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緒言 

 

不安や喜びといった情動の制御は個体の生存に必須であり、情動制御機構の破綻は

うつ病をはじめとする精神疾患の発症要因となることが知られている。精神疾患の発

症メカニズムを含む様々な脳神経回路の機能を神経回路レベルで明らかにするには、

その特定の神経回路の活性のみを亢進あるいは減弱させた際に、いかなる行動の変化

が生じるかを個々に明らかにすることが重要である。近年、微生物由来の光感受性タ

ンパク質であるチャネルロドプシン 2 (ChR2) 等を特定の神経に発現させ、光により

神経活動を亢進/抑制する技術が神経科学の分野において近年急速に普及している 

(光遺伝学)。しかし、特定の神経細胞に ChR2 を発現させるツールは齧歯類では広く

使用されているものの、非ヒト霊長類ではほとんど開発されていない。そこで第一章

では非ヒト霊長類のゲノム配列を使用し、特定の神経細胞に外来遺伝子の発現を可能

にするツールの開発を行った。第二章以降では数ある脳内の神経細胞の中で背側縫線

核を起始核としたセロトニン (5-HT) 神経回路の活動変化と情動機能の制御に着目

し検討を行った。背側縫線核を起始核とした 5-HT 神経回路は気分調整や意思決定な

どの高次機能に至るまで、様々な情動機能を制御している。特にうつ病の治療では、

細胞外の 5-HT 濃度を上昇させる選択的 5-HT 再取り込み阻害薬が広く使用されてい

るものの、十分な治療を行っても奏功しない治療抵抗性うつ病の存在や薬効発揮まで

に長期間の連続投与が必要なこと、さらには吐き気や不安作用などの副作用が問題と

なっている。そのため、副作用が少ない画期的な新規抗うつ薬の開発は急務である。

しかし様々な脳領域間で多様な神経接続を形成している 5-HT 神経回路の中で、どの

亜集団がいかなる情動の制御に関与しているのかといった詳細な神経メカニズムは

ほとんど明らかになっていない。そこで本研究では第二章においては嗜好と嫌悪の調

整、第三章においては抗うつ作用をそれぞれ司る 5-HT 神経回路の同定とそのメカニ

ズムの解明を目指して検討を行った。結果、新規知見を得たので、報告する。 

第一章においては、複数の神経細胞種に対して特異性と発現量を決定しているプロ

モーター領域の単離をマカクサルの遺伝子配列を使用して行い、結果 7種類の神経細

胞種に対して 80%以上という高い特異性を有するプロモーター配列の単離に成功し

た。 

第二章においては、セロトニン神経特異的な神経活動を制御することを可能とした

アデノ随伴ウイルスベクター (AAV) を新たに開発し、背側縫線核の 5-HT 神経回路

の活動変化が報酬処理に与える影響について検討した。その結果、腹側被蓋野に投射

する背側縫線核セロトニン神経活動が嗜好/嫌悪のバランスを決定していることが明

らかとなった。 

第三章においては、抗うつ作用を司る背側縫線核セロトニン神経回路の同定とその
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神経メカニズムについて検討を行った。その結果、背側縫線核の 5-HT 神経および腹

側被蓋野に投射する背側縫線核 5-HT 神経回路の活性化を行うことで、ストレス誘発

のうつ様症状が改善することが明らかとなった。さらに、上記の神経細胞あるいは神

経回路の活性化により背側海馬歯状回に存在する過去の快感経験時に活性化した神

経細胞集団が優先的に再活性化され、これらの効果はドパミン神経伝達を遮断するこ

とで減弱することが明らかとなった。 

これらの研究成果について以下に論述する。 

 

なお、本文中で使用した略語は以下の通りである。 

5-HT: 5-hydroxytryptamine, serotonin 

SSRI: selective serotonin reuptake inhibitor 

SERT: serotonin transporter 

LVV: lentiviral vector 

AVV: adeno associated viral vector 

PBS: phosphate buffered saline 

VGLUT3: vesicular glutamate transporter 3 

TetO: tTA-dependent enhancer 

tTA: tetracycline-controlled transcriptional activator  

CSDS: chronic social defeat stress 

DRN: dorsal raphe nucleus 

VTA: ventral tegmental area 

LH: lateral hypothalamus 

CeA: central amygdala 

NAc: nucleus accumbens 

VP: ventral pallidum 

mPFC: medial prefrontal cortex 

  



 

3 

 

第一章 

サルゲノム中の神経細胞種特異的なプロモーター配列の同定 

 
 統合失調症や大うつ病性障害など多くの精神疾患の発症の背景には、様々な脳内

の神経細胞の機能異常が関与している 1,2。これらの疾患の詳細なメカニズムを解明す

るために、光遺伝学的技術あるいは人工受容体などの遺伝学的ツールが広く使用され

ている 3,4。実際これらの手法を齧歯類に使用することで、上記の疾患の根底にある神

経メカニズムが徐々に明らかとなってきている 5。一方、ヒトとサルの脳では記憶あ

るいは学習などの高次機能に関して重要な役割を果たす大脳皮質などの構造が類似

していることが報告されている。また視床枕核など霊長類にのみ存在し齧歯類には存

在しない脳領域も存在しており、ヒトと同様に磁気共鳴画像などの画像診断もサルを

用いた研究では可能である。さらにサルの遺伝情報はヒトと相同性が非常に高く、サ

ルは高い知能を有していることから齧歯類では困難な複雑な作業を行うことも可能

である 6,7。以上から、サルの脳内の神経細胞に遺伝学的ツールを導入することは齧歯

類で得られた知見を応用するのに役立つだけでなく、精神疾患の根底にあるメカニズ

ムを解明する上で非常に有用である。 

標的とする神経細胞の活動介入あるいは観察を行うためには、特定の神経細胞集団

に十分量の外的遺伝子を発現させる必要がある 8,9。マウスでは、Cre 依存性マウスあ

るいはCre依存性アデノ随伴ウイルスベクターを利用することでこれを実現してきた
10,11。一方、サルのように Cre 系統が入手しにくい哺乳類において細胞種特異的な遺

伝子の導入を実現させるためには、神経細胞種に対する特異性と発現量を決定してい

る配列であるプロモーター配列の同定が重要な鍵となる。これまでの研究から human 

synapsin (hSyn) あるいは calmodulin kinase IIα (CaMKIIα) プロモーター配列を使用す

ることで、それぞれ不特定の神経細胞および興奮性神経細胞を標的とした遺伝子導入

が行われている 12,13。最近では Stauffer らによりドパミン神経細胞に対し高い特異性

と発現量を有する tyrosine hydroxylase (TH) のプロモーター配列が単離され、サルの

脳内でドパミン神経の活動を光遺伝学的に制御することが可能となった 14。さらに

El-Shamayleh らにより、L7プロモーター配列を使用することでサルの小脳に存在する

プルキンエ細胞の光遺伝学的制御が可能であることが明らかとなった 15。興味深いこ

とに、これらの報告ではマカクサルのゲノム配列から単離したプロモーター配列が齧

歯類でも有効であることが確認されている。さらに哺乳類の遺伝子配列を系統的に比

較すると、プロモーター領域はイントロン領域やゲノム全体に比べて高度に保存され

ていることが知られている 16。これらの報告と一致するように、5-HT 合成の律速酵

素である tryptophan hydroxyrase-2 (TPH2) のプロモーター領域がマウスとラット間で
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保存されており、TPH2 プロモーターを持つレンチウイルスベクター (LVV) を使用す

ることで in vivo でセロトニン神経細胞の操作が可能であることが西谷らにより報告

された 9。 

そこで本章では、マウスとサルのゲノム配列における各遺伝子座の上流領域を比較

解析することにより、カニクイザルの somatostatin (SST)、cholecystokinin (CCK)、

parvalbumin (PV)、serotonin transporter (SERT)、chline acetyltransferase (ChAT)、substance 

P (SP)、enkephalin (PENK) のプロモーター候補配列を単離した。レンチウイルスベク

ター17を用いて単離したカニクイザルゲノム配列のプロモーター活性をマウスで調べ

たところ、これらのプロモーター候補配列は神経細胞種ごとに高い特異性を有するこ

とが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

実験方法 

 
1) 実験動物 

実験には C57BL/6J 系マウス (6-9週齢: Japan SLC, Shizuoka, Japan) を使用した。実

験は全て京都大学動物実験委員会による審査・承認を受け、「動物実験に関する日本

薬理学会指針」を遵守して行われた。 

 

2) 各神経細胞種の上流配列の単離とウイルスベクターの構築 

somatostatin (SST)、cholecystokinin (CCK)、parvalbumin (PV)、serotonin transporter 

(SERT)、chline acetyltransferase (ChAT)、substance P (SP)、enkephalin (PENK) の各上流

配列をカニクイザル (Macaca fascicularis) のゲノムDNAからPCR法で単離した。PCR

は、KOD FX Neo (TOYOBO, Osaka, Japan) またはQ5 DNAポリメラーゼ (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, USA) を用いて行った。プライマーの塩基配列を表1に示した。

PCRで増幅した上流配列をMluI/NotIで処理し、MluI/NotIで処理した

pTYF-super-mcTPH2-4.0-Venus-WPREにライゲーションした。ライゲーション反応はす

べてDNA Ligation Kit Mighty Mix (Takara bio, Otsu, Japan) を用いて実施した。 

表1 

Primer name Sequence (5' to 3') 

M-SST-0.3 k-Venus Fw TTACGCGTgcatgtgtgggagtgaaattatgg 
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M-SST-0.3 k-Venus Rv TTGCGGCCGCcaaactctaggcgcggatcag 

M-CCK-0.5 k-Venus Fw TTACGCGTtgccatttcccacctacactttg 

M-CCK-3.9 k-Venus Fw AAACGCGTtctaccttgattgctcctgc 

M-CCK-0.5, 3.9 k-Venus Rv AAGCGGCCGCcacccagaaaccggcttag 

M-PV-0.7 k-Venus Fw TTACGCGTgagaccaggaaagcaagtagttag 

M-PV-1.8 k-Venus Fw TTACGCGTctgagctgagatgtatggcac 

M-PV-0.7,1.8 k-Venus Rv TTGCGGCCGCgcaactgtttgagcggg 

M-SERT-0.5 k-Venus Fw TTACGCGTgggacagagaggaattagacaagg 

M-SERT-1.9 k-Venus Fw TTACGCGTctctgaatgccagcacctaacc 

M-SERT-0.5,1.9 k-Venus Fw TTACCGGTcctcacatggtctgatctctag 

M-vAChT-1.1 k-Venus Fw TTACGCGtgggggcgaggcaacttctg 

M-vAChT-1.9 k-Venus Fw TTGGCGCGCctgcgtctaatgctgctttgctt 

M-vAChT-1.1,1.9 k-Venus Rv TTGCGGCCgcccccaccccgatgctcttc 

M-SP-0.8 k-Venus Fw TTACGCGTcagcaagaaagtgtaggagagaagc 

M-SP-1.7 k-Venus Fw TTACGCGTtttacgtcacccagaccatg 

M-SP-0.8,1.7 k-Venus Rv TTGCGGCCGCgctctttcgcctgctgagtg 

M-PENK-0.9 k-Venus Fw TTGGCGCGCtttgtcacctggccgtgtc 

M-PENK-2.2 k-Venus Fw TTACGCGTtcccgaccttgctactgtgatg 

M-PENK-0.9,2.2 k-Venus Rv TTGCGGCCGCgtgcttcgagcctgtct 

 

3) LVVの作製 

LVVの作製および精製は既報に従って行った9,18。 Lenti-X 293T細胞 (Clontech, 

Mountain View, USA) を60〜70％の培養密度まで増殖させ、パッケージングベクター

およびシャトルコンストラクトをpolyethylenemine (Polysciences, Warrington, USA) で

感染させた。16〜18時間の培養後、上清を採取し、新鮮な培地を加えた。 30時間の

培養後、上清を回収し、最初の上清と混合した。上清を0.45 µm孔径のPVDF膜 

(Millex-HV, Billeria, Merck Millipore) により濾過し、SW-28ローター (Beckman-Coulter, 

Brea, USA) 中で23,000 rpmで2時間超遠心分離した。沈殿物をPBSに再懸濁し、-80℃

で保存した。LVVの力価をp24 ELISA kit (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) により

測定し、約1 × 1010 IU/mLと推定した。 

  

4) 脳定位手術 

 マウスはペントバルビタール (50 mg/kg) 麻酔下で小動物用脳定位固定装置 

(Narishige, Tokyo, Japan) に固定し、脳アトラス19に従い、LVVを1 μL投与した。各細

胞種のプロモーター配列の活性評価は以下の座標で行った。SSTとCCK: 帯状皮質 
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(ブレグマよりAP +0.98 mm、ML +0.3 mm、DV +2.0 mm) あるいはM2皮質 (ブレグマ

よりAP +0.74 mm、ML +1.0 mm、DV +1.5 mm)、PV: 視床網状核 (ブレグマよりAP -0.70 

mm、ML +1.1 mm、DV +4.2 mm)、SERT: 背側縫線核 (ブレグマよりAP -4.3 mm、ML 

+1.2 mm、DV +3.6 mm)、vAChT: 外側背側被蓋部 (ブレグマよりAP -5.0 mm、ML +0.5 

mm、DV +3.3 mm)、SPとPENK: 線条体 (ブレグマよりAP +0.38 mm、ML +2.0 mm、

DV +3.5 mm)。 

 

5) 凍結切片の作製と免疫染色法 

 LVVの投与1週間後、マウスをペントバルビタール麻酔下にて開胸し、0.01 M PBS 

(pH 7.4) を15 mL 経心灌流することで脱血した後、4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 

M phosphate buffer (PB: pH 7.4) で経心灌流し、全身を固定した。その後、全脳を採取

し、15 % sucrose in 0.01 M PBS に4 ℃にて一晩静置し、ドライアイスにより凍結した。

次に、ミクロトーム刃 (LEICA819: Leica, Nussloch, Germany) を装着した凍結ミクロ

トーム (LEICA3000: Leica) を用いて厚さ30 µm の凍結切片を作製し、MAS コート付

きスライドガラス (Matsunami, Osaka, Japan) に接着させ、凍結切片を風乾後、-80 ℃

で凍結保存した。スライドガラス上の冠状切片を免透過処理のために0.25％

Triton-X100 (Nacalai Tesque) を含むPBSに浸し15 分洗浄後、抗体希釈液 (4%ウマ血清

を含む0.25 % Triton-X100 含有PBS) を用いて、一次抗体を希釈し、反応させた。各一

次抗体の反応条件は表2に記載した。PBS による洗浄後、遮光し、二次抗体液中で室

温にて2時間反応させた。二次抗体として、Alexa Fluor 488, 594-labeled donkey anti-goat 

IgG、Alexa Fluor 488, 594-labeled donkey anti-rabbit IgG、Alexa Fluor 594-labeled donkey 

anti-sheep IgG、Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rat IgG (1:200: Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA) を抗体希釈液で希釈して用いた。PBSで洗浄後、VECTASHIELD Hard 

set (H-1400; Vector Laboratories) とカバーガラス (Matsunami) を用いて封入した。乾

燥後、共焦点顕微鏡 (Fluoview FV10i, Olympus, Tokyo, Japan) により画像を取得した。 

表2 

1次抗体 ホスト 会社 
希釈

倍率 
反応条件 

green fluorescent 

protein (GFP) 
ウサギ Invitrogen 2000  

green fluorescent 

protein (GFP) 
ヤギ 

Frontier 

Institute 
1000  

somatostatin 

(SST) 
ウサギ 

Peninsula 

Laboratories 

International 

500 
4℃、~72時間、抗原賦活化 ( citrate 

buffer、80℃、30分) 
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procholecystokinin 

(CCK) 
ウサギ 

Frontier 

Institute 
100 

4℃、~72時間、抗原賦活化 

( HistoVT One (Nacalai Tesque)、

70℃、20分) 

parvalbumin (PV) ヤギ 
Frontier 

Institute 
100 

室温、~24時間、抗原賦活化 

( citrate buffer、80℃、30分) 

Tryptophan 

hydroxylase 2 

(TPH2) 

羊 MerckMillipore 500 4℃,、~24時間 

choline 

acetyltransferase 

(ChAT) 

ヤギ MerckMillipore 200 室温、 ~24時間 

substance P (SP) ラット Abcam 100 
4℃、~72時間、抗原賦活化 ( citrate 

buffer、80℃、30分) 

preproenkephalin 

(PENK) 
ウサギ Neuromics 500 

室温、~24時間、抗原賦活化 

( citrate buffer、80℃、30分) 

 

6) 解析 

値は全て、平均値±標準誤差で標記した。特異性は、レポーター遺伝子であるVenus

陽性細胞と各細胞種陽性細胞数の共局在率を測定することで評価した。 

 

 

 

 

 

実験結果 

SST、CCK、PVのプロモーター候補配列の単離と機能検証  

大脳皮質に存在する抑制性の神経細胞は SST、CCK、PV陽性細胞などいくつかの

サブタイプに分類される。しかしこれらのサブタイプごとに特異的に作用するプロモ

ーター配列は同定されていない。そこでまず zPicture20を使用して、マウスとカニク

イザルのゲノム配列の相同性を解析した。その結果、SST遺伝子座の開始コドンの上

流に高く遺伝子配列が保存されている領域が存在していることが明らかとなった 

(図 1A)。次にレポーター遺伝子である Venus の上流に、この高い相同性が確認された

マカクサルゲノム配列を持つ LVVを作製し (LVV-SST-0.3 kb::Venus)、マウスの皮質

領域に投与し、1週間後に免疫組織化学的検討により特異性を評価した。その結果、

GFP 免疫陽性細胞の 93.8 ± 4.1％が SST免疫陽性であった (n = 4、図 1B)。同様に CCK
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遺伝子座の上流においてもマウスとマカクサルのゲノム配列を解析し、相同性が高い

