
 
 
 

報酬および疼痛制御を担う 
神経機構に関する研究 

 
 
 
 
 
 
 
 

2021 

 
河合 洋幸 

 
  



 
  



目次 

緒言 ................................................................ 1 

 

第一章 初代培養後根神経節神経の電気生理学的特性に対する 

ノイロトロピンの作用解析 .................................... 3 

実験方法 .................................................. 4 

実験結果 .................................................. 6 

考察 ...................................................... 9 

 

第二章 正中縫線核セロトニン神経の報酬/罰作用制御に対する役割の解明 . 11 

実験方法 ................................................. 12 

実験結果 ................................................. 20 

考察 ..................................................... 39 

 

総括および結論 ..................................................... 43 

 

謝辞 ............................................................... 44 

 

発表論文目録 ....................................................... 45 

 

引用文献 ........................................................... 46 

 
 



1 
 

緒言 

 
 報酬により生起される快情動や、痛みなどの罰刺激により生起される不快情動は、個

体の生存に必須の要素である。一方、それらの過剰な生起は薬物依存症やうつ病、神経

障害性疼痛など様々な疾患においても観察されることから、その詳細な神経機構の解明

は、疾患の生物学的理解に基づく創薬の観点から重要である。 
 こうした神経機構の解明には、快情動や不快情動に相当する刺激を与えた際に神経が

どのように応答するか、また、その惹起された神経活動がどのように行動に影響を及ぼ

すのかを検討することが必要となる。したがって本研究では、薬理学的手法、電気生理

学的手法および光遺伝学的手法によって、神経活動の観察および介入を実施することで、

情動の背景にある神経機構を解析した。 
 これまでの基礎研究から、神経障害性疼痛には後根神経節 (DRG) 神経の異常活動が

原因となることが報告されている。また薬物依存症やうつ病の背景にある報酬/罰情報

処理において、セロトニン神経の活動変動が重要な役割を果たすことも明らかにされて

いる。現在臨床利用されている神経障害性疼痛治療薬には、中枢神経の下行性疼痛抑制

系を賦活化するものが多く存在するが、これら薬剤の DRG 神経に対する影響について

は不明な点が多く残されている。またセロトニン神経については、これまでに実施され

てきた報酬/罰情報処理に関する基礎研究の多くは背側縫線核 (DRN) のセロトニン神

経に対するものである。DRN の他に、情動に関与するセロトニン神経起始核として正

中縫線核 (MRN) が知られており、報酬/罰情報制御への関連が報告されているが、MRN
セロトニン神経が上記の情報処理において果たしている役割を細胞種選択的に明らか

にした報告は未だ存在しない。 
 本研究の第一章では、高い有効性を持つもののその作用機構に未解明の部分が多い鎮

痛薬であるノイロトロピンについて、DRG 神経に対する作用を電気生理学的手法によ

り検討した。また第二章では、MRN セロトニン神経に着目し、光遺伝学的手法による

選択的な活動計測および介入を用いて、報酬/罰情報処理に対する機能解析を実施した。 
 本研究により得られた新奇知見は以下の通りである。第一章では、ノイロトロピンが

Kvチャネル電流に作用して、その持続性成分を増強することで DRG 神経活動を抑制す

ることを示し、神経障害性疼痛の抑制に寄与する可能性を明らかにした。第二章では、

MRN セロトニン神経が報酬刺激および罰刺激に対して正反対の応答を示し、またその

神経活動の模倣はそれぞれ報酬関連行動および嫌悪関連行動を惹起することを明らか

にした。さらに、報酬/罰情報処理に対する MRN セロトニン神経の重要な投射領域とし

て脚間核を同定し、脚間核に発現する 5-HT2A受容体が罰刺激情報の伝達を担うことも

明らかにした。 
 これらの研究成果について、以下に論述する。  
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 なお、本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
5-HT 5-hydroxytryptamine 

5-HTMRN→IPN MRN 5-HT neuron projecting to 

  the IPN 

5-HTMRN→MHb MRN 5-HT neuron projecting to 

  the MHb 

5-HTMRN→vHP MRN 5-HT neuron projecting to 

  the vHP 

AAV adeno-associated virus 

AAVdj AAV serotype DJ 

ANOVA analysis of variance 

AP anteroposterior 

axon-GCaMP axon-targeted GCaMP 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

c-Fos cellular homolog of the oncogene of Finkel– 

 Biskis–Jinkins murine osteosarcoma virus 

CMOS complementary metal oxide semiconductor 

CPA conditioned place aversion 

CPP conditioned place preference 

Ctrl control 

DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

dHP dorsal hippocampus 

DMSO dimethyl sulfoxide 

DPSS diode-pumped solid-state 

DRG dorsal root ganglion 

DRN dorsal raphe nucleus 

DV dorsoventral 

eGFP enhanced green fluorescent protein 

eYFP enhanced yellow fluorescent protein 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine- 

 ethanesulfonic acid 

i.p. intraperitoneal 

IPN interpeduncular nucleus 

Kv voltage-gated potassium 

LDTg laterodorsal tegmental nucleus 

LED light emitting diode 

LHb lateral habenula 

MHb medial habenula 

ML mediolateral 

mPFC medial prefrontal cortex 

MRN median raphe nucleus 

mRNA messenger RNA 

mTph2 mouse Tph2 

NAc nucleus accumbens 

NGF nerve growth factor 

NSAIDs non-steroidal anti-inflammatory drugs 

NTP neurotropin 

NU neurotropin unit 

PB phosphate buffer 

PBS phosphate buffered saline 

PBS-T PBS containing 0.25% Triton X-100 

PCR polymerase chain reaction 

RNA ribonucleic acid 

RT-PCR reverse transcription-PCR 

SERT serotonin transporter 

SSRI selective serotonin reuptake inhibitor 

SNRI serotonin–noradrenaline reuptake inhibitor 

TCA tricyclic antidepressant 

Tph tryptophan hydroxylase 

Tph2 tryptophan hydroxylase 2 

vGluT2 vesicular glutamate transporter 2 

vGluT3 vesicular glutamate transporter 3 

vHP ventral hippocampus 

VTA ventral tegmental area 
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第一章 

初代培養後根神経節神経の電気生理学的特性に対する 

ノイロトロピンの作用解析 
 
 神経障害性疼痛は慢性疼痛の一種であり、末梢または中枢の体性感覚神経系の構造的

病変や器質的疾患を原因とする。神経障害性疼痛治療は奏効率が低く 1、多くの報告で

アセトアミノフェンや非ステロイド性抗炎症薬 (NSAIDs) のような従来型鎮痛薬が無

効であると示されている 2,3。現在では、セロトニン・ノルアドレナリン再取り込み阻害

薬 (SNRI) や三環系抗うつ薬 (TCA) といった下行性疼痛抑制系を標的とする薬剤が神

経障害性疼痛の疼痛コントロールに用いられている 4,5。これらの薬剤は主として脊髄内

のセロトニンおよびノルアドレナリンの細胞外濃度を上昇させることで神経障害性疼

痛を抑制している 6。このような中枢神経系の作用と同様に、末梢神経系についても近

年神経障害性疼痛への関与が明らかにされてきている。末梢神経系を抑制するカルシウ

ムチャネル α2δリガンドであるガバペンチンおよびプレガバリンが使用され、SNRI や
TCA と同等の鎮痛効果が得られることが報告されている 5,7,8,9。これらの研究から、末

梢神経系は新規の鎮痛標的として有力であり、特に神経障害性疼痛に関わる感覚神経系

の直接的な抑制作用を有する薬物は新規疼痛治療薬となる可能性がある。 
 ノイロトロピン (NTP) は、ワクシニアウイルスを接種した家兎の炎症皮膚の非タン

パク性抽出物であり、日本を中心とした各国で神経障害性疼痛治療薬として頻用されて

いる。NTP は下行性疼痛抑制系を直接賦活化することが知られており、この賦活化によ

り優れた鎮痛作用を発現すると考えられている 10。また中枢神経系への作用に加えて、

NTP の鎮痛作用において末梢神経系の関与を示唆する報告もある 11,12。しかしながら、

NTP の末梢感覚神経への作用については不明な点が多く残されている。 
 後根神経節 (DRG) 神経の過剰な活動亢進は神経障害性疼痛の原因として広く知ら

れている 13。さらに、DRG 神経の過活動の抑制は神経障害性疼痛に対して強い治療効

果を持つことが明らかになっており、神経障害性疼痛における DRG 神経活動の重要性

および創薬標的としての有用性を示唆している 14。 
 カリウム (K+) チャネルは神経系に広範に分布するイオンチャネルである。このチャ

ネル群は膜電位を過分極させることによって神経活動の調節に寄与している 15,16。数多

くの既報が K+チャネルの疼痛プロセスへの関与を報告しており 17,18、実際に K+チャネ

ル活性化は DRG 神経活動を抑制し、神経障害性疼痛を緩和することが示唆されている
18,19,20。しかしながら、NTP が DRG 神経の K+電流に与える影響については全く明らか

になっていない。 
 これらの知見に基づき、NTP が DRG 神経の発火特性に影響を与えると仮説を立て、

本章では NTP の初代培養 DRG 神経の神経発火への作用、および K+チャネルへの作用
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をパッチクランプ法によって検討した。その結果、NTP の持続処置は Kv電流の持続性

成分を増強し、DRG 神経の発火を抑制することが明らかになった。 
 
 

実験方法 
 
使用動物 
 実験には Wistar/ST雄性ラット（6–9週齢、Japan SLC）を使用した。全てのラットは

室温 22 ± 2 °C、湿度 55 ± 10%、12時間の明暗サイクルの条件下で飼育され、餌および

水は自由に摂取させた。全ての動物は京都大学動物実験委員会の倫理ガイドラインに沿

って扱われた。全ての実験プロトコルは京都大学動物実験委員会の許可を得て行われた。 
 
DRG 神経の初代培養 
 DRG 神経の初代培養は既報 21に軽微な修正を加えて実施された。ラットを CO2によ

り安楽死させ、胸椎および腰椎の後根神経節を単離した。DRG を Hanks'平衡塩溶液（含
有組成 (mM); 138 NaCl、5.33 KCl、0.30 Na2HPO4, 0.44 KH2PO4, 2.38 HEPES, 5.60 D-glucose、
pH 7.3（NaOH で調整））に 0.3%コラゲナーゼ type II (Gibco) と 0.4%ディスパーゼ 
(Gibco) を加えたものに入れて、5% CO2、37 °C で 1時間酵素処理した。続いてパーコ

ール (Sigma-Aldrich) を Leibovitz's L-15培地 (Gibco) により 70%および 30%に希釈し、

70%パーコール溶液、30%パーコール溶液、酵素処理した細胞懸濁液の順で重層した後、

1,800 × g で 15 分間遠心分離を行った。70%パーコール溶液と 30%パーコール溶液の界

面にある細胞を回収し、L-15培地で全量 10 mL となるように再懸濁した後、300 × g で

10 分間遠心分離した。沈殿を Neuro Medium含有培地（Miltenyi Biotec、2% NeuroBrew-
21 (Miltenyi Biotec), 0.5% GlutaMAX supplement (Gibco), 100 U/mL penicillin (Nacalai 
Tesque), 100 µg/mL streptomycin (Nacalai Tesque), 50 mg/mL 2.5S NGF (Sigma-Aldrich) 含
有）に懸濁し、ポリ-L-リジン (Sigma-Aldrich) およびラミニン (Gibco) でコーティング

した 10 mmカバーガラスの上に播種して、1日以上培養した後実験に用いた。 
 
薬物処置 
 実験に用いた NTP は日本臓器製薬株式会社から譲渡を受けた。NTP (Nippon Zoki 
Pharmaceutical Co., Ltd.) は培養培地で希釈し、DRG 神経を薬物含有培地にて培養する

ことで薬物処置とした。急性処置はNTPを添加したバス溶液を灌流することで行った。

NTP の生理活性は neurotropin unit (NU) で表した。 
 
電気生理学的測定 
 電気生理学的測定はホールセルパッチクランプ法にて室温で検討した。ホールセル記
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録は EPC-10 パッチクランプアンプ (HEKA) と Patchmaster software (HEKA) を用いて

行い、2.9 kHz でフィルタリングした。 
 膜容量はアンプによって記録された値を採用し、小型 DRG 神経 (<35 pF) のみを実

験に使用した 22。記録電極は外径 1.5 mm のフィラメント入キャピラリーガラス 
(Narishige) を P-87 (Sutter) で引いて作製した。バス溶液には以下の溶液を用いた；(mM) 
124 NaCl, 3 KCl, 1.2 MgCl2, 2.4 CaCl2, 10 HEPES, 26 NaHCO3, 1 NaH2PO4, 10 D-glucose、
NaOH により pH 7.3 に調整。またカリウム電流測定には、カリウム電流を選択的に測定

し、ナトリウムおよびカルシウム電流の寄与を最小限にするため、以下の溶液を用いた；

(mM) 150 choline-Cl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 1 CoCl2, 10 HEPES, 10 D-glucose、KOH によ

り pH 7.3 に調整。電極溶液には以下の溶液を用いた；(mM) 140 K-gluconate, 5 KCl, 2 
MgCl2, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 2 Na2-ATP、KOH により pH 7.2 に調整。アクセス抵抗は内

液を充填した状態で 2–7 MΩ であった。 
 活動電位と閾値電流はカレントクランプ法によって測定し、保持電流は 0 pA に設定

した。活動電位数はパルス電流（0 から 300 pA、50 pA刻み、250 ms間）を与えること

で取得した。閾値電流は活動電位を発生させる最小限の電流とし、パルス電流（0 から

700 pA、50 pA刻み、2 ms間）を与えることで取得した。 
 カリウム電流はボルテージクランプ法によって測定し、保持電位は−60 mV に設定し

た。測定された電流値を標準化のため膜容量で除し、電流密度として比較を行った。電

流非依存性のカリウムチャネル電流は過分極性のパルス電位（−120 から−70 mV、10 mV
刻み、500 ms間）を与えることで取得した。電位依存性カリウム電流はパルス電位（−30
から+60 mV、10 mV刻み、250 ms間）を与えることで取得した。各テストパルス電位

を与える直前に、電位依存性カリウム電流全体の測定では膜電位を−80 mV（500 ms間）
に固定し、電位依存性カリウム電流の持続性成分の測定では膜電位を−30 mV（500 ms
間）に固定した。電位依存性カリウム電流の一過性成分は、電位依存性カリウム電流全

体を電位依存性カリウム電流の持続性成分で減算することで算出した。アクセス抵抗は

70%補正した。 
 
逆転写 PCR 
 DRG 神経からの mRNA の抽出は NucleoSpin RNA Kit (Toyobo) を用いて製品プロト

コルに従い行った。抽出した mRNA は濃度を揃えた後、ReverTra Ace qPCR RT Kit 
(Toyobo) を用いて逆転写を行った。生成された cDNA断片の PCR 増幅産物は 0.1 µg/mL 
臭化エチジウムを含む 2% TAE-アガロースゲルにて電気泳動し、ChemiImager 4400 
(Alpha Innotech) を用いて紫外光により可視化し、ChemiImager v5.5 software (Alpha 
Innotech) にて画像を保存した。PCR 反応に用いたプライマーは以下のとおりである。 
Kv1.1 (570 bp, 5′-TTT ACG AGT TGG GCG AGG AG-3′/5′-AGT GGC GGG AGA GTT TGA 
AG-3′)、Kv1.2 (423 bp, 5′-GTC TAT CAC CCA GGA ACA TGG AG-3′/5′-GCT CCT GTA GGA 
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AAG ACC CAG-3′)、Kv2.1 (420 bp, 5′-ACG AGT ACT TCT TCG ACC GC-3′/5′-CGA ACT 
CGT CTA GGC TCT GC-3′)、Kv2.2 (648 bp, 5′-GAA CCG GAG TGA GGG ATG TA-3′/5′-CAT 
GTG GAG CTT TCC CGT CC-3′)。 
 
