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略語一覧 

扁桃体 

BLA … 基底外側核、basolateral nucleus of the amygdala 

LA … 外側核、lateral nucleus of the amygdala 

BA … 基底核、basal nucleus of the amygdala 

CeM … 内側中心核、medial division of the central nucleus 

CeL … 外側中心核、lateral division of the central nucleus 

ITC … 間在核、intercalated amygdala cells 

 

内側前頭前皮質、medial prefrontal cortex (mPFC) 

IL… 下辺縁皮質、infralimbic region 

PL … 前辺縁皮質、prelimbic region 

 

海馬 

DG … 歯状回、dentate gyrus 

 

腹側被蓋野、ventral tegmental area (VTA) 
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要旨 

恐怖は生物が環境に適応して生存するために重要な情動である。しかし不安

障害においては過剰な恐怖が症状の悪化に寄与している。近年、不安障害に対

する治療法として、患者を恐怖の対象に徐々にさらしていくことで恐怖を克服

させる曝露療法が注目されている。曝露療法は、脳に元来備わっている “恐怖を

抑制する機構” を利用することで不安障害を治療する。しかし、再発率が約 

40 % と非常に高いことが問題となっている。再発のメカニズムは依然として不

明である。実験動物においても、恐怖条件づけ後に、嫌悪刺激と関連付けられ

た中立的な刺激のみを再提示する消去学習を行うことにより、恐怖反応は減弱

する。しかし、消去学習の効果は永続的ではなく、しばしば恐怖は「復元」す

る。本研究は、恐怖の復元メカニズムを解明することにより、不安障害の再発

メカニズムの一端を明らかにすることを目的とした。マウスに実験環境で電気

ショックを与え、環境と電気ショックの関係を学習させた。翌日、環境に長時

間再提示し続けることにより消去学習をさせると、恐怖反応は徐々に低下した。

このマウスに、単独では条件づけが成立しない程度の弱い電気ショックを与え

ると、再び高い恐怖反応を示すようになった (復元)。復元に関与する脳領域を

探索するため、最初期遺伝子 c-Fosを用いて神経活動をマッピングした。復元時

は、消去学習に関与すると考えられている、下辺縁皮質および間在核の活動が

低下していた。一方で、恐怖の発現に必須な脳領域である中心核が活性化して

いた。また電気生理学的解析により、復元に伴い下辺縁皮質のシナプス伝達が

減弱することを明らかにした。さらに、復元誘導時に下辺縁皮質に投射するド

パミン細胞が活性化すること、恐怖の復元が下辺縁皮質のドパミン D1 受容体

依存であることを明らかにした。復元に伴う下辺縁皮質のシナプス減弱および
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扁桃体の活動変化も、共に、下辺縁皮質のドパミン D1 受容体依存であった。

これらの結果から、下辺縁皮質のドパミンシグナルは、消去学習に関わる神経

回路を抑圧して扁桃体中心核を脱抑制することにより、復元に寄与すると考え

られる。  
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緒言 

不安障害の治療と再発 

恐怖は生物が環境に適応して生存するために重要な情動である。過剰な恐怖

は不安障害などの精神疾患の原因となる。例えば、心的外傷後ストレス障害 

(Post-Traumatic Stress Disorder, PTSD) は自然災害、戦争、暴力行為、事故

など衝撃的事象の経験後に生じる精神疾患である。PTSD はパニック発作、う

つ、睡眠障害、離人感、失感情などの症状を引き起こし、生活の質を著しく低

下させる。PTSD 治療には選択的セロトニン再取込阻害薬、ベンゾジアゼピン

等が用いられるが、奏効しない症例が多い (Foa et al., 2002; Ehlers and Clark, 

2003)。そのため、恐怖を制御する脳内メカニズムを解明し、適切に制御するこ

とは、神経科学における重要な課題である。近年、不安障害に対する治療法と

して、認知行動療法の一つである曝露療法が注目されている。曝露療法は、患

者を恐怖の対象に徐々にさらしていくことにより、脳に元来備わっている“恐

怖を抑制する機構”を利用して、恐怖を克服させる治療法である (McNally, 

2007)。しかし、不安障害患者において臨床上問題となっている再発率の高さは、

認知行動療法においても解決できていない。不安障害患者の約 4 割が、治療後

の再発に苦しんでいる (Bruce et al., 2005; Ansell et al., 2011)。そして、この

ような再発のメカニズムは依然として不明である。 

 

恐怖条件づけ 

恐怖を制御する神経基盤は、恐怖条件づけ課題を用いた研究により明らかに

されてきた。恐怖条件づけ課題は、電気ショックなどの嫌悪刺激 (無条件刺激) 
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と音や実験環境のような中立的な刺激 (条件刺激) の関係を学習させる課題で

ある (Phillips and LeDoux, 1992; LeDoux, 2000)。条件づけが成立すると、実

験動物は条件刺激の提示に対して恐怖反応を示すようになる。しかし、条件刺

激のみの再提示を続けると恐怖反応は徐々に消失する。これは、恐怖記憶が失

われる忘却によるのではなく、実験動物が「条件刺激は危険ではない」という

新たな学習 (Extinction, 消去学習) をすることにより、恐怖の発現が抑制され

るためだと考えられている (Morgan et al., 1993; Myers and Davis, 2002; 

Quirk et al., 2006; Herry et al., 2010)。消去学習は曝露療法の科学的基盤と考

えられている (Davis, 2002; Quirk et al., 2006)。しかし、消去学習の効果は永

続的ではない。条件刺激に対する恐怖反応は消去学習によって現れなくなるが、

無条件刺激を単独で与えることにより復元 (Reinstatement) する (Rescorla 

and Heth, 1975; Myers and Davis, 2007; Vervliet et al., 2013)。復元は不安障

害の再発の一因となると考えられるが、そのメカニズムは不明である。 

 

恐怖を制御する脳領域 

破壊実験、薬理学実験、神経活動の測定などにより、恐怖の制御に関わる脳

領域が明らかにされてきた。中でも扁桃体、内側前頭前皮質 (mPFC)、海馬は、

恐怖の制御に重要な役割を持つ (Kim et al., 1993; Morgan and LeDoux, 1995; 

Maren et al., 1996; Sierra-Mercado et al., 2011)。 

扁桃体は情動の中枢と考えられており、組織学的に複数の亜核に分けられる 

(Sah et al., 2003) (Fig. 1)。扁桃体内側中心核 (CeM) は扁桃体の出力核であり、

視床下部や中脳水道周囲灰白質などに投射を持つ (De Oca et al., 1998; Ehrlich 

et al., 2009)。CeM の神経活動は、恐怖反応の発現に必要かつ十分であること
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が知られている (Ciocchi et al., 2010)。扁桃体基底外側核 (BLA) は、条件づけ

学習における条件刺激と無条件刺激の連合の場である  (LeDoux, 2000; 

Hashikawa et al., 2013)。条件づけが成立すると、学習時に活動した神経細胞

が条件刺激の提示に対して優先的に活動し、記憶を想起させて恐怖反応を引き

起こすと考えられている (Han et al., 2007; Zhou et al., 2009; Nomura et al., 

2011; Nonaka et al., 2014)。間在核 (ITC)  は中心核と BLA の間に存在する

抑制性神経細胞である。ITC は BLA から入力を受け、中心核に対して出力す

る (Amir et al., 2011; Busti et al., 2011; Mańko et al., 2011)。ITC は消去学習

に必須であることが示されており (Likhtik et al., 2008)、CeM の活動を抑制す

ることにより扁桃体からの出力を遮断して、恐怖の発現を抑制すると考えられ

ている (Amano et al., 2010)。 

mPFC は下辺縁皮質 (IL)、前辺縁皮質 (PL) 等の亜領域に分けられる (Fig. 