領域をプロモーター候補配列として分離した (図 2A)。これらのプロモーター候補配

列を有している LVV をマウスの皮質領域に投与し特異性を評価した結果、0.5 kbの

プロモーター候補配列を有する LVV (LVV-CCK-0.5 kb::Venus) は、GFP 免疫陽性細胞

の 88.0 ± 3.3% が CCK 免疫陽性であった一方で (n = 3、図 2B、C)、3.9 kb のプロモ

ーター候補配列を有するLVV (LVV-CCK-0.5 kb::Venus) は、GFP免疫陽性細胞とCCK

免疫陽性細胞の共局在率は 50.9 ± 3.3%であった (n = 3、図 2D、E)。さらに PVについ

ても同様に検討したところ、GFP 免疫陽性細胞と PV免疫陽性細胞の共局在率は、0.8 

kbのプロモーター候補配列(LVV-PV-0.8 kb::Venus) の場合、84.0 ± 1.4%、1.8 kb のプ

ロモーター候補配列 (LVV-PV-1.8 kb::Venus) の場合、79.3 ± 0.5%であった (図 3A-E)。  

 

 

 

 

 

 

 

図 1 マウス脳内におけるマカクサル SSTプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクザルの SST 遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプ

ロモーターの模式図。 

(B) LVV-SST-0.3 kb::Venusを投与してから 1週間後、Venus発現細胞と SST発現細胞を免疫組

織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、20 μm (高倍率)。 

(C) SST と GFPの共局在率。n = 4. 
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図 2 マウス脳内におけるマカクサル CCKプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクザルの CCK 遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプロ

モーターの模式図。 

(B,D) LVV-CCK-0.5 kb::Venus (B)、LVV-CCK-3.9 kb::Venus (D) を投与してから 1週間後、Venus発
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現細胞と CCK発現細胞を免疫組織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、

20 μm (高倍率)。 

(C,E) CCKと GFP の共局在率。n = 3. 
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図 3 マウス脳内におけるマカクサル PVプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクザルの PV遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプロモ

ーターの模式図。 
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(B,D) LVV-PV-0.8 kb::Venus (B)、LVV-PV-1.8 kb::Venus (D) を投与してから 1 週間後、Venus発現細

胞と CCK発現細胞を免疫組織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、20 μm 

(高倍率)。 

(C,E) CCKと GFP の共局在率。n = 3. 

 

 

セロトニン作動性、コリン作動性神経細胞のプロモーター候補配列の単離と機能検証  

セロトニンやアセチルコリンなどの神経伝達物質は気分調整あるいは学習機能な

どに対して重要な役割を果たしている 21,22。当研究室では以前、マウスとラットの

TPH2遺伝子の上流にあるプロモーター配列がマウスとラットのセロトニン神経細胞

に対して高い特異性と発現量を有していることを報告した 9。しかし、霊長類のセロ

トニン作動性神経細胞やコリン作動性神経細胞に選択的に作用するプロモーター配

列に関しては未だ報告されていない。そこで初めにセロトニン神経細胞に対して特異

的なマーカー遺伝子として知られているセロトニントランスポーター (SERT) 遺伝

子の上流領域におけるマウスとマカクザルのゲノム配列の相同性を zPicture20により

解析し、マカクザルにおける SERT のプロモーター候補配列を単離した (図 4A)。LVV

の作製後、背側縫線核 (DRN) に投与し免疫組織学的検討を行った結果、プロモータ

ー候補配列が 1.9 kb (LVV-SERT-1.9 kb::Venus) の場合、GFP 免疫陽性細胞の 93.8 ± 

0.9% が TPH免疫陽性であった (n = 3、図 4B、C)。一方で、0.5 kb (LVV-SERT-0.5 

kb::Venus) の場合の GFP 免疫陽性細胞と TPH 免疫陽性細胞の共局在率は 56.3 ± 1.4%

であった (n = 3、図 4D、E)。次にコリン作動性神経のマーカー遺伝子である小胞ア

セチルコリントランスポーター (vAChT) についても同様に検討したところ、GFP 免

疫陽性細胞と同じくコリン作動性神経細胞のマーカー遺伝子である choline acetyl 

transferase (ChAT) 免疫陽性細胞の共局在率は、プロモーター候補配列を 1.8 kb 

(LVV-vAChT-1.8 kb::Venus) にした場合 83.1 ± 3.9%、1.1 kb (LVV-vAChT-1.1  

kb::Venus) の場合 52.3 ± 4.8%であった (図 5A-E)。  



 

13 

 

 

図 4 マウス脳内におけるマカクサル SERTプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクザルの SERT 遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプロ

モーターの模式図。 
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(B,D) LVV-SERT-0.5 kb::Venus (B)、LVV-SERT-1.9 kb::Venus (D) を投与してから 1週間後、Venus

発現細胞と TPH発現細胞を免疫組織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、

20 μm (高倍率)。 

(C,E) TPH と GFP の共局在率。n = 3. 
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図 5 マウス脳内におけるマカクサル vAChTプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクの vAChT 遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプロモ

ーターの模式図。 
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(B,D) LVV-vAChT-1.1 kb::Venus (B)、LVV-vAChT-1.8 kb::Venus (D) を投与してから 1週間後、Venus

発現細胞と ChAT 発現細胞を免疫組織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、

20 μm (高倍率)。 

(C,E) ChATと GFPの共局在率。n = 3. 

 

 

線条体中棘神経細胞のプロモーター候補配列の分離と機能検証  

線条体は大脳基底核の一部であり、運動機能や意思決定に重要な役割を果たしてい

る 23,24。線条体の神経細胞の大部分は中棘ニューロン (MSN) であり、MSNはサブス

タンス P (SP) を発現する神経細胞と、エンケファリンを発現する神経細胞に分類さ

れる。そこで、SP とエンケファリンの前駆体である preproenkephalin (PENK) につい

て、同様に Zpicture20を使用することで、マウスとマカクザルにおいゲノム配列の相

同性が高い領域を解析し、プロモーター候補配列の単離後 LVVを作製し線条体に投

与した (図 6A、7A)。SP の解析の結果、プロモーター候補配列が 0.8 kb (LVV-SP-0.8 

kb::Venus)、1.7 kb (LVV-SP-1.7 kb::Venus) の両方の場合において、GFP 免疫陽性細胞

と SP 免疫陽性細胞の高い共局在率が確認された (0.8 kb: 91.7 ± 3.8%、1.7 kb: 87.4 ± 

4.9%) (図 6B-E)。一方 PENKにおいて、プロモーター候補配列が 0.9 kb (LVV-PENK-0.9 

kb::Venus) の場合、88.0 ± 1.7%、2.2 kb (LVV-PENK-2.2 kb::Venus) の場合、61.0 ± 5.8%

であった (図 7B-E)。 
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図 6 マウス脳内におけるマカクサル SPプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクザルの SP 遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプロモ

ーターの模式図。 
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(B,D) LVV-SP-0.8 kb::Venus (B)、LVV-SP-1.7 kb::Venus (D) を投与してから 1 週間後、Venus発現細

胞と SP 発現細胞を免疫組織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、20 μm (高

倍率)。 

(C,E) SPと GFPの共局在率。n = 3. 

 



 

19 

 

 

図 7 マウス脳内におけるマカクサル PENKプロモーター配列の特異性の検討 

(A) 上: マウスとマカクの PENK遺伝子における上流領域の配列の類似性。下: 単離したプロモー

ターの模式図。 
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(B,D) LVV-PENK-0.9 kb::Venus (B)、LVV-PENK-2.2 kb::Venus (D) を投与してから 1週間後、Venus

発現細胞とPENK発現細胞を免疫組織学的検討により解析した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、

20 μm (高倍率)。 

(C,E) PENK と GFP の共局在率。n = 3. 

 

 

 

 

 

考察 

神経細胞に外的遺伝子を特異的に導入させ得るプロモーター配列は非常に有用な

技術であるものの、マウス以外の動物種においてその配列はほとんど特定されていな

い。本研究ではサルとマウスにおいて、種を超えて保存されているプロモーター領域

の探索を行い、その特異性をマウスの脳内の神経細胞により評価した。その結果、複

数の神経細胞に対して、遺伝子発現を特異的に制御するマカクサルのプロモーター配

列の同定に成功した。本研究で明らかにしたプロモーター配列は、マカクザルのよう

な他の生物種においても同様に高い特異性を期待できるものであると考えられる。 

近年、微生物由来の光感受性タンパク質であるチャネルロドプシン2 (ChR2) 等を

神経に発現させ、光により神経活動を亢進/抑制する技術が急速に発展している (光遺

伝学)3。しかしChR2を非特異的に神経細胞に発現させるだけでは不十分であり、どの

神経が精神疾患の発症に関与しているかを明らかにするためには、標的とする神経に

のみChR2を十分量発現させることが必要である。本研究では、カニクイザルの複数

の遺伝子の上流領域を用いることで、マウスの神経細胞に特異的に発現させることが

できることを示した。一方で単離されたプロモーターの一部は免疫組織化学的増強な

しでVenusの蛍光が検出可能であったものの、これらのプロモーターが生体内での活

動を操作するのに十分であるかは明らかとなっていない。Staufferらは、ドパミン神経

細胞種のプロモーター配列とCre依存性のウイルスベクターを組み合わせることで、

サルのドパミン神経を特異的に光操作することを可能にした14。そのため本研究で単

離したマカクザルのプロモーター配列においても、上記の遺伝子改変技術と併用する

ことで、in vivoで種々の神経細胞の活性を操作するのに十分な発現量を有することが

できると示唆される。 

本研究では、迅速な遺伝子発現のためにLVVを使用したが、現在最も汎用的に使用

されているウイルスベクターはアデノ随伴ウイルスベクター (AAV) であり25,26、

LVVと同様にAAVも標的細胞で長期的な遺伝子発現が可能である27,28。しかし、一般

的なAAVは5 kb以上の遺伝子を搭載することができないのに対し，LVVでは9 kbまで
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対応可能である29,30。本研究で同定されたプロモーター配列はいずれにおいても2 kb

よりも短いものであるため、導入遺伝子のための十分な余地を残しながらAAVに組み

込むことができるものであると考えられる。 

本章では、細胞種特異的なプロモーターとして作用する可能性のある配列をマカク

ザルのゲノム中より同定し、マウスの脳内で特異性を評価した。これらのプロモータ

ー配列は、非ヒト霊長類における細胞種ごとの神経機能の解析を行うにあたって有用

なツールとなりえることが期待される。 
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第二章 

嗜好/嫌悪における背側縫線核セロトニン神経の役割の解明 

 
報酬処理は生存あるいは繁殖のための基本的な機能であり、この報酬処理を司る神

経回路の機能異常は、大うつ病性障害や統合失調症といった精神疾患の原因となるこ

とが知られている31–35。これまでの研究から、中脳の腹側被蓋野 (VTA) に存在する

ドパミン (DA) 神経が報酬処理と動機付けに重要な役割を果たしていることが示唆

されている36,37。またDA神経に加えて、セロトニン (5-HT) 神経も報酬処理に重要な

役割を果たしていることが過去の報告から示唆されている38–41。これまでに5-HT神経

の起始核である背側縫線核 (DRN) を自己刺激することで報酬に対する十分な強化学

習が得られること42–45、DRN内に存在する一部分の神経細胞の活動の大きさは報酬の

大きさに相関することが明らかとなっている6,46。さらに選択的セロトニン再取り込み

阻害薬 (SSRI) や5-HT1A受容体阻害薬により細胞外の5-HT濃度を上昇させることで、

依存性薬物であるニコチンやアンフェタミンの退薬症状の一種である興味の低下が

弱まることが過去に報告されている47。一方でドパミントランスポーターあるいはド

パミン欠損マウスはコカイによる報酬効果が惹起されるが、この報酬効果は5-HTトラ

ンスポーターの寄与によるものであると考えられている48,49。さらにDA神経の活動は

5-HTにより調節されることも報告されており50、DRNの5-HT神経が報酬処理に重要な

役割を果たしていることが強く示唆されている。 

 DRNに存在する多数の5-HT神経細胞は、VTA、側坐核 (NAc)、外側視床下部 (LH)

などの報酬処理との関連性が示唆されている脳領域に投射していることが知られて

おり、5-HT神経回路の機能変化が報酬系に対して重要な役割を果たすことが示唆され

ている51–53。実際、DRNの5-HT神経の活動変化が報酬関連行動に与える影響ついて複

数の遺伝子改変マウスを用いて過去に研究されている。LiuらやLiらは報酬行動の一種

であるスクロース摂取によりDRNの5-HT神経の活動性が上昇すること40、DRNの5-HT

神経細胞の活性化により報酬関連行動が惹起されることをePet1-Creマウスを使用し

て明らかにした39。一方McDevittらは、LiuらやLiらと同じePet1-Creマウスを使用して

DRNの5-HT神経を活性化しても報酬関連行動が惹起されないことを報告している54。

さらにFonsecaらはMcDevittらと同様に、DRNの5-HT神経の活性化により報酬関連行

動は惹起されないという結果をSERT-Creマウスを使用して報告している55。しかし

Wangらは最近、SERT-Creマウスを使用し、DRNからVTAへに投射している5-HT神経

回路を活性化することで、グルタミン酸および5-HT3受容体の活性化を介して報酬関

連行動が誘導されることを明らかにした41。このように、DRNの5-HT神経の活性化に

よる脳内報酬系回路に与える影響については未だ明確な結論出ておらず、さらにDRN
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の5-HT神経の抑制が報酬あるいは嫌悪の増減にどのような影響を与えるのかは未だ

解明されていない。 

 そこで本章では、5-HT 神経に対して選択的に遺伝子を導入する 2 つの異なる方

法を使用し、DRNの 5-HT神経活動の亢進と抑制が報酬あるいは嫌悪に与える影響に

ついて光遺伝学的手法により検討した。マウスの tryptophan hydroxyrase-2 (TPH2) プ

ロモーターの制御下で光感受性タンパク質を発現させたアデノ随伴ウイルスベクタ

ー (AAV) を新たに作製し、DRNの 5-HT神経を光遺伝学的に操作することによる報

酬関連行動に対する影響を検討した。また、TPH2-tTA 遺伝子改変マウス 56と tTA 依

存性 AAV を併用して、同様の検討を行った。その結果、TPH2 プロモーター制御下

の AAVを使用することで、DRNの 5-HT神経および DRNから VTA へ投射している

5-HT 神経回路 (5-HTDRN→VTA) の光刺激による活動性の亢進は、光活性と関連付けら

れたノーズポーク行動の回数の上昇および光活性と関連付けられた区域での滞在時

間を有意に増加させた。また TPH2-tTA 遺伝子改変技術を使用した場合においても、

DRNの 5-HT神経の光遺伝学的活性化により報酬関連行動が、阻害により嫌悪行動が

それぞれ惹起されることが明らかとなった。これらの結果は、DRN の 5-HT神経の活

動が嗜好/嫌悪のバランスを決定していることを強く示唆している。 

 

 

 

 

 

実験方法 

 
1) 実験動物 

実験には C57BL/6J 系マウス (6-9 週齢: Japan SLC, Shizuoka, Japan)、あるいは

TPH2-tTA 遺伝子改変マウス 56を使用した。実験は全て京都大学動物実験委員会によ

る審査・承認を受け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行われた。 

 

2) ウイルスベクターの構築 

PCRは、Q5DNAポリメラーゼ (New England Biolabs, Ipswich, USA) を用いて行った。

すべてのライゲーション反応は、T4 DNAリガーゼ (BioAcademia, Osaka, Japan) を用

いて行った。AAV-mTPH2-Venus-WPRE (mTPH2::Venus) の構築は以下の様に行った。

pTYF-mTPH2-Venus-WPRE9をテンプレートとしてPCRでmTPH2-Venus断片を増幅し、

pAAV-hSyn-DIO-hM3Dq-mCherry (Addgene, 44361) とライゲーションすることで

mTPH2::Venusを作製した。AAV-mTPH2-CheRiff-EGFP-WPRE (mTPH2::CheRiff) の構
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築は以下の様に行った。CheRiff-EGFP断片をDRH296:FCK-Optopatch2 (Addgene, 

51694) からPCR増幅し、mTPH2::VenusにライゲーションすることでmTPH2::CheRiff

を作製した。 AAV-TetO-Venus (TetO::Venus) の構築は以下の様に行った。

pFUW-TetO-OSKM (Addgene, 20321) からPCRによって増幅されたTetO断片および

mTPH2::Venus か ら PCR に よ っ て 増 幅 さ れ た Venus 断 片 を 、

pAAV-hSyn-DIO-hM3Dq-mCherry (Addgene, 44361) とライゲーションすることで

TetO::Venusを作製したAAV-TetO-CheRiff-EGFP (TetO::CheRiff) の構築は以下の様に行

った。CheRiff-EGFP断片をDRH296: FCK-Optopatch2 (Addgene, 51694) からPCR増幅し、

TetO::Venus に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と で TetO::CheRiff を 作 製 し た 。

AAV-TetO-eArchT-EYFP (TetO::eArchT) の構築は以下の様に行った。eArchT-EYFP断片

をmTPH2-eArchT3.0-eYFP-WPRE55からPCR増幅し、TetO::Venusにライゲーションする

ことでTetO::eArchTを作製した。 

 

