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緒言 

 うつ病は、気分、認知、意欲の低下および悲観的な考えや抑うつ感情の持続を特徴と

する精神疾患であり 1、先進国を中心に世界中で約 2 億 8000 万人が罹患しているとい

われている 2。環境ストレス因子がうつ病の最も重要なリスク因子の一つである 3,4。適

切なストレス刺激は、身体的または心理的脅威への適応を促進する 5が、一方で過度の

ストレスへの慢性的な曝露は、脳機能の低下を引き起こし、最終的にはうつ病の発症に

至る 6。うつ病の治療には選択的セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）等の抗うつ薬が

使用されることが多い 7—9。SSRI 等の従来型抗うつ薬を使用した治療では、抗うつ効果

発現までには 4–12 週間もの期間を要するため継続的な投与が必要となるが、投与初期

の期間には抑うつ症状がかえって悪化することもあり、他者に対する敵意や攻撃性、自

殺念慮の懸念がある。また悪心嘔吐等の消化器症状や不安障害、睡眠障害等の副作用の

ために服薬継続に嫌悪感を示す患者も多い。さらに、うつ病罹患者の約 3分の 1 におい

て従来の治療法に対して抵抗性を示す治療抵抗性病態に罹患していることが臨床上問

題となっている 10—13。これらの問題を解決するためには、うつ病態とその治療法につい

ての生物学的理解をさらに深めるとともに、その理解に基づいた高い治療効果と速効性

を有した新規治療法の創出が必要不可欠である。 

 これまでの基礎研究から、セロトニン合成酵素であるトリプトファンヒドロキシラー

ゼ 2（TPH2）遺伝子の機能低下型がうつ病患者より同定されていること 14、その多型に

相当するアミノ酸置換を有する遺伝子改変マウスがうつ様行動を示すこと 15 が報告さ

れている。また、うつ病発症要因であるストレスに対する耐性や対処において中脳辺縁

系に存在するセロトニン神経系が重要な役割を果たすことが示されている 16,17。したが

って、これらを含む多くの報告から、うつ病とセロトニン神経との間には深い因果関係

があることが近年示唆されている。そこで著者は、脳内最大のセロトニン神経核である

背側縫線核（DRN）に着目し、DRN セロトニン神経とうつ病との関連性について研究

を行ってきた。他の研究グループを含む著者らのグループは、チャネルロドプシンやハ

ロロドプシン等の光感受性タンパク質を目的細胞に発現させることで光による人為的

な興奮性・抑制性制御を可能とした光遺伝学的手法（optogenetics）18を用いた研究にお

いて、DRN セロトニン神経の人為的な活性化はオペラント条件付けにおける報酬行動

を誘発し 19—21、さらに抗うつ様効果をもたらすことを報告してきた 22,23。これはセロト

ニン神経とうつ病との因果関係を証明することがうつ病の病態機序解明および根本的

治療法の創出にきわめて重要であることを意味する。この因果関係を証明するためには、

セロトニン神経活動変化の結果としてうつ病態および抗うつ効果が誘発されるという

「必要性」に加えて、うつ様行動、抗うつ様作用・報酬関連行動によりセロトニン神経

活動変動が起こるという「十分性」の両方向の証明が必要不可欠である。現状では光遺

伝学等を用いた介入的手法により「必要性」に関する知見が多く報告されている 19—24。
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また「十分性」については、主に電気生理学等の観察的手法を用いた知見が報告されて

いる 25—30。しかし電気生理学を用いた実験は麻酔下の動物、あるいは急性単離培養切片

を用いたものであるため、うつ病態や薬物等による治療効果に対するセロトニン神経活

動変化を生理的条件下で評価したものとは言い難い。また、報酬関連行動等の自発的自

由行動に伴う神経活動の測定および評価については、電気生理学的手法のみでは不可能

である。そのため、セロトニン神経がうつ病態時および薬物治療時に「いつ」「どのよ

うに」活動変化しうるのかについて評価するためには、生存条件下、自由行動下の被験

体を対象とした神経活動測定を実施することが重要である。 

 そこで本研究において、第一章では、自由行動下の動物において特定の細胞集団の神

経活動を計測することが可能なファイバーフォトメトリー法を用いて、慢性ストレス負

荷および抗うつ薬投与がセロトニン神経活動に与える影響について解析を行った。さら

に第二章では、抗うつ薬の投与期間の違いが神経活動応答性に変化を及ぼす分子機序に

ついて薬理学的解析を行うとともにそこに関与する神経回路の同定を行った。 

 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 

AAV  adeno-associated virus 

AAV-DJ  AAV serotype DJ 

ANOVA  analysis of variance 

axon GCaMP axon-targeted GCaMP 

CeA  central amygdala 

Cit  citalopram 

CMOS  complementary metal oxide semiconductor 

CSDS  chronic social defeat stress 

Ctrl  control 

DREADD  designer receptors exclusively activated by designer drugs 

DRN  dorsal raphe nucleus 

DSM-5-TR  diagnostic and statistical manual of mental disorder 5th edition text revision 

ECT  electric convulsive therapy 

fMRI  functional magnetic resonance imaging 

GABA  gamma-aminobutyric acid 

GCaMP  Ca2+ probe based on a single GFP molecule with high Ca2+ affinity 

GFP  green fluorescent protein 

GPCR  G-protein-coupled receptor 

ICD-11  international classification of disease 11th edition 

i.p.  intraperitoneal 

LED  light emitting diode 

LH  lateral hypothalamus 

LHb  lateral habenula 

mTph2  mouse Tph2 

NAc  nucleus accumbens 

PB  phosphate buffer 

PBS  phosphate buffered saline 

PBS-T  PBS containing 0.25% TritonTM X-100 

PFA  paraformaldehyde 
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qPCR  quantitative polymerase chain reaction 

Res  resilient 

SI  social interaction 

SNRI  serotonin–noradrenaline reuptake inhibitor 

SSRI  selective serotonin reuptake inhibitor 

Sus  susceptible 

TMS  transcranial magnetic stimulation 

Tph2  tryptophan hydroxylase 2 

TST  tail suspension test 

VP  ventral pallidum 

VTA  ventral tegmental area 
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第一章 

抗うつ薬および慢性社会的敗北ストレスが 

背側縫線核セロトニン神経活動に及ぼす影響の解明 
 

うつ病は報酬感の喪失である無快感症および持続的な抑うつ症状を主徴とする精神

疾患であり、報酬情報処理の異常はうつ病態と深く関係している 1。Ca2+濃度変化を蛍

光強度変化として検出可能な Ca2+センサータンパク質（GCaMP6s31等）を用いて神経活

動の測定を行った過去の研究では、背側縫線核（DRN）セロトニン神経はスクロース水

や他個体（特に異性）との接触に代表される報酬刺激によって神経活動を上昇させると

いうことが明らかとなっている 32。これらの報告は報酬情報処理における DRN セロト

ニン神経の重要性を示唆している。 

げっ歯類、ヒトの両方において、ストレスへの慢性的な曝露によって快感の消失およ

び報酬に対する嗜好性の減弱が引き起こされることが報告されている 33,34。それゆえ、

慢性ストレスはうつ病発症の原因になると考えられているが、その背景には DRN セロ

トニン神経の活動の変調が関連するといわれている 17。Ex vivo 電気生理学的測定を行

った研究では、大型マウスによる身体的攻撃を 10 日間繰り返し与える慢性社会的敗北

ストレス（CSDS）負荷によって作製されたストレス感受性マウスでは、DRN セロトニ

ン神経の活動性が減少したこと、一方でストレス耐性マウスのそれは変化しなかったこ

とが報告されている 25,26。しかしながら、慢性ストレスが DRN セロトニン神経の報酬

応答性に及ぼす影響については、未だ解明されていない。 

SSRI 等の抗うつ薬はうつ病の治療に適用される場合が多い。一方で臨床適用におい

てはその問題点が多く指摘されており、抗うつ効果発現までに 4–12 週間もの長期にわ

たる継続的な投与が必要であり、投与初期にはむしろ抑うつ症状が悪化する症例が数多

く報告されている 10,11。そのため、より効果的で安全な臨床適用のためには、SSRI がセ

ロトニン神経活動に及ぼす影響についてより理解を深める必要がある。麻酔下の動物を

用いた過去の電気生理学的検討では、DRN における遅発火および規則発火神経の活動

が SSRI の急性投与により抑制され、SSRI の慢性投与により回復することが報告されて

いる 27—30。これらの知見は SSRI における臨床特性に類似しているものの、抗うつ薬が

DRN セロトニン神経の報酬応答性に及ぼす影響については、未だ不明な点が多い。 

過去に報告されたこれらの電気生理学的手法を用いた研究では、その電気生理学的特

性に基づきセロトニン神経と推定される神経の活動が測定されたと考えられる。しかし

ながら、近年の基準においてはその細胞種選択性に対する信憑性は低いと考えられ、遺

伝学的に同定されたセロトニン神経を対象とした解析を改めて行う必要性があるとさ

れている 35,36。また ex vivo での解析では、麻酔下の動物あるいは急性単離脳切片を解析

対象としているため、報酬に対する応答性を直接評価することは極めて困難である。 
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そこで本章では、自由行動下の動物における神経細胞内の Ca2+変動をリアルタイムで

