとしてもどちらかの強い神経伝達が残ってい

れば，ストレス事象の学習が生じ，次のストレス事象に備えることが

できるという点は，生物が生き残るうえで有利に働くと考えられ，生

物の環境適応における柔軟性を新たに発見できたと考えることもで

きるだろう。また，強いストレス経験時の GC とノルエピネフリンの

補償作用を示したことは，PTSD 発症メカニズムの理解を高めるのに

有意義な結果となったといえるのではないだろうか。  

行動の変化に関与する物質またはその程度が，ストレッサーによっ

て異なるようであり，フットショックと強制水泳を組み合わせた本研

究は，フットショックのみを用いた先行研究とは異なる結果が出たと

しても不思議ではない。ヒトの場合，曝露されるストレッサーは単一

でない場合が多いと思われるため，ストレッサーによって行動に変化

を及ぼす物質とその程度が異なるという仮説を踏まえて，様々なスト

レッサーを用いた動物研究を進める必要があるだろう。生体反応の解

析方法が発展した現代における，ストレッサーの種類ごとの基礎研究

発展の必要性が改めて提示されよう。ストレッサーの違いによる特異

的ストレス反応の解明は，これからのストレス研究を進めるうえで重

要なものとなるだろう。   
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第 6 章  

全体的考察および今後の展望	 

 

本研究では，恐怖条件づけパラダイムを用いて，単回ストレス処置

が長期間の行動変容を引き起こす PTSD モデルラットパラダイムの

確立および，その単回ストレスによる行動変容であるストレス誘発性

恐怖反応増強効果を引き起こすのに必要なストレス応答性の生理学

的要因を明らかにすることを目的とした。  

まず本研究は，第 2 章において，4 回のフットショック（ 1.0 mA, 1 

sec）または 20 分間の強制水泳，あるいはフットショックと強制水泳

から成る複合ストレス（MS）がその 2 週間後の文脈恐怖条件づけに

及ぼす影響を検討した。その結果，強制水泳または MS による強いス

トレスは，その 2 週間後に行われた恐怖条件づけにおけるフリージン

グを増強し，その条件づけから 1 週間後及び 2 週間後に行われた保持

テストにおいても同様に恐怖反応を増強することが示された。さらに，

強制水泳群に比べて，MS 群は保持テスト 3 回目まで高いフリージン

グ率を維持する傾向がみられたことから，フットショックと強制水泳

を組み合わせることでより強い恐怖反応増強効果を引き起こすこと

が示唆された。単回ストレス処置が後の文脈恐怖条件づけを増強する

ためには，フットショックと強制水泳を組み合わせた MS が有用であ

ることが示唆された。加えて，MS を想起するようなリマインダー処

置は，オープンフィールド行動の情動性を増すことおよび，ストレス

誘発性恐怖反応の増強と維持を引き起こしたことから，MS 後にリマ

インダーに曝すことが，情動性亢進および MS 誘発性恐怖反応増強効

果の長期間の持続を引き起こすのに，有用であることが示唆された。 

つづいて第 3，4，および 5 章において，MS 誘発性恐怖反応増強効

果形成を引き起こす生理学的要因を検討した。実験的研究から得られ

た知見を Table. 2 に示す。第 3 章では，MS に応じて副腎から分泌さ  
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実 験  MS 前 処 置  投 与 方 法  装 置 馴 化  
保 持 テ ス ト  

1 2 3 

Ⅲ  MET	  25	  mg/kg i .p . ↓ → → → 

 
MET	  100	  mg/kg i .p . ↓↓ → → → 

Ⅳ  PRO	  20	  mg/kg	    i .p . ↓↓ → → → 

Ⅴ  ADX -‐ → → → → 

Ⅵ  α/h	  CRF	  5	  μg i .c .v . → → → → 

 
α/h	  CRF	  20	  μg i .c .v . → → → → 

Ⅶ  RU38486	  150	  ng i .c .v . → → → → 

Ⅷ  RU38486	  100	  mg/kg＋

PRO	  20	  mg/kg s.c . , 	   i .p . ↓ ↓ ↓↓ ↓↓ 

Table. 	  2  	   MS 前 処 置 が，後 の文 脈 恐 怖 条 件 づけ装 置 における，装 置 馴

化 1 試 行 目 ，保 持 テスト 1，2，および 3 回 目 のフリージング反 応

に及 ぼす影 響 。MS 群 内 における MS 前 処 置 の影 響 を比 較 した。 	  
→変 化 なし， 	   ↓ 	   低 下 傾 向 ， 	   ↓↓低 下 	  
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れる GC およびエピネフリン・ノルエピネフリンが MS 誘発性条件性

