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略語表 

 

5-HT 5-hydroxytryptamine 

AAV adeno associated virus 

AC adenylate cyclase 

ACSF artificial cerebrospinal fluid 

AHi amygdalohippocampal area 

ANOVA analysis of variance 

ATP adenosine triphosphate 

CA3 cornu ammonis 3 

CNQX 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione disodium 

Cre cre recombinase 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DD destabilization domain 

DEG differentially expressed gene 

DG dentate gyrus 

DMSO dimethyl sulfoxide 

dNTP deoxynucleotide triphosphates 

Dox doxycycline 

DRN dorsal raphe nucleus 

DTT dithiothreitol 

EGTA ethylene glycol tetraacetic acid 

EPSC excitatory postsynaptic current 

ESARE enhanced synaptic activity-responsive element 

gc genome copies 

GFP green fluorescent protein 

GPCR G protein-coupled receptor 

GRAB GPCR-activation-based sensor 

HC home cage 

HCR in situ hybridization chain reaction 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

Htr7 5-hydroxytryptamine receptor 7 

IPSC inhibitory postsynaptic current 

KO knock out 

LNA locked nucleic acid 

LV lateral ventricle 
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MeA medial amygdala 

mEPSC miniature excitatory postsynaptic current 

mIPSC miniature inhibitory postsynaptic current 

MPN  medial preoptic nucleus 

MPOA medial preoptic area 

n.s. not significant 

PBS phosphate buffered saline 

PBST phosphate buffered saline with Triton X-100 

PFA paraformaldehyde 

PLC phospholipase C 

Plcg1 phospholipase C, gamma 1 

PTX picrotoxin 

RMP resting membrane potential 

s.e.m. standard error of the mean 

scRNA-seq single-cell RNA sequence 

sEPSC spontaneous excitatory postsynaptic current 

sIPSC spontaneous inhibitory postsynaptic current 

SSC saline-sodium citrate 

SSCT saline-sodium citrate with Tween 20 

Sstr3 somatostatin receptor 3 

Tet tetracycline  

TMP trimethoprim 

Tph2 tryptophan hydroxylase 2 

TRE Tet response element 

TTL transistor-transistor logic 

TTX tetrodotoxin 

UMAP uniform manifold approximation and projection 

vHipp hippocampus, ventral part 

Vipr1 vasoactive intestinal peptide receptor 1 

VMHvl ventrolateral division of ventromedial nucleus of the hypothalamus 

vPAL virus-mediated projection-specific and activity-dependent cell labeling 
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第１章 はじめに 

 

哺乳類の親子関係と神経制御 

虐待は子どもの生命を脅かすのみならず、精神疾患や情動障害の発生リスクを上昇させ

る  1–7。幼少期に虐待を経験した成人の健康被害報告についてメタ解析によると、虐待を経

験していない成人と比較して、肥満やがん、心臓病、糖尿病、呼吸器疾患、精神疾患、暴力

性のリスクが増大しており、特に暴力性は強く相関していた（オッズ比 7 以上）2。また、

幼少期に虐待を経験した成人が親になると子どもに虐待をしてしまうリスクが増大する 8,9。

これは先ほどの暴力性の増大に加え、自身が適切な養育行動を経験していないため子ども

への接し方が分からないためであると推測される。では、なぜ親は子供に対して虐待をして

しまうのだろうか。 

多くの哺乳類において、新生児は親の世話を受けることで生存・成長をすることが

できる。親は子に対して授乳や保温、看護、教育、外敵からの保護など様々な養育行動を行

う一方で、子は声や接触を介して親への愛着行動を示す。これらの愛着行動は、親の養育行

動を促進させ、経験や学習を重ねることで子育てを上達させる。このような親子関係は生来

的に備わっている本能によって形成されている。しかしながら、生まれた子に十分な養育行

動を与えない育児放棄（ネグレクト）や身体に傷害を与える虐待がヒトを含めた哺乳動物で

観察されている。例えば、ライオンやサルの一種であるハヌマンラングール、マウスなどの

一夫多妻制をとる種では、オスによる子殺しがみられる。リーダーのオスは複数のメスと子

を成しハーレムを構築するが、新しく来たオスに負けるとメスの群れを乗っ取られる。この

際、新しいオスは群れに元からいるオスの子を殺す子殺し行動（infanticide）を行う。これ

は、メスの養育行動を中断させ、自身の子孫を残すための繁殖活動を速やかに行うためであ

る。興味深いことに、メスとの交尾や同居を経験すると子殺しを行っていた個体が子殺しを

止め、養育行動を示すようになる。子という同一の対象に対して「子殺し」から「養育」と
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いう相反する行動への転換は、脳神経制御が「子殺し」から「養育」をするように変化して

いると考えられる。したがって、それぞれの神経制御を理解し、ヒトへの研究に応用するこ

とで、虐待を抑制し、養育を促進するような方策開発につながることが期待される。 

視床下部の前部に位置する内側視索前野（medial preoptic area; MPOA）は、げっ歯

類を含む哺乳類の養育行動に深く関与している脳領域である 10–17。MPOA の破壊や遺伝学

的な抑制で父親マウスや母親マウスでみられていた養育行動が消失し、子殺しを行うよう

になったことから MPOA は養育行動に必要であることが示唆されている。当研究室では、

この MPOA へ入力する抑制性神経伝達が父親になることで減弱することを明らかにしてい

る。すなわち、MPOA への入力が社会経験によって変化することでその活動が変化し、結果

として子への行動選択を「子殺し」から「養育」へと転換させると推測した。我々は、扁桃

体海馬野（amygdalohippocampal area; AHi）という脳領域が MPOA へ密な神経投射を送って

おり、かつ仔マウスへの子殺し時、養育時の両方で活動していることを見出した 18。この

MPOA 投射型 AHi ニューロンを人為的に活性化させると、養育行動が阻害され子殺しが促

進されたことから、AHi は MPOA を負に制御し子殺しを促進する脳領域であると結論付け

た。 

 

本研究の目的 

上記の研究の一方で、MPOA 投射型 AHi ニューロンは子殺し時のみならず、養育時にも活

性化しており、MPOA 投射型 AHi ニューロンには異なった特性をもつ複数のニューロン集

団が存在することが示唆された 18。そこで本研究では、以下の 3 点を大目的として研究を進

めた。 

1) 活動依存的な特異的神経回路標識法の確立 

多様なニューロンが複雑に接続した中枢神経において、特定の行動表出に関わるニュー

ロン集団を同定・分類することは重要である。脳科学研究の最先端では、①行動時の活
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動依存性、②投射先の特異性、③遺伝子発現の特異性、などに基づく神経細胞標識が特

定のニューロン集団の同定・分類に利用されてきた。我々はこれまでに、②投射先特異

性を利用して MPOA 投射型 AHi ニューロンを標識しその機能を明らかにしてきたが、

上述の通り、投射先が同じであってもその神経活動によって特性が異なる可能性がある。

そこで我々は、従来にはなかった活動依存性と出力特異性を組み合わせた特異的神経回

路標識法を確立する。本手法を MPOA 投射型 AHi ニューロンに適応し、子殺し時・養

育時に活動するニューロン集団の同定を目指す。 

 

2) 標識されたニューロン集団の特性探索 

同じ脳領域に細胞体を有し、かつ、同じ投射先を有するニューロン集団がどのように制

御され、異なる行動制御に寄与しているかを明らかにするためには、それぞれのニュー

ロン集団の特徴を理解する必要がある。本研究では、ホールセルパッチクランプ法を利

用した電気生理学的特性、および single-cell RNA-seq（scRNA-seq）を利用した分子的特

性を明らかにする。既存の分類法では抽出することが困難であったニューロン集団を新

たに同定し、その特徴を解析することで行動制御に関わる神経回路研究のさらなる深化

が期待される。 

 

3) 特定のニューロン集団の薬理学的な操作 

（2）にて見出した各ニューロン集団特異的な特徴を利用し、特定のニューロン集団を

特異的に操作することで雄マウスの仔マウスに対する行動がどのように変化するかを

検討する。中でも養育行動時に活動する MPOA 投射型 AHi ニューロンを薬理学的に活

性化させることで、通常は仔に対して子殺しを行う交尾未経験雄マウスの行動がどのよ

うに変化するかを検討する。 
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第 2 章 活動依存的な特異的神経回路標識法の確立 

 

緒言 

MPOA 投射型 AHiニューロンを仔マウスに対する子殺し時・養育時に活動するニューロン

ごとに分類するため、活動依存的な特異的神経回路標識法の確立を行った。逆行性アデノ

随伴ウイルス（AAV2retro）ベクターを用いて、投射先特異的かつ活動依存的な Cre リコ

ンビナーゼ発現により、特定の行動に関連する投射型ニューロンを標識することが可能と

なる。高い S/N 比で活動依存的な Cre 発現を行うために、活動依存性プロモーターである

E-SARE19によって制御される薬剤制御型不安定化 Cre リコンビナーゼ（DD-Cre）20と Tet-

ON システムを組み合わせた AAV2retroベクターを作成した。このベクターでは、神経活

性化により reverse tetracycline-sensitive transactivator である Tet3G21が、E-SARE プロモータ

ーから迅速かつ一過性に発現する。活性化された Tet3G は、ドキシサイクリン（Dox）存

在下で Dox誘導性プロモーターTRE3Gs22に結合して DD-Cre を発現する。DD-Creは速や

かにプロテアソーム分解を受けるが、トリメトプリム（TMP）によって安定化される。こ

の逆行性ウイルスベクターを脳の標的部位に注入すると、標的部位に投射する神経細胞

は、Doxと TMPの二重投与により一過性に Cre 活性を獲得する。赤色蛍光タンパク質

tdTomato を Cre依存的に発現する Ai9 マウスにこの方法を適応すると、薬剤の二重投与時

に神経活動があった投射型ニューロンが tdTomatoで標識される。この活動依存的な特異的

神経回路標識法を vPAL 法（virus-mediated projection-specific and activity-dependent cell 

labeling）と名付けた（図 1）。 
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図 1 vPAL 法の原理 

