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研究成果の概要（和文）：ストレスは視床下部および延髄腹側循環調節領域を介して循環応答を惹起させるが、
それらの反応はストレス消失後も遷延する。本研究では、これらの遷延性循環応答のメカニズムを解明するた
め、膜電位イメージング法と神経トレーサーを用いた検討を行った。視床下部背内側核への電気刺激は、延髄腹
側循環調節領域の興奮を惹起させ、テタヌス電気刺激はそれらの遷延性興奮を惹起することを明らかにした。視
床下部背内側核からの神経投射は、延髄腹側循環調節領域に網状に分布し、特に延髄吻側副外側野おいてはチロ
シンハイドロキシラーゼ陽性細胞の樹状突起に分布していた。また、グリア細胞の循環応答への寄与について検
討を行った。

研究成果の概要（英文）：Acute psychological stress induces elevation of blood pressure, which 
persists after the stress is relieved. However, the mechanism of this prolonged responses has not 
been fully elucidated. 
We investigated this issue by functional imaging and tract-tracing in rats. By voltage-sensitive dye
 imaging, although the activation of the ventral medulla induced by single pulse stimulation of the 
DMH was brief, tetanic stimulation caused activation of the dorsomedial hypothalamus (DMH) sustained
 into the post-stimulus phase, resulting in delayed recovery. Tract-tracing revealed DMH neurons 
projected to the ventral medullary cardiovascular regions with axon terminals in contiguity with 
tyrosine hydroxylase-immunoreactive neurons. The contribution of glial cells to the circulatory 
response induced by psychological stress was also examined. 

研究分野：循環器

キーワード： 高血圧　遷延性興奮　視床下部　延髄　グリア細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高血圧症は心血管疾患の最大のリスク因子であるが、本態性高血圧発症のメカニズムは明らかでない。身体的あ
るいは精神的ストレスは血圧上昇・心拍数増加といった循環応答が惹起されるが、ストレス消失後にもこれらの
循環応答が遷延する場合には、将来、高血圧を発症するリスクが高まることが報告されている。
本研究では、精神的ストレスを模した視床下部背内側核へのテタヌス刺激が延髄腹側循環調節領域の遷延性興奮
を惹起することを明らかにし、その解剖学的結合およびグリア細胞の関与についての知見を得た。本成果はスト
レスによる交感神経活動の持続的増強のメカニズムを理解するための解剖学的および病態生理学的基盤となると
考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

高血圧症は国民病の一つであり、年間約 10 万人の患者が高血圧症を起因とした疾患により死

亡している。高血圧はその原因により分類されるが、特定の原因を有さずに高血圧を呈する本態

性高血圧症は、高血圧患者の大半を占める。身体的あるいは精神的なストレスは、交感神経活動

の増強を介し、血圧上昇・心拍数増加などの循環反応を惹起する。ストレスが消失しても、上昇

した血圧や増加した心拍数はしばらく高値にとどまるが、Steptoe らは、ストレス刺激後の血圧

上昇・心拍数増加が長時間持続する場合には数年後に高血圧症を発症しやすいことを報告した。

研究代表者はこのストレス後の交感神経興奮の持続メカニズムの解明こそが本態性高血圧症発

症の病態解明の鍵であると考えているが、そのメカニズムは解明されていなかった。 

ストレスは大脳皮質や辺縁系にて感受・処理され、扁桃体を介して視床下部へ伝達される。視

床下部および延髄腹側に存在する細胞群は交感神経活動を介した血圧調節に深く関与すること

が報告されており、特に、視床下部背内側核（DMH）はストレスによる神経入力を受け、延髄腹

側の交感神経細胞群を介した循環調節に重要な役割を担っていると考えられてきた。また、研究

代表者はこれまでに新生ラット摘出脳幹脊髄標本を用いた膜電位イメージング法により、延髄

腹側細胞群の活動を時空間的に観察することに成功していた。そこで本研究では、ストレスを模

した DMH へ電気刺激がどのような時空間的ダイナミクスを有するのかを、摘出視床下部脳幹脊

髄標本を用いた膜電位イメージング法によって検討するとともに、DMH から延髄腹側への神経投

射を、神経解剖学的手法を用いて検討することとした。 

また、交感神経の持続興奮のメカニズムについてはニューロンのみでは十分に論証し得ない

ことから、近年、その役割が再確認されつつあるグリア細胞に着目した。特にアストロサイトは

記憶や学習、神経障害性疼痛といったシナプス可塑性が関与する脳神経活動に深く関与するこ

とが報告されている(Ikeda et al, Pain. 154:2836–2843 (2013). Padmashri et al, Neural Plast. 2015:938023–