恐怖反応増強に関与しているかを検討するために，MS 前 GC 合成阻

害（実験Ⅲ），β -NER 遮断（実験Ⅳ）または副腎摘除（実験Ⅴ）を行

ったところ，いずれの処置も後の恐怖反応増強効果に影響を与えなか

った。つまり，MS に応じて分泌される GC とエピネフリン・ノルエ

ピネフリンのいずれも後のストレス誘発性恐怖反応増強の形成に主

要な役割を担っていないことが示唆された。  

ストレス誘発性恐怖反応増強効果に MET または PRO の効果はみ

られなかった一方で，MET100 mg/kg 投与または PRO20 mg/kg 投与

は，文脈恐怖条件づけ前に行う装置馴化 1 試行目における MS 群のフ

リージング率を低下させた。MS 群のフリージング率が装置馴化一日

目に高いという現象は，MS のひとつであるフットショックを受けた

時の恐怖条件づけが，後の文脈恐怖条件づけ装置に般化してしまった

がために，条件づけを受ける前の装置にフリージングを示したものと

考えられ，MET100 mg/kg 投与または PRO20 mg/kg 投与は，装置馴

化でフリージングを生じさせるのに必要な MSにおける恐怖条件づけ

獲得またはの保持を阻害したため，文脈恐怖条件づけ装置に般化が生

じず，装置馴化 1 試行目に条件性恐怖反応（フリージング）表出を阻

害させたと示唆される。MET の末梢投与は文脈恐怖条件づけでの条

件性恐怖反応を減弱させ（Cordero et al. ,  2002），ノルエピネフリン

の BLA 投与は水迷路学習を促進させた一方で，β -NER 遮断薬投与

は学習を阻害したことから（Hatfield & McGaugh, 1999），GC また

はノルエピネフリン・エピネフリンは，情動喚起の関与する空間学習

に重要な役割を担っていると示唆される。そのため，MS 前 MET ま

たは PRO 投与は，装置馴化 1 試行目における MS 時の恐怖条件づけ

の般化を阻害したと考えられる。MS 時に獲得される恐怖条件づけ自

体が恐怖反応増強効果に関わっているわけではなく，感覚をつかさど

る部位における神経伝達の変容，あるいは，恐怖反応を引き起こす神
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経伝達回路の変容が生じたために，ストレス誘発性恐怖反応増強効果

