
京都大学・薬学研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2017～2016

細胞体セロトニン遊離を選択的に阻害する遺伝学的ツールの開発と神経回路創薬への応用

Genetic tools for circuit-based drug discovery

００７１７９０２研究者番号：

永安　一樹（Nagayasu, Kazuki）

研究期間：

１６Ｋ１５１２５

平成 年 月 日現在３０   ５ ３０

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：脳は、無数の神経細胞が互いに情報伝達を繰り返すことで機能している。この情報伝
達は、（１）細胞体における発火（２）軸索における活動電位の伝播（３）軸索終末における神経伝達物質の遊
離という3段階を経て行われるが、セロトニン神経やドパミン神経においては、細胞体からも神経伝達物質が遊
離することが知られている。本研究では、この細胞体からの伝達物質遊離を抑制し得ると考えられるminiSOGの
セロトニン神経特異的な発現を可能とするためのプラットフォームとして、ウイルスベクタ―を用いた手法の確
立を目指し、以下の検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Neural transmission is achieved through three steps of biological processes.
 Depolarization and firing at cell somata, propagation of action potential, and release of 
neurotransmitters from nerve terminals. Different from other types of neurons, serotonin neurons and
 dopamine neurons release their transmitters from cell somata. However, physiological significance 
of this type of transmitter release is still unknown. In this research, we established viral-vector 
based platform for expressing miniSOG, a genetic tool for photo-inducible organelle inactivator, 
specifically in serotonin neurons.

研究分野：神経薬理学

キーワード： ウイルスベクター　セロトニン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 脳は、無数の神経細胞が互いに情報伝達を
繰り返すことで機能している。この情報伝達
は、（１）細胞体における発火（２）軸索に
おける活動電位の伝播（３）軸索終末におけ
る神経伝達物質の遊離という 3段階を経て行
われるが、セロトニン神経やドパミン神経に
おいては、細胞体からも神経伝達物質が遊離
することが知られている（Nieoullon et al., 
1977; Hery et al., 1982）。細胞体から遊離し
たセロトニンは、抑制性の自己受容体である
5-HT1A 受容体を刺激しセロトニン神経活動
を抑制していると想定されてきたが、細胞体
からの遊離のみを制御する手法は存在せず、
その生理的意義の解明には至っていない。 
 近年、このような細胞内小器官選択的な機
能不全を任意のタイミングで誘導できる手
法として、miniSOG（Lin et al., 2013）が報
告されている。miniSOG は、活性酸素種で
ある一重項酸素を光依存的に産生すること
で、近傍に存在するタンパク質を不活性化す
る遺伝学的ツールの一つであり、シナプス小
胞に局在させることで、光依存的かつ局所的
に神経伝達物質の遊離を抑制することがで
きることが示されている。一方で、このよう
な遺伝学的ツールをセロトニン神経特異的
に発現させるためのプラットフォームにつ
いては未だ報告がほとんどない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、miniSOG のセロトニン神経
特異的な発現を可能とするためのプラット
フォームとして、ウイルスベクタ―を用いた
手法の確立を目指し、以下の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 全ての動物実験は「動物実験に関する日本
薬理学会指針」および「京都大学動物実験規
程」を遵守し、京都大学動物実験委員会の承
認を受け実施した。 
 レンチウイルスベクターの構築及び産生、
精製は以前の報告に従い行った（Takahashi 
et al., 2013）。作製したウイルスの機能評価
は、精製後のウイルスベクターを、マウス背
側縫線核に投与した一週間後に、外来遺伝子
とセロトニン神経マーカーである TPH2 に
対する免疫組織化学的解析を行うことで実
施した。 
 
４．研究成果 
 セロトニン神経特異的な遺伝子として、セ
ロトニン合成の律速酵素である TPH2 遺伝
子に着目し、そのプロモーター配列を用いた
レンチウイルスベクターを構築した。約 2kb
の上流配列を有するウイルスベクターを用
いて、その特異性および発現強度について免
疫組織化学的手法、電気生理学的手法を用い
て解析した。その結果、マウスプロモーター
を用いた場合、ラットプロモーターを用いた
場合のいずれの場合でも、９５％以上の高い

