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研究成果の概要（和文）：うつ病など精神疾患に対する新規機序の創薬開発は長年成功していない。その原因の
一つとして、探索研究の方法の問題があると考えられる。本研究では、従来の仮説に基づく脳局所のオミックス
解析を脱却するため、脳全体の神経活性化情報から重要な細胞集団を仮説フリーに抽出し、その空間情報を保持
したままシングル細胞トランスクリプトーム解析を実施する方法論を確立した。この方法論を用いて、ストレス
応答に重要な神経細胞の特徴となる分子特性を明らかにし、ストレス性精神疾患の新たな治療標的分子の候補を
見出した。

研究成果の概要（英文）：Drug discovery for psychiatric disorders including depression and 
post-traumatic stress disorder has not been successful for many years. One of the reasons for this 
is thought to be the problem of omics research method, which is hypothesis-based analysis of local 
brain regions. Here, to identify therapeutic targets for psychiatric disorders, we established a 
methodology combining data-driven analysis of brain-wide activation mapping with single-cell 
transcriptome analysis linking the spatial information. Using this methodology, we revealed the 
molecular characteristics of an ensemble that are important for stress response, and found new 
candidate therapeutic target molecules for stress-induced mental disorders.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
最近盛んに実施されているシングル細胞RNAシークエンス法は、脳組織から神経細胞を分散させる必要があるた
め、遺伝子発現情報と空間情報が直接つながらず、細胞の種類や状態の大きな変化を捉える程度しかできていな
い。本研究によって確立した遺伝子発現情報と機能・空間情報をつなげたシングル細胞解析法は、これまで停滞
してきた脳疾患の新規機序の創薬に繋がることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

神経細胞は、同じ脳領域内においても、様々な神経結合を有し、その役割は個々の細胞で異な

っている。また、うつ等の精神疾患病態において、エピジェネティクスなど予想される原因によ

る脳細胞の機能変調は、個々の脳細胞のレベルで起こる。しかしながら、従来の精神疾患モデル

動物を用いた病態解析や創薬標的探索のための遺伝子発現解析は、そのほとんどが「仮説に基づ

いた局所脳領域に着目した解析」かつ「細胞集団の不均一性を考慮しない遺伝子発現の解析」し

か実施されておらず、病態解明の理解が不足しており、新規機序の創薬開発も長年失敗している

のが現状である。従って、脳機能統合の破綻からなる精神疾患病態の解明や新たな治療標的の探

索には、「脳全体の中から特に行動異常の発現に重要な細胞」と、「それらの細胞に発生する重要

な遺伝子発現変化」を見出す必要があると考えられる。 

うつ病の患者数は年々増加し、その約 3割の患者が治療抵抗性を示すことから、医療ニーズは

高い。うつ病の総社会負担は甚大ながら成因・病態機構や治療機序は未解明で、新規機序の創薬

開発も長年失敗しており、抗うつ薬の新たな治療標的が求められている(Reardon et al, Nature 

2015)。これまでに我々は、「脳全体の中から特にうつ様行動の発現に重要な細胞」を見出すため、

全ての脳細胞を検出する高速高精細全脳イメージングシステムを開発し、うつ病モデルやうつ

病発症に関わるストレス応答時の全脳神経活動マップを作製した。活動パターンを用いた情報

科学的解析から、機能がほとんど不明である脳領域「前障」の神経活動がうつ様行動の発現に最

も寄与することを見出した。さらに、「前障」のストレス応答性神経細胞の活動操作により、う

つ様・不安様行動を制御することにも成功した。 

 
２．研究の目的 

本研究では、「脳機能の破綻に最も重要な細胞群を同定し、その時空間的な分子レベルの細胞

特性を計測する斬新な方法論を確立」し、そこから見出される分子・神経基盤を基に、抗うつ薬

の新規治療標的・治療戦略を提唱することを目指す。 

 

３．研究の方法 

7～13 週齢の C57BL/6J を遺伝的背景とする、Arc-dVenus 雄性マウスを使用した。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。 