Tet-ON システムと DD-Cre を E-SARE プロモーターの下流に配置した AAV2retro ベクター（左）。このウイルスベ

クターを標的部位（Target）に注入すると、標的部位へ投射を行う神経細胞（Input）にて活動依存的な DD-Cre の発

現が可能となる。特定の行動時に Dox および TMP を投与すると一過性に Cre 活性が起こる。Cre 依存的に tdTomato

を発現するマウス（Ai9）に対して以上の処置を行うと、特定の行動で神経活動が起こった Input を tdTomato で標識

することが可能となる（右）。 
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本章では、vPAL 法の条件検討として背側海馬 CA3（dorsal CA3）に投射を行う歯

状回（DG）23に適応し、新規環境暴露によって活性化する dorsal CA3投射型 DG ニューロ

ンを標識する。Tet-ON システムにおける Dox の濃度、投与時間はすでに多くの報告がさ

れているので 21,22,24–26、本研究では TMPの濃度および投与タイミングの条件検討を行っ

た。また、最適化された条件で MPOA 投射型 AHiニューロンを子殺し時・養育時に活動

するニューロンに分類し、各ニューロンの活動特異性を神経活動マーカーである c-Fosの

免疫染色を組み合わせて評価する。 

 

結果 

TMP投与条件の最適化 

dorsal CA3に AAV2retro-ESARE-Tet3G-

STOP-TRE3Gs-DD-Cre を注入したマウス

に Doxを投与し、新規環境暴露した（図 

2）。暴露 15 分後に、0、15、150 mg/kg

の TMP を投与したところ、150 mg/kg の

TMPを投与したマウスでのみ DG ニュー

ロンが標識された（図 3）23,27。次に、新規環境暴露の 15 分後、2 時間後、24 時間後に

150 mg/kgの TMPを投与した。その結果、暴露 2時間後に TMPを投与したマウスでは、

標識細胞はほとんど検出されなかった（図 4）。これは、新規環境暴露により発現した

DD-Creが 2時間後にはほとんど分解されていることを示している。 

  

図 2 実験スキームと AAV 注入部位（CA3） 

Retrobeads（Beads）は注入部位を可視化するために用い

た。スケールバーは 200 µm を表す。 
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図 3 新規環境暴露にて活性化する CA3 投射型

DG ニューロンによる vPAL 法の検証（TMP 濃

度） 

A. タイムコース。TMP 投与は NE 暴露の 15 分後に固定

し、TMP の濃度を 0、15、150 mg/kg に設定した。B. 

tdTomato 標識細胞の代表写真。スケールバーは 200 µm

を表す。C. 標識細胞数の定量解析。 n = 4（0 

mg/kg）、4（15 mg/kg）、3（150 mg/kg）; Kruskal-

Wallis test with Dunn's multiple comparisons test; 

mean ± s.e.m. *P < 0.05. 

A 

B C 

A 

B C 

図 4 新規環境暴露にて活性化する CA3 投射型

DG ニューロンによる vPAL 法の検証（TMP 投与

時間） 

A. タイムコース。TMP 濃度を 150 mg/kg に固定し、TMP

投与を NE 暴露の 15 分後、2 時間後、24 時間後に設定し

た。B. tdTomato 標識細胞の代表写真。スケールバーは

200 µm を表す。C. 標識細胞数の定量解析。 n = 6（15

分後）、5（2 時間後）、5（24 時間後）; Kruskal-Wallis 

test with Dunn's multiple comparisons test; mean ± 

s.e.m. *P < 0.05. 
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子殺し時・養育時に活動する MPOA 投射型 AHi ニューロンの同定 

子殺しや養育行動で活性化された MPOA 投射型

AHi ニューロンが vPAL により tdTomatoで標識

されるかどうかを調べるために、以下の 2 つの

グループを設定した（図 5、図 6A）。 

1) virgin グループは交尾経験のない雄マウス

で構成されており、子殺し行動を示す。 

2) paternal グループは雌マウスと同居させ、交配を経験させ、仔の出産を経験させた雄

マウスで構成されており、養育行動を示す。 

Dox投与後、各群のマウスは仔暴露、もしくはホームケージ（HC）に待機させた。virgin

グループには、対象マウスが仔マウスを咬まずに接触し舐めることができるように穴を開

けた金網ボールに入れた仔を、paternal グループには金網ボールを使わずに仔を 3匹ずつ曝

露した。子殺しや養育行動で活性化される AHi 内標識ニューロンの数は、HC 群と比較し

て多かった（図 6B–E）。 

  

図 5 実験スキームと AAV 注入部位（MPOA） 

Retrobeads（Beads）は注入部位を可視化するために用

いた。スケールバーは 200 µm を表す。 
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図 6 vPAL 法による子殺し・養育行動時に活動する MPOA 投射型 AHi ニューロンの標識 

A. タイムコース。黒色のマウスは雄マウス、ピンク色のマウスは雌マウスを表す。B. virgin マウスにおける HC

および子殺し（Infanticide; I）にて活性化した tdTomato 標識細胞。スケールバーは 200 µm を表す。C. 標識細

胞数の定量解析。n = 7（HC）、5（I）; Mann-Whitney test; mean ± s.e.m. *P < 0.05. D. paternal マウスに

おける HC および養育行動（Parenting; P）にて活性化した tdTomato 標識細胞。E. n = 6（HC） 、5（P）; Mann-

Whitney test; mean ± s.e.m. *P < 0.05. Abbreviations: LV, lateral ventricle; MeA, medial amygdala; vHipp, 

ventral hippocampus. 

A 

B

 

D 

C

 

E
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 これらの標識ニューロンの特異性を確認するために、vPAL によって tdTomato で

標識されたニューロンと c-Fos を発現しているニューロンとの重複を、子殺しまたは養育

行動のいずれかの行動後に調べた。子殺しによって活性化したニューロンを標識したマウ

スをさらに 2 群に分けた（図 7A）。 

1) I-I（infanticide-infanticide）グループは、virgin マウスを雄マウスと同居させ待機期間

の後、金網ボール内の仔マウスを再暴露させた。 

2) I-P（infanticide-parenting）グループは、virginマウスを雌マウスと交尾させ父親マウス

とした後、3 匹の仔マウスに曝露させた。 

また、養育行動によって活性化したニューロンを標識したマウスは P-P（parenting-

parenting）グループとして、引き続きメスと一緒に飼育し、再び 3 匹の仔マウスに曝露さ

せた。解析の結果、異なる行動をとるマウス（I-Pグループ）では、同じ行動をとるマウス

（I-I グループ、P-P グループ）に比べて、標識ニューロンの c-Fosとの重複率が低いこと

がわかった（図 7B、C）。 
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図 7 vPAL 法にて標識された細胞の特

異性の検討 

A. タイムコース。B. 各グループにおける

tdTomato 標識細胞および c-Fos 陽性細胞。白

矢印は tdTomato および c-Fos 陽性細胞を示

す 。 ス ケ ー ル バ ー は 200 µm を 表 す 。 C. 

tdTomato 標識細胞中の c-Fos 陽性細胞割合。

n = 4（I–I）, 5（I–P）, 4（P–P）; One-way 

ANOVA with Tukey’s multiple comparison 

test; mean ± s.e.m. ***P < 0.001; ****P < 

0.0001. Abbreviations: LV, lateral ventricle; 

MeA, medial amygdala; vHipp, ventral 

hippocampus. 

A 

B

 
C

 



15 

 

腹側海馬（vHipp）ニューロンも MPOA に投射しており 28,29、子殺しと養育行動

によって vPAL で標識された（図 8A）。しかし、c-Fos+/tdTomato+の割合は、I-I グルー

プ、I-Pグループ、P-Pグループの間で差が見られなかった（図 8B）。これらのデータ

は、MPOA 投射 AHi ニューロンのうち、子殺しによって活性化するニューロン（以下、I

ニューロン）と、養育行動によって活性化するニューロン（以下、Pニューロン）の 2 つ

の機能的に異なる亜集団が有意に分離していることを示唆するものである。 

  

図 8 子殺し・養育行動時に活動する MPOA 投射型 vHipp ニューロンの特異性の検証 

A. I-P グループの tdTomato 標識細胞および c-Fos 陽性細胞（左）。パネル（右）はそれぞれ AHi と vHipp を拡

大したものである。白矢印は tdTomato および c-Fos 陽性細胞を示す。スケールバーは 200 µm を表す。B. 

tdTomato 標識細胞中の c-Fos 陽性細胞割合。n = 3（I–I）, 5（I–P）, 4（P–P）; One-way ANOVA; mean ± 

s.e.m. n.s., not significant.  

A B
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考察 

AHi は機能が明らかではない脳領域であったが、2020 年以降、複数の研究により、交尾、

攻撃、子殺しなどの社会行動に寄与していることが報告された 18,30–32。視床下部腹外側

（VMHvl）投射型 AHi ニューロンはオス-オス間の攻撃行動を制御し 30–32、内側視索前核

（MPN）投射型 AHi ニューロンはオス-メス間の交尾を制御する 31。このように、AHi は

投射先に応じて複数の社会行動を制御する神経ハブであると考えられる。我々は、AHi の

MPOA 投射ニューロンが養育行動を抑制し、子殺しを促進することを報告した 18。一方、

c-Fos 免疫染色のデータより、MPOA 投射型 AHiニューロンの中には、子殺しもしくは養

育行動によって活性化されるようなヘテロな集団が存在することが示唆されていた。しか

し、技術的な制約から、MPOA 投射型 AHiニューロン間の異なる集団を詳細に分類するこ

とはできなかった。今回、新たに開発した vPAL 法を用いて、MPOA 投射型 AHiニューロ

ンの 2つの集団、子殺し時に活性化する I ニューロンと養育時に活性化する Pニューロン

を同定することに成功した。 

MPOA 投射型 vHippニューロンも子殺しと養育行動によって標識されたが、c-Fos

との重複率は同じ行動をさせたグループ（I-I グループ、P-Pグループ）と異なる行動をさ

せたグループ（I-P グループ）の間に有意差は認められなかった。この結果は、MPOA 投

射型 vHippニューロンは仔マウスとの社会性行動全般を同一のニューロンが制御している

ことを示唆しており、MPOA 投射型 AHi ニューロンにおける I ニューロンおよび Pニュー

ロンの機能多様性を支持している。このように、vPAL 法は、同じ出力領域に投射するニ

ューロンであっても、複数のヘテロな集団を分離することが可能である。 
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第 3 章 標識されたニューロン集団の特性探索 

