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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ストレス負荷時のオレキシン神経活動と自律応答の関係を解析し
た。光ファイバーを用いて自由行動マウスにおいてオレキシン神経特異的に発現させたG-CaMP6およびmCherry由
来蛍光の同時検出が可能な実験系を作製した。同時に循環応答の指標として心拍を測定した。ストレス負荷とし
ては、侵入者同居ストレス、天敵由来のにおい刺激、超音波刺激の３種を用いた。結果、マウスが嫌悪感を感じ
るストレス負荷を与えた際に、いずれのストレス負荷時にも即座にオレキシン神経活動の上昇が観察された。ま
たこの変化は、ストレス負荷による心拍上昇と相関し、さらには心拍上昇の直前に生じていることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether orexin neuron activity would be 
changed in association with stress-induced autonomic responses. To record two parameters of heart 
rate and the orexin neural activity from the freely-moving-mouse at the same time in real time, we 
established the fiber photometry system. Three acute aversive stresses were applied; intruder 
stress, aversive sound stress, aversive smell stress. The experiment showed that orexin neural 
activity immediately increased after three aversive stress stimulations. Additionally, they preceded
 the increases in heart rate. We conclude that an increase in orexin neural activity may be one of 
the causes but not a result from autonomic changes associated with fight-or-flight response.

研究分野： 神経科学、生理学

キーワード： ストレス　オレキシン　自律神経　光遺伝学　ファイバーフォトメトリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレス防衛反応は過剰となると様々な疾患に関与する。本来はストレスが過剰であればそれを避けて生活する
ことが望ましいが、現代社会においては多くの場合難しい。このような場合はあらかじめストレスをマネージメ
ントすることで、のちの疾患発症予防につながると考えられる。本研究によりストレスに暴露された”その場”
でオレキシン神経活動が上がり、心拍上昇に影響を与えることが明らかとなった。この結果は、ストレス時のオ
レキシン神経活動上昇をあらかじめ抑えることが、自律神経過剰応答を防ぎ、のちの疾患発症を予防することが
できる可能性を示している。これは新たなストレスケア戦略の構築に役立つのではないかと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
動物がストレッサーを認知すると交感神経系が賦活化され、”ストレス防衛反応”と呼ばれる循

環・呼吸・体温などの自律機能変化が引き起こされる。動物がストレッサーを認知してからス
トレス防衛反応が起こるまでには、様々な神経回路・神経系が関与していることが明らかとな
っている。しかしながら、これらの神経系がストレス刺激に暴露された際に、どのようなタイ
ムコースで応答し最終的に自律神経系へ影響を与えているかは、ほとんど明らかとなっていな
い。この神経回路動作メカニズムが明らかとなれば、過剰なストレスに対して神経科学的にど
う対処すべきか、方向性を示す手がかりになると考えられる。 
 急性的なストレスによる防衛反応には、オレキシン神経が非常に重要であることが知られて
いる。オレキシンペプチドをノックアウトしたマウスを用いた過去の研究などにより、急性ス
トレス負荷時のストレス防衛反応にはオレキシン神経が必須であることが明らかとなっている 
(Zhang et. al., Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp.Physiol., 2006)。現在ではオレキシン神経は動物
がストレスを感受してから防衛反応が起こるまでのマスタースイッチとして機能している可能
性が提唱されている (Kuwaki. Autonomic Neurosci., 2011)。しかしながら、ストレス誘発自律応
答に重要であるオレキシン神経について、急性ストレスに暴露された際に即時的な応答をする
か否か、応答は一過性なのか持続するのか、そしてその神経応答には自律応答との関連性はあ
るのか、不明のままである。 
 以上のような理由から、急性的なストレスに暴露された”瞬間”の神経系の応答とその自律神
経への関わりを明らかとすれば、日々の過剰な自律応答を防ぐ手立てを構築し、予測されるス
トレスへあらかじめ”マネジメントする“といったことが可能になるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
現代のストレス社会では、過剰なストレスにより自律神経活動が乱れることで、生活の質が低