11 (2015). Ota et al, Neural Plast. 2013:185463–11 (2013).)。また、研究代表者の研究グループに属す

る長谷部らは、ラットにストレス刺激を与えた際の循環動態の変化を測定し、アストロサイトの

阻害剤である Arundic acid の前投与によりストレス刺激後の血圧の回復が有意に早いことを報

告し、急性ストレス後の血圧上昇の持続においてアストロサイトが関与している可能性を提唱

していた。そこで本研究では、ストレス負荷時の循環応答に対するグリア細胞の関与についても

検討することとした。 

 

２．研究の目的 

 ストレス負荷を模した視床下部 DMH への電気刺激による延髄腹側循環調節領域の時空間的

ダイナミクスを検討し、ストレスに対する交感神経の持続興奮メカニズムを検討すること。 

 

 

３．研究の方法 
A．新生ラット摘出視床下部脳幹脊髄標本を用いたイメージング実験 

イメージング実験では、新生ラット摘出視床下部脳幹脊髄標本を用い、視床下部刺激時の延髄

腹側細胞群活動を時空間的に検証する。本実験では、生体でのストレス刺激を視床下部電気刺激

により模し、刺激終了後の細胞群活動の経過を解析・検証した。 

 



①標本の作成：深麻酔下の新生ラット（0-3日齢）から視床下部～頚髄を一

塊として摘出する。標本の視床下部吻側端は、循環調節領域として知られて

いる視床下部DMHとした（図）。摘出した標本を膜電位感受性色素（Di2-

ANEPEQ）で染色し、腹側を上にして計測用チェンバーに微小ピンで固定す

る。チェンバーを酸素化人工脳脊髄液で灌流し、その生存性を維持する。標

本が生存性を維持していることは、第4頚髄前根の自発性の吸息性神経出力を

測定することにより確認した。 

②蛍光膜電位イメージング法： DMH 電気刺激により興奮・脱分極する延髄腹

側領域を蛍光膜電位イメージング法により同定する。標本に緑色励起光を当

て、膜電位応答を反映する 590 nm 以上の波長の赤色蛍光を落射蛍光顕微鏡に接続した膜電位イ

メージングシステム MiCAM ULTIMA（BrainVision 社製）を用いて計測し、得られた信号を同社の

ソフトウエア BV Analyzer を用いて解析した。 

 

B. 視床下部 DMHから延髄への解剖学的結合様式の解明 

視床下部 DMH から延髄への投射経路を同定するため、神経トレーサーを用いて解剖学的結合

様式を検討した。 

 

①順行性神経トレーサーを用いた実験 

 若年 Wistar ラット（週齢 8-10）を用い、深麻酔下に順行性トレーサーBiotin Dextran Amines 

（BDA）を視床下部 DMH 領域に注入する。1週間生存後に脳を摘出し、30μm厚にスライスした標

本を作製する。顕微鏡下に BDA 標識神経を観察する。また、免疫染色法を用い、チロシンハイド

ロキシラーゼ陽性神経を染色し、DMH からの BDA 標識神経との解剖学的結合を検討した。 

 

②逆行性神経トレーサーを用いた実験 

 若年 Wistar ラット（週齢 8-10）を用い、全身麻酔下に逆行性トレーサーFluorogold（FG）を

延髄吻側腹外側野（RVLM）に注入する。7-10 日生存後に脳を摘出し、①と同様の方法で標本を

作製する。顕微鏡下に視床下部における FG標識神経の分布を観察した。 

 

