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研究成果の概要（和文）：　脳内オキシトシン(OXT)と受容体は社会行動の制御機能を持ち、ヒト鼻腔投与OXTが社会性
を高める事から自閉症への投与試験も開始された。本研究ではOXTR発現性神経の社会行動制御機構を解析した。まずOX
Tによる5-HT分泌制御の役割を解析した。そして、社会識別時にMeAのOXTR発現神経の多くでc-Fos活性化を検出した。5
-HT神経特異的OXTR遺伝子KOマウスを作製、当該神経の機能解析を行ったが社会記憶の障害は見出せなかった。体温調
節能に関わる淡蒼縫線核のOXTR発現性Glutaminergic神経を見出した。一方、OXTR発現性I型味細胞の解析を進め、その
性質について新しい情報を得た。

研究成果の概要（英文）：Central oxytocin and its receptor Oxtr have a regulatory function to control socia
l behaviors in mammals, including human. Also, application of oxytocin to Autism patients have been starte
d and reports describing positive cure effects have been accumulated. In this study, we analyzed the mecha
nism controlling social behaviors by neurons expressing Oxtr in brain First, by crossing fx-type Oxtr KO m
ice with ePet-Cre mice, we generated mice having 5-HT neurons-specific deletion of Oxtr genes. This line d
idn't show any impairment in their social memory. In contrast, rescue experiment was carried out by inject
ion of AAV-Cre viral vector to mice brains to induce MeA-specific deletion of Oxtr gene, and it revealed t
hat Oxtr expressing in MeA were essential for social memory. In addition, we found that the glutamatergic 
neurons expressing Oxtr in rRPa regulated body temperature. We forwarded study of type I taste cells expre
ssing Oxtr, and obtained novel characteristics of these populations.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 全長９アミノ酸のペプチドホルモン、オキ
シトシン(OXT)は分娩･射乳などの生殖に係わ
るホルモンとして知られる。OXTとＧタンパク
共役型受容体のOXT受容体(OXTR)からなるホ
ルモン･受容体システムは分娩や射乳に必須
の機能を持つとされていたが、研究代表者、
西森により1996年に世界で初めてOXTの遺伝
子KOマウスが作出され(ⅰ)、引き続き2005年
には研究代表者は唯一のOXTR遺伝子のKOマウ
スを作出(ⅱ)、それらの解析結果から
OXT/OXTR系(以下OXT系と省略)が乳汁射出に
は必須であるものの、その分娩には必須でな
い事を見出した。更に、脳内のOXT/OXTR系が
母性行動や社会的認知行動など社会行動、或
いは向社会行動と言う、同種他個体の利益を
図る様な利他的行動の動制御機構に不可欠で
ある事が明らかになりつつあった。一方、ヒ
トを対象とした実験心理学分野などで、鼻腔
から投与されたOXTが信頼(ⅲ)や顔の表情の
読み取り(ⅳ)などに影響を与え、また精神医
学分野ではOXT系の異常が自閉症の原因であ
る可能性(ⅴ)や、高機能自閉症患者を対象と
した臨床試験で治療薬としてのOXTの効能が
示唆され(ⅵ)、ヒトの社会行動･精神活動に於
けるOXT系の重要性について広汎な分野で研
究が進展し、強い関心が集まりつつあった。 
 OXT系は我々の遺伝子欠損マウス作製と解
析研究が中心となって、ヒトを含む哺乳動物
の社会的認知、母性行動、つがい行動などの
高度な社会行動制御に必須の働きをしている
ことが認知され(ⅰ,ⅱ,ⅶ)、社会行動を制御
する脳内神経回路に於けるOXT系の重要性は
誰もが認めることと成った。本研究費の申請
当時でもOXT/OXTR系が、ヒトの男女関係やヒ
ト間の信頼醸成、動物の母性行動制御や子供
の母親への愛着行動(ⅱ)、ペットとヒトとの
心理的結びつきに重要な役割を果たす(ⅷ)な
ど、社会行動制御因子であるOXT系の重要性へ
の認識が拡大を続け、それは今日に至っても
同様である。 
 出生100人に一人と言われる高頻度出現性
の神経疾患、自閉症はその１部がOXT受容体
(OXTR)の遺伝子異常と強い相関性を持つこと
が示唆され(ⅴ)、発症メカニズムに占める
OXT･受容体系の役割や、治療薬としての
OXT(ⅵ)に注目が集まっていた。 
 OXTとその受容体に関する研究について、
我々はマウスを用い、その社会行動、中でも
養育行動と社会的認知行動を制御する神経制
御回路について、基礎生物学的側面から研究
を進めてきた。この領域での研究成果は自閉
症や鬱など関連神経疾患の理解と治療に直接
結びつくもの時対されている。人文科学や心
理学の領域に近い"心"の問題への、生物化学･
分子生物学･分子生理学アプローチは医療･医
薬開発領域での貢献はもとより、遺伝子改変
による伴りょ動物の改良、新規の伴りょ動物
開発など、新規の商品開発を含んだ新規の産
業創成にも繋がる、重要な領域とかんがえら
れた。 
 我々は申請の前年に、OXTRの脳内での正確
な分布を明らかにするため、蛍光蛋白の
Venus(EYFP)遺伝子をOXTR遺伝子にノックイ
ンしたOXTR-Venusマウスを作製した(ⅸ)。こ
のマウスは脳に発現するOXTRを容易に検出で

