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【和文要旨】 

 

恐怖条件付けにより誘発されるマウスのすくみ行動に対するフルボキサミン（5 mg/kg, i.p.）の

抑制効果は、抑肝散（0.3および 1 g/kg, p.o.）を 1日 1回 6日間前投与することにより増強した。

また、この増強効果が認められたマウスの脳内では、前頭前皮質における 5-HT2A受容体の発現量

が有意に減少していた。さらに、内側前頭前皮質に選択的 5-HT2A受容体遮断薬であるケタンセリ

ン（5 nmol/mouse）を局所投与することでも、すくみ行動の発現が抑制された。一方、シグマ-1

受容体作動薬である SA4503（1 mg/kg, i.p.）の投与により誘発されるすくみ行動の増強は、抑肝散

を 1日 1回 6日間前投与することで抑制された。 

これらの結果より、抑肝散の反復投与は、前頭前皮質における 5-HT2A 受容体を介した情報伝

達の低下を引き起こすことにより、フルボキサミンの抗不安様効果を増強することが示唆された。

また、他のメカニズムとして、シグマ-1 受容体を介した情報伝達の低下が一部関与している可能

性も併せて示唆された。したがって、既存の薬物治療では十分な効果が得られない不安障害の患

者に対して、フルボキサミンと抑肝散の併用投与が有用である可能性が考えられる。 

 

キーワード：抑肝散、フルボキサミン、恐怖条件付け、5-HT2A受容体、シグマ-1受容体 
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【英文要旨】 

	 	  

The inhibitory effect of fluvoxamine (5 mg/kg, i.p.) on the freezing behavior of mice induced by fear 

conditioning was synergistically enhanced by repeated pretreatment with yokukansan (0.3 and 1 g/kg, p.o.) 

once a day for 6 days. Western blot analysis revealed that, in the brain of mice in which the enhancing 

effect of fluvoxamine with yokukansan was observed, the expression level of 5-HT2A receptor was 

specifically decreased in the prefrontal cortex. Furthermore, microinjection of the 5-HT2A receptor 

antagonist ketanserin (5 nmol/mouse) into the medial prefrontal cortex significantly suppressed freezing 

behavior. In addition, the enhancing effect of SA4503, a selective sigma-1 receptor agonist, on freezing 

behavior was significantly attenuated in mice that had been repeatedly pretreated with yokukansan (1 g/kg, 

p.o.) once a day for 6 days.  

The present findings indicate that repeated treatment with yokukansan synergistically enhances the 

anxiolytic-like effect of fluvoxamine in the contextual fear conditioning paradigm in mice in conjunction 

with a decrease in 5-HT2A receptor-mediated signaling in the prefrontal cortex. Furthermore, 

downregulation of σ1 receptor-mediated signaling, which positively modulates the conditioned fear 

response, may be related, at least in part, to the mechanism of the synergistic interaction between 

yokukansan and fluvoxamine regarding anxiety. Therefore, combination therapy with fluvoxamine and 

yokukansan may be beneficial for the treatment-resistant anxiety disorders. 

 

Key words: yokukansan, fluvoxamine, contextual fear conditioning, 5-HT2A receptor, sigma-1 receptor 
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【緒言】 

 

ヒトを含め動物は、恐怖を経験するとその場所や状況などを長期間記憶し、再び同様の環境に

さらされると、直接的な恐怖の原因が存在しなくても様々なストレス反応を呈する。このような

恐怖記憶に基づいて出現するストレス反応は「恐怖条件付けストレス反応」と呼ばれ、本来は生

得的な防御反応として必要不可欠なものであるが、過剰になるとうつ病や不安障害などのストレ

ス性精神疾患の発症につながると考えられている。また、恐怖記憶のメカニズムおよび強迫性障

害や外傷後ストレス障害を含む恐怖に関連した不安障害の病態生理には、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おり 1)、これらの疾患の治療には、フルボキサミン、

パロキセチンおよびセルトラリンなどの、5-HT神経系に選択的に作用する抗うつ薬である選択的

5-HT再取り込み阻害薬が有効とされている 2,3)。 

恐怖条件付けとは、不快感や恐怖感を誘発する無条件刺激と空間や音などの条件刺激を関連付

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 4)。例えば、げっ歯類における恐怖条件付けでは、一定環境下の実験装置

の中で回避不可能な電撃刺激を負荷すると、条件刺激（実験装置の環境）と無条件刺激（電撃刺

激）とを関連付けた記憶が形成される。その結果、げっ歯類を再び同じ実験装置に入れると、恐

怖条件付けストレス反応としてすくみ行動（呼吸運動以外の体動を示すことなく身体をすくませ

る防御反応）の発現が認められる。このすくみ行動は、以前より基礎研究では恐怖記憶に関連す

る不安の指標として用いられており 5)、且つ、選択的 5-HT再取り込み阻害薬の投与により抑制さ

れることから 6-10)、臨床における不安障害に対する選択的 5-HT再取り込み阻害薬の治療効果を予

測する上で有用な指標と考えられている。 

選択的 5-HT再取り込み阻害薬は、5-HTトランスポーターに加えて、シグマ-1受容体にも親和

性を有することが知られている 11)。シグマ-1 受容体は、小胞体の mitochondria-associated ER 

membrane（MAM）に特異的かつ高濃度に発現しているシャペロンタンパク質であり 12)、脳内で

は辺縁系領域に豊富に存在し 13)、マウスを用いた行動薬理学的検討ではシグマ-1受容体作動薬が
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抗うつ様効果や認知機能改善効果を示すことから 14,15)、情動性や認知機能の調節において重要な

