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緒緒  言言  
 
恐怖記憶は生存に必須な記憶であるが、忘れられない強固な恐怖記憶は時として心的外傷後ストレス障害（PTSD）

などの恐怖関連疾患に結びつく。2014年の時点でPTSDの生涯有病率は西欧諸国では3～6％、日本では1.3％である。

近年の異常気象に伴う災害の増加や紛争に伴い、今後、有病率が増加することが懸念されている。現在のPTSD治療薬

は極めて限定的で、日本や米国で承認されている薬物はセロトニン選択的再取り込み阻害薬（SSRI）であるセルトラ

リンとパロキセチンのみである。SSRI は効果発現までに 2 週間以上要することや治療抵抗性の患者が約 30％存在す

るため、SSRI以外の分子を標的とした新規治療薬の開発が切望されている。 
現在、治療標的分子の探索は、恐怖関連疾患の治療理論モデルである恐怖消去課題を用いて精力的に行われている。

我々は、これまでに恐怖関連疾患の有病率が男性に比べて女性で約2倍高いことに注目し、恐怖消去の性差とその分子

機構の解明に向けて研究を行ってきた。その成果として、雌マウスは雄マウスに比べて恐怖消去抵抗性を示すことを見

出した。そして、DNA マイクロアレイ法を用いて恐怖消去課題後の背側海馬において、発現量に性差のある遺伝子を

網羅的に調べた。次に、その遺伝子情報を基にバイオインフォマティクス解析を行い、雌は免疫関連遺伝子の発現量が

高いことを明らかにした。そこで、免疫抑制剤のデキサメタゾン（DEX）と免疫誘発物質のリポポリサッカライド（LPS）
をそれぞれ雌雄マウスの腹腔内に投与した。その結果、DEXは雌の恐怖消去の安定性を高め、LPSは雄の恐怖消去を

阻害した。加えて、DEXを雌の背側海馬内へ投与することでも恐怖消去が促進し、LPSを雄の背側海馬内へ投与する

ことで恐怖消去が阻害された。続いて、恐怖消去の性差に中心的な役割を担う免疫関連遺伝子を絞り込むために、雌で

発現量が高かった遺伝子の中から、DEX と LPS に関連のある遺伝子に絞り込み、恐怖消去課題後の発現量差を     
real time RT-PCR法で再確認した。その結果、Ccl5、Ifit3、Usp18は雌で発現量が高いだけでなく、各遺伝子発現量

は恐怖反応と正の相関があることも分かった。 
上述した3分子の中でも、特にCCL5は臨床からも研究が進められている。例えば、CCL5やその受容体であるCCR5

の血中濃度はPTSD 患者で高く、さらに女性患者の方が男性患者よりも高い［1］。加えて、メタ解析からCCL5 の誘

導因子であるインターフェロンγの血中濃度もPTSD患者で高いことが報告されている［2］。これらの結果から、我々

は『雌マウスは雄マウスに比べて背側海馬内 CCL5-CCR5 経路が活性化しており、それが原因で恐怖消去抵抗性を示

す』という仮説を立てた。本研究は、我々の仮説を検証するとともに、CCL5-CCR5を標的とした新規治療方策（新規

治療薬と分子マーカー）の可能性を探ることを目的として実施した。 
 

方方  法法  
 
11．．恐恐怖怖消消去去のの性性差差にに対対すするる背背側側海海馬馬内内CCCCLL55--CCCCRR55のの関関与与のの検検討討  
まず、雌雄のC57BL/6Jマウスをフットショックが流れる箱に入れ（合計546秒間）、フットショック（0.75 mA、

2 秒間）を 3 回与え（箱に入れてから 180 秒後、242 秒後、364 秒後）、恐怖条づけを行った。翌日、雌マウスに対し

てはCCR5拮抗薬であるマラビロク（MVC、0.5 or 1μg/site）を、雄マウスに対しては recombinant CCL5（CCL5、
10 or 20 ng/site）を背側海馬へ投与した。投与の 30 分後に恐怖消去として、フットショックを受けた箱へマウスを   
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20分間入れた。この薬物投与と恐怖消去の組み合わせを合計5日間実施した。その後、薬物投与部の確認用に0.5％エ

オジンを背側海馬に投与し、抜脳した。摘出した脳を 40μm の切片とし、エオジンによる染色範囲から、薬物投与部

を同定した。恐怖条件づけ時及び恐怖消去時に示した％すくみ反応（％ freezing）を恐怖記憶の指標とした。また、恐

怖条件づけ時は、フットショックを与える前の最初の2分間をPREとし、フットショック後の最後の2分間をPOST
とした。さらに、恐怖消去1 日目の最初の6 分間を恐怖記憶テストに用いた。各恐怖消去では2 分毎の％ freezingを

