
Title 幼若期ストレスによって生じる成熟期ラットのうつ様行動に対するケタミンの効果とその神経基盤研究

Author(s) 相川, 勝洋

Description 配架番号：2435

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 甲第13421号

Issue Date 2019-03-25

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k13421

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/78249

Type doctoral thesis

File Information Katsuhiro_Aikawa.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



 
 

学	 位	 論	 文 
 

幼若期ストレスによって生じる	

成熟期ラットのうつ様行動に対するケタミンの効果と	

その神経基盤研究	

 
(Studies about the effect of ketamine on the juvenile stress-induced depression-like 

behavior and alteration of neural activity in adult rats) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

2019年 3月 

 

北	 海	 道	 大	 学 

 

相	 川	 勝	 洋 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

学	 位	 論	 文 
 

幼若期ストレスによって生じる	

成熟期ラットのうつ様行動に対するケタミンの効果と	

その神経基盤研究	

 
(Studies about the effect of ketamine on the juvenile stress-induced depression-like 

behavior and alteration of neural activity in adult rats) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

2019年 3月 

 

北	 海	 道	 大	 学 

 

相	 川	 勝	 洋 
 



目次 

 
発表論文目録および学会発表目録	 ------------------------------------	1	 	
要旨	 ---------------------------------------------------------------	2	
略語表	-------------------------------------------------------------	5	

緒言	 	 --------------------------------------------------------------	7	
	

【第１章】	

背景	---------------------------------------------------------------	9	

実験材料および実験方法	--------------------------------------------	11	

実験結果	----------------------------------------------------------	14	

考察	--------------------------------------------------------------	16	

小括	--------------------------------------------------------------	18	

	

【第２章】	

背景	--------------------------------------------------------------	19	

実験材料および実験方法	--------------------------------------------	21	

実験結果	----------------------------------------------------------	25	

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

小括	--------------------------------------------------------------	36	

	

【第３章】	

背景	--------------------------------------------------------------	37	

実験材料および実験方法	--------------------------------------------	39	

実験結果	----------------------------------------------------------	41	

考察	--------------------------------------------------------------	43	

小括	--------------------------------------------------------------	45	

	

総括および結論	----------------------------------------------------	46	

謝辞	--------------------------------------------------------------	48	

利益相反	----------------------------------------------------------	49	

引用文献	----------------------------------------------------------	50



 1 

発表論文目録および学会発表目録 
 
 
本研究の内容は以下の論文に投稿中である。 
 
Katsuhiro Aikawa, Takayuki Yoshida, Yu Ohmura, Mitsuhiro Yoshioka, Yuji Morimoto 
 
Subanesthetic Ketamine Rapidly Reverses Depression-like Alterations Derived from Juvenile 
Stress in Adult Rats. 
 
Neuropharmacology（投稿中） 
 
 
 
本研究の一部は以下の学会で発表した。 
 
相川勝洋、吉田隆行、大村優、泉剛、吉岡充弘、森本裕二 
 
幼若期ストレスによるラットのうつ様行動に対するケタミンの効果とその神経基盤研

究 
 
第 47回日本神経精神薬理学会	 2017年 9月 28 ~ 30日・札幌 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 2 

要旨 
 
【背景と目的】 
現在、うつ病は世界で約 3億人が罹患する深刻な疾患であり、発病には虐待などの
幼少期の強いストレスが強く関係することが知られている。これは、シナプス新生・

刈り込みなどの重要な過程にある幼若期の脳が強いストレスに曝露されることにより、

成長後も遷延する機能異常が生じるためであると考えられている。実際このような患

者はストレス感受性が高く、うつ病を始めとした精神疾患の発病率が高い事、うつ病

に陥った場合治療抵抗性を示す傾向があることが報告されている。2000 年の Barman
らの報告以降、画期的な抗うつ薬として注目を集めているケタミンについて、ヒト・

動物を対象にした数多くの研究が行われているが、幼若期ストレスを負荷された対象

への効果に着目した研究は現在のところ見当たらない。そのため、治療抵抗性うつ病

の要因である幼若期ストレスを負荷した動物を用いて、ケタミンの抗うつ効果を検証

することは有意義であると考えた。 
うつ病の病態生理は完全には解明されていないが、気分のコントロールに重要な内

側前頭前野の興奮性伝達、すなわちグルタミン酸系伝達の減弱が重要な要素であり、

ケタミンはこの変化を回復させることで抗うつ効果を発揮すると考えられている。そ

こで本研究では、「幼若期ストレスに起因する成熟期のうつ様行動および減弱した内

側前頭前野の興奮性伝達をケタミンが回復させる」という仮説を設定し、行動学的変

化および内側前頭前野のグルタミン酸伝達系に焦点を当て、ケタミンの有効性につい

て検証することとした。 
 
【材料と方法】 
実験には、妊娠Wister/ST系ラットから産まれた雄性ラットを用いた。生後 21日齢
で母子分離し、幼若期ストレスとして 25 日齢まで 5 日間連続した足蹠電気刺激スト
レス（3wFS）を負荷した。対照としては電気刺激を与えないラットを用いた。10週齢
に達した後ケタミン 10 mg/kgもしくは生理食塩水（VEH）を腹腔内投与した上で、う
つ様行動である強制水泳試験における無動時間の比較、内側前頭前野 Prelimbic 領域
（PL）第 V 層錐体細胞を対象としたWhole-cell patch-clamp 法による電気生理学的解
析、および共焦点レーザー顕微鏡を用いた樹状棘突起（spine）の形態解析を行った。
実験群として、ラットを 3wFSおよびケタミン投与の有無により 4群に分けた。 
統計は主に two-way analysis of variance（ANOVA）を用い、交互作用が有意であった
場合には one-way ANOVAによる単純主効果の比較を行った。 
 
 



 3 

【結果】 
強制水泳試験：VEH群において 3wFSにより immobilityが増加し（p = 0.001）、3wFS
群においてケタミンにより immobilityが減少した（p = 0.02）。つまり、3wFSによって
増加した immobilityがケタミンにより回復することが示された。 

Whole-cell patch-clamp記録：自発性興奮性シナプス後電流（sEPSC）に関して、VEH
群において 3wFSにより振幅が低下し（p < 0.001）、3wFS群においてケタミンにより
振幅が増加した（p < 0.001）。また、VEH群において 3wFSで頻度が減少し（p < 0.001）、
3wFS群においてケタミンにより増加した（p < 0.001）。すなわち、3wFSによって減
少した sEPSCの振幅および頻度がケタミンにより増加する事が示された。テトロドト
キシンを用いた微小 EPSC（mEPSC）の測定を行ったところ、VEH群において 3wFS
により振幅が減少し（p < 0.001）、3wFS群においてケタミンにより増加した（p < 0.001）。
また、VEH群において 3wFSは頻度を減少させ（p < 0.001）、3wFS群において、ケタ
ミンにより頻度が増加した（p < 0.001）。つまり、3wFSによって減少した振幅および
頻度が、ケタミンにより回復したことが示された。 
蛍光染色による形態評価：先端樹状突起の spine の密度が、VEH 群において 3wFS
により減少した（p < 0.001）。3wFS群において、ケタミンにより回復傾向が見られた
（p = 0.097）。また成熟 spineの比率に関しては、ケタミンの主効果を認め（p =0.003）、
ケタミンにより成熟 spineが増加する事が示された。すなわち、3wFSによって先端樹
状突起上の spineの密度が減少し、ケタミンにより密度の回復傾向と、成熟 spineの比
率増加が生じた。基底樹状突起の spineに関しては、3wFSおよびケタミンの効果は認
められなかった。 
 
【考察】 

3wFS によって増加した強制水泳試験における無動時間がケタミンにより回復した
ことから、ケタミンが幼若期ストレスにより生じたうつ様変化を回復させたことが行

動学的に示唆された。さらに内側前頭前野の sEPSCが 3wFSによって減少しケタミン
により増加したことから、内側前頭前野のグルタミン酸系伝達が行動変化と関連して

いることが示された。これらの関連性は先行研究と一致しており、幼若期ストレスに

より成熟後も内側前頭前野における EPSCが減弱することが、うつ様行動を引き起こ
していることが示唆された。シナプスの性質的変化を詳細に検証するため mEPSC を
測定した結果、同様に振幅および頻度が 3wFSにより低下し、ケタミンにより増加し
た。mEPSCの振幅は、シナプス後部の AMPA型受容体の数または機能の増減を反映
するが、それを裏付けるように先端樹状突起上の棘突起の AMPA 型受容体の数が
3wFSにより減少し、ケタミンにより回復することが形態学的に示された。逆に、基底
樹状突起の spine の形態は 3wFS およびケタミンにより変化しなかったことから、う
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つ様行動には先端樹状突起からの興奮性入力が寄与していることが示唆された。スト

レスにより内側前頭前野第 I-II層、つまり第V層錐体細胞の先端樹状突起が位置する
部位の容量が減少する事が先行研究により報告されており、本研究における EPSCの
結果は、この変化を反映している可能性がある。 
本研究は相関研究であることから、今後ケタミンの効果を打ち消すブロッカーを用

いて、因果関係を明らかにすることが必要である。さらに、一般的にケタミンの抗う

つ効果は、単回投与の後約 7日間持続する事が知られているが、治療抵抗性の高い幼
若期ストレスを経験したヒトおよび動物で、どのような時間経過を辿るのかに関して、

今後検討の必要がある。 
 
【結 論】 
ケタミンが幼若期ストレスに起因するうつ様変化に対して有効であるかどうかを、

3wFSを負荷したラットを用いて行動学的、電気生理学的、形態学的に検証した。その
結果、ケタミンは内側前頭前野 PL第V層錐体細胞の先端樹状突起におけるグルタミ
ン酸伝達を改善する事で、幼若期ストレスにより生じたうつ様変化を回復させること