が形成される可能性が示唆された。  

第 4 章では，MS 時の中枢における HPA 系の賦活が MS 後の恐怖

反応増強効果に関与するかを検討するために， CRFR 遮断薬または

GR 遮断薬を MS 前に脳室内投与した。しかしながら，薬物処置によ

るストレス誘発性恐怖反応増強への影響は観察されなかった。MS 前

a/hCRF または RU38486 脳室内投与によるに中枢 CRFR または GR

活性の阻害は，ストレス誘発性恐怖反応増強効果に影響を与えなかっ

たことから，CRFR および GR 活性は恐怖反応増強の形成調節の主要

な因子ではない可能性が示唆された。  

また CRFR において，そのサブタイプである CRFR1は不安惹起へ

の関与を示し，CRFR2 は抗不安への関与が示唆されている。本実験で

用いた a/hCRF は非選択的 CRFR 遮断薬であるため，CRFR サブタイ

プごとの異なる作用発現を相殺したのかもしれない。本研究では明ら

かにされなかったが，今後，CRFR サブタイプに選択的な薬物を用い

て，CRFR1 遮断による恐怖反応増強への影響を検討する必要があるだ

ろう。  

第 5 章では，ストレス反応には複数のホルモン及び神経伝達物質が

関与していることに注目し，それらが相互作用することでストレス誘

発性恐怖反応増強が形成されている可能性に注目した。ノルエピネフ

リン・エピネフリンおよび GC の相互作用が，神経可塑性および記憶

固定に影響していることが明らかになりつつあるため（ Joëls et al. ,  

2011），MS 時の GR およびβ -NER の働きが相互作用して恐怖反応増

強に関与しているかを検討した。MS 前 RU38486 および PRO の末梢

投与は，MS による後の恐怖反応増強効果を減弱させ，恐怖反応維持

を消失させた。したがって，  MS 時の GR およびβ -NER 両方の賦活

を遮断することによって MS誘発性恐怖反応増強効果を阻害したと考

えられる。MS 時に GR またはβ -NER いずれかの活性が減弱したと
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しても，片方の強い賦活によって，ストレス誘発性恐怖反応増強を形

成しうるほどの神経伝達が生じるため，これまでの実験で検討した

MET，PRO または RU38486 による GC 合成・βNER・GR のいずれ

かの阻害は，MS 誘発性条件性恐怖反応増強効果の形成に影響を及ぼ

さなかった可能性が考えられる。トラウマストレスは，GR とβ -NER

の両者の賦活が相乗的に作用しており，片方ずつの受容体機能を阻害

したとしても，トラウマストレスによる後の行動変容を引き起こすも

のと考えられる。  

MET または PRO 投与による文脈学習阻害を示唆する先行研究は，

オープンフィールドにおける物体の弁別が求められる自発的物体再

認課題や急性ストレス的な受動的回避学習課題であったため，GC ま

たはノルエピネフリンの働きの片方を阻害するだけで阻害の影響が

みられた可能性が考えられる。自発的物体再認課題はオープンフィー

ルドへの曝露以外，動物に強制することはないため，動物にとってス

トレスの少ない課題であるといえる。受動的回避学習もまた，多くの

場合，本研究で用いた MS よりもストレス強度は低い。そして，フッ

トショックを受けた場所を記憶し，回避する課題であり，恐怖反応増

強効果を検討する課題ではない。それらの MET または PRO 投与に

よる文脈学習阻害を示唆する先行研究にみられる空間記憶獲得と，本

研究にみられるストレス誘発性恐怖反応増強効果形成に関与する神

経伝達メカニズムは異なるのではないだろうか。そうであるならば，

第 3 章における，MS 前 MET または PRO のいずれかの投与による

MS 時の文脈恐怖条件づけ阻害が生じた一方で，MS 誘発性恐怖反応

増強は阻害できなかったという結果を矛盾なく解釈することができ

るかもしれない。ストレス誘発性恐怖反応増強効果形成を引き起こす

のに特有な神経メカニズムが存在するため，トラウマストレスによる

行動変容を阻害するためには GR とβ -NER の両方を阻害する必要性

があるのだろう。  
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本研究をまとめると，MS 誘発性恐怖反応増強効果は，GR および

