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【背景】 

脳-末梢免疫連関 近年、情動などの精神状態と末梢免疫機能との関連が着目さ

れている。例えば、臨床知見においては、笑うこと (正の情動発現) により、末

梢の Natural Killer 細胞の活性が高まることが知られている (Bennett et al., 

Altern Ther Health Med., 2003)[1]。逆に、負の情動が長期的に優位になって

いるうつ病患者は、感染症に罹患するリスクが高いことが知られている 

(Andersson et al., Int J Epidemiol., 2016)[2]。このような脳-末梢免疫連関を

担う脳領域として、腹側被蓋野 (ventral tegmental area, VTA) が挙げられる。

VTA には、報酬や正の情動発現に関わるドパミン神経細胞が存在し (Schultz 

et al., Science, 1997)[3]、これらの細胞の活性化が、末梢免疫系を制御してい

る可能性が考えられる。実際に近年では、動物実験において、VTA と末梢免疫

機能との関連を示すような現象が報告され始めている。例えば、ラットの VTA 

を電気刺激することにより、末梢の Natural Killer 細胞の活性が高まることが

知られている (Wrona et al., J Neuroimmunol., 2004)[4]。さらに、遺伝薬理学

的手法により VTA ドパミン神経細胞を人工的に活性化させると、一部の免疫

機能が亢進し、癌や細菌への抵抗性が高まることが報告されている (Shaanan 

et al., Nat Med., 2016)[5]; (Shaanan et al., Nat Commun., 2018)[6]。 

VTA の活動 VTA ドパミン神経細胞の活動パターンは 2 つに大別される 

(Fig.1B) (Schultz et al., Annu Rev Neurosci., 2007)[7]; (Cohen et al., Nature, 

2012)[8]。 1 つ目は、断続的な高頻度の活動 (Phasic 活動) であり、エサや水

などの報酬に関連する刺激に応答して発生する。 2 つ目は、持続的な低頻度の
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活動 (Tonic 活動) であり、通常はこの活動を行っているが、ある種の嫌悪的な

刺激に反応して抑制される。他にも、VTA ドパミン神経細胞の Phasic 活動を

増加させると、場所嗜好性が増加することが報告されており  (Tsai et al., 

Science, 2009)[9]、VTA ドパミン神経細胞の Phasic 活動が正の情動発現に関

連することが示唆されている。 

先行研究における課題 VTA と末梢免疫機能に関連する先行知見では、末梢免

疫系側の検証は詳しく行われているものの、中枢神経系側の検証はあまり詳し

く行われていない。現状では、VTA ドパミン神経細胞のどのような活動パター

ンが末梢免疫機能に影響を与えるかに着目した先行知見は、私が知る限り報告

されていない。また、これまでの先行知見の多くは人工的な刺激を行っており、

自然な生理学的条件下においても同様の現象が起こり得るかは不明である。 

本研究の概要：本研究の目的は、VTA のどのような神経活動が、末梢免疫機能

に影響を与えるかを明らかにすることである。これを達成するために、光遺伝

学的手法を用いて、高い時間解像度をもって VTA ドパミン神経細胞の活動の

頻度や時間を操作した。また、自然な生理学的条件下でも同様の現象が見られ

るかを検証するために、オスマウスをメスマウスに遭遇させ、VTA ドパミン神

経細胞を活性化させた。上記の実験系にて、血清サイトカイン値を測定するこ

とで、末梢免疫機能を評価した。結果として、VTA ドパミン神経細胞の Phasic 

活動が末梢免疫機能に影響を与える可能性が示唆された。また、自然な生理的

条件下でも、VTA の活動を介した末梢免疫機能の変動が起こる可能性が示唆さ

れた。 
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【方法】 

 動物 

すべての実験は東京大学ライフサイエンス研究倫理支援室の承認のもとで行

われた（承認番号 P29-14、P29-15）。そして、米国国立衛生研究所 (NIH) の

定めるガイドラインに従ってマウスを飼育し、実験に使用した。 

実験には C57BL/6J マウス (8-14 週齢、体重 17-30 g) を用いた。全ての

C57BL/6J マウスは、SLC (Shizuoka、Japan) より購入した。加えて、DAT-

IRES-Cre+/- マ ウ ス  (Jackson Laboratories, B6;SJL-Slc6a3tm1.1(cre) 

Bkmn/J, stock number 006660) と、Ai:32 (RCL-ChR2(H134R)/EYFP) マウ

ス  (Jackson Laboratories, B6;129S-Gt(ROSA)26Sortm32(CAG-COP4* 

H134R/ EYFP)Hze /J, stock number 012569) を掛け合わせ、DAT-Cre×

ChR2-EYFP マウスを作製した。DAT-Cre × ChR2-eYFP マウスは、2-6 月

齢で、手術前の体重 25-35 g のオスを実験に用いた。全てのマウスは、12 時

間明期 (午後 7 時～午前 7 時)、12 時間暗期 (午前 7 時～午後 7 時) で飼育し

た。また、飼育中、マウスが水やエサに自由にアクセスできる状態を保った。 

 

 手術  

 すべての手術において、マウスはイソフルランガス (1-3%) で麻酔し、脳定

位固定装置 (SMM-200, Narishige, Tokyo, Japan) によって頭部を固定した状

態で行われた。目の乾燥を防ぐため、目にワセリンを塗布した。そして、リド

カイン (1-2%) を頭部に皮下投与することで局所麻酔を行い、目と目の間から
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後頭部まで頭皮を切開した。光ファイバーを埋め込む場合は、VTA の座標 (AP 

