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の指標を測定して行った。体表面温度の解析は、尻尾

基部の表面温度をサーモグラフィーカメラで撮影して

行った。ストレスホルモンの解析は、血漿コルチコス

テロン濃度をELISAで測定して行った。次に、抗不安

薬エチゾラムの効果を検証するために、エチゾラムを

経口投与（５mg/kg）したマウスにおける３つの恐怖反

応（忌避・不動行動および体表面温度）を測定した。

薬剤非投与マウスには溶媒のみを経口投与した。

【結　果】

　P-mixにより誘起される恐怖情動を定量化するため

に、マウスをP-mixに暴露したところ、忌避・不動・

危険確認行動の増加、毛繕い・立ち上がり行動の減少、

体表面温度の低下、ストレスホルモン放出の増加が見

られた３）。これらの恐怖反応は、P-mix非存在下の約３

～８倍に変化した。次に、エチゾラムの効果の検討の

ため、エチゾラムを投与したマウスの恐怖反応を測定

し、非投与マウスと比較した。その結果、投与マウス

では、匂い接近行動の減少は６分の１程度に抑制され

た。また、体表面温度の低下は見られなかった。これ

らの結果は、エチゾラムが恐怖反応を抑制したことを

示唆した。また興味深いことに、投与マウスの不動行

動は、P-mixに暴露していなくても約４倍に増加し、P-

mixによって半分ほどに低下した。このような不動行

動の変化は、非投与マウスとは逆であった。以上よ

り、エチゾラムの効果の評価において、不動行動は指

標には不向きであるが、匂い接近行動および体表面温

度は指標に適することが示唆された。

【考　察】

　本研究で扱った匂いによって誘起される生得的恐怖

は、条件付けによって想起させる恐怖や高所等で生じ

る不安とは異なる性質を持つ可能性があるので、この

先天的恐怖に関する研究は恐怖や不安といった情動の

研究分野に新たな知見をもたらすと期待する。本研究

では、７個の恐怖反応を指標として、恐怖情動を定量

的に評価する系を確立した。７個の指標はP-mixによ

ってP-mix非存在下の約３～８倍に変化するので、抗

不安薬の効果の定量的評価は十分に可能であると考え

られる。また、行動や生理的変化である体表面温度は

生きた動物で非侵襲的に測定できるので、これらを指

標とすることは実験動物を用いた研究倫理の観点から
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【目　的】

　恐怖情動はヒトや動物が外敵などの危険から身を守

るための本能であるが、その情動の異常は恐怖症や心

的外傷後ストレス障害（PTSD）などの不安障害の原因

となる。不安障害の治療薬の開発には、実験動物に一

定の恐怖情動を誘起し、その強度を定量的に評価する

系が必要である。一昨年に我々は、オオカミの尿から

マウスに対して強い恐怖情動を引き起す匂い物質ピラ

ジン化合物（２，６-dimethylpyrazine、２，５-dimethyl-３-

ethylpyrazine、２，３，５-trimethylpyrazine）を見出した１）。

他の恐怖誘発物質と同様に２）、これら３種のピラジン

化合物（pyrazine-analog mixture;P-mix）も、マウスに

生得的な恐怖情動を誘起して様々な行動および生理的

な反応をもたらすと予想される。本研究では、不安障

害の原因となり得る恐怖情動に対する抗不安薬の候補

物質の効果を定量的に評価する系を確立することを目

的とした。まず、P-mixによって誘起される恐怖情動

を定量的に評価した。そして、この評価系を用いて、

現在日本で非常に多く処方されている抗不安薬のひと

つであるエチゾラムの効果を検証した。

【方　法】

　まず、P-mixにより誘起される恐怖情動を定量的に

評価するために、マウス（BALB/c、オス、３～６月

齢）をP-mix存在下に置き、行動（忌避・不動・危険

確認・毛繕い・立ち上がり）および生理的変化（体表

面温度・ストレスホルモン放出）について調べた。個々

の行動解析は、マウスの行動を撮影した動画から各々
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ステロイドを含む性特異的なホルモンにより、からだ

全体の性分化が起こる。ゆえに、性差の構築は、精巣

と卵巣が、性特異的なホルモンを産生するよう分化す

ることであると言える。これら性の決定から分化に至

る一連の過程を制御しているのは生殖腺の特定の体細

胞群（精巣のセルトリ細胞やライディッヒ細胞、卵巣

の顆粒膜細胞や莢膜細胞）である。よって、ホルモン

産生を行う生殖腺体細胞の性差を知ることは、性分化

の本質を知ることになると考えられる。私は、過去の

研究で成体幹細胞である間葉幹細胞から生殖腺体細胞

を分化誘導する系を確立した（Yazawa et al., ２００６, 

２００８, ２００９, ２０１０, ２０１１, ２０１２, ２０１４, ２０１５）。そして、

幹細胞由来の細胞を解析することにより、これまでに

報告されていない性差を持って生殖腺に発現する遺伝

子群を同定している。本研究は、これらの遺伝子のう

ち核内受容体のコアクチベーターとして知られる

PGC-１αの発現と機能を解析し、生殖腺体細胞の性差

とその構築における役割を調べることを目的に行った。

【方　法】

１．生殖腺におけるPGC-１αの発現解析

　ヒトの精巣や卵巣から抽出したRNAやタンパク質

を用いて、Q-PCRやウエスタンブロッティングによ

り、生殖腺におけるPGC-１αの発現量の解析を行っ

た。また、免疫組織化学法により、生殖腺内における

PGC-１αの局在を調べた。

２．生殖腺体細胞におけるPGC-１αの機能解析

　セルトリ細胞由来の細胞株にPGC-１αをレトロウイ

ルスにより、過剰発現させた後に、細胞からRNAを抽

出し、RT-PCRにより性分化関連遺伝子の発現変化を

解析した。さらに、ルシフェラーゼベクターを用いた

レポーターアッセイにより、PGC-１αの性分化関連遺

伝子の転写における機能を調べた。

【結　果】

　ヒト生殖腺では、PGC-１α遺伝子並びにタンパク質

は、精巣で非常に高いレベルで発現していた。一方、

卵巣においては、発現量は非常に低く、タンパク質レ

ベルでの検出は困難であった。PGC-１αの精巣内にお

ける局在は、セルトリ細胞であった。in vitroで分化さ

せたセルトリ細胞由来の細胞株に、レトロウイルスに

も優れていると考えられる。今回見られたエチゾラム

の投与のみによって大きく変化した不動行動は指標と

しては不適だが、この結果はエチゾラムの副作用であ

る眠気や倦怠感を反映しているのかもしれない４）。他

の薬物においても、投与のみで変化する評価指標も存

在し得るので、複数の指標から総合的にその効果を評

価することの重要性が示唆される。今後、エチゾラム

については他の指標の測定を行い、さらに近年PTSD

の新規薬剤としての可能性が期待されているNeuro-

peptide Yやmelanocortin ４ receptor antagonist（HS０１４）

などの神経ペプチドについても、この系を用いて評価

したいと考えている。
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【目　的】

　哺乳類における性（男女・雌雄）は、胎児期に性染

色体によって生殖腺が精巣になるか卵巣になるかによ

って決定される。生後、精巣と卵巣から産生される性
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