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研究成果の概要（和文）：一時的なストレスを受けると、我々は数時間～数日間の持続的な「調子の悪さ」を経
験する。この持続的な調子の悪さの原因は、数時間～数日間にだけ生じる「持続的な神経活動の変化」ではない
だろうか？ 本研究では、これまでスライス実験で確認していたLC-NA神経活動のPGE2による持続的な抑制が、心
理的ストレス負荷後の実際の生体内でも生じていることを見出した。この結果から、PGE2によるLC-NA神経活動
の持続的な抑制が、心理的ストレス負荷後の行動への影響を緩和する機能を持つ可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：When we receive temporal stressors, we often feel in a state of "malaise" 
lasting from hours to days. This prolonged feeling of malaise could be caused by "sustained changes 
in the activity of neurons". This study has shown that a sustained suppression of the activity in 
noradrenergic neurons in the locus coeruleus (LC-NA neurons), induced via the prostaglandin EP3 
receptor, can be observed not only in lab-prepared brain slices, but also in living organisms after 
experiencing psychological stressors. The findings suggest that this sustained suppression of the 
activity in LC-NA neurons, induced by prostaglandin E2, could moderate behaviors after experiencing 
psychological stressors.

研究分野： 神経生理学

キーワード： プロスタグランジンE2　青斑核　ノルアドレナリン　ストレス　うつ様行動　ファイバーフォトメトリ
ー　カルシウムイメージング　生理活性物質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、PGE2によるLC-NA神経活動の持続的な抑制が、心理的ストレス負荷後の行動への影響を緩和する機能
を持つ可能性を示した。今後、PGE2の由来やストレスによるPGE2合成の機序、LC-NA神経活動のストレス負荷前
後での長期的な変化機序などの研究を進めることができれば、LC-NA神経活動の持続的な抑制を介したPGE2の生
理機能のより深い解明に繋がると考えられる。そして心理的ストレス後のうつ様症状の軽減などの新たなアプロ
ーチ開発にも知見を与えるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
申請者は研究開始までに、特定の神経細胞の活動を調節する因子のスクリーニング法を独自

に確立して報告した(Mukai et al., 2020, Sci Rep)。本手法を用い、青斑核ノルアドレナリン
（LC-NA）神経について 57 種の生理活性因子をスクリーニングしたところ、2分間のプロスタグ
ランジン E2（PGE2）投与によって、60 分以上にわたり細胞内カルシウムイオン濃度（[Ca2+]i）が
持続的に低下することを発見した。さらに電気生理学的記録でも、[Ca2+]i 低下に伴い LC-NA 神
経の発火頻度が持続的に低下することを見出した。そして抑制性 PGE2 受容体である 3 型 EP 受
容体（EP3R）を LC-NA 神経特異的にノックアウトすると、[Ca2+]i低下が完全に消失した。以上に
より、PGE2 は EP3R を介して LC-NA 神経活動を持続的に抑制することを明らかにした。 
PGE2 は、ストレス受容時の調子の悪さ、すなわち疾病応答に関与する。一方 LC-NA 神経は、

活性化時には覚醒レベルや鎮痛作用の上昇などを引き起こし、環境に適応した行動を惹起する
のに重要である。これらを踏まえ、申請者は「ストレスにより産生・分泌が促進される PGE2 が、
LC-NA 神経活動を持続的に抑制することで、傾眠や痛覚過敏などの疾病応答を引き起こすのでは
ないか」との着想を得た。そこで、持続的な抑制に関与する EP3R を LC-NA 神経でノックアウト
した際の行動への影響と、ストレス負荷後の実際の LC-NA 神経活動を調べることとした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、PGE2 による神経活動調節の「持続性」に着目し、神経活動の持続的な抑制がどの

ような生理機能に重要であるか解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）cKO マウスにおけるストレス負荷の行動への影響解析 
ノルアドレナリン輸送体（NAT）プロモーター下流でノルアドレナリン（NA）神経特異的に組

み換え酵素 Cre を発現する NAT-Cre マウス系統と、抑制性のプロスタグランジン E2 受容体であ
る EP3 受容体（EP3R）を Cre 依存的にノックアウト可能な EP3R-flox マウス系統を交配し、NA
神経特異的な EP3R ノックアウトマウス（cKO マウス）を作出した。その上で、ストレス負荷お
よび負荷後の行動への影響を、cKO マウスおよび同腹の野生型（WT マウス、ただし flox ヘテロ
接合型を含む）を比較して調べた。 
研究代表者はこれまでの研究で、社会的孤立ストレスまたは社会的敗北ストレスを与えた後

の社会性行動試験、拘束ストレスを与えた後の尾懸垂試験を実施した。本研究では新たに、半日
以上持続的に睡眠覚醒行動を変化させる炎症性ストレスとして働くリポ多糖（LPS）を腹腔投与
し、cKO マウスと WT マウスの睡眠覚醒行動への影響を調べた。 
 