きることから、OXT受容体(OXTR)が脳の扁桃体、
海馬、嗅球、縫線核、分界条床核、視索前野
などの脳内神経核でのOXTRの発現が明らかと
なった。これらの領域は社会行動にとって重
要な機能を担うが、我々はセロトニン(5-HT)
ニューロンの局在する正中縫線核と背側縫線
核にでの、脳内5-HTのOXTRを介したOXTによる
投射制御濃度の制御薬(取り込み阻害剤)は、
抗鬱･自閉症治療薬として汎用される。この
5-HTの分泌制御に着目した(ⅸ) 
 また、フロリダ大 N.Chaudhari 博士との共
同研究によって見出した我々舌味蕾のI型グ
リア様細胞で発現する OXTR が、味覚を介し
我々の行動生理に影響を与えている可能性
(ⅹ)にも着目した。 
 
２．研究の目的 
(1)前述した研究の背景を基に、まずOXTによ
るセロトニン分泌制御の生理的意味を分子生
理学･分子遺伝学的に明らかにしていく事を
目指した。即ち母性行動や社会的認知能など
様々な社会行動の制御が縫線核5-HTニューロ
ンOXTに発現するOXTRを介したOXTの働きによ
るのかを明らかにする為、OXTR(-/-)マウスで
は、縫線核OXTR発現性の5-HTニューロンの異
常が攻撃性上昇や母性行動低下、社会的認知
能低下などをもたらすのか、を明らかにする
事を研究目的とした。この為、我々の開発し
た部位特的なOXTR遺伝子欠損系と、部位特的
OXTRレスキュー系を駆使した行動生理的、薬
理学的解析により、その解明を目指す事を目
的とした。 
 また、多くの社会行動制御に重要な神経核
に発現しているOXTRの機能解析を多くの国内、
国際共同研究として進めていく。 
(2)味覚細胞でのOXTR発現と母性行動、攻撃性、
社会的認知、その他の社会行動との係わりを
コンディショナル型OXTR KOマウスを利用す
ることで明らかにし、情動制御機能食品の可
能性を探る事を目的とした。 
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３．研究の方法 
 我々が作製したOxtr-Venusマウスは、5-HT
ニューロンの集中する正中縫線核(MnR)と背
側縫線核(DR)で、OXTRが高い頻度（30-50%）
で5-HTニューロンに共発現し、OXTが5-HT分泌



のキーレギュレーターである可能性を強く示
唆した。 
（１）OXTによるセロトニン分泌制御の生理的
意味を分子生理学･分子遺伝学的に明らかに
する 
①社会識別誘発時のc-Fos活性測定 
概略：オスマウスを卵巣切除メスマウスと90
秒間対面させ、その刺激によって誘起される
c-Fosの発現のレベルがピークを迎える90分
後に脳を摘出、抗GFP抗体と抗c-Fos抗体を用
いた免疫組織化学法によって神経細胞の興奮
についての解析を行った。 
①-1.社会識別誘発の方法 
 すべての実験マウスは試験7〜10日前に飼
育ケージで個飼いにし、試験2日前に雌の臭い
から隔離した。Oxtr(Venus/+)雄マウスをそれ
ぞれ社会的に接触させた(EXPOSED)個体と社
会的接触をさせない(UNEXPOSED)個体の２群
に分け、初めにEXPOSED群のそれぞれのマウス
ケージに卵巣切除した雌マウスを90秒間共存
させた。置いた。卵巣切除雌マウスを取り除
いたあと、雄マウスをケージ内に1.5時間静置
し、断頭後c-Fosの発現解析とVenusの検出に
供した。UNEXPOSED群は卵巣切除雌マウスへは
曝露しない。 
①-2.脳の灌流固定、切片作成と免疫２重染色 
 被験マウスをAvertinで麻酔、灌流固定後、
取り出した脳を4% paraformaldehyde、4℃に
て一晩後固定した。30%蔗糖溶液に48時間浸漬
しドライアイス中で凍結、-80℃で保存した。
この試料から厚さ30mcm前後の凍結切片を調
製、免疫染色に供した。 
 脳切片は内在性ペルオキシダーゼを失活さ
せ、ブロッキングし、抗c-fos rabbit AB 
(Santa Cruz)を1:10000にて48時間反応させ、
洗浄後、1:500希釈の二次抗体（peroxidase 
goat αrabbit IgG Ab, Vector）で、18-24
時間反応させ、DAB 染色した。 
 Venusは、ブロッキング後、1:1000希釈αGFP 
rabbit Ab (MBA)と24時間反応、1:500希釈の
二次抗体（peroxidase -goat αrabbit IgG Ab, 
Vector）で18-24時間反応、TAPM溶液を加えイ
ンキュベートし、検出した。 
 
