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研究成果の概要（和文）：これまでに神経伝達物質の局在と代謝の分子実態をダイレクトに捉えられる分子イメ
ージング法は存在しない。そもそも、神経伝達物質の脳内における濃度偏在も未知である。
本研究提案では、情報伝達の「物質実態」である神経伝達物質分子を一斉かつ定量的に局在可視化する高感度な
質量分析イメージング法を開発した。さらに、マイクロダイアリシスと質量分析を組み合わせ、放出された伝達
物質群の経時的モニタリング法も確立した。これらにより、全脳モノアミン・マッピングによる3次元アトラス
を作製し、免疫活性化が引き起こす精神疾患のメカニズムを解明し、さらに疼痛刺激時に応答した側坐核のドパ
ミンの動的な変動を可視化するに至った。

研究成果の概要（英文）：Until now, there is no available molecular imaging technique which is 
capable of direct visualizations of neurotransmitters and their metabolism. In this research, we 
developed a highly sensitive mass spectrometry imaging technique that simultaneously and 
quantitatively visualizes neurotransmitters including monoamines. Furthermore, we have established a
 method for monitoring the released transmitters in behaving animals by combining microdialysis and 
mass spectrometry based metabolomics.
By applying these techniques, we generated a three-dimensional monoamine atlas by whole brain 
monoamine mapping. Moreover, the mechanism of abnormal brain monoamine reduction triggered by immune
 activation was elucidated. Finally, visualization of the dynamic fluctuation of dopamine in the 
nucleus accumbens in response to pain stimulation was achieved.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一連の技術開発により、感情や行動の調節を担うモノアミン量（セロトニン、ドーパミン、ノルエピネフリン）
をイメージングする事が可能になった。公開したモノアミンの全脳地図からは、複数のモノアミン集積核が新た
に同定された。なかでも恐怖、不安といった情動調節に深く関わる『視床室傍核』と呼ばれる神経核に、セロト
ニンとノルエピネフリンが極めて多く集積することが明らかになった。さらに視床室傍核のセロトニンは動的に
変動し、行動異常を呈す疾患モデルマウスでは大きく減少していた。本研究で発見された視床室傍核を含む新し
いセロトニン神経回路は、精神疾患に対する新規治療薬開発のための新しい創薬標的となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
精神疾患や神経変性疾患で顕著であるように、多くの中枢神経疾患の病態は、特定の神経回路伝
達の異常(脱落)として表出する。従って、特定の疾患に対して、特定の回路の神経伝達物質の制
御を標的とした創薬がなされてきた。しかし、神経伝達の物質実態である神経伝達物質の機能的
代謝(産生, 放出, 受容, 再取り込み, 分解)の分子実態を、ダイレクトに、全能横断的に捉える分
子イメージング法はこれまでに存在しない。そもそも、神経伝達物質の脳内における濃度偏在も
未知である。従って、もしこのような可視化法を確立し、疾患モデル脳を網羅的に精査した場合、
意外にも主病変部位と思われていた回路とは別の、予想外の部位で起こる伝達分子代謝の異常
を検出できる。すなわち、これまでに知られていない神経伝達分子の機能的代謝異常を来した回
路を発見出来ると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究提案では、情報伝達の「物質実態」である神経伝達物質分子を一斉かつ定量的に局在可視
化するイメージング法を開発する。この為にイメージング質量分析を応用するが、この手法は侵
襲法であり、対象のスナップショットを捉える解析に留まる。従って、マイクロダイアリシスと
質量分析を組み合わせ、放出された伝達物質群の経時的モニタリング法の開発も行う。この組み
合わせにより、細胞内外の神経伝達物質の代謝フローを全脳横断的に、かつ経時的に解析できる。
開発したメソッドパッケージを精神疾患モデル、特にうつ病モデル動物へ適用し、健常との伝達
分子群の脳内局在と、分泌の経時変化の比較により、神経伝達分子の代謝異常を来した未知の神
経回路の「発見」を目指す。 
 
３．研究の方法 
新規技術開発と、その応用プロセスに分けて、以下の 2項目について研究を進めた(図 1)。 
(1) イメージング質量分析高感度化を行い、神経伝達分子群を網羅的に可視化する(スナップシ
ョット解析)。さらに質量分析+マイクロダイアリシスによる、伝達分子群の経時モニタリングを
行う(経時解析)。両者により伝達分子の時空間的な「機能的代謝」(ターンオーバー)を解析する。 
 
(2) 精神疾患(うつ病)モデルマウスに上記法を適用し、伝達分子の機能的代謝異常を来した神経
回路(神経核)を同定する。具体的には、セロトニンとその前駆体/分解物の脳内局在の変化をイメ
ージングする。 

