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第1章 序論 

1. 現代における食の問題点 

食には 5 つの大きな機能があるといわれている（渋川, 2011）．栄養機能，食欲を満た

すための精神的な機能，生活リズムの調整機能，コミュニケーション機能，食文化の継

承である．なかでも，栄養機能はヒトや動物にとって生命維持のために重要である．現

代の日本では経済発展により食べられることは当たり前となり，「飽食の時代」とも言わ

れている（濵口 et al., 2010）．そのため，食べ過ぎによる肥満の増加，食の欧米化など

による栄養バランスの悪化などといった食に起因する健康問題が深刻化している．一

方で，日本特有の問題として，この飽食の時代にありながらも若年女性のエネルギー

摂取量が非常に低レベルであり，栄養不足が指摘されている（今井, 久保, 2019）．第

二次世界大戦以降の日本では痩せていることが美しいとされる価値観が継承されて

おり，近年ではソーシャル・ネットワーキング・サービス（social networking service, 

SNS）の発達が痩せ願望や食行動異常に影響していることが示唆されている（Wilksch 

et al., 2020）．小学 6 年生から大学生までの女子生徒を対象とした調査では，全ての

学校段階の生徒が平均して 2.0〜2.5kg 痩せることを望んでおり，メディアにより得られ

る情報が影響していると報告されている．また，同調査よって，高校生では自らの体型

に対する他者からの評価に関心が強く，摂食障害傾向に関連していることが明らかと

なっている． 

 

2. 摂食障害 

摂食障害は摂食行動に異常を呈する疾患の一つであり，神経性食欲不振症

（anorexia nervosa, AN）と神経性過食症（bulimia nervosa, BN）に代表される．AN は

ダイエットや食欲不振を契機に発症する．極端な痩せ願望や肥満への恐怖から極度

な食事制限を自らに課すことで体重が減少する．痩せているにも関わらず，太ってい

ると感じるなど自分の体型に対する認知が歪むことが特徴である．AN 患者の中には
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空腹に耐えかねてむちゃ喰いをはじめ，代償行動として自己誘発性嘔吐や下剤の乱

用などを繰り返す BN へ移行する者もいる．AN の治療方法は数多く存在するが，治

療を受けた患者の 71%は回復せず，15%は自殺や疾患の進行で死亡したという報告

がある（Hotta et al., 2015）．また，2010 年 4 月から 2016 年 3 月の間に日本国内の医

療機関で神経性食欲不振症と診断された患者のうち，多くが 50 代以下の女性であっ

たことが報告されている（Edakubo and Fushimi, 2020）．摂食障害は近年になって急増

し，日本の若年女性においても深刻な問題である． 

 

3. 神経性食欲不振症と脳内報酬系 

神経性食欲不振症に罹患した者は痩せたことに対する社会的賞賛が報酬となり，食

事制限がさらに助長される．このように報酬を期待して対象物を得ようとする意欲の高

まりや行動の発現は脳内報酬系という神経回路の働きによるものであり，神経性食欲

不振症への関与が示唆されている（図 1）（O’Hara et al., 2015）．Olds & Milner（1954

年）は，ラットの脳内に刺激電極を埋め込み，レバーを押すことで通電するようにする

と，電気刺激を得るために頻繁にレバーを押すようになるという現象を発見した（Olds 

and Milner, 1954）．これは脳内自己刺激行動と呼ばれ，視床下部，側坐核（nucleus 

accumbens, NAc）などの大脳辺縁系，中脳の黒質や腹側被蓋野などの刺激によって

快情動が惹起されるために生じると考えられている．脳内報酬系は腹側被蓋野

（ventral tegmental area, VTA）から NAc，腹側淡蒼球（ventral pallidum, VP）を経て視

床下部外側野へ投射する神経回路により構成される．また，脳内報酬系は大脳皮質

前頭野や扁桃体など多くの脳部位との入出力がある（Saper et al., 2002）．  
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4. 味覚嫌悪学習 

味覚嫌悪学習（conditioned taste aversion, CTA）は，新奇な味の飲食物を摂取した後

に腹痛や吐き気などの不快感を経験すると，以後その味を呈する飲食物を忌避し，摂

取量が減少する現象である（図 2）．嫌悪と恐怖によって摂取が抑制されるという点で

AN と共通している（図 3）．CTA には神経性食欲不振症と同じく脳内報酬系が深く関

与する（Mark et al., 1991, 1995; Fenu et al., 2001; Inui et al., 2007, 2009）（図 4）．CTA

は条件刺激（conditioned stimulus. CS）である食べ物の味と無条件刺激

（unconditioned stimulus, US）ある不快感の結びつきによって成立する連合学習の一

つと考えられている．CTA の記憶を想起することで，ヒトや動物は毒物に汚染された飲

食物を避けることが可能になるため，この学習能力は生存に不可欠である．  

CTA の想起に関わる神経機構として扁桃体基底外側核（basolateral amygdala, 

BLA）の関与が明らかにされている．BLA の神経活動を抑制すると，CTA によって嫌

悪性となった味溶液（CS）の摂取量が増加する（Inui et al., 2019）．BLA から NAc，分

界条床核（bed nucleus of the stria terminalis, BNST），扁桃体中心核（central 

図 1 神経性食欲不振症の形成機序 
食事制限による体重低下・痩身に対して社会的称賛が得られる．その称賛に対して快情動を

感じ，それが報酬となって脳内でドーパミンが増加する．それによって食事制限という行動が

強化される．これを繰り返すことで拒食や過食後の嘔吐といった異常な摂食行動を示すよう

になり，神経性食欲不振症が進行する．（O’Hara et al., 2015 Fig.1 を改変） 
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amygdala, CeA）へ投射する遠心性神経の活動が，CS の呈示によって増強される

（Inui et al., 2013）．これらの 3 つの脳部位のうち，NAc（Mark et al., 1991, 1995; Fenu 

et al., 2001; Inui et al., 2011）と CeA（Buresová et al., 1979; Gallo et al., 1992; 

Yasoshima et al., 1995; Tucci et al., 1998; Navarro et al., 2000）が CTA の想起に関わ

ることが先行研究によって示されているが，BNST の関与については不明である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 味覚嫌悪学習（conditioned taste aversion, CTA）の               
獲得（a）および想起（b）の模式図 

条件づけの際，条件刺激（CS）として動物に味溶液を呈示する．その

後，無条件刺激（US） として，倦怠感を誘発する塩化リチウム（LiCl）
を腹腔内投与する．この CS-US のペアリングにより CTA 獲得を誘発

する．条件づけの後，CS を呈示すると，CTA の記憶が呼び起こされ

ることにより嫌悪反応や接近恐怖が生じ，CS の摂取が抑制される．こ

の過程を想起という． 
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図 3 神経性食欲不振症と味覚嫌悪学習の比較 
本来は美味や幸福感などの快要因が摂食量を増加させる．しかし，AN あるいは CTA の形成後はさま

ざまな不快要因によって摂食量が低下する．AN と CTA で不快要因が異なるが，味に対する嫌悪（不

味）と動機づけの抑制という点では共通している． 

図 4 味覚嫌悪学習の想起過程の中枢神経回路 
緑色に着色した脳領域と経路が CTA の想起に関与していることが先行研究により明らかと

なっている（1-7）．青色で着色した領域は，味覚の情報伝達経路で，CTA の想起に関与する

ことが知られている（8-10）．1-2，Inui et al.,（2007，2009）：3-4，Inui & Shimura（2014，
2017）；5，Inui et al., （2011）；6，Inui et al., （2013）；7，Inui et al., （2019）; 8，Chang & 
Scott（1984）；9，Yamamoto et al., （1993）；10，Yamamoto & Fujimoto （1991） 
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5. 分界条床核（図 5） 
分界条床核（BNST）のニューロンは，結合腕傍核（parabrachial nucleus, PBN）のニュ

ーロンから投射を受けている （Norgren, 1976; Alden et al., 1994）．PBN は，味覚情報

を孤束核（nucleus tractus solitarius, NTS）から受け取っている（Travers and Hu, 2000; 

Cho et al., 2002; Karimnamazi et al., 2002; Cho and Li, 2008）．PBN 内側部の両側性

破壊は，ショ糖溶液の偽飲（経口摂取させるが胃カニューレで排出）によって誘発され

る BNST ニューロンの c-Fos 発現を減少させることから，PBN ニューロンは BNST に

味覚情報を送っていると考えられる（Mungarndee et al., 2008）．一方，BNST のニュー

ロンは NTS と PBN に投射し（Whitehead et al., 2000; Dong et al., 2001; Dong and 

Swanson, 2003, 2004a; Kang and Lundy, 2009），ソマトスタチンとコルチコトロピン放出

因子を発現している（Panguluri et al., 2009; Magableh and Lundy, 2014）．電気生理学

的実験によって，BNST ニューロンは PBN ニューロンの味覚反応を修飾することが示

されている（Smith et al., 2005; Li and Cho, 2006）．BNST ニューロンの GABA 作動性

ニューロンは，軸索を青斑核吻側部に送り，ナトリウム欠乏下の動物では NaCl に対す

る反応を変化させる（Lee et al., 2019）．これらの知見は，BNST ニューロンが味覚情報

を媒介することを示唆している．  

BNST ニューロンは内臓感覚にも関与している可能性がある（St Andre et al., 

2007）．内臓感覚を受け取る尾側 NTS の神経細胞は，BNST に密に投射している

（Ter Horst et al., 1989）．内臓不快感を誘発する塩化リチウムを腹腔内投与すると

BNST ニューロンで c-Fos 発現が誘導され，不安惹起作用のあるヨヒンビンを投与する

と，NTS や PBN から BNST に投射するニューロンで c-Fos が発現する（Myers et al., 

2005）．また，BNST は PBN のカルシトニン遺伝子関連ペプチド（calcitonin gene-

related peptide, CGRP）陽性ニューロンの投射を受けている（Shimada et al., 1985）．ス

クロース溶液摂取後にこの CGRP 陽性 PBN ニューロンを刺激すると，スクロースに対
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する CTA が成立する（Chen et al., 2018）．このように，BNST は CTA の重要な連合要

素である味覚情報と内臓感覚情報の両方を受け取っている． 

 

6. 本研究の目的 

先行研究から，BNST が CTA 想起の神経基盤の一部であるという仮説がたてられ

た．そこで本研究では，BNST の神経活動操作が CS に対する行動へ及ぼす影響を

調べ，BNST の役割を明らかにすることを目的とした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 脳図譜における分界条床核の位置 
（a）冠状断および（b）矢状断 
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第2章 実験 1 

1. 背景 

いくつかの先行研究では，CTA 獲得への BNST の関与について否定的な証拠が示

されている（Yamamoto and Fujimoto, 1991; Roldan and Bures, 1994; Brownson et al., 

2002; Roman et al., 2006）．また，BNST が CTA の想起に関与していることを示した報

告はない．そこで本実験では，BNST の神経活動抑制が CTA 想起時の CS 摂取に

およぼす影響について調べ，BNST が CTA に関与する可能性を検証することを目的

とした． 

CTA を獲得した動物は CS に対して嫌悪反応を示すようになるため，CTA は嗜好

性の低下を引き起こすと考えられている（Berridge et al., 1981）．また，動物（特に，嘔

吐できない種）に危険を知らせるため，CTA によって CS に対する恐怖条件づけが成

立する（Parker, 2003；Inui et al., 2019）．BNST は恐怖や不安に深く関与している

（Davis et al., 2010）．したがって，BNST の神経活動を制御することで，CS に対する嫌

悪感や恐怖感に影響を与えることが期待される．新奇環境において，未知の刺激に

晒されると，不安や恐怖の反応が誘導される（Misslin and Cigrang, 1986）．以上のこと

から，動物が慣れ親しんだ環境（ホームケージ環境）とは異なる環境で条件づけ手順

（CS と US の対呈示）を経験した場合，BNST ニューロンが CTA に関与する可能性が

あると考えた．そこで本実験では，マウスを被験体としてホームケージとは異なるテスト

チャンバーで呈示した味溶液または水の摂取量を測定した． 

 