②ePet-Creマウスとfx型OXTR遺伝子欠損
(Oxtr(fx/fx))マウスの交配による、5-HTニュ
ーロン特異的OXTR KOマウスの社会行動測定 
概略：縫線核5-HTニューロンに特異的にCre
酵素を発現するePet1-Cre TGマウスを導入し、
Oxtr(fx/fx)マウスと掛け合わせ、セロトニン
ニューロン特異的オキシトシン受容体KOマウ
スを作製した。此のマウスの社会的認知行動
を始めとする社会行動を解析し、OXTがOXTR
を介して行う5-HT投射制御機能の意義を明ら
かにする事を狙って行った。 
②-1.ePet-Creマウスでのセロトニンニュー
ロン特異的なCre活性の確認 
 米国Case Western Reserve Universityの
Dr.Evan S. Denerisより、5-HTニューロンで
特異的に発現するPet1遺伝子下流にCreを連
結したものを導入したTGマウス、ePet1-Cre 
TGマウスを導入した。ePet1-Cre TGマウスと
Rosa26-STOP-βGalマウスを交配し、その脳切
片を調製、X-gal染色を行った。また、セロト
ニンの合成酵素であるtph1 (tryptophan 
hydroxylase I)に対する抗体で同試料を免疫

染色し、Creの活性がtryptophan hydroxylase 
I(+)ニューロンに一致する事を確認した。 
②-2.背側縫線核･正中縫線核のセロトニンニ
ューロン特異的オキシトシン受容体KOマウス
の作成 
 ePet1-Cre TGマウスと、既に当研究室で作
成されていたflox型OXTR KOマウス
（Oxtr(fx/fx)）とを掛け合わせ、5-HTニュー
ロンでのみOXTR遺伝子を欠損したコンディシ
ョナル型マウスを作製した。 
②-3.社会記憶の測定（Social 
descrimination test） 
 以下の解析は動物棟において日中静かな環
境下で行った。被行動解析マウスの遺伝子型
はblindで行った。実験日にはまずマウスを新
しいテストケージに移し45分間静置し、その
後、卵巣切除マウスを5分間テストケージに導
入し5分間のsocial interactionを行った。 
その後30分間のインターバル後、先ほどと同
じ卵巣切除雌マウス（SAME）、又は新奇の卵
巣切除雌マウス（NOVEL）を5分間テストケー
ジに導入、social interactionを観察した。
テストはすべてビデオカメラで撮影し、行動
解析は撮影したビデオ映像を用いた。全ての
テストで雄マウスが卵巣切除雌マウスの肛門
生殖器や口の周り臭いを嗅いでいる時間を記
録し、性行動をしている時間は除外した。 
 
③グルタミン酸作動性ニューロンに発現する
オキシトシン受容体の体温調節能能力の解析 
 オキシトシン受容体(OXTR)は、広範囲の組
織で発現しているが、OXTR欠損マウスを用い、
寒冷時の熱産生を制御する褐色脂肪細胞
(BAT)の形態異常と体温調節能低下に関わる
視床下部、及び縫線核のオキシトシン受容体
発現性ニューロンの性質を解析した。 
 
④母性行動を誘発した野生型マウスと
OXTR(-/-)マウスの母性行動関連神経核での
神経活性化の比較と、OXTR Vectorによるレス
キュー実験 
 野生型未経産マウスと同OXTR(-/-)雌マウ
スを仔マウスと共存させた場合、OXTR(-/-)
雌マウスの外側中隔でのc-fos(+)細胞の減少
を、同マウス視索前野での減少と比較した。
また外側中隔にAAV-Oxtr-IRES-Venusベクタ
ーを注入感染させ、母性行動の回復の有無を
解析した。 
 
