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研究成果の概要（和文）：暑熱・寒冷環境により視床室傍核から側坐核、分界条床核、扁桃体中心核に投射する
負情動神経回路が活性化することを明らかにし、視床室傍核神経活動のリアルタイム計測を行った。分界条床核
活性化にノルアドレナリン神経情報伝達亢進も関与すること、分界条床核から扁桃体中心核への神経投射の活性
化が負情動を惹起することを明らかにした。マウスの行動性体温調節の評価系を構築した。てんかん原性域で脳
内温度が上昇していること、脳内温度を感知するTRPV4が温度上昇を感知することで、てんかん病態を増悪させ
ることを明らかにした。脳スライス標本に温度感受性蛍光ポリマーを取り込ませ温度分布をモニタリングする方
法を確立した。

研究成果の概要（英文）：We found that hot and cold environments activate the neural circuits for 
negative emotion projecting from the paraventricular thalamic nucleus (PVT) to the nucleus 
accumbens, bed nucleus of the stria terminalis (BNST), and central amygdaloid nucleus (CeA). Real 
time measurement of neuronal activity was performed in the PVT. It was demonstrated that hot and 
cold environments enhanced noradrenergic neurotransmission in the BNST and that the activation of 
neuronal projections from the BNST to the CeA induced negative emotion. An evaluation system for 
behavioral thermoregulation in mice was developed. It was shown that local temperature is elevated 
in the epileptogenic brain region and that TRPV4, which senses brain temperature, senses the 
elevated temperature in the epileptogenic region and exacerbates epilepsy. We have established a 
method for monitoring the temperature distribution in brain slice preparations by injecting 
temperature-sensitive fluorescent polymers.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 温度　情動　行動性体温調節　脳内温度　TRPV4

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
行動性体温調節のメカニズム解析のための評価系を構築するとともに、行動性体温調節の基盤となる快・不快情
動の暑熱・寒冷環境による惹起に関与すると考えられる脳部位および神経路を明らかにした。さらに、てんかん
原性域で脳内温度が上昇していること、脳内温度を感知するセンサー分子TRPV4が温度上昇を感知することで、
てんかん病態を増悪させることを明らかにした。これらの研究成果は、生体の恒常性維持に重要な行動性体温調
節機構の一端を明らかにしただけでなく、てんかんの治療にも役立つ新しい知見を提供するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
環境温度選択行動は、多くの動物に共通してみられる体温調節機構であり、「行動性体温調節」
と呼ばれるが、これには、温度により惹起される快・不快情動が重要であると考えられる。研究
代表者の南は、侵害性温度受容センサーTRPV1 などが関与する炎症性疼痛による不快情動生成
における分界条床核の重要性を明らかにしてきた。さらに、不快情動生成に分界条床核を介した
腹側被蓋野ドパミン神経活動抑制機構が関与している可能性も示してきた。しかしながら、日常
生活において経験する寒暖、すなわち、0〜40℃の温度領域では TRPV1 などの侵害性温度受容
センサーは機能せず、本温度領域において環境温度を感知して快・不快情動が生成するメカニズ
ムは未だ明らかでなく、分界条床核や腹側被蓋野の関与も不明である。一方、領域代表者の富永
と本計画研究の研究分担者の柴崎は、体温近辺の温度領域を感知する TRPV4 が脳内温度により
制御され神経細胞興奮性に影響を及ぼすことを報告しており、環境温度の影響による体温変化
が直接的に脳内温度センサー分子を活性化し、脳機能を変化させる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、１）不快情動生成に関与する分界条床核内神経情報伝達と、快情動生成に関与する
腹側被蓋野から側坐核への神経路に着目し、0〜40℃の温度環境での快・不快情動生成の神経機
構を明らかにすること、さらには、２）領域内での共同研究を密に進めることにより、TRPV4
などのセンサー分子による局所温度センシングが脳・神経機能に及ぼす影響を明らかにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 暑熱・寒冷環境暴露による視床室傍核神経路の活性化 
雄性 Sprague-Dawley ラットの側坐核、分界条床核、扁桃体中心核に逆行性神経トレーサーを局
所注入した。１週間の待機期間の後、動物を恒温装置に移し、室温環境（温度 28℃、湿度 50%）、
暑熱環境（温度 38℃、湿度 50%）、寒冷環境（温度 8℃、湿度 50%）に 150 分間曝露した。曝露終
了直後に、ペントバルビタール麻酔下で経心灌流固定を行った。後固定、スクロース置換の後、
脳を凍結し、クライオスタットを用いて脳冠状切片（40 µm厚）を作製し、c-Fos タンパク質の
蛍光免疫組織染色を行った。 
 