役割を担っていることが示唆されている 16,17)。また、フルボキサミンは、選択的 5-HT再取り込み

阻害薬のなかでも特に、シグマ-1 受容体に対して最も強い作動活性を示すことが明らかにされて

いる 11)。さらに、positron emission tomographyを用いた臨床研究では、治療量のフルボキサミンが、

脳内のシグマ-1受容体に高い親和性で結合することも見出されている 18)。これらの報告を踏まえ

ると、フルボキサミンが示す薬理効果のメカニズムを検討する上では、5-HTトランスポーターに

加えて、シグマ-1受容体の関与も考慮することが必要と考えられる。 

近年、西洋薬の効果増強や副作用軽減を目的として、漢方薬を併用する統合医療が注目されて

いる。精神科領域でも複数の漢方薬の有効性が確認されており、そのうちの 1 つとして抑肝散が

挙げられる。抑肝散は、蒼朮（あるいは白朮）、茯苓、川芎 、釣藤鈎、当帰、柴胡、甘草の 7 種

の生薬で構成される漢方薬であり、従来、神経症、不眠症、小児夜なき、小児疳症などの神経の

昂ぶりに対する適応を有する。また、最近の臨床研究では、アルツハイマー病をはじめとする認

知症患者で認められる、不安、幻覚、興奮、睡眠障害などの行動および心理的症状（Behavioral and 

Psychological Symptoms of Dementia: BPSD）に対して、抑肝散が改善効果を示すことが報告されて

いる 19)。一方、基礎研究では、ヒト 5-HT1A受容体を強制発現させた細胞を用いた[35S]GTPγS結合

実験において、抑肝散が 5-HT1A受容体に対して部分作動活性を有することが明らかにされている

20)。また、抑肝散の反復投与は、前頭前皮質において5-HT1A受容体の発現を増加させ、反対に5-HT2A

受容体の発現を減少させることも報告されている 21-23)。これらの知見より、抑肝散は 5-HT1A受容

体を介した情報伝達を促進させる一方、5-HT2A受容体を介した情報伝達は抑制する薬理作用を有

することが示唆される。 

現在、5-HT受容体には、5-HT1 から 5-HT7 の 7種類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、構造的及び薬理学的に異なる 14種類のサブタイプに細分

類されている 24)。これら 5-HT受容体を介して発現する 5-HTの生理作用は多岐にわたるが、中枢

神経系においては、特に 5-HT1Aおよび 5-HT2A受容体が不安の発現調節に深く関わっており、且

つ、両受容体は逆の役割を担っていることが示唆されている。すなわち、5-HT1A受容体に対して
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は刺激作用を有する薬物が、また 5-HT2A受容体に対しては遮断作用を有する薬物が、抗不安効果

を示すことが報告されている 10,25-27)。したがって、上記した抑肝散が 5-HT1Aおよび 5-HT2A受容体

機能に及ぼす影響 20-23)を踏まえると、本漢方薬は不安障害の治療に有効であることが期待される。

実際に、最近のラットを用いた行動薬理学的研究では、生得的なあるいは恐怖記憶に基づく不安

様行動に対して、抑肝散が抑制効果を示すことが報告されている 28-30)。 

現在、臨床では、不安障害に対する標準治療薬の 1つとして、選択的 5-HT再取り込み阻害薬

が用いられている 2,3)。しかし、本治療薬のみでの奏功率は 40～60 %であり、ベンゾジアゼピン系

抗不安薬や非定型抗精神薬を併用しても、追加で得られる奏功率は 5 %程度であることが報告さ

れている 31)。そこで、本研究では、既存の薬物治療で十分な効果が得られない治療抵抗性の不安

障害に対する抑肝散の有用性を見出すことを目的として、マウスの恐怖条件付けストレス試験を

用いて、フルボキサミンの抗不安作用に対する抑肝散の併用効果について検討した。また、メカ

ニズムの解明を目的として、恐怖条件付けストレス試験後のマウス脳内における 5-HT1A受容体お

よび 5-HT2A受容体の発現量の変化について生化学的に検討し、さらに、抑肝散がシグマ-1受容体

機能に及ぼす影響についても行動薬理学的に検討した。 
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【方法】 

 

本研究は本学の国際医療福祉大学動物実験委員会の承認のもと、「国際医療福祉大学動物実験

規程」ならびに「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して、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、6週齢（実験開始時）の ICR系雄性マウス（日本エスエルシー株式会社、静岡）を

使用した。動物は恒温恒湿室（23±1℃, 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、日本農業

工業株式会社、横浜）および飲水（水道水）はともに自由とした。 

 

