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研究成果の概要（和文）：オキシトシンは、幸せホルモンとも呼ばれる脳内物質であり、私たちの豊かな感情や
心身の健康に重要な役割を果たしている。しかしながら、生きた動物の脳内において、オキシトシンを感度よく
捉えることは既存手法では困難であり、オキシトシンが脳内でどのように働いているかは、謎につつまれてい
た。今回、我々は、オキシトシンを高感度に検出可能な蛍光センサーを開発することにより生きたマウスの脳内
からオキシトシン動態を高感度に計測することを達成した。刺激や行動パターンの種類に依存して脳内オキシト
シン濃度は様々な時定数で変動しているなど、既存の計測法では見えてこなかったような新たな知見が明らかに
なってきた。

研究成果の概要（英文）：Oxytocin (OT) is a neuropeptide that is also known as the 'happy hormone' or
 'love hormone.' It regulates diverse brain functions, from social cognition to emotion to appetite,
 and is a potential therapeutic agent for many mental illnesses. A better understanding of how OT 
acts in the brain during a variety of tasks will advance our knowledge of OT-related physiological 
and pathological processes, and pave the way for the development of novel therapeutics for 
refractory mental disorders, such as autism spectrum disorders and schizophrenia. We developed an 
ultrasensitive fluorescent OT sensor, designated MTRIAOT, which is a chimera protein composed of the
 OT receptor from medaka and an engineered green fluorescent protein-based module. We introduced 
MTRIAOT to mouse brain and conducted in vivo recording of brain OT dynamics in living mice. Our 
analysis revealed that the temporal profiles of OT signals were highly variable and depended on the 
behavioral context of the mouse.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回開発した超高感度蛍光オキシトシンセンサーにより、生きた動物の脳内からオキシトシン濃度変化をリアル
タイムで計測することを実現できるようになった。本研究では、限られた実験条件下で脳内オキシトシン動態計
測を実施したが、オキシトシンと関連が示唆されている生理機能や病態はまだたくさん残されており、今後幅広
い研究への応用が期待される。特にオキシトシンは、自閉スペクトラム症や統合失調症といった難治性疾患を治
療するための鍵として注目されており、本ツールの活用により病因解明や治療薬開発が大きく前進することが期
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 

我が国において 100 万人以上もの人々が、うつ病などの幸せの喪失による精神疾患により苦し

んでおり、社会問題となっている。しかしながら、根本的な治療法の開発は未だ達成できていな

い。その大きな原因の一つとして、“幸せ”という情報が 脳内のどこで・どのように創り出され

ているのか？ という本分野における核心と言える問題に踏み込めていないという点が挙げられ

る。さらに、“不幸”とは“幸せ”と対をなす概念であるが、脳内においては幸せシグナルの減少と

して表現されているのか？ それとも全く独立な情報なのか？ という点も不明である。もし、脳

内における”幸せ”や”不幸”の実体を捉えることができれば、これらの課題を解決するための突破

口を開くことができると考えられる。 

では、脳内で“幸せ”という感覚は何に起因するのであろうか？ これまでに幸せを感じると脳

の中では、オキシトシンと呼ばれる“幸せホルモン”が増加することが示唆されてきている。しか

しながら、既存手法を用いて、生きた動物の脳内のオキシトシン動態を精度よく計測することは

困難である。最も広く使われてきた既存手法の例として、脳脊髄液の分析が挙げられるが、サン

プルの回収に時間がかかる上 (数十分オーダー)、脳内のどの領域で変化しているかについて、

詳細に知ることはできない。よって、オキシトシンの脳内における機能に迫るには、生きた動物

の脳の中で、オキシトシンが“いつ”, “どこで”増えているかを高感度に捉える手法が必須であり、

その開発が研究分野において強く求められていた。 

 

２．研究の目的 

 上記のような分野内における問題点を鑑み、申請者は、脳内オキシトシンを高感度に感知でき

る蛍光センサーを新規開発し、生きた動物の脳内からオキシトシン信号をリアルタイム計測す

ることに挑戦することにした。 

 

３．研究の方法 

1) 指向性分子進化による超高感度蛍光オキシトシンセンサーの開発 

 本研究では、遺伝子コード型のタンパク質型蛍光センサーの開発に取り組んだ。まず、センサ

ーの骨格となるタンパク質の選定を行った。6 種類の脊椎動物由来のオキシトシン受容体をクロ

ーニングし、培養細胞における細胞膜への局在を評価した。結果に示すようにここではメダカ由

来のオキシトシン受容体を選定した。続いて、メダカオキシトシン受容体の細胞内ループに円順

列変異型緑色蛍光タンパク質 (circularly permutated green fluorescent protein: cpGFP)を挿入し

た。cpGFP 挿入部位の最適部位を見出し、プロトタイプ型オキシトシンセンサーを開発した。

続いて、プロトタイプ型オキシトシンセンサーに変異を加え、センサー分子に”進化”を施した。

プロトタイプ型オキシトシンセンサーのリンカー部位、膜貫通ヘリックス、cpGFP 内部配列に

それぞれランダム変異を加え、作製した変異体センサーのスクリーニングを行った。スクリーニ

ングは、培養細胞 (HEK293T 細胞)に変異体センサーを発現させ、オキシトシンに対する応答

性を顕微鏡下で行うことで達成した。 

 

