
国際医療福祉大学審査学位論文 (博士) 

大学院薬学研究科博士課程 

 

 

 

 

 

ストレスに対する認知・適応機構における 

5-HT7受容体の役割 

 

 

 

平成 28 年度 

 

 

 

医療・生命薬学専攻 

学籍番号：13R3006 氏名：武田 弘太郎 

研究指導教員： 辻 稔 准教授 

副研究指導教員： 加藤 英明 講師 



【目次】 

 

和文要旨  ------------------------------------------------------------------------------------------  1 

英文要旨  ------------------------------------------------------------------------------------------  2 

 

第 1 章  ストレスの認知・記憶機構における 5-HT7 受容体の役割 

緒言  ---------------------------------------------------------------------------------  3 

方法  ---------------------------------------------------------------------------------  6 

結果  ---------------------------------------------------------------------------------  9 

考察  ---------------------------------------------------------------------------------  14 

 

第 2 章  ストレスに対する適応機構における 5-HT7 受容体の役割 

緒言  ---------------------------------------------------------------------------------  18 

方法  ---------------------------------------------------------------------------------  20 

結果  ---------------------------------------------------------------------------------  25 

考察  ---------------------------------------------------------------------------------  34 

 

総 括  ------------------------------------------------------------------------------------------  39 

出版目録  ------------------------------------------------------------------------------------------  40 

謝 辞  ------------------------------------------------------------------------------------------  41 

引用文献  ------------------------------------------------------------------------------------------  42 

 



1 

 

【和文要旨】 

 

文脈的および音依存性恐怖条件付けにより誘発されるマウスのすくみ行動ならびに扁桃体に

おける extracellular signaling-regulated kinase（ERK）活性の上昇は、選択的 5-HT7受容体拮抗薬に

より抑制された。したがって、ストレスを認知・記憶する過程において 5-HT7受容体が重要な役

割を担っており、その機構に扁桃体における ERK情報伝達系が関与することが示唆された。 

また、ストレス適応モデルマウスの前頭前皮質および海馬では、5-HT7受容体発現量および

ERK活性化レベルの上昇が認められた。さらに、ストレス非適応モデルマウスが示す情動性の低

下は、選択的 5-HT7受容体作動薬により抑制された。これらの結果より、ストレスへの適応形成

には、前頭前皮質および海馬における 5-HT7受容体－ERK情報伝達系が関与していること、さら

には、ストレスへの非適応に起因する情動性の低下に対して、5-HT7受容体作動薬が有効である

ことが示唆された。 

 

キーワード：ストレス認知、ストレス適応、5-HT7受容体、ERK、マウス 
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【英文要旨】 

 

The fear responses as well as increases in ERK activity in the amygdala induced by context- and 

tone-dependent fear conditioning were inhibited by a selective 5-HT7 receptor antagonist. These results 

suggest that amygdaloid 5-HT7 receptor-mediated ERK signaling may play an important role in the 

processes of the recognition and memory of stress. 

Increases in 5-HT7 receptor expression and ERK phosphorylation were observed in the frontal cortex 

and hippocampus of stress-adaptive mice. Furthermore, the decreased emotionality observed in 

stress-maladaptive mice was inhibited by a selective 5-HT7 receptor agonist. These results suggest that the 

5-HT7 receptor-ERK system in the frontal cortex and hippocampus may be involved in the formation of 

stress adaptation. Furthermore, 5-HT7 receptor agonist may show a beneficial effect for the decrease in 

emotionality caused by the maladaptation to excessive stress. 

 

Key words: stress recognition, stress adaptation, 5-HT7 receptor, ERK, mouse 
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【緒言】 

 

現代は、ストレス社会ともいわれ、物理的、化学的、生物的、心理的および社会的な多彩な

ストレス刺激に暴露される環境にある。元来、“ストレス”とは、「物体に力が加わったときに生

じる物体内の力の不均衡（歪み）」と定義される物理・工学用語である。ストレス科学の大家で

あるハンス・セリエは、“ストレス”という用語を医学・生理学領域に初めて導入し、「ストレス

とは、生体の中におこる生理的および心理的歪みであり、このストレスを作り出すものが外部か

ら加えられるストレッサー（ストレス刺激）である」と述べている 1,2)。また、このストレス刺激

に対する生体反応（ストレス反応）を、生体のストレス刺激に対する抵抗力が一過性に減弱する

「警告反応期」、生体の恒常性を維持する機構が機能してストレス刺激に対する抵抗力が増大す

る「抵抗期」、および過度のストレス刺激により生体の恒常性を維持する機構が破綻をきたし適

応力を失う「疲憊期」の 3期に分類している。これらの学説を踏まえると、本来ストレス反応は、

ストレス刺激に対する生体の防御反応として必要不可欠なものであるが、ストレス刺激が過剰な

場合には一転して病的状態の原因となることが示唆される。すなわち、健常な状態ではストレス

状況への適応が形成されるのに対し、過度のストレス状況下では「疲憊期」に陥り、様々なスト

レス性疾患の発症に繋がるものと考えられる。 

ストレスに適応する過程では、ストレス経験を認知・記憶し、適切に対処することが重要と

考えられる。一方、生体が経験に基づいて後に生じる出来事を予測し、対処することを可能にす

る適応プロセスを連合学習と呼び、その代表的な一形態として恐怖条件付けが挙げられる 3)。恐

怖条件付けとは、不快感や恐怖感を誘発するストレス刺激（無条件刺激）と空間や音など（条件

刺激）を関連付けた記憶が形成され、無条件刺激に対する連合学習が獲得される現象であり、実

験動物でも再現することが可能である。例えば、げっ歯類における恐怖条件付けでは、条件刺激

である新奇環境や音と無条件刺激である四肢への電撃刺激（電撃フットショック）との関連付け
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により表出されるすくみ行動を測定することにより、連合学習を評価することができる。このモ

デルの利点は、文脈的恐怖記憶および音依存性恐怖記憶に基づくストレス反応の両方を、1 つの

実験系においてそれぞれ独立したかたちで評価できることである。すなわち、ある環境において

げっ歯類に音とともに電撃フットショックを与えると、条件刺激（音および環境）と無条件刺激

（電撃フットショック）とを関連付けた記憶が形成される。したがって、げっ歯類は、条件付け

を経験した環境に再び曝されるとすくみ行動を示し、さらにこれまで経験したことがない新たな

環境においても、条件付けで用いた音のみを暴露することによりすくみ行動を示す。前者は文脈

的恐怖条件付け、後者は音依存性恐怖条件付けと呼ばれるものであり、この実験手法は、情動記

憶のメカニズムや、ストレスへの適応障害を基盤とする精神症状の発症要因の解明に有用とされ

ている 3)。 

これまでに、恐怖条件付けによる情動記憶のメカニズムに、脳内セロトニン（5-HT）神経系

が深く関与していることが示唆されている 4)。現在、5-HT 受容体には、5-HT1 から 5-HT7 の 7

種のタイプが存在することが明らかにされており、さらにこれら受容体タイプは 14 種類のサブ

タイプに細分化されている 5)。これらのうち、5-HT7受容体は、5-HT 受容体ファミリーの中で最

も新しく発見された受容体タイプであり 6,7)、本受容体の脳内分布については、in situ hybridization、

オートラジオグラフィー、免疫組織化学染色法など、様々な手法を用いた検討がなされている。

その結果、5-HT7受容体 mRNA の発現は、大脳皮質、海馬、視床、扁桃体、視床下部に高密度に

認められ、且つ、5-HT7受容体タンパク質の発現と概ね一致することが報告されている 6,8-10)。こ

のように、 5-HT7受容体が大脳辺縁系領域を中心に高密度に存在している事実は、本受容体と情

動調節機能あるいは認知・学習・記憶機能とを強く関連付ける根拠の一つとなっている。5-HT7

受容体ノックアウトマウスを用いたこれまでの研究において、海馬依存性の情動記憶に 5-HT7受

容体が関与していることが明らかにされている 11,12)。また、我々の以前の研究では、選択的 5-HT7

受容体拮抗薬である 2a-[4-(4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridyl)butyl]-2a,3,4,-tetrahydrobenzo(c,d) 
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indol-2-(1H)-one（DR4004）を条件付けの前後に投与した場合、文脈的および音依存性恐怖記憶が