 

緒言 

第 2 章では MPOA 投射型 AHi ニューロンには、子殺し時に活性化する I ニューロンと養育

時に活性化する Pニューロンが存在することを明らかにした。しかし、I ニューロンと P

ニューロンがどのような特徴を有しているかは不明である。本章では、vPAL を用いて標

識した I ニューロンと Pニューロンに対して、1）ホールセルパッチクランプ法による電気

生理学的特性探索、2）single cell RNA-seq による発現遺伝子解析を行う。各ニューロン集

団を詳細に分類し、特異的操作するために必要な分子マーカーやチャネル・受容体の探索

を行う。既存の分類法では抽出することが困難であったニューロン集団を新たに同定し、

その機能を解析することで行動制御に関わる神経回路研究のさらなる深化が期待される。 

 

結果 

I ニューロンと P ニューロンの電気生理学的特性 

virgin グループの I ニューロンおよび paternal グ

ループの P ニューロンの電気生理学的特性を調

べるために、ホールセルパッチクランプ記録を

行った（図 9）。AHi ニューロンは父性発現に

伴うシナプス可塑性を示すため 18、virgin グル

ープの I ニューロンに加えて、paternal グループ

の I ニューロン（I-P ニューロン）も解析した。

膜特性解析の結果、P ニューロンは I ニューロ

ンや I-Pニューロンと比較して、静止膜電位

（RMP）がより脱分極し、入力抵抗が低くなっ
図 9 電気生理学実験の実験スキーム 
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ていた（図 10、表 1）。興奮性は、Voltage-clamp mode で電位を-71 mV に固定し、ステ

ップ電流を注入して誘発された活動電位の数として測定した（+20 pA step、0–+380 pA）。

P ニューロンは I ニューロンよりも入力抵抗が低いことと一致して、興奮性が低かった

（図 11、表 2）。また、I-P ニューロンでは、Iニューロンと比べて低い興奮性が観察さ

れたが、これらの亜集団の間で膜電位に差はなかった（図 10、表 1）。次に、これらの

シナプス入力の特性を調べるために、自発的興奮性シナプス後電流（sEPSC）と自発的抑

制性シナプス後電流（sIPSC）の記録を行った。I-Pニューロンでは、I ニューロンと比べ

て sEPSC の頻度が有意に減少したが、振幅には変化がなかった（図 12A、B）。I ニュー

ロン、I-P ニューロン、Pニューロン間では、sIPSC の頻度や振幅に差は見られなかった

（図 12C、D）。さらに、微小 EPSC（mEPSC）と微小 IPSC（mIPSC）の頻度と振幅のい

ずれにも有意な差は観察されなかった（図 13）。これらの結果は、I ニューロンと Pニュ

ーロンが独自の膜特性を持つことを示している。また Iニューロンは父親になることで興

奮性が低下し、sEPSC の頻度が減少していた。 
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表 1 I ニューロン、I-P ニューロン、P ニューロンの膜特性 

n = 48（I）, 40（I–P）, 29（P–P; Time constant 以外）, 28（P–P; Time constant）; Kruskal-Wallis 

test（Membrane capacitance, Sag fraction）; One-way ANOVA（Time constant, Sag amplitude） 

 I I-P P 

Membrane capacitance（pF） 74.74±5.00  63.82±4.22 58.05±4.71 

Time constant（msec） 47.55+2.12 49.64+2.41 44.75+3.12 

Sag fraction（%） 27.83+1.24 29.26+1.61 30.11+1.78 

Sag amplitude（mV） 9.58+0.57 10.53+0.63 11.43+0.70 

図 10 I ニューロン、I-P ニューロン、P ニューロンの静止膜電位（RMP）、入力抵抗（Input 

resistance）、閾値（Threshold） 

n = 48（I）, 40（I–P）, 29（P–P）; One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test（RMP）; 

Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test（Input resistance）; One-way ANOVA

（Threshold）; mean ± s.e.m. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Adjusted P Value 0 pA 20 pA 40 pA 60 pA 80 pA 100 pA 120 pA 140 pA 160 pA 180 pA 200 pA 220 pA 240 pA 260 pA 280 pA 300 pA 320 pA 340 pA 360 pA 380 pA 

I vs. I-P 0.5818 0.921 0.7261 0.6068 0.8593 0.677 0.9118 0.9775 0.8865 0.7118 0.309 0.2905 0.0927 0.0497 0.0532 0.0315 0.0218 0.008 0.0091 0.0103 

I vs. P NA 0.981 0.9934 0.8395 0.898 0.6376 0.8172 0.9895 0.9726 0.907 0.7233 0.6581 0.3435 0.2349 0.2279 0.1747 0.1311 0.0499 0.094 0.0766 

I-P vs. P 0.5818 0.9703 0.6738 0.9209 0.9968 0.9963 0.9704 0.9973 0.9646 0.9023 0.6748 0.6927 0.632 0.5809 0.5856 0.5626 0.5727 0.5917 0.5249 0.5857 

表 2 図 13B の post-hoc test 詳細 

図 11 I ニューロン、I-P ニューロン、P ニューロンの注入電流に対する発火数 

A. +380 pA を注入した際の代表トレース。電位は-71 mV に固定した。B. 0 pA から+380 pA まで+20 pA ずつ

電流を注入した際の発火数。n = 33（I）, 36（I–P）, 29（P–P）; Two-way ANOVA with Tukey’s multiple 

comparison test. 

A B
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図 13  I ニューロン、I-P ニューロン、

P ニューロンの微小（miniature）EPSC

および IPSC 

A. mEPSC の代表トレース。電位は-86 mV に

固定した。B. mEPSC の振幅（Amplitude）

および頻度（Frequency）。n = 12（I）, 18

（I–P）, 10（P–P）; Kruskal-Wallis test; 

mean ± s.e.m. C. mIPSC の代表トレース。

電位は-60 mV に固定した。D. mIPSC の振幅

（Amplitude）および頻度（Frequency）。n 

= 7（I）, 9（I–P）, 7（P–P）;  Kruskal-Wallis 

test; mean ± s.e.m. 

図 12  I ニューロン、I-P ニューロン、

P ニューロンの自発的（spontaneous）

EPSC および IPSC 

A. sEPSC の代表トレース。電位は-86 mV に

固定した。B. sEPSC の振幅（Amplitude）お

よび頻度（Frequency）。n = 15（I）, 18（I–

P ） , 12 （ P–P ） ; Kruskal-Wallis test

（ Amplitude ） ; One-way ANOVA with 

Tukey’s multiple comparison test

（Frequency）; mean ± s.e.m. *P < 0.05. 

C. sIPSC の代表トレース。電位は-60 mV に

固定した。D. sIPSC の振幅（Amplitude）お

よび頻度（Frequency）。n = 11（I）, 11（I–

P ） , 10 （ P–P ） ; One-way ANOVA

（ Amplitude ） ; Kruskal-Wallis test

（Frequency）; mean ± s.e.m. 

B

 

D 

A 

C

 

B

 

D 

A 

C
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I ニューロンと P ニューロンのトランスクリプトーム解析 

I ニューロンと P ニューロンの遺伝子発現プロファイルを比較するために、single-cell 

RNA-seq（scRNA-seq）を実施した。ホールセルパッチクランプ法と同様の手法で I ニュー

ロンもしくは P ニューロンを標識したマウスの脳スライスを作製し、ガラスピペットを用

いて AHi の tdTomato 陽性ニューロンを採取した（図 14）。第２章でMPOA 投射型 AHi

ニューロンの一部は HC でも標識されることが示されている。そこで、非特異的な標識の

コントロールとして、仔マウスに曝露していないマウス（HC）の tdTomato 陽性ニューロ

ンも採取した。各サンプルの遺伝子プロファイル獲得後、教師なしクラスタリングにより

2 つのクラスターが同定された（図 15）。クラスターを vPAL 法による標識時の行動とリ

ンクさせると、非特異的な標識のコントロール（HC）はクラスター2にのみ含まれ、クラ

スター1 には含まれなかった（図 16A）。次に、AHi は anterior-posterior 方向に広がる脳領

域であるため、空間的なトランスクリプトームの違いを解析した。しかし、単一ニューロ

ンを採取した AHi の亜核では、クラスター内の特定の空間分布パターンは観察されなかっ

た（図 16B）。 

  

図 14 scRNA-seq の実験スキーム 

A. 実験のタイムコース。B. 単一細胞回収からシーケンスまでのスキーム。脳スライスから vPAL 法にて tdTomato 標

識された単一細胞を微小ガラスピペットを用いて採取した（左）。パネルは単一細胞を採取する様子を経時的に表して

いる。単一細胞から得られた mRNA から cDNA を合成し、ユニバーサルプライマーを付与した後、シーケンスを行っ

た（右）。 

B

 
A 
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図 16 クラスターに含まれる要素の検証 

A. vPAL 法にて標識した際の行動を示す UMAP プロット。B. 単一細胞を採取した AHi の亜核を

示す UMAP プロット。円グラフは各クラスターに含まれる要素を表す。Chi-square test; ****P < 

0.0001; n.s., not significant. 