が示唆された。 
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略語表 
 
本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
 
ACSF  artificial cerebrospinal fluid 
 
AMPA  α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
 
ANOVA  analysis of variance 
 
BDNF  brain derived neurotrophic factor 
 
EPSC  excitatory postsynaptic current 
 
FST  forced swimming test 
 
GABA  gamma-aminobutyric acid 
 
IEI  inter-event interval 
 
IL  infralimbic cortex 
 
i.p.  intraperitoneal injection 
 
IPSC  inhibitory postsynaptic current 
 
PL  prelimbic cortex 
 
mTOR  mammalian target of rapamycine 
 
NMDA  N-methyl-d-aspartate 
 
RMP  resting membrane potential 
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SD  standard deviation 
 
SEM  standard error of the mean 
 
VEH  vehicle 
 
3wFS  3-week foot shock 
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緒言 
 

うつ病は、人類が直面している深刻な社会問題の一つである。現在世界では 3億人
以上がうつ病に苦しんでいると言われており、今や個人の社会的自立を妨げる最大の

原因になっている(WHO, 2018b)。うつ病は気分に関連する多くの障害を伴うが、それ
らは患者の生活の質を著しく棄損するばかりでなく、社会生産性の低下、患者への保

障や治療に伴う莫大な経済的損失の原因となっている。また世界における自殺者は毎

年 80 万人に達する(WHO, 2018c)が、多くの場合その背景にはうつ病が存在する
(Hawton et al., 2013)。うつ病は単なる個人の精神障害に止まらず、社会基盤を揺るがし、
患者やその家族の生活、最悪の場合命すら奪う重大な疾患である。 
うつ病の原因は主に強いストレスであるが、虐待などの幼児期のストレスが成人期

のうつ病の発症率を上げることが知られている(Anda et al., 2010 ; Heim and Nemeroff, 
2001 ; Lupien et al., 2009)。子供に対する虐待は世界的に深刻な問題であり、WHOの報
告では世界の成人の 4人に一人が身体的虐待を、女性の 5人に 1人、男性の 13人に 1
人が性的虐待を小児期において経験しているとされる(WHO, 2018a)。幼若期ストレス
に曝露される事の重大な問題の一つとして、その後の人生において長く負の影響が残

存するという点が挙げられる(McEwen et al., 2012 ; Skilbeck et al., 2018)。Tunnard ら
(Tunnard et al., 2014)は入院中のうつ病患者を調査し、幼少期の虐待などを経験した患
者が 62%に達すること、さらにこの患者群では治療抵抗性や自殺企図を伴う確率が高
い事を報告した。幼若期の脳では神経伝達に関連する劇的な変化が生じており(Spear, 
2000)、シナプス形成と刈り込み現象が盛んに行われることにより効率的な神経回路網
が形成される(Andersen, 2003)。脳の発達にとって重要なこの過程が、強いストレスに
曝露されることによって障害され、以後のストレスに対する感受性・脆弱性が増すと

考えられている(Klengel et al., 2014)。これらの事実を総合すると、現在もしくは将来う
つ病に苦しむ患者には、幼児期のストレスを背景にもつケースが少なくないと考えら

れる。 
うつ病が及ぼす社会的影響の甚大さに反して、うつ病に対する治療成績は現在にお

いても満足できるものではない。既存の抗うつ薬は効果発現まで数週間を要し、初期

治療に反応しない患者も約 7割にのぼる(Trivedi et al., 2006)。この状況は半世紀以上続
いており、新規抗うつ薬の出現が切望されてきた。近年、1963年に開発されて以来麻
酔薬として世界中で使用されているケタミンが、この状況を打開する有望な抗うつ薬

として注目されている。ケタミンはα-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic 
acid（: AMPA）型受容体、カイニン酸型受容体と共にグルタミン酸受容体のサブタイ
プの一つであるN-methyl-d-aspartate（: NMDA）型受容体のアンタゴニストであり、下
行抑制系を賦活化することで強力な鎮痛効果を発揮する。同時に、ケタミンは投与さ
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れた者に独特の神経精神症状をもたらす。この作用は、ケタミンが大脳皮質の活動を

抑制する半面、大脳辺縁系を活性化させるという薬理学的特徴（解離性作用）による

ものであり、このことからケタミンは解離性麻酔薬とも呼ばれる。麻酔作用を発揮す

る以下の用量 （subanesthetic dose: ヒトでは約 0.5 mg/kg）のケタミンに抗うつ作用が
あることがBermanら(Berman et al., 2000)により報告されたのは2000年のことである。
投与から数時間以内に効果が発現するという既存の抗うつ薬に無い即効性に加え、治

療抵抗性のうつ病患者への有効性や自殺企図を軽減させる(Ballard et al., 2014 ; 
Grunebaum et al., 2018)効果も明らかとなり、ケタミンは従来の治療限界を克服する次
世代の抗うつ薬として一躍脚光を浴びることとなった。Bermanらの報告以降約 20年
間、ケタミンの抗うつ効果の機序を解明するため、同時に安全で有効性の高い抗うつ

薬を開発するための研究が世界中で繰り広げられてきた(Newport et al., 2015 ; Sanacora 
et al., 2017 ; Zarate et al., 2006)。これまでの動物実験により、ストレスによって惹起され
たうつ様行動や、気分のコントロールに重要な部位である内側前頭前野や海馬などに

生じた変化を、ケタミンが回復させる事が解明されている(Duman, 2018 ; Duman et al., 
2012)。 
前述の通り、幼少期の虐待経験を持つ患者はうつ病の発症率が上昇し、また難治性

を示す傾向がある。しかし、ケタミンの抗うつ効果に関するこれまでの動物を用いた

実験は、思春期もしくは成熟期に慢性ストレスを負荷した動物が用いられており、幼

若期ストレスを負荷した成熟期の動物を対象にした研究はない。このような背景から、

本研究では「幼若期ストレスに起因する成熟期のうつ様行動および神経学的変化をケ

タミンが回復させる」という仮説を立て、3週齢で 5日間連続した電気刺激ストレス
を与えて幼若期ストレスを負荷したラットを用い、10週齢におけるケタミンの抗うつ
効果を検討した。第 1章では、強制水泳試験を用いてうつ様行動の変化を行動学的に
検討した。第 2章では、うつと深い関りがある内側前頭前野を対象として、Whole-cell 
patch-clamp法を用いて、抗うつ効果の神経基盤を電気生理学的に検討した。最後に第
3章では、Whole-cell patch-clamp法で用いた錐体細胞を蛍光染色することで、グルタミ
ン酸受容体の発現量を反映する棘突起（spine）の形態を観察した。 
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第 1章 
強制水泳試験による行動学的検討 

 
虐待などの幼少期のストレスは、情動ストレスに対する感受性を亢進させ、成長

後のうつ病の発症率を上げることが知られている(Menke and Binder, 2014)。幼少期に
過酷な環境に置かれた場合、軽微なストレスに対しても安全な場所に閉じこもるなど

の行動パターンを獲得することは、生存率を高めるための適応とも言える。しかし、

環境が改善した後も過剰な防御反応が遷延する場合は病的な状態となり、社会生活を

営む上で多大な支障を来す。幼若期のストレス暴露が、内側前頭前野や海馬などに機

能的および形態的異常を引き起こすことがうつ病患者の脳を用いた研究(Kang et al., 
2012)で明らかになっており、このメカニズムを解明するため、幼若期にストレスを
負荷した動物を用いた研究が行われてきた。 
本研究では幼若期ストレス負荷の方法として、生後 3週齢に達したラットに 5日
間連続した足蹠電気刺激（3-week foot shock: 3wFS）を与える方法(Matsumoto et al., 
2008)を用いた。3wFSは、3週齢に達した動物を個別に脱出不可能な専用のBox内に
入れ、金属製のグリッドの床を通じて足底に電気ショックを負荷する手法であり、

3wFSを負荷されたラットは成熟期の異常行動や脳の機能異常をきたすことが報告さ
れている(Hiraide et al., 2012 ; Kimura et al., 2011 ; Konno et al., 2007 ; Koseki et al., 2009 ; 
Lyttle et al., 2015 ; Matsumoto et al., 2008 ; Matsuzaki et al., 2011 ; Matsuzaki et al., 2009)。ま
たLyttleら(Lyttle et al., 2015)は、3wFSを負荷されたラットは成熟後に強制水泳試験
（Forced swim test: FST）における無動時間が延長するとともに、内側前頭前野の体積
減少、および錐体細胞の萎縮性変化が生じることを報告した。本研究ではこれらの先

行研究を基に、幼若期ストレス負荷の手法として 3wFSを採用した。 
ストレスを負荷されることにより、動物は様々な行動変化を示す。例として恐怖

刺激に対するすくみ行動や、不安による探索行動の減少などが挙げられるが、これら

をうつ様行動としてパラメータ化し増減を比較することが、抗うつ薬の効果判定など

の際に広く行われている。本研究では、成熟後のうつ様行動の評価としてはFSTを
用いた。FSTは 1978年Porsoltら(Porsolt et al., 1978)により報告されて以来、その簡便
性と信頼性から頻繁に用いられており(Cryan et al., 2005)、ケタミンの抗うつ効果に関
する研究においても行動学的手法として利用される(Li et al., 2010 ; Yamaguchi et al., 
2018 ; Zanos et al., 2016)。FSTは脱出が不可能な、十分な深さの水が入った容器に実
験動物を入れ、一定時間行動を観察・記録する方法である。対象の動物は、最初は脱

出を試みて激しく動くが、次第に疲労と絶望から呼吸に必要な最低限の動きしか見せ

なくなる。これを無動（immobility）と定義し、この時間が多い程うつ様行動が増加
していると評価する。本研究では 15分間のFSTを行い(Jutkiewicz et al., 2006 ; Ohmura 
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et al., 2011 ; Yamaguchi et al., 2018)、幼若期ストレスおよびケタミンが immobilityの量
に与える影響について調べた。 
緒言で述べた通り、幼若期ストレスを負荷した動物を対象にケタミンの抗うつ効