β -NER の介する非常に強いシグナル伝達によって形成されているこ

とが示唆された。しかしながら，中枢におけるそれらのストレス反応

が，恐怖反応増強効果形成に作用する機序を説明するには至らなかっ

た。ストレス誘発性恐怖反応増強効果形成における中枢の機序を解明

するためには，CRFR や GR 遮断薬というよりも，それらのアンチセ

ンスやノックダウン動物を用いて再検討する必要があるかもしれな

い。アンチセンスやノックダウン動物を用いた実験は，治療法検討の

直接的な助けになるとはいえないものの，PTSD のようなストレス関

連疾患発症のメカニズムを解明するという点で有意義であると思わ

れる。  

恐怖反応増強が生じるようなトラウマストレス事象後に生じる脳

部位の神経学的メカニズムは，いまだ十分に解明されてはいない。と

りわけ海馬や扁桃体では，GR が豊富に存在することから，PTSD 発

症メカニズムにおける HPA 系の役割，および HPA 系と他の神経伝達

物質系と海馬や扁桃体との相互作用が，今後，より詳細に検証されな

ければならないだろう。現在，PTSD の治療薬としてセロトニン神経

伝達に作用する SSRI がもっともよく使われていることからも，HPA

系とセロトニン神経系の相互作用が，PTSD 発症メカニズムの解明の

緒となる可能性が高いだろう。そして，中枢のメカニズムを検討とす

るために，トラウマストレスによる脳部位特異的賦活と恐怖反応増強

効果の相関を明らかにする必要があるだろう。今回は恐怖学習への関

与がよく研究されている扁桃体に注目したものの，扁桃体のノルエピ

ネフリンと，扁桃体とは別の脳部位における GC の賦活が生じること

で，特定の脳領域内というよりも，脳領域間における活性化の相乗作

用が，ストレス誘発性恐怖反応増強を引き起こしている可能性を捨て

てはならないだろう。両脳部位の情報伝達回路を止めないかぎり，

MS の恐怖反応増強効果が阻害されないという考え方もできるため，
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今後の検討が必要と思われる。  

また，本研究において確立された MS＋リマインダーパラダイムを

用いることで，ストレス誘発性恐怖反応増強形成に及ぼす恐怖記憶想

起の影響を検討することのできる可能性があるだろう。PTSD は，悪

夢やフラッシュバックといった幾度とないトラウマストレスの再想

起が原因となっていると考えることができる。そこで，動物にリマイ

ンダーを何度も曝露することで恐怖反応増強がより強固になるのか，

それとも曝露療法のようにトラウマストレスの消去として働くよう

になるのかを明らかにすることは，PTSD メカニズムの解明にとって

とても興味深い。GR やβ -NER といった情動記憶に関与する因子の

阻害をリマインダーによるトラウマストレス想起時に行うことで，記

憶想起阻害が恐怖反応増強に及ぼす影響を検討することができるだ

ろう。これにより，臨床場面における治療の発展につながることが期

待できるだろう。  

トラウマストレス後の行動学的・生理学的変容を観察しようという

試みがなされているものの，そこで用いられている指標はさまざまで

あり，得られた結果もいまだに混迷を呈している。PTSD の基礎をな

すメカニズムをより正確に解明するためにも，過去に得られた結果と

新たに得られた結果を照らし合わせて，明確な基準をもった動物モデ

ルの作成を今後も続けていく必要があろう。PTSD 動物モデルには，

まだ検討を重ねる余地が依然として残っている。PTSD動物モデルは，

PTSD の病態解明には必要不可欠な存在であり，PTSD に苦しむ人々

を効果的に救う治療法の開発に貢献することが強く期待される。  
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要約  

 

トラウマ的事象の経験直後に心理的および身体的不調が顕在化す

る場合は，急性ストレス障害として診断される。急性ストレス障害で

は，数日ないしは数週間で通常の生活を送ることのできる程度にまで

症状が改善される。それに対して，トラウマ的事象経験後 1 か月以上

経過してもなお不調が改善されない，あるいは症状の悪化，顕在化が

見られる場合は心的外傷後ストレス障害（ post-traumatic stress 

disorder；PTSD）と診断される。ストレッサーに曝された動物は，

ヒトの精神疾患に呈されるような精神不安状態や神経伝達物質・内分

泌の異常，脳の形態学的異常と類似した症状を示すことから，精神疾

患の動物モデルとしての応用が期待されている。PTSD の数カ月ない

しは数年後までも続くという特徴から，PTSD 動物モデルが妥当であ

るために，動物モデルにおけるストレスの影響が長期間持続するかど

うかが重要である。  

第 1 章では，ストレス，ストレス関連疾患動物モデル，恐怖学習に

おけるストレス反応および PTSD 動物モデルとしての恐怖反応増強

現象を概観したのち，本研究の目的を記した。あらかじめ強いストレ

スに曝された動物は，後の恐怖条件づけが増強される現象が知られて

おり，そのようなストレスへの鋭敏化現象は，PTSD 患者にみられる

ような過覚醒症状と類似している。恐怖条件づけは，動物の嫌悪記憶

の強度を評価するために，伝統的に用いられ，古典的条件づけを応用

した学習パラダイムの一つである。  

また本稿では，動物の行動的・生理的機能に多大な影響を及ぼしう

る強度のストレッサーのことを，動物にとっての“トラウマストレス”

