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[要旨] 

 

 歯根膜や閉口筋筋紡錘に生ずる深部感覚を伝達する三叉神経中脳路核（Vmes）ニューロンは、

頭頸部の運動に関わっている。Vmesニューロンは一次ニューロンでありながら、その細胞体が

脳内に有るので、その細胞体には脳内の多くの部位からの入力があることが既に知られている。

外側手綱核（lateral habenula, LHb）は負の報酬時に活動し、ストレスやうつとの関連が注

目されている。しかし、LHbが上記の Vmesニューロンの機能の発現、制御にも関与しているか

どうかは不明である。そこで本研究では、LHbの Vmesが関わる機能への関与、特にストレス負

荷時の関与をラットで明らかにすることをめざした。逆行性トレーサーである Fluorogoldの

Vmesへの注入と、順行性トレーサーである biotinylated dextranamineの LHbへの注入によっ

て、（1）LHbから Vmesニューロンの細胞体への直接投射と、（2）LHbから背側縫線核または

正中縫線核への投射を介した Vmesニューロンの細胞体への間接投射が明らかになり、また（3）

LHbから rostromedial tegmental nucleus（RMTg）への投射を介した Vmesニューロンの細胞

体への間接投射が示唆された。拘束ストレスをラットに与えて発現した c-Fos陽性の LHbニュ

ーロンの検索を行い、拘束ストレス負荷で、（4）LHbニューロンが賦活されること、（5）（1）

の LHb-Vmes路が賦活されること、（6）（2）の LHb-(背側縫線核または正中縫線核)-Vmes路

と（3）の LHb-RMTg-Vmes路が賦活される可能性が示唆された。 

 本研究によって、Vmesニューロンが関与する頭頸部の運動機能が、LHbニューロンの直接的ま

たは間接的な影響を受けていること、またその運動機能がストレスの影響を受ける可能性が示さ

れた。 
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[略語一覧] 

 

4 trochlear nucleus、滑車神経核 

ABC avidin-biotin-peroxidase complex 

Agl lateral agranular cortex、無顆粒皮質外側部 

Agm medial agranular cortex、無顆粒皮質内側部 

AI agranular insular cortex、無顆粒性島皮質 

Aq cerebral aqueduct、中脳水道 

BDA biotinylated dextranamine  

Bar Barrington’s nucleus 

cc corpus callosum、脳梁 

CL central lateral nucleus of the thalamus、視床外側中心核 

CM central medial nucleus of the thalamus、視床内側中心核 

DI dysgranular insular cortex、不全顆粒性島皮質 

DMTg dorsomedial tegmental area、背内側被蓋野 

DR dorsal raphe nucleus、背側縫線核 

DTg dorsal tegmental nucleus、背側被蓋核 

En endopiriform nucleus、内梨状核 

f fornix、脳弓 

FG Fluorogold 

fr fasciculus retroflexus、反屈束 

GI granular insular cortex、顆粒性島皮質 

Hb habenula、手綱核 

ic internal capsule、内包 

IC inferior colliculus、下丘 

IMD intermediodorsal nucleus of the thalamus、視床背内側核間核 

LC locus ceruleus、青斑核 

LD laterodorsal nucleus of the thalamus、視床背側外側核 

LDTg laterodorsal tegmental nucleus、背外側被蓋核 

lfp longitudinal fasciculus of the pons、橋縦束 

LH lateral hypothalamic area、視床下部外側部 

LHb lateral habenula、外側手綱核 

LHbL lateral division of the lateral habenula、外側手綱核外側亜核 

LHbM medial division of the lateral habenula、外側手綱核内側亜核 

LV lateral ventricle、側脳室 

MD mediodorsal nucleus of the thalamus、視床背内側核 
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MHb medial habenula、内側手綱核 

ml medial lemniscus、内側毛帯 

mlf medial longitudinal fasciculus、内側縦束 

MnR median raphe nucleus、正中縫線核 

m5 motor root of trigeminal nerve、三叉神経運動根 

mt mammillothalamic tract、乳頭体視床路 

NGS normal goat serum、正常ヤギ血清  

NHS normal horse serum、正常ウマ血清 

OPC oval paracentral nucleus of the thalamus 

PB phosphate buffer、リン酸緩衝液 

Pb parabrachial nucleus、結合腕傍核 

Pbl lateral part of the Pb、結合腕傍核外側部 

Pbm medial part of the Pb、結合腕傍核内側部  

PBS phosphate buffered saline、リン酸緩衝食塩水 

PC paracentral nucleus of the thalamus、視床中心傍核 

Pn pontine nuclei、橋核 

PnR pontine raphe nucleus、橋縫線核 

Po posterior nucleus of the thalamus、視床後核群 

PV paraventricular nucleus of the thalamus、視床室傍核 

py pyramid、錐体 

Re reuniens nucleus of the thalamus、視床結合核 

Rh rhomboid nucleus of the thalamus、視床菱形核 

RMTg rostromedial tegmental nucleus 

Rt reticular nucleus of the thalamus、視床網様核 

RtTg reticulotegmental nucleus of the pons、 橋網様被蓋核 

S1 primary somatosensory cortex、一次体性感覚野 

S2 secondary somatosensory cortex、二次体性感覚野 

s5 sensory root of trigeminal nerve、三叉神経知覚根 

SC superior colliculus、上丘 

scp superior cerebellar peduncle、上小脳脚 

sm stria medullaris of the thalamus、視床髄条 

SO superior olive、上オリーブ核 

STh subthalamic nucleus、視床下核 

Sub submedial thalamic nucleus、視床内側下核 

Tz nucleus of trapezoid body、台形体核 

VL ventral lateral nucleus of the thalamus、視床外側腹側核 
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VM ventromedial nucleus of the thalamus、視床内側腹側核 

