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研究成果の概要（和文）：本研究によって、オレキシンがOX1Rを介して下流のドーパミンおよびセロトニンニュ
ーロンを制御することで恐怖記憶の固定および恐怖応答の表出に関与することが明らかになった。先行研究の結
果を考慮すると、オレキシンは下流のモノアミンニューロンに発現するOX1Rを介して恐怖刺激による覚醒の増加
および恐怖応答の調節を行っていると推察される。また、恐怖応答の減弱が観察されたOX1R欠損マウスにおいて
は、恐怖刺激による顕著な覚醒時間の増加は観察されなかった。したがって、恐怖刺激による過度な覚醒および
恐怖応答は興奮性であるOX1Rを介したモノアミンニューロンの活動増加に起因する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, we found that orexin modulates dopaminergic and 
serotonergic neurons via OX1R signaling to control fear memory consolidation and behavioral fear 
expression. Considering the previous studies, OX1R signaling in monoaminergic neurons might play a 
important role in fear-induced hyper-arousal and modulation of fear expression. Moreover, OX1RKO 
mice which showed decreased fear expression didn't show hyper-arousal phenotype induced by fearful 
stimuli. Therefore, hyper-arousal and increased fear expression induced in fearful situation might 
be regulated by increased monoaminergic tone via excitatory OX1R signaling. 

研究分野： 行動生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PTSD患者においては睡眠障害が併発することが知られている。過度な覚醒や恐怖による睡眠障害において、覚醒
の維持に関わるオレキシンとその下流の神経回路の役割が明らかになれば不眠を引き起こす神経基盤の解明に寄
与できる。本研究では、モノアミンニューロンに発現するOX1Rが恐怖応答の調節に関与し、OX1Rの欠損による恐
怖応答の減弱はその後の過覚醒時間を減少させることが明らかになった。このことから、オレキシンは覚醒およ
び恐怖応答の強弱を調節し、オレキシンシステムの過剰な興奮が恐怖による睡眠障害の作用機序の一つであると
ともに、OX1R選択的拮抗薬により過度な恐怖応答および覚醒を抑制できる可能性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
過度な恐怖体験からPTSDを発症する患者の多くは同時に睡眠障害を併発することが知られている。しかし、

PTSD患者における睡眠障害の発症メカニズムについては全く明らかになっていない。恐怖応答や恐怖記憶

の形成メカニズムに関する研究報告が多数ある一方で、過剰な恐怖が睡眠を傷害する詳細な神経メカニズ

ムについては未だ不明な点が多い。この問題を解決するため、申請者は覚醒の維持にかかわるオレキシン

に注目した。オレキシンは主として覚醒の維持に関わることが知られているが、様々な生理作用との関わ

りについても報告されている。近年、申請者はオレキシンがその直接の下流である青斑核のノルアドレナ

リン作動性ニューロン（LC-NAニューロン）を調節し、恐怖記憶の形成に関与することを報告した(Soya 

et al., 2013)。さらに、その後の研究によりオレキシン神経が下流のLC-NAニューロンを活性化させる

ことにより恐怖記憶だけでなく恐怖行動自体の表出についても関与していることが示唆された（Soya et 

al., 2017）。LC-NAに投射するオレキシンニューロンの過度な興奮は覚醒および恐怖応答を促進することが

考えられ、過度な恐怖による睡眠障害のメカニズムの一端である可能性が考えられる。また、OX1Rの選択

的拮抗薬によって、過度な恐怖応答が減弱することから、LC-NAおよびモノアミンニューロンに発現する

OX1Rが恐怖応答制御に重要な役割を果たしている可能性がある。しかし、恐怖応答制御においてモノアミ

ンニューロンンに発現するOX1Rが果たす役割については不明な点が多い。上記の知見から、オレキシンニ

ューロンはOX1Rを介して下流のモノアミンニューロンを調節することで恐怖応答の制御に関与することが

推察され、この神経回路の制御不全が睡眠を傷害する誘発する可能性が考えられる。したがって本研究で

は、オレキシンとその下流のモノアミンニューロンに着目し、過度な恐怖が睡眠覚醒動態に与える影響に

ついて検討した。 

 
２．研究の目的 
課題では「恐怖記憶の表出が睡眠に与える影響」と題し、過度な恐怖を呈するPTSDや不安症の患者に多く

見られる睡眠障害がどのようにして引き起こされるのか明らかにするため、覚醒維持に関わるオレキシン

システムの制御不全が恐怖応答および睡眠覚醒動態に与える影響を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
・遺伝子改変マウスの導入 

OX1Rのエクソンの両端にloxp1配列を挿入したOX1R-floxedマウス（OX1RF/F）をノルアドレナリ

ンニューロン特異的にCreが発現するマウス（NAT-Cre）、セロトニンニューロン特異的にCreが

発現するマウス（ePET-Cre）、ドーパミンニューロン特異的にCreが発現するマウス（DAT-

IRES-Cre）とそれぞれ交配させることでモノアミンニューロン特異的にOX1Rが欠損するコンデ

ィショナルノックアウトマウスを作成した (OX1RF/F; NAT-Cre, OX1RF/F; ePET-Cre, OX1RF/F; 