測定することで Ca2+変動を神経活動変化として検知することが可能なファイバーフォ

トメトリー法を用いた神経活動測定を実施した。これを用いて報酬刺激に対するマウス

DRN セロトニン神経の活動変化を記録することで、無処置時（健常時）に対する慢性

ストレス負荷時、あるいは抗うつ薬の急性・慢性投与時での報酬応答性の変化について

比較検討を行った。  



7 

 

実験方法 
 

使用動物 

 全ての実験は京都大学動物実験委員会（承認番号：19–41）および日本薬理学会の倫

理ガイドラインに沿って実施した。実験には成体 C57BL/6JmsSlc 雄性マウス（8–12 週

齢、日本エスエルシー）を使用した。すべてのマウスは室温 22 ± 2°C、湿度 55 ± 10%、

12 時間毎の明暗周期の条件のもと、木製床敷を敷き詰めたプラスチック製飼育容器内

で水および餌（MF 飼料、オリエンタル酵母）を自由に摂取できる環境下で飼育した。

本研究では、脳定位手術後に斜頸や胴体の回転運動のような異常行動を示した個体につ

いてはすべての実験結果から除外した。 

 

ウイルスベクターの作製と精製 

 アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターは、先行研究 21,37に基づき、若干の修正を加え

て作製および精製した。Lenti-X 293T 細胞（タカラバイオ株式会社）を 60–70%コンフ

ルエンシーに達するまで培養した後、pHelper 8 µg、pAAV-DJ Rep-Cap（Cell Biolabs）5 

µg、およびトランスファープラスミド 5 µg をポリエチレンイミン（24765-1, Polysciences）

を用いて Lenti-X 293T 細胞にトランスフェクションした。培養後 60–72 時間経過した

後、上清を吸引除去し、1× gradient buffer 500 µLをディッシュ内の細胞に添加した。細

胞をディッシュから剝離した後、細胞懸濁液を回収した。この懸濁液を液体窒素中で 10

分間凍結し、55°C の水浴で完全に解凍するまで温めた。この凍結–解凍サイクルを 3 回

繰り返した後、benzonase（E1014-5KU, Sigma-Aldrich）0.5 µLを懸濁液に添加した。溶

解液を 37°C で 60分間インキュベートした後、3000×g で 15 分間遠心分離し、上清を回

収した。不連続密度勾配液として 15%、25%、40%、および 58%の iodixanol を超遠心管

内に準備し、得られた上清を密度勾配の最上層に慎重に滴下した。超遠心管内の不連続

密度勾配液を 50.4Ti rotor（Beckman-Coulter）を用いて 48,000 rpm（平均 248,113×g）で

18℃、1 時間遠心した。その後、21G の針を装着したシリンジを 40%と 58%の勾配バッ

ファー層の境界下約 1–2 mm の位置に挿入し、約 0.5 mL の溶液を徐々に抽出した。こ

の溶液を分注し、使用時まで−80°C で保存した。作製した AAV ベクターの種類および

qPCR 法で測定した力価はそれぞれ以下の通りであった。 

① mTPH2::Venus（AAV-mTPH2-Venus-WPRE）  ；力価 58.6×1012 IU/mL  

② mTPH2::GCaMP6s（AAV-mTPH2-GCaMP6s-WPRE） ；力価 40.0×1012 IU/mL 

 

脳定位手術 

 脳定位手術はマウス用脳定位固定装置および固定装置用マイクロマニピュレーター

（SR-5M-HT、SMM-100、成茂科学器械研究所）を使用し、Brain Atlas38にしたがって実

施した。動物の麻酔には、塩酸メデトミジン（0.75 mg/kg、日本全薬工業）、ミダゾラム
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（4 mg/kg、アステラス製薬）および酒石酸ブトルファノール（5 mg/kg、Meiji Seika フ

ァルマ）の三種混合麻酔を使用した。また術後覚醒にはアチパメゾール（4.5 mg/kg、共

立製薬）を使用した。AAV ベクターは上記①および②を用いた。AAV は 1 µL をそれぞ

れの座標に微量投与した。その中心座標は bregma を基準に、DRN（主に腹側 DRN）で

は体軸方向（AP）−4.6 mm、内外方向（ML）+1.15 mm、右脳側へ 20°、頭蓋骨表面か

ら深さ+3.7 mm とした。 

 

ファイバーフォトメトリー（Fiber photometry） 

カルシウムシグナルの一過性変化は、先行研究に基づき製作したファイバーフォトメ

トリー装置を用いて測定した 39,40。蛍光シグナルの記録には、LED光源（M470L3, Thorlabs）

から発せられた 470 nm 波長の青色光をダイクロイックミラー（MD498, Thorlabs）で反

射させ、×10 対物レンズ（MRH00101, Nikon）によって光ファイバーの先端に集光した。

ファイバーパッチケーブル（MFP_400/430/1100-0.57_2m_FC-ZF1.25(F)_LAF, φ400 µm 

core, 0.57 NA, Doric Lenses）を介して、検出装置とマウス頭部に留置した光ファイバー

（光ファイバー: FP400URT, φ400 µm core, 0.50 NA, Thorlabs; セラミックフェルール: 

CFLC440-10, Thorlabs）との間の光を伝送した。ブリーチング（退色効果）を最小限にす

るため、光ファイバー先端における LED の出力は 0.02–0.03 mW に調整した。GCaMP

から発せられる蛍光は CMOS カメラ（CS2100M-USB, Thorlabs）を用いて検出した。生

の蛍光シグナルを 10 Hz で画像化し、ImageJ ソフトウェアのプラグイン MicroManager

（https://micro-manager.org/）を用いて記録した。フォトメトリーのデータ解析において

は、個々の試行ごとにデータを分割し解析を行った。蛍光強度変化（ΔF/F0）の値は、

(F–F0)/F0 の式を用いて導出した。ここにおける F0 とは、イベントの開始 2.0 秒前から

1.0 秒前までの 1.1 秒間の制御時間内で平均化した基準蛍光シグナルのことを指す。 

 

慢性社会的敗北ストレス（CSDS） 

 CSDS は、先行研究に基づき、若干の修正を加えて実施した 41—43。攻撃マウスとして

は繁殖経験のある成体 ICR 雄性マウス（12 週齢以上、日本エスエルシー）を用いた。

ICR マウスの選別方法として以下の手法を用いた。健康な C57BL/6JmsSlc マウスに対し

て、攻撃に至るまでの時間および攻撃回数により攻撃性を測定し、攻撃マウスとして

CSDS を施行するに適性のある個体のみ選別し実験に使用した。実験に先立ち、

C57BL/6JmsSlc 雄性マウスを各々独立して単飼育した。これらのマウスを ICR マウスの

ホームケージに毎日 5 分間、計 10 日間にわたって繰り返し投入し、ICR マウスからの

身体的攻撃を与えた。各マウスの組み合わせは、ICR マウスの攻撃性における変動を最

小限に抑えるために毎回変更した。 
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スクロース水飲水試験（Sucrose licking test） 

 試験実施に先立って、試験前日からマウスには 16–24時間にわたる水分摂取制限を行

った。また、試験用給水瓶に対する新規物体探索防止措置として、初めて本試験を実施

する個体については計 2日間の馴化を実施した。試験当日、10%スクロース水溶液（w/v）

を満たした給水瓶を設置したケージ（136×208×115 mm、幅×長さ×高さ）内にマウス

を配置した 37。試験は自由行動下の環境で 10 分間実施した。スクロース水飲水時のタ

イムポイントは、記録映像から実験者が手動で抽出した。 

 

社会的相互作用試験（Social interaction test） 

 社会的相互作用試験は、CSDS 最終日の翌日以降に実施した。このテストは、先行研

究に基づき 41—43、若干の修正を加えて実施した。CSDS 負荷マウスをテスト環境への馴

化のため、本試験前に何も配置していない状態のオープンフィールド（500×500×500 mm）

内に約 120 秒間保持し自由探索させた。次に、ターゲット無しセッションとして、空の

ワイヤーメッシュケージ（100×65 mm）をフィールドの側面中央部に配置したオープン

フィールド内でマウスを 150 秒間保持し自由探索させた。続いてターゲット有りセッシ

ョンとして、同じマウスをワイヤーメッシュケージ内に ICR マウスを収容した状態で

オープンフィールド内にマウス 150 秒間保持し自由探索させた。試験中のマウスの行動

を動画で記録し、移動軌跡は ANY-MAZE ソフトウェア（Stoelting Co.）を用いて解析し

た。フィールド内の 4隅（各 900 mm²）は回避（Avoidance）ゾーン、ワイヤーメッシュ

ケージの周囲領域（140×240 mm）は相互作用（Interaction）ゾーンとして定義した。社

会的相互作用比（SI 比）は、ターゲット有りセッションにおける相互作用ゾーン内の滞

在時間を、ターゲット無しセッションでの相互作用ゾーン内の滞在時間で割った値とし

て計算した。観察期間（150 秒）中の SI 比をストレス感受性の指標として用いた。 

 