3) AAVの作製 

Lenti-X 293T細胞 (Clontech, Mountain View, USA) を60〜70%の培養密度まで増殖

させ、8 μgのヘルパーベクター、5 μgのDJベクターおよび5 μgのトランスファープラ

スミドをpolyethylenemine (Polysciences, Warrington, PA, USA) で感染させた。60〜72

時間の培養の後、上清を除去した。 上清を除去したディッシュ上に、500 μLの1 X グ

ラジエントバッファーを加え細胞を回収した。回収した細胞懸濁液を液体窒素の中に

入れ10分間凍結し、細胞が完全に融解するまで55℃の水浴中に置いた。融解後、20mL

のシリンジと23ゲージの針 (Terumo, Tokyo, Japan) を用いて細胞をすりつぶした。上

記の作業を3回繰り返したのち、benzonase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) を0.5 μL加え

37 ℃で45分間恒温放置した。その後、R20A2ローター (Koki Holdings, Tokyo, Japan) 中

で3,000 g、15分間の条件で遠心分離を行い、上清を回収した。超遠心チューブに15%、

25%、40%、58%の4層の勾配を用意し、ウイルスを含む上澄み液を4層の勾配の最上

層に滴下した。その後、50.2Tiローター (Beckman-Coulter, CA, USA) 中で48,000 rpm、

18 ℃、1時間45分の条件で超遠心分離した。超遠心分離後、18ゲージの針をつけた5mL

シリンジを40%グラジエントバッファー層と58%グラジエントバッファー層の境界面

から約1～2mm下に挿入し、3 mLの溶液をゆっくりと抽出した。回収した抽出物は、

-80 ℃で保存した。AAVの力価をqPCR法で測定し、約1.0×1013 IU/mLと推定した。 

  

4) 脳定位手術 

 マウスはペントバルビタール (50 mg/kg) あるいは3%イソフルラン (Escain, Pfizer, 

Tokyo, Japan) 麻酔下で小動物用脳定位固定装置 (Narishige) に固定し、脳アトラス19

に従い、AAVを背側縫線核 (ブレグマよりAP -4.3 mm、ML +1.2 mm、DV +3.6 mm) に

1 μLずつ投与した。光照射を行うためウイルス投与の4週間後、光ファイバーカニュ
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ーレの先端が標的領域の背側境界のすぐ上に来るようにマウスにカニューレを埋め

込んだ。光ファイバーカニューレの埋め込みには、以下の座標を使用した。背側縫線

核: DRN (ブレグマよりAP -4.3 mm、ML +1.2 mm、DV +3.3 mm、20°)、腹側被蓋野: VTA 

(AP -3.4 mm、ML ±0.5 mm、DV +4.3 mm)、外側視床下部: LH (AP –2.5 mm、ML ±0.9 mm、

DV +4.8 mm)、中央偏桃体: CeA (AP –1.1 mm、ML ±2.5 mm、DV +4.3 mm)、側坐核: NAc 

(AP +1.5 mm、ML ±0.75 mm、DV +3.9 mm)、腹側淡蒼球: VP (AP +0.3 mm、ML ±1.3 mm、

DV +4.6 mm)。 

 

5) In vivo 光遺伝学操作 

 光ファイバーカニューレは、マルチモードLC/PCセラミックフェルール (外径: 1.25 

mm, 孔径：270 µm, Thorlabs, Newton, USA) および、プラスチック光ファイバー (CK10、

直径: 250 µm, NA: 0.5, Mitsubishi Rayon, Tokyo, Japan) を用いて作製した。マウスに埋

め込んだ光ファイバーカニューレはロータリージョイント (Doric Lenses, Quebec, 

Canada) を介して、光ファイバーパッチコード (Doric Lenses) に接続した。ダイオー

ド励起固体 (DPSS) レーザー (Beijing Viasho Technology, Beijing, China) から出力さ

れたレーザー光はロータリージョイントに接続したFC / PCコリメーター (Thorlabs) 

を用いて光ファイバーに集光させた。DPSSレーザーは電気刺激装置 (Nihon Kohden, 

Tokyo, Japan) を用いて駆動した。mTPH2::CheRiff、mTPH2::Venus、TetO::CheRiff、お

よびTetO:: Venusを投与したマウスはオペラント条件付け試験で装置内に設置された

小窓に鼻を突っ込んだ際に青色光 (波長: 473 nm、先端出力: 5 mW、周波数: 20 Hz、

照射時間: 10 ms、20 パルス) を照射した。条件付け場所嗜好性試験では、条件付けセ

ッション時に (波長: 473 nm、先端出力: 5 mW、周波数: 20 Hz、照射時間: 10 ms、20

秒on/10秒off) の条件で光照射を行った。TetO::eArchTあるいはTetO::Venusを投与した

マウスでは、条件付け場所嫌悪試験の条件付けセッション時に緑色光の照射 (波長: 

532 nm、先端出力: 2-2.5 mW) を持続的に行った。 

 

6) 行動試験 

 光ファイバーカニュー埋め込みの2-3日後から全ての行動実験を行った。 

 

オペラント条件付け試験 

 防音箱の内部に小窓 (ENV-303M: Med Associates) を設置したオペラント装置 

(15.24 × 13.34 × 12.7 cm, L×W×H; Med Associates, Fairfax, VT, USA) を配置した。マウ

スに埋め込んだ光ファイバーカニューレを光ファイバーパッチコードと接続した後、

マウスをオペラント装置内に置き30分間自由に探索させた。マウスがオペラント装置

内に設置された小窓に鼻を突っ込むたびに、光ファイバーを介して青色光を照射した。

マウスが小窓に鼻を突っ込む回数 (ノーズポーク回数) を測定した。3日間連続して試
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験を実施した。 

 

条件付け場所嗜好性試験 

 条件付け場所嗜好性試験は既報に従って実施した57,58。試験装置は、視覚と触覚の

差異により互いを差別化できる同一の大きさの2つの区間で構成されており 

(15×24×30 cm)、片方の区画は白色で床が粗くなっており、もう片方の区画は黒色で床

が滑らかになっている。試験1日目 (プレテスト)、光ファイバーパッチコードを接続

していないマウスに2つの区間を900秒間自由に探索させ、探索期間中に各区間に滞在

した時間をANY-MAZEソフトウェア (ANY maze version 6.0, Stoelting, Wood Dale, IL, 

USA) を用いて計測した。プレテストで片方の区画に合計時間の80%以上 (720秒以

上) 滞在したマウスは以降の試験を実施しなかった。青色光照射を行う区間はバイア

ス方式に従って決定した59。すなわち、プレテスト時に各マウスがより少ない時間 

(450秒未満) を過ごした区間を以後光刺激を行う区間 (光照射対応区間) とした。試

験2日目と3日目 (条件付けセッション) に、マウスに埋め込んだ光ファイバーカニュ

ーレを光ファイバーパッチコードと接続した後、光照射なしで20分間、光刺激を実施

しない区画に置いた。4時間以上間隔をあけ、再び各マウスを光ファイバーパッチコ

ードと接続し、光照射対応区画に置いたと同時に、20分間の青色光照射を行った。試

験4日目 (ポストテスト) 、光ファイバーパッチコードを接続していないマウスに2つ

の区間を900秒間自由に探索させ、探索期間中に各区間に滞在した時間をANY-MAZE

ソフトウェアを用いて再び計測した。CPPスコアはポストテスト時に光照射対応区画

に滞在した時間からプレトテスト時に光照射対応区画に滞在した時間を差し引くこ

とで算出した。 

 

条件付け場所嫌悪性試験 

 試験装置は条件付け場所嗜好性試験視覚と同様のものを使用した。試験1日目 (プ

レテスト)、光ファイバーパッチコードを接続していないマウスに2つの区間を900秒

間自由に探索させ、探索期間中に各区間に滞在した時間をANY-MAZEソフトウェア

を用いて計測した。プレテストで片方の区画に合計時間の80%以上 (720秒以上) 滞在

したマウスは、以降の試験を実施しなかった。緑色光照射を行う区間はバイアス方式

に従って決定した59。すなわち、プレテスト時に各マウスがより多い時間 (450秒以上) 

を過ごした区間を以後光刺激を行う区間 (光照射対応区間) とした。試験2日目と3日

目 (条件付けセッション) に、マウスに埋め込んだ光ファイバーカニューレを光ファ

イバーパッチコードと接続した後、光照射なしで20分間、光刺激を実施しない区画に

置いた。4時間以上間隔をあけ、再び各マウスを光ファイバーパッチコードと接続し、

光照射対応区画に置いたと同時に、20分間の緑色光照射を行った。試験4日目 (ポス

トテスト)、光ファイバーパッチコードを接続していないマウスに2つの区間を900秒
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間自由に探索させ、探索期間中に各区間に滞在した時間をANY-MAZEソフトウェア

を用いて再び計測した。CPAスコアは、ポストテスト時に光照射対応区画に滞在した

時間からプレトテスト時に光照射対応区画に滞在した時間を差し引くことで算出し

た。 

 

7) 凍結切片の作製と免疫染色法 

 行動試験終了後、マウスをペントバルビタール麻酔下にて開胸し、0.01 M PBS (pH 

7.4) を15 mL 経心灌流することで脱血した後、4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M 

phosphate buffer (PB: pH 7.4) で経心灌流し、全身を固定した。その後全脳を採取し、

15 % sucrose in 0.01 M PBS に4 ℃にて一晩静置し、ドライアイスにより凍結した。次

に、ミクロトーム刃 (LEICA819: Leica, Nussloch, Germany) を装着した凍結ミクロト

ーム (LEICA3000: Leica) を用いて厚さ30 µm の凍結切片を作製し、MAS コート付き

スライドガラスに接着させ、凍結切片を風乾後、-80 ℃で凍結保存した。スライドガ

ラス上の冠状切片を免透過処理のために0.25％Triton-X100を含むPBSに浸し15 分洗

浄後、ウサギポリクローナル抗Green fluorescent protein (GFP) 抗体 (1:2000: A-11122, 

Life Technologies) およびヒツジポリクローナル抗TPH2抗体 (1:200: AB1541, Merck 

Millipore) を抗体希釈液 (4%ウマ血清を含む0.25 % Triton-X100 含有PBS) を用いて

希釈し、4℃で一晩反応させた。PBS による洗浄後遮光し、二次抗体液中で室温にて

2時間反応させた。二次抗体として、Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-rabbit IgG、Alexa 

Fluor 594-labeled donkey anti-sheep IgG (1:200) を抗体希釈液で希釈して用いた。PBSで

洗浄後、VECTASHIELD Hard set (H-1400: Vector Laboratories) とカバーガラスを用い

て封入した。乾燥後、共焦点顕微鏡により画像を取得した。全てのAAVの発現位置と

光ファイバーカニューレの挿入位置は、免疫組織化学的手法により確認した。AAV

の発現効率や光ファイバーカニューレの挿入に失敗したマウスから得られた行動試

験と組織学的検討の結果は除外した。 

 

8) 統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で標記した。統計解析はGraphPad Prism (バージョン8

および9, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) で行った。二群間の差はStudent’s 

t-testにより、三群以上の差は、two-way repeated ANOVAおよびBonferroni multiple 

comparisons testにより解析し、P < 0.05の差を有意であると見なした。また、各集団間

の等分散性はF-testsあるいはBartlett testsを用いて解析した。等分散性は全ての図にお

いて等しかった。 
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実験結果 

マウスTPH2プロモーターを有するアデノ随伴ウイルスベクターによるDRNの5-HT

神経特異的な活性化が報酬関連行動に及ぼす影響 

 これまでの研究から、マウスとラットのTPH2プロモーターを搭載したレンチウイ

ルスベクターが、それぞれマウスとラットの5-HT神経に対して高い選択性をもって外

的遺伝子を導入できることが報告されている9,17。本研究ではDRNの5-HT神経細胞体

だけでなく5-HTの軸索末端領域においての神経活動をも操作するためにマウスの

TPH2プロモーターの制御下のもと、興奮性の光感受性タンパク質の一種である

CheRiff60を搭載したアデノ随伴ウイルスベクター (AAV) を新たに作製した。作製し

たAVVの5-HT神経に対する特異性を検討するために、AAV-mTPH2-Venus-WPRE 

(mTPH2::Venus) をDRNに投与した。4週間後、多数のVenus免疫陽性細胞が確認され、

その95.5 ± 0.6%がTPH免疫陽性細胞であった (n = 4、図1A-D)。さらに、TPH免疫陽性

細胞中の78.8 ± 4.5%がVenus免疫陽性細胞であった (n = 4、図1D)。次にDRNの5-HT

神経細胞の活性化が報酬関連行動に及ぼす影響を検討するためにオペラント条件付

け試験と条件付け場所嗜好性試験を行った。AAV-mTPH2-CheRiff-EGFP-WPRE 

(mTPH2::CheRiff) あるいはmTPH2::Venusの投与から4週間後に、小窓を設置したオペ

ラント装置内にマウスを置き30分間自由探索させた。mTPH2::Venus、mTPH2::CheRiff

のいずれを投与されたマウスもオペラント装置内に設置された小窓に鼻を突っ込む

たびに光ファイバーを介して青色光がDRNの5-HT神経に照射され、それぞれのマウス

が小窓に鼻を突っ込む回数  (ノーズポーク回数 ) を測定した。その結果、

mTPH2::CheRiffを投与されたマウスはmTPH2::Venus投与群と比較して3日間連続で有

意に多いノーズポーク回数を示した (図1E)。一方条件付け場所嗜好試験では、試験1

日目 (プレテスト) にマウスに視覚と触覚の性質が異なる2つの区間を900秒間自由に

探索させ、探索期間中に各区画に滞在した時間を測定した。試験2日目と3日目は1日

目において滞在時間が多かった区画に対し光照射を実施せず20分間置き、4時間以上

の間隔をあけた後先ほどとは異なる部屋 (1日目に滞在時間が少なかった区画) に青

色光照射下で20分間自由に探索させた。試験4日目に、再び2つの区画を自由に探索さ

せ、1日目と4日目の光照射を行った区画の滞在時間の差 (4日目-1日目、CPPスコア) を

測定した。その結果、mTPH2::CheRiffを投与したマウス群は、mTPH2::Venus投与群と

比較して有意に高いCPPスコアを示した (図1F、G)。これらの結果から、mTPH2プロ

モーター制御下のAAVでDRNの5-HT神経を活性化することで、自己刺激行動や場所

嗜好性、すなわち報酬関連行動が惹起されることが明らかとなった。 
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図 1 マウス TPH2 プロモーター制御下での背側縫線核 (DRN) セロトニン神経 (5-HT) の選択

的活性化は自己刺激行動と場所嗜好性を誘発する。 

(A) AAV投与の概略図。 

(B,C) DRN に mTPH2::Venus または mTPH2::CheRiff を投与した。投与 4週間後に DRN を含む冠状

切片を作製し、抗 GFP および抗 TPH 抗体によって染色した。染色後、切片を共焦点顕微鏡法に

より観察した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、20 μm (高倍率)。Aq:中脳水道 

(D) TPH免疫陽性細胞とGFP免疫陽性細胞数の測定結果。上: GFP免疫陽性細胞中のGFPかつTPH

免疫陽性細胞の割合。下: TPH 免疫陽性細胞中の GFP かつ TPH免疫陽性細胞数の割合。n = 4、値

=平均値±標準誤差 

(E) オペラント条件付け試験におけるノーズポーク回数の結果。n = 7 (Venus), 15 (CheRiff)、値=平

均値±標準誤差、***P < 0.001 vs. Venus (1日目: mTPH2::Venus, 28.9 ± 2.3, mTPH2::CheRiff, 652.7 ± 

82.5、2日目: mTPH2::Venus, 15.9 ± 4.8, mTPH2::CheRiff, 868.4 ± 55.1、3日目: mTPH2::Venus, 17.1 ± 

4.9, mTPH2::CheRiff, 906.5 ± 55.9: two-way repeated-measures ANOVA: Interaction, F(2, 40) = 6.59, P = 

0.0034, Time, F(1.218, 24.35) = 5.37, P = 0.024, CheRiff, F(1, 20) = 83.84, P < 0.001: Bonferroni 

posttests: day1,2,3, ***P < 0.001)。 
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(F) 条件付け場所嗜好試験試験における CPP スコアの結果。n = 9 (Venus, CheRiff)、値=平均値±標

準誤差、***P < 0.001 vs. Venus (mTPH2::Venus, 51.39 ± 26.53秒, mTPH2::CheRiff, 253.2 ± 38.2秒: 

unpaired t-test: P = 0.0005)。 

(G) 自由探索時の軌跡の一例。Pre test: 試験 1日目、Post test: 試験 4日目、light on: 光照射を行っ

た区間。 

WT: 野生型、IR: 免疫反応性 

 

 

