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研究成果の概要（和文）：D2R陽性の腹側被蓋野ドーパミンニューロンが目標指向行動の動機づけの制御におい
てはたす役割を検討した。そのために，化学遺伝学的手法を用いた標的ニューロンに特異的かつ可逆的な活動操
作系と，ラットのオペラント行動の動機づけに関わる内在変数を推定する行動実験系を確立した。
組織化学，生化学および行動科学的な手法を有機的に組み合わせた研究を展開し，D2R陽性の腹側被蓋野ドーパ
ミンニューロンが，側坐核コアへの投射を通じて報酬価格の増大にともなうモチベーションの維持において重要
な役割を果たしていることを発見した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of D2R-positive ventral tegmental area dopamine 
neurons in the motivational control of goal-directed behavior. We established a system to 
specifically and reversibly manipulate the activity of target neurons using chemogenetic 
technologies and a behavioral experiment to estimate intrinsic variables involved in the motivation 
of appetitive operant behavior in rats.
By a series of systematic experiments combining histochemical, biochemical, and behavioral methods, 
we found that D2R-positive ventral tegmental area dopamine neurons play an essential role in the 
maintenance of motivation associated with increased reward prices through projections to the nucleus
 accumbens core.

研究分野： 行動神経科学

キーワード： 目標指向行動　オペラント学習　動機づけ（モチベーション）　行動経済学　中脳辺縁ドーパミン投射
系　ドーパミンD2受容体陽性細胞　化学遺伝学（ケモジェ ネティクス）システム　トランスジェニック
ラット

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
中脳に起始するドーパミンニューロンが関与する生理機能や，その機能破たんに起因する疾患の病態は多様であ
り，発現分子に基づいた細胞集団の分離・同定と，それぞれの心理-行動機能の詳細な解析の重要性はますます
高まっている。本研究は，D2Rを分子マーカーとする腹側被蓋野ドーパミンニューロンが，側坐核コアへの投射
を通じて，報酬価格が増大したときのモチベーションの維持に関与していることを発見した。今後は，D2R以外
のマーカーをもつ細胞集団の機能解析を同様の方法論ですすめることで，ドーパミン系に関する包括的理解と，
動機づけプロセスが障害される精神-神経疾患の病態理解や治療法開発につな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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 脳内の神経修飾システムは，比較的小さな神経核に起始し広範囲に投射することで高次機能
を発揮するために必要な基調的なモードを制御する。中でも，腹側被蓋野（VTA）に起始する中
脳辺縁ドーパミン（DA）システムに対する注目は一際大きく，その行動機能に関して様々な学
説が提出されてきた。初期には快の情動そのものと同一とみなされた（たとえば，Wise, 1978）
がその後の反証も多く，続いて提出されてきた理論は，学習における“報酬”の処理過程に関与
するというもの（たとえば，Schultz & Dickinson, 2000）と，報酬を得るための生活体の動機
づけに関与する（たとえば，Salamone et al., 2009）というものに大別される。最近，VTA に
おいて発現分子を異にする様々な DA ニューロンが混在する（たとえば，Morales & Margolis, 
2017）ことがわかってきたため，これらの諸理論は互いに背反というよりは，DA システムが支
える行動機能の多様性を反映しているものと推測される。今後は，発現分子に基づいて分離・同
定された VTA 内の細胞集団の行動機能の詳細な解析がますます重要になると考えられる。 
 VTA の DA ニューロンが報酬や動機づけにおいて果たす役割については，心理学・神経科学
の基礎研究的な関心のみならず，中脳辺縁 DA システムが目標指向行動の制御に異常をきたす
薬物依存やうつ病の責任回路の一つであるため，先行研究が多い。しかし，これまでの研究は，
以下の 2 点においてその限界を呈していた。第一に，その多くが DA 受容体の機能阻害や，DA
ニューロンの変性除去を目的とした薬理学的実験であったが，阻害薬の全身投与ではその標的
神経核や回路を特定することが，破壊実験では脳の代償的な反応を除外することが，それぞれ困
難であった。第二に，従来のげっ歯類動物モデル研究において，動機づけの強さを測定するため
に用いられてきたオペラント学習の強化スケジュール（Progressive Ratio 法）は直感的・経験
的にデザインされており，ラットやマウスで得られた結果を，ヒトの臨床データと相互に比較・
翻訳することが困難であった。 
 
