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研究成果の概要（和文）：　Gタンパク質活性型内向き整流性カリウムチャネル（GIRKチャネル）に遺伝子変異
を有するweaver 変異型マウスに着目した解析を行い、ヘテロ型変異マウスでは部分的に、ホモ型変異マウスで
は完全に、メタンフェタミン誘発の場所嗜好性が消失していること見出した。さらに、weaver 変異型マウスで
はメタンフェタミン誘発の側坐核内ドパミン遊離が亢進されるものの、その程度は野生型として有意に低下して
いること、野生型マウスで見られるメタンフェタミン投与による神経活動興奮が、weaver 変異型マウスでは側
坐核内の尾側shell領域において消失していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We conducted an analysis focusing on weaver mutant mice that have a gene 
mutation in the G protein-activated inwardly-rectifying potassium channel (GIRK channel), and 
revealed that methamphetamine-induced reward was partially observed in heterozygous mutant mice and 
completely abolished in homozygous mutant mice. Furthermore, weaver mutant mice have enhanced 
methamphetamine-induced dopamine release in the nucleus accumbens, but its level is significantly 
reduced in wild-type mice. It was also revealed that the methamphetamine-induced neuronal activation
 was disappeared in the posterior shell region of the nucleus accumbens in weaver mutant mice. 

研究分野：神経薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　痛みにより引き起こされる不安、嫌悪、抑うつなどの不快情動は、生活の質（QOL: Quality of life）を低下
させ、精神疾患・情動障害の引き金ともなるため、情動的側面をも考慮した疼痛治療が求められている。本研究
は、快・不快情動の両方向性に深く関与する側坐核において、快・不快情動の発現において側坐核内での領域特
異的役割が存在することを示している。本研究成果は、精神疾患・情動障害の脳画像解析などによる診断や治療
を行う上で、非常に有用な知見を提供すると考えられる。