統計解析 
 全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表示した。One-way ANOVA または two-way 
ANOVA の後に Bonferroni、Tukey または Sidak 検定を用いて、GraphPad Prism (version 8, 
GraphPad Software) で解析した。危険率 5%未満の場合に統計学的な有意差があると判

定した。 
 
 

実験結果 
 
NTP は DRG 神経の発火活動を減弱させる 
 NTP が DRG 神経発火に与える影響を検討するため、脱分極性のステップ電流を DRG
神経に与え、誘発される活動電位数を計測した。対照群では DRG 神経に対して 2.75 ± 
0.50（平均 ± 標準誤差、300 pA注入時）個のスパイクを惹起した。一方 3日間の NTP
持続処置 (0.1 or 1 NU/mL) 群では DRG 神経に対して 300 pA注入時でそれぞれ 0.93 ± 
0.067 個および 0.81 ± 0.12 個のスパイクを惹起させ、NTP 持続処置は活動電位の発生を

有意に減少させた（図 1-1a, b）。次に、NTP が活動電位の誘発に必要な閾値電流に与え

る影響について検討した。NTP群 (0.1 or 1 NU/mL) における閾値電流はそれぞれ 450.0 
± 60.55 pA および 471.4 ± 32.47 pA（平均 ± 標準誤差）であり、対照群 (237.5 ± 20.59 
pA) と比較して有意に高値であった（図 1-1c）。活動電位数と同様に、閾値電流の有意

な上昇は 0.1 または 1 NU/mL の NTP 処置で観察され、0.01 NU/mL の NTP 処置では観

察されなかった（図 1-1d）。したがって、NTP は DRG 神経の活動性を抑制することが

示唆される。 
 
NTP は DRG 神経における電位非依存性のカリウム電流に影響を与えない 
 NTP がもたらす活動電位抑制の機序を明らかにするため、まず電位非依存性のカリ

ウム電流を単離した（図 1-2a）。電位非依存性のカリウム電流は、DRG 神経の膜電位を

−60 mV に固定し、過分極性のパルス電位を与えた際の電流応答を記録することで測定

した。NTP群は対照群と比較して、過分極性のパルス電位を与えた際の電流応答を有意

に変化させなかった（図 1-2b）。このため、NTP が DRG 神経の電位非依存性のカリウ

ム電流に与える影響は小さいものと考えられる。 
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NTP は DRG 神経における電位依存性カ

リウム電流を増強させる 
 電位依存性カリウム (Kv) チャネル電

流の減弱は神経障害性疼痛の原因となる
23,24。このため次に、NTP が DRG 神経の

電位依存性カリウム電流に与える影響を

検討した。Kvチャネル電流には 2 つの成

分があり、不活性化の速い一過性の成分

と、不活性化の遅い持続性の成分に分類

できる 25,26。一過性成分の Kv電流は Kv1.4
や 4.1サブユニットなどが、また持続性成

分の Kv電流は Kv1.1、1.2、2.1 および 2.2
サブユニットなどがそれぞれ担うと知ら

れている 27,28,29,30,31。電気生理学的手法を

用いて、総電位依存性カリウム電流およ

び電位依存性カリウム電流の持続性成分

図 1-2 NTPの電位非依存性のカリウムチャネルへの影響 
a, 過分極パルス (−120 to −70 mV in 10 mV increments; 
500 ms duration) によって誘発される内向き電流の代表
的トレース。 
b, 対照群 (Ctrl) および 0.1 NU/mL NTP処置 DRG神経
より記録された、−120から−70 mVにおけるカリウム電
流の電流 –電圧曲線。 Two-way repeated-measures 
ANOVA, voltage (−120 to −70 mV) × drug (Ctrl or 0.1 
NU/mL NTP) interaction F5,60 = 0.1669, P = 0.9738, effect 
of voltage F1.035,12.42 = 64.01, P < 0.0001, effect of drug 
F1,12 = 0.004831, P = 0.9457. n = 8 (Ctrl) and 6 (0.1 NU/mL 
NTP). 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 

図 1-1 NTPが DRG神経発火に与える影響 
a, カレント注入のプロトコル（上部左、0–300 pA in 50 
pA increments, 250 ms duration）および 300 pA注入に
よる代表的な活動電位トレース（右）。 
b, 対照群 (Ctrl) および NTP 処置 DRG 神経における活
動電位数。Two-way repeated-measures ANOVA with 
Bonferroni post hoc test, current (0 to 300 pA) × drug (Ctrl 
or 0.01–1 NU/mL NTP) interaction F18,294 = 4.458, P < 
0.0001, effect of current F1.698,83.20 = 52.15, P < 0.0001, 
effect of drug F3,49 = 4.531, P = 0.0070; post hoc test: *P 
< 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs Ctrl. n = 16 (Ctrl), 11 
(0.01 NU/mL NTP), 15 (0.1 NU/mL NTP) and 16 (1 NU/mL 
NTP). 
c, 閾値電流測定プロトコル（上部左、0 to 700 pA in 50 
pA increments, 2 ms duration）および 100, 200, 300, 400 
pA注入時の代表的トレース（右）。 
d, 対照群 (Ctrl) および NTP 処置 DRG 神経における閾
値電流。One-way ANOVA with Tukey post hoc test, F3,28 
= 12.10, P < 0.0001; post hoc test: Ctrl vs 0.01 NU/mL 
NTP P = 0.9373, Ctrl vs 0.1 NU/mL NTP **P = 0.0019, Ctrl 
vs 1 NU/mL NTP ***P = 0.0004. n = 8 (Ctrl), 11 (0.01 
NU/mL NTP), 6 (0.1 NU/mL NTP) and 7 (1 NU/mL NTP). 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 
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は脱分極性のステップ電

位により誘発し、電位依存

性カリウム電流の一過性

成分は総電位依存性カリ

ウム電流から電位依存性

カリウム電流の持続性成

分の値を減算することで

算出した（図 1-3a）。すな

わち、NTP 持続処置が

DRG神経のKv電流に与え

る影響を、一過性および持

続性成分に分けて解析し

た。その結果、NTP の 3日
間持続処置群における

DRG神経のKv電流の持続

性成分は、対照群と比較し

て有意に増加していた（図

1-3b, d）。一方で、NTP は

Kv 電流の一過性成分には

影響を与えなかった（図 1-
3c, e）。さらに、NTP の急

性処置は Kv電流の持続性

成分を変化させなかった

（図 1-3f）。加えて、Kv電

流の持続性成分を担う Kv

チャネルサブユニット 1.1、
1.2、2.1、および 2.2 の、

NTP無処置の DRG 神経に

おける発現がRT-PCR解析

によって確認された（図 1-
3g）。以上の結果より、NTP
の 3 日間持続処置は DRG
神経における Kv電流の持

続性成分を選択的に増強

することが示唆される。  

図 1-3 NTPの電位依存性カリウムチャネルへの影響 
a, 総 Kv電流と Kv電流持続性成分の測定プロトコル（上段）。Kv電流一過性成分

（下段右）は総 Kv電流（下段左）から Kv電流持続性成分を引くことで得た。 
b, 対照群 (Ctrl) および 0.1 NU/mL NTP3日間処置 DRG神経における Kv電流持

続性成分の代表例。 
c, 対照群 (Ctrl) および 0.1 NU/mL NTP3日間処置 DRG神経における Kv電流一

過性成分の代表例。 
d, Kv電流持続性成分の電流–電圧曲線。Two-way repeated-measures ANOVA with 
Sidak post hoc test, voltage (−30 to 60 mV) × drug (Ctrl or 0.1 NU/mL NTP) 
interaction F9,99 = 6.184, P < 0.0001, effect of voltage F9,99 = 90.52, P < 0.0001, 
effect of drug F1,11 = 4.268, P = 0.0632; post hoc test: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P 
< 0.001 vs Ctrl. n = 7 (Ctrl) and 6 (0.1 NU/mL NTP). 
e, Kv 電流一過性成分の電流–電圧曲線。Two-way repeated-measures ANOVA, 
voltage (−30 to 60 mV) × drug (Ctrl or 0.1 NU/mL NTP) interaction F9,99 = 1.504, 
P < 0.1570, effect of voltage F9,99 = 170.1, P < 0.0001, effect of drug F1,11 = 0.022, 
P = 0.8843. n = 7 (Ctrl) and 6 (0.1 NU/mL NTP). 
f, 対照群 (Ctrl) および 0.1 NU/mL NTP急性処置 DRG神経における Kv電流持続

性成分の代表例。 
g, DRG神経における Kvチャネル αサブユニットの RT-PCR解析。左端は各分
子量マーカーの泳動位置を示している。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 



9 
 

考察 
 
 NTP は主として日本で神経障害性疼痛に対する鎮痛薬として広く用いられているが、

その背景にある薬理作用機序の全容は未解明であった。本章では、NTP が DRG 神経の

発火活動を抑制することを示した。さらに、NTP は Kv電流の持続性成分を増強するこ

とも明らかにした。これらの結果は、NTP が Kv電流の持続性成分を増強することによ

って、DRG 神経の活動性を抑制していることを示唆している。 
 K+チャネルの中でも Kvチャネルは、静止膜電位 32,33および活動電位 34,35の制御を介

した神経活動調節において重要な役割を果たしている 36,37,38。一般的に Kvチャネルを介

した電流は、そのチャネル動態によって持続性の Kv電流と一過性の Kvチャネルに分類

できる 29,39。持続性 Kv電流は長い時間続く一方で、一過性 Kv電流は短時間でのみ発生

する。以前の機能的検討では、持続性 Kv電流は膜電位の再分極やスパイク間の過分極

に必須であると指摘されている 40,41,42。一方で一過性 Kv電流は典型的には活動電位発生

後の再分極を遅延させ、反復発火を抑制すると考えられている 38。本章での検討によっ

て説明される、NTP が持続性 Kv電流の増強を介して DRG 神経活動を抑制するという

示唆は、Kv電流増強が DRG 神経の発火活動を抑制するという過去の報告 23,24と合致し

ている。 
 NTP は下行性疼痛抑制系を賦活化すると知られている 10,43,44。一方で NTP は、下行性

疼痛抑制系を障害した中枢性神経障害性疼痛モデルにも有効であることが明らかとな

っている 45。これらの報告は、下行性疼痛抑制系以外の神経系が NTP の鎮痛作用に寄

与することを示唆していた。この仮説を支持するように、以前の報告において NTP の

急性投与は神経ペプチドサブスタンス P の放出を減少させることが明らかにされてい

る 12。しかしながら、神経障害性疼痛に寄与する末梢神経系において NTP の作用は十

分に検討されてこなかった。本章にて見出した NTP の持続性 Kv電流増強作用は、この

末梢神経系への NTP の作用メカニズムの一端を明らかにしたものである。 
 本検討では NTP3 日間持続処置が持続性 Kv電流を増強させた一方で、急性処置では

持続性 Kv電流を変化させなかった。この時間的乖離を説明し得る仮説として、NTP の

下流シグナルカスケードの活性化が考えられる。実際、NTP は神経成長因子 (NGF) シ
グナリングを活性化させて、下流の種々のプロテインキナーゼを活性化させることが以

前の報告で明らかとなっている 46。この NGFシグナリング活性化を介して、NTP が翻

訳後修飾による Kvチャネルの膜上移行を促進しているという可能性がある。例えば、

NGF 処置は mRNA発現を変動させることなしに Kv2.1 の膜上発現を増加させることが

報告されている 47。また Kvチャネルのリン酸化は、その翻訳後修飾様式の一つである

が、Kv2.1 のような遅延整流性 K+チャネルのセリン残基のリン酸化は膜上移行を促進す

ることが確認されている 48,49。以上の報告と本章での結果から、NTP誘発の持続性 Kv電

流増強には、NGF シグナリングの活性化が背景にある可能性が考えられる。一方で中
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枢神経系では、NTP がノルアドレナリン神経において直接的に内向き電流を誘発させ

るという報告 50 もなされていることから、NTP は下行性疼痛抑制系と末梢神経系に対

して異なる作用機序で調節を行っている可能性が高く、本章での結果によって NTP の

末梢神経系への独自の作用が解明されたと考えられる。 
 本章において、NTP は培養 DRG 神経の活動性を抑制し、それは Kv電流の持続性成

分の増強を介することが明らかにされた。得られた知見は NTP が中枢神経系と末梢神

経系両方に作用するという仮説をより強固にし、NTP の独特な鎮痛作用機序の一端を

解明したものである。 
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第二章 

正中縫線核セロトニン神経の 

報酬/罰作用制御に対する役割の解明 
 
 報酬や罰の情報処理は個体の生存に必須である 51,52,53,54,55,56,57,58,59,60。この情報処理の背

景にある神経活動の異常は、外部刺激に対する価値判断の異常に繋がり、薬物依存症お

よびうつ病を含む精神疾患患者において頻繁に観察される 61,62,63。したがって報酬およ

び罰の情報処理の基盤となる神経メカニズムを深く理解することは高い重要性を持つ

と考えられる。過去の報告から、この情報処理におけるセロトニンの重要性が明らかと

なっている。背側縫線核 (DRN) および正中縫線核 (MRN) は主なセロトニン起始核と

して知られているが、ほとんどの研究は DRN に焦点を当てたものである。これまでに、

DRN セロトニン神経の光遺伝学的活性化は報酬作用を引き起こすことが報告されてお

り 64,65、また DRN セロトニン神経は報酬刺激および罰刺激によって活性化することが

報告されている 66,67,68,69,70,71。しかしながら、選択的セロトニン再取り込み阻害薬 (SSRI) 
の全身投与は DRN および MRN の投射領域の双方において細胞外セロトニン濃度を上

昇させるが 72,73,74、明確な報酬効果を示さない 75,76,77,78。これらの一見矛盾する結果は、

報酬および罰の情報処理に対して DRN と正反対の役割を果たしている別のセロトニン

神経の存在を強く示唆している。 
 いくつかの報告では報酬/罰刺激の情報処理に対する MRN の重大な役割が示されて

いる。セロトニン神経に選択的ではないものの、MRN の薬理学的阻害は条件付け場所

嗜好性とエタノール探索行動を誘発する 79,80。一方、MRN の電気刺激は報酬に関連付

けられたレバー押し行動を抑制する 81。近年では、細胞種選択的な神経活動記録と活動

制御によって、嫌悪刺激が小胞グルタミン酸トランスポーター2 (vGluT2) 発現 MRNグ
ルタミン酸神経を活動上昇させること、またそれらの神経の活性化が場所嫌悪を誘発す

