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研究成果の概要（和文）：脳の機能や行動にほとんど影響を残さない生理的なレベルのストレス反応と、社会回
避行動など情動の変調を引き起こす過度のストレスによる脳内反応およびその神経基盤には不明な点が多く残さ
れている。本研究では、マウス脳全体を対象としてストレスによるFos発現を指標とした神経活動の三次元イメ
ージング解析や、その擬似時間解析を通して、ストレス状態に依存して情動変容を引き起こす細胞集団およびそ
れらの神経回路構造を明らかにした。また、本研究を通して確立した神経投射の解析技術により、マウスにおい
て抗精神病薬によって神経活動が亢進する神経細胞の回路構造を解析することに成功し、その成果の一部を学術
論文に発表した。

研究成果の概要（英文）：Neuronal mechanisms underlying different stress responses caused by 
physiological and pathological stress remain unclear. Using three-dimensional imaging analysis of 
stress-induced neuronal activity across the entire brain, we identified the neuronal populations and
 their circuit structures responsible for stress-induced emotional alterations depending on the 
stress states. Moreover, using our brain-wide analysis of axonal projection, we revealed the circuit
 structure of neuronal populations responsive to an antipsychotic drug. 

研究分野： 神経科学

キーワード： ストレス　神経科学　イメージング　情動

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレスによる情動変容の神経基盤を、脳全体の時間・空間的な神経活動変化に基づいて明らかにした本研究
は、将来的にヒト疾患との関連性などを検証していくことによって、ストレス関連疾患の病態理解や、治療戦略
の確立に貢献できる可能性が考えられる。また、本研究を通して確立してきた神経活動変化や神経回路構造の解
析方法は、他の病態モデル動物や薬物の治療効果における神経回路レベルのメカニズムを理解するための研究へ
の貢献が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 環境への適応や、生命の脅威に対する適切な行動選択のために、精神的ストレスは心拍・血圧
の上昇や脳の覚醒、一過性の不安など様々な生体反応を引き起こす。しかし、過度のストレスは
情動や認知などの脳機能を変調させ、精神疾患の発症につながる場合がある。このようなストレ
スの”強度”に応じた脳内反応や行動変化の相違点および神経機構に関する学術的知見は限定的
であるのが現状である。そこで申請者は、情動行動にほとんど影響を及ぼさない程度のストレス
と、社会回避行動などの情動変容を引き起こす過度のストレスによる脳内応答の相違点を明ら
かにすることにより、情動の適応と変容の制御を担う脳領域や細胞集団を特定し、過度のストレ
スに起因する行動変容の神経メカニズムの解明を目指して研究を進めてきた。 
 これまでに申請者は、脳全体を対象として、ストレスによる活動制御を捉えるために、最初期
遺伝子 c-Fos のレポーター遺伝子改変マウスと、独自に開発してきた顕微鏡イメージングシステ
ム FAST (Seiriki et al., Neuron, 2017; Seiriki et al., Nat Protoc, 2019)を用いて、細胞レベルの
神経活動変化を全能レベルで解析してきた。しかし、研究開始当初の段階では、ある一時点の活
動解析に限定され、ストレスによる機能変調が生じる前・後や、ストレスの強度等が増大する過
程において、経時的に変化する神経活動の変化を全脳レベルで解析することは不可能であった。
ストレスに適応する過程における脳内反応と、ストレスの強度が増大することによって情動に
変調が生じる際の神経メカニズムの相違点を明らかにするためには、ストレス強度の増大過程
における動的な神経活動の変化を捉える解析方法を確立し、時間・空間的な活動変化を定量的に
捉えた上で、顕著な変化を示す脳領域・細胞集団の役割を理解する必要があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ストレス経験による情動機能の適応・変容を担う多脳領域間・細胞間ネットワー
クの動態制御機構を明らかにするために、神経活動のレポーターマウスと FAST を用いた全脳
イメージング解析の応用を通して、神経活動の時間・空間的な動態を細胞レベルで解析する方法
の確立を行う。また、これらの解析によって見出した細胞集団の解剖学的・機能的な特徴を明ら
かにすることにより、神経回路構造に基づいた情動の変容メカニズムを明らかにする。具体的に
は、社会的敗北ストレスによる社会回避行動を指標として、社会情動の適応と変容の分岐過程に
関わる細胞集団と神経回路メカニズムを捉える。 
 
