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研究成果の概要（和文）：本研究成果の概要は以下のようにまとめられる。1. マウス腹側線条体の組織学的解
析によりカレハ島にはGad67を発現するGABA作動性NeuN陽性神経細胞が存在することが明らかとなった。2.アン
ヘドニア様行動異常の定量的解析法として脳内自己刺激の閾値を自動解析する実験系を開発した。実際抗うつ薬
Nomifensineの投与により嗜癖行動に対する閾値が有意に低下することを確認した。3, カレハ島細胞特異的にリ
ボソームタンパク質ーGFP融合蛋白質を発現させたマウスを作成し、免疫沈降法とRNA-seqを組み合わせて、カレ
ハ島特異的な遺伝子発現セットを確立した。

研究成果の概要（英文）：Abstract of the current study is summarized as follows. 1. Histological 
analysis revealed that mouse ventral striatum included the islands of Calleja expressing Gad67 mRNA,
 NeuN-positive GABAergic neurons. 2. A novel behavioral system for quantitative measurement of 
anhedonia-like behaviors was developed for mice. Specifically, sequential sweep of the descending 
stimulation frequencies for the intracranial self-stimulation upon nose poking of the port in the 
operant chamber enabled the quantification of the behavioral measure useful for anhedonia-like 
behaviors. Indeed, antidepressant nomifensine decreased significantly threshold for the hedonic 
behavior revealed by the current methods. 3. Gene expression sets specific to the murine islands of 
Calleja was established by applying immunoprecipitation and RNA-seq analyses to the mouse line 
expressing ribosomal protein-GFP fusion protein specifically in the islands of Calleja.

研究分野：神経解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　「楽しい」と感じなくなる無快楽症（アンヘドニア）は、うつ病の診断基準に含まれるうつ病のコア症状であ
る。また、日常生活での喜びや興味、生きがいに快楽情動は不可欠であり、その喪失はうつ病患者のQOLを著し
く損ねる。この問題に取り組む上で、分子的解析を可能にする動物実験が不可欠であるが、アンヘドニアの病態
モデルや定量的解析は研究伸展が不十分である。本研究は、アンヘドニアの基盤として腹側線条体の機能異常に
注目し、その解剖学知見を明らかにするとともに、新たなアンヘドニア検証系を開発する点で意義深い。

※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 
申請者は、精神疾患病態において中心的役割を果たすセロトニン及びドーパミン等のモノアミ
ン神経系の制御中枢、手綱核の機能についてモデルの解析を中心として研究を進めてきた。これ
までに当時分子特性や動物行動の役割が不明であった手綱核に注目し、手綱核の網羅的遺伝子
発現解析（Aizawa et al., J Comp Neurol, 2012), 電気生理学的特性（Aizawa et al., J Neurosci, 
2013）およびうつ病様行動障害との因果関係（Cui et al., J Neurosci, 2014）を明らかにしてき
た。 
 これまでの我々の研究により手綱核の機能失調がうつ病におけるモノアミン代謝異常に関与
する事が明らかとなってきたが、一方でモノアミン異常を背景にうつ病症状の発現を説明する
実際の神経回路の同定は未だ進んでいない。 
 そこで本研究で注目したのはドーパミンなどのモノアミン神経投射を最も強く受ける領域の
一つである側坐核である。うつ病の PET/fMRI など機能画像研究により複数の研究グループが
一貫して失望・不快と関連した側坐核の血流減少を報告していおり、「楽しい」と感じなくなる
無快楽症（アンヘドニア）の病態生理において中心的な役割を果たすことは広く知られている。
一方、側坐核の支配血管を取り囲むカレハ島の機能については外科的・薬理学的な操作が困難で
ある事から研究は手つかずの状態である。実際、カレハ島の研究は、1970年代後半を中心にゴ
ルジ染色やニッスル染色を用いた記述的研究が散発的に行われたのみで、近年の遺伝子改変技
術を用いた分子レベルの解析は皆無である。 
 
