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研究成果の概要（和文）：アルコール依存併発の難治性うつ病モデルマウス作成を試み、スクロース嗜好性試験
および新奇環境摂食抑制試験において、フルオキセチン連続処置では寛解しないが、ケタミン単回投与で寛解す
るうつ病モデルマウスを見出した。さらに、GluN2Dの遺伝子欠損マウスを用いた研究において、光学異性体のR
ケタミン単回投与後に見られる持続的な抗うつ作用発現と認知機能阻害においては、GluN2Dが重要な役割を担っ
ていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We constructed the treatment-resistant depression model mice concurrent with
 alcohol dependence which does not ameliorate with fluoxetine continuous treatment but ameliorates 
with ketamine single dose in both the sucrose preference test and the novelty suppressed feeding 
test. Furthermore, in studies using GluN2D-knockout mice, we revealed that GluN2D could play an 
important role in the sustained antidepressant effect and cognitive impairment observed after single
 administration of R-ketamine.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　アルコール依存症とうつ病は合併頻度が高く、既存の抗うつ薬では治療効果が低いことから、合併患者におけ
る発症メカニズム解明と治療法の開発が求められているものの、動物モデルを用いたアルコール依存併発の難治
性うつ病研究は殆ど行われていなかった。本研究成果は、難治性うつ病治療に有用であるとされるケタミンの作
用機序解明に繋がる知見を提唱するとともに、アルコール依存併発の難治性うつ病モデルマウスを新たに構築す
ることで新規創薬・治療法開発に有用なツールを提供する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アルコール依存症とうつ病の合併は頻度が高いことが知られており、また自殺率も高いこと
から大きな社会問題となっている。特に、「モノアミン仮説」に基づく既存の抗うつ薬では、ア
ルコール依存症とうつ病の合併患者への治療効果が低いことから、合併患者におけるうつ病メ
カニズムの解明と治療法の開発は喫緊の課題である。これまでに、アルコール禁断時期に生じ
るマウスの抑うつ様行動を指標とした研究はなされているものの、当該モデルでは既存の抗う
つ薬が奏功しており、動物モデルを用いたアルコール依存併発の難治性うつ病研究は殆ど行わ
れていない。また、2000 年頃から麻酔薬ケタミンに強力な抗うつ作用があるという報告がなさ
れ、近年大きく注目されている。ケタミンがアルコール依存症とうつ病の合併患者への治療に
奏功するという臨床所見もあるが、本邦においては抗うつ薬としての適用は現在までに認めら
れていない。NMDA 受容体拮抗薬であるケタミンの作用機序に関しては、NMDA 受容体
GluN2B サブユニットやセロトニン受容体 5-HT1B の関与が報告されているものの、その詳細
な作用機序に関しては未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 アルコール長期暴露とストレス負荷を組み合わせることにより、アルコール依存併発の難治
性うつ病モデルマウスを作成し、モデルマウスを用いた行動薬理学的解析によりケタミンの難
治性うつ病治療における有効性を検証するとともに、遺伝子欠損マウスを用いてケタミンの抗
うつ効果発現におけるNMDA受容体GluN2Dサブユニットの役割を明らかにすることを目的と
して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）アルコール依存併発の難治性うつ病モデルマウス作成 
 実験には雌雄の C57BL/6J マウスを用いた。アルコール依存マウスの作成は、5－8 週齢の時
点から種々の濃度のエタノール含有水を単独あるいは 2 ボトル自由選択式で種々の期間処置し、
アルコール嗜好性（2 ボトル自由選択式でのアルコールボトル選択率）が高値を示した個体を
アルコール依存マウスとして扱った。難治性うつ病モデル候補の作成には、アルコール依存形
成期間後に拘束ストレス（マウスを 50 ml のプラスチックチューブ内に入れることで 4 時間拘
束）を 1 日 1 回連続 5 日間負荷した。作成したモデルマウス候補に関しては、スクロース嗜好
性試験ならびに新奇環境摂食抑制試験により、対照群（無処置マウス）、アルコール依存群、ス
トレス負荷群の 3 群と比較しつつ、抑うつレベルの検討を順次行い、抑うつレベルが高い条件
を見出した。さらに、既存の抗うつ薬であるフルオキセチン（選択的セロトニン再取り込み阻
害薬：SSRI）20 mg/kg を連続投与して、抑うつ様症状が改善しないことを確認し、モデルマウ
スとして確立した。 
 
（2）GluN2D-KO マウスにおけるケタミンおよびその光学異性体の薬理作用の解析 
 遺伝背景を C57BL/6J とする NMDA 受容体サブユニット GluN2D のノックアウト（KO）マ
ウスを用いて、ケタミンおよびその光学異性体の薬理作用を検討した。抗うつ作用の変化は、
尾懸垂試験を用いて解析し、認知機能阻害効果の変化は、新奇物体認識試験を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（1）アルコール依存併発の難治性うつ病モデルマウス作成 