-3.2 mm, ML +0.3 mm, DV -4.5mm) に電動ドリルで穴をあけ、硬膜を除去し

た後、光ファイバー (コア径 200±5 m 、クラッド径 225±5 μm、FP200URT, 

Thorlabs Japan, Tokyo, Japan) を埋め込んだ。VTA の脳波記録のための電極

を埋め込む場合は、まず 3D プリンターを用いて作製した 2～5 本の電極をも

つ電極セットを作製した。そして、脳梁膨大後部皮質（AP -3.2 mm、ML +0.3 

mm、DV -0.5 mm）および VTA (上記と同一座標) の位置に電動ドリルで穴を

あけ、硬膜を除去した。その後、各座標に電極の先端がくるように埋め込んだ。

この際、脳梁膨大後部皮質に埋め込んだ電極を標準電極として使用した。また、

内側前頭前皮質と扁桃体の脳波記録をする場合には、同様に 3～4 本の電極を

もつ電極セットを作製した。そして、内側前頭前皮質 (AP +2.0 mm, ML +0.5 

mm, DV -1.4 mm）と扁桃体 (AP -0.8 mm, ML +3.0 mm, DV -4.4 mm）と二

次運動野 (AP +2.0 mm, ML +0.5 mm, DV -0.2 mm) の位置に電動ドリルで穴

をあけ、硬膜を除去した。その後、各座標に電極の先端がくるように埋め込ん

だ。この際、二次運動野に埋め込んだ電極を標準電極として使用した。電極は、

直径 17 μm ポリイミド被覆白金イリジウム (90/10%) ワイヤー (California 

Fine Wire Co.,  Grover Beach, CA) を 4 本紡いで、直径約 40 m のものを

作製し用いた。電極先端は、インピーダンスを 150〜300 kΩ に下げるために、

白金で被膜した。脳表面に取り付けた頭蓋骨にステンレスビスを小脳に埋め込

み、参照電極として用いた。VTA に薬物投与を局所投与する場合は、ガイドカ

ニューレ (長さ 8 mm、内径 0.34 mm、外径 0.5 mm、CXG-8, EICOM, Kyoto, 
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Japan) を VTA (上記と同一座標) に埋め込んだ。埋め込んだ部位の乾燥を防

ぐために、ガイドカニューレにダミーカニューレ (CXD-8, EICOM, Kyoto, 

Japan) を挿入した。光ファイバー・電極セット・ガイドカニューレは、ステン

レスビスと歯科用セメントを使用して頭蓋骨に固定した。手術が完了した後、

麻酔を中止し、マウスを自然に覚醒させた。手術後、マウスを 3 日以上、個別

に飼育し回復させた後、実験に使用した。 

 

 光遺伝学的手法  

全ての光刺激実験は、ホームケージにて行った。マウスの光ファイバーのフ

ェルーレ部分に、レーザーの光源から伸びるコードを接続した。この接続部分

をアルミ箔で覆うことで、マウスから青色光が見えないようにした。青色光は、

波長 472 nm で、～30 mW の強さで光照射した。Phasic 光刺激の場合は、

15ms の光刺激を、50 Hz の頻度で 25 回 (合計 500 ms)、10 秒間ごとに行っ

た。Tonic 光刺激の場合は、15ms の光刺激を、2.5 Hz の頻度で継続的に行っ

た (Fig.3B)。 

 

 血液採取 

 血液サンプルは、マウスの尾静脈もしくは右心房より採取した。尾静脈から

採取する場合は、マウスを固定した後、尾静脈を剃刀の刃で傷をつけ、血液を

採取した (50-200 l)。右心房より採取した場合は、マウスをイソフルランガス 

(1-3%) で麻酔した後、開胸し、20 G の針を用いて血液を採取した (1-2 ml)。
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得られた血液サンプルを遠心分離し (1000 g, 20 min, 4 ℃)、血清を分取した。

得られた血清は、サイトカイン値を測定するまで -80 ℃に保存した。 

 

 血清サイトカイン値測定  

血清サイトカイン値測定は、Bio-plex アッセイ  (mouse cytokine GI 

TH1/Th2 8 plex assay, Bio-Rad, USA) または ELISA キット (Proteintech, 

Tokyo, Japan) によって測定した。Bio-plex アッセイは、Bio-Rad 社に測定を

委託した。 ELISA キットは、製造元のプロトコールに従って用いた。 96 well 

ELISA プレートの well に標準溶液と、2 倍または 4 倍に希釈した血清サンプ

ル (各 100 l）を添加し、 2 時間インキュベートした (37 ℃、遮光)。その

後、血清サンプルを除去し、well を洗浄液で 4 回洗浄した。次に、各 well に

検出抗体希釈溶液 (1:100) 100 l を添加し、1 時間インキュベートした後 

(37 ℃、遮光)、先ほどと同様に 4 回洗浄した。その後、各 well に HRP 標識

抗体希釈溶液 (1:100) 100 l を入れ、40 分間インキュベートした後 (37 ℃、

遮光)、先ほどと同様に 4 回洗浄した。その後、TMB 基質液を 100 l 添加し、

20 分間インキュベートした (37 ℃、遮光)。反応を停止させるために、各 well 

に 100 l の反応停止液を添加した。450 nm, 620nm の波長で吸光度を測定

し、その差 (450 nm での吸光度 － 620 nm での吸光度) をとることで補正

を行った。実験ごとに、標準溶液を用いた希釈列を作成し、血清サイトカイン

値を求めた。 
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 Enriched environment 実験 

 Enriched environment 実験では、プラスチック製のケージ (37.0 cm× 

21.5 cm × 20.0 cm ) に滑車、シーソー、毬、はしごを置き、オスマウスを 1

匹で飼育した。この環境下で 14-17 日間飼育し、採血を行った。全てのマウス

で、採血の 1 日前に高架式十字迷路試験を行った。 

 

 メスマウス遭遇実験 

 メスマウス遭遇実験では、オスマウスのホームケージにメスマウス (8-14 週

齢) を入れ、2 時間、4 日間、10 日間後に採血を行った。脳波記録を行った場

合については、「電気生理記録」の項目に詳しく記載した。 

 

