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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は海馬セロトニン神経系と恐怖記憶の関係を明らかにすることであっ
た。5-HT7受容体拮抗薬を腹側海馬に微量注入することで、恐怖記憶想起の指標であるすくみ行動が減少するこ
とを見出した。他に、5-HT7受容体作動薬が腹側海馬CA3領域の錐体細胞の神経発火率を増加させること、5-HT7
受容体のmRNAがCA3領域に特に強く発現していることを見出した。一方、CA3では5-HT2C受容体も発現している。
そこで我々は5-HT2C受容体欠損マウスを用いて実験を行い、これらのマウスにおいて恐怖記憶の消去が早いこと
を見出した。さらに、CA3領域の神経活動を選択的に操作できるDREADD法を確立した。

研究成果の概要（英文）：The main aim of the present study is to elucidate the involvement of 
hippocampal serotonergic systems in fear memory. Microinjection of 5-HT7 receptor antagonist into 
the rat ventral hippocampus significantly suppressed the expression of freezing behavior, an index 
of fear memory retrieval in the contextual fear conditioning test. Electrophysiological data 
indicated that the 5-HT7 receptor agonist increased the frequency of action potentials in the 
ventral hippocampal CA3 pyramidal neuron. In situ hybridization demonstrated that Htr7 mRNA was 
abundantly expressed in the CA3 compared with other subregions of the hippocampus. Furthermore, it 
is known that 5-HT2C receptor is expressed in the CA3 subregion. We found that 5-HT2C receptor 
knockout mice tended to show rapid within-session extinction of fear, but not between-session 
extinction, compared to wild-type littermates. Moreover, we established the methods (DREADD) to 
control the neural activity in the CA3.

研究分野： 精神薬理学

キーワード： セロトニン　人工受容体　PTSD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心的外傷後ストレス障害(PTSD)患者に対してはセロトニン再取り込み阻害薬(SSRI)が主に処方されているが、投
薬治療に反応するのは半数程度に過ぎず、十分な効果を得られていない。さらに、その作用機序には不明な点が
多く、治療法改善に向けての有力な手掛かりが無い状況が続いている。このように、恐怖記憶の神経基盤を解明
し、効果的な治療法開発の方向付けを行うことが重要である。本研究はSSRIの作用機序の一端を解明すると同時
に、恐怖記憶の神経メカニズムの詳細を部分的にではあるが明らかにしたものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の大地震・津波のような天災、戦争、虐待などの恐怖の記憶はヒトの脳に深く刻み込ま

れ、人々を長く苦しめる。特に 2011 年の東日本大震災以降、東北地方での心的外傷後ストレ
ス障害(PTSD)患者の割合は 14.7%にまで達した(引用文献①)。PTSD 患者に対してはセロトニ
ン再取り込み阻害薬(SSRI)が処方されているが、投薬治療に反応するのは半数程度に過ぎず、
十分な効果を得られていない(引用文献②)。さらに、その作用機序には不明な点が多く、治療
法改善に向けての有力な手掛かりが無い状況が続いている。このように、恐怖記憶の神経基盤
を解明し、効果的な治療法開発の方向付けを行うことが重要である。 
海馬が恐怖記憶の制御に重要であることは広く知られており(e.g. 引用文献③、④)、セロト

ニン神経起始核である背側縫線核・正中縫線核から神経投射を受けている (引用文献⑤)。さら
に上述のように SSRI が PTSD 治療にそれなりの効果はあることから、海馬のセロトニン神経
が恐怖記憶の制御に関与している可能性が推定される。実際に応募者らは恐怖記憶の想起時に
海馬におけるセロトニン遊離が上昇することを in vivo microdialysis 法を用いて見出している
(引用文献⑥)。セロトニン遊離は恐怖記憶を想起する刺激に曝露されている 30 分の間、継続的
に上昇する。恐怖記憶を想起する刺激に 30 分曝露すると恐怖記憶の消去学習が生じることか
ら(引用文献⑦、⑧)、セロトニン遊離の上昇は恐怖記憶の想起・消去の双方に関与しているも
のと推測される。 
しかしながら、この推測は相関研究に基づいたもので、その因果関係は明らかではなく、ど

のセロトニン受容体がその効果に関与するのかも、受容体下流のカニズムも不明である。これ
らの問題は従来の薬理学・電気生理学・遺伝工学的方法（ノックアウトマウス）で解決できる
だろう。 
また、海馬は下位領域(CA1, CA3, Dentate gyrus など)に解剖学的にも機能的にも分かれてい

るため、どの領域の受容体が重要なのか不明である。従来の実験技術では下位領域を区別して
研究することが不可能であったが、Cre-loxP システムと人工受容体(Designer Receptors 
Exclusively Activated by Designer Drugs: DREADD, 引用文献⑨)を組み合わせることでそれが
理論上は可能になる。 
人工受容体(DREADD)は端的に言えばあらかじめ in vitro で選択性の著しく高い受容体とリ