1)。IL、PL 共に、扁桃体と相互投射を持つと考えられており、特に IL は ITC 

に直接投射を持つことが示されている (Cho et al., 2013)。古典的な破壊実験か

ら、mPFC は消去学習に必要であると考えられてきた (Morgan et al., 1993)。

さらに近年になり亜領域を区別した検討が進むと、IL と PL は消去学習におい

て異なる機能を持つことが示唆された。IL および PL を消去学習時に薬理学的

に抑制すると、IL を抑制した場合のみ消去学習が阻害される (Sierra-Mercado 

et al., 2011)。また、IL の電気刺激は消去学習を促進する一方で、PL の電気刺

激は消去学習を抑制する (Vidal-Gonzalez et al., 2006)。このような知見から、

IL および PL はそれぞれ、恐怖反応の発現を負および正に制御すると考えられ

ている (Sotres-Bayon and Quirk, 2010; Lüthi and Lüscher, 2014)。 

海馬も恐怖条件づけに関わり、特に文脈的恐怖条件づけにおいて必須である
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ことから、環境の情報を処理していると考えられている (Selden et al., 1991; 

Kim and Fanselow, 1992; Phillips and LeDoux, 1992, 1994; McHugh et al., 

2007) (Fig. 1)。消去学習も環境特異性のある学習であり、海馬が関与すると考

えられている (Ji and Maren, 2007; Tronson et al., 2009)。海馬は扁桃体および 

mPFC に対して投射を持っており、これらの脳領域が相互作用することによっ

て正常な学習が成立すると考えられている  (Sotres-Bayon et al., 2012; 

Moustafa et al., 2013)。 

 

恐怖の発現と抑制を担う神経回路 

神経回路は経験に基づいて可塑的に変化し、記憶痕跡として脳内に固定化さ

れる。動物の情動や行動は、それぞれに対応した神経回路が活性化することに

より制御されると考えられている。恐怖条件づけをすると恐怖の発現を司る神

経回路が活性化し、可塑的に変化して、記憶痕跡として Fear circuit が形成さ

れると考えられている (Sotres-Bayon and Quirk, 2010; Marek et al., 2013)。

Fear circuit には BLA、PL、海馬などが含まれ、その下流で CeM が活性化

することにより恐怖反応を誘導すると考えられている。一方、消去トレーニン

グにより恐怖反応が現れなくなるのは、Fear circuit が消失するためではなく、

Fear circuit を上書きして抑制するような新しい回路 (Extinction circuit) が

形成されるためであると考えられている  (Herry et al., 2008)。Extinction 

circuit には IL、ITC、BLA 等が含まれる。IL は、ITC を介して CeM の活

動を抑制することにより消去学習に関わると考えられている  (Milad et al., 

2004; Amir et al., 2011; Cho et al., 2013) (Fig. 1)。このように消去学習は、恐

怖条件づけにより形成された記憶痕跡を消し去る忘却ではなく、元の恐怖を上
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書きして抑制すると考えられている。行動学的には、消去学習の効果が永続的

ではなく、時間経過や環境の変化、無条件刺激の再提示などにより恐怖が復元

することが、元の恐怖が完全に消失してはいないことを示唆している (Herry et 

al., 2010)。 

復元は、恐怖条件づけおよび消去学習による神経回路編成の後に起こる現象

であるため、これらの神経回路メカニズムが明らかになって初めて研究対象と

することが可能になる。近年、恐怖条件づけと消去学習のメカニズムが脳領域

レベル、神経回路レベル、分子レベルで明らかになってきており、復元のメカ

ニズム解明の足場が整いつつある。そこで本研究は、恐怖復元の神経回路メカ

ニズムを解明することにより、不安障害の再発メカニズムの一端を明らかにす

ることを目的とした。  
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実験方法および使用薬物 

実験は、東京大学大学院薬学系研究科のガイドラインに従い、実験動物への

苦痛を最小限に抑える努力のもとにおこなった。 

 

マウス 

日本 SLC より購入した C57BL/6J (♂)を 4 匹ずつ、12 時間の点灯サイクル、

自由摂食・摂水下で飼育した。行動試験開始の 2 日前から個別に飼育した。実

験開始までに 1週間のハンドリングをおこなった。行動試験開始時のマウスは 8 

– 15週齢であった。行動試験は 9 – 14 時の間におこなった。 

 

文脈的恐怖条件づけ 

マウスに実験環境と床からの電気ショックを関連づけて学習させた。実験環

境でマウスが示したすくみ反応の時間 (無動時間) を測定し、全時間に占める割

合を算出して恐怖の指標とした。実験中のマウスの行動はすべてビデオに録画

し、すくみ反応時間は NIH ImageJ を用いて自動的に算出した。算出方法は 

(Nomura and Matsuki, 2008) を参考にした。 

条件づけ、消去学習、復元の誘導は以下のようにおこなった (Fig. 2) (Shen et 

al., 2013)。マウスを条件づけ環境 A (四角柱透明アクリル壁、白色光、グリッ

ドの床) に入れ、150 秒後に 1 mAの電気ショックを 2秒間与え、その後 150 

秒間隔で計 3 回電気ショックを与えた (条件づけ、FC)。60秒後にマウスをホ

ームケージに戻した。翌日、ショックを与えない状態で環境 A に 40 分間再曝
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露した (消去トレーニング、Extinction training)。翌日、環境 A に 5 分間再

曝露して、恐怖反応が消失していることを確認した (Test 1)。翌日、環境 B (三

角柱白色アクリル壁、赤色光、グリッドの床) に入れた直後に 0.6 mA、2 秒間

の Reminder shock を与え、すぐに取り出しホームケージに戻した。さらに翌

日、環境 A に 5 分間再提示してすくみ反応時間を測定し、復元が生じている

かを評価した (Test 2)。なお、ナイーブのマウスに対して、環境 B で 0.6 mA、

2 秒間の電気ショックを与えてすぐに取り出し、翌日環境 A に提示した場合の

すくみ反応時間は 6.0 ± 2.1 % と低かったことから、Reminder shock 単独で

は条件づけが成立しないことを確認した。 

 

実験① 恐怖の想起時、消去時、復元時の神経活動の検出: 

マウスは 3 群に分けた。Fear 群は、1 日目に条件づけ、2 日目に 5 分間環

境 A に再提示し (Test 0)、90 分後に脳を摘出した。Extinction 群は、1 日目

に条件づけ、2 日目に消去トレーニング、3 日目に Test 1 をおこない、Test 1

の 90 分後に脳を摘出した。Reinstatement 群は、1 日目に条件づけ、2 日目

に消去トレーニング、3 日目に Test 1、4 日目に Reminder shock 提示、5 日

目に Test 2 をおこない、Test 2 の 90 分後に脳を摘出した (Fig. 3)。行動試験

をおこなわず、ホームケージにいるマウスの脳を摘出したものをナイーブコン

トロールとした。 

 

実験② IL の活動低下の復元への十分性の検証: 

1 日目に条件づけ、2 日目に消去トレーニング、3 日目に Test 1 をおこなっ

た。4 日目に蛍光標識されたムシモール (0.25 µg/side) もしくは PBSを IL に
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局所投与し、30 分後に Test 2 をおこなった (Fig. 5)。Test 2 の後に脳を摘出

し、蛍光シグナルを観察することで IL に薬物が投与できていることを確認し

た。 

 

