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１ 

 

序 論 

 

温度は、様々な生理機能に影響を与え、生体の恒常性維持において重要な因子

の一つである。恒常性を維持するための体温調節反応は、行動性体温調節反応と

自律性体温調節反応の 2 つに分類されている。ヒトや齧歯類などの恒温動物の

体温は、環境温度の影響を受けやすい表面（外殻温度；皮膚温、体表面温）に近

いほど体温は低くなり、影響を受けにくい体の中心（深部体温）ほど体温は高く

なる傾向をもつ。体温調節反応は、この深部体温と末梢温度（主に皮膚温度）の

情報が体温調節中枢で統合された後、深部体温が一定の範囲内に維持されるよ

うに生じる反応である（図 1）。通常、周囲の環境温度に変化が起こると、まず

適切な温度環境への移動やヒトにおける衣服の着脱などの行動性体温調節が行

われる。次いで、自律性体温調節反応である皮膚血管の拡張あるいは収縮、ふる

えや発汗が起こる。これまで、自律性体温調節反応については、皮膚における温

度刺激受容に関わる温度受容体の分子メカニズム 3-5)、皮膚から中枢へと感覚情

報が伝達・処理されるメカニズム、深部体温を維持するためのフィードバック機

構に関して、多くの研究がなされてきた 6,7)。一方、行動性体温調節反応では、

その神経メカニズムの基盤には環境温度に起因する快・不快情動があると考え

られるが、環境温度による快・不快情動生成の神経機構の詳細は明らかにされて

いない。 

 

 図 1：環境温度変化に伴う体温調節反応の概略図 

 ( Nakamura et al. 2010 一部改変) 
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これまで齧歯類を用いた先行研究から、周囲の環境温度、つまり気温の変化に

よって各脳領域において神経活動に変化がみられることが報告されている 8,9)。

また床面のプレート温度、すなわち、接触温度に対して嗜好性がみられることが

報告されており（図 2）、この行動を観察することにより、接触温度に対する温

度選択行動の研究が行われてきた 10-13)。しかし、普段我々が日常生活の中で感

じているような、気温に関連した温度選択行動のメカニズムはほとんど研究さ

れていない。 

 

そこで本研究では、気温が上昇した際の動物の行動変化を観察することによ

り、行動性体温調節反応のメカニズム解明を目指した。第１章では、暑熱環境へ

の曝露に伴う動物の温度選択行動の変化から行動性体温調節反応を評価する実

験系の構築を行った。第２章では、暑熱環境下で神経活動が上昇する脳領域の探

索を行った。またこの結果を踏まえ、暑熱環境下で神経活動が上昇していた内側

前頭前皮質（medial prefrontal cortex: mPFC）を、DREADD システム（Designer 

Receptors Exclusively Activated by Designer Drug；DREADD）を用いて人工

的に抑制し、温度選択行動への影響を検討した。第３章では、行動調節に重要な

役割を持つことが知られる中脳水道周囲灰白質（periaqueductal gray: PAG）に

着目し、PAG に投射する mPFC 神経細胞の温度選択行動中の活動をファイバー

フォトメトリー法によって in vivo で継時的に計測し検討を行った。 

 

 

  

 図 2：齧歯類における接触温

度嗜好性の検討 

( Deuis et al. 2017 一部

改変) 
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本 論 

 

第１章 温度選択行動を評価する実験系の構築 

1. 目的 

これまで、周囲の環境温度、すなわち気温の変化に伴う行動性体温調節反応を評

価する実験系は構築されていない。そこで、気温を上昇させた際の動物の床面温

度選択行動をもとに、行動性体温調節反応を評価するための試験方法の確立を

行った。気温が 28℃の室温環境、あるいは、40℃の暑熱環境に曝露した際の、

25℃および 35℃の床面上での滞在時間を計測することで温度選択行動を評価で

きると考え検討を行った。 

 

2. 方法 

1）実験動物 

実験には雄性 C57BL/6J マウス 8〜10 週齢、あるいは 13～17 週齢を使用した。

購入したマウスは１ケージあたり 3～5 匹で飼育した。飼育条件は室温 22±1℃、

12 時間毎の明暗サイクル（明期：7:00～19:00，暗期：19:00～7:00）とし、水お

よび固形飼料を自由に摂取させた。試験当日は、行動試験室において順化のため、

行動試験開始時刻より 1 時間以上前に個飼いにした。動物実験はすべて「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」に準拠し、動物実験委員会の承認を受けて実

施した。 

 

2）温度選択行動試験 

気温を一定に保つことができる恒温槽（LTE-1000, 東京理化機械株式会社, 東

京）内に、隣接する２つの床面の温度を個別に設定することができる Cold / Hot

プレート（AHP-1200DCP, Thermoelectric Cooling America Corporation, Chicago, IL, 

USA）を設置し、この上にアクリル製の囲い（355mm×340mm×325mm）を設置

した。気温は室温環境を 28±1℃、暑熱環境を 40±1℃に設定し、庫内の気温のモ

ニタリングは 4CH データロガ温度計（TM-947SDJ, 株式会社佐藤商事, 川崎）を

用いた。試験は 30 分間行い、動物を 1 匹ずつ囲いの中に入れ、自由に探索させ

た。そして、Cold プレートおよび Hot プレートに滞在した時間を継時的に記録



４ 

 

