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研究成果の概要（和文）：摂食抑制ペプチドホルモンのアミリンとCCK-8に応答するニューロンは，摂食調節に積極的
に関与すると考えられる。これらに対する最後野ニューロンの応答を調べたところ，アミリンに対する応答は全てIh(-
)ニューロンに検出され，CCK-8に対する応答は42例のうち38例がIh(-)ニューロンであるという結果を得た。また，両
ホルモンの受容体はシナプス前膜に存在していること明らかとなった。これらは，気持ち悪くて食べられない調節と，
気持ち悪く無くても食べられない調節が存在していることが示唆された。最後野の分子基盤の異なるニューロン群が異
なる摂食調節機序を担うべく，機能分化している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：As neurons responding to amylin and/or CCK-8 are considered to be a neuron group 
that participates in the regulation of food intake, we examined responsiveness of area postrema neurons 
to these peptide hormones. Excitatory responses to amylin were found in Ih(-) neurons alone. Excitatory 
responses to CCK-8 were found in Ih(-) neurons (n=38/42) and Ih(+) neurons (n=4/42). These data indicate 
that Ih(-) neurons in the area postrema contribute in the regulation of food intake. We also demonstrated 
that amylin and CCK-8 receptors were located on the presynaptic membrane, and regulate the transmitter, 
glutamate, release. The present study suggests two possible regulation mechanism of food intake, such as 
anorexia with visceral uncomfortable feeling (nausea) or appetite suppression without nausea. Ih(+) 
neurons and Ih(-) neurons in the area postrema may contribute to organizing neuron network for different 
modulation system of food intake.

研究分野： 口腔生理学

キーワード： 最後野　嘔吐　悪心　摂食　電気生理学　行動科学　コレシストキニン　ヒスチジン

  ４版
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様 式 C-19、F-19、Z-19(共通) 
 