実験③ IL の電気生理学的性質の変化の検討Ⅰ : 

mEPSC の記録には、実験①と同様の  Fear 群、 Extinction 群、

Reinstatement 群を用いた。最後のテストの 60 – 90 分後に脳を摘出した 

(Fig. 6)。 

 

実験④ IL の電気生理学的性質の変化の検討Ⅱ : 

ペアパルス比の記録には、以下のマウスを用いた。Reinstatement 群は実験

③と同様。Extinction 群は、1 日目に条件づけ、2 日目に消去トレーニング、

3 日目に Test 1 をおこなった。4 日目に環境 B に数秒間曝露し、ホームケー

ジに戻した。5 日目に Test 2 をおこない、60 – 90 分後に脳を摘出した (Fig. 7)。 

 

実験⑤ IL に投射する VTA 神経細胞の活動の検出 : 

Alexa 488-conjugated cholera toxin subunit B (0.5ug/side, Life 

Technologies) は、行動試験開始の 3 日前に投与した。1 日目に条件づけ、2 日

目に消去トレーニング、3 日目に Test 1 をおこなった。4 日目、Reminder 

shock 群は環境 B で Reminder shock を与え、No shock 群は環境 B に数秒

間曝露し、ホームケージに戻した。90 分後に脳を摘出した (Fig. 8)。 
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実験⑥ D1 受容体の復元への必要性、および、D1 受容体阻害が IL の電気生理

学的性質と扁桃体の活動に与える影響の検討: 

1 日目に条件づけ、2 日目に消去トレーニング、3 日目に Test 1 をおこなっ

た。4 日目に SCH23390 (1 µg/side) もしくは PBSを IL もしくは PL に局

所投与し、30 分後に Reminder shock を与えた。5 日目に Test 2 をおこな

った。電気生理学的性質の検討の実験では、Test 2 の 60 – 90 分後に脳を摘

出した。扁桃体の活動に与える影響の検討の実験では、Test 2 の 90 分後に脳

を摘出した (Fig. 9 – 12)。 

 

実験⑦ IL のドパミンシグナルの復元への十分性の検討: 

1 日目に条件づけ、2 日目に消去トレーニング、3 日目に Test 1 をおこなっ

た。4 日目にドパミン (30 µg/side) を IL に局所投与した。5 日目に Test 2 を

おこなった。 

 

手術・薬物投与 

 キシラジン (10 mg/kg, i.p.)、ペントバルビタール (2.5 mg/kg, i.p.) 麻酔下で、

26 ゲージのステンレスガイドカニューレ (Plastics One) を IL  (A/P 1.7 mm, 

L/M ±0.3 mm, D/V -3.0 mm) もしくは前辺縁皮質 (A/P 2.0 mm, L/M ±0.3 mm, 

D/V -2.2 mm) をターゲットとして埋め込み、歯科用セメントで固定した。薬物

投与まで、詰まりを防ぐために 33 ゲージのダミーカニューレを挿入した。手

術後、7 日間以上の回復期間の後に行動試験をおこなった。薬物投与には 28 ゲ

ージの投与カニューレを用いた。2 分間かけて薬液を投与し、投与終了後 1 分
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間静置した。行動試験後に、カニューレの跡および蛍光色素の投与により、薬

物投与位置を確認した。 

 

免疫組織化学染色 

 マウスにエーテル麻酔を施し、灌流固定後脳を摘出、後固定を 8 時間おこな

い、20 % スクロース / PBS 溶液に一晩、30 % スクロース / PBS 溶液に二晩

浸漬させた。脳をドライアイスで急速凍結させ、-80 ℃で保存した。クリオス

タットを用いて 40 um 厚の切片を作製し、PBS に浮遊させ免疫染色をおこな

った。 

DAB 染色は以下の要領でおこなった。0.2 % Triton-X-100 を 15 分間処置、

PBS で洗浄、0.03 % H2O2 を 30 分間処置、PBS で洗浄、2 % goat serum で 

60 分間ブロッキングをおこない、一次抗体  (rabbit anti-c-Fos (Ab-5) 

(CalBiochem, 1 : 5000)) を 4 ℃で二晩処置した。PBS で洗浄後、二次抗体 

(Biotinylated anti-Rabbit IgG (1 : 500)) を室温で 2 時間処置、PBS で洗浄後、

avidin-biotin 複合体  (1 : 100) を室温で  90 分間処置、TBS で洗浄、

Diaminobenzidine (0.03 %) 、0.01 % H2O2 で 7 分間反応させた。TBS、0.01 

M PB で洗浄し、切片をスライドに貼り付け、一晩乾燥させた。エタノールで

脱色し、キシレンで透徹した後、マリノールで封入した。 

蛍光染色は以下の要領でおこなった。0.2 % Triton-X-100、5 % goat serum で 

60 分間ブロッキングをおこない、一次抗体  (rabbit anti-c-Fos (Ab-5) 

(CalBiochem, 1 : 1000), mouse anti-tyrosine hydroxylase antibody (MAB318, 

1:500; Millipore)) を 4 ℃で一晩処置した。PBS で洗浄後、二次抗体 (goat 
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anti-rabbit biotinylated antibody (BA-1000, 1 : 500), Alexa Fluor 405 goat 

anti-mouse IgG secondary antibody (A31553, 1:400; Life Technologies)) を室

温で 2 時間処置、PBS で洗浄後、avidin-biotin 複合体 (1 : 100) を室温で 90 

分 間 処 置 、 PBS で 洗 浄 、 TSA-Cyanine 3 (SAT704A001EA, 1:1000; 

Perkin-Elmer) を室温で  1 時間処置した。切片をスライドに貼り付け、

Permafluor (ThermoShandon, Pittsburgh, PA) で封入した。 

 

画像取得・解析 

 DAB 染色画像は AF7000蛍光顕微鏡システム (Leica AF6000, 10x objective 

lens (NA, 0.3))を用いて取得した。蛍光染色画像は共焦点顕微鏡 (CV1000, 40x 

objective lens (NA, 1.3); 横河電気) を用いて取得した。ImageJ を用いて、各

脳領域における c-Fos 陽性細胞の密度を算出した。解析はブラインドでおこな

った。解析に用いた画像の座標は以下の通り : 内側前頭前皮質  (bregma 

between 2.2 mm and 1.5 mm)、扁桃体 (bregma between -1.2 mm and -1.8 

mm)、海馬 (bregma between -1.5 mm and -2.0 mm)、腹側被蓋野 (bregma 

between -2.9 to -3.4 mm)。内側前頭前野皮質は下辺縁皮質 (infralimbic region, 

IL) と前辺縁皮質 (prelimbic region, PL) に分けて解析した。扁桃体は、外側

核 (lateral nucleus, LA)、基底核 (basal nucleus, BA)、 外側中心核 (lateral 

division of the central nucleus, CeL)、内側中心核 (medial division of the 

central nucleus, CeM)、腹側間在核 (ventral intercalated amygdala cells, 

ITCv)、背側間在核 (dorsal ITC, ITCd) を区別して解析した。海馬は、CA 1 野、

CA 2 野、CA 3 野、歯状回 (dentate gyrus, DG) を区別して解析した。 
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電気生理学的検討 