2. 使用薬物 

抑肝散水製乾燥エキス（以下、抑肝散と記す）は、以前の報告 20,32-34)と同様の方法で製造され

た。蒼朮（4.0 g）、茯苓（4.0 g）、川芎（3.0 g）、釣藤鈎 （3.0 g）、当帰（3.0 g）、柴胡（2.0 g）、甘

草（1.5 g）の割合で秤量・混合した原料生薬（約 500 kg）を精製水（6,000 L）で煎じ、得られた

抽出液を遠心分離機で濾過した後に低温濃縮した。その後、スプレードライ装置にて、濃縮液を

噴霧乾燥させることでエキス粉末を得た。エキス粉末の品質の同等性は、品質指標成分（生理活

性成分）であるグリチルリチン、サイコサポニン b2、フェニラ酸の含量を、高速液体クロマトグ

ラフィーにより定量分析して確認した。本研究で用いたエキス粉末の定量分析の結果を Fig. 1に

示す。これらの製造および品質管理は、厚生労働省が定める適正製造規範（Good Manufacturing 

Practices: GMP）に則って実施された。 

抑肝散およびフルボキサミンマレイン酸塩（以下、フルボキサミンと記す）は、それぞれ株式

会社ツムラ（東京）および明治製菓ファルマ株式会社（東京）より提供された。また、ケタンセ

リン酒石酸塩（以下、ケタンセリンと記す）および 1-[2-(3,4-Dimethoxyphenyl)ethyl]-4-(3- 



 

 

7 

phenylpropyl)-piperazine dihydrochloride（以下、SA4503と記す）は、それぞれ Sigma-Aldrich社（MO, 

USA）および Tocris Bioscience社（Bristol, UK）より購入した。抑肝散は精製水に、フルボキサミ

ンおよび SA4503は生理食塩液に溶解した。ケタンセリンは 30 % Tween 80を含む生理食塩液に懸

濁させた。各薬物の用量および投与方法は、以前の報告 8,9,33,35,36)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、以前の我々の報告 8,37)に従い、条件付けとテストの 2セッショ

ンで実施した。条件付けでは、床面に電撃刺激用のグリッドを設けた実験箱（20 × 18 × 30 cm）に

マウスを入れ、電撃刺激（1 mA, 1秒）を 1-10秒間隔で 36回与えることにより、恐怖記憶を獲得

させた。テストは条件付け 24時間後あるいは 1週間後に実施し、条件付けを行った実験箱に再び

マウスを入れ、電撃刺激を負荷しない状態で、マウスがすくみ行動を示す時間を 6分間測定した。

すくみ行動の発現時間は、実験箱の上方に設置した赤外線センサー（SUPER-MEX; 室町機械株式

会社）により記録した。フルボキサミン（5, 10, 20 mg/kg）、SA4503（1 mg/kg）および生理食塩液

（10 mL/kg）は、テスト開始 30分前に腹腔内投与（i.p.）した（Fig. 2A, 3A, 8A, 9A）。抑肝散（0.3, 

1 g/kg）および精製水（10 mL/kg）は、条件付けの翌日から 1日 1回 6日間にわたり経口投与（p.o.）

した（Fig. 3A, 4A, 9A）。ケタンセリン（5 nmoL/0.1µL）および溶媒は、テスト 40分前に内側前頭

前皮質に局所投与した (Fig. 7A)。 

 

4. 手術およびマイクロインジェクション 

マウスをペントバルビタール（80 mg/kg, i.p.）により麻酔し、脳定位固定装置（David Kopf; 

Tujunga, CA, USA）に固定した。マウスの脳図譜 38)に従い、内側前頭前皮質（ブレグマより前方

に 2.0 mm、左方に 0.2 mm、下方に 2.0 mm）にガイドカニューレ（26ゲージ）を挿入し、歯科用

セメントで頭蓋骨に固定した。恐怖条件付けは術後 5～7日目に行い、その 24時間後にテストを

行なった。ケタンセリン（5 nmoL）および溶媒は、3 %セボフルランによる吸入麻酔下において、

テストを行う 40 分前にガイドカニューレに挿入したインターカニューレ（33 ゲージ）を介して
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微量注入した。なお、ケタンセリンおよび溶媒の投与容量は 0.1 µL/mouse、投与速度は 0.1 µL/min

とした。 

恐怖条件付けストレス試験終了後、ペントバルビタールナトリウム（80 mg/kg, i.p.）深麻酔下

にて、マウスの左心室より 4 %パラホルムアルデヒドを全身灌流させ、全脳を摘出した。全脳よ

り内側前頭前皮質を含む厚さ 100 µmの脳切片を作成し、顕微鏡下でカニューレの挿入位置を確認

した。実験結果には、内側前頭前皮質へのカニューレの挿入が確認できた（Fig .7B）マウスより

得られたデータのみを採用した。 

 

5. ウエスタンブロッティング 

5.1. サンプルの作成 

ウエスタンブロッティングは、以前の我々の報告 39,40)に従って実施した。恐怖条件付けストレ

ス試験においてすくみ行動を測定した直後に全脳を摘出し、氷上で前頭前皮質、海馬および扁桃

体を分画した。前頭前皮質には 500 mL、海馬および扁桃体には 300 mLの radioimmunoprecipitation 

assay（RIPA）buffer（150 mM NaCl、1％ Nonidet P-40、0.5％ sodium deoxycholate、0.1％ sodium 

dodecyl sulfate (SDS)、50mM Tris-HCl（pH 8.0）、1% Triton、5 mM EDTA）を加え、専用のホモジ

ナイザー（PELLET PESTLES® Cordless Motor; テクノケミカル株式会社）を用いてホモジナイズ

した。ホモジナイズされた組織を遠心分離（6,000 xg, 15 min, 4 ℃）し、得られた上清サンプルを

-70 ℃で凍結保存した。サンプル中のタンパク質濃度は、BCAタンパク質アッセイキット（Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて定量した。 