薬物処置 

 抗うつ薬として、選択的セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）の一種である塩酸シタ

ロプラム（FWD Chemicals）を用いた。SSRI 急性投与として、シタロプラムを生理食塩

水に溶解（1 mg/mL）し、行動試験の 30分前にマウスへ腹腔内注射（10 mg/kg）した。

SSRI 慢性投与として、シタロプラムを水道水に溶解（0.2 mg/mL）し、28 日間にわたり

自己飲水投与した 30,43。マウスの水の摂取量は 1 日あたり約 3–4 mL であり、マウスの

体重は 20–30 g であった。これにより投与量は約 24 mg/kg/日となった。薬物を含む飲料

水は遮光し、3–5日ごとに再調製したものへ交換した。なおこの投与戦略は、尾懸垂試

験（Tail suspension test: TST）においてストレスに対する能動的対処行動を持続的に増加

させることを示した以前の報告 43に基づいて選択した。 
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免疫組織化学的検討 

 動物に三種混合麻酔を使用して麻酔をかけ、PBS を用いた経心灌流にて脱血処置を行

った後、0.1 M リン酸緩衝液（PB）に溶解した 4%パラホルムアルデヒド（PFA）（Nacalai 

Tesque）で灌流固定を行った。灌流固定後、脳組織を採取し 0.1 M PB に溶解した 15%

スクロースに一晩浸して平衡化した後、凍結した。脳はクリオスタット（Leica CM3050S, 

Leica Biosystems）を用いて厚さ 30 µm で前頭断片に切片化し、免疫組織化学処理まで

−80°C で保存した。切片を 0.25% Triton-X 100（Nacalai Tesque）に浸して透過処理を行

い、PBS で洗浄後 rabbit polyclonal anti-GFP antibody（1:2000; A-11122, Life Technologies）

および sheep polyclonal anti-tryptophan hydroxylase（TPH）antibody（1:500; AB1541, Merck 

Millipore）を切片に浸して 4°C で一晩インキュベートした。切片を PBS で洗浄した後、

Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-rabbit IgG（1:200; Life Technologies）および Alexa Fluor 

594-labeled donkey anti-sheep IgG（1:200; Life Technologies）を浸して室温で 2 時間インキ

ュベートした。再度切片を PBS で洗浄後、Fluoromount/Plus（Diagnostic Biosystems）を

切片に滴下しガラススライド内に封入した。蛍光像は、レーザー走査型共焦点顕微鏡

（Fluoview FV10i, Olympus）および FV10i-SW ソフトウェア（Olympus; ImageJ, NIH）を

用いて観察した。GFP 陽性、TPH 陽性、および二重陽性神経細胞の定量は各動物につき

3 切片ずつ行い、平均値を算出した。 

 

統計解析 

 データは平均（mean）±標準誤差（SEM）として示し、各実験で用いた動物の数は図

または説明に記載した。統計的有意性は Prism（version 9, GraphPad software）を用いて

判断した。2つ以上の実験群間の比較には、One-way analysis of variance（ANOVA）with 

Bonferroni’s post hoc test を用いた。2 群間の比較には、unpaired t-test を使用した。分散

の比較に用いる F test の p 値が 0.05 未満であった場合、unpaired t-test with Welch’s 

correction を実施した。また、同一動物における 2 時点間の差異は、two-tailed paired 

Student’s t-tests を用いて評価した。フォトメトリー解析では、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、1000 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 32。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。 
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実験結果 
 

マウス TPH2プロモーターによるセロトニン神経特異的遺伝子導入 

 マウストリプトファンヒドロキシラーゼ 2（mTPH2）プロモーターによるセロトニン

神経特異的遺伝子導入の性能を確認するため、mTPH2 プロモーター制御下で蛍光タン

パク質 Venus22,44 を発現するアデノ随伴ウイルスベクター（AAV-mTPH2-Venus-WPRE

（mTPH2::Venus）21,37,45）を作製し背側縫線核（DRN）に微量投与した。mTPH2::Venus

を微量投与したマウスにおいて、免疫組織化学的手法でプロモーターの性能を検証した

結果（図 1A, B）、高い特異性（88.5 ± 2.7%）および感染率（90.1 ± 2.5%）を確認した（n 

= 3、図 1C, D）。 

 

報酬刺激に対する背側縫線核（DRN）セロトニン神経の報酬応答性の記録 

 ファイバーフォトメトリー法を用いてセロトニン神経の活動を測定するために、

mTPH2 プロモーター制御下でカルシウムセンサー蛍光タンパク質である GCaMP6s31を

発現する AAV（AAV-mTPH2-GCaMP6s-WPRE（mTPH2::GCaMP6s））を作製し DRN に

微量投与した。その 3 週間後には DRN 上に光ファイバーカニューレを留置した。先行

研究に従って、本研究では DRN の中でも報酬や抗うつ効果に関連があるとされる腹側

寄りの DRN を標識座標とした 21,46。脳定位手術からの回復を待った後、マウスにとっ

て代表的な報酬刺激の一種である 10%スクロース水溶液を摂取させ、その摂取前後での

GCaMP 蛍光の変化を測定した（図 2A–C）。GCaMP の蛍光は、スクロース水の飲水直前

からその増加が観察され（ΔF/F0 = 0.046 ± 0.011, mean ± SEM, p < 0.05 by permutation test, 

n = 4, 図 2D, E）、先行研究と一致した結果となった 32,47。スクロース濃度の減少に伴い、

蛍光強度変化量の最大値（peak ΔF/F0）は有意に低下しスクロース濃度と peak ΔF/F0と

の間には正の相関が認められた（R2 = 0.1456, p < 0.0001, 図 2F）。これらの結果から、先

行研究と一貫して、自由行動下のマウスにおいても、報酬刺激は DRN セロトニン神経

の活動を上昇させることが確認された。 

 

DRNセロトニン神経の報酬応答性に対する慢性ストレスの影響 

 DRN セロトニン神経の報酬応答性に対する慢性社会的敗北ストレス（CSDS）の影響

を検討するため、自由行動下のマウスにおいてファイバーフォトメトリー法を用いて

CSDS 負荷の前後それぞれで、自発的なスクロース水飲水行動時の DRN セロトニン神

経の応答性を測定し比較した（図 3A, B）。CSDS 負荷マウスが抑うつ関連行動を示すこ

とについては、社会的相互作用試験にて確認を行った（図 4A）。先行研究 41,43に従って、

社会的相互作用比（SI 比：抗うつ様効果の指標）に基づいて CSDS 負荷を受けたマウス

を、SI 比が 1 未満である個体をストレス感受性マウス（susceptible: Sus）、1 以上である

個体をストレス耐性マウス（resilient: Res）として 2 群に分類した（図 4B）。 
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スクロース水飲水行動による Ca2+応答は、いずれの群においても CSDS 負荷前後で同

程度の値を示した（naïve: peak ΔF/F0 = 0.0867 ± 0.0167 (before), 0.076 ± 0.0188 (after), p = 

0.649, t9  = 0.471 by two-tailed paired Student’s t-tests, n = 10; resilient: peak ΔF/F0 = 0.0609 ± 

0.0140 (before), 0.0757 ± 0.0184 (after), p = 0.264, t9 = 1.19 by two-tailed paired Student’s t-tests, 

n = 10; susceptible: peak ΔF/F0 = 0.0994 ± 0.0181 (before), 0.0812 ± 0.0239 (after), p = 0.464, 

t10 = 0.761 by two-tailed paired Student’s t-tests, n = 11, 図 3C）。CSDS 負荷前後のスクロー

ス水飲水行動による peak ΔF/F0 の変化率も、3 群間で有意な差は認められなかった

（naïve: 23.3 ± 23.4%; resilient: 37.7 ± 16.2%; susceptible: 23.6 ± 29.3%, p = 0.891, F2,28 = 0.116 

by one-way ANOVA, n = 10–11, 図 3C, D）。 

先行研究では、DRN セロトニン神経の活動が社会的相互作用によっても誘導される

ことが示されている 32。そこで、社会的相互作用に対する DRN セロトニン神経の応答

に与える CSDS の影響について検討した（図 4）。CSDS 負荷後の peak ΔF/F0と CSDS 負

荷前のそれとの比率は、ストレス感受性マウス（susceptible）で非ストレスマウス（naïve）

より高い傾向であった（naïve: −33.8 ± 12.0%; resilient: −20.5 ± 13.4%; susceptible: 43.7 ± 

33.2%, p = 0.0550, F2,27 = 3.61 (susceptible vs. naïve) by one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple 

comparisons test, n = 10, 図 4D, E）。これらの結果は、DRN セロトニン神経の報酬応答に

対する CSDS の影響がごくわずかであることを示唆している。 

 

DRNセロトニン神経の報酬応答性に対する抗うつ薬投与の影響 

 DRN セロトニン神経の報酬応答性に対する抗うつ薬投与の影響を検討するため、抗

うつ薬の急性・慢性投与の前後それぞれにおいて、自由行動下マウスのスクロース水飲

水行動（図 5）および社会的相互作用行動（図 6）における DRN セロトニン神経の GCaMP

蛍光を測定し比較した。本研究では先行研究に従い、抗うつ薬として選択的セロトニン

再取り込み阻害薬（SSRI）の一種であるシタロプラムを使用した 30,43,48。まず、抗うつ

薬投与前にスクロース水飲水行動に対する DRN セロトニン神経の応答を測定した。そ

の翌日、抗うつ薬の急性投与としてシタロプラム（10 mg/kg）を腹腔内投与し、その 30

分後にスクロース水飲水試験を行った（図 5B）。その結果、シタロプラム急性投与は、

スクロース水飲水によって誘発される GCaMP 蛍光の増加を有意に減弱させた（change 

rate of peak ΔF/F0: saline: 39.2 ± 21.9%, acute citalopram: −42.5 ± 9.86%, p = 0.0039, t15.3 = 3.40 

by unpaired t-test with Welch’s correction; change rate of AUC: saline: 58.1 ± 34.3%, acute 

citalopram: −41.0 ± 20.2%, p = 0.0209, t22 = 2.49 by unpaired t-test; n = 12 mice, 図 5C, D）。 

