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〈要 約〉

　恐怖に代表される嫌悪的な情動体験は恐怖記憶の形成をひき起こし，この恐怖記憶の強さは体験の強さに比例することが知られている．このような体験の強さに応じた恐怖学習は，恐怖の体験を事前に予測することにより恐怖信号を伝達する神経回路が抑制されることにより実現されると仮定されてきたが，その実態は明らかにされていない．筆者らは，恐怖の体験の到来を予測する聴覚の刺激が，扁桃体中心核およびその下流の中脳水道周囲灰白質における痛みの制御に関与するニューロンからなる，下向性のフィードバック機構を活性化させることを示した．光遺伝学的な手法を用いてこの経路を抑制すると，恐怖記憶の貯蔵領域である扁桃体外側核においてあらかじめ予測された恐怖の体験に対する神経応答の脱抑制がひき起こされ，さらに恐怖学習が増加した．この研究の結果から，恐怖学習の適切な制御に必要な学習信号の修正の機構が明らかにされた．この機構における機能の不全は，過剰な恐怖反応と関連した精神疾患に関与する可能性が考えられる．
はじめに
　恐怖や報酬などの情動体験は，脳において記憶の貯蔵領域に可塑性をもたらす教師信号回路を活性化させることにより個体の学習行動をひき起こす1)．一方で，学習が進むにつれ，恐怖や報酬などの到来を事前に予測する視覚，聴覚，嗅覚など別の感覚刺激がこの神経回路の活動を抑制することが，学習と関連した多くの神経回路において確認されている．つまり，教師信号回路は情動体験に対して一定の反応をするというよりは，予測されたものより強い情動体験が起こったときに強く活性化される．この神経応答の変化は予測誤差とよばれる1)．ある情動体験がひき起こしうる学習の強度は情動体験の強さに応じて頭打ちになることが知られているが2)，この学習の漸近は教師信号回路の予測誤差と類似した神経活動により決定されると考えられてきた．この予測による教師神経回路の神経応答の減少をつくりだすためには，情動体験の到来を予測する感覚刺激に反応する，脳の複数の領域から構成されるフィードバック機構が必要であると仮定されてきたが，その実態はほとんど明らかにされていない．
　聴覚による恐怖条件づけはげっ歯類における恐怖学習の観察に適した課題である．この課題において，ラットは音の刺激につづいて電撃などの嫌悪的な出来事を経験することにより，音の刺激により電撃の到来が予測されることを学習する．すると，ラットは音のみの提示に対し動きを停止するフリージング反応などの恐怖反応を示すようになり，この反応の強さは記憶の強さの指標になる（図1a）．恐怖記憶の中枢である扁桃体外側核においては，電撃が教師信号となり，同時に入力した音の刺激が同じ扁桃体外側核の錐体細胞を活性化させることにより，音の入力による扁桃体外側核の錐体細胞の活性化が条件づけの前後で強化されると考えられている3)．この神経可塑性が生じたのち，音の刺激の入力は扁桃体外側核にくわえ，その主要な出力部位である扁桃体中心核，そして，下流の中脳水道周囲灰白質を活性化するようになり，恐怖反応がひき起こされる4)．
　筆者らは，この研究において，恐怖条件づけの漸近をモデルとし，扁桃体外側核における電撃に対する神経応答の減少（予測誤差様の神経活動）の機構5) およびその機能の解明を試みた．先行研究において，扁桃体中心核-中脳水道周囲灰白質経路の音に対する神経応答が恐怖条件づけにともない増加することが示されている6)．また，中脳水道周囲灰白質の下位領域のひとつである腹外側中脳水道周囲灰白質は，脊髄において痛み信号を弱める疼痛抑制回路の一部である吻側延髄腹内側部に投射する7)．今回の研究においては，電撃の到来を予測する音による扁桃体中心核-中脳水道周囲灰白質経路の活動が負のフィードバック機構としてはたらき，恐怖信号が扁桃体外側核に到達するまえに抑制をかけることにより扁桃体外側核における予測誤様差の神経活動を生みだし，結果として恐怖条件づけの漸近をひき起こす，という仮説について検証した．
1．扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路による扁桃体外側核における嫌悪的な刺激に対する神経応答の制御
　あらかじめ予測された電撃に対する扁桃体外側核の神経応答におよぼす扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路の不活性化の効果について検討した．光遺伝学的な手法として，アデノ随伴ウイルスベクターを用いて扁桃体中心核の神経細胞体および軸索の末端に光感受性の外向きプロトンポンプであるアーキオロドプシンTを発現させ，腹外側中脳水道周囲灰白質にレーザーを照射することにより腹外側中脳水道周囲灰白質に投射する扁桃体中心核のニューロンの軸索の末端を特異的に抑制した．ラットに対し十分に恐怖条件づけしたのち，“予測なし条件”（電撃のみの提示）および“予測あり条件”（音+電撃の提示）において扁桃体外側核の電撃に対する神経応答を測定したところ，予測なし条件と比べて予測あり条件において神経応答の低下するニューロンが確認された．さらに，音+電撃の提示中に限局して扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路を抑制したところ，この“予測誤差ニューロン”の予測あり条件における電撃に対する神経応答が増加し（脱抑制），予測なし条件と同じ程度の電撃に対する神経応答が認められた．この結果から，音を提示中に扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路が活動することにより扁桃体外側核の電撃に対する神経応答が減少することが示された．