C. 低酸素負荷に対する循環応答に関するマイクログリアの役割の検討 

オスの Wistar ラット（週齢 23-26）を用い、深麻酔下に血圧測定用圧トランスデューサを腹

部大動脈に留置し、血圧測定用テレメーター送信機（Kaha Sciences 社）を腹腔内に留置する。

術後 1週間以上の回復期間の後、ラットを呼吸測定用チャンバーに入れ、無麻酔非拘束下に呼吸

数・一回換気量・血圧・心拍数を測定する。 

 ベースラインの測定を終えたのち、低酸素負荷を行った。また、マイクログリアの活性抑制剤

である、ミノサイクリンを腹腔内に投与し、低酸素ストレス負荷時の呼吸・循環応答の変化につ

いて検討した。 

  

D. 急性低酸素負荷後の呼吸増強の持続に関するアストロサイトの役割の検討 

 急性低酸素負荷は、換気量を増加させるが、低酸素負荷終了後もしばらく換気量は増加してい

る。この低酸素負荷後の持続的な呼吸増強（PHRA）のメカニズムは不明である。そこで、PHRA に

関するアストロサイトの役割を検討した。 

無麻酔の成体マウスを呼吸測定用チャンバーに入れ、低酸素混合ガス（7% O2, 93% N2）を 2

分間吸入させたのち、10 分間室内気にて呼吸を行うことにより、PHRA を惹起させた。PHRA に対

するアストロサイトの関与を検討するため、アストロサイト阻害剤である Arundic acid を低用

量および高用量で腹腔内投与しその変化を検討した。また、アストロサイトの低酸素センサーと

して報告されているTRPA1チャネルがPHRA惹起にどのように関与しているのかを検討するため、



アストロサイト特異的 Trpa1 ノックアウトマウス(asTrpa1-/-)と Trpa1 flox マウス(Trpa1f/f)を

用いて同様の検討を行った。 

 

 

４．研究成果 

膜電位イメージング法を用いた実験では、視床下部 DMH への電気刺激により、延髄腹側細胞群

の興奮を時空間的にて観察し得た。延髄腹側循環調節領域（延髄吻側腹外側野 RVLM、延髄尾側

腹外側野 CVLM、延髄吻側腹内側野 RVMM、縫線核 RP）において、興奮の様子を単パルス刺激とテ

タヌス刺激にて比較したところ、テタヌス刺激では刺激終了後からの回復が有意に遅く、視床下

部 DMH へのテタヌス電気刺激によって遷延性の興奮が惹起されることを明らかにした。逆行性

神経トレーサーを用いた実験では、DMH から RVLM へ投射する FG標識ニューロンは、同側優位性

を示しながら両側 DMH で観察された。また、順行性トレーサーを用いた検討では、DMH から延髄

へ投射する BDA 標識ニューロンの軸索および神経終末は、同側優位性をもって延髄の両側に網

状に分布していた。DMH からの BDA 標識ニューロンは、RVLM においてチロシンハイドロキシラー

ゼ陽性ニューロンの樹状突起近傍に直接投射していることを明らかにした。これらの知見につ

いて、学術誌『Scientific Reports』にて報告した。 

低酸素負荷に対するマイクログリアの生理学的実験では、ミノサイクリン投与の有無による

低酸素負荷に対する平均血圧や心拍数の変化変動を来たさなかった。一方で、ミノサイクリン投

与により、低酸素負荷時の分時換気量の変化を有意に抑制した。これらの知見について、現在学

術誌へ投稿中である。 

PHRA に対するアストロサイトの役割の検討では、アストロサイト阻害剤である Arundic acid

の投与により、PHRA は有意に抑制された。このことはアストロサイトが PHRA 発現に関与してい

ることを示すが、Trpa1f/fマウス、asTrpa1-/-マウスともに PHRA は顕著にあり、PHRA にはアスト

ロサイトの低酸素センサーである TRPA1 チャネル以外のメカニズムが関与していることが示さ

れた。これらの知見について、学術誌『Frontiers in Physiology』にて報告した。 
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