2. 材料と方法 

2.1. 被験体 

飼養開始時 8-9 週齢の雄性 C57BL/6 マウス 20 匹（日本クレア株式会社，大阪）を用

いた．標準的な環境条件（23±2℃，12 時間明暗サイクル，7 時点灯）のもと，動物室内

の透明ケージに個別収容した．水と標準飼料（日本クレア株式会社，大阪）を，指定さ
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れた制限スケジュールを除いて，自由に摂取させた．すべての実験について，北海道

大学動物実験委員会（#17-0045）および北海道大学遺伝子組換え実験安全委員会

（#2019-008）の承認を受け，実験動物飼養ガイド（National Institutes of Health Guide）

の下で実施した． 

 

2.2. 手術 

動物にメデトミジン（Meiji Seika ファルマ株式会社，東京；0.75 mg/kg），ミダゾラム（サ

ンド株式会社，東京；4 mg/kg）および酒石酸ブトルファノール（Meiji Seika ファルマ株

式会社，東京；5 mg/kg）の混合物を腹腔内投与して麻酔を施した．マウスの頭部を脳

定位固定装置（SR-5M1-HT，ナリシゲ科学器械研究所，東京）に固定した．両側

BNST 上部の頭蓋骨に開けた穴に，アデノ随伴ウイルスを充填したガラスピペット（先

端内径 20-40 μm）をゆっくりと刺入した（図 6）．BNST の座標は，bregma から尾側に

0.25 mm，左右外側に 0.8 mm，腹側に 4.1 mm であった．注入したアデノ随伴ウイル

スは pAAV8-hSyn-hM4D（Gi）-mCherry（50475-AAV8，Addgene，Watertown，MA，

USA）であった．ガラスピペットを，ポリエチレンチューブ（BD INTRAMEDIC™ 

Polyethylene Tubing; PE #10; 日本ベクトン・ディッキンソン株式会社，東京）および 

バイトンチューブ（JB-10, エイコム株式会社，京都） を介してガスタイトシリンジ（10-µl; 

1701N, ハミルトン・カンパニー・ジャパン株式会社，東京） へ接続した．シリンジポン

図 6 ウイルスベクター注入時の写真と冠状断の模式図 
ウイルスベクターを分界条床核へ注入． 
AP = +0.25mm，ML = ±0.8mm，DV = -4.1mm from the bregma 
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プ（Legato® 130, KD Scientific Inc., Holliston, MA, USA）により，片側につき 500 nl

のウイルスを 100 nl/min の速度で注入した．注入終了後，ガラスピペットをその場に

15 分間留置してウイルスを拡散させた後，ゆっくりと引き抜いた．頭蓋骨の穴にゼラチ

ンスポンジ（スポンゲル，LTL ファーマ株式会社，東京）の小片を充填し，光硬化型流

動性コンポジット（クリアフィル・マジェスティ ES フロー，クラレノリタケデンタル株式会

社，東京）で被覆した．切開した皮膚をナイロン縫合糸（4-0；秋山メディカル株式会

社，東京）で閉じた．アミノグリコシド系抗生物質（ゲンタマイシン，日本全薬工業株式

会社，福島；8mg/kg，皮下），鎮痛剤カルプロフェン（リマダイル，ゾエティス・ジャパン

株式会社，東京；5 mg/kg，皮下），塩酸アチパメゾール（Meiji Seika ファルマ株式会

社，東京； 0.75 mg/kg, 腹腔内），および滅菌生理食塩水（0.9%，体重の 1%量，腹腔

内） を投与した． 

 

 2.3.1. CTA 実験 

手術から少なくとも 2 週間の回復期間をおいてから行動実験を開始した．マウスを 15

分間テストチャンバーに入れて馴化させた（Day 1）．ホームケージと同じ透明プラスチ

ックケージとステンレスワイヤー製の蓋で構成されたものをテストチャンバーとして使用

した（図 7）．一個体毎にこのテストチャンバーを用意した． ホームケージには敷材（日

図 7 実験環境 
（a）ホームケージ．プラスチックケージに敷材とエンリッチメントを設置した．（b）テストチャ

ンバー．ホームケージと同じ規格のケージと蓋を使用し，ケージの底に金網を敷いた． 
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本エスエルシー株式会社，静岡）とエンリッチメント（Enviro-dri®と Shepherd Shack®，

EP トレーディング株式会社，東京）を設置したが，テストチャンバーにはマウスケージ

用フロアーメッシュ（トキワ科学器械株式会社，東京）を設置した．マウスをこのテストチ

ャンバーに入れ，飼養時と同じ場所に置いた．脱イオン水（deionized water, DW）を入

れたスパウトを 15 分間呈示した．呈示終了から 3 時間 45 分後にマウスをホームケー

ジに戻し，2 時間給水ビンを呈示して補給を行った．この飲水トレーニングを 6 日間行

った（表 1）．条件づけでは，DW の代わりに 0.2%サッカリン溶液を CS として呈示し

た．呈示直後に US として 0.3 M 塩化リチウム（体重の 2%量，腹腔内）を投与した．3

時間 45 分後にマウスをホームケージに戻し，水と飼料を自由に摂取させた．条件づ

けの 3 日後，飲水トレーニング時と同様にテストチャンバーでマウスに DW を呈示し，

飲水行動に異常がないことを確認した．その後，1 日おきに 3 回のテスト（Test 1-3）で

マウスに CS を呈示した． 

 

テスト 1（Acq.）は，CTA の成立を調べることを目的として実施した．CS の摂取量が

減少したことから，全てのマウスが CTA を獲得したことが示された（図 9a）．ここで半数

のマウスを実験群，もう半数を対照群に群分けした．テスト１における CS 摂取量の群

間差が可能な限り小さくなるようにした．テスト 2 において，BNST の神経活動を抑制

するために，実験群に clozapine N-oxide （CNO; Enzo Life Sciences, Inc, NY, USA; 1 

mg/kg; 体重の 0.5%量）を腹腔内投与した．一方，対照群には溶媒（0.9%滅菌生理
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食塩水；体重の 0.5%量）を腹腔内投与した．投与 30 分後から CS を 15 分間呈示し

た．テスト 2 における CS 摂取量の変化が CNO 投与によるものであることを確認する

ために，2 日後に再び CS を呈示した（テスト 3）．トレーニング，条件づけ，テストにお

いてすべての水および味溶液呈示は，18 時間の給水制限後の正午に開始した． 

テスト 3 から 1 週間水と飼料を自由に摂取させて十分に休息させた後，CNO 投与

が水摂取量におよぼす影響を調べた．テストを 2 回行った．半数のマウスには，1 回

目に CNO を，2 日後の 2 回目に溶媒を腹腔内投与した．残りのマウスには，1 回目に

溶媒を，2 回目に CNO を投与し，投与順のカウンターバランスをとった．投与 30 分後

に DW を呈示した．CTA 試験と同様に 18 時間給水制限した状態で実験を行った． 

 

2.3.2. naïve なマウスにおける摂取量測定実験 

CTA 実験とそれに続く水摂取実験において，CNO 投与は CS と水の摂取量をともに

減少させた．このことから，BNST の神経活動抑制が水分摂取行動を抑制することが

示唆された．しかし，この水摂取量減少は条件づけを経験した個体に特有の現象であ

った可能性が考えられた．そこで，naïve な（CTA を経験していない）マウスを用いて，

BNST の神経活動抑制が水分摂取行動に及ぼす影響について検討した． 

12 匹の雄マウスに，CTA 実験で使用したものと同じアデノ随伴ウイルスを注入する

外科的手術を行った．この実験では，環境の変化が水分摂取行動に与える影響を除

くため，テストチャンバーを用いずに，ホームケージを用いて実験を行った．飲水トレ

ーニングを 6 日間行った．トレーニング最終日の 2 日後から 2 日おきに 4 回の水の摂

取試験を実施した．CNO と溶媒の投与を交互に行い，順序のカウンターバランスをと

った．2 種類の用量の CNO を用いて，前半は 0.2mg/kg 後半は 1.0mg/kg とした．投

与 30 分後から DW を 15 分間呈示した． 

最後の水摂取実験の 2 日後から味溶液摂取に対する CNO 投与の影響を調べた．

呈示する味溶液として，0.2%サッカリンナトリウム，10 mM スクラロース，75 mM 塩化ナ
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トリウム（NaCl），0.3 M グルタミン酸ナトリウム（monosodium glutamate, MSG），0.5 mM

塩酸キニーネ（quinine hydrochloride, QHCl），20 mM クエン酸を用いた．各味溶液に

ついて，水摂取実験と同様に，CNO 投与と溶媒投与の 2 回のセッションを行い，投与

順のカウンターバランスをとった．投与 30 分後から味溶液を 15 分間呈示した．テスト

間隔は 2 日間とした．また，新奇恐怖を解消するために，初回セッションの 2 日前に

各味溶液をマウスに経験させた． 

 

2.4. 組織学的検証 

行動実験終了後，ペントバルビタールナトリウム（100 mg/kg，腹腔内投与）によって深

麻酔を施し，0.02 M リン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline, PBS; pH 7.4）

で経心的に灌流した．その後，0.1 M リン酸緩衝液（phosphate buffer, PB）を溶媒とし

た 4%パラホルムアルデヒドで固定した．脳を頭蓋骨から摘出し，パラホルムアルデヒド

溶液で一晩以上後固定した後，0.1 M PB を溶媒とした 30%スクロース溶液に浸漬し，

凍結保護した．回転式ミクロトームで厚さ 30 μmの切片を作製し，免疫組織化学的染

色を行うまで凍結保護液に浸漬し，–20℃で保存した． 

凍結保護液から取り出した組織切片を浮遊法で染色した．ブロッキング液（5％正常

ヤギ血清と 0.05％Triton-X を含む PBS）で 2 時間インキュベート（室温）した後，

mCherry に対するウサギ抗赤色蛍光タンパク質ポリクローナル抗体（1：5000；株式会

社医学生物学研究所，東京; PM005）と 4℃にて一晩反応させた．この切片に対して，

Alexa 594 標識抗ウサギ IgG （1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., PA, 

USA; 111-585-003）を室温で 3 時間反応させた．その後，ブロッキング液中で 1 時間

インキュベート（室温）し，ニューロンのマーカーである NeuN に対するマウスモノクロー

ナル抗体（1:5000；シグマアルドリッチジャパン合同会社，東京；MAB377） と 4℃で

72 時間反応させた．最後に，切片を Alexa 488 標識抗マウス IgG （1:200; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc., PA, USA; 115-545-003） と室温で 3 時間反応さ
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せた．各抗体をブロッキング液で希釈した．抗体との反応の前後に，切片を PBS で 10

分間，少なくとも 3 回洗浄した．染色された切片をスライドグラス（クレストコート；松波ガ

ラス工業株式会社，大阪）に貼付した．スライドグラスをマウントメディウム（Mounting 

Medium With DAPI - Aqueous, Fluoroshield；アブカム株式会社，東京; ab104139）で

封入した． 

組織切片を顕微鏡（ECLIPSE Ci；株式会社ニコン，東京）を用いて観察した．

hM4Di を発現している神経細胞を含む領域の範囲を推定するために，mCherry 陽性

細胞，神経細胞マーカーNeuN 陽性細胞のデジタル画像とそれらの合成画像を，デ

ジタルカメラ（DS-Fi3；ニコン）とフィルターセット，ソフトウェア（NIS-ElementsD；ニコン）

で撮影・作成した． 
 

2.5. 統計学的分析 

hM4Di の発現が BNST の片側のみ，または両側共にみとめられなかったマウスは，

データの解析から除外した．データの解析は，Prism（GraphPad Software, CA, USA）

を用いて行った．CS に対する嫌悪の強さを調べるために，条件づけとテスト 1 におけ

る CS 摂取量を対応のある t 検定（paired t-test）で比較した．CNO 投与による影響は，

Holm-Šídák 法で補正した対応のない多重 t 検定（multiple unpaired t-test）を用いて，

テスト 2 とテスト 3 における CS 摂取量を群間で比較することで評価した．その他の実

験では，paired t-test（CTA 実験後の水摂取実験）および Holm-Šídák 法で補正した対

応のある多重 t 検定（multiple paired t-test）（naïve なマウスを用いた水および味溶液

摂取実験）を用いて CNO 投与後と溶媒投与後の摂取量を比較した． 
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3. 結果 

