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授乳期マウスのオキシトシン分泌動態を可視化する

矢口 花紗音，幸長 弘子，宮道 和成

1. はじめに

我々ヒトを含めた哺乳類は，授乳を介して母子の絆を確
立し，それを基盤に社会性を発達させる．母乳は新生期の
養分となるのみならず，消化系・免疫系の機能を助けたり
発達を促進させたりする酵素や抗体，ホルモンなどを子に
与える役割も持つ．このように，授乳は哺乳類を特徴づけ
る重要な機能の一つであるが，授乳を成立させる母体の神
経系の仕組みについては，分子，神経回路のいずれのレベ
ルにおいても十分な理解が得られていない．授乳は，母
体の脳内で起きる射乳反射と呼ばれる反応が媒介してい
る 1）．これは，子による乳頭への吸啜刺激が求心性回路を
通って視床下部室傍核・視索上核に存在する中枢オキシ
トシン（OT）ニューロンを刺激し，OTを脳下垂体後葉か
らパルス状に分泌させる反射である．分泌されたOTは乳
腺を収縮させることで乳汁分泌を促す．1970～80年代の
電気生理学的な手法を用いた研究では，射乳反射中の視床
下部における単一ユニット活動が記録されたが 2, 3），これ
は非生理的な麻酔下のラットを用いたものであり，記録さ
れた細胞がOTニューロンであるかどうかも保証がなかっ
た．
授乳期のOTニューロンに関し，重要な未解決問題を3

点あげることができる．第一に，活動動態の問題である．
自由行動下において授乳期の開始から卒乳までの期間に
OTニューロンはどのようなパターンで活動するのか，そ
の強度や頻度はどのような要因で調整されるのか，といっ
た基本的な事項がわかっておらず，母子関係の発展を研究
する上での基礎データが欠落した状態だった．第二に，リ
ズムの問題である．射乳反射は子が吸綴を続けていても数
分に一度だけパルス（波）状に発生することが知られてい
る．生体内を見渡しても数分のリズムを持つ発振子は他に

見当たらないことから，どのような分子・神経回路機構が
これを生み出しているのか興味深い．第三に，射乳反射の
時期特異性の問題である．乳頭に対する吸綴刺激が与えら
れても，雄や非授乳期の雌は射乳反射を呈さない．授乳期
の母体の脳内ではどのような可塑的な変化が生じて，子の
吸綴刺激に特別な応答性を獲得するのだろうか．こういっ
た大きな問題に取り組むためには，古典的研究において利
用できなかった新規技術が必要となるだろう．そこで我々
は，遺伝学的ツールの発達したマウスを授乳の神経科学的
研究における新しいモデルとして確立した 4）．

2. マウスにおける授乳期のOTニューロンの活動測定

ラットにおける古典的な射乳反射の記録の問題点は，一
度の実験において一細胞しか記録できず，記録している
細胞がOTニューロンであったかどうかがわからないこと
だった．マウスの遺伝子工学を用いるとOT遺伝子の制御
下にCreを発現する系統を利用して，OTニューロンの活
動を記録することができる．そこでOT-CreマウスとCre
の存在下にカルシウムイオン（Ca2＋）センサーとして働
くタンパク質GCaMPを発現するマウスを掛け合わせた．
一般に，神経細胞が活動すると細胞内Ca2＋の濃度が上昇
し，GCaMPの蛍光強度が変化する．GCaMPが正しくOT
ニューロンに発現し，それ以外の細胞に発現していないこ
とを確かめてから，室傍核の直上に光ファイバーを設置し
た（図1A）．
出産後12日目の母マウスを一晩観察すると，非常に明

瞭な神経活動のピークが観察された（図1B）．このマウス
は12時間の間に62回のピークを示したが，分布は明らか
に一様ではなくクラスターを形成していた．このことか
ら，活発に授乳する時間帯と休憩する時間帯があると考え
られる．クラスターの中では，およそ4～5分に1回のパル
ス状のリズムが観察された．
さらに継続して観察すると，授乳期の進展に伴って興味
深い変化があった（図1C）．どの個体も，出産後1日目に
は波が小さいものの，授乳を続けると波が高くなり12日
目までにはおよそ2倍の高さとなった．また，離乳後に再
び妊娠・出産を経験すると，波の高さはいったん元に戻っ
て，それからまた大きくなることもわかった．授乳を続
けると波が高くなる変化の理由として，子マウスが成長
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して吸啜が強くなったためか，それとも母マウス側でOT
ニューロンが変化するのか，二つの可能性が考えられた．
そこで，生後間もない子マウスと十分成長した子マウスを
用意して，人為的に入れ替える里子実験を行った．その結
果，母マウスの示すOTニューロンの活動ピークの高さは
子マウスの日齢に影響を受けなかった．したがって，母マ
ウスのOTニューロンには自身の授乳経験に依存して，自
律的に活動強度を変化させる仕組みがあると考えられる．
この自律的変化は，子マウスの成長に合わせて射乳反射の
強度を調整する上で適応的だと考えられるが，その仕組み
の解明には今後の研究が必要である．
以上のように，授乳期のマウスにおいてOTニューロン
のパルス状活動をリアルタイムかつ長期的に観察できる系
を構築することができた．