果を検討した報告は現在のところ見当たらないが、慢性ストレスを負荷した動物を用

いた先行研究では、ケタミンはストレスによって増加したうつ様行動、および内側前

頭前野や海馬の萎縮性変化を回復させたという結果が数多く報告されている(Li et al., 
2010 ; Li et al., 2011)。内側前頭前野や海馬は幼若期ストレスによっても遷延性に障害
されることが報告されており、このことは虐待がその後の人生においてストレスに対

する脆弱性を増加させることと深く関係していると考えられている(Ishikawa et al., 
2015 ; Lupien et al., 2009 ; Lyttle et al., 2015 ; Yamamuro et al., 2018)。これらの先行研究か
ら、ケタミンは幼若期ストレスによって内側前頭前野に惹起された遷延性変化を改善

させることで、成熟期においてうつ様行動を減少させる可能性があると考えた。第 1
章では幼若期ストレスに起因する成熟期ラットのうつ様行動に対するケタミンの効果

について検討した。 
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［1-1］実験材料および実験方法 
 

1) 実験動物 
日本SLCから購入したWister/ST系妊娠ラットから産まれた雄性ラットを用いた。
生後 10-14日目に雌雄を判別し、雄のみを母ラットと共に飼育ケージに残した。仔ラ
ットを生後 21日目に母子分離し、室温 21±2℃、12時間の明暗サイクル（照明点灯
時間：19:00 - 7:00）、食餌、水制限なしの環境下で飼育した。全ての実験はラットの
活動期に当たる暗期（7:00 - 19:00）に実施した。実験は、「北海道大学における動物
実験に関する指針」に準拠して行った。 
 
2) 幼若期ストレス負荷 
電気刺激は専用の電撃ショック箱（FS-Box：幅 30 cm、奥行き 30 cm、高さ 27 cm； 

Med Associates Inc., St. Albans, VT, USA）の床に 1 cm間隔で並べられた直径 3 mmのス
チールグリッドを介して、shock generator（Medical Agent, Japan）を用いて負荷した。
ラットを飼育ケージから FS-Boxに移したのち 5分間自由探索させ、その後 5回の連
続した電撃ショック（電流 0.5 mA、持続時間 2秒、刺激間隔 30秒）に曝露した。さ
らに FS-Box内に入れたまま 5分間経過させた後、飼育ケージに戻した（3wFS群）。
対照群（noFS群）には電気刺激を負荷せず、3wFS群と同時間（12.5分）FS-Boxに入
れるのみとした。その後実験に用いるまで、介入は必要最小限として上記の条件で飼

育し、生後 69日目にケタミン投与、70日齢にFSTを行った。 
 
3) 薬物投与 
本研究では、ケタミンの抗うつ効果を評価するために最も頻用されている 10 mg/kg

を採用した(Li et al., 2010 ; Li et al., 2011 ; Zanos et al., 2016)。実験に用いるおよそ 16時
間前に、ラットに対しケタミン（Daiichi Sankyo, Tokyo）10 mg/kgを生理食塩水で全量
2 mlに希釈したもの（Ket群）もしくは生理食塩水（VEH群）を腹腔内投与した。無
動時間に対するケタミンの効果の用量依存性を観察するため、3wFS に曝露した上で
ケタミン 1 mg/kgを腹腔内投与した群も設定した。ケタミンの希釈はラットへの投与
直前に行った。生まれてからストレス負荷を経て、実験に用いるまでの時系列と、3wFS
負荷のプロトコル、およびケタミンの投与から実験までの流れを図 1-1に示す。 
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図 1 - 1	 幼若期ストレス負荷と薬物投与プロトコル 
 

 
4) 強制水泳試験 
生後 70日齢にFSTを実施した。内径 20 cm、高さ 60 cmの円柱型アクリル製シリン
ダーに 45 cmの高さまで水（25±1℃）を入れた装置を用い、容器内の水は FSTを行
う度に交換した。強制水泳試験は 15分間行い、その様子をビデオカメラで記録した。
行動パラメータの分類基準は、Cryanら(Cryan et al., 2005)の基準を改変したものを用い
た（表 1）。この基準に従い、後日個体と処置を盲検化した状態で 5秒毎にラットの行
動を分類し、うつ様行動である immobilityのカウントを比較した(Jutkiewicz et al., 2006)。
FSTはラットにとって強いストレスであり、その後の実験結果に影響を及ぼす可能性
があることから(Sarkar and Kabbaj, 2016)、FST に用いたラットは他の実験には用いな
かった。 
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immobility: 浮いているだけ、もしくは水面に顔を出すために必要最低限の動きしか
していない状態 
swimming：前脚を動かし水面を水平方向に移動する動き。移動距離の目安は、一秒
間にシリンダーに沿って円周の 1/4以上か、シリンダーの半径以上 
climbing：脱出のため容器の壁を登ろうとして、両前脚を水面上に出す垂直方向への
動き 
diving：水面下の出口を探索するための、能動的な潜水行動 
head shaking：顔の水を払うため頭を振る動き 

 
表 1	 Forced swim testの行動分類基準（Cryanら(Cryan et al., 2005)の基準を改変） 

 
 
5) 統計解析 
統計解析ソフトはSPSS ver. 23 (IBM, CA, USA)を用いた。結果は平均値±SEMで表

し、p < 0.05を有意とした。解析には two-way analysis of variance (ANOVA) を用い、交
互作用が有意だった場合 one-way ANOVAによる単純主効果の検定を行った。 
ケタミンの効果の用量依存性を見るために 3wFSに曝露しケタミン 1 mg/kgを投与

した群を追加したが、ケタミン 0 mg/kg (VEH)、ケタミン 10 mg/kg群に関して繰り返
し検定を行うことになるため統計解析は行わなかった。 
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［1-2］実験結果 
 

1) 3wFSおよびケタミンがFSTの無動時間に与える影響 
強制水泳試験の結果を図 1-2に示す。two-way ANOVAで、3wFSとケタミンの交互

作用を認めた（F(1,24) = 16.61, p < 0.001）。one-way ANOVAにより単純主効果の検定を
行ったところ、VEH群において 3wFSにより immobilityが増加し（F(1,12) = 20.225, p 
= 0.001）、3wFS群においてケタミンにより immobilityが減少した（F(1,12) = 7.235, p = 
0.02）。つまり、3wFSによって増加した immobilityが、ケタミンにより回復すること
が示された。 

noFS群において、ケタミンは immobilityを増加させた（one-way ANOVA, F(1,12) = 
11.2, p = 0.006）。興味深いことに、3wFSの有無で、ケタミンを投与した場合のうつ様
行動の増減が逆になる結果となった。 

 
図 1-2	 3wFSとケタミンが immobility countsに与える影響 
データは平均値±SEMで表示。*p < 0.05, **p < 0.01。N：各群 7匹。 
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2) 3wFS群の immobilityに対するケタミンの用量依存性 
ケタミンの用量依存性を調べるため、3wFSを受けたラットに対しケタミン 1 mg/kg
を投与した群を追加し、3wFS-VHE（ケタミン 0 mg/kg）群、3wFS-Ket（ケタミン 10 
mg/kg）群と比較した。グラフを図 1-3に示す。同じデータを繰り返し使用しているた
め統計学的解析はしていないが、ケタミン 1 mg/kgに immobilityを減少させる効果は
認めなかった。 

 
 

図 1-3	 ケタミンの効果の用量依存性 
データは平均値±SEMで表示。同データに対する繰り返し検定を防ぐため、統計学
的検討は実施せず。N：各群 7匹。 
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［1-3］考察 
 

3wFSを負荷されたラットは、FSTでうつ様行動の増加を示した。この結果はLyttle
ら(Lyttle et al., 2015)の報告を再現し、3wFSによる影響が 10週齢時において残存して
いることを示唆している。ヒトにおいて幼若期ストレスがその後の人生においてうつ

病の発症率を上げる(Anisman et al., 1998 ; Heim and Nemeroff, 2001)ことや、げっ歯類を
対象にした多くの研究で、幼若期ストレスにより成熟期まで遷延するうつ様行動を報

告した先行研究(Ishikawa et al., 2015 ; Yamamuro et al., 2018)が多数存在することからも、
この結果は妥当と考えられる。 

3wFS により増加した無動時間は、ケタミン投与により noFS-VEH 群と同程度まで
回復しており、ケタミンが幼若期ストレスに起因するうつ様行動を回復させたことが

示唆された。FSTで無動時間が変化することは、運動量の変化による影響を受けてい
ないか解釈の際に留意する必要がある。本研究ではOpen field testなどでラットの運動
量を直接計測はしていないが、先行研究ではケタミン 10 mg/kgの投与は、ラットの行
動量を増加させないことが示されており(Hetzler and Wautlet, 1985 ; Podkowa et al., 2016)、
FSTの無動時間の差は運動量変化によるものではなく、うつ様行動を反映したものと
考えられる。 

noFS群においては、ケタミン投与により逆に無動時間が増加するという興味深い結
果となった。ストレスを負荷していないマウスに対しケタミンを投与した先行研究で

は、FSTでの無動時間減少を報告した研究もあり(Autry et al., 2011 ; Zanos et al., 2016)、
今回の結果とは異なる。一方で、(R)-ケタミンを用いた最近の研究では、ストレスを負
荷していないマウスではストレスを負荷されたラットよりも、抗うつ効果を得るため

に多くの(R)-ケタミンが必要であった(Fukumoto et al., 2017 ; Yang et al., 2017)との記述
があり、事前のストレス負荷の有無によりケタミンに対する反応が異なる可能性も示