(2)暑熱・寒冷環境における視床室傍核神経活性化のリアルタイム計測 
雄性 C57BL/6J マウスの視床室傍核ニューロンから in vivo カルシウムイメージングを行うた
め、蛍光カルシウムセンサーGCaMP6s を発現させるアデノ随伴ウイルスベクター（AAVDJ-
CaMKIIa-GCaMP6s）を視床室傍核に注入し、その上部に GRIN レンズを埋め込んだ。頭部搭載型の
小型顕微鏡を介して、視床室傍核ニューロンのカルシウム活動を測定した。 
 
(3)暑熱・寒冷環境暴露による分界条床核でのノルアドレナリン遊離 
雄性 Sprague-Dawley ラットを暑熱（38℃）あるいは寒冷（8℃）に暴露した際の分界条床核内の
ノルアドレナリン遊離変化を、インビボマイクロダイアリシス法を用いて検討した。 
 
(4) 負情動生成における分界条床核-扁桃体中心核神経路の役割  
分界条床核から扁桃体中心核への神経投射が機能的なシナプスを形成するかを検討するため光
遺伝学的手法を利用した。アデノ随伴ウイルス（AAV5-hSyn-ChR2-eYFP）を雄性 Sprague-Dawley
ラットの分界条床核内神経細胞に感染させ、光感受性カチオンチャネルであるチャネルロドプ
シン 2を発現させた。このラットから扁桃体中心核を含む脳切片を作製し、分界条床核から扁桃
体中心核に投射する神経終末を青色光刺激によって活性した際の扁桃体中心核内神経細胞での
シナプス応答を記録した。この神経投射が負情動生成に関与するか否かを行動学的解析により
検討した。AAV5-hSyn-ChR2-eYFP をラットの分界条床核内神経細胞に感染させ、光ファイバーを
扁桃体中心核上部に埋め込むことで、in vivo で分界条床核から扁桃体中心核に投射する神経終
末を光照射により活性化した。不安様行動解析には高架式十字迷路試験を用いた。 
 
(5)行動性体温調節機構解析のための評価系構築 
C57BL/6J マウスを用いて実験を行った。暑熱環境における行動性体温調節の評価系構築のため、
独立して温度設定できる隣り合った２つの温度プレート（床面）を恒温装置内に設置し、恒温装
置（気相）の温度設定を室温環境あるいは暑熱環境に設定した各々の場合に、より長く滞在する
床面が異なる床面温度と恒温装置（気相）温度の組み合わせを検討し、得られた温度設定を用い
て、床面温度の選択行動が体温に及ぼす影響を調べた。 
 
(6)局所温度センシングが脳・神経機能に及ぼす影響の解明 
野生型と TRPV4KO マウスにおいて、海馬内の埋め込み電極を介したキンドリング刺激（閾値以下
の弱い電気刺激）を毎日与え、神経傷害を伴わない部分てんかん発作を誘発した。てんかん原性
域に脳内温度制御用プローブ（民間との共同開発）、脳波電極、脳内温度測定用サーミスターを
埋め込み、頸部に筋電電極を埋め込んだ。脳波と筋電図によりてんかん発作をモニターしながら、
てんかんが誘発された際に脳内温度制御装置で病態部位の温度を TRPV4 の活性化温度域値であ



る 34℃以下にまで低下させた。冷却処置を施したマウスと無処置マウスのてんかん原性域から
脳スライスを作製し、ホールセルパッチクランプ法によりシナプス電流や膜電位を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 暑熱・寒冷環境暴露による視床室傍核神経路の活性化 
視床室傍核（PVT）から側坐核（NAc）、分界条床核（BNST）、
扁桃体中心核（CeA）に投射する神経細胞活動における暑
熱・寒冷環境暴露の影響を神経細胞活性化マーカーであ
る c-Fos タンパク質の発現を指標として検討した。NAc
に投射する神経細胞のうち、c-Fos 陽性である神経細胞
の割合は、暑熱環境（13.4%）あるいは寒冷環境（5.5%）
の曝露により室温環境（1.5%）に比べて有意に増加して
いた（図１A）。BNST に投射する神経細胞のうち、c-Fos
陽性である神経細胞の割合は、暑熱環境（9.2%）あるい
は寒冷環境（5.6%）の曝露により室温環境（2.0%）に比
べて有意に増加していた（図１B）。CeA に投射する神経
細胞のうち、c-Fos 陽性である神経細胞の割合は暑熱環
境（10.9%）あるいは寒冷環境（6.9%）の曝露により室温
環境（1.9%）に比べて有意に増加していた（図１C）。こ 
れらの結果から、PVT から NAc、BNST、CeA に投射する神経細胞は、暑熱・寒冷環境曝露により
活性化することが明らかとなった。これらの脳領域あるいは神経路は不快情動生成への役割が
示唆されているため、行動性体温調節に関わる快・不快情動の生成に関与している可能性が考え
られる。また、暑熱・寒冷環境曝露群において c-Fos 陽性であった PVT の神経細胞のうち、NAc、
BNST、CeA に投射する神経細胞の割合を比較したところ、暑熱環境暴露群では、NAc で 54.9%、
BNST で 50.7%、CeA で 24.1%、寒冷環境暴露群では、NAc で 52.3%、BNST で 56.9%、CeA で 32.9%
であった。暑熱・寒冷環境への応答において、PVT-NAc および PVT-BNST 経路の関与が大きく、
次いで PVT-CeA 経路が関与していることが考えられる。暑熱・寒冷環境曝露で活性化した PVT 神
経細胞の 3領域への投射の割合を合計すると 100%を超える。PVT から NAc、BNST、CeA に投射す
る神経細胞の軸索が枝分かれし複数の領域に投射していることが報告されており、そのため、3
領域への投射の割合の合計が 100%を超えたものと考えられる。 
 