有意に低下することを見出している 13)。これらの知見は、情動記憶の獲得あるいは保持過程にお

いて、5-HT7受容体が重要な役割を担っていることを示唆する。 

Mitogen-activated protein kinase ファミリーの 1 つである extracellular signal-regulated kinase

（ERK）は、情動記憶における 5-HT7受容体の役割と密接に関係することが想定される機能的分

子である。その根拠として、多くの研究成果の累積により、海馬および扁桃体における ERK情報

伝達が、文脈的および音依存性恐怖条件付けに必須の要素であることが示唆されている 14,15)。一

方、興味深いことに、遺伝子導入により 5-HT7受容体を強制発現させた細胞を用いた研究では、

5-HT7受容体を刺激することにより、プロテインキナーゼ A 依存性ならびに非依存性の経路を介

して ERKの活性化が引き起こることが明らかにされており 16-18)、同様の 5-HT7受容体刺激に伴う

ERKの活性化は、海馬培養神経細胞を用いた検討においても証明されている 19)。したがって、5-HT7

受容体と連関する ERK情報伝達系が、情動記憶に関与している可能性が考えられる。 

本研究では、まず我々がこれまで得てきた知見 13)の再現性を確認するために、マウスにおけ

る文脈的および音依存性恐怖条件付けにおよぼす DR4004 の影響について検討した。さらに、情

動記憶における 5-HT7受容体－ERK情報伝達系の役割を明らかにするために、文脈的および音依

存性恐怖条件付けを行ったマウスの扁桃体および海馬における ERK活性の変化と、それらに対す

る DR4004の効果について検討した。  
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【方法】 

 

本研究は、実験動物に対する動物愛護上の問題に配慮し、「国際医療福祉大学動物実験規定」

および「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守し、国際医療福祉大学動物実験委員会の承

認のもと、適正な実験動物の飼育と動物実験を実施した。 

 

1. 実験動物および飼育条件 

実験には、体重 30～35 g（実験開始時）の ICR 系雄性マウス（日本エスエルシー（株）、浜

松）を使用した。動物は恒温恒湿室（23 ± 1 °C, 50 ± 5 %）にてプラスチックケージ内で飼育し、

7:00 点灯、19:00 消灯の 12時間サイクルの明暗条件下で飼育した。尚、摂餌（ラボMRストック、

日本農産工業（株）、横浜）および飲水（水道水）はともに自由とした。 

 

2. 使用薬物 

選択的 5-HT7受容体拮抗薬である DR4004（明治製菓（株）、神奈川）を Tween 20に溶解し、

次いで生理食塩液（大塚製薬（株）、東京）で希釈した。 溶液中の Tween 20の最終濃度は 1 %

とした。 DR4004の用量、投与経路および投与スケジュールは、以前の我々の研究 13)ならびに他

の研究グループによる先行論文 20-22)に基づいて設定した。 

 

3. 恐怖条件付けストレス試験 

恐怖条件付けストレス試験は、Stiedlら 23)の変法 13)に従って、3日間のスケジュール（1日目：

条件付け；2日目：文脈的恐怖反応の測定；3日目：音依存性恐怖反応の測定）で行った。試験 1

日目では、床面に電撃刺激用のグリッドを設けた 3コンパートメントのショック箱（1コンパー

トメントあたり 10 × 30 × 25 cm）にマウスを入れて 180秒間放置し、その後、音刺激（80 dB, 60 sec）
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とそれに続く電撃刺激（0.6 mA，2 sec）を負荷した。この一連の手続きを 3回繰り返し、最後に

ショック箱内に 60秒間放置することで条件付けを行った。非条件付け群のマウスには、ショック

箱内で音刺激のみを提示し、電撃刺激は負荷しなかった。尚、各条件付けを行う前には、毎回、

ショック箱内を 1 %酢酸で清掃した。条件付け 24時間後（試験 2日目）では、再度、1 %酢酸で

清掃したショック箱にマウスを入れ、電撃刺激を負荷しない状態で、すくみ行動の出現時間を 6

分間測定した（文脈的恐怖反応の評価）。さらにその 24時間後（試験 3日目）では、条件付けを

行ったショック箱とは全く異なる環境（70 %エタノールで清掃したプラスチック製シリンダー（直

径 19 × 高さ 25 cm））にマウスを入れ、180秒間放置した後に音刺激を 180分間提示し、音刺激

を提示している間にマウスが示すすくみ行動の出現時間を測定した（音依存性恐怖反応の評価）。

すくみ行動の出現時間は、ショック箱あるいはシリンダーの上方に設置した赤外線センサー

（SUPER-MEX、室町機械（株）、東京）により記録した。また、DR4004は条件付け終了後に腹

腔内（i.p.）投与した。 

 

4. ERK活性の測定 

文脈的あるいは音依存性恐怖反応を測定した直後に、扁桃体および海馬を速やかに摘出した。

各脳組織中の総ERK量およびリン酸化ERK量は、専用の測定キット（Assay Designs Inc., MI, USA）

を用いて測定した。脳組織を 10 倍量の 1 mM フェニルメチルスルホニルフルオライド（Sigma 

Aldrich, Co., Ltd., MO, USA）、2 mMオルトバナジン酸ナトリウム（Sigma-Aldrich）、20 mMピロ

リン酸ナトリウム（Sigma-Aldrich）およびプロテアーゼ阻害剤（Sigma-Aldrich）を含む冷却した

RIPA細胞溶解緩衝液 2（50 mMトリス塩酸（pH 7.4）、150 mM塩化ナトリウム、1 mMエチレン

ジアミン四酢酸、1 mMエチレングリコール四酢酸、1 %トリトン X-100、1 %デオキシコール酸ナ

トリウム、0.1 %ドデシル硫酸ナトリウム）とともにホモジナイズし、遠心分離（12,000 x g, 30 min, 

4 °C）により得られた上清を 80倍希釈してサンプルとした。サンプル（100 μL）を ERKまたは
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リン酸化 ERKに対するモノクローナル抗体でコーティングしたマイクロプレートに添加し、振盪

しながら室温で 1時間インキュベートした。次いで、マイクロプレートを洗浄用緩衝液で 4回洗

浄し、ERK またはリン酸化 ERK に対するウサギポリクローナル抗体を加えて、振盪しながら室

温で 1 時間インキュベートした。その後、過剰の抗体を除去した後にホースラディッシュペルオ

キシダーゼで標識したロバ抗ウサギ IgG抗体を加えて振盪しながら 30分間インキュベートし、さ

らに洗浄後、3,3’,5,5'-テトラメチルベンジジン（TMB）および過酸化水素を含有する基質溶液と

ともに 15分間インキュベートした。最後に、1N 塩酸を添加することにより反応を停止させ、試

料の光学濃度（OD値）を波長 450 nmで測定した。 得られた OD値を既知濃度の ERKまたはリ

ン酸化 ERK標準品の OD値と比較し、各サンプル中の ERKまたは pERKの濃度（pg/ml）を算出

した。 

 

5. 統計処理 

値は全て平均±標準誤差で表示した。すくみ行動の経時変化（Fig. 1A-1および 1B-1）に関する

統計学的有意差検定は、二元配置分散分析および Student-Newman-Keuls多重比較検定を用いて行

った。また、その他の結果は、一元配置分散分析および Student-Newman-Keuls多重比較検定を用

いて、統計学的有意差を検定した。危険率 5 %未満（P<0.05）を有意差ありと判定した。 
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【結果】 

 

1. 選択的 5-HT7受容体拮抗薬 DR4004が文脈的および音依存性恐怖条件付けに及ぼす影響 

選択的 5-HT7受容体拮抗薬DR4004が文脈的および音依存性恐怖条件付けに及ぼす影響を Fig. 

