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研究成果の概要（和文）：解剖学的にも機能的にも多様なセロトニン神経回路網から、抗うつ作用を司るセロト
ニン神経回路を光遺伝学的手法を用いて探索し、背側縫線核→腹側被蓋野セロトニン神経がアンヘドニアの抑制
作用を有する可能性を示唆する結果を得た。また、ヒト幹細胞のセロトニン神経への分化誘導手法の条件検討お
よび分化後神経の機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Major depression and anxiety disorders are a social and economic burden 
worldwide. Serotonergic signaling has been implicated in the pathophysiology of these disorders and 
thus has been a crucial target for pharmacotherapy. However, the precise mechanisms underlying these
 disorders are still unclear. Here, we used species-optimized lentiviral and adeno-associated viral 
vectors, capable of efficient and specific transduction of serotonergic neurons in mice and rats for
 elucidation of serotonergic roles in anxiety-like behaviors and active coping behavior in both 
species. By using these vectors, we found that activation of dorsal raphe serotonin neurons elicited
 rapid antidepressant-like effect in mice and rat and that activation of VTA-projecting dorsal raphe
 serotonin neurons induced strong reward-like effect.

研究分野： 薬理学

キーワード： セロトニン　抗うつ薬　光遺伝学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セロトニン神経自体も、その受容体であるセロトニン受容体も、脳全体に広く投射、分布していることから、セ
ロトニン神経全体の活性化や、脳全体のセロトニン受容体の刺激/阻害のみでは、副作用なく抗うつ作用のみを
引き起こすことは困難である。本研究により、各セロトニン神経投射の個別の機能解析が可能となり、報酬効果
に関わる投射の同定に至ったことから、今後同様の解析を継続することで、副作用なく抗うつ作用のみを引き起
こす医薬品の開発に資する知見を得ることができると考えられる。

※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 

 
生体は、複数の臓器が密接に連携しあうことで個体としての機能を保っている。その機能欠損

は、個体の生命機能に大きな障害をもたらし、疾患の発症につながる。2004 年に WHO がまと
めた、健康寿命の損失を評価に加えた疾患負荷の統計によると、先進国における疾患負荷の最大
の原因が、うつ病であることが示されている。従って、うつ病の治療満足度の向上は、健康寿命
の延長に資する重要な課題であると考えられる。 
 うつ病の治療法としては、抗うつ薬による薬物療法が主流であるが、定義によるものの約 30%
の患者が治療抵抗性を示すことが大きな問題となっている。この治療抵抗性うつ病を克服する
上で、電気けいれん療法や、脳内に電極を埋め込み持続的に刺激を行う脳深部刺激療法が有効で
あることが示されている（Mayberg et al., Neuron. 2005）。しかし、電気けいれん療法では記憶
障害の副作用が見られることや繰り返しの処置が必要であること（The UK ECT Review Group, 
Lancet. 2003）、脳深部刺激では留置した電極への感染や（Mayberg et al., 2005）周囲の電磁波
による誤作動の危険性があることが問題となる。従って、高い有効性と安全性を併せ持ち、副作
用が少ない新たなうつ病治療選択肢の創出は、うつ病の治療満足度の向上に大きく貢献すると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、①開発してきたセロトニン神経特異的ウイルスベクターと、光照射時のみ神経を

活性化できる ChR2 を用いた光遺伝学的解析を組み合わせ、どこからどこへ投射するセロトニ
ン神経回路が、副作用なくストレス耐性獲得を引き起こすか解明し、②同定した投射先にヒト
iPS 細胞由来セロトニン神経を移植することで、慢性ストレス負荷マウスで見られる行動異常を
正常化できるか明らかにする。これらを通じストレス耐性セロトニン回路を同定しその機構を
解明するとともに、前臨床において細胞移植によるうつ病治療の可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
マウスおよびラットのセロトニン神経活動を特異的に制御するため、ウイルスベクターによ

