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研究成果の概要（和文）： 

てんかん発作の多発後に出現するマウスの不安様行動の発症機序とストレス反応との関連を

調べた。不安様行動の発現にはカテコールアミンは関与せず、てんかん発作の多発後の数日間

に引き起こされる脳内変化が関わることが明らかとなった。イムノブロットで解析した結果、

不安様行動の発症と平行して BDNF の発現が増加することが明らかとなった。不安様行動を示す

マウスでは慢性ストレス応答に異常が認められた。 

 
研究成果の概要（英文）：  

Neuronal mechanism of anxiety behavior observed after having repeated epileptic 
seizures are investigated using two mouse models. Catecholamine was not involved, but 
some changes in brain structure that appear within three days after repeated epileptic 
seizures are responsible for the development of anxiety-related behavior. From immunoblot 
analysis of brain homogenate, expression of BDNF was paralleled with the expression of 
anxiety behavior. 
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１．研究開始当初の背景 
恐怖や不安は、外的および内的脅威に適切

に対処するために不可欠な機能であるが、そ
れらの発現が不適切に起こると様々な不安
障害が引き起こされる。不安障害は生涯の罹
患率が 15-20%と、最も多い精神疾患の一つで
あり、その予防方や治療法の開発が急務とな
っている。不安や恐怖はストレス反応と密接
に関係しており、一般に恐怖はストレッサー
によって引き起こされるストレス反応とし
て現れる。健常な人は学習を通じてストレス
反応を制御することが出来るが、不安障害の
患者ではその制御機能に何らかの異常が生

じて不適切なストレス反応が引き起こされ
ていると考えられる。しかし実際にストレス
反応系にどの様な異常が生じると不安障害
が引き起こされるのかについては殆ど明ら
かにはなっていなかった。 

 
２．研究の目的 
 強い不安様行動を示す 2種類のモデルマウ
ス（SNAP-25 ノックインマウスおよびピロカ
ルピンマウス）を用い、不安様行動の発症機
序を探ると共に、ストレス反応との関連を明
らかにすることを目的とする。 
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３．研究の方法 
 
（１）ノックインマウスの繁殖 
 ノックインマウスは体外受精を用いて計
画的に同腹の野生型およびホモ変異体を出
生させ実験に使用した。動物実験および動物
の取り扱いについては、北里大学医学部動物
実験委員会の審査と学長の承認の下、北里大
学動物実験指針を遵守して行った。 
 
（２）行動解析  
 行動解析は防音室内で 11:00～18:00 の間
に行った。ハンドリングは 1 日 1回 5分間行
い、行動解析までに 3 回行った。 
明暗選択テストはビーム式小動物行動解析
システム（室町機械）を用いて、1 回あたり
30 分間測定を行った。不安様行動の指標とし
て明所移動比率を主要なパラメータとして
解析した。オープンフィールドテストは 50 cm 
x 50 cm の塩化ビニル製の箱内で行った。マ
ウスの行動はオープンフィールド真上に固
定されたビデオカメラで撮影し、解析ソフト
Lime Light を用いて解析した。不安様行動の
指標としては中央移動比率とフリージング
時間を主要なパラメータとして解析した。 
 
（３）脳波測定 
 セボフルランの吸入麻酔下で、皮質脳波記
録用ビス電極を頭骨上に、深部電極を海馬に
刺入留置し、コネクターに接続後、頭骨に固
定した。脳波記録は防音暗箱内（明期：午前
8 時～午後 8 時）に設置した直径 30 cm の円
形の脳波測定用ゲージでマウスを飼育し、手
術直後から約 14 日間連続で行った。マウス
の行動は動画と脳波を同時に記録し、発作波
や痙攣について解析した。暗期の動画撮影に
は赤外線光源を用いた。 
 
（４）急性および慢性ストレス反応の測定 
 急性ストレスとしては、呼吸用の穴を開け
た 50 ml のプラスチック遠心管にマウスを閉
じ込め 30 分間室温で放置した。慢性ストレ
ス負荷は、急性ストレス負荷を 8日間連続し
て行った。急性ストレスをかける前後に日静
脈から採血を行い、血中コルチコステロン量
を市販の ELISA キットで測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）SNAP-25 ノックインマウスの不安様行
動発症機序の解明 