 マウスにエーテル麻酔を施し、脳を摘出、95% O2 / 5% CO2 を十分に通気し

氷冷した ACSF 溶液 (127 NaCl、1.6 KCl、1.24 KH2PO4、1.3 MgSO4、2.4 

CaCl2、26 NaHCO3、10 Glucose (in mM)) 中に入れた。95% O2 / 5% CO2を十

分に通気し氷冷した mACSF 溶液 (222.1 Sucrose、27 NaHCO3、1.4 NaH2PO4、

2.5 KCl、0.5 ascorbic acid、1 CaCl2、7 MgSO4 (in mM)) 中に脳を移し、ビブ

ラトーム VT 1200S (Leica) を用いて IL を含む厚さ 300 μm の冠状急性スラ

イス標本を作製した。作成した標本は、通気した 37 ℃ の ACSF 溶液中で 30 

分間インキュベートした後、室温にてさらに 30 分間インキュベートしてから

使用した。スライス標本を記録用チャンバーに移し、95% O2 / 5% CO2を十分に

通気した ACSF 溶液 (30-32℃) を潅流した (1.5-3 ml/min)。赤外線微分干渉

法を用い、顕微鏡下で IL 第 5 層の錐体細胞を目視により特定し、ホールセル

記録をおこなった。ガラス電極は外径 1.5 mm のホウケイ酸ガラスキャピラリ

ー (World Precision Instruments) より作成し、以下に示す組成の溶液を満た

した  (in mM): 120 K-gluconate、 5 KCl、 10 HEPES、 1 MgCl2、 10 

phosphocreatine-Na2、2 MgATP、0.1 NaGTP、0.2 EGTA、2 biocytin、pH 7.2-7.3、

280-295 mOsm。データの取得には  Axopatch 700B amplifier (Axon 

Instruments)、DIGIDATA 1440A (Axon Instruments) を用い、20 kHz でサ

ンプリングをおこない、2 kHz のフィルターをかけた。 

 抑制性シナプス電流を阻害するため、ピクロトキシン (100 µM) を添加した 

ACSF を使用した。IL 第 2/3 層に刺激電極を置き 50 µs、1 – 40 µA の電流パ

ルスを与えた。50 ms 間隔で paired 刺激を与え、2 回目と 1 回目の興奮性シ

ナプス後電流 (EPSC) の強度比 (ペアパルス比) を算出した。微小興奮性シナ
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プス後電流 (mEPSC) は、テトロドトキシン (1 μM) 存在下、電位固定モード 

(-70 mV) にて測定した。定期的に脱分極性パルスを注入することでアクセス抵

抗を測定し、これが 40MΩ 未満のものについてのみ解析した。検出には自作の 

MATLAB プログラムを用い、7 pA 以上の強度を持つ内向き電流を mEPSC 

と定義した。decay time と rise time を、それぞれ mEPSC のピークから強

度が 1/e になるまでの時間、および mEPSC の立ち上がりにおいて強度が 

10-90 % になるまでの時間として算出した。rise time が decay time よりも長

いようなイベントについては、偽陽性として排除した。記録後、急性スライス

標本を 4 % パラホルムアルデヒドに浸し、4℃ にて一晩インキュベートし、細

胞を固定した。翌日、スライス標本を 0.1% triton X、streptavidin-Alexa 594 (4 

μg/ml) 溶液に浸し、4℃ にて一晩インキュベートすることで、記録した細胞を

染色した。染色像は共焦点顕微鏡 CV1000 にて観察し、記録した細胞が IL 第 

5 層に存在することを確認した。 
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結果 

弱い電気ショックにより恐怖反応が復元する 

文脈的恐怖条件づけ課題を用いて、マウスに実験環境 A と電気ショックの関

係を学習させた (Fig. 2)。環境 A 内でマウスに電気ショックを与え (条件づけ, 

FC)、翌日、環境 A に 40 分間再曝露した (消去トレーニング, Extinction 

training)。すくみ反応 (freezing) は時間経過に伴い減少し、この消去学習の効

果は 3 日目の環境 A 再曝露時 (5 分間、Test 1) まで維持された。ところが、

4 日目に弱い電気ショック (Reminder shock) を与えると、5 日目に環境 A に

再曝露した際 (5 分間、Test 2) 再びすくみ反応時間が長くなった  (復元, 

reinstatement)。Reminder shock は、条件づけ環境とは異なる環境 B で、環

境暴露の直後に与えた。ナイーブマウスに対して同様の方法で弱い電気ショッ

クを与え、翌日環境 A でテストをした場合のすくみ反応時間は短かった (6.0

±2.1%, n = 5)。このことから、Reminder shock 単独では恐怖反応を誘導しな

いと考えられる。 

 

恐怖の復元時に下辺縁皮質の活動が低下する 

 復元に伴う実験環境での神経活動の変化を調べるため、神経活動依存的に発

現するタンパク質である c-Fos を神経活動マーカーとして利用した。恐怖の復

元時 (Reinstatement 群) の c-Fos 発現パターンを、恐怖の想起時 (Fear 群) 

および消失時 (Extinction 群) と比較した (Fig. 3A)。テストのにおいて Fear 

群が高いすくみ反応時間を示したのに対し、Extinction 群のすくみ反応時間は

低く、Reinstatement 群は Fear 群と同程度の高いすくみ反応時間を示した 
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(Fig. 3B)。テストの 90 分後に脳を摘出し、c-Fos を免疫染色により可視化し

た。c-Fos 陽性細胞密度を測定し、安静時の c-Fos の発現を反映すると考えら

れるナイーブマウスの値を 100 % とした場合の相対値として比較した。内側前

頭前皮質、扁桃体および海馬に着目して、亜領域ごとの陽性細胞密度を測定し

た (Fig. 4)。Fear 群は、PL、BA、CeM、CA1 で c-Fos 陽性細胞がナイーブ

マウスに比較して増加していた。Extinction 群は、IL、BA、ITCv、CeL で c-Fos 

陽性細胞がナイーブマウスに比較して増加していた。これに対して 

Reinstatement 群では、BA、CeM で c-Fos 陽性細胞がナイーブマウスに比較

して増加していた。Extinction 群と Reinstatement 群の間に有意な差が認め

られた、すなわち、復元に伴い活動が変化した脳領域は IL、ITCv、CeM の 3 

領域であった。IL および ITCv の c-Fos 陽性細胞は、Extinction 群に比較し

て Reinstatement 群で低下していた。一方、CeM の c-Fos 陽性細胞は増加し

ていた。このことから、復元時には IL および ITCv の活動が低下し、CeM の

活動が上昇していることが明らかになった。Reminder shock の提示により IL 

の活動が低下した結果、ITCv を介した CeM への抑制が減弱することにより、

消去学習により抑制されていた恐怖が復元すると考察される。 

 

下辺縁皮質の抑制により恐怖反応が増大する 

消去学習後の IL の活動低下が、恐怖反応の増大に十分である可能性を検証

した。IL の活動を抑制するために、GABAA 受容体作動薬であるムシモールを 

IL に局所投与した (Fig. 5C)。条件づけ、消去トレーング、テスト 1 をおこな

ったマウスにムシモール (0.25 µg/side) を投与し、テスト 2 でのすくみ反応時

間を比較した (Fig. 5A)。ムシモール群はコントロール群に比較して高いすくみ
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反応を示したこと (Fig. 5B) から、IL の活動低下は恐怖反応を増大させること

が示唆された。これは、消去時には活性化していた IL が復元時には活性化し

なくなることが恐怖の復元に寄与するという仮説と一致する結果である。 

 

復元に伴い下辺縁皮質においてシナプス伝達が減弱する 

IL の神経細胞の電気生理学的な性質の変化を検討するため、Fear 群、

Extinction 群および Reinstatement 群の脳急性スライス標本を作製し (Fig. 

