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研究成果の概要（和文）：　ストレス防衛反応に重要な役割を果たしている視床下部オレキシン含有神経細胞内に共存
するオレキシン以外の神経伝達（修飾）候補物質が防衛反応に果たす役割を検討した。神経伝達阻害剤投与による薬理
学的検討ならびにオレキシン関連遺伝子改変（オレキシン欠損、オレキシン神経破壊、オレキシン神経細胞特異的小胞
体グルタミン酸輸送体-2欠損）マウスを用いた実験から、オレキシン神経細胞内のグルタミン酸は覚醒や体温の維持に
は無関係であるものの、ストレス時の体温上昇の特に初期反応に重要であることが明らかになった。また、調べた限り
、ストレスの種類によらず、全ての発熱反応に重要であると結論された。

研究成果の概要（英文）：We examined possible roles of neurotransmitter (modulator) candidates contained 
in the hypothalamic orexin neurons during the defense response against stressors. We performed 
pharmacological experiment using blockers for the putative cotransmitters and physiological experiment 
using genetically engineered model mice (orexin knockout mice, orexin neuron-ablated mice, orexin 
neuron-specific vesicular glutamate transporter-2 knockout mice). We found that glutamate in the orexin 
neurons play a pivotal role in stress-induced hyperthermia, especially in its early phase, although 
glutamate was not involved in the basal control of the vigilance state and body temperature. Importance 
of glutamate in the stress-induced hyperthermia was evident in all the type of stressors so far tested.

研究分野： 環境生理学、神経生理学

キーワード： 防衛反応　オレキシン　小胞体グルタミン酸輸送体-2　遺伝子改変マウス　体温調節　ストレス　発熱
物質　低温環境
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１．研究開始当初の背景 
 生体が危険などのストレスにさらされた
時の闘争・逃走反応を実現可能にする自律神
経反応（循環・呼吸・体温の上昇によるエネ
ルギー供給増加や神経伝達・筋収縮効率の上
昇など：防衛反応）には視床下部が不可欠の
役割を果たしている。私たちは、視床下部背
内側核および脳弓周囲領域に存在するオレ
キシン含有ニューロンが防衛反応表出の遠
心機構に関与しているのではないかという
仮説を立て、これまでの研究によって肯定的
結論を得た。その過程で、オレキシンのみな
らず、オレキシンニューロンに含まれるオレ
キシン以外の神経伝達（修飾）物質も防衛反
応に重要な役割を担っている可能性が示唆
された。しかしながら、オレキシンニューロ
ンに共存するオレキシン以外の神経伝達（修
飾）候補物質（グルタミン酸、ダイノルフィ
ン、ガラニン、一酸化窒素、等）の内のどれ
が防衛反応に重要であるのかは未解明であ
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、オレキシンニューロンに
共存するオレキシン以外の神経伝達（修飾）
候補物質が防衛反応に果たす役割を検討す
ることであった。 
 
３．研究の方法 
（１）脳室内投与用カニューレと心拍数・体
温測定用テレメーターとの埋め込み手術を
予め施しておいたマウスを用い、脳室内に各
種の神経伝達阻害物質を前投与した後でス
トレスを与え、上述の候補物質それぞれの役
割を検討する。 
（２）オレキシン含有ニューロンでのみグル
タミン酸の神経伝達物質としての機能を喪
失させたマウスを作成する。オレキシン含有
ニューロンの多くは vesicular glutamate 
transporter-2 (vGLUT2)を発現している。
vGLUT2遺伝子にlox-P配列を挿入したマウス
（Tong, et al. Cell Metab 5: 383–393, 2007）
とオレキシンプロモーターの制御下にCre遺
伝子を発現するようにしたマウス（Matsuki, 
et al. Proc Natl Acad Sci USA 106: 
4459–4464, 2009）とを掛け合わせることに
よって、オレキシンニューロン特異的 vGLUT2
欠損マウスを作成する。目的のマウスができ
たことの確認は、遺伝子型を尻尾の biopsy
サンプルを用いたPCR解析することによって
行う。オレキシンニューロン特異的 vGLUT2
欠損の確認には、抗 vGLUT2 抗体と抗オレキ
シン抗体を用いた免疫 2重染色を行う。 
（３）オレキシンニューロン特異的 vGLUT2
欠損マウス、オレキシン欠損マウス、オレキ
シンニューロン特異的破壊マウスの３種の
マウスを用い、各種のストレスを与えた時の
防衛反応出力を測定し、対照野生型マウスと
比較する。 

４．研究成果 
（１）共存伝達物質候補の役割に関する薬理
学的研究 
 麻酔して人工呼吸した野生型マウスの脳
室内に神経伝達物質阻害剤[オレキシン 1 受
容体阻害剤の SB334867、オレキシン２受容体
阻害剤の OX2 29、NMDA 型グルタミン酸受容
体阻害剤の AP5、AMPA 型グルタミン酸受容体
阻害剤の CNQX、一酸化窒素合成酵素阻害剤の
L-NAME、κオピオイド（ダイノルフィン）受
容 体 阻 害 剤 の Nor ‐ Binaltorphimine 
Dihydrochloride、ガラニン受容体阻害剤の
galanin(1-13)-Bradykinin(2-9)] またはそ
れらの溶媒を前投与した後に脳内発熱物質
である prostaglandin E2 (PGE2)を投与し、
その後の褐色脂肪組織温度、直腸温、頸筋筋
電図（震えの指標）の変化を観察した。その
結果、グルタミン酸阻害剤を前投与したとき
のみ、体温上昇と震えが抑制された（図１）。
すなわち、防衛反応の成分の内の発熱反応に
はグルタミン酸が重要であることが明らか
になった。 