 

5.2. 標的タンパク質の検出および定量 

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、上

記の方法で調整した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。次いで、電

気泳動した抗原タンパク質を、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）メンブレン（Millipore, Billerica, MA, 

USA）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レンは、室温下で 1 時間、ブ
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ロッキングバッファー（20 mM Tris-HCL (pH 7.6)、137 mM 塩化ナトリウム、0.05 % Tween 20、5 % 

スキムミルク）中で振とうさせることによりブロッキングし、さらに、抗 5-HT2A抗体（Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA; diluted 1:500）または抗 5-HT1A抗体（Abcam, UK; diluted 1:1000）と 4℃で

一晩インキュベートした。その後、メンブレンを 0.05% Tweenを含む Tris-buffered saline（20 mM 

Tris–HCl (pH 7.6), 137 mM NaCl）の中で繰り返し洗浄し、ホースラディッシュ・ペルオキシダーゼ

（HRP）標識 2次抗体（Jackson Immunoresearch Laboratories, PA, USA）と室温で 1時間インキュベ

ートした。標的タンパク質は、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）を用いて、Chemi Doc XRS（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）にて検出した。

検出したタンパク質の濃度は Image Jを用いて解析し、結果は内標準タンパク質であるグリセルア

ルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）の濃度に対する標的タンパクの濃度の比として

表した。  

 

6. 統計解析 

値は全て平均±標準誤差で表示し、統計学的有意差検定は、GraphPad Instatあるいは GraphPad 

Prism（GraphPad Software, CA, USA）を用いて行った。2群間の比較は Student's t-test、3群間以上

の比較は一元配置分散分析および post-hoc test（Dunnett’s あるいは Student-Newman-Keuls多重比

較検定）を用いて行った。また、経時変化を伴う群間の比較は、二元配置分散分析および post-hoc 

test（Bonferroni多重比較検定）を用いて行った。いずれの検定においても、危険率 5 %未満（P<0.05）

を有意差ありと判定した。 
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Fig. 1. Typical chromatograms and contents for glycyrrhizin (A), saikosaponin b2 (B) and ferulic acid (C) 

contained in the yokukansan extract used in the present study. The amounts of each ingredients was 

expressed in milligram per gram of yokukansan extract.  
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【結果】 

 

1. 恐怖条件付けストレス反応に対するフルボキサミンの効果 

恐怖条件付けにより誘発されるすくみ行動に対するフルボキサミンの効果について Fig. 2に示

した。恐怖条件付け 24 時間後にフルボキサミンを腹腔内投与し、30 分後よりすくみ行動の出現

時間を 1分ごとに 6分間測定した（Fig. 2A）。その結果、測定開始 1分後では全ての用量のフルボ

キサミン投与群において、2分後ではフルボキサミン（10および 20 mg/kg, i.p.）投与群において、

有意なすくみ行動の抑制が認められた（Fig. 2B）。また、6分間におけるすくみ行動の総出現時間

は、フルボキサミン（10および 20 mg/kg, i.p.）投与群で有意に抑制された（Fig. 2C）。 

 

2. 恐怖条件付けストレス反応に対するフルボキサミンおよび抑肝散の併用効果 

恐怖条件付けにより誘発されるすくみ行動に対するフルボキサミンおよび抑肝散の併用効果

について Fig. 3に示した。恐怖条件付け 24時間後より抑肝散を 1日 1回 6日間経口投与し、その

24時間後にテストを行った。テストではフルボキサミンを腹腔内投与し、30分後よりすくみ行動

の出現時間を 1分ごとに 6分間測定した（Fig. 3A）。その結果、測定開始 1分後では、フルボキサ

ミン（5 mg/kg, i.p.）単独投与群および抑肝散（0.3および 1 g/kg, p.o.）とフルボキサミン（5 mg/kg, 

i.p.）の併用投与群において、有意なすくみ行動の抑制が認められた。また、測定開始 3分後では、

抑肝散（1 g/kg, p.o.）とフルボキサミン（5 mg/kg, i.p.）の併用投与群においてのみ、すくみ行動が

有意に抑制された（Fig. 3B）。さらに、6分間におけるすくみ行動の総出現時間は、フルボキサミ

ン（5 mg/kg, i.p.）単独投与群では有意な変化が認められなかったものの、抑肝散（0.3および 1 g/kg, 

p.o.）とフルボキサミン（5 mg/kg, i.p.）の併用投与群で有意に抑制された（Fig. 3C）。 

 

3. 恐怖条件付けストレス反応に対する抑肝散の効果 

恐怖条件付けにより誘発されるすくみ行動に対する抑肝散の効果について Fig. 4に示した。恐

怖条件付け 24時間後より抑肝散を 1日 1回 6日間経口投与し、その 24時間後にテストを行った。
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テストでは生理食塩液を腹腔内投与し、30分後よりすくみ行動の出現時間を 1分ごとに 6分間測