Vmes trigeminal mesencephalic nucleus、三叉神経中脳路核  

Vmest trigeminal mesencephalic tract、三叉神経中脳路  

Vmo trigeminal motor nucleus、三叉神経運動核 

Vp trigeminal principal nucleus、三叉神経主感覚核 

VPL ventral posterolateral nucleus of the thalamus、視床後外側腹側核 

VPM ventral posteromedial nucleus of the thalamus、視床後内側腹側核 

VPpc  

          

parvicellular part of the ventral posterior nucleus of thalamus、視床後腹

側核小細胞部 

Vsup supratrigeminal nucleus、三叉神経上核 

VTg ventral tegmental nucleus、腹側被蓋核 

Vtr trigeminal spinal tract、三叉神経脊髄路  

xscp decussation of superior cerebellar peduncle、上小脳脚交叉 

ZI zona incerta of the thalamus、視床不確帯 
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[緒言] 

 

三叉神経中脳路核（Vmes）ニューロンは、歯根膜や閉口筋筋紡錘に生ずる深部感覚を伝達する

一次求心性ニューロンである。その中枢枝は、Probst束を下行して、同側の三叉神経上核、三叉

神経運動核の中の閉口筋運動核、三叉神経間域、三叉神経傍域、延髄網様体、舌下神経核、疑核、

頸髄などにも投射し（Probst, 1899; Corbin, 1940; Nomura and Mizuno, 1985; Shigenaga et al., 

1988a,c, 1989, 1990; Capra and Wax, 1989; Dessem and Luo, 1999; Zhang et al., 2001, 2003, 

2005）、咀嚼、嚥下、発声、呼吸、頭位の保持などの顎顔面口腔領域の機能の発現、制御に関与

すると考えられている。 

Vmesニューロンは一次求心性ニューロンでありながら、細胞体が脳内に存在する点で極めて特

異である（Jhonston, 1909; Freeman, 1925; Capra and Wax, 1989; Luo and Li, 1991; Luo et 

al., 1991; Nieuwenhuys et al., 1998）。細胞体上に多数のシナプスが存在することが、電子

顕微鏡や免疫組織学的手法を用いた研究により確認されており（Liem et al., 1992; Honma et al., 

2001; Lazarov, 2002; Zhang and Luo, 2002; Zhang et al., 2004）、脳内の他の部位からの入

力を受けている。我々は、大脳皮質からの直接投射が存在するが、体性感覚運動野からは稀で、

自律神経系にかかわる前頭前皮質からの投射があることを明らかにした（Iida et al., 2010）。

また他の研究者によって、自律神経系にかかわる視床下部（Nagy et al., 1986）、扁桃体（Shirasu 

et al., 2011; Lazarov et al., 2011）、縫線核（Tashiro et al., 1989; Copray et al., 1990b, 

1991; Lazarov and Chouchkov, 1995）、青斑核（Takahashi et al., 2010）などからの直接投

射も報告されている。よって、上述のVmesニューロンの顎顔面口腔領域の機能の発現と制御は、

広範な自律神経系の影響を受けることが考えられる。しかし、自律神経関連脳部位からVmesニュ

ーロンへの投射の詳細とその機能に関しては未だ不明な点が多い。 

 手綱核（habenula, Hb）は視床の後背側に位置し、視床髄条とともに視床上部に分類される

（Carpenter, 1991; Jones, 2007）。Hbは、外側手綱核（lateral habenula, LHb）と内側手綱
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核（medial habenula, MHb）に二分されるが、両者は発生学的にも神経連絡からも別のグループ

として分類されるべきものである（Herkenham and Nauta, 1977; Andres et al, 1999）。LHb

の活動は、失望や望まない状況の予感を反映しており（Ullsperger and Cramon, 2003; Shepard 

et al., 2006）、報酬の取り消しや好まない刺激や結果がもたらされた時に亢進する（Matsumoto 

and Hikosaka, 2007, 2009）。よって、LHbは自律神経系の機能に関わる多様な身体機能や病状

の発現に関与すると考えられている（Hikosaka, 2010; Matsumoto and Hikosaka, 2011）。近年、

LHbのストレスや痛み、うつと関連した機能に注目が集まっている（Caldecott Hazard et al., 

1988; Morris et al., 1999; Amat et al., 2001; Shumake et al., 2003; Sartorius et al., 2010; 

Li et al., 2011; Meng et al., 2011）。このような全身性の機能を持つLHbが、上述したVmes

ニューロンが関わる顎顔面口腔領域の機能の発現、制御にも関与していることが考えられるが、

それを示す報告は未だされていない。 

 そこで本研究では、ラットを用い（1）LHbからVmesニューロンの細胞体への直接投射の有無と

その投射様態の解明、および間接投射が存在する可能性の検討と、（2）その直接投射が、スト

レス負荷時に働くかどうかの解明をめざした。 
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[方法] 

 