ガンドを作り出した上で生体に強制発現させるという手法である。もう少し詳しく言えば、人
工受容体は元々生体にある受容体に変異を起こし、本来のリガンドへの結合能を失わせ、別の
リガンド（通常のマウスの脳内ではどの受容体にも作用しない）への結合能を持たせたもので
ある。一般的には clozapine-N-oxide という通常は不活性の薬を用いて、それに対する結合能を
持った G タンパク共役型人工受容体を用意する。後はその人工受容体を遺伝工学的に脳内に発
現させれば、clozapine-N-oxide を全身投与することによっていつでも人工受容体を刺激できる。
人工受容体を発現する細胞への影響は人工受容体に共役した G タンパクの種類によって変わ
る。例えば Gq タンパクとカップリングさせた人工受容体を用いれば、clozapine-N-oxide の投
与によって細胞の活動を活性化できる。後は、Cre-loxP システムを用いて海馬の下位領域特異
的にこの人工受容体を発現させれば、海馬下位領域選択的に神経活動を操作し、恐怖記憶の想
起、消去への影響を調べることができる。応募者らは連携研究者である崎村健司教授（新潟大
学）より、CA3 領域に選択的に cre タンパクを発現する遺伝子改変マウス(Grik4-cre マウス, 引
用文献⑩)を入手している。後は cre タンパクに誘導されて発現する人工受容体の遺伝子を持っ
たアデノ関連ウィルスベクターを海馬に局所注入すれば、理論上は海馬 CA3 を選択的に操作す
ることができる。 

 
２．研究の目的 
以上を踏まえ、本研究の目的は以下の 3 つとした。 
(1) 行動薬理学的手法により、恐怖記憶の想起・消去に関与する海馬セロトニン受容体を推定
し、その詳細なシグナル伝達メカニズムについて電気生理学的手法で明らかにする。 
(2) (1)の知見に基づき、遺伝工学的手法(セロトニン受容体ノックアウトマウスなど)によって恐
怖記憶の想起・消去に関与する 5-HT 受容体を同定する。 
(3) 人工受容体と Cre-loxP システムを用いて海馬の下位領域特異的に記憶の想起・消去におけ
る役割を解明する。 
 
３．研究の方法 

(1) 海馬には 14 種類のセロトニン受容体のうち、ほぼ全てが発現している(引用文献⑪)。そ
のうち不安・恐怖や記憶・学習に関与すると推定されている 8 種類の受容体(5-HT1A, 2A, 2C, 3, 4, 5A, 

6 and 7)について、それぞれの拮抗薬の海馬局所投与を行い、恐怖記憶の想起・消去に関与する
セロトニン受容体を推定する。恐怖記憶の評価には既に確立された文脈的恐怖条件付け試験を
用いる（次ページ図 1 参照）。特定の場所で電気ショックを負荷された動物は後日その場所に
戻すと（再曝露）、電気ショックがこなくてもすくみ行動を示す。これは前日の恐怖体験を覚え
ているからだと考えられるため、このすくみ行動をもって恐怖記憶の想起と見なす。このすく
み行動は徐々に減少することが知られており、その減少が恐怖記憶の消去学習（※実際には「こ



こは安全」という情報の上書きだと考えられているが、便宜上ここでは消去と呼ぶ）を反映し
ていると考えられている。海馬へのセロトニン受容体拮抗薬投与を再曝露の直前に行うことで、
恐怖記憶の想起・消去に対するセロトニン受容体の関与を検証する。 

さらに、恐怖記憶の想起・消去への関与が推定されたセロトニン受容体について、そのシグ
ナル伝達の詳細をパッチクランプ法によって追求する。セロトニン受容体刺激による効果に
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channels が関与することが指摘され
ている(引用文献⑫)。HCN サブタイプのうち HCN2, 4 の mRNA が海馬に強く発現するという
予備的結果を得ているため、HCN channels の関与も voltage sag の変化などを調べることで検
証する。 
 
(2) (1)によれば、5-HT2C受容体が消去学習に関与する可能性が高いため、5-HT2C受容体ノ
ックアウトマウスを Jaxson Laboratory から入手し、(1)と同様の行動試験を実施する。 
 
(3) 5-HT2C受容体は比較的海馬の CA3 領域に強く発現しているという先行知見(引用文献⑪)を
基に、本研究では、CA3 領域の錐体細胞選択的に cre タンパクを発現する遺伝子改変マウス
(Grik4-cre マウス, Akashi et al., 2009)を用いる。このマウスの海馬に cre タンパクに誘導され
て発現する人工受容体の遺伝子配列を持ったアデノ関連ウィルス(AAV)ベクターを注入する。
この組み合わせによって海馬 CA3 領域選択的に人工受容体を発現させることができる（下図 2
参照）。今回用いる人工受容体はヒト M3 ムスカリン様アセチルコリン受容体をベースとして、
アセチルコリンに対する親和性を除去し、通常は不活性の薬剤 clozapine-N-oxidase に対して
のみ反応するような変異を加えた受容体（hM3Dq）を予定している。この受容体は Gq タンパ

