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研究成果の概要（和文）：　本研究では、１）視床下部のオレキシン（ORX）ニューロン分布域に投射する外側結合腕
傍核（lPBN）ニューロンが侵害刺激によって活性化されること、２）上記分布域に投射するlPBNニューロンが、脊髄後
角や三叉神経脊髄路核（Vsp）尾側亜核から投射を受けること、および３）lPBNに投射する脊髄後角やVsp尾側亜核のニ
ューロンはグルタミン酸作動性であることを明らかにした。
　脊髄後角やVsp尾側亜核からlPBNを介して視床下部 ORX ニューロンに至る興奮性の連絡路が存在し、この経路によっ
て運ばれた痛覚情報により、ORXニューロンが活性化され、覚醒反応を引き起こすと考えられた。
　

研究成果の概要（英文）： In this study, we have analyzed the nociceptive inputs to orexin-containing 
neurons (ORX neurons) in the hypothalamus. The results were as follows: 1)lateral parabrachial (lPBN) 
neurons that sent projection fibers to the ORX neurons-containing hypothalamic area were activated by 
nociceptive inputs; 2) these lPBN neurons received projection fibers from the dorsal horn of the spinal 
cord as well as from the caudal subnucleus of the spinal trigeminal nucleus (Vsp); 3) lPBN-projecting 
neurons in the dorsal horn and caudal subnucleus of the Vsp were glutamatergic.
 These data suggest that nociceptive inputs activate hypothalamic ORX neurons through the pathways from 
the dorsal horn and the caudal subnucleus of the Vsp to these neurons via the lPBN, resulting in 
producing arousal response.

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 

近年、筆者は摂食行動の制御に関わる神経

機構を解明するために、オレキシン（ORX）を

産生するニューロンへの扁桃体や脳幹から

の入力様式について解析してきた。その過程

において、痛み刺激によって覚醒反応が起こ

ることから、覚醒▪睡眠の制御にも関与する

ことがよく知られている ORX ニューロンへ

の侵害性入力が存在するのではないかとい

う考えに至った。そして、その入力源や入力

様式（シナプス構築や伝達物質など）につい

てほとんど分かっていないことを知った。そ

こで本研究では、ORX ニューロンへの侵害性

入力の存在様式を実験形態学的に明らかに

することを計画した。 

ORX 産生ニューロンは視床下部脳弓周囲

領域から外側領域にかけて多数存在し、食欲

や報酬系に関わるほか、覚醒や睡眠の制御に

も関わることが明らかになっている。また、

ORX を産生するニューロンが消滅するとナ

ルコレプシーという睡眠障害が引き起こさ

れることもよく知られている。一方、侵害性

入力が視床下部へ至る経路として、脊髄後角

や三叉神経脊髄路核（Vsp）尾側亜核から外

側結合腕傍核（lPBN）を介する投射路の存在

が知られており、侵害性刺激によって上述の

視床下部領域に Fos 蛋白陽性ニューロンが

多数現れることも報告されている。しかし、

覚醒・睡眠に関与する ORX ニューロンへの

入力系に関する報告はまだ極めて少なく、ほ

とんどないのが現状であり、痛み刺激による

覚醒反応の神経基盤の一つとして、ORX ニュ

ーロンへの侵害性入力に注目したものは本

研究が初めてである。 

 

２．研究の目的 

本研究では、痛み刺激による覚醒反応の神

経機構を形態学的立場から明らかにするこ

とを目的とし、視床下部 ORX ニューロンへ

の侵害性入力の存在様式を、神経解剖学的な

らびに神経化学的に分析した。脊髄後角や

Vsp 尾側亜核から lPBN を介して視床下部

に達する投射路が、ORX ニューロンの侵害性

入力による活性化に働き、覚醒反応を生じる

ことを明らかにすることによって、目的を達

成したい。なお、ニューロン連絡の解析は標

識物質の軸索輸送を利用した神経路標識法や

痛覚刺激による Fos 蛋白発現という機能的

標識法などを駆使して、光顕レベルと電顕レ

ベルで行われた。 

 