した。行動の録画・解析には Anymaze（Stoelting Co., IL, USA）を用いた。 

 

3）深部体温測定 

 動物の体温変化をモニタリングする目的で、nano tag（15×14.2×7.1mm, 2.5 g, キ

ッセイコムテック株式会社, 長野）を用いた。体温は 30～45℃の間で計測を行う

ように設定した。動物に 40mg/mL に調整した抱水クロラール（和光純薬工業株

式会社,大阪）を 1mg/kg の用量で腹腔内に投与し、70%エタノール（エコノール

H, 今津薬品工業株式会社, 東京）および滅菌水で 2%に希釈したポピドンヨード

液（ポビドンヨード消毒用液 10%｢NP｣, ニプロ株式会社, 大阪）で消毒した

nanotag１個を腹腔内に埋め込んだのち、開腹部は縫合糸（黒軟質絹製縫合糸 No.5, 

株式会社夏目製作所, 東京）で縫合処置を行った。埋め込み手術から 3 日以上の

回復期間を設けたのち行動試験を行った。 

 

4）統計処理 

 試験は同個体において室温環境と暑熱環境の計２回行い、それぞれの気温条

件における各プレートへの滞在時間割合（％）を算出した。3-1 及び 3-2 の結果

は、Two-tailed paired t test を用いて比較した。3-3 の結果は Tow-way repeated 

measures ANOVA を行ったのち、Sidak’s multiple comparisons post-hoc test を用い

て比較した。すべてのデータは平均値±標準誤差（mean ± SEM）として表した。

統計ソフトは GraphPad Prism6（GraphPad Software）を使用し、危険率 5％未満

（p< 0.05）を統計学的に有意とした。 
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3. 結果 

3－1   

いくつかのプレート温度の組み合わせを検討した結果、Cold プレートを 25℃、

Hot プレートを 35℃とした際に気温の上昇に伴う温度選択行動に変化がみられ

た（図 3）。すなわち、この 2 つのプレート温度の組み合わせを用いた場合、室

温環境では Hot プレートにより長く滞在し、暑熱環境では Cold プレートにより

長く滞在した（図 4）。各個体における Cold プレート滞在時間から Hot プレート

滞在時間を減じた差を「Cold プレート嗜好性（秒）」としてスコア化した（図 5）。

各個体のスコアの推移はそれぞれ実線で示した。この Cold プレート嗜好性を比

較したところ、室温環境と暑熱環境との間に有意な差が見られ、室温環境よりも

暑熱環境において Cold プレート嗜好性は上昇していることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3:室温環境および暑熱環境下における温度選択行動試験の模式図 
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図 4: 室温環境および暑熱環境における温度選択行動の変化 

（上段）各プレートへの滞在時間割合（％）。各個体の滞在時間割合

（％）を黒色実線で示した。( *P< 0.05, **P< 0.01)（下段）プレート上   

での滞在時間を示すヒートマップの代表例。  

図 5: 室温環境と暑熱環境における Cold プレート嗜好性の比較  

( **P < 0.01) 
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3－2   

今後、DREADD を用いた化学遺伝学的手法により温度選択行動に関わる神経

回路を解析する際には、ウイルスベクターの脳内投与による DREADD 関連遺

伝子の発現に 4~6 週間を要する。そこでより高週齢のマウスを用いた場合にお

いても、同様の温度選択行動を示すか否かを検討するため、3-1 で用いたマウ

ス（8～10 週齢）よりも高週齢のマウス（13～17 週齢）を用いて検討を行っ

た。各個体のスコアの推移はそれぞれ実線で示した。高週齢マウスにおいて

も、室温環境よりも暑熱環境において Cold プレート嗜好性は有意に上昇して

いた（図 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6: 高週齢マウスにおける室温環境及び暑熱環境下での Cold プレート 

嗜好性の比較   

( ***P < 0.005) 
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3－3   

3-1 で観察された温度選択行動が、実際にマウスの体温調節に寄与しているか

否かを調べるために、暑熱環境において温度選択行動中のマウスの体温を測定

した。試験前後 10 分間と、試験中の体温の推移を示した（図 7）。実線で示して

いるのが体温の推移であり、棒グラフで示しているのは 2 分毎の各プレートへ

の滞在時間割合（％）である。30 分間の暑熱環境曝露期間において、初めは Hot

プレートにより長く滞在しているが、徐々に Cold プレートにより長く滞在する

という傾向がみられた。体温については、暑熱環境曝露開始とともに体温は急激

に上昇しているが、Cold プレートへの滞在時間が長くなるにつれて体温は徐々

に低下していく傾向がみられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7: 暑熱環境下における温度選択行動中の体温推移 
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同じ個体を用いて暑熱環境においてプレートの温度を両方とも 35℃に設定し

た場合の体温変化についても検討した（図 8）。一方のプレートを 25℃、もう一

方のプレートを 35℃に設定した場合（緑線）と比較して、両方のプレートを 35℃

に設定した場合（赤線）では、暑熱環境曝露開始とともに上昇した体温は低下せ

ず、体温は有意に高くなっていることがわかった。 

 

 

 

  

図 8: 暑熱環境における温度選択行動中の体温推移 

網掛け部分は暑熱環境に曝露した期間を示す。 

( ***P< 0.005, ****P< 0.001) 
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4. 考察 