Arc-dVenus マウスに、全脳感染性アデノ随伴ウイルスベクターAAV-php.eB-CaMKIIa-tdTomato

を尾静脈から投与し、興奮性神経細胞を赤色蛍光蛋白質で標識した。ストレスに応答する神経細

胞を得るために、精神的なストレスモデルとして、10 分間の体格の大きい攻撃的なマウスに暴

露させる社会的敗北ストレスを用いた。AAV を感染させた Arc-dVenus マウスに社会的敗北スト

レスを負荷後、dVenus の蛍光強度が最も高くなる 5 時間後に脳を摘出した。脳冠状切片（150 

m）を作成後、顕微鏡下にて分取し、うつ様行動の発現制御に関わる前障のストレス応答性神経

細胞および非応答性神経細胞のシングル細胞トランスクリプトーム解析を行った。得られた次

世代シークエンスデータは、国立遺伝学研究所スーパーコンピュータシステム内の Singularity

コンテナに構築した環境を用いて実施した。その後の次元圧縮およびクラスタリング等の遺伝

子発現の特徴抽出は、CIBERSORT や SEURAT を用いた。 

 



４．研究成果 

（１） In vivo シングル細胞の分取法の構築 

脳を摘出後、冷却したシュクロースベースの人工脳脊髄液中にて冠状切片を作成した。その後、

蛍光顕微鏡下にて、RNase 阻害薬等を含む PBS で充填したガラスキャピラリーを用いて、蛍光標

識された１つの細胞を分取した（図 1）。その後、2l の細胞溶解緩衝液を入れたシリコンコート

チューブ内にて、キャピラリーの先端を折り、細胞を溶解させた。この方法を用いて、dVenus 陽

性細胞をストレス応答性の前障神経細胞として、tdTomato 陽性 dVenus 陰性細胞をストレス非応

答性前障神経細胞として分取した。 

 

 

 

 

図 1. 冷却した緩衝液を灌流し、蛍光標識された細胞を分取

する装置の一部の写真 

 

 

（２） シングル細胞 RNA シークエンス解析 

（１）の方法にて溶出した細胞ごとの total RNA を、改良した Smart-seq2 プロトコールを用

いて逆転写し cDNA を合成し、Tks Gflex DNA ポリメラーゼを用いて 18 回増幅させた。AMPure 

XP beads を用いて精製後、TapeStation を用いてライブラリサイズを測定した。dsDNA フラグメ

ンターゼにて cDNA を断片化後、再度 TapeStation を用いてライブラリサイズを測定した。 

次に、得られた断片化 cDNA ライブラリーを用いて、NEBNext Ultra II DNA library Prep Kit 

for the Illumina protocol に従って、次世代シークエンスのためのライブラリーを作成した。

その際、同時にシークエンスができるように 48 または 96 マルチプレックス用にバーコードを

付与し、混合後、次世代シークエンサーIllumina Hiseq4000 を用いてシークエンスを行った（150 

pair-end）。各細胞群（ストレス応答、非応答前障細胞それぞれ 48 細胞）の平均リード数は、

2,800,396 reads であった。 

得られた raw read のデータから、Cutadapt（ver. 1.15）を用いてアダプター配列を除去し、

Bowtie2 (ver. 2.3.3.1)を用いて rRNA 配列を除去した。その後、HISAT2 (ver. 2.1.0)を用いて

マウスリファレンスゲノム(mm10)にマップし、featureCounts (ver. 1.6.0)を用いて、各遺伝子

の read 数をカウントした。この結果、各細胞の平均リード数は、1,708,083 reads であり、11，

194 遺伝子が検出された。raw reads に対するマップ率が 60％を超えており、良好なシングル細

胞シークエンスが達成できたことが示された。 

今回分取した細胞が、前障神経細胞であるか、方法論の精度を客観的評価するため、米国 Allen

研究所が公開しているシングル細胞トランスクリプトーム解析のデータと比較した。米国 Allen

研究所データベースから前障としてラベルされた 796 細胞、前障に隣接する島皮質の 226 細胞

のデータを、scPred (ver. 1.9.0)を用いて学習させ今回分取したデータセットの予測を行った

結果、90％以上の細胞が前障と識別された。 

これらの結果から、脳内の場所情報を保持したままシングル細胞トランスクリプトーム解析

ができる方法論の構築が達成できたことが示された。 

 

（３） ストレス応答、非応答前障神経細胞の分子特性解析 



得られた遺伝子発現プロファイルを、ZINB-WaVE (ver. 1.8.0)および DESeq2 (ver. 1.26.0)

を用いて発現変動遺伝子として抽出した。少なくとも 5つの細胞で 5 counts 未満の遺伝子は除

外し、adjusted P 値が 0.05 未満の遺伝子を変動遺伝子として同定した。その結果、ストレス応

答前障神経細胞に多く発現する分子として、複数の候補遺伝子を同定することに成功した。 

 

以上より、本研究で構築した、脳組織の新たなシングル細胞トランスクリプトーム解析を通じて、

ストレス性精神疾患等の脳疾患病態の理解や治療標的分子の同定に貢献できる可能性を示した。 
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