３．研究の方法 
神経活動の時間・空間的な変化の解析方法の確立では、(1)独自に作製した Fos-2A-Venus-2A-

CreERT2-2A-rtTA マウス (Fos-VCT マウス ; 未発表 )および CAG-STOP-tdTomato/TRE-
TagBFP マウス(未発表)を用いた同一個体内における神経活動変化の多重標識方法の確立と、(2)
最初期遺伝子 c-Fos のプロモーター制御下に蛍光タンパク質を発現する B6.Cg-Tg(FOS-tTA, 
FOS-EGFP*)1Mmay/J mice（Fos-EGFP マウス, JAX. #018306）を用いて、個体ごとに異なる
回数のストレス刺激を暴露し、各個体の脳全体における神経活動パターンを擬似時間解析する
方法の確立という二つの異なる方法を検証した。 

Fos-EGFP マウスの解析では、7～10 週齢の間に単回もしくは連続繰り返しの社会的敗北ス
トレスを暴露することで、ストレスによって活動亢進した細胞を蛍光標識し、その脳内分布の解
析および複数個体の定量データから活動変化の擬似時間解析を実施した。また、活動亢進した神
経細胞の軸索標識およびその脳内分布解析では、STOCK Fostm2.1(icre/ERT2)Luo/J (Fos-2A-
CreERT2マウス, JAX. #030323)および Cre 依存的に細胞膜局在型の蛍光タンパク質を発現する
アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用いた。 
飼育条件は室温 22 ± 1℃、照明 12 時間 (点灯午前 8 時から 20 時)とし、餌と水を自由に摂取

させた。なお、動物の飼育、実験等はすべて大阪大学動物実験規定を尊守し、大阪大学動物実験
委員会の承認を得て実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 脳全体を対象として Fos 発現を指標とした神経活動の時間変化を解析する方法の確立 
 独自に作製した Fos-VCT マウスでは、蛍光タンパク質 Venus の緑色波長帯と、CreERT2を介
した標識(赤色位蛍光タンパク質を予定)、rtTA を介した標識(青色蛍光タンパク質を予定)の３つ



の時間窓において活動更新した神経細胞を区別して標識する方法を計画していた。しかし、Fos-
VCT マウスと交配して用いる予定であった Cre 依存的 RFP (tdTomato)-rtTA 依存的 BFP 
(tagBFP2)マウス(CRTB マウス)では、Cre を介した標識は可能であるものの、tTA では脳領域
に応じて BFP の非特異的発現や、サイレンシングによる発現抑制が認められ、本研究課題の研
究期間中に方法を改善することが難しいことが予測された。そこで、代替的な神経活動の時間変
化解析として、これまでに全脳の神経解析に用いてきた Fos-EGFP マウスを利用して、各スト
レス刺激に対する Fos 発現変化を利用して時間情報を推定する擬似時間解析を試みた。ホーム
ケージ(ストレス刺激なし)と、新奇環境刺激、1 回の社会的敗北ストレス刺激、５回の社会的敗
北ストレス刺激、これらのストレスとは異なる拘束ストレス刺激を行なった各 Fos-EGFP マウ
ス脳における EGFP 発現細胞を定量化し、250 脳領域の細胞密度を次元削減した結果、拘束ス
トレス以外の刺激では、ホームケージ→新規環境刺激→１回社会的敗北ストレス刺激→５回社
会的敗北ストレス刺激に沿って状態遷移(擬似時間)を反映すると考えられる主曲線を得ること
ができた。また、低次元空間の成分に対する各脳領域の因子負荷量を参照することにより、複数
の視床下部の亜核や脳幹の微小脳領域が状態遷移に寄与する可能性を見出した。 
 当初予定していた、神経活動の履歴を多色標識する遺伝子改変マウスを用いた解析には、時間
を要するものの、代替的に確立した全脳の Fos 発現パターンのストレス状態依存的な変化に基
づく擬似時間解析を確立することに成功し、目的の一部を達成することができたと考えられる。 
 
