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研究成果の概要（和文）：摂食調節で重要な役割を果たしている視床下部室傍核で、Corticotropin-releasing 
hormone (CRH) ニューロンに注目した。神経経路選択的な遺伝子発現を用いてCRHニューロンの投射先を調べ、
神経内分泌ニューロンとしての投射に加えて、孤束核、結合腕傍核、青斑核、縫線核、視床下部外側野などの脳
部位へも投射していることを明らかにした。また、CRHニューロンがそれぞれの投射部位に従って特徴的な分布
をしていることを示した。さらにそれらの個々のニューロンの生理機能を調べるために、ニューロン機能を抑制
するテタヌストキシンを発現する実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Corticotropin-releasing hormone (CRH) neurons in the paraventricular 
hypothalamic nucleus (PVH) are involved in many physiological functions. To study the role of CRH 
neurons, we classified PVH CRH neurons according to their differential projections to brain regions.
 First, we expressed GFP and wheat germ agglutinin(WGA) in CRH neurons; GFP was used for tracking 
neural pathways and WGA for the target neurons. Potential target regions were found to be the 
solitary nucleus, locus ceruleus, parabrachial nucleus, dorsal raphe, and lateral hypothalamus. 
Secondly, we used retrograde viral vector to selectively express GFP in the CRH neurons projecting 
to each site. The CRH neurons were distributed differently in the PVH according to their projection 
sites. Thirdly, we expressed tetanus toxin selectively in each CRH neuron to find physiological 
functions. This strategy is effective in classifying CRH neurons, tracking each neural pathway, and 
finding their role in feeding behavior.

研究分野： 環境生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
視床下部は、摂食調節に中心的な働きをしている。本研究で得られた結果は、視床下部の摂食抑制ニューロンの
機能を調べると同時に、その投射先ニューロンをも明らかにできるという点で、今後、神経回路の研究の非常に
有力な手段となりうる。肥満は様々な健康障害の原因となるため、効果的な摂食抑制薬の登場が望まれるが、現
状では、副作用等の問題で有効に使用できる薬はほとんど皆無である。本研究で示すように、摂食抑制に関与す
るニューロンのタイプとその神経回路を明らかにすることは、特異的で副作用のない薬の開発に際してきわめて
有効な情報を提供できると考える。
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１．研究開始当初の背景 
視床下部の室傍核 (PVH) は種々の摂食に関す
る情報が集積する１つの摂食調節センターであ
る (右図)。この部位には、従来、何種類かの摂
食抑制ニューロンが存在することが報告されて
いる。すなわち、CRH、オキシトシン (OXT）、
TRH などのニューロンである。報告者も、PVH
に存在するヒスタミン H1 受容体 (H1R) 発現
ニューロンが摂食抑制に関与することを示す結
果を得た。すなわち、遺伝子改変マウスを用い、
イムノトキシンを利用した細胞標的法により
PVH に特異的に存在する H1R ニューロンを選
択的に死滅させたところ、摂食量、体重が明ら
かに増加した。すなわち H1R ニューロンが摂
食抑制作用を持っていることが分かった。そこ
で、H1R ニューロンと、CRH、OXT、AVP（バソプレシンン）、TRH 各ニューロンとの関係
を調べたところ、PVH のニューロン群は、「H1R/CRH」系と「OXT/AVP/TRH」系に大別さ
れることが判った。すなわち、H1R ニューロンは CRH ニューロンをその一部に含むが、OXT、
AVP、TRH ニューロンとはほとんど重ならない。また、H1R ニューロンが死滅したとき、CRH
ニューロンもかなり死滅するのに対し、OXT、AVP、TRH ニューロンは全く影響を受けなか
った。すなわち、PVH の摂食抑制経路には、「H1R/CRH」系と「OXT/AVP」系の別個の経路
があると考えられる。本研究ではこれらの摂食抑制ニューロンのうち、まだ研究が進んでいな
い CRH ニューロンに対象を絞った。ここで指摘したいのは、PVH の CRH ニューロンと言っ
ても均一ではなく、幾つかのタイプから構成されていて、摂食調節ニューロンはその内の１つ
に過ぎないという点である。そのニューロンをきちんと見分ける必要があるが、従来そのよう
な方法は皆無であった。そこで、本研究ではニューロンのタイプを従来のような伝達物質ある
いは受容体のみで分類するのでなく、投射先脳部位の違いにより分類するという新しい方法を
提唱する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経経路選択的に特定の遺伝子を発現させる手法 (逆行性ウイルスベクターを用
いる) と特定の細胞選択的に遺伝子を発現させる方法 (Cre recombinase を用いる) を組み合
わせることで、摂食調節に関わる神経細胞を詳細に特定すると同時に、その神経経路を正確に
辿ることにより、摂食調節回路を明らかにすることを目指す。 
 