次に抗うつ薬の慢性投与として、シタロプラムを飲料水に溶解（0.2 mg/mL）し、4 週

間自己飲水させた（約 24 mg/kg/日）30,43。シタロプラム慢性投与終了後に再度スクロー

ス水飲水試験を行った（図 5E, F）。その結果、シタロプラム投与前に記録したスクロー

ス水飲水による GCaMP 蛍光増加は、シタロプラム慢性投与後においても投与前と同程

度の蛍光増加を示した（change rate of peak ΔF/F0: water: 31.7 ± 21.3%, chronic citalopram: 
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6.91 ± 23.1%, p = 0.437, t22 = 0.791 by unpaired t-test; change rate of AUC: water: 52.1 ± 37.9%, 

chronic citalopram: 22.5 ± 31.0%, p = 0.552, t22 = 0.604 by unpaired t-test; n = 12 mice, 図 5E, 

F）。 

一方、社会的相互作用に対する DRN セロトニン神経の応答は、急性または慢性シタ

ロプラム投与のいずれにおいても有意な変化を示さなかった（図 6D–G）。つまり、DRN

セロトニン神経の報酬応答性については、スクロース水による報酬ではシタロプラム急

性投与で減弱され、慢性投与後にそれが回復するという効果が見られたが、社会的報酬

に対する応答は影響を受けなかった。 
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図 1. マウス TPH2 プロモーター搭載 AAV によるセロトニン神経特異的遺伝子導入

の免疫組織化学的検証 

 

(A) AAV（mTPH2::Venus）注入部位の模式図。 

(B) AAV 注入後の DRN領域の抗 GFPおよび抗 TPH 抗体を用いた免疫染色の代表画

像。スケールバーは 200 µm（Low）および 20 µm（High）。 

(C) GFP 陽性細胞における二重陽性細胞割合の平均値±標準誤差（n = 3）。特異性の

評価。 

(D) TPH 陽性細胞における二重陽性細胞割合の平均値±標準誤差（n = 3）。ウイルス

ベクターの感染効率の評価。 
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図 2. 自由行動下の動物に対するセロトニン神経特異的 Ca2+シグナル変動の測定 

 

(A) ファイバーフォトメトリー装置の模式図。試験用ケージ内でスクロース水溶液

に自由にアクセスできる雄性 C57BL/6JmsSlc マウスから、GCaMP6s を発現する DRN

セロトニン神経の Ca2+シグナル変動が記録された。 

(B) AAV（mTPH2::GCaMP6s）注入部位および光ファイバー留置位置の模式図。 

(C) mTPH2::GCaMP6s の注入およびファイバー留置位置を示す DRN の代表的な免疫

染色画像（白線）。スケールバーは 200 µm。 

(D) 行動試験中のスクロース水飲水行動に関連する Ca2+シグナル。上段：各スクロー

ス水飲水行動開始時点の Ca2+シグナルのヒートマップ。行は各飲水行動を表し、こ

こに示す代表マウスからは 5 回の飲水行動を記録した。右側のカラースケールは

ΔF/F0を示す。下段：各飲水行動の Ca2+シグナル変動値の平均値を示す。太線と影付

き領域はそれぞれ平均値と標準誤差を示す。赤線はベースラインからの有意な増加

を示す（p < 0.05, F100,400 = 4.24 by permutation test, n = 5 events）。 

(E) マウス 4 匹分の Ca2+シグナル変動の平均。赤線はベースラインからの有意な増

加を示す（p < 0.05, F100,300 = 8.48 by permutation test, n = 4 mice）。 

(F) スクロース水溶液の濃度に応じた蛍光変化の用量反応曲線。データは平均値±標

準誤差として表示。 
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図 3. 慢性社会的敗北ストレス（CSDS）負荷前後におけるスクロース水飲水行動時

の DRN セロトニン神経活動の測定およびその比較 

 

(A) AAV（mTPH2::GCaMP6s）注入部位および光ファイバー留置位置の模式図。 

(B) 実験スケジュール。CSDS では、C57BL/6JmsSlc マウスに対して大型 ICR マウス

による身体的攻撃を 1日 5 分間、計 10日間毎日与えた。 

(C) 行動試験中のスクロース水飲水行動に関連する Ca2+シグナル。左図は非ストレ

スマウス（対照群）、中央図はストレス耐性マウス、右図はストレス感受性マウスを

それぞれ示す。薄灰色線は CSDS 実施前、色付き線は CSDS 実施後のスクロース水

飲水試験の値をそれぞれ示す。 

(D) スクロース水飲水行動に関連する Ca2+シグナルの最大変化量（peak ΔF/F0）の

CSDS 前後での変化率。データは平均値±標準誤差として表示。p = 0.891, F2,28 = 

0.1156, n = 10–11 by one-way ANOVA。 
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図 4. 慢性社会的敗北ストレス（CSDS）前後の社会的相互作用における DRN セロト

ニン神経活動の測定およびその比較 

 

(A) 社会的相互作用試験の模式図。白色マウス（ICR マウス）がワイヤーメッシュ内

のターゲット、黒色マウス（C57BL/6JmsSlc マウス）が被験体。 

(B) 社会的相互作用比（Social Interaction Ratio）はストレス感受性マウスで有意に低

下（平均値±標準誤差、
*
p < 0.05, 

***
p < 0.001, F2,28 = 9.320 by one-way ANOVA, 

Bonferroni‘s multiple comparisons test, n = 10–11）。 

(C) 社会的相互作用試験中の総移動距離（平均値±標準誤差。左：ターゲット無しセ

ッション、F2,28 = 1.617; 右：ターゲット有りセッション、F2,28 = 0.6891 by one-way 

ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test, n = 10–11）。 

(D) 行動試験中のターゲットとの社会的相互作用行動に関連する Ca2+シグナル、左；

非ストレスマウス（対照群）、中央；ストレス耐性マウス、右；ストレス感受性マウ

ス。薄灰色線は CSDS 実施前、色付き線は CSDS 実施後の社会的相互作用試験の値

をそれぞれ示す。 

 (E) 社会的相互作用行動に関連する Ca2+シグナルの最大変化量（peak ΔF/F0）の

CSDS 前後での変化率。CSDS 後、ストレス感受性マウスの社会的相互作用行動に関

連する Ca2+シグナルは増加傾向であった。データは平均値±標準誤差として表示。  

p = 0.0550 (susceptible vs naïve), F2,27 = 3.608 by one-way ANOVA, Bonferroni‘s multiple 

comparisons test, n = 10–11。 



19 

 

 

 

  

図 5. SSRI急性投与および慢性投与前後おけるスクロース水飲水行動時の DRNセロ

トニン神経活動の測定およびその比較 

 

(A) AAV 注入部位および光ファイバー留置位置の模式図。 

(B) 実験スケジュール。 

(C, E) 行動試験中のスクロース水飲水行動に関連する Ca2+シグナル。1 日目には薬物

投与を行う前の未処置セッションを実施（C, E 各図の Before、薄灰色線）。1 日後、

SSRI 急性投与セッションを実施し、スクロース水飲水試験の 30 分前にシタロプラ

ムを腹腔内に投与（10 mg/kg）（C 右、青線）。SSRI 慢性投与セッションは、4 週間

にわたりシタロプラムを飲料水に溶解（0.2 mg/mL）し自己飲水投与（約 24 mg/kg/

日、4 週間）（E右、緑線）。 

(D) 左図：スクロース水飲水行動に関連する Ca²⁺シグナルの最大変化量（peak ΔF/F0）

のシタロプラム急性投与前後での変化率。
**

p = 0.0039, t15.3 = 3.40, F11,11 = 4.94 by 

unpaired t-test with Welch’s correction, n = 12。右図：シタロプラム急性投与前後での

AUC の変化率。
*
p = 0.0209, t22 = 2.49, F11,11 = 2.89 by unpaired t-test, n = 12。データは

平均値±標準誤差として表示。  

(F) 左図：スクロース水飲水行動に関連する Ca2+シグナルの最大変化量（peak ΔF/F0）

のシタロプラム慢性投与前後での変化率。p = 0.437, t22 = 0.791, F11,11= 1.17 by unpaired 

t-test, n = 12。右図：シタロプラム慢性投与前後での AUC の変化率。p = 0.552, t22 = 

0.604, F11,11= 1.49 by unpaired t-test, n = 12 。データは平均値±標準誤差として表示。 
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図 6. SSRI急性投与および慢性投与前後おける社会的相互作用行動時の DRNセロト

ニン神経活動の測定およびその比較 

 

