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研究成果の概要（和文）：本研究は、オレキシンが背側縫線核セロトニン作動性ニューロンの活動に及ぼす影響
を検討した。オレキシンは、セロトニン作動性ニューロンを脱分極させると共に発火後過分極を増強して発火頻
度順応を大きくする。このオレキシンによる発火後過分極増強のうちカルシウム感受性カリウムチャネルに依存
しない遅い成分が、オレキシンにより活性化された非選択的陽イオンチャネルが発火活動に伴い細胞内へ流入し
たカルシウムにより一過性に抑制されたために生じる過分極であることを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：This study examined the effects of orexin on the activity of serotonergic 
neurons in the dorsal raphe nucleus. Orexin depolarizes serotonergic neurons and enhances the action
 potential afterhyperpolarization (AHP) to enhance firing frequency adaptation. Results suggest that
 the late part of this AHP is novel and due to transient inhibition of the orexin-activated 
nonselective cation channel by action potential-induced calcium influx into the cell.

研究分野： 神経生理学

キーワード： オレキシン　発火後過分極　非選択的陽イオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、オレキシンによる脱分極だけではなく発火後過分極の増強による発火頻度順応の変化、膜ノイズによ
るシナプス入力に対する感受性調節など入出力信号の処理にいかにオレキシンが寄与するか？という機能面に注
目し総合的に検討する研究である。また、予備実験から得られたオレキシンの作用に対するカルシウム濃度依存
性を示す結果は、本研究がオレキシンの作用機序のより詳細な解明という学術的問いに対する結果をもたらすこ
とに留まらず、睡眠/覚醒調節に関連した病態機序を説明できることから、将来的には睡眠障害などの治療薬開
発に向けた創薬につながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
正常な睡眠/覚醒調節は、心身の健康に非常に重要である。しかし、正常な睡眠/覚醒調節を司

る脳内機序を始めとして、居眠り病であるナルコレプシー、睡眠の経過中に心身機能の異常を示
す睡眠時随伴症、不眠症などの病理の根本的な機序は、十分に理解されているとは言えない。 
オレキシンが発見されて以来[Sakurai ら Cell, 1998]、オレキシン信号伝達系の欠損が情動性

脱力発作であるカタプレキシーを伴うナルコレプシーを発症することから睡眠/覚醒調節の分野
で様々な研究が行われてきた。オレキシン 1型受容体 (OX1R)とオレキシン 2型受容体 (OX2R)
欠損マウスにおいて背側縫線核(DR)のニューロンに OX2R を再発現することによりカタプレキシ
ー発作を軽減すること[Hasegawa ら J Clin Invest, 2014]、扁桃体へのセロトニン作動性(5-HT)
入力を活性化することでカタプレキシーを抑制することから[Hasegawa ら Proc Natl Acad Sci 
U S A, 2014]、DR 5-HT ニューロンへのオレキシン入力が睡眠/覚醒調節において極めて重要な
役割を果たしていると考えられる。 
一方で、これまで DR 5-HT ニューロンを対象としたオレキシンの作用を検討した研究では、そ

の作用が発火頻度を増加(脱分極)させるのか、減少(過分極)させるか、その細胞内信号伝達系の
同定、膜電位変化を引き起こす分子の同定などに重きを置かれていたため[Brown ら J Neurosci, 
2002;  Liu ら J Neurosci, 2002; Kohlmeier
ら J Neurophysiol, 2008]、その重要性にもか
かわらずオレキシンの標的部位に対する発火
様式への影響すなわち出力調整への作用の理
解は未だ限られていた。このためオレキシン信
号伝達系の障害がどのように脳回路機能を変
化させるのかは、いまだ明らかではない。 
この問題に取り組む第一歩として我々は、オ