2．扁桃体中心核-中脳水道周囲灰白質経路による恐怖条件づけの漸近
　聴覚性の恐怖条件づけの漸近を観察するための課題を確立した（図1b）．この課題は，条件づけ（音+電撃の提示）と試験（音のみの提示）を交互に2回ずつ行う計4日間からなる．弱い電撃により十分に条件づけすると，音を提示中にラットの示すフリージング反応の割合は漸近値に達し，同じ強度の電撃により2回目の条件づけをしてもフリージング反応の割合は変化しないこと，一方で，電撃の強度を上げて2回目の条件づけをするとフリージング反応の割合が上昇することが確認された．この課題を用いて，通常は恐怖学習の進行をひき起こさない弱い電撃による2回目の条件づけにおいて，音+電撃の提示中に限局した扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路の抑制の効果について検討した．その結果，抑制によりフリージング反応の割合が上昇すること，すなわち，通常の漸近値をこえて恐怖学習が進行することが明らかにされた．また，この経路の抑制によりひき起こされる過剰な恐怖学習は，扁桃体外側核を薬理学的に抑制すると認められなくなった．さらに，この経路を抑制しなくても，電撃の瞬間に限局して扁桃体外側核を人工的に活性化するだけで過剰な恐怖学習がひき起こされた．これら一連の結果から，電撃の予測により扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路がはたらき，のちに到来する電撃による扁桃体外側核の活性化を抑制することにより，恐怖条件づけの漸近がひき起こされることが示唆された．
3．恐怖を予測する聴覚の刺激は扁桃体中心核-中脳水道周囲灰白質経路の活動を介して中脳水道周囲灰白質のニューロンを活性化させる
　扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路の抑制により腹外側中脳水道周囲灰白質における音に対する神経応答は減少した．このことから，恐怖を予測する音が，実際に扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路の活動を介して腹外側中脳水道周囲灰白質を活性化していることが明らかにされた．
　腹外側中脳水道周囲灰白質はこの研究において検討した負のフィードバック機構としての役割にくわえ，動物の示す恐怖反応に重要な役割をはたすことが知られている4)．しかし，それぞれの役割を同じニューロンが担うのか別々のニューロンが担うのかは明らかにされていない．音の提示中およびフリージング反応の開始時において腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンの活動を調べたところ，音およびフリージング反応の開始のそれぞれに対し別々に反応するニューロンが確認された．一方で，音およびフリージング反応の開始時のどちらに対しても活動の上昇するニューロンも存在した．この結果から，腹外側中脳水道周囲灰白質において部分的に異なるニューロンが恐怖を予測する音およびフリージング反応に対し別々に反応することが示唆された．
4．恐怖を予測する聴覚の刺激は腹外側中脳水道周囲灰白質における特定のニューロンのはたらきを介して恐怖条件づけの漸近をひき起こす
　腹外側中脳水道周囲灰白質は疼痛抑制回路の一部である吻側延髄腹内側部に投射することから，扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路が吻側延髄腹内側部を介して恐怖条件づけの漸近をひき起こすかどうか検討した．吻側延髄腹内側部に逆行性トレーサーを注入することにより吻側延髄腹内側部に投射する腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンを標識し，恐怖条件づけののちに音を単独で提示したところ，標識されたニューロンにおいて神経活動のマーカーであるc-Fos陽性のニューロンの数が増加した．さらに，音を提示中に扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路を光遺伝学的な手法により抑制したところ，このc-Fos陽性のニューロンの増加は認められなくなった．この結果から，恐怖を予測する音は扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路を介して吻側延髄腹内側部に投射する腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンを活性化することが示唆された．