(2)暑熱・寒冷環境における視床室傍核神経活動の 
リアルタイム計測 
c-Fos タンパク質発現を指標とした免疫組織学的解析
では時間分解能が低く、神経細胞活性化の時間経過を
詳細に解析することができない。また、暑熱環境曝露
と寒冷環境曝露で同じ神経細胞が活性化するのか、あ
るいは、刺激により異なった神経細胞が活性化するの
かについても明らかにすることができない。そこで、
インビボ Ca2+イメージング法を用いて、１つ１つの神
経細胞の活動を経時的に観察し、暑熱・寒冷環境曝露
時の視床室傍核神経細胞の活動を解析した。暑熱環境
暴露によって約 1 割の視床室傍核神経細胞が活性化し、
約 1 割の視床室傍核神経細胞が抑制された（図２A）。
また、暴露を繰り返した場合、類似した細胞集団が活
性化、抑制された（図２B）。さらに、暑熱・寒冷環境
暴露によって活動が変化する細胞が、環境選択的に活
動するか調べるため、同一個体に対して異なる環境暴
露を複数回繰り返した。1 回目の暑熱環境暴露で活動
が上昇した神経細胞は、3 日後の暑熱環境暴露でも活
動が上昇し、一方、寒冷環境での活動変化と暑熱環境
での活動変化は相関しなかったことから、暑熱環境と
寒冷環境では、異なる視床室傍核神経細胞が活性化さ
れると考えられる。 
 
(3)暑熱・寒冷環境暴露による分界条床核でのノルアドレナリン遊離 
室温群（気温 28℃／湿度 50%）に比較し、暑熱環境暴露群（38℃／30, 50, 85%）および寒冷環
境暴露群（8 ℃／50%）において、分界条床核内のノルアドレナリンレベルが有意に上昇した。
高温群において湿度による有意な差は観察されなかった。研究代表者の南は、分界条床核内への
ノルアドレナリン受容体作動薬投与により不快情動が惹起されることを報告しており、暑熱・寒
冷環境暴露により分界条床核内で遊離されるノルアドレナリンが不快情動生成に関与している
可能性が考えられる。 
 

図２．A)暑熱環境暴露により、視床室傍核の
約 1 割の神経細胞が活性化あるいは抑制され
る。B)暴露を繰り返した場合、類似した細胞
集団が活性化、抑制される。 

図１．視床室傍核から側坐核(A)、分界条床核
(B)、扁桃体中心核(C)に投射する神経細胞のう
ち暑熱環境暴露により活性化する細胞の割合 



(4)負情動生成における分界条床核-扁桃体中心核神経路の役割 
分界条床核から扁桃体中心核に投射する神経の終末を光照射に
より刺激すると（図３A）、扁桃体中心核の神経細胞では抑制性シ
ナプス後電流が検出された（44 細胞中 22 細胞）。一方、興奮性
シナプス後電流はほとんど検出されなかった（44細胞中 2細胞）。
検出された抑制性シナプス後電流はグルタミン酸受容体拮抗薬
である CNQX と AP-5 の処置では消失せず、GABAA受容体の拮抗薬
である picrotoxin によって消失した。以上より、分界条床核が
扁桃体中心核内の神経細胞に対して単シナプス性のGABA作動性
神経投射を送っていることが示された。この神経路を光遺伝学
的手法により活性化することにより高架式十字迷路試験におい
て、オープンアーム滞在時間が有意に減少したことから（図３B）、
分界条床核-扁桃体中心核神経路の活性化は負情動生成に関与
していることが示された。 
 
