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研究成果の概要（和文）：社会性もふまえた意思決定プロセスを理解するためには、動物個体の自然な行動を阻
害しない低侵襲な神経機能計測技術が必要である。タッチスクリーン・プラットフォームによる自由行動下の認
知課題実施中の動物個体から単一細胞精度で神経機能を計測可能な技術を開発した。さらにDesigner Receptors
 Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADD)に基づく化学遺伝学的手法による実行機能解析手法を確
立した。

研究成果の概要（英文）：To study neural basis of behavioral change induced by social signals such as
 vocal communication, it is essential to establish technologies that enable measurements of neural 
functions without affecting natural behaviors. We developed novel endomicroscopy and conducted live 
cell imaging of neural activity and intracellular ERK activity in a freely behaving subject. We also
 applied Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADD)-based chemogenetic 
manipulation of neural activity to behavioral analysis using a touchscreen operant platform, in 
order to address how the cortico-basal ganglia circuit is involved in cognitive processes for 
controlling behavior.

研究分野：神経科学

キーワード： 意思決定　社会性　音声コミュニケーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトは集団を形成し社会的に行動する。したがって、ヒトの行動原理の神経基盤を理解するためには、このよう
な社会的認知の側面を踏まえた上で、「意思決定」のプロセスが「脳という生物学的な仕組み」にどのように実
装されているか解明することが重要である。本研究により開発された技術を応用することにより、意思決定に関
わる神経回路メカニズムを解析するとともに、社会的情報を媒介する音声コミュニケーションのような個体間の
情報伝達の神経回路と、意思決定に関わる神経回路の相互作用に関する理解が進むことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトは集団を形成し社会的に行動する。したがって、ヒトの行動原理の神経基盤を理解するた
めには、このような社会的認知の側面を踏まえた上で、「意思決定」のプロセスが「脳という生
物学的な仕組み」にどのように実装されているか解明することが重要である。そのためには、意
思決定に関わる神経回路メカニズムを解析するとともに、社会的情報を媒介する音声コミュニ
ケーションのような個体間の情報伝達の神経回路と、意思決定に関わる神経回路の相互作用を
理解することが必要である。しかしながら下記に述べるような研究技術に関する課題もあり、社
会的な意思決定の神経基盤について不明な点が多い。 
 
（1）意思決定は経験（過去の情報）に基づき未来を予測し行動を選択することであり、その神
経回路機構を理解するためには、意思決定の神経情報をスナップショット的に計測するのでは
なく、経験に伴いどのように変化するか長期的に計測する必要がある。さらに神経情報の変化に
は、複数の異なる可塑性メカニズムが異なるタイミングで作用している可能性があり、可塑的変
化を長期間計測し解析する研究手法も必要である。 
 
（2）音声コミュニケーションや意思決定に重要な役割を果たす大脳皮質や基底核等の領域は、
解剖学的な回路接続の観点からも、シナプス伝達効率や内因的興奮性等の機能の観点からも、極
めて多様な神経細胞サブタイプから構成されている。さらに同一サブタイプの神経細胞であっ
ても、個々の神経細胞の特性は可塑的に変化していく。したがって、単一細胞の精度での神経機
能計測が望ましい。 
 
（3）神経情報の推移や可塑性の動態と社会性や意思決定に関する行動との関係を明らかにする
ためには、動物の認知行動を妨げないような侵襲性の低い神経機能計測を確立する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、高等動物の社会性もふまえた意思決定プロセスを理解するために、上記の課
題に対応した神経機能計測技術を確立し、さらに意思決定に伴う神経情報の推移とその可塑性
に関する生物学的な基盤を明らかにすることである。具体的には、以下の【課題 1】〜【課題 4】
を設定した。 
 