1 に示した。恐怖条件付け 24 時間後に、再度、条件付けを行ったショック箱内にマウスを入れ

ると、持続的かつ有意なすくみ行動（文脈的恐怖反応）が認められた（Fig. 1A-1）。また、その

24 時間後に、条件付けを行ったショック箱とは全く異なる環境（プラスチック製シリンダー）

にマウスを入れ、条件付けで使用した音刺激を提示すると、一過性に有意なすくみ行動（音依存

性恐怖反応）が出現した（Fig. 1B-1）。これら文脈的および音依存性恐怖反応は、条件付け直後

に DR4004（5 mg/kg, i.p.）を投与することにより有意に抑制された。また、この DR4004の抑制

効果は、すくみ行動の総出現時間の解析によっても確認された（Fig. 1A-2および 1B-2）。 

 

2. 文脈的恐怖条件付けにより誘発される扁桃体および海馬における ERK 活性の変化に対する

DR4004の効果 

文脈的恐怖条件付けにより誘発される扁桃体および海馬における ERK 活性の変化に対する

DR4004 の効果を Fig. 2 に示した。文脈的恐怖反応を示したマウスの扁桃体および海馬では、総

ERK量は変化することなく（Fig. 2A-2および 2B-2）、リン酸化 ERK量の有意な増加が認められ

た（Fig. 2A-1および 2B-1）。これらの変化のうち、扁桃体におけるリン酸化 ERK量の増加は、

条件づけ直後の DR4004（5 mg/kg, i.p.）の投与により抑制されたが（Fig. 2A-1）、海馬におけるリ

ン酸化 ERK量はさらに増加した（Fig. 2B-1）。さらに、リン酸化 ERK量を同じ試料中の総 ERK

量で除することにより算出した ERK活性の解析においても、DR4004の相反する効果が確認され

た（Fig. 2A-3および 2B-3）。 
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3. 音依存性恐怖条件付けにより誘発される扁桃体および海馬における ERK 活性の変化に対す

る DR4004の効果 

音依存性恐怖条件付けにより誘発される扁桃体および海馬における ERK活性の変化に対する

DR4004の効果を Fig. 3に示した。音依存性恐怖反応を示したマウスの扁桃体では、総 ERK量は

変化することなく（Fig. 3A-2）リン酸化 ERK量が増加し（Fig. 3A-1）、ERK活性の有意な上昇（Fig. 

3A-3）が認められた。また、これらリン酸化 ERK量および ERK活性の変化は、条件付け直後に

DR4004（5 mg/kg, i.p.）を投与することにより有意に抑制された（Fig. 3A-1および 3A-3）。一方、

海馬では、リン酸化 ERK量、総 ERK量および ERK活性いずれにおいても、特筆すべき変化は観

察されなかった（Fig. 3B-1、3B-2および 3B-3）。 
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Fig. 1. Effects of DR4004 on context- and tone-dependent fear conditioning in mice. In the 

context-dependent fear test session, the mouse was exposed to the same chamber that had been used in the 

conditioning session, and the duration of freezing behavior was recorded for 360 sec. In the tone-dependent 

fear test session, the mouse was exposed to a novel context, and a 180-sec pause without stimulation 

preceded a 180-sec period of auditory stimulation. The duration of freezing behavior was recorded for 180 

sec during exposure to auditory stimulation. The duration of freezing behavior in each 1-min segment in 

the context- and tone-dependent fear test sessions is shown in panels A-1 and B-1, respectively. The total 

duration of freezing behavior in the context- and tone-dependent fear test sessions is shown in panels A-2 

and B-2, respectively. DR4004 (5 mg/kg) or vehicle was injected intraperitoneally (i.p.) immediately after 

conditioning was finished. Each point and column represents the mean with S.E.M. of 10-13 mice. 

**P<0.01 vs. non-shock plus vehicle group. #P<0.05 vs. shock plus vehicle group. 
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Fig. 2. Effects of DR4004 on the changes in ERK activity in the amygdala and hippocampus of mice that 

displayed context-dependent fear responses in mice. To evaluate ERK activity (A-3 and B-3), the 

phosphorylated ERK (pERK) levels (A-1 and B-1) were normalized with respect to the total ERK levels 

(A-2 and B-2) in the same samples. DR4004 (5 mg/kg) or vehicle was injected intraperitoneally (i.p.) 

immediately after conditioning was finished. Each point and column represents the mean with S.E.M. of 

11-13 mice. **P<0.01 vs. non-shock (NS) plus vehicle (V) group. #P<0.05, ##P<0.01 vs. shock (S) plus 

vehicle (V) group. 



 13 

 

Fig. 3. Effects of DR4004 on the changes in ERK activity in the amygdala and hippocampus of mice that 

displayed tone-dependent fear responses in mice. To evaluate ERK activity (A-3 and B-3), the 

phosphorylated ERK (pERK) levels (A-1 and B-1) were normalized with respect to the total ERK levels 

(A-2 and B-2) in the same samples. DR4004 (5 mg/kg) or vehicle was injected intraperitoneally (i.p.) 

immediately after conditioning was finished. Each point and column represents the mean with S.E.M. of 

10-12 mice. **P<0.01 vs. non-shock (NS) plus vehicle (V) group. ##P<0.01 vs. shock (S) plus vehicle (V) 

group. 
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【考察】 

 