３．研究の方法 

（１）ORX ニューロン分布域に投射する 

lPBN ニューロンの痛覚刺激による活性化の

解析 

1) ラットの視床下部 ORX ニューロン分布

領域にコレラトキシン B サブユニット

（CTb）を電気泳動的に注入し、１週間後に

ホルマリンを前肢足底部あるいは上唇と下

唇に注入し、２時間後に灌流固定した。 

２） 抗 Fos 抗体を用いて、免疫組織化学に

より、Fos 陽性ニューロンを検出した後、 

抗 CTｂ 抗体を用いて、CTb 標識ニューロン

を検出した。 

４） Fos 陽性ニューロンと CTb 標識ニュー

ロンとの異同を、lPBN にて解析した。 

（２）脊髄後角あるいは Vsp 尾側亜核からの

投射線維が、シナプス小胞の構成蛋白である

シナプトフィジンに陽性を示し、視床下部オ

レキシンニューロン分布域に投射する結合

腕傍核ニューロンと接合することの証明 

１）ラットの視床下部 ORX ニューロン分布領

域に CTb を、脊髄後角あるいはVsp 尾側亜

核に BDA を、それぞれ電気泳動的に注入し、

１週間後に潅流固定した。 

２） CTb とシナプトフィジンを免疫組織化

学的に、ビオチン化デキストランアミン 

（BDA）を組織化学的に検出した。 

３）lPBN にて、シナプトフィジン陽性を示

す BDA 標識終末が CTb 標識ニューロンと



接合するかどうかを、共焦点レーザー顕微鏡

を用いて検索した。 

（３） ORX ニューロン分布域に投射する 

lPBN ニューロンと、脊髄後角および Vsp 尾

側亜核線維とのシナプス構築解析 

1) ORX ニューロンと lPBN および Vsp 尾側

亜核線維の分布の一致が見られた視床下部領

域に CTb を、脊髄後角あるいは Vsp 尾側亜

核に BDA を注入し、１週間後に潅流固定した。 

２） BDA 標識終末をアビジン-ビオチン複合

体で検出後、CTb 標識ニューロンを免疫組織

化学的に検出した。 

３）lPBN にて、 BDA 標識終末と CTb 標識ニ

ューロンの分布が一致する領域を電顕用試料

とし、これらの間で形成されるシナプス構築

を解析した。 

（４）ORX ニューロンへの入力路における脊

髄後角および Vsp 尾側亜核ニューロンの伝

達物質がグルタミン酸であることの確定 

１） lPBN に CTb を注入し、１週間後に潅流

固定した。 

2) グルタミン酸作動性ニューロンのマーカ

ーである小胞性グルタミン酸トランスポータ

ー（VGLUT2） mRNA を in situ ハイブリダイ

ゼーション法により検出し、Alexa-546（赤色）

で蛍光標識した後、CTb を免疫組織化学的に

検出し、Alexa-488 （緑色）で蛍光標識した。 

３) 試料を共焦点レーザー顕微鏡下で観察

し、CTb 標識ニューロンが VGLUT2 mRNA 陽

性を示すかどうかを、脊髄後角や Vsp 尾側

亜核にて検索した。 

 

４．研究成果 

（１）前肢足底部へのホルマリン注入例では

lPBN に多数の、内側結合腕傍核に中等度の

Fos 蛋白陽性ニューロンが、lPBN に多数の、

内側結合腕傍核に少数の CTb 陽性ニューロ

ンが認められた。そして、Fos 蛋白と CTb に

よって二重標識されたニューロンが lPBN の

吻尾にわたって、対照群（ホルマリンの代わ

りに生理食塩水を注入）よりも明らかに多く

認められた。上唇と下唇へのホルマリン注入

例では、Fos 蛋白陽性ニューロンおよび二重

標識されたニューロンの数は前肢足底部例に

比べてやや少なかったが、ほぼ同様の分布様

態を示した。 

（２）脊髄後角あるいはVsp 尾側亜核からの

投射線維がシナプトフィジン陽性であり、視

床下部 ORX ニューロン分布域に投射する結

合腕傍核ニューロンの細胞体や樹状突起と接

合することを、共焦点レーザー顕微鏡下で明

らかにした。 

（３）視床下部 ORX ニューロン分布域に投

射する lPBN ニューロンと、脊髄後角あるい

は Vsp 尾側亜核からの投射線維とのシナプ

ス構築に関する解析を行い、これらのニュー

ロンと投射線維との間に非対称性のシナプ

スが形成されていることを証明した。 

（４）上記の脊髄後角あるいは Vsp 尾側亜

核からの投射線維が VGLUT2 mRNA 陽性であ

ること、すなわちグルタミン酸作動性である

ことを、蛍光顕微鏡下で観察した。 

視床下部 ORX ニューロン分布域に投射す

る lPBN ニューロンがグルタミン酸作動性で

あることは既に報告している。この結果と今

回の結果を合わせて考えると、脊髄後角ある

いは Vsp 尾側亜核から lPBN を介して視床

下部 ORX ニューロンに至るグルタミン酸作

動性の連絡路が存在し、この連絡路によって

運ばれる侵害性情報によって ORX ニューロ

ンが活性化され、覚醒反応を引き起こすこと

が示唆された。 
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