と定義した。本研究は，あらかじめトラウマストレスに曝された動物

が後の恐怖条件づけの増強を示す現象であるストレス誘発性恐怖反



149 
 

応増強効果を元に，同一個体を長期間用いた PTSD モデルラットパラ

ダイム作成を行うことを第一の目的とした。ラットがトラウマストレ

スを受けてから文脈恐怖条件づけを行われるまでの間が 2 週間であ

り，さらに文脈恐怖条件づけの持続を 2 週間観察するという長期間に

わたる検討を行った。第二の目的は，トラウマストレスによる条件性

恐怖反応増強効果形成の要因を明らかにすることである。そのため本

研究では，ストレス反応である視床下部－下垂体－副腎皮質（HPA）

系および交感神経系に注目した。HPA 系および交感神経系の活性は

代表的なストレス反応であり，情動行動の表出や情動記憶・学習に深

く関与していることが多くの研究で指摘されているためである。  

第 2 章では，ストレスによる情動性および条件性恐怖反応の変化を

長期的に検討し，PTSD モデルラットパラダイムを確立した。まず第

1 節・実験Ⅰでは，ラットへのストレス負荷として， 4 回のフットシ

ョック（ 1.0 mA, 1 sec）， 20 分間の強制水泳または，フットショック

と強制水泳を併せた複合ストレス（MS）がその 2 週間後の文脈恐怖

条件づけに及ぼす影響を検討することを目的とした。この MS による

恐怖反応増強効果において，フットショックと強制水泳の組み合わせ

が重要であるのか，それともフットショックまた強制水泳単独でも同

様の効果が見られるのかどうかを検討した。Wistar-Imamichi 系雄ラ

ット 32 匹 (8 週齢 )を，ストレス処置を与えられない Non-MS（NMS）

群（ n＝ 4），フットショックのみを与えられる shock 群（ n = 9），強

制水泳のみを与えられる swim 群（ n＝  9）および MS を与えられる

（MS）群（ n＝ 10）に振り分けた。MS 群は，電撃箱でフットショッ

ク（ 1.0 mA×4 回）を受けた直後に 20 分間の強制水泳を受けた。shock

は，MS 群同様にフットショックを受けた後，床敷きの敷かれたプラ

スチックケージで 20 分間待機した。swim 群は，フットショックなし

で電撃箱に曝露された後， 20 分間の強制水泳を受けた。ストレス処

置の 1 週間後に，ストレス処置時の実験室間の移動に用いた黒ケージ
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に動物を 3 分間曝露するリマインダー処置を行った。ストレス処置の