DRNの 5-HT 神経終末の特異的な光活性化が報酬関連行動に及ぼす影響 

 DRN の 5-HT 神経は腹側被蓋野 (VTA)、外側視床下部 (LH)、中央偏桃体 (CeA)、

側坐核 (NAc)、腹側淡蒼球 (VP) など多岐に渡る脳領域に投射していることが知られ

ている 51,61,62。そこで、DRNからのどこの脳領域に投射しているセロトニン神経回路

が報酬処理に関与しているかを検討した。まず初めに DRN に投与した

mTPH2::CheRiff が上記の脳領域まで十分な発現量をもたらしているかを検討するた

め、AAV の投与 4 週間後 VTA、LH、CeA、NAc、VP を含む冠状切片を作製し、抗

GFP 抗体によって染色を行った。その結果、いずれの脳領域においても強い GFP 免

疫応答が確認されたことから、これらの脳領域に十分量の CheRiff が発現しているこ

とが示唆される (図 2A-E)。次にこれらの脳領域に光ファイバーを挿入し、DRN の

5-HT 神経投射末端の局所刺激が報酬関連行動にどのような影響をもたらすかを検討

するために、オペラント条件付け試験を行った。その結果、DRNから VTAに投射し

ている 5-HT 神経終末の特異的な光活性化を行った場合のみ、顕著なノーズポーク回

数の上昇が確認された (図 2F)。以上の結果から、多様な神経接続を有している DRN

の 5-HT神経回路の中で、VTAに投射している DRNの 5-HT神経回路が報酬関連行動

の誘発に重要な役割を果たしていることが示唆される。 
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図 2 腹側被蓋野 (VTA) に投射する DRN の 5-HT 神経回路の局所的な光刺激は自己刺激行動を

誘発する。 

(A-E) 左: DRN に mTPH2::CheRiff を投与し、VTA (A)、LH (B)、CeA (C)、NAc (D)、VP (E) に光

ファイバーカニューレを挿入した。右：各脳領域における抗 GFP抗体で染色した染色図。スケー

ルバー = 100 μm。 

(F) オペラント条件付け試験におけるノーズポーク回数の結果。VTA: n = 8, LH: n = 7, CeA: n = 8, 

NAc: n = 8, VP: n = 7、値=平均値±標準誤差。**P < 0.01 vs. VTA, n.s.: not significant (day 1: VTA, 

240 .1 ± 56.1, LH, 28.3 ± 9.4, CeA, 17.0 ± 5.7, NAc, 17.4 ± 2.8, VP, 17.6 ± 7.6, day 2: VTA, 314.6 ± 53.9, 

LH, 21.1 ± 5.0, CeA, 14. 9 ± 3.3、NAc、13.6 ± 2.8、VP、13.6 ± 2.8, day 3: VTA, 382.9 ± 67.7, LH, 14.0 ± 

2.2, CeA, 13.9 ± 3.6, NAc, 16.5 ± 3.4, VP 15.4 ± 4.8: two-way ANOVA: Interaction, F(8, 66) = 6.298, P < 

0.001, Time, F(1.492, 49.23) = 4.118, P = 0.0326, Area, F(4, 33) = 26.40, P < 0.001: Bonferroni posttests: 

day 1, LH: P = 0.0672, CeA: P = 0.0526, NAc: P = 0.0536, VP: P = 0.0526 vs. VTA, n.s. day 2, LH: P = 

0.0093, CeA: P = 0.0084, NAc: P = 0.0082, VP: P = 0.0079 vs. VTA, **P < 0.01, day 3, LH: P = 0.0095, 

CeA: P = 0.0094, NAc: P = 0.0099, VP: P = 0.0096 vs. VTA, **P < 0.01)。          
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TPH2-tTA 遺伝子改変マウスによる DRN の 5-HT 神経特異的な活性化が報酬関連行

動に及ぼす影響 

 報酬処理に関するDRNの5-HT神経の役割をさらに検討するために、別の遺伝子改

変技術を使用して5-HT神経に外的遺伝子を導入した。テトラサイクリン制御性転写活

性化因子 (tTA) が5-HT神経に選択的に発現しているTPH2-tTA遺伝子改変マウスに
56,63,64、新たに作製したtTA依存性エンハンサーであるTetオペレーター配列 (TetO配

列) と光感受性タンパク質を有するAAVをDRNに投射した (図3A)。これらのマウス

における導入遺伝子の5-HT神経に対する特異性を免疫組織学的検討により評価した。

その結果、AAV-TetO-Venus (TetO::Venus) を投与したTPH2-tTAマウスでは、DRNに

おいて95.5 ± 0.7%のVenus免疫陽性細胞がTPH免疫陽性を示した (n = 3、図3A-D)。さ

らに74.5 ± 3.6%のTPH2免疫陽性細胞がVenus免疫陽性細胞であった (n = 3、図3D)。こ

れらの遺伝子改変マウスを使用してDRNの5-HT神経細胞の活性化が報酬関連行動に

及ぼす影響を検討するため、オペラント条件付け試験と条件付け場所嗜好性試験を行

った。結果、AAV-TetO-CheRiff-EGFP (TetO::CheRiff) を投与したマウスは、

TetO::Venus投与群と比較して3日間連続で有意に多いノーズポーク回数を示した (図

3E)。さらに条件付け場所嗜好試験においても、TetO::CheRiff投与マウス群は、

TetO::Venus投与群と比較して有意に高いCPPスコアを示した (図3F、G)。以上の結果

からTPH2-tTA遺伝子改変マウスを使用し、DRNの5-HT神経を活性化させた場合でも

自己刺激行動や場所嗜好性、すなわち報酬関連行動が引き起こされることが明らかと

なった。 
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図3 TPH2-tTA遺伝子改変マウスにおける背側縫線核 (DRN) セロトニン神経 (5-HT) の選択的

活性化は自己刺激行動と場所嗜好性を誘発する。 

(A) AAV投与の概略図。 

(B,C) TPH2-tTA 遺伝子改変マウスの DRNに TetO::Venusまたは TetO::CheRiff を投与した。投与 4

週間後に DRN を含む冠状切片を作製し、抗 GFP および抗 TPH 抗体によって染色した。染色後、

切片を共焦点顕微鏡法により観察した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、20 μm (高倍率)。Aq: 中

脳水道 

(D) TPH免疫陽性細胞とGFP免疫陽性細胞数の測定結果。上: GFP免疫陽性細胞中のGFPかつTPH

免疫陽性細胞の割合。下: TPH 免疫陽性細胞中の GFP かつ TPH免疫陽性細胞数の割合。n = 3、値

=平均値±標準誤差 

(E) オペラント条件付け試験におけるノーズポーク回数の結果。n = 9 (Venus), 16 (CheRiff)、値=平

均値±標準誤差、***P < 0.001 vs. Venus (1日目: TetO::Venus, 15.4 ± 6.5, TetO::CheRiff, 544.2 ± 83.9、2

日目: TetO::Venus, 11.8 ± 3.6, TetO::CheRiff, 660.4 ± 72.0、3日目：TetO::Venus, 10.1 ± 2.4, TetO::CheRiff, 

684.7 ± 67.5：two-way repeated-measures ANOVA: Interaction, F(2, 46) = 2.45, P = 0.0972, Time, F(1.972, 

45.36) = 2.13, P = 0.1318, CheRiff, F(1, 23) = 44.80, P < 0.001: Bonferroni posttests: day1,2,3, ***P < 

0.001)。 
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(F) 条件付け場所嗜好試験試験における CPP スコアの結果。n = 6 (Venus), 7 (CheRiff)、値=平均値±

標準誤差、**P < 0.01 vs. Venus (TetO::Venus, -16.67 ± 60.36秒, TetO::CheRiff, 230.5 ± 50.1秒: unpaired 

t-test: P = 0.0088)。 

(G) 自由探索時の軌跡の一例。Pre test: 試験 1日目、Post test: 試験 4日目、light on: 光照射を行っ

た区間。 

WT: 野生型、IR: 免疫反応性 

 

 
DRNの 5-HT 神経特異的な光抑制が嫌悪行動に及ぼす影響 

最後に、DRNの 5-HT 神経を選択的に阻害した際の嫌悪処理に及ぼす影響を検討し

た。抑制性の緑色光感受性プロトンポンプである eArchT65 を発現する AAV である

AAV-TetO-eArchT-eYFP-WPRE (TetO::eArchT)を新たに作製し、TPH2-tTA遺伝子改変

マウスに投与した (図 4A、B)。4週間後、DRN の 5-HT神経の選択的抑制が嫌悪処理

に与える影響を検討するために条件付け場所嫌悪性試験を行った (図 4A-D)。本試験

では条件付け場所嗜好性試験とは異なり、試験 1日目のプレテスト時に滞在時間が多

かった区画に対し緑色光照射下で 20分間自由に探索させた。その結果、TetO::eArchT

投与群は TetO::Venus 投与群と比較して、CPP スコアが有意に減少した (図 4C、D)。

また、DRNの 5-HT神経の選択的抑制により誘発された嫌悪行動が DRNから VTAへ

投射している 5-HT 神経回路によるものかを検討するために、DRN から VTA に投射

している 5-HT 神経回路の局所的な抑制を行った際の場所嫌悪性試験を実施した。そ

の結果、TetO::eArchT 投与群は、対照群と比較して CPP スコアが有意に減少した (図

4E-G)。以上の結果から、DRNから VTAに投射している 5-HT神経回路の活動変化が

嗜好/嫌悪のバランスを決定していることが示唆される。 
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図4 TPH2-tTA遺伝子改変マウスにおける背側縫線核 (DRN) セロトニン神経 (5-HT) の選択的

抑制は場所嫌悪性を誘発する。 

(A) TPH2-tTA遺伝子改変マウスの DRNに TetO::eArchT を投与した。投与 4週間後に DRNを含む

冠状切片を作製し、抗 GFP および抗 TPH 抗体によって染色した。染色後、切片を共焦点顕微鏡

法により観察した。スケールバー = 100 μm (低倍率)、20 μm (高倍率)。Aq: 中脳水道 

(B,E) AAV 投与の概略図。 

(C,F) 条件付け場所嫌悪性試験における CPP スコアの結果。C: n = 11 (Venus), 8 (eArchT)、値=平均

値±標準誤差、*P < 0.05 vs. Venus (TetO::Venus, -8.3 ± 38.0 秒, TetO::eArchT, -213.6 ± 85.9秒: unpaired 

t-test: P = 0.028)。F: n = 9 (Venus), 7 (eArchT)、値=平均値±標準誤差、*P < 0.01 vs. Venus (TetO::Venus, 

57.3 ± 44.4秒, TetO::eArchT, -141.1 ± 41.7秒: unpaired t-test: P = 0.0067)。 

(D,G) 自由探索時の軌跡の一例。Pre test: 試験 1日目、Post test: 試験 4日目、light on: 光照射を行

った区間。 

IR: 免疫反応性 
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考察 

本章において筆者は 5-HT神経に対して特異的に遺伝子を導入する 2つの方法、す

なわちマウス TPH2 プロモーターを有する AAV9および TPH2-tTA 遺伝子改変マウス
56を用いて、DRNの 5-HT神経を光遺伝学的に操作することで報酬関連行動に及ぼす

影響を検討した。その結果、DRNの 5-HT神経、あるいは DRNから VTAに投射して

いるセロトニン神経回路を光活性化することで、光活性と関連付けられた自己刺激行

動の強化と条件付け場所嗜好性が誘発されることが明らかとなった。さらに、DRN

の 5-HT 神経または DRN から VTA へ投射している 5-HT 神経回路を阻害すると、条

件付け場所嫌悪行動が誘発されることも明らかとなった。これらの結果から、DRN

からVTAに投射している5-HT神経回路が報酬と嫌悪のバランスを調整する主要な因

子であることが示唆される。 

5-HT は、大うつ病性障害や統合失調症などの精神疾患の病態生理や治療に重要な

役割を果たしていることがこれまでの研究より示唆されている。臨床現場では、細胞

外 5-HT の再取り込み阻害により 5-HT の神経伝達を促進する薬剤が抗うつ薬として

使用されており 66–69、マウスやラットを使用した非臨床実験でも、DRNの 5 HT神経

を光遺伝学的に活性化することで抗うつ薬様効果が惹起されることが明らかとなっ

ている 9,70。一方で上記の精神疾患に加えて、5-HT神経が報酬処理に関与しているこ

とがこれまでの報告より示唆されている 38–41。Liu らは本章とは異なる遺伝子改変技

術を使用し、DRNの 5-HT神経の光活性化が自己刺激の強化や場所嗜好性といった報

酬関連行動を誘発するのに十分であることを明らかにした 39。最近では、Wang らが

同様に本章とは異なる遺伝子改変技術を使用し、DRNから VTAへ投射している 5-HT

神経の光活性化が条件付け場所嗜好性を惹起することを報告している 41。一方、Liu

や Wang らが使用した遺伝子改変技術を用いて DRN の 5-HT 神経を光活性化しても、

報酬関連行動が惹起されなかったという旨の報告も複数存在しており 54,55,63,71、DRN

の 5-HT 神経の活動変化が報酬系に与える影響に関しては今後更なる検討が必要であ

る。 

2つの異なる方法を用いて遺伝子導入を試みた本章の研究結果は、DRNの 5-HT神

経の活性化が報酬系に寄与することを明確に示している。しかし筆者らの研究室では

以前、本章で使用した同じ TPH2プロモーターを持つレンチウイルスベクターを使用

して DRNの 5-HT神経の活動を亢進させても、報酬関連行動が惹起されないことを報

告した 9。さらに宮崎らは、TetO依存性 ChR2 (C128S 変異体) を発現する遺伝子改変

マウスと TPH2-tTA 遺伝子改変マウスを交配させることで 5-HT 神経選択的に ChR2

の発現を可能にしたが、これらのマウスに DRN の 5-HT神経の光刺激を行っても報酬

関連行動は誘発されないことを示した 63。これらの矛盾は、ePet-Cre マウスを用いた

場合でも生じている。Liu らは、ePet-Cre マウスにおいて DRN の 5-HT 神経の活性化
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により強い報酬関連行動が誘発されることを示したが、McDevitt らはそうではないこ

とを示した 39,54。結果が相反する理由は未だ明らかとなっていないが、1 つの可能性

として ChR2が発現するコピー数が報酬関連行動の誘発を決定しているのではないか

と考えられる。一般に、レンチウイルスベクターの力価は 1 × 1010 /mL 程度であり 9、

AAVの力価 (1 × 1013 /mL程度) に比べてはるかに低い。またノックインマウスでは、

β-アクチン遺伝子座をノックインすることで高いレベルの導入遺伝子発現が誘導さ

れるものの AAVを用いた場合と比較するとはるかに少ない 72。ChR2 のコピー数が少

ないと考えられるレンチウイルスベクターやノックインマウスを使用した場合に報

酬関連行動が惹起されなかったことを考慮すると、矛盾が生じる要因の一つとして考

えられる。一方で DRN の 5-HT 神経は、DRN 内に局在する場所によって機能が異な

ることが示唆されている 70。本研究では、ブレグマから-4.36 mm ~ -4.72 mm の範囲に

主に外的遺伝子を発現させており、上記以外の領域の DRNの 5-HT 神経を光刺激して

も報酬関連行動が生じない可能性も考えられる。さらに、Fonsecaらは AAVの血清型

の違いがこれらの矛盾に関与している可能性について述べている 55。Liuらは AAV2/9

を使用したのに対し、Fonseca らと McDevitt らは AAV2/1 を使用している 39,54,55。本

研究で使用した AAV は、血清型 2、4、8、9を使用したものであり 73、異なる血清型

が DRNの 5-HT神経のそれぞれの亜集団に遺伝子を導入する可能性も考えられる。 

DRNには 5-HT作動性、ドパミン作動性、GABA 作動性、グルタミン酸作動性とい

った複数の種類の神経細胞が存在している 74,75。さらに DRNの一部の 5-HT神経細胞

は小胞グルタミン酸トランスポーター3 (VGLUT3) を発現しており 76,77、組織学的検

討により VGLUT3 陽性 5-HT 神経細胞は主に DRN の腹側側の領域に存在している一

方、VGLUT3 陰性の 5-HT 神経細胞は DRN の背側領域に存在していることが明らか

となっている 78。また Ren らにより腹側領域側の 5-HT神経細胞は、主に VTA、LH、

NAcに投射していることが報告され 70、さらにVGLUT3陽性 5-HT神経細胞の軸索は、

VTA のドパミン神経細胞と興奮性シナプスを形成していることが Wang らにより報

告された 41。興味深いことに DRNの 5-HT 神経を光遺伝学的に活性化することで誘発

される報酬関連行動は、TPH2 や VGLUT3 を欠損したマウスで消失することから 39、

DRNのVGLUT3陽性 5-HT神経細胞が 5-HT神経が介在する報酬系に重要な役割を果

たしていることが考えられる。本研究では、DRN から VTA に投射している 5-HT 神

経回路の活性化によって報酬関連行動が誘発されることが示されたが、グルタミン酸

と 5-HTの必要性については本研究では追及していない。また DRN からの投射先とし

て VTA、LH、NAc、CeA、VP の関与を検討したが、他の脳領域に投射されている

DRN の 5-HT 神経回路が、報酬/嫌悪に重要な役割を果たしている可能性も否定でき

ない。一例として、薬物依存性の形成には内側前頭前野 (mPFC) などの脳領域の重要

性が指摘されているものの 57,79,80、DRN からこれらの脳領域に投射している 5-HT 神

経回路の活動変化が直接報酬処理に関与しているという報告は未だになく、さらなる
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行動学的解析が必要である。さらに本研究では DRNの 5-HT神経を 20Hzの周波数で