1 binとして解析した。なお、CCL5とMVCの溶媒はそれぞれPBSと5％ DMSOを含んだPBSを使用した。 
 

22．．腹腹腔腔内内CCCCRR55拮拮抗抗薬薬投投与与にによよるる雌雌のの恐恐怖怖消消去去促促進進効効果果のの検検討討  
薬物投与方法を腹腔内投与に変更したことを除いて、実験1と同様の方法で恐怖消去課題を行い、薬物効果を解析し

た。なお、MVCの投与濃度は20 mg/kgとし、溶媒はPBSを使用した。 
 

33．．恐恐怖怖消消去去後後ででのの雌雌雄雄のの生生体体内内CCCCLL55量量のの解解析析  
恐怖消去後の生体内 CCL5 濃度の解析として、実験 1 と同じ方法で 5 日間の恐怖消去を行い、最後の恐怖消去の  

1時間後に背側海馬と血漿を採取した。背側海馬内Ccl5 mRNA量はreal time RT-PCR法を、血漿中CCL5量はELISA
法を用いて解析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．恐恐怖怖消消去去のの性性差差にに対対すするる背背側側海海馬馬内内CCCCLL55--CCCCRR55のの関関与与のの検検討討  
我々の仮説『雌マウスは雄マウスに比べて背側海馬内 CCL5-CCR5 経路が活性化しており、それが原因で恐怖消去

抵抗性を示す』を検証するために、まず、雌マウスの背側海馬へCCR5拮抗薬であるMVCを投与し、恐怖消去が促進

するかを調べた。MVC（1.0μg/site）群も溶媒群も共に POST 時の％ freezing が PRE 時の％ freezing より高くな

り、恐怖記憶の獲得に成功した（図1a）。さらに、両群でTEST時の％ freezingには差が無かったことから（図1b）、
MVCは恐怖記憶の想起に影響を及ぼさないことがわかった。一方、恐怖消去時の％ freezingはMVC投与によって減

少した（図1c）。これらの結果から、雌の背側海馬内へのMVC投与が恐怖消去を促進することがわかった。なお、MVC   

（0.5μg/site）は恐怖消去に影響を及ぼさなかった（data not shown）。 
 

 
図1．雌の恐怖消去に対する背側海馬内マラビロク（1.0μg/site）投与の効果 

a） 恐怖条件づけ時の恐怖反応。Veh群もMVC群もPREに比べてPOSTの％ freezingが高くな

った（p＜0.001）が、両群間で差はなかった。 
b） 恐怖記憶テスト時の恐怖反応。両群間で差はなかった。 
c） 恐怖条件消去時の恐怖反応。Veh群に比べてMVC群で％ freezingが低くなった（p＜0.01）。

統計学的処理は、繰り返しのある2-way ANOVA、post hocとしてボンフェローニを使用し

て行った（n＝10～12/group）。 
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続いて、雌マウスの背側海馬内CCL5量を in vivo siRNAでノックダウンする計画だったが、試薬や装置の価格が高

騰したために断念した。代わりに、雄マウスの背側海馬へCCL5を投与し、恐怖消去が阻害されるかを調べた。CCL5
（10 or 20 ng/site）群も溶媒群も共にPOST時の％ freezingがPRE時の％ freezingより高くなり、恐怖記憶の獲得

に成功した。しかし、我々の予想に反し、CCL5 投与はTEST 時だけでなくFE 時の％ freezing にも影響を及ぼさな

かった（data not shown）。つまり、雌の結果は我々の仮説を支持したが、雄の結果は支持しなかった。今後、本研究

よりも高い濃度の CCL5 を使用することや、雌マウスの海馬内 CCL5 量を低下させる方法を用いて、我々の仮説に対

して更なる検証を行う必要がある。 
 
22．．腹腹腔腔内内CCCCRR55拮拮抗抗薬薬投投与与にによよるる雌雌のの恐恐怖怖消消去去促促進進効効果果のの検検討討  
背側海馬内MVC投与によって雌の恐怖消去は促進したが、臨床応用を考慮した際、海馬内投与は侵襲性を伴うとい

う大きな課題がある。MVC は経口投与可能な抗 HIV 治療薬としてすでに本国で承認されている。これまでマラビロ

クを用いたHIV治療では重篤な副作用は報告されておらず、さらに、重大な副作用の発現頻度も0.5％未満と非常に低

いため、マラビロクは安全性の高い薬物と考えられている。そのため、マラビロクの腹腔内投与によって恐怖消去を促

進する結果が得られれば、他の新規薬物候補に比べ、素早く臨床へ適用することが可能である。ラットの結果から、静

脈内投与したMVC脳内へ移行することが報告されている［3］。そこで、雌マウスにMVCを腹腔内投与し、恐怖消去

促進効果が得られるかを調べた。 
MVC（20 mg/kg）群も溶媒群も共にPOST時の％ freezingがPRE時の％ freezingより高くなり、恐怖記憶の獲