【課題 1】先行研究により、社会性をふまえた意思決定には、大脳皮質-基底核神経回路が中心
的な役割を果たすと考えられている。大脳皮質から基底核へ投射する第 V層錐体神経細胞は、両
側線条体へ入力する Intratelencephalic（IT）ニューロンと同側線条体へ投射する Pyramidal 
tract (PT)ニューロンに大別される。ITニューロン、PTニューロンは、それぞれ異なる神経修
飾物質（neuromodulator）受容体を発現し、セロトニンやドパミン等の神経修飾物質により、興
奮性及び可塑性が異なる調節を受けることにより、回路動作が大きく変わると考えられている。
本課題では、分子遺伝学的にマウス系統を開発し、ITニューロン、PTニューロンを正確に同定
して神経機能計測を行う技術を確立する。 
 
【課題 2】鎮痛作用をもつオピオイドは臨床的には疼痛治療に用いられるが、報酬行動や社会性
の制御など多岐にわたる脳機能と関わる。μ-オピオイド受容体（MOR）を発現する神経細胞は
様々な脳領域に散在し、発生期と成体で発現パターンが変化する。従って MOR 陽性神経細胞を正
確に同定し、その機能を解析することは従来困難であった。そこで MOR 陽性神経細胞を時期特異
的に同定可能なマウス系統を開発することを目的に、MOR 陽性神経細胞特異的な誘導型 Creを発
現するマウス系統を開発する。 
 
【課題 3】意思決定に関わる認知行動課題実施中の動物個体からの細胞レベル、全脳レベルの神
経活動および可塑性シグナル動態の計測・解析技術を確立する。 
 
【課題 4】大脳皮質から基底核への投射は、解剖学的には直接路、間接路、ハイパー直接路に大
別される。視床下核（subthalamic nucleus, STN）は、大脳-基底核回路を構成する神経核の一
つであり、ハイパー直接路を介して、広範な大脳皮質領域からの入力と、間接路を介した淡蒼球
からの入力を統合し、淡蒼球内節や黒質網様部へ出力する。パーキンソン病患者に対する STNの
脳深部刺激（deep brain stimulation, DBS）が運動機能を改善する一方で、社会的側面も含め
た行動制御に関する認知機能（実行機能, executive function）に影響することが報告されて以
来、STNは非運動性認知プロセスにも重要な役割を担っていると考えられている。しかしながら、
STNの認知プロセスにおける役割について不明な点が多い。その理由として、STNが、脳深部に
位置し複雑な形態を有する神経核であるため、従来の電気的刺激や薬剤による神経活動制御や
破壊実験では、周囲の脳領域と正確に区別して STN の機能を調べることが困難であることが挙



げられる。さらに STNの不可逆的な破壊・遺伝子操作により、黒質緻密部や線条体等の他の脳領
域の興奮性・可塑性が間接的に変化することが近年報告されている。本課題では、このような STN
による他の脳領域に対する間接的な作用と区別して、STNがどのような認知機能と直接的に関わ
っているか研究する手法を確立し、意思決定における STNの機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
【課題 1】ITニューロンおよび PTニューロンの軸索投射制御に関わる遺伝子を利用して、マウ
ス受精卵に対して CRISPR-Cas9によるゲノム編集を行い、マウス系統を開発した。さらに蛍光タ
ンパク質を発現するリポーターマウス系統と交配し、リポーター分子の発現を解析した。 
 
【課題 2】マウス ES細胞を用いて、T2A ペプチドと変異型エストロゲン受容体結合型のコドン最
適化 Cre組換え酵素（iCreERT2）配列を、MORをコードする Oprm1遺伝子エクソン上の停止コド
ン部位に相同組換えを用いてノックインした。ES細胞からキメラマウスを経て、MOR-CreER マウ
スを作製した。Cre組換え活性を可視化するため、MOR-CreER マウスと、Cre 依存的に HAタグ付
き蛍光タンパク質（bright teal fluorescent protein、mTFP1）を発現する R26-CAG-LoxP-mTFP1
マウスとを交配した。このマウス成体にタモキシフェン（Tm）を投与し、神経系において mTFP1
発現細胞の分布を解析した。 
 