レキシンの作用が単に細胞に興奮性内向き電
流を発生させるだけではなく、同時に抑制性の
作用である発火後過分極 (AHP)を増強 (oeAHP
と命名)することで、急激に変化する入力への
発火応答性を損なうことなく、定常状態ではその脱分極の大きさのみから予想される発火頻度
よりも低い頻度で、かつ、ばらつきの少ない安定した頻度での発火活動を引き起こすということ
を DR 5-HT ニューロンにて証明した[図 1、Ishibashi ら J Neurosci, 2016]。従って、オレキシ
ンは単にニューロンを興奮や抑制させるというのではなく、AHP や膜ノイズなど膜特性の複数要
因を同時に変化させることで、様々な行動状態に応じた発火パターンを DR 5-HT ニューロンに
起こしていることが予想される。 
しかしながら、oeAHP のおよそ半分がアパミン感受性のカルシウム感受性カリウムチャネル 

(SK)の活性化によるものであると同定したものの[Ishibashi ら J Neurosci, 2016]、oeAHP に未
同定の成分が残っていること、オレキシンの作用発現に必須となる分子の同定、オレキシンが引
き起こす膜ノイズがシナプス入力の統合に果たす役割など完全には解明されておらず不明な部
分が残っている。 
 
２．研究の目的 

 
本研究は、DR セロトニン作動性(5-HT)ニューロンに対するオレキシンの作用機序解明を目的

としているが、特にオレキシンが 5-HT ニューロンに引き起こす作用の一つであるオレキシン誘
発性発火後過分極増強(oeAHP)のうち、未同定であったアパミン非感受性成分(ai-oeAHP)の発現
機序ならびに 5-HT ニューロンの発火特性に及ぼす影響の解明を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 
DR 5-HT ニューロンを含む脳スライス標本を用いホールセルパッチクランプ法による計測を行

図 1.oeAHP、オレキシンは発火後過分極(A)

と発火頻度順応(B)を増強する。 



 

 

なった。 
(1)薬理学的アプローチによる ai-oeAHP 発現機序の同定 
これまでの研究によってオレキシンの作用が細胞内外のカルシウム濃度に強い依存性を示し、

カルシウムイオンの濃度上昇がオレキシンの作用を減弱させることを示唆するデータが得られ
ている。さらに、一般的な AHP の発生機序として K+チャネルの開口が考えられるが、これまでの
研究により Apamin感受性のカルシウム感受性 K+チャネル(SK)以外のK+チャネルの関与を検討す
るため細胞内 K+を Cs+へ置換し、ほとんどの K+チャネルを阻害した条件下でオレキシンの作用を
検討したところ、oeAHP の SK 部分は阻害されるのに対して ai-oeAHP は阻害されないという結果
が得られている。従って、K+チャネル以外による ai-oeAHP の発現が考えられるため、膜輸送体
である Na+/K+-ATPase や Na+/Ca2+交換体の阻害薬(ouabain、KB-R7943)、オレキシンの作用分子と
推定される非選択的陽イオンチャネル(NSCC)の選択的阻害薬(flufenamic acid)や細胞外 Na+の
置換などが ai-oeAHP へ及ぼす影響を検討する。 
(2)電気生理学的膜特性の計測による ai-oeAHP の発現機序同定 
オレキシン誘発性の作用に想定しているイオンチャネル以外のイオンチャネルが関与してい

るかを検討するため瞬間的な矩形波を連続で加えることにより ai-oeAHP 発生中のコンダクタン
ス変化を計測する。ダイナミッククランプ法によりオレキシンが誘発する膜ノイズ成分を細胞
へフィードバックすることによって、オレキシンの作用のうちオレキシン誘発膜ノイズ成分が
DR 5-HT ニューロンの発火活動パターンに及ぼす影響について検討する。 
 

４．研究成果 
 
(1) 薬理学的アプローチによる ai-oeAHP 発現機序の同定 
オレキシンの作用に対する灌流投与された薬物の影響を計測した。Na+/K+-ATPase の阻害薬で