得に成功した（図 2a）。さらに、両群でTEST 時の％ freezing には差が無かったことから（図 2b）、腹腔内投与した

MVCも恐怖記憶の想起に影響を及ぼさないことがわかった。一方、恐怖消去時の％ freezingはMVC投与によって増

加した（図 2c）。つまり、背側海馬の結果と異なり、MVC の腹腔内投与では雌マウスの恐怖消去が阻害された。これ

らの結果は、雌マウスの恐怖消去抵抗性は、背側海馬内CCR5が中心的な役割を担っていることを示唆する。従って、

CCR5を標的とした治療薬は背側海馬への薬物送達、すなわち、ドラッグデリバリーシステム（DDS）が重要になる。

近年、超音波刺激とマイクロバブルを利用することで、抹消投与した薬物を低侵襲的に脳内へ送達する方法が注目され

ている［4］。今後、CCR5を標的とした新規治療法を模索するならば、この様なDDSとの併用を考慮する必要がある。

また、なぜMVCの腹腔内投与は背側海馬内投与と異なり恐怖消去を阻害したのか、その分子機構を探ることも重要で

ある。 
 

 
図2．雌の恐怖消去に対する腹腔内マラビロク（20 mg/kg）投与の効果 

a） 恐怖条件づけ時の恐怖反応。Veh 群もMVC 群もPRE に比べてPOST の％ freezing が高く

なった（p＜0.001）が、両群間で差はなかった。 
b） 恐怖記憶テスト時の恐怖反応。両群間で差はなかった。 
c） 恐怖条件消去時の恐怖反応。Veh群に比べてMVC群で％ freezingが高くなった（p＜0.01）。

統計学的処理は、繰り返しのある2-way ANOVA、post hocとしてボンフェローニを使用して

行った（n＝9/group）。 
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33．．恐恐怖怖消消去去後後のの雌雌雄雄のの生生体体内内CCCCLL55量量のの解解析析  
前述した通り、我々は、恐怖消去時の％ freezingと背側海馬内Ccl5 mRNA量に正の相関を見出している。さらに、

雌の方が恐怖消去後の背側海馬内Ccl5 mRNA量が高い傾向にあることも見出している。一方、Oglodekらは、PTSD
の患者は健常者と比べて血漿中CCL5量とCCR5量が高く、加えて、共に女性のPTSD患者は男性患者に比べて高い

ことを報告している［1］。ただし、本研究によって、雌の恐怖消去抵抗性は全身のCCR5活性よりも背側海馬内CCR5
活性が重要なことがわかった。このことから、本来であれば臨床においても海馬内CCL5 量やCCR5 活性を測定する

ことが望ましいが、現時点では困難である。また、マウスであってもCCR5活性を測定することは容易ではない。そこ

で、測定対象をCCL5に絞り込み、血漿中CCL5と背側海馬内Ccl5 mRNA の相関を調べ、仮に、これらに正相関が

認められれば、血漿中CCL5 をPTSD の有用な分子マーカーへと発展させることが可能になると考えた。以上の理由

から、雌雄マウスを対象とし、恐怖消去後における背側海馬内Ccl5 mRNA量と血漿中CCL5量を測定した。 
恐怖消去後の血漿中CCL5量に性差は認められなかった（図3a）。恐怖消去後の背側海馬内Ccl5 mRNA量は雌の方

が高かったが、有意な差は認められなかった（図3b）。有意差が認められなかった要因として、解析サンプル数が少な

かったことが考えられる。また、背側海馬内Ccl5 mRNA量と血漿中CCL5量との間に正相関が認められたが（図3c）、
これは雄の1匹のデータが高いために、見かけ上の正相関と推測される。事実、該当データを抜いた場合、相関は消失

した（図 3d）。この結果と実験 2 の結果から、恐怖消去反応性に対する CCL5-CCR5 の役割は背側海馬と末梢で異な

ると考えられる。恐らく、雌の恐怖消去抵抗性には末梢の CCL5 ではなく背側海馬内 CCL5 が重要である。Oglodek
らの研究はサンプル数が少ないこともあり、血漿中のCCL5-CCR5 をPTSD の分子マーカーとして用いるには更なる

知見の集積が必要と考える。 
 

 

図3．恐怖消去後の雌雄の血漿中CCL5量と背側海馬内Ccl5量 
a） 恐怖消去後の血漿中CCL5量。両群間で差はなかった。 
b） 恐怖消去後の背側海馬内Ccl5量。両群間で差はなかった。 
c） 恐怖消去後の雌雄の血漿中CCL5量と背側海馬内Ccl5量の相関図。 
d） 値の高い雄データを抜いた際の恐怖消去後の雌雄の血漿中 CCL5 量と背側  

海馬内Ccl5量の相関図。 
統計学的処理は、繰り返しのある2-way ANOVA、post hoc としてボンフェローニ

を使用して行った（a：n＝5/group、b：n＝4～5/group）。 
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