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研究成果の概要（和文）：齧歯類手綱核を構成する細胞はグルタミン酸、アセチルコリンやP物質などの神経伝達物質
関連遺伝子及びモノアミン受容体などの発現に多様性がみられ、それぞれ手綱核亜核特異的な発現パターンを示してい
た。Dbx1CreERT2/+を用いて誕生時期特異的な遺伝学的標識を行ったところ胎生期12日目～16日目におけるTamoxifen投
与は成体の広い脳領域の細胞を標識したが、生後0日目～生後3日目のTamoxifen投与は成体手綱核に限局するアストロ
サイトを標識した。また、電気生理学的実験により手綱核はセロトニン神経系を介して海馬など広い脳領域の神経活動
を修飾することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Habenular subnuclei in the rodents were characterized by the heterogeneity of the 
neurons in expression of marker genes for glutamatergic, cholinergic and substance P-ergic transmission an
d monoaminergic receptors. Tamoxifen injection to Dbx1CreERT2/+ knock-in mouse line before (embryonic days
 12-16) and after birth (postnatal days 0-3) resulted in the ubiquitous labeling of the cells in the adult
 forebrain and specific labeling of the astrocytes in the adult habenula, respectively. Electrophysiologic
al study revealed that the habenula lesion elicited the impairment of the hippocampal theta oscillation, w
hich was dependent upon the intact serotonergic raphe in the brain stem. These results suggested that the 
habenula affected the diverse brain activity via modulation of neuronal activity in the monoaminergic neur
ons.
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１．研究開始当初の背景 
手綱核は、精神疾患の病態に密接に関与する
セロトニンやドーパミン（モノアミン）神経
系の制御中枢として知られ、うつ病患者にお
ける過剰活性化が観察されることから同病
態の責任病巣として近年注目を集めている。
しかし、手綱核は形態学的観察に基づく 15
以上の亜核に分類されているがその機能分
化は不明なままである。また、手綱核からの
出力線維はドーパミン作動性神経細胞の豊
富な黒質・腹側被蓋野やセロトニン作動性神
経細胞の豊富な縫線核のみならず、中脳・後
脳の様々な神経核に投射している。このよう
に手綱核神経回路は複数の異質な神経回路
群による構成されているため、分子レベルで
の機能解析は手つかずのままである。このよ
うな背景のもと手綱核に存在する細胞種の
分子的特性やその機能を解析することは、精
神神経疾患の病態理解に必須と考えられる。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は、マウス及びラットを用い
て手綱核を構成する神経細胞やグリア細胞
の分子的特性を組織学的に明らかにした上
で、これらの細胞種の発現遺伝子や発生に関
与する遺伝子発現機構に注目し、遺伝学的操
作による新たな細胞種特異的標識法の開発
を行うことである。また、このような手綱核
の興奮性の変化が脳内モノアミン代謝や広
範囲神経活動に与える影響について明らか
にする。このような遺伝子操作法の開発を通
して、脳内モノアミン代謝を制御する神経回
路の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
	 
（１）齧歯類手綱核神経細胞における分子特
性の解明	 
	 成体オス Long-Evans ラットにおける神経
伝達物質関連遺伝子の発現パターンを組織
学的に調べ、手綱核神経細胞の分子特性を明
らかにした。具体的には、グルタミン酸作動
性（Vglut1, Vglut2）、GABA作動性(Gad67）、
神経ペプチド作動性（Substance	 P 前駆物質
Tachykinin 1）マーカー遺伝子に対して特異的
プローブを作製し、in situ hybridization法を用
いて mRNA 発現を可視化した。本研究では、
in situ hybridization 法と汎神経細胞マーカー
である HuC/D の免疫組織化学的検出をくみ
合わせることで、手綱核神経細胞の分布と
mRNA の発現パターンを比較することを可
能にした。	 
	 
（２）手綱核細胞の遺伝学的標識とその光遺
伝学的活性化	 
	 手綱核原器に特異的に発現する Dbx1 遺伝
子 に 注 目 し 、 Dbx1CreERT2/+ 系 統 と
Rosa-CAG:loxP-STOP-loxP-tdTomato系統もし
くは Rosa-CAG-loxP-STOP-loxP-ChR2-EYFP
系統を交配した。誕生時期特異的に細胞標識

を行うため、Cre recombinaseを核内移行させ
活性化させるTamoxifenを胎仔期12日目~生
後 3 日目のマウスへ投与し、蛍光標識される
細胞群の分布を組織学的に解析した。
Tamoxifen は 100	 mg/kg で投与し、胎仔期で
は妊娠メスマウス、生後は各個体へ直接腹腔
内投与を行った。生後０－３日目のマウスで
は、10	 µl 程度と投与液容量が少ないため、
ハミルトンシリンジを用いた微量投与が有
効であった。Tamoxifen を投与された妊娠マ
ウスは出産時に分娩困難であったり、出産仔
の食殺行動が頻繁に観察されたため、本研究
では帝王切開及び里親による保育を行い、生
後における脳内蛍光蛋白観察を可能にした。	 
	 また、標識された細胞の光遺伝学的操作法
を確立するため、成体まで飼育したこれらの
遺伝子改変マウスの手綱核に対して 200	 µm
径の光ファイバを脳定位的に配置し、光刺激
を行った。光刺激による細胞の活性化は、最
初期遺伝子 c-Fos 蛋白の発現により確認した。	 
	 
