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研究成果の概要：本研究は、PTSD モデルラットである SPS 負荷ラットを用い、母子分離が PTSD

症状に与える影響や病態形成に関する恐怖記憶の固定化及び消去の分子メカニズムを検討した。

その結果、幼少期の不遇な養育環境が成熟後の PTSD 症状を悪化させる可能性や、治療を阻害す

る可能性が明らかとなった。恐怖記憶の消去障害には、海馬NMDA受容体の関与やD-cycloserine

の新規治療薬としての可能性が示唆された。また、恐怖記憶の固定化には、海馬 BDNF のエピジ

ェネティックな変化の関与も示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
現代社会は社会情勢を背景に心理社会的

ストレスに起因した、うつ病や外傷後ストレ
ス障害(PTSD)などのストレス性精神障害が
増大している。ストレス性精神障害の発症危
険因子として、幼児期の虐待や両親の離婚な
ど幼少期の心的外傷体験が挙げられる。幼少
期に長期の虐待体験をもつ PTSD 患者では幼
少期虐待体験のない PTSD 患者に比べて、多
様な精神症状（不安・恐怖症状、極度の孤立・
離人感、希望喪失と絶望の感覚等）の亢進が
みられ薬物治療抵抗性であることから、病態

メカニズムの異なる可能性が指摘されてい
る。一方、PTSD の病態機序はまだ明らかにな
っていないが、最近 PTSD の病態を単に不安・
恐怖症状の亢進とみなさず、特に認知行動療
法の本疾患への有効性という事実からも示
唆されるように、恐怖記憶の固定化の過剰と
消去の減弱とみなして、記憶機能の分子メカ
ニズムから本障害の病態を明らかにしよう
とする試みもある。以上より、PTSD の病態機
序、さらには幼少期虐待体験のおよぼす成人
期 PTSD 難治化の分子メカニズムを、不安・
恐怖記憶の固定(consolidation)の亢進や消
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去（extinction）の減弱という記憶機能の観
点から明らかにすることは、その治療法開発
の基盤を築く上で有意義な知見が得られる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、PTSDモデルラットである single 
prolonged stress (SPS)負荷ラットを用い、
幼少期の不遇な環境が PTSD 症状に与える影
響や恐怖記憶の固定化及び消去の分子メカ
ニズム、これらの知見に基づく新規治療法の
開発を明らかにすることを目的とする。具体
的には、①母子分離により、SPS ラットにみ
られる不安・恐怖行動の変化、PTSD 治療薬で
ある paroxetine の効果、②SPS ラットにみら
れる恐怖記憶の消去障害への海馬 NMDA 受容
体の関与、NMDA 受容体のアゴニストである
D-cycloserine(DCS)の効果、③恐怖記憶の固
定 化 へ の 海 馬 BDNF(brain-derived 
neurotrophic factor)の関与及びヒストンア
セチル化の変化、などを検討する。なお、本
研究で用いる PTSD モデルラットである、
Single Prolonged Stress (SPS)負荷ラット
は、視床下部−下垂体−副腎皮質系の過剰抑制
や不安・驚愕反応の亢進など、PTSD 患者にみ
られる特徴的臨床症状をもつ、現時点で最も
臨床病状に類似した病態モデルと考えられ
ている。 
 
３．研究の方法 
PTSD モデルラットである SPS 負荷ラットは、
拘束ストレス 2 時間・強制水泳 20 分・エー
テル深麻酔、の連続暴露後 7 日間の無接触期
間を経て作成した。 
 
課題 1) 母子分離(NI)の PTSD 症状（不安・恐
怖行動）及び薬物抵抗性へ及ぼす影響の解
析： 
NI 群は SD 雄性ラットを生後 2-9 日まで 1 日
1 時間、母親や同胞から分離した。誕生後通
常の環境下で飼育したものを Sham群とした。
8 週齢で SPS ストレス負荷を行い、9 週目で
以下の行動実験を行った。自発運動量の解析
にはOpen field locomotor (OFL)試験を行い、
48 cm 四方の場にラットを置き、水平方向の
運動量をコンピュータにて 5 分間計測した。
不安の評価には高架式十字迷路(EPM)を用い、
オープンアームとクローズドアームへの進
入回数、滞在時間を 5分間、計測した。場所
記憶に伴う恐怖感の評価は、恐怖条件づけ試
験(CFT)を用いた。ラットをスキナー箱に入
れ，3分経過後 0.8mA、4 秒間のフットショッ
クを与え、24 時間後に再びラットを同じ箱に
入れて、3 分間のすくみ行動(呼吸に関連した
動き以外無動の状態)時間を計測した。薬物
抵抗性に関する実験については、SPS 負荷後
から 7 日間、飲水中に paroxetine (PRX)  

(0.1 mg/ml)を溶解して投与後に、上記と同
様の方法で CFTを行いすくみ行動を計測した。
薬物投与群の対照としては、溶媒である
vehicle 投与群を作成した。 
 