図 1.グルタミン酸受容体阻害剤による発
熱・震え反応の抑制 
 
（２）オレキシンニューロン特異的 vGLUT2
欠損マウスの作成 
 それぞれの作成者からの譲渡により得た
マウス（vGLUT2-loxP+/-と ORX-CRE+）の掛け
合わせを３世代かけて行い、目的のマウス
(vGLUT2-loxP+/+;ORX-CRE+ と そ の 対 照 の
vGLUT2-loxP+/+;ORX-CRE-)を得た。遺伝子型
の確認は問題なく終了したが、組織学的確認
には手間取っている。すなわち、抗 vGLUT2
抗体は神経終末を染色するものの、細胞体は
殆ど染まらなかった。軸索輸送阻害剤のコル
ヒチンを前投与しておいても同様であった。
In situ hybrydization によって vGLUT2 の
mRNA の定量を行う必要があると考えている。 



（３）オレキシン関連遺伝子改変マウスを用
いたストレス誘発体温上昇反応に関する研
究 
 以前の研究結果から、保定ストレス時の体
温上昇はオレキシン欠損マウス（KO）では正
常だが、オレキシンニューロン特異的破壊マ
ウス（AB）では欠落していることが明らかに
なっている（Zhang, et al. J Physiol 588: 
4117-4129, 2010）。今回は、ストレスの種類
によって関与する神経伝達物質が異なる可
能性を検討するために、異なる種類のストレ
スを与えたときの体温上昇反応を比較検討
した。 
①体温調節中枢である視索前野に PGE2 を直
接微量投与した場合の発熱反応は、保定スト
レスと同様にKOマウスでは正常であったが、
AB マウスで減弱していた(図 2)。なお、震え

反応は KO マウスでも減弱していた。 
図 2.内側視索前野刺激による体温上昇の比
較 
 
②前述の視索前野刺激は麻酔下の実験しか
できないので、麻酔の影響を除去するために
PGE2 を無麻酔自由行動下のマウス側脳室内
に投与した。結果は同様であり、体温上昇は
KO マウスで正常であったが AB マウスで減弱
していた(図３)。 

図３.PGE2 脳室内投与による体温上昇の比較 
 
③低温（4ºC）暴露ストレスにおいて、AB マ
ウスは体温を維持することができなった(図
４)。なお、行動性体温調節には差がなかっ
た。また、高温暴露ストレスによる体温変化
は AB マウスでも正常であった。 

図４.低温暴露時の体温と行動量の推移 
 
④PGE2 の脳室内投与、低温暴露のいずれにお
いてもオレキシンニューロンが活性化され
ていることを免疫組織化学的に確認した(図
５)。なお、KO マウスにおけるオレキシンニ
ューロンの確認はオレキシンニューロン特
異的に GFP を発現させたマウスを利用した。 



図５．低温ストレスによるオレキシンニュー
ロンの活性化 
 
⑤異常が見られた AB マウスの神経系がオレ
キシンニューロン以外は正常であることを
確認するために、褐色脂肪細胞支配の交感神
経活動を調節している延髄縫線核に逆行性
トレーサーのコレラ毒素サブユニットbを投
与した後に視床下部を観察したところ、下行
性神経細胞の分布や数に異常は見られなか
った（図６）。 

図６．野生型マウス（A）と AB マウス(D)の
視床下部におけるオレキシンニューロン
(赤)と縫線核投射ニューロン(緑)および２
重陽性ニューロン(黒)の分布。 
 
⑥オレキシンニューロン特異的 vGLUT2 欠損
マウスにおける防衛反応異常の可能性を各
種のストレス負荷によって検討した。エアー
ジェットストレスによる心拍数の上昇、保定
ストレスによる体温上昇、低温暴露ストレス
による初期の体温維持、細菌感染ストレスに
よる初期の発熱が野生型マウスと比較して
減弱していた。なお、無刺激時の安静時体温、
睡眠覚醒リズム、および行動量には野生型マ
ウスとほとんど差がなかった。 
 
 以上の（１）、（２）および（３）①〜⑥を
総合すると、オレキシンニューロン内のグル
タミン酸は覚醒や体温の維持には無関係で
あるものの、ストレス時の体温上昇の特に初
期反応に重要であることが明らかになった。
また、調べた限り、ストレスの種類によらず、
全ての発熱反応に重要であると結論された。 
 

（４）本研究から派生したプロジェクトにお
いて、①麻酔からの覚醒にはオレキシンニュ
ーロンの活性化が必要であるが、それは単に
オレキシンが覚醒を促すだけでなく、体温上
昇も覚醒に重要だからであること、②睡眠時
の間欠的無呼吸はオレキシンニューロンを
活性化すること、ならびに③オレキシンニュ
ーロンは嗅覚刺激による鎮痛に必須である
事も明らかになった。 
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