実験は体重300～500 gのWistar 系雄性ラットを30匹用いた。実験に際しては、大阪大学大学

院歯学研究科実験動物取り扱い指針とアメリカ合衆国のNIHのガイドラインに則し、使用する動

物は最小限になるように努めた。麻酔はsodium pentobarbital（55 mg/kg）を腹腔内に投与し、

実験中は麻酔深度を維持するために必要に応じてsodium pentobarbital（10 mg/kg）を追加投与

した。組織侵襲部へはlidocaineの局所投与を行った。 

体温と心電図をモニターし、生理学的範囲内に維持した。神経トレーサーの注入はすべて左側

の脳に行った。神経トレーサーの定位注入と脳部位の細胞構築学的同定には、Paxinos and Watson

のアトラス（1998）とSwansonのアトラス（1992）を参照した。 

実験は次の3部に分けて行った。 

実験 1 : 逆行性トレーサーであるFluorogold（FG）のVmesへの注入 

左側の咬筋を被覆する皮膚を切開後、咬筋内から咬筋神経を剖出した。これに電気刺激用双極

性フック電極を装着した後、動物を脳定位固定装置に固定した。左側Vmesの上方の後頭部皮膚を

切開し、後頭骨の一部を歯科用ドリルで除去後、その深部の脳硬膜を開窓した。2 M のクエン酸

カリウム溶液を封入したガラス管微小電極（支持部外径 1.5 mm、先端径 1 μm）を脳内に刺入

し、左側咬筋神経の電気刺激（200 μsec, 1 Hz）で誘発される誘発電位を記録してVmesの尾側

部を同定した。電極を逆行性トレーサーである Fluorogold（FG, Fluorochrome, Englewood, CO）

1% を含む生理的食塩水を封入したガラス管微小電極（先端径 15〜20 μm）に換え、同定したVmes

の尾側部に刺入した。FGを+電流（2 μA）で電気泳動にて20分かけて微量注入した。これを18

匹の動物に行なった。ガラス管微小電極を撤去後、骨欠損部を歯科用リン酸亜鉛セメントで被覆

し、切開部皮膚を縫合した。抗生物質（cefotiam hydrochloride, 66 mg/kg）と鎮痛薬

（flurbiprofen axetil, 3.3 mg/kg）を腹腔内投与し、麻酔からの回復後に動物ケージに戻した。  

注入の5日後に麻酔薬の過剰投与下で、上行大動脈から0.02 M リン酸緩衝食塩水（PBS, pH 7.4）
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100 ml、4% パラホルムアルデヒドを含む0.1 M リン酸緩衝液（PB, pH 7.4）300 ml、10% シュ

クロースを含む0.02% PB（pH 7.4）100 mlを順次灌流した。 

実験 2 : 順行性トレーサーであるbiotinylated dextranamine（BDA）のLHbへの注入 

実験1のVmesへのFG注入の結果、FG標識細胞が多数認められたLHbに、順行性トレーサーである

biotinylated dextranamine（BDA, 10,000 MW, Molecular Probes, Eugene, OR）を注入した。

動物を脳定位固定装置に固定した。左側LHbの上方の頭頂部皮膚を切開し、頭頂骨の一部を歯科

用ドリルで除去後、その深部の脳硬膜を開窓した。0.01 M PBに溶解した4% BDAを封入したガラ

ス管微小電極（支持部外径 1.5 mm、先端径 15～20 μm）を、脳図譜を参考にしてLHbに刺入し

た。BDAは+電流（2 μA）で電気泳動にて20分かけて微量注入した。これを12匹の動物に行なっ

た。ガラス管微小電極を撤去後、骨欠損部を歯科用リン酸亜鉛セメントで被覆し、切開部皮膚を

縫合した。抗生物質と鎮痛薬を腹腔内投与し、麻酔からの回復後に動物ケージに戻した。 

注入の5-7日後に麻酔薬の過剰投与下で、実験1と同様に灌流固定した。 

実験 3 : ストレス負荷によるLHbニューロンの賦活の検索 

実験1と同様の方法でVmesにFGを注入し、麻酔からの回復後に動物ケージに戻した。実験1と同

様に注入の5日後に、動物を麻酔薬の過剰投与下で灌流固定したもの（コントロール群）と、灌

流固定の2時間半前から直前までの間、拘束ストレスを与えたもの（ストレス群）の2群に分けた。

ストレス群では、動物を床面上で背臥位にし、四肢を床面にテープで2時間半の間、固定した。

それぞれ5匹ずつ行なった。 

 

切片の作成と観察 

灌流固定後に脳を摘出し、20% シュクロースを含む0.02 M PB（pH 7.4, 4℃）に2日間から3

日間浸漬した。脳を凍結させ、厚さ65 μmの連続冠状切片を作成し、これを3セットに分けた。 

実験1と3でFGを注入した動物の3セットの切片のうちの1セットは、反応や染色を行わず、ゼラ

チンで被覆したスライドガラスに貼り付けて乾燥させた。残り2セットと実験2でBDAを注入した
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動物の3セットの切片は、それぞれ以下に示す反応を行った。 

実験1でFGを注入した動物の切片は、3% ヤギ血清（NGS）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に30分

間浸漬後、3% NGS、0.2% Triton-X と10,000倍希釈の抗FGウサギ抗体（Chemicon, CA）を含む0.02 

M PBS（pH 7.4）に一晩浸漬した。その後、0.02 M PBSで切片を洗浄後、3% NGSに30分間浸漬し、

次に、400倍希釈のビオチン化抗ウサギIgGヤギ抗体（Vector, CA）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）

に90分間浸漬した。0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、100倍希釈のavidin-biotin-peroxidase 

complex（ABC, Vector, CA）を含む 0.02 M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬した。さらに0.02 M PBS

（pH 7.4）で切片を洗浄後、0.04% diaminobenzodine、0.06% 過酸化水素と0.08% 硫酸ニッケル

アンモニウムを含む0.1 M PB（pH 7.4）で反応した。 

実験2でBDAを注入した動物の切片は、0.02 M PBS（pH 7.4）で洗浄後、100倍希釈のABCを含む

0.02 M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬した。0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、0.04% 

diaminobenzodine、0.06% 過酸化水素と0.08% 硫酸ニッケルアンモニウムを含む0.1 M PB（pH 7.4）

で反応した。 

実験3ではストレス群、コントロール群ともに、まず以下の2反応（① 、②）のいずれかを行

なった。 

① 3% NGSを含む0.02 M PBS（pH 7.4）に30分間浸漬後、3% NGS、0.2% Triton-Xと1,750倍希釈

の抗c-Fosウサギ抗体を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に一晩浸漬した。その後、0.02 M PBSで切片

を洗浄後、3% NGSに60分間浸漬し、次に、400倍希釈のビオチン化抗ウサギIgGヤギ抗体を含む0.02 

M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬した。0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、100倍希釈のABCを

含む0.02 M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬した。さらに0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、0.04% 

diaminobenzodine、0.06% 過酸化水素と0.08% 硫酸ニッケルアンモニウムを含む0.1 M PB（pH 7.4）

で反応した。 

② 3% ウマ血清（NHS）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に30分間浸漬後、3% NHS、0.2% Triton-X

と1,750倍希釈の抗c-Fosヤギ抗体（Chemicon, CA）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に一晩浸漬した。
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その後、0.02 M PBSで切片を洗浄後、3% NHSに60分間浸漬し、次に、400倍希釈のビオチン化抗

ヤギIgGウマ抗体（Vector, CA）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬した。0.02 M PBS（pH 

7.4）で切片を洗浄後、100倍希釈のABCを含む0.02 M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬した。さらに