※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 
 がんをはじめとする多くの疾患に付随する過剰な痛みや慢性疼痛は、身体的・精神的に患者の
QOL を著しく低下させるため、現在では治療すべき疾患の一つとして認識されはじめている。
これまでに、侵害刺激が加わった場所や強さの認知に関与する痛みの身体的・感覚的側面に関し
ては、精力的な研究がなされ、その調節機構も明らかにされてきている。一方、痛みに伴う不安、
嫌悪、抑うつなどの精神的・情動的側面に関しては、未だ不明瞭な点が多いのが現状である。痛
みにより生成される不快情動は、精神疾患・情動障害の引き金ともなり、また、そのような精神
状態が痛みをさらに悪化させるという悪循環を生じさせる。このことは、痛みの感覚的側面だけ
でなく情動的側面をも考慮した疼痛治療の必要性を示唆している。 
 側坐核は、中脳腹側被蓋野（VTA）に起始細胞を持つドパミン神経からの投射を受けており、
快情動・正の強化・報酬系に深く関与し、快情動生成時には側坐核内でドパミン遊離が増加する
ことが広く知られている。我々は、慢性疼痛モデル動物において、報酬刺激による側坐核内ドパ
ミン遊離が、痛みの慢性化に伴い阻害されることを明らかとしている（Kato et al. (2016) Neurosci. 
Lett., 629: 73-78, Minami et al. (2015) Curr. Mol. Med., 15: 184-190）。一方で、側坐核は extended 
amygdala 領域からの直接・間接的な神経投射による調節を受けていることや、ストレスや痛み
などの不快情動を生成する刺激によっても、同様に側坐核内でドパミン遊離が増加することも
報告されている（Scott et al. (2006) J. Neurosci. 26:10789-95）。痛みによる側坐核内ドパミン遊離の
亢進に関しては、痛みの感覚的側面に対して負のフィードバックをかけている内因性痛覚制御
機構の一部であることを示唆する報告があるものの、痛みやストレス負荷による側坐核内ドパ
ミン遊離変化のメカニズムや、痛みによる情動変容における側坐核内ドパミン神経情報伝達の
役割、快・不快情動発現時のドパミン遊離の神経機構および機能の違いに関しては、未だ不明瞭
な点が多く存在する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、側坐核領域に焦点をあて、快・不快刺激による情動変化における側坐核内での領
域特異的ドパミン神経情報伝達の神経機構および機能の違い役割を明らかにすることを目的と
して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 C3H/HeJ Jclマウスを遺伝背景にした weaver 変異型マウス（自家繁殖）を使用した。動物は、
室温が 23 ± 1℃、明暗周期が 12時間、さらに摂食・飲水が自由に行える室内環境の下で飼育し
た。なお、実験は全て「公益財団法人東京都医学総合研究所動物実験指針」に即して立案した研
究計画について、各機関の動物実験倫理委員会の承認を得て研究を進め、「動物実験に関する日
本薬理学会指針」を遵守して行った。 
（１） 条件付け場所嗜好性試験(CPP test) 
 条件付け場所嫌悪性試験（CPP test）では、大きさの等しい 2つのボックス（一方が白色、も
う一方が黒色、175×150×175 mm）からなるシャトルボックスを使用し、照度は常に一定に保
った（約 3,100 lux）。まず 1,2日目（habituation session）および 3日目（preconditioning session）
は、マウスを 15 分間（900 秒間）装置内で自由に探索させ、各ボックスにおける滞在時間を計
測し、3 日目の滞在時間を基準として薬物条件付けボックスを偏り（bias）が無いように割り振
り drug-paired compartmentと決定した。なお、滞在時間の計測はコンピュータにより自動で行っ
た。3日目に一方のボックスに 80%以上（720秒以上）滞在した個体、および 2日目と 3日目の
間で滞在時間の差が 200 秒以上見られた個体は、この段階で除外した。続いて 4－7 日目
（conditioning session）は、ボックス間の往来が出来ない状態にして条件付けを行った。4日目に
は、メタンフェタミン（4.0 mg/kg）もしくは生理食塩水を腹腔内投与し、直ちに 3日目に決定し
た drug-paired compartmentもしくは反対側のボックスに 50分間閉じ込めた。5日目には、4日目
とは異なる処置を行った後、4日目とは逆側のボックスに 50分間閉じ込めた。6日目および 7日
目は、それぞれ 4 日目および 5 日目とそれぞれ同様の操作を繰り返して行った。8 日目
（postconditioning session）は再びマウスを 15分間自由に探索させ、各ボックスにおける滞在時
間を計測した。さらに 36日目（postconditioning sessionから 28日目）に、再びマウスを 15分間
自由に探索させ、各ボックスにおける滞在時間を計測し、報酬記憶の消失を確認した（extinction 
session）。翌日（37日目: priming session）、低用量のメタンフェタミン（0.5 mg/kg）を腹腔内投与
した 5分後に、再びマウスを 15分間自由に探索させ、各ボックスにおける滞在時間を計測し、
再燃効果を検討した。なお、8日目および 37日目の drug-paired compartment滞在時間から 3日目
の drug-paired compartment滞在時間を引いた値を CPP scoreおよび Priming scoreと定義し、この
値が正に大きいほど報酬効果および再燃効果が惹起されたものとして評価を行った。 
（２）In vivoマイクロダイアリシス法 
 In vivoマイクロダイアリシスには、マイクロダイアリシス分析システム（株式会社エイコム）
を用いた。麻酔下、マウスを脳定位固定装置に固定して頭部を露出させ、マイクロダイアリシス
用透析プローブ（膜長 2.0 mm、膜外径 0.22 mm）を側坐核（bregmaから吻側に 0.8－1.54 mm、
外側に 1.0 mm、頭蓋表面から深さ 5.0 mm）の位置に留まるように歯科用セメントで固定した。
埋め込みから 24時間後、プローブをマイクロシリンジポンプに接続し、リンゲル液(145 mM Na+, 
3 mM K+, 1.26 mM Ca2+, 1 mM Mg2+, and 152.5 mM Cl−, pH 6.5)を流速 1.0 µl/minで灌流した。なお、