本研究では、室温環境に比較し暑熱環境では 2 種類の温度の床面のうち、よ

り低温の 25℃のプレート（Cold プレート）でのマウスの滞在時間が増えること

が明らかとなった。そこで、Cold プレート滞在時間から Hot プレート滞在時間

を減じた差を「Cold プレート嗜好性（秒）」としてスコア化したところ、室温環

境と暑熱環境の間でスコアに有意な差がみられることが分かった。次に、暑熱環

境における温度選択行動中の動物の体温を計測したところ、暑熱環境曝露開始

と同時に体温は上昇し、Cold プレート滞在時間が増加するにつれて体温が徐々

に下降する傾向がみられた。さらに、両方のプレートを 35℃（Hot プレート）に

設定した場合、暑熱環境曝露開始とともに上昇した体温は低下せず、体温はより

高くなる傾向が見られた。以上の結果より、動物が Cold プレート上に滞在する

ことで体温調節をしている可能性が示され、本実験系を用いることにより暑熱

環境に対する行動性体温調節反応を検討できるものと考えられる。先行研究で

は、床面の温度、すなわち、接触温度に対する嗜好性から行動性体温調節反応の

メカニズムを解析することが試みられてきた 10-13)。しかし、接触温度に対する温

度選択行動を解析するだけでは、我々が普段感じているような「暑さ」、「寒さ」

に対する反応、すなわち、気温に対する行動性体温調節反応を評価するには不十

分であると考えられる。本研究で構築された実験系は、気温に対する行動性体温

調節反応を解析できる点で意義があるものと考えられる。 
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第２章 温度選択行動における mPFC 神経活動の関与 

1. 目的 

第１章では、気温の上昇に伴う温度選択行動が、体温調節に関与している可能

性が示された。そこで、第２章では暑熱環境に曝露した動物の脳内諸部位におけ

る神経活動を調べることで、温度選択行動に関わる脳領域を検討した。神経活動

の指標として、c-Fos タンパク質の発現を検討した。c-Fos はシナプス活動や活動

電位に伴うカルシウムイオン流入などによって発現が誘導されることから、

個々の神経細胞における c-Fos の発現が活性化のマーカーとして使用可能であ

ると考えられ、多くの神経科学研究で用いられている。本章では、室温環境およ

び暑熱環境に曝露した際の動物脳における c-Fos タンパク質発現を検討した。 

c-Fos タンパク質発現の検討結果から、暑熱環境下で mPFC における神経活動

が亢進している可能性が示されたことから、mPFC 内神経細胞活動の抑制が温度

選択行動に与える影響を検討した。神経活動を人工的に抑制するために、

DREADD システムを用いた。DREADD システムとは、デザイナー薬剤により特

異的に活性化されるデザイナー受容体を用いたシステムである。DREADD は、

内在性のリガンドには応答せず、デザイナー薬剤にのみ特異的に応答する。Gi 共

役型である変異型ムスカリン受容体 hM4Di を発現した神経細胞では、デザイナ

ー薬剤である Clozapine N-oxide（CNO）によって神経活動が抑制される（図 9）。

DREADD により神経活動を抑制した際に、温度選択行動にどのような変化が生

じるのかを検討した。 

 

図 9: DREADD システム（hM4Di）による神経活動抑制 
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2. 方法 

1）実験動物 

c-Fos 発現の検討には雄性 Sprague-Dawley 系ラット（7～8 週齢）を使用した。

購入したラットは個飼いで飼育した。DREADD 実験には雄性 C57BL/6J マウス

（手術時：7〜9 週齢、行動試験時：13～17 週齢）を使用した。購入したマウス

は１ケージあたり 3～5 匹で飼育した。飼育条件は室温 22±1℃、12 時間毎の明

暗サイクル（明期：7:00～19:00，暗期：19:00～7:00）とし、水及び固形飼料を自

由に摂取させた。実験はすべて動物実験委員会の承認を受けて「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」に準拠して実施した。 

 

2）室温・暑熱環境曝露による c-Fos 発現の検討 

恒温槽（KCL-2000, EYELA）に動物をケージに入れた状態で設置し、室温環境

（気温 28℃, 湿度 50％）あるいは暑熱環境（気温 38℃，湿度 50％）に 150 分間

曝露した。各環境への曝露は、摂食・飲水が自由に行える状況下で行った。 

 

3）脳切片作成 

各環境への曝露終了後に、ペントバルビタール深麻酔下で、0.9％塩化ナトリ

ウム/0.01M リン酸緩衝液（PBS）で経心灌流し、続いて、4％パラホルムアルデ

ヒド（PFA）/0.1M リン酸緩衝液（PB）で経心灌流固定を行った。その後、脳を

取り出し、4%PFA/0.1M PB 溶液中で一晩静置することで後固定を行い、15%ス

クロース/0.1MPB、30％スクロース/0.1M PB によるクライオプロテクションを行

い、脳を凍結した。クライオスタット（CM3050s, Leica Microsystems, Wetzlar,  

Germany）を用いて脳冠状切片（40μm 厚）を作製し、蛍光免疫組織染色に用い

た。 

 