２．研究の目的 
 
 従来，DA ニューロンは D2 受容体（D2R，自己受容体）と DA 輸送体（DAT）を典型的に発
現すると考えられてきたが，最近の研究から，D2R や DAT を発現しない VTA ニューロンが一
定の割合で存在することがわかっている（たとえば，Morales & Margolis, 2017）。本研究では，
VTA の D2R 陽性 DA ニューロンのもつ特異的な投射パターンや，統合失調症などの治療薬の作
用点の一つである（たとえば，Fox et al., 2016）といった機能的重要性から，D2R 陽性の VTA 
DA ニューロンが目標指向行動の動機づけの制御においてはたす役割を明らかにすることを目
的とした。 
 この目的を達成するための方法論では，先述した先行研究の 2 つの問題を解決する。第一に，
化学遺伝学的手法を用いることで D2R 陽性の VTA DA ニューロンに特異的かつ可逆的に活動
を操作し，動物の行動に与える影響を詳細に検討することで，回路の動作と動機づけの間の因果
関係にアプローチする。第二に，行動経済学的な視点を導入することでオペラント行動の動機づ
けに関与する内在変数を推定し，DA ニューロンの活動操作がこれらの変数に与える影響を詳細
に検討することで，回路操作の影響を定量的に評価する。 
 本研究は，ラットの中脳辺縁 DA システムが目標指向行動の動機づけの制御において果たす
役割を，他の動物種やヒト臨床に対するトランスレーション価値を担保しつつ，明確に描出しよ
うとしたものであり，この点で，従来の研究と区別される画期的なものである。 
 
３．研究の方法 
 
（1）標的細胞の可逆的活動操作の戦略：DA ニューロンの活動は，膜上に分布する多くのイオ
ンチャネルによって制御される。このような DA ニューロン活動の生理的な制御機構を模倣し，
任意のタイミングで DA ニューロンの活動を抑制するための化学遺伝学（chemogenetics）ツー
ルとして，本研究はイベルメクチン-GluCl システムを用いた。GluCl は，センチュウ（C. elegans）
の神経系や筋の細胞に発現する塩化物（Cl-）チャネルであり（Slimko et al., 2002），αとβの
2 つの遺伝子がコードするサブユニットから構成される複合体である。このチャネルを発現する
マウスのニューロンはイベルメクチン（リガンド）に応答して可逆的な活動抑制を示すことが，
先行研究により報告されている（Lerchner et al., 2007）。一方，DA ニューロンの活動を亢進（活
性化）するためのツールとして，我々が独自に開発した IRNA（IRs-mediated neuronal 
activation）システムを用いた。Ionotropic Receptors（IRs）は，ハエ（D. melanogaster）の体
表で多様なモダリティの感覚データをセンシングする陽イオンチャネルであり（Abuin et al., 
2011），IR84a と IR8a の 2 つのサブユニットから構成される複合体を哺乳類ニューロンに発現
させると，フェニル酢酸（リガンド）に応答して可逆的な活性化を誘導する（Fukabori, Iguchi, 
et al., 2020）。 
 



（2）D2R 陽性細胞に組み換え酵素 Cre をもつトランスジェニックラット：Drd2 プロモータの
制御下で組み換え酵素 Cre を発現する，Long-Evans をバックグラウンドとしたヘテロ接合型
トランスジェニックラット（Nonomura et al., 2018）を被験体とした。行動実験では雄性個体
のみを使用した。 
 
（3）Cre 依存的に導入遺伝子を発現誘導するウィルスベクター：CAG プロモータあるいは EF1
αプロモータを有し，緑色蛍光タンパク質（eGFP），GluClαと mYFP の融合タンパク質，GluCl
βと cgf-TagRFP の融合タンパク質，IR84a と EGFP の融合タンパク質，あるいは IR8a とエ
ピトープタグ HA の融合タンパク質，のそれぞれの二重 loxP 導入逆方向リーディングフレーム
（double-floxed inverted open reading flame: DIO）を導入遺伝子とするアデノ随伴ウィルス・
セロタイプ 2（AAV2）ベクターを用いた。 
 