 社会的敗北ストレス実験  

社会的敗北ストレス実験は、先行知見を参考に行った (Golden et al., Nat 

Protoc., 2011)[10]。初めに、プラスチック製のケージ (42.5 cm×26.6 cm×15.5 

cm) を直径 10mm の穴の開いた透明なプラスチック製の仕切り (0.5cm×

41.8cm×16.5cm) で分割した。 CD-1 マウス (13 週齢以上、オス) をこのケー

ジ片側に 1 匹入れた。この CD-1 マウスを入れたスペースに C57/BL6J マウ

ス (オス) を入れることで、 7-10 分間、社会的敗北ストレスに曝露した。ただ

し、攻撃による傷や出血があった場合には、直ちに暴露を終了させた。その後、

C57/BL6J マウスを、仕切りの反対側のスペースに移動させ、24 時間飼育し

た。この操作を 10 日間連続で行った。この際、毎日違う CD-1 マウスに暴露
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させた。全ての社会的敗北ストレスが終わった 2 日後に、採血を行った。 

 

 高架式十字迷路試験 

 高架式十字迷路は ABS 樹脂製で、中央の領域 (7.6 cm × 7.6 cm) と 4 本の

アーム (長さ 28 cm×幅 7.6 cm、2 本のオープンアームと高さ 15 cm の横壁で

囲まれた 2 本のクローズドアーム) をもつものを使用した。迷路は床から 30 

cm の高さに設置し、20 W の蛍光灯 2 つを照明として用いた。初めに、30 分

間、マウスを記録スペースに静置した。その後、記録を行うために、マウスを

オープンアームに向けた状態で中央の領域に置き、5 分間探索させた。終了後、

マウスを迷路から取り出した。迷路内でのマウスの行動は、ビデオカメラを用

いて、30 Hz のフレームレートで撮影した。 

 

 免疫染色 

 初めに、ウレタン (1 g/kg) を腹腔内注射し麻酔をかけた。その後、氷冷した 

1×PBS (-) を 10 ml 灌流させた後、4-8% PFA 液を 10 ml 灌流させて固定を

行った。4-8 % PFA 液に浸漬して 1 日以上静置した (4℃、遮光)。その後、脳

を 30％スクロース水に浸漬し 2 日以上静置した (4℃、遮光)。そして、-80 ℃

に冷却した  100% アセトン中で脳を凍結させ、ミクロトーム  (Sliding 

Microtome, SM2010 R, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) を用いて 50 

μm 厚で冠状断脳切片を作製した。この冠状断脳切片を 1×PBS (-) で洗浄し、

室温でブロッキング液 (0.3 ％ Triton X-100,  5 w/v ％ 血清ウシアルブミン
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(nacalai tesque、Kyoto、Japan) in 1×PBS (-) ) 中で 60 分間インキュベート

した (室温、遮光)。その後、マウス抗チロシンヒドロキシラーゼ (TH) 抗体

(1:1000, EMD Millipore, USA)、ニワトリ抗 GFP 抗体 (1:1000, abcam, Tokyo, 

Japan)、ウサギ抗 c-fos 抗体 (VTA は 1:500、その他の脳領域は 1:1000、

Synaptic Systems, Goettingen, Germany) をブロッキング液にて各濃度に希

釈し、一晩インキュベートした (4℃、遮光)。その後、1×PBS (-) で 3 回洗浄

した。そして、抗ウサギ IgG 抗体 Alexa 405, 488 (1:500, Thermo Fisher 

Scientific, Tokyo, Japan)、抗ニワトリ IgG 抗体 Alexa 488 (1:500, Thermo 

Fisher Scientific, Tokyo, Japan)、抗マウス IgG 抗体 Alexa 647 (1:500, Thermo 

Fisher Scientific, Tokyo, Japan) をブロッキング液にて各濃度で希釈し、90-

120 分間インキュベートした (室温、遮光)。1×PBS (-) で 3 回洗浄した後、

DAPI 含有封入剤 (12745-74, nacalai tesque, Tokyo, Japan) または DAPI を

含有していない封入剤 (TA-030-FM, Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) 

を用いてスライドグラス  (Micro Slide Glass, FRC-02, Matsunami Glass 

Ind.,Ltd., Osaka, Japan) に封入した。画像は、対物レンズ (×10, 0.4 NA; ×

20, 0.75 NA; ×40, 0.95 NA) を備えた共焦点レーザー顕微鏡  (BX51-FL; 

Olympus, Tokyo, Japan) を用いて撮影した。 

 

 電気生理記録 

脳波記録： 全ての記録は自由行動下で行った。オスマウスの電極セットにある

Electric interface board に ヘ ッ ド ス テ ー ジ (Celeplex M, Blackrock 
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microsystems, Salt Lake City, UT) を接続し、記録装置 Cereplex Direct 