4）蛍光免疫組織染色 

c-Fos タンパク質の蛍光免疫染色を行った。切片を 0.1％Triton X-100（ナカラ

イテスク, 京都）/0.01M PBS（PBS-T）で洗浄後、2％ブロックエース（雪印メグ

ミルク株式会社, 東京）/0.1%PBS-T により 1 時間のブロッキングを行った。そ

の後、一次抗体（ヤギ抗 c-Fos 抗体, sc-52-G, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, TX, 
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USA）中 4℃で一晩振とうした。続いて 0.1％PBS-T により洗浄し、二次抗体溶

液（Alexa Fluor-568 標識ロバ抗ヤギ抗体, A11057, 1:1000, Invitrogen, MA, USA）

中室温で 2 時間振とうした。0.1％ PBS-T、0.01M PBS により洗浄を行った後に、

切片をスライドガラスに張り付け、Vectashield Hard Set mounting medium（Vector 

Laboratories, CA, USA）により封入した。切片の蛍光観察には fluorescence 

microscope BZ-X700（株式会社キーエンス, 大阪）を用い、対物レンズは CFI Plan 

Apo λ 40×（株式会社ニコン, 東京）を使用した。解析にあたり、200μm 間隔

の切片において、各脳領域に 0.25 mm× 0.25 mm の格子を設定し、格子内の c-Fos

陽性細胞数を計測し密度を算出した。 

 

5）ウイルス・試薬 

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用い、AAV8-hsyn-hm4D(Gi)-mCherry

（Addgene, MA, USA; titer ≥ 3×1012 vg/mL）を mPFC に局所注入することで、デ

ザイナー受容体である hM4Di を mPFC の神経細胞に発現させた。このウイルス

は、ヒトシナプシンプロモーターが組み込まれているため、感染することで神経

細胞特異的に hM4Di を発現させることができる。デザイナー薬剤である CNO

（Enzo Life Sciences, Inc., NY, USA）は、DMSO（ジメチルスルホキシド, 和光純

薬工業株式会社, 大阪）で溶解したのち saline で希釈し、1mg/kg の用量で腹腔内

に投与した。 

 

6）DREADD 実験 

 

 

 イソフルラン吸入麻酔下、マウスを脳定位固定装置に固定して頭蓋表面を露

出させ、インジェクションカニューレ挿入のため電動ドリルで頭蓋に穴をあけ

図 10: DREADD 実験タイムコース 
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た。一方にポリエチレンチューブがつながったインジェクションカニューレに

滅菌水を充填し、さらに、先端部に規定用量の AAV ベクターを充填して脳定位

固定装置のマイクロマニュピュレーターに固定した。インジェクションポンプ

に 5μL ハミルトンシリンジを装着し、インジェクションカニューレとつながっ

たポリエチレンチューブにつないだ。mPFC の三カ所（bregma より AP: 0, ML: 

±1.02, DV: 1.8， AP: 1, ML: ±1.02, DV: 2.0,  AP: 2, ML: ±1.02, DV: 2.0）にイ

ンジェクションカニューレを刺入した。各座標において、AAV 溶液を流速

0.2μL/min で片側あたり 0.5μL ずつ両側に注入し、溶液逆流防止のため、注入後

さらに 10 分以上経過したのちにインジェクションカニューレを抜き取った。ウ

イルスの脳内局所注入を行ってから 6 週間以上群飼いで飼育したのち、行動試

験開始 3 日前から順化を行った。1 日目、2 日目はマウスの保定のみを、3 日目

は保定および模擬注射（注射針を刺すのみ）を行った。その後、暑熱環境および

室温環境で各２回温度選択行動試験を行った（図 10）。次の行動試験までは３日

以上空けた。CNO および saline は試験開始 30 分前に腹腔内に投与した。行動試

験の前後には直腸温度計測器（BAT-12 Microprobe Thermometer, Physitemp 

Instruments, LLC, NJ, USA）を用いて直腸温の測定を行った。また、一部のマウ

スは nano tag を埋め込んで試験を行った。nano tag の埋め込みは順化開始より 4

日以上前に行った（方法は第１章, 2. 方法 3）を参照）。一部のマウスは、恒温

器内で暑熱環境に曝露された記憶を消去するため、暑熱環境における２回の試

験ののちに、室温環境においてプレート温度をどちらも 30℃に設定した条件で

60 分間放置した。 

 

7）温度選択行動試験 

 第１章 2. 方法 2）に準じた。 

 

8）統計処理 

 DREADD 実験は同個体において室温環境と暑熱環境で各２回ずつ計４回行い、

それぞれの条件における各プレートへの滞在時間割合（％）を算出し、Two-tailed 

paired t test を用いて比較した。すべてのデータは平均値±標準誤差（mean ± SEM）

として表した。危険率 5％未満（p< 0.05）を統計学的に有意とした。 
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3．結果 

3－1 

c-Fos の発現は、側坐核、分界条床核、視索前野、扁桃体中心核など多くの脳

領域で観察された（データ未掲載）。本研究では、mPFC 内（bregma より AP : 2.28 

～ -1.56 mm）の c-Fos タンパク質発現に着目した（図 11）。mPFC 内の c-Fos タ

ンパク質発現は､室温環境に曝露した際よりも暑熱環境に曝露した際に､より多

くなる傾向がみられた（図 12 A, B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11: mPFC 内の c-Fos 発現細胞計測部位を赤枠で示す。 

   （左）AP: 2.28 ,（右）AP: -1.56 mm 
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A 

 

 

B  

 