(A) 社会的相互作用試験の模式図。 

(B) SSRI 急性投与および慢性投与後の社会的相互作用比（Social Interaction Ratio）（上

段：急性、下段：慢性）。上段：p = 0.621, t16 = 0.504, F7,9= 2.71 by unpaired t-test, n = 

8–10。下段：p = 0.196, t7.51 = 1.42, F7,8= 24.6 by unpaired t-test with Welch’s correction, n 

= 8–9。データは平均値±標準誤差として表示。  

(C) 社会的相互作用試験中の総移動距離（上段：急性、下段：慢性）。上段左図：p 

= 0.0976, t16 = 1.76, F7,9= 1.06 by unpaired t-test, n = 8–10。上段右図：p = 0.109, t16 = 1.70, 

F9,7= 2.25 by unpaired t-test, n = 8–10。下段左図：p = 0.0968, t15 = 1.77, F8,7= 1.97 by 

unpaired t-test, n = 8–9。下段右図：p = 0.170, t15 = 1.44, F7,8= 1.94 by unpaired t-test, n = 

8–9。データは平均値±標準誤差として表示。 

(D, F) 行動試験中のターゲットとの社会的相互作用行動に関連する Ca2+シグナル。

（D, F 各図の Before：未処置セッション、薄灰色線。D 右図：シタロプラム急性投

与、青線。F 右図：シタロプラム慢性投与、緑線。） 

(E, G) 社会的相互行動に関連する Ca2+シグナルの最大変化量（peak ΔF/F0）のシタロ

プラム投与前後での変化率（E：急性投与、G：慢性投与）。（E）p = 0.388, t14 = 0.891, 

F7,7 = 1.48 by unpaired t-test, n = 8。（G）p = 0.710, t14 = 0.380, F7,7 = 1.95 by unpaired t-

test, n = 8。データは平均値±標準誤差として表示。 
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考察 
 

背側縫線核（DRN）セロトニン神経は、スクロース水等の物理的報酬刺激、他個体と

の接触によって生じる社会的報酬、および学習後の報酬関連手がかり刺激を含むさまざ

まな刺激によって活性化されることが報告されている 32,47。これらの知見は in vivo での

自由行動下の動物に対するファイバーフォトメトリー法を用いた研究によって確認さ

れている。しかし一方で、慢性ストレスや抗うつ薬がセロトニン神経活動に与える影響

については、電気生理学的手法を用いた研究が中心である。この手法では麻酔下あるい

は急性単離脳切片での解析のため、報酬獲得といった自発的な行動に対するセロトニン

神経の応答性に与える慢性ストレスあるいは抗うつ薬の影響について評価することは

極めて困難である 25—30。また、ファイバーフォトメトリー法は、自由行動下の動物にお

ける特定の神経集団の活動を測定するために広く用いられているが、治療薬などが神経

活動に与える影響を調べた研究は比較的少ない 49,50。そこで本研究では、自由行動下の

マウスにおいてファイバーフォトメトリー法を用いることで、報酬刺激に対する DRN

セロトニン神経の応答性を測定するとともに慢性ストレスおよび抗うつ薬負荷がそれ

らに与える影響について検討し解析を行った。 

今回の検討では、慢性社会的敗北ストレス（CSDS）負荷後のストレス感受性マウス、

ストレス耐性マウス、ストレス負荷をかけていない非ストレスマウス（対照群）の 3群

それぞれにおいて報酬に対する DRN セロトニン神経の応答性を比較したが、その結果

3 群間いずれにおいても有意差は認められなかった。これに対して Challis らは過去の

急性単離脳切片による電気生理学的手法を用いた ex vivo 研究において、CSDS 後のス

トレス感受性マウスで DRN セロトニン神経の興奮性が低下していたことを報告してい

る 25。この報告と本研究で得られた結果を合わせた知見は、CSDS 負荷によって興奮性

が低下した状態にある DRN セロトニン神経に対して他の神経核からの興奮性入力が加

わることで神経興奮性が補われるといった神経学的メカニズムが存在する可能性があ

ることを示唆している。過去の研究によると、ストレス負荷後のストレス感受性マウス

において、攻撃的なマウスとの社会的相互作用によって外側手綱核（LHb）のグルタミ

ン酸作動性神経の興奮性が増加することが報告されている 51。また ex vivo による研究

では、LHb 神経に対する光遺伝学的刺激によってその投射先である DRN セロトニン神

経の興奮性を増加させることも報告されている 52。これらの知見を総合することで、『ス

トレス感受性マウスにおいては、LHb 神経が自身の活動を上昇させることによって慢性

ストレスによって生じた DRN セロトニン神経の興奮性低下を補完するというストレス

対処機構がある』といった仮説が考えられる。しかしながら、このような仮説の検証に

は、LHb-DRN 回路を光遺伝学等の介入手法を用いて操作するといったさらなる解析が

必要である。 

過去の研究により、SSRI 急性処置が DRN セロトニン神経の活動を抑制し、この効果
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は SSRI 慢性処置後には消失することが示されている 27—30。これらの研究では、電気生

理学的特性に基づきセロトニン神経と推定される神経細胞種の活動が測定されたが、近

年の研究はこの従来の基準に疑問を投げかけており、遺伝学的に同定されたセロトニン

神経を解析する必要性が示されている 35,36。このような背景のもと本研究では、遺伝学

的に同定された DRN セロトニン神経においてシタロプラム急性処置がスクロース水へ

の応答を有意に減弱させ、この減弱した応答が 4週間のシタロプラム慢性投与により回

復することを見出した。本研究により得られた知見は、麻酔下動物での in vivo 電気生

理学的研究の知見 27を拡張し、SSRI 急性投与後のセロトニン神経の報酬刺激への応答

性の減弱と、SSRI 慢性投与後の回復を初めて明らかにするものである。なお、本研究

において、シタロプラムの急性投与は腹腔内投与、慢性投与は自己飲水による経口投与

にて実施した。腹腔内投与での慢性投与を選択しなかった理由としては、4 週間の連日

にわたる侵襲的な投与処置がマウスに及ぼす心理的・身体的ストレスの影響を回避する

ためであった。当然ながら、スクロース水への応答の違いが投与経路の違いに起因する

可能性も十分に考えられるため、これらのバイアスに対しては今後のさらなる検証が必

須である。 

本研究では、著者のグループの過去の研究報告に基づき 30,43、代表的な SSRI として

シタロプラムを選択し実験を実施した。当然ながら、他の先行研究ではシタロプラムに

加えてフルオキセチンやエスシタロプラム等の他の SSRI についての検討も散見される

10,27。これらの従来型 SSRI の共通点としてはセロトニントランスポーターに対する阻害

作用を有することであり、本研究で観察された急性投与によるセロトニン神経の報酬応

答性の抑制および慢性投与後のそれの回復が他の SSRI によっても引き起こされる可能

性は十分にあると考えられる。著者のグループの過去の in vitro 研究において、SSRI（シ

タロプラムおよびフルオキセチン）、SNRI（デュロキセチン、ベンラファキシン、ミル

ナシプラン）、および三環系抗うつ薬（イミプラミンおよびデシプラミン）を含むさま

ざまな抗うつ薬の急性および持続的な曝露がラット縫線核急性単離脳切片培養におけ

る細胞外セロトニン濃度に与える影響を調査した。そこでは細胞外セロトニン濃度の変

化をセロトニン作動性活動の指標として用いた。その結果、セロトニントランスポータ

ーを阻害する抗うつ薬による慢性処置は、急性処置と比較して、一貫して細胞外セロト

ニン濃度の顕著な増加を引き起こすことが明らかになった 48。この結果は、セロトニン

トランスポーターへの阻害作用を有する他の抗うつ薬においても本研究で観察された

事象を生じさせうる可能性を示唆するものである。 

本研究において著者は、自由行動下の動物に対するファイバーフォトメトリー法を用

いた神経活動測定により、慢性ストレスによって社会的報酬刺激に対する DRN セロト

ニン神経の活動性は上昇傾向となる一方で、スクロースによる報酬応答性は慢性ストレ

ス負荷後もほとんど変化が見られないことを見出した。また、シタロプラム急性投与が

スクロース水飲水による報酬刺激に対する DRN セロトニン神経の活性化を減弱させる
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こと、および慢性投与がそれを回復させることを初めて明らかにした。これらに起因す

る分子基盤をより詳細に追究することによって、セロトニン神経活動とうつ病との因果

関係に関する生物学的理解をより詳細に深めることが可能となるだろう。 
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第二章 