灌流路にはフリームービングチューブおよび可動式アームに装着したシーベルを用い、実験中、
マウスが自由にチャンバー（30 × 30 × 35 cm）内を行動できる状態で行った。ドパミンの分離に
は、分離カラム PP-ODS （φ4.6 × 30 mm）を装着した HTEC-500型マイクロダイアリシス分析シ
ステムを用いた。分離カラムはカラム恒温槽により 25 ̊ Cに保った。移動相として 50 mg/L エチ
レンジアミン四酢酸二ナトリウム二水和物、500 mg/L L-デカンスルホン酸ナトリウム、1 % メ
タノールを含有する 0.1 M リン酸塩緩衝液（pH 5.5）を用いた。ドパミンはグラファイト電極
（ECD-100）を装着した電気化学検出器により検出した。透析液はオートインジェクタ（EAS-20）
により 10分毎に自動的に注入し、クロマトグラムピークは解析ソフトウェアにより解析を行っ
た。灌流を開始してから 3時間経過後、細胞外ドパミン量が安定してから基礎遊離量（basal level）
を測定し、その後メタンフェタミン（4.0 mg/kg）腹腔内投与を行って、細胞外ドパミン遊離量を
測定した。 
（３）免疫組織化学的検討 
 マウスにメタンフェタミン（4.0 mg / kg）または生理食塩水を腹腔内投与し、すぐに CPP装置
の黒色または白色のボックスに 50分間閉じ込めた。投与の 2時間後、マウスをペントバルビタ
ール過剰投与で深麻酔し、50 ml のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で経心臓的に灌流し、続いて
4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.4）を灌流した。摘出脳は同じ固定液で一晩
後固定した。固定後、脳を 20％スクロース/0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.4）で 2日間 4℃浸漬後に
－80℃で凍結保存した。凍結脳から、HM550クライオスタット（Thermo Fisher Scientific）を使
用して連続切片（厚さ 16 μm）を作成した。切片を、5％ウシ血清アルブミン（BSA）を含む 0.3％
Triton－PBS（PBS-T）で、室温で 1時間インキュベートした後、c-Fos一次抗体（1：5000、5％
BSAを含む PBS-Tで希釈）で 4℃5日間インキュベートした。PBS-Tで 3回洗浄した後、切片を
Alexa 647標識 2次抗体と 5％BSAを含む PBS-T中で室温 1時間インキュベートし、PBS-Tで 3
回洗浄した。次に、切片を Hoechst 33342（1：10000）/PBSで室温 5分間インキュベートし、核
染色を行った。Fos 陽性細胞の数は、20 倍の倍率で蛍光顕微鏡（BZ-X800、Keyence）を使用し
て観察した。薬物依存性との関連性に基づいて、後述の脳領域に関して Fos免疫反応陽性細胞数
を計測した：吻側 NAc（aNAc）core、aNAc shell（1.34 mm）、尾側 NAc（pNAc）core、pNAc shell
（0.98 mm ）、腹側被蓋領域（VTA; -3.16 mm）。BZ-X800アナライザーを使用して Fos陽性細胞
を自動計数した。 
 
４．研究成果 
（１）Weaver変異型マウスにおけるメタンフェタミン報酬効果の消失 
野生型、ヘテロ型、およびホモ接合型

weaver 変異型マウスでメタンフェタミ
ン誘発の CPP 試験を行った。メタンフ
ェタミンは、野生型マウスの薬物条件付
ボックスにおける滞在時間を大幅に増
加させた（pre：442.6±35.2 秒、post：
562.2±27.8秒; p = 0.004、Paired t-test; 図
1a）。また、postconditioning sessionから
28日目の extinction sessionにおいては、
条件付け前（pre）と比較し、滞在時間に
有意差は見られなかった（extinction：
504.2±31.4 秒; p = 0.21）。さらに翌日の
priming sessionにおいては、薬物条件付
けボックスでの滞在時間の有意な増加
が野生型マウスで見られた（priming：
638.9±35.4 秒; p <0.001; 図 1a）。ヘテロ
型 weaver 変異型マウスは、条件付け前
と比較して、条件付け後の薬物条件付け
ボックスでの滞在時間の増加傾向（pre：
454.3±36.4秒、post：539.7±48.9秒; p = 
0.15; 図 1a）および priming sessionにお
ける有意な増加（priming：560.5±62.4 
秒; p = 0.034; 図 1a）を示した。一方、
ホモ型 weaver 変異型マウスにおいて
は、いずれの試験でも、メタンフェタミ
ン条件付けボックスにおける滞在時間
に有意差は認められなかった（pre：455.7
±26.0秒、post：416.6±49.8秒、priming：
484.5±59.0 秒; 図 1a）。 CPP スコアの
一元配置分散分析において、ホモ型
weaver 変異型マウスと野生型マウスの
間に有意な差が見られ（F2,30 = 3.81、p = 

図１ Weaver 変異型マウスにおけるメタンフェ
タミン（METH）誘発の報酬効果 



0.034）、メタンフェタミンによって誘発された報酬効果が、ホモ型 weaver 変異型マウスよりも
野生型マウスで有意に高かったことが示された（p = 0.040; 図 1b）。また同様に、primingスコア
の一元配置分散分析において、ホモ型 weaver 変異型マウスと野生型マウスの間に有意な差が見
られ（F2,26 = 3.58、p = 0.042）、ホモ型 weaver変異型マウスでと野生型マウスにおいて見られる
再燃効果が消失していることが示された（p = 0.041; 図 1c）。 
 