 
(図 1) 本研究で開発したメソッドパッケージ 

 
４．研究成果 
イメージング質量分析の高感度化 
神経伝達物質は、分子種により脳内における存在量は著しく異なる。グルタミン酸はシナプス小
胞内に数十から 100mMの高濃度で濃縮貯蔵されるとされ、かつ膨大なグルタミン酸性シナプス
が全脳に渡り分布している。GABA、グリシンと言った他のアミノ酸神経伝達物質は、これらを
放出する細胞数は少ないながらも、総じてこれらグルタミン酸を含むアミノ酸性神経伝達物質
の脳内濃度は(文献値によって異なるが)平均して mMオーダーであると考えられる。これらと比
較して、モノアミン類(ドパミン、セロトニン、ノルエピネフリン)産生ニューロンは、ごく限ら
れた領域にのみ少数存在し、モノアミン類の平均した脳内濃度は決して高くない。 
 
本研究ではまず、イメージング質量分析高感度化を行い、微量の神経伝達分子群を網羅的に可視
化する基盤技術開発を行った。質量分析における感度を上昇させる為には、標的分子に選択的に
極性基を導入し、イオン化効率を高める手法が有効であった。さらに、検出されるシグナル強度
を、濃度値(mol/area(mm2))に変換する為に、安定同位体で標識したセロトニン、ドパミンをロボ
ットスプレーヤー(Sunchrome社製)により組織上に完全に均一に塗布し、内部標準とした。上記
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により、モノアミン類の半定量的なイメージング解析が可能になった。 
 
全脳モノアミン・マッピングによる 3次元アトラスの作製 
一連の技術開発により、感情や行動の調節を担うモノアミン量（セロトニン、ドーパミン、ノル
エピネフリン）をマウス全脳でイメージングする事が可能になった。解剖学的、機能的脳画像を
取得する他の分子イメージング法とは異なり、この方法ではモノアミン類の組織内濃度を、薄切
片上で可視化する。作成したモノアミンの全脳地図からは、複数のモノアミン集積核が新たに同
定された。なかでも、恐怖、不安といった情動調節に深く関わる『視床室傍核』と呼ばれる神経
核に、セロトニンとノルエピネフリンが極めて多く集積することが明らかになり、この神経核が
セロトニン神経系とノルエピネフリン神経系をつなぐ重要な神経核であることが示唆された。
本研究で発見された視床室傍核を含む新しいセロトニン神経回路は、精神疾患に対する新規治
療薬開発のための新しい創薬標的となることが期待される(Sugiyama et al., iScience 2019)(図 2)。 

(図 2) 高感度イメージング質量分析により、モノアミン 
(セロトニン、ドパミン、ノルエピネフリン)の全脳アトラスを作製した。 

 
血中トリプトファン減少による脳領域特異的セロトニン減少 
本研究により、安定同位体標識(13C15N標識)トリプトファンを投与する事で、各神経核における
セロトニンの新規合成(ターンオーバー)を計測する事が可能になった。興味深いことに、神経核
によりターンオーバーは異なり、縫線核、視床室傍核においては、3時間で 50%以上のセロトニ
ンが、トリプトファンから新規に合成されていた。一方、海馬や黒質では、新規合成ターンオー
バーは遅かった。 
 
血中のトリプトファンが急激に減少すると、脳内のセロトニン量が減少し、これに引き続いて行
動の異常(不安の亢進)が見られることが知られている(Acute Tryptophan Depletion (ATD) model, 
Biskup et al.,PLoS one, 2012)。従って、血中からのセロトニン合成の原料としてのトリプトファ
ン移行減少がトリガーとなり、セロトニン新規合成が低下し、情動を制御する神経核でセロトニ
ン減少が起きると予想される。実際に、ATD モデル脳においてセロトニン量をイメージング解
析すると、縫線核、さらに PVTにおいて、実に 50%以上のセロトニン濃度低下が起きていた。
さらに、縫線核に 13C-15N 標識トリプトファンを微小注入すると、PVT において 13C-15N 標識セ
ロトニンが増加した。この事実は、縫線核で合成されたセロトニンが、積極的に PVT へ輸送さ
れ、恐らくはプレシナプスに蓄積されている事を示唆する。 
 
この様に、脳内のセロトニン新規合成への依存は、神経核により大きく異なる。特に縫線核は大
量のトリプトファンを使用して、常に PVTを含む制御神経核へセロトニン(またはトリプトファ
ン)を輸送していると考えられる。血中のトリプトファン不足は、このシステムに大きな影響を
与え、脳内の特定の領域において急激なセロトニン濃度低下を引き起こす。ATD モデルで見ら



れる行動異常は、これら特定の脳領域におけるセロトニン減少が原因となっていると考えられ
る。 
 
免疫活性化が引き起こす、脳内モノアミン減少 
臨床での IFN 投与療法は、うつ病を発症させる事が知られている (Pinto et al., Current 
Neuropharmacology, 2016)。この際、血中のトリプトファン濃度の低下も報告されている(Maes et 
al., Psychiatry Research,1994)。この様な背景から、免疫システムが活性化すると、血中のトリプ
トファン濃度低下を伴った脳内のセロトニン濃度低下が見られると仮説を持ち、検証を行った。 
モデルとして PD1-KO マウスを用いた。PD1 は多くの免疫細胞の負の制御因子であり、欠損マ
ウスではリンパ節肥大や、長期飼育による多くの自己免疫疾患様の表現型を伴う。また興味深い
事に、このマウスは行動異常を呈し、不安様行動を示す。 
PD1-KOマウスの血中トリプトファンは顕著に低下しており、また脳内のセロトニンも減少して
いた。マイクロダイアリシスによる解析で、セロトニン放出能の低下も確認している。 
 