アルコール処置の開始週齢、処置アル
コールの含有量、スクロース添加の有無、
アルコール曝露期間など様々な条件を
変化させ検討した結果、6 週齢の時点か
らエタノール（処置 9 日目までに 1%か
ら 5%エタノールに漸増）を飲料水とし
て与え、続いて 3 週間 5％エタノールと
水を 2ボトル自由選択式で処置すること
でアルコール依存マウスを作成し、マウ
スのアルコール嗜好性（2 ボトル自由選
択式におけるアルコールボトル選択率）
を確認後、アルコール処置を中止し、4
時間の拘束ストレスを 1 日 1 回連続 5 日
間負荷することで、アルコール依存併発
の難治性うつ病新規モデル候補マウス
を作成した。本モデルマウスは、抑うつ
の指標とされる、スクロース嗜好性試験
におけるスクロース選択率の低下が見
られ（図 1）、抗うつ薬であるフルオキセ
チンの3日間連続投与では改善が見られ
ないが、ケタミン単回処置により、用量

図 1 スクロース嗜好性試験による難治性うつ病モデ
ルマウスの妥当性評価 
2 ボトル選択式スクロース嗜好性試験における 1%スク
ロース水選択率。ケタミンおよびその光学異性体は試
験 48 時間前に単回投与。フルオキセチン(20 mg/kg)は
3 日間連続投与。*** P<0.001 vs Non-stress, #,### P < 
0.05, 0.001 vs モデルマウス 



依存的に改善することを明らかにした。また、この効果はケタミンの光学異性体両者において
確認された。さらに、本モデルマウスにおいては新奇環境摂食抑制試験における新奇環境下で
の摂食開始時間の遅延が見られ、フルオキセチン 5日間連続投与では改善が見られないが、ケ
タミン単回処置により改善することを明らかにし、ヒトにおける臨床所見との相関性がある、
妥当性の高いモデルマウスであると考えられた。 
 

（2）GluN2D-KO マウスにおけるケタミンおよびその光学異性体の薬理作用の解析 
 ケタミンの抗うつ効果の検討は、4 時
間の拘束ストレス負荷の 10 分後に薬物
を投与して、さらに 10 分後に尾懸垂試
験（TST）を行うことで、急性の抗うつ
効果を、また同じマウスに対して 96 時
間後に再度 TST を行うことで、持続性の
抗うつ効果を検討した（図 2A）。TST を
用いた抗うつ効果の検討の結果、野生型
マウスならびに GluN2D-KO マウスのい
ずれにおいても、ケタミン（10 mg/kg）
腹腔内投与により抑うつ状態の指標と
される無動時間の有意な短縮が見られ
た（図 2B, C）。また、光学異性体を用い
た検討でも、同様に急性の抗うつ効果が
確認された（図 2B, C）。一方、96 時間後
に行った持続性の抗うつ効果の検討に
おいては、ケタミンおよび(S)-ケタミン
の抗うつ効果は、野生型マウスおよび
GluN2D-KO マウスの両者で投与後 96 時
間持続したが、(R)-ケタミンの持続的抗
うつ効果は野生型マウスにおいてのみ

観察され、GluN2D-KO マウスにおいて
はその抗うつ効果は消失しており（図2D, 
E）、(R)-ケタミンの持続性の抗うつ効果
の発現に GluN2D サブユニットが重要で
あることが示唆された。 
次に、ケタミンの副作用である認知機

能障害効果を検討するために、新奇物体
認識試験を行った。ケタミンおよび(S)-
ケ タ ミ ン 処 置 で は 野 生 型 お よ び
GluN2D-KO マウスの両方において認知機能の阻害効果が見られた。一方、(R)-ケタミンは野生
型マウスにおいて低用量（10 mg/kg）では効果が見られず、高用量（20 mg/kg）処置でのみ認
知機能阻害効果が見られ、その効果は GluN2D-KO マウスにおいては消失していた。 
本研究結果より、ケタミンおよびその光学異性体による急性の抗うつ効果発現には、GluN2D

は関与しないこと、ラセミ体ケタミンおよび(S)-ケタミンによる持続性の抗うつ効果ならびに
新奇物体認知機能阻害効果の発現には、GluN2D は関与しないこと、(R)-ケタミンによる持続性
の抗うつ効果ならびに新奇物体認知機能阻害効果の発現には、GluN2D サブユニットを含む
NMDA 受容体を介した機構が関与していることが示された。これらの結果は、ケタミンおよび
その光学異性体の中枢作用発現において、GluN2D サブユニットは作用によって異なる役割を
担っていることを示唆している。 
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