るセロトニン神経特異的な光遺伝学的ツールの発現を行った。実験には C57BL/6J 系雄性マウ
ス（6-9 週齢；日本 SLC、静岡）、Wistar/ST 系ラット新生児（2-3 週齢；日本 SLC、静岡）お
よび Wistar/ST 系雄性ラット（6-9 週齢；日本 SLC、静岡）を使用した。実験は全て京都大学
動物実験委員会による審査・承認を受け、「動物実験に関する日本薬理学会指針」を遵守して行
った。ラットおよびマウスはペントバルビタール（60 mg/kg）麻酔下で小動物用脳定位固 
定装置（成茂、東京）に固定し、脳アトラス（15）に従い、レンチウイルスベクター（LVV）を
DRN（ラット：ブレグマより、AP -7.7 mm, ML 0 mm, DV +7.0 mm、新生仔ラット：ラムダよ
り、AP +1.4mm, ML 0 mm, DV +6.0 mm、マウス：ブレグマより AP -4.4 mm, ML 0 mm, DV 
+3.4 mm）へそれぞれ 1 μL（マウスおよびラット新生児）あるいは 5 μL（ラット）投与した。
本研究では、TPH2 プロモーターの制御下で、eYFP 変異体である Venus（TPH2::Venus）、ChR2
変異体である ChETA（TPH2::ChETA）、光活性化プロトンポンプ eArchT（TPH2::eArchT、
48）を発現する LVV を用いた。ウイルス投与 1-2 週間後に、光ファイバーカニューレの先端が
DRN の背側境界部の真上に配置するように埋め込んだ。行動分析後、全ての動物は経心灌流に
より固定し、LVV 感染を蛍光発現細胞の観察により確認した。LVV の投与および光ファイバー
の設置に失敗した動物から得られたデータは除外した。LVV の作製および精製は、既報に従っ
て行った。Lenti-X 293T 細胞（Clontech、Mountain View、USA）を 60-70％の培養密度まで
増殖させ、パッケージングベクターおよびシャトルコンストラクトを polyethylenemine
（Polysciences、Warrington、USA）で感染させた。16-18 時間の培養の後、上清を採取し、新
鮮な培地を加えた。 30 時間の培養後、上清を回収し、最初の上清と混合した。上清を 0.45 μ
m 孔径の PVDF 膜（Millex-HV、Billeria、Merck Millipore）により濾過し、SW-28 ローター
（Beckman-Coulter、Brea、USA）中で 23,000 rpm で 2 時間超遠心分離した。沈殿物を PBS
に再懸濁し、-80℃で保存した。LVV の力価を p24ELISA（BioAcademia、大阪）により測定し、
約 4-5×1010IU/mL と推定した。行動試験は常法に従い実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
セロトニン神経活動が情動機能に与える影響を詳細に解析するため、特定の神経核に存在す

るセロトニン神経のみの活動を任意のタイミングで制御する手法の開発を行った。セロトニン
神経のみに外来遺伝子を高発現させるウイルスベクター（Benzekhroufa et al., 2009）を用いて
検討を行ったが、予想に反してその発現量は低かった。そこで、上記ベクターシステム中で用い
ている IRES と GAL4 の間の配列および TPH2 プロモーターの最適化を行ったところ、無染色
でも外来遺伝子 GFP の蛍光が観察可能な、極めて高い発現を実現することができた。次に、セ
ロトニン神経の活動を光遺伝学的に制御するため、青色光で神経活動を亢進できる ChETA



（smTPH2::ChETA および srTPH2::ChETA）および緑色光で神経活動を抑制できる eArchT
（smTPH2::eArchT および srTPH2::eArchT）を上記ウイルスに組み込んだ。 
まず、マウス DRN のセロトニン 神経の活性化が抗うつ薬様効果に十分であるかどうかを評

価するために、マウス DRN への smTPH2::ChETA 投与 1 週間後に、尾懸垂試験を行った。こ
の試験は、動物の無動を無力感とみなして評価するものであり、抗うつ薬のスクリーニングとし
て一般的に用いられている。DRN への青色光照射下で、smTPH2::ChETA 投与マウスは、
smTPH2::Venus 投与群と比較して、有意に無動時間が短縮した。次に、この無動時間の短縮が
運動量の増加に起因する可能性を除外するために、オープンフィールド試験を行ったところ、
smTPH2::ChETA 投与群は、青色光照射下で smTPH2::Venus 投与群と比較して、有意に運動
量が減少していた。これらの結果は、DRN のセロトニン 神経特異的な活性化が、マウスにお
いて抗うつ薬様作用を引き起こすことを示唆している。一方で、これまでに、セロトニンが不安
様行動の制御にも関与していることが示唆されているため（34, 40, 42）、不安様行動についても
同様に検討を行った。しかし、smTPH2::ChETA あるいは smTPH2::Venus を投与したマウス
において、青色光照射下でオープンフィールドの中央部滞在時間に有意な差は見られなかった。
また、高架式十字迷路試験において、smTPH2::ChETA 投与群のオープンアーム滞在時間は、
smTPH2::Venus 投与群と同程度であった。これらの結果から、DRN のセロトニン神経特異的
な活性化は、ストレス対処行動を増加させるが、抗不安あるいは不安惹起作用の誘発には十分で
ないことが示唆される。次に、smTPH2::eArchT を用いてマウス DRN のセロトニン神経を特
異的に抑制した際の情動行動への影響について検討した。尾懸垂試験において、
smTPH2::eArchT 投与群および smTPH2::Venus 群の間で、緑色光照射下での無動時間に有意
な差は見られなかった。この結果より、DRN のセロトニン 神経特異的な抑制が、うつ様行動
を誘発するのに十分ではないことが示唆される。さらに、smTPH2::eArchT 投与群では、緑色
光照射下でのオープンフィールド試験における運動量および中央部滞在時間は、
smTPH2::Venus 群と同程度であった。さらに、高架式十字迷路試験では、smTPH2::eArchT 投
与群および smTPH2::Venus 群において緑色光照射下でのオープンアーム滞在時間は同程度で
あった。以上の結果より、DRN の 5-HT 神経特異的な抑制は、運動量および不安様行動に影響
を及ぼすのに十分ではないことが示唆される。 
マウスと同様に、ラットにおいても情動行動に対する DRN のセロトニン神経特異的な興奮