ることが報告されている 82。しかしながら、vGluT2発現 MRNグルタミン酸神経とは投

射領域を異にする MRN セロトニン神経に関しては、その役割の多くは明らかにされて

いない。報酬/罰刺激の情報処理における MRN セロトニン神経の詳細な役割を明らかに

するため、本章では MRN セロトニン神経の報酬/罰刺激に対する応答を細胞種選択的に

記録し、さらに投射領域選択的な神経活動記録も実施した。続いて、セロトニン神経活

動の活性化および抑制が報酬/罰刺激それぞれにより惹起される行動を引き起こすのに

十分であるか検証するために、得られた神経活動を模した活動調節を行った。 
これらの検討により得られた知見は、快/不快情動の均衡制御について、DRN と対とな

る MRN の作用を回路特異的に解明し、さらに関連する 5-HT受容体サブタイプについ

ても初めて実証したものである。  
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実験方法 
 
使用動物 
 実験には C57BL/6J雄性マウス（7–11週齢、Japan SLC）を使用した。全てのマウスは

室温 22 ± 2 °C、湿度 55 ± 10%、12時間の明暗サイクルの条件下で、6匹を超えない範

囲で一つのケージ内で飼育され、餌および水は自由に摂取させた。全ての動物は京都大

学動物実験委員会の倫理ガイドラインに沿って扱われた。全ての実験プロトコルは京都

大学動物実験委員会の許可を得て行われた。 
 
ウイルスベクターの作製と精製 
 アデノ随伴ウイルスベクター (AAV) は既報にしたがって作製した 65。コンフルエン

ス 60–70%にした Lenti-X 293T 細胞 (Clontech) に、pHelper を 8 µg、pAAVdj Rep-Cap (Cell 
biolabs) を 5 µg、トランスファープラスミドを 5 µg を混合して、ポリエチレンイミン 
(Polysciences) を用いてトランスフェクションした。60–72時間後、上清を除去し、各プ

レートに 500 µL の 1× Gradient Buffer を加えて細胞を収集した。細胞懸濁液はイオジキ

サノール密度勾配遠心法により精製した。ウイルスベクター溶液のタイターは定量 PCR
で測定され、そのタイターは概ね 1.0 × 1013 vg/mL であった。 
 
脳定位手術 
 マウスはイソフルランで麻酔し、Franklin と Paxinos による脳図譜 83にしたがって、

マウス用脳定位固定装置 (Narishige) を用いて定位脳手術を実施した。AAV は 1 µL 微
量投与され、その中心座標は bregma を基準に、MRN では体軸方向 (AP) −4.3 mm、内

外方向 (ML) 0 mm、背腹軸における深さ (DV) +4.5 mm、および DRN では AP −4.3 mm、

ML 0 mm、DV +3.4 mm とした。AAV はセロトニン合成酵素である Tph2 遺伝子プロモ

ーターを用いて設計し、セロトニン神経に選択性を持たせた。本章では Venus (Tph2-
Venus)84、 ChR2バリアントの CheRiff (Tph2-CheRiff-eGFP)85、光活性化プロトンポンプ

eArchT (Tph2-eArchT-eYFP)86、蛍光カルシウムプローブ GCaMP6s (Tph2-GCaMP6s)87、お

よび軸索標的GCaMP6である axon-GCaMP6s (Tph2-axon-GCaMP6s)88 遺伝子をコードす

る AAVdj を用いた。 
 ファイバーフォトメトリー法による検討および光遺伝学的手法を用いた検討では、マ

ウスはウイルス投与後 0 から 2週間後に、標的領域に光ファイバーが留置された。光フ

ァイバー先端の座標（bregma 縫合を基準）は以下の通りである。MRN; AP −4.3 mm, ML 
0 mm, DV +4.5 mm、脚間核 (IPN); AP −3.8 mm, ML 0 mm, DV +4.7 mm、腹側海馬 (vHP); 
AP −3.1 mm, ML 3.5 mm, DV +3.7 mm、内側手綱核 (MHb); AP −1.7 mm, ML 0.2 mm, DV 
+2.4 mm、DRN; AP −4.3 mm, ML 0 mm, DV +3.4 mm。ファイバーフォトメトリー実験に

おいてファイバーは片側性に留置され、光遺伝学的介入実験においては vHP および
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MHb では両側性に留置された (vHP; AP −3.1 mm, ML ±3.5 mm, DV +3.7 mm from bregma, 
MHb; AP −1.7 mm, ML ±0.2 mm, DV +2.4 mm from bregma)。光ファイバーはセラミック製

フェルールを通じて標的部位に挿入され、歯科用セメントによって固定、留置された。

手術後のマウスの回復期間は少なくとも 7日間とし、十分な回復の後に行動実験に使用

した。 
 レトロビーズを用いた検討は、マウスの IPN (AP −3.8 mm, ML 0 mm, DV +4.9 mm from 
bregma)、vHP (AP −3.1 mm, ML 3.5 mm, DV +3.7 mm from bregma) または MHb (AP −1.7 
mm, ML 0.2 mm, DV +2.4 mm from bregma)に、Green Retrobeads IX (Lumafluor) を 100 nL
投与することで行った。 
 薬理学的検討では、ガイドカニューレによって薬物を局所投与した。ガイドカニュー

レ (CXG-5.1 (T), Eicom) はカニューレ先端座標が IPN内部 (AP −3.8 mm, ML 0 mm, DV 
+4.9 mm from bregma) となるよう挿入され、歯科用セメントによって固定、留置された。

ガイドカニューレ留置後にダミーカニューレ (CXD-5.1 (T), Eicom) を挿入し、薬物投与

まで投与経路を保護した。手術後のマウスの回復期間は少なくとも 7日間とし、十分な

回復の後に行動実験に使用した。 
 
組織学的検討 
 行動解析の後、全てのマウスはペントバルビタールナトリウム (50 mg/kg) または三

種混合麻酔（0.3 mg/kg メデトミジン、4.0 mg/kg ミダゾラム、5.0 mg/kg ブトルファノ

ール）によって麻酔された。麻酔下でマウスはリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 経心灌流

による脱血および 4%パラホルムアルデヒド (Nacalai Tesque) 含有リン酸バッファー 
(PB) 経心灌流による固定を受けた。経心灌流固定の後、全脳を摘出して、15%スクロー

ス含有 PBS 中で一晩冷蔵 (4 °C) 静置した。全脳は−80 °C で凍結し、クリオスタット 
(Leica CM3050S; Leica Biosystems) にて 30 µm厚の冠状切片を作製した。作製した冠状

切片は観察まで−80 °C で保管した。 
 免疫組織化学的検討では、スライドガラス上の冠状切片は 0.25% Triton X-100 (Nacalai 
Tesque) 含有 PBS (PBS-T) で 15 分洗浄および透過処理された。その後、一次抗体希釈

液中で 4 °C にて一晩反応させた。反応後冠状切片を PBS によって洗浄し、二次抗体希

釈液中で室温 (25 °C)、遮光下にて 2時間反応させた。一次抗体および二次抗体は、そ

れぞれ 5%ウマ血清含有 PBS-T および 2%ウマ血清含有 PBS-T 中に希釈した。使用した

一次抗体および二次抗体、また希釈率は以下の通りである。一次抗体; rabbit polyclonal 
anti-green fluorescent protein antibody (1:2000; A-11122, Thermo Fisher Scientific)、sheep 
polyclonal anti-tryptophan hydroxylase (Tph) antibody (1:200; AB1541, Merck Millipore)、goat 
polyclonal anti-serotonin transporter (SERT) antibody (1:200; HTT-Go-Af970, Nittobo Medical)、
mouse monoclonal anti-c-Fos antibody (2H2) (NBP2-50037, Novus Biologicals)。二次抗体; 
Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rabbit IgG (1:200; A-21207, Thermo Fisher Scientific)、
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Alexa Fluor 647-labeled donkey anti-sheep IgG (1:200; A-21448, Thermo Fisher Scientific)、
Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-rabbit IgG (1:200; A-21206, Thermo Fisher Scientific)、
Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-goat IgG (1:200; A-11058, Thermo Fisher Scientific)、Alexa 
Fluor 594-labeled donkey anti-sheep IgG (1:200; A-11016, Thermo Fisher Scientific)、Alexa 
Fluor 647-labeled donkey anti-mouse IgG (1:200; A-31571, Thermo Fisher Scientific)。二次抗

体処置後、切片を PBS により洗浄し、Fluoromount/Plus (K048, Diagnostic BioSystems) ま
たは DAPI Fluoromount-G (0100-20, Southern Biotech) によって封入した後に観察に使用

した。レトロビーズについては免疫染色を行わず、レトロビーズ自体の蛍光を観察した。

蛍光は laser scanning confocal microscopy (FV10i, Olympus) を用いて観察した。AAV感染
は免疫組織化学的に確認され、標的部位に対して AAV 感染が認められなかった個体、

およびファイバー先端またはカニューレ先端が標的領域から外れて留置されている個

体に関しては解析から除外した。各実験において使用したマウスの個体数は、実験的に

よく用いられる匹数以上とし、近年の既報と同程度の個体数とした 66,88,89,90,91。 
 標的領域（MRN、IPN、vHP、MHb および DRN）への AAV 感染、ファイバー留置、

カニューレ留置の確認は、マウス脳図譜 83にしたがって解剖学的に目印となる標識部位

を基準として実施した。AAV の特異性および感染率は、AP −4.16 mm から AP −4.48 mm 
(from bregma) までの少なくとも 3枚の冠状切片において、MRN内の Tph陽性細胞数お

よび AAV 標識細胞数を計数することで算出した。対象の冠状切片の観察画像は laser 
scanning confocal microscopy (FV10i, Olympus) を用いて対物 10倍および対物 60倍で撮

影し、FV10i-SW software (Olympus) および ImageJ software (National Institutes of Health) 
を用いて画像処理した。 
 
ファイバーフォトメトリー 
 蛍光シグナルの検出のため、既報 92,93を参考にしてファイバーフォトメトリーシステ

ムを作製した。青色励起光は 470-nm LED (M470L3 or M470L4, Thorlabs) から射出され、

ダイクロイックミラー (MD498, Thorlabs) によって反射を受け、10 倍の対物レンズ 
(MRH00101, Nikon) を介して集光された上でファイバーパッチケーブル (M123L01 and 
M73L01, Thorlabs) のファイバー先端へと照射された。ファイバーパッチケーブルのも

う一方の先端はマウスに留置された光ファイバーに接続することで脳領域特異的な光

照射を可能にした。ブリーチングを最小限にするために、LED出力は光ファイバー先端

において 0.02–0.03 mW となるよう調節した。取得した蛍光はバンドパスフィルター 
(FBH520-40, Thorlabs) を介してフィルタリングされ、チューブレンズ (58-520, Nikon) 
によって集光された後に CMOS カメラ (CS2100M-USB, Thorlabs) へと集められた。

CMOSカメラは ImageJ software plugin である Micro-Manager94によって制御され、蛍光

は画像として 10 Hz で撮影された。 
 フォトメトリーのデータ解析では、取得された画像に基づいてファイバー領域を対象
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領域として設定し、各画像において平均蛍光強度を計算した。また、取得した蛍光には、

標的脳領域由来の蛍光以外に外因性かつ非蛍光由来の光シグナルが混入するため、この

影響を除外するために取得画像のファイバー外領域を対象領域として設定し、上記と同

様に各画像において平均蛍光強度を計算した。このオフセットは各画像において計算さ

れたファイバー領域の平均蛍光強度から減算され、減算後の値を各時点における平均蛍

光強度 F とした。この平均蛍光強度 F を用いて、蛍光変動値 (ΔF/F0) を算出し、解析

に用いた。ΔF/F0は(F−F0)/F0を算出することで、すなわち、各時点における平均蛍光強

度 F からベースライン蛍光 F0を減算し、その差を F0で除することで導かれる。ここで、

F0はトリガーとなるイベントの発生を 0 秒としたときの、トリガー発生前 1 秒間の平

均蛍光強度 F の平均値として設定した。なお、DRN セロトニン神経に対するフォトメ

トリー解析では、ベースライン蛍光 F0は既報 66と同様に、トリガーイベントの発生 0.5
秒前からさらに 1.5秒前までの期間の平均蛍光強度 F の平均値とした。 
 
オプトジェネティクスによる活動調節 
 マウスに留置された光ファイバーをファイバーパッチケーブルに接続して実施した。

励起光は半導体レーザー励起固体 (DPSS) レーザー (Beijing Viasho Technology) から射

出され、FC/PCコリメーターによって光ファイバーに収束された後、接続されたファイ

バーパッチケーブルへと照射された。DPSSレーザーはパルス幅変調信号の生成のため

マイクロコントローラー (Arduino SRL) の制御下で駆動させた。Tph2-eArchTマウスお

よび Tph2-Venus マウスに対しては、条件付け場所嗜好性試験のコンディショニングセ

ッションを通して緑色光を照射した（波長 532 nm、ファイバー先端の光強度 5 mW、20
秒継続点灯/10秒消灯、細胞体または軸索末端に照射）。自己刺激試験ではこれらのマウ

スに対して、ノーズポーク直後に短い緑色光照射を与えた（ファイバー先端の光強度 5 
mW、3 秒継続点灯、細胞体に照射）。Tph2-CheRiff マウスおよび Tph2-Venus マウスに

対しては、条件付け場所嫌悪性試験のコンディショニングセッションを通して青色光を

照射した（波長 473 nm、ファイバー先端の光強度 5 mW、20秒点滅（20 Hz、10 ms 点
灯/40 ms消灯、duty比 20%）/10秒消灯、細胞体または軸索末端に照射）。また two-bottle 
choice試験において、光照射に対応付けられたボトルを介してスクロース水を飲水する

間、同様の条件で青色光照射を与えた（波長 473 nm、ファイバー先端の光強度 5 mW、

20 秒点滅 (20 Hz)/10 秒消灯、細胞体に照射）。c-Fos 発現細胞の定量では、マウスは条

件付け場所嗜好性嫌悪性試験と同じ大きさのチャンバーにマウスを入れ、同様の条件で

20 分間青色光を照射した（波長 473 nm、ファイバー先端の光強度 5 mW、20秒点滅 (20 
Hz)/10秒消灯、細胞体に照射）。 
 
行動実験 
スクロース水飲水試験 
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 マウスは試験開始 3 日前から、1 日に 13–18 時間絶水された。試験を開始する前に、

マウスを 1日 5–8時間テストケージ（幅 20.8 cm、奥行き 13.6 cm、高さ 11.5 cm）に移

し、2日間テストケージ内で 10% (w/v) スクロース水を自由飲水させることで順応させ

た。翌日に、マウスはファイバーケーブルを取り付けられ、10%スクロース水入りのボ

トルを設置したテストケージに移された。試験およびファイバーフォトメトリー記録は

10 分間実施し、その間マウスは自由に行動させた。マウスは試験中スクロース水を自

由に摂取可能であった。リッキング行動の開始時刻は撮影された動画を解析することに

より決定された。異なる濃度のスクロース水を与えた際の蛍光応答の比較については、

上述のように 2日間マウスを絶水させた。その後、マウスはファイバーケーブルを取り

付けられ、10%スクロース水入りのボトルと 0.5%スクロース水入りのボトルをテスト

ケージ内で交互に提示された。 
 
条件付け場所嗜好性 (CPP) 試験 
 CPP試験は既報 95,96に軽微な変更を加えた上で実施された。CPP装置は異なる触覚と

視覚の手掛かりを持った、2 つの同じ大きさのコンパートメントから構成された（寸法：

幅 15 cm、奥行き 24 cm、高さ 30 cm）。一方のコンパートメントはエンボス加工された

底面を持ち、白く配色された。もう一方のコンパートメントは滑らかな底面を持ち、黒

く配色された。Day 1 のプレテストでは、マウスにパッチケーブルを付けずに 900秒間
2 つのコンパートメント間を自由探索させた。その後、各コンパートメントにおける滞