1. 研究開始当初の背景 
最後野は脳幹背側部にある神経核であり，嘔吐中枢（延

髄網様体の領域内で疑核の背側部あたり）のニューロン

活動を惹起する化学受容性嘔吐誘発域としてよく知ら

れている(Borison & Wang，1953)。また，最後野ニュー

ロンのグルコース感受性(Funahashi & Adachi，1993)や摂

食関連ペプチド(Fry & Ferguson，2010; Riediger et al.，
2001， 2004)に対する化学受容性や，さらに視床下部と

の神経連絡についても明らかにされ(Shapiro and Miselis，
1985; Miselis and Shapiro，1987)，摂食調節に関与すると

される。最後野には血液脳関門がなく，血液中の化学物

質が容易に到達するため，最後野ニューロンは血液中の

化学物質動態を感知するセンサーとなり得る。このよう

な特徴から最後野は視床下部の一部や脳弓下器官など

と共に脳室周囲器官のひとつに分類される。最後野の神

経連絡は多岐であり，腹部迷走神経からの求心路，味覚

や内臓感覚の一次中継核である孤束核との相互連絡，視

床下部への上行路がある。このため，最後野は孤束 核
および視床下部と共同して自律系の反応に関わってお

り，悪心・嘔吐誘発や摂食調節意外にも，体液調節，血

圧調節に関与しているとする報告が多数ある。1980 年
代にCarpenterやStrominger らによって，最後野ニューロ

ンの多様な化学感受性が解明された。1995年に急性単離

した最後野ニューロンからのパッチクランプ記録が行

われ，基本的膜特性などが報告された(Hey et al.，1995)。
その後，我々は急性単離細胞ではなく，可及的に神経連

絡が保たれる状態を重視して，新鮮脳スライス標本中の

最後野ニューロンからパッチクランプ記録を行い，急性

単離細胞では検出できなかった特性を明らかにし，最後

野ニューロンの電気生理学的特性およびその活動基盤

についてイオンチャネルレベルで解明する研究を行い，

その成果を国内外の科学雑誌等に発表してきた。特に，

最後野ニューロンの過分極作動性カチオンチャネル(H
チャネル)については，上記の急性単離細胞では発見で

きなかったものであり，我々が世界に先駆けて研究成果

を発表してきた (Funahashi et al.，2002，2003)。制吐作

用が強いとされる静脈麻酔薬の一つであるプロポフォ

ールがHチャネルの活性を抑制することから(Funahashi 

et al.，2001，2004)，Hチャネルの活性制御と悪心・嘔吐

の中枢性調節機序との関連についても報告してきた。最

後野ニューロンの60% はHチャネル活性を示し，膜電

位の過分極により内向き電流が生じて膜の持続的脱分

極が生じ，Hチャネル閉鎖時にはブレーキ電位が発生し

てリバウンド活動電位の発生が著明となる。他の40%は

Hチャネルの活性がなく，一過性外向きカリウムチャネ

ル(速減衰型fastITOと遅減衰型slowITO) の活性により活

動電位発生が調節される。このように最後野の単一ニュ

ーロンの電気生理学的特性については飛躍的に解析が

進んだ。今後は，神経活動の増減と行動変化を直接結び

付けることが，最後野ニューロンの機能を解明するため

に不可欠であり，我々の研究室では行動実験による解析

にも着手している。嘔吐誘発や摂食調節，さらにその他

の自律系調節に対して全ての最後野ニューロンが一律

に関与するのか，もしくは機能的役割分担があるのかに

ついては全く不明であったが，最近の我々の研究により

Hチャネル活性を示すニューロン群（Ih(+)ニューロン）

が悪心・嘔吐誘発に関与していることが判明した

(Shinpo et al.，2012)。更に，Hチャネル活性を示さない

ニューロン群（Ih(-)ニューロン）の摂食調節への関与を

示唆するデータを得ており，これらの機能分化様式と分

子基盤を明らかにしたい。最近，背内側前頭連合野ニュ

ーロンのグルコース感受性を電気生理学的に示した報

告があり(Nagy et al.，2012)，同部と連関したニューロン

活動にも着目して機能的関連を明らかにしたい。以上の

ように，嘔吐誘発ニューロンと摂食調節ニューロンの機

能分化を証明し，その分子基盤を解明できれば，従来の

研究を発展させて，「悪心・嘔吐および 摂食行動の脳

幹部調節メカニズム」について包括的に理解することが

でき，新たな生理学的概念を樹立することができる。  

 
2. 研究の目的 
最後野(Area Postrema)の化学受容性ニューロン群が悪

心誘発と摂食調節に関わっていることはよく知られて

いる。しかし，同部のニューロン活動の変調を決定づけ

るいくつかの特徴的な分子基盤(Funahashi et al.，2002，
2006)と機能分化との関連は不明であったが，最近の
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我々の研究により，Hチャネル活性を示すニューロン群