２．研究の目的 
  哺乳動物の脳には未だに機能の不明な脳部位が残されている。現在の神経科学の隆盛
の中で、腹側線条体の一部に存在するカレハ島は陸の孤島のように最先端の研究から取り
残されているものの、うつ病の症状発現の鍵を握る脳領域かもしれない。 
 申請者はカレハ島が、脳底部の血管に絡み付くように存在する細胞群から構成され、そ
の多くが血管拡張物質である一酸化窒素を発現する事を見出しており、「カレハ島がうつ
病の中核症状であるアンヘドニアの責任病巣である」という仮説に至っている。これらの
脳底部の血管は快・不快の中枢と考えられる側坐核を栄養しているため、その機能低下は
「楽しい」と感じなくなるアンヘドニアを生じる可能性が高い。実際、側坐核はうつ病に
おいて一貫して血流低下が報告され、アンヘドニアの病態生理において中心的役割を果た
すと考えられる。また、アンヘドニアの客観的な診断技術は未確立であり、有効な治療手
段の開発は QOL改善のため喫緊の課題である。 
 カレハ島は腹側線条体に島状に存在し、従来の破壊実験や電気刺激等によりその機能を
検討することは不可能なため、これまで上記仮説を検討することはできなかった。本研究
の目的はマウスをモデルとしてカレハ島の分子細胞特性を明らかにし、アンヘドニアの基
盤となる細胞基盤としての可能性を明らかにすることである。具体的には、マウスカレハ
島にはドーパミン３型受容体が特異的に発現することに注目し、Cre-loxP遺伝子組換え系
を利用することでカレハ島特異的に遺伝子改変を行った。この技術を応用して光遺伝学プ
ローブをカレハ島細胞へ発現させ、動物行動に与える影響を調べる。また、これらの細胞
の網羅的遺伝子発現解析を世界に先駆けて行うことで、カレハ島の機能を制御するシグナ
ル伝達系を明らかにする事で、アンヘドニアの治療薬開発の創薬標的を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）カレハ島細胞の組織学的解析 
 カレハ島を可視化するため、D3-Cre; Rosa-Rpl10a-EGFP マウスを作成し、その成体マウス脳
を腹側面より蛍光顕微鏡で観察した。前脳基底部の表層に存在する GFP 陽性細胞を確認した上
で、冠状断切片を作成し、遺伝子組織化学及び免疫組織化学によりマーカー遺伝子およびタンパ
ク質の発現を可視化した。 
（２）カレハ島細胞の興奮特性 
 カレハ島細胞の興奮性を最初期遺伝子 c-Fos の免疫反応性により検討した。免疫組織化学に
よる予備的検討によると、非刺激時における腹側線条体神経細
胞では c-Fos 免疫反応性に乏しく、定量的解析が困難であっ
た。そこで、ラットにおける活性化が報告されている血管拡張
薬 hydralazine の全身投与を行い、マウス腹側線条体における
c-Fos 免疫反応性に対する影響を組織学的に検討した。 
（３）アンヘドニア様行動異常の定量的解析法 
 成体雄マウスの内側前脳束に双極電極を慢性的に留置し、
151Hz から漸減する定電流刺激に対する脳内自己刺激応答を
調べた（右図）。すなわち、オペラントチャンバー内に設置し



たポートへの近接に応じて特定の電気刺激を行うことにより嗜癖行動を確立した。刺激頻度は
特定の周波数で急激な減少を示すことから、その頻度をもって嗜癖行動に対する閾値を定量し
た。 
（４）カレハ島の遺伝学的標識と遺伝子発現解析 
カレハ島細胞特異的にリボソームタンパク質ーGFP 融合蛋白質を発現させたマウスを作成し、前
脳広域および腹側線条体特異的組織を採取した。腹側線条体サンプルに対して免疫沈降実験お
よび RNA-seq を行い、遺伝子発現特性からカレハ島特異的な遺伝子発現を解析したところ、 
 