図 15 遺伝子プロファイルの UMAP

プロット 

各サンプルの遺伝子プロファイルを UMAP

によって２つのクラスターに分類した。 

B

 

A 
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クラスター2 には非特異的な標識のコントロールが含まれていたため、クラスタ

ー1 に属するニューロンが特に行動による神経活動が引き起こされていたと考えた。そこ

で、クラスター1 内の I ニューロンと Pニューロン間の発現変動遺伝子（DEGs）を調べ

た。その結果、346 個の遺伝子が Iニューロンよりも P ニューロンで高い発現レベルを示

し、673 個の遺伝子が逆のパターンを示した（図 17）。これらの遺伝子のうち、ホスホリ

パーゼ C（PLC）シグナルを介する遺伝子（Plcg1；Phospholipase C, gamma 1）と G タンパ

ク質共役受容体（GPCR）シグナルを介する遺伝子（Htr7；5-hydroxytryptamine receptor 7、

Sstr3；Somatostatin receptor 3、Vipr1；Vasoactive intestinal peptide receptor 1）を、それぞれ

の集団を薬理学的に操作するための有力な候補として着目した。これらの遺伝子の Iニュ

ーロンおよび P ニューロン特異的な転写パターンを検証するために、in situ hybridization 

chain reaction（HCR）33を行った。I ニューロンでは、P ニューロンよりも Vipr1+Htr7-およ

び Sstr3+Plcg1-ニューロンが多く観察された（図 18A、B）。一方、P ニューロンでは

Htr7+Vipr1-と Plcg1+Sstr3-ニューロンが大きな割合を示した（図 18C、D）。 
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図 17 クラスター1における Iニ

ューロンと P ニューロン間の発

現変動遺伝子解析 

見出された発現変動遺伝子（DEG）の

発現量を示すヒートマップ（左）、お

よび volcano プロット（右）。紫色は

I ニューロン、青色は P ニューロンで

発現上昇している DEG を表す。 

図 18 I ニューロンおよび P ニューロンにおける mRNA の可視化 

A. tdTomato 標識細胞および Virp1、Htr7 陽性細胞。パネルは DEG を発現した tdTomato 標識細胞の代表写

真。スケールバーは 10 µm を表す。B. I ニューロンおよび P ニューロンにおける Virp1、Htr7 の発現割合。n 

= 52（I）, 34（P）。C. tdTomato 標識細胞および Sstr3、Plcg1 陽性細胞。D. I ニューロンおよび P ニューロ

ンにおける Sstr3、Plcg1 の発現割合。n = 28（I）, 45（P）。 

A B

 

D C
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これらの結果は、c-Fos 免疫染色および電気生理学的データと合わせて、MPOA

投射型 AHiニューロンの亜集団 I ニューロンと Pニューロンが機能的、電気生理的、分子

的に異なることを示すものである。 

 

考察 

電気生理学的実験により、virgin マウスの I ニューロンと paternal マウスの P ニューロンと

の間に、異なる膜特性が存在することが明らかになった。以前の研究では、I ニューロン

と Pニューロンを区別せず、MPOA 投射型 AHiニューロン全体の電気生理学的解析を行っ

たところ、virgin マウスと paternal マウスの間に膜特性の有意差は認められなかった 18。こ

れは、従来の細胞標識法では異なるニューロン集団間の特性の違いが十分に検出できない

ことを示唆している。vPAL 法は、従来は検出できなかった異なる機能や特性を持つ集団

を明らかにすることが可能である。 

 I ニューロンは父親になることでその興奮性および sEPSC の頻度が減少すること

が明らかになった。興奮性は Iニューロンの、sEPSC は I ニューロンへ興奮性神経投射を

行う上流脳領域の活動が可塑的に変化していることを示唆している。以前の研究では、

AHi 内抑制性介在ニューロンのオキシトシンに対する感受性が父親になることで増大する

ことを報告している 18。このように AHiは父親になることで可塑的変化を引き起こしやす

い脳領域であることが予想される。 
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第 4 章 特定のニューロン集団の薬理学的な操作 

 

緒言 

第３章のトランスクリプトーム解析に基づき、Pニューロンで多く発現するタンパク質を

薬理学的に操作することで、特定の神経集団の活性と機能を調節できるかどうかを検討し

た。5-HT7 受容体は Gs 結合型 GPCR であり 34,35、神経細胞の脱分極 36,37と可塑的変化 38を

引き起こすことが報告されている。そこで、5-HT7 受容体アゴニスト LP44 の投与によ

り、Htr7 を発現する P ニューロンが優位に活性化されるかどうかを調べた。さらに、

virgin マウスの P ニューロンを薬理学的に活性化させることで、仔マウスに対する子殺し

がどのように変化するかを確かめた。また、養育行動時に AHi 内で 5-HT 放出が起こって

いるかを確かめるために、ファイバーフォトメトリー記録による 5-HT 濃度変化を測定し

た。 

 

結果 

5-HT7 受容体シグナルを介した Pニューロンの脱分極 

vPAL 法にて I ニューロンを標識した virgin マウ

スと P ニューロンを標識した paternal マウスに

LP44（10 mg/kg）を腹腔内投与した後、c-Fosの

免疫染色を行った（図 19）。LP44 の投与によ

り、virginマウスおよび paternal マウスの AHi に

おける c-Fos陽性ニューロンの数が、vehicle 投与

マウスと比較して増加した（図 20A、B）。しか

し、LP44 によって誘導された c-Fos 陽性ニューロンの割合は、Pニューロンの方が Iニュ

図 19 LP44 投与による c-Fos 免疫染色の実験

スキーム 
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ーロンよりも有意に高かった（図 20C）。これは、LP44が Pニューロンをより選択的に

活性化させることを示唆するものである。 

  

図 20 LP44 投与による P ニューロンの活性化 

A. 各グループにおける tdTomato 標識細胞および c-Fos 陽性細胞。白矢印は tdTomato および c-Fos 陽性細胞を示

す。スケールバーは 200 µm を表す。B. AHi 内 c-Fos 陽性細胞数。C. tdTomato 標識細胞中の c-Fos 陽性細胞割合。

n = 4（I-vehicle）, 3（I-LP44）, 3（P-vehicle）, 5（P-LP44）; Two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison 

test; mean ± s.e.m. *P < 0.05; **P < 0.01. 

B
 

C
 

A 
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次に、P ニューロンに対する LP44 の効果を

評価するために、P ニューロンに対してホールセルパ

ッチクランプ記録を行い、LP44 を処置する前後の膜

特性を比較した（図 21）。LP44 の処理により、RMP

の有意な脱分極が引き起こされ、入力抵抗が増加した

（図 22A 左、B; 他の膜特性変化については表 3を参

照）。この作用は選択的 5-HT7 受容体拮抗薬 SB269970

の存在下で消失した（図 22A 右、C; 他の膜特性変化に

ついては表 4を参照）。これらのデータは、LP44の投与は 5-HT7 受容体シグナルを介し

た脱分極によって P ニューロンを Iニューロンよりも優位に活性化させることを示してい

る。 

  

図 22 LP44 処置による P ニューロンの脱分極 

A. LP44（左）、および SB269970 前処置時の LP44 処置前後（右）における過分極性応答の代表トレース。灰色は LP44

処置前、青色およびオレンジ色は LP44 処置後を表す。B. LP44 処置前後の RMP および Input resistance。n = 8; Wilcoxon 

matched-pairs signed rank test（RMP）; paired t-test（Input resistance）. C.SB269970 を前処置した際における LP44

処置前後の RMP および Input resistance。n = 7; paired t-test; mean ± s.e.m. *P < 0.05; ***P < 0.001; n.s., not 

significant. 

図 21 LP44 による電気生理学的特性解析の

実験スキーム 

B
 

A 

C
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 pre post p-value 

Membrane capacitance (pF) 59.23+3.00 56.71+3.09 0.3929 

Time constant (msec) 48.71+5.59 36.89+4.68 0.0024 

Threshold (mV) -46.27+1.81 -45.86+2.55 0.7637 

Sag fraction (%) 29.03+2.25 25.70+1.97 0.0535 

Sag amplitude (mV) 12.00+0.93 10.56+0.86 0.0349 

sEPSC amplitude (pA) 32.57+11.56 27.62+8.43 0.1094 

sEPSC frequency (Hz) 2.98+1.04 3.30+0.99 0.9453 

表 3 LP44 処置による P ニューロンの膜特性変化 

n = 8; paired t-test; mean（Membrane capacitance, Time constant, Threshold, Sag fraction, 

Sag amplitude） ; Wilcoxon matched-pairs signed rank test（sEPSC amplitude, sEPSC 

frequency）; mean ± s.e.m. 

 pre post p-value 

Membrane capacitance (pF) 65.66+11.97 63.82+10.29 0.5781 

Time constant (msec) 48.17+6.02 47.73+8.07 0.8125 

Threshold (mV) -47.73+1.51 -46.89+1.91 0.5781 

Sag fraction (%) 28.61+5.08 27.01+3.53 0.375 

Sag amplitude (mV) 11.70+1.84 10.84+1.40 0.4687 

sEPSC amplitude (pA) 22.77+5.26 20.89+2.77 0.9375 

sEPSC frequency (Hz) 2.29+0.74 2.30+0.70 0.9375 

表 4 LP44 処置による P ニューロンの膜特性変化 

n = 7; paired t-test; mean（Time constant, Threshold, Sag fraction, sEPSC frequency）; 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test（Membrane capacitance, Sag amplitude, sEPSC 

amplitude）; mean ± s.e.m. 
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LP44の投与による養育行動の促進 

LP44を用いた Pニューロンの選択的活性化

が、仔マウスに対する社会的行動を制御する

かどうかを検証した。AHi に LP44 を直接注

入するために、virgin マウスにガイドカニュ

ーレを埋め込み、回復期間後、行動試験を行

った（図 23）。vehicle または LP44 を投与

しない Pre-test では、マウスは子殺しを示し

た（図 24A）。翌日以降、行動試験の 15 分

前に vehicle または LP44 を AHiにマイクロインジェクションした。その結果 LP44の投与

により、Pre-test と比較して子殺しが抑制され、子育て行動が促進されたが、vehicle 投与で

はこの行動変化は観察されなかった。仔マウスに対する行動パターンに従って評価した

parenting score18,39は、LP44 グループが vehicle グループに比べ有意に高かった（図 

24B）。 

  

図 23 実験スキームとカニューレ痕 

スケールバーは 200 µm を表す。 
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図 24 AHi への LP44 局所投与が virgin マウスの子殺しに与える影響 

A.仔マウスに対する行動の割合（左）と子殺しを行うまでの潜時の累積確率（右）。上段は vehicle を、下段は LP44 を行動試

験前に投与したグループである。B. Parenting score。n = 6（Vehicle）, 6（LP44）; Two-way RM ANOVA with Tukey's 

multiple comparisons test; means ± s.e.m. *P < 0.05; ***P < 0.001; ****P < 0.0001（同日の vehicle グループと比較）; 

$$P < 0.01; $$$P < 0.001; $$$$P < 0.0001（グループ内の pre と比較）. 