定した（Fig. 4A）。その結果、測定開始後 1分ごとにおけるすくみ行動の出現時間、および 6分間

におけるすくみ行動の総出現時間いずれに対しても、抑肝散（1 g/kg, p.o.）の反復投与は有意な影

響を及ぼさなかった（Fig. 4Bおよび 4C）。 

 

4. 脳内 5-HT2A受容体の発現量に対するフルボキサミンと抑肝散の併用効果 

脳内 5-HT2A受容体の発現量に対するフルボキサミンと抑肝散の併用効果を Fig. 5に示した。恐

怖条件付けストレス試験が終了した直後での前頭前皮質における 5-HT2A受容体の発現量は、フル

ボキサミン（5 mg/kg, i.p.）単独投与群では有意な変化は認められなかったが、フルボキサミン（5 

mg/kg, i.p.）と抑肝散（0.3および 1 g/kg, p.o.）の併用投与群では有意に減少した（Fig. 5A）。一方、

海馬および扁桃体においては、いずれの群においても 5-HT2A受容体の発現量に有意な変化は認め

られなかった（Fig. 5Bおよび 5C）。 

 

5. 前頭前皮質における 5-HT1A受容体発現量に対するフルボキサミンと抑肝散の併用効果 

前頭前皮質における 5-HT1A受容体の発現量に対するフルボキサミンと抑肝散の併用効果を Fig. 

6に示した。恐怖条件付けストレス試験が終了した直後での前頭前皮質における 5-HT1A受容体の

発現量は、いずれの群においても有意な変化は認められなかった。 

 

6. 恐怖条件付けストレス反応に対するケタンセリン内側前頭前皮質投与の効果 

恐怖条件付けにより誘発されるすくみ行動に対する選択的 5-HT2A 受容体拮抗薬ケタンセリン

の内側前頭前皮質投与の効果について Fig. 7に示した。恐怖条件付け 24時間後にケタンセリンを

内側前頭前皮質に局所投与し、40分後にすくみ行動を測定した（Fig. 7A）。その結果、測定開始 1

分後および 6 分後におけるすくみ行動が、ケタンセリン（5 nmol）投与群において有意に抑制さ

れた（Fig. 7C）。また、6分間におけるすくみ行動の総出現時間も、ケタンセリン（5 nmol）投与

群において有意に抑制された（Fig. 7D）。 
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7. 恐怖条件付けストレス反応に対する SA4503の効果 

恐怖条件付けにより誘発されるすくみ行動に対する選択的シグマ-1受容体作動薬 SA4503の効

果について Fig. 8に示した。恐怖条件付け 24時間後に SA4503を腹腔内投与し、30分後にすくみ

行動を測定した（Fig. 8A）。その結果、測定開始 1分後におけるすくみ行動が、SA4503（1 mg/kg, 

i.p.）投与群において有意に増強した（Fig. 8B）。また、また、4分間におけるすくみ行動の総出現

時間も、SA4503（1 mg/kg, i.p.）投与群において有意に増強した（Fig. 8C）。 

 

8. 恐怖条件付けストレス反応に対する SA4503および抑肝散の併用効果 

恐怖条件付けにより誘発されるすくみ行動に対する SA4503 および抑肝散の併用効果につい

て Fig. 9に示した。恐怖条件付け 24時間後より抑肝散を 1日 1回 6日間経口投与し、その 24時

間後にテストを行った。テストでは SA4503を腹腔内投与し、30分後よりすくみ行動の出現時間

を 1分ごとに 6分間測定した（Fig. 9A）。その結果、測定開始 1分後におけるすくみ行動が、SA4503

（1 mg/kg, i.p.）単独投与群において有意に増強し、この行動変化は、抑肝散（1 g/kg, p.o.）と SA4503

（1 mg/kg, i.p.）の併用投与群において有意に抑制された（Fig. 9B）。また、4分間におけるすくみ

行動の総出現時間は、SA4503（1 mg/kg, i.p.）単独投与群で有意に増強したが、抑肝散（1 g/kg, p.o.）

と SA4503（1 mg/kg, i.p.）の併用投与群では有意な変化は認められなかった（Fig. 9C）。 
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Fig. 2. A: Experimental schedule. B and C: Effects of fluvoxamine on the time-course of changes (B) in 

and total duration (C) of freezing behavior induced by contextual fear conditioning in mice. SAL: saline, 

FLV: fluvoxamine. Values are the mean ± SEM of 20-22 mice. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. SAL 

group. 
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Fig. 3. A: Experimental schedule. B and C: Influence of repeated pretreatment with yokukansan for the 

effect of fluvoxamine on the time-course of changes (B) in and total duration (C) of freezing behavior 

induced by contextual fear conditioning in mice. DW: distilled water, SAL: saline, YKS: yokukansan, FLV: 

fluvoxamine. Values are the mean ± SEM of 10-11 mice. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. DW+SAL 

group. 
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Fig. 4. A: Experimental schedule. B and C: Effects of yokukansan on the time-course of changes (B) in and 

total duration (C) of freezing behavior induced by contextual fear conditioning in mice.  DW: distilled 

water, SAL: saline, YKS: yokukansan. Values are the mean ± SEM of 8-10 mice. 
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Fig. 5. Effects of co-treatment with yokukansan and fluvoxamine on the expression of 5-HT2A receptor in 

