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研究成果の概要（和文）：不安状態は環境によって大きく変化する。不安制御に関与すると注目される皮質下の
神経核の一つが、扁桃体延長部（extended amygdala）の分界条床核（BNST）および扁桃体中心核（CeA)であ
る。これらの領域の活動や、その変化を支える分子機構を解明することは、病的不安の病態理解において必須で
ある。本研究では、独自に見出した分子マーカーを用いて、これらの領域の解剖学的検討を進めると共に、特定
神経細胞活動を操作、計測する技術を開発し、不安行動との関係を検討した。

研究成果の概要（英文）：The occurrence of anxiety is modified by environment. One of the subcortical
 nucleus related to anxiety regulation is the bed nucleus of stria terminalis and the central 
nucleus of amygdala, which are included in the extended amygdala. In this study we focused on 
specific groups of neurons in these regions. We performed anatomical study to reveal connections 
between two regions. Furthermore, we established methods measuring and manipulating the neuronal 
groups in this area to understand the pathophysiology of anxiety disorders.

研究分野： 分子神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 不安状態は外界の環境や内的な要因によ
って大きく変化する。不安制御に関与すると
注目される皮質下の神経核の一つが、扁桃体
延長部（extended amygdala）の分界条床核
（BNST）である。本領域は皮質下情動ルー
プの制御を介し、適応的、病的不安状態の統
御に深く関与するとされる。一方、extended 
amygdala は複雑な細胞種で構成され、その
分子マーカーの知見が乏しく、亜核レベル、
亜核内局所回路レベルの知見は限られ、個々
の亜核の分子マーカーを見出し、分子マーカ
ーを活用して、局所回路レベルにおける不安
制御の動作原理を解明することが喫緊の課
題である。本研究は、このような状況を打破
するため、申請者が発見し機能解明を進める
CaMKI分子（JBC 2003, Neuron 2007, 第
13 回日本神経化学会奨励賞）が、extended 
amygdala 特定抑制性神経細胞の分子マーカ
ーであるという発見に基づき、不安生起の動
作原理を亜核回路レベルで明らかにする研
究である。 
 
２．研究の目的 
 CaMKI分子が extended amygdala の亜
核、特定抑制性神経細胞の分子マーカーであ
るという知見を活用して、不安生起の動作原
理を亜核局所回路レベルで明らかにするこ
とを目的とする。特に、extended amygdala
に属する扁桃体中心核と分界条床核は、非常
に類似した機能を有するとされる。両領域に
おいて共通の分子マーカーを活用し、多面的
な解析を行いその差異について解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）CaMKI陽性細胞の遺伝学的標識方法
の確立 
 CaMKI陽性細胞において cre リコンビナ
ー ゼ を 発 現 す る 、 遺 伝 子 改 変 動 物
（Camk1g-cre 系統）の作出・評価を推進し
た。また、他の分子マーカーの探索、cre リ
コンビナーゼを発現する遺伝子改変動物の
評価を推進する。これらの遺伝子改変動物と、
アデノ随伴ウイルスを用いて cre 依存的に蛋
白質を発現するカセットを導入し、extended 
amygdala の特定亜核において、様々な分子
ツールを発現する方法を確立する。分子ツー
ルとして、Ca2+センサー、回路標識のための
蛍光蛋白質、回路活動操作を可能とする毒素
などを発現させ、下記の研究項目にて用いる。 
  
（２）Extended amygdala 神経活動イメー
ジング手法の開発 
実際の神経細胞活動を in vivo で可視化す

る方法の開発を行う。近年開発された革新的
なエンドスコープ型小型合蛍光顕微鏡技術
を用いて、脳深部の extended amygadala 特
定神経細胞における Ca2+変動を、自由行動下
に計測する。Extended amygadala の各亜核
は非常に小さな領域であるが、分子マーカー