活性化させた。非ヒト霊長類を用いた報告では、食欲に関連した報酬が DRN の神経

細胞の活動を数 Hzから 30Hz以上に増加させることが示されている 81。これらの報告

から本研究における 20Hz での光遺伝学的活性化は、生理的な条件下での活性化を反

映していると考えられる。 

本章ではさらに、DRNからVTAに投射する5-HT神経回路を光遺伝学的に抑制する

ことで、条件付け場所嫌悪行動を誘発するのに十分であることも明らかにした。報酬

と嫌悪のバランスを保つためには、DRNからVTAに投射する5-HT神経回路の活動が

必要であることを示したのは、筆者が知る限りでは初めての報告である。一方でVTA

のドパミン神経の活動低下により嫌悪反応が誘発されること82、あるいはVTAのドパ

ミン神経の活動を光抑制すると、コカインに対する依存性が低下することがこれまで

に報告されている83。DRNからVTAに投射している5-HT神経回路の活動を抑制すると

嫌悪行動が惹起されるという本研究の結果を踏まえると、DRNからVTAに投射してい

る5-HT神経回路を選択的に阻害する薬物によって、依存性薬物に対する渇望行動が抑

制される可能性が示唆される。一方で本研究では、報酬/嫌悪処理を誘発する詳細な分

子メカニズムは明らかになっていない。過去の知見から、5-HT神経とドパミン神経の

相互作用には5-HT2A、2Cおよび5-HT3受容体が重要な役割を果たしていることが示唆

されている41,50,84。さらにLiuらは5-HT2AおよびAMPA受容体拮抗薬により、VTAドパ

ミン神経の興奮性が低下することを電気生理学的検討により明らかにした39。また本

研究では、VTAに投射するDRNの5-HT神経が嫌悪行動の誘発に重要であることを明

らかにしたが、他の脳領域に投射されたDRNの5-HT神経の関与も否定はできない。そ

のため、VTA以外の脳領域の5-HT神経終末を光遺伝学的に抑制することによる嫌悪処

理に関する影響についてはさらなる調査が必要である。 

以上、本章ではVTAに投射するDRNの5-HT神経を選択的に光活性化することで自

己刺激の増強と条件付け場所嗜好性が誘発されることを明らかにした。さらに同神経

回路を抑制することで、条件付け場所嫌悪性が生じることも明らかにした。これらの

結果は VTAに投射するDRNの5-HT神経の活動変化が、報酬と嫌悪のバランスを調整

するのに重要な因子であることを示唆している。 
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第三章 

抗うつ作用を司る背側縫線核セロトニン神経回路の解明 

 
うつ病は抑うつ症状や興味、快楽の欠如として定義されるアンヘドニアや認知機能

障害などを主症状とする精神疾患であり、全世界において重要な健康問題の一つとし

て考えられている 85。うつ病患者の治療には主に、選択的セロトニン (5-HT) 再取り

込み阻害薬 (SSRI) などの抗うつ薬が第一選択薬として広く用いられていることから、

うつ病の発症あるいは治療においてセロトニン神経系が中心的な役割を果たすこと

が示唆されている 66–68,86,87。基礎研究では、非ストレス負荷マウスの背側縫線核 (DRN) 

に存在するセロトニン神経の活性化により、抗うつ薬様作用が引き起こされることが

報告されている 9,88。しかし上記の研究が明らかにした知見は、DRN のセロトニン神

経の活動亢進が健康な状態における急性のストレスに対する抵抗性を示すというも

のであり、うつ様状態からの回復に寄与するといったものではない。実際非ストレス

負荷マウスではうつ様行動の低下が抗うつ薬の急性投与でもみられるものの、うつ病

患者における薬効の発現には数週間にわたる慢性投与が必要であり、作用発現におけ

る時間的乖離が問題となっている 9,89,90。一方で社会的敗北ストレス (CSDS) は、う

つ病モデルマウスとして広く使用されている病態モデル動物である。この病態モデル

では、10 日間の繰り返しの物理的な攻撃により、体重の減少や持続的な社会的逃避

行動などを示すいわばストレス感受性マウスが一定数生じる一方で、繰り返しのスト

レスに対してこれらの症状を示さないストレス抵抗性マウスも存在する 91,92。またス

トレス感受性マウスは急性ではなく慢性的な抗うつ薬の投与により、上記の症状が改

善することが報告されている 93,94。以上のように、ストレスに対する反応に多様性が

生じていることあるいは抗うつ薬の薬効発揮までの時間的乖離が生じていないこと

などから、CSDS マウスはヒトのうつ病患者への外挿性が高い病態モデルマウスであ

ると考えられている。加えて、セロトニン神経の活動変化が繰り返しのストレスに対

する反応性の決定あるいは、ストレス感受性マウスにおけるうつ様状態からの回復に

寄与することがこれまでの研究より明らかとなっている。Challis らは、社会的敗北ス

トレスに対して脆弱な個体は、ストレスに対して抵抗性を示すあるいはコントロール

個体と比較して、DRN のセロトニン神経の興奮性が有意に減少していることを明ら

かにした。また、ストレス感受性個体でみられるうつ様行動は DRN の GABA作動性

神経の光遺伝学的抑制によって誘発される DRN のセロトニン作動性神経の脱抑制に

より、改善されることも明らかにした 95。さらに Zouらにより、CSDS 誘発ストレス

感受性マウスは DRN から腹側被蓋野 (VTA) に投射しているセロトニン作動性神経 

(5-HTDRN→VTA) の発火頻度が減少していることが報告された 96。しかし 5-HTDRN→VTA
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に引き続き、どの脳領域のどのような神経メカニズムで、抗うつ薬様行動が惹起され

ているのかは明らかになっていない。 

海馬は、感情や認知的側面の調整に重要な役割を果たしていると考えられている
97–99。臨床研究においてうつ病患者では、肯定的な過去の出来事を上手く思い出すこ

とができず、その逆に否定的な出来事に対する感受性が上昇していることが報告され

ている 100–104。実際、うつ症状の改善を目的として肯定的な出来事を繰り返し思い出

すという治療法が広く普及している 105–108。一方、齧歯類を使用した近年の基礎研究

から、海馬の歯状回に存在する特定の経験時に活性化した神経細胞集団が、その経験

時と似たようなあるいはその一部の条件提示により再活性化することで、記憶の呼び

起こしが生じるという仮説が提唱されており、この神経細胞集団は「エングラム細胞」

として報告されている 109–111。またこの 10年間で、電気ショック負荷時などの特定の

条件下で活性化した神経細胞を明らかにし、蛍光タンパク質などでそれらの神経細胞

を標識する技術の飛躍的発展がもたらされた。さらに、電気ショック負荷などの恐怖

記憶と関連付けられた神経細胞 (エングラム細胞) を人工的に再活性化させることで、

顕著な逃避行動が惹起されることが報告されている 112–116。他方、うつ病態の形成や

改善とエングラム細胞の関連性に着目した研究例も存在している 117–119。Ramirezらは、

過去の快感経験 (雌マウスとの接触) 時に活性化した海馬の神経細胞集団 (快記憶エ

ングラム細胞) を人工的に再活性化させることで、マウスのうつ様症状が改善し、再

活性化をやめると同時に抗うつ薬様行動が消失することを報告した 120。この表現型は

DRN のセロトニン神経の活性化による抗うつ薬様行動の誘発が、光活性化時のみ生

じるという当研究室の過去の知見と類似したものである 9。また Ramirez らは、10 日

間の拘束ストレスを負荷した後 5日間、過去の快感経験時に活性化した神経細胞を再

活性化することで、持続的な抗うつ薬様行動が惹起されることも併せて報告した 120。

同様の表現型として、10日間の CSDS に引き続き、5日間の 5-HTDRN→VTA局所的な活

性化を行うことで、うつ様行動の改善が誘発されることが Zouらにより報告されてい

る 96。このように活性化時の表現型が極めて類似していることから、セロトニン神経

の活動変化と海馬のエングラム細胞の間に何らかの関係性が存在することが示唆さ

れるが、この両者の関連性を直接検討した報告は存在しない。 

本研究では、第二章で作製したセロトニン合成の律速酵素である  tryptophan 

hydroxylase 2 (TPH2) のプロモーター配列を有したアデノ随伴ウイルスベクター 

(AAV) を使用し、DRN あるいは DRN から VTA に投射しているセロトニン作動性神

経特異的な活性化が抗うつ薬様行動を引き起こすのに十分であるかについて検討を

行った。さらに、タモキシフェン (TAM) 依存性の Cre レコンビナーゼ活性化システ

ム (CreERT2) を使用し 121–123、特定の経験時に活性化した海馬の歯状回の神経細胞に

赤色蛍光タンパク質である mCherry を発現させた。その後、DRN のセロトニン神経

あるいは DRNから VTA に投射しているセロトニン神経回路の活性化と、上記のエン
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グラム細胞の再活性化との関連性について検討を行った。その結果、10日間の CSDS

を負荷した後、5日間、DRNのセロトニン神経あるいは 5-HTDRN→VTAの局所的な活性

化を行うことで持続的な抗うつ薬様作用が生じること、DRN のセロトニン神経ある

いは5-HTDRN→VTAの局所的な活性化により快感経験時に活性化した海馬歯状回の神経

細胞の再活性化が優先的に引き起こされることが明らかになった。また薬理学的な検

討から、5-HTDRN→VTA の局所的な活性化による抗うつ薬様効果および快感経験時に活

性化した海馬歯状回の神経細胞の優先的な活性化は、ドパミン神経伝達を介在したも

のであることが明らかとなった。これらの結果は、セロトニンがいかにして抗うつ効

果をもたらしているのかに関する新たな知見を与えるものである。 

 

 

 

 

 

実験方法 

 
1) 実験動物 

実験には C57BL/6J 系マウス (6-9週齢: Japan SLC, Shizuoka, Japan) を使用した。実

験は全て京都大学動物実験委員会による審査・承認を受け、「動物実験に関する日本

薬理学会指針」を遵守して行われた。 

 

 

2) タイムコース 

行動実験のタイムコースは全て図1に記載した。 

図 1Aにおいて、すべてのマウスの背側縫線核 (DRN) に AAV-mTPH2-Venus、あ

るいはAAV-mTPH2-CheRiff-eGFPのウイルスベクターを投与し、海馬の歯状回 (dDG) 

にAAV-Fos-ERT2CreERT2とAAV-CMV-DIO-mCherryを投与した。AAVの投与 4週間後、

DRNに光ファイバーカニューレを挿入した。dDGのエングラム細胞の標識づけ、社

会的敗北ストレス (CSDS)、DRNの 5-HT神経の特異的な活性化を行った後、オープ

ンフィールド試験、社会的相互作用試験、尾懸垂試験の行動試験を実施した。これら

の行動試験の結果を図 2に記載した。行動試験終了の翌日に再び DRN の 5-HT神経を

特異的に活性化させ、その 90分後に経心灌流を行った。その後 dDGを含む凍結冠状

切片を作製し、免疫染色法により c-fos、mCherry、c-fosかつ mCherry、あるいは DAPI

陽性細胞数を測定した。これらの組織学的検討の結果を図 4に記載した。 

図 1B において、すべてのマウスの dDGに AAV-Fos-ERT2CreERT2と
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AAV-CMV-DIO-mCherry、あるいは AAV-CMV-DIO-ChETA-eYFP を投与した。AAVの

投与 4週間後、dDGに光ファイバーカニューレを挿入した。快感経験時に活性化した

dDGの神経細胞の標識づけ、CSDS、dDGの快記憶エングラムの再活性化を行った後、

オープンフィールド試験、社会的相互作用試験、尾懸垂試験の行動試験を実施した。

これらの行動試験の結果を図 3に記載した。行動試験終了の翌日に再び dDGの快記

憶エングラムを再活性化させ、その 90分後に経心灌流を行った。その後 DRNを含む

凍結冠状切片を作製し、免疫染色法により c-fos、TPH2、c-fosかつ TPH2、あるいは

DAPI陽性細胞数を測定した。これらの組織学的検討の結果を図 5 に記載した。 

図 1C において、すべてのマウスの DRN に AAV-mTPH2-Venus、あるいは

AAV-mTPH2-CheRiff-eGFP のウイルスベクターを投与し、dDGに

AAV-Fos-ERT2CreERT2と AAV-CMV-DIO-mCherry を投与した。AAV の投与 4 週間後、

VTAに光ファイバーカニューレを挿入した。dDGのエングラム細胞の標識づけ、CSDS、

DRNから VTAに投射している 5-HT神経の局所的な活性化を行った後、オープンフ

ィールド試験、社会的相互作用試験、尾懸垂試験の行動試験を実施した。行動試験終

了の翌日に、再び DRN から VTAに投射している 5-HT神経を局所的に活性化させ、

その 90分後に経心灌流を行った。その後 dDGを含む凍結冠状切片を作製し、免疫染

色法により c-fos、mCherry、c-fosかつ mCherry、あるいは DAPI陽性細胞数を測定し

た。これらの行動試験の結果、組織学的検討の結果を図 6に記載した。 

図 1Dにおいて、すべてのマウスの DRN に AAV-mTPH2-CheRiff-eGFP のウイルス

ベクターを投与し、dDGに AAV-Fos-ERT2CreERT2と AAV-CMV-DIO-mCherry を投与し

た。AAVの投与 4週間後、VTAに光ファイバーカニューレを挿入した。快感経験時

に活性化した dDGの神経細胞の標識づけの後 CSDS を負荷した。その後、D1受容体

拮抗薬である SCH23390 (0.1mg/kg) と D2受容体拮抗薬である raclopride (2mg/kg) の

混合薬 (D1+D2)、あるいは salineを腹腔内に投与した 20分後に DRN から VTAに投

射している 5-HT神経の局所的な活性化を行った。光刺激終了後、オープンフィール

ド試験、社会的相互作用試験、尾懸垂試験の行動試験を実施し、行動試験終了の翌日

に、再び D1受容体拮抗薬である SCH23390 (0.1mg/kg) と D2受容体拮抗薬である

raclopride (2mg/kg) の混合薬 (D1+D2)、あるいは saline (vehicle) を腹腔内に投与し、

その 20分後 DRNから VTAに投射している 5-HT神経を局所的に活性化させた。90

分後に経心灌流を行い、dDGを含む凍結冠状切片を作製し、免疫染色法により c-fos、

mCherry、c-fos かつ mCherry、あるいは DAPI陽性細胞数を測定した。これらの行動

試験の結果、組織学的検討の結果を図 8に記載した。 

 

3) ウイルスベクターの構築とAAVの作製 

 AAV-mTPH2-VenusとAAV-mTPH2-CheRiff-EGFPのウイルスベクターは、第二章で作

製したものを使用した。AAV-Fos-ERT2CreERT2のウイルスベクターは、大阪大学から
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寄贈されたものを使用した。AAV-CMV-DIO-ChETA-eYFPの構築は、以下のように行

った。ChETA-eYFP断片は当研究室で報告した論文で作製したウイルスベクター9から

PCRで増幅し、CMVプロモーター断片は、pFUW-CMV-DIO-Magneto2.0-sNRPpA 

(Addgene, 74307) からPCRで増幅し、pAAV-hSyn-DIO-hM3Dq-mCherry (Addgene, 

44361) にライゲーションした。AAV-CMV-DIO-mCherryの構築は、以下のように行っ

た。CMVプロモーター断片は、pFUW-CMV-DIO-Magneto2.0-sNRPpA (Addgene, 74307) 

からPCRで増幅し、pAAV-hSyn-DIO-mCherry57にライゲーションした。またAAVの精

製は第二章で記載した方法と同様の方法で実施した。 

 

4) 脳定位手術 

 脳定位手術は小動物用脳定位固定装置に固定し、脳アトラス19に従い行った。ペン

トバルビタール (50 mg/kg)、3%イソフルラン (Escain, Pfizer, Tokyo, Japan)、あるいは

三種混合麻酔 {メデトミジン (0.3 mg/kg) (11747, Kyoritsu seiyaku, Tokyo, Japan)、ミダ

ゾラム (4.0 mg/kg) (59467-70-8, FujiPharma, Tokyo, Japan)、ブトルファノール (5.0 

mg/kg) (222866132, Meiji Seika Pharma, Tokyo, Japan)}124麻酔下で、AAV-mTPH2-Venus

あるいは AAV-mTPH2-CheRiff-eGFPをDRN (ブレグマよりAP -4.3 mm、ML +1.2 mm、

DV +3.6 mm、20℃) にそれぞれ1 µL投与した。また、AAV-Fos-ERT2CreERT2かつ

AAV-CMV-DIO-mCherry、あるいはAAV-CMV-DIO-ChETA-eYFPをdDG (ブレグマより

AP -1.8 mm、ML +0.8 mm、DV +2.2 mm) にそれぞれ0.4 µLずつ投与した。光照射を行

うため、ウイルス投与の4週間後、光ファイバーカニューレの先端が標的領域の背側

境界のすぐ上に来るように、マウスにカニューレを埋め込んだ。光ファイバーカニュ

ーレの埋め込みには以下の座標を使用した。DRN (ブレグマよりAP -4.3 mm、ML +1.2 

mm、DV +3.3 mm、20°)、VTA (AP -3.4 mm、ML ±0.5 mm、DV +4.3 mm)、dDG (AP -1.8 

mm、ML ±0.8 mm、DV +2.0 mm)。特定の条件下で活性化したdDGの神経細胞を標識

する前に少なくとも7日間、脳定位手術からの回復のためにマウスを単飼いし、以降

経心灌流を行うまで単飼いで飼育し続けた。 

 