2) 蛍光オキシトシンセンサーのマウス脳への応用と計測 

 上記で開発した蛍光センサーをマウス脳に導入し、自由行動化のマウスにおける応答を計測

した。センサーの遺伝子導入はアデノ随伴ウイルスを用いて行った。ウイルス注入部位に光ファ

イバーカニューレを留置し、注入部位における蛍光信号測定を行った (ファイバーフォトメトリ

ー法)。様々な条件下におけるマウス脳内オキシトシン応答の計測を行った。 

 

 



４．研究成果 

1) 超高感度蛍光オキシトシンセンサーMTRIAOTの開発 

 細胞外オキシトシンの結合により、明るさが大きく変化する蛍光センサーの開発を行った。セ

ンサーのデザインとしては、オキシトシン受容体の細胞内ループに cpGFP が挿入されたキメラ

タンパク質を採用することにした。高感度なオキシトシン感知を達成するには、センサータンパ

ク質の細胞膜への強い局在が重要となってくる。まず 6 種の脊椎動物 (ヒト、マウス、ニワト

リ、ヘビ、カエル、メダカ)のオキシトシン受容体の細胞膜への局在を解析した。広く生物実験

に用いられる培養細胞である HEK293T 細胞に発現させたところ、メダカのオキシトシン受容

体がもっとも強い細胞膜局在を示すことが明らかとなった。そこでメダカのオキシトシン受容

体をセンサーの骨格として、蛍光センサーの開発を進めることにした。まず最適な cpGFP 挿入

部位の決定を行った。メダカのオキシトシン受容体の K240-I268 の間への cpGFP を挿入時に細

胞膜局在を保持しつつオキシトシン応答を示すことがわかった。本タンパク質をプロトタイプ

センサーとし、ランダム変異を加えることでセンサー感度の進化を試みた。HEK293T 細胞を用

いた顕微鏡下でのスクリーニングにより、本スクリーニングを通じ、オキシトシンに対し、最大

約 8 倍もの蛍光強度変化を示す超高感度蛍光オキシトシンセンサーMTRIAOTの開発に成功した。 

 

2) ① 自由行動下のマウスにおける脳内オキシトシン動態測定 

 アデノ随伴ウイルスを用いてマウス脳内に MTRIAOT を導入し、 ファイバーフォトメトリー

法により行動化のマウスにおける脳内オキシトシン応答を測定した。成体マウスを給餌・給水条

件下でケージ内を自由行動させたところ、 オキシトシンの一過性情報が約 2 時間周期で振動様

に発生することが判明した。われわれはこの現象を“オキシトシン振動 (oxytocin oscillation)”と

名付けた。興味深いことにオキシトシン振動は、マウスが食事を行うタイミングと同期している

ことが明らかとなった。では、オキシトシン振動の発生に食事は必要なのであろうか？ 本命題

を検証するために、 絶食時にオキシトシン振動への影響が観察されるか否かを解析した。驚く

べきことに、 絶食後約半日において、脳内オキシトシン応答は消失せず、振動の振幅が大きく

変動した。この乱れたオキシトシン応答をわれわれは”オキシトシン乱流 (oxytocin turbulence)”

と名付けた。オキシトシン乱流は、再び給餌を行うことで消失し、再び正常なオキシトシン振動

が発生することから、オキシトシン乱流は絶食時特異的な脳内信号であることが確認された。興

味深いことにオキシトシン乱流発生中のマウスの行動は、心が乱されたようにケージ内を暴れ

まわることも明らかとなった。すなわち、 脳内のオキシトシン振動の乱れは、空腹による心の

乱れをコードする信号となっている可能性が推測される。 

 

2) ② 社会的相互作用刺激時や急性ストレス負荷時の脳内オキシトシン動態測定 

 上記と同様にマウス脳内に MTRIAOTを導入し、社会的相互作用刺激や急性ストレス負荷時の

脳内オキシトシン動態測定を行った。生きたマウスを提示し社会的相互作用刺激を行ったとこ

ろ分単位でピークに達するようなオキシトシンの増加が観察された。続いて、しっぽをつまんで

持ち上げることにより、急性ストレスを負荷した。するとこのような刺激を負荷した場合には、

数秒以内にピークに達するような非常に速いオキシトシンの増加が観察された。これらの結果

と上記の 2 時間のオキシトシン振動も併せて考えると、脳内においてオキシトシンは刺激の種

類や行動パターン依存して様々な時定数で変動しているということになる。このような脳内オ

キシトシンの信号パターンと生理機能との関連の解明は今後の課題となる。 
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