が悪心・嘔吐誘発に深く関与することが示唆された 
(Shinpo et al.，2012)。そこで，本研究では，最後野ニュ

ーロンの機能分化様式とその分子基盤の詳細を調べる

ことにより，悪心・嘔吐誘発および摂食調節の中枢メカ

ニズムを明らかにしたい。これにより，最後野ニューロ

ンのホメオスタシス維持における生理学的意義につい

て包括的に解析し，悪心・嘔吐誘発と摂食調節の中枢神

経機構に関する新たな概念の樹立を目指す。 

 
研究期間内に何をどこまで明らかにしようとするのか 
(1) 悪心・嘔吐誘発と摂食・飲水調節に関わる最後野ニ

ューロン群の同定  
(2) 最後野グルコース応答性ニューロンの化学感受性

と形態的特徴の解明  
心・嘔吐誘発と摂食調節の機能収束を明らかにする。  
(3) 悪心・嘔吐誘発と摂食・飲水調節に機能分化したニ

ューロンの存在部位および細胞形態，さらに脳幹から前

頭連合野に至る神経連絡の解明 
(4) 機能分化したニューロン活動の分子基盤とその活

動変調による行動変化の解明  

 
3. 研究の方法 
SD系またはWister系ラットを用いて，北海道大学動物

実験指針を遵守して動物実験を行う。最後野ニューロン

の機能分化様式とその分子基盤を調べるために，神経活

動およびシナプス伝達，受容器電位を計測する方法とし

て主に電気生理学的手法(脳スライスパッチクランプ

法，脳磁図計測)を用い，ニューロンネットワーク活動

の計測にはc-Fosタンパク免疫染色法も用い，各機能分

化したニューロン群の細胞形態および局在部位を同定

と各種受容体およびニューロンの細胞内情報伝達，およ

びニューロンネットワークの情報処理に関わる分子を

同定する方法として免疫組織化学的手法を用い，脳内の

物質動態の変化やシナプス入力の変調に伴って生じる

行動変化 (摂食，飲水行動および条件づけ学習行動)を
測定する方法として，行動科学の手法を用いる。 
 

(1)悪心・嘔吐誘発と摂食・飲水調節に関わる最後野ニ

ューロン群の同定  

①最後野のIh(+)ニューロンが悪心・嘔吐誘発に特化し

て機能分化しているか否かを明らかにする。  

アポモルヒネ(10 mg/ml/kg body wt ip)や塩化リチウム投

与(0.15M with DW， 2%/kg body wt ip)により内臓不快感

惹起し，0.1%サッカリン水溶液に対する味覚嫌悪学習

の獲得を解析する。悪心誘発に伴って見られるサッカリ

ン摂取量の減少は，Hチャネル阻害薬(ZD7288)を前投与

すると有意に抑制される(Shinpo et al.，2012)。この時の

Hチャネル阻害薬の標的部位を明らかにするために，両

側迷走神経切除の影響，最後野切除を行った場合のサッ

カリン嗜好性の変化を調べる。また，両側迷走神経切除

群については，新鮮脳スライス標本を作製し，最後野ニ

ューロンのパッチクランプ記録を行い，Ih(+)ニューロ

ンとIh(-)ニューロンの存在比率を調べる。これにより，

迷走神経軸索からの入力を受けている最後野ニューロ

ンのサブタイプを同定する。  

②最後野のIh(-)ニューロンが摂食行動調節に特化して

機能分化しているか否かを明らかにする。 

アミリンに応答するニューロンは全てIh(-)ニューロン

であり，アミリンはIh(-)ニューロンに接続しているニュ

ーロンのシナプス前部に作用してグルタミン酸の放出

を増強するという作用機序を示唆するデータ(未発表)

を得ており，パッチクランプ法により更にデータ数を増

やしてこれを確定する。その後，アミリン投与による摂

食・飲水量の変化について行動実験により調べ，コント

ロール群のデータとする。実験群としてHチャネル阻害

薬投与群，両側迷走神経切除群，最後野切除群を作成し

て，アミリン投与による摂食・飲水量の変化を測定する。  

(2)最後野グルコース応答性ニューロンの化学感受性と

形態的特徴の解明  

①ハロセン麻酔(20%O2)下にて断頭後，脳を摘出し1〜

2°Cの蔗糖リンゲル液: (mM) 248 Sucrose， 5 KCl， 1.6 
MgCl

2
， 26 NaHCO

3
， 2.0 CaCl

2
，10 Glucose， 中に1

分間浸漬する。マイクロスライサ ー(現有)を用いて最

後野を含む厚さ150-400μmの新鮮脳前額断脳スライス

標本を作製する。スライス標本は室温の人工脳脊髄液

ACSF (mM) 124 NaCl， 5 KCl，1.6 MgCl
2
，26 NaHCO

3
，

2.0 CaCl
2
，10 Glucose中95%O

2
−5%CO

2
でバブリングし

ながら1時間インキュベートした後，ノマルスキー微分
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干渉IR-DIC 観察用顕微鏡下のパッチクランプ記録用