在時間を ANY-maze tracking software (version 6.0, Stoelting) を用いて測定した。プレテス

トにおいて、一方のコンパートメントに全体の 80%を超える時間（>720 秒）滞在した

場合、またはコンパートメントの一度の滞在時間が 200秒を超える場合は、以降の検討

から除外することとした（検討を通して、この基準によって除外された個体は存在しな

かった）。検討には bias-like protocol97を使用し、プレテストにおいて滞在時間がより短

かった（450秒を下回った）コンパートメントを、そのマウスに光照射を与えるコンパ

ートメントと定めた。Day 2 および 3 のコンディショニングセッションでは、マウスは

パッチケーブルを取り付けられ、2 つのグループに分けられた。一日のコンディショニ

ングの前半に、一方のグループのマウスについては、光照射に関連付けられたコンパー

トメントに 20 分間置かれて、光照射を与えられた。もう一方のグループのマウスにつ

いては、光照射に関連しないコンパートメントに 20 分間置かれた。コンディショニン

グ後半では、前半において光照射されたグループのマウスは光照射に関連しないコンパ

ートメントに 20 分間置かれた。反対に、前半において光照射を受けなかったグループ

のマウスは光照射に関連付けられたコンパートメントに 20 分間置かれて、光照射を与

えられた。マウスのグループ分けおよびコンディショニングの順番はランダムに決定さ

れた。また、一日のコンディショニングの前半から少なくとも 4時間の間隔を空けた後

に、後半のコンディショニングを開始した。Day 4 のポストテストでは、マウスにパッ
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チケーブルを取り付けずに、プレテストと同様に 2 つのコンパートメント間を自由に行

き来させた。その後、各コンパートメントにおける滞在時間を測定し、CPPスコアを算

出した。CPPスコアは光照射に関連付けられたコンパートメントにおいて、ポストテス

トでの滞在時間（秒）からプレテストでの滞在時間（秒）を減算することで導出した。 
 
ノーズポーク試験（オペラント条件付けを用いた脳内自己刺激試験） 
 オペラントチャンバー（寸法：幅 15.24 cm、奥行き 13.34 cm、高さ 12.7 cm、Med 
Associates）は防音室の中に設置し、ノーズポーク用のポート  (ENV-303M; Med 
Associates) を取り付けた。ポートへのノーズポークによって、光ファイバーを介して標

的領域に緑色光が照射された（波長 532 nm、1パルス、3秒間）。光照射は各ノーズポー

クに応答して実施された。マウスにファイバーパッチケーブルを接続し、オペラントチ

ャンバー内に置いた後に、標的領域への自己刺激を 30 分間実行させた。この自己刺激

試験を 4日間連続でマウスに実施させ、各日のノーズポーク回数を計数した。 
 
テールピンチ試験 
 マウスにファイバーパッチケーブルを接続し、テストケージ（寸法：幅 20.8 cm、奥

行き 13.6 cm、高さ 11.5 cm）に置いた。マウスは最低 5 分テストケージ内に置き、慣ら

した後にテストを開始した。実験者がマウスの尾を挟むことで罰刺激とした。ピンチに

は bulldog serrefine clamp (18050-50, Fine Science Tools) を使用し、全てのマウスにおいて

同じ実験者がテールピンチを担当した。ピンチは動物への苦痛を最小限にするため、20
秒以上は行わなかった。標的領域由来の蛍光応答はピンチの前後において記録し、ピン

チした時刻は録画した動画を解析することで決定した。 
 
条件付け場所嫌悪性 (CPA) 試験 
 実験装置はCPP試験と同一のものを使用した。CPP試験と同じくプレテスト（900秒、

検討を通してこの基準によって除外された個体は存在せず）を実施した。プレテストに

おいてマウスがより長く（450秒を上回って）滞在したコンパートメントを、光照射に

関連付けられたコンパートメントと決定した。Day 2 および 3 のコンディショニングセ

ッションでは、マウスはファイバーパッチケーブルを接続された。一日のコンディショ

ニングの前半に、一方のグループのマウスは光照射に関連付けられたコンパートメント

に 20 分間置かれて、光照射を与えられた。もう一方のグループのマウスは、光照射に

関連しないコンパートメントに光照射をせずに 20 分間置かれた。コンディショニング

後半では、前半において光照射されたグループは光照射に関連しないコンパートメント

に 20 分間置かれた。反対に、前半において光照射を受けなかったグループは光照射に

関連付けられたコンパートメントに 20 分間置かれて、光照射を与えられた。マウスの

グループ分けおよびコンディショニングの順番はランダムに決定された。また、一日の
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コンディショニングの前半から少なくとも 4時間の間隔を空けた後に、後半のコンディ

ショニングを開始した。Day 4 のポストテストでは CPP試験と同じく、マウスにパッチ

ケーブルを取り付けずに、プレテストと同様に 2 つのコンパートメント間を自由に行き

来させた。その後、各コンパートメントにおける滞在時間を測定し、CPAスコアを算出

した。CPAスコアは光照射に関連付けられたコンパートメントにおいて、ポストテスト

での滞在時間（秒）からプレテストでの滞在時間（秒）を減算することで導出した。 
 薬物処置を伴う CPA 試験では、マウスは vehicle (1% DMSO in saline)、WAY-100635 
(0.5 mg/kg, 5-HT1A antagonist, CAS: 634908-75-1; Abcam) または MDL-100907 (0.5 mg/kg, 
5-HT2A antagonist, CAS: 139290-65-6; R&D Systems) を、20 分間のコンディショニングの

30 分前に腹腔内投与された 98,99,100。脳内局所への微量投与を伴う CPA 試験では、コン

ディショニングに光照射を使用した試験においては、マウスは vehicle (1% DMSO in 
saline, 0.2 µL)、WAY-100635 (1 µg in 0.2 µL) または MDL-100907 (0.1 µg in 0.2 µL) を、

20 分間のコンディショニングの 5 分前に IPN に局所投与された 101,102,103,104,105。コンディ

ショニングに光照射を使用しない試験においては、マウスは vehicle (saline, 0.5 µL) また

は TCB-2 (0.05 µg in 0.5 µL, 5-HT2A agonist, CAS: 912342-28-0; Tocris) を、20 分間のコン

ディショニングの 5 分前に IPN に局所投与された。 
 
二瓶選択試験 
 マウスは各セッションの前に 13 から 18時間絶水させた。コンディショニングセッシ

ョンでは、マウスをテストケージ（寸法：幅 20.8 cm、奥行き 13.6 cm、高さ 11.5 cm）
内に置き、マウスから見て左右に配置された、独立した 2 本のボトルを介して 10%スク
ロース溶液を飲水させた。30 分間のコンディショニングを一日に 2 回実施し、各コン

ディショニング間において 4時間以上の間隔を空けた。各コンディショニングセッショ

ンにおける、各ボトルを介した飲水量 (g) を記録した。テストセッションでは、マウス

にファイバーパッチケーブルを接続し、独立した 2 本のボトルを介して 10%スクロー

ス溶液を飲水させた。一方のボトルは光照射と関連付けられ (ON bottle)、もう一方のボ

トルは光照射と関連付けないボトル (OFF bottle) とした。光照射はマウスが ON bottle
の先端を舐めている時間を通して実施した。ON bottle と OFF bottle の配置は、初回およ

び 2 回目のテストセッションにおいて入れ替えられた。各テストセッションにおける、

各ボトルを介した飲水量 (g) を記録した。マウスのボトル嗜好性および左右のボトル

配置が与える飲水への影響を最小限にするため、初回および 2回目のテストセッション

における各ボトルでの飲水量を合計した。 
 
c-Fos陽性細胞の定量 
 c-Fos 陽性細胞の定量に用いられたマウスは他の実験には使用されていない。前述の

手法と同じく、MRN セロトニン神経に Venus または CheRiff を導入したマウスに対し
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て青色光の照射を行った。光照射開始から 90 分後に、マウスを脱血、固定して脳を摘

出した。組織学的検討の項目で記載したように、脳を切片化し、染色を実施した。MRN、

IPN、vHP または MHb を含んだ少なくとも 3枚の異なる切片において c-Fos陽性細胞数

を計数し、各切片における c-Fos陽性細胞数を平均した。 
 
薬物処置 
 薬理学的阻害を用いた CPA試験では、vehicle または薬物をコンディショニングの 30
分前に腹腔内に投与した。脳内局所投与を用いた CPA試験では、マウス IPN に微量投

与用のガイドカニューレ (CXG-5.1 (T), Eicom) を留置した。コンディショニングの 5 分

前に、マイクロシリンジ (7002KH, Hamilton) およびポリエチレンチューブを取り付け

たインジェクションカニューレ (CXMI-5.4 (T), Eicom) を用いて、vehicle または薬物を

IPN (AP −3.8 mm, ML 0 mm, DV +4.9 mm from bregma) 内に投与した。投与溶液はシリン

ジポンプ (KDS 100, KD Scientific) を用いて 0.2 µL/min の速度で投与した。インジェク

ションカニューレは投与終了後 1–3 分経過するまで留置し、その後ゆっくりと引き抜い

た。続いて、ダミーカニューレをガイドカニューレに取り付けた。 
 
データ解析 
 データは平均 ± 標準誤差で記述した。統計的有意性は R (version 4.0.3) および

GraphPad Prism (version 8 and 9, GraphPad Software) を用いて判断した。2 つの独立した

グループ間の差異は two-tailed unpaired Student's t-test を用いて比較した。同一個体の 2
つの時点における差異は two-tailed paired Student's t-test を用いて比較した。フォトメト

リー試験では、各時点における ΔF/F0の値とベースラインの値を使用して、1,000 回の

並べ替えを行い、αレベルを 0.05 としてベースラインの値と比較した 66。群比較に関し

ては、データは one-way または two-way analysis of variance (ANOVA) を使用し、続いて

Tukey 検定を実行して比較した。あるいは、two-way repeated-measures ANOVAを使用し、

続いて Sidak 検定を実行して比較した。全ての統計解析において、P 値が 0.05 未満 (P 
< 0.05) となった場合を統計的有意であるとみなした。各群の分散は F test または Bartlett 
test により解析した。分散は図 2-6d、2-10e、2-10l、2-10q、2-10r および 2-12h に記載の

データを除いて同等であった。そのため、図 2-6d、2-10e、2-10l、2-10q、2-10r および 2-
12h に記載されたデータにおいては two-tailed unpaired t-test with Welch's correction を用

いて解析を実施した。 
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実験結果 
 
報酬刺激は MRN セロトニン神経を抑制し同神経の抑制は報酬様作用を誘発する 
 MRN セロトニン神経の活動変動を記録するため、マウストリプトファンヒドロキシ

ラーゼ 2 (Tph2) プロモーター制御下で GCaMP6s（蛍光 Ca2+プローブ）遺伝子 87または

Venus 遺伝子 84を発現するように設計したアデノ随伴ウイルス (AAV) を MRN に投与

した 65,106。Venus発現マウスの組織学的解析により、Tph2プロモーターの高い選択性お

よび感染率を確認した（specificity: 91.4 ± 2.5%; coverage: 95.4 ± 1.4%; n = 5; 図 2-1a–d）。
続いて、自由行動マウスに対してファイバーフォトメトリー法を適用し、スクロース溶

液（報酬刺激として使用）の飲水前後における MRN セロトニン神経の活動変動を記録

した（図 2-1e–i, 2-2a–d）。同一個体での検討において、GCaMP由来蛍光はスクロース溶

液飲水直後に減少し始め、またその蛍光減少は溶液のリッキングを通して持続した。さ

らに、これらの飲水行動に依存した蛍光変化はほぼ全ての試行で観察された（図 2-1g, 
h）。加えて、測定した全てのマウスにおいて MRN由来 GCaMP蛍光はスクロース溶液

のリッキング後に減少し始めた（図 2-1i）。GCaMPマウスおよび Venusマウスにおける、

蛍光変動値 ΔF/F0の最大値の平均はそれぞれ−2.51 ± 0.78%および−0.31 ± 0.45%であった

（平均 ± 標準誤差, n = 7 (GCaMP) and n = 6 (Venus) mice; t11 = 2.317, *P = 0.0408; 図 2-
2e）。MRN セロトニン神経の活動変動と報酬刺激の客観的価値との間の関連性を検討す

るため、10%および 0.5%のスクロース溶液をマウスに与え、消費した際のそれぞれの

GCaMP蛍光変化を比較した。結果として、0.5%のスクロース溶液リッキング後の蛍光

変化は、10%のスクロース溶液リッキング後の蛍光変化と比較して有意に小さいもので

あった（図 2-1j）。 
 MRN 活動の減少と報酬関連行動との因果関係を明らかにするため、MRN セロトニン

神経の光遺伝学的抑制がマウス行動に与える影響を、条件付け場所嗜好性 (CPP) 試験
を用いて検討した 65,97。光遺伝学的抑制のため、MRN セロトニン神経に選択的にアー

キロドプシン（eArchT、光活性化プロトンポンプ）を導入した 86（図 2-1k, l）。プレテス
トセッションでは、マウスに 2 つのコンパートメント（チャンバー）から成る CPP 装
置内を自由に行き来させた。2 つのチャンバーは異なる色および異なる触感を持ち、マ

ウスの識別を促進させた。自由探索の後、各チャンバー内での滞在時間を解析した。翌

日のコンディショニングセッションでは、移動範囲を 2 つのチャンバーの内の片方のみ

に制限した上で、マウスを 20 分間自由探索させた。その後少なくとも 4時間の間隔を

空け、もう片方のチャンバーにて 20 分間自由探索させた。ここで、プレテストにおい

て滞在時間の短かったチャンバー内でマウスが探索する際は、MRN に緑色光を照射し

た（20秒光照射、10秒光照射無しのサイクルを繰り返す）。また、プレテストにおいて

滞在時間の長かったチャンバー内でマウスが探索する際は、光照射を実施しなかった。

これらと同じコンディショニングを翌日も同じく繰り返し、連続 2日間のコンディショ
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ニングが終了した次の日にポストテストを行った。ポストテストセッションでは、プレ

テストと同じように、2 つのチャンバー間をマウスに自由に行き来させ、各チャンバー

における滞在時間を記録して解析した。効果の指標には CPP スコアを用いた。CPP ス
コアは、ある操作の報酬様作用を定量化する指標であり、光遺伝学的操作を実行したチ

ャンバーにおける滞在時間に対して、ポストテストセッションとプレテストセッション

での差分（光刺激したチャンバーにおけるポストテストでの滞在時間（秒） − 光刺激

したチャンバーにおけるプレテストでの滞在時間（秒））によって定義される。eArchT
マウスの CPP スコアは、Venus マウスの CPP スコアに対して有意に高値であった（図