図 12： 室温環境および暑熱環境における c-Fos タンパク質発現 

  A：各気温環境における c-Fos タンパク質発現の代表写真 

  B：c-Fos 陽性細胞密度（cell/mm2） 
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3－2 

室温環境および暑熱環境において動物に saline を投与した場合と CNO を投与

した場合の、温度選択行動試験におけるColdプレート嗜好性を比較した（図 13）。

線で示しているのが各個体の Cold プレート嗜好性の推移である。Saline 投与を

行った際には、室温環境よりも暑熱環境において Cold プレート嗜好性が有意に

上昇していた。一方で、CNO 投与を行った際には嗜好性が逆転する個体も見ら

れ、ばらつきが大きくなり、室温環境と暑熱環境の間での Cold プレート嗜好性

に有意な差はなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13: mPFC 神経活動抑制が温度選択行動に与える影響 

   （*P<0.05） 



１８ 

 

4. 考察 

mPFC は行動調節に重要な役割をもつ脳領域として、ヒトや齧歯類において多

くの報告がされている。これまでに、mPFC が報酬やリスクの大きさの判断に関

わる意思決定に重要な役割をもつこと 14,15)、また、痛みにより惹起される場所嫌

悪性に関与していることなどが報告されている 16)。本研究結果において、室温

環境に曝露した群では mPFC 内における c-Fos タンパク質発現はほとんど見ら

れなかった。一方で、暑熱環境に曝露した群では mPFC 内における c-Fos タンパ

ク質発現は多くみられた。これは、以前の研究報告と一致する結果である 6)。こ

れまでの mPFC に関する報告から、暑熱環境曝露により増加した c-Fos タンパク

質発現は暑熱環境による不快情動の惹起、あるいは、不快情動を回避するための

行動選択に関連している可能性が推測された。 

 DREADD 実験において、saline を投与した動物において見られた暑熱環境で

の Cold プレート嗜好性上昇が、CNO 投与を行った動物においてはばらつきが大

きくなり、室温環境と暑熱環境の間で Cold プレート嗜好性に有意な差がみられ

なくなったことから、mPFC 内における神経活動の抑制により温度選択行動が障

害された可能性が考えられる。先行研究において、接触温度に対する温度嗜好性

に関与する脳領域として、視索前野、視床下部室傍核、視床下部背内側核、腕傍

核などがこれまでに報告されてきた 11-13)。しかし、これらの脳領域は情動に関す

る機能だけではなく、体温調節中枢としての役割や 17,18)、皮膚からの温度感覚の

情報処理に関する役割も大きいことが知られている 19)。これまでに、mPFC に着

目して接触温度に対する温度嗜好性への役割を検討した研究はない。一方で、上

述のように、mPFC は痛みの情動的側面に関与することが報告されていることか

ら 16)、mPFC 内神経活動抑制による温度選択行動の障害は、暑熱環境によって惹

起される不快情動が抑制されることによる可能性が考えられる。しかしながら、

mPFC が不快情動を回避するための行動選択に関連している可能性など、他の可

能性も残されており、温度選択行動における mPFC の役割を明らかにするため

にはさらなる検討が必要である。 

 

 

 

 



１９ 

 

第３章 温度選択行動中の mPFC 神経活動のリアルタイム計測 

1. 目的 

第２章では、mPFC 神経が暑熱環境下において活動上昇することを明らかにし、

さらに、mPFC における神経活動を人工的に抑制することで、温度選択行動が障

害される可能性を示した。そこで第３章では、mPFC 神経細胞の温度選択行動中

の活動変化について検討した。本研究では、PAG に投射する mPFC 神経に着目

した。PAG は行動調節に重要な役割をもつ脳領域として知られている 20)。当研

究室では、これまでに mPFC から PAG への投射神経を人工的に活性化すること

により、探索行動（新しい環境におかれた動物が、その環境を探索する行動）が

増加することを明らかにしている。また、PAG は熱や痛みなどの嫌悪刺激に対

して活性化することがこれまでに報告されている 21,22)。第２章では c-Fos の発現

を指標として神経細胞の活性化を評価したが、より高い時間分解能で、かつ、経

路特異的な神経活動を観察するためにファイバーフォトメトリー法を用いた。

ファイバーフォトメトリー法では、脳内に埋め込んだ光ファイバーを介して脳

局所で励起光を照射し、同じ光ファイバーを介して蛍光計測を行うことで、自由

行動下の動物脳内における蛍光計測が可能となる（図 14）。カルシウム感受性蛍

光プローブであるGCaMP6を、ウイルスベクターを用いてPAGに投射するmPFC

神経に特異的に発現させ、温度選択行動中の神経活動を経時的に計測した。 

 

図 14: ファイバーフォトメトリー法による温度選択行動中の神経活動計測 

mPFC－PAG 経路選択的に GCaMP6 を発現させ、光ファイバーを介

して励起光（470nm）を照射し、神経活動を反映した蛍光強度変化を 

sCMOS カメラで記録した。400nm の励起光による蛍光を神経活動に

依存しない対照として用いた。 
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2. 方法 

1）実験動物 

実験には雄性 C57BL/6J マウス（ウイルス注入時：11 週齢、ファイバー埋め込

み時：16 週齢、行動試験時：19 週齢）を使用した。購入したマウスは 1 ケージ

あたり 3～5 匹で飼育した。飼育条件は室温 22±1℃、12 時間毎の明暗サイクル

（明期：7:00～19:00，暗期：19:00～7:00）とし、水および固形飼料を自由に摂取

させた。試験当日は、順化のため、行動試験開始時刻より 1 時間以上前に行動試

験室において個飼いにした。実験はすべて動物実験委員会の承認を受けて「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」に準拠して実施した。 