⑤新規、神経種特異的、領域特異的遺伝子の
導入活性化を可能とするベクターの開発 
 これまで我々はアデノ随伴ウイルス（AAV）
ベクターを用いて、オキシトシン受容体
（OXTR）欠損マウスの脳領域特異的にOXTR発
現を回復したマウスを作成し、特定領域にお
けるOXTR機能を明らかにしてきた。しかしこ
の方法では、本来発現しないニューロンにお
いても異所的にOXTRが発現してしまうと考え
られる。よ導入遺伝子の発現するニューロン
の特異性を高めた形でのレスキュー系の開発
を目標とし、神経タイプに依存して、新規導
入遺伝子の発現を可能とする不可逆反転型ア
デノ随伴ヴィルスベクターの開発を試みた。
即ち、変異型LoxP２列を相対する向きで並べ、
間に被導入遺伝子（マウスオキシトシン受容
体cDNA）をプロモーターと逆の向きで挿入し



た。このベクターで神経種特異的に発現する
Creの活性に依存し、挿入遺伝子(マウスオキ
シトシン受容体cDNA)が不可逆的に向きを反
転し、活性化する事を狙う。 
 
⑥OXTR.cDNA.HA-IRES-Creマウスの開発 
 脳内各神経核で社会行動や向社会行動を制
御しているオキシトシン受容体発現性のニュ
ーロンを特定し、又その回路を解析する事を
目指し、Cre依存性の逆位反転型アデノ随伴ヴ
ィルスベクターをオキシトシン受容体発現性
ニューロンの解析に活用する為、
OXTR.cDNA.HA-IRES-Creマウスの開発を進め
た。 
 
（２）舌味蕾グリア様細胞で発現するOXTRの
生理的機能解明 
＜方法＞舌味蕾グリア様細胞特異的にCreを
発現するマウスの検索･導入と、fx型OXTR遺伝
子欠損(Oxtr(fx/fx))マウスとの交配による、
グリア特異的オキシトシン受容体欠損マウス
の作成と解析 
 舌味蕾グリア様細胞で発現する OXTR の生
理的機能を明らかにする為、グリア特異的
OXTR KO マウスを作製し、舌によって感受さ
れた OXT が、母性行動や攻撃行動、社会的認
知行動など個体の固体の社会行動に与える
影響と役割を明らかにする事を計画した。こ
の為、グリア特異的に Cre を発現するマウス
の導入を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）OXTによるセロトニン分泌制御の生理的
意味を分子生理学･分子遺伝学的に明らかに
する 
①社会識別誘発時におけるOXTR発現ニューロ
ンのc-Fos活性 
 社会識別誘発時にc-Fosの活性が増加した
のはMeA、CoA、SS、Pir、DR、LS、MPOAであっ
た。最も神経細胞が活性化していた領域はMeA
であり20％以上のOXTR発現ニューロンで
c-Fos活性が見られた。MnR、CA3に関しては誘
発時と非誘発時の間でc-Fos活性に変化はな
かった。（図１） 

 
②ePet-Creマウスとfx型OXTR遺伝子欠損
(Oxtr(fx/fx))マウスの交配による、5-HTニュ
ーロン特異的OXTR KOマウスの社会行動測定 
 X-gal染色と抗TPH抗体による２重免染の結
果、TPH発現細胞とX-gal陽性細胞の多くが共

局在していたことから、セロトニンニューロ
ン特異的にCreが発現しその部位でCreが活性
をもつことが確認できた。（図２） 

 X-gal染色と抗TPH抗体による２重免染の結
果、TPH発現細胞とX-gal陽性細胞の多くが共
局在していたことから、セロトニンニューロ
ン特異的にCreが発現しその部位でCreが活性
をもつことが確認できた。 
 Oxtr ePet-Cre KOオスマウスの社会識別能
力は、セロトニンニューロン特異的OXTRノッ
クアウトマウス（Oxtrfx/fx;ePet-Cre）を
OxtrePet KOマウス、Oxtrfx/fxマウスを
controlとする。Social descrimination test
の結果、Oxtre.PetKOマウスはcontrolと同様
に、同じ卵巣切除雌マウス（SAME）と比べて
新規の卵巣切除雌マウス（NOVEL）への探索行
動が長くなり、正常な社会識別能を示した。
これは社会記憶にとって、RapheのOXTRが必ず
しも必要では無い事を示しているものと考え
られた。 
 
