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研究成果の概要（和文）：ストレス環境が神経変性疾患につながる機構の解明に向けて，視床下部－下垂体－副
腎系を構成する要素の培養手法確立，中枢神経系のストレスホルモン（GulcoCorticoid; GC）応答観測を目指し
て研究を実施した．GCフィードバックの起点となる視床下部室傍核の培養手法が確立され，主要な標的の1つで
ある海馬細胞群において，培養環境下10 μMのGC投与に対して1週間の間に自発バースト発生周期およびその時
間的なパターンに変化が生じることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism by which the stress environment leads to 
neurodegenerative diseases, in vitro reconstruction of hypothalamus-pituitary-adrenal axis was 
studied. Cells including paraventricular nucleus of the hypothalamus, which is a starting point of 
GulcoCorticoid (GC) feedback, were successfully cultured. Hippocampal cells, which is one of the 
main targets of GC feedback, showed gradual changes in their spontaneous electrical activity 
patterns within one week under 10 μM GC administration.

研究分野：神経工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 ストレスが長期間持続すると，うつ病など
の精神疾患を発症する場合があることが経
験的に知られているが，疾病につながるメカ
ニズムは明らかになっていない．ストレス環
境下で生体システムは自律神経系，免疫系と
協調して視床下部－下垂体－副腎系（hypo- 

thalamic-pitutary-adrenal axis; HPA 系）が主要
な役割を担い，長期間のストレス状態の継続
により引き起こされるその変調が精神疾患
につながる可能性が高いと考えられている． 

HPA 系に備わる恒常性維持機構－副腎皮
質から分泌されるストレスホルモン（Gulco- 

Corticoid; GC）によるネガティブフィードバ
ック－が鍵となると考えられるが，関与する
脳部位は多様であり，全体像の理解は困難と
されてきた．これに対し，2015年に視床下部
室傍核（paraventricular nucleus of the hypo- 

thalamus; PVN），海馬（hippocampus; HC），内
側前頭皮質（medial prefrontal cortex; mPFC）
の 3 ヶ所に GC に対する受容体が特に高濃度
に発現しているという指摘がなされた（Bains 

et al., Nature Rev. Neurosci., 2015）．PVN から
放出される corticotropin-releasing hormone

（CRH）が下垂体に作用して副腎皮質刺激ホ
ルモン（adrenocorticotropic hormone; ACTH）
が分泌され，こらが副腎皮質に作用した結果
分泌されるGCがPVNを含む中枢系にフィー
ドバック作用を及ぼすというのが基本的な
考え方である． 

上記フィードバック系の起点となる PVN

細胞群のGCに対する応答を in vitro系で調べ，
さらに HCや mPFCを含む系に拡張すること
により，長期間のストレス継続が脳神経疾患
につながるメカニズムに関する知見を得る
ことが期待できる．視床下部細胞群の in vitro

系での研究はほとんど報告例がない状況で
あり，その培養手法の確立が必須となる．  

 

２．研究の目的 

 HPA 系を構成する各要素とそのフィード
バックを受ける中枢脳神経組織を共培養し
て in vitroシステムとして再構成，その起点と
なる PVN の活動亢進状態を誘起することに
より，GC 高濃度状態の継続に対して中枢神
経系に生じる神経活動の変調，神経変性を観
測することが期待できる．これまでほとんど
報告のない PVN 細胞群をはじめとしてシス
テムを構成する要素の培養手法を確立，GC

に対する応答を観測することを本研究の目
的とする．  

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養 

① PVN を含む視床下部細胞群 

生後 1-3日のWistar rat新生児から脳全体を
摘出，Tissue Chopper を利用して冠状面の切
片試料（厚さ 300 μm）を連続的に作成した．
アトラスに基づいて PVN を含む位置の切片
を選択，メスとピンセットで標的領域を切り

出した．採取した試料から酵素（Trypsin）処
理により細胞懸濁液を調整，polyethyleneimine 

（PEI）をコーティングした培養皿に播種し
た．培養皿表面のコーティングについてはさ
らに laminine の効果についても検討した．
Neurobasal Medium に成長因子等を添加した
培地，DMEM に血清を加えた培地等を用いて
最適培養条件の探索を実施，合わせて細胞分
裂阻害薬（cytcine arabinocide; Ara-C）添加の
影響についても評価した．  