唆される。しかしケタミンの抗うつ効果に関する先行研究で、本研究のようにストレ

スとケタミンの有無で 4群に分けて比較検討した研究は見当たらない。先行研究から
は、noFS-Ket群で無動時間が増加したことに対する十分な考察は困難であるため、第
2章以降も引き続き noFS-Ket群を加え、うつ様行動が増加した原因を調べるため電気
生理学的、形態学的実験を行う方針とした。 
幼若期ストレスに起因するケタミンの効果の用量依存性検討したところ、ケタミン

1 mg/kgはうつ様行動を減少させないことが示された（統計解析はしていないが、結果
から自明）。ケタミンの用量依存性を観察した先行研究では、げっ歯類において抗うつ

効果を発揮するケタミンの量は 5-10 mg/kgとされており、多くても（> 50 mg/kg）少
なくても（< 2 mg/kg）抗うつ効果を発揮しない(Li et al., 2010 ; Zanos et al., 2016)ことが
先行研究で示されている。本研究で設定したケタミン 1 mgに関しては、抗うつ効果を
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発揮しないとされている用量であり、FSTで無動時間が減少しなかったことは妥当と
考える。ケタミンがおおよそ 5-10 mg/kgという特定の範囲でのみ効果を発揮するメカ
ニズムは完全には解明されていないが、前述の用量のみで内側前頭前野において細胞

外グルタミン酸濃度が増加すること(Moghaddam et al., 1997)や、mammalian target of 
rapamycine（mTOR）などシナプス新生に関わる蛋白が増加すること(Li et al., 2010)か
ら、抗うつ効果の発現には特定の範囲の脳内ケタミン濃度が達成される必要があると

考えられている。FST でうつ様行動の回復を認めなかったことから、3wFS に曝露し
ケタミン 1 mgを投与した群に対する検討は第 2章以降では行わないこととした。 
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［1-4］小括 
 
・ FSTを用いて、3wFSに起因する 10週齢ラットのうつ様行動の増加を確認した。 
 
・ ケタミン 10 mg/kgは、3wFSにより増加した 10週齢ラットのうつ様行動を減少さ
せた。	  
 

・ noFSラットでは、ケタミン 10 mg/kgによりうつ様行動が逆に増加した。 
 
・ 低用量のケタミン（1 mg/kg）は、幼若期ストレスに起因するうつ様行動を減少さ
せなかった。 
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第 2章 
内側前頭前野第V層錐体細胞に対する電気生理学的検討 

 
うつ病の病態生理は未だ完全には明らかになっていないが、ヒトでは認知機能や

感情のコントロールに重要な前頭前野や海馬の機能低下が密接に関わっていることが

明らかにされている(Drevets et al., 1997 ; Sullivan and Gratton, 2002)。例えば、うつ病患
者では前頭前野および辺縁系の容積が減少すること(MacQueen and Frodl, 2011 ; Price 
and Drevets, 2010)が知られている。同様に、幼少期に虐待を経験したうつ病患者にお
いても、前頭前野、海馬などの機能および体積が低下すること(Andersen et al., 2008 ; 
Bremner et al., 1997 ; Vermetten et al., 2003 ; Vythilingam et al., 2002)が報告されている。ま
た幼若期ストレスを負荷された動物を用いた研究でも、成熟期に内側前頭前野や海馬

の萎縮および関連した行動異常が生じることが、多くの研究により明らかとなってい

る(Ishikawa et al., 2015 ; Lupien et al., 2009 ; Lyttle et al., 2015 ; Yamamuro et al., 2018)。こ
れらの事実は、ヒト、動物ともに幼若期のストレスが成熟後において前頭前野（また

は内側前頭前野）の機能低下を引き起こすことがうつ病の重要な発症機序である事を

示唆している。 
Liら(Li et al., 2011)は、慢性ストレスを負荷されたラットを用いて、うつ様行動が増
加している個体では内側前頭前野 Prelimbic領域（PL）第 V層錐体細胞に入力する興
奮性シナプス後電流（Excitatory postsynaptic current: EPSC）が減弱していること、さら
にケタミンがこれらの変化を回復させることを報告した。このことから、ストレス負

荷によって減少した PL第V層錐体細胞の EPSCを回復させる事が、ケタミンの抗う
つ効果の重要なメカニズムの一つと考えられる。幼若期ストレスが内側前頭前野に遷

延性の障害を惹起するという先行研究の結果、およびLiらの報告から、第 1章でケタ
ミンがうつ様行動を減少させた背景には、内側前頭前野第V層錐体細胞において減弱
したEPSCをケタミンが回復させた可能性があると考えられた。 
これまでのケタミンの抗うつ効果に関する研究はEPSCの回復との関連に焦点を当
てたものが多いが、実際は正常な精神機能は EPSCのみではなく、対となる抑制性伝
達（Inhibitory postsynaptic current: IPSC）とのバランスの上に成り立っている(Luscher et 
al., 2011 ; Popoli et al., 2011 ; Sanacora et al., 2012)。IPSCの本態は、γ-aminobutyric-acid
（GABA）作動性介在ニューロンから放出されたGABAがシナプス後細胞の受容体に
結合することにより、細胞内に流入する塩化物イオンである。EPSC はシナプス後細
胞の細胞膜を脱分極させるが、IPSCは逆に膜電位を過分極させることにより、活動電
位の発生を抑制する。IPSCは脳の無秩序な発火をコントロールすることで正常な機能
を維持するのに不可欠であり、それを担うGABA受容体の機能異常はてんかんなどの
疾患を引き起こすことが知られている(Koe et al., 2009)。近年、慢性ストレスにより内
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側前頭前野 Infralimbic領域（IL）第V層錐体細胞において IPSCが増加する事が報告
され(McKlveen et al., 2016)、EPSCの減弱のみならず IPSCの増加がうつの病態生理と
直接関連していることが示唆されている。ケタミンは NMDA 受容体のみならず、
GABA受容体、μオピオイド受容体、ムスカリン型アセチルコリン受容体、モノアミ
ン受容体など多彩な受容体に作用する事が知られている(Maher et al., 2017)。しかし、
GABA受容体を介したシグナルにどう影響を及ぼすか、それが抗うつ効果と関係して
いるかについて言及した研究は見当たらない。 
これらの背景から、第 2章では内側前頭前野の興奮性上昇がWhole-cell patch-clamp
法を用いて内側前頭前野第 V層錐体細胞の EPSC、および IPSCを中心に電気生理学
的変化を検討し、第 1章で得られた結果の神経基盤を検証することとした。 
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［2-1］実験材料および実験方法 
 
1) 実験動物 
第 1章 1) 実験動物と同様。 

 
 

2) 幼若期ストレス負荷 
3wFSの負荷方法に関しては第 1章 2) 幼若期ストレス負荷と同様。 

 
 
3) 薬物投与 
投与方法に関しては第 1 章 3) 薬物投与と同じ。FST は全例 69 日齢でケタミン投
与、70日齢で実験に用いたのに対し、Whole-cell patch clamp法は前日にケタミン投与
した上で、生後 70-90日齢の期間で実施した。 
 
 
4) 脳スライス作成 
	 投薬を行ったラットをCO2で麻酔した後速やかに断頭し脳を取り出した。摘出した

脳は pH7.4に調整し 95% O2と 5% CO2の混合気体で bubblingした氷冷 low-Na+ solution
（120 choline-Cl, 3 KCl, 1.25 NaH2PO4, 28 NaHCO3, 8 MgCl2・6 H2O, 22 d-glucose; 単位 
mM）内にて即座に冷却した。次に、スライサー（VT1200S, Leica, Germany）で厚さ 300 
µmの mPFCを含む急性環状断スライスを作製した。組織の回復のため、作成したス
ライスを 35℃の low-Na+ solutionと人工脳脊髄液（artificial cerebrospinal fluid: ACSF; 125 
NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgSO4, 1.25 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 20 d-glucose: 単位 mM）の
1:1混合液にて 30分定温放置した後、さらに室温の ACSF中で 30分経過させた後、
Whole-cell patch-clamp法に用いた。 
 
 
5)	 Whole-cell patch-clamp法 

Whole-cell patch-clamp 法は、Neher と Sakmann(Neher et al., 1968)により開発された
patch-clamp法を発展させ、Hamill(Hamill et al., 1981)らにより報告された方法で、細胞
単位で膜電位、膜電流の計測を可能にする。測定方法には、電位を固定し細胞に流れ

る微小電流を記録する電位固定法と、一定の電流を流して膜電位の変化を記録する電

流固定法がある。第 2 章では、第 1 章で示された結果の神経基盤を検討するため、
Whole-cell patch-clamp法を用いて内側前頭前野第V層錐体細胞の電気生理学的変化を
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検討した。 
実験には赤外線CCDカメラ（IR filter-removed DP72, Olympus, Tokyo）を搭載した正
立型顕微鏡（BX51WI, Olympus, Tokyo）を用いた。還流液としては 32℃に保温した
ACSFを用い、ガラス電極は内液を入れた状態での抵抗値 3-5 MΩのものを用いた。電
気的刺激の負荷とデータ取得には Axopatch 200B amplifier and Clampex 10.6 software 
（Molecular Devices、CA、USA）を、データ解析にはClampfit 10.4 （Molecular Devices、
CA、USA）を使用した。実際に記録を取得したPLおよび IL領域と、Whole-cell patch-
clamp法による記録中の画像例を図 2-1に示す。 

 

 
 
図 2-1	 内側前頭前野を含む環状断スライスのシェーマと、実際に Whole-cell patch-
clamp法で記録を取得したPL第V層部位。Scale bar：100 µm。 
 
 
5-1) 電流固定法による記録 
電流固定法の記録電極内液には、6 KCl, 130 KD-gluconate, 10 NaCl, 0.5 EGTA, 2 MgCl2, 