3.1. 組織学的検証 

BNST のニューロンに hM4Di が発現していることを，NeuN 陽性細胞に mCherry が発

現していることを観察することで確認した．mCherry 陽性ニューロンは，実験群（n = 6）

および対照群（n = 7）において，BNST の背側および腹側の両方に存在した（図 8）．

実験に用いたマウスのうち，実験群 4 匹と対照群 3 匹は，BNST の外側に mCherry

陽性細胞がみられた，あるいは片側の BNST で陽性細胞が観察されなかったため，

行動実験のデータ解析から除外した． 

 

3.2. CTA 実験 

テスト 1（Acq.）における CS の摂取量（0.139 ± 0.04 g; Mean ± SEM）は条件づけ

（Cond.）時（0.7995 ± 0.062 g）より有意に少なかった（図 9a；paired t-test; t[12] = 8.142, 

p < 0.001）．これらの結果は，マウスが CTA を獲得したことを示している．条件づけ（対

照群，0.789 ± 0.048 g，実験群，0.812 ± 0.1295 g）およびテスト 1（対照群，0.145 ± 

0.057 g，実験群，0.132 ± 0.062 g）における CS 摂取量に群間差はみられなかった．こ

図 8 組織学的検証 
a．神経細胞マーカーとしての NeuN の発現（緑）．b，hM4Di 受容体マーカー

としての mCherry の発現．c，a と b の合成画像．BNST の背側部と腹側部

に NeuN と mCherry の共局在（青矢印）が観察され，BNST ニューロンが

hM4Di を発現していることが示された．黄色の破線は BNST の境界を示し，

実線は前交連の境界を示す． 
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れらの結果から，両群は同程度の強さの CTA を獲得したと考えられる．テスト 2 にお

ける CS 摂取量も，対照群（CON）と実験群（EXP）のどちらも条件づけより有意に少な

かった（図 9b；paired t-test；対照群，t[6] = 4.246, p < 0.01； 実験群，t[5] = 5.851, p < 

0.01；）．これらの結果から，テスト 2 においても両群とも CS を嫌悪していたと考えられ

る．しかし，実験群の CS 摂取量（0.062 ± 0.032g）は対照群（0.369 ± 0.065g）に比べて

有意に少なかったことから，CTA の強さに群間差があったことが示唆された（multiple 

unpaired t-test； t[8.74] = 4.237, p < 0.01）．したがって，CNO 投与によって CTA によ

る CS の摂取抑制が増強されたと考えられる．テスト 3 においても，条件づけに比べて

CS 摂取量は有意に少なかった（図 9c；paired t-test; 対照群, t[6] = 2.633, p < 0.05; 

実験群, t[5] = 2.883, p < 0.05）．しかし，群間に有意差はみとめられず，テスト 2 で投

与された CNO の効果は一過性であったことが示された． 

 

 

 

図 9 条件づけおよびテストにおけるサッカリン溶液(CS）の摂取量 
a，条件づけ後の摂取量の変化．CTA の成立により CS 摂取量は有意に減少し

た．b，テスト 1 において CNO は CS 摂取量の抑制を促進した．c，テスト 2（テス

ト 1 から 2 日後）において CS 摂取量に有意な群間差はなかった．Cond .，条件

づけ；Acq .，テスト 1，CON，対照群；EXP，実験群. ***p < 0.001（群間比較）; †p 
< 0.05, ††p < 0.01（Cond.との比較） 



 17 

3.3. CTA 実験の動物を用いた飲水量測定実験 

CNO 投与による CS 摂取量の抑制は，BNST 神経活動の抑制が摂取行動そのものを

抑制したためではないかという疑問を新たに抱かせるものであった．そこで，CTA 実

験に供したマウスを用いて，CNO 投与が水摂取量におよぼす影響を調べた．CNO 注

入後の水摂取量は溶媒投与後に比べて有意に少なかった（図 10；CNO, 0.491 ± 

0.042 g; 溶媒, 0.621 ± 0.036 g; paired t-test, t[12] = 2.604, p < 0.05）．これら結果か

ら，BNST の神経活動抑制によって水摂取行動が減少する可能性が考えられたが，こ

れらのマウスが CTA 実験で条件づけを経験していたことは無視できない事実であっ

た．なぜなら CTA の過程が BNST ニューロンの活動に何らかの可塑的変化を誘発す

る可能性があるためである．そこで，以下の実験では，naïve なマウスを用いて，BNST

の神経活動抑制が水摂取行動におよぼす影響について検討した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10．CTA 実験に使用したマウスの薬物投与後の水摂取量 
CNO 投与後の水摂取量は生理食塩水投与後と比較して有意に少なかった．

内部が白色の丸は CTA 実験における対照群，灰色の丸は実験群を示す．

SAL，生理食塩水． **p < 0.01 
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 3.4. naïve なマウスを用いた飲水量測定実験 

BNST ニューロンに hM4Di 受容体を発現させたマウスに対し， CNO または溶媒（生

理食塩水）の投与後に DW を 15 分間呈示した．低用量（0.2 mg/kg） CNO 投与後の

DW 摂取量（0.946 ± 0.089 g）と溶媒投与後の DW 摂取量（1.032 ± 0.115 g）に有意差

はなかった（図 11）．また，高用量（1.0 mg/kg）CNO（0.8111 ± 0.074 g） と溶媒（0.882 

± 0.088 g） の比較でも有意差はみとめられなかった．これらの結果から，CNO のいず

れの用量においても水摂取量を変化させないことが示された． 

 

3.5. naïve なマウスを用いた味溶液摂取量測定実験 

水摂実験の後，ホームケージ内で味溶液の摂取に対する CNO 投与の影響を調べた. 

CNO 投与後のサッカリンおよびスクラロースの摂取量（サッカリン, 0.928 ± 0.103 g; ス

クラロース, 0.9733 ± 0.065 g）は，溶媒投与後（サッカリン, 1.21 ± 0.073 g; スクラロース, 

1.219 ± 0.079 g）より有意に少なかった（図 12；multiple paired t-test；サッカリン, t[6] = 

4.395, p < 0.05; スクラロース, t[6] = 3.982, p < 0.05）．一方，NaCl（CNO, 1.037 ± 

0.085 g; 溶媒, 1.200 ± 0.059 g），MSG（CNO, 0.79 ± 0.098 g; 溶媒, 0.904 ± 0.149 

図 11．naïve な動物における薬物投与後の水摂取量 

低用量（0.2 mg/kg）および高用量（1.0 mg/kg）の CNO はいずれも水摂取量を

変化させなかった．SAL の両方のバーは，各用量の CNO の対照として溶媒（生

理食塩水）を投与した後の水摂取量を示す． 
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g），QHCl（CNO, 0.414 ± 0.056 g; 溶媒, 0.467 ± 0.068 g）およびクエン酸（CNO, 0.459 

± 0.083 g; 溶媒, 0.511 ± 0.1004 g）に関しては CNO 投与後と溶媒投与後の間で摂取

量に有意差はみとめられなかった． 

 

3.6. 対照実験：偽手術マウスにおける CS 摂取量に対する CNO 投与の影響 

CNO は血液脳関門を通過しにくく，その代謝物である clozapine が人工受容体だけ

でなく，内因性の受容体にも結合しうることが報告されている（Gomez et al., 2017）．本

研究のここまでの結果も clozapine の内因性受容体への作用によるものであった可能

性がある．そこで，CNO の投与のみで CTA の想起に影響が生じるかどうか調べた．

hM4Di を誘導しないアデノ随伴ウィルス（pAAV-hSyn-EGFP，50465 -AAV8；

Addgene，Watertown，MA，USA）を BNST へ注入した偽手術マウスを用意した．この

マウスを用いて上述の CTA 実験と同様に CNO 投与後の CS 摂取量を測定した．トレ

ーニング最終日における偽手術動物の水摂取量（0.558 ± 0.093 g）は，CTA 実験にお

ける対照群および実験群の水摂取量（0.924 ± 0.062 g，1.083 ± 0.208 g）より有意に少

図 12．naïve な動物における薬物投与後の味溶液摂取量  

CNO（1.0 mg/kg）投与によってサッカリン（saccharin）とスクラロース

（sucralose）の摂取量は有意に減少したが，塩化ナトリウム（NaCl），グルタミン

酸ナトリウム（MSG），塩酸キニーネ（QHCl），クエン酸（citric acid）の摂取量は

減少しなかった．*p < 0.05 
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ないことがわかった（F[2,26] = 4.087, p < 0.05）．このことから，本実験と CTA 実験の結

果を，摂取量をもとに比較することは適当ではないと考えた．そこで，条件づけとテスト

での摂取量をトレーニング最終日の摂取量で割り，摂取比率を算出した．テスト 2 で

はグループの主効果が有意であった（図 13；一元配置分散分析；F[2,16] = 6.747, p < 

0.01）が，条件づけやテスト 1 と 3 での主効果は有意ではなかった．Tukey's HSD test

を用いた下位検定によって，テスト 2 では実験群と対照群あるいは偽手術群との間に

有意差がみとめられたが（それぞれ p < 0.01, p < 0.05），偽手術群と対照群の間には

有意差はみとめられなかった． これらの結果より，CNO の投与だけでは CS 摂取量

は変化しないことが示された． 

 

 

 

 

 

 

 

4. 考察 

実験 1 では CTA 想起時の CS 摂取量への BNST の関与を明らかにすることを目的と

した．CTA の成立後に BNST の神経活動を化学的遺伝学的に抑制した状態で，CS

を呈示すると，CNO を投与されたマウスは溶媒（生理食塩水）を投与されたマウスに比

べて有意に少ない量の CS を摂取したことから，BNST の神経活動抑制が CS 摂取行

図 13．テスト 2 における摂取比率  

CTA 実験における対照群（CON）と実験群（EXP）の摂取比率を算出するために

図 9 に示すテスト 1 における摂取量をトレーニング最終日における摂取量で除し

た．それらのデータを偽手術を受けた群（SHAM）の摂取比率と比較した． 
*p < 0.05，**p < 0.01 
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動を抑制することが示された．テスト 2 から 2 日後に行われたテスト 3 で有意な群間差

がみとめられなかったことから，CNO 投与による抑制効果は一時的なものであると考

えられる．また，CTA を経験した動物を用いた水摂取実験では，CNO 投与後に水摂

取量が有意に減少したが，naïve な（CTA を経験していない）マウスでは，BNST の神

経活動抑制は水摂取量を変化させなかった．さらに，この操作は，サッカリンとスクラロ

ースの摂取量を減少させるが，NaCl，MSG，QHCl，クエン酸の摂取量は減少させな

いことが明らかとなった． 

BNST は不安や恐怖状態において極めて重要な役割を担っている（Davis et al., 

2010）ことから，hM4Di 受容体を介して BNST 神経活動を抑制する CNO の投与によ

って CS 摂取量が増加する可能性があると予想していた．しかし実際は，CNO を投与

されたマウスの CS 摂取量は減少した．このことは，BNST の神経活動抑制は CTA の

成立による CS 摂取量減少を緩和しないことを示唆している．また，CNO の投与によ

って人工甘味料（サッカリン，スクラロース）の摂取が抑制されたことは予想外の結果で

あった．なぜなら，BNST が味溶液摂取行動に関与することを示した先行研究がなか

ったためである．したがって，BNST ニューロンが甘味溶液の摂取に関わる可能性を

示した報告は本研究が初めてである． 

BNST のニューロンは，脳幹の味覚中継核である孤束核（nucleus tractus solitarius, 

NTS）と結合腕傍核（parabrachial nucleus, PBN）に投射する（Whitehead et al., 2000; 