2-1m）。ポストテストセッションにおいて、eArchTマウスは Venusマウスと比較して僅

かに自発運動活性が上昇していたが（図 2-2f）、上昇の程度が小さいため、光刺激した

チャンバーにおける滞在時間の増加が自発運動量の増加によって影響された可能性は

低いと考えられる。さらにこの結果と一致して、光遺伝学的抑制と関連付けられたチャ

ンバーへの滞在時間は、eArchT マウスではプレテストと比較してポストテストで有意

に増加したのに対して、Venusマウスでは変化しなかった（図 2-1n）。一方で、1サイク

ルで 20 秒の光遺伝学的抑制は、ファイバーフォトメトリー記録によって観察された活

動減少時間よりも長い（図 2-1g–i）。したがって、ファイバーフォトメトリー法で記録

された MRN の短時間の抑制が報酬関連行動を制御するのに十分であるのかを、オペラ

ント条件付けを利用した試験によってさらに検討した。この試験では、光遺伝学的抑制

はマウスがノーズポークを行った直後の 3秒間のみ適用された（図 2-1o）。結果として、

eArchTマウスにおいて 30 分間の試験中に記録されたノーズポークの回数は時間依存的

に増加した（図 2-1p）。これらの結果から、MRN セロトニン神経の活動抑制は報酬探索

行動を強化することが示唆される。 
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図 2-1 MRN セロトニン神経は報酬刺激によって抑制され、同神経の抑制は条件付け場所嗜好性および自己刺激を誘発
する 
a, b, MRNへの AAV-mTph2-Venus投与。Scale bar = 200 µm. 
c, d, 導入遺伝子 (Venus; green) および Tph2 (red) の MRNにおける免疫染色および共局在率。Scale bars = 20 µm. n 
= 5 mice. 
e, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
f, ファイバーフォトメトリー装置の概略図。 
g, スクロース水飲水前後における GCaMP6s蛍光変化の代表的トレース。 
h, Top: GCaMPシグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。各行につき 1回のリッキングボートにおける蛍光変化
を示した。Bottom: マウス 1匹の試験中に記録された MRN由来 GCaMPシグナルの平均トレース。線および陰影部は
それぞれ平均値および標準誤差を示している。赤線および青線部はそれぞれ、ベースライン蛍光に対して統計的に有意
に蛍光上昇および低下したことを表している (P < 0.05; permutation test)。n = 10 bouts. 
i, マウス 7匹分の MRN由来 GCaMP蛍光変化。ベースライン蛍光に対して統計的に有意な蛍光低下を青線で示した (P 
< 0.05; permutation test)。 
j, 10%および 0.5%のスクロース水を飲水した際の GCaMP蛍光応答の比較。Two-tailed paired t-test t4 = 5.365, **P = 
0.0058, n = 5 mice. 
k, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
l, CPP試験の概略図。Day 1ではマウスに 2つのコンパートメント間を光照射無しで自由探索させた (pretest: 15 min)。
Day 2および 3では光照射を用いてマウスに 1日につき 2回のコンディショニングを実施した (20 min × two times per 
day)。Day 4ではマウスに再度 2コンパートメント間を光照射無しで自由探索させた (posttest: 15 min)。 
m, Venus マウスおよび eArchT マウスの CPP スコア。光照射に関連付けられたコンパートメントにおいてポストテス
トでの滞在時間からプレテストの滞在時間を減算することでスコアを算出した (two-tailed unpaired t-test (Venus vs 
eArchT), t19 = 2.804, **P = 0.0113, n = 8 (Venus) and 13 (eArchT) mice)。 
n, 光照射に関連付けられたコンパートメントでの滞在時間変化 (eArchT: two-tailed paired t-test (eArchT Pre vs eArchT 
Post), t12 = 4.810, ***P = 0.0004, n = 13 mice; Venus: two-tailed paired t-test (Venus Pre vs Venus Post), t7 = 0.3553, P = 
0.7328, n = 8 mice)。 
o, ノーズポークを用いた自己刺激試験の模式図。 
p, 連続4日間の自己刺激試験で記録されたノーズポーク回数の推移 (two-way repeated-measures ANOVA, virus (Venus 
or eArchT) × time (day 1, 2, 3 or 4) interaction F3,60 = 1.925, P = 0.1351, effect of virus F1,20 = 38.40, ***P < 0.001, effect 
of time F3,60 = 0.7157, P = 0.5464, n = 12 (Venus) and 10 (eArchT) mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記した。またエラーバーにより標準誤差を示した。 
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罰刺激は MRN セロトニン神経を活性化

し同神経の活性化は罰様作用を誘発する 
 罰刺激に対する MRN セロトニン神経

の活動応答を観察するため、テールピン

チ（罰刺激として使用）前後での MRN由
来 GCaMP蛍光を測定した（図 2-3a, b）。
GCaMP 蛍光は全てのマウスにおいてテ

ールピンチ後に上昇した（図 2-3c）。また、

ピンチの対照処置（マウスにクランプを

近付けるが、テールピンチは行わない処

置）の後には GCaMP蛍光の上昇は観察さ

れなかった（図 2-4d–f）。GCaMPマウスお

よび Venus マウスにおける、蛍光変動値

ΔF/F0 の最大値の平均はそれぞれ 3.36 ± 
0.68%および 0.04 ± 0.54%であった（平均 
± 標準誤差, n = 7 mice; t12 = 3.813, *P = 
0.0025; 図 2-4a–c）。 
 MRN 活動の上昇と罰関連行動との因

果関係を明らかにするため、マウスMRN
セロトニン神経に CheRiff（興奮性の光遺

伝学的アクチュエーター）85を導入し、留

置した光ファイバーを介して MRN に光

照射を行い、行動記録した（図 2-3d）。神

経活動マーカーc-Fos を発現する MRN セ

ロトニン神経の細胞数は、20 分間の光照

射 (20 Hz) 後において、Venusマウスと比

較して CheRiff マウスで有意に増加して

いた（図 2-5a–c）。この結果から、MRN セ

ロトニン神経への CheRiff の発現および

青色光の照射による活性化が確認された。

MRN セロトニン神経の光遺伝学的活性

化が罰様作用に与える影響を検討するた

め、条件付け場所嫌悪性 (CPA) 試験を実

施した（図 2-3e）。効果の指標には CPAス
コアを用いた。CPA スコアは、ある操作

の罰様作用を定量化する指標であり、光

遺伝学的操作を実行したチャンバーにお

ける滞在時間に対して、ポストテストセ

ッションとプレテストセッションでの差

分（光刺激したチャンバーにおけるポス

トテストでの滞在時間（秒） − 光刺激し

たチャンバーにおけるプレテストでの滞

在時間（秒））によって定義される。CheRiff

図 2-2 Venus 発現マウスにおける報酬刺激による蛍光変

化および MRN セロトニン神経の光遺伝学的抑制が自発

活動性に与える影響 
a, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, スクロース水飲水前後における Venus 蛍光変化の代
表的トレース。 
c, Top: Venusシグナルのヒートマップ (red–blue, high–
low)。各行につき 1 回のリッキングボートにおける蛍光
変化を示した。Bottom: マウス 1 匹の試験中に記録され
た MRN 由来 Venus シグナルの平均トレース。線および
陰影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示している。
n = 10 bouts. 
d, マウス 6匹分の MRN由来 Venus蛍光変化。 
e, Venusおよび GCaMPマウスにおける、飲水開始後 3
秒間の平均 ΔF/F0 の比較  (two-tailed unpaired t-test 
(Venus vs GCaMP), t11 = 2.317, *P = 0.0408, n = 6 
(Venus) and 7 (GCaMP) mice)。 
f, CPP試験のポストテストセッションにおける Venusお
よび eArchTマウスの移動距離 (two-tailed unpaired t-test 
(Venus vs eArchT), t19 = 2.176, *P = 0.0424, n = 8 (Venus) 
and 13 (eArchT) mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 
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マウスの CPA スコアは、Venus マウスの

CPA スコアに対して有意に低値であった

（図 2-3f, 2-4g）。この結果と一致して、光

遺伝学的活性化と関連付けられたチャン

バーへの滞在時間は、CheRiffマウスでは

プレテストと比較してポストテストで有

意に減少したのに対して、Venusマウスで

は変化しなかった（図 2-3g）。すなわち、

中立的な文脈において MRN セロトニン

神経活動を活性化することは、その文脈

に対する回避的な行動を惹起することが

示唆された。 
 続いて、MRN セロトニン神経の短時間

活性化がスクロース水の有する報酬性を

抑制し得るか否かを明らかにするため、

スクロース水摂取直後に MRN セロトニ

ン神経を活性化させる検討を行った（図

2-6）。検討には二瓶選択試験を用いた。こ

の試験において、マウスは 2 本の 10%ス
クロース水（報酬として使用）入りのボト

ルを、マウスから見て左右に提示された。

2 本のボトルの内 1 本が光照射と関連付

けられており、マウスがボトル先端への

リッキングを介して報酬消費をする度に、

マウス脳内へ光照射が与えられた（図 2-
6a, b）。CheRiff マウスにおいて、光照射 
(20 Hz) に関連付けたボトルからのスク

ロース溶液の飲水量は、光照射に関連付

けられていないボトルからの飲水量と比

較して有意に減少した（図 2-6c）。一方で、

Venus マウスにおいては各ボトルからの

飲水量は変化しなかった。また、各マウス

群の総飲水量は変化しなかった（図 2-6d）。
これらの結果から、MRN セロトニン神経

の活動活性化はスクロース水の有する報

酬効果を抑制し得ることが示唆される。

図 2-3 MRN セロトニン神経は罰刺激によって活性化さ

れ、同神経の活性化は条件付け場所嫌悪性を誘発する 
a, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, ファイバーフォトメトリー装置の概略図およびテール

ピンチ試験の模式図。 
c, Top: GCaMPシグナルのヒートマップ (red–blue, high–
low)。各行はそれぞれ 1 回の試行における蛍光変化を示
し、1 匹につき 1 回のみ試験を実施した。n = 7 mice. 
Bottom: マウス 7匹分の MRN由来 GCaMP蛍光変化。線
および陰影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示して

いる。ベースライン蛍光に対して統計的に有意な蛍光上

昇を赤線で示した (P < 0.05; permutation test)。 
d, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
e, CPA試験の概略図。Day 1ではマウスに 2コンパート
メント間を光照射無しで自由探索させた  (pretest: 15 
min)。Day 2および 3では光照射を用いてマウスに 1日 2
回のコンディショニングを実施した (20 min × two times 
per day)。Day 4では再度 2コンパートメント間を光照射
無しで自由探索させた (posttest: 15 min)。 
f, Venusおよび CheRiffマウスの CPAスコア。光照射関

連コンパートメントにおいてポストテストでの滞在時間

からプレテストの滞在時間を減算しスコアを算出した 
(two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t15 = 3.401, 
**P = 0.0040, n = 8 (Venus) and 9 (CheRiff) mice)。 
g, 光照射に関連付けられたコンパートメントでの滞在時

間変化 (CheRiff: two-tailed paired t-test (CheRiff Pre vs 
CheRiff Post), t8 = 4.998, **P = 0.0011, n = 9 mice; Venus: 
two-tailed paired t-test (Venus Pre vs Venus Post), t7 = 
0.4957, P = 0.6353, n = 8 mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 
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図 2-4 Venus発現マウスにおける罰刺激による蛍光変化および MRNセロトニン神経の光遺伝学的活性化が自発活動性

に与える影響 
a, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, Top: Venus シグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。各行はそれぞれ 1 回の試行における蛍光変化を示し、1
匹につき 1回のみ試験を実施した。n = 7 mice. Bottom: マウス 7匹分の MRN由来 Venus蛍光変化。線および陰影部は
それぞれ平均値および標準誤差を示している。 
c, Venusおよび GCaMPマウスにおける、テールピンチ後 3 秒間の平均 ΔF/F0の比較 (two-tailed unpaired t-test (Venus 
vs GCaMP), t12 = 3.813, **P = 0.0025, n = 7 mice per group)。 
d, e, Top: “sham pinch”における Venus (d) および GCaMP (e) シグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。Sham 
pinchは、マウスにクランプを近付けるがピンチはしない試行のことを指す。また、マウスの尾に最もクランプが接近し

た時刻を 0 秒と定義した。各行はそれぞれ 1回の試行における蛍光変化を示し、1匹につき 1回のみ試験を実施した。

n = 7 mice per group. Bottom: マウス 7匹分の MRN由来 Venus (d) および GCaMP (e) 蛍光変化。線および陰影部はそ
れぞれ平均値および標準誤差を示している。 
g, CPA 試験のポストテストセッションにおける Venus および CheRiff マウスの移動距離 (two-tailed unpaired t-test 
(Venus vs CheRiff), t15 = 1.416, P = 0.1773, n = 8 (Venus) and 9 (CheRiff) mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 

図 2-5 MRN光遺伝学的活性化による c-Fos発現誘導 
a, 実験の概略図。AAVdj-mTph2-CheRiff-eGFPをマウス
MRNに投与し、光ファイバーを MRN上に挿入、留置し

た。MRNへの光照射 (20 Hz) から 90分後にマウス脳を

摘出し、MRNにおける c-Fos発現を解析した。 
b, MRN 内 c-Fos 陽性細胞 (blue) および Tph 陽性細胞 
(red) の代表図。Scale bars indicate 200 µm (top) and 20 
µm (bottom). 
c, MRN c-Fos 陽性細胞の定量結果。Left: c-Fos/Tph共陽

性細胞数 (two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), 
t15 = 3.588, **P = 0.0027, n = 7 (Venus) and 10 (CheRiff) 
mice)。Right: Tph 陽性細胞と比較した c-Fos/Tph共陽性

細胞率 (two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t15 
= 3.758, **P = 0.0019, n = 7 (Venus) and 10 (CheRiff) 
mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 
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MRN セロトニン神経は脚間核、腹側海馬

および内側手綱核へ密に投射する 
 どのセロトニン神経経路が報酬や罰の

情報処理を制御するのか検証するため、

まず MRN-脚間核 (IPN) 経路に着目した。

IPN はニコチンの嗜好性制御に重要な領

域として知られており 107,108、さらに MRN
セロトニン神経の順行性トレーシングを

行った既報においても、IPN は MRN セロ

トニン神経から密な神経投射を受けるこ

とが明らかにされている 109。MRN セロト

ニン神経の IPN への神経投射を確認する

ため、eGFP を導入する AAV を用いて順

行性標識実験を実施した。具体的には、

CheRiff-eGFP 発現マウスの IPN 含有切片

に対して、導入した eGFP およびセロトニ

ン神経軸索のマーカーであるセロトニン

トランスポーター (SERT) の免疫組織化

学染色を行うことで神経投射を検証した。

結果として、IPN に eGFP および SERT共
陽性の線維状構造が観察された（図 2-7a, 
b）。さらに、軸索末端から細胞体へ逆行性

伝播する蛍光ラテックス粒子レトロビー

ズを用いて、逆行性標識を行った。レトロ

ビーズを IPN に投与し、投与後最低 1 週
間経過した後に MRN セロトニン神経を

含有する切片を観察したところ、Tph2陽
性細胞にレトロビーズ蛍光が観察された

（図 2-7e, f）。IPN に加えて、同様の順行

性標識を腹側海馬 (vHP) および内側手

綱核 (MHb) においても実施した結果、

eGFP 陽性の線維状構造が両領域におい

て観察された。近年の報告では、MHb は

報酬および罰の情報処理に不可欠な領域

であることが示されている 110,111,112。vHP
においても、背側海馬 (dHP) ではなく

vHP が、接触および忌避行動を制御する

こと、また嫌悪性の捕食者の匂いの情報

を処理することが明らかとなっている
113,114。そこでさらに、CheRiff-eGFPマウス
に対する eGFPおよび SERTの免疫組織化

学染色を、vHPおよびMHbにも実施した。

IPN での結果と同様に、eGFP および SERT
陽性の線維状構造、またそれらの共局在

が、vHP（図 2-7c）および MHb（図 2-7d）
の両方において観察された。さらに、逆行

図 2-6 MRN セロトニン神経活動活性化が報酬消費に与

える影響 
a, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, 二瓶選択試験の模式図。Day 1および 2においてマウ
スに 2 つの独立したボトルからスクロース水を飲水させ