the prefrontal cortex (A), amygdala (B) and hippocampus (C). Photographs show representative western 

blots of 5-HT2A receptor. Graphs show the relative densities of bands. Quantitative data were normalized 

and expressed as a percentage of the expression of 5-HT2A receptor in the DW plus SAL group. DW: 

distilled water, SAL: saline, YKS: yokukansan, FLV: fluvoxamine. Values are the mean ± SEM of 9-11 

mice. *p<0.05 vs. DW+SAL group. 
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Fig. 6. Effects of co-treatment with yokukansan and fluvoxamine on the expression of 5-HT1A receptor in 

the prefrontal cortex in mic. Photographs show representative western blots of 5-HT1A receptor. Graph 

shows the relative densities of bands. Quantitative data were normalized and expressed as a percentage of 

the expression of 5-HT1A receptor in the DW plus SAL group. DW: distilled water, SAL: saline, YKS: 

yokukansan, FLV: fluvoxamine. Values are the mean ± SEM of 9-11 mice. 
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Fig. 7. A: Experimental schedule. B: Schematic diagram of microinjection sites within the prefrontal cortex 

of mice used in the present study. The injection sites are indicated by asterisks. C and D: Effects of 

microinjection of ketanserin into the medial prefrontal cortex on the time-course of changes (B) in and total 

duration (C) of freezing behavior induced by contextual fear conditioning in mice. V: vehicle, KTS: 

ketanserin. Values are the mean ± SEM of 7 mice. *p<0.05 vs. V group. 



 

 

20 

 

 

Fig. 8. A: Experimental schedule. B and C: Effects of SA4503 on the time-course of changes (B) in and 

total duration (C) of freezing behavior induced by contextual fear conditioning in mice. Values are the 

mean ± SEM of 9-10 mice. SAL: saline. *p<0.05, **p<0.01 vs. saline group. 
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Fig. 9. A: Experimental schedule. B and C: Influence of repeated pretreatment with yokukansan for the 

effect of SA4503 on the time-course of changes (B) in and total duration (C) of freezing behavior induced 

by contextual fear conditioning in mice. DW: distilled water, SAL: saline, YKS: yokukansan. Values are the 

mean ± SEM of 10-11 mice. *p<0.05, **p<0.01 vs. DW+SAL group. #p<0.05 vs. DW+SA4503 (1 mg/kg) 

group. 
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【考察】 

 

本研究において、恐怖条件付けにより誘発されるマウスのすくみ行動は、テスト前に選択的

5-HT再取り込み阻害薬であるフルボキサミン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. 2）。この結果は、これまでの先行研究における結果 6-10)と一致するものであり、5-HT

の再取り込み阻害により脳内 5-HT濃度を高めることが、不安の軽減に有効であることを示唆する。

また、この仮説は、選択的 5-HT再取り込み阻害薬がうつ病のみならず、不安障害の治療にも臨床

使用されている事実 2)からも裏付けられる。 

これまでに、恐怖条件付けストレス反応の発現には、海馬、内側前頭前皮質および扁桃体間

の神経ネットワークが重要な役割を担っており、これら脳部位には 5-HT1A 受容体および 5-HT2A

受容体がともに高発現していることが明らかにされている 41,42)。一般に 5-HTは、作用する 5-HT

受容体のサブタイプにより異なった生理作用を示すと考えられるが、5-HT1A受容体刺激は恐怖条

件付けストレス反応を抑制する一方、5-HT2A受容体刺激は増強させることから 6,43)、両 5-HT受容

体サブタイプは不安の発現機構において相反する役割を担っていることが示唆される。このこと

を踏まえると、フルボキサミンの抗不安様効果の発現には、少なくとも一部は 5-HT1A受容体の活

性化が関与しているが、5-HT2A受容体の活性化はむしろ、フルボキサミンの抗不安様効果の発現

を抑制していることが示唆される。 

次に、恐怖条件付けストレス反応に対するフルボキサミンおよび抑肝散の併用効果にいて検

討した。これまでに、ラットに抑肝散を 14日間反復投与することにより、恐怖条件付けストレス

試験におけるすくみ行動が抑制されるとの報告がある 29)。一方、本研究の目的は、フルボキサミ

ンに対する抑肝散の増強効果に関する検証であることを踏まえ、抑肝散の用量および投与期間は、

単独投与では有意な効果を示さないと想定された 6 日間に設定した。その結果、フルボキサミン

および抑肝散の併用効果に関する検討では、恐怖条件付けの翌日よりテストの前日まで抑肝散を

6 日間反復投与したマウスにおいて、単独では無効な用量のフルボキサミンをテスト前に投与す

ることにより、すくみ行動の有意な抑制が認められた（Fig. 3）。一方、抑肝散の反復投与のみで
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は、すくみ行動の発現に特筆すべき影響を及ぼさなかった（Fig. 4）。これらのことから、恐怖条