6A)、パッチクランプ記録により微小興奮性シナプス後電流 (mEPSC) を測定し

た (Fig. 6B)。mEPSC は神経伝達物質の自発的放出により生じるシナプス後電

流である。mEPSC 頻度はシナプス入力の強さ (プレシナプスからの神経伝達

物質の放出確率およびシナプスの数) を反映し、mEPSC 強度はポストシナプ

スに存在する受容体の感度を反映すると考えられている。Reinstatement 群は 

Extinction 群に比較して mEPSC 頻度が減少した (Fig. 6C)。一方で、mEPSC 

強度に関しては群間に有意な差は認められなかった (Fig. 6D)。この結果は、復

元に伴い IL へのシナプス入力が減弱することを示唆している。さらに、

Reinstatement 群の Test 1 と Test 2 のすくみ反応時間の差を復元値 (Δ

freezing) として mEPSC 頻度との相関を調べたところ、有意な負の相関が認

められた (Fig. 6E)。 

より詳細に検討するために、連続した 2 度の電気刺激に対するシナプス電流

の大きさの比 (ペアパルス比) を測定した (Fig. 7A, B)。ペアパルス比の増大は、

神経伝達物質の放出確率の減少を反映する。Reinstatement 群は Extinction 

群に比較してペアパルス比が増大していたことから、プレシナプスからの神経

伝達物質の放出確率が減少していることが示唆された (Fig. 7C)。さらに、復元
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値とペアパルス比の間には有意な正の相関があった(Fig. 7D)。これらの結果は、

復元に伴い IL においてプレシナプス性のシナプス減弱が生じることを示唆し

ている。 

 

復元誘導刺激は下辺縁皮質に投射するドパミン性細胞を活性化する 

 電気ショックなどの嫌悪刺激の提示により内側前頭前皮質でドパミンが放出

されることが知られている (Abercrombie et al., 1989; Hamamura and Fibiger, 

1993; Feenstra et al., 2000)。また、内側前頭前皮質のドパミン D1 受容体刺激

はプレシナプス性にシナプス伝達を減弱させることが知られている (Law-Tho 

et al., 1994; Gao et al., 2001)。これらのことから、弱いショックの提示により

下辺縁皮質の活動が低下する現象にドパミンが関与し、恐怖を復元させるので

はないかと考え、これを検証した。 

 まず、Reminder shock の提示時に IL に投射を持つドパミン性細胞が活性

化するかを検証した (Fig. 8A)。IL への主要なドパミン性神経投射元である中

脳腹側被蓋野 (ventral tegmental area, VTA) に着目した (Hoover and Vertes, 

2007)。IL に神経トレーサーであるコレラトキシン B (CTB) を局所投与し (Fig. 

8B)、逆行性シグナルにより、IL に投射を持つ VTA 神経細胞を特定した。VTA 

には、約 65 % のドパミン性神経細胞の他に、約 30 % の GABA 性神経細胞、

約 5 % のグルタミン酸性神経細胞が存在する (Tan et al., 2012) ため、ドパミ

ン性細胞マーカーとしてチロシン水酸化酵素 (TH) を免疫染色した。CTB 陽性

かつ TH 陽性の細胞は、IL に投射するドパミン性細胞と同定できる。これら

の神経細胞が Reminder shock を与えた時に活性化したかどうかを調べるため、

Reminder shock を与えた 90 分後に脳を摘出し、神経活動マーカーの c-Fos 
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を免疫染色した (Fig. 8C)。CTB 陽性かつ TH 陽性細胞のうち、c-Fos 陽性の

細胞の割合を計算した。Reminder Shock 群は、実験環境 B に入れただけで 

Reminder shock を与えなかったコントロール群 (No shock 群) に比較して、

c-Fos 陽性細胞の割合が高かった (Fig. 8D)。一方、CTB 陽性かつ TH 陰性細

胞のうち、c-Fos 陽性の細胞の割合は、両群で同程度であった (Fig. 8E)。以上

より、IL へ投射するドパミン性細胞が Reminder shock により活性化するこ

とが示唆された。 

 

復元は下辺縁皮質のドパミン D1 受容体依存である 

 IL のドパミンシグナルが恐怖の復元に必要である可能性を検証した (Fig. 

9A)。Reminder shock を与える前に、ドパミン  D1 受容体阻害薬である 

SCH23390 (1 µg/side) を IL に局所投与した (Fig. 9C)。翌日マウスを実験環

境に再曝露すると、SCH23390 処置群はコントロール群に比較してすくみ反応

時間が短く、復元が阻害された (Fig. 9B)。一方、IL に隣接する脳領域である

前辺縁皮質 (PL) に SCH23390 を局所投与した場合には、両群の間に差は認

められなかった (Fig. 10)。このことから、恐怖の復元には IL の D1 受容体シ

グナルが必要であることが示された。 

 

下辺縁皮質のシナプス減弱はドパミン D1 受容体依存である 

IL の D1 受容体の活性化がシナプス減弱に必要である可能性を検証した 

(Fig. 11A)。Reminder shock を与える前に SCH23390 (1 µg/side) を IL に局

所投与し、翌日の Test 2 の後に脳を摘出して、IL の神経細胞から mEPSC を
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測定した  (Fig. 11B)。コントロール群の  mEPSC 頻度は、前述の 

Reinstatement 群 (Fig. 6C) と同程度であった。これに対し SCH23390 処置

は mEPSC 頻度が高く (Fig. 11C)、この値は前述の Extinction 群 (Fig. 6C) 

と同程度であった。すなわち、復元時にみられる IL のシナプス伝達の減弱は

D1 受容体シグナル依存であると考えられる。一方で、mEPSC 強度には有意な

差は認められなかった (Fig. 11D)。 

 

扁桃体の活動変化は下辺縁皮質のドパミン D1 受容体依存である 

IL の D1 受容体阻害が実験環境での扁桃体の活動パターンの変化に与える

影響を検討した。Reminder shock を与える前に SCH23390 (1 µg/side) を IL 

に局所投与し、翌日のテスト 2 の後に脳を摘出して c-Fos の免疫染色をおこ

なった (Fig. 12A)。コントロール群は前述の Reinstatement 群 (Fig. 4B) 同様、

ITCv の活動は低く CeM が活性化していた。これに対し SCH23390 処置群

は、前述の Extinction 群 (Fig. 4B) と同様、ITCv が活性化しており CeM の

活動は低かった (Fig. 12B)。すなわち、IL の D1 受容体阻害は、復元に伴う扁

桃体の活動パターンの変化を阻害することが示された。 

 

下辺縁皮質へのドパミン投与は復元を誘導しない 

 IL のドパミンシグナルの活性化が復元の誘導に十分である可能性を検証し

た。Reminder shock を与える代わりに IL にドパミンを投与することで恐怖

が復元するかを検証した。条件づけ、消去トレーニング、Test 1 をおこない、4 

日目にドパミン (30 µg/side) を IL に局所投与した。翌日、条件づけ環境に再
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提示しすくみ反応時間を計測した (Test 2)。Test 1 のすくみ反応時間が 44.2±

4.9% だったのに対して、Test 2 のすくみ反応時間は 37.8±3.3% であり、す

くみ反応時間の上昇は認められなかった (p = 0.26, paired t-test, n = 7)。この

ことから、IL のドパミンシグナルは復元に必要ではあるものの、それ単独では

復元を誘導しないことが示唆された。 
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図 

 

Fig. 1 恐怖の発現および抑制に関わる神経回路 

mPFC および扁桃体の投射関係の模式図。赤色の矢印は、恐怖の発現に関わる

と考えられている神経回路 (Fear circuit) を表す。青色の矢印は、恐怖の抑制

に関わると考えられている神経回路 (Extinction circuit) を表す。 
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Fig. 2 弱い電気ショックによる恐怖の復元 

