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研究成果の概要（和文）：ヒトを含む哺乳類は、身を守るための生体防御システムとして、抑うつや不安などの
負情動生成機構を獲得・進化させてきたと考えられる。したがって、うつ病や不安障害のメカニズムを理解する
ためには、生体防御システムとしての負情動生成機構を明らかにした上で、患者や病態モデル動物における変化
を解析することが必要である。我々は、分界条床核と呼ばれる脳部位に着目して研究を進め、ＣＲＦによる分界
条床核神経活性化が腹側被蓋野ドパミン神経を抑制することで痛みによる負情動を生成すること、さらに、慢性
痛では分界条床核における神経情報伝達に可塑的変化が起き、腹側被蓋野ドパミン神経が恒常的に抑制されてい
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mammals including humans are thought to have acquired and evolved neuronal 
mechanisms for negative emotion, such as depression and anxiety, as a biological defense system that
 protects themselves by suppressing their activities and raising vigilance against the surroundings,
 when they are in dangerous condition. Therefore, in order to understand the neuronal mechanisms of 
depressive disorders and anxiety disorders, it is necessary to clarify the neuronal mechanisms for 
negative emotion from the viewpoint as a biological defense system and to analyze the changes of 
such mechanisms in patients and disease model animals. We have been studying with focusing on the 
bed nucleus of the stria terminalis (BNST), and demonstrated that activation of BNST neurons by CRF 
suppresses the dopaminergic neurons in the ventral tegmental area (VTA) to produce pain-induced 
negative emotion, and that neuroplastic alteration in the BNST induces sustained suppression of VTA 
dopaminergic neurons.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
申請者は、痛みによる負情動生成に関わる神
経機構を研究し、痛み刺激が、分界条床核に
おけるノルアドレナリン神経（J Neurosci, 
28, 7728-7736 (2008)および CRF 神経（J 
Neurosci, 33, 5881-5894 (2013)）の神経情
報伝達亢進を介して、負情動を生成 
することを明らかにしてきた。特に、嫌悪反
応については、分界条床核内 typeⅡ神経細胞
の活動亢進が、３本の GABA 神経を介した神
経回路により腹側被蓋野ドパミン神経を抑
制することで嫌悪反応を惹起する可能性を
示唆する組織学的研究成果を報告している
（J Neurosci, 32, 18035-18046 (2012)）。
このうち、分界条床核から腹側被蓋野に投射
する GABA 神経活動を光遺伝学的に制御する
ことで場所嫌悪反応や場所嗜好反応を惹起
できることが、米国の Stuber のグループに
より報告されている（Nature, 496, 224-228, 
(2013)）。また、米国の Deisseroth のグルー
プは、分界条床核から外側視床下部への投射
が高架式十字迷路で観察される不安様行動
の制御に関係していることを光遺伝学的手
法により明らかにしている（Nature, 496, 
219-223, (2013)）。分界条床核は、内側前頭
前野、海馬台、扁桃体、腕傍核などから入力
を受け、様々な情報を統合し、情動や摂食、
内分泌などの機能調節に重要な役割を果た
していることが明らかになりつつある。これ
ら機能調節に関わる分界条床核からの出力
経路については、上述のように光遺伝学的手
法を駆使した研究によりかなり明らかにさ
れてきた。一方、様々な脳部位からの情報が
分界条床核内の神経回路にどのように入力
され、どのようにして情報統合が行われてい
るかは未だ明らかでない。また、気分障害モ
デルや慢性痛モデル動物での抑うつや不安
などの情動変容における分界条床核を中心
とした神経回路・神経機構の機能的変化の役
割についても不明のままである。 
 
２．研究の目的 
分界条床核を中心とした神経経路、特に、分
界条床核への入力経路に焦点を当て、受容体
作動薬・拮抗薬を用いた従来の薬理学的手法
と、光遺伝学による神経路特異的な解析手法
を融合的に用いることにより、負情動生成の
神経回路・神経機構を明らかにするとともに、
病態モデル動物における当該神経機構変容
のメカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物 
 実験には雄性 Sprague-Dawley ラット（４
週齢）（日本 SLC, 浜松）を使用した。動物
は、室温 22±1 ℃、明暗周期が 12 時間（明
期; 7:00-19:00, 暗期; 19:00-7:00）、さら
に摂食・飲水が自由に行える室内環境の下で
飼育した。なお、実験はすべて「国立大学法
人北海道大学動物実験に関する規定（平成 19