③グルタミン酸作動性ニューロンに発現する
オキシトシン受容体の体温調節能能力の解析 
 寒冷曝露時RPa（淡蒼縫線核）のOXTR活性化
を見出し、OXTRと5-HT合成酵素のRPa領域同一
ニューロンでの共局在を確認した。これより
寒冷時にOXT→OXTR→5-HTの経路での体温調
節能の存在が示唆された。またOXTR欠損マウ
スのRPa特異的にAAV-Oxtrベクターをインジ
ェクションすることで、RPa特異的にOXTRの発
現を回復させたマウスを作製した場合、この
マウスの寒冷曝露で体温調節能のレスキュー
が見られた。 
 Oxtr-Venusマウス脳切片標本（研究方法1-1
に詳述）を用いた、各神経伝達物質マーカー
に対する抗体と、抗GFP抗体を用いた2重免疫
組織染色により、此の淡蒼縫線核に存在する
オキシトシン受容体発現性ニューロンは
Serotonergicではなくglutamatergicなニュ
ーロンである事が判明し、オキシトシン･受容
体系は、少なくともセロトニン、GABA、
Glutamateそしてドパミンと、様々な神経伝達
物質の放出･投射の制御を行っている姿が浮
き彫りとなってきた。（図３） 



④母性行動を誘発した野生型マウスと
OXTR(-/-)マウスの母性行動関連神経核での
神経活性化の比較と、OXTR Vectorによるレス
キュー実験 
 雌マウスを仔マウスと共存させた場合、野
生型未経産マウスよりもOXTR(-/-)雌マウス
の外側中隔においてc-fos(+)細胞の検出頻度
が減少した。（図４）  

OXTR(-/-)雌マウスの外側中隔に
AAV-Oxtr-IRES-Venus（アデノ随伴ヴィルスに
オキシトシン受容体cDNAを搭載したもの）を
感染させた。感染後、妊娠させ分娩後の母性
行動の回復を観察したところ、外側中隔に
AAV-Oxtr-IRES-Venusを感染させた場合に母
性行動が回復する事を見出した。この実験結
果は、外側中隔で発現するオキシトシン受容
体遺伝子が母性行動に重要な鱈気を持つ事を
示唆していると考えられた。 
⑤新規、神経種特異的、領域特異的遺伝子の
導入活性化を可能とするベクターの開発 

 我々が開発した新しいアデノ随伴ヴィルス
ベクターは、これに挿入された遺伝子が変異
型のLoxP配列に挟まれ発現する向きと逆向き
に挿入されている（図５）。 
Cre酵素があると片方向性の挿入断片の逆位
が起き、その挿入遺伝子が活性化（転写開始）
する。この仕組みを用い、このベクターを
ePet-Creマウスの縫線核へ注入した。注入後、
我々は縫線核のセロトニンニューロンで蛍光
蛋白の発現を確認した。 
 
⑥OXTR.cDNA.HA-IRES-Creマウスの作成 
 OXTR.cDNA.HA-IRES-Creマウスの作成を確
認した。此のマウスで、挿入したマウスオキ
シトシン受容体cDNAが発現している事は、
OXTR(cDNA.HA-IRES-Cre/cDNA.HA-IRES-Cre)
ホモ型マウスでも授乳（乳汁射出）が出来る
事、母性行動測定に於いて、野生型とほぼ同
じである事（現在も測定続行中）から、確認
された。一方、IRES下流に挿入したCreの発現
強度は必ずしも強くはなく、今後の改良を検
討している。また、マウスOXTR cDNAに付加し
たHA(hemagglutinin)を標的とし、抗HA抗体を
用いた、OXTRのsubcellular localizationの
検出は、子宮筋層や心筋などでは成功したが、
一方神経での検出には成功しておらず、その
発現強度が極端に低いか、或いはニューロン
での局在が極めて偏っている可能性などを示
唆しているものと考えている。 
 
（２）舌味蕾グリア様細胞で発現するOXTRの
生理的機能解明 
＜結果＞ 
 グリア特異的Creマウスの分譲･取得が困難
であり、グリア特異的なオキシトシン受容体
遺伝子の欠損計画は、当該Creマウスの作成を
行った後に実施する計画に変更した。現在、
グリア細胞特異的Cre発現マウス作成を検討･
実施中であるが、未だ完成に至っていない。 
 これまでの研究により、①I 型味細胞の１
部の、刺激応答細胞に Oxtr 発現型と考えら
れる細胞が見出され、②Oxtr 発現型と考えら
れるI型味細胞には他味覚細胞と異なる特異
的なGPCRおよびGαタンパク遺伝子の発現が
観察された。また③Oxtr 発現型と考えられる
I型味細胞、および、OXTR 発現型ではない III
型味細胞味細胞の両方に特異的に発現する
GPCR が見出された。 
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