2 週間後に，恐怖条件づけ（ 0.1 mA, 2 s ×2）を電撃箱とは異なる装

置にて行った。条件づけの翌日， 1 週間後および 2 週間後の計 3 回，

保持テストを行い，長期間の恐怖反応増強を検討した。実験Ⅰの結果，

ストレスから 2 週間後に観察されるストレス誘発性恐怖反応増強に，

主に強制水泳ストレスが関わっており，フットショックのみでは，恐

怖反応増強効果を引き起こさないことが示された。さらに，強制水泳

群に比べて MS 群は保持テスト 3 回目まで高いフリージング率を維持

する傾向がみられたことから，フットショックと強制水泳を組み合わ

せることでより強い恐怖反応増強効果を引き起こすことが示唆され

た。先行研究により，ストレスを受けた環境（リマインダー）への曝

露は，ヒトの PTSD 症状におけるトラウマ記憶の再体験を疑似的に再

現していることが示唆されており，本実験においても，文脈恐怖条件

づけにみられるような，ストレス事象によって引き起こされる長期間

の行動変容が，リマインダーを用いることで観察された。しかしなが

ら，本実験でみられたストレス誘発性恐怖反応増強効果が MS 自体に

よるものなのか，MS にリマインダーが加わったことによるものなの

かを区別することができなかった。そのため第 2 節・実験Ⅱでは，実

験Ⅰでみられた恐怖反応増強効果は，リマインダーが存在していなく

とも引き起こされたのか，またはリマインダーは恐怖反応増強に必須

であるのかを確かめることとした。被験体を NMS 群（ n＝ 9），MS を

与えられるが 1 週間後にリマインダー箱に曝露しない MS＋ no-リマ

インダー（MS+NR）群（ n＝ 11）および MS＋リマインダー（MS+R）

群（ n＝ 11）に振り分けた。さらに，実験開始 2 日目および 23 日目

にオープンフィールドテスト（OFT）を行うことで，MS が情動性に

及ぼす影響を検討した。実験Ⅱの結果，MS 後のリマインダー提示は，

MS の恐怖反応増強効果をさらに強めることが明らかとなった。加え

て，MS 翌日に行われた OFT には影響を及ぼさなかったにもかかわ
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らず，約 3 週間後の OFT では移動活動量の低下を引き起こし，MS

の直後ではなく，3 週間という期間を経て影響みられるようになると

いう結果は，PTSD 患者にみられるような時間が経過することでうつ

症状が顕在化する傾向と類似しており，注目すべき点である。本章で

得られた知見から，MS＋リマインダーパラダイムを PTSD 動物ラッ

トとして次章以降に用いることとした。  

第 3 章では，MS による条件性恐怖反応増強効果形成における末梢

ストレス反応の関与を検討することを目的とした。第 1 節・実験Ⅲは，

ストレス応答性グルココルチコイド（GC）分泌が MS 誘発性条件性

恐怖反応増強に及ぼすかを検討するため，GC 合成阻害薬である

metyrapone（MET）（ 25, 100 mg/kg）MS 前腹腔内投与がその後の

文脈恐怖条件づけに及ぼす影響を検討した（NMS＋VEH 群（ n = 8），

MS+VEH 群（ n = 8），MS+MET25 群（ n = 8），MS+MET100 群（ n = 

8））。第 2 節・実験Ⅳは，ストレス応答性エピネフリン・ノルエピネ

フリン分泌の影響を検討するため，βアドレナリン受容体（β -NER）

遮断薬である propranolol（PRO）（ 20 mg/kg）MS 前腹腔内投与が，

その後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響を検討した（NMS＋ SAL 群

（ n = 8），NMS+PRO 群（ n = 7），MS+SAL 群（ n = 14），MS+PRO

群（ n = 13））。第 3 節・実験Ⅴは，MS 前に，GC およびエピネフリ

ン分泌器官である副腎を摘除すること（ADX）により，副腎ストレス

反応系を抑え，その後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響を検討した

（NMS sham 群（ n = 8），NMS ADX 群（ n = 7），MS sham 群（ n = 

8），MS ADX 群（ n = 6））。第 3 章の結果，MET または PRO の末梢

投与または，ADX のいずれの MS 前処置も，MS 誘発性恐怖反応増強

効果に影響しなかった。MS による条件性恐怖反応増強効果形成に，

末梢 GC およびエピネフリン・ノルエピネフリン分泌は関与しないこ

とが示唆された。一方で，装置馴化において，MET また PRO 投与に

よる MS 群のフリージング低下がみられた。MS 群のフリージング率
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が装置馴化一日目に高いという現象は，MS のひとつであるフットシ