5) エングラム細胞の標識 

 図2、4、6において、実験に使用するマウスをタモキシフェン (TAM) (T006000, 

Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada) 投与時に体験する特定の経験の種類によ

って以下の3つのグループに無作為に割り当てた。快感経験 (雌マウスへの曝露、

Positive群)、中立経験 (新規ケージの探索、Neutral群)、不快経験 (単回の社会的敗北

ストレス、Negative群)。快感経験: 雄マウスのホームケージに雌マウスを1匹 (生後

30-40日) 導入し、雄マウスと雌マウスを2時間自由に接触させた。中立経験: 雄マウ

スをケージのふたが透明な新しいプラスチック製のケージに入れて2時間放置した。1

日目、タモキシフェンを投与していない状態でPositive群とNegative群に分類されたマ
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ウスに新規ケージの探索を、Neutral群に分類されたマウスに快感経験を体験させた。

2日目、TAMを30 mg/mLの濃度でコーン油 (CAS: C8267-500ML, Sigma-Aldrich) に溶

解し、Positive群とNeutral群のマウスの腹腔内にそれぞれ3 mgずつ投与した。TAM投

与の6時間後、Positive群とNegative群に分類されたマウスは快感経験を、Neutral群に

分類されたマウスは中立経験を体験させた。その後すべてのマウスは2日目のそれぞ

れの経験を体験した後72時間、ホームケージで静かに過ごした。5日目、TAMを30 

mg/mLの濃度でコーン油に再び溶解し、Negative群のマウスの腹腔内に3 mg投与した。

TAM投与の6時間後、全てのマウスに社会的敗北ストレスを負荷した。この単回の社

会的敗北ストレスは、10日間の社会的敗北ストレスの1日目としてみなした。図3、5、

8において実験に使用するマウスは全てPositive群に分類した。 

 

6) 社会的敗北ストレス (CSDS) 

 社会的敗北ストレスは過去の報告125に従って実施した。単飼いしていたC57BL/6マ

ウスをICRマウスのホームケージに導入し、1日5分間ICRマウスと接触させた。CSDS

の1日目は、エングラム細胞の標識の項の5日目に相当し、その後すべてのマウスに9

日間連続 (計10日間) で社会的敗北ストレスを与え続けた。ICRマウスの攻撃性のば

らつきを最小限にするため、C57BL/6マウスとICRマウスの組み合わせは毎日変更し

た。社会的相互作用試験は、後述のIn vivo光遺伝学操作後に実施した。 

 

7) In vivo 光遺伝学操作 

 光ファイバーカニューレは、マルチモードLC/PCセラミックフェルールおよび、プ

ラスチック光ファイバーを用いて作製した。マウスに埋め込んだ光ファイバーカニュ

ーレはロータリージョイントを介して、光ファイバーパッチコードに接続した。ダイ

オード励起固体 (DPSS) レーザーから出力されたレーザー光は、ロータリージョイン

トに接続したFC / PCコリメーターを用いて光ファイバーに集光させた。 DPSSレーザ

ーは、電気刺激装置を用いて駆動した。CSDSを実施した後、AAV-mTPH2-Venusおよ

びAAV-mTPH2-CheRiff-eGFPを投与した図2、4、6において、青色光の照射を1日2回、

計5日間実施した (473nm、5mW、10ms、20Hz、20秒オン/10秒オフ)。

AAV-Fos-ERT2CreERT2とAAV-CMV-DIO-mCherryまたはAAV-CMV-DIO-ChETA-eYFP

を投与した図3、5において、青色光の照射を1日2回、計5日間実施した (473nm、10mW、

15ms、20Hz)。光刺激の最終日の翌日から行動試験を実施した。 

 

8) 拮抗薬の投与と光遺伝学操作 

 図8では、ドパミン (DA) D1受容体拮抗薬であるSCH23390 (0.1mg/kg) (CAS: 

125941-87-9，Sigma-Aldrich) とDA D2受容体拮抗薬であるraclopride (2mg/kg) (CAS: 

84225-95-6，ab120563，abcam) を0.5％ジメチルスルホキシド (DMSO) を含む生理食
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塩水に溶解した。薬理学的介入を伴う光活性化では、体重の1％に相当する量のvehicle 

(0.5％DMSOを含む生理食塩水) または上記の混合薬を腹腔内に投与し、その20分後

に青色光を照射した (473nm、5mW、10ms、20Hz、20秒オン／10秒オフ)。このサイ

クルを1日2回、計5日間実施した。光刺激の最終日の翌日から行動試験を実施した。 

 

9) 行動試験 

オープンフィールド試験 

オープンフィールド試験は以前の報告9に記載した方法に従って実施した。白色の

アクリル製試験箱 (50×50×50 cm) からなるオープンフィールドを中央部 (25×25 cm) 

と周辺の外側部に分けた。マウスを試験箱の中心に置き、10分間自由に探索させ、ビ

デオカメラで軌跡を記録した。記録した動画はビデオ追跡システム  (ANY-maze 

ver4.99, Stoelting, Wood Dale, USA) を用いて自動で分析し、試験時間中の総移動距離

と中央部への滞在時間を測定した。 

 

社会的相互作用試験 

社会的相互作用試験は以前の報告125に記載した方法に従って実施した。まず試験環

境への慣れのために、試験箱の片隅に空の金網のケージ (10×6.5 cm) を配置した白色

のアクリル製試験箱 (50×50×50 cm) 内にマウスを入れ150秒間自由に探索させた。こ

の時のセッションをNo targetセッションとして定義した。次にICRマウスを入れた金

網のケージを先ほどと同じ位置に配置した白色のアクリル製試験箱内に再びマウス

を入れ、150秒間自由に探索させた。この時のセッションをTargetセッションとして定

義した。マウスの行動はビデオカメラで記録し、記録した動画はビデオ追跡システム

を用いて自動で分析し、試験時間中の総移動距離と中央部への滞在時間を測定した。

金網ケージの周囲 (14×24 cm) をinteraction zoneとして定義し、各セッションにおける

interaction zoneにおける滞在時間を測定した。Social interaction ratioは、金網ケージに

ICRマウスが存在している状態 (Targetセッション) でのinteraction zone滞在時間を、

金網ケージにICRマウスが存在していない状態 (No targetセッション)でのinteraction 

zone滞在時間で割ることで算出した。 

 

尾懸垂試験 

尾懸垂試験は、以前の報告9に記載した方法に従って行った。試験箱 (40×40×40 cm) 

の底面から35 cmの位置に設置したフックにマウスの尾をテープで固定して吊り下げ

た。フックはトランスデューサ (PowerLab 2/26, AD Instruments, Dunedin, NZ) に接続

し、無動時間を6分間記録した。 

 

10) 単回の光遺伝学的操作と免疫染色 
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 行動試験終了日の翌日、全てのマウスに対して再び単回の光照射を行った。図2、4、

6において、AAV-mTPH2-VenusあるいはAAV-mTPH2-CheRiff-eGFPを投与したマウス

は5分間の光照射 (473nm、5mW、10ms、20Hz、20秒オン/10秒オフ)、図3、5において、

AAV-Fos-ERT2CreERT2 か つ AAV-CMV-DIO-mCherry あ る い は

AAV-CMV-DIO-ChETA-eYFPを投与したマウスは15分間の光照射 (473nm、10mW、

15ms、20Hz)、図8において、AAV-mTPH2-CheRiff-eGFPを投与したマウスはSCH23390 

(0.1mg/kg) およびraclopride (2mg/kg)、あるいはvehicleを投与した20分後に5分間の光

照射 (473nm、5mW、10ms、20Hz、20秒オン/10秒オフ) を実施した。光活性化の90

分後、マウスをペントバルビタール (50 mg/kg) あるいは三種混合麻酔 (メデトミジ

ン (0.3 mg/kg)、ミダゾラム (4.0 mg/kg)、ブトルファノール (5.0 mg/kg))で深く麻酔し、

PBSおよび4%パラホルムアルデヒドを経心灌流した。灌流固定後、脳を取り出し15%

スクロースを含むPBS中に一晩静置した後に凍結した。その後、凍結ミクロトームを

用いて厚さ30 µmの凍結冠状切片を作製し、免疫染色まで-80℃で保存した。免疫染色

は切片を透過処理のために0.25%Triton-X100を含むPBSに浸し、次いでウサギポリク

ローナル抗Green fluorescent protein (GFP) 抗体 (1:2000)、ヒツジポリクローナル抗

TPH2抗体 (1:200)、マウスモノクローナル抗c-fos抗体 (1:500: NBP2-50037, Novus 

Biologicals, CO, USA)、ウサギポリクローナル抗DsRed抗体 (1:500: Cat:632496, TaKaRa, 

Shiga, Japan)、およびウサギポリクローナル抗チロシンキナーゼ (TH) 抗体 (1:200: 

AB152, Merck Millipore) を 4 ℃で一晩インキュベートした。その後、Alexa Fluor 488

または594標識ロバ抗ウサギIgG (1:200)、Alexa Fluor 594標識ロバ抗ヒツジIgG (1:200)、

あるいはAlexa Fluor 488または594標識ロバ抗マウスIgG (1:200) を室温で2時間イン

キュベートした。次いで切片をPBSで洗浄し、Fluoromount/Plus (CA 94588, Diagnostic 

Biosystems, USA) あるいはDAPI Fluoromount-G (0100-20, Southern Biotech, AL, USA) 

を用いてガラス上に封入した。免疫蛍光は、レーザー走査共焦点顕微鏡法を用いて撮

影した。画像はレーザー走査型共焦点顕微鏡で低倍率 (X10) と高倍率 (X60) で撮影

し、FV10i-SWソフトウェアと ImageJソフトウェア  (National Institutes of Health, 

MD,USA) で処理した。全てのAAVの発現位置と光ファイバーカニューレの挿入位置

は、免疫組織化学的手法により確認した。AAVの発現効率や光ファイバーカニューレ

の挿入に失敗したマウスから得られた行動試験と組織学的検討の結果は、除外した。

また使用する動物の数は、これまでの報告に基づき、十分な統計的検出力が得られる

ように決定した。 

 

11) 細胞数の計測 

 細胞数の計測に使用した画像は全てレーザー走査型共焦点顕微鏡を用いて、60倍の

対物レンズを通して取得し、FV10i-SWソフトウェアおよびImageJソフトウェアで処理

した。c-fos、mCherry、GFPおよびTPH2発現細胞数は少なくとも3つの異なる画像で定
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量化し、全画像間の細胞数を平均化した。 

 

12) 統計解析 

値は全て、平均値±標準誤差で標記した。統計解析はGraphPad Prism (バージョン8

および9) で実施した。二群間の差はStudent’s t-testにより、三群以上の差はone-wayあ

るいはtwo-way ANOVAおよびTukey’s multiple comparisons testにより、two-way repeated 

measures ANOVAはSidak’s multiple comparisons testにより解析した。P < 0.05の差を有

意であると見なした。また、各集団間の等分散性はF-testsあるいはBartlett testsを用い

て解析した。等分散性は図2B左、2D、3E左、3H右、6G左を除いて全ての図において

等しかった。そのため図2B左、2D、3E左、3H右、6Gはwelch検定を使用した。 

 

 

 

 

 

実験結果 

DRN の 5-HT 神経特異的な活性化により社会的敗北ストレス誘発うつ様症状の持続

的な改善が生じる 

まず初めに社会的敗北ストレスを負荷したマウスにおいて、DRN の 5-HT神経特異

的な活性化が抗うつ薬様効果を誘発するのに十分であるかを評価した。一連の行動実

験のタイムコースを図 1A に示した。DRN の 5-HT 神経の光遺伝学的制御のため、

AAV-mTPH2-CheRiff-eGFP および AAV-mTPH2-Venus をマウスの DRN に投与し、4週

間後に光ファイバーカニューレをその先端が DRN の背側境界部の真上に位置するよ

うに埋め込んだ。免疫組織化学的検討の結果、DRN内に多数の eGFP および Venus 免

疫陽性細胞が確認され、その大多数が TPH2 陽性であった  (図 2A)。次に社会的敗北

ストレス 92,125を 10日間連続で負荷した後 (CSDS)、1日 2回 (波長: 20 Hz、照射時間: 

10ms、照射サイクル: 20秒 on-10 秒 off、先端出力: 5 mw、照射時間: 5分間) 計 5日

間、青色光を照射することで DRNの 5-HT 神経特異的な活性化を行った。光刺激終了

の翌日から、行動量と不安量を評価する試験であるオープンフィールド試験、社交性

を評価する試験である社会的相互作用試験、無力感を評価する試験である尾懸垂試験

を実施した。オープンフィールド試験の結果、運動活性の指標である総移動距離およ

び抗不安状態の指標である中央部滞在時間に両群間で有意な差は見られなかった 

(図 2B)。一方で社会的相互作用試験において、CSDS を負荷したのち慢性的に DRN

の 5-HT 神経の活性化を受けたマウス (CheRiff 群) は、陰性対照群である Venus 群と

比較して標的マウス存在下における interaction zone 滞在時間の延長および social 
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interaction ratio の上昇を呈した (図 2C、D)。さらに尾懸垂試験においても CheRiff群

の無動時間は Venus 群のそれより有意に減少していた (図 2E)。これらの結果は慢性

的に DRNの 5-HT神経の活動性を亢進させることで、CSDS 誘発うつ様症状の緩和が

引き起こされることを示唆している。 
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図 1 本章における実験計画。 
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図 2 DRN の 5-HT 神経の活

性化により CSDS 誘発うつ様

症状が改善する。 

(A) 左: AAV-mTPH2-Venusあ

るいは

AAV-mTPH2-CheRiff-eGFP を

DRNに注入した。右: eGFP と

TPH の発現確認。スケールバ

ー = 20 µm。 

(B) 運動活性と不安量をオー

プンフィールド試験で検討し

た。DRN の 5-HT 神経の光活

性化を行った翌日に総移動距

離と中央部の滞在時間を測定

した。左 : 総移動距離。

Two-tailed unpaired t-test with 

Welch’s correction (Venus vs 

CheRiff), t23.21 = 0.1369, P = 

0.8923, 右: 中央部滞在時間。

Two-tailed unpaired t-test 

(Venus vs CheRiff), t34 = 0.4231, 

P = 0.6749, n = 18 (Venus) and 

(CheRiff)。 

(C, D) 社会的逃避行動の影響

を社会的相互作用試験で検討

した。DRN の 5-HT 神経の光

活性化を行った 2 日後に試験

を行った。 (C): Targetセッシ

ョンにおける軌跡の一例。(D) 

左: interaction zone 滞在時間

の結果。 Two-tailed unpaired 

t-test with Welch’s correction 

(Venus vs CheRiff in Target 

session), t28.48 = 4.190, ***P = 

0.0002, 右 : social interaction 

ratio の 結 果 。 Two-tailed 
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unpaired t-test with Welch’s correction (Venus vs CheRiff), t27.68 = 2.857, **P = 0.0080, n = 23 (Venus) and 

20 (CheRiff)。 

(E) 無力感に対する影響を尾懸垂試験で検討した。DRN の 5-HT 神経の光活性化を行った 3 日後

に試験を行った。Two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t23 = 3.147, **P = 0.0045, n = 13 (Venus) 

and 12 (CheRiff)。 

値=平均値±標準誤差 

 

 

快感経験時に活性化した歯状回の神経細胞の再活性化は社会的敗北ストレス誘発う

つ様症状を改善する 

 一連の行動実験のタイムコースを図 1B に示した。特定の経験時に活性化した海馬

歯状回 (dDG) の神経細胞を標識するために、タモキシフェン依存性 Cre レコンビナ

ーゼ活性化システムを使用した 126。タモキシフェン依存性 Creレコンビナーゼを神経

活 動 性 マ ー カ ー で あ る c-fos 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 下 で 発 現 す る

AAV-Fos-ERT2CreERT2および CMV プロモーター制御下で Cre 活性依存的に赤色蛍光

タンパク質である mCherry を発現する AAV-CMV-DIO-mCherry、あるいは青色光によ

り神経活動を亢進させ得る ChETA-eYFP を発現する AAV-CMV-DIO-ChETA-eYFP を

dDGに投与した (図 3A)。AAVを投与した 4 週間後に、光ファイバーカニューレの先

端が dDG の背側境界部の真上に位置するように埋め込んだ。数日後タモキシフェン 

(3 mg/マウス) をマウスの腹腔内に投与し、その 6 時間後に代表的な快経験である雌

マウスとの接触を行った (図 3B)。タモキシフェン非投与マウスの dDGでは mCherry

および eYFP の発現が観察されなかったのに対して、タモキシフェン投与マウスでは

多数の mCherry あるいは eYFP の発現が観察された (図 3C、D)。以上の結果から、

Cre の活性化はタモキシフェンにより制限されていることが示唆される。次にこの技

術を使用し、快経験時に活性化した dDGの神経細胞 (快記憶エングラム) を再活性化

することで、CSDS 誘発うつ様行動が改善するかの検討を行った。CSDS を 10日間負

荷した後、光照射により 1日 2回、計 5日間 (20Hz、15ms、5 mw、15分間) の dDG

の快記憶エングラムの再活性化を行った。光刺激終了の翌日から、オープンフィール

ド試験、社会的相互作用試験および尾懸垂試験を行った。オープンフィールド試験に

おける総移動距離および中央滞在時間には両群間で有意な差は観察されなかった 

(図 3E)。一方で社会的相互作用試験において、dDGの快記憶エングラムの再活性化を

受けたマウス群 (ChETA 群) は、標的マウス存在下における interaction zone 滞在時間

の延長および social interaction ratio の上昇を呈した (図 3G、H)。さらに尾懸垂試験に

おいても、快記憶エングラムの再活性化を受けたマウス群 (ChETA 群) では無動時間

の有意な減少が観察された (図 3F)。これらの結果は快記憶の想起によってうつ様症

状が改善するということを示唆している。 
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図 3 dDGの快記憶エングラム細胞の再活性化により CSDS誘発うつ様症状が改善する。 