0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、0.04% diaminobenzodine、0.06% 過酸化水素と0.08% 硫

酸ニッケルアンモニウムを含む0.1 M PB（pH 7.4）で反応した。 

①または②の終了後、3% ヤギ血清（NGS）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に30分間浸漬後、3% NGS、

0.2% Triton-Xと10,000倍希釈の抗FGウサギ抗体（Chemicon, CA）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）

に一晩浸漬した。その後、0.02 M PBSで切片を洗浄後、3% NGSに30分間浸漬し、次に、400倍希

釈のビオチン化抗ウサギIgGヤギ抗体（Vector, CA）を含む0.02 M PBS（pH 7.4）に60分間浸漬

した。0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、100倍希釈のABCを含む0.02 M PBS（pH 7.4）に60

分間浸漬した。さらに0.02 M PBS（pH 7.4）で切片を洗浄後、0.04% diaminobenzodineと0.06% 過

酸化水素を含む0.1 M PB（pH 7.4）で反応した。 

上記実験1、2、3のすべての反応が終了した切片を、ゼラチンで被覆したスライドガラスに貼

り付け乾燥させた。このうち、FG注入を行った動物の2セットの切片のうちの1セットとBDA注入

を行った動物の3セットの切片のうちの2セットは、Neutral redまたはthionineを用いてNissl

染色した。すべての切片はアルコールにて脱水後、キシレンを用いて透徹し、カバーガラスをか

けた。 

 切片は明視野照明顕微鏡（Olympus BX 50, Japan）および蛍光顕微鏡（Nikon Eclipse 80i, 

Japan）を用いて観察した。FGの注入部位を、無反応、無染色の切片で、蛍光顕微鏡下でデジタ

ルカメラ（Olympus Camedia C-7070, Japan）を用いて写真撮影した。Nissl染色されたニューロ

ン、FG標識されたニューロン、c-Fos陽性のニューロン、c-Fos陽性でFG標識されたニューロン

（double labeled neuron）、BDAで標識された軸索終末は、顕微鏡下で、描画装置（Olympus, Japan）

を用いてトレースし、またデジタルカメラ（Pixera Pro 150ES, CA, USA）を用いて写真撮影し

た。3セットに分けられたうちの1セットを選択し、その中の切片で観察されたすべてのLHb部位
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に認められたFG標識されたLHbニューロンとc-Fos陽性のLHbニューロン、double labeled LHb 

neuronの数をトレース上で数えた。撮影した写真はPhotoshop CS5（Adobe System, CA, USA）を

用いて、コントラストの調整のみを行った。BDA標識されたLHbニューロンの軸索終末とNissl染

色されたVmesニューロンの細胞体とのコンタクトの有無は、報告されている方法（Brown and 

Fyffe, 1981; Yoshida et al., 2001, 2009）に従い、顕微鏡下で50倍の油浸対物レンズで両者

間にギャップがあるか否かを観察して判断した。 
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 [結果] 

 

LHbの細胞構築による同定 

 thionineまたNeutral redで染色された切片を観察し、細胞構築学的にLHbを同定した（図1）。

Hbは両側性に第三脳室の側壁を構成し、視床上部に位置していた。Hbは小型ニュ-ロンが密集し

ている内側のMHbと大型神経細胞から成る外側のLHbに二分出来た。LHbはさらに、その最吻側端

を除き、ニューロンが相対的に小さな内側亜核（LHbM）と大きな外側亜核（LHbL）に細分出来た。

これらの結果はこれまでの報告（Li et al., 1993 ; Paxinos and Watson, 1998 ; Andres et al., 

1999）とよく一致していた。 

 

実験 1 : FGのVmesへの注入で得られた標識ニューロンの分布 

実験3でストレス負荷をかけたラットとそのコントロールとして用いたラットを合わせて、計7

匹のラットで、注入されたFGの部位はVmesを含んでいた。代表例（case R604）の注入部位を図2

に示した。この例では、注入部位は主にVmesの尾側部を含んでいた。他の例でもこの例と同様に、

注入部位の一部はVmesの内側の青斑核または中心灰白質の外側端、外側の結合腕傍核内側端、腹

側の網様体にも侵入していた。7例で得られたFG標識ニューロンの分布様態は近似していたので、

代表例（case R604）の結果を図3、図4、図9 に示した（case R604は、後述する実験3のストレ

ス負荷実験のストレス群の代表例でもある）。いずれの例でも、逆行性にFG標識されたニューロ

ンはLHbに多数認められた。代表例のcase R604では、FG注入部位と同側のLHbに242個、対側のLHb

に200個、両側合計で442個であり、LHbの最吻側端を除いて両側まとめてLHbLに238個、LHbMに194

個であった（図4、図9）。また、他の一例（R829。この例は、後述する実験3のストレス負荷実

験のコントロール群の代表例でもある）のLHb内に認められた分布も図11に示した。この例でFG

標識されたLHbニューロンは、FG注入部位と同側のLHbに142個、対側のLHbに115個、両側合計で

257個であり、LHbの最吻側端を除いて両側まとめてLHbLに130個、LHbMに124個であった。これら
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の数はcase R604よりも少なかったが、各部位の細胞数の比率は良く似ていた。 

FG標識ニューロンは、LHbの近傍の視床では、室傍核にも少数認められたが他の核（MHb、視床

髄条、背内側核、背内側核間核、外側中心核、束傍核など）には認められなかった（図3）。視

床下部の特に外側部にも多数の標識ニューロンが認められた。また多くの標識ニューロンが背側

縫線核と大縫線核に、少数が正中縫線核、不確縫線核、淡蒼縫線核に認められたが、rostromedial 

tegmental nucleus（RMTg）には認められなかった。 

 