0.16 CaCl2, 10 HEPES, 4 (2Na)-ATP, 0.4 (2Na)-GTP（単位 mM）の組成を用いた。電位固
定法では、発火閾値（threshold）、活動電位の振幅（amplitude）、半値幅（half width）、
活動電位の発火頻度（firing frequency）のデータを取得した。発火閾値は、400 pAの電
流を 1秒間細胞に流すことで膜電位を上昇させ、最初の活動電位が生じた電位を測定
した。活動電位の振幅は、単発の活動電位が出現する電流（1 nA前後）を 3 ms注入
することで単波形を誘導し、活動電位の始点から頂点までの電位幅を測定した。半値

幅は単波形の全振幅の中点の電位における活動電位の幅の時間を測定した。発火頻度

は、-0.2 nAから 0.5 nAまで、0.05 nA刻みの電流を 500 ms注入し、膜電位の変化およ
び発生する活動電位の数を記録した。この過程で、電流を流さないとき（0 nA）のデ
ータを静止膜電位として記録し、-0.2 nAから 0 nAまでの電流を流した際、電流を止
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める直前の膜電位をプロットし、その傾きを膜抵抗として算出した。 
なお、発火閾値、活動電位の振幅、半値幅に関しては実験初期に 3群（noFS-VEH 

vs 3wFS-VEH vs 3wFS-Ket）比較のデザインでデータを取得していた時期のものである
ため、noFS-Ket群のデータは存在しない。なお、ACSFと電極内液の駅間でに差は約
9 mVであったので、この数値は得られた結果から補正した。 

 
 

5-2) 電位固定法による記録 
電位固定法の記録電極内液には、7.5 CsCl, 127.5 Cs-methanesulfonate, 0.6 EGTA, 10 

HEPES, 2.5 MgCl2, 4 Na2-ATP, 0.4 Na3-GTP, Na2 phosphocreatine（単位mM）の組成液を
用いて、自発性興奮性シナプス後電流（spontaneous EPSC: sEPSC）と自発性抑制性シ
ナプス後電流（spontaneous IPSC: sIPSC）をそれぞれ-70 mVと 0 mVに膜電位固定して
測定した。EPSCおよび IPSCは、それぞれAMPAおよびNMDA受容体阻害剤である
3 mMキヌレン酸（Sigma, SL, USA）とGABAA受容体阻害剤である 0.1 mMピクロト
キシン（Nacalai Tesque, Kyoto）を用いて薬理学的に確認した。次に、シナプスの性質
を詳細に評価するため、電位依存性Naチャネルブロッカーである 0.5 µMテトロドト
キシン（Nacalai Tesque, Kyoto）を還流液に添加することで、微小興奮性シナプス後電
流（miniature EPSC: mEPSC）と微小抑制性シナプス後電流（miniature IPSC: mIPSC）を
調べた。効果を十分に得るため、還流液にテトロドトキシンを加えてから少なくとも

15分経過後にデータを取得した。データの解析には、Mini Analysis（Synaptosoft Inc, CA, 
USA）を用いた。閾値は 5 pAに設定し、自動解析で検出できなかったイベントやアー
チファクトは目視で修正した。解析には、sEPSC；6秒間、mEPSC；20秒間、sIPSC；
3秒間、mIPSC；6秒間に発生した各シナプス電流のデータを用いた。 
 
 
6) 統計解析 
統計解析ソフトはSPSS ver. 23（IBM, CA, USA）を用い、結果は平均値±SEMで示
した。3群間での発火閾値、活動電位の振幅、半値幅の比較には、one-way ANOVAを
用いた。4群の比較では two-way ANOVAを用い、交互作用が有意だった場合は one-
way ANOVA で単純主効果の検定を行った。発火頻度の比較には注入電流の要素を加
えた three-way ANOVAを行った。Mauchlyの球面性試験が有意だった場合、Greenhouse-
Geisser補正を用いた。EPSCおよび IPSCのデータは正規分布しないため、比較には通
常Kolmogorov-Smirnov testが用いられるが、本研究では幼若期ストレスおよびケタミ
ンの交互作用・主効果を検討するため、two-way ANOVAを用い、単純主効果で有意差
が検出された場合は有意水準 0.0125（0.05/4: Bonferroni補正）でMann-Whitney U test
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を行った。この結果 p > 0.0125だった場合、有意差なしとみなした。 
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［2-2］実験結果 
 
1) 3wFSおよびケタミンがPL第V層錐体細胞発火閾値、活動電位振幅、半値幅に与
える影響 
発火閾値、活動電位振幅、半値幅の結果を図 2-2に示す。これらの項目に関して有

意差は認めなかった。 
なお、本データを取得した時期は、noFS-Ket群を設定していなかったため、3群間
の比較となっている。3wFS およびケタミンの影響を認めなかったため、本項目に関
しては noFS-Ket群を設定した後にはデータを取得しなかった。 

 

 

 
図 2-2	 3wFSとケタミンがPL第V層錐体細胞の発火閾値、振幅および半値幅に与
える影響 
データは平均値±SEMで表示。これらの項目に関して、群間に有意差を認めなかっ
た。N：noFS-VEH (8), 3wFS-VEH (6), 3wFS-Ket (7)。AP: action potential。 
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2) 3wFSおよびケタミンがPL第V層錐体細胞の発火頻度に与える影響 
発火頻度の結果を図 2-3に示す。Mauchlyの球面性検定が有意であったため（W < 

0.001, p < 0.001）、Greenhouse-Geisserの補正を適用した。3wFS、ケタミン、注入電流の
間の交互作用は有意ではなく（three-way ANOVA, F(1.729, 53.597) = 0.293, p = 0.715）、
ケタミンの主効果を認めた（F(1,31) = 32.388, p < 0.001）。 

 

 

 
図 2-3	 3wFSとケタミンがPL第V層錐体細胞の発火頻度に与える影響と、0.5 nAの
電流を注入した際の典型的電位変化 
データは平均値±SEMで表示。## p < 0.01。N：noFS-VEH (9), noFS-Ket (12), 3wFS-VEH 
(7), 3wFS-Ket (7)。Scale bar：高さ 20 mV, 0.5 nA、横：0.05 ms。 
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次に膜抵抗と静止膜電位の結果を図 2-4に示す。膜抵抗に関して、3wFSとケタミ
ンの交互作用を認めず（F(1,31) = 0.213, p = 0.648）、ケタミンの主効果を認めた（F(1,31) 
= 4.751, p = 0.037）。一方、静止膜電位には有意差は認めなかった。 
 
 

 
 
図 2-4	 PL第V層錐体細胞の膜抵抗と静止膜電位の比較 
データは平均値±SEMで表示。# p < 0.05。N：noFS-VEH (9), noFS-Ket (12), 3wFS-VEH 
(7), 3wFS-Ket (7)。RMP: Resting membrane potential。 
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部位によるケタミンの効果に際があるか検討するため、発火頻度、膜抵抗、静止膜

電位に関して Infralimbic cortex（IL）第 V層錐体細胞でもデータを取得した（図 2-5）
が、いずれも有意差を認めず、ケタミンが発火頻度を増加させる効果は PL に特異的
な事が示された。 

 
図 2-5	 3wFSとケタミンがPL第V層錐体細胞の発火頻度に与える影響と、0.5 nAの
電流を注入した際の典型的電位変化 
データは平均値±SEMで表示。N：noFS-VEH (9), noFS-Ket (9), 3wFS-VEH (8), 3wFS-
Ket (9)。Scale bar：高さ 20 mV, 0.5 nA 横：0.05 ms。 
 

 
 
図 2-6	 IL第V層錐体細胞の膜抵抗と静止膜電位の比較 
データは平均値±SEMで表示。# p < 0.05。N：noFS-VEH (9), noFS-Ket (9), 3wFS-VEH 
(8), 3wFS-Ket (9)。RMP: Resting membrane potential。 
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3) 3wFS およびケタミンが sEPSC の振幅（振幅）および波形発生間隔（Inter-event 
interval: IEI）に与える影響 
各群の sEPSCの振幅および IEIの解析結果と代表的波形を図 2-7に示す。振幅に関
して、two-way ANOVAで3wFSとケタミンの間に交互作用を認めた（F(1,6128) = 75.684, 
p < 0.001）。one-way ANOVA で単純主効果の検定を行ったところ、VEH 群において
3wFSにより振幅が低下し（F(1,2355) = 51.096, p < 0.001）、3wFS群においてケタミン
により振幅が増加する（F(1,3403) = 72.351, p < 0.001）結果となった。すなわち、3wFS
により低下した振幅がケタミンにより回復する事が示された。noFS群においては、ケ
タミンにより振幅が減少していることが示された（one-way ANOVA, F(1,2724) = 18.368, 
p < 0.001）。 

IEI に関して、two-way ANOVA で 3wFS とケタミン投与の間に交互作用を認めた
（F(1,6062) = 44.139, p < 0.001）。one-way ANOVAで単純主効果の検定を行ったとこ
ろ、VEH群において 3wFSで IEIが増加し（F(1,2319) = 52.975, p < 0.001）、3wFS群に
おいてケタミンにより IEIが減少する（F(1,3364) = 181.193, p < 0.001）結果となった。
つまり、3wFSによって減少した sEPSCの頻度が、ケタミンにより増加する事が示さ
れた。 

noFS群においては、ケタミンにより IEIが減少していた（one-way ANOVA, F(1,2698) 
= 35.028, p < 0.001）。 
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図 2-7	 3wFS およびケタミンが sEPSC の振幅および頻度に与える影響と、各群の典
型的波形 
データは平均値±SEMで表示。**p < 0.01。N（記録細胞数）：noFS-VEH (15), noFS-Ket 
(11), 3wFS-VEH (21), 3wFS-Ket (19)。Bar: 高さ 10 pA, 幅 200 ms。 
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4) 3wFSおよびケタミンがmEPSCの振幅および IEIに与える影響 
mEPSCの振幅および IEIの結果と代表的波形を図 2-8に示す。振幅に関して、two-

way ANOVAで 3wFSとケタミン投与の間に交互作用を認めた（F(1, 6150) = 88.495, p < 
0.001）。one-way ANOVAによる単純主効果の検定で、VEH群において 3wFSにより
振幅が減少し（F(1, 2905) = 41.107, p < 0.001）、3wFS群においてケタミンにより振幅
が増加する（one-way ANOVA, F(1, 2676) = 39.018, p < 0.001）結果となった。つまり、
3wFSによって減少した振幅が、ケタミンにより回復する事が示された。noFS群にお
いては、ケタミンにより振幅が減少する結果となった（F(1, 3474) = 50.581, p < 0.001）。 