海馬へのセロトニン受
容体拮抗薬局所投与

 
図 1. 文脈的恐怖条件付け試験の概要：特定の場所で電気ショックを負荷し、24 時間後に再
度同じ場所に置くと電気ショックが無くても動物はすくみ行動を示す（上図中央）。このすく
み行動を恐怖記憶想起の指標とする。この再曝露の後半に恐怖記憶の消去学習が行われると
考えられており、二度目の再曝露（上図の右端）におけるすくみ行動の減少を持って恐怖学
習の消去を評価する 

 
図 2. Cre-loxPシステムによる人工受容体の海馬 CA3選択的発現法の概要 



クとカップリングしているので、clozapine-N-oxide の全身投与によって海馬 CA3 の錐体細胞
を選択的に活性化させることになる。AAV ベクターは連携研究者の山中章弘教授（名古屋大学）
より供与してもらう。 
 
４．研究成果 
(1) 8 種類の受容体(5-HT1A, 2A, 2C, 3, 4, 5A, 6 and 7)について、それぞれの拮抗薬の海馬局所投与を行
った結果、恐怖記憶の想起には 5-HT7受容体が関与することが見出された（下図 3A 参照）。恐
怖記憶の消去については、5-HT2C受容体が関与する可能性が示唆された（下図 3B 参照）。 

 
さらに、5-HT7受容体の機能をパッチクランプ法によって追究し、海馬 CA3 領域の錐体細胞

に発現する 5-HT7受容体を刺激することで HCN channels の機能が亢進し、入力に対する感度
が上昇する（反応しやすくなる）ことが見出された。また、この感度が恐怖条件付けによって
も上昇することが見出されたことから、恐怖体験が海馬の入力応答感度を 5-HT7受容体を介し
て上昇させ、その後の関連刺激に対する応答を過敏にしていることが推測された。 
 

 
図 3. セロトニン受容体拮抗薬投与による恐怖記憶想起・消去の変化：再曝露中のすくみ行動
(Freezing)発現率を恐怖記憶の指標として用いた(図 1 参照)。(A) 5-HT1A, 3, 6, 7受容体拮抗薬もし
くはその溶媒(saline)を再曝露 10 分前に海馬局所投与した。(B) 5-HT2C, 2A, 4, 5A受容体拮抗薬も
しくはその溶媒(vehicle)を再曝露 10 分前に海馬局所投与した。データは平均値±標準誤差で表
示した。*p < 0.05, 溶媒投与との比較。 



(2) これまでの薬理学的結果におおよそ一致する結果を得ることができた。つまり、5-HT2C 受
容体ノックアウトマウスにおいて恐怖記憶消去の促進が見られることが判明した。恐怖記憶の
想起そのものには変化が見られなかった。しかし、この促進効果は翌日の恐怖記憶想起には影
響しなかったことから、恐怖記憶の消去記憶獲得が促進されてもその記憶の固定は促進されず、
5-HT2C 受容体は PTSD(心的外傷後ストレス障害)などの疾患に対する治療標的としてはあまり
期待できないことが示唆された。また、別の行動試験を実施することで、自発運動量が 5-HT2C

受容体ノックアウトマウスにおいて高く、特に新奇環境において馴化が遅いことが分かった。
さらに、5-HT2C 受容体ノックアウトマウスでは不安水準も低いことも見出した。このように、
5-HT2C受容体は、記憶に関わる PTSD のような疾患よりもむしろ全般性不安障害のような疾患
の治療標的として期待できることが示唆された。なお、このデータは論文投稿準備中であるた
め、具体的なデータ図表の掲載は控えたい。 
 
(3) 神経活動上昇のマーカーとして c-Fos タンパクを用い、免疫染色法によって確認した。人
工受容体を発現させたマウスに clozapine を投与した場合においてのみ、海馬 CA3 領域におけ
る c-Fos タンパク発現が上昇した。なお、当初の計画では clozapine-N-oxide を人工受容体の刺
激薬として使用する予定であったが、その後 clozapine-N-oxide が血液脳関門を通過できないと
する論文が発表されたことを踏まえ(引用文献⑬)、代替案として低用量の clozapine を人工受容
体の刺激薬として用いることとした。 
 さらに、少数例ながら人工受容体と低用量 clozapine を用いた海馬 CA3 領域の選択的活性化
によって、恐怖記憶の消去が阻害される傾向が見られた。この活性化操作は恐怖記憶想起の直
後（消去記憶獲得の直後）に実施されたことから、海馬 CA3 領域は消去記憶の固定化に関与し
ているものと推測される。なお、このデータは論文投稿準備中であるため、具体的なデータ図
表の掲載は控えたい。 
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