(Celeplex Direct, Blackrock microsystems, Salt Lake City, UT) にデータを送

った。サンプリングレートを 2 kHz とし、0.1 Hz から 500 Hz の間でフィルタ

リングした。まず、オスマウスを 1 匹で飼育していたケージを記録スペースに

持ち込み、30 分間以上静置した。その後、ホームケージでオスマウス 1 匹の

状態で 1 時間脳波記録を行った。そして、メスマウス (8-14 週齢) を 1 匹入

れ、2 時間脳波記録を行った。解析には、メスマウスを入れる前後の 30 分間

を使用した。 

電極痕跡の確認（ニッスル染色）：初めに、ウレタンを腹腔内注射し麻酔をかけ

た (1 g/kg)。その後、氷冷した 1×PBS (-) を 10 ml 灌流させた後、4-8 % PFA 

液を 10 ml 灌流させて固定を行った。その後、電極跡を確実につけるために、

電極が埋め込まれた状態の頭部のみを取り出し、4-8 % PFA 液に浸漬して 1 日

以上静置した (4℃、遮光)。そして、頭部から脳を取り出し、4-8 % PFA 液に

1 日浸漬した (4℃、遮光)。その後、 30% スクロース水溶液に 1 日以上浸漬

してスクロース置換した (4℃、遮光)。-80 ℃に冷却した 100% アセトン中で

脳を凍結させ、ミクロトーム  (Sliding Microtome, SM2010 R, Leica 

Biosystems, Wetzlar, Germany) を用いて 50 μm 厚で冠状断脳切片を作製し

た。切片はスライドグラス (Micro Slide Glass, FRC-02, Matsunami Glass 

Ind.,Ltd., Osaka, Japan) に貼り付け、1 晩以上静置し、乾燥させた。貼り付け

た冠状断脳切片をニッスル染色し、疎水性封入剤 (PARAmount-D, Falma, 

Tokyo, Japan) で封入した。光学顕微鏡 (All-in-One Fluorescence Microscope 
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BZ-X710, Keyence Corporation, Osaka, Japan) で 2 倍レンズを用いて切片

を可視光で撮影した。そして、撮影された画像から各電極で記録した箇所を特

定した。 

 

 VTA への局所薬物投与 

 薬物投与の際は、ダミーカニューレをガイドチューブから外し、インジェク

ションカニューレ (CXMI, EICOM, Kyoto, Japan) に交換した。インジェクシ

ョンカニューレの反対側は、インジェクションポンプ (KDS LEGATO101、

Muromashi, Tokyo, Japan) に取り付けられた 5 l のシリンジにポリエチレ

ンチューブで接続した。インジェクションカニューレを介して、生理食塩水ま

たはムシモル・バクロフェン混合液 (1 mM ムシモルと 50 M バクロフェン

を生理食塩水に溶解した混合液) を、0.1 l/min の速度で、全量 0.2 l 投与し

た。投与終了後、インジェクションカニューレを 5 分間静置した後、再びダミ

ーカニューレをガイドチューブに挿入した。 

 

 データ解析 

全てのデータ解析は MATLAB、 Excel、R を用いて行った。また、本文中

の値の表記は「平均値±標準誤差」とした。 
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【結果】 

本研究では、VTA の神経活動と末梢免疫機能との関連を検証した (Fig.1A)。

今回の実験では、末梢免疫機能の指標として、血清サイトカイン値の変動のみ

を測定した。本研究では、主に末梢免疫系において情報伝達物質として用いら

れるサイトカインの血清中濃度の変動を、末梢免疫機能の変動ととらえている。

しかし、免疫細胞による細菌や癌への抵抗性など、末梢免疫機能をより直接的

に評価できる実験は行っておらず、上記のような間接的な評価に留まっている。

これは、本研究の limitation である。 

 

 VTA ドパミン神経細胞への光刺激 

初めに、VTA ドパミン神経細胞の活動を詳細に操作するために、光遺伝学的

手法を用いた (Fig.2A)。 DAT-Cre マウスとRCL-ChR2マウスを掛け合わせ、

VTA ドパミン神経細胞にチャネルロドプシン 2 (ChR2) を発現したトランス

ジェニックマウスを作製した。このトランスジェニックマウスの VTA におい

て、TH 陽性細胞 (ドパミン神経細胞) に ChR2 が発現したことを免疫染色法

にて確認した (Fig.2B)。そして、このマウスの右 VTA に、光ファイバーを埋

め込み、光刺激を行うことで、 VTA ドパミン神経細胞の活動を詳細に操作し

た。光刺激を行うことで、ChR2 陽性細胞が活性化するかを確認するために、

神経活動マーカーである c-fos の免疫染色を行った。この実験では、2 時間、

断続的かつ高頻度に光刺激し (15 ms の刺激を 50 Hz の頻度で 25 回、10 秒

間ずつ)、その 1 時間後に灌流固定し、免疫染色を行った。光刺激を行ったマ
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ウスは、光刺激を行っていないマウスと比べて、VTA における ChR2 陽性細

胞中の c-fos 陽性細胞数が多い傾向にあった (Fig.2C)。この結果から、光刺激

による ChR2 陽性細胞の活性化に成功した可能性が示唆された。 

このトランスジェニックマウスに対する VTA への光照射の頻度を操作する

ことで、VTA ドパミン神経細胞のどのような神経活動が末梢免疫機能に影響を

与えるかを検証した。前述のとおり、VTA ドパミン神経細胞は、断続的な高頻

度の活動 (Phasic 活動) と持続的な低頻度の発火 (Tonic 活動) の 2 つのパタ

ーンを示す (Fig.1B) (Schultz et al., Annu Rev Neurosci., 2007) [7]; (Cohen et 

al., Nature, 2012)[8]。本研究では、正の情動発現が末梢免疫機能を活性化させ

るという臨床的な知見から(Bennett et al., Altern Ther Health Med., 2003)[1]、

Phasic 活動の増加が末梢免疫機能を変動させる可能性があると考えた。報酬

獲得時にみられるような Phasic 活動を再現するため、Phasic 群を作製した。

この群では、VTA を 12 時間、断続的かつ高頻度に光刺激した (15 ms の刺激

を 50 Hz の頻度で 25 回、10 秒間ずつ)。活動が高頻度であることが末梢免疫

機能に影響を与えることに対して重要であるかを検証するために、Tonic 群を

作製した。この群では、VTA を 12 時間、持続的に光刺激した (15 ms の刺激

を 2.5 Hz の頻度)。Tonic 群は、光刺激を行った回数が Phasic 群と同じであ

り、頻度のみを変えている。さらに、光刺激を行っていない、光刺激なし群も

作製した。各群、光刺激を終了してから 3 時間後に採血を行い、血清サイトカ

イン値を測定した (Fig.3 AB)。結果として、Phasic 群で、血清 IL-2, IL-4, TNF-

値が有意に増加した (Fig.3 C、IL-2 : *P < 0.05, Tukey test after two-way 
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ANOVA, n = 5 mice、IL-4 : *P < 0.05, Tukey test after two-way ANOVA, n = 