A) 行動実験パラダイム。実験環境 A で 3 回電気ショックを与えることにより

恐怖条件づけ (FC) をおこなった。翌日、環境 A に 40 分間再曝露し続ける消

去トレーニング (Extinction training) をおこなった。翌日の Test 1 で、

Extinction training の最初の 5 分間に比較してすくみ反応が低下しているこ

とを確認した。翌日、環境 B で Reminder shock を与えた。翌日、環境 A で 

Test 2 をおこなった。 

B) すくみ反応時間の変化。FC の各点は、ショックを与える前、1 度目のショ

ックの後、2 度目のショックの後、3 度目のショックの後のすくみ反応時間を

表す。Extinction training、Test 1、Test 2 の各点は、5 分間のすくみ反応時

間を表す。Reminder shock を与えることにより、Test 2 でのすくみ反応時間

が Test 1 に比較して高くなったことから、恐怖が復元していることが分かる。

**p < 0.01. paired t-test. Mean ± SEM of 10 mice.  
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Fig. 3 c-Fos 免疫染色に用いたマウスの行動実験パラダイム 

A) 行動実験パラダイム。Fear 群は Test 0、Extinction 群は Test 1、

Reinstatement 群は Test 2 の 90 分後に脳を摘出して c-Fos の免疫染色を

することで、それぞれの Test 時の神経活動を調べた。 

B) 各群のテスト時のすくみ反応時間。Fear 群は Test 0、Extinction 群は Test 

1、Reinstatement 群は Test 2 におけるすくみ反応時間を表す。**p < 0.01. 

Tukey’s test after ANOVA. Mean ± SEM of 8-11 mice. 
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Fig. 4 復元に伴う実験環境での c-Fos 発現パターンの変化 

内側前頭前皮質 (A)、扁桃体 (B)、海馬 (C) の亜領域における c-Fos 陽性細胞

密度。ナイーブマウスの値 (点線) を 100 % とした相対値。##p < 0.01, #p < 

0.05 vs naïve mice. *p < 0.05. Tukey’s test after ANOVA. Mean ± SEM of 8-11 

mice.  
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Fig. 5 IL の抑制による恐怖反応の増大 

A) 行動実験パラダイム。条件づけ、消去トレーニング、Test 1 をおこなったマ

ウスに、Muscimol または PBS (Vehicle)を IL に局所投与し、30 分後に Test 

2 をおこなった。 

B) Test 2 でのすくみ反応時間。Muscimol 投与群は、コントロール群に比較し

てすくみ反応時間が長かった。Muscimol: 0.25 µg/side, *p < 0.05. Student’s 

t-test. Mean ± SEM of 10 mice. 

C) 薬物投与位置。各点は投与カニューレの位置を示す。 
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Fig. 6 復元に伴う IL へのシナプス入力の減弱 

A) 行動実験パラダイム。 

B) mEPSC の代表波形。記録は、IL の第 5 層の細胞よりおこなった。 

C) Reinstatement 群は、Extinction 群に比較して mEPSC 頻度が低かった。

*p < 0.05, Tukey’s test after ANOVA. Mean ± SEM of 8 cells.  

D) 各群の mEPSC 強度は同程度だった。Mean ± SEM of 8 cells.  

E) mEPSC 頻度とすくみ反応時間の変化の関係。Reinstatement 群において、

Test 1 と Test 2 のすくみ反応時間の差を算出し、復元値Δfreezing (%) とし

た。両者の間に有意な負の相関が認められた。r = -0.83, p = 0.040. N = 6 mice.  
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Fig. 7 復元に伴う IL でのプレシナプス性のシナプス伝達減弱 

A) 行動実験パラダイム。 

B) ペアパルス応答の代表波形。連続した 2 度の電気刺激に対するシナプス電

流の大きさの比 (ペアパルス比) を測定した。IL の第 2/3 層を刺激し、記録は

第 5 層の細胞よりおこなった。 

C) Reinstatement 群は、Extinction 群に比較してペアパルス比が大きかった。

*p < 0.05, Student’s t-test, Mean ± SEM of 8 cells.  

D) ペアパルス比とすくみ反応時間の変化の関係。Reinstatement 群において、

Test 1 と Test 2 のすくみ反応時間の差を算出し、復元値Δfreezing (%) とし

た。両者の間に有意な正の相関が認められた。r = 0.95, p = 0.012. N = 5 mice.  
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Fig. 8 Reminder shock による IL へ投射を持つ VTA ドパミン性細胞の活

性化 

A) 行動実験パラダイム。 

B) 蛍光標識された CTB の投与位置。 

C) VTA における CTB の逆行性シグナルと TH および c-Fos の免疫染色画

像。  

D) CTB 陽性かつ TH 陽性細胞の中での c-Fos 陽性細胞の割合。**p < 0.01, 

Student’s t-test, Mean ± SEM of 6, 7 mice. 

E) CTB 陽性かつ TH 陰性細胞の中での c-Fos 陽性細胞の割合。Mean ± 

SEM of 6, 7 mice.  
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Fig. 9 IL の D1 受容体阻害による復元の障害 

A) 行動実験パラダイム。条件づけおよび消去学習をおこなった後、SCH23390 

または PBS (Vehicle) を IL に局所投与した 30 分後に Reminder shock を

与え、翌日 Test 2 をおこなった。 

B) Test 1 および Test 2 でのすくみ反応時間。コントロール群は、Test 2 のす

くみ反応時間が Test 1 に比較して長かったのに対し、SCH23390 投与群では

変化がなかった。SCH23390 群の Test 2 でのすくみ反応時間は、コントロー

ル群に比較して短かった。SCH23390: 1 µg/side, *p < 0.05. Student’s t-test, 

Mean ± SEM of 14, 15 mice.  

C) 薬物投与位置。各点は投与カニューレの位置を示す。  

30 min.

Test 1

Extinction

training

FC

Day 1 Day 2

Test 2

Day 4Day 3

Reminder 

shock

Day 5

PBS or 

SCH23390

= context B= context A

A

B C



- 36 - 

 

 

Fig. 10 PL の D1 受容体阻害は復元を障害しない 

A) 行動実験パラダイム。条件づけおよび消去学習をおこなった後、SCH23390 

または PBS (Vehicle) を PL に局所投与した 30 分後に Reminder shock を

与え、翌日 Test 2 をおこなった。 

B) Test 1 および Test 2 でのすくみ反応時間。Test 2 のすくみ反応時間が Test 

1 に比較して長く、コントロール群、SCH23390 投与群の間に差はなかった。

SCH23390: 1 µg/side, Mean ± SEM of 9 mice.  

C) 薬物投与位置。各点は投与カニューレの位置を示す。 
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Fig. 11 IL の D1 受容体阻害によるシナプス減弱の障害 

A) 行動実験パラダイム。条件づけおよび消去学習をおこなった後、SCH23390 

または PBS (Vehicle) を IL に局所投与した 30 分後に Reminder shock を

与え、翌日 Test 2 をおこなった。テスト後に脳を摘出し、急性脳切片を作製し

てパッチクランプ記録をおこなった。SCH23390: 1 µg/side. 

B) mEPSC の代表波形。記録は、IL の第 5 層の細胞よりおこなった。 

C) SCH23390 投与群は、コントロール群に比較して mEPSC 頻度が高かった。

*p < 0.05, Student’s t-test, Mean ± SEM of 9, 10 cells.  