【課題 3】タッチスクリーン・プラットフォームを使った自由行動下での視覚弁別/逆転学習課
題を実施中のマウス個体の前頭前皮質あるいは背内側線条体に内視顕微鏡を設置し、自由行動
下で単一細胞レベルの神経活動計測（Ca2+イメージング）、細胞内シグナル活性計測（FRET イメ
ージング）を実施した。また全脳レベルの解析として、認知課題実施後の fMRIの撮像条件につ
いて検討した。 
 
【課題 4】化学遺伝学的手法（chemogenetics）により、薬剤投与依存的に STN の神経活動を選
択的かつ可逆的に操作する技術開発を行った。内因性リガンドに反応しない改変型ムスカリン
性アセチルコリン受容体（hM4Di）を Cre リコンビナーゼ依存的に発現する AAV ウイルスベクタ
ーを、STNの発生に必須である転写因子 pitx2遺伝子座に Cre リコンビナーゼをノックインした
マウス系統の STNに定位脳手術により導入した（hM4Di マウス）。hM4Diに対する合成リガンドで
ある CNOの効果をスライス・パッチクランプ法により解析し、さらに化学遺伝学的な STNの神経
活動抑制の行動制御に関わる認知機能への影響を解析するために、一定の潜時の後に反応刺激
（5つのタッチスクリーンのうち 1 つが 0.8 秒〜2秒間点灯）が提示される 5-選択反応時間課題
（5-CSRTT）を実施した。 
 
４．研究成果 
【課題 1】作成したマウス系統の F1世代について PCR およびゲノムシーケンスを実施し、ゲノ
ム編集により目的とする遺伝子ノックインについて確認した。さらに他系統との交配により、蛍
光タンパク質の発現を指標として、大脳皮質第 V 層でのレポーター分子の発現を確認した（図
1）。本マウス系統を用いて、課題 3の内視顕微鏡イメージングを実施することで、大脳皮質の回
路動作の理解が進むと期待される。 
 
【課題 2】mTFP1発現細胞は、嗅球、大脳皮質、線条体ストリオソーム区画、海馬、扁桃体、視
床、視床下部、脚間核、上丘、下丘、中脳水道灰白質、傍腕核、蝸牛神経核、縫線核、脳幹網様
体、疑核、孤束核、脊髄、後
根神経節を含む広範な領域
に分布していた。これらの分
布は既報の Oprm1 mRNA の分
布にほぼ合致していた。さら
に、MOR 発現細胞への特異性
を確認するため、Oprm1 mRNA
に対する in situ ハイブリダ
イゼーション（ISH）法と HA
タグに対する免疫組織化学
による蛍光二重染色を行っ
たところ、線条体、大脳皮質
感覚野第 V層、内側手綱核、
外側視床下部、傍腕核、疑核、
後根神経節において、HA 陽性
細胞の 95%以上で ISH シグナ
ルを認めた。これは、Cre 組
換えが Oprm1発現細胞に特異
的に生じることを示す。 

図 1：新たに作成したマウス系統における遺伝子発現パター
ン。ITニューロン特異的遺伝子を利用したノックインマウス
系統（左）、及び PTニューロン特異的遺伝子を利用したノッ
クインマウス系統（右） 