(A, B) AAV-Fos-ERT2CreERT2かつ AAV-CMV-DIO-mCherryまたは AAV-CMV-DIO-ChETA-eYFP を 

dDG に注入した。 

(B) 雌マウスと接触を行う 6 時間前に、タモキシフェン (3 mg/マウス) を腹腔内に投与した。 

(C) mCherry の発現例。左: タモキシフェン非投与時、右: タモキシフェン投与時。スケールバー= 

100 μm。 

(D) eYFPの発現例。左: タモキシフェン非投与時、右: タモキシフェン投与時。スケールバー = 100 

μm。 

(E) 運動活性と不安量をオープンフィールド試験で検討した。dDG の快記憶エングラム細胞の光

活性化を行った翌日に総移動距離と中央部の滞在時間を測定した。左: Two-tailed unpaired t-test 
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with Welch’s correction (mCherry vs ChETA), t24.72 = 0.7341, P = 0.4698, 右: Two-tailed unpaired t-test 

(mCherry vs ChETA), t28 = 0.3002, P = 0.7662, n = 12 (mCherry) and 18 (ChETA)。 

(F) 無力感に対する影響を尾懸垂試験で検討した。dDGの快記憶エングラム細胞の光活性化を行

った3日後に試験を行った。Two-tailed unpaired t-test (mCherry vs ChETA), t28 = 3.115, **P = 0.0042, n 

= 12 (mCherry) and 18 (ChETA)。 

(G, H) 社会的逃避行動の影響を社会的相互作用試験で検討した。dDGの快記憶エングラム細胞の

光活性化を行った 2 日後に試験を行った。 (G): Target セッションにおける軌跡の一例。(H) 左: 

interaction zone 滞在時間の結果。Two-tailed unpaired t-test (mCherry vs ChETA in Target session), t27 = 

2.298, *P = 0.0296, 右: social interaction ratio の結果。Two-tailed unpaired t-test with Welch’s correction 

(mCherry vs ChETA), t24.27 = 3.124, **P = 0.0046, n = 12 (mCherry) and 17 (ChETA)。 

値=平均値±標準誤差 

 

 

DRNの 5-HT 神経の活性化は快記憶エングラムを優先的に再活性化する 

 前項までの結果から DRN の 5-HT 神経および dDG の快記憶エングラムは、その活

性化により同様の抗うつ薬様作用を誘発することが明らかとなった。また、代表的な

快経験である雌マウスとの接触によりDRNの5-HT神経の活動が亢進することも報告

されている 40。そこでこの両者の神経活動の間に因果関係が存在するかについて検討

を行った。DRNにAAV-mTPH2-VenusあるいはAAV-mTPH2-CheRiffを投与したのち、

光ファイバーカニューレを挿入することでDRNの5-HTの神経活動を光制御できるマ

ウスを作製した。また本マウスの dDG に AAV-Fos-ERT2CreERT2 および

AAV-CMV-DIO-mCherry を投与することで、タモキシフェン存在下の特定の経験時に

活性化した神経細胞群に mCherry を発現させ得るマウスを作製した (図 4A)。また図

4B のように、マウスを 6 つに群分けした (実験方法の項参照)。タモキシフェン投与

の 6 時間後に快経験として雌マウスの提示を、中立経験として新規ケージの曝露を、

不快経験として単回の社会的敗北ストレスの負荷をそれぞれ与えることで、各体験時

に活性化した dDG の神経細胞群に mCherry を発現させた (図 4B)118,120。その後 10 日

間の CSDS、5 日間の光照射による DRN の 5-HT 神経の活性化および行動試験 (図 2) 

を行った後、DRN の 5-HT 神経の光活性化を再び行った。光活性化の 90 分後、dDG

を含む急性単離脳切片を作製し、c-fos陽性細胞 (DRNの 5-HT神経の活性化により活

動性が亢進した dDG の神経細胞、c-fos+)、mCherry 陽性細胞 (各経験時に活性化した

dDGの神経細胞、mCherry+)、c-fosおよび mCherry共陽性細胞 (c-fos+mCherry+)の数を

免疫組織学的手法により計測した (図 4B)。その結果、全 c-fos+に対する c-fos+mCherry+

の割合  (c-fos+mCherry+/c-fos+) 、全 mCherry+ に対する c-fos+mCherry+ の割合 

(c-fos+mCherry+/mCherry+)、c-fos+mCherry+の総数のいずれもが快経験時に活性化した

dDG の神経細胞に mCherry を発現させた CheRiff 投与マウス群 (CheRiff Positive) に
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おいて有意に大きかった (図 4C-F)。以上の結果から DRN の 5-HT 神経の活動亢進に

より dDGの快記憶エングラムの優先的な再活性化が生じることが示唆される。 

 次に dDG の快記憶エングラムの再活性化による DRN の 5-HT 神経の活動性の変化

を検討した。マウスの dDG に AAV-Fos-ERT2CreERT2 および AAV-CMV-DIO-mCherry

あるいは AAV-CMV-DIO-ChETA-eYFP を投与した後、光ファイバーカニューレを挿入

した (図 5A)。タモキシフェン投与の 6 時間後に快経験として雌マウスを提示し、そ

の際に活性化した dDG の神経細胞群に mCherry あるいは ChETA-eYFP を発現させた 

(図 5B)。その後 10 日間の CSDS、5 日間の光照射による dDG の快記憶エングラムの

光活性化、行動試験 (図 3) を実施した後、dDG の快記憶エングラムの光活性化を再

び行った。90分後、DRNを含む急性単離脳切片を作製し、c-fosに対する免疫染色を

行うことでセロトニン神経の活動変化を組織学的に解析した。c-fos 陽性細胞 (dDGの

快記憶エングラムの再活性化により活動性が亢進した DRN の神経細胞、c-fos+)、セ

ロトニン合成酵素である TPH2陽性細胞 (セロトニン神経、TPH2+)、c-fosおよび TPH2

共陽性細胞 (c-fos+TPH2+) の数を計数した (図 5B)。結果、全細胞 (DAPI+) に対する

c-fos+ の 割 合  (c-fos+/DAPI+) 、 全 TPH2+ 数 に 対 す る c-fos+TPH2+ の 割 合 

(c-fos+TPH2+/TPH2+)、c-fos+TPH2+総数に有意な差は観察されなかった (図 5C-F)。 
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図 4 DRN の 5-HT 神経の活性化は、快経験に関連した歯状回の神経細胞集団を優先的に再活性

化する。 

(A) AAV投与の概略図。 

(B) 実験のタイムコース。雌マークは雌マウスとの接触、六角形は新規ケージの探索をそれぞれ
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示す。快体験 (線なし)、新規ケージの探索 (斜線)、ストレス負荷 (網目模様) に関連するエング

ラム細胞をタモキシフェンによって標識した。CheRiff 発現マウス (青色列) または Venus 発現マ

ウス (白色列) に CSDS を負荷した後、光刺激を与えた。行動解析後、再び光刺激を与え、その後

免疫組織化学的検討を行った。    

(C) 背側海馬の歯状回 (dDG) における DAPI (青)、c-fos (緑)、mCherry (赤) 免疫陽性細胞の一例。

スケールバー = 20 μm。 

(D-F) dDGにおける DAPI、c-fos、mCherryおよび c-fosかつ mCherry免疫陽性細胞数を測定した。

(D): Two-way ANOVA with Tukey multiple comparisons test. Interaction F2,34 = 23.40, ***P < 0.001, virus 

F1,34 = 28.18, ***P < 0.001, engram F2,34 = 17.79, ***P < 0.001: post hoc test: CheRiff-Positive vs other 5 

groups, ***P < 0.001. (E): Two-way ANOVA with Tukey multiple comparisons test. Interaction F2,34 = 

21.25, ***P < 0.001, virus F1,34 = 46.86, ***P < 0.001, engram F2,34 = 14.63, ***P < 0.001: post hoc test: 

CheRiff-Positive vs other 5 groups ***P < 0.001.  (F): Two-way ANOVA with Tukey multiple 

comparisons test. Interaction F2,34 = 22.80, ***P < 0.001, effect of virus F1,34 = 47.94, ***P < 0.001, 

engram F2,34 = 16.81, ***P < 0.001: post hoc test: CheRiff-Positive vs other 5 groups ***P < 0.001. n = 8 

(Venus-Positive), n = 7 (CheRiff-Positive, CheRiff-Neutral and CheRiff-Negative), n = 6 (Venus-Neutral) 

and n = 5 (Venus-Negative)。 

値=平均値±標準誤差 
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図 5 快体験に関連する dDG の神経細胞集団の再活性化は DRN の 5-HT 神経の機能に影響を与

えない。 

(A) AAV投与の概略図。 

(B) 実験のタイムコース。雌マークは雌マウスとの接触を示す。ChETA 発現マウス (青色列) ま

たは mCherry 発現マウス (白色列) に CSDS を負荷した後、光刺激を与えた。行動解析後、光刺

激を再び与え、その後免疫組織化学的検討を行った。    

(C) 背側被蓋核 (DRN) における DAPI (青)、c-fos (緑)、TPH (赤) 免疫陽性細胞の一例。スケール

バー = 100 μm (低倍率)、20 μm (高倍率)。 

(D-F) DRN における DAPI、c-fos、TPH および c-fos かつ TPH 免疫陽性細胞数を測定した。(D): 

Two-tailed unpaired t-test (mCherry vs ChETA), t11 = 0.5900, P = 0.5671. (E): Two-tailed unpaired t-test 

(mCherry vs ChETA), t11 = 0.0007502, P = 0.9994. (F): Two-tailed unpaired t-test (mCherry vs ChETA), t11 

= 0.06458, P = 0.9497. n = 8 (mCherry) and 5 (ChETA)。 

値=平均値±標準誤差 
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DRNから VTAに投射する 5-HT神経終末の局所刺激により社会的敗北ストレス誘発

うつ様症状の持続的な改善と快記憶エングラムの優先的な再活性化が引き起こされ

る 

  腹側被蓋野 (VTA) は報酬処理や感情の調整に対して重要な役割を担う脳領域で

あり、VTAの機能異常によりアンヘドニアをはじめとするうつ様症状が引き起こされ

ることが示唆されている 127,128。また、DRNの 5-HT神経は VTAに密に投射しており、

DRN から VTA に投射している 5-HT 神経 (5-HTDRN→VTA) を活性化することで、抗う

つ薬様行動が惹起されることが Zouらにより報告されている 96。そこで本研究におい

ても 5-HTDRN→VTA を活性化することで、CSDS 誘発うつ様症状が改善するかを検討し

た。一連の行動実験のタイムコースを図 1C に示した。マウスの DRN に

AAV-mTPH2-VenusあるいはAAV-mTPH2-CheRiffを投与したのち光ファイバーカニュ

ーレを VTA に挿入した (図 6A)。AAV-mTPH2-CheRiff の投与 4 週間後、VTA におい

て多数の GFP 陽性細胞が確認されたことから、VTAにおいて十分量の CheRiffが発現

していることが示唆される (図 6B)。さらに、5-HTDRN→VTAの活性化が dDG の快記憶

エングラムの優先的な再活性化に寄与するかも検討するために、 dDG に

AAV-Fos-ERT2CreERT2かつ AAV-CMV-DIO-mCherry を投与した (図 6A)。タモキシフ

ェン投与後、快経験、中立経験、不快経験のいずれかを体験させることで、各経験時

に活性化した dDGの神経細胞に mCherry を発現させた。10日間の CSDS、5日間の光

刺激を行った後、オープンフィールド試験、社会的相互作用試験および尾懸垂試験を

行った (図 6C)。オープンフィールド試験における総移動距離および中央滞在時間は

両群間で同程度であった (図 6D)。一方で社会的相互作用試験において、5-HTDRN→VTA

の光活性化を受けたマウス (CheRiff 群) は、標的マウス存在下における interaction 

zone 滞在時間の延長および social interaction ratio の上昇を呈した (図 6F、G)。さらに

尾懸垂試験においても、CheRiff 群では無動時間の有意な減少が観察された (図 6E)。

以上の結果から 5-HTDRN→VTAの活性化はCSDS誘発うつ様行動の改善を引き起こすこ

とが示唆される。さらに 5-HTDRN→VTAの活性化による dDG のエングラム細胞の再活

性化率について免疫組織化学的手法で検討した。その結果、快経験時に活性化した

dDG の神経細胞に mCherry を発現させた CheRiff 投与マウス群 (CheRiff Positive) で

は他の 5 つの群と比較して、再活性化の指標となる c-fos+mCherry+/c-fos+、

c-fos+mCherry+/mCherry+および c-fos+mCherry+の総数が有意に大きかった (図 6H-J)。

以上の結果より、5-HTDRN→VTAの活性化により dDGの快記憶エングラムが優先的に再

活性化することで、抗うつ薬様作用が惹起される可能性が示唆される。 
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図 6 腹側被蓋野（VTA）に投射する DRNの 5-HT神経終末の活性化は CSDS誘発うつ様行動の

改善かつ快体験に関連する歯状回の神経細胞集団の優先的な再活性化を引き起こす。 

(A) AAV投与の概略図。 

(B) VTAにおける GFP免疫陽性細胞の一例。スケールバー = 20 μm。 
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(C) 実験のタイムコース。雌マークは雌マウスとの接触、六角形は新規ケージの探索をそれぞれ

示す。快体験 (線なし)、新規ケージの探索 (斜線)、ストレス負荷 (網目模様) に関連するエング

ラム細胞をタモキシフェンによって標識づけた。CheRiff 発現マウス (青色列) または Venus 発現

マウス (白色列) に CSDSを負荷した後、光刺激を与えた。行動解析後、再び光刺激を与え、その

後免疫組織化学的検討を行った。    

(D) 運動活性と不安量をオープンフィールド試験で検討した。5-HTDRN→VTAの光活性化を行った翌

日に総移動距離と中央部の滞在時間を測定した。左: 総移動距離。Two-tailed unpaired t-test (Venus 

vs CheRiff), t37 = 0.1563, P = 0.8767, 右: 中央部滞在時間。Two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), 

t37 = 0.1055, P = 0.9165, n = 22 (Venus) and 17 (CheRiff)。 

(E) 無力感に対する影響を尾懸垂試験で検討した。5-HTDRN→VTAの光活性化を行った 3日後に試験

を行った。Two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t41 = 3.267, **P = 0.0022, n = 22 (Venus) and 21 

(CheRiff)。 

(F, G) 社会的逃避行動の影響を社会的相互作用試験で検討した。5-HTDRN→VTAの光活性化を行った

2日後に試験を行った。 (F): Targetセッションにおける軌跡の一例。(G) 左: interaction zone 滞在

時間の結果。Two-tailed unpaired t-test with Welch’s correction (Venus vs CheRiff in Target session), t31.66 

= 3.077, **P = 0.0043, 右: social interaction ratio の結果。Two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), 

t40 = 2.995, **P = 0.0047, n = 22 (Venus) and 20 (CheRiff) mice。 

(H-J) dDGにおける DAPI、c-fos、mCherryおよび c-fosかつ mCherry免疫陽性細胞数を測定した。

(H): Two-way ANOVA with Tukey multiple comparisons test. Interaction F2,23 = 7.019, **P = 0.0042, virus 

F1,23 = 6.973, *P = 0.0146, engram F2,23 = 25.14, ***P < 0.001: post hoc test: CheRiff-Positive vs 

Venus-Positive, **P = 0.0019, CheRiff-Positive vs other 4 groups ***P < 0.001. (I): Two-way ANOVA 

with Tukey multiple comparisons test. Interaction F2,23 = 3.870, *P = 0.0356, virus F1,23 = 8.769, **P = 

0.0070, engram F2,23 = 14.63, ***P < 0.001: post hoc test: CheRiff-Positive vs Venus-Positive, **P = 

0.0049, CheRiff-Positive vs CheRiff-Neutral, **P = 0.0025, CheRiff-Positive vs CheRiff-Negative, **P = 

0.0027, CheRiff-Positive vs oyher 2 groups, ***P < 0.001. (J): Two-way ANOVA with Tukey multiple 

comparisons test. Interaction F2,23 = 10.87, ***P < 0.001, virus F1,23 = 25.60, ***P < 0.001, engram F2,23 = 

21.66, ***P < 0.001: post hoc test: CheRiff-Positive vs other 5 groups ***P < 0.001. n = 6 

(CheRiff-Positive), n = 5 (CheRiff-Negative, Venus-Positive and Venus-Neutral), n = 4 (CheRiff-Neutral 

and Venus-Negative)。 

値=平均値±標準誤差 

 

 

5-HTDRN→VTAの活性化によって誘発される無力感に対する抵抗性と dDG 快記憶エン

グラムの優先的な再活性化はドパミン神経伝達を介在する 

 腹側被蓋野 (VTA) からの出力はドパミン神経 (DA) がその大部分を担っており、

VTA の DA 神経は快情動の生成および報酬関連記憶の保持において重要な役割を担
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うことが知られている 129–131。また VTAの DA神経の活動性の変化が、うつ様状態か