D) mEPSC 強度は同程度だった。Mean ± SEM of 9, 10 cells. 
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Fig. 12 IL の D1 受容体阻害による扁桃体の活動パターン変化の障害 

A) 行動実験パラダイム。条件づけおよび消去学習をおこなった後、SCH23390 

または PBS (Vehicle) を IL に局所投与した 30 分後に Reminder shock を

与え、翌日 Test 2 をおこなった。テストの 90 分後に脳を摘出し、c-Fos の免

疫染色をおこなった。 

B) SCH23390 投与群は、コントロール群に比較して、ITCv の c-Fos 陽性細

胞密度が高く、CeM の c-Fos 陽性細胞密度が低かった。SCH23390: 1 µg/side, 

**p < 0.01, *p < 0.05, Student’s t-test, Mean ± SEM of 7, 8 mice.  
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Fig. 13 復元の神経回路メカニズムの模式図 

本研究から、以下のようなメカニズムが考察される。復元誘導時に、IL へ投射

する VTA ドパミン性細胞が活性化し (緑矢印)、IL の D1 受容体依存的に IL 

でシナプス減弱が引き起こされる。すると、環境に再提示した際 IL が活性化

しにくくなるため、ITCv を介した CeM への抑制が減弱し (黒点線矢印)、CeM 

が脱抑制されて活性化することにより恐怖が復元する (黒実線矢印)。 
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考察 

 私は本研究において、恐怖の復元に関して以下のことを明らかにした。 

(1) 復元時に、IL および ITCv が不活性化し、CeM が活性化する。 

(2) 復元に伴い、IL においてプレシナプス性のシナプス減弱が生じる。 

(3) 恐怖の復元、IL のシナプス減弱、ITCv および CeM の活動変化は IL ド

パミン D1 受容体依存である。 

 以上より、復元を誘発する刺激は、IL に投射するドパミン性細胞を活性化し

て、IL においてプレシナプス性のシナプス減弱を引き起こすため、実験環境に

再提示した際 IL が活性化しにくくなり、ITCv を介した CeM への抑制が減

弱して、恐怖を復元させると考えられる (Fig. 13)。 

 

復元時の神経活動の変化 

本研究では、復元に伴い IL および ITCv の活動が低下し、CeM の活動が

上昇することを明らかにした (Fig. 4)。IL および ITCv は、恐怖の想起時 

(Fear 群) には活性化せず、消去時 (Extinction 群) に活性化していたことから、

恐怖の発現を抑制する神経回路 (Extinction circuit) の一部であると考えられ

る。これに対して CeM は、恐怖の想起時に活性化し、消去時に不活性化して

いたことから、恐怖の発現に関わる神経回路 (Fear circuit) の一部であると考

えられる。これらの結果を復元時 (Reinstatement 群) の結果と合わせて考え

ると、復元時は Extinction circuit の活動性が低下し、Fear circuit が脱抑制

され再び活性化するようになると考えられる。 
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Extinction circuit の不活性化により CeM が活性化するのは、Fear circuit 

のうち CeM の上流に存在する神経回路の活動が維持されていたためであろう。

具体的には、BLA が候補として挙げられる。条件づけの際、環境などの無条件

刺激の情報と電気ショックの情報は BLA の一部の細胞において統合され、そ

れらの細胞集団に恐怖記憶が貯蔵されると考えられている (Han et al., 2007; 

Nomura et al., 2011; Nonaka et al., 2014)。記憶の想起には、このような神経

細胞集団の活動が必要である (Han et al., 2009; Zhou et al., 2009)。BLA の活

動は CeM を活性化することによって、恐怖反応を誘発すると考えられている 

(Pitkänen et al., 1997)。BA は恐怖の消去時、復元時の両方において活性化し

ていた (Fig. 4)。このことから、BA から CeM への投射は恐怖の消去時にも復

元時にも活性化しているが、IL を含む Extinction circuit による抑制が減弱し

ている復元時にのみ CeM を活性化することが可能になり、恐怖反応が現れる

可能性がある。ただし、BLA は消去学習にとっても必須な脳領域であり、Fear 

circuit だけでなく Extinction circuit にも含まれると考えられている。BA に

は、恐怖の発現時に条件刺激に対する発火が上昇する Fear neuron と、消去時

に条件刺激に対する発火が上昇する Extinction neuron が存在する (Herry et 

al., 2008)。復元時に活動した BA の神経細胞が Fear neuron と Extinction 

neuron のどちらに属するのかは、本研究からは判断できない。単一細胞レベル

での神経活動の比較は、今後の検討課題である。これを検討するためには、数

日間にわたる複数のタイムポイントでの神経活動履歴を、単一細胞レベルの分

解能で検出する手法が必要である。c-fos tTA マウスを利用すれば、任意の時点

で活動した神経細胞に GFP 等の蛍光色素を発現させることが可能である 

(Matsuo et al., 2008; Tayler et al., 2013)。この手法と今回用いた c-Fos タンパ

ク質の免疫染色を組み合わせることにより、恐怖の想起時と復元時、および、
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消去時と復元時に活動する細胞集団を比較すれば、復元時に活動した BA の神

経細胞の特性を明らかにできるだろう。 

 

条件づけ学習と復元の違い 

恐怖条件づけと復元はいずれも電気ショックにより誘導されるが、その誘導

メカニズムはそれぞれ異なると考えられる。恐怖条件づけでは、Fear circuit を

形成することによって、後のテスト時に恐怖反応が現れる。具体的には、BLA や

海馬において NMDA 受容体依存的、新規タンパク質合成依存的な可塑的変化

が生じる (Kim et al., 1993; Kim and Davis, 1993; Marek et al., 2013)。これに

対して復元では、Extinction circuit を不活性化することにより、既に存在して

いる Fear circuit を脱抑制して恐怖反応を再発させると考えられる。具体的に

は、IL においてプレシナプス性のシナプス減弱が生じることを明らかにした 

(Fig. 6, 7)。 

Reminder shock を与えることにより再条件づけが起こっていたとしても、

行動上は恐怖が復元したように見えるだろう。しかし、本研究においては、条

件づけ環境やテストをおこなった環境 A とは異なる環境 B で Reminder 

shock を与えていること、Reminder shock をナイーブマウスに与えても恐怖

反応を誘発しないことから、Reminder shock を与えた時に再条件づけが起こ

っている可能性は低いと考えられる。 
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復元に伴う下辺縁皮質の変化 

IL は Extinction circuit の一部であると考えられており、消去トレーニング

後に IL で生じる可塑的変化は消去学習に必須である (Santini et al., 2004; 

Laurent and Westbrook, 2009)。消去トレーニングは IL の神経細胞の内的興

奮性を上昇させ (Santini et al., 2008)、恐怖の消去時には、条件刺激の提示に

対して IL の神経細胞が活性化する (Milad and Quirk, 2002)。これに対して、

本研究では、復元時に IL のシナプス伝達がプレシナプス性に減弱しているこ

とを明らかにした (Fig. 6, 7)。これにより、IL の上流の神経細胞が活動した際

に神経伝達物質が放出されにくくなり、IL の神経細胞が活性化しにくくなると

考えられる。 

本研究では、IL の第 5 層に存在する任意の錐体細胞からパッチクランプ記

録をおこなっているため、復元時に観察されたシナプス減弱に細胞特異性があ

るかは検証できていない。シナプス減弱が IL の全ての (もしくは不特定な) 細

胞で引き起こされるのか、それとも、消去学習に関わった細胞で選択的に引き

起こされるのかは、今後の検討課題である。前述の c-fos tTA マウスを利用し

て消去学習時に活動した神経細胞を標識して同様の検討をおこなうことで、検

証することが可能だろう。 

また、復元時にシナプス減弱が起こる際の、IL の上流の神経細胞は本研究で

は特定しておらず、今後の検討課題である。IL の Extinction circuit を活性

化する入力であったとすれば、候補となる脳部位として BA が挙げられる。

BA の神経細胞のうち IL に投射を持つものは Extinction neuron になり易

いことが報告されている (Senn et al., 2014)。また、海馬も候補として挙げら

れる。実験環境の情報は海馬に蓄えられると考えられている。消去学習には環
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境特異性があるため (Ji and Maren, 2007)、海馬から IL への環境情報の伝達