３）手綱核興奮性の変化による広範囲神経活
動の修飾及びそのモノアミン依存性の検討	 
	 手綱核神経回路による広範囲神経活動の
修飾及びそのモノアミン神経系依存性を検
討するため、ラットにおける電気生理学的測
定を行った。具体的には手綱核を電気凝固破
壊したラットにテトロード電極を設置し、大
脳皮質や海馬神経活動に与える影響を調べ
た。	 
	 また、手綱核破壊の効果がモノアミン、特
にセロトニン神経系を介して現れるか否か
を検討するため、セロトニン作動性神経細胞
の特異的神経毒である 5,7-dihydroxy- 
tryptamine (5,7-DHT)を正中縫線核へ投与した。
セロトニン作動性神経細胞への 5,7-DHT の効
果は、抗セロトニン抗体による免疫組織化学
により正中縫線におけるセロトニン産生神
経細胞数の減少を確認した。	 
	 
４．研究成果	 
（１）齧歯類手綱核神経細胞における分子特
性の解明	 
	 ラット手綱核における神経伝達物質関連
遺伝子の mRNA発現解析の結果、ラット手綱
核のほとんどは Vglut1 もしくは Vglut2 を発
現するグルタミン酸作動性神経細胞より構
成されていた。Gad67 を発現する抑制性神経
細胞は外側手綱核の外側区画 oval partに限局
して散在しているのみであった。このように
ほぼ一様にグルタミン作動性である手綱核
神経細胞の亜核特異的遺伝子発現特性を明
らかにするため、アセチルコリン作動性マー
カー（VAChT及び ChAT）や神経ペプチド作
動性マーカー（Tachykinin1, Enkephalinなど）
の発現分布と神経細胞マーカーHuC/D の分
布を比較したところ、手綱核の各亜核はグル
タミン酸に加えてアセチルコリン（内側手綱
の腹側部）や P 物質（内側手綱の上部）、２
型セロトニン受容体（外側手綱の一部）、２



型ドーパミン受容体（外側手綱の一部）など
の発現に多様性がみられ、それぞれ手綱核亜
核特異的な発現パターンを示していた（下
表）。これらの結果は、分子特性の異なった
手綱核亜核がそれぞれ異なった神経機能に
関与していることを示唆している。	 
	 こ れ ら の 内 容 を ま と め て Journal of 
Comparative Neurology 誌及び Anatomical 
Science International誌に発表した。	 
	 
	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbreviation, MHbS, superior part of the medial 
habenula; MHbI, inferior part of the medial 
habenula; MHbCd, central part of the medial 
habenula, dorsal region; MHbCv, central part of 
the medial habenula, ventral region; MHbL, 
lateral part of the medial habenula; LHbMS, 
superior part of the medial division of the lateral 
habenula; LHbMPc, parvocellular part of the 
lateral division of the lateral habenula; LHbMC, 
central part of the medial division of the lateral 
habenula; LHbMMg, marginal part of the medial 
division of the lateral habenula; LHbLPc, 
parvocellular part of the lateral division of the 
lateral habenula; LHbLMc, magnocellular part of 
the lateral division of the lateral habenula; 
LHbLO, oval part of the lateral division of the 
lateral habenula. 
	 
（２）手綱核細胞の遺伝学的標識とその光遺
伝学的活性化	 
	  Dbx1CreERT2/+;Rosa-CAG:loxP-STOP-loxP-td 
Tomato 系統（下図 A）へ胎生期 12 日目~16
日目に Tamoxifenを投与した成体マウスでは、
Dbx1 遺伝子がこの時期背側視床や大脳皮質
など広範囲に発現しているため、tdTomatoの
蛍光が手綱核を含むこれらの広い脳領域に
観察された。一方、生後 0日目~生後 3 日目
に Tamoxifenを投与した成体マウスでは、手
綱核に分布する標識細胞が観察された。興味
深い事に、標識細胞は手綱核全域に観察され
るものの、外側手綱核外縁を境界として背側
視床などの外側隣接領域では観察されず、標
識細胞が手綱核に限局していた。このことは、
脳室面から発生するこれらの細胞群の移動
範囲が何らかのメカニズムにより制御され