実験 2 : BDAのLHbへの注入で得られた標識軸索および終末の分布 

4匹のラットで、注入されたBDAの部位はLHbを含んでいた。代表例（case R030）の注入部位を

図5に示した。この例では、注入部位はLHb内に限局し、特にLHbLを含んでいた。他の例では、注

入部位の一部は、LHbMまたはLHbに接する視床の背内側核、外側中心核、反屈束、MHbに侵入して

いた。Vmesニューロンの細胞体が存在する中脳と橋の吻側レベルの脳幹で、順行性にBDAで標識

された軸索とその終末の分布を調べた。4例で得られたBDA標識の分布は近似していたので、代表

例（case R030）の結果を図6、図7 に示した。標識軸索と終末は、注入部位に対しやや同側優位

の両側性に、脳幹の正中線寄りにより多く、外側部ほど少数認められた（図6）。Vmesの吻尾的

全レベルで標識が認められた。Vmes核内では、対比染色されたVmesニューロンの細胞体の近傍に

少数の軸索が走行し、細胞体とのコンタクトも認められた（図7）。 

RMTgに最も密集した標識軸索と終末が認められた。中脳水道周囲灰白質の腹側部、中心灰白質、

背側縫線核の特に吻側レベル、正中縫線核、橋網様被蓋核の内側部、背内側被蓋野に多数認めら

れた。青斑核、結合腕傍核内側部にも少数認められた。しかしながら、大縫線核、淡蒼縫線核、

不確縫線核には標識はほとんど認められなかった。 

 

実験 3 : ストレス負荷で賦活化された c-Fos陽性ニューロンの分布 

ストレス群のラット4匹のc-Fos陽性ニューロンの分布様態は近似していたので、その代表例
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（case R604）の分布を図8と図9に示した。この例では、陽性ニューロンは、両側性にLHb全体に

広がって多数存在した。両側まとめてLHbLに433個、LHbMに842個であった。 

c-Fos陽性ニューロンはMHb、視床髄条にはほとんど認められなかった。LHbの近傍では、両側

性に、背側視床の室傍核と背内側核間核には多数認められたが、背内側核と外側中心核、束傍核

には少数認められただけであった。さらに、RMTgにも認められたが、その吻側部に少数のみであ

った。縫線核群（背側縫線核、正中縫線核、大縫線核、淡蒼縫線核、不確縫線核）にも少数認め

られた。 

コントロール群のラット4匹では、c-Fos陽性ニューロンの分布様態は近似していたので、その

代表例（case R829）を図11に示した。LHb内には、両側性に少数個のみ認められた。両側まとめ

てLHbLに1個、LHbMに35個であり、ストレス群と比較して極めて少数であった。 

LHbの近傍では、両側性に、背側視床の室傍核と背内側核間核には多数のc-Fos陽性ニューロン

が認められたが、背内側核と外側中心核、束傍核には認められなかった。また、背側縫線核と淡

蒼縫線核には少数認められたが、RMTgと正中縫線核、大縫線核、不確縫線核には認められなかっ

た。 

VmesへのFG注入によってFG標識されたニューロンで、c-Fos陽性のもの（double-labeled neuron）

の分布 

ストレス群とコントロール群すべてで、上記の実験1と同様にFGのVmesへの注入を行った。こ

れらのうち、ストレス群2 匹とコントロール群2匹のFG注入部位は、上記の実験1の注入と同様に

Vmesの尾側部を含んでいた。これらのFG標識ニューロンの分布は、実験1の結果に含めて上記し

た。 

ストレス群2匹とコントロール群2匹において、double-labeled neuronが認められた（図10）。

ストレス群の代表例（case R604）のdouble-labeled neuronの分布を図9に示した。この例での 

double-labeled neuronの数は、FG注入部位と同側のLHbに32個、対側のLHbに31個、両側合計で

63個であり、LHbの最吻側端を除いて両側まとめてLHbLに29個、LHbMに34個であった。総数の63
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個は、FG標識された全LHbニューロン数（442個）の14.3%であった。他の1 例（case R219）の

double-labeled neuronの総数は79個で、FG標識された全LHbニューロン数560個の14.1%であった。

2例の平均は14.2%であった。 

これに対しコントロール群では、極めて少数のdouble-labeled neuronがLHbに認められた。コ

ントロール群の代表例（case R829）のdouble-labeled neuronの分布を図11に示した。この例で

のdouble-labeled neuronの数は、FG注入部位と同側のLHbに1個、対側のLHbに1個、両側合計で2

個であり、LHbの最吻側端を除いて両側まとめてLHbLに0個、LHbMに2個であった。総数の2個は、

FG標識された全LHbニューロン数（257個）の0.78%であった。他の1例（case R919）の

double-labeled neuronの総数は1個で、FG標識された全LHbニューロン数251個の0.39%であった。

2例の平均は0.59%であり、ストレス群と比較して極めて低い値であった。この結果は、Vmesへの

FG注入で標識されたLHbニューロンには、ストレス負荷によってc-fosを同時に発現する（ストレ

ス負荷によって賦活化される）ニューロンが存在することを示している。 
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[考察] 

本研究から、LHbからVmesへの直接投射の存在が明らかとなり、またLHbからVmesへの、縫線核ま

たはRMTgを介した間接投射が存在することが示唆された。図12にLHbからVmesへのこれらの投射

経路をまとめた。 

 

LHbからのVmesへの投射について 

 直接投射：本研究によって、LHbから両側のVmesへの直接投射の存在が初めて明らかになった。

これまでに、LHbはRMTg（Herkenham and Nauta, 1979; Jhou et al., 2009; Kaufling et al., 2009）