5 mice、 TNF-: **P < 0.01 , Tukey test after two-way ANOVA, n = 5 mice)。

一方で、Tonic 群では、血清サイトカイン値の有意な変動は見られなかった。

また、血清 IL-5, IL-10, IL-12, IFN-値は有意に変動しなかった。これらの結

果から、VTA ドパミン神経細胞の Phasic 活動の増加は末梢免疫機能に影響を

与える可能性を示唆している。さらに、12 時間の光刺激を行った 9 時間後、

24 時間後に採血を行い、血清 IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IFN-TNF-値

を測定したが、有意な変動は見られなかった (SFig.1)。これらの結果から、VTA 

ドパミン神経細胞の活性化による末梢免疫機能の変動は、時間が経つにつれて

減少する可能性が示唆された。 

 

 自然な生理的条件下での検討 

前項目では、光遺伝学的手法を用いることで、VTA ドパミン神経細胞を直接

活性化した。では、自然な生理的条件下においても、同様の現象がみられるの

だろうか。そこで、自然な生理的条件下において VTA ドパミン神経細胞の活

動を変化させて、末梢免疫機能を評価した。神経科学の分野では、多くの場合、

マウスの VTA を活性化するために、マウスの摂水・摂食制限をした上で、水

やエサを与える方法が用いられる (Cohen et al., Nature, 2012)[8]。しかし、こ

の方法ではマウスの栄養状態を変えてしまうため、末梢免疫機能を評価する本

研究には不適切であると考えた。そこで、マウスにとって報酬となり得るよう

な実験系として、オスマウスをメスマウスに遭遇させる「メスマウス遭遇群」、
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遊具と共に飼育する「Enriched environment 群」を作製した。さらに、負の

情動発現が長期的に発生する「社会的敗北ストレス群」を作製した。先行知見

にて、Enriched environment 群では、VTA ドパミン神経細胞が活性化するこ

とが示唆されている (Li et al., NeuroImage, 2020)[11]。今回の実験では、オス

マウスを 14-17 日間、遊具 (滑車、シーソー、毬、はしご) のある環境下で飼

育した後、採血を行い、血清 IL-2, IL-5, IL-10, TNF- 値を測定した (Fig 4A)。

採血の 1 日前に、高架式十字迷路試験を行ったが、不安様行動に有意な変動は

見られなかった (SFig.2)。また、測定した血清サイトカイン値に有意な変動は

見られなかった (Fig.4B)。社会的敗北ストレス群では、10 日間連続で社会的

敗北ストレスを与えた後、2 日後に採血を行い、血清 IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, 

IL-12, IFN-, TNF- 値を測定したが、これらの血清サイトカイン値に有意な

変動は見られなかった (SFig.3)。そこで、メスマウス遭遇群にて、VTA の神経

活動と末梢免疫機能との関連を詳しく検証することを試みた。 

初めに、オスマウスがメスマウスに遭遇することで、VTA の神経活動が増加

するかを検証するために、神経活動マーカーである c-fos の発現を免疫染色法

にて定量した (Fig.5A)。オスマウスをメスマウスに 2 時間遭遇させた後、オ

スマウスの VTA の c-fos 陽性細胞数を免疫染色法にて測定した。メスマウス

に遭遇したオスマウスは、VTA における TH 陽性細胞 (ドパミン神経細胞) 

中の c-fos 陽性細胞の割合が有意に増加した (Fig.5B、*P < 0.05, t7 = 2.52, 

Student’s t-test, n = 4 mice)。さらに、その主な投射先である側坐核シェルに

おける c-fos 陽性細胞数が有意に増加した (Fig.5C、*P < 0.05, t11 = 2.26, 
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Student’s t-test, n = 6 mice)。一方で、海馬・内側前頭前皮質・側坐核コアで

は、c-fos 陽性細胞数の有意な変動は見られなかった (Fig.5C)。これらの結果か

ら、オスマウスがメスマウスに遭遇することで、VTA ドパミン神経細胞が活性

化し、その主な投射領域である側坐核シェルが活性化した可能性が示唆される。 

次に、VTA が活性化したことを電気生理学的な視点から確認するために、オ

スマウスの右 VTA に電極を埋め込むことで、VTA における脳波を記録した

(Fig.6A)。そして、ホームケージにオスマウス 1 匹の状態 (遭遇前) と、メスマ

ウスに遭遇している状態 (メスマウス遭遇時) で、それぞれ 30 分間記録を行

った。各周波帯域の強度を定量したところ、メスマウス遭遇時に、Slow ガンマ

強度 (20-50 Hz) と Fast ガンマ強度 (50-80 Hz) が有意に増大した (Fig.6 

BC、Slow ガンマ強度 : *P < 0.05, t3 = 3.43, paired t-test, n = 4 electrodes 

from 4 mice、Fast ガンマ強度 : **P < 0.01, t3 = 12.71, paired t-test, n = 4 

electrodes from 4 mice)。一方で、デルタ強度 (2-4 Hz) や シータ強度 (4-8 Hz) 

の有意な変動は見られなかった (Fig.6 BC)。さらに、このような Slow ガンマ

強度と Fast ガンマ強度の変動が脳全体で起きているわけではないことを確

認するために、同様の検証を前頭前皮質と扁桃体でも行った。結果として、各

周波帯域の強度の有意な変動は見られなかった (Fig.7)。これらの結果は、電気

生理学的な視点からも、オスマウスがメスマウスに遭遇することで、オスマウ

スの VTA が活性化した可能性を示唆している。 
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 メスマウスとの遭遇による血清サイトカイン値の増加 

