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１． 研究のねらい 

感情を生み出す脳は、外界からの様々な刺激を受け、生体の内的状態に応じて生存や種

の保存にとって有利なように行動や生体反応を変化させる。感情の障害は種々の精神障害に

おいても観察され、その分子神経基盤の解明は喫緊の課題である。本研究では、シングルセ

ルおよび少数細胞を対象とする解析技術を用いて、刺激に応じて様々な情動が生起する際に、

脳内の個々の神経細胞でどのような神経活動が生じているのか、また、そういった神経活動

の変化はどのような分子メカニズムで生じているのか、情動変容に関わる分子神経基盤の解

明を目指した。 

特に、本研究では、扁桃体や分界条床核という脳深部の存在する非常に小さな脳領域に注

目した。不安や恐怖といった特にネガティブな情動制御に関与することが示唆され、注目され

る脳深部に存在する領域である。この領域は機能が異なる小さな神経核（亜核）の集合体で

あり、複数の細胞種が複雑に混在し構成されるため、多数の細胞を平均化して解析するよう

なこれまでの方法では、一つ一つの神経細胞の活動制御に関わる分子基盤を明らかとするこ

とは困難であり、この状況を打開するには、微小領域におけるシングルセルあるいは少数細

胞レベルでの解析技術を用いることが有効であると考えた。 

そのために、独自の分子マーカー知見を手掛かりに、これらの微小領域の神経亜核の特定

細胞種を標識することで、

「生きた脳内における細胞

ごとにことなる神経活動＝

機能的個性」と、「少数細

胞の発現機能分子＝分子

的個性」の情動制御にお

ける役割を、同じ微小神

経回路で解明する方法の

確立を目指した。これら手

法を用いることで、これま

で解明が困難であった、

情動変化に関わる新たな

神経基盤とそれを支える

分子メカニズムの解明を

推進することが、本研究

のねらいである。 

（図１）本研究のねらい 
情動の制御に重要な扁桃体および分界条床核は、異なる小さな神経核（亜
核）の集合体であり、多数の細胞を平均化して解析するようなこれまでの方法
では、一つ一つの神経細胞の活動制御に関わる分子基盤を明らかとすること
は困難である。本研究では独自の分子マーカー知見をいかし、情動変化に関
わる全く新たな神経基盤とそれを支える分子メカニズムの解明を目指した。 



 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

脳の深部には、扁桃体や分界条床核といった、情動制御に関与する、小さな領域が存在す

る。これらの微小領域において、異なる情動を引き起こす刺激は、個々の神経細胞でどのよう

に情報処理されているのか？また、情動が変化するとき、個々の神経細胞ではどのような分子

的な変化が生じるのか？本研究課題では、これらの疑問に答えるため、シングルセルあるい

は少数細胞レベルでの解析技術を駆使し研究を推進し、新たな分子神経基盤を見出した。 

第一にこれらの微小領域における研究を可能とするために、微小領域の標識が可能な分子

マーカーの同定を推進した（課題①）。次に、見出された分子マーカーを用いて、微小領域であ

る扁桃体中心核の特定細胞を対象とし、自由行動下においてシングルセルの解像度で神経活

動を計測する、脳深部神経活動イメージング手法の確立を行った。この手法を用いて、様々な

情動性刺激を与えた際の神経細胞の活動パターンを観察したところ、個々の情動性刺激によ

って異なる細胞応答を示すことが分かった（課題②）。また、同定した分子マーカーを発現する

少数細胞の機能を解明するために、シナプス伝達の抑制による情動行動（恐怖記憶試験）の

変化を検討し、分界条床核において恐怖記憶の成立に寄与するの新たな細胞群を同定した

（課題③）。更に、扁桃体における情動制御において重要であることを見出した少数細胞に発

現する機能分子を同定するため、候補遺伝子の過剰発現による情動行動変化を検討し、過剰

発現によって社会性行動が変化することが分かった（課題④）。それぞれの課題について、詳

細を以下に記す。 

 

（２）詳細 

課題① ：分子マーカー知見を活用した少数細胞の標識 

 これまでの研究で、自らクローニングし機能解明を行ってきた CaMKI 分子が、扁桃体および

分界条床核の特定神経亜核の細胞分子マーカーであることを見出し、この発見を契機に他の

分子マーカーを探索した。その結果、分界条床核の特定亜核における複数の分子マーカーの

同定に成功した。更に、見出した分子マーカー陽性細胞で cre リコンビナーゼを発現する遺伝

子改変マウス（cre ドライバー系統）を入手・整備し、cre 依存的な発現カセットを有するアデノ随

伴ウイルスの脳内局所投与やレポーター系統を用いた交配により、cre リコンビナーゼ系統の

評価を実施、扁桃体および分界条床核の少数細胞の標識が可能であることを確認した。 

（図 2）分子マーカーの同定と cre ドライバー系統を用いた微小領域の標識 
cre 依存的カセットを有するアデノ随伴ウイルスを cre ドライバー系統の脳内局所に感染させる
ことで、微小領域（亜核）の特定神経細胞において目的のたんぱく質を発現する。 



 

課題②：経時的シングルセル活動計測法の開発 

 自由行動中のマウス脳深部領域より、シングル

セルの解像度でカルシウムイメージングを実施す

る技術を用いて神経活動計測を行った。具体的に

は、小型統合型蛍光顕微鏡（inscopix 社）と細長い

GRIN レ ン ズ を 用 い 、 蛋 白 性 Ca2+ プ ロ ー ブ

（GCaMP6）を発現させた脳深部神経活動を可視

化する手法である。課題①で確立した方法を用い

て、扁桃体中心核微小領域の特定神経細胞におい

て、蛋白性カルシウムセンサー（GCaMP6）を発現さ

せカルシウムイメージングを実施した。様々な情動

性刺激を与えた際の扁桃体中心核の神経活動を、

自由行動下において計測することに成功し、これま

でに報告のない活動パターンを見出した。 

 