B
 

A 
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次に、LP44 の全身投与でも同様の効果が得られるかを検討した（図 25A）。

virgin マウスに LP44（10 mg/kg）を腹腔内投与すると、Pre-test と比較して一部の個体で子

殺しが抑制された（図 25B）。しかし、LP44 グループと vehicleグループの間で parental 

score は統計的に有意ではなかった（図 25C）。そこで virginマウスの代わりに、仔マウス

に対して子殺しと養育行動を示す個体が混在した中間的なモデル（father in gestation 

experience; FGE）18,40に LP44 の腹腔内投与を行った（図 25D）。過去の報告の通り Pre-

test では子殺しと養育行動を示す個体が混在していた（図 25E）。vehicle グループでは養

育行動を示す個体の割合が日々増加したが、予想と反して LP44 群では増加せず、parental 

score にも有意差がないことが観察された（図 25F）。この結果は、特に FGE マウスにお

ける全身性 5-HT7 活性化の未知の効果を示唆していると思われる。 
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  図 25 LP44 全身投与が virgin マウスおよび FGE マウスの仔マウスに対する行動に与える影響 

A. virgin マウスを用いた実験タイムコース。B. 仔マウスに対する行動の割合（左）と子殺しを行うまでの潜時の累積確

率（右）。上段は vehicle を、下段は LP44 を行動試験前に投与したグループである。C. Parenting score。n = 6

（Vehicle）, 8（LP44）; Two-way RM ANOVA with Tukey's multiple comparisons test; means ± s.e.m.  $P < 

0.05（グループ内の pre と比較）. D. FGE マウスを用いた実験タイムコース。E. 仔マウスに対する行動の割合（左）と

子殺しを行うまでの潜時の累積確率（右）。上段は vehicle を、下段は LP44 を行動試験前に投与したグループである。

F. Parenting score。n = 6（Vehicle）, 6（LP44）; Two-way RM ANOVA with Tukey's multiple comparisons test; 

means ± s.e.m.  $P < 0.05（グループ内の pre と比較）; n.s. not significant. 

 

 

B

 

D 

A C

 

E F 
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組織学的、電気生理学的、行動学的データを総合すると、AHi への LP44 の局所

注入による Pニューロンの薬理学的活性化は、仔マウスへの行動を子殺しから養育行動へ

と十分に偏らせることが示唆された。 

 

養育行動の開始に関連する 5-HT の放出 

養育行動中の AHi における内在的な 5-HT の動態を理解するために、GPCR-activation-based 

5-HT senser（GRAB_5HT）41を用いて 5-HT 放出をモニターするファイバーフォトメトリ

ー記録実験を実施した。GRAB_5-HT は 5-HT2c 受容体に改変型 GFP を結合した 5-HT セン

サーであり、細胞外 5-HT の結合に伴う受容体の立体構造変化によって GFP シグナルを発

する。そこでまず、GRAB_5HT の機能確認を行った。MPOA 投射型 AHiニューロンに

GRAB_5HT を発現させた脳スライスを作製し、共焦点レーザー顕微鏡で蛍光強度を経時的

に観察した（図 26）。5-HT を処置した際に GFP シグナルの有意な増大が見られたことか

ら、GRAB_5HT は既報の通りセロトニン依存的に蛍光強度を変化させることが示された。 
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図 26 MPOA 投射型 AHi ニューロンにおける

GRAB_5HT の検証 

A. 5-HT 処置前後における GRAB_5HT 発現脳スライ

スの GFP シグナル。スケールバーは 200 µm を表す。

B. GFP シグナルの経時変化。実線は平均、網掛け部

は s.e.m.を表す。C. GFP シグナルの定量解析。n = 6; 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test. *P < 

0.05. 

B
 

A 

C
 



37 

 

 

雄マウスの MPOA に逆行性に Cre を発現する AAV（AAVretro2-CAG-Cre）、AHi

に Cre依存的に GRAB_5HT を発現する AAV（AAV9-hsyn-DIO-GRAB_5HT3.5）を注入

し、AHi の上に光ファイバーを埋め込んだ（図 27）。回復後、雌マウスと一緒に飼育し

paternal マウスを作製した。GRAB_5HT シグナルは、仔マウスをケージ内に置いたとき

（placing a pup）、および仔マウスの匂いを嗅ぐ（sniffing）、仔マウスを咥え巣へ連れて

帰る（lifting）、巣内で養育行動を行う（parenting）などの仔マウスに対する行動時に記録

された。ファイバーフォトメトリー記録により、MPOA 投射型 AHiニューロンは lifting の

タイミングで GRAB_5HT シグナルの有意な増加を示したが、他の行動では見られなかっ

た（図 28）。 

図 27 実験スキームと AAV 注入部位（AHi） 

スケールバーは 200 µm を表す。 
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図 28 仔マウスへの行動における 5-HT ダイナミクス 

各行動前後における MPOA 投射型 AHi ニューロンの蛍光強度変化（左）。各行動は 0 秒のタイミングで開始されている。実

線は平均、網掛け部は s.e.m.を表す。蛍光シグナルの曲線下面積（AUC）変化（右）。行動の開始前 5 秒と開始後 10 秒を比

較した。 n = 7; paired t-test（Placing a pup, Sniffing, Parenting）; Wilcoxon matched-pairs signed rank test（Lifting）; 

*P < 0.05. 
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選択的セロトニン再取り込み阻害剤であるエスシタロプラムを腹腔内投与し、シ

ナプス間隙に 5-HT を蓄積させたところ、MPOA 投射 AHiニューロンの GRAB_5HT シグ

ナルが増加した（図 29）。したがって、lifting 後の GRAB_5HT シグナル増加は AHi での

5-HT 放出によるものであることが示唆された。 

 

  
図 29 エスシタロプラム投与による蛍光強度変化 

A. 実験スキーム。B. 蛍光強度の経時変化。実線は平均、網掛け部は s.e.m.を表す。n = 3。 

B
 

A 
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考察 

LP44 は I ニューロンよりも P ニューロンを優位に脱分極させ、virgin マウスの AHi に局所

投与し、P ニューロンを活性化させることで養育行動を促進させることができた。一方、

LP44 の全身投与でも virgin マウスの養育行動を一部促進させたが、AHi への局所投与に比

べその寄与は小さかった。さらに、FGE マウスへの全身投与では逆説的な効果が観察され

た。5-HT7 受容体は大脳辺縁系に広く発現しており、その活性化は AHi 以外の領域でも複

雑な制御を及ぼす 42。scRNA-seq により、Htr7は背側縫線核（DRN）のセロトニン作動性ニ

ューロンを制御するグルタミン酸または GABA 作動性ニューロンに発現していることが明

らかになり 43、同じく 5-HT7 受容体作動薬 AS19 の全身投与は DRN のセロトニン作動性ニ

ューロンの発火頻度を下げることが細胞外記録から実証されている 44。いくつかの矛盾はあ

るものの、5-HT レベルは攻撃性の高さと負の相関がある（セロトニン欠乏仮説）45。したが

って、LP44 の全身投与によって、DRN ニューロンからの 5-HT の放出が減少し、AHi を介

した子育てが妨害される可能性がある。 

社会的行動は複数の神経調節物質によって厳密に制御されている。その中でも 5-

HT は、性行動、攻撃行動、社会性を制御していることが広く知られている 46–48。仔マウ

スへの社会性行動において、5-HT 作動性ニューロンを含む DRN は、virgin マウスに比

べ、paternal マウスでは仔マウスとの接触により活性化されることが報告されている 49。さ

らに、5-HT を合成する酵素であるトリプトファン水酸化酵素 2（Tph2）を欠損したセロト

ニン欠損母マウスは、ネグレクトなどの不適切な養育行動を示す 50ことから 5-HT による

養育行動への寄与が示唆されているが、5-HT が養育行動を直接的に制御しているかどうか

は、あまり分かっていない。LP44 を用いた一連のデータおよび GRAB_5-HT のファイバー

フォトメトリー記録から、仔マウスを巣へ連れて帰る際に放出される 5-HT と AHiの 5-

HT7 受容体を介した養育行動の促進との間に重要な関連性を示唆された。 
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GRAB_5HT を用いたファイバーフォトメトリー記録により、paternal マウスの仔

マウスへに対する社会性行動のうち、子育ての開始ともいえる lifting の後 10 秒において

5-HT の増大を観察した。この結果は、MPOA 投射型 AHiニューロンへの 5-HT 放出が

lifting を促進するのではなく、lifting によって 5-HT 放出が促進されていることを示唆して

いる。すなわち、5-HT は仔マウスに対する行動選択よりも、行動決定後の養育行動の促

進・維持にかかわっていると考えられる。仔マウスに対する行動選択が他の脳領域の寄与

により決定し、仔マウスを咥えた際の感覚入力が DRN の 5-HT ニューロンの活動を上昇さ

せ、MPOA 投射型 AHiニューロンへの 5-HT 放出が誘発されることで、巣内での養育行動

が促進されるのだろう。virgin マウスも paternalマウスと同様に仔マウスを咥えるが、しば

らく咥えた後、そのまま噛み殺してしまう。LP44 の投与は、virgin マウスが仔マウスを咥

えた際の 5-HT 放出を模倣することで養育行動を促進することが推測される。 
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第５章 さいごに 

 

総括 

本研究では、投射特異性と活動依存性に基づく新しい細胞標識法である vPAL 法を用い

て、MPOA 投射型 AHiニューロンにおいて、それぞれ Iニューロン、P ニューロンという

子殺しと養育行動を仲介する２つの異なるニューロン集団を同定した。これらの相反する

ニューロン集団は、電気生理学的および分子的に異なる特性を示した。さらに、P ニュー

ロンで優位に発現する 5-HT7 受容体のアゴニストを投与すると、P ニューロンが脱分極

し、子殺しが抑制され、virgin マウスの養育行動が促進されることが明らかになった（図 

30）。 
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図 30 本研究で明らかになったこと 
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I ニューロンと P ニューロンの活性化による機能 