性制御の影響を検討するために、強制水泳試験、オープンフィールド試験および高架式十字迷路
試験を行った。強制水泳試験において、srTPH2::ChETA 投与群では、srTPH2::Venus 投与群
と比較して無動時間が減少していたが、srTPH2::eArchT 投与群は srTPH2::Venus 投与群と同
程度であった。また、オープンフィールド試験では、srTPH2::Venus、srTPH2::ChETA および
srTPH2::eArchT 投与群の間で総移動距離に有意な差は見られなかった。これらの結果より、
DRN のセロトニン神経特異的な刺激がラットにおいて抗うつ様作用を引き起こすことが示唆
される。さらに、srTPH2::Venus、srTPH2::ChETA あるいは srTPH2::eArchT 投与群でのオ
ープンフィールド試験において、中央部滞在時間に有意な差はみられなかった。しかしながら、
高架式十字迷路試験では、srTPH2::eArchT 投与群では、srTPH2::Venus 投与群と比較してオ
ープンアーム滞在時間が有意に減少していた。一方、srTPH2::ChETA 投与群におけるオープン
アーム滞在時間は、srTPH2::Venus 投与群と同程度であった。以上の結果より、DRN の 5-HT 
神経特異的な抑制は、試験パラダイムに依存するものの、ラットにおいてのみ不安惹起作用を有
することが示唆される。 
 一方、上記のレンチウイルスベクターを用いた場合の外来遺伝子の発現量は、軸索終末の光刺
激には十分ではないことが、免疫組織化学的解析の結果より示唆され、特異性を維持しながら、
その発現量を向上させる必要性があると考えられた。そこで、濃縮による高タイターウイルスの
取得が容易なアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）による、セロトニン神経特異的遺伝子発現を
行った。上記と同じ TPH2 遺伝子プロモーターを含む AAV を作製し、マウス背側縫線核に投与
したのち、免疫組織化学的手法によりその特異性を評価した。その結果、LVV を用いた場合と
ほぼ同等あるいはそれ以上の高い特異性（95.5%）を有しながら、軸索終末においても外来遺伝
子の発現が確認できるような、高い遺伝子発現を引き起こすことができることが明らかになっ
た。次に、この AAV を用いて、うつ病の一症状であるアンヘドニアを抑制し得るような、報酬
効果を有するセロトニン神経投射の同定を行った。DRN セロトニン神経の密な投射が見られる
複数の神経核に光ファイバーを埋め込み、DRN セロトニン神経の各神経核における終末を選択
的に刺激/抑制した際の、報酬/嫌悪効果について条件付け場所嗜好性試験、オペラント装置を用
いた自己刺激実験を用いて評価した。その結果、腹側被蓋野に投射するセロトニン神経を刺激す
ることで顕著な報酬作用が引き起こされた一方、同投射を抑制することで顕著な嫌悪作用が引
き起こされた。これらの結果は、DRN→腹側被蓋野セロトニン神経投射が、報酬と嫌悪の制御
において重要な働きをしていることを示している。 
 ヒト幹細胞をセロトニン神経へと迅速に分化誘導するため、セロトニン神経発生における重
要な転写因子群を幹細胞に過剰発現させたところ、2 種類の転写因子の発現のみで、2 週間以内
にセロトニン神経が得られることを見出した。さらに、得られた細胞の機能解析、分化条件の検
討を行い、得られた神経がセロトニン合成能、遊離能、神経としての活動性を有していること、
本分化系が細胞外因子の影響を受けづらい高い頑健性を有するものであること、をそれぞれ見
出した。本成果により、細胞移植によるうつ病治療の可能性についての検証が可能になったと考



えられることから、今後、同定した投射先に分化細胞を移植した際の行動学的変化を明らかにし
ていきたい。 
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