恐怖条件付けにおける脳内 5-HT神経系の役割の重要性は、薬理学的 24)あるいは遺伝的 25)操

作により 5-HTを欠損させたマウスを用いたこれまでの研究において証明されている。一方、5-HT

が作用する 14種類の 5-HT受容体サブタイプのうち、情動記憶との関連で注目されてきた受容体

としては 5-HT1および 5-HT2受容体サブタイプが挙げられるが 26)、他の 5-HT受容体サブタイプの

役割についてはほとんど解明されていない。本研究では、以前の我々の研究結果 13)に一致して、

条件付け直後に選択的 5-HT7受容体拮抗薬である DR4004 を投与することにより、文脈的および

音依存性恐怖反応がともに抑制された。これまでに、5-HT7受容体を強制発現させた COS細胞に

おいて、DR4004は cAMPの基底レベルには影響を与えないものの、5-HTにより誘発される cAMP

レベルの上昇を抑制することが報告されている 27)。このことは、DR4004が、5-HT7受容体に対す

る拮抗薬であることを示したものである。また、受容体結合実験においては、DR4004は、5-HT7

に対する高い親和性と、5-HT1A受容体、5-HT2受容体、5-HT4受容体、5-HT6受容体および D2受容

体に比べて少なくとも 50倍の選択性を有することが明らかにされている 28)。したがって、本研究

の結果より、文脈的および音依存性恐怖条件付けにおいて、5-HT7 受容体が重要な役割を果たし

ていることが示唆される。尚、上記した DR4004の受容体選択性に関する報告 28)を考慮すると、

文脈的および音依存性恐怖条件付けにおける他の 5-HT 受容体サブタイプの関与を完全に否定す

ることはできないため、この点については今後さらなる詳細な検討が必要と考える。 

文脈的および音依存性恐怖条件付けに関与する脳領域として、扁桃体の役割の重要性が示唆

されている 3)。本研究では、文脈的および音依存性恐怖反応を示したマウスの扁桃体において、

総 ERK量は変化することなく、リン酸化 ERK量の増加が認められた。この結果は、恐怖記憶の

想起時に、扁桃体において ERK活性が上昇することを示したこれまでの報告 29,30)と一致する。一

方、本研究で認められた扁桃体における ERK活性の上昇は、恐怖条件づけの直後に DR4004を投
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与することにより抑制された。扁桃体は、縫線核からの 5-HT神経系の入力を密に受けており 31)、

この脳領域には 5-HT7受容体が豊富に発現している 6,8-10)。また、ラット脳組織由来の初代培養細

胞あるいはヒト 5-HT7受容体を強制発現させた細胞株を用いた in vitro研究では、5-HT7受容体の

活性化により ERKシグナル伝達が促進することが明らかにされている 16-19)。今後、個体レベルで

の in vivo研究において 5-HT7受容体と ERK 情報伝達系との連関を明らかにすることが必要であ

るが、これまでの報告を踏まえると、本研究結果は、文脈的および音依存性恐怖記憶の獲得ある

いは想起において、扁桃体における 5-HT7受容体－ERK情報伝達系が重要な役割を担っているこ

とを示唆する。尚、5-HT 受容体ファミリーのうち、5-HT7受容体と同様に、連関する Gs タンパ

ク質を介してアデニル酸シクラーゼの活性化と cAMP の産生増加を引き起こす受容体として、

5-HT4受容体および 5-HT6受容体が挙げられる 32,33)。また、これら両受容体を介した細胞内情報伝

達に、ERKが関与していることも明らかにされている 17,34)。さらに、DR4004は、5-HT7受容体に

加えて、5-HT4受容体および 5-HT6受容体にも親和性を有することが報告されている 28)。したが

って、本研究で認められた ERK活性上昇の発現機序にも、5-HT7受容体とともに 5-HT4受容体お

よび 5-HT6受容体が関与している可能性が考えられる。 

また、音依存性恐怖反応を示したマウスの海馬における ERK活性を測定したところ、扁桃体

にける ERK活性の上昇とは異なり、特筆すべき変化は認められなかった。同様の知見 30)が以前に

報告されていることを考慮すると、本研究結果は、音依存性の恐怖記憶における海馬の関与は少

ないとするこれまでの見解 35)を支持するものと考える。また、興味深いことに、文脈的恐怖反応

を示したマウスの扁桃体における ERK活性の上昇への効果とは対照的に、海馬における ERK活

性の上昇は、恐怖条件づけの直後に DR4004 を投与することにより増強した。現在のところ、本

知見の意義を完全に説明することは困難であるが、1 つの可能性として、文脈的恐怖記憶を調節

する役割において、海馬と扁桃体は相補的な関係にあることが想定される。すなわち、文脈的恐

怖記憶に重要な扁桃体における 5-HT7受容体－ERK 情報伝達系の役割の低下を補完するために、
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海馬における ERK活性がさらに増強した可能性が考えられる。近年、扁桃体の 5-HT7受容体を遮

断することにより、ERKの下流に存在する標的分子である activity- regulated cytoskeleton-associated 

proteinが海馬において増加することが報告されており 36)、この知見は我々の仮説を支持するもの

である。また、文脈的恐怖条件付けにおける海馬－扁桃体間の神経伝達の重要性は、扁桃体基底

核への神経投射の存在が確認されている腹側海馬 37)を破壊することにより、文脈的恐怖条件付け

が障害されることで証明されている 38)。加えて、海馬におけるアセチルコリン情報伝達が、海馬

－扁桃体神経回路内における ERK活性の調節に関わっていることも見出されており 39)、このよう

な両脳部位間に存在するメカニズムが、本研究で得られた知見に関係している可能性が考えられ

る。今後、特定の脳領域に薬物を直接注入する技術を用いるなど、より詳細な検討を行うことに

より、文脈的恐怖条件付けにおける海馬 5-HT7受容体－ERK情報伝達系の機能的意義が明らかに

なると考える。 

5-HT7受容体－ERK 情報伝達系による情動記憶の調節メカニズムについては未だ不明である

が、脳神経細胞の可塑的変化の関与が示唆される。例えば、ごく最近の報告では、5-HT7 受容体

作動薬が、tropomyosin-related kinase B（TrkB）受容体の発現とリン酸化を促進させることが示さ

れている 40)。TrkB 受容体は、脳神経細胞の可塑性に関与することが知られている brain-derived 

neurotrophic factor（BDNF）の受容体であるため、5-HT7受容体の活性化により、BDNF－TrkB受

容体情報伝達系を介した脳神経細胞の可塑性の促進が示唆される。これまでに、海馬および扁桃

体における BDNF の TrkB 受容体を介した情報伝達が、恐怖条件付において重要な役割を果たし

ていることが明らかにされている 41,42)。これらの知見を踏まえると、5-HT7受容体－ERK 情報伝

達系が調節する脳神経細胞の可塑性に焦点を当てた研究が、情動記憶のメカニズムの解明の一助

となることが期待される。 

以上、本研究で得られた知見は、扁桃体および海馬における 5-HT7受容体－ERK情報伝達系

が、情動記憶において多様かつ重要な役割を担っていることを示唆するものである。近年、扁桃
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体および海馬における ERK情報伝達は、恐怖記憶の獲得とともに消去にも関与していることが報

告されている 43,44)。また、恐怖記憶の消去の障害は、重篤かつ持続的な不安の発現につながるこ

とが想定される。したがって、外傷後ストレス障害のような過度のストレス経験への不適応が関

係する精神障害に対する新たな治療法を開発する上でも、5-HT7 受容体は注目すべき機能分子で

あると考える。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 

 

ストレスに対する適応機構における 

5-HT7 受容体の役割 
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【緒言】 

 

生体は、外界からのストレス刺激に抵抗し恒常性を維持するための生理機構（ストレス適応

機構）を有しており、この機構の減弱や破綻がストレス性疾患の発症を助長すると考えられてい

る。したがって、ストレス適応機構に関与する脳機能を考究することは、ストレスが主要なリス

クファクターと考えられている各種精神疾患の病態解明のみならず、これらの疾患の予防や治療

を行う上での新たな展開をもたらすことが期待される。一方、多大な研究成果の累積により、情

動性の調節やストレス性精神疾患の発症には、脳内 5-HT 神経系が深く関与していることが広く

示唆されている。また、我々はこれまでに、ストレス適応の形成に関与する脳内メカニズムを考

究し、5-HT 受容体サブタイプの 1 つである 5-HT1A受容体が重要な役割を担っていることを明ら

かにしている 45-48)。 

以前より、抗精神病薬、抗不安薬、抗うつ薬など既存の向精神薬の中に 5-HT7受容体に対し

て高い親和性を有するものが存在することや 49-51)、抗うつ薬の投与、電気痙攣刺激の負荷あるい

はストレス刺激の負荷が 5-HT7受容体の機能変化を引き起こすこと 52-54)が明らかにされている。

これらの知見は、前述した 5-HT7受容体が大脳辺縁系に高密度に発現しているとの報告 6,8-10)と相

まって、情動調節における 5-HT7 受容体の関与を強く示唆するものである。実際に、これまでの

行動薬理学的研究において、選択的 5-HT7受容体拮抗薬が、抗不安様効果 55,56)や抗うつ様効果 55-58)