と、縫線核、黒質、ventral tegmental area（Herkenham and Nauta, 1979）、the nucleus incertus

（Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003）に投射することが明らかになっていた

が、Vmesへの投射は見つけられてはいなかった。一方、本研究ではVmesに投射するニューロンは

MHbには認められなかったが、MHbはほぼ脚間核のみに投射するというこれまでの報告（Herkenham 

and Nauta, 1979）を支持している。 

 LHbの中にはGABA作動性のニューロンは少なく、この核からの下行投射はグルタミン酸作動性

であることが示されている（Geisler and Trimble, 2008; Brinschwitz et al., 2010; Aizawa et 

al., 2012）ので、本研究で明らかになったVmesへの投射もグルタミン酸作動性である可能性が

高い。Vmesニューロンの細胞体にはグルタミン酸レセプターであるAMPAレセプター、KAレセプタ

ー、NMDAレセプターが存在し（Pelkey and Marshall, 1998; Mineff et al., 1998; Turman et al., 

1999, 2000, 2001）、Vmesニューロンの細胞体とシナプスを形成する前ニューロンの軸索終末に

グルタミン酸を含むものが存在することが明らかになっている（Kaneko et al., 1989; Lazalov, 

2002； Paik et al., 2012）。さらに、in vitroの単一細胞内記録実験で、グルタミン酸投与に

よってVmesニューロンの細胞体から活動電位が記録されている（Pelkey and Marshall, 1998）。

LHbからのグルタミン酸作動性の直接投射によって、Vmesニューロンの細胞体が興奮させられて

いる可能性が考えられる。 
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 間接投射：本研究では、Vmesに投射する多くのニューロンが背側縫線核と大縫線核に認められ

た。正中縫線核、不確縫線核、淡蒼縫線核には少数のニューロンが認められたのみであった。背

側縫線核と正中縫線核ニューロンのVmesへの投射は既に多くの報告（Tashiro et al., 1989; 

Copray et al., 1990b, 1991; Lazarov and Chouchkov, 1995）がある。 

 背側縫線核や正中縫線核を含む縫線核群はセロトニン作動性ニューロンを多く含んでいるの

で、背側縫線核や正中縫線核からVmesへの投射もセロトニン作動性ニューロンと考えられる。

Vmesニューロンの細胞体にはセロトニンの受容体が存在し（Copray et al., 1990a,b; Lazarov, 

2000, 2007; Li et al., 2000）、in-vitro脳幹slice切片で、セロトニンはVmesニューロンの細

胞体の静止膜電位を過分極させること（Lazarov, 2000, 2002; Li et al., 2000；Tanaka and 

Chandler, 2006）が報告されている。 

 なお、三叉神経運動核内に存在する閉口筋運動ニューロンは、Vmesニューロンからの直接性の

強力な興奮性入力を受けている（Shigenaga et al., 1988b）。この閉口筋運動ニューロンと、

同様に三叉神経運動核内に存在する開口筋運動ニューロンの細胞体と樹状突起上にセロトニン

作動性ニューロンからの入力が有り、両運動ニューロンに対して興奮性に働いていることが知ら

れている（Katakura and Chandler, 1990; Kurasawa et al., 1990; Nagase et al., 1997）。

しかし、これらの興奮性入力は、主に淡蒼縫線核と不確縫線核からのものである（Fritschy et al., 

1988; Fort et al., 1990;  Li et al., 1993b; Nagase et al., 1997）。本研究で、LHbは淡蒼

縫線核と不確縫線核にはほとんど投射しなかったので、この両運動ニューロンに対する興奮性の

亢進にはLHbは関与しないと考えられる。 

 本研究で、LHbから背側縫線核、正中縫線核への投射（Herkenham and Nauta, 1977; Aghajanian 

and Wang, 1977; Araki et al., 1988; Sego et al., 2014）が確認された。よって、LHbから

Vmesへ、背側縫線核、正中縫線核を経由した間接投射が存在することを示唆している。背側縫

線核、正中縫線核は多くのセロトニン作動性ニューロンを含む（Aghajanian and Gallager, 

1975）。上記の様に、LHbからの直接投射はグルタミン酸作動性の興奮性と考えられる（Geisler 
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and Trimble, 2008; Brinschwitz et al., 2010; Aizawa et al., 2012）ので、LHbニューロ

ンの活動によって両縫線核のセロトニン作動性ニューロンが賦活され、Vmesニューロンの細胞

体が抑制性の入力を受けると考えられる。また本研究では、LHbから RMTgへの強い投射（Jhou 

et al., 2009b; Sego et al., 2014）が確認された。RMTgは GABA作動性の投射ニューロンを

含み、背側縫線核、正中縫線核にも投射することが明らかになり、現在注目されている（Jhou 

et al., 2009a,b; Sego et al., 2014）。この発見は、LHbから Vmesへ、RMTg-背側縫線核ま

たは RMTg-正中縫線核を経由したより複雑な間接投射が存在することを示唆している。LHbニ

ューロンの活動によって、RMTgの GABA作動性の抑制性の投射が賦活され、両縫線核から Vmes

ニューロンの細胞体へのセロトニン作動性の抑制性の入力が抑制されると考えられる。Vmesニ

ューロンの細胞体は脱抑制されることになる。なお、本研究で、Vmesに投射する RMTgニュー

ロンは標識されなかったので、LHb-RMTg-Vmesの経路は無い様にみえる。 

 

LHbからVmesへの投射のストレスへの関与 

 うつ病の有病率は人口の5-8%と極めて高い。その病因の一つとして、何らかの遺伝子要因を持

つ者に、心因、身体因としてのストレス負荷が契機となって脳内モノアミン（セロトニン、ノル

アドレナリンなど）代謝障害が惹起されることが指摘されている（山脇成人、2005）。動物に持

続的な強いストレス負荷をかけることでうつ状態の動物を作ることも出来る。うつ状態は、基本

的には全身的な機能の活性が抑制されている。よって、Vmesニューロンが関わる頭頸部の機能も

影響（抑制）を受けると考えられるが、それに関わる脳内神経機構は全くわかっていない。一方、

ストレス負荷時にLHbニューロンが活性化されることは良く知られている（Caldecott Hazard et 

al., 1988; Morris et al., 1999; Amat et al., 2001; Shumake et al., 2003; Sartorius et 

al.,2010; Li et al., 2011; Meng et al., 2011）。そこで、本研究で明らかになったLHbから

Vmesへの直接投射がストレス負荷時に働いていることと、本研究で示唆された LHbからVmesへの

2種の間接投射が働く可能性を、活性化された細胞の指標になっているc-Fos陽性ニューロンを検
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索して調べた。 