抗うつ薬急性投与による背側縫線核セロトニン神経の 

報酬応答性減弱の薬理学的解析 
 

うつ病態においてセロトニン 1A 受容体（5-HT1A受容体）が重要な役割を担っている

ことが多くの研究から報告されている。5-HT1A受容体は Gi/o 共役型の GPCR である。

セロトニン神経とそのポストシナプス側の神経の両方で 5-HT1A 受容体が発現している

が、ストレス応答においては、プレシナプスの 5-HT1A 受容体とポストシナプスのそれ

とは役割が対照的であることが知られている 53。ポストシナプスの 5-HT1A 受容体はセ

ロトニン作動性の神経伝達を媒介しているため、それにより抗うつ様効果を誘発する。

5-HT1A 受容体作動薬であるブスピロンは不安障害やうつ病の治療薬として使用されて

いる 54。一方で、プレシナプスの 5-HT1A 受容体は自己受容体としてセロトニン神経の

活動を抑制することで、抗うつ薬の効果を制限することがある 53。SSRI などの抗うつ

薬はセロトニンの再取り込みを阻害することで細胞外セロトニン濃度を上昇させ、それ

に伴ってプレシナプスの 5-HT1A自己受容体やポストシナプスの 5-HT1A受容体はセロト

ニンによる刺激を受ける 55。麻酔下の動物を用いた電気生理学的検討では、DRN にお

けるセロトニン神経の活動が SSRI の急性投与により 5-HT1A 自己受容体の活性化を介

して抑制され、SSRI の慢性投与により回復することが報告されている 27—29。この根拠と

一貫して、5-HT1A自己受容体を高レベルで発現しているマウスは、低発現マウスと比較

してストレスに対する脆弱性がより顕著であるという報告がなされている 56。したがっ

て、5-HT1A 自己受容体の発現低下は抗うつ薬の作用機序の根底にあると考えられてい

る。しかしながら、電気生理学で得られた知見はあくまでも麻酔下の動物あるいは死後

脳を用いた切片培養系におけるものである。そのため、これらの知見のみでは、本来自

由行動下で観察されるべきはずの報酬獲得行動に関連した DRN セロトニン神経の応答

性に対する抗うつ薬投与の影響を説明するには不十分である。 

DRN は広範な領域にセロトニン神経投射を行っており、解剖学的観点から見た DRN

セロトニン神経の異質性が複数の先行研究により報告されている 46,57。また DRN セロ

トニン神経は報酬応答に関連する重要な神経核であり 32、腹側被蓋野（VTA）や側坐核

（NAc）、外側視床下部（LH）等の関連領域への投射経路を形成している 58—61。他のグ

ループを含む著者のグループの過去の報告では、遠心性の DRN セロトニン神経の中で

も特に VTAへ投射する回路において、光遺伝学的な活性化により報酬行動を誘発し 20,21、

反対に抑制することで嫌悪行動を惹起すること 21,24を明らかにしている。これらの知見

から、DRN からの複数の投射経路のうち DRN-VTA 経路が報酬刺激に対する応答に深

く関与する可能性が示唆される。一方で、この神経回路が本研究の第一章で見出したよ

うな抗うつ薬の影響を受ける DRN セロトニン神経を含む回路であるかは明らかにされ
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ていない。 

そこで本章では、ファイバーフォトメトリー法に加えて薬理学的手法を用いることで、

抗うつ薬の DRN セロトニン神経報酬応答性変化に対する 5-HT1A 受容体の関与を検証

するとともに、DRN-VTA 経路に対する抗うつ薬投与の影響についても検討した。 
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実験方法 
 

使用動物 

 第一章に準ずる。 

 

ウイルスベクターの作製と精製 

 第一章に準ずる。 

本章より新たに以下の AAV を作製した。qPCR 法で測定した力価は以下の通りであ

った。 

mTPH2::axon GCaMP6s（AAV-mTPH2-axon GCaMP6s-WPRE）；力価 7.91×1012 IU/mL 

 

脳定位手術 

 第一章に準ずる。 

本章より新たに取り上げた脳領域の脳定位座標を以下に記す。 

腹側被蓋野（VTA）：AP −3.1 mm、ML +0.7 mm、背腹軸における深さ（DV）+4.5 mm。 

 

ファイバーフォトメトリー（Fiber photometry） 

第一章に準ずる。 

 

スクロース水飲水試験（Sucrose licking test） 

 第一章に準ずる。 

 

薬物処置 

 第一章に準ずる。 

本章より新たに使用した薬物の詳細を以下に記す。 

5-HT1A受容体拮抗薬：(S)-WAY100135ジヒドロ塩酸塩（Tocris Bioscience）を生理食塩水

に溶解し、行動試験の 30 分前に腹腔内注射した。 

 

免疫組織化学的検討 

 第一章に準ずる。 

 

統計解析 

 第一章に準ずる。 
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実験結果 
 

抗うつ薬急性投与による DRN セロトニン神経の報酬応答性減弱に対するセロトニン

1A受容体拮抗薬の効果 

 抗うつ薬急性投与が DRN セロトニン神経のスクロース水飲水による報酬応答を減弱

させる薬理学的メカニズムを明らかにするため、セロトニン 1A受容体（5-HT1A受容体）

拮抗薬の効果を検討した。5-HT1A受容体拮抗薬として(S)-WAY100135 を使用した 62。薬

物投与前（未処置状態）でのスクロース応答の記録を実施した数日後、シタロプラム（10 

mg/kg）と(S)-WAY100135（0, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0, 10, 20 mg/kg、隔日）の併用投与を試験 30

分前に行った（図 7）。その結果、急性シタロプラム単独投与が引き起こす DRN セロト

ニン神経のスクロース水飲水行動に対する報酬応答性の減弱が、(S)-WAY100135 用量依

存的に応答性増加方向へと回復した（図 7C）。 

シタロプラム単独投与群と、シタロプラムと低用量(S)-WAY100135 (3.0 mg/kg)との併

用投与群との間には有意差は見られなかった（change rate of peak ΔF/F0: saline: 36.1 ± 

36.5%, (S)-WAY100135 (3.0 mg/kg): 20.7 ± 15.0%, citalopram: −63.1 ± 5.21%, citalopram + (S)-

WAY100135 (3.0 mg/kg): −26.4 ± 20.9%, p = 0.0077 (saline vs. citalopram), p = 0.720 

(citalopram vs. citalopram + (S)-WAY100135), p = 0.161 (saline vs. citalopram + (S)-

WAY100135), F3,37 = 4.35; change rate of AUC: saline: 49.9 ± 38.6%, (S)-WAY100135 (3.0 

mg/kg): 10.1 ± 21.5%, citalopram: −93.0 ± 9.11%, citalopram + (S)-WAY100135 (3.0 mg/kg): 

−50.5 ± 36.1%, p = 0.00530 (saline vs. citalopram), p > 0.999 (citalopram vs. citalopram + (S)-

WAY100135), p = 0.106 (saline vs. citalopram + (S)-WAY100135), F3,37 = 5.12 by one-way 

ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test, n = 10–11 mice, 図 7D, E）。一方で、シタロ

プラムと高用量(S)-WAY100135 (20 mg/kg)との併用群では、シタロプラム単独投与によ

る DRN セロトニン神経の報酬応答性減弱が有意に緩和され、応答性は増加方向へと回

復した（change rate of peak ΔF/F0: saline: 7.80 ± 30.8%, (S)-WAY100135 (20 mg/kg): −13.2 ± 

8.82%, citalopram: −63.1 ± 11.6%, citalopram + (S)-WAY100135 (20 mg/kg): 13.1 ± 22.0%, p = 

0.0370 (saline vs. citalopram), p = 0.0229 (citalopram vs. citalopram + (S)-WAY100135), p > 

0.999 (saline vs. citalopram + (S)-WAY100135), F3,27 = 3.62; change rate of AUC: saline: −0.12 

± 21.5%, (S)-WAY100135 (20 mg/kg): −33.4 ± 9.88%, citalopram: −117.8 ± 21.3%, citalopram 

+ (S)-WAY100135 (20 mg/kg): −43.3 ± 17.6%, p=0.0006 (saline vs. citalopram), p = 0.0448 

(citalopram vs. citalopram + (S)-WAY100135), p = 0.756 (saline vs. citalopram + (S)-

WAY100135), F3,27 = 7.79 by one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test, n = 7–9 

mice, 図 7F, G）。これらの結果は、抗うつ薬急性投与は 5-HT1A自己受容体の活性化を介

してスクロース報酬刺激に応答した DRN セロトニン神経の活性化を減弱させることを

示唆している。 
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腹側被蓋野（VTA）へ投射する DRNセロトニン神経の報酬応答性に対する抗うつ薬の