(2) 細胞種選択的に遺伝子導入を可能にする AAV の構築と化学遺伝学的実験への応用 
 神経活動に顕著な変化が認められた脳領域、細胞種を対象として、化学遺伝学的な神経活動の
操作・介入実験を実施した。共同研究を通じて TH-Cre マウス等の細胞種選択的な Cre 発現マ
ウスを用いた検証を実施した。また、独自に青斑核ノルアドレナリン神経に対して細胞種選択的
な遺伝子発現を可能にする AAV を構築することに成功した。これらの Cre マウスや、AAV を
用いた検証を進める過程において、青斑核ノルアドレナリン神経では人工受容体である
Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADD)のうち hM4Di (Gi 共
役型抑制性 DRADD)の発現効率が低く、TH-Cre マウスに AAV を用いて発現させる場合では少
なくとも 1 × 1013 genome copies/ml (gc/ml)以上の高いタイターで局所注入する必要があること
が明らかになった。また、Tet-Off システムを介した hM4Di の発現効率の改善について検証し
た結果、少なくとも脳幹の青斑核周辺においては AAV9-TRE-hM4Di-mCherry (5×1012 gc/ml)
を局所注入すると、tTA 非存在下でも mCherry の発現が認められることが明らかになった。こ
れらの問題が生じたため、予定していた化学遺伝学的な実験の一部を実施することが困難であ
った。しかし、本研究とは目的・内容の異なる別の研究プロジェクトにおいて、青斑核ノルアド
レナリン神経における hM4Di の発現効率を向上させる AAV の構築と、さらに逆行性感染性の
AAVretro (Terve DGR et al., Neuron, 2016)と組み合わせることで神経回路選択的かつ細胞種選
択的に hM4Di を発現させることに成功した。これらの技術は、本研究に限らず細胞種選択的に
投射経路の役割を解析する研究に貢献できると考えられる。 
 
(3) ストレス等の環境刺激により活動亢進する細胞集団の投射先脳領域の解析 
 ストレス等の環境刺激によって神経活動が亢進する細胞集団が、どの脳領域に軸索を投射す
るのか明らかにするため、Fos-2A-CreERT2マウスと Cre 依存的に細胞膜・軸索局在型の蛍光タ
ンパク質を発現する AAV を用いて、神経活動依存的に Fos を発現した細胞の軸索標識する方法
の確立を試みた。当初、環境刺激による神経活動依存的に CreERT2 を発現し、かつ 4-ヒドロキ
シタモキシフェン(タモキシフェン活性代謝産物)投与に依存して、細胞が蛍光タンパク質で標識
されると考えられたが、実際には環境刺激を行わない条件下においてもいくつかの細胞体の蛍
光標識が認められた。しかし、軸索線維を標識できるレベルの蛍光タンパク質の発現量には至ら
ず、社会的敗北ストレス等の環境刺激を提示した場合にのみ蛍光標識された軸索線維が多数検
出された。これらの結果から、本実験系では、活動亢進した細胞の数を正確に定量することは困
難であるものの、当該細胞集団の軸索投射先については解析可能であると考えられた。そこで本
実験系と、(2)に記述した細胞種選択的 AAV を用いて、ストレスによって神経活動が亢進する青
斑核の細胞の軸索投射先を検証した。その結果、広範な脳領域に蛍光標識された軸索が検出され
たものの、一部の脳領域において顕著な蛍光標識の増加が認められた。これらの脳領域間の回路
を対象として、細胞種選択的 AAV と、逆行性感染性の AAVretro-Cre を組み合わせた遺伝薬理
学的な行動解析の結果、これまでに機能が報告されている細胞集団とは異なる細胞集団の活動
抑制が、ストレスによる行動変化を抑制する可能性を見出した。また、神経活動依存的な標識と
その神経投射を全脳レベルで解析する解析方法の応用として、薬物によって活動変化する内側



前頭前皮質の細胞集団の神経投射解析に応用し、その成果を学術論文に発表した(Hirato et al., 
Biol Pharm Bull, 2024)。 
 
これらの研究を通して、Fos 発現を指標とした全脳における時間・空間的な活動変化を捉える擬
似時間解析を確立し、顕著な変化を示す脳領域・細胞集団を特定することができた。その成果に
ついては、現在学術誌への投稿準備を進めている。これらの全脳レベルの活動変化に関する新た
な解析方法の構築や、ウイルスベクターを用いた回路構造・機能の解析により、ストレスによる
行動変化に関する新たな神経回路メカニズムの一端を明らかにできたと考えられる。 
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