オスマウスをメスマウスと共に飼育することで、オスマウスの VTA が活性

化することが示唆されたため、この実験系を用いて末梢免疫機能を評価した。

まず、オスマウスをメスマウスに 2 時間、4 日間遭遇させ、直後に採血を行い、

血清 IL-2, IL-5, IL-10, TNF-値を定量した (Fig.8A)。メスマウスに 2 時間遭

遇させた群は、血清 IL-2 値が有意に増加した (Fig.8B、*P < 0.05, t19 = 2.11, 

Student’s t-test, n = 10 mice)。一方で、血清 IL-5, IL-10, TNF- 値は有意に

変動しなかった。4 日間遭遇させた群では、血清 IL-2, IL-5, IL-10, TNF- 値

は有意に変動しなかった (Fig.8C)。さらに、10 日間メスマウスに遭遇させた

群も作製し、血清 IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IFN-, TNF- 値を測定した。

結果として、メスマウス遭遇群にて、血清 IL-5 値が有意に増加した (SFig.3、

*P < 0.05, Tukey test after two-way ANOVA, n = 3-4 mice)。 

次に、この現象に VTA が関与するかを明らかにするために、VTA の神経活

動を抑制することを試みた。右 VTA に薬物投与用のカニューレを埋め込み、

神経活動を抑制するためにムシモル・バクロフェン混合液 (ムシモル 1 mM, バ

クロフェン 50 M, 全量 0.2 L, 投与速度 0.1 L/min) を投与した (Fig.9A)。

コントロールをとるために、生理食塩水を投与した群も作成した。その後、こ

のオスマウスをメスマウスに 2 時間遭遇させた。生理食塩水を投与した群で

は、メスマウスに遭遇した群で血清 IL-2 値が有意に増加した (Fig.9B、*P < 

0.05, Tukey test after two-way ANOVA, n = 6-7 mice)。一方で、ムシモル・バ

クロフェン混合液を投与した群では、メスマウスに遭遇した群で血清 IL-2 値
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の有意な増加は見られなかった (Fig.9B)。メスマウスに遭遇した群同士で比較

すると、ムシモル・バクロフェン混合液を投与した群では、生理食塩水を投与

した群に比べて、血清 IL-2 値が有意に減少した (Fig.9B、*P < 0.05, Tukey 

test after two-way ANOVA, n = 6-7 mice)。これらの結果は、自然な生理学的

条件下であっても、VTA の神経活動を介して、末梢免疫機能が変動する可能性

を示唆している。 
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【考察】 

 VTA ドパミン神経細胞の Phasic 活動による末梢免疫機能への影響 

 本研究は、VTA ドパミン神経細胞への Phasic 光刺激が末梢免疫機能に影響

を与えることが示唆された。この研究と同じように、15ms の光刺激を、50 Hz

の頻度で 25 回 (合計 500 ms)  行った研究では、光刺激による発火成功率は

約 30 % であることが報告されている (Tsai et al., Science, 2009)[9]。そのた

め、今回の実験でも約 15 Hz 程度には発火している可能性が示唆される。報

酬を与えられた際に、VTA ドパミン神経細胞は平均で 15 Hz 程度の発火をす

ることを踏まえると (Cohen et al., Nature, 2012)[8]、自然な生理的条件下に

近い発火頻度をある程度再現できたと考えられる。 

今回の実験では、Phasic 光刺激 (50 Hz) することで、血清 IL-2, IL-4, TNF-

 値が有意に増加した。同じ回数、比較的低い頻度で光刺激した Tonic 光刺激 

(2.5 Hz) の場合には、血清サイトカイン値の有意な変動は見られてない 

(Fig.3)。すなわち、高頻度に活動することが、末梢免疫機能に影響を与えるた

めに重要である可能性が考えられる。 

 通常、VTA ドパミン神経細胞は Tonic 活動をしており、投射脳領域に軸索

から低濃度なドパミンを放出する。一方で、報酬を獲得した際などに VTA ド

パミン神経細胞が Phasic 活動すると、軸索から比較的高濃度なドパミンが放

出されることが知られている (Tsai et al., Science, 2009)[9]; (Bass et al., Front 

Behav Neurosci., 2013)[12]。VTA ドパミン神経細胞が主に投射する側坐核に

は、ドパミン D1 受容体をもつ神経細胞とドパミン D2 受容体をもつ神経細胞
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がそれぞれ分かれて存在している  (Del'guidice et al., Front Neuroanat., 

2011)[13]。また、ドパミン D1 受容体は、ドパミン D2 受容体よりも 20-70 

倍高濃度のドパミンに反応することが知られている  (Marcellino et al., 

Synapse, 2012)[14]。そして、報酬によって引き起こされる場所嗜好性や学習

促進はドパミン D1 受容体を介していることが示唆されている (Shippenberg 

et al., Brain Res., 1987)[15]; (Smith-Roe et al., J Neurosci., 2000)[16]。これ

らの知見と、先ほどの結果を踏まえると、VTA ドパミン神経細胞の Phasic 活

動が投射先のドパミン D1 受容体を活性化し、末梢免疫機能に影響を与えてい

る可能性が考えられる。VTA ドパミン神経細胞は、直接末梢臓器に投射してい

ないので、いくつかの脳領域の活動を経て末梢免疫系に影響を及ぼしているこ

とが予想されるが (Morales et al., Nat Rev Neurosci., 2017)[17]、どの脳領域

へのドパミン放出が最も重要なのかは不明である。VTA ドパミン神経細胞の投

射先である様々な脳領域にドパミン D1 受容体の拮抗薬を投与した上で、VTA 

を Phasic 光刺激する実験を行えば、どのような脳領域を経て末梢免疫系にま

で影響を及ぼすのかを明らかにすることができるかもしれない。 

 末梢の免疫組織は、主に交感神経支配であり、副交感神経はほとんど投射し

ていない (Nance et al., Brain Behav Immun., 2007)[18]。また、交感神経を除

去することで、VTA ドパミン神経細胞の活性化による末梢免疫機能への影響が

起こらなくなることが報告されている (Shaanan et al., Nat Med., 2016)[5]; 