が Extinction circuit の活性化を誘導している可能性がある。このような、IL 

の Extinction circuit の上流に位置すると考えられる脳部位から入力するシ

ナプスにおいてシナプス減弱が生じ、IL の神経細胞が活性化しにくくなるこ

とによって、復元が誘導される可能性がある。 

 

復元とドパミン 

 ドパミンは恐怖や不安を制御する重要な因子の一つである (Pezze and 

Feldon, 2004; de la Mora et al., 2010)。電気ショックを含む様々なストレス刺

激によりドパミン性神経細胞は活性化し、その投射領域においてドパミン濃度

を上昇させる (Abercrombie et al., 1989; Brischoux et al., 2009)。ただし、ド

パミンの役割は脳領域ごとに異なる。文脈的恐怖条件づけの獲得において、扁

桃体および海馬の D1 受容体は必須であるのに対して (Inoue et al., 2000; 

Sariñana et al., 2014)、PFC の D1 受容体は必須ではない (Runyan and Dash, 

2004)。これは、文脈的恐怖条件づけ学習に扁桃体や海馬は必須であるのに対し

て、PFC は必須ではないということからも推察可能である (Morgan et al., 

1993)。これに対して、本研究では、復元が PFC の亜領域である IL のドパミ

ンシグナル依存であることを明らかにした。IL は消去学習に必須な脳領域であ

ることから、ドパミンは Extinction circuit に対して影響を与えることにより

恐怖を復元させると考えられる。IL のドパミンシグナルは、復元を誘発する刺

激 (本研究では Reminder shock) により活性化して、IL においてプレシナプ

ス性のシナプス減弱を引き起こすため、後に実験環境に再提示した際、 IL を
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含む Extinction circuit の活性化が障害されて、Fear circuit の活性化および

恐怖の発現が引き起こされると考えられる。 

 D1 受容体刺激がプレシナプス性のシナプス減弱を誘導する分子メカニズム

は、本研究では明らかにできていないが、アデノシンを介した経路の関与が考

えられる。D1 受容体は Gs 共役型受容体であり、cyclic AMP – protein kinase 

A (PKA) 経路を活性化する。PKA の活性化はアデノシンの放出を誘導し、プレ

シナプスに存在する A1 受容体 (Gi 共役型受容体) に作用して、シナプス伝達

物質の放出確率を低下させると考えられる (Ding et al., 2003)。 

 PFC のドパミンは、神経調節因子としてシナプスの可塑的変化を修飾すると

考えられている。in vitro の実験系において、電気刺激とドパミンの処置を同時

にすることによってはじめて、長期的なシナプス減弱が誘導されることが報告

されている (Law-Tho et al., 1994; Law-Tho et al., 1995; Otani et al., 1998)。

本研究においても、ドパミンシグナルの活性化は復元に必要ではあるものの、IL 

へのドパミンの局所投与は復元を誘導しなかったことから、IL のドパミンシグ

ナルの活性化は復元誘導に十分ではないと考えられる。では、ドパミンはどの

ように復元に関与するのだろうか。Reminder shock を与えた際には、VTA か

らのドパミン性入力のみでなく、同時に様々な脳領域からの興奮性入力があり、

IL の神経細胞を活性化していると考えられる。Reminder shock を与えた際、

IL において c-Fos 陽性細胞密度が上昇することが、当研究室の先行研究から

示されている (Shen 氏博士論文)。このように、ドパミン濃度が上昇している時

に同時に IL の神経細胞が活性化することが、シナプス減弱を引き起こすのに

必要である可能性がある。 
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復元するか否かが、どの脳領域によってどのように決定されるのかは興味深

い点である。ドパミン神経の活性化は復元に必要ではあるが十分ではないと考

えられることから、VTA が復元するか否かを決めている可能性は低いだろう。

復元においては、 “IL で” ドパミンシグナルが活性化することが重要であり、

IL が復元をするか否かを制御している可能性が考えられる。IL は、情動の中

枢である扁桃体からの入力に加えて、海馬からの外的環境に関する情報の入力、

ドパミンをはじめとしたモノアミン神経系からの内的環境に関する情報の入力、

他の前頭前皮質からの認知・判断に関わる入力などを受けている 

(Sotres-Bayon and Quirk, 2010)。これらの多様な情報が IL の神経細胞におい

て統合され、閾値を越えた際に恐怖が復元するのではないかと考えられる。 

 本研究ではドパミンの投射元として VTA を挙げたが、他の経路の関与は否

定できていない。VTA からに比べると疎ではあるものの、黒質からも IL への

ドパミン性投射が存在する (Hoover and Vertes, 2007)。これらの神経回路の機

能を区別して検討するためには、光遺伝学的手法が有用である。これは、光で

活性化するイオンチャネルを遺伝学的に神経細胞に発現させ、光を照射するこ

とによって神経細胞の活動を操作する手法である (Tye and Deisseroth, 2012)。

青色光で励起される陽イオンチャネルであるチャネルロドプシンは、細胞内に

ナトリウムイオンを流入させることで脱分極を引き起こし、神経細胞を活性化

する。一方、黄色光で励起されるイオンポンプであるハロロドプシンは、細胞

内に塩化物イオンを流入させることにより過分極を引き起こし、神経細胞を不

活性化する。これらの光感受性イオンチャネルを、VTA もしくは黒質のドパミ

ン細胞に発現させ、IL に投射している神経終末を光により活性化もしくは不活

性化することにより、VTA-IL 経路および黒質 – IL 経路の復元への関与を区別

して検証することが可能になるだろう。 
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復元メカニズムの普遍性 

 本研究では、弱い無条件刺激による恐怖の復元 (Reinstatement) に着目し、

そのメカニズムを研究した。実験動物を用いた場合には、このほかに、時間経

過による復元 (Spontaneous recovery) や、環境の変化による復元 (Renewal) 

が知られている (Myers and Davis, 2007; Herry et al., 2010)。Spontaneous 

recovery および Renewal による復元においても、IL の活動が低下すること

が示唆されている (Herry and Mons, 2004; Knapska and Maren, 2009)。これ

らの復元の場合にも、IL のドパミンシグナルが共通したメカニズムとして関与

しているかどうかは、興味深い点である。臨床的には、複合的要因により再発

が引き起こされると考えられるため、様々な要因による復元に共通したメカニ

ズムを探索することは重要である。 

 

これまでに、恐怖条件づけおよび消去学習を用いた研究から曝露療法の神経

基盤が明らかにされてきた。現在も、消去学習のパラダイムに改変を加えたり、

消去学習と薬物療法と組み合わせたりすることによって、より効果的で再発率

の低い方法が模索されている (Clem and Huganir, 2010; Karpova et al., 2011)。

このような研究において、復元は消去学習の評価系の一つとして扱われてきた

ため、復元自体のメカニズムを研究した例は非常に少数である。本研究は、恐

怖の復元に IL の活動低下が関与することを見出し、IL のドパミンシグナルを

阻害することにより復元を抑制できることを示した。今後は、このような復元

に関する研究を、恐怖を抑制する消去学習に関する研究と並行して進めること

が重要になるだろう (Vervliet et al., 2013)。  
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