Saggu and Lundy, 2008; Kang and Lundy, 2009; Magableh and Lundy, 2014）．BNST

ニューロンを電気的に刺激すると PBN の味覚応答性ニューロンの多くは抑制される

（Li and Cho, 2006）．BNST から PBN へ投射するニューロンは抗グルタミン酸デカル

ボキシラーゼ（GAD67）抗体にほとんど反応しない．つまり抑制性神経伝達物質である

γ-アミノ酪酸（GABA）を放出する（GABA 作動性）のではなく（Saggu and Lundy, 

2008），コルチコトロピン放出ホルモン（CRH）およびソマトスタチン作動性である

（Panguluri et al., 2009; Magableh and Lundy, 2014）．したがって，BNST から PBN へ
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の下行性抑制調節は，GABA ではなく，CRH とソマトスタチンを介する可能性があ

る．本実験で hM4Di 受容体を発現していた BNST ニューロンが CRH やソマトスタチ

ンに対して陽性であったかどうかは不明であるが，CNO の投与によって PBN の味覚

応答性ニューロンが脱抑制している可能性は否定できない．PBN ニューロンは，好ま

しい味よりも学習によって嫌悪性となった CS に対してより顕著な電気生理学的反応を

示す（Shimura et al., 1997）．また，CTA 成立後に CS を呈示すると，PBN では神経活

動のマーカーである Fos タンパク質の発現が増加する（Sakai and Yamamoto, 1997; 

Navarro et al., 2000; Tokita et al., 2007）．これらの知見から，BNST の神経活動抑制

は，PBN ニューロンの脱抑制を介して CTA の想起を増強する可能性があることが示

唆される． 

先行研究において，ラットにとって好ましい甘味溶液であるスクロース溶液を呈示し

ても，PBN の神経活動は変化しないことが示されている（Shimura et al., 1997）．したが

って，本実験で CNO を投与することによってマウスの好むサッカリンとスクラロースの

摂取量が減少したのは，PBN ニューロンの活動が修飾されたためではないと思われ

る．また，BNST ニューロンは腹側被蓋野（ventral tegmental area, VTA）にも投射して

いる（Dong and Swanson, 2003）．VTA のドーパミン（DA）作動性ニューロンは，嗜好

性の高い味溶液を摂取する行動に深く関与している．スクロース溶液の摂取は VTA

の DA ニューロンの主要な投射先である側坐核において細胞外ドーパミンレベルを上

昇させる（Hajnal and Norgren, 2001, 2002）．VTA の DA 作動性ニューロンの除去は，

スクロースの摂取量を減少させる（Martínez-Hernández et al., 2006; Shimura et al., 

2002; Shibata et al., 2009）．また，VTA の GABA 作動性ニューロンを化学遺伝学的

手法によって抑制するとスクロースに対する嗜好性が増加する（Yu et al., 2021）のに

対し，活性化するとスクロースの摂取量が減少する（van Zessen et al., 2012）．これらの

ことから，Jennings ら（2013）が提唱するように，スクロース摂取に関与する DA 作動性

ニューロンは GABA 作動性介在ニューロンによって抑制的に支配されていると考えら
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れる（Kudo et al., 2012）．BNST から VTA へ投射するニューロンは主に GABA 作動

性であり，VTA の GABA 作動性介在ニューロンを支配している（Kudo et al., 2012, 

2014）．これらの知見は，GABA 作動性 BNST–VTA 投射ニューロンの抑制が VTA

の GABA 作動性介在ニューロンの脱抑制をもたらし，結果として VTA の DA 作動性

ニューロンが抑制されることを強く示唆している．この GABA 作動性 BNST–VTA 投

射ニューロンの抑制はエタノールの binge 摂取を減少させることも報告されている

（Companion and Thiele, 2018）．したがって，本研究の naïve な動物では，hM4Di 受

容体を介した BNST ニューロンの抑制が VTA の DA 作動性ニューロンの抑制を引

き起こし，結果として甘味溶液（サッカリンとスクラロース）の摂取量を減少させた可能

性が考えられる． 

また，CTA 実験に供したマウスでは CNO の投与によっての水摂取量は減少した

（図 10）．BNST ニューロンは前述のように VTA の DA 作動性ニューロンを修飾する

ため，水摂取量の減少は欲求・完了行動の一時的な抑制によって生じるのではない

かと予想された．しかし，naïve なマウスを用いた実験の結果，BNST の神経活動を抑

制しても水摂取量に変化は見られなかったため，この仮説は支持されなかった（図

11）．先行研究では，塩分欠乏状態にあるマウスにおいて，脳弓下器官から BNST 腹

側部への投射ニューロンの活動を抑制しても，水摂取量に変化がないことが示されて

いる（Matsuda et al., 2017）．BNST が水分摂取に関与していることを示す報告はない

ため，給水制限下では，BNST ニューロンは体液バランスや水分摂取行動の調節に

関与していないと考えられる． 

本実験では，CTA を経験した動物においてのみ CNO 投与による水摂取量の減少

がみられたことから，BNST の神経活動抑制によって，条件づけを経験したテストチャ

ンバーでの不安と恐怖が増強した可能性が考えられた．テストチャンバー内には金網

の床を設置し，味溶液呈示前や呈示中にマウスが尿を舐めたり，糞を食べたりすること

がないように配慮した．また，場所選好・嫌悪学習パラダイム（Companion and Thiele, 
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2018）において，マウスはテストチャンバーの床の特徴を識別できたことから，本実験

において味溶液呈示の文脈が負の経験（内臓不快感）と関連づけられたのかもしれな

い．したがって，CNO 投与による水摂取量減少は，BNST ニューロンの活動阻害がテ

ストチャンバーに対する不安や恐怖を想起した可能性が考えられる．この考えは，

BNST から PBN への GABA 作動性およびグルタミン酸作動性投射が摂食および不

安関連行動に果たす役割を調べた最近の研究によって支持される (Luskin et al., 

2021)．彼らは，PBN へ投射する BNST の GABA 作動性ニューロンのカルシウム活

性が脅威の呈示によって低下することを明らかにした．また，このニューロンの活動を

抑制すると摂食量が減少することを見出した．これらの知見から，本実験では CNO 投

与によって PBN への GABA 作動性投射ニューロンの活動が抑制され，潜在的な脅

威環境（テストチャンバー）において水摂取量が低下したのかもしれない． 

CNO 投与により，0.5 mM QHCl と 20 mM クエン酸の摂取量は有意に減少しなか

った．CS（サッカリン）は学習性嫌悪刺激であるのに対し，QHCl とクエン酸は生得的に

嫌悪される刺激である．どちらも動物には忌避されるが，脳内では異なる処理がなされ

ている可能性がある．腹側淡蒼球の GABA 作動性伝達は高嗜好性サッカリンと CTA

によって低嗜好性となったサッカリンの両方を媒介する一方で，低嗜好性 QHCl と

CTA によってより低嗜好性となった QHCl には反応しない（Shimura et al., 2006; Inui 

et al., 2009）．また，6-ヒドロキシドーパミン（6-OHDA）の注入によって VTA を破壊する

と，スクロースの摂取は抑制されるが，QHCl や HCl の摂取は抑制されないことから，

VTA の DA 作動性ニューロンも高嗜好性味溶液には反応するが，低嗜好性味溶液

には反応しないようである（Shimura et al., 2002）．したがって，BNST ニューロンは生

得的に好ましいと感じる味だけを媒介する可能性がある． 

naïve なマウスにおける味溶液摂取実験では，BNST の神経活動抑制は 0.075 M 

NaCl の摂取を変化させないことが示された．高濃度の NaCl は動物にとって嫌悪性で

ある（Glendinning et al., 2002）ため，先行研究を参考にマウスが水よりも好む 0.075M
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の濃度を選択した（Tordoff and Bachmanov, 2002; Bachmanov et al., 2009）．本実験に

おいて，溶媒注入後の 0.075 M NaCl の摂取量はサッカリンやスクラロースの摂取量

に近かったことから，マウスにとって高嗜好性味溶液であったことがわかる．しかし，

NaCl の摂取量には CNO 投与による有意な差はみられなかった．BNST を破壊すると

食塩欠乏によって誘発される高濃度（2％，約 0.34M）NaCl の摂取が減少することが

明らかとなっている（Zardetto-Smith et al., 1994）．脳弓下器官から BNST 腹側部への

投射ニューロンの抑制は食塩欠乏条件下での 0.3M NaCl の摂取を抑制する．一方，

この投射ニューロンを活性化すると 0.15M NaCl を好むようになり，また 0.3M NaCl に

対する嫌悪が抑制される（Matsuda et al., 2017）．これらの結果は，BNST がナトリウム

摂取に重要な役割を担っていることを示唆している．本実験の NaCl 濃度はこれらの

先行研究よりも低かったので，BNST の神経活動抑制による NaCl 摂取量の変化はみ

られなかったのかもしれない．MSG もマウスにとって高嗜好性であるため，NaCl につ

いての考察を MSG にも適用できる可能性がある．MSG の濃度（0.3M）は，マウスがこ

の濃度を好んで摂取することを示した先行研究（Bachmanov et al., 2009）に基づいて

決定した．本実験では，CNO を投与しても MSG の摂取量に変化がないことを示し

た．しかし，溶媒投与後の MSG の摂取量は水の摂取量とほぼ同等であった．したが

って，本研究で用いたマウスにとって 0.3 M MSG はサッカリンやスクラロースほど好ま

しいものではなかった可能性がある．しかし，先行研究（Bachmanov et al., 2009）にお

いてマウスは 600 および 1000 mM の MSG を忌避するという結果が示されていたた

め，本実験では高濃度の MSG を使用しなかった．今後の研究で BNST の神経活動

と MSG 摂取の関係が明らかになるかもしれないが，VTA の DA 作動性ニューロンを

除去しても MSG 溶液の摂取量は変化しない（Shibata et al., 2009）ことから，BNST の

神経活動は MSG 摂取行動には関与していないと推測される． 

本研究では，ニューロンの性質に関係なく人工受容体の遺伝子を導入するため

に，ヒトシナプシン 1（hSyn）の遺伝子カセットをプロモーターとして含む AAV ベクター
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を用いて，BNST のニューロンを非特異的に操作した．BNST は複数の亜核から構成

され，それぞれ異なる構造と機能を有している（Ju and Swanson, 1989; Ju et al., 1989; 

Choi et al., 2007）．解剖学的な観点から，BNST は内側部，中間部，外側部，腹側部

に分けられる（De Olmos et al., 1985）．さらに，これらの区分は異なる性質の細胞を含

んでおり，前内側部は 6 つの亜核（anterodorsal, anteroventral, dorsomedial, 

magnocellular, dorsolateral, ventral），前外側部は 5 つの亜核（anterolateral, 

juxtacapsular, oval, fusiform, rhomboid），後部は 3 つの亜核（transverse, 

interfascicular, principal）に分けられる（Ju and Swanson, 1989; Ju et al., 1989）．これら

の亜核には，グルタミン酸，GABA，アセチルコリン，CRH，血管作動性腸管ペプチ

ド，ソマトスタチン，カルレチニンという異なる性質を持つ神経伝達物質を発現する細

胞が存在する（Nguyen et al., 2016）．本研究では，CNO 投与によりどのタイプのニュ

ーロンが抑制されたのか不明であるため，今後は BNST のニューロンのタイプに応じ

た操作が摂取行動におよぼす影響を検討する必要がある． 
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第3章 実験 2 