（2）LC-NA 神経活動を持続的に抑制可能なマウスの開発 
青色光照射によって開口する陰イオンチャネルの ACR2 を、組み換え酵素 Cre 依存的に発現す

る遺伝子改変マウス（LSL-ACR2 マウス）を共同研究により作出し、NAT-Cre マウスとの交配によ
り LC-NA 神経で ACR2 を発現するマウス（NAT-ACR2 マウス）を得た。NAT-ACR2 マウスを用いて、
脳スライスおよび生体における発現および機能の評価を行った。 
① 発現の評価 …… ACR2 の融合タンパク質ドメインである黄色蛍光タンパク質（EYFP）と、LC-
NA 神経細胞のマーカータンパク質であるチロシン水酸化酵素（TH）の共免疫染色を行い、重な
り合う割合を調べた。 
② 脳スライスにおける機能評価 …… LC-NA 神経細胞を含む脳スライス標本を作製し、パッチ
クランプ法による電気生理学的記録を行った。複数の強度の青色光刺激を行い、光駆動電流の光
強度依存性を調べた。 
③ 生体における機能評価 …… リアルタイム場所嗜好性試験（RT-PPT）を行った。LSL-ACR2 マ
ウスの対照群として、Cre 依存的に赤色蛍光タンパク質 tdTomato を発現するマウス（LSL-
tdTomato マウス）を NAT-Cre マウスと交配させて得たマウス（NAT-tdTomato マウス）を用いた。
それぞれのマウスの片側の LC 上方に光ファイバーカニューラを留置した。試験の 1時間以上前
に光ファイバーケーブルを取り付けた後、自由に往来できる 2 部屋を備えたチャンバーに個体
を入れた。前半の 10 分間では光照射を行わず、2 部屋の滞在時間を測定した。その後一旦ホー
ムケージに戻した後、後半の 10 分間では片方の部屋に滞在している間のみ青色光照射を行った。
青色光照射は、前半の 10 分間で滞在時間の短かった方の部屋で行った。実験後、光照射と関連
付けた部屋への滞在時間を、前半と後半で比較した。 
 
（3）ストレス負荷後の LC-NA 神経活動の記録 
生体内でカルシウム濃度変化として神経活動を記録可能なファイバーフォトメトリー法によ

り、cKO マウスと WT マウスの間で、ストレス負荷後の LC-NA 神経活動に差異が存在するかを調



べた。各マウスの LC-NA 神経に、アデノ随伴ウイルスベクターによってカルシウム指示タンパク
質である G-CaMP6 を発現させ、さらに青斑核の上方に光ファイバーカニューラを留置した。個体
が十分に回復した後、光ファイバーケーブルに接続した状態で、行動試験を行った。拘束ストレ
ス負荷を与えるため、50 mL チューブに 30 分間個体を閉じ込めた後、6分間尾懸垂試験を行い、
尾懸垂試験中のカルシウム濃度変化を測定した。 
 
４．研究成果 
 
（1）cKO マウスにおけるストレス負荷の行動への影響解析 
cKO マウスと WT マウスのいずれにおいても、LPS 投与によって睡眠時間の増大が観察された

が、具体的なパラメータについて明確な違いは認められなかった。この結果から、NA 神経で発
現する EP3R は、LPS 投与誘導型の炎症性ストレスにより生じる睡眠覚醒行動において、今回測
定した指標には大きくは関与していない可能性が示唆された。 
 
（2）LC-NA 神経活動を持続的に抑制可能なマウスの開発 
① 発現の評価 …… NAT-ACR2 マウスにおいて、ACR2 は TH 陽性細胞の 86.6±0.8%で発現してお
り、また ACR2 発現細胞の 93.4±1.8%が TH 陽性だった。この結果から、NAT-ACR2 マウスの LC-
NA 神経細胞における ACR2 発現は、カバー率と特異性の双方が高いことが示された。 
② 脳スライスにおける機能評価 …… -60 mV で膜電位固定記録した LC 神経細胞では、光強度
依存的な外向き電流が観察された。また膜電位固定記録した LC 神経細胞では、すべての光強度
で神経細胞の自発発火が完全に抑制された。さらに、ルーズセルアタッチ記録で 10 分間連続光
照射したところ、光照射中は自発発火が完全に抑制された一方、光照射の前後では自発発火頻度
に有意な差が見られなかった。この結果から、NAT-ACR2 マウスでは青色光照射によって効率よ
く、かつアーチファクトは少なく、神経活動を抑制可能であることが示唆された。 
③ 生体における機能評価 …… NAT-ACR2 マウスでは、青色光照射によって、光照射側の部屋へ
の滞在時間が増大した。一方、NAT-tdTomato マウスでは、青色光照射によって、部屋の滞在時
間は変化しなかった。この結果から、NAT-ACR2 マウスでは青色光照射によって、LC-NA 神経活動
が抑制されていた可能性が示唆された。また、LC-NA 神経活動の抑制が、マウスにおいては正の
感情価として機能することが示唆された。 
 
（3）ストレス負荷後の LC-NA 神経活動の記録 
拘束ストレス負荷後の尾懸垂試験中、cKO マウスのカルシウム信号強度は、WT マウスの信号強

度よりも大きかった。この結果から、NA 神経細胞の EP3R は生体内においても、LC-NA 神経活動
を抑制している可能性が示唆された。 
 
以上により本研究は、PGE2 による LC-NA 神経活動の持続的な抑制が、心理的ストレス負荷後

の行動への影響を緩和する機能を持つ可能性を示した。今後、PGE2 の由来やストレスによる PGE2
合成の機序、LC-NA 神経活動のストレス負荷前後での長期的な変化機序などの研究を進めること
ができれば、LC-NA 神経活動の持続的な抑制を介した PGE2 の生理機能のより深い解明に繋がる
と考えられる。そして心理的ストレス後のうつ様症状の軽減などの新たなアプローチ開発にも
知見を与えるものと考えられる。 
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