課題③：少数細胞の情動制御における機能解明 

分界条床核において新たに見出された分子マーカーを発現する少数細胞の、情動制御にお

ける機能解明を推進した。分子マーカーの cre ドライバー系統に cre 依存的アデノ随伴ウイル

スを用いて、テタヌストキシン（TeNT）を発現させ、本細胞群のシナプス伝達を阻害した際の恐

怖条件付け記憶を測定した。その結果、テタヌストキシンを発現した個体では恐怖条件付け記

憶が減弱し、この細胞群のシナプス伝達は恐怖記憶の成立に必要であることが分かった。分

界条床核の亜核および細胞腫ごとの機能は未だ不明な点が多く、本結果によりその一端が明

らかとなった（Fujiwara et al. 未発表）。 

 

課題④：少数細胞機能分子の同定 

 各分子マーカーを発現する少数細胞において機能し情動制御に関わる機能分子の同定を推

進した。 

④－１：候補遺伝子の情動制御における機能 

 CaMKI は、扁桃体中心核および分界条床核の微小領域に発現し、その様々な生化学的な

特性からシナプス機能を制御し、情動制御においても重要な役割を果たす可能性が示唆され

ている。既にノックアウトマウスにおける情動行動変化を見出していたため、本研究では、

CaMKI を扁桃体中心核の少数細胞において過剰発現させた際の行動変化を検討した。その

結果、本酵素を扁桃体中心核の少数細胞において過剰発現させると、細胞腫選択的に情動性

行動に変化をもたらすことが判明した（Takemoto-Kimura et al. 投稿準備中）。 

④－２：新規遺伝子の探索 

 扁桃体や分界条床核の微小領域の少数細胞で機能する新規遺伝子の探索のため、課題①

で同定した分子マーカーの cre ドライバー系統と蛍光レポーター系統を交配することで、微小領

域の蛍光標識を行った。その後、蛍光標識を手掛かりに、微小領域を採取し遺伝子発現解析

を実施することで、これらの領域間で発現の変動を示し、情動制御において重要な役割を有す

ることが推測される新たな候補遺伝子の探索を推進した。 

（図 3）小型蛍光顕微鏡を用いた扁桃体
神経活動計測法の確立 
A: 扁桃体中心核は脳深部に存在する
ため、グリンレンズを用いて蛍光イメ
ージングを実施した。B:遺伝子改変動
物の脳内に GCaMP6 を発現させ、実際に
神経活動観察を行った扁桃体中心核
（緑色）と観察に用いたグリンレンズ
（水色）の概略図。 



 

３． 今後の展開 

本研究課題では、扁桃体や分界条床核の微小領域に焦点を当て、シングルセルあるいは少

数細胞の解析技術を駆使して、神経活動計測ならびに機能分子の同定を目指した研究を推進し

た。各微小領域（亜核）あるいは細胞腫を限定した解析を行うことで、これまで埋もれてしまって

いた神経活動や遺伝子発現変化を見出し、これまで未解明である情動制御に寄与する新たな

分子神経機構の同定に繋がると考える。また、少数細胞を対象に、両側面からの研究を推進す

る技術を確立したことで、今後はこれらを組み合わせることが可能となり（情動変化に繋がる神

経活動変化をもたらす分子機構の解明や、逆に情動に影響する遺伝子がどのような神経活動

変化を引き起こすかなど）、これまでの研究を補完し情動制御についての分子神経基盤の理解

が一層深まることが期待される。また、カルシウムセンサーを用いた神経活動計測についても、

次々と改良されたセンサーの開発が進んでおり、これらを活用することでより詳細な神経活動計

測が可能となることが期待される。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

研究目的の達成状況：個々の技術の確立を進めると同時に、情動制御の新規分子神経機構を

見出し、研究目的は達成しつつある。見出された知見について早急に結論を得て論文報告を行

うとともに、今回の研究によって派生した結果を発展させ、情動制御を多面的に理解することが

重要と考える。 

研究実施体制：2 年度目から技術補佐員を雇用し、効率的な研究推進が実現した。 

研究費執行：年度ごとに当初予算を執行しており計画的な執行であった。 

研究成果の科学技術及び社会・経済への波及効果：先駆的研究技術を用いることで、これまで

埋もれていた、情動制御の分子機構を見出すことが期待され、それにより、精神疾患の生理的

病態生理的理解を深め、治療法開発の可能性の提示に繋がるなど、社会的な波及効果が期待

される。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での 

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った） 

脳深部に存在する分界条床核や偏桃体などの微小領域に焦点を当て、遺伝子工学および蛍

光標識技術を駆使することで、マウス脳の微小領域を標識し、重要な役割を果たす分子を同定

し、その機能解明を推進してきました。更に、マウス個体レベルで情動の変化をもたらす様々な

刺激を与えた際の脳深部の細胞応答を単一細胞レベルで可視化することによって、分界条床核

と偏桃体の重複した分子実体と機能を明らかにすることに成功しつつあり、これらの成果は高く

評価できます。本研究に新たな解析技術を加え、さらに発展させてゆくことで、生物個体レベル

での情動の理解が１細胞の分解能で進展し、様々な要因によって生じる情動異常の病態解明や

治療へと繋がることが期待されます。 
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