 ストレスが体内の各種機能におよぼす影響を調べる実験では、様々なストレス負荷が用いられ

てきた。本研究で対象となったVmesニューロンは、三叉神経運動核および脳幹に存在する他の運

動核に投射する運動前ニューロンを含む三叉神経上核, 三叉神経吻側亜核と主感覚核, 外側網様

体に投射して顎運動を含む頭部の運動に関わり、さらに頸髄にまで下行して頸筋の制御にも関わ

っている（Shigenaga et al., 1989; Luo et al., 1995; Luo et al., 2006; Satoda et al., 2002）。

このうちの顎運動は、咀嚼や嚥下ばかりでなく、呼吸、会話、構音、さらには、道具や武器とし

ての働きもある。この様に多様な機能を持つVmesニューロンに対するストレスの関与を検討する

ためには、用いられるストレスは全身性で一般的な不快刺激や不快情報であるべきと考えられる。

そこで、本研究では全身性の物理的ストレスとして一般的に用いられている拘束ストレスを採用

した。拘束ストレスは、比較的高いストレス強度を持った物理的ストレスとみなされている。拘

束ストレスには、本研究で用いた四肢をテープで固定する方法（Chowdhury et al., 2000; Sato 

et al., 2010）や、動物を狭い袋や筒に閉じ込める方法があり（Goebel et al., 2009; 

Lino-de-Oliveira, 2001）、どちらもよく用いられている。 

 拘束ストレスによってLHbニューロンの活動が亢進されることが、c-Fos陽性ニューロンの検索

によって、本研究で初めて明らかにされた。ただし、他のストレス負荷による亢進は既に報告さ

れており、歯髄の電気刺激や足の皮膚に与えた急性侵害性電気刺激でc-Fos陽性ニューロンが増

加する（Matsumoto et al., 1994; Lehner et al., 2004）。また、LHbニューロンは非侵害性刺

激には応答しないことも示されている（Benabid and Jeaugey, 1989）。動物が好む食餌を与え

た時に、LHbのc-Fos陽性ニューロンが減少することも報告されている（Park and Carr, 1998）。 

 本研究では、Vmesに直接投射し、かつc-Fos陽性のLHbニューロン（double-labeled neuron）

は存在したが、Vmesに直接投射するLHbニューロン全体に対する比率は高くなかった。Franklin 

and Druhan（2000）は、FGは神経細胞毒なので、それを逆行性に取り込んだ細胞は活性が低下し

てしまい、FG標識されたc-Fos陽性ニューロンの数は減ると指摘している。本研究で示された
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double labeled neuronは、実際には本研究結果よりも多い可能性がある。いずれにせよ本研究

結果から、LHb-Vmesの直接路がストレス時に活動していることは確かである。 

 このように、ストレスで賦活されるVmesに投射するLHbニューロンの数は本研究結果では過小

評価されている可能性はあるが、賦活されたLHbニューロンは極めて多く存在した。本研究で示

唆された背側縫線核または正中縫線核に投射するLHbニューロン、背側縫線核または正中縫線核

に投射するRMTgニューロンに投射するLHbニューロンも、本ストレス負荷で活性化されている可

能性が考えられる。縫線核はセロトニン作動性ニューロンを多く含み、脳内で広汎に投射してい

る（Aghajanian and Gallager, 1975）。セロトニンの枯渇がうつ病の発症に関わっていること

が提唱されている（Takase et al., 2004）。また、LHbの電気刺激は縫線核からのセロトニンの

放出を抑制している（Stern et al., 1979; Nishikawa and Scatton, 1985）（抑制のみではな

く一部促通効果もある、との報告もある [Kalen et al., 1989]）。つまり、ストレス負荷で活

性化されたLHbニューロンが、背側縫線核や正中縫線核に直接投射またはRMTgを介して両縫線核

に間接投射し、セロトニン作動性ニューロンを抑制していることが考えられる。しかしながら、

上記のようにLHbからの投射はグルタミン酸作動性で興奮性と考えられるので、その直接投射に

よって背側縫線核や正中縫線核のセロトニン作動性のニューロンを抑制することは考え難い。本

研究でも明らかにしたようにLHbから背側縫線核や正中縫線核への投射が有ることは確かなので、

未だ知られていないセロトニン作動性のニューロンの抑制機構があるのかもしれない。もしその

様な抑制機構は存在しないのであれば、背側縫線核や正中縫線核のセロトニン作動性のニューロ

ンは興奮し、本研究でも明らかになったVmesへの投射が賦活され、最終的にVmesニューロンの細

胞体は抑制されることになる。どちらの可能性が正しいのかは、今後の研究を待たねばならない。 

 本研究でも明らかになったLHbからのグルタミン酸作動性の投射を受けるRMTgは、上記の様に、

GABA作動性ニューロンを多く含み、背側縫線核や正中縫線核への投射ニューロンもGABA作動性で

あることが近年明らかになった（Jhou et al., 2009a,b; Sego et al., 2014）。ストレス負荷

で活性化されたLHbニューロンがRMTgを興奮させ、興奮させられたRMTgニューロンがセロトニン
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作動性の背側縫線核や正中縫線核ニューロンを抑制することが考えられる。この経路であるなら

ば、上記の、LHb の電気刺激が縫線核からのセロトニンの放出を抑制すること（Stern et al., 

1979; Nishikawa and Scatton, 1985）は可能になる。縫線核からVmesへの投射は上記の様に抑

制性なので、RMTg-縫線核-Vmes路によってVmesニュ-ロンの細胞体は最終的に脱抑制されること

になる。この経路によるVmesニューロンの細胞体への効果は、上記のLHbからVmesニューロンの

細胞体への直接投射が興奮性であることと一致する。 

 本研究によって、咀嚼筋および歯根膜感覚を伝達し頭頸部の運動の制御に関わっているVmes

ニューロンの細胞体がLHbニューロンからの投射を受け、LHbニューロンによって興奮（または

抑制）されることが示唆された。また、この興奮（または抑制）が、ストレス等の不快刺激が

与えられた時に発現していることが示唆された。しかしながら残念なことに、偽単極性のVmes

ニューロンの細胞体の興奮（または抑制）が、Vmesニューロン全体の情報の伝播にどのような

影響を与えるのかは未だ良くわかっていないので、本研究で示されたLHbニューロンによるVmes

ニューロンへの影響も現時点では多くが不明である。今後更なる研究が必要と考えられる。 
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[結論] 