年 4 月 1 日）」および「動物実験に関する日
本薬理学会指針」を遵守し、国立大学法人北
海道大学動物実験委員会の審査・承認を得て
行った。 
 
(2) ウイルス注入 
 ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg, 
i.p.）麻酔下、ラットを脳定位固定装置に固
定して頭蓋表面を露出させた後、インジェク
ションポンプに接続したニューロシリンジ
（Model 7002 KH, 30G, 外径; 0.31 mm, 内
径; 0.20 mm, HAMILTON, NV, USA）に、チャ
ネルロドプシン（ChR2）を神経細胞に導入で
きるよう設計されたアデノ随伴ウイルス溶
液 （ AAV5-hSyn-ChR2 (H134R)-eYFP; UNC 
vector core, NC, USA）を充填し、背側方向
から 扁桃体中心核内へと定位的に挿入した。
ニードル挿入位置は、先端が扁桃体中心核の
中心部となるようにした。ウイルスは、注入
速度 0.075 µl/minで注入量 0.2-0.3 µlにな
るように扁桃体中心核に注入した。なお、ウ
イルス溶液逆流防止のため、注入後さらに 5
分以上経過した後にシリンジのニードルを
脳内から抜き取った。その後、少なくとも 4
週間以上のウイルス発現待機時間をおいて、
各種実験に用いた。また、対照群には ChR2
を発現しない AAV5-hSyn-eYFP を注入した。 
 
(3) 光ファイバー埋め込み手術 
 ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg, 
i.p.）麻酔下、ラットを脳定位固定装置に固
定して頭蓋表面を露出させた後、光ファイバ
ーカニューレ（光ファイバー直径 400 µm, 
Thorlabs, NJ, USA）を両側に挿入し、歯科
用セメント（UNIFAST, GG, 東京）により固
定した。カニューレの挿入位置は、先端が分
界条床核の背側部となるようにした。カニュ
ーレ挿入後、少なくとも 1週間の回復期間と
ハンドリング期間をおいて、高架式十字迷路
試験を行った。 
 
(4) 高架式十字迷路試験 
 高架式十字迷路試験（elevated plus maze; 
EPM test）には、壁のない open arm（10×50 
cm）と壁に囲まれた closed arm（10×50 cm, 
壁の高さ 45 cm）が中央の center area（10
×10 cm）を挟んで十字型に交差して、地面
から 50 cm の高さに設置されている装置を用
いた。照明は、center area において 7-8 lux
になるように調節した。ラットに光ファイバ
ーを接続後、open arm に頭を向けて center 
area にラットを置き、12 分間装置の上を自
由に探索させた。12 分間の試験時間のうち、
3 分毎に光刺激（50 ms interval, 5 ms 
duration, 473 nm）の OFF・ON を切り替え、
扁桃体中心核から分界条床核に投射する神
経の選択的活性化が不安様行動に与える影
響を検討した。不安が高まると open arm の
滞在時間が少なくなると考えられるため、
open armの滞在時間を指標として不安レベル



の評価を行った。動物の行動はカメラによっ
て撮影し、コンピューターによって自動解析
した（EthoVision XT, Noldus, Wageningen, 
Nederland）。統計学的有意差はtwo-way ANOVA
を用いて評価し、P < 0.05 の場合に有意であ
ると示した。 
 
(5) 薬物の脳局所投与 
薬液投与用ガイドカニューレは 10°傾け先
端が分界条床核上部に位置するように埋め
込んだ。手術後、ガイドカニューレ内にダミ
ーカニューレを挿入した。EPM test 開始前に
薬液投与を行った。分界条床核両側のガイド
カニューレにインジェクションカニューレ
を挿入し、インジェクションカニューレがガ
イドカニューレの先端から 1 mm 突き出すこ
とで分界条床核に届くように設計した。シリ
ンジポンプを用いて、saline もしくは CRF 受
容体拮抗薬であるα-helical CRF（0.26 
nmol/0.5 μL）を 0.5 μl/min の流速で 1分
間注入した後、薬物の逆流を防ぐため１分間
インジェクションカニューレを静置した。薬
液投与から５分後、ガイドカニューレに光フ
ァイバーを装着し、行動試験を行った。 
 
(6) 組織学的解析 
EPM test 終了から 1日以上経過したラットを
用いて実験を行った。薬物の脳局所投与を再
び行い、薬物投与から５分後にガイドカニュ
ーレに光ファイバーを装着し、３分間の光刺
激（50 ms interval, 5 ms duration, 473 nm）
を行った。光刺激終了から120分後、0.1 M PBS
及び 4% PFA / 0.1 M PB を経心灌流し、素早
く脳を取り出した。取り出した脳は、4% PFA 
/ 0.1 M PB 溶液中で一晩静置することで後固
定を行った。30%スクロース溶液に脳を移し
スクロース置換を行った後、脳を粉末状のド
ライアイスにより凍結し、分界条床核あるい
は扁桃体中心核を含む厚さ 30 μm の冠状切
片をクリオスタットにより作製した。作製し
た切片を 10 分間 PBS-T により洗浄する操作
を３回行い、その後 3% 通常ロバ血清により
1 時間のブロッキングを行った。１次抗体溶
液中（ウサギ抗 cFos 抗体、1;1000、Santa Cruz 
Biotechnology）４℃で一晩振とうした後、
10分間PBS-Tにより洗浄する操作を３回行い、
2次抗体溶液中（AlexaFluor-594 標識ロバ抗
ウサギ抗体、1;100、Invitrogen）で１時間
振とうした（室温）。PBS による 10 分間の洗
浄を 3回行い、脳切片をスライドガラスに張
り Vectashield mounting medium with DAPI
（Vector laboratories）により封入した。 
蛍光観察には Bio-zero BZ-9000 microscope
（Keyence）を用いた。cFos 陽性細胞の計測
は、分界条床核内に 0.4 mm × 0.3 mm の格
子を設け、神経核マーカーである DAPI 陽性
細胞の総数と、DAPI と cFos が marge してい
るものの数をカウントし、cFos 陽性細胞の割
合を算出した。脳スライス３枚分をカウント
し１例として解析した。解析には imageJ 