を示すことが報告されている。さらに、興味深い知見として、5-HT1A受容体が存在する脳部位に

5-HT7 受容体が共発現しており、さらに両受容体は 2 量体を形成して機能的に相互作用している

ことが見出されている 59)。これらの報告と我々のこれまでの知見 45-48)を考慮すると、脳内 5-HT7

受容体がストレス適応の形成に関与していることが推察される。 

ストレス適応に関する基礎研究を行う上では、研究目的に見合ったモデル動物を創生するこ

とが重要である。1980 年代中頃、Kennett ら 60-62)は、ラットに同一のストレス刺激を慢性的に負
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荷すると、急性負荷時に惹起される種々のストレス反応が減弱することを見出し報告している。

また、同様の現象は、他の複数の研究グループにおいても確認されている 63-65)。このようなスト

レス反応の減弱は、ストレス刺激に対して生体の恒常性維持機構が機能した結果生じる適応現象

と捉えることができることから、ストレス適応の形成機構を考究する上で有用なモデルと考えら

れる。そこで、最近我々は、本モデルの特徴をより明確にすることを目的として、負荷するスト

レス刺激の強度と適応形成との関連性について、マウスを用いて詳細に検討した 66)。その結果、

ホールボード試験により新奇環境における情動行動を指標としてストレス反応を評価したところ、

1 時間の拘束ストレス刺激の単回負荷により誘発される穴のぞき行動の減少が、1 日 1 回 14 日間

の繰り返し負荷により消失し、ストレスへの適応形成が認められた。しかしながら、4 時間の拘

束ストレス刺激の繰り返し負荷では穴のぞき行動の低下は消失せず、加えて胸腺の萎縮や副腎の

肥大が確認された。すなわち、ストレス刺激の負荷強度を変えることにより、ストレス適応モデ

ルと非適応モデルの作成が可能であることが明らかとなっている。 

本研究では、これらストレス適応および非適応モデルマウスを用いて行動薬理学的および生

化学的検討を行うことにより、ストレス適応の形成機構における脳内 5-HT7 受容体の役割につい

て考究した。 
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【方法】 

 

本研究は、実験動物に対する動物愛護上の問題に配慮し、「国際医療福祉大学動物実験規定」

および「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守し、国際医療福祉大学動物実験委員会の承

認のもと、適正な実験動物の飼育と動物実験を実施した。 

 

1. 実験動物および飼育条件 

実験には、体重 30～35 g（実験開始時）の ICR 系雄性マウス（日本エスエルシー）を使用し

た。動物は恒温恒湿室（23 ± 1 °C, 50 ± 5 %）にて金網ケージ内で個別飼育し、7:00 点灯、19:00 消

灯の 12時間サイクルの明暗条件下で飼育した。尚、摂餌（ラボMR ストック（粉末飼料）、日本

農産工業）および飲水（水道水）はともに自由とした。 

 

2. 使用薬物および薬物の投与方法 

実験には、選択的 5-HT7受容作動薬である 4-(2-Diphenyl)-N-(1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)-1- 

piperazinehexanamide（LP 12; Tocris Bioscience, MN, USA）を使用した。薬物は生理食塩液（大塚

製薬）に溶解し、4 μl/mouseの容量で脳室内（i.c.v.）に投与した。 

 

3. 拘束ストレス刺激の負荷と情動性の評価 

 マウスを 50 mlの注射筒に閉じ込めることにより、1日 1回 1時間または 4時間の拘束ストレス

刺激を 1日あるいは 14日間負荷した。また、ストレス群のマウスに拘束ストレス刺激を負荷して

いる時間帯、非ストレス群のマウスは飼育ケージに放置した。拘束ストレス刺激の最終負荷直後

に、ホールボード試験によりマウスの情動性を評価した。尚、LP 12の効果を検討する実験では、

1 日 1 回 4 時間の拘束ストレス刺激を負荷する期間中、連日、ストレス刺激を負荷した直後に、
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LP 12（3および 10 μg/mouse, i.c.v.）または生理食塩液を投与した。 

 

4. ホールボード試験 

ホールボード試験では、新規環境におけるマウスの探索行動を、自動ホールボード試験装置

（model ST-1、室町機械）45-48,66,67)を用いて多角的かつ客観的に定量評価した。マウスを床面の中

央から等距離に4箇所穴（直径3 cm）を設けた灰白色角型のオープンフィールド（50 × 50 × 50 cm）

内に入れ、装置内でマウスが示す種々の探索行動（総移動距離、立ち上がり行動の回数と継続時

間、穴のぞき行動の回数、継続時間および潜時）を5分間測定した。各探索行動は装置の上方に設

置したデジタルカメラおよび壁面に設置した赤外線センサーにより検出し、専用のデーター解析

ソフト（室町機械）を用いて数値化した。 

 

5. Western blot法 

5.1. サンプルの作製 

行動試験終了後にマウスの脳を摘出し、各脳部位（前頭前皮質、海馬、扁桃体、視床下部、

中脳）組織を分画・採取した。脳組織を 20 mM トリス塩酸（pH 7.4；和光純薬工業（株）、大阪）、

2 mMエチレンジアミン四酢酸（和光純薬工業）、エチレングリコールビス（2-アミノエチルエー

テル）-N,N,N',N'-四酢酸（和光純薬工業）、250 mM スクロース（和光純薬工業）、1 %トリトン

（Calbiochem-Novabiochem, CA, USA）およびプロテアーゼ阻害剤カクテル（Complete®; Roche 

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany）を含む 6倍量の冷却した緩衝液とともにホモジナイ

ズし、遠心分離（1,000 x g, 10 min, 4 °C）により得られた上清を western blot用サンプルとした。 

 

5.2. 標的タンパク質の検出・定量 

ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE法）に従って、
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5-20 %の濃度勾配のゲル（Bio-Rad Laboratories, Co., Ltd., CA, USA）中の各レーンにサンプル緩衝

液（Bio-Rad Laboratories）と上記の方法で調整したサンプル（総タンパク質量50 μg（5-HT7受容体

検出時）あるいは20 μg（総ERKおよびリン酸化ERK検出時））を注入し、電気泳動によりサンプ

ル中の抗原タンパク質を分子量の差に基づいて分離した。分離完了後に速やかにゲルを取り出し、

セミドライブロット式トランスブロットSDセル（Bio-Rad Laboratories）を用いて、電気泳動した

抗原タンパク質を、20 %メタノール（和光純薬工業）を含むトリスグリシン緩衝液（Bio-Rad 

Laboratories）に浸したポリフッ化ビニリデンメンブラン（Bio-Rad Laboratories）に電気的に移行

させた。抗原タンパク質を移行させたメンブランを3 %ウシ血清アルブミン（BSA）（SIGMA-Aldrich）

と0.05 % Tween 20（和光純薬工業）を含むトリス緩衝生理食塩液（TBS）（Bio-Rad Laboratories）

中でブロッキングし、さらに、3 % BSA中で300倍希釈した5-HT7受容体抗体（IMGENEX, Co., Ltd., 

CA, USA）、1000倍希釈したリン酸化ERK抗体（Cell Signaling Technology, Co., Ltd., MA, USA）あ

るいは1000倍希釈したERK抗体（Cell Signaling Technology）と一晩4 °Cにてインキュベートした。

その後、メンブランをTBSで洗浄し、3 % BSA中で2000倍希釈したホースラディッシュペルオキシ

ダーゼ標識の二次抗体（Jackson Immuno research laboratories, Co., Ltd., PA, USA）と室温にて1時間

インキュベートした。インキュベート終了後に再度メンブランをTBSで洗浄し、ケミルミノエッ

センス法に従い蛍光発色性の基質（Santa cruz biotechnology, Co., Ltd., CA, USA）を用いて、目的と

するタンパク質をChemi Doc XRS（Bio-Rad Laboratories）にて検出した。検出したタンパク質の濃

度は、専用の解析ソフト（Quantity One, Bio-Rad Laboratories）を用いて算出した。 

 