件付けストレス反応に対するフルボキサミンの抑制効果は、抑肝散を併用することにより増強す

ることが明らかとなった。近年、抑肝散は、重篤な副作用を発現させることなく、アルツハイマ

ー病をはじめとする認知症患者が示す不安、幻覚、興奮、睡眠障害などの行動および心理的症状

（BPSD）を改善することが明らかとなっている 19)。また、ごく最近では、抑肝散が鎮静効果を示

すことなく、術前の不安を改善することも報告されており 44,45)、これらの臨床的知見は、モデル

動物の不安様行動を抑肝散が抑制するという基礎研究の結果 28-30)により裏付けられている。これ

らの報告に加えて、抑肝散の単独投与では有意な抑制効果が得られなかったものの、本研究で得

られた知見は、不安障害に対するフルボキサミンの治療効果の増強という、抑肝散の新たな臨床

的有用性を示唆するものと考える。 

5-HT が作用する 14 種類の 5-HT 受容体サブタイプ 24)のうち、特に情動性の調節や情動障害

との関連が強く示唆されている受容体としては、5-HT1Aおよび 5-HT2A受容体が考えられる 46)。そ

こで本研究では、恐怖条件付けストレス試験終了直後のマウスの脳内における、5-HT1A および

5-HT2A受容体の発現量について検討した。その結果、すくみ行動の有意な抑制が認められた抑肝

散とフルボキサミンの併用群において、前頭前皮質特異的かつ有意な 5-HT2A受容体発現量の減少

が認められた（Fig. 5）。本知見は、抑肝散をマウスに反復経口投与することにより、前頭前皮質

における 5-HT2A受容体の発現量が減少するという以前の報告 21)を支持するものである。また、別

の報告では、隔離飼育ストレスにより誘発される前頭前皮質における5-HT2A受容体の発現増加が、

抑肝散の反復投与により抑制されることが示されていることから 23)、抑肝散が前頭前皮質におけ

る 5-HT2A受容体機能を低下させる作用を有することが示唆される。前頭前皮質の 5-HT2A受容体

が不安の発現において重要な役割を果たしていると考えられている 47)ことを考慮すると、本研究

結果は、精神障害に対する抑肝散の有効性のメカニズムを説明する一助になるかもしれない。す

なわち、以前の遺伝子改変動物を用いた検討では、5-HT2A受容体ノックアウトマウスで不安様行

動が抑制され、この情動性の異常は前頭前皮質特異的に 5-HT2A受容体を発現させることにより正

常化することが示されている 48)。また、高架式十字迷路試験および恐怖条件付けストレス試験を
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用いた行動薬理学的検討では、5-HT2A受容体拮抗薬であるケタンセリンを内側前頭前皮質へ局所

投与することで、抗不安様効果が発現することが報告されている 49)。本研究においても、テスト

前に内側前頭前皮質に選択的5-HT2A受容体拮抗薬であるケタンセリンを局所投与することにより、

恐怖条件付けにより誘発されるマウスのすくみ行動が抑制されることを確認できたため（Fig. 7）、

内側前頭前皮質に発現する 5-HT2A受容体は、不安の発現に深く関わっていることが示唆される。

また、5-HT2A受容体の減少や遮断は、フルボキサミンによりシナプス間隙において増加した 5-HT

が、抗不安効果の発現に重要と考えられる 5-HT1A受容体により効率的に結合できる環境を作り上

げることになる。これらのことを踏まえると、抑肝散の反復投与により誘発される内側前頭前皮

質における 5-HT2A受容体の減少が、フルボキサミンの抗不安様効果の発現増強に関与しているこ

とが示唆される（Fig. 10）。尚、抑肝散の構成生薬のうち、5-HT2A受容体の発現減少は、柴胡、釣

藤鈎、当帰および甘草の協力作用によるものであることが明らかにされている 23)。したがって、

本研究で認められた不安に対する抑肝散とフルボキサミンの抑制効果にも、これらの構成生薬が

関与している可能性が推察される。尚、ケタンセリンの内側前頭前皮質投与の効果を検討した結

果（Fig. 7）では、本研究における他の検討結果と比較して、溶媒投与群におけるすくみ行動の出

現時間が短かった。その理由としては、内側前頭前皮質に薬物投与用のガイドカニューレを挿入

した手術の影響、薬物投与時に施した吸入麻酔の影響、あるいは溶媒に含まれる高濃度の Tween 80

の影響等が考えられる。 

さらに、前頭前皮質における 5-HT1A受容体の発現量についても検討したところ、5-HT2A受容

体とは異なり特筆すべき変化が認められなかった（Fig. 6）。しかしこれまでに、抑肝散の反復投

与は、マウスの前頭前皮質における 5-HT1A受容体の mRNA やタンパク質の発現量には影響を与

えないものの、受容体結合実験により測定される 5-HT1A受容体量は増加させることが見いだされ

ている 22)。また、行動薬理学的検討では、前頭前皮質の 5-HT1A受容体が発現に関わっていると考

えられている 5-HT1A受容体作動薬により誘発される立ち上がり行動 50)が、抑肝散の反復投与によ

り増加することが報告されている 22)。さらに、抑肝散およびその構成生薬の釣藤鈎に含まれる活

性物質である geissoschizine methyl etherは、5-HT1A受容体に対する部分作動活性を有することも
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明らかにされている 20,51)。一方、5-HT1A受容体の活性化は、一貫して恐怖条件付けストレス反応