我々は、Pニューロンの薬理学的な活性化が子育てを促進することを実証した。一方、以

前の研究で MPOA 投射型 AHi ニューロン全体（おそらく I ニューロンおよび Pニューロ

ン）を活性化したところ、むしろ子殺しが促進された 18。これは、Iニューロンと Pニュ

ーロンの興奮性の違いで説明できるかもしれない。I ニューロンは Pニューロンに比べて

入力抵抗性と興奮性が高いことから、MPOA 投射型 AHiニューロンを同時に活性化させる

と I ニューロンの活性化が優位に働くため、Iニューロンを介した行動制御が優先的に引き

起こされた可能性が考えられる。 

 

I ニューロンと P ニューロンの制御メカニズム 

I ニューロンと P ニューロンを個別に制御する in vivo のメカニズムには、1）各ニューロン

の個別での活性化、2）各ニューロンの出力先での制御が想定される。1 については、各ニ

ューロン特異的に発現している受容体と神経伝達物質によって引き起こされていると推測

しており、候補として 5-HT が挙げられる。仔マウスを抱き上げると AHi での 5-HT 放出

が見られ、P ニューロンは Htr7の発現が高いため、I ニューロンよりもむしろ Pニューロ

ンが優位に脱分極することがわかった。Iニューロンについても優位に発現している受容

体やチャネル遺伝子が見つかっていることから、特定の神経伝達物質が個々のニューロン

集団を制御していることが予想される。 

もしくは、Iニューロンと Pニューロンを制御する上流脳領域が異なっているか

もしれない。これまでに、仔マウスへの行動選択には嗅覚情報が重要であることが報告さ

れている 40,51。嗅覚情報は嗅上皮を介した主嗅球系と鋤鼻器を介した副嗅球系に分類され

る。主嗅球系の匂い受容体には 3 型アデニル酸シクラーゼ（AC3）が必要であるが 52、

AC3 を KO したマウスは養育行動を示さないことが明らかになっている 51。一方で、鋤鼻

器を外科的に切除すると子殺しが見られなくなり、virgin マウスであっても養育行動を示
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す 40。したがって、主嗅球系と副嗅球系および下流シグナルがそれぞれ養育行動と子殺し

に必要である。これらの感覚入力がどのように各下流脳領域に伝達され行動を引き起こす

かは不明であるが、本研究で見出された I ニューロンと Pニューロンがこれらの感覚入力

をそれぞれ特異的に受け取っており、異なる行動が引き起こされている可能性が考えられ

る。 

2 については、Iニューロンおよび P ニューロンの出力先である MPOA が機能

的 53–55、分子的 56にヘテロであることに着目した仮説である。MPOA 内には養育行動のみ

ならず 12–14,16、子殺し時に活性化するニューロン集団が存在することが報告されてい

る 57。このことから、子殺しに寄与する MPOA ニューロンが AHiの I ニューロンから選択

的に入力を受け、養育行動に寄与する MPOA ニューロンは P ニューロンから選択的に入力

を受けるという仮説を検証する必要がある。 

 

vPAL 法の活用 

これまでの中枢神経研究は、特定の脳領域あるいは神経路に着目した研究が主であった。

しかし、詳細な神経機能解析や医療応用へつなげるためには、特定の脳機能との関連にも

着目したアプローチが必要である。本研究では、①vPAL 法を用いて、投射先に応じて分

類されたニューロンを特定の行動時における活性化状態でさらに分類し、②分類されたニ

ューロン集団に対して scRNA-seq を行い各行動時に活動するニューロン集団を特異的に活

動操作するための標的受容体を同定し、③脳スライスパッチクランプ法を行い電気生理学

的特性の違いを明らかにし、④各ニューロン集団を特異的に活性化・抑制する薬物を投与

し行動変化の解析を行った。これら一連のアプローチにより、行動あるいは病態を制御す

るための標的分子の探索法を構築し、中枢神経疾患に対する新規治療薬開発に役立つ研究

手法と治療標的分子の獲得が望まれる。また、本研究により確立された vPAL 法は様々な

脳科学研究に広く活用でき、既存の細胞標識法では抽出することが困難であった、特定の
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脳機能に関与するニューロン集団を新たに同定することで、脳科学研究に大きなインパク

トを与えることが期待される。 
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実験方法 

 

1 実験動物 

すべての実験は米国国立保健研究機構のガイドラインに沿って行われ, 北海道大学動物実

験委員会の承認を得ている。実験には、C57BL/6Jおよび Ai9（RRID:IMSR_JAX:007909）マ

ウスを用いた。すべての実験動物は、明暗周期が 12時間（明期; 7:00-19:00, 暗期; 19:00-7:00）、

さらにマウスは摂食・飲水が自由に行える室内環境の下で飼育した。出生後 28 日で離乳し、

雌雄別々に 2-6 匹を同じケージ内で集団飼育した。父親マウスは 1 匹の雌マウスと同居さ

せ、交尾、パートナーの出産、仔マウスとの 3 日以上の同居を経験させることで作製した。

Father in gestation（FGE）マウスは父親マウスと同様の手順で、妊娠後期まで 1 匹の雌マウ

スと同居させ、出産や仔マウスと対面させなかったマウスのことを指す。 

 

2 インジェクション手術 

術前にマウスを 3 種混合麻酔 58（メデトミジン 0.3 mg/kg、 ミタゾラム 4.0 mg/kg、 酒石酸

ブトルファノール 5.0 mg/kg）もしくはケタミン/キシラジン（塩酸ケタミン 65 mg/kg、塩酸

キシラジン 13 mg/kg）の腹腔内投与により深麻酔した。頭蓋にドリルで穴をあけ、ミネラ

ルオイルで満たしたガラス電極を用いてアデノ随伴ウイルス（AAV）を MPOA（Bregmaに

対して AP +0.1 mm; ML ±0.70 mm; DV −5.1 mm）、AHi（Bregma に対して AP −2.4 mm; ML 

±2.60 mm; DV −5.1 mm）もしくは dorsal CA3（Bregma に対して AP −1.9 mm; ML ±2.50mm; 

DV −2.0 mm）に注入した。 

活動依存的かつ出力特異的な標識法のために、AAV2retro-ESARE-Tet3G-STOP-

TRE3Gs-DD-Cre（2 × 1012 genome copies（gc）/ml; 鹿児島大学・奥野教授より提供）と 0.1 % 

Green Retrobeads（LumaFluor）を Ai9雄マウスの左側 MPOA に 200 nL 注入した。回復後、

AAV 注入マウスを他の雄マウスと集団飼育、または雌マウスと同居し、3 週間以上待機さ
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せ導入遺伝子を発現させた。 

トリメトプリム（TMP）の投与条件検討のために、Ai9 雌雄マウスの左側 dorsal CA3

に AAV2retro-ESARE-Tet3G-STOP-TRE3Gs-DD-Creと 0.1 % Green Retrobeadsを注入した。回

復後、AAV 注入マウスを同性マウスと集団飼育し、3 週間以上待機させ導入遺伝子を発現

させた。 

薬理学実験のために、C57BL/6J雄マウスに 26G ガイドカニューレを両側 AHi から

0.5 mm上部に埋め込んだ。ガイドカニューレはスーパーボンド（サンメディカル株式会社）

を用いて頭蓋骨に固定した。マウスは個飼いで 3-4 日飼育した。 

ファイバーフォトメトリー実験のために、C57BL/6J 雄マウスの左側 MPOA に

AAV2retro-CAG-Cre（5.3 × 1012 gc/mL; UNC Vector Core）と 0.1 % Red Retrobeads（LumaFluor）

を、左側 AHiに AAV9-hsyn-DIO-GRAB_5HT3.5（9.95 × 1013 gc/ml; WZ Biosciences Inc.）をそ

れぞれ 200 nL 注入した。さらに、光ファイバー（0.50 NA, φ400 µm; Thorlabs）を左側 AHi

に埋め込み、スーパーボンドで頭蓋骨に固定した。回復後、AAV を注入したマウスを雌マ

ウスと 4 週間以上同居させ、導入遺伝子を発現させた。光ファイバーが外れたマウスは ex 

vivo 脳スライスイメージング実験に使用した。 

 

3 使用薬物 

ドキシサイクリン塩酸塩水和物（Cayman Chemical）およびエスシタロプラムシュウ酸塩（東

京化成工業株式会社）は生理食塩水で、トリメトプリム（Sigma-Aldrich）はジメチルスルホ

キシド（DMSO）で、塩酸セロトニン（Sigma-Aldrich）は HEPES-Tyrode で希釈したものを

使用直前に調製した。20％ DMSO/生理食塩水で希釈した LP44（Abcam）と 17% DMSO/生

理食塩水で希釈した SB269970 塩酸塩（Tocris）をストック溶液として分注し、-20℃で保存

した。 
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4 vPAL 法を用いた活動依存的かつ出力特異的な標識法 

vPAL 法による I ニューロンと P ニューロンの標識のため、MPOA に AAV2retro-ESARE-

Tet3G-STOP-TRE3Gs-DD-Cre を注入したマウスは、仔暴露の 2日前まで集団飼育し、その後

は新しい床敷き（Alpha-Dri; Shepherd Specialty Papers）と巣材（Nestlet; Ancare）を含むケー

ジに個別に加えた。仔暴露の 1 日前に、マウスに 100 mg/kg のドキシサイクリン（Dox; 10 

mg/mL）を腹腔内投与した。翌日、I ニューロンの標識のために、子殺し群マウスに金網ボ

ール（直径 45 mm; Minex Metal）に入れた仔マウスに 30分間暴露した。金網ボールには 10

個の穴（直径約 5 mm）が開いており、マウスは噛むことなく直接仔マウスに接触し、なめ

ることができる。P ニューロンの標識のために、父親群マウスに 3 匹の仔マウスに 30 分間

直接接触させた。ホームケージ（HC）群マウスは元のケージにとどめた。15 分後、マウス

に 150 mg/kgの TMP（75 mg/mL）を腹腔内投与した。1 週間後、マウスを安楽死させ標識細

胞の定量解析を行った。ほかの実験では、1 週間以上待機してからマウスを安楽死させた。 

 c-Fos 免疫染色実験では、vPAL 法で標識した各マウスを雄マウス、もしくは雌マ

ウスと同居させ、3 週間以上の待機期間の後、再度仔暴露を行った。仔暴露の 90 分後にマ

ウスを麻酔し、PBS に溶解した 4% パラヒルムアルデヒド（PFA）で経心灌流した。脳サン

プルは免疫組織学実験に利用した。 

 vPAL 法による新奇環境活性

化 ニ ュ ー ロ ン の 標 識 の た め 、

AAV2retro-ESARE-Tet3G-STOP-

TRE3Gs-DD-Cre を dorsal CA3 に注入

したマウスを新奇環境に暴露する 1週

間前まで集団飼育し、その後は新しい床敷きを含むケージで個飼いとした。Dox 腹腔内投与

の 1 日後、マウスを Alpha-Dri、巣材、50mL ファルコンチューブ、綿棒を含む新規ケージに

30 分間導入した（図 31）。TMP の用量依存的な細胞標識を確認するために、新規環境暴露

図 31 新奇環境暴露に用いたテストケージ 



50 

 

