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研究成果の概要（和文）：

　本研究課題では、外部環境の変化の一つとして浸透圧変化に着目して、浸透圧変化が惹起す

るホルモン分泌とそれを感知するホルモンセンサーと浸透圧変化そのものを感知する浸透圧セ

ンサーとの機能連関の解明を目的とした。具体的には、中枢性浸透圧調節系における液性因子

の主役であるバゾプレッシン（AVP）系および飲水行動調節について検討した。その結果、（１）

脳スライス標本を用いて、ラットおよびマウス視索上核の AVP を産生する大細胞性神経分泌ニ

ューロンへの興奮性および抑制性シナプス入力への種々の生理活性物質の生理作用について明

らかにした。（２）ホールセルパッチクランプ法を用いて単離した AVP-eGFP ニューロンの電気

生理学的特性を明らかにした。また、生体リズムの中枢である視交叉上核 AVP-eGFP ニューロ

ンでの種々の遺伝子発現の日内変動と電気生理学的性質について明らかにした。（３）ラット

飲水行動を指標にアンジオテンシン II等の中枢性作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：
The purpose of the study was to examine the relationship between sensing the

hormones (hormone-sensor) secreted by changes of osmolality and sensing the
osmolality (osmo-sensor). In particular, we examined arginine vasopressin (AVP)
system and drinking behavior. We obtained significant results as follow. (1) In in
vitro brain slice preparation including the supraoptic nucleus (SON) that contain
AVP neurons whole-cell patch-clamp recordings revealed effects of physiologically
active substances on the excitatory and inhibitory synaptic currents in the SON. (2)
Whole-cell patch-clamp recordings from an isolated single AVP-eGFP neuron revealed
the electrophysiological properties. The diurnal changes of the expression of the
several genes and electrophysiological properties were determined in the AVP-eGFP
neurons in the suprachiasmatic nucleus that is known to be a circadian center. (3)
Central effects of angiotensin II etc on drinking behavior were examined in rats.
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１．研究開始当初の背景
　中枢性浸透圧調節系の主軸はバゾプレッ
シン分泌を介した液性調節および飲水行動
による能動的調節である。バゾプレッシン
を産生する神経分泌ニューロンの細胞体は
視床下部室傍核大細胞群領域および視索上
核に局在し、その軸索を下垂体後葉に投射
している。この軸索終末からの血中へのバ
ゾプレッシン分泌は、通常バゾプレッシン
産生ニューロンの神経活動の増減によって
調節されている。バゾプレッシン産生ニュ
ーロンの神経活動は、種々の神経性入力（興
奮性および抑制性シナプス入力）・液性入力
（アンジオテンシン II 等のホルモンや浸透
圧変化そのもの）によって調節されている。
本研究課題の開始当時、バゾプレッシン産
生ニューロンの浸透圧感受性には細胞容積
を感知する非選択的陽イオンチャネルが関
与していること、そのイオンチャネル候補
分子として TRPV1（のバリアント）が着目さ
れていたが、詳細は不明であった。また、
イオンチャネル、細胞から飲水行動レベル
に至るまでホルモンセンサーと浸透圧セン
サーの機能連関に関する研究報告はほとん
どなかった。
　当時、我々はバゾプレッシン産生ニュー
ロンに改変緑色蛍光タンパク（eGFP）を発
現するトランスジェニックラットの開発に
成功した。本トランスジェニックラットを
用いることにより、蛍光顕微鏡下で eGFP 蛍
光を指標に生細胞のままバゾプレッシン産
生ニューロンを容易に同定することが可能
となった。我々は長年にわたり視床下部下
垂体後葉系についての電気生理学的研究を
展開しており、本研究課題に着手する準備
が十分に整っていた。

２．研究の目的
　細胞は、外部環境の変化（細胞外情報）
に生体が適応・生存するためにその感知機
構（セルセンサー）を発達させてきた。本
研究課題では、外部環境の変化の一つとし
て浸透圧変化に着目し、浸透圧変化（物理
情報）が引き起こすホルモン分泌（化学物
質情報）を感知するホルモンセンサーと浸
透圧変化そのものを細胞が感知する浸透圧
センサーとの機能連関を in vitro および in
vivo の系を用いて解明することを目的とし
た。

３．研究の方法
対象としては、in vitro の系として（１）
ラットおよびマウス脳スライス標本もしく
は下垂体後葉標本、および（２）バゾプレ
ッシン-eGFP トランスジェニックラットの視
床下部からの急性単離ニューロン、in vivo