効果 

DRN セロトニン神経は報酬応答に関連する重要な神経核であり 32、報酬に関連のあ

る投射先として、腹側被蓋野（VTA）、外側視床下部（LH）、扁桃体中心核（CeA）、腹

側淡蒼球（VP）、および側坐核（NAc）といった複数の投射経路を形成していることが

知られている 58—61。これらの脳領域のうち DRN からの神経投射を最も密に受けている

領域を同定するため、DRN に AAV（mTPH2::Venus）を微量投与した後、各投射領域に

おける単位面積当たりの Venus の蛍光強度を測定した。その結果、VTAの単位面積当た

りの蛍光強度は他の領域よりも有意に高く、DRN から VTA への高密度な神経投射が確

認された（p < 0.0001; VTA vs other regions, F4,17 = 32.3, one-way ANOVA, Bonferroni’s 

multiple comparison post hoc test; n = 4–5 mice, 図 8）。 

VTA は報酬処理において最も重要な神経核の 1つである 63。VTAに投射する DRN セ

ロトニン神経終末への光遺伝学的な活性化は報酬行動を強化することが報告されてい

る 20,21。本研究では、VTA に投射する DRN セロトニン神経の活動を測定し、報酬刺激

が DRN-VTA セロトニン神経終末の活動応答に及ぼす影響を調べた。神経軸索末端への

効率的な GCaMP 輸送のため、mTPH2プロモーター制御下で軸索標的型 GCaMP（axon 

GCaMP6s64）を発現するための AAV（mTPH2::axon GCaMP6s）を作製し DRN へ微量投

与した。また光ファイバーは右脳 VTA 上に留置した。脳定位手術からの回復の後に、

スクロース水飲水に対する VTA に投射する DRN セロトニン神経の報酬応答性を測定

した（図 9A, B）。スクロース水飲水により、DRN-VTA 神経終末において GCaMP 蛍光

がベースラインと比較して有意に増加した（ΔF/F0 = 0.0025 ± 0.00061, p < 0.05 by 

permutation test, n = 3 mice, 図 9C 左）。この結果は、VTA に投射する DRN セロトニン神

経が報酬によって活性化されることを示している。次に、急性および慢性の抗うつ薬投

与が DRN-VTA セロトニン神経回路の活動に与える影響を検討するため、抗うつ薬投与

後にスクロース水飲水に対するセロトニン神経の報酬応答性を測定した。シタロプラム

急性投与（10 mg/kg、腹腔内投与）を受けたマウスでは、スクロース水飲水中の GCaMP

蛍光に有意な変化はみられなかった（ΔF/F0 = 0.0010 ± 0.00078, p > 0.05 by permutation 

test, n = 3 mice, 図 9C中央）。一方、シタロプラム慢性投与（0.2 mg/mL、約 24 mg/kg/日、

4 週間、自己飲水）を受けたマウスでは、スクロース水飲水中の GCaMP 蛍光はベース

ラインと比較して有意な増加がみられた（ΔF/F0 = 0.0040 ± 0.00060, p < 0.05 by 

permutation test, n = 3 mice, 図 9C 右）。これらの結果より、DRN-VTAセロトニン神経投

射経路は、報酬刺激に対する応答性を示す経路であることが同定された。またこの経路

は、抗うつ薬投与によってその報酬応答性に影響を受ける DRN セロトニン神経の主な

投射経路であることが示唆される。 
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  図 7. SSRI急性投与による DRNセロトニン神経のスクロース応答性の減弱に対する

5-HT1A受容体拮抗薬の効果 

 

(A) AAV 注入部位および光ファイバー留置位置の模式図。 

(B) 実験スケジュール。5-HT1A 受容体拮抗薬として(S)-WAY100135 を用いた。(S)-

WAY100135 は最も低い濃度から開始し、1 日おきに濃度を変更して投与した。 

(C) 行動試験中のスクロース水飲水行動に関連する Ca²⁺シグナルの最大変化量（peak 

ΔF/F0）および AUC の変化率と(S)-WAY100135 濃度の用量反応曲線。データは平均

値±標準誤差として表示。n = 7–11。（左：peak ΔF/F0 、右：AUC）。 

(D, E) 低用量(S)-WAY100135（3.0 mg/kg、腹腔内投与）の代表図。Peak ΔF/F0 : 
**

p = 

0.0077 (saline vs citalopram), p = 0.720 (citalopram vs citalopram + WAY), p = 0.161 (saline 

vs citalopram + WAY), F3,37 = 4.35。AUC: 
**

p = 0.00530 (saline vs citalopram), p > 0.999 

(citalopram vs citalopram + WAY), p = 0.106 (saline vs citalopram + WAY), F3,37 = 5.12 by 

one-way ANOVA, Bonferroni‘s multiple comparisons test, n = 10–11。データは平均値±

標準誤差として表示。 

(F, G) 高用量(S)-WAY100135（20 mg/kg、腹腔内投与）の代表図。Peak ΔF/F0 : 
*
p = 

0.0370 (saline vs citalopram), 
*
p = 0.0229 (citalopram vs citalopram + WAY), p > 0.999 

(saline vs citalopram + WAY), F3,27 = 3.62。AUC: 
***

p = 0.0006 (saline vs citalopram), 
*
p = 

0.0448 (citalopram vs citalopram + WAY), p = 0.756 (saline vs citalopram + WAY), F3,27 = 

7.79 by one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test, n = 7–9。データは平均

値±標準誤差として表示。 
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  図 8. DRNセロトニン神経の投射密度に関する免疫組織化学的検討 

 

(A) AAV（mTPH2::Venus）注入部位と神経投射領域の模式図。 

(B) 腹側被蓋野（VTA）、外側視床下部（LH）、扁桃体中心核（CeA）、腹側淡蒼球

（VP）、および側坐核（NAc）における DRN セロトニン神経の軸索終末の画像。ス

ケールバーは 200 µm。 

(C) 各終末領域における Venus 蛍光強度の定量。
****

p < 0.0001（VTA vs other regions）, 

F
4,17

 = 32.3 by one-way ANOVA, Bonferroni‘s multiple comparison test, n = 4–5。データは

平均値±標準誤差として表示。 
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図 9. 報酬刺激に対する DRN–VTA セロトニン神経回路の活動測定およびそれに対

する SSRI の効果 

 

(A) AAV (mTPH2::axon GCaMP6s) 注入部位と光ファイバー留置位置の模式図。 

(B) 実験スケジュール。 

(C) 行動試験中のスクロース水飲水行動に関連する Ca²⁺シグナル。左：シタロプラム

投与前（未処置セッション）。中央：シタロプラム急性投与後（10 mg/kg、腹腔内投

与）。右：シタロプラム慢性投与後（24 mg/kg/日、4 週間、自己飲水）。赤線はベー

スラインからの有意な増加を示す（左：
*
p < 0.05, F100,200 = 2.61、中央：p > 0.05, F100,200 

= 2.16、右：
*
p < 0.05, F100,200 = 3.89、permutation test、n = 3）。太線と影付き領域はそ

れぞれ平均値と標準誤差を示す。 
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考察 
 

過去の研究により、SSRI 急性処置が 5-HT1A自己受容体の活性化を介して DRN セロ

トニン神経の活動を抑制し、この効果は 5-HT1A 受容体拮抗薬の処置によって速やかに

消失することが示されている 27。これらの電気生理学的手法を用いた研究によって得ら

れた知見はあくまでも麻酔下の動物を対象として得られたものであるため、自発的な自

由行動の結果生じるセロトニン神経の報酬反応（活動変化）に対しても適用させるには

根拠が不十分である。このような背景から本研究ではファイバーフォトメトリー法を用

いた DRN セロトニン神経活動の測定を行い、その結果として 5-HT1A受容体拮抗薬であ

る(S)-WAY100135 と SSRI との併用投与はシタロプラム単独投与後のスクロース水に対

する応答の低下を用量依存的に軽減することを見出した。この知見は、麻酔下動物での

in vivo 電気生理学的研究の知見 27を拡張し、SSRI 急性処置後のセロトニン神経の報酬

刺激への反応低下は 5-HT1A受容体を介したものであること、そして SSRI と 5-HT1A受

容体拮抗薬の併用投与は短期間で DRN セロトニン神経の報酬応答性を回復させること

を可能にするということを初めて明らかにしたものである。 

本研究では、SSRI と 5-HT1A 受容体拮抗薬の併用投与は SSRI 慢性投与と類似して

DRN セロトニン神経の報酬応答性を回復させうることを見出した。この知見は、過去

の電気生理学的な知見によって提唱されている『5-HT1A自己受容体の脱感作仮説 65』が

SSRI 急性投与で減弱した DRN セロトニン神経の報酬応答性を SSRI 慢性投与が回復さ

せるメカニズムを考える上でも有用であるということを示唆している。先行研究による

組織学的検討では、高濃度の 5-HT1A 受容体作動薬（8-OH-DPAT）をラットに静脈内投

与することで DRN 神経細胞膜上に発現する 5-HT1A 受容体の細胞内へのエンドサイト

ーシスが促進されたことを報告している 66。SSRI によってプレシナプス上のセロトニ

ントランスポーターが阻害されるとシナプス間隙のセロトニン再取り込み量が低下し、

その結果、細胞外セロトニン濃度が増加することで 5-HT1A 受容体等のセロトニン受容

体が活性化される。SSRI 慢性投与によって、シナプス間隙に遊離したセロトニンが 5-

HT1A受容体に対して持続的に刺激し続けることで 5-HT1A受容体の脱感作が生じる。そ

れによって 5-HT1A 自己受容体のセロトニン神経に対する抑制が解除（脱抑制）される

ことが、スクロース水に対するセロトニン神経の報酬応答性の回復につながったと考え

られる。 

一方で SSRI と 5-HT1A受容体拮抗薬の併用投与と SSRI 単独慢性投与との間には報酬

に対する応答増加の時間的パターンにおいて顕著な違いが見られた。5-HT1A受容体拮抗

薬はスクロース水誘発性のセロトニン神経活動増加の初期段階での短期的な応答のみ

を回復させたのに対し、SSRI 慢性投与では初期段階を含めた長期的な応答が回復した。

これら両者の活動増加パターンの違いを説明するためには、SSRI 慢性投与後のセロト

ニン神経報酬応答の増加には 5-HT1A 自己受容体に加えて他の因子も関与している可能
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性を考慮する必要がある。Challis らは、DRN 内部において GABA 作動性神経がセロト