 

2）ウイルス・試薬 

本研究では、AAV ベクターを用い、AAVdj-EF1α-DIO–GCaMP6m（UNC vector 

core, NC, USA; titer ≥ 1.5×1013 vg/mL）を mPFC に、AAV2-retro-syn-EBFP-Cre

（Addgene, MA, USA;  titer ≥ 6×1012 vg/mL）を PAG に局所注入することで、

Cre/loxP システムにより mPFC-PAG 経路特異的に GCaMP6m を発現させた。

AAV2-retro-syn-EBFP-Cre を PAG に注入することで、PAG に投射する神経細胞の

細胞体に逆行性に Cre タンパク質を発現させることができる。mPFC に注入され

た AAVdj-EF1α-DIO–GCaMP6m には、逆方向の GCaMP6m 遺伝子配列が loxP 配

列に挟まれた状態で組み込まれており、Cre 存在下で GCaMP6m 遺伝子配列が順

方向に組み換わる。これにより、mPFC－PAG 経路特異的に GCaMP6 を発現さ

せることが可能となる（図 15）。GCaMP は、改良型 GFP に Ca2+結合タンパクで

あるカルモジュリン（CaM）と M13 ペプチドがつながった構造をしている。神

経活動上昇により細胞内 Ca2+濃度が上昇すると、CaM に Ca2+が結合し Ca2+/CaM

複合体が M13 と相互作用することで GCaMP6 に立体的な構造変化が起きる。そ

の結果、GCaMP6 が活性状態となり蛍光タンパクとして機能する。この際の励起

光の照射によって生じる蛍光強度を検出することで神経活動の可視化が可能に

なる（図 16）。 
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3）ファイバーフォトメトリー 

イソフルラン吸入麻酔下、マウスを脳定位固定装置に固定して頭蓋表面を露

出させ、インジェクションカニューレ挿入のため電動ドリルで頭蓋に穴をあけ

た。一方にポリエチレンチューブがつながったインジェクションカニューレに

滅菌水を充填し、さらに、先端部に規定用量の AAV ベクターを充填して脳定位

固定装置のマイクロマニュピュレーターに固定した。インジェクションポンプ

に 5μL ハミルトンシリンジを装着し、インジェクションカニューレとつながっ

たポリエチレンチューブにつないだ。mPFC の 2 カ所（bregma より AP: 1.0, ML: 

±0.97, DV: 1.58;  AP: 2.2, ML: ±1.07, DV: 1.78）と、PAG（bregma より AP : -4.16 

ML : ±1.0 DV : 2.66）にインジェクションカニューレを刺入した。mPFC への刺

図 16: GCaMP6 を用いた Ca2+濃度計測 

 

図 15: mPFC－PAG 経路特異的な GCaMP6 の発現 
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入は 20 度、PAG への刺入は 10 度の傾きをつけて行った。各座標において、AAV 

溶液を流速 0.2μL/min で片側あたり 0.5μL ずつ両側に注入し、溶液逆流防止のた

め、注入後さらに 10 分以上経過したのちにインジェクションカニューレを抜き

取った。ファイバーフォトメトリー用のメタルフェルルファイバー（内径：400um, 

外径：425um, NA：0.50, FP400URT, Thorlabs, Inc., NJ, USA）をウイルス注入オペ

と同日に mPFC（AP: 1.0, ML: ±0.97, DV: 1.28; AP: 2.2, ML: ±1.07, DV: 1.48）に埋

め込んだ。黒色セメントでメタルフェルルを固定し、セメントが完全に固化した

のち手術を終了した。 

 AAV ベクター投与から 8 週間以上待機したのち、室温環境あるいは暑熱環境

において 20 分間、蛍光強度の測定を行った。20 分間の蛍光強度データから Z ス

コアを算出した。Z スコアは以下の式により算出した。X は各時点の蛍光強度、

αおよびβは 20 分間の蛍光強度の平均値とその標準偏差。 

 

 

 

試験は計 4 回行い、Day1 および Day2 を室温環境、Day3 および Day4 を暑熱

環境で行った。Day2 および Day4 では Cold（25℃）および Hot（35℃）プレート

の選択行動中の神経活動を計測した。Day1 および Day3 では両プレートの温度

を中間温度である 30℃に設定し、温度差がない 2 つのプレート上の行動中の神

経活動の計測をコントロール実験として行った（図 17）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 17: ファイバーフォトメトリーによる神経活動計測実験のプロトコール 

Z score =（x－α）/β 
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4）温度選択行動試験 

気温を一定に保つことが出来る恒温槽内に、2 つの床面の温度を個別に設定す

ることができる Cold（25℃）/ Hot（35℃）プレートを設置し、この上にアクリ

ル製の囲いを設置した。気温は室温環境を 28±1℃、暑熱環境を 40±1℃に設定し、

庫内の気温は温度センサーを用いてモニタリングを行った。試験は 20 分間行い、

動物を 1 匹ずつ囲いの中に入れ、自由に探索させた。動物の行動を録画し、

EthoVision XT 14（Noldus Information Technology, Wageningen, NL）を用いて行動

解析を行った。 

 