た (conditioning: 30 min × 2/day)。光照射は実施しなかっ

た。Day 3 および 4 において、コンディショニングセッ

ションと同様にマウスに飲水させたが、一方のボトルに

対してリッキングを行った際に青色光 (20 Hz) を照射し
た。光照射に関連付けるボトルは day 3および 4間で入
れ替えた。 
c, 各ボトルにおける day 3および 4の合計飲水量。Two-
way repeated-measures ANOVA with Sidak post hoc test, 
virus (Venus or CheRiff) × light (ON or OFF) interaction 
F1,13 = 26.97, P = 0.0002, effect of virus F1,13 = 0.09712, P 
= 0.7603, effect of light F1,13 = 26.01, P = 0.0002; post hoc 
test: Valued condition OFF-CheRiff vs ON-CheRiff ***P < 
0.001, n = 8 (Venus) and 7 (CheRiff) mice). 
d, Day 3および 4の総飲水量（各ボトルにおける day 3
および 4 の合計飲水量の和） Two-tailed unpaired t-test 
with Welch's correction (Venus vs CheRiff), t7.378 = 0.2949, 
P = 0.7762, n = 8 (Venus) and 7 (CheRiff) mice. 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 
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性標識試薬レトロ

ビーズを vHP（図 2-
7g, h）および MHb
（図 2-7i, j）に投与

し、MRN セロトニ

ン神経にてその蛍

光を観察したとこ

ろ、細胞体において

レトロビーズ蛍光

が確認された。

MRN セロトニン神

経の活動亢進が、こ

れらの脳領域の神

経を活性化するか

検討するため、

MRN セロトニン神

経を光遺伝学的に

活性化した条件に

おいて、これらの脳

領域の c-Fos発現を

定量した。すなわち、

CheRiff マウス、

Venus マウスのそ

れぞれに、MRN へ

20 分間の光照射 
(20 Hz, 10-ms ON 
and 40-ms OFF (20% 
duty cycle)) を与え、

その90分後に IPN、

vHP、および MHb
にて c-Fos発現細胞

数を定量した（図 2-
8）。結果として、

IPN では CheRiffマ
ウスにおける c-Fos
陽性細胞が Venus

図 2-7 MRN由来セロトニン投射の同定 
a–d, 順行性標識の模式図 (a) および免疫染色像。AAV-mTph2-CheRiff-eGFP を MRN に
投与したマウスにおける eGFP蛍光を、IPN (b)、vHP (c) および MHb (d) にて確認した。
SERT: serotonin transporter. Scale bars = 200 µm (top) and 20 µm (bottom). 
e–j, 逆行性標識の模式図および各脳領域の蛍光像。マウス IPN (e)、vHP (g) または MHb 
(i) にレトロビーズを投与し、IPN (f)、vHP (h) または MHb (h) から逆行性に標識された

MRN神経を観察した。白矢じりは共局在した細胞を示している。Scale bars = 1 mm (e, g, 
i), 200 µm (top, f, h, j), and 20 µm (bottom, f, h, j). 
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マウスと比較して有意に増加していた。

その一方で、vHP および MHb では CheRiff
マウスと Venusマウスの間に c-Fos陽性細

胞数に差は観察されなかった（IPN: n = 6 
(Venus) and n = 8 (CheRiff), t12 = 2.329, *P = 
0.0382, 図 2-8a–c; vHP: n = 6 (Venus) and n 
= 9 (CheRiff), t13 = 0.7657, P = 0.4575, 図 2-
8d–f; MHb: n = 6 (Venus) and n = 8 (CheRiff), 
t12 = 0.6630, P = 0.5199, 図 2-8g–i）。これら

の結果は、MRN セロトニン神経の光遺伝

学的活性化は IPN において神経活動の亢

進を惹起するということを示唆している。 
 
報酬刺激は IPN および vHP に投射する

MRNセロトニン神経経路を抑制し同神経

経路の抑制は報酬様作用を誘発する 
 MRN セロトニン神経の神経末端におけ

る活動変動を測定するために、MRN セロ

トニン神経に対して、神経末端に高効率

で輸送される GCaMP6s 変異体の axon-
GCaMP6s を導入した 88。AAV を MRN に

投与した後、光ファイバーを IPN（図 2-9a, 
2-10a）、vHP（図 2-9h, 2-10g）または MHb
（図 2-9o, 2-10m）に挿入、留置すること

で、IPN、vHP、MHb それぞれに投射する

MRN セ ロ ト ニ ン 神 経由来の axon-
GCaMP6s 蛍光を選択的に記録した。IPN
から取得したaxon-GCaMP6s蛍光は、MRN
セロトニン神経の細胞体での検討（図 2-
1i）と同様に、スクロース消費中に減少し

た（図 2-9b–d）。vHP から取得した axon-
GCaMP6s 蛍光に関しても、スクロース消

費中において減少が観察された（図 2-9i–
k）。しかしながら、その減少の程度は MRN
および IPNの場合と比較して小さかった。

またこれらの蛍光減少の程度は、いずれ

図 2-8 MRN 光遺伝学的活性化による IPN、vHP および
MHbにおける c-Fos発現誘導 
a, d, g, 実験の概略図。AAVdj-mTph2-CheRiff-eGFPをマ
ウス MRNに投与し、光ファイバーを MRN上に挿入、留

置した。MRNへの光照射 (20 Hz) から 90分後にマウス
脳を摘出し、IPN (a)、vHP (d) および MHb (g) における
c-Fos発現を解析した。 
b, e, h, IPN (b)、vHP (e) および MHb (h) 内 c-Fos 陽性

細胞 (blue) の代表図。Scale bars indicate 200 µm (top) 
and 20 µm (bottom). 
c, f, i, IPN (c)、vHP (f) および MHb (i) における c-Fos 陽

性細胞の定量結果。IPN: two-tailed unpaired t-test (Venus 
vs CheRiff), t12 = 2.329, *P = 0.0382, n = 6 (Venus) and 8 
(CheRiff) mice; vHP: two-tailed unpaired t-test (Venus vs 
CheRiff), t13 = 0.7657, P = 0.4575, n = 6 (Venus) and 9 
(CheRiff) mice; MHb: two-tailed unpaired t-test (Venus vs 
CheRiff), t12 = 0.6630, P = 0.5199, n = 6 (Venus) and 8 
(CheRiff) mice. 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 
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の脳領域においても対照群である Venusマウスと比較して有意に大きかった（IPN: n = 
7 mice per group, t7.895 = 4.302, **P = 0.0027; vHP: n = 6 mice per group, t10 = 4.228, **P = 
0.0018; 図 2-10b–e, 2-10h–k）。一方で MHb における蛍光変化は、axon-GCaMP6sマウス
においてスクロースリッキングの 2 から 3秒後において若干の減少が観察された（図 2-
9p–r）ものの、その減少の程度は僅かであり、Venus マウスと同程度の変化量であった

（n = 6 mice per group, t5.561 = 1.458, P = 0.1990; 図 2-10n–q）。 
 上記の特異的なMRNセロトニン神経経路の活動変動が報酬関連行動の制御に関与す

るか検討するため、これらの神経経路を選択的に抑制し、CPP試験によってその影響を

検証した。AAV-mTph2-eArchT または AAV-mTph2-Venus を MRN に投与し、光ファイバ

ーを IPN、vHP または MHb に挿入、留置することで、神経経路特異的な活動抑制を可

能とした（図 2-9e, l, s）。IPN および vHP へのコンディショニングセッション中の光照

射は、eArchTマウスにおいて Venusマウスと比較して有意に CPPスコアを増加させた

（図 2-9f, m, 2-10f, l）。加えて、eArchTマウスにおいては光照射と関連付けられたチャ

ンバーへの滞在時間がプレテストと比較してポストテストで有意に増加していた（図 2-
9g, n）。一方で、MHb へのコンディショニングセッション中の光照射は CPPスコアに有

意な影響を与えなかった。また光照射と関連付けられたチャンバーへの滞在時間にも影

響を与えなかった（図 2-9t, u, 2-10r）。これらの結果より、IPN に投射する MRN セロト

ニン神経経路（5-HTMRN→IPN 経路）、および vHP に投射する MRN セロトニン神経経路

（5-HTMRN→vHP 経路）はそれぞれ、報酬情報に応答するだけでなく、それらに付随する

情動変化を誘発する役割を果たすことが示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 2-9（次頁） 報酬刺激に対する MRNセロトニン神経の投射選択的な応答および投射選択的活動抑制が場所嗜好性に

与える影響 
a, h, o, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, i, p, スクロース水飲水前後における IPN (b)、vHP (i) および MHb (p) 由来 axon-GCaMP6s蛍光変化の代表的トレー
ス。 
c, j, q, Top: IPN (c)、vHP (j) および MHb (q) において取得した axon-GCaMPシグナルのヒートマップ (red–blue, high–
low)。各行につき 1 回のリッキングボートにおける蛍光変化を示した。Bottom: マウス 1 匹の試験中に記録された IPN 
(c)、vHP (j) および MHb (q) 由来 axon-GCaMP シグナルの平均トレース。線および陰影部はそれぞれ平均値および標
準誤差を示している。ベースライン蛍光に対して統計的に有意な蛍光低下を青線で表した (P < 0.05; permutation test)。
n = 10 bouts. 
d, k, r, マウス 7 (IPN) または 6 (vHP and MHb) 匹分の IPN (d)、vHP (k) および MHb (r) 由来 axon-GCaMP蛍光変化。
ベースライン蛍光に対して統計的に有意な蛍光低下を青線で示した (P < 0.05; permutation test)。 
e, l, s, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
f, m, t, IPN (f)、vHP (m) および MHb (t) 光照射時の Venusマウスおよび eArchTマウスの CPPスコア。5-HTMRN→IPNお
よび 5-HTMRN→vHP経路の抑制は CPPを誘発した (IPN: two-tailed unpaired t-test (Venus vs eArchT), t16 = 2.237, *P = 
0.0399, n = 9 mice; vHP: two-tailed unpaired t-test (Venus vs eArchT), t16 = 2.260, *P = 0.0382, n = 9 mice; MHb: two-
tailed unpaired t-test (Venus vs eArchT), t16 = 1.141, P = 0.2705, n = 9 mice)。 
g, n, u, IPN (g)、vHP (n) および MHb (u) 光照射時の、光照射関連コンパートメントにおける滞在時間変化。eArchTマ
ウスにおいて IPN および vHP への光照射に関連付けられたコンパートメントでの滞在時間が増加した (IPN-eArchT: 
two-tailed paired t-test (eArchT Pre vs eArchT Post), t8 = 3.486, **P = 0.0082, n = 9 mice; IPN-Venus: two-tailed paired t-
test (Venus Pre vs Venus Post), t8 = 0.8922, P = 0.3983, n = 9 mice; vHP-eArchT: two-tailed paired t-test (eArchT Pre vs 
eArchT Post), t8 = 2.800, *P = 0.0232, n = 9 mice; vHP-Venus: two-tailed paired t-test (Venus Pre vs Venus Post), t8 = 
0.2371, P = 0.8186, n = 9 mice; MHb-eArchT: two-tailed paired t-test (eArchT Pre vs eArchT Post), t8 = 0.2155, P = 0.8347, 
n = 9 mice; MHb-Venus: two-tailed paired t-test (Venus Pre vs Venus Post), t8 = 1.233, P = 0.2527, n = 9 mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 
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図 2-10 Venus発現 MRNセロトニン神経の報酬刺激に対する経路選択的応答および MRNセロトニン神経の経路選択的
抑制による自発活動性への影響 
a, g, m, IPN (a)、vHP (g) および MHb (m) における AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, h, n, スクロース水飲水前後における IPN (b)、vHP (h) および MHb (n) 由来 Venus蛍光変化の代表的トレース。 
c, i, o, Top: Venusシグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。各行につき 1回のリッキングボートにおける蛍光変
化を示した。Bottom: マウス 1匹の試験中に記録された IPN (c)、vHP (i) および MHb (o) 由来 Venusシグナルの平均
トレース。線および陰影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示している。n = 10 bouts. 
d, j, p, マウス 7 (IPN) または 6 (vHP, MHb) 匹分の IPN (d)、vHP (j) および MHb (p) 由来 Venus蛍光変化。線および陰
影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示している。 
e, k, q, Venusおよび axon-GCaMPマウスにおける、飲水開始後 3 秒間の IPN (e)、vHP (k) および MHb (q) での平均
ΔF/F0の比較。IPN: two-tailed unpaired t-test (Venus vs axon-GCaMP), t7.895 = 4.302, **P = 0.0027, n = 7 mice per group; 
vHP: two-tailed unpaired t-test (Venus vs axon-GCaMP), t10 = 4.228, **P = 0.0018, n = 6 mice per group; MHb: two-tailed 
unpaired t-test (Venus vs axon-GCaMP), t5.561 = 1.458, P = 0.1990, n = 6 mice per group. 
f, l, r, CPP試験のポストテストセッションにおける Venusおよび eArchTマウスの移動距離。IPN (f): two-tailed unpaired 
t-test (Venus vs eArchT), t16 = 1.865, P = 0.0807, n = 9 mice per group; vHP (l): two-tailed unpaired t-test (Venus vs 
eArchT), t10.75 = 1.517, P = 0.1580, n = 9 mice per group; MHb (r): two-tailed unpaired t-test (Venus vs eArchT), t10.58 = 
1.840, P = 0.0939, n = 9 mice per group. 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 
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罰刺激は IPN および vHP に投射する MRN セロトニン神経経路を活性化し同神経経路

の活性化は罰様作用を誘発する 
 続いて、マウスに罰刺激を負荷した条件において、MRN セロトニン神経の各経路の

活動変動を測定した（図 2-11a, f, k, 2-12a, e, i）。報酬刺激に対する応答（図 2-9）と同様

に、テールピンチ後の axon-GCaMP6s 蛍光は IPN および vHP での検討において有意に

上昇したが、MHb での検討においては有意な変化は観察されなかった（図 2-11b, g, l, 2-
12b, f, j）。しかしながら、IPN での蛍光変化は罰刺激の直後に観察された一方で、vHP
での蛍光変化は罰刺激の 1 から 2 秒後に観察された。したがって、報酬/罰刺激の情報

処理に対し、IPN へのセロトニン投射は vHP へのセロトニン投射と比較してより一次

的な作用を持つと推測した。また、IPN および vHP 由来の axon-GCaMP6s 蛍光変化は

Venus マウスのそれと比較して有意に大きかった一方で、MHb 由来の蛍光については

axon-GCaMP6sマウスと Venusマウスとの間で有意な差は観察されなかった（IPN: n = 6 
(Venus) and n = 7 (axon-GCaMP) mice, t11 = 4.124, **P = 0.0017; vHP: n = 6 mice per group, t10 
= 2.437, *P = 0.0350; MHb: n = 6 mice per group, t10 = 1.962, P = 0.0782; 図 2-12c, g, k）。 
 観察された神経経路活動の上昇と不快情動関連行動の発現との因果関係を検証する