3. OTニューロンに対する入力神経マップと射乳反射
の調整回路

このOTニューロンのリズムの形成や調整に関わる神経
回路を考える第一歩は，OTニューロンに直接入力する上
流の神経細胞を網羅的に可視化することである．そこで，
特定の神経細胞に入力するシナプス前細胞群を標識でき
るトランスシナプス標識法 5）を用いて，OTニューロンに
入力する神経細胞のマップを作製したところ，視床下部の
さまざまな神経核や視床下部の外側の構造，たとえばスト
レス応答に重要な役割を果たす分界条床核（bed nucleus of 
stria terminalis：BST）に多くの標識がみられた（図2A）．
標識された神経細胞の分布を非妊娠状態の雌マウスと出産
後1日目の母マウスとで比較したところ，大きな違いはみ
られなかった．また，標識される細胞の種類を調べてみる
と，興奮性，抑制性いずれのタイプの神経細胞も見いださ
れたが，領域ごとに偏りがあり，BSTではほとんどが抑制
性の神経細胞だった．
そこで，BSTの抑制性神経細胞の射乳反射における役割
を検討する目的で薬理遺伝学による介入を行った．具体的
には，アデノ随伴ウイルス（AAV）を用いて，hDlxミニエ
ンハンサー 6）の制御下にhM3Dチャネル 7）をBSTの抑制性
神経細胞に導入した．hM3Dチャネルは，薬剤clozapine- 
N-oxide（CNO）によって活性化され，標的の神経細胞を
活性化させることができる．こうしてBSTの抑制性神経
細胞を特異的に活性化させ，同時にOTニューロンの射乳
反射における活動を観察した．その結果，薬剤CNOの効
いている期間に母マウスの子マウスとのふれあいは変化し
ないが，OTニューロンのパルス状活動が有意に少なくな
ることがわかった（図2B～D）．この結果は，上流の神経
回路への介入によってOTニューロンのパルス状活動を制
御できることを明らかにしたものである．将来的に，新規
に見つかったBSTによるOTニューロンの抑制がストレス
による授乳障害等に関与しているかどうか検討する価値が
あるだろう．

4. OTミニプロモータによるOTニューロンの活動記録

ここまでに説明した授乳期マウスのOTニューロンをイ
メージングする手法は，2種類のノックインマウスを掛け
合わせる複雑な遺伝学的操作を含み，射乳反射を支える神
経回路や分子への介入実験と組み合わせることが困難だっ
た．この問題の解決には，遺伝子組換えマウスを用いず，
野生型マウスの脳内でOTニューロンの活動を可視化する
技術が必要である．所属研究室の先行研究において，マ
ウスOT遺伝子の上流2.6キロ塩基対の領域に存在する転
写制御配列を組み込んだAAVを用いて外来遺伝子を室傍

図1 ファイバーフォトメトリー法による授乳期OTニューロ
ンの活動記録
（A）実験系の模式図．OTニューロンにGCaMP6sの発現してい
る母マウスの室傍核の直上に光ファイバーを刺入し，ファイ
バーフォトメトリー記録を行った．（B）生後12日目の母マウ
スからの16時間の代表的なトレース．矢頭はパルス状活動の
ピークを示す．（C）同一個体から記録された各パルス状活動の
平均値．初産後1日目，12日目，二度目の出産後の1日目，12
日目を比較した．文献4をもとに作図した．
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核のOTニューロンに特異的に導入できることが知られて
いた 8）．そこで我々は，この配列を用いて，GCaMPをOT
ニューロンに特異的に発現させる新規のAAVベクターを
開発した．これを野生型雌マウスの室傍核に導入し，授乳
中のOTニューロンの活動を観察したところ，複雑な遺伝
子組換え動物を用いた手法と比較して遜色のない活動デー
タが得られた 9）．
この新しい系を用いて，短期的な断乳が母体のOT
ニューロンの活動に与える影響を調査した．出産後12～14
日目において，子マウスを金網に隔離して乳頭を吸綴でき
ない状態で母マウスのOTニューロンを観察した（図3A）．
金網による隔離では，母マウスは子マウスの姿や鳴き声，
匂いなどの感覚刺激を受け取れる状況にあり，実際に金網
の周囲を探索する行動がみられた．しかし，隔離期間中は
OTニューロンのパルス状活動はまったくみられなくなっ
た．ヒトにおいては，熟練した授乳婦は子の写真や声を見
聞きするだけで泌乳する例が知られているが，マウスの場
合には，乳頭への吸綴刺激がないと射乳反射が起こらない
ようである．興味深いことに，子マウスを金網から出し再
び母マウスが授乳を行えるようにすると，OTニューロンの
パルス状活動は直ちに再開し，その発生回数が隔離前より
も有意に増加していた（図3B）．この結果から，射乳反射