5）統計処理 

 同個体において、2 種類の環境温度設定および 2 通りのプレート温度設定の計

4 つの条件下において計測した蛍光強度の時間経過データを用い、各環境温度条

件下における各プレート滞在時の平均蛍光強度を比較した。また、プレート間を

移動した際の蛍光強度変化について解析を行った。プレートを移動した時点を

基準点（0 秒）とし、同じプレートに 5 秒以上滞在している（前回のプレート間

移動から 5 秒以上経過している）場合のみを抽出した。移動前後 20 秒間（±20

秒）の活動について、ヒートマップおよび平均トレースを作成するとともに、プ

レート間移動の前後５秒における蛍光強度—時間曲線の曲線下面積（Area Under 

the Curve；AUC）、プレート間移動の前後 5 秒における蛍光強度の Peak 値を求

め、統計解析に用いた。統計解析は、Two-way repeated measures ANOVA を行っ

たのち、Tukey-Kramer post-hoc test を用いて比較した。すべてのデータは平均値

±標準誤差（mean ± SEM）として表した。統計ソフトは GraphPad Prism6（GraphPad 

Software）を使用し、危険率 5％未満（p< 0.05）を統計学的に有意とした。 
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3. 結果 

各環境温度において Cold プレートと Hot プレート間の温度選択行動を行って

いる際の、各プレート滞在時の平均蛍光強度を比較した。線で示しているのが各

個体の平均蛍光強度の推移である。暑熱環境下では、Hot プレート滞在時に Cold

プレート滞在時よりも有意に神経活動が上昇していた。一方、室温環境下におい

ては Hot プレート滞在時と Cold プレート滞在時の間で平均蛍光強度に有意な差

は見られなかった（図 18）。 

 

 

 

次に、プレート間を移動した際の蛍光強度変化について解析を行った。プレ

ートを移動した瞬間を基準点（0 秒）とし、前後 20 秒間の蛍光強度変化を算出

した（図 19 から図 21）。 

室温環境におけるプレート間移動時の蛍光強度変化を図 19 に示す。2 つのプ

レートを同じ温度に設定した場合に比較して、Hot プレートと Cold プレートの

2 つの温度設定にした場合では、プレート間移動の際に神経活動が上昇する傾

向がみられた。そこで、プレート間移動の前後 5 秒における蛍光強度—時間曲

線の AUC と蛍光強度の Peak 値を比較したところ、AUC と Peak 値のいずれの

場合においても、同温度のプレート間を移動した場合に比較し、Hot プレート

図 18: 温度選択行動試験中における各プレート滞在中の平均蛍光強度 

       （*P<0.05） 
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から Cold プレートに移動した場合で有意な神経活動の上昇が見られた（図

20）。 

 

 

  

 

 

 

 

 

図 19: 室温環境におけるプレート間移動時の蛍光強度変化 

左から、Same（同じ温度の）プレート間の移動、Hot プレートから Cold

プレートへの移動、Cold プレートから Hot プレートへの移動。 

（上段）蛍光強度変化のヒートマップの代表例。（下段）蛍光強度変

化の平均波形（赤色）と個体ごとの波形（灰色）。 
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次に、暑熱環境下における結果を示す（図 21）。先ほどと同様、上段はプレー

ト間移動の際の蛍光強度変化をヒートマップで示した代表例である。下段にお

いて、灰色で示しているのが各個体の蛍光強度の平均値、赤色で示しているのが

灰色で示した各個体の平均値を平均したものである。いずれの条件においても

プレート間移動の際に神経活動が上昇する傾向が見られた。そこで、温度選択行

動の前後 5 秒における蛍光強度—時間曲線の AUC と蛍光強度の Peak 値を比較

したところ、Sameプレート間の移動、HotプレートからColdプレートへの移動、

Cold プレートから Hot プレートへの移動の 3 つの間には有意な差は認められな

かった（図 22）。 

 

 

 

  

図 20: 室温環境におけるプレート間移動前後 5 秒の AUC および Peak 値 

（左）プレート間移動前後 5 秒の AUC、（右）プレート間移動前後 5

秒における Peak 値。各グラフにおいて、左から、Same プレート間

の移動、Hot プレートから Cold プレートへの移動、Cold プレートか

ら Hot プレートへの移動。（*P<0.05） 
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図 21: 暑熱環境におけるプレート間移動時の蛍光強度変化 