SNAP-25 ノックインマウスは不安様行動の
他にも、新奇環境下での自発運動や扁桃体で
のモノアミンの放出にも異常が生じている。
これらの異常行動の発現にモノアミン放出
の低下が関わっているかを明らかにするた
め、シナプス間隙へのカテコールアミン遊離

を引き起こすメタンフェタミンの影響を調
べた。 
メタンフェタミンを投与すると、野生型マ

ウスでは、新奇環境下での行動時間や行動時
の平均速度を顕著に増加させた。それに対し
て、SNAP-25 ノックインマウスにメタンフェ
タミンを投与すると、新奇環境下での自発運
動の急速な低下や行動時の平均速度の低下
が見られなくなるが、不安様行動には有意な
影響が見られないことが明らかとなった。さ
らに同様の作用は、ドーパミン D2/D3 受容体
のアゴニストであるキンピロールの投与に
よっても引き起こされることが分かった。以
上のことから SNAP-25ノックインマウスで見
られる自発運動の低下はドーパミンあるい
はノルアドレアナリンの遊離の低下に起因
するが、不安様行動の発現にはこれらのモノ
アミンが関与する可能性は少ないと考えら
れた。 
 SNAP-25 ノックインマウスでは、不安様行
動の発症と自発性のてんかん発作が始まる
時期がほぼ同時期であったことから、両者の
間には何らかの因果関係が存在することが
考えられた。この問題を明らかにするため、
慢性埋め込み電極を用いた脳波の連続測定
とビデオによる行動観察を行った。その結果
海馬や皮質でのてんかん発作波は生後 3週前
後に出現したが、全身発作波が多発した 2 日
以内に不安様行動が出現することが明らか
となった（図１）。抗てんかん薬であるバル
プロ酸を投与しておくと不安様行動の発症
が著しく抑制されることから、不安様行動の
発現には生後発達期でのてんかん発作の多
発が関わっていると結論された。 

図１ （A）野生型マウス（Wt）および SNAP-25
ノックインマウスの脳波。皮質（Cor）およ
び海馬（Hip）の脳波と筋電図（EMG）。 （B）
明暗選択試験の行動軌跡。全身発作が多発し
た日（P25）の 2 日後に強い不安様行動が突
如出現した。 



 

 

（２）不安様行動発症に伴う脳内変化の解明 
我々はこれまでにピロカルピン処理条件

を変えることで、マウスに可逆的および不可
逆的に不安様行動を発症させることができ
ることを明らかにしてきた。不安様行動の発
症や消失に伴い、脳内にどのような変化が生
じているかを明らかにするため、てんかん重
積後様々な日数の海馬のタンパク質量をイ
ムノブロット解析で調べた。グルタミン酸レ
セプターを始めとする多くのタンパク質の
量はてんかん重積後減少したが、調べたタン
パク質の中では GFAP と BDNF のみが増大して
いた。BDNF の量は不安様行動が見られなくな
ったマウスでも高いままであったが、BDNF の
量は不安様行動を示す時期のみに高いこと
が明らかとなった。不安様行動の発現に BDNF
が関与する可能性が得られたので、BDNF の脳
内発現を免疫組織化学によって調べるため
に不可欠な抗BDNF抗体の作成を行いproBDNF、
matureBDNF、panBDNF に対するモノクローナ
ル抗体の作成に成功した。 
 
（３）不安様行動の発症がストレス反応へ及
ぼす影響の解明 
強固な不安行動を示す 2つのモデルマウス

（SNAP-25 ノックインマウスおよびピロカル
ピンマウス）で、ストレス反応に異常が生じ
ているかを明らかにするため、血中コルチコ
ステロンの変動を調べた。正常マウスと
SNAP-25 ノックインマウスでは平常時や急性
拘束ストレスを加えた直後の血中コルチコ
ステロン濃度には有意な差は認められなか
った。1日 30 分間の拘束ストレスを毎日加え
た場合、正常マウスでは 2週以降に急性スト
レス応答が減少したが、SNAP-25 ノックイン
マウスでは 1週間後に急性ストレス応答が見
られなくなることが明らかとなった。一方不
可逆的な不安様行動を生じさせたピロカル
ピンマウスでは、一部のマウスで急性ストレ
ス反応が消失していることを見出した。 
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