におけるすくみ行動を抑制することが知られている 6)。したがって、抑肝散によるフルボキサミ

ンの抗不安様効果の増強に、前頭前皮質における 5-HT1A受容体の活性化が関与している可能性も

考えられるが、この仮説を証明するにはさらなる詳細な検討が必要である。 

本研究では、フルボキサミンがシグマ-1受容体に対して強い作動活性を有すること 11)を考慮

して、選択的シグマ-1 受容体作動薬 52,53)である SA4503 が、マウスの恐怖条件付けストレス反応

に及ぼす影響についても検討した。その結果、恐怖条件付けにより誘発されるマウスのすくみ行

動は、テスト前に SA4503 を投与することにより増強した（Fig. 8）。したがって、シグマ-1 受容

体が、恐怖条件付けストレス反応の発現を促進的に制御している可能性が示唆された。これまで

に、シグマ-1 受容体は、認知機能において重要な役割を担っていることが報告されている。例え

ば、フルボキサミンはマウスにおいて、グルタミン酸 NMDA受容体依存性の認知機能を促進させ

るが、この効果はシグマ-1受容体拮抗薬の併用により抑制される 54)。また、最近では、ムスカリ

ン性アセチルコリン受容体拮抗薬により誘発されるマウスの認知機能障害が、シグマ-1 受容体機

能 を 促 進 さ せ る ア ロ ス テ リ ッ ク モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る (4R,5S)-2-(5-methyl-2-oxo- 

4-phenyl-pyrrolidin-1-yl)-acetamide（E1R）により改善することが見出されている 55)。恐怖条件付け

により誘発されるマウスのすくみ行動は、条件付けにより獲得した恐怖記憶を想起することによ

り生じる情動反応である 4)ことを踏まえると、本研究結果より、シグマ-1 受容体は認知機能の調

節に加えて、不安の発現につながる恐怖記憶の想起にも関与している可能性が示唆される。 

一方、抑肝散を恐怖条件付けの翌日よりテストの前日まで 6 日間反復投与したマウスでは、

SA4503によるすくみ行動の増強効果は有意に抑制された（Fig. 9）。したがって、抑肝散の反復投

与により、シグマ-1 受容体を介した情報伝達の低下が生じる可能性が示唆された。また、フルボ

キサミンがシグマ-1受容体に対する作動活性を有する 11)ことを考慮すると、このシグマ-1受容体

の機能低下が、恐怖条件付けストレス反応に対する抑肝散とフルボキサミンとの相互作用のメカ

ニズムに一部関与している可能性が考えられる（Fig. 10）。抑肝散の反復投与がシグマ-1受容体機

能に影響を及ぼすメカニズムについては未だ不明であるが、1 つの可能性としては、抑肝散が
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5-HT1A受容体に対して有する部分作動活性の関与が推察される。実際に、近年の行動および神経

化学的検討では、5-HT1A受容体とシグマ-1受容体が前頭前皮質において相乗的に相互作用し、脳

機能に影響を及ぼしていることを示唆する知見が得られている 56,57)。したがって、抑肝散の反復

投与により 5-HT1A受容体が持続的に刺激された結果、代償的にシグマ-1受容体のダウンレギュレ

ーションが生じた可能性が推察されるが、この仮説の証明には今後さらなる詳細な検討が必要で

ある。 
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【総括】 

 

フルボキサミンは、シナプス前膜に存在する 5-HTトランスポーターに選択的に作用し、5-HT

神経終末への 5-HT再取り込みを阻害する。これによりシナプス間隙の 5-HT濃度が上昇し、5-HT1A

受容体および 5-HT2A 受容体が刺激される。恐怖条件付けストレス反応の発現に対して、5-HT1A

受容体の刺激は抑制的に働くが、反対に、5-HT2A受容体の刺激は促進的に働く。また、フルボキ

サミンは、シグマ-1 受容体を直接刺激し、この作用も恐怖条件付けストレス反応の発現に対して

促進的に働く。フルボキサミンの抗不安様効果は、これら多様な薬理作用が統合された結果と考

えられる。 

恐怖条件付けストレス反応に対する抑肝散とフルボキサミンの併用効果のメカニズムに関す

る模式図を Fig. 10 に示した。抑肝散の反復投与は、前頭前皮質における 5-HT2A受容体の発現を

抑制し情報伝達を低下させる。また、シグマ-1 受容体を介した情報伝達も、抑肝散の反復投与に

より低下する。これら、恐怖条件付けストレス反応の発現を促進的に制御している受容体の役割

が減弱することにより、フルボキサミンの抗不安様効果が増強すると考えられる。 

	 以上、本研究の結果より、抑肝散の反復投与は前頭前皮質における 5-HT2A受容体を介した情報

伝達の低下を引き起こすことにより、フルボキサミンの抗不安様効果を増強することが示唆され

た。また、他のメカニズムとして、シグマ-1 受容体のダウンレギュレーションが一部関与してい

る可能性も併せて示唆された。したがって、既存の薬物治療では十分な効果が得られない不安障

害の患者に対して、フルボキサミンと抑肝散の併用投与が有用である可能性が考えられる。 
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Fig. 10. Schematic diagram on the mechanism of the combined effect of fluvoxamine and yokukansan on 

fear conditioning stress response in mice. PFC: prefrontal cortex, YKS: yokukansan. +: acceleration of fear 

conditioning stress response (anxiogenic action). -: suppression of fear conditioning stress response 

(anxiolytic action). 
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