左から、Same（同じ温度の）プレート間の移動、Hot プレートから

Cold プレートへの移動、Cold プレートから Hot プレートへの移動。 

（上段）蛍光強度変化のヒートマップの代表例。（下段）蛍光強度変

化の平均波形（赤色）と個体ごとの波形（灰色）。 

図 22: 暑熱環境におけるプレート間移動前後 5 秒の AUC および Peak 値 

（左）プレート間移動前後 5 秒の AUC、（右）プレート間移動前後 5

秒における Peak 値。各グラフにおいて、左から、Same プレート間

の移動、Hot プレートから Cold プレートへの移動、Cold プレートか

ら Hot プレートへの移動。 
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4. 考察 

本章では、mPFC－PAG 経路に着目し、ファイバーフォトメトリー法を用いて

温度選択行動中の動物における mPFC 神経細胞の活動を in vivo で経時的に検討

した。Hot プレートおよび Cold プレート上に滞在している際の神経活動を比較

すると、室温環境においては両プレート間で有意な差はみられなかったが、暑熱

環境において、Cold プレート滞在時よりも Hot プレート滞在時に神経活動が有

意に上昇していた。暑熱環境においては Hot プレート上の方がより不快な環境

であると考えられることから、mPFC 神経細胞活動上昇は不快情動の惹起あるい

は亢進による可能性が考えられる。あるいは、当研究室のこれまでの研究から、

mPFC-PAG 経路の活性化により探索行動が増加することから、より良い温度環

境を得るための探索行動を亢進させるために mPFC 神経細胞活動が上昇してい

る可能性も考えられる。これらの可能性を検討するためにはさらなる実験が必

要である。 

プレート間を移動する際の神経活動について検討したところ、室温環境にお

いては、AUC および Peak 値のいずれの解析からも、同じ温度のプレート間を移

動した場合に比較し、Hot プレートから Cold プレートに移動した場合に神経活

動が有意に上昇したが、Cold プレートから Hot プレートに移動した場合にはそ

のような神経活動上昇は見られなかった。第１章の結果から、室温環境において

は Cold プレートよりも Hot プレートを好むと考えられ、本結果は、嗜好性が高

いプレートから嗜好性が低いプレートに移動する際に mPFC-PAG 経路がより活

性化することを示している。この結果の生理的意義について明らかにするため

にはさらなる検討が必要である。暑熱環境においては、同じ温度のプレート間を

移動した場合に比較し、Hot プレートから Cold プレートに移動した場合も、Cold

プレートから Hot プレートに移動した場合も神経活動変化は見られなかった。

暑熱環境では神経細胞活動のベースラインが高いため、プレート間移動時の神

経活動変化が検出されにくい可能性が考えられる。 
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総 括 

 

 第１章では、暑熱環境曝露に伴う動物の温度選択行動の変化から行動性体温

調節反応を評価する実験系の構築を行った。すなわち、気温が 28℃の室温環境

あるいは 40℃の暑熱環境において、25℃の床面（Cold プレート）および 35℃

の床面（Hot プレート）上での滞在時間を計測することで温度選択行動を評価

できると考え検討を行った。１）室温環境に比較し暑熱環境では、Cold プレー

トでの滞在時間が増えること、２）暑熱環境における温度選択行動中の動物の

体温を計測したところ、暑熱環境曝露開始と同時に体温は上昇し、その後、

Cold プレート滞在時間が増加するにつれて体温が徐々に下降すること、３）両

方のプレートを 35℃（Hot プレート）に設定した場合、暑熱環境曝露開始とと

もに上昇した体温は低下せず、体温はより高くなる傾向が見られることが明ら

かとなり、動物が Cold プレート上に滞在することで体温調節をしている可能

性が示され、本実験系を用いることにより暑熱環境に対する行動性体温調節反

応を検討できるものと考えられた。 

 

 第２章では、先ず、c-Fos タンパク質発現を指標として暑熱環境下で神経活

動が上昇する脳領域の探索を行った。その結果、暑熱環境下で mPFC において

神経活動が上昇していることを示唆する結果が得られた。そこで、DREADD シ

ステムを用いて mPFC における神経活動を人工的に抑制し、第１章で構築した

温度選択行動試験を行ったところ、対照群に比べて mPFC 神経活動を抑制した

群では、Cold プレート嗜好性のばらつきが大きくなり、室温環境下と暑熱環境

下における Cold プレート嗜好性の有意な差が見られなくなったことから、

mPFC 神経活動抑制によって温度選択行動が障害される可能性が考えられた。 

 

 第３章では、行動調節に重要な役割を持つことが知られる PAG に着目し、

PAG に投射する mPFC 神経細胞の温度選択行動中の活動をファイバーフォトメ

トリー法によって in vivo で継時的に計測した。その結果、PAG に投射する

mPFC 神経細胞は、暑熱環境において、Cold プレート滞在時に比較し Hot プレ

ート滞在時に活動が上昇することが明らかとなった。暑熱環境下においては
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Hot プレート上の方がより不快な環境であると考えられることから、mPFC 神

経細胞活動上昇は不快情動の惹起あるいは亢進による可能性が考えられた。あ

るいは、当研究室のこれまでの研究から、mPFC-PAG 経路の活性化により探索

行動が増加することから、より良い温度環境を得るための探索行動を亢進させ

るために mPFC 神経細胞活動が上昇している可能性も考えられた。また、室温

環境において Hot プレートから Cold プレートに移動した場合に神経活動が有

意に上昇していた。これは、嗜好性が高いプレートから嗜好性が低いプレート

に移動する際に mPFC-PAG 経路がより活性化することを示している。この結果

の生理的意義について明らかにするためにはさらなる検討が必要である。 

 

 以上、本研究では、気温に関連した温度選択行動の神経機構を解析するため

の実験系を新たに構築し、その実験系を用いて、mPFC 神経細胞が温度選択行

動に関与する可能性を示した。本研究により構築した実験系および本研究結果

は、生体の恒常性維持に重要である行動性体温調節の神経機構の解明に役立つ

ことが期待される。 
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