(1) まず、摂食調節に関与する神経細胞として PVH の CRH ニューロンに着目し、その投射脳
部位を明らかにする。このために、神経経路を追跡するための目印となるタンパク質を PVH
のCRHニューロンに特異的に発現させる。CRHニューロンに特異的にCre recombinase (Cre)
を発現する遺伝子改変マウス（CRH-Cre マウス）と、Cre 依存性に標的蛋白を発現するウイル
スベクターを用いる。 
 
(2) PVH の CRH ニューロンを、その投射部位に従って分類する。(1)で明らかにした各々の投
射脳部位に、神経終末から取り込まれて逆行性に運ばれるウイルスベクターを投与する。この
ウイルスベクターに、Cre 依存性に GFP を発現するように工夫しておけば、その脳部位に投
射する CRH ニューロンのみが GFP を発現するので、容易に識別可能となる。 
 
(3) タイプ分けした個々の CRH ニューロンの生理機能、とくに摂食調節への関与を明らかにす
る。この目的のために、神経活動を抑制するテタヌストキシンを、各々の CRH ニューロンに
特異的に発現させ、生理機能への効果を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) PVH の CRH ニューロンの投射部位の特定 
以下の実験では、CRH ニューロン特異的に Cre recombinase を発現する CRH-Cre 遺伝子改
変マウス（共同研究者の井樋博士作製）を使用した。このマウスの視床下部室傍核（PVH）に
GFP と小麦胚芽レクチン（WGA）を Cre 依存性に発現するウイルスベクター（AAV）を注入
した。この操作により、PVH の CRH ニューロン特異的に GFP と WGA を発現させた。脳組
織の切片を作成し免疫抗体法により、GFP と WGA を検出した。GFP によって CRH ニューロ
ン線維の走行を追跡できる。また WGA は順行性にシナプスを超えて投射先二次ニューロン細
胞体まで運ばれる。従って、CRH ニューロンと投射先ニューロンの識別が可能であり、この
方法により、CRH ニューロンの投射部位を確定した。 
 
(2) CRH ニューロンのタイプ分け 
CRH ニューロンを、どの脳部位に投射するかによりタイプ分けした。CRH-Cre マウス及び、
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逆行性ウイルスベクター（HiRet ベクター、研究協力者の小林博士開発）を用いた。HiRet ベ
クターは神経終末部で取り込まれ、逆行性に神経細胞体に達し種々の遺伝子を発現する。本研
究では、その遺伝子発現が Cre 依存性となる工夫をしたベクターを作製し、発現させる遺伝子
として、GFP を用いた（HiRet-GFP ベクター）。(1)で明らかにした各々の脳部位に HiRet-GFP
ベクターを注入し、逆行性にCRHニューロンに達して産生されるGFPを抗体により検出した。
CRH ニューロンは、そのタイプ毎に PVH 内での分布が異なると考えられ、その分布の違いを
調べた。また、脳内各部位に投射する CRH ニューロンと CRH 神経内分泌ニューロンとを区
別するため、フルオロゴールドを腹腔内投与し血流を通して、神経内分泌ニューロンに逆行性
に取り込ませ、抗体染色により神経内分泌ニューロンとして検出した。 
 
(3) CRH ニューロンの機能の測定 
各タイプの CRH ニューロンの生理機能を調べる目的で、CRH ニューロンの神経活動を特異的
に抑制するため、テタヌストキシン軽鎖（eTeNT）を発現させた。CRH-Cre マウス及び、逆
行性に運ばれて eTeNT を Cre 依存性に発現する Hiret-eTeNT ベクターを用いた。方針は以下
の通りである。まず、PVH の CRH ニューロンのそれぞれの投射脳部位に HiRet-eTeNT ベク
ターを注入する。その結果、CRH ニューロン選択的に eTeNT が発現する。ただし、このまま
では PVH 以外の脳部位に存在する CRH ニューロンからの投射があった場合、そのニューロン
にも eTeNT が発現してしまう（実際に本研究の結果は、そのような可能性を示した）。そこで、
抗生物質ドキシサイクリンを用いる Tet-On システムを導入した。すなわち、eTeNT の発現を
テトラサイクリン応答因子（TRE）依存性とし、リバーステトラサイクリン調節性トランス活
性化因子（rtTAV）を AAV ベクターにより PVH 部位の細胞に限局して発現させる。そうする
ことで、PVH の CRH ニューロンのみで、ドキシサイクリン存在下で TRE が働き、eTeNT が
産生される。そこでこの方針に従い、投射部位に HiRet-TRE-EGFP-eTeNT ベクターを（EGFP
は eTeNT 発現の検出のため）、PVH に、AAV（rtTAV）ベクターを注入した。その後、ドキシ
サイクリンを飲水により投与し、eTeNT の目的のニューロンでの発現を、EGFP の検出により
調べた。次に、ドキシサイクリン存在下と非存在下でマウスの摂食量、体重を測定し、摂食調
節への関与を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) PVH の CRH ニューロンの脳内投射部位 
PVH の CRH ニューロン特異的に、GFP 及び WGA を発現させた。その結果、GFP により CRH
ニューロン線維の走行がはっきりと観察され、とくにその投射部位と考えられる部位には、神
経線維の密集する様子が観察された。そこで、それらの部位を主な対象として、WGA 陽性の
細胞を調べた。その結果、PVH の CRH ニューロンの投射部位として、孤束核、結合腕傍核、
青斑核、背側縫線核、視床下部外側核が明らかとなった。 
 