ため、CheRiff または Venus を MRN に導入し、光ファイバーを IPN、vHP または MHb
に挿入した（図 2-11c, h, m）。CPA試験において、IPN および vHP への光照射は有意に

CPAスコアを減少させた（図 2-11d, i, 2-12d, h）。また、光照射と関連付けられたチャン

バーへの滞在時間も有意に減少した（図 2-11e, j）。一方で、MHb への光照射は CPAス
コアおよび光照射と関連付けられたチャンバーへの滞在時間に有意な影響を与えなか

った（図 2-11n, o, 2-12l）。これらの結果をまとめると、5-HTMRN→IPNおよび 5-HTMRN→vHP

経路は罰情報の処理において中心的な役割を果たすことが示唆される。 
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図 2-11 罰刺激に対する MRN セロトニン神経の投射選択的な応答および投射選択的活動亢進が場所嫌悪性に与える影
響 
a, f, k, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, g, l, Top: IPN (b)、vHP (g) および MHb (l) から取得した axon-GCaMPシグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。
各行はそれぞれ 1回の試行における蛍光変化を示し、1匹につき 1回のみ試験を実施した。n = 7 (IPN) or 6 (vHP and 
MHb) mice. Bottom: マウス 7 (IPN) または 6 (vHP and MHb) 匹分の IPN (b)、vHP (g) およびMHb (l) 由来 axon-GCaMP
蛍光変化。線および陰影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示している。ベースライン蛍光に対して統計的に有意な
蛍光上昇を赤線で示した (P < 0.05; permutation test)。 
c, h, m, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
d, i, n, IPN (d)、vHP (i) および MHb (n) 光照射時の Venusマウスおよび CheRiffマウスの CPAスコア。5-HTMRN→IPNお
よび 5-HTMRN→vHP経路の活性化は CPAを誘発した (IPN: two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t12 = 2.367, *P = 
0.0356, n = 7 mice; vHP: two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t12 = 2.407, *P = 0.0331, n = 7 mice; MHb: two-
tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t12 = 1.146, P = 0.2742, n = 7 mice)。 
e, j, o, IPN (e)、vHP (j) および MHb (o) 光照射時の、光照射関連コンパートメントにおける滞在時間変化。CheRiffマ
ウスにおいて IPN および vHP への光照射に関連付けられたコンパートメントでの滞在時間が減少した (IPN-CheRiff: 
two-tailed paired t-test (CheRiff Pre vs CheRiff Post), t6 = 2.642, *P = 0.0385, n = 7 mice; IPN-Venus: two-tailed paired t-
test (Venus Pre vs Venus Post), t6 = 0.5121, P = 0.6268, n = 7 mice; vHP-CheRiff: two-tailed paired t-test (CheRiff Pre vs 
CheRiff Post), t6 = 2.756, *P = 0.0330, n = 7 mice; vHP-Venus: two-tailed paired t-test (Venus Pre vs Venus Post), t6 = 
0.8309, P = 0.4378, n = 7 mice; MHb-CheRiff: two-tailed paired t-test (CheRiff Pre vs CheRiff Post), t6 = 0.3089, P = 
0.7678, n = 7 mice; MHb-Venus: two-tailed paired t-test (Venus Pre vs Venus Post), t6 = 1.259, P = 0.2549, n = 7 mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 
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図 2-12 Venus発現 MRNセロトニン神経の罰刺激に対する経路選択的応答および MRNセロトニン神経の経路選択的活

性化による自発活動性への影響 
a, e, i, IPN (a)、vHP (e) および MHb (i) における AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, f, j, Top: Venusシグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。各行はそれぞれ 1回の試行における蛍光変化を示し、
1匹につき 1回のみ試験を実施した。n = 7 mice. Bottom: マウス 6匹分の IPN (b)、vHP (f) および MHb (j) 由来 Venus
蛍光変化。線および陰影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示している。 
c, g, k, Venusおよび axon-GCaMPマウスにおける、テールピンチ後 3 秒間の IPN (c)、vHP (g) および MHb (k) での平
均 ΔF/F0の比較。IPN: two-tailed unpaired t-test (Venus vs axon-GCaMP), t11 = 4.124, **P = 0.0017, n = 6 (Venus) and 7 
(axon-GCaMP) mice; vHP: two-tailed unpaired t-test (Venus vs axon-GCaMP), t10 = 2.437, *P = 0.0350, n = 6 mice per 
group; MHb: two-tailed unpaired t-test (Venus vs axon-GCaMP), t10 = 1.962, P = 0.0782, n = 6 mice per group. 
d, h, i, CPA試験のポストテストセッションにおけるVenusおよびCheRiffマウスの移動距離。IPN (d): two-tailed unpaired 
t-test (Venus vs CheRiff), t12 = 0.3838, P = 0.7079, n = 7 mice per group; vHP (h): two-tailed unpaired t-test (Venus vs 
CheRiff), t7.460 = 0.7213, P = 0.4927, n = 7 mice per group; MHb (l): two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t12 = 
0.02146, P = 0.9832, n = 7 mice per group. 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 
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MRN セロトニン神経活動活性化による罰情報処理には IPN の 5-HT2A受容体活性化が

不可欠である 
 どのセロトニン (5-HT) 受容体によって MRN由来のセロトニンシグナルが媒介され

るのかを検討するため、5-HT 受容体アンタゴニストおよびアゴニストの作用を検証し

た。以前の報告より、5-HT1A受容体および 5-HT2A受容体のアンタゴニストの全身投与

は、電気ショックおよび薬物誘発場所嫌悪において発現するフリージング行動を緩和す

ることが知られている 115,116,117。そこで CPA試験のコンディショニング 30 分前に WAY-
100635 (0.5 mg/kg; 5-HT1A receptor antagonist)、MDL-100907 (0.5 mg/kg; 5-HT2A receptor 
antagonist) または vehicle (saline) を腹腔内投与し、薬物処置による CPA への影響を観

察した（図 2-13a, b）。MRN への光照射は、vehicle群において有意に CPAスコアを減少

させた一方で、WAY-100635群および MDL-100907群においては CPAスコアの減少作用

が消失していた（図 2-13c, 2-14a）。同様に、光照射と関連付けたチャンバーに対する滞

在時間の減少についても、vehicle群では観察された一方で WAY-100635群および MDL-
100907群においては観察されなかった（図 2-13d）。 
 どの脳領域がこれらの作用の責任領域であるのか同定するため、次にアンタゴニスト

の局所投与を実施した。前述の検討では、5-HTMRN→IPN 経路は 5-HTMRN→vHP 経路と比較

して、より迅速かつ顕著に報酬/罰刺激に応答することを見出しており、加えて、MRN
セロトニン神経を光遺伝学的に活性化した際の c-Fos陽性細胞増加が、IPN では観察さ

れる一方で vHP ないし MHb では観察されないことも見出している（図 2-8）。そこで各

アンタゴニストを IPN内に局所投与し、その影響を評価することとした（図 2-13e）。薬

物処置は CPA 試験のコンディショニング 5 分前に行い、インジェクションカニューレ

を使用して WAY-100635 (1 µg in 0.2 µL)、MDL-100907 (0.1 µg in 0.2 µL) または vehicle 
(saline, 0.2 µL) の IPN局所投与を実施した（図 2-13f）。結果として、MDL-100907 の IPN
局所投与により、MRN 活性化により誘発される CPAスコア減少効果が消失した。WAY-
100635群および vehicle群においてはこの作用は観察されなかった（図 2-13g, 2-14b）。
さらに、光照射に関連付けられたチャンバーへの滞在時間減少についても、vehicle群お

よび WAY-100635群で観察された一方で、MDL-100907群においては観察されなかった

（図 2-13h）。続いて、IPN 5-HT2A受容体の活性化が罰関連行動の発現に十分であるか検

討するために、5-HT2A受容体アゴニストを IPN に局所投与し、その影響を CPA試験に

て評価した（図 2-13i）。コンディショニングセッションにおいて光照射は行わず、コン

ディショニング 5 分前に TCB-2 (0.05 µg in 0.5 µL) または vehicle (saline, 0.5 µL) を IPN
に局所投与することで条件付けを行った（図 2-13j）。TCB-2 群において CPA スコアは

有意に減少し、加えて薬物処置に関連付けられたチャンバーへの滞在時間も有意に減少

した（図 2-13k, l）。以上の結果は、罰刺激の情報処理に対して IPN の 5-HT2A受容体が

不可欠な役割を果たすことを示している。 
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図 2-13 セロトニン受容体活動調節が場所嫌悪性に与える影響 
a, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, CPA 試験の概略図。Day 1 では、マウスに 2 つのコンパートメント間を光照射無しで自由探索させた (pretest: 15 
min)。Day 2および 3では、光照射を用いてマウスに 1日につき 2回のコンディショニングを実施した (20 min × two 
times per day)。コンディショニング全てにおいて（すなわち、マウス 1匹につき計 4回）、マウスはコンディショニン

グ 30分前に vehicle (1% DMSO in saline)、WAY-100635 (0.5 mg/kg) または MDL-100907 (0.5 mg/kg) を腹腔内投与さ

れた。Day 4では、マウスに再度 2コンパートメント間を光照射無しで自由探索させた (posttest: 15 min)。 
c, 各群における Venusマウスおよび CheRiffマウスの CPAスコア。MRNセロトニン神経への光照射によって誘発され
る CPAはWAY-100635およびMDL-100907の全身投与により減弱した (two-way ANOVA with Tukey post hoc test, virus 
(Venus or CheRiff) × drug (vehicle, WAY-100635, or MDL-100907) interaction F2,47 = 3.215, *P = 0.0491, effect of virus 
F1,47 = 2.539, P = 0.1178, effect of drug F2,47 = 4.907, *P = 0.0116; post hoc test: Venus-Vehicle vs CheRiff-Vehicle *P = 
0.0465, CheRiff-Vehicle vs CheRiff-WAY-100635 *P = 0.0401, CheRiff-Vehicle vs CheRiff-MDL-100907 **P = 0.0073. n = 
9 (Venus-Vehicle, CheRiff-Vehicle, Venus-WAY-100635, CheRiff-WAY-100635 and CheRiff-MDL-100907) and 8 (Venus-
MDL-100907))。 
d, 光照射関連コンパートメントにおける滞在時間変化。Vehicle を投与された CheRiff マウスは光照射に関連付けられ

たコンパートメントでの滞在時間が減少したが、WAY-100635 または MDL-100907を投与された CheRiffマウスにおい
ては滞在時間減少が観察されなかった (CheRiff-Vehicle: two-tailed paired t-test (Pre vs Post), t8 = 3.959, **P = 0.0042, n 
= 9 mice; CheRiff-WAY-100635: two-tailed paired t-test (Pre vs Post), t8 = 0.3798, P = 0.7140, n = 9 mice; CheRiff-MDL-
100907: two-tailed paired t-test (Pre vs Post), t8 = 0.6239, P = 0.5501, n = 9 mice)。 
e, AAV投与、ファイバー留置およびカニューレ留置の模式図。 
f, CPA 試験の概略図。Day 1 では、マウスに 2 つのコンパートメント間を光照射無しで自由探索させた (pretest: 15 
min)。Day 2および 3では、光照射を用いてマウスに 1日につき 2回のコンディショニングを実施した (20 min × two 
times per day)。コンディショニング全てにおいて（すなわち、マウス 1匹につき計 4回）、マウスはコンディショニン

グ 5分前に vehicle (1% DMSO in saline, 0.2 µL)、WAY-100635 (1 μg in 0.2 μL) または MDL-100907 (0.1 μg in 0.2 μL) 
を IPN に局所投与された。Day 4 では、マウスに再度 2 コンパートメント間を光照射無しで自由探索させた (posttest: 
15 min)。 
g, 各群における Venusマウスおよび CheRiffマウスの CPAスコア。Vehicleおよび WAY-100635を IPN局所投与され
た CheRiff マウスは CPA スコアが減少した一方、MDL-100907 の IPN 局所投与は CPA スコアに影響を与えなかった 
(one-way ANOVA with Tukey post hoc test, F2,27 = 5.327, *P = 0.0112; post hoc test: Vehicle vs MDL-100907 *P = 0.0153, 
WAY-100635 vs MDL-100907 *P = 0.0374, Vehicle vs WAY-100635 P = 0.9208. n = 10 mice)。 
h, 光照射関連コンパートメントにおける滞在時間変化。Vehicle またはWAY-100635を IPN局所投与した CheRiffマウ
スにおいては光照射に関連付けられたコンパートメントでの滞在時間が減少したが、MDL-100907を IPN局所投与した
CheRiffマウスにおいて滞在時間減少は観察されなかった (Vehicle: two-tailed paired t-test (Pre vs Post), t9 = 2.897, *P 
= 0.0177, n = 10 mice; WAY-100635: two-tailed paired t-test (Pre vs Post), t9 = 3.009, *P = 0.0147, n = 10 mice; MDL-
100907: two-tailed paired t-test (Pre vs Post), t9 = 1.053, P = 0.3196, n = 10 mice)。 
i, カニューレ留置の模式図。 
j, CPA試験の概略図。Day 1では、マウスに 2つのコンパートメント間を自由探索させた (pretest: 15 min)。Day 2お
よび 3では、薬物処置によってマウスに 1日につき 2回のコンディショニングを実施した (20 min × two times per day)。
コンディショニング全てにおいて（すなわち、マウス 1匹につき計 4回）、マウスはコンディショニング 5分前に vehicle 
(saline, 0.5 µL) または TCB-2 (0.05 μg in 0.5 μL) を IPNに局所投与された。Day 4では、マウスに再度 2コンパートメ
ント間を自由探索させた (posttest: 15 min)。試験を通して光照射は実施しなかった。 
k, vehicle処置マウスおよび TCB-2処置マウスの CPAスコア。TCB-2処置マウスは vehicle処置マウスと比較して CPA
スコアが減少した (two-tailed unpaired t-test (Vehicle vs TCB-2), t16 = 2.321, *P = 0.0338, n = 9 mice per group)。 
l, 薬物処置に関連付けられたコンパートメントでの滞在時間変化。TCB-2を IPN局所投与されたマウスは薬物処置に関

連付けられたコンパートメントでの滞在時間が減少した (TCB-2: two-tailed paired t-test (TCB-2 Pre vs TCB-2 Post), t8 
= 3.725, **P = 0.0058, n = 9 mice; Vehicle: two-tailed paired t-test (Vehicle Pre vs Vehicle Post), t8 = 0.1262, P = 0.9027, 
n = 9 mice)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 
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図 2-14 薬物処置を伴う MRN セロトニン神経の光遺伝
学的活性化による自発活動性への影響 
a, 薬物腹腔内投与後の CPA 試験のポストテストセッシ