6. 免疫組織化学的染色法 

6.1. 凍結脳切片の作成 

ペントバルビタールナトリウム（70 mg/kg, i.p.）麻酔下にて、マウスの左心室より 0.6 %ヘパ

リン（扶桑薬品工業（株）、大阪）を含む生理食塩液（大塚製薬）を 25 ml 注入し、右心耳に切
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り込みを入れて脱血させた。続いて、4 %パラホルムアルデヒドを含むリン酸緩衝生理食塩液（PBS; 

pH 7.4）（和光純薬工業）を 10分間全身灌流させた後にマウスの全脳を摘出し、帯状回あるいは

海馬を含む脳組織を分画した。分画した脳組織は 4 %パラホルムアルデヒドを含む PBS中に 2時

間浸して後固定し、その後、低温室の回転振盪機上にて 20 %スクロース（和光純薬工業）を一晩

浸透させた。翌日からは 30 %スクロース（和光純薬工業）に置換してさらに二晩放置し、得られ

た脳組織はドライアイスで冷却した包埋剤（サクラファインテックジャパン（株）、東京）の中

で凍結させ-30 °C で保存した。 

 

6.2. 標的タンパク質の局在の検討 

クライオスタット（サクラファインテックジャパン）を用いて、凍結させた脳組織より帯状

回あるいは海馬を含む厚さ 10 μmの脳切片を作成し、APS コート化スライドグラス（松波硝子工

業（株）、大阪）に貼付した。スライドグラスに貼付した脳切片は、0.01 M PBS（和光純薬工業）

で 10 %に希釈した正常ヤギ血清（NGS; Vector Laboratories Co., Ltd., CA, USA）で 60分間ブロッキ

ングした。その後、10 % NGSを含む 0.01 M PBSで100倍に希釈した5-HT7受容体抗体（IMGENEX）

およびリン酸化 ERK抗体（Cell Signaling Technology）を切片上に添加し、4 °C で二晩インキュベ

ートした。インキュベート後は0.01 M PBSで5分間の洗浄を3回行い、10 % NGSを含む0.01M PBS

で 500倍希釈した AlexaTM488 標準抗ウサギ IgG 抗体（Vector Laboratories）および AlexaTM546 標

準抗マウス IgG 抗体（Vector Laboratories）を切片上に添加して、室温で遮光しながらさらに 2時

間インキュベートした。その後、遮光下にて 0.01 M PBS で 5分間の洗浄を 4回行い、スライドグ

ラス上に封入剤（Perma Fluor Aqueous mounting medium (immunonTM); Thermo, Co., Ltd., PA, USA）

を添加した後に、カバーガラスで脳切片を封入した。脳切片における 5-HT7 受容体およびリン酸

化 ERKの局在は、共焦点顕微鏡（FV1000、オリンパス（株）、東京）を用いて観察した。 
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7. 統計処理 

値は全て平均±標準誤差で表示した。統計学的有意差検定は、一元配置分散分析および

Student-Newman-Keuls 多重比較検定を用いて行い、危険率 5 %未満（P<0.05）を有意差ありと判

定した。 
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【結果】 

 

1. ホールボード試験におけるマウスの情動行動に及ぼす拘束ストレス刺激の影響 

ホールボード試験におけるマウスの情動行動に及ぼす拘束ストレス刺激の影響を Fig. 4およ

び 5 に示した。拘束ストレス刺激を 1時間単回負荷することにより、穴のぞき行動の回数および

持続時間の有意な減少（Fig.4Dおよび 4E）と潜時の延長（Fig. 4F）が誘発されたが、これらのス

トレス応答は、同強度（1時間）の拘束ストレス刺激を 1日 1回 14日間繰り返し負荷することに

より消失し（Fig. 4D、4Eおよび 4F）、ストレス適応の形成が認められた。一方、拘束ストレス

刺激の負荷時間を 4時間に延長した場合ではストレス適応の形成は認められず、単回負荷により

誘発される穴のぞき行動の回数および持続時間の有意な減少は、1日 1回 14日間繰り返し負荷し

ても持続した（Fig. 5Dおよび 5E）。 

 

2. ストレス適応および非適応モデルマウスの脳内における 5-HT7受容体発現レベルの変化 

ストレス適応および非適応モデルマウスの脳内における5-HT7受容体発現レベルの変化をFig. 

6に示した。海馬組織を用いて western blot法により 5-HT7受容体タンパク質を検出したところ、

約 45および 50 kD の分子量の 2つのバンドが認められた（Fig. 6A）。したがって、5-HT7受容体

タンパク質の発現量は、両分子量のものを合わせて定量した。また、5-HT7受容体の発現レベル

は、GAPDH を内部標準としてタンパク質量で標準化することにより評価した。その結果、1日 1

回 1時間の拘束ストレス刺激を 2週間繰り返し負荷されたストレス適応モデルマウスの脳内では、

他の脳領域（扁桃体、視床下部、中脳）では特筆すべき変化が生じなかったものの、前頭前皮質

（Fig. 6B）および海馬（Fig. 6C）において 5-HT7受容体の発現レベルが有意に増加した。一方、1

日 1回 4時間の拘束ストレス刺激を 2週間繰り返し負荷されたストレス非適応モデルマウスでは、
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前頭前皮質（Fig. 6B）および海馬（Fig. 6C）いずれにおいても、5-HT7受容体の発現レベルに有

意な変化は認められなかった。 

 

3. 帯状回および海馬 CA2 / CA3領域における 5-HT7受容体およびリン酸化 ERKの局在 

マウスの帯状回および海馬 CA2 / CA3領域における 5-HT7受容体およびリン酸化 ERKの局在

を Fig. 7に示した。免疫組織化学的染色法を用いて検討した結果、帯状回（Fig. 7A）および海馬

CA2 / CA3（Fig. 7B）の両領域に存在する多くのリン酸化 ERK陽性細胞に、5-HT7受容体の存在

が確認された。 

 

4. ストレス適応および非適応モデルマウスの前頭前皮質および海馬における ERK活性の変化 

ストレス適応および非適応モデルマウスの前頭前皮質および海馬における ERK活性の変化を

Fig. 8 に示した。ERK活性は、リン酸化 ERK発現量を総 ERK発現量で除することにより評価し

た。その結果、5-HT7受容体の発現レベルの変化に類似して、1日 1回 1時間の拘束ストレス刺激

を 2 週間繰り返し負荷されたストレス適応モデルマウスの前頭前皮質（Fig. 8A）および海馬（Fig. 