② 脳下垂体細胞群 

Asaba 等の手法（Asaba et al., Brain Res., 

1998）に基づいて生後 1-3日の Wistar rat新生
児から脳下垂体を採取，酵素（Collagenase）
処理により細胞懸濁液を調整，poly-D-Lysine

をコーティングした培養皿に播種して
DMEM に血清を加えた培地で培養した． 

③ 海馬細胞群 

 Wistar rat 胎児（18-19 日胚）から海馬を採
取，酵素（Trypsin）処理により細胞懸濁液を
調整，polyethyleneimine（PEI）をコーティン
グした培養皿に播種した．Neurobasal Medium

に成長因子等を添加した培地で培養した． 

(2) 免疫組織化学等染色 

 培養系に含まれる細胞種の評価に免疫組
織化学染色を適用した．神経細胞のマーカー
として Microtubule Associated Protein(MAP)2，
グリア細胞のマーカーとして Glial Fibrillary 

Acidic Protein (GFAP)を用い，細胞核の染色
（DiAmidinoPhenylIndole; DAPI）と合わせて
細胞群を可視化した．GC 投与の影響につい
ては Calcein AM,と Propidium Iodide を用いた
生細胞，死細胞の判定を，Hoechst33342 によ
る細胞核の染色と合わせて適用した． 

(3) 活動計測 

① 細胞内 Ca2+イオン濃度計測 

蛍光色素（Fluo-8 AM）を利用した細胞内
Ca2+イオン濃度変化のイメージングによる自
発活動評価を行った．500×500 pixel，1 flame/s，
10 分間の条件で蛍光画像を取得した． 

PVN 培養系に対しては，自発活動及び電位
依存性 K+チャネルに対するアンタゴニスト
（4-AminoPyridine; 4-AP）存在下での活動に
つき記録した．合わせて Hoechst33342 による
細胞核染色を適用し，活動を生じる細胞の割
合を定量化した．脳下垂体細胞群については
CRH 投与前後での活動変化を比較した． 

② 電気活動計測 

 神経細胞群が発する spike 信号の細胞外計
測を行なった．64個のマイクロ電極を集積化
した細胞培養基板（MicroElectrode-Array; 

MEA）を利用し，100 Hz-2 kHz の帯域の信号
について 2000 倍の増幅を適用し，分解能 12 

bit，標本化周波数 25 kHz でハードディスク
に記録した．閾値処理によって spike 信号を
検出し，ラスタープロットとして表示した． 

 MEA 基板上に形成した海馬培養神経回路
にげっ歯類における GC である corticosterone

を投与し，自発活動パターンの変化を薬物投
与後 1週間まで継続して記録した． 



４．研究成果 

(1) 視床下部細胞群の最適培養条件 

 培養開始後 2週間の時点で固定して免疫組
織化学染色を適用した結果を図 1に示す．中
枢神経系の培養に用いられることの多い
Neurobasal Medium ベースの培地を用いる条
件ではMAP2陽性細胞の割合が低いという結
果になった．MAP2 陽性細胞の割合が高く，
形態的にも良好な状態に維持されるという
条件から，DMEMに FBS を 10 %添加した培
地を用い，lamininコーティング，Ara-C添加
は行わないという条件が最適と判断した． 

 

図 1 免疫組織化学染色による培養系の評価 

 

 

(2) 視床下部細胞群の activity 

 PVN を含む部位から採取した培養細胞系
について細胞内Ca2+イオン濃度変動を計測し
た結果を図 2示す．培養条件下で Ca2+振動が
観測された．細胞群の自発活動を反映する信 

 

図 2 PVN培養細胞系の細胞内 Ca2+濃度変化 

号と考えられるが，周期が数 10 秒というゆ
っくりした変化であり，グリア細胞の活動で
ある可能性がある．観測視野中の細胞のうち
活動を示した細胞の割合は 20±17 % (mean 