(Shaanan et al., Nat Commun., 2018)[6]。加えて、前述の Shaanan らの知見

では血漿中コルチコステロン値を測定しているが、VTA ドパミン神経細胞の活
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性化による有意な変動は見られなかった。そして、ある種の免疫細胞はアドレ

ナリンβ2 受容体を発現しており (Dantzer et al., Physiol Rev., 2018)[19]、ア

ドレナリンβ2 受容体がサイトカインの放出を制御していることが報告されて

いる (Sanders et al., J Immunol., 1997)[20]。これらの知見から、VTA ドパミ

ン神経細胞の活性化による末梢免疫機能への影響は、交感神経を介して起こる

ことが示唆されている。本研究での VTA への Phasic 光刺激でも、同様に交感

神経を介して末梢免疫機能に影響を与えた可能性が考えられるが、この仮説を

明らかにするためには、交感神経の除去や、アドレナリンβ2 受容体拮抗薬を

投与した上で VTA を Phasic 光刺激する実験を行う必要があると考えている。 

 

 自然な生理条件下での末梢免疫機能への影響 

Enriched enviromnent 先行知見にて、Enriched environment での飼育によ

り、VTA ドパミン神経細胞が活性化すること  (Li et al., NeuroImage, 

2020)[11]、投射先である側坐核にてドパミン放出量が増大すること (Segovia 

et al., J Neural Transm., 2010)[21] が示唆されている。この知見から、

Enriched environment での飼育で VTA が活性化する可能性があると考え、

検証を行った。今回の実験では、Enriched environment で 14-17 日間飼育し

たことによる、血清 IL-2, IL-5, IL-10, TNF-a 値の有意な増加は見られなかっ

た (Fig.6)。一方で、先行知見にて、Enriched environment で飼育すると、末

梢の Natural Killer 細胞の活性が高まることや  (Milshtein et al., Eur J 

Neurosci., 2004)[22]、癌を改善すること (Li et al., Sci Rep., 2015) [23] が報
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告されている。この先行知見は 3-8 週間 Enriched environment で飼育して

いることを踏まえると、より長く飼育することで、末梢免疫機能への影響が表

れる可能性が考えられる。先行知見では Enriched environment での飼育によ

って不安様行動が減少することが報告されているが  (Li et al., Sci Rep., 

2015)[23]、今回の実験では不安様行動の減少は見られていない (SFig.2) 点か

ら考察しても、実験条件によって情動に与える影響は異なる可能性がある。す

なわち、VTA の活動も異なる可能性が考えられる。今回は、メスマウス遭遇実

験を主に進めたため、Enriched environment での検証は充分ではなかったが、

どの時点で VTA が活性化するかを調べることで、この実験系でも VTA と末

梢免疫機能との関連を調べられる可能性があると考えている。 

メスマウス遭遇 先行知見にて、オスマウスとメスマウスを遭遇させることで、

VTA ドパミン神経細胞中の c-fos 陽性細胞の割合が増加すること (Beloate et 

al., J Neurosci., 2016)[24] が報告されている。また、オスマウスがメスマウス

と遭遇することで、VTA ドパミン神経細胞の投射先である側坐核において、c-

fos 陽性細胞数の増加や (Ago et al., Int J Neuropsy Pharm., 2015)[25]、発火

率の増加 (Matsumoto et al., J Neurosci., 2012)[26] が報告されている。これ

らの知見から、オスマウスとメスマウスを遭遇させることで VTA を活性化さ

せ、末梢免疫機能に影響するかを検証した。本研究では、メスマウス遭遇群に

て、VTA の TH 陽性細胞 (ドパミン神経細胞) 中の c-fos 陽性細胞の割合の増

加を確認した (Fig.5B)。さらに、側坐核シェルにおいて c-fos 陽性細胞数が有

意に増加したことを確認した (Fig.5C)。これらの結果は、先行知見と一致して
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いる。さらに、電気生理学的な検証として、オスマウスの VTA の脳波を記録し

たところ、メスマウスと遭遇することで、Slow ガンマ強度と Fast ガンマ強度

が有意に増加した (Fig.6C)。これらの結果から、VTA が活性化した可能性が示

唆される。オスマウスとメスマウスが遭遇する際の、オスマウスの VTA の脳

波を記録したのは、私が知る限り本研究が初めてである。 

次に、オスマウスがメスマウスと遭遇することで、末梢免疫機能に影響する

かを検証した。結果として、オスマウスとメスマウスを 2 時間遭遇させること

で、血清 IL-2 値が増加した (Fig.8B)。また、10 日間の遭遇では、血清 IL-5 

値が有意に増加した (SFig.3)。さらに、VTA の神経活動をムシモル・バクロフ

ェン混合液で抑制することで、2 時間のメスマウスとの遭遇による血清 IL-2 

値の増加が抑制された (Fig.9)。これらの結果から、オスマウスがメスマウスと

遭遇することで、オスマウスの VTA の神経活動を介して、末梢免疫機能に影

響を与える可能性が示唆された。 

今回、変動が見られた IL-2 は、主に 1 型ヘルパーT 細胞が放出するが、こ

の 1 型ヘルパーT 細胞はβ2 受容体を発現している (Dantzer et al., Physiol 

Rev., 2018)[19]。光刺激実験の章で述べたように、交感神経を介した経路によ

ってこの現象が起こった可能性が考えられるが、この仮説を明らかにするには、

交感神経の除去や、アドレナリンβ2 受容体拮抗薬を投与した上で、メスマウ

ス遭遇実験を行う必要があると考えている。 
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【結論】 

 本研究では、光遺伝学的手法を用いることで、VTA ドパミン神経細胞の 

Phasic 活動が末梢免疫機能に影響を与える可能性が示唆された。VTA と末梢

免疫系との関連を調べた研究において、ドパミン神経細胞の活動の頻度による

違いに迫った知見は、私が知る限り本研究が初めてである。さらに、オスマウ

スをメスマウスに遭遇させることで、 VTA が活性化することが示唆された。

また、このような自然な生理的条件下でも、VTA の神経活動を介して、末梢

免疫機能が変動する可能性が示唆された。自然な生理的条件下において、特定

の脳領域と末梢免疫系との関連に迫った知見は少なく、意義深いものであると

考える。本研究の成果は、末梢免疫機能に影響を与えうる、脳内の神経活動の

一端を明らかにした点で有意義である。 
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【図表】 

 