1. 背景 

実験 1 では，BNST の神経活動を抑制すると，CTA 想起時の CS 摂取量がより少なく

なることが分かった．このことから，BNST の CTA への関与が示唆されたが，BNST の

機能の詳細は不明である．CNO 投与による摂取量減少の原因を明らかにすることが

BNST の機能解明につながると考えられる． 

実験 1 では 1 本のスパウトを呈示し，セッション前後でのスパウトの重量の変化から

摂取量を測定する方法（1 ビン法）を用いた．1 ビン法はスパウトの呈示や重量測定が

容易なため，複数の被験体に対して同時に実験を行える利点がある．一方で，結果と

して摂取量という一つの指標（データ）しか得ることができない．摂取量が示すのはセッ

ション全体（実験 1 であれば 15 分間）における動物の行動の総和であり，セッション中

に動物がどのような行動を示したかということを客観的データとして示すことはできない

（実験者の観察による主観的なデータを得ることはできる）．つまり，1 ビン法ではテスト

中の行動に関するデータはブラックボックスの中にあるといえる．したがって，このブラ

ックボックスの中に光を当て，動物の行動の詳細を明らかにすることができれば，実験

1 で明らかになった CNO 投与による摂取量減少の原因を詳らかにすることができ，ひ

いては CTA における BNST の機能解明につながると考えられる． 

以上の目的のために，本実験では微細行動分析システムを用いて BNST の神経

活動抑制が CS に対する行動におよぼす影響を調べた．微細行動分析システムにつ

いての詳細は後述するが，動物のスパウトへの接近行動や Lick（舐める）行動の経時

的な変化を分析することで，欲求の強さ，味溶液に対する嗜好性の高低，摂取への不

安や恐怖の強さを測定することができる．  

実験 1 では人工リガンドとして CNO を使用した．CNO は化学遺伝学的手法にお

いて最も汎く使用されているリガンドであるが，前述のように CNO が血液脳関門難通

過性物質であることや CNO の代謝産物であるクロザピンにより受容体が活性化される
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可能性が報告されている（Gomez et al., 2017）．これらの問題を克服するために，2020

年に新たな人工リガンドであるデスクロロクロザピン（deschloroclozapine, DCZ）が開発

された（Nagai et al., 2020）．DCZ は CNO などの従来の人工リガンドよりも低用量で人

工受容体に作用することが可能であり，血液脳関門に対して易通過性であるという特

徴を持つ．実験 2 を開始するにあたって，CNO の替わりに DCZ を人工リガンドとして

用いることとした．しかし，DCZ は新規な人工リガンドであるために使用実績（論文報

告）がほとんどない状況であった．そこで，運動機能に深く関わる VTA に人工受容体

を発現させたマウスに DCZ を投与する予備実験を行った．その結果，運動量が増大

することが分かり，DCZ が実際に使用可能であることが確認された． 

 

2. 方法 

2.1. 被験体 

飼養開始時 8-9 週齢の雄性 C57BL6 マウス 20 匹を用いた． 飼育環境などは実験 1

と同様であった． 

 

2.2. 手術 

手続きは実験 1 と同様であった．行動実験の開始までに少なくとも 2 週間の回復期間

をおいた． 

 

2.3. 行動実験 

2.3.1. 微細行動分析システム（図 14） 

防音箱内に設置されたチャンバー内でマウスがスパウトから DW や味溶液を摂取でき

るように設計した．防音箱はクーラーボックス（コールマン 54QT；ニューウェルブラン

ズ・ジャパン合同会社，東京）を改造したものであった．蓋が下開きになるように横倒し

にし，下側となる面にボルトを取り付けて高さを調節して内部底面が水平になるように
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した．防音箱の奥面上部に照明のための小型蛍光灯（LED 蛍光灯，10W 形）を取り

付けた．防音箱に向かって右側側面上部に正方形の穴を開け，換気用ファン

（DC12V ブラッシュレス冷却ファン，AB5020H12-1；Security-01）を取り付けた．左側側

面にあった排水コックを取り外し，ケーブルを通す穴とした．内部上面中央に Web カメ

ラ（BSW200MBK，株式会社バッファロー，愛知）をとりつけ，内部を観察できるようにし

た．また内部上面左側にスピーカー（小型フルレンジスピーカーユニット，E15-00198-

03）を取り付けた．内部底面にはスライドレールを 2 本固定し，その上にポリカーボネ

ート板を置いた．その上にマウスケージ用フロアーメッシュ（トキワ科学器械株式会社，

東京）を底にしたチャンバーを置き，全体を容易に手前に引き出せるようにした．これ

は，実験の前後でマウスを出し入れしやすくするためである． 

  チャンバーは小さい箱（スタートボックス；幅 10 cm x 奥行き 6 cm x 高さ 10 cm）と

大きな箱（アリーナ；幅 17cm×奥行き 15cm×高さ 20cm）によって構成されており，スタ

図 14．微細行動分析システム  

スタートボックス内へマウスを入れ，扉を開けたタイミングをセッションの開始と

した．マウスは給水制限下におかれていたため，アリーナへ入り，スパウトへ接

近して水または味溶液を摂取した．出窓の横に設置した通過センサーとスパウ

トに接続した接触センサーにより，出窓への接近と Lick を検出した． 
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ートボックスとアリーナは 5×5cm の四角い穴でつながっていた．この穴は通常シャッタ

ーによって閉じられていた．シャッターは防音箱の壁を貫通するステンレス製棒を実験

者が上下することで開閉できるようになっていた．このシャッターとは反対側のアリーナ

の壁に出窓があった．出窓の外には、シリンジ用の架台を設置した．シリンジはガラス

製の試験管とステンレス製のスパウトからなり，スパウトに付属するクリップを架台のス

テンレスワイヤーに噛ませるとシリンジ先端が 45°の角度で下向きの状態で架台に固

定されるように設計した．チャンバー，シャッター，シリンジ架台のいずれもポリカーボ

ネート樹脂板を加工して作製することで水洗いを可能にした． 

 アリーナの壁面外側に，出窓を左右から挟むように通過センサー（エリアモニタリング

ファイバーセンサーヘッド；E32-T16WR，オムロン株式会社，京都）を取り付けた．この

センサは赤外線によって通信する送信部と受信部の 2 つのヘッドからなり，赤外線を

遮断することで物体の通過を検知することができる．これを出窓の左右に設置すること

で，マウス頭部の出窓への侵入，すなわちマウスのスパウトへの接近を検知することが

できるようにした．また，シシリンジ架台のステンレスワイヤーを接触センサー（タッチセ

ンサー2，共立電子株式会社，大阪）に接続し、マウス舌の接触，すなわち Lick を検

出できるようにした． 

  通過センサーの赤外線を遮断すると出力電圧が 0 V から 5 V へ上昇し，Lick によ

って接触センサーの出力電圧が 0 V から 1 V へ上昇した．これらの電圧変化のデー

タをデータ収集システム（PowerLab, ADInsturments, Dunedin, New Zealand）とそれに

付属する LabChart ソフトウェアを用いてパソコンに取り込んだ．サンプリング周波数は

1 kHz であった． 

 各セッションの終了前後にシリンジの重量を測定し，摂取量を算出した． 
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2.3.1. 手続き 

手術からの回復期間終了後，マウスを実験環境に馴化させた（Day 1）．2 台の微細行

動分析システム（Chamber1, 2）を用意し，各個体は実験を通して同一の Chamber 内

で DW あるいはサッカリン溶液を呈示された．給水制限と補給の条件は実験 1 と同様

であった．飲水トレーニング，条件づけテスト 1 を実験 1 と同様のスケジュールで実施

した（表 2）．また，テスト 1 の終了後に CS 摂取量が実験群と対照群で可能な限り同

等となるように群分けを行った（実験群，n = 10；対照群，n = 9）．テスト 2 において

BNST の神経活動を抑制するために，実験群に DCZ（50 μg/kg）を，対照群には溶媒

（1.0% DMSO 含有滅菌生理食塩水）を腹腔内投与した．投与量は体重の 0.5%量で

あった．DCZ の用量は先行研究（Nagai et al., 2020）をもとに決定した．実験 1 と同様

にテスト 3 をテスト 2 の 48 時間後に行った． 

 

2.4. DCZ の用量依存性検証実験 

DCZ は新規の人工リガンドであるため，その作用は不明な点が多い．DCZ が人工受

容体に直接に作用し神経活動を変化させるのであれば，用量が低いほど神経活動の

変化は小さくなり，その結果観察される行動の変化も小さくなると考えられる．そこで，

用量による作用の違いについて検証するため，上述の実験よりも低い用量（5 μg/kg）

の DCZ を用いる実験を行った．雄性 C57BL6 マウス 10 匹に対し，これまでの実験と

同様に BNST に hM4Di の配列を持つアデノ随伴ウィルスベクターを注入する外科的



 32 

手術を行った．術後 2 週間から行動実験を開始した．上述の 5 μg/kg の実験と同じス

ケジュールで実施し，テスト 2 において CS 呈示 30 分前に 5 μg/kg の DCZ を腹腔内

投与した．  

 

2.5. 組織学的検証 

行動実験終了後，マウスの灌流固定を行い，脳を頭蓋骨から摘出した．厚さ 30 μm の

組織切片を作成し，実験１と同様の手順で免疫組織化学的染色を行った． 

顕微鏡を用いて組織切片を観察し，hM4Di を発現しているニューロンの分布を観

察した． 

 

2.6 行動分析 

各トライアルのデータを LabChart でテキスト形式で出力し，フリーソフトウェア R によっ

て作成したプログラムを用いて解析した．接触センサーのデータから Lick 行動を分析

した．Lick 間隔（１つ１つの Lick がどれくらいの時間間隔で生じるか）を基準に分析し

た（図 15）．3 回以上の Lick が 180 msec 未満の間隔で続いた場合，その一連の Lick

を「burst」と定義し，burst の数とサイズ（1 つの burst あたりの Lick 数）を評価した． 

図 15．Lick 行動と接近行動（Entry）の経時的変化 

a．最初の Lick から最後の Lick までの時間（Meal time），b. 最初の Lick まで

の潜時（Latency for 1st Lick），c. 各 Entry–Lick における最初の Lick までの潜

時，d-e，Entry-Lick と Entry-Stop の持続時間（duration），f. Lick 間隔（inter-
lick interval, ILI）． 
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また，最初の Lick までの潜時（Latency for 1st lick），最初の Lick から最後の Lick ま

での時間（Meal time），15 分間の総 Lick 数（Total lick number）を評価した．接近行

動については，マウスが出窓に頭を入れる（スパウトに接近する）行動を「Entry」と定義

した．Entry の頻度や持続時間によって動機づけの強さを分析した． 

Entry についてはさらに Entry–Lick と Entry–Stop に分類した．Lick 行動を伴う

Entry を「Entry–Lick」と定義した（図 16）．一方，「Entry–Stop」はスパウトに接近するも

のの，味溶液を摂取しない（Lick せずに後退する）行動で，マウスが摂取を躊躇して

いたことを示す指標と定義した．Entry–Lick と Entry–Stop のそれぞれについて頻度と

持続時間を評価した． 

 

2.7. 統計 

実験 1 と同様に，hM4Di の発現が BNST の片側のみ，または両側共に認められなか

ったマウスは，データの解析から除外した．データの解析は，Prism を用いて行った．

CTA を獲得することで上述の行動指標がどのように変化するかを明らかにするため

に，各パラメーターについて条件づけとテスト 1 の間で対応のある t 検定（paired t-

test）を用いて比較した．DCZ 投与による影響は，テスト 2 とテスト 3 における各パラメ

図 16．Entry の分類  

マウスが出窓に頭を入れる（スパウトに接近する行動）を Entry と定義した．

Entry は通過センサーにより検知され，動機づけの指標とした．a. Entry-Lick．
飲み口に接近し，味溶液を舐める（Lick する）行動．b. Entry-Stop．飲み口に 
接近するものの，Lick せずに止まる行動．躊躇の指標とした． 
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ーターの群間差を Holm-Šídák 法で補正した対応のない多重 t 検定（multiple 

unpaired t-test）を用いて分析することで評価した．また，DCZ の用量依存性を検証す

る実験では溶媒投与群，5 μg/kg DCZ 投与群，50 μg/kg DCZ 投与群の各パラメータ

ーを一元配置分散分析で比較した． 

 