8B）では、ERK活性が有意に亢進した。一方、このような ERK活性の変化は、1日 1回 4時間

の拘束ストレス刺激を 2週間繰り返し負荷されたストレス非適応モデルマウスでは認められなか

った（Fig. 8Aおよび 8B）。 

 

5. ストレス非適応モデルマウスの情動行動の低下に対する 5-HT7受容体作動薬 LP 12の効果 

ストレス非適応モデルマウスの情動行動の低下に対する 5-HT7受容体作動薬 LP 12の効果を

Fig. 9 に示した。1日 1 回 4 時間の拘束ストレス刺激を 14日間繰り返し負荷したストレス非適応

モデルマウスでは、ホールボード試験における穴のぞき行動の回数および持続時間の有意な減少

が認められた（Fig. 9Dおよび 9E）。一方、このストレス非適応モデルマウスの情動行動の低下
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は、連日、拘束ストレス刺激を負荷した直後に LP 12（3 および 10 μg/mouse, i.c.v.）を投与する

ことにより、用量依存的かつ有意に抑制された（Fig. 9Dおよび 9E）。 
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Fig. 4. Effects of exposure to adaptable repeated restraint stress on the exploratory behaviors of mice (A: 

moving distance; B: number of rearing; C: duration of rearing; D: number of head-dips; E: duration of 

head-dips; F: latency to head-dips) in the hole-board test. Each column represents the mean with SEM of 

12-16 mice. *P<0.05, **P<0.01. 
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Fig. 5. Effects of exposure to unadaptable repeated restraint stress on the exploratory behaviors of mice (A: 

moving distance; B: number of rearing; C: duration of rearing; D: number of head-dips; E: duration of 

head-dips; F: latency to head-dips) in the hole-board test. Each column represents the mean with SEM of 

8-15 mice. **P<0.01. 
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Fig. 6. Changes in 5-HT7 receptor expression in the frontal cortex and hippocampus of mice exposed to 

adaptable or unadaptable stress. Immunoblots of hippocampal tissues showing 5-HT7 receptor (A). The 

expression level of 5-HT7 receptor was assessed in terms of the combination of two molecules in the same 

tissue; frontal cortex (B) and hippocampus (C), and is expressed as the percentage of values measured in 

the corresponding non-stressed group. Each column represents the mean with SEM of 8-10 mice. *P<0.05. 
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Fig. 7. Localization of 5-HT7 receptor and phosphorylated ERK in the anterior cingulate cortex (A) and 

hippocampal CA2/CA3 subfields (B) in mice. 5-HT7 receptor (green) and phosphorylated ERK (red) are 

almost co-localized. High-magnification images suggest that 5-HT7 receptor is localized in membrane of 

phosphorylated ERK positive cells. Scale bars: 100 μm. 
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Fig. 8. Changes in ERK phosphorylation in the frontal cortex and hippocampus of mice exposed to 

adaptable or unadaptable stress. The level of ERK phosphorylation was measured as the intensity of 

phosphorylated ERK (pERK) normalized with respect to that of total ERK in the same tissue; frontal cortex 

(A) and hippocampus (B). ERK phosphorylation is expressed as the percentage of values measured in the 

corresponding non-stressed group. Each column represents the mean with SEM of 8-10 mice. **P<0.01. 
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Fig. 9. Effects of LP 12 on the changes in exploratory behaviors of mice (A: moving distance; B: number 

of rearing; C: duration of rearing; D: number of head-dips; E: duration of head-dips; F: latency to 

head-dips) in the hole-board test. Mice were either exposed to repeated restraint stress for 240 min/day 

(stressed group: S) or left in their home cage (non-stressed group: NS) for 14 days. LP 12 (3 or 10 

μg/mouse, i.c.v.) or saline (SAL) was injected immediately after the daily exposure to restraint stress. Each 

column represents the mean with SEM of 16-19 mice. *P<0.05, **P<0.01. 
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【考察】 

 

ホールボード試験は、新奇環境においてマウスあるいはラットが示す探索行動を指標にして

情動性を評価するものであり、探索行動の 1 つである穴のぞき行動は、ストレス刺激の負荷によ

り抑制されることが知られている 67-69)。また、我々はこれまでに、不安惹起物質であるベンゾジ

アゼピン受容体に対する逆性作動薬の投与や拘束ストレス刺激の単回負荷により、ホールボード

試験におけるマウスの穴のぞき行動が減少することを見出している 45-48,66,67)。したがって、ホー

ルボード試験における穴のぞき行動は、マウスの情動変化を評価する上で有用な指標と考えられ

る。本研究では、1 時間の拘束ストレス刺激の単回負荷により、ホールボード試験におけるマウ

スの穴のぞき行動が減少したが、この急性的に生じる情動性の低下は、 1時間の拘束ストレス刺

激を 14日間繰り返し負荷することにより消失し、ストレス適応の形成が認められた。一方、繰り

返し負荷する拘束ストレス刺激の時間を 4 時間に延長した場合ではストレス適応が形成されず、

依然、穴のぞき行動の減少が認められた。これらの結果は、我々の以前に得ている知見 66)と一致

するものであり、異なる強度の拘束ストレス刺激を繰り返し負荷することにより、ストレス適応

および非適応モデルを作製できることを確認した。 

これまでに、5-HT7受容体に対する特異的抗体を用いた western blot 解析では、5-HT7受容体

を強制発現させたチャイニーズハムスター卵巣細胞、ヒト神経膠芽腫細胞株およびヒトミクログ

リア細胞株いずれにおいても、2つの異なった分子量（約 45 kDおよび 50 kD）の 5-HT7受容体が

検出されている 70,71)。これら検出された分子量は想定される 5-HT7受容体の分子量の範囲内にあ

り、その差異は 5-HT7 受容体タンパク質のグリコシル化あるいはリン酸化によるものと考えられ

ている 72)。そこで、上記既報 70,71)で採用されているものと同じ抗体を用いて海馬組織に発現する

5-HT7受容体の検出を試みたところ、同様に約 45および 50 kD の分子量の 2つのバンドが認めら

れた。これらの知見より、本研究では、両分子量のものを合わせて 5-HT7 受容体タンパク質の発
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現量を定量することとした。その結果、1 日 1 回 1 時間の拘束ストレス刺激を 2 週間繰り返し負