ョックを受けた時の恐怖条件づけが，後の文脈恐怖条件づけ装置に般

化したために，条件づけ用の装置にフリージングを示したものと考え

られる。これらを併せると，  MET および PRO は，装置馴化でフリ

ージングを生じるのに必要な MS における恐怖条件づけの獲得・保持

を薬物投与により阻害したため，薬物投与群は後の条件づけ装置に般

化が生じず，フリージングを示さなかったと示唆された。  

第 4 章では，条件性恐怖反応増強における中枢の HPA 系の関与を

検討することを目的とした。第 3 章において  検討した末梢の反応は，

中枢からシグナルが送られることで生じるため，HPA 系の始まりで

ある CRF 受容体（CRFR）または中枢 GC 受容体（GR）が恐怖反応

増強に関与する可能性を検討するためである。第 1 節・実験Ⅵは，

MS 前の CRFR 遮断薬 alpha/helical CRF（ a/h CRF）（ 5， 20 µg）脳

室内投与が，その後の文脈恐怖条件づけに及ぼす影響を検討した

（NMS＋ SAL 群（ n = 8），NMS＋ a/hCRF5 群（ n = 7），NMS＋

a/hCRF20 群（ n = 7），MS+SAL 群（ n = 9），MS+a/hCRF5 群（ n = 7），

MS+a/hCRF20 群（ n = 6））。第 2 節・実験Ⅶは，MS 前の GR 遮断薬

RU38486（ 150 ng）脳室内投与がその後の文脈恐怖条件づけに及ぼ

す影響について検討した（NMS＋VEH 群（ n = 4），NMS＋RU38486

群（ n = 4），  MS+VEH 群（ n = 4），MS+RU38486 群（ n = 4））。第

4 章の結果，a/hCRF または RU38486 のいずれの MS 前脳室内投与も，

MS 誘発性恐怖反応増強効果を抑制しなかったため，MS 時の中枢

HPA 系賦活は，その後の恐怖反応増強に関与しないことが示唆され

た。  

第 5 章（実験Ⅷ）では，これまでの章で単一のストレス反応のみの

恐怖反応増強効果への関与を検討してきが，ストレス反応は複数のホ

ルモン及び神経伝達物質が賦活することがすでに知られているため，

それらが相互作用することでストレス誘発性恐怖反応増強が形成さ
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れている可能性に注目した。RU38486（ 100 mg/kg）および PRO（ 20 

mg/kg）の両方を MS 前に末梢投与することで，恐怖反応増強効果形

成に GR およびβ -NER 賦活が相互作用しているかどうかを検討した

（NMS VEH 群（ n = 13），NMS RU+PRO 群（ n = 8），MS VEH 群

（ n = 8），MS RU+PRO 群（ n = 9））。RU38486 および PRO の末梢

併用投与は，恐怖反応増強を抑制し，恐怖反応の維持を消失させた。

これは，GR とβ -NER の両遮断が，恐怖反応増強効果の抑制に相乗

的に作用していると示唆される。MS 時に GR またはβ -NER いずれ

かの活性が減弱したとしても，片方の強い賦活によって，ストレス誘

発性恐怖反応増強させるほどの神経伝達が生じるため，これまでの実

験で検討した単一のストレス反応阻害は，MS 誘発性条件性恐怖反応

増強効果の形成に影響を及ぼさなかったと考えられる。トラウマスト

レスは，GR とβ -NER の両者の賦活が相補的に作用しており，片方

ずつの受容体を阻害したとしても，トラウマストレスによる後の行動

変容を引き起こすことが示唆される。   
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大なるご助言ご支援を賜りました、筑波大学・人間系・教授、兼 The Rockefeller 

University ・Associate ProfessorのPavlides, Constantine先生に深く感謝申し上げます。

Pavlides 先生には根気強くお話をお聞きくださり、多くのご支援賜り、そのような機会を

与えてくださり、修士論文の主査をお引き受け下さった小川園子先生に深く御礼申し上げ

ます。本研究の立ち上げ。遂行をご協力くださった、卒論生の西田頼子様、榎美緒様およ

び研究法の学生様に、心より御礼申し上げます。 

 コルチコステロン定量に用いた ELISAにおきましては、多くのご支援とご指導を賜りま

した、麻布大学・獣医学部・教授の菊水健先生、学生の佐藤亜衣様に深く感謝申し上げま

す。 

 博士前期課程から博士取得までお世話なりました、筑波大学院・人間総合科学研究科・

感性認知脳科学専攻の先生方、みなさまに深く御礼申し上げます。 

 最後に、学生・研究生活を日々送るにあたり、充実した時間を過ごすことができたのは、

一谷研究室に所属する院生・学類生のみなさまのおかげであり、ここに感謝の意を表して

謝辞と致します。 

 

 

領家梨恵 