3. 結果 

3.1. 50 μg/kg DCZ 投与による Lick 行動および接近行動の変化 

BNST の背側および腹側の両方に mCherry 陽性細胞の存在が確認された実験群 8

匹，対照群 9 匹のデータを分析した．シリンジの重量から算出した摂取量の変化から

全ての個体において CTA が成立したことが分かった（テスト 1 での摂取量が条件づ

けでの摂取量より少なかった）． 

各パラメーターのデータを図 17 から図 21 に示す．各グラフにおいて，条件づけ

（conditioning test，Cond.）とテスト 1（acquisition test, Acq.）のデータを paired t-test を

用いて比較することで，CTA の成立による各パラメーターの変化について分析した．

また，テスト 2 と 3（Test 2, 3）について実験群と対照群を multiple unpaired t-test によっ

て比較することで，DCZ 投与による各パラメーターの変化について分析した． 

 最初の Lick までの潜時（図 17a；Latency for 1st lick）は CTA の成立によって変化

せず，DCZ 投与の影響もみられなかった．一方，最初の Lick から最後の Lick までの

時間（図 17b；Meal time），すなわちマウスが CS を摂取していた時間は CTA の成立

によって有意に短くなった（t[16] = 3.519, p < 0.01）．また，DCZ 投与によって短くなっ

たが，群間差は有意ではなかった．15 分間の総 Lick 数（図 17c；Total lick number）

は CTA の成立によって有意に減少した（t[16] = 18.11, p < 0.001）．このことは摂取量

の減少と相関している．テスト 2 において実験群の総 Lick 数は対照群に比べて有意
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に少なく（t[15] = 3.615, p < 0.01），DCZ 投与が Lick 行動を減少させたことが分かっ

た．このような群間の有意差はテスト 3 ではみとめられなかった． 

CTA の成立によって burst の数が有意に減少した（図 18a；Number；t[16] = 7.307, 

p < 0.001）．また，テスト 2 において群間差が有意であり，DCZ 投与によって burst の

数が減少したことが分かった（t[15] = 3.417, p < 0.01）．テスト 3 における群間差は有意

ではなかった．burst のサイズは小さいほどその味溶液に対する嫌悪感が強いことを意

味し，反対にサイズが大きくなると嫌悪感が弱いことを意味する．CTA の成立によって

burst のサイズが有意に小さくなった（図 18b；Size；t[16] = 7.422, p < 0.001）ことから，

図 17．条件刺激に対する Lick 行動の変化 
Cond.（条件づけ），Acq.（テスト 1）のデータは全個体の平均値を示している．

TEST 2（テスト 2）と TEST 3（テスト 3）のデータは各群（EXP，実験群；CON， 
対照群）の平均値をそれぞれ示している．TEST 2 の色付きのバーは DCZ（橙）

あるいは溶媒（VEH，青）を投与したことを示している．a，最初の Lick までの 
潜時は CTA の成立によって変化せず，DCZ 投与による影響もなかった． 
b，最初の Lick から最後の Lick までの時間は CTA の成立により，有意に短く 
なった．DCZ 投与により短くなる傾向がみられたが，群間差は有意ではなかっ

た．c，総 Lick 数は CTA の成立により有意に減少した． 
**p < 0.01，***p < 0.001（群間比較）; †p < 0.05, †††p < 0.001（Cond.との比較） 
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マウスは CS への嫌悪感を示していたと考えられる．テスト 2 において DCZ 投与により

burst のサイズは有意に小さくなった（t[15] = 2.534, p < 0.05）．テスト 3 では群間差は

みられなかった． 

 

接近行動については Entry, Entry–Lick, Entry–Stop について頻度と持続時間を分

析した．CTA の成立によって Entry の頻度が有意に減少した（図 19a；Number；t[16] 

= 2.690, p < 0.05）．テスト 2 とテスト 3 では群間差はみられなかった．Entry の平均持

続時間も CTA の成立によって有意に短くなった（図 19b；Duration；t[16] = 14.25, p < 

0.001）．また，テスト 2 で DCZ 投与によって有意に短くなった（t[15] = 3.272, p < 0.05）

が，テスト 3 では群間差はみられなかった． 

Entry–Lick の頻度は CTA の成立によって有意に減少した（図 20 a；t[16] = 9.195, 

p < 0.001；Number）．また，テスト 2 において DCZ を投与された実験群は対照群に比

べて有意に少ない Entry–Lick を示した（t[15] = 2.734, p < 0.05）．このような群間差は

テスト 3 ではみられなかった．同様に Entry–Lick の平均持続時間も CTA の成立によ

って有意に短くなり（図 20b；Duration；t[16] = 11.43, p < 0.001），テスト 2 において

図 18．高頻度 Lick（burst）への影響 
a，burst の数は CTA の成立により有意に減少した．テスト 2 において DCZ
投与によって有意に減少した．b，CTA の成立により，burst のサイズは有意に

小さくなった．DCZ 投与により対照群との間に有意差がみとめられた． 
*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001（群間比較）; †p < 0.05, ††p < 0.01,  
†††p < 0.001（Cond.との比較） 
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DCZ 投与は有意な群間差を生じさせた（t[15] = 2.634, p < 0.05）．テスト 3 では群間差

はみられなかった． 

 

図 19．スパウトへの接近行動（Entry）への影響   
a，CTA の成立により Entry の頻度は有意に減少した．一方，テスト 2 と 3 では

群間差はみられなかった．b，平均持続時間も CTA の成立により，有意に短くな

った．DCZ 投与により対照群との間に有意差がみとめられた． 
*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001（群間比較）; †p < 0.05, ††p < 0.01, 
 †††p < 0.001（Cond.との比較） 
 

図 20．Lick 行動をともなう Entry（Entry–Lick）への影響    

a，Entry–Lick の頻度は CTA の成立によって有意に減少した．テスト 2 において

実験群は対照群に比べて有意に少ない Entry–Lick を示した．b，Entry–Lick の

平均持続時間も CTA の成立によって有意に短くなり，テスト 2 において DCZ 投

与は有意な群間差を生じさせた．  *p < 0.05， ***p < 0.001（群間比較）; †p < 
0.05，†††p < 0.001（Cond .との比較） 
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Entry–Stop の頻度に CTA の成立は影響をおよぼさなかった（図 21a; Number）．テ

スト 2 において DCZ 投与は Entry–Stop の頻度を増加させる傾向を示したが，群間差

は有意ではなかった（t[15] = 1.360, p >0.05）．テスト 3 での群間差も有意ではなかっ

た．一方，Entry–Stop の平均持続時間においても CTA の成立による有意な変化はみ

られず，DCZ 投与の影響もみられなかった（図 21b；Duration）．Entry の頻度に占める

Entry–Stop の頻度の割合（Entry–Stop の発生確率；Probability）を算出すると，CTA

の成立によって有意に増大することがわかった（図 21c；t[16] = 4.917, p < 0.001）．ま

た，テスト 2 において DCZ を投与された実験群は対照群に比べて有意に高い発生確

率を示した（t[15] = 2.899, p < 0.05）．このような群間差はテスト 3 ではみられなかっ

た． 

図 21．Lick 行動をともなわない Entry（Entry–Stop）への影響    

a，Entry–Stop の頻度は CTA の成立によって変化しなかった．DCZ 投与は

Entry–Stop の頻度を増加させる傾向を示したが，群間差は有意ではなかった．

b，平均持続時間も CTA の成立による有意な変化はみとめられず，DCZ 投与の

影響もみられなかった．c，Entry–Stop の発生確率は CTA の成立によって有意

に増大し，DCZ 投与により有意に増大した．*p < 0.05， ***p < 0.001（群間比

較）; †p < 0.05, ††p < 0.01（Cond.との比較） 
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3.2 DCZ の用量依存性検証実験（5 μg/kg DCZ 投与による行動の変化） 

実験に用いた 10 匹のうち，4 匹では BNST の片側あるいは両側で mCherry 陽性細

胞が見られなかったため，行動データの解析から除外した． 

5 μg/kg DCZ 投与群（以下，5 μg 群と表記）を前項の対照群（以下，0 μg 群と表

記），実験群（以下，50 μg 群と表記）と比較した． 

5 μg 群は 0 μg 群，50 μg 群と同様に CTA の成立によって各パラメーターを変化さ

せた．群間に違いはみられなかったため，CTA の成立による変化（Cond.と Acq.のグ

ラフ）については省略する． 

テスト 2 において 5 μg 群の最初の Lick までの潜時（図 22a；Latency for 1st lick）

は，0 μg 群に比べて長くなる傾向にあったが群間の有意差はみとめられなかった．テ

スト 3 においても同様であった．摂取時間（図 22b；Meal time）についてはテスト 2 とテ

スト 3 の両方において群間差はみとめられなかった．総 Lick 数（図 22c；Total lick 

number）については 0 μg 群と 50 μg 群間においてのみ有意差がみとめられた．（p < 

0.01）． 

burst の数（図 22d；Number）とサイズ（図 22e；Size）については，テスト 2 において

0 μg 群より 5 μg 群のほうが小さくなる傾向にあったが，いずれも群間差は有意ではな

かった． 

Entry の頻度（図 22f；Number）についてはテスト 2 とテスト 3 の両方において群間

差はみとめられなかった．一方，Entry の平均持続時間（図 22g；Duration）については

テスト 2 において 0 μg 群と 5 μg 群との間に有意差がみとめられたが（p < 0.05），0 μg

群と 50 μg 群の差のほうが大きかった（p < 0.01）． 

Entry–Lick の頻度（図 22h；Number）と平均持続時間（図 22i；Duration）について

はテスト 2 とテスト 3 の両方において 0 μg 群と 5 μg 群の間に有意差はみとめられな

かった． 
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図 22．DCZ の用量依存性検証実験 

低用量（5 μg/kg）の DCZ を投与すると Entry の平均持続時間（g. Duration）が
対照群（0 μg/kg）に比べて有意に短くなった．しかし，高用量（50 μg/kg）と比べる

とその差は小さかった．その他のパラメーターについては対照群との間に有意差

はみとめられなかった． 
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  Entry–Stop については，頻度（図 22j；Number），平均持続時間（図 22k；

Duration），発生確率（図 22l；probability）のいずれにおいても，テスト 2 とテスト 3 の

両方において有意な群間差はみとめられなかった． 

 

4. 考察 

テスト 2 において実験群（50 μg 群）では burst のサイズが小さくなったことから，DCZ

投与による分界条床核の神経活動抑制は，CS に対する嫌悪を増大させたことが分か

った．テスト 2 において実験群は有意に少ない総 Lick 数，すなわち有意に少ない CS

摂取量を示したが，CS に対する嫌悪の増大が摂取量減少の一因であったと考えられ

る． 

接近行動については，DCZ 投与は Entry の頻度に影響をおよぼさなかった．このこ

とは実験群と対照群が同程度の頻度でスパウトに接近したことを意味している．つま

り，DCZ 投与によって接近動機づけ（マウスが味溶液を摂取しようとする過程）には変

化が生じなかったことから，分界条床核の神経活動抑制は欲求行動に影響しないこと

が示唆された． 

一方で，Entry–Lick の頻度と平均持続時間は DCZ 投与によって有意に減少した．

Entry–Lick は Lick 行動をともなう Entry であるため，DCZ 投与による Entry–Lick の

減少は CS 摂取量の減少を反映していると考えられる．頻度だけでなく平均持続時間

が減少したということは，Entry–Lick の各イベントが DCZ 投与によって持続しなくなっ

たことを意味している．つまり，マウスはスパウトに接近し，Lick を開始したとしても比較

的短時間で終了したといえる．上述したように DCZ によって CS に対する嫌悪が増大

したために，Lick 行動が持続しなかったと考えられる． 

Entry–Stop の平均持続時間については群間の違いはみられなかったが，頻度につ

いては DCZ 投与による増加傾向がグラフ（図 23a）からみてとれた．統計学的に有意

差がみとめられなかったのは個体差が大きいためではないかと考え，発生確率（図
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23a）を算出した．その結果，DCZ 投与によって Entry–Stop が生じやすくなることがわ