  

本研究によって、LHbからVmesへの直接投射の存在が明らかになった。この投射は、拘束ストレ

ス負荷時に働くことが明らかになった。また、LHbからVmesへの、縫線核またはRMTgを介した間

接投射が存在することが示唆された。顎運動を含む頭頸部の運動の制御に、ストレスがLHbから

Vmesへの投射路を介して影響を与えている可能性が示された。 
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[図の説明] 

 

図1 

外側手綱核（lateral habenula、LHb）の細胞構築と亜核 

thionine染色したLHbを含むの冠状断切片の顕微鏡写真。A：黒四角で囲まれた部位の拡大が（B）

である。Aのスケール＝1 mm。Bのスケール＝0.2 mm。 

 

図2 

逆行性トレーサーであるFluorogold（FG）の三叉神経中脳路核（Vmes）への注入部位の蛍光顕微

鏡写真 

case R604のラットの冠状断切片。核の境界線は、この切片の隣の切片（thionine染色している）

を参考にした。上が背側、左が外側。スケール＝0.2 mm。 

 

図3 

LHbを含むレベルに認められた逆行性に標識されたFG標識ニューロンの分布 

本例（case R604）のFG注入部位は図2に示した。A, B：LHbの吻側レベルと尾側レベルを含む冠

状断切片で、左側がFG注入部位と同側。赤丸が視床と視床下部に認められたFG標識ニューロン。

Bのスケール＝1 mm（Aにも適用）。 

 

図4 

LHbに認められたFG標識細胞の分布  

A-G：LHbを含む7個のレベルの冠状断切片で、吻尾的に並べた。本例（case R604）のFG注入部位

は図2に示した。各パネルの左側がFG注入部位と同側。赤丸がFG標識ニューロン。本図で示され

たFG標識ニューロンの分布は図9でも示されている。Gのスケール＝0.2 mm（A-Fにも適用）。 
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図5 

順行性トレーサーであるbiotinylated dextranamine（BDA）のLHbへの注入部位 

case R030で得た結果。A-C：それぞれ、注入部位の吻側、中央、尾側レベルの冠状断切片のトレ

ース。D：注入部位の中央レベル（B）の顕微鏡写真。切片はNeutral redで染色している。Cのス

ケール＝1 mm（A、Bにも適用）。Dのスケール＝0.2 mm。 

 

図6 

LHbからVmesを含む中脳と橋への投射の様態  

A-E：Vmesが存在する中脳と橋の5レベルの冠状断切片を吻尾的に並べている。順行性にBDA標識

された軸索をトレースしている。本例（case R030）のLHbへのBDA注入部位は図5に示した。各パ

ネルの左側がBDA注入部位と同側。Eのスケール＝1 mm（A-Dにも適用）。 

 

図7 

Vmesニューロンの細胞体にコンタクトするBDA標識軸索終末  

本例（case R030）のLHbへのBDA注入部位は図5に示した。FG注入部位と同側のVmes内に認められ

た順行性にBDA標識された軸索と終末をトレースしている。各パネルの左側が外側、上が背側。

Neutral redで赤染されたVmesニューロンの細胞体にコンタクトするBDA標識軸索終末を矢頭で

指示している。（A）および（C）中のコンタクトの顕微鏡写真が、それぞれ（B）と（D）である。

Cのスケール＝20 μm（Aにも適用）。Dのスケール＝20 μm（Bにも適用）。 

図8 

拘束ストレスを与えた（ストレス群）ラットで、LHbに認められたc-Fos陽性ニューロンの分布 

case R604で得た結果。A-G：LHbが存在する7レベルの冠状断切片を吻尾的に並べている。c-Fos

陽性ニューロンを黒丸で示す。各パネルの左側がFG注入部位と同側。本図で示されたc-Fos陽性
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ニューロンの分布は図9でも示されている。Gのスケール＝0.2 mm（A-Fにも適用） 

 

図9 

ストレス群ラットで、LHbに認められたc-Fos陽性ニューロンと、VmesへのFG注入でFG標識された

ニューロンの分布 

case R604で得た結果。A-G：LHbが存在する7レベルの冠状断切片を吻尾的に並べている。c-Fos

陽性ニューロンを黒丸で、FG標識ニューロンを赤丸で示す。c-Fos陽性かつFG標識ニューロン

（double-labeled neuron）を青丸で示す。各パネルの左側がFG注入部位と同側。Gのスケール＝

0.2 mm（A-Fにも適用）。 

 

図10 

FG標識されたLHbニューロン（A）、c-Fos陽性のLHbニューロン（B）、c-Fos陽性でFG標識された

LHbニューロン（double-labeled neuron）（C）の顕微鏡写真。 

A：VmesへのFG注入で逆行性にFG標識された、注入と同側のニューロン。B：ストレス群のc-Fos

陽性ニューロン。C：FG注入と同側のLHbに認められた double-labeled neuron。Cのスケール＝

10 μm（A、Bにも適用）。 

 

図11 

拘束ストレスを与えなかった（コントロール群）ラットで、LHbに認められたc-Fos陽性ニューロ

ンと、VmesへのFG注入で逆行性にFG標識されたニューロンの分布 

case R829で得た結果。A-G：LHbが存在する7レベルの冠状断切片を吻尾的に並べている。c-Fos

陽性ニューロンを黒丸で、FG標識ニューロンを赤丸で示す。c-Fos陽性かつFG標識ニューロン

（double-labeled neuron）を青丸で示す。各パネルの左側がFG注入部位と同側。Gのスケール＝

0.2 mm（A-Fにも適用）。 
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図12 

LHbからVmesへの投射経路図 

本研究で明らかとなったLHbからVmesへの直接投射と、これまでの文献を含めて示唆されたLHb

からVmesへの、縫線核またはRMTgを介した間接投射をまとめている。LHbからの下行投射はグル

タミン酸作動性、外側縫線核または正中縫線核からVmesへの投射はセロトニン作動性、RMTgから

縫線核への投射はGABA作動性であると考えられる。 
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