DAT-IRES-Cre) 。また、全身でOX1Rを欠損したマウス（OX1RKO、OX1R-/-）およびコントロール

として野生型のマウスについても解析に用いた。 

・オレキシン受容体拮抗薬による受容体抑制 

OX1Rの急性的な作用を確かめるため、OX1R選択的受容体拮抗薬（SB334867）を用いた。腹腔内

に投与し（5mg/kg）、恐怖応答および睡眠解析を行った。 

・恐怖条件付けテスト 

恐怖記憶の評価には2種類の恐怖条件付けテストを用いた。まず、チャンバーAにマウスを入

れ、30秒の音刺激（正弦波：2900Hz）の直後に0.3mAの電気刺激を与える操作を五回行った。24

時間マウスをホームケージで飼育し、再び同じチャンバーに入れ恐怖記憶の指標であるすくみ

行動時間を測定した（文脈依存的恐怖記憶想起テスト）。さらに異なるチャンバーBにマウスを



暴露し、チャンバーAで用いた音刺激を提示している間のすくみ行動時間を測定した（手がかり

依存的恐怖記憶想起テスト）。 

・睡眠解析 

マウスの頭蓋に電極を固定し、電極に取り付けたワイヤーによってマウスの頸部の筋肉に留置

することで筋電を同時に計測した。得られたデータは専用ソフトウェア（Sleep sign）によっ

て解析し、睡眠覚醒動態（覚醒、Non-REM、REM）を定量および可視化した。 

 
４．研究成果 

モノアミンニューロン特異的なコンディショナルノックアウトマウスを用いて恐怖条件付け

テストを行った結果、特にセロトニンニューロンおよびドーパミンニューロン特異的にOX1Rを

欠損したマウス（OX1RF/F; ePET-Cre, OX1RF/F; DAT-IRES-Cre）は、音および文脈に対する恐怖

記憶テストにおいて顕著な恐怖応答の減弱を示した。さらにOX1RKOマウスを用いて実験を行っ

た結果、恐怖条件付けおよびその後の想起テストにおいて恐怖応答の減弱が見られた。また、

OX1R選択的拮抗薬を腹腔に投与し、急性的にOX1Rこの機能を抑制した場合も同様の効果が観察

された。これらのことから、オレキシンは覚醒の維持だけでなく、OX1Rを介して下流のセロト

ニンニューロンやドーパミンニューロンを制御することで、恐怖記憶の固定および恐怖応答の

表出に関与することが明らかになった（図２）。申請者はオレキシンがOX1Rを介してノルアド

レナリンニューロンを制御し、恐怖応答を調節すること(Soya et al., 2017)を明らかになって

おり、覚醒システムと恐怖応答の制御機構の密接な関係が示唆される。このことから、オレキ

シンシステムは恐怖応答の強弱を調節し、過度な恐怖応答の表出が睡眠障害を引き起こす可能

性が示唆された。 

次に、恐怖応答の減弱が見られたOX1RKOマウスを用いて、恐怖想起テストにおける過剰な恐

怖応答後に睡眠覚醒動態がどのように変化するのか観察した。野生型マウスおよびOX1RKOマウ

スの頭蓋に睡眠測定用の電極を留置し、ホームケージ（RC、青線）およびチャンバーA(C-A)、

恐怖条件付け直後のホームケージ（RC、緑線）、恐怖条件付け後のチャンバーA（恐怖想起テス

ト、C-A、黒三角）、恐怖条件付け後二日目のチャンバーA（恐怖想起テスト、C-A、白三角）に

おいて脳波および筋電の測定を行った。睡眠覚醒動態を解析した結果、恐怖条件付け直後およ

び恐怖想起テストの際に恐怖応答の減弱が見られたOX1RKOマウスは明期において恐怖による過

度な覚醒時間が減弱していた（図２左上下段）。一方で、野生型では恐怖条件付け直後および

図 1 コンディショナルノックアウトマウスにおける恐怖応答の減弱 



恐怖想起テスト一日目においてREM睡眠およびNon-REM睡眠時間の減弱が見られたが、OX1RKOマ

ウスについては顕著な減少は観察されなかった（図２真ん中および右上下段）。また、恐怖想

起テスト二日目においては恐怖記憶の消去により野生型およびOX1RKOマウスにおいて恐怖応答

はほとんど観察されず、過度な覚醒時間の増加も見られなかった（図２、C-A、白三角）。活動

期である暗記においては覚醒、Non-REM睡眠、REM睡眠時間に大きな差は観察されなかった。 

上記の結果から、オレキシンは下流のドーパミンニューロンおよびセロトニンニューロンに

発現するOX1Rを介して恐怖記憶の固定および恐怖応答の表出を制御している可能性が示唆され

た。申請者はこれまでにノルアドレナリンニューロンに発現するOX1Rがこれらの生理機能に関

与することを示しており（Soya et al., 2013, 2017）、本研究結果を考慮するとオレキシンは

下流のモノアミンニューロンに発現するOX1Rを介して覚醒の維持および恐怖応答の調節を行っ

ていると推察される。また、睡眠解析の結果からOX1Rの欠損による恐怖応答の減弱は過度の覚

醒を引き起こさないことが明らかになった。したがって、恐怖刺激による過度な覚醒および恐

怖応答は興奮性であるOX1Rを介したモノアミンニューロンの活動増加に起因する可能性が示唆

され、OX1R選択的な拮抗薬によってモノアミンニューロンを抑制することで、PTSD患者で見ら

れるような過度な恐怖応答および覚醒を抑制できる可能性が示唆された。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 1RKO マウスにおける恐怖応答および過覚醒の減弱 
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