かった．Entry–Stop はマウスがスパウトに接近にするものの Lick しない，すなわち

Lick を躊躇している状態を意味している．したがって，DCZ 投与による Entry–Stop の

増加は，分界条床核の神経活動抑制によって，マウスが CS の摂取をより強く躊躇す

るようになったことが示唆された． 

本実験のマウスは給水制限下におかれており，口渇感によって飲水に対する動機

づけが増強していたと考えられる．DCZ 投与はこの動機づけに影響しないことが

Entry の分析によって示された．すなわち，実験群のマウスは対照群と同様に呈示さ

れた味溶液を摂取しようしたと考えられる．したがって，DCZ 投与によって CS に対す

る嫌悪と躊躇が増大し，結果的に摂取量が減少したことが示唆された． 

DCZ の用量依存性を検証する実験では，低用量（5 μg/kg）の DCZ を投与すると

Entry の平均持続時間が対照群（0 μg/kg）に比べて有意に短くなったが，高用量（50 

μg/kg）よりも変化は小さかった．また，その他のパラメーターについては対照群との間

に有意差はみとめられなかった．以上の結果から，低用量の DCZ 投与では行動表出

への影響がないか，あったとしても小さいことが示された．したがって，低用量の DCZ

による BNST の神経活動抑制作用は高用量に比べて軽微であり，DCZ の作用は用

量依存的であることが示唆された．DCZ の使用開始にあたって参考にした Nagai ら

（2020）の研究では 100 μg/kg の用量でサルを対象とした行動実験（空間遅延反応課

題）を実施した．彼らはマウスに対して DCZ を 1 μg/kg の用量で投与して薬物動態を

調べているものの，行動実験は実施しておらず，マウスでの使用実績は乏しい状況で

あった．しかし最近．マウスのメラノコルチン 4 受容体発現細胞の活動を人工受容体

rM3Ds（ラット改変アセチルコリン受容体 M3）を介して DCZ 投与によって操作し，摂

餌量の変化を調べた研究が報告された（Matsumura et al., 2022）．彼らは，0.01 mg/kg

または 0.1 mg/kg の用量で DCZ を投与すると，低用量では摂餌量が抑制されなかっ

たのに対し，高用量では摂餌量が抑制されることを示している．この先行研究と本研
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究では DCZ の用量が若干異なるものの低用量では影響が小さいという点で一致して

おり，本研究において低用量の DCZ が hM4Di を介して BNST の神経活動を抑制す

る効果は行動の変化を引き起こすほどのものではなかったと考えられる．したがって，

行動実験においてはある一定の用量以上の DCZ が用いられる必要があるものの，

CNO（1 mg/kg）に比べると低い用量（50 µg/kg）で効果が得られることが示された． 
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第 4 章 実験 3 

1. 背景 

実験 1 と実験 2 では，BNST の神経活動抑制が CTA の想起時における CS 摂取量

や行動におよぼす影響を調べた．その結果，BNST の神経活動を抑制すると CS に

対する嫌悪や躊躇が増大し，CS 摂取量が減少することがわかった．そこで実験 3 で

は BNST の神経活動促進によって CS に対する反応にどのような変化が生じるかを明

らかにすることを目的とした． 

 

2. 方法 

2.1. 被験体 

飼養開始時 8-9 週齢の雄性 C57BL6 マウス 18 匹を用いた．飼養環境などは実験 1

と同様であった． 

 

2.2. 手術 

これまでと同様に両側の BNST にアデノ随伴ウィルスベクターを注入する手術を行っ

た．注入したウィルスはヒト改変アセチルコリン受容体 M3（興奮性受容体）の配列をも

つ pAAV8-hSyn-hM３D（Gq）-mCherry（50474-AAV8，Addgene，Watertown，MA，

USA）であった．ウィルスベクター注入後の手続きは実験 1，2 と同様であった． 

 

2.3. 行動実験 

実験 2 と同じく微細行動分析システムを使用して，Lick 行動と接近行動の解析を行っ

た．手続きは実験 2 と同様であった．  
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2.4. 組織学的検証 

実験１，2 と同様の方法で hM3Dq を発現しているニューロンの分布を分析した．

hM3Dq の発現が BNST の片側，または両側ともにみとめられなかったマウスについて

は，以下の行動分析から除外した． 

 

2.5 行動分析 

各トライアルにおける Lick 行動と接近行動を実験 2 と同様に LabChart を介してパソ

コンに記録し，そのデータを R で作成したプロフラムを用いて解析した．  

 

2.6. 統計 

Prism を用いて統計学的分析を行った．実験 2 と同様に，CTA の成立による行動の

変化を明らかにするために，各パラメーターについて条件づけ（Cond.）とテスト 1

（Acq.）の違いを対応のある t 検定（paired t-test）を用いて分析した． DCZ 投与による

影響については，Holm-Šídák 法で補正した対応のない多重 t 検定（multiple unpaired 

t-test）を用いて，テスト 2 とテスト 3 における群間の違いを分析することで評価した．  

 

3. 結果 

3.1. 組織学的検証 

実験群（n =9）および対照群（n = 6）の背側および腹側の両方に mCherry 陽性細胞

が存在していることを確認した．実験群の 3 匹については BNST の外側に mCherry

陽性細胞が見られたため，行動データ解析から除外した．残りの実験群のうち，5 匹で

は BNST の尾側部に mCherry 陽性細胞が分布していたが，吻側部では分布が観察

されなかった．残りの 4 匹については吻側部と尾側部の両方に細胞の分布がみられ

た．実験 2 で行動データ分析に供した個体はいずれも吻側部と尾側部の両方に

hM4Di が発現していた．また，分界条床核の吻側部と尾側部では神経投射が異なる
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（Dong and Swanson, 2004）．これらのことを踏まえて，本実験では，尾側に陽性細胞

が分布していた個体（尾側群；n=5）と吻側にも分布が見られた個体（吻側群；n=4）の 2

つの群に分けた．吻側群の個体数が不十分であったため，尾側群についてのみ統計

学的分析を行なった．  

 

3.2. 行動分析 

3.2.1. 尾側群について 

実験 2 と同様にテスト 1 でいずれの個体も CS 摂取量が低下したことから，行動デー

タ分析に供した個体では CTA が成立していたと考えられる． 

最初の Lick までの潜時（図 23a；Latency for 1st lick）が CTA の成立によって増大

する個体がみられたが，条件づけ（Cond.）とテスト 1（Acq.）の間で有意差はみとめられ

図 23．尾側群における Lick 行動の変化 
a，最初の Lick までの潜時は CTA の成立によって増大する個体がみられたが，

有意差はみとめられなかった．DCZ 投与により有意に長くなった．b，CS 摂取時

間は CTA の成立により有意に短くなった．DCZ 投与により短縮傾向にあったが

有意な群間差はみとめられなかった．c，総 Lick 数は CTA の成立によって有意

に減少した．DCZ 投与による有意な変化はみられなかった．*p < 0.05（群間比

較）; †p < 0.05, †††p < 0.001（Cond.との比較） 
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なかった．テスト 2 で DCZ 投与によって有意に長くなった（t[9] = 2.908, p < 0.05）．テ

スト 3 においても尾側群のほうが長かったが群間差は有意ではなかった．最初の Lick

から最後の Lick までの時間（図 23b；Meal time）は CTA の成立によって有意に短く

なった（t[10] = 3.051, p < 0.05）．DCZ 投与によってより短くなる傾向にあったが尾側

群と対照群の間に有意な群間差はみとめられなかった．テスト 3 における群間差は有

意ではなかった．総 Lick 数（Total lick number）は CTA の成立によって有意に減少し

た．テスト 2 では DCZ を投与された尾側群は対照群に比べて少ない総 Lick 数を示

したが有意な差ではなかった．また，テスト 3 における群間差も有意ではなかった． 

burst の数とサイズは CTA の成立によって有意に減少した（図 24；数，t[10] = 

5.110, p < 0.001；サイズ，t[10] = 5.163, p < 0.001）．また，数とサイズのどちらも尾側群

では DCZ 投与によって減少する傾向がみられたが，対照群との間に有意差はみとめ

られなかった． 

Entry の頻度は CTA の成立によって有意に減少した（図 25a；t[10] = 2.708, p < 

0.05）．DCZ 投与は尾側群の Entry の頻度を減少させたが，群間差は有意ではなか

った．また，テスト 3 での群間差も有意ではなかった．同様に，Entry の平均持続時間

図 24．尾側群における burst の変化  
burst の数（a）とサイズ（b）は CTA の成立によって有意に減少した．また，数と 
サイズのどちらも尾側群では DCZ 投与によって減少傾向がみられたが，対照群

との間に有意差はみとめられなかった．***p < 0.001（群間比較）;  
†p < 0.05, ††p < 0.01, †††p < 0.001（Cond.との比較） 
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にも CTA の成立によって有意に短くなった（図 25b；t[10] = 3.372, p < 0.05）が，テスト

2 とテスト 3 における群間差は有意ではなかった（図 25b）． 

Entry–Lick の頻度と平均持続時間は Entry と同様の傾向を示した．CTA の成立に

よって有意に頻度が減少し（図 26a；t[10] = 6.593, p < 0.001），平時持続時間が短くな

った（図 26b；t[10] = 3.801, p < 0.01）．また，統計学的有意差はみとめられなかったも

のの，DCZ 投与によって頻度が減少し，平均持続時間が短くなる傾向にあった．頻度

についてはテスト 3 においても尾側群のほうが少ない傾向にあったが，群間差は有意

ではなかった．テスト 3 における平均持続時間については群間の差はみとめられなか

った． 

Entry–Stop の頻度（図 27a）と平均持続時間（図 27b）は CTA の成立によって変化

しなかった．しかし，発生確率は有意に増大した（図 27c；t[10] = 4.551, p < 0.01）．テ

スト 2 で DCZ を投与すると，Entry–Stop の頻度が若干減少し，反対に平均持続時間

が若干長くなる傾向にあったが群間差は有意ではなかった．また，発生確率にも DCZ

は影響をおよぼさなかった． 

図 25．尾側群における Entry の変化  
a，Entry の頻度は CTA の成立によって有意に減少した．DCZ 投与は尾側群の

Entry の頻度を減少させたが，群間差は有意ではなかった．b，Entry の平均持

続時間にも CTA の成立によって有意に短くなったが，テスト 2 とテスト 3 におけ

る群間差は有意ではなかった．*p < 0.05，**p < 0.01（群間比較）；††p < 0.01, 
†††p < 0.001（Cond.との比較） 
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図 26．尾側群における Entry-Lick の変化  
Entry–Lick の頻度は CTA の成立によって有意に頻度が減少し（a），平均持続

時間が短くなった（b）．また，有意差はみとめられなかったものの，DCZ 投与によ

って頻度が減少し，平均持続時間が短くなる傾向にあった．**p < 0.01，***p < 
0.001（群間比較）；†p < 0.05，††p < 0.01, †††p < 0.001（Cond.との比較） 

図 27．尾側群における Entry–Stop の変化  
Entry–Stop の頻度（a）と平均持続時間（b）は CTA の成立によって変化しな

かった．テスト 2 で DCZ を投与すると，Entry–Stop の頻度がわずかに減少

し，反対に平均持続時間が若干長くなる傾向にあったが群間差は有意ではな

かった．発生確率（c）は CTA の成立によって有意に増大したが， DCZ は影

響をおよぼさなかった． 
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3.2.2. 吻側群について 

BNST の吻側部にも mCherry 陽性細胞が分布していた実験群（吻側群）と対照群の

結果を表 3 に示す．条件づけ（Conditioning），テスト 1（Test 1），テスト 3（Test 3）のデ

ータは尾側群，対照群と同程度であったため記述を省略し，テスト 2（Test 2）の結果に

ついて吻側群と尾側群あるいは対照群との比較について以下に記述する． 

吻側群における最初の Lick までの潜時（Latency for 1st lick）は対照群より長く，尾

側群より短かった．最初の Lick から最後の Lick までの時間（Meal time）は対照群と

同程度であった．15 分間の総 Lick 数（Total lick number）は対照群より少なく，尾側

群より多かった．burst の数は対照群と同程度であったのに対し，burst のサイズは尾側

群と同程度であった． 
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Entry の頻度は対照群に近い値を示した．それに対して，Entry の平均持続時間に