（4）定位脳手術，リガンドの脳実質への微少注入および末梢投与：ラットをイソフルラン麻酔
下（1.5～2.5%）で定位手術装置（Narishige, Japan）に固定し，全身鎮痛と局所鎮痛を施しつ
つ，VTA の直上の頭骨にドリルで穿孔した。ガラスキャピラリを用いてウィルスベクターを注
入した座標は，脳の吻側-尾側を AP 軸，正中から側部を ML 軸，背側から腹側を DV 軸として，
AP: -5.0, ML: ±0.8, DV: -8.1（mm）（AP および ML はブレグマを基準とし，DV は脳表を基準
とした），同 -5.4, ±0.6, -8.0; 同 -5.9, ±0.4, -7.9 の片側 3 サイト（両側で 6 サイト）であっ
た。イオンチャネルを構成する 2 つのサブユニットの AAV ベクターを 1：1 で混合し，これを
1 サイトに対して 0.1 μL/分の流速で 5 分間，計 0.5 μL 注入した。コントロール動物を作成
する場合，2 つのサブユニットの一方の AAV ベクターを PBS で 2 倍希釈し，これを同じ注入パ
ラメータで注入した。これに続いて，リガンドを脳内に微少注入するためのダブル・ガイドカニ
ューレ（26G, Plastic One, USA）を脳に刺入し，アンカービスとデンタルセメントで頭骨に固
定した。ガイドカニューレの標的が VTA の場合，AP: -5.4, ML: ±0.5, DV: -6.8（mm）；側坐核
コアの場合，同 +2.3, ±1.5, -5.2；背内側線条体の場合，同 +1.8, ±1.7, -3.3 を，それぞれの目
標座標とした。マイクロダイアリシスプローブを挿入するためのガイドカニューレ（25G, エイ
コム）の留置では，標的が側坐核シェルの場合，同 +2.3, ±0.8, -5.9；側坐核コアの場合，同 +2.3, 
±1.5, -5.8；背内側線条体の場合，同 +1.8, ±1.6, -3.8 を，それぞれの目標座標とした。 
 イベルメクチン（Sigma-Aldrich, USA）は，3,000 pmol/0.6 uL の濃度でストック溶液を調整
（溶媒は DMSO と Tween80 をそれぞれ 10%ずつ含有した PBS），用事に PBS で希釈して，
15，30，60 pmol/0.6 uL および Vehicle（0.2% DMSO, 0.2% Tween80 in PBS）を調整した。
微少注入では，33G のインターナルカニューレをガイドカニューレに挿入し，ガイド先端から
インターナル先端が 1.0 mm 突出させた状態で，0.6 uL の溶液を注入した。末梢投与では，5，
10，20 mg/kg/mL のイベルメクチンを腹腔注射した。 
 フェニル酢酸（和光純薬）は，50 nmol/0.6 uL の濃度でストック溶液を調整（溶媒は PBS），
用事に PBS で希釈して 250 あるいは 500 pmol/0.6 uL を調整し，0.6 uL の溶液を VTA に微少
注入した。 
 
（5）マイクロダイアリシス：透析プローブ（エイコム）をガイドカニューレに挿入し，プロー
ブ内に人工脳脊髄液をかん流してフラクション・サンプル（1 フラクションが 30 分）を HPLC
で分析した。濃度を変化させたフェニル酢酸を VTA に微少注入し，側坐核シェル，コア，背内
側線条体における細胞外ドーパミン濃度変化をモニターした。 
 
（6）行動課題：ラット用の標準型オペラントチャンバー（MED associates, USA）を用いた。
このチャンバーには，45 mg 餌ペレット（Bioserv, USA）をマガジン内に提示するためのディ
スペンサーと，マガジンの左右に格納式のレバーを 1 つずつ備えていた（Figure 1a）。ハンドリ
ングを施し，自由摂食状態の 85%まで体重を減量したラットをチャンバーに馴致し，その後，
マガジン訓練，シェイピングを経て，餌ペレットを報酬として安定的にレバーが押せるようにな
るまで訓練をおこなった。その後，Mahler et al. (2019)を参考にし，1 ペレットを得るために必
要なレバー押し回数の平均値（En）を報酬価格とみなし，1 セッション内で，次の対数スケール
（式①）に従って 10 分ごとに増加させる訓練を開始した。 