Figure 1. (A) 本研究の概略図。光遺伝学的手法や自然な生理的条件下で VTA 

を活性化し、血清サイトカイン値を測定した。 (B) VTA ドパミン神経細胞の発

火活動を模式的に示した。通常、数 Hz 程度の持続的活動 (Tonic 活動) が見

られるが、報酬獲得時には高頻度な活動 (Phasic 活動) が見られる。 
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Figure 2. (A) 実験模式図 。右 VTA に光ファイバーを埋め込み、光刺激を行

った。 (B) VTA の免疫染色 (緑 : ChR2、マゼンタ : TH)。 (左) VTA を白

い点線で囲った。白い矢印は光ファイバー跡を示した。 (右) 左図の白枠内の

拡大図。 (C) VTA の免疫染色 (緑 : ChR2、青 : c-fos)。 (左) 光刺激を行っ

ていないマウスの結果。 (右) 光刺激を行ったマウスの結果 (波長 472nm、

強度 ～ 30 mW、照射時間 15 ms、頻度 50 Hz、25 回を 500 ms の間に光

刺激した。これを 10 秒間ごとに 2 時間行い、その 1 時間後に灌流固定し

た)。白い矢印は ChR2 陽性細胞中の c-fos 陽性細胞を示した。 
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Figure 3. (A) 実験模式図 。光刺激を行った後、採血を行い、血清サイトカイ

ン値を測定した。 (B) 実験タイムコース 。光刺激なし群、Tonic 光刺激

群、Phasic 光刺激群の 3 群を作製した。 (C) 血清サイトカイン値の結果 

(*P < 0.05, **P < 0.01 , Tukey test after two-way ANOVA, n = 5 mice)。 
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Figure 4. (A) (左) 実験模式図。14-17 日間、遊具 (滑車、シーソー、毬、は

しご) のある環境で飼育した。(右) 実際の画像。 (B) 血清サイトカイン値の

結果 ( P > 0.05, Student’s t-test, n = 11 mice)。 
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Figure 5. (A) 実験模式図。2 時間、オスマウスをメスマウスと共に飼育し

た。 (B) (左) VTA の免疫染色 (緑 : c-fos、マゼンタ : TH)。(右) 定量結果 

(*P < 0.05, Student’s t-test, n = 4 mice)。 (C) (左) 内側前頭前皮質、海馬、

側坐核コア、側坐核シェルの免疫染色 (緑 : c-fos)。(右) 定量結果 (*P < 0.05, 

Student’s t-test, n = 5-6 mice)。 
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Figure 6. (A) (左) 実験模式図。右 VTA に電極を埋め込み、オスマウスをメ

スマウスと遭遇させた。(右) ニッスル染色による電極跡確認。黒い点線が

VTA を示しており、黒い矢印は電極の先端を示している。 (B) (上) VTA の

脳波の代表波形。赤い矢印の時点で、メスマウスと遭遇させた。(下) 各周波

帯域の強度。6 分間ごとの平均値を黒い点で示した。 (C) 遭遇前、遭遇時の

各 30 分間における各周波帯域の脳波の強度を定量した (*P < 0.05, **P < 

0.01, paired t-test, n = 4 electrodes from 4 mice)。 
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Figure 7. (A) (左) 実験模式図。右の内側前頭前皮質、扁桃体に電極を埋め込

み、オスマウスをメスマウスと遭遇させた。 (右) ニッスル染色による電極跡

確認。黒い点線がそれぞれの脳領域を示しており、黒い矢印は電極の先端を示

している。 (B) 遭遇前、遭遇時の各 30 分間における各周波帯域の脳波の強度

を定量した (P > 0.05, paired t-test, n = 4-5 electrodes from 2-3 mice)。 
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Figure 8. (A) (左) 実験模式図。 (右) 実際の写真。 (B,C) オスマウスをメス

マウスに 2 時間 (B) 及び 4 日間 (C) 遭遇させた場合の、各血清サイトカイ

ン値 (*P < 0.05, Student’s t-test, n = 10 mice)。 
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Figure 9. (A) 実験模式図。オスマウスの右 VTA に薬物投与用カニューレを

埋め込んだ。そして、VTA の神経活動を抑制するために、ムシモル・バクロ

フェン混合液を投与した。コントロールをとるために、生理食塩水を投与した

群も作製した。その後、メスマウスに 2 時間遭遇させることで、血清 IL-2 

値が変動するか検証した。(B) 各群における血清 IL-2 値 (*P < 0.05, Tukey 

test after two-way ANOVA, n = 6-7 mice)。 
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Supplemental Figure 1. (A, B) 光刺激してから 9 時間後 (A) または 24 時

間後 (B) に血液を採取した場合の、各血清サイトカイン値 (P > 0.05, 

Student’s t-test, n = 5 mice)。 
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Supplemental Figure 2. Enrich environment で飼育したマウスの高架式十字

迷路試験の結果 (P > 0.05, Student’s t-test, n = 11 mice)。Figure 6 で採血し

たマウスと同じ個体を用いており、採血の前日に行った。 
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Supplemental Figure 3. 社会的敗北ストレス群、及び 10 日間のメスマウス遭

遇群における各血清サイトカイン値 (*P < 0.05, Tukey test after two-way 

ANOVA, n = 3-4 mice)。 
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