ついては尾側群に近い値となった． 

Entry–Lick の頻度と平均持続時間については，対照群より少なく，尾側群より多か

った．Entry–Stop の頻度は対照群より少なく，尾側群より多かった．一方，Entry–Stop

の平均持続時間は対照群と同程度であった．発生確率については対照群と尾側群の

いずれよりも低かった． 

 

4. 考察 

テスト 2 において 15 分間の総 Lick 数（Total lick number）と burst のサイズについて，

DCZ 投与によって減少する傾向がみられたものの，有意な群間差はみとめられなか

った．これらのことから，BNST 尾側部の神経活動を促進させても，摂取量や CS に対

する嫌悪に有意な変化は生じないことが示唆された． 

DCZ 投与は尾側群の Lick 行動のうち，最初の Lick までの潜時（Latency for 1st 

lick）を有意に増大させた．また，Entry の頻度については，群間差は有意ではないも

のの減少する傾向がみとめられた（p = 0.101）．これらの結果は，尾側群のマウスは対

照群に比べて，チャンバーのシャッターが開いてから最初に Lick するまでに有意に

長い時間を要し，またスパウトに接近する頻度も少なかったことを意味している．つま

り，DCZ 投与によって BNST 尾側部の神経活動を促進すると，接近動機づけが弱め

られ，欲求行動が減少することが示唆された．  

Entry–Lick の頻度と平均持続時間も DCZ 投与によって減少する傾向にあったが

尾側群と対照群の間に有意差はみとめられなかった．これらの減少傾向は，マウスが

CS を Lick しようとする行動が少なくなる傾向にあることを示しており，結果として CS

摂取量（総 Lick 数）の減少傾向へとつながったと考えられる． 

テスト 2 における Entry–Stop の発生確率は 54.7 ± 14.95%であったことから， 

Entry–Lick と Entry–Stop がほぼ同程度の頻度で生じたといえる．Entry の頻度そのも
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のが減少したことを考慮に入れると，尾側群のマウスではスパウト（CS）がある出窓に接

近することへの恐怖が DCZ によって増大した可能性が考えられる．接近をしないため

に，摂取量は減少し，burst も減少したのかもしれない． 

一方，吻側にも mCherry 陽性細胞が見られた個体（吻側群）では，最初の Lick ま

での潜時（Latency for 1st lick）と Entry の頻度は DCZ 投与の影響を受けなかった．こ

のことから，吻側群では接近動機づけに変化は生じなかったといえる．この吻側群で

は Entry–Stop の頻度や平均持続時間についても変化がなかったことから，DCZ 投与

は CS の摂取に対する躊躇を増大させないことが示唆された．吻側群は尾側群のよう

に接近動機づけが減弱することはなく，BNST 吻側部の神経活動を促進しても CS に

対する恐怖は増強されない可能性が考えられた．ただし，現時点で BNST の吻側部

において mCherry 陽性細胞（hM3Dq 発現細胞）の分布が確認されたのは 4 個体の

みであるため，統計学的分析に十分な個体数を得るために，今後さらに実験を重ねる

必要性がある． 
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第 5 章 総合論議 

実験 1 では CTA の想起に BNST が関与しているかどうかを明らかにするために，

BNST の神経活動抑制が CS 摂取行動におよぼす影響を調べた．BNST の神経活動

を抑制されたマウスの CS 摂取量は，抑制されていない個体に比べて有意に少なくな

ることが明らかとなった．この摂取量減少の原因を明らかにするため，実験 2 におい

て，微細行動分析システムを用いて，マウスの行動を定性的・定量的に記録し，「どれ

だけ減ったか」という量的な変化だけでなく，「どのようにして減ったか」という質的な変

化も詳らかにすることを目指した．in vitro の実験では設定された特定の条件下におけ

る神経活動の変化を観察することが出来る．しかし，実際の生体においてどこまでその

結果が反映されるのかは未知の領域である．一方，本研究のような in vivo の実験で

は条件を均一に保つことの難しさや実験動物の個体差という実験者には制御できな

い要因があるものの，脳が生体という器の中でどのように機能しているのかを生体現象

を通じて解明しようとする上では非常に重要な手法であるといえる．実験 2 と実験 3 で

はマウスの行動を複数のパラメーターから分析し，検討することで，CTA 想起時に CS

摂取を避ける行動，すなわち生体にとって危険とされるものから回避する行動をより詳

細に明らかにすることができた．その結果は非常に興味深いものであり，様々な側面

から生体行動を分析することは重要であると考える． 

実験 2 で微細行動分析システムを用いることで， BNST の神経活動抑制は高頻度

Lick（burst）のサイズを小さくし，CS の摂取を躊躇する行動を増大させ，CS 摂取量が

減少することを明らかにした．このことは，CS 摂取量の減少が CS に対する嫌悪と恐

怖の増強によってもたらされることを示している．一方，実験 3 において BNST 尾側部

の神経活動を促進させた場合では，CS 摂取量が減少する傾向がみとめられた．この

とき最初の Lick までの潜時が増大し，Entry の頻度が減少したことから，接近動機づ

けが減弱した結果，CS 摂取量が減少したと考えられる．雌・雄マウスの PBN から

BNST に投射するニューロンに hM3Dq 受容体を発現させ，人工リガンドで活性化さ
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せると雌マウスでは摂餌までの潜時が増大することが報告されている（Jaramillo et al., 

2020）．また，小胞体 GABA トランスポーター（VGAT）を発現する BNST ニューロンを

hM3Dq 受容体を介して活性化させると不安様行動が増加することも明らかとなってい

る（Mazzone et al., 2018）．本研究では BNST のニューロンに非特異的に hM3Dq 受

容体を発現させ，神経活動の促進によって接近動機づけが抑制されるという同様の傾

向がみとめられた．塩化リチウムや 2,4,5-トリメチル-3-チアゾリン（キツネの分泌物に含

まれる物質）の呈示により，マウスの BNST に Fos が発現することから（St Andre et al., 

2007; Janitzky et al., 2015），生体にとってネガティブな刺激が与えられた時に BNST

の活動が促進すると考えられる．本研究のように BNST ニューロンを人為的に興奮さ

せた場合に，与えられた刺激を回避する行動が誘発される可能性が示唆された．一

方，BNST 吻側部の神経活動を促進した場合には接近動機づけの変化や躊躇行動

の増加などは認められなかった．今回は偶然的に mCherry 陽性細胞が吻側部に分

布していなかった個体が存在したために吻側群と尾側群に分けて解析を行なったが，

結果的に BNST の吻側部と尾側部では CTA の想起に関する役割が異なる可能性が

示唆された．この可能性は下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ペプチド（pituitary 

adenylate cyclase-activating peptide, PACAP）をラットの BNST 吻側部と尾側部に注入

した際の体重変化を検討した報告（Kocho-Schellenberg et al., 2014）によっても示唆さ

れる．この研究では吻側部に注入した場合では体重の変化がみられず，尾側部に注

入した個体では体重減少が認められた．本研究の実験 3 で吻側部に mCherry 陽性

細胞が分布した個体は 4 個体のみであったため BNST の吻側部と尾側部の役割の

違いについて論じることは時期尚早であるが，今後個体数を増やしデータを増やし検

討していくとともに，吻側部のみあるいは尾側部のみにアデノ随伴ウィルスを注入し，

それぞれの神経活動を制御した場合の行動変化を調べる実験を行う価値があると考

えている． 
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実験 3 において BNST の神経活動を促進させた個体の中には Entry–Lick の頻度

が 0 であった個体が存在した．これらの個体は CS を全く Lick しなかったため，CS の

味を確認した上で摂取をやめたのではなく，CS への接近行動自体が減少し，その結

果として CS 摂取量が減少したと考えられる．先行研究において，マウスの BNST の

神経活動を抑制すると嫌悪刺激に対する回避行動の発現が抑制され，神経活動を促

進させると回避行動が増加することが示されている（Guerra et al., 2022）．本研究の実

験 2 において，BNST の神経活動抑制は接近動機づけを変化させなかった．このこと

は，CS へ接近することに対する恐怖が減弱し，回避反応が起こらなかった可能性を示

唆している．しかし同時に，burst のサイズが小さくなったことから分かるように CS の味

に対する嫌悪が増強されていたために CS の摂取は抑えられた．結果として，恐怖の

減弱と嫌悪の増強が拮抗し，Entry–Stop の発生確率が上昇するという結果を招いたと

推察される． 

 以上の結果をまとめると，BNST の神経活動を促進させた場合には CS へ接近す

ることへの恐怖（contextual fear）が増強され，反対に抑制した場合には contextual fear

は減弱するものの，CS の味に対する嫌悪（taste aversion）が増強されることが示唆され

た． 

本研究では人工リガンドとして CNO と DCZ を使用した．実験 1 では CNO 投与に

より CS 摂取量が減少することを明らかにした．また，実験 2 において実験群の総

Lick 数が減少したことから，DCZ 投与によって CS 摂取が抑えられたことが明らかとな

った．CNO は最も広く用いられている人工リガンドであるものの，血液脳関門を通過し

にくく，代謝産物であるクロザピンが作用している可能性も示唆されている．一方で

DCZ は血液脳関門を通過しやすく低用量で作用することが出来るものの，新規の薬

剤であり，齧歯類の行動実験に用いた例は少ない．本研究において，CNO と DCZ の

いずれを投与した場合でも CTA 想起時の CS 摂取量が減少し，同様の実験結果が

得られたことから，DCZ も人工リガンドとして有用であることが示された． 
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 本研究では，摂食障害に注目し，摂取行動の抑制が観察されるという点で共通点が

ある味覚嫌悪学習を実験モデルとして用いた．BNST が不安や恐怖に深く関与するこ

とから，その神経活動を，化学遺伝学的手法を用いて制御した場合の行動変化を観

察した．BNST の亜核の一つである背外側部は雌の方が大きく，そこに含まれる CRF

ニューロンが多いという報告（Uchida et al., 2019）から，BNST の機能に雌雄差がある

のかもしれない．本研究では雄マウスを対象として行なったが，雌マウスを対象とした

場合，CS に対する行動表出の雌雄差が生じる可能性があると予想している．摂食障

害の患者の多くは女性であることから，雌マウスを用いた実験を行うことで BNST の機

能における性差を明らかにする研究に取り組むことも重要だと考える． 
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第 6 章 結論 

CTA の想起における BNST ニューロンの役割を明らかにするために，神経活動の制

御が行動の表出におよぼす影響について検証した． 

BNST の神経活動を抑制すると，CTA 想起時における CS（甘味溶液）の摂取量が

減少することがわかった．また，甘味溶液を好んで摂取する naïve な（CTA を獲得して

いない）マウスにおいても摂取量が減少することがわかった．これらの結果から，BNST

ニューロンは甘味情報の処理に関わり，好ましいか否かに関わらず，その摂取を調節

していることが示された． 

BNST の神経活動抑制によるマウスの行動の変化の詳細を微細行動分析システム

によって調べたところ，CS の味に対する嫌悪が増大することで摂取量が減少すること

が明らかとなった．さらに，BNST の神経活動を促進すると，CS へ接近することへの恐

怖の増強により，摂取量が減少することが示された． 

以上のことから，BNST ニューロンは甘味溶液摂取行動に関与し，CTA の想起に

おける嫌悪や恐怖の表出に重要な役割を担っていることが示唆された． 
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