ある Ouabain や、Na+/K+交換体の阻害薬である KB-R7943 ではオレキシンの作用に有意な阻害作
用がなかった。一方で、細胞外ナトリウムの除去(NMDG への置換)によってオレキシン誘発性内
向き電流が抑制されたのに対して、oeAHP は ai-oeAHP に相当する遅い成分のみが抑制され SK 成
分の増強に相当する速い成分は抑制されなかった(図 2A)。さらに、非選択的陽イオンチャネル
の阻害薬である Flufenamic acid(FFA)の投与により、低濃度の FFA(1μM)ではオレキシンの作
用が抑制されなかったのに対して、高濃度の FFA(100μM)によってオレキシンの作用が抑制され
た(図 2A)。これらの実験結果から、オレキシンの作用発現にはナトリウムイオン透過性をもつ
非選択的陽イオンチャネルの関与が考えられる。 
一方で、オレキシン誘発性内向き電流と ai-oeAHP の振幅を比較したところ、およそ傾き 0.5

で正の相関が見られることから(r=0.656, P=0.0012)、オレキシン誘発性内向き電流と ai-oeAHP
共に同じ細胞内信号伝達系を介して発現していると考えられる(図 2B)。 
 

 
(2) 電気生理学的膜特性の計測による ai-oeAHP の発現機序同定 
ai-oeAHP 発現に関与するイオンチャネルを検討するため、短矩形波刺激(-10mV、20ms、20Hz)

による ai-oeAHP 中の膜抵抗を計測した。カルシウム感受性カリウムチャネルの阻害薬である
Apaminの存在下においてai-oeAHP中に膜抵抗が一過性に増加していることを示す結果が得られ
た。この一過性の膜抵抗増加の振幅は、オレキシンが誘発する内向き電流の元となる膜抵抗減少

図 2.(A)オレキシンの作用に対する阻害薬の影響。(B) オレキシン誘発性内向き電流

と ai-oeAHP の振幅には正の相関がみられる。 



 

 

の振幅のおよそ半分であった。この比は、オレキシンが誘発する内向き電流振幅と ai-oeAHP 振
幅の比と一致していた。 
オレキシンが誘発する作用は、脱分極を引き起こすオレキシン誘発性内向き電流と oeAHP に大

別できる。このうちオレキシン誘発性内向き電流は、チャネル開閉ノイズである振幅が大きなノ
イズ成分を伴う。このノイズ成分を解析したところ、ai-oeAHP 中にノイズ振幅がおよそ半分に
抑制されていた。また、ダイナミッククランプ法を使用しノイズ膜電流を誘発するノイズコンダ
クタンスである仮想オレキシンコンダクタンスを DR 5-HT ニューロンに印加した。結果を記録
したニューロン間で比較するためインピーダンス(Z2)を算出し直流成分(DC)により標準化した
ところ、細胞外カルシウム存在下でシータ帯域を最大とする膜共鳴現象が 8nS，12nS の仮想オ
レキシンコンダクタンス印加で認められた。さらにこの膜共鳴現象が細胞外カルシウム除去
（コバルトへの置換）により大きく減弱することから，電位依存性カルシウムチャネルの活動が
膜共鳴現象の発現に関与していると考えられる[Ishibashi ら月刊細胞、2020]。このことから DR 
5-HT ニューロンにおいてオレキシンが引き起こすノイズ膜電流の作用によりシータ帯域でのシ
ナプス入力に対する出力電位応答が増強され，シナプス入力感受性が増加していると考えられ
る。 
これらの結果から ai-oeAHP は、オレキシンにより活性化された非選択的陽イオンチャネルが

発火活動に伴い細胞内へ流入したカルシウムにより一過性に抑制されたために生じる過分極と
考えられる。従って、ai-oeAHP は、イオンチャネル閉口によって生じる今までに報告されたこ
とがない新しい種類の発火後過分極と考えられる。 
今後は、ai-oeAHP が DR 5-HT ニューロンの発火様式ならびにシナプス入力感受性に及ぼす影

響を明らかにしていく。 
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