の 15分後に、0（vehicle）、15、もしくは 150 mg/kg の TMPを腹腔内投与した。DD-Creの

ターンオーバーの時間経過を評価するために、新規環境暴露の 15 分後、2 時間後、もしく

は 24時間後に 150 mg/kg の TMP を腹腔内投与した。1週間後、マウスをペントバルビター

ルナトリウム（50 mg/kg、i.p.）で麻酔し、4% PFA で経心灌流した。 

 

5 薬理学実験 

LP44の局所投与実験のために、ガイドカニュ

ーレを埋め込んだマウスを 2 日間、ハンドリ

ングとカニューレ注入に慣らした。その後、

アルファドライと巣材を入れたケージで飼

育した。被験マウスのケージに 3 匹の仔マウ

ス（生後 1–6日）を巣以外の隅に加え、仔マ

ウス指向性行動試験を行った（図 32）。試験

は 1日 1 回、5 日連続で日中に 30分間行った。Pre-test では被験マウスは薬液を投与せずに

試験を実施した。Day1-4 では、マイクロシリンジポンプ（100 nL/min）に接続した 33G イ

ンターナルカニューレを介して LP44（5 mM/200nL/side）または vehicle を注入した。注入 15

分後に仔マウス指向性行動試験を行った。Parental score は、過去の報告 18,39に従って評価し

た（4＝全頭回収、3＝1–2頭回収、2＝回収せず、1＝実験ケージに入れてから 3 分以降に少

なくとも 1頭が攻撃された、0＝実験ケージに入れてから 3 分以内に少なくとも 1頭が攻撃

された）。仔マウスが 2秒以上悲鳴をあげる、もしくは目に見える傷が見えた場合、実験を

終了した。傷がある仔マウスは直ちに安楽死させた。行動試験後、ガイドカニューレの痕跡

の位置から注入部位を確認した。 

 LP44 の全身投与にために、1–4 日目に LP44（10 mg/kg）または vehicleを腹腔内投

与した。投与後 15分で仔マウス指向性行動試験を行った。 

図 32 仔マウス指向性行動試験の概略図 
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6 ファイバーフォトメトリー 

ファイバーフォトメトリー記録は、4 ports Fluorescence Mini Cube（ilFMC4-G2_IE（400-410）

_E（460-490）_F（500-550）_S）、LED Driver（LEDD_2）、Doric Neuroscience Studio V5（Doric 

Lenses）で制御する Fiber Photometry Consoleで構築した Doric systemで実施した。GRAB_5HT

の isosbestic fluorescence（405 nm）および 5-HT 依存性蛍光（465 nm）を 100 Hz で記録した。

465 nmと 405 nmの LED は、221 Hz と 334 Hz で正弦波的に変量された。LED の強度は、

各信号に対して 150-200 mV の電圧を返すように調整した。EthoVision XT 16（Noldus）を用

いてファイバーフォトメトリー記録中の行動をビデオ録画した。光計測信号とマウスの行

動を一致させるために、ビデオ録画と同時に TTL パルスを Doric Neuroscience Studio V5 へ

送信した。 

 養育行動中のファイバーフォトメトリー記録は、パッチコードをマウスに接続後

少なくとも 30分間待機させてから実施した。被験マウスのホームケージに 1 匹の仔マウス

を加え、養育行動が観察されるまで記録を行った。行動イベント（仔マウスを巣内に置く、

仔マウスの匂いを嗅ぐ、仔マウスを咥える、巣内で養育行動を行う）のタイミングはファイ

バーフォトメトリー記録を観察していない実験者が決定した。「仔マウスを巣内に置く」と

は、仔マウスがホームケージに置かれ、実験者の手がケージの上部から離れたときと定義し

た。「仔マウスの匂いを嗅ぐ」とは、被験マウスが初めて仔マウスに鼻を近づけたときと定

義した。「仔マウスを咥える」とは、被験マウスが初めて仔マウスを口で咥え、仔マウスを

傷つけることなく巣まで運んだときと定義した。「巣内で養育行動を行う」とは、被験マウ

スが巣の中で仔マウスをなめることと定義した。 

 エスシタロプラム投与後のファイバーフォトメトリー記録は、パッチコードをマ

ウスに接続後少なくとも 30 分間経過してからベースライン信号を記録した。その後、被験

マウスに生理食塩水、10 mg/kg エスシタロプラム、100 mg/kg エスシタロプラムを 30 分お
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きに腹腔内投与した。 

 ファイバーフォトメトリー記録は Guppy59を用いて解析した。ベースライン蛍光は、

465 nm チャネルに対する 405 nm チャネルの最小二乗多項式フィッティングにより算出し

た。蛍光強度変化 ΔF/F は以下の式で算出した。 

∆𝐹/𝐹 =  （𝐹465  − 𝐹405_𝑓𝑖𝑡𝑡𝑒𝑑）/𝐹405_𝑓𝑖𝑡𝑡𝑒𝑑 

刺激前後時間ヒストグラム（PSTH）は各行動イベントの開始時刻に zスコアの ΔF/F シグナ

ルを合わせて作成した。養育行動について、-5–0 秒と 0–10 秒の z スコア化 ΔF/F シグナル

の曲線下面積（AUC）を比較した。 

 

7 電気生理学実験 

ペントバルビタールナトリウム（30 mg/kg, i.p.）によりマウスを深麻酔し、混合ガス（95% 

O2/5% CO2）を飽和させた氷冷 cutting solution（126 mM choline chloride, 2.5 mM KCl, 1.25 mM 

NaH2PO4, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 10 mM glucose, pH 7.3）を経心灌流した。

振動刃ミクロトーム（VT1200; Leica）を用いて AHi を含む脳スライス（厚さ 230 µm）を作

製した。作製した脳スライスは 20–30 分間、32℃の混合ガス（95% O2/5% CO2）を飽和させ

た人工脳脊髄液（artificial cerebrospinal fluid; ACSF, 126 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.25 mM 

NaH2PO4, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 26 mM NaHCO3, 10 mM glucose, pH 7.3）でインキュベー

ションし、その後記録まで室温に保った。記録時には、混合ガスを飽和させた ACSF（32℃-

34℃）が 2–4 ml/min で灌流されるチャンバー内に脳スライスを移した。tdTomato を発現し

ている神経細胞は、40倍の拡大レンズと赤外線カメラ（IR-1000; DEGE-MTI）を用いて観察

した。信号は Multiclamp 700B amplifier（Molecular Devices）を用い、3 kHz でフィルタリン

グして取得した。記録用ガラス電極の抵抗は 4–9 MΩ になるよう作製した。内部溶液は、132 

mM K-gluconate, 3 mM KCl, 10 mM HEPES, 0.5 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 12 mM Na-

phosphocreatine, 4 mM Mg-ATP, 0.5 mM Na-GTP, 0.2% biocytin（pH 7.25）で約 295 mOsm とし
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た。液間電位差（11 mV）は補正を行った。アクセス抵抗

が 30 MΩ 以下で、正電流注入により活動電位がオーバー

シュートする神経細胞を解析に含めた。膜特性として、静

止膜電位、入力抵抗、膜容量、発火閾値、Time constant、

Sag fraction、Sag amplitude を記録した。入力抵抗は、

Current-clamp mode で電流注入に対する活動電位の振幅から得られた電圧-電流の近似直線

から推定した。発火閾値は、Current-clamp mode の発火時における活動電位の微分値（dV/dt）

が 10 mV/msを超えた際の膜電位と定義した。Time constant は、Current-clamp mode で-20 pA

の電流注入に対する過分極電圧応答について、Clampfit v.11.2（Molecular Devices）

の”exponential, standard”関数でフィットさせて決定した。Voltage sagは、Current-clamp mode

で過分極電位のピーク（Vmin）が-100 mV 付近となるトレースを用いて、ベースとなる電位

（Vbase）および安定時の電位（Vss）から次の計算式により Voltage sag を算出した 60（図 33）。

また、Vmin-Vssを sag amplitude と定義した。 

Voltage sag (%) =
(Vmin – Vss)

（Vmin  – Vbase）
× 100 

 興奮性シナプス後電流（EPSC）の記録では、Voltage-clamp mode で-86 mV に電位

を固定し、自発的興奮性シナプス後電流（sEPSC）には ACSF にピクロトキシン（PTX; 100 

µM）を、微小興奮性シナプス後電流（mEPSC）の記録にはさらにテトロドトキシン（TTX; 

1 µM）を添加した。抑制性シナプス後電流（IPSC）の記録では、Voltage-clamp mode で-60 

mV に電位を固定し、自発的抑制性シナプス後電流（sIPSC）には ACSF に 6-シアノ-7-ニト

ロキノキサリン-2,3-ジオン（CNQX; 20 µM）と MK-801（20 µM）を、微小抑制性シナプス

後電流（mIPSC）の記録にはさらに TTX（1 µM）を添加した。すべての自発的シナプス後

電流および微小シナプス後電流は 10 分間記録した。 

 LP44 と SB269970 の膜特性と sEPSC に対する効果を確認するために、100 µM PTX

を前処理した後、LP44 処置前の膜特性と 5 分間のベースライン sEPSC を記録した。次に、

図 33 Voltage sag の代表トレース 
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10 µM LP44 を 15 分間処置し、最後の 5 分間の sEPSC を処置後として記録した。その後、