知見を用いて(1)の方法で標識することで、特
定の細胞群のみの神経活動計測が可能であ
る。 
 
（３）Extended amygdala 神経回路ネット
ワークの解明 
 扁桃体中心核および分界条床核において
特定の分子マーカーを発現する細胞群が、ど
の領域に投射するかを、蛍光蛋白質をもちい
て軸索を可視化し検討する。この際、扁桃体
中心核と分界条床核の投射先を同一個体で
標識し、両領域からの投射パターンの差異を
明らかとする。 
 
（４）Extended amygdala を介した不安お
よび恐怖記憶制御 
 分子マーカーによって標識される細胞群
の活動をテタヌストキシンや Kir2.1 などを
発現させ抑制した際の不安状態の変化を、
Open field test や Elevated plus maze を用
いて検討することで、分界条床核および扁桃
体中心核特定細胞群を介した不安制御につ
いて明らかとする。また、恐怖条件付け記憶
をテストすることで、本領域の特定細胞群を
介した恐怖記憶の制御について明らかとす
る。 
 
４．研究成果  
（１）CaMKI陽性細胞の遺伝学的標識方法
の確立 
作製した Camk1g-cre 系統および、

CaMKI陽性細胞において発現する他のマー
カー分子プロモーターを活用した cre ドライ
バー系統について評価を推進した。レポータ
ー系統との交配、cre 依存的に蛍光蛋白質を
発現するカセットをアデノ随伴ウイルスに
より導入し検討を実施したところ、後者の
cre ドライバー系統において、目的の細胞群
の標識が可能であることが判明し、（２）以
降の検討に用いた。 

 
（２）CaMKI陽性細胞神経活動イメージン
グ手法の開発 
 脳深部の extended amygdala 特定神経細
胞における Ca2+変動を、自由行動下に計測す
る 方 法 の 開 発 を 推 進 し た 。 Extended 
amygdala の各亜核は非常に小さな領域であ
るが、これらの領域において効率的にアデノ
随伴ウイルスを用いて遺伝子導入を行う技
術を確立し、分子マーカー知見を用いて(1)
の方法で標識することで、特定の細胞群のみ
の神経活動計測が可能である。細胞群の選択
的な標識は、cre リコンビナーゼ依存的に緑
色の蛋白性カルシウムセンター（GCaMP）
を発現するアデノ随伴ウイルスを用いるこ
とで可能となる。GCaMP 蛋白質を用いて本
領域において Ca2+変動を計測することが可
能であることを確認した。 
 
（３）Extended amygdala 間を結ぶ神経回



路ネットワークの解明 
 分界条床核と扁桃体中心核は、両方向性の
神経回路結合が存在するといわれている。本
研究において標識が可能となった細胞群に
おける双方向性の結合について、組織学的な
検討を行った。 
 その結果、扁桃体中心核から分界条床核へ
の投射領域には、分界条床核内亜核からも投
射があり、逆に分界条床核から扁桃体中心核
への投射領域には扁桃体中心核亜核からも
投射することが判明した。これらの結果は両
領域の機能的な共通性の回路機構として、投
射先の類似性が存在することを示唆する。 
 
（４）Extended amygdala を介した不安お
よび恐怖記憶制御 
 上記に記載の分子マーカーを用いて、分界
条床核および扁桃体中心核の特定神経細胞
を標識し、不安および生起との因果関係を、
回路機能操作によって推進する。Open field 
test や Elevated plus maze を不安行動指標
として用い、各神経細胞集団を、テタヌスト
キシンや Kir2.1 などを発現させ抑制した際
の、不安状態の変化を検討した。 
また、不安と同様に分界条床核および扁桃

体中心核が関与するとされる、恐怖記憶につ
いて、恐怖条件付け記憶テストを実施して検
討した。その結果、分界条床核、扁桃体中心
核いずれにおいても、本研究によって同定さ
れた細胞群が重要な役割を果たすことが示
唆された。 
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