En = En-1×100.25（①） 
 つまり，報酬価格は，セッション開始時には 1（1 回のレバー押しが報酬で強化される確率が
1）であるが，これは 10 分後に 2 となり，その後 10 分毎に，3・6・10・18・32・56…という
ふうに 110 分間（11 セグメント）で 316（1 回のレバー押しが強化される確率が 1/316）まで増
大させた（Figure 1a）。データの解析では，各セグメントでラットが得た報酬量に対して，価格
と需要の間の曲線モデル（式②）， 

lnQ = lnQ0 + k(e-αQ0C – 1) (②, Hursh & Silberberg, 2008) 
をフィッティングし，変数αと Q0を推定した（Figure 1b）。Q0は推定された曲線の y 切片であ
り，理論上の最小コストに対する報酬獲得量（自由摂取量），αはコストが増大したときの曲線
の下方加速度（価格弾力性）であり，動物の意欲の逆数に比例する（Bentzley et al., 2014）。本
研究では，動機づけに対する操作（化学遺伝学ツールのリガンドの投与や行動学的な操作）をあ
るセッションの前におこない，このセッションで推定された Q0およびαを，その前日の（動機



づけ操作なし）セッションにおける Q0およびα（ベースライン）の百分率として算出，このス
コアの 95％信頼区間を算出して，変化なし（100％）を帰無仮説とした検定をおこなった。 
 
（7）組織解析：動物に深麻酔を施し，経心臓的にリン酸バッファーおよび 4%PFA 溶液をかん
流，脳を固定した。抜脳後，30%ショ糖溶液でクライオプロテクションし，-20℃のクライオス
タットで 30 um 厚で薄切した。ブロッキング処理した切片を，抗 GFP 抗体，抗 cgfTagRFP 抗
体，抗チロシン水酸化酵素（TH）抗体，および抗 IR8a 抗体でインキュベーションし，その後
それぞれの一次抗体に対応する二次抗体によって蛍光標識した。標識シグナルを顕微鏡（ニコン
A1，キーエンス BZ-X700）で観察した。 
 
４．研究成果 
 
（1）VTA DA ニューロンへの遺伝子導入：Drd2-Cre ラットの VTA 領域に，Cre 依存的に GFP
を発現する AAV ベクターを注入したところ，約 2 週間後には，VTA およびそのターミナル領域
で GFP のシグナルが観察された。GluCl や IR 複合体のサブユニットを Cre 依存的に発現誘導
する AAV ベクターのカクテルを Drd2-Cre ラットの VTA に注入したところ，2 つのサブユニッ
トの標識が TH 陽性細胞の標識にマージして観察されることを組織的に確認した。これらのこ
とから，本研究が採用した遺伝学的な方法論により，D2R 陽性の VTA DA ニューロンに細胞機
能を操作するための分子を発現誘導できることが実証された。 
 
（2）動機づけに関与する内在変数の推定：得られた行動データから，レバー押し回数が報酬価
格の逆 U 字関数になることと，報酬獲得量が報酬価格の指数関数になることを示した（Figure 
1b）。後者に対して，式①をフィッティングし，Q0とαを推定した（Figure 1b）。実際に，野生
型ラットを用いた予備的検討では，セッション前の餌の自由摂食は，摂食時間の増加にともなっ
て Q0 とαを有意に増加させ，逆に，24 時間の餌制限はαを有意に低下させることを確認した
（Figure 1c，＊）。これらのことから，本研究が採用した行動課題により，動機づけを制御する
内在変数を定量できることが実証された。 
 