処置後の膜特性を記録し、それぞれ処置前と比較した。5-HT7 受容体の活性を阻害するため、

10 µM SB269970を記録の少なくとも 10分前に前処置した。 

 

8 単一細胞サンプリング 

vPAL 法を用いて、MPOA 投射型 AHi ニューロン中の I ニューロン、P ニューロン、HC で

活性化したニューロンを標識した。標識後 1 週間以上経過したマウスの AHi を含む脳スラ

イスを電気生理学実験と同じプロトコルで作製した。ACSF を含む 1–3 MΩのガラス電極を

用いて、tdTomato 陽性の神経細胞にアプローチした。陽圧をかけた後、他の細胞を回収しな

いように、弱い陰圧で単一神経細胞を吸引した。採取した神経細胞をシリコンコーティング

された PCR チューブ（Biomedical Science）中の 10 µL の細胞溶解バッファー（0.5% Triton 

X, 0.5 U/µl RNase Inhibitor, 5 ng/µl yeast tRNA） に懸濁して直ちにドライアイス上で冷凍、

逆転写で処理するまで-80℃で保存した。 

 

9 scRNA-seq 

cDNA ライブラリーを合成するために Smart-seq2 法 61 を一部改変したプロトコルを利用し

た。dT30VN オリゴヌクレオチド（最終濃度 1 µM）を PCR チューブに加え、70℃で 3 分間

インキュベートした後、直ちに氷上に置いた。次に、ジチオスレイトール（DTT; 2.5 mM）、

デオキシヌクレオチド三リン酸（dNTP; 1 mM）、RNase inhibitor（1 U/µL）、ロック核酸テ

ンプレートスイッチングオリゴプライマー（LNA-TSO; 0.6 µM）、SMARTscribe Reverse 

Transcriptase（5 µM）および 5× 1st Standard buffer（1×）を含む逆転写反応溶液と混合した。

42℃で 120分間インキュベーションした後、70℃で 10分間加熱して反応を停止させた。そ

の後、2×Tks Gflex DNA Polymerase Low DNA（1×）と IS primer（0.19 µM）を含む PCR mix

に cDNA サンプルを混合した。次に、PCR 増幅（95℃、1 分→[98℃、10 秒→65℃、30 秒
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→68℃、4 分] ×24 サイクル）を行った。増幅された cDNA サンプルは、同量の固層可逆的

固定ビーズ（AMPure XP; Beckman Coulter）と混合し、MilliQ グレードの H2O で溶出するこ

とにより精製した。cDNA の品質と量は、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent）と High-sensitivity 

DNA kit（Agilent）を用いて測定した。低品質のサンプルは除外し、低量のサンプルは 2サ

イクルの PCR を追加して増幅した。以下のプライマーとオリゴヌクレオチドを使用した。 

dT30VN: 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT30VN-3’（V; A, C or G, N; any 

base） 

 LNA-TSO: 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACrGrG+G-3’（rG; riboguanosine, 

+G; LNA-modified guanosine） 

 IS primer: 5’-NH2-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’ 

 

NEBNext Multiplex Oligos for Illumina 96 Unique Dual Index Primer Pairs（New England Biolabs）

を用いて、メーカーのプロトコルにしたがって、ユニークインデックスアダプターを cDNA

に付加した。Novaseq 6000（Illumina）で 2×150 bp のペアエンドライブラリーを用いてシー

ケンスを行った。アライメントは、STAR62によりマウスゲノム（GRCm38/mm10）に対して

行った。遺伝子長とその遺伝子にマッピングされたリード数から Transcripts per million（TPM）

を R（v.4.1.0）で算出し、全サンプルで TMP < 5 の遺伝子は解析から除外した。非神経細胞

とのコンタミネーションの有無を判断するため、オリゴデンドロサイト（遺伝子マーカー：

Gfap、S100b、Aqp4）とアストロサイト（遺伝子マーカー：Olig1、Olig2、Mbp）の共発現ス

コア 63を以下のように算出した。 

Sastro =TMPGfap × TMPS100b × TMPAqp4 

Soligo = TMPOlig1 × TMPOlig2 × TMPMbp 

Sastro または Soligo が 0 より大きい細胞は解析から除外した。教師無しクラスタリングは、

Seurat64,65（v.4.0.3） と UMAP66（v.0.2.7.0）を用いて行った。DESeq2（v.1.32.0）を用いて

adjusted P-value ≦ 0.05 かつ|log2 fold change| ≧ 2の遺伝子を発現変動遺伝子（DEG）とし

て同定した。gplots（v.3.1.1）と ggplot2（v.3.3.5）を用いてヒートマップと volcano plot を描
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画した。 

 

10 組織学実験 

マウスをペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg, i.p.）で麻酔し、4% PFA で経心灌流し

た。脳を頭蓋骨から取り出し、4% PFA にて一晩 4℃で後固定し、PBS に溶解した 15%およ

び 30％スクロースで凍結保護した。脳組織は、optimal-cutting-temperature compound（Sakura 

Finetek）に包埋し-80℃で保存した。組織学的実験のために、30 µm 厚の脳切片をクライオ

スタット（CM3050S; Leica）を用いて作製した。 

 蛍光免疫染色のために、切片を 0.1% Triton X-100 を含む PBS（PBST）で 15 分間

洗浄し、PBS に溶解したブロックエース（KAC）で 1 時間処理した。ブロックエースで希釈

した一次抗体溶液にて 4℃で一晩インキュベーションした。一次抗体はウサギ由来抗 c-Fos

抗体（1:1000; #226003; Synaptic Systems）、もしくはニワトリ由来抗 GFP 抗体（1:1000; 

#AB13970; Abcam）を使用した。翌日、PBST で 5分間 3 回洗浄した後、切片を PBST で希

釈した二次抗体溶液にて室温で 2 時間インキュベーションした。二次抗体は Alexa Fluor 647

標識ロバ由来抗ウサギ IgG 抗体（1:500; #A-31573; Thermo Fisher Scientific） もしくは、Alexa 

Fluor 488 標識ロバ由来抗ニワトリ IgY 抗体（1:500; #703-545-155; Jackson Immuno Research 

Laboratories）を使用した。最後に、切片を PBST で 1 回洗浄し、PBS で希釈した DAPI 溶液

（1:10000; #PK-CA707-40043; PromoKine）にて 10 分間処理し、PBS ですすぎ、Fluoromount

（Diagnostic BioSystems）を使用してカバーガラスにマウントした。 

 in situ hybridization chain reaction（HCR）のプローブと試薬は Molecular Instruments

社から入手した。切片を PBST で 5分間 2 回洗浄した後、4% PFA で 10 分間処理した。0.1 

M triethanolamine-HCl で希釈した 0.25% 無水酢酸溶液（pH 8.0）で 10 分間アセチル化し、

再度 PBST で 5分間 2 回洗浄した。次に、hybridization bufferにて 30 分間 37℃でインキュベ

ーションした後、hybridization buffer で希釈したプローブ溶液にて 37℃で一晩インキュベー



57 

 

ションした。プローブ濃度（Htr7, Plcg1, Sstr3: 4 nM; Vipr1: 2 nM）はパイロット実験により

決定した。翌日、wash buffer にて 37℃で 15 分間 3 回洗浄した後、0.1% Tween 20 を含む

5×SSC（5×SSCT）で 5 分間 3 回洗浄した（以下、室温で処置）。amplification bufferを 30分

間処置し、hairpin h1、h2-488、647（それぞれ 30 pmol）を含む hairpin溶液で一晩インキュ

ベーションした。翌日、5×SSCT にて 5分間 2 回、30 分間 1 回洗浄し、5×SSCT で希釈した

DAPI 溶液にて 30 分間処理した。5×SSCT にて 5分間洗浄した後、Fluoromount を使用して

カバーガラスにマウントした。 

 すべての画像は共焦点レーザー顕微鏡（10×または 60×; FV-10; Olympus）および蛍

光顕微鏡（10×; BZ-X700; Keyence）を用いて取得した。細胞計測は、Fiji（National Institutes 

of Health）を使用して手動で行った。 

 

11 ex vivo脳スライスイメージング 

MPOA 投射 AHi ニューロンで GRAB_5HT を発現している脳切片は、上記のように MPOA

に AAV2reto-CAG-Cre、AHi に AAV9-hsyn-DIO-GRAB_5HT3.5 を注入したマウスから調製し

た。イメージングは共焦点レーザー顕微鏡（60×; FV-10）を用いて 10 秒ごとに行った。各

スライスを 35 mm ガラスボトムディッシュ（松浪硝子工業株式会社）に置き、HEPES-Tyrode

（150 mM NaCl2, 4 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glucose, pH 7.4）

で灌流した。ベースラインの GRAB_5HT シグナルを 3 分間記録した後、50 µM のセロトニ

ン（5-HT）を 2 分間処置した。ベースラインでの 3 分間の平均蛍光強度をシグナルのベー

スライン（F0）とした。蛍光強度変化 ΔF/F0は以下の式で算出した。 

∆𝐹/𝐹0 = (𝐹 − 𝐹0)/𝐹0 

 

12 統計処理 

統計ソフトは GraphPad Prism 9（GraphPad Software）を用いた。パラメトリック検定のため
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の正規性と分散の均質性の仮定は、Shapiro-Wilk 検定と Levene 検定を用いて検定した。こ

れらの検定が棄却された場合は、Mann-Whitney test、Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple 

comparisons test、Chi-square test、Wilcoxon matched-pairs signed rank test を利用した。検定が

満たされている場合は、Paired t-test、One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test

を利用した。Two-way ANOVA、Two-way RM ANOVA については、標本分布の正規性を仮

定し、その後 Tukey’s multiple comparisons test 検定を行った。 
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