の潅流装置に移す。 

②蛍光顕微鏡下での観察により，同定したニューロンに

従来の方法(Funahashi et al.，2001〜2012)であるスライス

パッチクランプ法により電気生理学的特性(静止電位，

活動電位，膜時定数，膜容量，膜抵抗，イオンチャネル

活性)を調べる。続いてグルコース感受性および用量依

存性を調べる。同時に，アポモルヒネ等の催吐物質や摂

食抑制物質であるアミリンに対する応答性を調べる。細

胞形態観察のためニューロバイオチントレーサーを電

極内液に入れて用いる。  

③パッチクランプ記録後にスライス標本を4%パラホル

ムアルデヒド固定し，免疫染色により記録ニューロンの

形態観察を行う。  

(3)悪心・嘔吐誘発と摂食・飲水調節に関わるニューロ

ンネットワークの解明  

催吐剤投与群とアミリン投与群について，各薬剤投与の

2時間後に麻酔下にて 4%パラホルムアルデヒドを用い

て灌流固定を行う。脳を摘出しミクロトームを用いて厚

さ50ミクロンの凍結切片を作成し，cFos抗体を用いた免

疫染色を行い脳幹部，視床下部，視床背内側核，背内側

前頭連合野の各部におけるcFos陽性細胞を同定し細胞

数を定量して解析を行い，機能的ニューロンネットワー

クを明らかにする。  

(4)各機能分化したニューロンの活動変調による行動変

化の解明  

上記で述べたような各種受容体や細胞内情報伝達機構

に対する作用するアゴニストまたはアンタゴニスト投

与により惹起される行動変化を，摂食量，飲水量，味覚

や恐怖の条件付け学習を指標に評価する。また，精神機

能の変調を検索するために，高架十字迷路試験を行う。

行動学的実験後に，c-Fosタンパクの免疫染色によりニ

ューロン活動の変化を可視化して定量評価し，神経活動 

の増加と行動変容の相関関係を調べる。また，パイロッ

トスタディとして脳磁計（MEG）を用いて悪心誘発時

の脳活動を捉えることを試みる。  

 
4. 研究成果 

 最後野(Area Postrema) の化学受容性ニューロン群
が悪心誘発と摂食調節に関わっていることはよく知ら
れているが，従来，同部のニューロン群の全てがこれら
の機能に関与していると思われてきたが，最近の我々の
研究によって最後野ニューロンは電気生理学的特性の
分類により大きく二つのサブタイプ（H チャネル活性
陰性 Ih(-)ニューロンと Ih(+)ニューロン）に大別され，
それぞれのニューロン群が異なる機能を担当する可能
性が示唆された。そこで，本研究では，同部のニューロ
ン活動の変調を決定づけるいくつかの特徴的な分子基
盤と機能分化との関連に着目し，最後野ニューロンの機
能分化様式とその分子基盤の詳細を調べた。摂食抑制ペ
プチドホルモンの アミリン（膵ホルモン）とコレシス
トキニン（CCK-8，消化管ホルモン）に応答するニュ
ーロンは，摂食調節に積極的に関与するニューロンと考
えられるため，これらに対する応答を調べたところ，ア
ミリンに対する応答は全て過分極作動性カチオン電流
（Ih）を示さない Ih(-)ニューロンに検出され，CCK-8
に対する応答は 42 例のうち 38 例が Ih(-)ニューロンで
あるという結果を得た。このことは，摂食調節に関与す
るニューロン群の膜の分子基盤として H チャネルの発
現が見られないことを示すものであった。さらに，これ
らのペプチドホルモンの受容体はシナプス前膜に存在
する事も明らかとなり，迷走神経の求心路が最後野へ投
射する際に，Ih(+)ニューロンと Ih(-)ニューロンを別々
に認識してシナプス接続していることが示唆された。こ
れらは，最後野ニューロンが悪心･嘔吐誘発と摂食調節
の中枢機構を担う上で，気持ち悪くなったので食べられ
ないという調節と，気持ち悪く無くても食べられないと
いう調節が存在し，ニューロンの分子基盤とシナプス接
続のレベルで区別されて合目的に機能分化している可
能性を示すのであった。これらをさらに詳しく調べて行
くことにより、悪心･嘔吐と摂食調節の神経基盤に新た
な概念を樹立できる可能性が考えられた。 
 最後野ニューロンには H チャネルを発現するタイプ
が全最後野ニューロンの約 60%を占めているため，H
チャネル発現タイプと H チャネル非発現タイプに大別
される。我々はこれら二つの異なるタイプの最後野ニュ
ーロンを同定して，それぞれの機能的役割について解析
を行ってきた。本研究においては，脳スライス中の最後
野ニューロンのパッチクランプ記録によって, 細胞外
液に投与したコレシストキニン(CCK-8)に対して応答
する最後野ニューロンのタイプが H チャネル非発現タ
イプであることを同定すると共に，その受容機序につい
て解析を行い，シナプス前膜上にコレシストキニン受容
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体が存在することを同定し，シナプス前部からのグルタ
ミン酸の放出を増加させて最後野ニューロンを興奮さ
せていることを明らかにした。多重免疫染色法を用いて
ノルアドレナリン作動性ニューロンおよびドパミン作
動性ニューロンを同定し，Ih(-)ニューロンと Ih(+)ニュ
ーロンの別を検討したところ，いずれのニューロン群に
おいてもノルアドレナリン作動性およびドパミン作動
性の両方のニューロンが同定され，特異性や局在は認め
られなかった。また，MEG を用いて，悪心誘発時の脳
活動を捉えるためのパイロットスタディとして，舌を前
方突出させたときの口腔感覚，舌運動，舌筋電図とのコ
ヒーレンスを解析した。さらに，脳内ヒスタミン系の賦
活による摂食抑制に悪心経路が関与しているかを味覚
嫌悪学習の獲得を指標に解析を行い，生理的濃度のヒス
チジン摂取によって摂取後 1 時間の摂餌量は増加する
ものの，統計学的有意差は認めなかった。ヒスチジンを
大量摂取させた場合には味覚嫌悪学習を獲得するため，
悪心が生じていることが明らかとなった。 
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