IEIに関して、two-way ANOVAで 3wFSとケタミン投与の間に有意な交互作用を認
めた（F(1, 6110) = 110.582, p < 0.001）。one-way ANOVAによる単純主効果の検定によ
り、VEH群において 3wFSは IEIを増加させ（F(1, 2885) = 153.226, p < 0.001）、3wFS
群において、ケタミンにより IEIが減少する（F(1,2655) = 107.355, p < 0.001）結果とな
った。すなわち、3wFSによって減少した頻度が、ケタミンにより回復したことが示さ
れた。noFS群においてケタミンは、IEIを増加させた（F(1,3455) = 14.141, p < 0.001）。 

 

 
図 2-8	 3wFSおよびケタミンがmEPSCの振幅および頻度に与える影響 
データは平均値±SEMで表示。**p < 0.01。N（記録細胞）：noFS-VEH (10), noFS-Ket 
(9), 3wFS-VEH (10), 3wFS-Ket (11)。Scale bar: 高さ 10 pA, 幅 200 ms。 
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5) 3wFSおよびケタミンが sIPSCの振幅および IEIに与える影響 
sIPSC の振幅および IEI を比較した結果と代表的波形を図に示す。振幅に関して、

two-way ANOVA で 3wFS とケタミン投与のの間に交互作用を認めた（F(1, 6626) = 
10.534, p = 0.001）。one-way ANOVAによる単純主効果の検定を行ったところ、VEH群
において 3wFSにより振幅が低下し（F(1, 3118) = 65.373, p < 0.001）、3wFS群におい
てケタミンにより振幅が増加する（F(1, 3497) = 76.817, p < 0.001）結果となった。つま
り、3wFSによって減少した振幅が、ケタミンにより増加する結果となった。noFS群
においては、ケタミンにより振幅が増加した（F(1, 2679) = 62.18, p < 0.001）。 

IEI に関して、two-way ANOVA で 3wFS とケタミン投与の間に交互作用を認めた
（F(1,6586) = 14.256, p < 0.001）。one-way ANOVAで単純主効果の検定を行ったとこ
ろ、3wFS群においてケタミンにより IEIが減少し（F(1, 3923) = 10.405, p = 0.001）、
noFS群において、ケタミンにより IEIが減少する（F(1, 2663) = 45.304, p < 0.001）結果
となった。VEH群において 3wFSで IEIが減少する傾向を認めたが、有意差は認めな
かった（one-way ANOVA: F(1, 3098) = 10.075, p = 0.002; Mann-Whitney U test: p = 0.037）。 

 
 

 
 
図 2-9	 3wFSおよびケタミンが sIPSCの振幅および頻度に与える影響 
データは平均値±SEMで表示。**p < 0.01。N（記録細胞）：noFS-VEH (9), noFS-Ket (7), 
3wFS-VEH (11), 3wFS-Ket (13)。Scale bar: 高さ 50 pA, 幅 200 ms 
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6) 3wFSおよびケタミンがmIPSCの振幅および IEIに与える影響 
mIPSCの振幅および IEIを比較した結果と代表的波形を図に示す。振幅に関して、

two-way ANOVAで 3wFSとケタミンの間に交互作用は認めず（F(1, 9510) = 0.382, p = 
0.536）、3wFSの主効果を認めた（F(1, 9510) = 165.715, p < 0.001）。つまり 3wFSによ
り、mIPSCの振幅が増加する結果となった。 

IEIに関して、two-way ANOVAで 3wFSとケタミンの間に交互作用を認めた（F(1, 
9476) = 34.322, p < 0.001）。noFS群において、ケタミンにより IEIが増加し（F(1, 3867) 
= 4.508, p = 0.034）、3wFS群においてケタミンにより IEIが減少（F(1, 5609) = 67.467, 
p < 0.001）する結果となった。 
 

 

 
図 2-10	 3wFSおよびケタミンがmIPSCの振幅および頻度に与える影響 
データはmean ± SEMで表示。**p < 0.01。##p < 0.01。N（記録細胞）：noFS-VEH (9), 
noFS-Ket (6), 3wFS-VEH (10), 3wFS-Ket (9)。Bar: 高さ 50 pA, 幅 200 ms 
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［2-3］考察 
 
第 2章では、Whole-cell patch-clamp法を用いて内側前頭前野第V層錐体細胞の電気
生理学的変化について検討した。 
電位固定法により、幼若期ストレスによってグルタミン酸系興奮性伝達が減弱し、

ケタミンによりこの変化が回復することが示された。この結果と第 1章で認めた行動
学的変化は、うつ様行動と内側前頭前野第V層錐体細胞におけるEPSCが相関するこ
とを示した Li ら(Li et al., 2011)の報告と一致しており、幼若期ストレスに起因するう
つ様変化に対するケタミンの有効性を支持していると考えられた。 

sEPSCはシナプス前ニューロンの活動依存的なグルタミン酸放出によって引き起こ
されるシナプス電流であるのに対し、mEPSC はその頻度がシナプス前部におけるグ
ルタミン酸の放出確率もしくは vesicleの数を、振幅がシナプス後部の AMPA型受容
体の発現数や機能を反映すると考えられている(Ishikawa et al., 2002 ; Liu et al., 1999 ; 
Oertner et al., 2002)。つまり、テトロドトキシンを用いて活動電位を抑制してmEPSCを
調べることにより、シナプス自体の性質をより詳細に推察する事ができる。さらに、

mEPSC の振幅および頻度はシナプスの安定性を反映することが知られている(Zhang 
et al., 2005)。そこで本研究では、幼若期ストレスおよびケタミンがシナプスの性質に
どのような影響を及ぼしたかを検証するためmEPSCに関しても検討した。その結果、
3wFSによりmEPSCの振幅および頻度が有意に減少し、ケタミンによってこれらが回
復することが示された。この結果は、EPSCの変化には、シナプス前／後部両方が関係
していることを示している。詳細は第 3章で述べるが、これまでの研究により、EPSC
が改善するメカニズムとしてシナプス後部の受容体が増加する事は解明されている

(Duman, 2014 ; Duman et al., 2016)。しかしシナプス前部からのグルタミン酸放出確率も
しくは vesicle数の低下が回復することを示したのは本研究が初めてである。このこと
は、ケタミンの抗うつ効果の作用点が、シナプス前部にも存在することを示した点で

重要な知見と言える。 
電流固定法により、PL第 V層錐体細胞の膜抵抗および発火頻度はケタミンにより
有意に上昇することが示された。Kleinら(Klein et al., 2010)は、mPFCを障害すること
によりラットのうつ様行動が増加することを、さらにHamaniら(Hamani et al., 2010a ; 
Hamani et al., 2010b ; Hamani and Temel, 2012)はmPFCを刺激することによってうつ様
行動が減少することを報告した。このことからも、内側前頭前野における活動電位の

発生がうつ様行動と関連していると考えられ、ケタミンにより膜抵抗が上昇したこと

はうつ様行動の減少に寄与した可能性がある。細胞膜の電位変化はオームの法則（V 
= IR）に従うため、入力電流（I）が一定であれば、膜抵抗（R）が大きい程膜電位（V）
の上昇は大きくなり、活動電位が発生し易くなる。膜抵抗の大きさはイオンチャネル
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の性質の影響を受けることが知られている(Shikanai et al., 2012)。このことから、ケタ
ミンが内側前頭前野第 V 層錐体細胞のイオンチャネルにも作用する可能性を想定し
ていたが、本研究で検証した活動電位のパラメータには差が無く、ナトリウム、カリ

ウム、カルシウムイオンチャネルなどの性質的変化を示唆する結果は得られなかった。

ケタミンが膜抵抗を上昇させた機序に関しては、本研究の結果からは不明である。 
興味深いことに、膜抵抗の上昇は同じ第V層でも ILの錐体細胞では認めなかった。

PLと ILは機能的に差異があることが知られている。Vertesら(Vertes, 2004)は、PLは
辺縁系へ投射し認知機能を、ILは脳幹へ投射し自律神経系の支配に寄与していること
を報告している。Jettら(Jett et al., 2015)は、ストレスを負荷により低下したラットの認
知機能をケタミンが改善させ、この変化は PL と腹側海馬を刺激することで再現され
たことから、この間の興奮性伝達が認知機能に重要であると報告した。さらにMoshe
ら(Moshe et al., 2016)は、ストレス負荷によりうつ様行動が増加したラットの PLを電
気的刺激することにより、FSTでの無動時間が減少することを報告した。これらの先
行研究から考えると、ケタミンは PL の神経活動を増強することにより 3wFS で低下
した認知機能を改善させ、それによって間接的にうつ様行動である強制水泳試験の無

動時間が減少した可能性がある。一方、活動電位発生頻度および膜抵抗が上昇してい

たにもかかわらず、noFS-Ket群ではうつ様行動が増加していた。神経活動が増強して
いるにも関わらず、うつ様行動が増加した原因については、第 3章で、spineの形態的
解析の結果を合わせて考察する。 
本研究ではIPSCに関しても検討したが、行動学的検討の結果とは一致しなかった。

mIPSCの頻度はVEH群において 3wFSの影響を受けず、3wFS群においてケタミンに
よって増加していた。この結果は、IL第V層においてストレスがmIPSCの頻度を増
加させることを示したMcKlveenら(McKlveen et al., 2016)の報告とは異なるが、本研究
では検討した部位が PL であるため、結果に差異が生じた可能性がある。本研究では
うつ様行動と IPSCに関連を見出すことはできなかったが、PL第V層錐体細胞におい
て、幼若期ストレスおよびケタミンが IPSC にも影響することが示された点は有意義
であったと考える。今後 IPSC にも研究対象を広げていくことで、ケタミンの抗うつ
効果に関する新たな知見が得られる可能性がある。 
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［2-4］小括 
 