の系として（３）覚醒ラットでの飲水行動
を評価した。
（１）頸椎脱臼後、ラットおよびマウスの
脳もしくは下垂体を素早く取り出し、視索
上核を含む脳スライス標本もしくは下垂体
後葉標本を作成した。ホールセルパッチク
ランプ法を用いて、視索上核に局在するバ
ゾプレッシン産生ニューロンの興奮性およ
び抑制性シナプス入力の指標である興奮性
および抑制性後シナプス電流を記録した。
また、TRPV1 ノックアウトマウスおよび野生
型マウスでも同様の電流記録を行った。下
垂体後葉標本では、インキュベーション液
中のバゾプレッシンおよびオキシトシン濃
度を測定した。（２）バゾプレッシン-eGFP
トランスジェニックラットの視索上核から
大細胞性神経分泌ニューロンを酵素処理に
より急性単離した。蛍光顕微鏡下で eGFP 蛍
光を指標にバゾプレッシン産生ニューロン
を同定し、ホールセルパッチクランプ法を
用いてホールセル電流を記録した。細胞外
灌流液中に種々の生理活性物質を投与する
ことにより、バゾプレッシン-eGFP ニューロ
ンの電気生理学的特性を検討した。また、
生体リズムの中枢である視交叉上核に局在
するバゾプレッシン-eGFP ニューロンでの
種々の遺伝子発現の日内変動と電気生理学
的性質について検討した。（３）ラット飲水
行動を指標に、アンジオテンシン II、グレ
リン、リラキシン、TRPV4 アゴニストの中枢
性作用についてこれらの物質を脳室内に投
与することにより検討した。

４．研究成果
（１）視索上核を含むラット脳スライス標
本からホールセルパッチクランプ法を用い
てバゾプレッシン産生ニューロンから興奮
性および抑制性シナプス後電流を記録した。
興奮性シナプス後電流が高浸透圧、アンジ
オテンシン II、グレリン、TRPV1 および TRPA1
アゴニストによって増加反応を示すこと、
TRP チャネルアンタゴニストであるルテニウ
ムレッドによりこれらの反応がブロックさ
れることが明らかとなった。さらに、TRPV1
ノックアウトマウスでは、高浸透圧刺激、
アンジオテンシン II およびグレリンに対す
る興奮性シナプス後電流の反応性が野生型
と比較して有意に減弱していることを明ら
かにした。一方、抑制性シナプス後電流は、
高および低浸透圧刺激に影響されないが、
高浸透圧状態から低浸透圧状態に変化する
と増加反応が起こることを見出した。さら
に、この反応に BDNF を介した GABAA 受容体
のインターナリゼーションが関与している
可能性を見出した。下垂体後葉標本では、
新規ペプチドであるサリューシンβやガラ



ニン様ペプチド（GALP）がバ下垂体後葉に
直接作用してゾプレッシン分泌を引き起こ
すことを見出した。
（２）蛍光顕微鏡下で eGFP 蛍光を指標に、
急性単離したバゾプレッシン産生ニューロ
ンを同定し、ホールセルパッチクランプ法
を用いてホールセル電流を記録した。細胞
外灌流液中に種々の生理活性物質を投与す
ることにより、バゾプレッシン-eGFP ニュー
ロンの電気生理学的特性（GABA 応答、pH（特
に酸性を感知する ASICs 電流）、K 電流（BK
および SK）、ATP およびパネキシン-1 が機能
的に関与する電流）を明らかにした。特に、
酸性を感知するイオンチャネルである ASICs
によって惹起される内向き電流はアミロラ
イド感受性であること、生体内では乳酸に
よって活性化している可能性を見出した。
また、生体リズムの中枢である視交叉上核
に局在するバゾプレッシン-eGFP ニューロン
での種々の遺伝子発現（バゾプレッシン
hnRNA、eGFP mRNA、時計遺伝子等）の日内
変動と電気生理学的性質について明らかに
した。
（３）ラット飲水行動を指標にアンジオテ
ンシン II、グレリン、TRPV4 アゴニスト（4
αPDD）およびリラキシンの中枢性作用につ
いて明らかにした。グレリンおよび 4αPDD
の中枢投与は、脱水およびアンジオテンシ
ン II が惹起する飲水行動を有意に抑制する
ことを明らかにした。一方、ポリエチレン
グリコール末梢投与後の容量減少によって
惹起される飲水行動は、グレリンの前投与
により抑制されたが、4αPDD の前投与では
抑制されなかった。リラキシン-3 をラット
脳室内に投与すると浸透圧感受性部位であ
る脳室周囲器官等が活性化され、濃度依存
的に飲水行動を惹起することを明らかにし
た。
　さらに、in vivo の系としてバゾプレッシ
ン-eGFP トランスジェニックラットを用いて、
急性および慢性疼痛・炎症、種々のストレ
ス刺激についての視床下部 eGFP 遺伝子発現
の変化を検討した。その結果、疼痛や炎症
および種々のストレス刺激に対して視床下
部 eGFP 遺伝子発現および eGFP 蛍光が非常
に敏感に変化することが明らかとなった。
　以上のように、イオンチャネル、シナプ
ス入力についての単一細胞レベルから飲水
行動に至るまで、ホルモンセンサーおよび
浸透圧センサーの機能連関について多くの
知見を得た。従来考えられていたバゾプレ
ッシンや種々のホルモンの生理機能に加え
て、予想もしていなかった生理機能の発見
や TRP チャネルファミリーが浸透圧および
ホルモン感受性に関与していること等の生
理機能のモーダルシフトを明らかにするこ
とができた。
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