（２）Weaver変異型マウスの NAcにおけるメタンフェタミン誘発ドパミン遊離の減少 
 野生型マウスとホモ型 weaver変異型マウスの NAcにおける、メタンフェタミン誘発ドパミン
遊離に対する変化を、in vivoマイクロダイアリシスを用いて検討した。 NAcにおける細胞外ド
パミンの基礎遊離量は、野生型マウスで 0.187±0.030 ng / 10 μl、ホモ型 weaver変異型マウスで
0.091±0.017 ng / 10 μlであり、有意に異なっていた（p = 0.018、Student’s t-test）。メタンフェタ
ミンは、野生型マウスの NAc におけるドパミン遊離を有意に増加させた（一元配置分散分析：
F1.99,15.92 = 23.25、p < 0.001; 図 2a）。一方、weaver変異型マウスの NAcにおいてもメタンフェタ
ミン処置によりドパミン遊離は増加を示したが、増加の程度は野生型マウスと比較し穏やかで
あった（一元配置分散分析、F2.05,16.36 = 15.62、p <0.001; 図 2a）。メタンフェタミン投与後 180分
間の累積ドパミン遊離量の変化を解析したところ、野生型マウスと weaver変異型マウスは共に、
生理食塩水処置群と比較してドパミン遊離が有意に増加したことが示された（野生型マウス、p 
< 0.001; weaver変異型マウス、p = 0.002）。 一方、メタンフェタミン誘発のドパミン遊離増加は、
weaver変異型マウスにおいては野生型マウスと比較して有意に低かった（p = 0.047; 図 2b）。 

図２ メタンフェタミン（METH）誘発 NAc内ドパミン遊離の変化 
 
（３）メタンフェタミン誘発 NAc神経活性化の weaver変異型マウスにおける領域特異的消失 
免疫組織化学的手法を用いて、aNAc core、aNAc shell、pNAc core、pNAc shell、および VTAに
おけるメタンフェタミン誘発の神経細胞活性化を検討した。生理食塩水またはMETH（4.0 mg / 
kg、i.p.）投与後の野生型およびホモ型 weaver変異型マウスの pNAc shellにおける Fos陽性神経
細胞の代表的な写真を図 3aに示す。二元配置分散分析の結果、検討した脳領域の中で pNAc shell
および VTAの Fos陽性神経細胞数に有意な差があった（pNAc shell: 薬物×遺伝子型相互作用、
F1,16 = 65.54、p < 0.001; 薬物の主効果、F1,16 = 54.10、p < 0.001; 遺伝子型の主効果、F1,16 = 32.90、
p < 0.001、VTA: 薬物×遺伝子型相互作用、F1,16 = 3.14、p = 0.096; 薬物の主効果、F1,16 = 5.98、p 
= 0.026; 遺伝子型の主効果、F1,16 = 2.43、p = 0.14）。一方、他の脳領域では有意な違いが見られな
かった（図 3b-f）。 野生型マウスの pNAc shellにおいては、メタンフェタミン処置により Fos陽
性細胞数は有意に増加していたが（p < 0.001）、weaver変異型マウスにおいては増加が確認され
ず、野生型マウスと比較して有意に少なかった（p <0.001）。 

 
本研究では、weaver変異型マウスにおいて、メタンフェタミン誘発 CPPが消失しており、さ
らにメタンフェタミン誘発の細胞外ドパミン遊離亢進が低下していることが明らかになった。
また、野生型マウスにおいて見られるメタンフェタミン処置後の pNAc shell における Fos 発現
亢進は、weaver変異型マウスにおいて見られないことを明らかにした。これらの結果は、GIRK2
サブユニット変異による GIRK チャネルの機能低下による直接的または間接的な影響を介して
発生する pNAc shell 領域の神経活動異常が、weaver 変異型マウスにおけるメタンフェタミン誘
発の報酬効果消失に関与していることを示唆している。我々のこれまでの研究から、aNAc shell
において痛み刺激によりドパミン遊離が亢進することが示されており、側坐核の吻側領域が負
の情動発現に、尾側領域が正の情動発現に関わるという領域特異性が存在する可能性が示唆さ
れる。側坐核内介在ニューロンは、これら機能の調節を担っていることが想定され、その詳細を
明らかにすることで、痛みの感覚的側面だけでなく情動的側面をも考慮した疼痛治療に寄与す
る知見が得られると考えられる。 



 
図３ メタンフェタミン誘発神経活性化の領域特異性 
 図３a 青色：神経核、赤色：c-Fos、矢頭：c-Fos陽性細胞 
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