　恐怖条件づけの漸近における腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンの役割について検討した．イヌ科アデノウイルス2型ベクターを吻側延髄腹内側部に導入し腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンに逆行性にCreを発現させた．さらに，アデノ随伴ウイルスベクターを腹外側中脳水道周囲灰白質に導入し吻側延髄腹内側部に投射する腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンにCreに依存的にアーキオロドプシンTを発現させた．通常は学習を促進する効果をもたない2回目の条件づけにおいて音の提示中に吻側延髄腹内側部に投射する腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンを光遺伝学的な手法により抑制したところ，通常の漸近値をこえて恐怖学習が進行した．しかし，それにつづいて3回目の条件づけをしたのち，ここでは試験において扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質経路を抑制したところ，音に対するフリージング反応に変化は認められなかった．このことから，吻側延髄腹内側部に投射する腹外側中脳水道周囲灰白質のニューロンの活動により恐怖条件づけの漸近がひき起こされるが，このニューロンの活動は恐怖反応には重要ではないことが示唆された．
おわりに
　情動体験により活性化される神経の教師信号に対する予測による下方性の制御は，学習にかかわるさまざまな神経系において確認されてきた現象である1)．この研究の結果から，恐怖体験の到来を事前に予測する刺激により扁桃体中心核-腹外側中脳水道周囲灰白質-吻側延髄腹内側部経路が活性化されると，恐怖記憶の中枢である扁桃体外側核において電撃に対する神経応答が減少し（予測誤差様の神経活動の生成），恐怖条件づけの漸近がひき起こされることが示唆された（図2）．
　この研究の結果から，予測による恐怖信号の抑制がその入力の早い段階で起こる可能性が示唆された．中脳水道周囲灰白質-吻側延髄腹内側部経路はストレスによる下向性の疼痛抑制系の一部であり，脊髄あるいは三叉神経において痛覚の刺激を抑制することが知られている7)．しかし，恐怖を喚起する刺激にはさまざまな種類があり，必ずしも痛みをともなうとはかぎらない．また，痛覚に依存しない恐怖学習の場面においても予測により学習の下方性の制御が起こるとの報告もある8)．これらをふまえると，今回の研究において示唆された以外にもさまざまなフィードバック機構の存在する可能性は十分に考えられる．
　また，異なる神経系における予測誤差様の神経活動が，類似したフィードバック機構により生成される可能性も考えられる．たとえば，腹側被蓋野のドーパミンニューロンにおいて認められる報酬性の予測誤差様の神経活動はこの領域に存在するGABAニューロンにより局所的に制御されているが9)，一方で，ドーパミンニューロンに投射する脳の別の領域のニューロンが同様の予測誤差様の神経活動を示すこともわかっている10)．このことと今回の研究の結果をふまえると，報酬系においても腹側被蓋野に到達するまえ，すなわち，入力の初期の段階において教師信号が予測による抑制をうけている可能性が示唆される．このように考えると，入力した刺激の情報伝達における初期と後期それぞれにおける抑制は，脳における予測誤差様の神経活動を生成する神経回路における普遍的な機構なのかもしれない．
　心的外傷後ストレス障害などの不安症は，過剰で消去しづらい恐怖記憶に特徴づけられるとともに，心的外傷の複数回の経験がその罹患率を増加させることが知られている11)．この研究においては，恐怖条件づけの漸近を制御するフィードバック機構の機能の不全により，恐怖学習が通常は起こらないレベルにまで過剰に増加した．このことから，この研究において示された負のフィードバック機構と類似した機構の破綻が，不安症の傾向のあるヒトにおいて過剰かつ持続的な恐怖記憶をひき起こすという，疾患の理解と治療にむけた新たな仮説が示唆される．
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〈図説明〉

図1　聴覚による恐怖条件づけ
（a）ラットは音の刺激により電撃の到来が予測されることを学習する．

（b）恐怖条件づけの漸近を観察するための課題．音+弱い電撃により十分に条件づけしたのち，音のみを単独で提示して恐怖反応を観察する（試験1）．音+弱い電撃あるいは音+強度を上げた電撃による2回目の条件づけののち，ふたたび，音のみを単独で提示する（試験2）．
図2　予測により恐怖信号を抑制する負のフィードバック機構
（a）恐怖の予測がないと，恐怖の体験は恐怖記憶の中枢である扁桃体外側核を強く活性化し，恐怖記憶が形成される．
（b）音により恐怖の体験の到来が予測されると，扁桃体中心核→中脳水道周囲灰白質→吻側延髄腹内側部という経路が活性化され，のちの恐怖の体験がひき起こす扁桃体外側核の活性化が抑制されて，新たな恐怖記憶の形成がふせがれる．
