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研究成果の概要（和文）：サル背測縫線核細胞の亜集団にChR2を発現させるウイルスベクターを開発し、セロト
ニン細胞が多く存在する背測縫線核に注入した。背測縫線核とその投射先である大脳基底核の黒質網様部・ドパ
ミン細胞が存在する黒質緻密部・腹側被蓋野を特定の情動コンテキスト下・行動のタイミングで光刺激する技術
を開発した。ウイルスベクターのセロトニン選択性は十分でなかったものの、当該領域の刺激は、少ない報酬が
予測される状況でも起こす眼球運動の後に刺激した場合に、反応時間の短縮すなわち行動促進を引き起こした。
背測縫線核―大脳基底核投射は困難な条件下でも行動を継続するレジリエンスの神経基盤である可能性を明らか
にできた。

研究成果の概要（英文）：We constructed AAV vectors which express ChR2 on a group of neuros in the 
primate dorsal raphe nucleus(DRN), where many serotonergic neurons exist, and injected the vector 
into the DRN, in two macaque monkeys. We then photo-stimulated at the DRN (injected sites) and the 
projection sites: the ventral tegmental area (VTA), the substantia nigra compacta (SNC), and 
reticulata (SNR). Although serotonin specificity was not high enough, we found that 
photo-stimulation of the DRN and its projection sites induced facilitation of saccades associated 
with a small reward. The results suggest that the DRN-basal ganglia projection is an important 
neuronal substrate for resilience, reward seeking behavior under stress. 

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
セロトニン細胞が多く存在する背側縫線核細胞は、持続的な負の情動と刻一刻変化する期待報酬量の情報を表現
し、正負の情動による行動の変化を引き起こす。その詳細な過程を解明するために時間解像度の良好な制御を実
現しうる光遺伝学的方法は有用で、げっ歯類で多くの報告があるが、皮質-基底核回路がヒトに類似するサルに
おける試みは実現していない。今回の試みは、ウイルスベクターのセロトニン選択性という点では未達成であっ
たが、電気刺激と異なり、細胞の刺激、さらには回路特異的な効果的な刺激の技術を開発できた。背側縫線核の
回路の解明は、情動障害における認知行動の変化の病態解明、有効な治療戦略の開発に重要な情報を提供する。

※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 
情動が変化すると、自律神経系の変化に加え、認知や行動の変化が起きる。扁桃体を中心とした
いわゆる辺縁系は快・不快の情動覚醒を表現し、血圧変化などの自律神経反応を惹起し、ストレ
スに対応する体の反応を引き起こす。一方、大脳皮質―基底核回路は抑制・脱抑制機構により認
知や行動選択といった心の制御に関わる。異なる機能領域として解明されてきた両者の間には
解剖学的投射があり、これを介して情動が認知や行動を変容させ、環境適応としての行動制御を
実現していると考えられるが、具体的なメカニズムは不明であった。 
２．研究の目的 
本研究は、行動課題を行う動物において、扁桃体やその投射先の領域の活動性を特定のタイミン
グで操作し、自律神経反応の変化と、同時に起きる認知・行動の変化を解明する。そして、その
過程が異なる情動コンテキストでどのように変化するかを解明することを目的とした。その方
法のひとつとして、扁桃体と大脳基底核両方に強いセロトニン投射があることに着目した。自ら
開発したウイルスベクターを用いて、背測縫線核からのセロトニン細胞選択的な光刺激を行う
ことを試みた。これにより扁桃体→大脳基底核回路のコンテキスト・領域・タイミング・物質特
異的な変化が体と心を変容させるプロセスを明らかにすると考えた。 
３．研究の方法 
１）ウイルスベクターの作製 
永安らは、マウス/ラットの Tryptophan hydroxylase 2(TPH2)プロモーターを持つーセロトニン
細胞特異的にかつ強力に発現する、そしてチェネルロドプシンを発現させるウイルスベクター
の作製に成功した（Nishitani et al, 2019）。さらに、カニクイザルの血液から PCR で promotor
を単離し、その配列を含む Vector（AAV-macaqueTPH-2kb-ChETA-EYFP）を作成した(Nagai et.al, 
2020)。 
２）霊長類における背測縫線核へのウイルスベクター注入と光刺激法の確立 

カニクイサル２頭において、背
側縫線核の神経活動記録の記
録と構造 MRI をもとに、１）の
ウイルスベクター注入を行っ
た（monkey A, 1.47 x 10^13 
gc/mL, monkey F, 5 倍希釈）。
注入の際は、注入管と記録電極
を同時に刺入し、神経活動を記
録し、背測縫線核特有の発火が
認められる部位に確実に注入
した（片側 2 か所 x2，1 ㎜間
隔）。これは後の組織学的検索
にて確認できた。 