特異性が得られたこと、抗体による増感を行
うことなく外来遺伝子 Venus の蛍光を観察
することができたことから、約 2kb の TPH2
プロモーターを用いることで、セロトニン神
経特異的かつ強力に外来遺伝子を発現可能
であることが明らかになった（図１）。 
 次に、miniSOG の機能を確認する上で必
須となる、セロトニン神経を外来性に活動さ
せる刺激について検討を行った。既存の抗う
つ薬であるセロトニン再取り込み阻害薬（Ｓ
ＳＲＩ）やセロトニン・ノルアドレナリン再
取り込み阻害薬（ＳＮＲＩ）は、セロトニン
の再取り込みを防ぐことで、シナプス間隙の
セロトニン濃度を上昇させるため、セロトニ
ン神経活動自体は抑制するという特徴があ
り、セロトニン神経活動を外来性に引き起こ
し得る刺激としては適切ではないと考えら
れる。そこで、近年、ＳＳＲＩやＳＮＲＩと
は異なるメカニズムで、迅速に抗うつ作用を
引き起こすことが報告されている、麻酔薬ケ
タミンに着目し、検討を行った。 
うつ病と関連の深い脳部位である前頭前野
皮質に透析プローブを埋め込み、リンゲル液
を恒常的に灌流し、灌流後の液をＨＰＬＣに
より連続的に分析することで、前頭前野皮質
のセロトニン濃度を経時的に測定した。ケタ
ミン（30 mg/kg）をラットに皮下投与するこ
とにより、前頭前野皮質セロトニン濃度は上
昇した。次に、このセロトニン濃度上昇が、
再取り込み阻害によるものではなく、セロト
ニン神経活動の亢進を介したものであるこ
とを示すため、背側縫線核セロトニン神経活
動を制御しているアセチルコリン神経核で
ある、背外側被蓋核（LDTg）および脚橋被
蓋核（PPTg）を電気的に傷害させたラット
を用いて検討を行った。その結果、PPTg 傷
害により、ケタミンの前頭前野皮質セロトニ
ン遊離作用は有意に減弱した。一方、LDTg
傷害は、ケタミンの前頭前野皮質セロトニン
遊離に有意な影響を与えなかった。 
さらに、前頭前野皮質セロトニン遊離に対す
るケタミンの PPTg への直接作用を検討する
とともに、セロトニン再取り込みの場である
前頭前野へのケタミンの影響を完全に排除
して検討を進めるため、PPTg にケタミンを
灌流する検討を行った。その結果、PPTg に
ケタミン（0.1 mM）を灌流するだけで、前
頭前野皮質セロトニン遊離は有意に増加し
た。一方で、LDTg へのケタミンの灌流は、
前頭前野皮質セロトニン遊離に有意な影響
を与えなかった。さらに、PPTg へのケタミ
ン灌流によるセロトニン遊離は、背側縫線核
への AMPA 型グルタミン酸受容体阻害薬
NBQX（0.3 nmol）あるいはα４β２ニコチ
ン性アセチルコリン受容体阻害薬 DHβE
（10 nmol）の前投与によりほぼ完全に抑制
された。これらの結果は、ケタミンが、PPTg
のアセチルコリン神経を活性化させること
で、背側縫線核セロトニン神経を間接的に活
性化させ、前頭前野皮質セロトニン濃度を上



昇させている可能性を強く示唆している。従
って、ケタミンを用いることで、ＳＳＲＩや
ＳＮＲＩと異なりセロトニン神経活動を直
接 活 性 化 さ せ 得 る こ と が 示 さ れ た
（Kinoshita et al., 2018）。 
 次に、確立したセロトニン神経特異的ウイ
ルスベクターを用いることで、miniSOG の
セロトニン神経特異的発現が可能か否か検
討した。その結果、マウス TPH2 プロモータ

ーを用いたウイルスベクターに miniSOG を
搭載することで、２種類の miniSOG いずれ
もセロトニン神経特異的に発現させること
が可能であることが明らかになった（図２）。
一方で、TPH2 の染色像から、細胞毒性がわ
ずかにある可能性が示唆されることから、今
後、適切な発現量に制御することで、
miniSOG を用いたシナプス小胞の場所特異
的機能抑制が可能となると考えられる。 

図１．ラット TPH2 プロモーターを有するウイルスベクターによる外来遺伝子のセロ

トニン神経特異的発現． (a, 左、中左、中右 ) 外来遺伝子として用いた Venus, 

ChETA-eYFP, eArchT-eYFP を抗 GFP 抗体により，セロトニン神経を抗 TPH 抗体に

よりそれぞれ染色した． (a, 右) Venus および eYFP の蛍光．(b) eYFP 陽性細胞に光

照射を行った際の膜電位変化および電流応答． 
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