荷されたストレス適応モデルマウスでは、前頭前皮質および海馬において 5-HT7 受容体の発現レ

ベルが増加した。一方、1 日 1 回 4 時間の拘束ストレス刺激を 2 週間繰り返し負荷されたストレ

ス非適応モデルマウスでは、前頭前皮質および海馬いずれにおいても、5-HT7 受容体の発現レベ

ルに変化は認められなかった。これらの知見より、前頭前皮質または海馬における 5-HT7 受容体

を介した情報伝達の亢進が、ストレス適応の形成に一部関与していることが示唆される。 

5-HT7 受容体刺激は、連関する Gs タンパク質を介してアデニル酸シクラーゼを活性化し、

cAMP の産生増加とそれに続くプロテインキナーゼ A の活性化を引き起こすことが明らかにされ

ている 6)。一方、ERKは、細胞膜に存在する G タンパク質共役型受容体あるいは成長因子受容体

が受容した情報を集積し、核内に伝達する役割を担っている 73)。ERKは哺乳動物において高度に

保存されており、元来、細胞の増殖や分化に重要な機能分子として知られていたが、様々な研究

成果の累積により、抑うつ、不安あるいは恐怖などの情動性の調節にも関与していることが示唆

されている 74)。本研究における免疫組織化学的検討では、帯状回および海馬 CA2 / CA3に存在す

る多くのリン酸化 ERK 陽性細胞に、5-HT7 受容体の存在が確認された。このことより、ERK が

5-HT7 受容体を介する細胞内情報伝達に関与している可能性が示唆され、これまでの報告 16-19)と

一致する。さらに、重要な知見として、ストレス適応モデルマウスの前頭前皮質および海馬では

ERK活性が亢進していたのに対し、ストレス非適応モデルマウスの両脳部位では全く変化が認め

られなかった。このように、ストレス適応および非適応モデルマウスの脳内において、5-HT7 受

容体の発現レベルと ERKの活性化が変動することから、5-HT7受容体－ERK情報伝達系の活性化

がストレス適応形成の一因であることが示唆される。 

さらに、本研究の最後では、ストレス非適応モデルの情動性の低下に対する選択的 5-HT7 受

容体作動薬 LP 12 の効果について検討した。ホールボード試験において、1 日 1 回 4 時間の拘束

ストレス刺激を 14 日間繰り返し負荷したストレス非適応モデルマウスが示す穴のぞき行動の減
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少は、連日、拘束ストレス刺激を負荷した直後に LP 12を脳室内投与することにより抑制された。

これまでに、LP 12は、モルモット回腸において substance P が誘発する収縮作用を抑制し、強力

な作動活性を示すことが報告されている 75)。また、受容体結合実験においては、LP 12は、5-HT7

に対する高い親和性と、5-HT1A受容体、5-HT2受容体、5-HT4受容体、5-HT6受容体および D2受容

体に比べて 400倍以上の選択性を有することが明らかにされている 75)。したがって、本研究の結

果より、ストレス適応の形成に脳内 5-HT7 受容体の活性化が重要であることが示唆され、前述の

生化学的知見に基づいた考察を裏付けるものとなった。 

近年、5-HT7 受容体作動薬が、数種神経精神疾患の新規治療薬に成り得る可能性を示唆する

報告が複数なされている。例えば、気分障害を伴う遺伝性知的障害である脆弱 X症候群のモデル

マウスで認められる抑うつ様行動やシナプス形成異常が、5-HT7 受容体作動薬の投与により改善

することが報告されている 76,77)。また、認知、感覚、運動および自律機能の障害が認められるレ

ット症候群のモデルマウスにおいても、5-HT7 受容体作動薬が、運動協調性、空間参照記憶およ

び海馬シナプス可塑性の障害に対して改善効果を示すことが見出されている 78)。これらの報告に

加えて、本研究結果は、適応障害に代表されるストレスへのコーピング異常に起因する精神症状

に対する新規治療薬として、5-HT7受容体作動薬が有効であることを示唆するものと考える。 

以前の行動薬理学的研究において、5-HT7 受容体拮抗薬が抗不安および抗うつ様効果を有す

ることが明らかにされており 55-58)、不安障害やうつ病の治療への応用が期待されている。一方、

ストレス適応および非適応モデルマウスを用いた本研究で得られた知見は、いずれも 5-HT7 受容

体を刺激することが、ストレス性精神疾患の治療に有益であることを示唆するものである。これ

ら矛盾する結果に関する考察として、5-HT7 受容体拮抗薬の抗不安および抗うつ様効果を示した

以前の研究 55-58)は、いずれも急性ストレスモデルに対する単回投与の効果を検討したものである

ことが挙げられる。すなわち、慢性ストレスモデルに対する 5-HT7 受容体作動薬の効果を検討し

た本研究は新たな試みであり、得られた成果は、生体のストレス応答機構あるいはストレス性精
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神疾患の病態や治療における 5-HT7 受容体の役割の多様性を反映しているのかもしれない。この

考察を支持する知見として、海馬における 5-HT7 受容体依存性の神経活動が、三環系抗うつ薬で

あるイミプラミンや選択的 5-HT 再取り込み阻害薬であるシタロプラムの慢性投与により低下す

る 79)のに対し、治療抵抗性のうつ病に有効とされている電気痙攣刺激によっては逆に上昇する 80)

ことが報告されている。 

ストレス適応形成における脳内 5-HT7 受容体の役割に関与する詳細なメカニズムは未だ不明

であるが、脳神経細胞の可塑性および形態変化の関与が示唆される。その根拠として、第 1 章に

おいても述べたように、5-HT7受容体作動薬は TrkB 受容体の発現およびリン酸化を増加させ、脳

神経細胞の可塑性やリモデリングに関与している BDNFの情報伝達を促進することが明らかにさ

れている 40)。また、5-HT7 受容体が、mammalian target of rapamycin、cell division cycle 42、

cyclin-dependent kinase 5 および ERK等の多様な細胞内情報伝達系を介して、脳神経細胞の形態調

節に寄与していることも示唆されている 81)。さらに、ごく最近では、5-HT7 受容体を刺激するこ

とにより海馬神経における cAMP response element-binding proteinのリン酸化が亢進し、その結果、

GluA1サブユニットのリン酸化を伴うグルタミン酸AMPA受容体の活性化が生じることが見出さ

れている 82)。重要なことは、これら 5-HT7受容体との連関が明らかにされた分子機構はいずれも、

最近、ストレス性精神疾患の病態や治療への関与が示唆されているメカニズムと一致することで

ある。したがって、5-HT7 受容体が調節する脳神経細胞の可塑性あるいは形態変化に焦点を当て

たさらなる詳細な研究が、ストレスへの適応機構やその障害により生じる精神症状の発症メカニ

ズムの解明につながると考えられる。 

以上、本研究では、ストレス適応モデルマウスでは、前頭前皮質および海馬において 5-HT7

受容体発現の増加とともに ERK活性の亢進が認められるが、これら変化はストレス非適応モデル

では生じないことを明らかにした。さらに、ストレス非適応モデルが示す情動性の低下は、5-HT7

受容体作動薬の投与により抑制されることも明らかにした。これらの知見より、前頭前皮質およ
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び海馬における 5-HT7受容体－ERK情報伝達系が、ストレス適応形成において重要な役割を果た

しており、この機構の障害が過度のストレス状況下で生じる情動異常の一因となる可能性が示唆

される。また、5-HT7 受容体の機能促進に主眼をおいた研究のさらなる推進が、各種ストレス性

精神疾患の病態解明や新たな治療法開発の一助となることが期待される。 
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【総括】 

 

1 章で論述した研究においては、ストレスを認知・記憶する過程において 5-HT7 受容体が重

要な役割を担っており、その機構に扁桃体における ERK情報伝達系が関与していることが示唆さ

れた。さらに、これら扁桃体の役割に対して、海馬における ERK情報伝達系は相補的な機能を担

っている可能性も併せて示唆された。 

2 章で論述した研究においては、ストレスへの適応形成には、前頭前皮質および海馬におけ

る 5-HT7受容体および ERKが関与しており、これら機能分子を介した情報伝達の障害がストレス

への非適応につながることが示唆された。また、ストレスへの非適応に起因する情動性の低下に

対して、5-HT7受容体作動薬が有効であることも併せて示唆された。 

以上、本研究で得られた知見より、ストレスに対する認知・適応機構において、脳内 5-HT7

受容体－ERK連関系が重要な役割を担っており、この機構の障害が過度のストレス状況下で生じ

る情動異常の一因となる可能性が示唆された。したがって、今後、ストレス性精神疾患の病態生

理の解明や新たな治療法の開発を推進する上で、5-HT7 受容体は注目すべき機能分子の 1 つであ

ると考える。 
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