下してしまう。しかし、ストレスを感知してから自律機能応答へ至る神経経路について、未だ
詳細は明らかとなっていない。そこで、ストレス誘発自律機能変化の”マスタースイッチ”とし
ての可能性が提唱されているオレキシン神経の活動とストレス誘発自律神経応答について、新
たに開発した無麻酔無拘束マウスからの活動記録法を用いて高い時間分解能で因果関係を解析
することが、本研究課題の目的である。ストレス防衛反応の指標となる心拍数変化、体温変化
といった自律応答は、全ての神経ネットワーク及び末梢組織が保存された個体でのみ生じる生
理現象である。また、「ストレス負荷」に対する反応を研究するにあたり、実験動物には極力ス
トレスがかからない状態で生体反応を記録する必要がある。これらのことから、本研究課題に
おいては「無麻酔下かつ無拘束下での動物個体」を用いた実験が望ましいと考えた。そこで申
請者らは自由に行動する無麻酔無拘束マウスにおいてオレキシン神経の活動を記録する実験系
の確立を進めてきた。近年、高感度カルシウムプローブ開発によるイメージング技術の目覚ま
しい発展によって、高い時間分解能で特定神経の活動の記録が可能となってきた。その結果、
光ファイバー・高感度カルシウムプローブとして知られる G-CaMP6 を用いることで、無麻酔
無拘束マウスからの特定神経活動記録システムの開発に成功し、末梢への侵害刺激に対するオ
レキシン神経の神経活動をリアルタイム記録し成果を発表することができた。 
 
３．研究の方法 
まず初めに G-CaMP6 を用いた無麻酔無拘束マウスからの活動記録法を用いて調べた。オレキ

シン神経特異的に遺伝子発現させるために、オレキシンの前駆体であるプレプロオレキシンプ
ロモータを用いてオレキシン神経細胞に tTA (テトラサイクリントランスアクチベータ) を発
現するマウス（ORX-tTA マウス）を用
いた。このマウスの視床下部領域に
tTA依存的にG-CaMP6およびmCherry
を 発 現 可 能 な AAV (AAV-TetO 
G-CaMP6, AAV-TetO mCherry) を局所
感染させ、視床下部オレキシン神経細
胞特異的に G-CaMP6, mCherry が発現
したマウスを作出した (図１A-C)。こ
の動物の視床下部領域直上へ刺入し
た光ファイバーから励起光を照射し、
同じファイバーから蛍光を検出する
ことで、in vivo 活動記録を行った (図
1)。自律応答は、無麻酔無拘束マウス
から心拍数・体温を測定できる無線タ
イプのテレメトリーシステムを、マウ
スの腹腔内へ埋め込むことにより記
録した。同時に行動量測定するための
赤外線センサーとビデオカメラを設
置して、オレキシン神経応答と自律応
答（体温上昇、心拍数変動）、動物の



行動変化をリアルタイムモニタリングした。これにより得られたデータを解析することでそれ
ぞれの生体反応パラメータと神経活動との相関関係を評価した。 

 
４．研究成果 
<1> Orexin-tTA;TetO 
G-CaMP6 マウスを用い
た in vivo 視床下部オ
レキシン神経の活動記
録 
 過去の研究において
我々はファイバーフォ
トメトリー法を独自に
立ち上げることに成功
した (Inutsuka et al., Sci. 
Rep, 2016)。本研究では、
精神的な嫌悪ストレス
を負荷した際の自律応
答およびオレキシン神経
がどのような活動を示し
ているか、その活動様式の
同定を試みるために、上記
フォトメトリーシステム
の 改 良 を 行 な っ た 。
G-CaMP6 のみの蛍光検出
では判断の難しかったノ
イ ズ 対 策 と し て 、
G-CaMP6 と 同 時 に
mCherry 蛍光タンパク質
を発現させ、その蛍光も同
時計測するシステムに改
良した (図 1)。自律応答の
指標として心拍数変化・体
温変化を測定するために、無線タイプのテレメータをマウス腹腔内に埋め込み、その信号を、
蛍光変化を検出するのと同じA/Dコンバータで取り込み、ソフトウェアで解析することにした。
これにより高い時間分解能でオレキシン神経活動変化と自律応答変化を比較することができる
ようになった (図 1G)。 
<2> 嫌悪ストレス負荷による自律応答変化に対するオレキシン神経活動の役割 
自由に行動するマウスにおいて、心拍数変動とオレキシン神経活動変化を同時記録しながら、
嫌悪ストレス負荷を与えた際の各指標の変化について調べた。嫌悪ストレス負荷としては、記
録中の被験マウスのケージに他個体を同居させる「侵入者同居ストレス負荷」、マウスが嫌いと
される周波数領域の音を聞かせる「嫌悪音負荷」、マウスが本能的に忌避行動を示すことが知ら
れている、天敵の糞に多く含まれている物質の一つである TMT の臭いを嗅がせる「嫌悪臭い
負荷」の３種類のストレス負荷を行なった。結果、３種いずれのストレス負荷時において、ス
トレス負荷後、即座に心拍数上昇および GCaMP6 蛍光強度の上昇が見られた (図 2)。また、ス
トレス負荷後の心拍上昇と G-CaMP6 蛍光強度上昇の時間関係についても解析を行なったとこ
ろ、心拍変動に先駆けてオレキシン神経活動上昇が起きていることも明らかとなった (図 3)。
これらのことから、嫌悪ストレスにより生じる自律応答変化は、オレキシン神経活動に影響さ
れている可能性が示唆された。 
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