ている事を示唆している。	 
	 さらに、これらの細胞種を特定するため、
分子マーカーとの共局在を検討したところ、
NeuN を発現する神経細胞は全く標識されず、
その多く[79.6%	 (内側手綱核）及び 57.0%（外
側手綱核、N=266 細胞）]は S100βを発現する
原形質アストロサイトであった（下図 B、C）。
この結果により本研究で開発した時期特異
的遺伝子改変法が手綱核グリア細胞の遺伝
子改変に有効である事が明らかとなった。	 
	 このようにして開発された時期特異的遺伝
子改変法を神経活動操作に応用するため、
Dbx1CreERT2/+;Rosa-CAG:loxP-STOP-loxP-ChR2
-EYFP系統へ生後 0－3 日目に Tamoxifen を投
与し、光ファイバーを用いて刺激したところ、
照射領域（片側手綱核）の神経細胞に神経興
奮性のマーカーである c-Fos 蛋白の発現上昇
を確認した。現在これらの神経活動操作法に
よるモノアミン神経活動への影響を検討中
である。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 以上の結果をまとめて、2012 年及び 2013
年の神経科学会で発表した。	 
	 
（３）手綱核興奮性の変化による広範囲神経
活動の修飾及びそのモノアミン依存性の検
討	 
	 手綱核の電気刺激は脳幹部のドーパミン
やセロトニン産生細胞の発火を一時的に抑
制する事から、手綱核は脳内モノアミン代謝
の制御中枢として知られてきた。しかし、手
綱核がモノアミン制御を介してどのような
脳活動に影響を与えるのかは不明なままで
ある。	 

 1

 Vglut1 Vglut2 DBH 
fibers IL-18 Tac1/SP ChAT Gpr151 Oprm 

MHbS ++ +++ ++ ++ - - - - 

MHbI ++ ++ - - - ++ - - 

MHbCd - + - + ++ - - - 

MHbCv ++ ++ - - - ++ ++ - 

MHbL - ++ - - - ++ ++ ++ 
 
 
Summary of the gene expression patterns assessed in the lateral habenula 
 

 Vglut1 Vglut2 Drd2 TH Htr2c Pcdh10 Gpr151 
Medial division        
LHbMS - ++ - + ++ ++ ++ 
LHbMPc - ++ - ++ + ++ + 
LHbMC - ++ - + ++ ++ + 
LHbMMg - ++ ++ - - - + 
        
Lateral division        
LHbLPc - ++ - + ++ ++ + 
LHbLMc - ++ ++ - ++ + + 
LHbLO - ++ ++ - ++ - + 

 
Table 1. Molecular characterization of the rat habenula by gene expression. The table 
summarizes the relative signal intensity of mRNA expression for each gene. Three levels were 
defined within the detectable range from the lowest level just above background to the most intense 
signal observed. -, not detectable; +, weak expression; ++, intermediate expression; +++, strong 
expression. Signal intensity can be compared between brain regions, but not between the probes. 
MHbS, superior part of the medial habenula; MHbI, inferior part of the medial habenula; MHbCd, 
central part of the medial habenula, dorsal region; MHbCv, central part of the medial habenula, 
ventral region; MHbL, lateral part of the medial habenula; LHbMS, superior subnucleus of the 
medial division of the lateral habenula; LHbMPc, parvocellular subnucleus of the lateral division of 
the lateral habenula; LHbMC, central subnucleus of the medial division of the lateral habenula; 
LHbMMg, marginal subnucleus of the medial division of the lateral habenula; LHbLPc, 
parvocellular subnucleus of the lateral division of the lateral habenula; LHbLMc, magnocellular 
subnucleus of the lateral division of the lateral habenula; LHbLO, oval subnucleus of the lateral 
division of the lateral habenula. 
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	 このような問題に取り組むため、手綱核の
破壊が海馬や大脳皮質神経活動に与える影
響について調べた。大脳皮質、海馬のフィー
ルド電位は探索行動、摂食行動、覚醒、レム
睡眠、ノンレム睡眠などの脳状態特異的な活
動パターンをする事が知られている。特に海
馬フィールド電位は、探索行動やレム睡眠時
に特徴的な 5-8	 Hz 律動活動（シータリズム）
や摂食行動やノンレム睡眠に特徴的な Sharp 
wave / ripple complexなどが観察され、動物の
筋電活動と組み合わせると脳活動の状態遷
移を観察する事が出来る。	 
	 実験の結果、手綱核破壊ラットではウレタ
ン麻酔下及び睡眠中の海馬シータ波の活動
が減弱しており、実際これらの動物はレム睡
眠時間の短縮が観察された。この事は、手綱
核がレム睡眠制御に重要な役割を果たす事
を示唆している。	 
	 興味深い事に、手綱核破壊による海馬シー
タ波抑制効果は、セロトニン作動性縫線核を
破壊すると観察されなかった。このことは、
手綱核がセロトニン作動性縫線核の活動を
介して海馬シータ波の安定性維持に重要で
ある事を示している（下図 A）。	 
	 さらに、手綱核及び海馬神経活動における
協調活動について検討するため、睡眠中の頭
部固定ラットからテトロードを用いた多点
同時記録を行ったところ、手綱核神経細胞は
海馬シータリズムと位相同期して協調活動
していた（下図 B）。これらの結果は、手綱核
神経活動がセロトニンなどのモノアミン作
動性神経系の活動修飾を介して、広範な脳活
動に影響を与えていることを示している。	 
	 これらの結果をまとめて、 Journal of 
Neuroscience 誌 及 び Frontiers in Human 
Neuroscience誌へ発表した。	 
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