±SD) であった．これに対し，4-AP 存在下で
は活動を示す細胞の割合が増加する（30± 

11 %）ことから，この自発活動における電位
依存性 K+チャネルの寄与が示唆された． 

 

(3) 下垂体細胞群の activity 

 下垂体から採取した培養細胞系について
も細胞内Ca2+イメージングを行ない，低速（数
10 秒）の自発的な変化が観測された．CRH

添加に対する活動変化について調べた結果
を図 3に示す．Control（HEPES buffer を注入）
では注入操作後に活動の発生頻度が変化し
た細胞の割合は 6.8±3.5 %であったのに対し，
CRH 添加に対しては 16.1±8.0 %（4 nM CRH 

injection），17.7±15.8 %（40 nM CRH injection）
という結果になった．CRH に対する応答性を
有する培養細胞系が得られたと考えられる
が，薬物投与後に活動頻度が増加する場合と
減少する場合があり，応答機構の理解が今後
の課題である． 

 

 

図3 下垂体細胞群のCRH投与に対する応答 

 

 

(4) 海馬細胞群の activity 

 培養海馬細胞系に対してGCを投与し，48 h

経過時点で生細胞／死細胞の割合について
評価した結果，GC濃度 10 μM 以下では顕著
な影響が認められないことがわかった．この
結果に基づき，MEA 基板上で 2 週間培養し
た細胞群について 10 μMの GC存在下で生じ
る自発電気活動を 1週間連続記録した．結果
を図 4に示す． 

 海馬細胞群は培養系で自発電気活動を生
じ，特に周期的なバースト活動がその特徴で
あることが知られている．今回用いた試料で
も培養開始後 2週間の時点で数秒周期のバー
スト活動が明確に認められた（図 4 (A)）．GC

投与によりバースト活動が発生する周期が
長くなり，1 日を過ぎる頃から非同期的な活 



 

図 4 海馬細胞群の GC 存在下での自発活動 

(A)ラスタープロット，(B)正規化活動強度 

 

 

動が見られるようになった．1 週間後にはそ
の傾向はさらに顕著になり，同期活動発生周
期が長くなる，各回の活動はバラつきが大き
くなり 1秒を越える長いバースト活動が発生
する場合もある，非同期的な活動の割合が増
える，という特徴が見られた．ただし，図 4 (B) 

（3 つの試料について検出された単位時間当
たりのスパイク数を正規化して表示）に示す
とおり，活動の増減という観点からは一定の
傾向は認められず，GC 存在下で海馬細胞群
に生じる変化の全体像解明に向けてさらに
計測データを蓄積する必要がある． 

 

(5) ストレス応答制御系の in vitro 再構成 

PVN，下垂体，副腎皮質，海馬を要素とす
るストレス応答ネガティブフィードバック
システムの in vitro 再構成に向けて，各要素の
培養方法及び薬理応答につき検討した．従来
ほとんど報告のなかった PVN については組
織採取・培養プロトコルが確立され，今後は
神経細胞とグリア細胞の活動を区別した特
性評価が課題となる．下垂体，副腎皮質につ
いては培養系でホルモン投与に対する応答
が確認された．GCフィードバックの標的の 1

つと考えられる海馬について，その自発電気
活動を指標として GC 投与の影響を調べた結
果，同期バースト活動パターンが GC 存在下
で徐々に乱れていく様子が観測された． 

上記の成果に基づき，系を構成する各要素
を 1枚の基板上で共培養して海馬－PVN－下
垂体間はシナプス結合，副腎皮質の前後はマ
イクロ流体回路で連結することによりスト
レス応答制御システムの in vitro 再構成が可

能になる．共培養基板は MEA 上にシリコン
ゴム（Poly-DiMethyl-Siloxane; PDMS）製のマ
イクロ培養チャンバ及びチャンバ間の連絡
構造を形成するが，これについても MEA パ
ターンと PDMS の正確な位置合わせを可能
にする製作条件につき検討し，最適条件を確
立した．以上の成果を統合して in vitro 再構成
系を利用した長期活動記録を行うことによ
り，ストレスの継続が中枢神経系に生じる神
経活動の変調，神経変性につながるメカニズ
ム解明が期待できる．  
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