（3）イベルメクチン-GluCl システムによる DA 系の活動抑制と動機づけ：Cre 依存的に GluCl
を発現誘導するウィルスベクターを Drd2-Cre ラットの VTA に注入したが，この際に，2 つの
サブユニットをコードするベクターの混合液を注入され，VTA において機能的なイオンチャネ
ルを発現することが期待されるα AND β群と，そのコントロール条件として，いずれかのベ
クターのみを注入されたα OR β群を設けた。これらの動物の体力が回復し，行動が安定した
後に，用量を変化させたイベルメクチンを腹腔注射し，Q0 およびαへの影響を検討した。先行
研究からは，イベルメクチンの代謝されにくさと，脳への透過性の低さが指摘されている
（Lerchner et al., 2007; Slimko et al., 2002）。この所見と一致して，機能的なイオンチャネル
をもつラットにおいて，10 mg/kg のイベルメクチンは 24 時間後に Q0およびαを有意に増加さ
せたが，投与の 30 分後ではいずれのパラメータも有意な変化を示さなかった。 
 次に，イベルメクチンを VTA に微少注入して，Q0およびαに与える影響を検討した。30 pmol
のイベルメクチンは，20 分後に開始されたセッションにおけるαを有意に上昇させたが，Q0に
対する影響はマージナルなものにとどまった。これらの結果は，Q0およびαの制御におけるD2R
陽性の VTA DA ニューロンの役割を示唆する。 
 
（4）動機づけの制御における機能的回路の検討：VTA の DA ニューロンは様々な領域に投射を
送ることが知られているため，Q0 およびαの制御においてクリティカルな回路を特定しようと



試みた。まず，VTA の D2R 陽性 DA ニューロンの機能的投射を同定した。Cre 依存的に IR84a
と IR8a を発現誘導するウィルスベクターを Drd2-Cre ラットの VTA に注入し，R84a/IR8a 複
合体を発現するニューロンにリガンド依存的な活動亢進を誘導した。VTA にフェニル酢酸を微
少注入し，背側線条体内側部（DMS），側坐核コア，側坐核シェルのそれぞれにマイクロダイア
リシスプローブを挿入して，遊離 DA の変化をモニターした。その結果，DMS および側坐核コ
アでリガンド依存的な細胞外 DA 濃度の上昇を確認した。これらの結果は，DMS および側坐核
コアが，D2R 陽性の VTA DA ニューロンの機能的な投射先であることを示唆する。 
 そこで，D2 陽性の VTA DA ニューロンに GluCl を発現誘導し，イベルメクチンを DMS ある
いは側坐核コアに微少注入して，Q0およびαに与える影響を検討した。側坐核コアへの 30 pmol
のイベルメクチンはαを有意に上昇させたが Q0に与える影響はマージナルなものであった。一
方，DMS のイベルメクチンは，いずれの用量においても，この２つのパラメータに有意な効果
を与えなかった。これらの結果は，D2R 陽性の VTA DA ニューロンは，側坐核コアへの投射を
通してαを制御していることを示唆する。その一方で，Q0は，VTA あるいは側坐核コアの局所
的な活動抑制では有意な変化を示さず，起始核と神経終末を同時に抑制することが期待される
末梢イベルメクチン投与によって有意な変化を示したことから，Q0 は起始核と神経終末の協調
的な活動によって制御されているのではないかと推測される。 
 
（5）まとめ：本研究の含意は，DA ニューロン/回路の活動抑制により，報酬価格の増大にとも
なうモチベーションの維持が困難になるとともに，報酬価格が理論上ゼロのときの報酬摂取量
も増大する，というものであり，一見するとこれらは互いに矛盾しているように見える。しかし，
Q0は，1 単位の報酬から感じられる価値（快情動）の大きさの逆数に比例する，と考えると理解
可能な結果となる。すなわち，DA ニューロンの活動が，“単位あたりの報酬に対する快情動の
大きさ”と“報酬を獲得するために支払い可能なエフォート”の両者を，シームレスに制御して
いることを示唆する結果である，と解釈できる。 
 本研究は，ラットの D2R 陽性 VTA DA ニューロンの活動操作による動機づけへの影響を体
系的に検討したものであるが，将来的には D2R 以外のマーカー分子で分離・同定される中脳の
細胞集団の機能解析結果と比較・対照が可能であり，そのようなデータを包括的に分析すること
で，動機づけプロセスが障害される精神-神経疾患の病態理解や治療法開発に資するものと期待
される。 
 イベルメクチン投与量が多い条件における Q0やαへの効果は，投与量が少～中程度の条件と
は逆方向となる現象が確認された。イベルメクチンはグリシン受容体への弱い親和性を有して
おり，GluCl を介した効果をキャンセルするような回路メカニズムがはたらくのではないかと
推測される。 
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