時のOTニューロンの活動パターンには可塑性があり，母
子の隔離により一時的に断乳された後では“リバウンド”が
起きることがわかった．
次に我々は，未解決問題の一つである授乳期の進展に
伴うOTニューロンの活動パターンを定量的に評価するた
め，出産後2～4日目（授乳初期），12～14日目（授乳中
期），18日目（授乳後期）の3回，明暗期それぞれ6時間
のフォトメトリー記録を行った．同時にマウスケージをビ
デオ撮影し，母マウスが巣にいる時間を計測した．ビデオ
解析の結果，OTニューロンのパルス状活動は必ず母マウ
スが巣にいて子マウスの上にしゃがみ授乳姿勢をとってい
るときにのみ起こることがわかった．そして，母マウスが
巣にいる時間は，明期（マウスが主に休息する）では授乳
期全体を通して一定であるのに対し，暗期（活発に活動す
る）では授乳期が進むにつれて減少することがわかった．
6時間あたりのパルス数は授乳期全体を通して明暗期とも
に変化がなく，結果として授乳期の進行に伴い，母マウス
が巣にいる時間あたりのOTニューロンのパルス状活動の
数は授乳中期・後期の暗期で有意に増加していた．また
OTニューロンのパルス状活動の発生がクラスター化する
現象が認められたため，これを定量的に解析するために，
パルス状活動の間隔（inter-pulse interval：IPI）を計測した

図2 神経回路に基づくOTニューロンの活動操作
（A）（左図）トランスシナプス標識実験の模式図．この実験系ではOTニューロンとシナプス形成する一段階上流の
神経細胞のみが緑色蛍光タンパク質（GFP）で標識される．（写真）標識の起点となる出発細胞の一部（スケール
バーは100 µm），および標識された上流の神経細胞群（右2枚．スケールバーは200 µm）．（B）薬理遺伝学実験の模
式図．（C）CNO投与によりBSTの抑制性神経細胞を人為的に活性化した後のOTニューロンの代表的なパルス状活
動（矢頭）．対照実験（生理食塩水投与）と比較して，CNO投与後にパルス状活動が減少した．（D）生理食塩水（生
食）あるいはCNO投与後3.5時間に起きたOTニューロンのパルス状活動の頻度．**比較した二群の有意水準，p＜
0.01．文献4をもとに作図した．
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（図3C）．その結果，明期・暗期共に授乳期の進行に伴い
短い IPIの割合が有意に増加し，クラスター化が顕著にな
ることが示された．クラスター化が明瞭な授乳後期におい
ては，クラスター内の IPIの分布はパルスの発生がランダ
ムに生じると仮定した場合に予想される指数分布ときわめ
て類似していた．これらのことからOTニューロンのパル
ス状活動はポアソン過程に従っており，他のパルス状活動
と無関係にランダムに発生することが示唆された．

5. 展望

以上のように我々の研究は，マウスを用いた授乳の神経
科学の基盤を構築するものであり，授乳の「質」や「量」
に影響を与える遺伝的要因や環境因子の探索を促進し，授
乳期の母親や家族の生活の質の改善に貢献する技術の開
発につながるものと期待できる．今後の研究においては，
OTニューロンが数分に一度のパルス状活動を行うための
分子・神経回路機構の研究が必要である．その第一歩とし
て，乳頭への吸綴刺激が視床下部のOTニューロンへと伝
達される求心性回路の詳しい解明が望まれる．先行研究か
らラットにおいて視床下部背内側核の障害により射乳反

射が消失する 10）ことや，延髄孤束核からOTニューロンへ
のノルアドレナリン作動性の入力が存在する 1）こと等が示
唆されている．4節において説明した手法はCre/loxPシス
テムを必要としないので，神経回路の特異的な操作実験と
組み合わせることが可能であり，射乳反射の感覚系求心路
の細胞構成の理解を加速させるものと期待される．さらに
は，上記の神経回路について非授乳期の雌あるいは雄マウ
スと授乳期の雌マウスとをトランスクリプトーム解析，電
気生理学による神経接続強度解析に供して比較すること
で，射乳反射の時期特異性を保証する分子・回路レベルの
可塑性を理解することが重要だと思われる．母親において
吸啜シグナルがOTニューロンを強く活性化させる増強の
仕組みが解明できれば，人為的に効率よくOTニューロン
を活性化させる技術の開発につながる．OT系の活性化は
自閉症スペクトラム障害などの神経疾患の治療戦略として
も着目されていることから，本研究の成果は母性機能の理
解を超えた重要性を持つと考えられる．
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