(2) CRH ニューロンのタイプ分け 
PVH の CRH ニューロンをその脳
内投射部位に従ってタイプ分けし
た。(1)で明らかになった投射部位、
すなわち孤束核、結合腕傍核、青斑
核、背側縫線核、視床下部外側核の
それぞれの部位に逆行性ウイルス
ベクターを注入し、その部位に投射
する CRH ニューロンのみに GFP
を発現させた。右図にその結果の一
例を示した。LH：視床下部外側核、
DR：背側縫線核、LPBN：結合腕
傍核、LC：青斑核。それぞれの部
位に投射する CRH ニューロンが緑
色で表示されている。また、赤色で
表示されているニューロンは、フル
オロゴールドを逆行性に取り込ま
せることにより検出した神経内分
泌ニューロンを表している。この結
果からわかるように、各部位に投射 
する CRH ニューロンの分布は明らかに異なっており、それぞれ別のタイプのニューロンとし
て区別できる。また、神経内分泌ニューロンとの重なりはほとんど観察されないことから、こ
れらの脳内各部位に投射する CRH ニューロンは神経内分泌ニューロンとは別であることがわ
かる。 
 一方、本研究に付随して得られた結果について述べる。この実験を行う際に脳内の各部位に
逆行性ウイルスベクターを投与したが、CRH ニューロンは、PVH 以外の脳部位にも存在する
ので、そこからの投射があればそのニューロンが GFP により検出されるはずである。実際に、



この手法により、PVH 以外の脳部位の CRH ニューロンからも、各投射部位に入力があること
が判った。すなわち、孤束核には扁桃体中心核の CRH ニューロンから、結合腕傍核と青斑核
には扁桃体中心核、分界条状核の CRH ニューロンから、背側縫線核には扁桃体中心核、分界
条状核の CRH ニューロンから、それぞれ投射があることがわかった。 
 
(3) CRH ニューロンの機能 
各タイプの CRH ニューロンの生理機能を調べる目的で、各 CRH ニューロンにテタヌストキ
シン軽鎖（eTeNT）を発現させた。研究方法の項目で述べたように Tet-On システムを用い、
ドキシサイクリン存在下でのみ eTeNT が産生されるようにした。まず、培養細胞を用いてこ
の Tet-On システムが働いていることを確認した。次いでマウスを用いて上述の実験を行い、
ドキシサイクリン投与時、各 CRH ニューロンに (2) の結果で示したのと同程度の eTeNT が
発現することを確認した。しかし、結論としては、摂食行動に影響を及ぼす CRH ニューロン
の同定には至らなかった。その理由としては、用いたドキシサイクリンが比較的高濃度であっ
たため、摂食に影響を与えてしまったことが考えられる。摂食に影響しない比較的低濃度では、
十分な量の eTeNT の発現が見られなかった。今後のことになるが、この問題は Tet-Off システ
ムを用いれば解決可能である。このシステムでは、eTeNT の産生にドキシサイクリンを必要と
しないからである。 
 
(4) 今後の展望 
摂食調節に CRH が関与するとの報告はあっても、実際に CRH ニューロンが関与するとの報
告は未だに見られない。ニューロンを介さず、脳室内 CRH 濃度の増減で調節されるとの考え
もある。本研究を進めることによりこの問題が解決されることが期待される。 
 CRH ニューロンは、PVH に限らず、扁桃体中心核、分界条状核にも存在し、それらも孤束
核、結合腕傍核といった生理機能に重要な神経核に神経線維を送っている。それらの機能に関
しても本研究の手法を用いて解明することが可能である。 
 CRH がストレス反応を担っていることは広く認められている。一方、ストレスの種類によ
って摂食が増進したり減弱したりすることもよく知られている。この場合、それぞれが異なる
タイプの CRH ニューロンを介していることが予想され、それらの研究に対して本研究の手法
は有力な研究手段となりうる。 
 従来は、ある脳部位に存在するニューロンをその伝達物質で分類し、そのニューロン機能を
包括的に調べるという方法がとられていた。従って、そのニューロンは様々な機能に関与する
ことになり、場合によっては混乱を招くこともあった。しかし、ここで述べたようにニューロ
ンをその投射経路に従って細分類すれば、それぞれが個々の神経経路を介してただ１つの機能
に関わることを明らかにできるはずである。そのような研究方法が、今や可能な状況になった
ことを本研究の結果は示している。 
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