らの回復に寄与することが示唆されている 132–135。これらの知見から、5-HTDRN→VTA

の活性化による抗うつ薬様作用にドパミン神経伝達が関与しているという仮説をた

てた。この仮説を検証するため、初めに CSDS を負荷した後の 5-HTDRN→VTAの活性化

が、VTA の DA 神経の活動性の上昇に寄与するかについて検討した。CSDS 負荷後

5-HTDRN→VTAの光刺激を行い、その後 VTA を含む急性単離脳切片を作製し、c-fos 陽

性細胞 (5-HTDRN→VTAの局所刺激により活動性の亢進が誘発された VTA の神経細胞、

c-fos+)、チロシンヒドロキシラーゼ (TH) 陽性細胞 (ドパミン神経のマーカー遺伝子、

TH+)、c-fosおよび TH 共陽性細胞 (c-fos+TH+) の発現を免疫組織化学的手法により計

測した。全 TH+に対する c-fos+TH+の割合 (c-fos+TH+/TH+)、c-fos+TH+および c-fos+のそ

れぞれの総数は、5-HTDRN→VTAの光刺激を行った群 (CheRiff群) において、有意に大

きかった (図 7A-C)。一方で TH+の数は、両群間で同程度であった (図 7D)。これらの

結果より、VTAに投射する DRNの 5-HT神経の活性化により VTA の DA神経の活性

化が惹起されることが示唆される。次に、DA 神経伝達が 5-HTDRN→VTAの光刺激によ

り誘発される抗うつ薬様作用および dDG の快記憶エングラムの再活性化に関与して

いるかについて検討を行った。全てのマウスのDRNにAAV-mTPH2-CheRiff-eGFPを、

dDG に AAV-Fos-ERT2CreERT2および AAV-CMV-DIO-mCherr をそれぞれ投与した。光

ファイバーカニューレを VTA に挿入した後、タモキシフェン投与の 6 時間後に雌マ

ウスと接触させることで、快経験時に活性化した dDG の神経細胞に mCherry を発現

させた (図 8A、B)。10日間の CSDS 負荷後、5日間の光活性化を行う 20分前に、ド

パミン D1 受容体拮抗薬である SCH23390 (0.1mg/kg) およびドパミン D2 受容体拮抗

薬である raclopride (2mg/kg) の混合液を腹腔内に投与した (D1+D2 群)。陰性対照マウ

スには上記の混合薬の代わりに saline を光刺激の 20 分前に投与した (vehicle 群) (図

8B)。5日間の光刺激が終了した翌日から行動試験を実施した。オープンフィールド試

験における総移動距離および中央滞在時間には両群間で有意な差はなかった (図 8C)。

また尾懸垂試験における D1+D2群の無動時間は陰性対照群である vehicle群と比較し

て有意に短かった (図 8D)。一方で社会的相互作用試験における標的マウス存在下の

interaction zone滞在時間および social interaction ratio は、両群間で同程度であった (図

8E、F)。一般的に尾懸垂試験は、うつ様症状の中でも無力感や絶望状態から回避を評

価する試験として知られており 136、社会的相互作用試験は引きこもりなどの社会的逃

避を評価する試験として知られている 91。これらの知見を踏まえると、CSDS 曝露後

5-HTDRN→VTAの光活性化によりもたらされた無力感や絶望状態からの回避は DA 神経

に起因するものの、社会的逃避行動からの回復には異なる神経メカニズムが存在して

いる可能性を示唆している。最後に、5-HTDRN→VTAの光活性化により誘発される dDG

の快記憶エングラムの再活性化におけるドパミン神経伝達の役割について検討した。

その結果、快記憶エングラムの再活性化率の指標となる c-fos+mCherry+/c-fos+、
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c-fos+mCherry+/mCherry+、c-fos+mCherry+の総数のいずれもが D1+D2 群において有意

に減少していることが明らかとなった (図 8G-I)。以上の結果より、5-HTDRN→VTAの活

性化により誘発される快記憶エングラムの優先的な再活性化は、ドパミン神経伝達を

介していることが示唆される。 

 

 
図 7 腹側被蓋野（VTA）に投射する DRN の 5-HT 神経終末の活性化により VTA の DA 神経の

活動性の上昇が誘発される。 

(A-D) 5-HTDRN→VTAの光刺激を行った後、VTA における DAPI、c-fos、THおよび c-fosかつ TH 免

疫陽性細胞数を測定した。(A): Two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t7 = 10.12, ***P < 0.001, 

(B): Two-tailed unpaired t-test (Venus vs CheRiff), t7 = 4.392, **P = 0.0032, (C): Two-tailed unpaired t-test 

with Welch’s correction (Venus vs CheRiff), t3.114 = 4.416, *P = 0.0199, (D): Two-tailed unpaired t-test 

(Venus vs CheRiff), t7 = 0.9230, P = 0.3867. n = 5 (Venus) and 4 (CheRiff)。 
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図 8 腹側被蓋野 (VTA) に投射する DRN の 5-HT 神経終末の活性化中にドパミン神経伝達を遮

断すると CSDS誘発うつ様行動の改善と快体験に関連した神経細胞集団の再活性化が阻害される。 

(A) AAV投与の概略図。 

(B) 実験のタイムコース。雌マークは雌マウスとの接触、六角形は新規ケージの探索をそれぞれ

示す。快体験に関連するエングラム細胞をタモキシフェンによって標識づけた。CheRiff発現マウ

スに CSDSを負荷した後、vehicle (青色) あるいはドパミン D1受容体拮抗薬である SCH 23390 (0.1 
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mg/kg) かつドパミン D2受容体拮抗薬である raclopride (2 mg/kg) (濃紺色) の混合薬を投与し光刺

激を行った。行動解析後、再び拮抗薬の投与と光刺激を与え、その後免疫組織化学的検討を行っ

た。    

(C) 運動活性と不安量をオープンフィールド試験で検討した。拮抗薬の投与かつ 5-HTDRN→VTAの

光活性化を行った翌日に総移動距離と中央部の滞在時間を測定した。左: 総移動距離。Two-tailed 

unpaired t-test (vehicle vs D1+D2), t22 = 0.3356, P = 0.7404, 右: 中央部滞在時間。Two-tailed unpaired 

t-test (vehicle vs D1+D2), t22 = 1.158, P = 0.2593, n = 11 (vehicle) and 13 (D1+D2)。 

(D) 無力感に対する影響を尾懸垂試験で検討した。拮抗薬の投与かつ 5-HTDRN→VTAの光活性化を

行った 3日後に試験を行った。Two-tailed unpaired t-test (vehicle vs D1+D2), t26 = 2.740, *P = 0.0109, n 

= 15 (vehicle) and 13 (D1+D2)。 

(E, F) 社会的逃避行動の影響を社会的相互作用試験で検討した。5-HTDRN→VTAの光活性化を行った

2日後に試験を行った。 (E): Targetセッションにおける軌跡の一例。(F) 左: interaction zone 滞在

時間の結果。Two-tailed unpaired t-test (vehicle vs D1+D2 in Target session), t25 = 0.02156, P = 0.9830, 

右: social interaction ratio の結果。Two-tailed unpaired t-test (vehicle vs D1+D2), t25 = 0.2902, P = 0.7740, 

n = 15 (vehicle) and 12 (D1+D2)。 

(G-I) dDGにおける DAPI、c-fos、mCherryおよび c-fosかつ mCherry 免疫陽性細胞数を測定した。

(G): Two-tailed unpaired t-test (vehicle vs D1+D2), t10 = 4.104, **P = 0.0021, (H): Two-tailed unpaired 

t-test (vehicle vs D1+D2), t10 = 6.026, ***P < 0.001, (I): Two-tailed unpaired t-test (vehicle vs D1+D2), t10 

= 5.173, ***P < 0.001, n = 5 (vehicle) and 7 (D1+D2)。 

 

 

 

 

 

考察 

本章において著者は、社会的敗北ストレス誘発うつ病モデルマウスにおける DRN

の 5-HT 神経あるいは DRN から VTA に投射しているセロトニン神経回路 

(5-HTDRN→VTA) の局所刺激による抗うつ薬様効果に対する影響を検討した。その結果、

持続的なDRNの 5-HT神経の活性化と 5-HTDRN→VTAの局所刺激は社会的敗北ストレス

誘発うつ様症状を改善することを明らかにした。さらにこれらの 5-HT 神経回路の活

性化により背側海馬の歯状回 (dDG) に存在している過去の雌マウスとの接触時に活

性化した神経細胞集団 (快記憶エングラム) の優先的な再活性化が生じていることが

明らかとなった。また、DRNの 5-HT神経あるいは 5-HTDRN→VTAの局所刺激による社

会的敗北ストレス誘発の無力感からの融解と歯状回の快記憶エングラム細胞の優先

的な再活性化は、ドパミン神経 (DA) の活性化が関与していることが明らかとなった。
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本研究はうつ病の治療において、なぜセロトニンの関与が重要なのかを解き明かす基

礎的な知見となりうるものである。 

DRNの 5-HT神経回路の変化は気分調整、社会的相互作用、認知機能、攻撃性、意

思決定などの様々な情動機能に関与している 64,137–141。このように DRN の 5-HT 神経

回路が果たす役割は多岐にわたるが、その中でもうつ病の病態生理や治療に関与する

と考えられている神経回路の一つが報酬系である。これまでの研究から大うつ病性障

害の発症の要因の一つとして、脳内の報酬系を司る神経回路の機能異常が示唆されて

いる 142。加えて第二章では、DRNの 5-HT神経あるいは 5-HTDRN→VTAの局所活性化に

より報酬関連行動が惹起される一方、これらの神経回路を阻害すると嫌悪行動が誘発

されることが明らかとなった 39,41,143。本章では 5-HTDRN→VTAの光活性化が繰り返しの

ストレスにより誘発されるうつ様症状を改善すること、あるいは 5-HTDRN→VTAの光活

性化により中立記憶や不快記憶エングラム細胞と比較して、優先的に dDG の快記憶

エングラム細胞が再活性化することが明らかとなった。一方で、dDGの快記憶エング

ラム細胞の光活性化は社会的敗北ストレス誘発うつ様行動の改善に顕著な役割を果

たしているが、DRN の 5-HT 神経の活動には影響を与えないことも明らかとなった。

したがって、5-HTDRN→VTAが関連する脳内報酬系の繰り返しの活性化により dDGの快

記憶エングラム細胞の優先的な再活性化が引き起こされ、その結果抗うつ薬様作用が

生じることが示唆される。エングラム細胞に関する既存の研究の多くは、電気ショッ

ク時などの恐怖体験時に活性化した神経細胞集団と恐怖記憶の獲得あるいは消去と

の関連性を検討したものであり、うつ病とエングラム細胞の関連性を検討した報告は

非常に少ない。さらに、神経新生や dDGに局在する介在神経を介して、5-HTが抗う

つ薬様作用の発現に関与していることはこれまでの研究により報告されているもの

の 89,144,145、筆者が知る限りでは、5-HT神経回路の活性化による抗うつ薬様作用と dDG

の快記憶エングラム細胞の再活性化による抗うつ薬様作用との直接的な関連性を示

したものは今回の研究が初めてである。また近年の興味深い報告として電気ショック

などの恐怖記憶の消去は報酬記憶の獲得により促進され、報酬系の神経回路が恐怖記

憶の消去学習に大きく寄与することが示唆されている 146,147。さらに Zhang らはスト

レス感受性マウスでは、攻撃を受けたマウスへの再暴露時にストレス負荷時に活性化

した海馬の神経細胞集団 (不快記憶エングラム細胞) の再活性化が顕著に誘発されて

いることを報告している 118。上記に述べた報告を統括すると、dDG の快記憶エング

ラム細胞が再活性化することで社会的敗北ストレスに関する記憶に対する感受性が

低下し、これらの記憶の消去が促進される可能性が考えられるものの、詳細な事柄は

明らかではなく今後更なる検討が必要であると考えられる。 

VTA に局在している神経細胞の大部分はドパミン (DA) 陽性細胞であり、VTA の

DA 神経の活動変化がストレスに対する応答や報酬処理に重要な役割を果たしている

ことが以前の研究より示唆されている 133。Friedman らは、CSDS を 10 日間連続して
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負荷した後に、VTA の DA神経を 5 日間慢性的に光活性化させることで、社会的敗北

ストレスに対して感受性が高いマウスで見られた VTA の DA 神経の活動が正常化さ

れ、CSDS 誘発うつ病様行動が改善することを報告した 134。また VTA に投射してい

る DRNの 5-HT神経の光活性化は、ドパミン放出を促進しており 41 (図 7)、さらに本

研究結果から 5-HTDRN→VTAの活性化を行う前に DA の D1 および D2 受容体を一過性

に遮断することで、無力感に対する抵抗性と dDG の快記憶エングラム細胞の優先的

な再活性化が減衰することが明らかとなった (図 8)。一方で、5-HTDRN→VTAの活性化

により誘発される社会的回避の改善は、ドパミン神経伝達を阻害しても消失しなかっ

た。このことから、抗うつ薬様効果に寄与する DRNの 5-HT神経回路はうつ病として

一括りにされている症状ごとに異なることが示唆される。本研究では、社会的回避行

動を改善する要因を見出すことはできなかったものの、上記の要因に関連する可能性

が考えられるいくつかの興味深い知見が提案されている。例えば、内側前頭前野 

(mPFC) の長期記憶 148,149、偏桃体基底部 (BLA) の恐怖記憶の消去 150、腹側淡蒼球 

(VP) の parvalbumin 陽性細胞 151などが挙げられるが、これらの機構が 5-HTDRN→VTA

経路による抗うつ効果発症機構と関連しているかは今後さらに検討する必要がある。

また近年のうつ病の動物モデルを用いた複数の研究から、うつ様状態を生じさせる原

因となるストレスの種類に応じて、うつ様状態の病態形成や回復に関わる神経基盤が

異なる可能性が提唱されている 127。例えば、慢性的な軽度のストレスによりうつ様状

態を誘発するモデルマウスでは、VTAの DA 神経の活動性の低下が観察され、急性の

VTAの DA神経の光刺激により、軽度のストレスにより誘発されたうつ様症状が改善

することが報告されている 133。他方、本研究で使用した社会的敗北ストレスモデルで

は、VTAの DA神経の発火率は増加し、社会的敗北ストレスを負荷している最中に急

性の VTA の DA 神経を活性化することで、ストレスに関する感受性が増大すること

が報告されている 132。さらに Zhou らは、中央扁桃体 (CeA) に局在するソマトスタ

チン陽性細胞に投射する DRN の 5-HT 神経を活性化することで、慢性的な痛みによ

り誘発されるうつ様行動は抑制されるものの、社会的敗北ストレスにより誘発される

うつ様症状は改善されないことを尾懸垂試験により明らかにした 152。以上の知見と本

研究結果から、うつ病の発症原因ごと、さらには症状ごとに異なる治療戦略を形成し

ていくことが今後重要であると考えられる。 

本研究では、DRN の 5-HT神経および VTA に投射する DRNの 5-HT神経回路を選

択的に刺激することで抗うつ薬様効果が十分に得られることを証明した。さらに、上

記の神経回路を活性化することで dDG の快記憶エングラム細胞が優先的に再活性化

され、これらの効果は DA神経の機能を遮断することで減弱することが示された。以

上の研究結果は、セロトニンによる抗うつ薬様作用の機構をより深く理解するための

有益な知見となる可能性を秘めたものであり、大うつ病性障害の新規治療薬の開発に

つながる基礎的知見を提供するものである。 
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総括および結論 

本研究において著者は、以下の新規知見を得た。 

 

1. 細胞種特異的なプロモーター配列をマカクザルのゲノム中より同定し、マウスの

脳内で特異性を評価した。その結果、somatostatin (SST)、cholecystokinin (CCK)、

parvalbumin (PV)、serotonin transporter (SERT)、chline acetyltransferase (ChAT)、

substance P (SP)、enkephalin (PENK) の 7 種類の神経細胞種に対して 80%以上とい

う高い特異性を有するプロモーター配列の単離に成功した。 

 

2. 5-HT 神経に対して選択的に遺伝子を導入するアデノ随伴ウイルスベクター 

(AAV) を新たに作製し、DRNの 5-HT神経を光遺伝学的に操作することによる報

酬関連行動に対する影響を検討した。その結果 DRN の 5-HT 神経および DRN か

ら腹側被蓋野 (VTA) へ投射している 5-HT 神経回路 (5-HTDRN→VTA) の光刺激に

よる活動性の亢進は、光活性と関連付けられたノーズポーク行動の回数の上昇お

よび光活性と関連付けられた区域での滞在時間を有意に増加させた。また DRN

の 5-HT 神経ならびに 5-HTDRN→VTAの抑制により嫌悪行動がそれぞれ惹起される

ことが明らかとなった。 

 

3. 社会的敗北ストレス誘発うつ病モデルマウスにおけるDRNの 5-HT神経あるいは

DRNから VTAに投射しているセロトニン神経 (5-HTDRN→VTA) の局所刺激による

抗うつ薬様効果に対する影響を検討した。その結果、持続的な DRNの 5-HT神経

の活性化と 5-HTDRN→VTAの局所刺激は社会的敗北ストレス誘発うつ様症状を改善

することを明らかにした。さらにこれらの 5-HT神経回路の活性化により背側海

馬の歯状回 (dDG) に存在している過去の雌マウスとの接触時に活性化した神経

細胞集団 (快記憶エングラム) の優先的な再活性化が生じていることが明らかと

なった。また、5-HTDRN→VTAの局所刺激による社会的敗北ストレス誘発の無力感

からの融解と歯状回の快記憶エングラム細胞の優先的な再活性化は、ドパミン神

経 (DA) の活性化が関与していることが明らかとなった。 

 

本研究は、うつ病を初めとするの精神疾患の治療ターゲットの創出という創薬の観点

だけでなく、ヘテロな患者からなる精神疾患の治療に極めて有望と考えられている

「患者の層別化」と「個別化医療」への基礎的知見にもつながると考えられる。 
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