(5)行動性体温調節機構解析のための評価系構築 
恒温装置（気相）の温度を 28℃（室温環境）あるい
は 40℃（暑熱環境）に、床面の温度を 25℃（Cool プ
レート）と 35℃（Warm プレート）に設定することに
より、室温環境と暑熱環境の各々の場合に、より長く
滞在する床面が異なることが明らかとなった。すな
わち、１）室温環境では Warm プレートでの滞在時間
がより長いが、２）暑熱環境では Cool プレートでの
滞在時間が長くなった（図４）。そこで、暑熱環境に
おける床面温度選択行動が体温に及ぼす影響を検討
したところ、３）暑熱環境曝露開始と同時に体温は上
昇し、その後、Cool プレート滞在時間が増加するに
つれて体温が徐々に下降した（図５）。４）両方のプ
レートを 35℃（Warm プレート）に設定した場合、暑
熱環境曝露開始とともに上昇した体温は低下せず、
体温はより高くなった。以上の１）〜４）の結果より、
暑熱環境では、マウスが Cool プレート上に滞在する
ことで体温調節をしている可能性が示され、本実験
系を用いることで暑熱環境に対する行動性体温調節
行動のメカニズムを解析できるものと考えられた。 
 
(6) 局所温度センシングが脳・神経機能に及ぼす影響の解明 
脳局所温度制御のため脳内温度制御装置を開発した。脳内温度制御プローブをマウス海馬に埋
め込み、自由行動下の海馬温度を冷却・加温するシステムを完成させた。野生型マウス海馬の温
度を TRPV4 の活性化温度閾値である 34℃以下に低下させると神経興奮性が有意に低下した。一
方、TRPV4KO マウス海馬の温度を 34℃以下に低下した場合にはそのような変化は認められなか
った。TRPV4 は海馬において温度エネルギーを電気信号に変換し、神経興奮に寄与していること
が示唆された。そこで、部分てんかんモデルマウスのてんかん原性域に脳内温度制御プローブを
埋め込み、てんかん発作中の脳冷却を行った。その結果、脳内温度を TRPV4 の活性化温度閾値で
ある 34℃以下に低下させると、てんかん放電の有意な低下が引き起こされた。TRPV4KO マウスを
用いて行った場合にも、冷却によりてんかん放電の低下が引き起こされたが、野生型マウスの方
が放電抑制効果が大きいことから、冷却によるてんかん放電抑制作用の大部分は通常の脳内温
度で恒常的に活性化している TRPV4 を抑制することによると考えられた。さらに、脳スライス標
本を用いて脳浮腫のメカニズムの解析を行った。神経細胞に蛍光温度感受性プローブを導入し
て細胞ごとの温度分布を調べる手法を A01 班の東京大学薬学系研究科・岡部博士と共同で確立
し、虚血性脳浮腫の影響を検討したところ、脳浮腫標本では 2-3℃の発熱が起っていることを明
らかにした。この発熱が TRPV4 を異常活性化することで脳浮腫病態を悪化させていることも明
らかにした。これらの結果より、てんかんや脳浮腫の治療標的として TRPV4 が有用であることが
示された。また、網膜剥離後の視細胞死はミュラーグリア浮腫に伴う TRPV4 異常活性化により生
じることも明らかにした。すなわち、マウス網膜下にヒアルロン酸注射して網膜剥離を惹起し、
視細胞死のピークである 24 時間後にミュラーグリアの形態変化を解析したところ、正常網膜群
と比較し、網膜剥離群で有意なミュラーグリアの浮腫を認めた。TRPV4 は細胞膜上の伸展刺激を
感知するセンサー機能を有するため、この細胞浮腫が細胞膜を伸展させ、TRPV4 を活性化してい
る可能性が考えられた。そこで、マウス網膜からミュラーグリアを急性単離し、コンピューター
制御下に 10 mmHg ごとのステップ陽圧刺激を負荷し、ホールセルパッチクランプ法にて、その電
流応答を調べた。その結果、ミュラーグリアの TRPV4 は 10 mmHg の陽圧刺激により活性化し、機
械刺激が増強するにつれてその活性化が増大すること、ミュラーグリア TRPV4 活性化に伴いサ
イトカイン放出が起こり、これが視細胞死を引き起こしていることを明らかにした。 
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図３．分界条床核-扁桃体中心核神経路
活性化(A)による負情動惹起(B) 

図５．２つの床面温度滞在割合と体温の経時変化 

図４．環境温度変化による床面温度選択行動変化
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