software（National Institutes of Health）
を用いた。統計学的有意差は two-way ANOVA
を用いて評価し、P < 0.05 の場合に有意であ
ると示した。 
 
(7) 慢性痛による神経可塑的変化の電気生
理学的解析 
慢性痛モデルとしてラット神経障害性疼痛
モデルを作製した。腹側被蓋野および外側視
床下部に逆行性トレーサーを注入し、分界条
床核から腹側被蓋野あるいは外側視床下部
に投射する神経細胞を蛍光標識した。その後、
ラットを断頭して分界条床核を含む脳スラ
イスを作製し、パッチクランプ法により、分
界条床核から腹側被蓋野あるいは外側視床
下部に投射している神経細胞において自発
的な抑制性シナプス後電流（sIPSC）を記録
した。 
 
４．研究成果 
(1) 扁桃体中心核→分界条床核神経路の活
性化が不安情動に及ぼす影響 
EPM test において、control 群と比べ、ChR2
群では光照射により、open arm 滞在時間が有
意に減少した。一方、光刺激による総移動距
離には２群間で有意な差は見られなかった。
以上の結果より、扁桃体中心核→分界条床核
神経路の活性化は不安情動を増強すること
が示された。本研究過程において、分界条床
核→扁桃体中心核神経路の活性化も不安情
動を増強することを見いだしている。 
 
(2) 扁桃体中心核→分界条床核神経路活性
化による不安情動増強における CRF の関与 
扁桃体中心核→分界条床核神経路活性化に
よる不安情動増強に分界条床核内CRF神経情
報伝達が関与するか否かを検討した。EPM 
test を行う前に CRF 受容体拮抗薬を分界条
床核内に局所投与した。対照群には saline 
を投与した。saline 投与群では光照射によ
り open arm 滞在時間が有意に減少し不安情
動が増強されたが、拮抗薬投与群では open 
arm 滞在時間に有意な変化は見られなかっ
た。以上の結果より、扁桃体中心核→分界条
床核神経路の活性化による不安情動増強に
は分界条床核内CRF神経情報伝達が関与する
ことが示唆された。 
 
(3) 扁桃体中心核→分界条床核神経路活性
化による分界条床核内 cFOS 発現誘導 
光照射による扁桃体中心核→分界条床核神
経路の活性化に伴い、分界条床核神経細胞の
活動が亢進しているか否かを調べるため、神
経活動マーカーである cFos の免疫染色を行
った。扁桃体中心核→分界条床核神経路の活
性化により、分界条床核内 cFos 陽性細胞が
増加していた。この結果より本神経路の活性
化は分界条床核神経細胞の活動を亢進させ
ることが示唆された。また、この効果は、CRF
受容体拮抗薬の前処置により抑制されたこ



とから扁桃体中心核→分界条床核神経路の
活性化による分界条床核神経細胞の活動上
昇は、CRF 神経情報伝達を介していることが
示唆された。分界条床核において、CRF は２
型神経細胞の活動を選択的に上昇させるこ
とをすでに報告しているが（J Neurosci, 33, 
5881-5894 (2013)）、本研究課程において、
CRF による２型神経細胞活動上昇には２型神
経細胞におけるアデニル酸シクラーゼ—cAMP
—PKA 系の活性化が重要であること、さらに、
２型神経細胞の活性化は腹側被蓋野や外側
視床下部に投射する３型神経細胞への抑制
性入力を増加させることを見いだしている。
また、分界条床核２型神経細胞の活性化にお
けるグルタミン酸—NO 系の関与を示すデータ
も得ている。 
 
(4) 慢性痛モデル動物分界条床核における
神経活動の可塑的変化 
対照群に比較し、慢性痛モデル動物では、腹
側被蓋野や外側視床下部に投射する分界条
床核３型神経細胞への抑制性入力が増加し
ていた。さらに、この抑制性入力の増大に分
界条床核内CRF神経情報伝達の亢進が関与し
ていることを示唆するデータを得ている。慢
性痛による抑うつや不安の亢進に分界条床
核内CRF神経情報伝達の可塑的変化が関与し
ている可能性が考えられる。 
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