ニン神経に投射しその神経活動を抑制することを示している 25。さらに、DRN の GABA

作動性神経には Gq 共役型 GPCR である 5-HT2B受容体が発現しており、その活動を正

に調節することが報告されている 67—69。SSRI 急性処置によって誘発されるシナプス間

隙での細胞外セロトニン濃度の増加は、DRN セロトニン神経に発現する 5-HT1A自己受

容体と、DRN の GABA 作動性神経に発現する 5-HT2B受容体の両方を活性化し、協調的

にセロトニン神経の活動を抑制する可能性がある。この仮説に対してはさらなる検討が

必要であるものの、SSRI 慢性投与は DRN セロトニン神経に発現する 5-HT1A自己受容

体のみならず、DRN の GABA 作動性神経に発現する 5-HT2B受容体の脱感作も誘発する

可能性があり、その結果、SSRI、5-HT1A受容体拮抗薬、5-HT2B受容体拮抗薬の 3 剤併用

投与が SSRI 慢性投与の効果をさらに鮮明に模倣できる可能性があると考える。 

複数の先行研究により、解剖学的観点から見た DRN セロトニン神経の異質性が報告

されている 46,57。特に全脳コネクトーム解析により、背側/背外側 DRN セロトニン神経

は主に扁桃体、外側手綱核、視床核などの皮質下領域に投射する一方で、腹側 DRN セ

ロトニン神経は眼窩前頭皮質、嗅内皮質、梨状葉皮質などの前側皮質領域を支配するこ

とが明らかにされている 46。この報告では、嫌悪刺激が皮質投射性 DRN セロトニン神

経を抑制する一方で扁桃体投射性セロトニン神経を活性化することが示されている。こ

れは DRN セロトニン神経の機能的異質性を示唆している 46。このような背景のもと本

研究では、mTPH2 プロモーター21,22を組み込んだウイルスベクターによって標的化され

た DRN セロトニン神経の投射パターンが、これまでの報告 46,61と類似していることを

確認した。また、DRN セロトニン神経が扁桃体や視床下部などの他の脳領域と比較し

て、腹側被蓋野（VTA）に対してより多くの神経投射を行っていることを見出した。 

本研究では、axon GCaMP6s64を使用して、VTAに投射する DRN セロトニン神経の報

酬応答性を測定した。この DRN-VTA 回路はスクロース水飲水行動によって活性化され、

DRN の中でも VTA 投射性の DRN セロトニン神経が報酬信号を符号化することを示し

ている。さらに、スクロース水飲水試験の結果に基づき、VTA における DRN セロトニ

ン神経終末は、DRN セロトニン神経の細胞体と同様にシタロプラムの急性および慢性

処置の影響を受けた。VTA は報酬処理に関与する最も重要な脳部位の一つであり、報酬

応答における主要な神経伝達物質であるドパミンを合成する多くの神経細胞を含む領

域である 70。VTA への電気刺激によって側坐核（NAc）では細胞外ドパミン濃度が増加

する。これは脳内自己刺激パラダイムにおいて正の強化因子として機能する 71。電気生

理学的検討では、中脳ドパミン神経の活動が、報酬予測誤差すなわち受け取った報酬と

予測された報酬の差を符号化し学習のための指導信号として作用することを示唆して

いる 72。以上の知見を総合すると、本研究の組織学的解析結果は、VTA に投射する DRN

セロトニン神経が報酬処理において重要な役割を果たしていることを示唆している。他

の先行研究とともに、本研究は一貫して、VTA 投射性 DRN セロトニン神経の活性化が
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正の価値を、抑制が負の価値を持つことを示している 21,24。 

以上、本研究では、自由行動下の動物に対するファイバーフォトメトリー法および薬

理学的手法を用いた検討により、SSRI 急性処置がスクロース水飲水行動による DRN セ

ロトニン神経の活性化を減弱させるメカニズムとして 5-HT1A 自己受容体を介したもの

であることを見出した。また、SSRI と 5-HT1A受容体拮抗薬の併用投与が、SSRI 慢性投

与の効果を短期間で部分的に模倣しうることを明らかにした。加えて、神経回路選択的

な検討により DRN-VTAセロトニン経路が報酬信号の符号化を担い、加えて抗うつ薬の

影響を受ける回路であることを同定した。これらの知見は、治療効果発現が迅速であり

かつ神経回路選択的な新規抗うつ薬の開発に新たな示唆を与えるものである。 
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結言（総括および展望） 

 

 本研究においては、慢性ストレスおよび抗うつ薬が背側縫線核（DRN）セロトニン神

経の報酬応答性に及ぼす影響、その薬理学的作用機序、および関連する神経投射経路に

ついて検討を行い、以下の知見を得た。 

 

第一章 

・ 慢性ストレスは、スクロース報酬刺激に応答した DRN セロトニン神経の活動性に

ほとんど影響を与えなかった。 

・ 慢性ストレスは、ストレス感受性を示したマウスでのみ、他個体との接触による社

会的報酬刺激に応答したDRNセロトニン神経の活動性を上昇させる傾向を示した。 

・ SSRI 急性投与は、スクロース報酬刺激に応答した DRN セロトニン神経の活動性を

減弱させた。 

・ SSRI 慢性投与は、SSRI 急性投与によって減弱された DRN セロトニン神経の報酬応

答性を回復させた。 

・ SSRI 投与は、投与期間によらず、他個体との接触による社会的報酬刺激に応答した

DRN セロトニン神経の活動性にほとんど影響を与えなかった。 

 

これらの結果は、慢性ストレスおよび抗うつ薬が報酬応答に関連した DRN セロトニン

神経活動に対して部分的に影響を及ぼしうる可能性があることを示唆するものである。 

 

第二章 

・ SSRI 単独急性投与によるセロトニン神経の報酬応答性の減弱は、5-HT1A 受容体拮

抗薬との併用急性投与により回復した。 

・ DRN-VTA セロトニン神経投射経路は、報酬刺激に応答した活動性の上昇を示した。 

・ DRN-VTAセロトニン神経投射経路の報酬応答性は、SSRI 急性投与によって減弱し、

SSRI 慢性投与によって回復した。 

 

これらの結果は報酬応答に関連した DRN セロトニン神経活動に対する抗うつ薬の作用

メカニズムを薬理学的に解明し、さらに報酬信号の符号化および抗うつ薬の影響を受け

る神経回路についても明らかにしたものである。 

 

以上、本研究により著者は生理的条件下でのマウス背側縫線核セロトニン神経活動解

析を通して、慢性ストレスおよび抗うつ薬投与が報酬応答に関連した神経活動に対して

部分的に影響を与えうる可能性があることを見出した。また、抗うつ薬の報酬関連神経



38 

 

活動応答に対する薬理学的作用機序を解明した。これらの知見は、ストレス下あるいは

抗うつ薬投与下といったヒトでの状況により近い条件におけるセロトニン神経活動変

化の分子機序の一端を明らかにしたものであり、うつ病の病態機序解明および速効性の

ある新規抗うつ薬開発に資する知見を提供しうるものである。 

 

SSRI 等の従来型抗うつ薬を用いたうつ病治療の臨床上の課題を克服するためには副

作用が少なく、速効性のある新規治療法の開発が必須である。報酬情報処理の異常によ

る無快感症等の治療には、本研究により得られた SSRI と 5-HT1A受容体拮抗薬の併用投

与による知見が有効であると思われる。しかし一方で、経口や貼付等による全身投与が

大多数を占める従来の薬物治療の戦略には限界があるとも思われる。なぜなら、うつ病

等の精神疾患の場合、症状やそれに関連する脳領域・病態機序は患者毎に多種多様であ

り、それに加えて全身投与では副作用のリスクを無視できないからである。そのため今

後の精神医療には、患者個々の状態に合わせた『個別化医療』の実現が必須であると考

える。現在では電気痙攣療法（ECT）や経頭蓋磁気刺激療法（TMS）等が実施されてい

るが 73、これらは安全性や倫理性の観点のほか、細胞種選択性に乏しいこと等の理由か

ら改善が求められる。そこで、著者が考える将来の展望として以下のことを提案したい。

医師による DSM-5-TR や ICD-11 等に基づいた問診に加えて fMRI 等の脳神経活動測定

を活用し、その結果に基づいた神経回路・細胞種選択的な介入治療法の構築を行うこと

は、副作用が極めて少なく、高い速効性・有効性を兼ね備えた新規治療につながると考

えられる。チャネルロドプシンを用いた光遺伝学や DREADD 等の化学遺伝学的介入手

法を非侵襲的にヒトに応用できればより理想的である。また治療効果の評価に関しては、

患者本人からの申告や医師・薬剤師等による問診に加えて、バイオマーカー等による客

観的指標に基づいた評価項目の創出も必要であると考える。本研究により DRN セロト

ニン神経の 5-HT1A受容体が報酬応答性に影響を与えうることが示唆されるため、5-HT1A

受容体の活性や発現レベルの測定は無快感症にとっては有用なバイオマーカーとなる

可能性が高いと考えられる。ただし、5-HT1A受容体は多くの脳領域に発現しているため、

領域特異的な測定が必須となる。加えて、症状ごとに適切なバイオマーカーを選択する

必要もあるだろう。したがって、これら新規うつ病治療法開発の実現には、本研究のよ

うな脳領域・神経回路選択的に病態や症状と神経活動との因果関係を証明した知見がさ

らに多く蓄積される必要がある。今後の精神医療の発展のため、著者を含めた多くの研

究者によるさらなる研究成果の創出に期待したい。 
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