この研究において興味深い事実は、免疫細胞の活性化が、血中のトリプトファン減少を引き起こ
す点にある。全身の臓器のメタボローム解析を実施した所、肥大したリンパ節において、著しい
トリプトファンや他のアミノ酸、さらには補酵素の集積が認められた。すなわち活性化した免疫
細胞は、自身の増殖、機能的成熟の為に大量の栄養素を必要とし、恐らくはトランスポーターの
発現上昇を介して優先的に血中から取り込む。この減少は感染防御には有効であるが、二次的に
脳でのセロトニン合成低下を引き起こし、PD1-KO マウスの行動異常の原因となる事を示した
(図 3)。一連の研究は、冒頭で触れた免疫の活性化による精神疾患の機序であると考えられる
(Miyajima et al., Nat. Immunology, 2017)。 

 
(図 3) PD1-KOマウスをモデルとし、免疫活性化が芳香族アミノ酸代謝を活性化させる事で、
脳において基質不足によるモノアミン減少が引き起こされる事が明らかになった(上段)。 
下段では、PD1-KOマウスにおけるモノアミン減少をイメージングした結果を示している。 

 
側坐核におけるドパミンの動的な変動 
疼痛の知覚刺激は、様々な経路を経て処理され、なかでも側坐核においては疼痛に対し緩和的な

情報処理が為される(Watanabe et al., Advances in Experimental Medicine and Biology, vol 1099.)。特
に側坐核におけるドパミン放出が疼痛緩和に重要とされるが、ドパミンの時間的動態及び、他の
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情報伝達因子の物質的実態は明らかでない。 
そこで、本研究において確立した高感度イメージング質量分析により、疼痛刺激の有無で側坐核

におけるドパミン動態を可視化、比較した。さらに、マイクロダイアリシスで得た脳組織灌流液

を質量分析によりメタボローム解析を行う測定系を適用した。これにより、疼痛刺激中に特異的

に放出される伝達物質を網羅的に同定する事が出来る。 
 
疼痛刺激の入力を時間的に厳密に制御するために、坐骨神経にチャネルロドプシン 2 を発現さ
せたマウスを用いた。この遺伝子改変マウスに足裏から光照射する事で、坐骨神経に光照射依存

的な興奮を、任意のタイミングと長さで与える事が出来る。さらに光照射と足裏への物理刺激に

より、明確な疼痛反応をマウスは示す(Ier et al., Nat. Biotechnol, 2014)。この実験系において、側
坐核ドパミン濃度をイメージングにより検討した所、意外な事に「光照射のみ」ではドパミン濃

度は減少し、「光照射及び物理的な疼痛刺激を加える」事で、側坐核ドパミン量と放出が上昇す

る事が明らかになった(Watanabe et al., Mol.Pain 2018, Sugiyama et al., Neurochem. Int. 2019) (図4)。
本実験系で、光照射のみを与えた際、マウスは刺激に対して忌避反応を示す事が知られている

(Ier et al., Nat. Biotechnol, 2014)。従って、「光照射のみ」でドパミン濃度が減少したのは、明確な
疼痛刺激はない状態で、オプトジェネティクスによる刺激を忌避するべき感覚として情報を処

理し、この際に側坐核でドパミン減少に伴う何らかの情報修飾が成された可能性がある。さらに、

明確な疼痛刺激の入力(光刺激+物理的刺激)により、側坐核ではドパミンの合成、放出が盛んに
行われる事が示唆された。また重要な実験事実として、一連の条件で線条体のドパミン濃度は不

変であった。従って、側坐核のドパミンは動的に変動し、知覚刺激と情動をリンクさせる情報処

理を行うと考えられる。 
マイクロダイアリシスの測定では、疼痛刺激中の灌流液では、NAAG と呼ばれるペプチド性の
神経伝達物質濃度が上昇しており、さらに NAAG の微小投与により、疼痛そのものが緩和され
ることが示された(Watanabe et al., Mol.Pain 2018)。疼痛刺激による側坐核ドパミン放出の際、
NAAG も同時に放出され、このペプチド性伝達物質が何らかのメカニズムでドパミン信号を修
飾することで疼痛緩和が為されるメカニズムを検討している。 

 
 
 

(図 4) 「光照射及び物理的な疼痛刺激を加える」事で、側坐核ドパミン量と放出が上昇する事
が明らかになった。(a)坐骨神経にチャネルロドプシン 2を発現させたマウスに光刺激と物理刺
激を加えることで、任意のタイミングと長さで疼痛刺激を誘導できる。(b-d)この際、側坐核に
おいてドパミン量が増えることをイメージング質量分析により示した。(f)観察されたドパミン
シグナルの上昇は、プレシナプスにおける小胞内ドパミンプールの上昇を表すと考えられる。 
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