３）光刺激実験 
注入２週間後から１年半ほどの間に
注入部（背測縫線核）および投射先（黒
質網様部・緻密部・腹側被蓋野）の光
刺激を行い、良好な反応を得られた。 
①  安静時刺激 long duration 
(500ms)と short duration (20msx10
回) ２種類の刺激を行ったところ、背
測縫線核は安定した反応が得られた。
2mWという微小な光刺激であっても強
く反応し、その強さは刺激強度依存的
に変化した。 
背測縫線核からの投射先の黒質網様部・緻密
部・腹側被蓋野は、光刺激への応答を得るには
背測縫線核より強い刺激(>10mW)が必要であ
ることが多かった。 
ベクター注入したサル 2 頭の他、光による非
特異的反応の影響の可能性を確認するため、1
頭カニクイザル、1頭のアカゲザルにおいて光
刺激を行った。 
② 行動課題時 
サルは、左右のターゲットへの memory guided  



saccade task を行った。 
左右で報酬量が同じ equal reward 条
件、片方が報酬量が大または小である
biased reward 条件を設定した。また、
刺激のタイミングを、初めの中央注視
時、equal 条件のサッケード後、biased 
条件の小報酬または大報酬後において
刺激を試みた。さらに、異なる領域の刺
激効果を比較した。神経活動記録を行
いつつ刺激を行うことによっ
て、効果を確実に確認できた。 
４）実験終了後、脳の還流固定
後、免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
①背測縫線核刺激の効果  
光刺激による consistent な効
果は１.サッケードの後、２.小報酬後に刺激した場合に見られた。小報酬後に刺激をすると、小
報酬と関連させた方向のサッケードの反応時間が短縮した。これは単なる刺激による報酬効果
として説明できない。なぜなら、equal reward 条件では効果が見られないからである。すなわ
ち、刺激効果はコンテキスト依存的であった。（下に monkey F(左)A（右）の結果を示す） 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

②背測縫線核からの投射先の刺激効果 
投射先（黒質網様部・緻密部・腹側被蓋野）の光刺激の効果は、刺激による発火パターンの変化
はみられたものの、サッケードの反応時間（行動）についての右の表のように、一定したものは
認められなかった（青：短縮、赤:延長）。 
③免疫染色像  背測縫線核のベクター注入部および注入部より遠方部において、抗 SERT (赤)
抗体像 と 抗 AAV-macaqueTPH-2kb-ChETA-
EYFP GFP (緑) 抗体像およびその merge 像を
共焦点顕微鏡で観察した（右図）。注入部位で
強度の GFP 染色が見られ、その一部に抗 SERT 
(赤)抗体との共陽性染色部が見られた。しか
し、その特異度は高いとは言えなかった。 
投射先では腹側被蓋野の例を示す（右下）。こ
のように、共染色が見られる繊維状の投射が
確認できた。 
 

 
 

  

 

 

 

 

Ace
DRN Stim timing Large reward Small reward Equal MGS contralateral

Pre saccade 1/1 4/3 Pre saccade 5/2
Post reward 2/5 14/2 Post reward 5/8

Ace
SNc Stim timing Large reward Small reward Equal MGS contralateral

Pre saccade 1/1 1/1 Pre saccade 1/0
Post reward 1/1 3/1 Post reward 2/0

Ace
VTA Stim timing Large reward Small reward Equal MGS contralateral

Pre saccade 0/1 1/1 Pre saccade 1/3
Post reward 1/2 4/1 Post reward 3/2

Ace
SNr Stim timing Large reward Small reward Equal MGS contralateral

Pre saccade 3/8 9/6 Pre saccade 10/5
Post reward 0/2 1/2 Post reward 1/2

Biased MGS contralateral

Biased MGS contralateral

Biased MGS contralateral

Biased MGS contralateral

 



④ラットにおける光遺伝学的操作の応用 
頭部固定下ラットモデルを用いて報酬または罰(エアパフ)刺激を予測させる古典的条件づけ課
題を行わせ、無条件刺激（US）である報酬を予測する条件刺激（CS）に対する予測的に血圧が顕
著な上昇応答を示すことを報告した（Yamanaka and Waki, Front. Physiol., 2022）。次に、こ
の報酬予測的な昇圧応答の獲得における神経回路メカニズムを探るため、自律神経応答調節お
よび情動学習に重要な役割を担うことが知られている視床下部外側野（LH）および扁桃体基底外
側核（BLA）に着目した。報酬（5%砂糖水）CS、無報酬 CS、嫌悪（エアパフ）CS の 3 つの CS-US
連合を各刺激１日 40 試行（３つの CS で合計 120 試行／日）、7日間で各刺激合計 280 試行を学
習させる課題を遂行中のラットの LH→BLA 投射を光遺伝学的手法を用いて選択的に活性化させ
た（下図１）。その結果、報酬予測 CSに対する血圧応答は、活性型光受容体を発現させていない
群（Control 群）に比べ、活性型光受容体を発現させた群（CheRiff 群）において有意に高い昇
圧応答が観察された（下図 2）。 

 

図 1 
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