ョンにおける Venusおよび CheRiffマウスの移動距離。
Two-way ANOVA with Tukey post hoc test, virus (Venus 
or CheRiff) × drug (vehicle, WAY-100635, or MDL-
100907) interaction F2,47 = 0.1441, P = 0.8662, effect of 
virus F1,47 = 3.119, P = 0.0839, effect of drug F2,47 = 1.638, 
P = 0.2052, n = 9 (Venus-Vehicle, CheRiff-Vehicle, Venus-
WAY-100635, CheRiff-WAY-100635 and CheRiff-MDL-
100907) and 8 (Venus-MDL-100907) mice. 
b, 5-HT 受容体阻害薬 IPN局所投与後の CPA試験のポス

トテストセッションにおける vehicle、WAY-100635およ
びMDL-100907投与マウスの移動距離。One-way ANOVA 
with Tukey post hoc test, F2,27 = 3.402, *P = 0.0481; post 
hoc test: Vehicle vs WAY-100635 P = 0.0553, Vehicle vs 
MDL-100907 P = 0.9160, WAY-100635 vs MDL-100907 P 
= 0.1238. n = 10 mice per group. 
c, 5-HT 受容体刺激薬 IPN局所投与後の CPA試験のポス

トテストセッションにおける vehicle および TCB-2 マウ
スの移動距離。Two-tailed unpaired t-test (Vehicle vs TCB-
2), t16 = 1.033, P = 0.3168, n = 9 mice per group. 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより
標準誤差を示した。 

図 2-15 DRNセロトニン神経は報酬刺激によって活性化する 
a, AAV投与およびファイバー留置の模式図。 
b, スクロース水の飲水前後における GCaMP (left) および Venus (right) 蛍光変化の代表的トレース。 
c, e, Top: GCaMP (c) および Venus (e) シグナルのヒートマップ (red–blue, high–low)。各行につき 1回のリッキング
ボートにおける蛍光変化を示した。Bottom: マウス 1匹の試験中に記録された DRN由来 GCaMP (c) および Venus (e) 
シグナルの平均トレース。線および陰影部はそれぞれ平均値および標準誤差を示している。赤線および青線部はそれぞ

れ、ベースライン蛍光に対して統計的に有意に蛍光上昇および低下したことを表している (P < 0.05; permutation test)。
n = 10 bouts. 
d, f, マウス 5匹分の DRN由来 GCaMP (d) および Venus (f) 蛍光変化。ベースライン蛍光に対する統計的に有意な蛍
光上昇および低下を、赤線および青線で図示した (P < 0.05; permutation test)。 
g, Venus および GCaMP マウスにおける飲水開始後 3 秒間の平均 ΔF/F0の比較 (two-tailed unpaired t-test (Venus vs 
GCaMP), t8 = 3.333, *P = 0.0103, n = 5 mice per group)。 
データは平均値 ± 標準誤差で表記し、エラーバーにより標準誤差を示した。 
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考察 
 
 セロトニンはモノアミン神経伝達物質の一種であり、報酬/罰情報、情動制御、あるい

は記憶といった多様な脳機能に関連すると知られている 118,119。本研究において、光遺

伝学的手法を駆使した細胞種選択的な活動記録および活動調節を通して、MRN セロト

ニン神経が報酬および罰の情報処理に重要な役割を果たすことが明らかにされた。さら

に、それらの情報処理を同等に担う MRN 経路として IPN への投射経路を同定した。以

前の報告から、MRN および IPN はそれぞれ個別に、負の感情価を伴う刺激を処理する

ことが知られている 79,80,81,82,107,108。著者はこれらの発見をより選択的かつ直接的な手法

によってセロトニン神経特異的に検証し、MRN から IPN へ投射するセロトニン神経経

路の報酬/罰情報処理に対する役割を明らかにした。本研究では MRN セロトニン神経選

択的な活動記録および介入を実施したが、MRN 内の vGluT2 発現グルタミン酸神経に

関しても本結果と同様の結果が示されている 82。MRN セロトニン神経の作用が MRN 
vGluT2 発現グルタミン酸神経の作用と識別可能かについては、さらなる研究が必要と

考えられる。また、報酬および罰情報の適切な処理に不可欠な神経経路として、5-
HTMRN→IPN経路を同定した。罰刺激が MRN セロトニン神経活動を亢進させ、またそれ

らの神経の光遺伝学的活性化は IPN において c-Fos陽性細胞数を増加させることを明ら

かにした。以前の研究では、急性のニコチン退薬は IPN 神経活動を上昇させることが示

されており、加えて背外側被蓋核 (LDTg) に投射する IPN 神経の活性化は嫌悪情報に

関連付けられた場所嫌悪性を誘発することが知られている 101,108。MRN セロトニン神経

によって活性化される IPN 神経の投射パターンが未だ明らかでないものの、これらの

知見を踏まえると、5-HTMRN→IPN 経路活動の調節は、依存性薬物の摂取により惹起され

る退薬症状の治療に有益である可能性が考えられる。本検討ではさらに、IPN の 5-HT2A
受容体の活性化は条件付け場所嫌悪性の獲得に必要であることを明らかにした。興味深

いことに、5-HT2A受容体の逆アゴニストはニコチン慢性投与ラットにおける退薬症状を

緩和することが以前の研究より報告されている 120,121。前述の、急性ニコチン退薬によ

り IPN 神経活動が亢進するという既報と統合すると、5-HT2A受容体を発現する IPN 神

経はニコチンの退薬症状発現や症状治療に重大な役割を果たす可能性がある。 
 スクロース水摂水による報酬刺激は MRN セロトニン神経活動を抑制した（図 2-1f–
i）一方で、既報および本検証では DRN セロトニン神経活動を亢進した 66,67（図 2-15a–
g）。近年の報告では、DRN セロトニン神経の活動活性化は、主として腹側被蓋野 (VTA) 
への投射を介して報酬関連行動を引き起こすことが示されている 64,65。これらの報告は

DRN セロトニン神経活動が報酬シグナルを制御することを示唆している。一方で、解

剖学的検討により IPN から外側手綱核 (LHb) への投射が報告されている 122。また

Lammel らは、LHb から VTA への入力は主に皮質に投射するドパミン神経を活性化し、

それらの活性化が嫌悪情動を誘発することを報告している 89。したがって罰刺激による
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5-HTMRN→IPN経路の活性化は、負の価値をコードする LHb-VTA-mPFC（内側前頭前皮質）

経路を活性化する可能性が考えられる。加えて以前の研究は、LDTg に投射する IPN 神

経活性化が VTA に投射する LDTg 神経を抑制し、場所嫌悪性を惹起することを明らか

にしている 108。興味深いことに、中脳辺縁系ドパミン神経は LDTg から投射を受ける

が、その経路の活性化は場所嗜好性を誘発する 89。これらをまとめると、罰刺激による

5-HTMRN→IPN経路活性化が、正の価値をコードする LDTg-VTA-NAc（側坐核）経路を抑

制する可能性も考えられる。また一方で、DRN の小胞グルタミン酸トランスポーター3 
(vGluT3) 発現神経はセロトニンも含有し、中脳辺縁系ドパミン神経に強く投射してい

る 123。また Wang らは、VTA に投射する DRN セロトニン神経を活性化した結果、NAc
における細胞外ドパミン量が増加し、場所嗜好性が惹起されることを明らかにしている
124。すなわち、報酬刺激による DRN セロトニン神経活動亢進は、正の価値をコードす

る VTA-NAc 経路を活性化する。以上を総合すると、LHb 経路の活性化または LDTg 経

路の抑制を誘発する IPN 投射 MRN 由来シグナリングは、VTA-NAc 経路を活性化する

DRN 由来シグナリングと対となって VTA ドパミン神経を制御することが示唆される。

すなわち、MRN および DRN由来のシグナリングは VTAドパミン神経に統合され、そ

れらのバランスの変化によって表現型が規定されると考えられる。したがって、MRN
セロトニン神経の活動活性化/抑制がどの程度中脳辺縁系のドパミン神経の活動性に影

響するか、今後精査する必要があるだろう。これらの知見から考えると、SSRI は MRN
および DRN の両方でセロトニン神経伝達を増強させ、反対の価値をコードしているこ

れらの個別のセロトニン伝達を亢進させる。そのため SSRI は大うつ病におけるアンヘ

ドニアに対して有効性が低いのかもしれない。この観点に基づくと、MRN および DRN
セロトニン神経の間で異なる発現様式を示す遺伝子 125,126は、セロトニン神経伝達の経

路選択的な調節を介して大うつ病を治療しうる、理想的な創薬標的となるだろう。 
 本研究ではまた、vHP に投射するセロトニン神経の活動性が報酬/罰刺激に応答して

変動するが、この変化量は IPN のものと比較し時間的に遅れることも見出した（図 2-9
および 2-11）。5-HTMRN→vHP経路が恐怖記憶および不安状態を調節するという以前の報告
127,128を考慮すると、罰刺激に対してこの経路は、情報処理そのものに関わるというより

も、むしろ情報処理の間接的あるいは二次的な作用を媒介している可能性がある。また、

5-HTMRN→vHP経路は報酬/罰刺激の情報処理に対して直接的ではない可能性はあるが、こ

の経路は目的指向行動中に活性化しているということにも注目しなければならない 129。

この持続した活動活性化が目的指向行動の持続とその達成をもたらしている一方で、マ

ウスはこの持続活性を嫌悪的あるいはストレスとして感受している可能性が考えられ

る。持続した目的指向行動には vHP のセロトニン 5-HT3受容体が必要である一方 129、

恐怖記憶および不安作用は vHP の 5-HT7受容体および 5-HT2C受容体がそれぞれ調節に

関与している 128,130。本研究で見出した 5-HTMRN→vHP経路の報酬/罰情報制御を担ってい

る 5-HT受容体サブタイプについては不明であるが、さらなる薬理学的検討を行うこと
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で、本経路が報酬/罰情報制御において果たしている役割の全容を明らかにすることが

できると考えられる。 
 MRN投射領域として、本検討では IPN、vHP および MHb に焦点を当てたが、その他

の投射領域が報酬/罰刺激情報の処理に関与することを必ずしも否定するものではない。

例えば、MRN セロトニン神経は vHP のみならず dHP にもその神経投射が存在する。

Luchetti らは二光子カルシウムイメージング法を MRN から dHP に投射するセロトニン

神経経路に適用することで、この経路における 2 種類のセロトニン投射を同定している
131。彼らはこの 2 種類の投射は報酬および運動にそれぞれ応答することを見出してお

り、また報酬提示と関連付けられた場所にマウスが置かれている時間中、5-HTMRN→dHP

経路の抑制が減弱することも発見している。この経路とは対照的に、本研究では 5-
HTMRN→vHP経路および 5-HTMRN→IPN経路は報酬刺激に対して負の方向に、そして罰刺激

に対して正の方向に応答することをそれぞれ明らかにした。MRN セロトニン神経のこ

うした多様性の理由として、セロトニン神経集団内に存在する多様性が背景にあると考

えられる。すなわち、異なる脳領域に投射する神経集団がそれぞれ存在し、報酬に対し

て反対の応答を示していると考えられる。注目すべきこととして、近年のシングルセル

RNAシークエンス解析によって、MRN および DRN セロトニン神経はその発現遺伝子

の多様性から 10 以上のクラスターに分割できることが明らかにされている 125,126。加え

て、本検討では AAV は MRN に存在するセロトニン神経のほとんどに感染している（図

2-1b–d）が、Luchetti らの検討では MRN セロトニン神経の小集団にのみ AAV が感染し

ている 131（Luchetti ら、図 2B より）。したがって、これらの神経集団それぞれが異なる

投射を持ち、異なった様式で報酬に応答する可能性がある。 
 MHb は報酬や情動、および意思決定の処理に中心的な役割を果たしている 110,132,133。

この神経核は MRN セロトニン神経から密な投射を受けるものの 109（図 2-7）、5-
HTMRN→MHb経路の活動調節は CPP試験および CPA試験において有意な変化を示さなか

った（図 2-9 および 2-11）。過去の報告からは、MHb 神経活動はニコチンによって亢進

し 134、また MHb 内のニコチン受容体活性化は NAc における細胞外ドパミン濃度を上

昇させることが示されており 135、依存性薬物の作用発現において MHb の重要な役割が

示唆されている。この知見と一致して、ニコチン受容体アンタゴニストの MHb局所投
与はニコチン慢性投与マウスに対して退薬症状を惹起させる 136。さらに興味深いこと

に、ニコチン受容体アンタゴニストの MHb局所投与はモルヒネ自己投与を抑制させる

一方でスクロースへの応答性は変化させない 111。したがって、5-HTMRN→MHb経路の調節

は、スクロースによる報酬刺激ではなく、依存性薬物慢性投与後の報酬関連行動に影響

する可能性が考えられる。 
 本研究において著者は、報酬および罰刺激の情報処理に重要な神経として MRN セロ

トニン神経を同定し、同神経の IPN への投射が特にその情報処理において重要である

ことも示した。加えて、本研究では MRN セロトニン神経の活動亢進によって誘発され
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る罰様作用を IPN の 5-HT2A受容体が担っていることも示した。IPN の 5-HT2A受容体シ

グナリングの基盤となるメカニズムをさらに同定することで、報酬/罰情報処理に対す

るより深い洞察を得ることが可能となり、さらにはこうした情報処理異常が背景にある、

薬物依存および大うつ病といった精神疾患の生物学的基盤に対しても、さらなる理解を

得ることができるだろう。  
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総括および結論 

 
 本研究においては、報酬および疼痛制御を担う神経機構に関して検討を行い、以下の

知見を得た。 
 
第一章 
・初代培養 DRG 神経に対する NTP の 3日間持続処置は、電流注入時の発火回数を減少

させた。 
・初代培養 DRG 神経に対する NTP の 3日間持続処置は、閾値電流を上昇させた。 
・NTP3日間持続処置は初代培養 DRG 神経において Kvチャネル電流の持続性成分を増

強させた。 
これらの結果は、NTP が Kvチャネル電流の持続性成分増強を介して DRG 神経の活動

を抑制することを示唆するものである。 
 
第二章 
・MRN セロトニン神経活動は報酬および罰刺激に応答して低下および上昇した。 
・MRN セロトニン神経の活動抑制および活動亢進は報酬関連行動および嫌悪関連行動

を誘発した。 
・MRN セロトニン神経活動亢進による作用は、報酬消費の抑制に十分であった。 
・MRN セロトニン神経から IPN および vHP へ投射する神経経路は、報酬および罰刺激

に応答して活動低下および上昇した。 
・MRN セロトニン神経から IPN および vHP へ投射する神経経路の活動抑制および活動

亢進は、報酬関連行動および嫌悪関連行動を誘発した。 
・IPN 5-HT2A受容体阻害時の MRN セロトニン神経活動亢進は、嫌悪関連行動を誘発し

なかった。 
・IPN 5-HT2A受容体の薬理学的活性化は嫌悪関連行動を誘発した。 
これらの結果は、報酬/罰刺激の情報処理における MRN セロトニン神経の役割を回路選

択的に解明し、関連する 5-HT 受容体サブタイプについても明らかにしたものである。 
 
 以上、著者は電気生理学的手法により、神経障害性疼痛治療薬 NTP の新規作用機序

として、持続性 Kvチャネル電流増強を介した DRG 神経活動の抑制作用を見出した。ま

た光遺伝学的解析により、MRN セロトニン神経の IPN 5-HT2A受容体を介した報酬/罰情

報処理機構を見出した。上記の知見は、神経障害性疼痛や依存症、うつ病の病態解明お

よび新薬の創出に資する基礎的知見となるものである。 
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