４．研究成果 
（１）カレハ島細胞の組織学的解析 
 カレハ島の組織学的特性については、免疫組織化学によ
る検討が殆ど行われていないため、不明な点が多く残され
ている。我々がこの度開発した D3-Cre; Rosa-Rpl10a-EGFP
マウスを用いてカレハ島を可視化したところ、腹側線条体
の腹側面に点在する GFP 陽性の細胞塊が観察された（右
図）。この GFP 蛍光を指標に複数の分子マーカーについて
免疫組織化学的に検討したところ以下の所見を得た。１）カレハ島には樹状突起もしくは軸索な
ど神経突起で主に構成される neuropil 部が存在すること、２）上記 neuropil には Muscarinic 
acetylcholine 受容体４型が豊富に存在すること、３）カレハ島には Gad67 を発現する NeuN 陽
性神経細胞が存在すること、４）最内側のカレハ島が最も大きく発達していること、５）チロシ
ン水酸化酵素を発現する神経線維の支配を受けていることなどを見出した。これらの所見は、カ
レハ島細胞が分子マーカーの発現を伴う特異的な分子特性を持っている可能性を示唆しており、
ドーパミン受容やアセチルコリン受容などの神経伝達物質特性に特徴を持つことが明らかとな
った。 
 
（２）カレハ島細胞の興奮特性 
 カレハ島細胞は腹側線条体に島状に点在している解剖学的特徴から、電気生理学的な測定が
困難である。実際、カレハ島細胞の活動パターンを記載した論文は非常に限られている。一方で、
前脳基底部の血管と近接するカレハ島は局所脳血流の影響を受けている可能性が考えられる。
本研究では、この問題に取り組むため、最初期遺伝子 c-Fos の発現をもとに血圧変化の与える影
響について調べた。ラット腹側線条体で c-Fos 発現誘導効果の報告されている血圧降下剤
hydralazine もしくは vehicle を全身投与し、腹側線条体における c-Fos 陽性細胞の発現変化を
組織学的に検討した。c-Fos 免疫反応性の有無については、陽性細胞の豊富な海馬や視床室傍核
などの領域を参照し、確認した。定量的解析の結果、カレハ島を含む腹側線条体領域の c-Fos 陽
性細胞数は hydralazine 群及び vehicle 群で有意な差異は見られなかった。この結果は、カレハ
島細胞の興奮性の種差の可能性を示唆している。 
 
（３）アンヘドニア様行動異常の定量的解析法 
 アンヘドニアはうつ病のコア症状でありながら、動物実験で
の検討が困難な行動指標の一つである。遺伝学的モデルとして
優れたマウスではショ糖嗜好性試験が広く使われているが、ヒ
トでのショ糖嗜好性がうつ病では変化しないこと、マウスうつ
病様モデル間でショ糖嗜好性試験の結果が異なることなどか
ら、より妥当性の高い行動試験が求められている。この問題に
取り組むため、動物報酬行動をもとにした定量的行動試験を開
発した。この新規に開発した実験系では、安定した嗜癖行動へ
の閾値を得ることが可能であり、実際抗うつ薬 Nomifensine の
投与により嗜癖行動に対する閾値が有意に低下することを確
認した（右図）。この開発によりアンヘドニア様の定量的解析へ
の道が大きく開かれるものと期待される。 
 
（４）カレハ島の遺伝学的標識と遺伝子発現解析 
 カレハ島の細胞特性については、未だ不明な点が多く、分子的なツールの確立が急務である。
ニッスル染色での所見によるとカレハ島は嗅結節に島状に点在する構造で細胞質の少ない顆粒
細胞で主に構成されている。この中に GABA 作動性神経細胞を同定した。さらに、カレハ島細胞
の分子特性を明らかにするために遺伝子発現プロファイリングに着手した。前脳広域サンプル
に対して免疫沈降により標的細胞からの mRNA を回収したサンプルでは、GFP 遺伝子の排他的な
発現が確認された。さらに予備的な検討では、ドーパミン３型遺伝子や神経細胞特異的な遺伝子



群の特異的な発現がみられたことから、これらのサンプルはカレハ島細胞の遺伝子セットとし
て矛盾しないと考えられた。 
 
 今後、このようにして得られた遺伝子発現プロファイルを詳細に解析することにより、カレハ
島細胞の分子特性を明らかにするとともに、うつ病関連遺伝子や特異的代謝経路を同定するこ
とにより、カレハ島の機能およびうつ病病態への関与を明らかにする予定である。 
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