課題 2) PTSD モデルラットを用いた恐怖記
憶の消去障害のメカニズムの解析： 
恐怖記憶の形成には、ケージ（空間記憶）と
フットショック(FS)を用いた恐怖条件付け
試験を用い、恐怖記憶の評価はすくみ行動を
計測することで行った。消去機能の評価は、
SPS 負荷後 7 日目にラットに恐怖条件付けを
行い、翌日から連続 5 日間、FS を与えずに
10 分間同じケージに暴露し、すくみ行動時間
を計測した。DCS の投与は、フットショック
施行直後から extinction(EX)トレーニング
最終日までの 6 日間、経口投与にて行った。
FS 直前、EX トレーニング 1, 4 回目終了後、
及び DCS 投与群の EX トレーニング 4 回目終
了後に、ラット海馬を摘出し、NMDA 受容体の
各サブタイプ (NR1, NR2A, NR2B, NR2C) の
mRNA の発現を real-time PCR 法で解析し、SPS, 
Sham 群間での発現の差を検討した。 
 
課題 3) PTSD モデルラットを用いた恐怖記
憶の固定化亢進のメカニズムの解析： 
PTSDの病態形成において、恐怖記憶の固定化
の亢進が深く関わっている可能性が提唱され
ており、その脳内機序について解析を行った
。恐怖記憶の形成はフットショックにて行い
、フットショック暴露後2時間の時点で、記憶
の固定化に関与しているBDNFの海馬での発現
(total BDNF, exon1, exon2, exon4, exon6)
をreal-time PCR法を用いて解析した。実験は
コントロール群であるSham群・Sham＋CFT群・
SPS群・SPS+CFT群の４群にて行った。さらに
、BDNF mRNA発現の亢進機序を解明する目的で
クロマチン免疫沈降法を用い、exon上流の
promoter領域のヒストンのアセチル化亢進の
有無を調べた。 
 
４．研究成果 
課題 1)  SPS 群は Sham 群に比べ有意に、EPM
でオープンアームへの進入回数や進入時間
の割合が減少し、CFT でのすくみ時間も長く、
不安・恐怖行動の亢進がみられた。自発運動
量に、両群間で差はなかった。NI を受けた
SPS 負荷ラットは、正常飼育の SPS 負荷ラッ
トに比べ、不安行動の亢進、すくみ行動の亢
進がみられた。薬物抵抗性に関する実験につ
いては、NI + SPS + PRX群は NI + SPS + Vehicle
群と比べて、有意にすくみ時間は短縮してい
た。NI + SPS + PRX 群は Sham + SPS + PRX
群に比べ、有意にすくみ時間は亢進していた。  
これらの所見は、PTSD 患者での不安、回避、
再体験に類似しており、SPS 負荷ラットの
PTSD モデルとしての妥当性や蓋然性を示す。



NIを体験しSPSに暴露されたラットでこれら
の所見がさらに亢進したことは、幼少期に不
遇な体験をし、その後 PTSD を発症した患者
の病状が重篤であるという後方視的な臨床
研究を支持している。すなわち、幼少期の不
遇な養育環境が成熟後の PTSD 症状を悪化さ
せる可能性や、PTSD 治療薬である paroxetine
の効果を阻害する可能性を示唆していると
思われる。 
 
課題2) 恐怖条件付け後1日目のすくみ行動に
は2群間で、差はなかった。恐怖条件付け後2
日目から5日間、Sham群と比較してSPS群に有
意なすくみ行動の亢進がみられた。DCSの投与
により、SPS群にみられたすくみ行動の亢進は
、Sham群と同一のレベルにまで改善された。
改善効果は持続的で、EXトレーニング終了後7
日経過した時点でも認められた。海馬mRNA発
現解析の結果、FS直前・EXトレーニング1回目
及び4回目終了後のすべてにおいて、Sham群と
比較してSPS群ではNMDA受容体の各サブタイ
プの発現亢進が認められた。しかしDCSの投与
により亢進したSPS群のNMDA受容体mRNA発現
は、各サブタイプでSham群のレベルにまで改
善した。SPSラットのすくみ行動の亢進は、恐
怖記憶の消去障害を意味しており、本モデル
が行動学的にPTSDモデルとして有用であるこ
とを示唆する。同時にDCSによるSPSラットの
すくみ行動の改善は、恐怖記憶の消去障害の
修復を意味している。これまでにラットを用
いた実験で、DCSの消去機能の促進は報告され
ているが、PTSDモデル動物に対する効果や臨
床治療上の有効性についての報告はない。本
結果は、PTSDにみられる恐怖記憶の消去障害
がNMDA受容体発現の変化を介して引き起こさ
れている可能性や、DCSの治療薬としての可能
性を示唆していると思われる。 
 
課題 3) mRNA 発現については、total BDNF
及び BDNF exon1, 2, 4 mRNAの発現が，SPS+CFT
群で有意に亢進していた。BDNF mRNA 発現の
亢進機序を解明する目的でクロマチン免疫
沈降法を行ったところ、SPS+CFT 群で BDNF 遺
伝子の exon 1, 2, 4 の promoter 領域で
histone 3, 4 のアセチル化が有意に亢進して
いることが判明した。このような結果は、
PTSD の病態機序の一つと考えられている恐
怖記憶の固定化の亢進に、海馬の BDNF 遺伝
子発現の亢進が密接に関与していることを
示している。そして BDNF 遺伝子発現の機序
には、exon 上流の promoter 領域の histone
アセチル化の亢進というエピジェネティッ
クな変化の関与していることを示唆してい
る。                               
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