 哺乳類の線条体は、MORを強く発
現するストリオソーム区画と、その
周囲のマトリックス区画からなる。
線条体神経回路の機能解明のため
にストリオソーム選択的なCre組換
え活性をもつマウスは有用と考え
られる。そこで、MOR免疫組織化学
によってストリオソーム区画を定
義し、Cre組換え活性の分布を調べ
た。その結果、mTFP1発現細胞のス
トリオソーム区画における細胞密
度は、マトリックス区画に比べ 7–15
倍高かった。さらに、線条体に Cre
依存的なAAVベクターを注入しても
同様の結果を得た。これは、MOR-
CreER マウスがストリオソーム選択
的な Cre 活性をもつことを示す。 
 最後に、発生期における有用性を
調べた。マウスの胎生期線条体にお
いて、Oprm1 mRNAは成体と異なりび
まん性に分布することが知られて
いる。MOR-CreER マウスと R26-CAG-
LoxP-mTFP1マウスを交配し、胎生17
日目に Tm を投与すると、出生 0 日
目の線条体において、mTFP1発現細
胞は広範に分布していた。これは、
MOR-CreER マウスが発生期におい
て、時期特異的に MOR 発現細胞を標
識できることを示す。 
 以上から、本研究で作製した MOR-
CreER マウスは、MOR 発現細胞特異
的な Cre組換えを可能にし、MORのシグナル伝達および神経回路制御機構解析に応用できる新規
遺伝子改変マウスであると考えられた（図 2, Okunomiya et al., 2019）。 
 
【課題 3】ウイルスベクター、分
子遺伝学的な遺伝子組換えによ
り蛍光指示タンパク質を発現す
るマウス個体の前頭前皮質或い
は背内側線条体に内視顕微鏡を
設置し、タッチスクリーン・プラ
ットフォームを使った視覚弁別・
逆転学習課題を実施した（図 3）。
内視顕微鏡を設置したマウス個
体でも先行学習、逆転学習が可能
であり、1 ヶ月以上にわたる単一
細胞の精度での神経活動計測が
可能であることを確認した。 
 
さらに線条体の中型有棘神経細胞
（medum spiny neuron, MSN）から
ERK活性を FRETイメージングにより
計測したところ、MSN では ERK 活性
が振動することを見出した。 
 
【課題 4】hM4Diに対する合成リガン
ドである CNO の効果をスライス・パ
ッチクランプ法により解析したとこ
ろ、hM4Di を発現する STN神経細胞
では、CNO 投与依存的な膜電位の低
下、電流注入による活動電位応答の
減少が観察された。以上の電気生理
学的解析により、hM4Di マウスでは、
CNO 投与依存的に STN 神経細胞の神

図 2：MOR-Creマウス（Okunomiya et al., 2019, 
文献 1 を改変） 

図 3：内視顕微鏡による ERK活性 FRETイメージング 

図 4：線条体 MSN における ERK活性の振動現象 



経活動が選択的に抑制されることを
明らかにした。 
次に化学遺伝学的なSTNの神経活動抑
制の行動制御に関わる認知機能への
影響を解析するために、一定の潜時の
後に反応刺激（5つのタッチスクリー
ンのうち 1 つが 0.8 秒〜2秒間点灯）
が提示される 5-選択反応時間課題（5-
CSRTT）を実施した。その結果、注意に
関する認知機能に関して、持続的注意
の指標である正答率は、hM4Di マウス
群でCNO投与依存的に有意に低下した
が、全体的注意の指標である無反応試
行には影響がなかった。一方、刺激提
示に対する反応制御について、衝動性
の指標である尚早反応は、hM4Di マウ
ス群でCNO投与依存的に有意に増加し
たが、固執性の指標となる強迫反応に
は影響がなかった。また hM4Di マウス
群の持続的注意や衝動性に対する CNO
の効果は、投与 24 時間後には消失し
た。すなわち、STNの神経活動の選択
的かつ可逆的な抑制により、特定の注
意および反応制御が障害されること
が明らかとなった（図 5,6. Nishioka 
et al., 2020)。 
 
以上の結果は、STNが、シナプスを介
した直接的な神経情報伝達により、実
行機能と包括される認知機能の中で、
注意や反応制御に関する特定の認知
サブプロセスを制御している可能性
を示唆する。 
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図 5（上）、図 6（下）：hM4Di マウスによる視床下核

(STN)の認知機能解析（Nishioka et al., 2020, 文献 2） 
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