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研究成果の概要（和文）：コルチコトロピン放出因子（CRF）ニューロン蛍光可視化マウス（CRF-Venus）を用い
視床下部に入力する神経伝達物質による局所回路調節機構を明らかにした． グルタミン酸（glu）作動性および
GABA作動性ニューロンがCRFニューロンに入力し，ノルアドレナリンは視床下部のglu作動性局所回路を媒介して
CRFニューロンを活性化することが明らかにされた． CRF-VenusマウスゲノムからNeoカセットを除去することに
よりVenus発現強度と特異性が増強された．このマウスを用いVenus免疫組織化学によりマウス脳内CRFニューロ
ンの分布が世界で初めて明らかにされた．

研究成果の概要（英文）：Hypothalamic local circuitry was examined using the CRF-Venus mouse in which
 CRF was labeled by modified yellow fluorescent protein. Hypothalamic CRF neurons receive direct 
glutamatergic and GABAergic inputs, and the glutamatergic EPSC frequency was increased by 
noradrenaline (NA). Thus, NA acitivates CRF neurons via glutamatergic interneurons in the 
hypothalamus. The Neo cassette was deleted from the genome of the CRF-Venus mouse, and 
CRF-VenusDeltaNeo mouse was generated. Venus fluorescent intensity, as well as its specificity for 
CRF neurons, was much improved. The distribution of CRF neurons in the whole brain of the mouse was 
disclosed for the first time using the CRF-VenusDeltaNeo. 

研究分野： 神経内分泌学

キーワード： 糖質コルチコイド　脳幹部　電気生理学　遺伝子ターゲティング　レポーターマウス　ドライバーマウ
ス　免疫組織化学　in situ hybridization

  ４版
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１．研究開始当初の背景 
ストレス情報は，神経性および体液性の因

子により視床下部室傍核（PVN）のコルチコ
トロピン放出因子（CRF）ニューロンに伝達
される．これらの情報が CRF ニューロンで
統合され，その出力が最終的に血中糖質コル
チコイド（GC）レベルを決定する．したが
って，CRF ニューロンはストレス応答系を統
括する司令塔である． 

CRF ニューロンを調節するメカニズムは，
形態学，分子生物学，生化学，行動学など様々
な手法を用いて研究されてきたが，細胞生理
学的な研究は立ち遅れており，視床下部回路
の基本的な動作原理は未だ明らかでない．た
とえば，複数の脳内領域から視床下部に至る
遠隔投射が直接 CRF ニューロンの活動性を
調節するのか，あるいは，PVN 内の局所回路 
[グルタミン酸（Glu）作動性，または，GABA
作動性] を経て CRF ニューロンが調節され
るのかは未だ明らかでない．  

PVN には多彩な神経内分泌ニューロンが
混在し，未染の生体標本でこれらを CRF ニ
ューロンと区別することは難しい．この問題
を克服するため，我々は CRF ニューロンの
蛍光可視化マウスを作成した． 
 
２．研究の目的 
本研究では，我々の作成した CRF ニュー

ロン選択的蛍光可視化マウスを用い，視床下
部に入力するノルアドレナリン（NA）を始
めとする神経伝達物質がいかにして視床下
部局所回路を調節するかを明らかにする．こ
の目的を達成するため本研究では CRF ニュ
ーロン選択的蛍光可視化マウスゲノムを改
変し改良型のマウスを作成した． 

 
３．研究の方法 

CRF-Venus マウスを用い視床下部急性ス
ライスを作成し whole cell clamp を行う．
Venus で標識された CRF ニューロンにおい
て次の実験を行う：① Glu 作動性，GABA
作動性入力による CRF ニューロン調節機構
を明らかにし，② 脳幹部から視床下部に投
射する NA 作動性ニューロンおよびセロトニ
ン（5-HT）作動性ニューロンが PVN 内で
Glu 作動性，あるいは GABA 作動性介在ニュ
ーロンを調節するメカニズムを明らかにす
る．  

CRF ニューロン電気生理実験の効率を上
げるため CRF-Venus マウスゲノムから Neo
カセット除去 Venus 発現強度や特異性を高
めた改良型のマウスを作成する．まず始めに
frt-deleter mouseを作成し，次にCRF-Venus
を deleter マウスと交配し Neo カセットが除
去されたマウスラインをスクリーニングす
る．免疫組織化学を用い改良型マウス脳内
CRF ニューロンの分布を詳細に検討する． 
 

４．研究成果 
(1) CRF ニューロンへの glu 作動性および

GABA 作動性入力と NA，5-HT による調節
機構 
 Venus発現ニューロンにガラス電極を近づ
け whole cell clamp を行った（下図 A）．電
位固定モードでEPSCおよび IPSCを計測し，
CRF ニューロンで glu 作動性 EPSC（B）お
よびGABA作動性 IPSC（図示されていない）
が直接入力することを明らかにした．次に，
NA を細胞外液に加えたところ EPSC 頻度が
有意に増加した（C）． 

5-HT についても同様の検討を行った結果，
NA 同様 glu 作動性 EPSC 頻度が増加するこ
とが明らとなった．これらの実験結果から，
脳幹部から視床下部に入力する NA や 5-HT
は視床下部の glu 作動性局所回路を媒介して
CRF ニューロンを活性化することが明らか
にされた． 
  
(2) CRF-VenusNeo マウスの作成 

CRF-Venus マウスゲノムから Neo カセッ
トを除去しCRF-VenusNeoマウスを作成し
た．このマウスでは（下図 a, c-e）Venus 発
現強度と特異性がCRF-Venusマウス（b, f-h）
と比較し格段に増加した． 

CRF-VenusNeo マウスの全ての脳領域で
Venus 発現ニューロンの発現領域を検討し，
マウス脳における CRF ニューロンの分布を
世界で初めて明らかにした． CRF ニューロ
ンは視床下部室傍核のほか嗅球，分界条床核，
扁桃体，大脳皮質，梨状皮質，海馬，脚橋被
蓋核，外背側被蓋核，バリントン核，外側結
合腕傍核，下オリーブ核などに存在すること
が明らかとなった．大脳皮質や海馬では
GABA 作動性介在ニューロンに， 一方，梨
状皮質や下オリーブ核では glu 作動性ニュー
ロンに CRF が共存することが明らかにされ
た． 
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