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トマウスの四肢を固定し、暗闇で３０分暗順応させた

後、LEDの光刺激を用いて対光反射を誘発させ、記録

は赤外線から可視光まで記録可能なCMOSカメラに

顕微鏡用の対物レンズを直結したものを用いてLED

照射前から記録し、その画像データから暗順応中の瞳

孔経、縮瞳後の瞳孔経、収縮の時定数を求め、野生型

と遺伝子改変マウスとで比較を行った。

　ダブルノックアウトマウスの作製は１２９Sv系統の

TRPC３ノックアウトマウスとTRPC６ノックアウトマ

ウスを交配させることで行った。まず両者の交配によ

ってTRPC３およびTRPC６ともにヘテロの個体を得

た。交配によって得られた仔マウスは耳片をサンプル

としたgenotypingをKAPA MG KIT（KAPA BIOSYS-

TEMS）を用いて行い、そこから得られた遺伝子型に応

じて選別し、交配を繰り返し行うことで作製を進めた。

　

【結果と考察】

　TRPC３およびTRPC６、さらに野生型を加えた３系統

での比較において、収縮前後における瞳孔径、および

収縮速度において、現在までに有意な差を確認するこ

とはできなかった。しかし眼内平滑筋を材料にしては

いないものの、TRPC３とTRPC６はそれぞれ単独のノ

ックアウトでは野生型と有意な差は見られないが、両

方をノックアウトすることではじめて影響が出るとい

う報告１）もあることから、TRPC３とTRPC６は瞳孔括

約筋においても相補的に働いている可能性が考えら

れ、このことを確かめるためにダブルノックアウトマ

ウスを用いた検証が必須である。しかしながら、結果

としてTRPC３/６ダブルノックアウトのマウスを得る

ことはできたものの、ヘテロマウスからのダブルノッ

クアウトマウス産生は極めて効率が悪く、また設備の

問題から繁殖が小規模にしか行えなかったために、ノ

ックアウトマウスを得るまでに予想以上の時間を要し

た。加えて少数の得られたマウスはすべて繁殖のため

に維持せねばならなかったため、現在までに実験遂行

に必要な個体数を確保することはできなかった。今回

の研究期間内でダブルノックアウトマウスの測定結果

を比較検討するには至らなかったが、今後も交配によ

る繁殖を進め、このダブルノックアウトマウスと

TRPC３およびTRPC６それぞれのノックアウトマウ

ス、および野生型マウスを比較することによって、瞳

孔括約筋収縮の持続相におけるTRPCチャネルの関与

７） TRPCノックアウトマウスを用いた瞳孔括約筋収

縮機構の解明

研究代表者　金子　智之

【目　的】

　眼内平滑筋の自律神経刺激に伴う収縮の持続相は、

他の多くの平滑筋の場合と同様、細胞外からのCa２＋流

入を必要とするが、その分子実体や作用機序に関して

はいくつかの候補があるものの、詳細は分かっていな

い。これまでに本研究室では、ウシ毛様体筋（遠近調

節のための眼内平滑筋）における実験により、持続相

におけるCa２＋流入が単位コンダクタンスの異なる２種

類の非選択性陽イオンチャネル（NSCC）を介するこ

とを示した。それらの分子候補としてのTRPC１、

TRPC３、TRPC４、TRPC６やOrai１などの発現もすでに

確認しているが、ウシ材料では遺伝子ノックダウンな

どの適用が困難で、また遺伝子改変動物の利用は事実

上不可能あるためNSCCとの関連についての検討は行

き詰まっており、詳細はいまだ不明である。そこで、

血管平滑筋においてNSCCとの関連が注目されている

TRPC３とTRPC６に着目し、これらのノックアウトマ

ウスを用いた実験系の構築を進めており、現在までに

非侵襲的に実験可能な対光反射による瞳孔収縮径の解

析手法を確立し測定を続けている。本研究ではマウス

の瞳孔括約筋という微小な平滑筋の持続相にTRPC３

とTRPC６の遺伝子欠損が与える影響を詳細に調べる

ことでその分子実体を明らかにすることを最終目標と

して研究を遂行した。

【方　法】

　８～１２週齢の雄のTRPC３およびTRPC６ノックアウ
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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

が明らかになっていくと期待される。
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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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