・幼若期ストレスによって、成熟後におけるPL第V層錐体細胞のEPSCが減弱した。 
 
・幼若期ストレスによって減弱した sEPSCをケタミンが回復させたことが、うつ様行
動が減少した背景にあったと考えられる。 
 
・ケタミンはシナプス後部の受容体機能の増強のみならず、シナプス前部からのグル

タミン酸の放出も増加させることで興奮性シナプス伝達を強化させることが示唆され

た。 
 
・抑制性シナプス伝達に対して 3wFSおよびケタミンが影響を及ぼすことが示された
が、うつ様行動との明らかな関連性は見いだせなかった。 
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第 3章	  
内側前頭前野第V層錐体細胞の樹状棘突起に対する形態学的検討 

 
錐体細胞の樹状突起上には、グルタミン酸受容体が数多く発現している棘突起

（spine）と呼ばれる構造が多数存在する。一つ一つの spine は成熟度によってその形
態が変化することが知られており、新生したばかりの spine は細い棒状であるが、成
熟するほど頭部の径が大きく成長し、より多くのAMPA型受容体を有するマッシュー
ルーム型となる(Moench and Wellman, 2015 ; Rochefort and Konnerth, 2012)。つまり、樹
状突起が長く伸び、spine密度が高く、成熟型 spineの比率が高い程、その細胞は多く
の興奮性入力を受け入れている事を示唆する。逆に樹状突起が短く、spine密度が疎で
あれば、興奮性入力は少なくなると考えられる(Holtmaat and Svoboda, 2009 ; Kessels and 
Malinow, 2009)。興味深いことに、樹状突起長や spineの形態はストレスなどに反応し
て変化する事が知られており(Duman et al., 2016 ; Radley et al., 2006)、成熟期の慢性スト
レス負荷によりうつ様行動が増加した動物では、内側前頭前野において錐体細胞の樹

状突起や spine の萎縮性変化が生じることが報告されている(Li et al., 2010 ; Liu and 
Aghajanian, 2008 ; Moench and Wellman, 2015)。さらに、慢性ストレスから解放された一
定時間後に、短縮した樹状突起長が回復することも報告されている(Radley et al., 2005)。
錐体細胞の樹状突起や spine の形態と内側前頭前野の興奮性、ならびにうつ様行動は
密接に関わっていると考えられている。このことはKangら(Kang et al., 2012)がうつ病
患者の脳を解剖し、前頭前野の容積とシナプス数の減少を報告したことからも支持さ

れる。 
幼若期ストレスは中枢神経系に epigenetic な変化を惹起することが報告されており

(Menke and Binder, 2014)、その結果代表的ストレスホルモンであるグルココルチコイド
の分泌に関わる視床下部－下垂体－副腎皮質系および神経新生に重要な脳由来神経成

長因子（Brain derived neurotrophic factor: BDNF）の発現に関わる遺伝子に異常が生じ、
正常なシナプス形成が障害されることが報告されている(McGowan et al., 2009 ; Roth et 
al., 2009)。幼若期ストレスが成熟後の spineの形態に及ぼす影響に関して言及した報告
は少ないが、Lyttle らは 3 週齢のラットに電気刺激ストレスを負荷することで、内側
前頭前野錐体細胞の spine 密度の低下および樹状突起長の短縮が生じることを報告し
た(Lyttle et al., 2015)。また、Yamamuroら(Yamamuro et al., 2018)は 2週齢時の社会的分
離ストレスにより成熟後に内側前頭前野錐体細胞の樹状突起長が短縮し、EPSC が減
弱することを報告した。このことは、幼若期ストレスによって成熟期において spineの
萎縮が生じ、それが成熟期のうつ様行動や興奮性伝達の減少と関連していることを示

唆している。 
慢性ストレスを負荷した動物を用いた先行研究により、ケタミンは spineの新生・成
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熟を促し、密度上昇と成熟 spineの比率を増加させることが分かっている(Duman et al., 
2016 ; Duman et al., 2012 ; Li et al., 2011)。Dumanら(Duman and Aghajanian, 2012)はケタ
ミン投与約 2時間後に、ラットの脳においてAMPA型受容体サブユニットの一つであ
るGluA1を始めとした、シナプス新生を示唆するタンパクの発現が増加していること
を報告した。2 時間というタイムラグがケタミンの抗うつ効果のオンセットと一致す
ることからも、ケタミン投与をトリガーにしたAMPA型受容体の増加による興奮性シ
グナルの増加が、ケタミンが抗うつ効果を発揮する重要な作用機序と考えられている

(Li et al., 2011 ; Zanos et al., 2016)。ケタミンが spine形成を誘導するメカニズムは完全に
は解明されていないが、有力な仮説として、GABA 作動性インターニューロンの
disinhibition hypothesisがある(Duman et al., 2012)。これは、ケタミンがGABA作動性イ
ンターニューロンの NMDA 型受容体を選択的にブロック→インターニューロンの活
性が低下しシナプス前細胞への抑制性シグナルが減少（disinhibition）→シナプス前細
胞の興奮性が増加することによるシナプス間隙へのグルタミン酸の放出増加、という

機序で錐体細胞への興奮性入力が一時的に増加し、それが引き金となってシナプス後

の錐体細胞で BDNF の放出→トロポミオシン関連チロシンキナーゼ B（TrKB）への
BDNF の結合→セリン/スレオニンキナーゼの活性化→mTORC1 の活性化が生じ、最
終的にAMPA型受容体の増加によるシナプス新生・成熟が起こり、持続的な興奮性伝
達の増強が生じるとされている。このことは、錐体細胞においてケタミンによりEPSC
が増加することからも支持される(Li et al., 2010 ; Li et al., 2011)。これらの事実から、う
つ病の重要な神経基盤およびケタミンの作用メカニズムに、前頭前野におけるグルタ

ミン酸系神経伝達の回復が重要な役割を担っていると考えられている。 
幼若期ストレスによって spine の萎縮が生じ、かつこの変化をケタミンが回復させ
ることが示されれば、幼若期ストレスにより惹起されたうつ様変化にケタミンが有効

である、という本研究の仮説を形態学的に裏付けることが可能となる。第 2 章で PL
第V層錐体細胞のmEPSCを調べた結果、振幅が 3wFSにより減少し、ケタミンによ
り回復することを認めた。このことから、シナプス後部の受容体の数もしくは機能が

増大していると考えられた。第 3章では、Whole-cell patch-clampに用いた細胞の形態
を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察することで、第 2章で得られた結果を形態学
的に検証することとする。 
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［3-1］ 実験材料および実験方法 
 
1) 実験動物 
第 1章 1) 実験動物と同様。 

 
 

2) 幼若期ストレス負荷 
第 2章 2)と同じ。 

 
 
3) 薬物投与 
第 2章 3)と同じ。 

 
 
4) 脳スライス作成 
第 2章 4)と同じ。 

 
 
5) 蛍光染色 

whole-cell patch-clamp 法に用いた脳スライスを、4%パラホルムアルデヒド 0.1 M 
Phosphate buffer 溶液（pH 7.3）に移し一晩 4 ℃にて浸漬固定した。スライスを 0.1% 
Triton（Triton X-100, Bio-Rad, CA, USA）を含んだ 0.01 M Phosphate buffer saline（PBS）
にて 30分間室温静置した後、0.1% Triton 含有 0.01 M PBSにて希釈した 10% Normal 
donkey serum（Sigma, USA）にて 30分間、室温静置によるブロッキングを行った。0.1% 
Triton 含有 0.01 M PBS にて 1600倍に希釈したストレプトアビジン Alexa Fluor® 488
（Jackson Immuno Research, PA, USA）を 2時間、遮光にて室温静置した。0.1% Triton 
含有 0.01 M PBSにて 10分間×３回の洗浄をした後、スライスを Prolong™（Thermo 
Fisher Scientific, OR, USA）を用いてスライドガラスに上に封入した。 

 
 

6) Spineの 3Dイメージ取得 
3Dイメージは共焦点レーザー顕微鏡（FV1000）とFV10-ASW ver3.1（ともにOlympus, 

Tokyo）を用いて取得した。先端および基底樹状突起上の棘突起を、対物レンズ 60倍、
デジタルズーム 2倍、Z-stack 0.5 µmの条件で撮像した。spineの形態的データを取得
する領域の基準は、先端樹状突起：（1）主要樹状突起の分岐から軟膜（Pia）側の領域
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である tuft部位、（2）Piaから 200 µm以内、（3）樹状突起の径が 1 µm以上（一定の太
さの樹状突起同士で比較するため）、（4）樹状突起が極度に beading（ビーズ飾り状の
形態）していない部位（spine との区別が困難なため）、基底樹状突起：（1）細胞体か
ら直接伸びている分枝、（2）細胞体近傍の spine密度が疎な部分は除外、とした。記録
を取得した代表例を図 3-1に示す。 
取得した画像から Image J (Schneider et al., 2012)とSPISO (Mukai et al., 2011)を用いて

spineの直径と密度を測定した。前述の通り spine頭部の直径はシナプス伝達の強度を
反映するため、spineをmature (>0.6µm)と immature (<0.6µm)に分類(Amatrudo et al., 2012) 
し、その割合を算出した。 

 
 

図 3-1	 蛍光染色されたPL第V層錐体細胞と、データ取得に使用した領域（楕円） 
太さが 1 µmを超え、鮮明に染色された樹状突起を選択し、60倍対物レンズと 2倍デ
ジタルズームを用い、spineの画像を取得した。Scale bar 100µm 
 
 
7) 統計学的手法 
統計解析ソフトは SPSS ver. 23 (IBM, CA, USA)を用いた。群間の比較は two-way 

ANOVA を用い、交互作用が有意だった場合は one-way ANOVA で単純主効果の検定
を行った。 
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［3-2］実験結果 
 
1) 3wFSおよびケタミンが樹状突起上の spineの密度および成熟度に及ぼす影響 
データを取得した樹状突起の長さは、noFS-VEH群：112 ± 22、noFS-Ket群：111 ± 14、

3wFS-VEH：115 ± 16、3wFS-Ket群：118 ± 24（mean ± SD、単位µm）であった。先端
樹状突起上の spine密度および Spineの成熟度の結果を図 3-2に示す。密度に関して、
two-way ANOVA で 3wFS とケタミン投与の間に有意な交互作用を認めた（F(1.39) = 
5.464, p = 0.025）。one-way ANOVAによる単純主効果の検定により、VEH群は 3wFSに
より spine密度の有意な低下を認めた（F(1.21) = 23.508, p < 0.001）。3wFS群では、ケ
タミンにより spine密度が増加する傾向が見られた（F(1.20)=3.032, p = 0.097）。つまり、
3wFSによりspine密度が低下し、その変化はケタミンにより改善する傾向が見られた。
成熟 spineの割合に関する解析において、two-way ANOVAで 3wFSとケタミン投与間
に交互作用は認めず（F(1.39) = 1.902, p = 0.176）、ケタミンの主効果を認めた（F(1.39) = 
10.044, p = 0.003)。ケタミンにより、spineの成熟が促される可能性が示された。 

 
 

図 3-2 先端樹状突起の spine密度と、成熟 spineの割合および各群の典型的画像 
データは平均値±SEMで表示。**p < 0.01。##p<0.01。N：noFS-VEH (11), noFS-Ket (10), 
3wFS-VEH (12), 3wFS-Ket (10)。Scale bar 5 µm。 
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2) 基底樹状突起についての解析 
データを取得した樹状突起の長さは、noFS-VEH群：119 ± 16、noFS-Ket群：126 ± 

22、3wFS-VEH群：109 ± 17、3wFS-Ket群：103 ± 22（mean ± SD、単位µm）であっ
た。基底樹状突起上の Spine 密度および成熟度の結果を図に示す。先端樹状突起とは
対照的に、基底樹状突起においてはいずれも 3wFSおよびケタミンによる有意差は認
めなかった。 
 

 
 

図 3-3 基底樹状突起の spine密度と、成熟 spineの割合および各群の典型的画像 
データは平均値±SEMで表示。N：noFS-VEH (11), noFS-Ket (10), 3wFS-VEH (11), 3wFS-
Ket (13)。Scale bar 5 µm。 
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［3-3］考察 
 
第 3章では、幼若期ストレスにより PL第 V層錐体細胞先端樹状突起上の spine密
度が減少すること、およびケタミンが成熟 spineの比率を増加させることが示された。
この結果は、Liら(Li et al., 2011)の報告と類似しているが、本研究は spine密度が有意
に回復しなかった点で異なる結果となった。この点に関しては、ケタミン投与から脳

スライス作成までの時間が影響している可能性がある。Li らがケタミン投与から 24
時間後に実験を行ったのに対し、本研究では 16時間後に行っている。動物実験では、
ケタミン投与後、AMPA 型受容体の発現を促進するタンパクが 72 時間後まで増加す
ること(Li et al., 2010)や、ヒトでは 24時間後に抗うつ効果が最大になる(Pešić et al., 2016)
ことが報告されているため、16時間後ではシナプスの密度が回復途中であった可能性
がある。密度に関して、3wFS群における単純主効果の解析の結果が p = 0.097と有意
傾向であったことからも、spineが回復途中にあったことが示唆される。本研究では密
度に有意差は無かったものの、シナプス後部のAMPA型受容体が増加していることは
成熟 spineの密度が増加していたことより明らかであり、第 2章でのmEPSC振幅の増
大の結果を形態学的に裏付けている。 
	 noFS-Ket群において、ケタミンにより先端樹状突起上の成熟spine比率が増加した。
これは、ケタミンによる spine新生が、3wFSの有無に関わらず生じることを示してい
る。内側前頭前野におけるグルタミン酸系興奮伝達の回復は抗うつ効果の重要なメカ

ニズムである一方、過剰な興奮性入力によりうつ様行動が増加することが先行研究に

より報告されている(Moghaddam and Javitt, 2012 ; Schobel et al., 2013)。本研究で noFS-
Ket群でうつ様行動が増加した機序として、成熟 spine比率が増加し、増加したAMPA
型受容体に対するグルタミン酸の過剰入力が関与していた可能性が考えられる。 
本研究では、PL錐体細胞先端樹状突起の spineに変化を認めた。慢性ストレスを負
荷されたラットでは、内側前頭前野の錐体細胞の先端樹状突起の萎縮性変化が生じる

ことが報告されている(Li et al., 2010 ; Li et al., 2011 ; Liu and Aghajanian, 2008 ; Radley et 
al., 2005)。また、うつ病、あるいはストレスを負荷されたヒトおよび動物では、内側前
頭前野の体積および錐体細胞の spine の萎縮が生じていることが数多く報告されてい
る(Kang et al., 2012 ; Li et al., 2011 ; Lyttle et al., 2015 ; Tripathi et al., 2019)。内側前頭前野
の体積の減少は、錐体細胞の先端樹状突起の萎縮、つまり興奮性入力の減少を反映し

ていると考えられ、この結果は第 2章でmEPSCの振幅が 3wFSにより減少し、ケタ
ミンにより回復したこととも一致する。幼若期ストレスにより、内側前頭前野第V層
錐体細胞の先端樹状突起への興奮性入力が減少し、ケタミンにより回復したことが、

うつ様行動の背景にあることが示唆される結果となった。 
一方、基底樹状突起の spineには変化を認めなかった。PLの基底細胞は扁桃体基底
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外側複合体（basolateral amygdala: BLA）から入力を受けており(Liu et al., 2015)、ストレ
スによってこの伝達は増強する事が知られている。逆にBLAを不活性化することで、
この変化が防げることも報告されている(Tripathi et al., 2019)。3wFSにより BLAから
錐体細胞の基底樹状突起へ過剰な入力が生じ、先端樹状突起の短縮を生じた可能性が

ある。逆に、入力が低下しない基底樹状突起の spineには、変化が生じなかったと考え
られる。この点に関しては、BLAを含めた更なる検討が必要である。 
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［3-4］小括 
 

・内側前頭前野第V層錐体細胞の先端樹状突起において、3wFSによる spine密度の
低下を認めた。 
 
・ケタミンにより、先端樹状突起の spine成熟度が増加したが、基底樹状突起では、
この変化は認めなかった。 
 
・noFSラットにおいてうつ様行動が増加した背景には、増加したシナプス間隙のグ
ルタミン酸による興奮毒性による、受容体の機能低下が関与している可能性がある。 
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総括および結論 
 

本研究では、「幼若期ストレスに起因する成熟期のうつ様行動および減弱した内側

前頭前野の興奮性伝達をケタミンが回復させる」という仮説に基づき、行動学的、電

気生理学的、および形態学的検討を行い、以下の知見を得た。 
 
1) 幼若期ストレス負荷により内側前頭前野第V層錐体細胞のEPSCが減弱し、ケタ
ミンにより回復した。この変化は、本研究、および先行研究で示された強制水泳試験

におけるうつ様行動の増減と一致していた。 
 
2) mEPSCの検討をした結果、ケタミンは、シナプス前部からのグルタミン酸の放出
と、シナプス後部のAMPA型受容体の数または機能を変化させる可能性が示され
た。また spineの形態学的検討の結果と合わせ、EPSCの振幅の増減は、先端樹状突
起のAMPA型受容体の数が変化していることに起因していることが示唆された。 
 
これらの結果は、慢性ストレスによりうつ様行動が増加したラットを用いて、ケタ

ミンによりうつ様変化が回復することを示した先行研究の結果と一致しており、幼若

期ストレスにより惹起されたうつ様変化が、ケタミンにより回復するという仮説を支

持する結果であった。 
一方で、PL第V層錐体細胞の発火頻度と膜抵抗がケタミンにより選択的に増加
し、IPSCも 3wFSやケタミンにより影響されることも示されたが、この点に関して
はうつ様行動との明らかな相関は得られなかった。 

 
結論として、本研究の結果は、3wFSを負荷したラットにおいて成熟期の行動学
的、電気生理学的、ならびに形態学的変化をケタミンが回復させたことを示してお

り、ケタミンが虐待などの既往を持ち、難治性うつに苦しむ患者に対する有効性を示

唆している。虐待を受けてから時間が経過した後に投与しても有効性を示した点に関

しては、より現実的な治療薬としての条件を備えていると言える。 
本研究は相関研究であるため、上記を証明するためには、ラパマイシンなどのケタ

ミンの効果を打ち消す薬物を使用し、因果関係を解明する必要がある(Li et al., 
2010)。さらに本研究ではケタミンの効果がどの程度継続するのかに関しては検討し
ていない。慢性ストレスを負荷されたラットを用いた先行研究では抗うつ効果は約 1
週間継続するとされているが、幼若期ストレスに関しては先行研究がなく不明であ

る。幼若期のストレス曝露によってエピジェネティックな変化による持続的な変化が

生じる点や、これらの既往を持つうつ病患者が治療抵抗性を示す傾向があることを考
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えると、成熟期慢性ストレスを負荷した既存の研究とは結果が異なる可能性も否定で

きない。この点に関して、幼若期ストレスを負荷した動物を用いて、今後解明してい

く必要があると考える。 
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