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研究成果の概要（和文）：体液量の調節は生命の維持に必須であり、体への流入水分量と体外への排出水分量
は、神経やホルモンの働きにより調節されている。本研究では、神経伝達物質の一つであるアセチルコリン
（ACh）が作用するM2ムスカリン受容体に着目し、同受容体が体液調節に重要な役割を果すホルモンであるバゾ
プレシン（AVP）の合成や分泌調節にどのような役割を果たしているか明らかにしようとした。その結果、M2ム
スカリン受容体の刺激は視床下部視索上核におけるAVPの合成および分泌を促進するように調節しており、同受
容体の新たな役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Regulation and maintenance of body fluid is crucial for the vital 
homeostasis, and the water influx to and outflow from body are exactly regulated by various 
neurotransmitters and hormones. In the present study, we have focused on M2 subtype of muscarinic 
receptors, of which the neurotransmitter acetylcholine acts on them, and aimed to elucidate if M2 
subtype regulates synthesis and secretion of arginine-vasopressin (AVP) in mice hypothalamus, which 
plays an important role in body fluid regulation. The results suggest that M2 subtype promotes AVP 
synthesis in the supraoptic nuclei and play an important role in the regulation and maintenance of 
body fluid.

研究分野：獣医薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AVPは体液量の恒常性を調節する主要なホルモンの一つであり、その分泌不全は尿崩症や夜間頻尿の原因となっ
ている。また、ホルモンとして腎臓に作用するだけでなく、分泌されたAVPが近くの神経細胞に作用して、神経
細胞の破壊を防ぐ働きをすることも明らかになっている。さらに、AVPは社会認知能力の獲得やストレスに対す
る反応性にも関与しており、うつ病などの精神疾患の発症に関わっていると考えられている。したがって、AVP
の分泌調節機構について検討した本研究成果は、上述した疾患における新たな治療薬の開発につながる基礎情報
を提供できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
生体では、体液量が減少したり、血漿浸透圧が上昇すると、抗利尿ホルモンとして知られるバ
ソプレシン（AVP）の合成および分泌が促進される。AVP は、視床下部の視索上核および室傍
核に存在する巨細胞性神経分泌細胞（MNCs）の細胞体で合成され、軸索輸送により下垂体後葉
の神経終末に到達した後、血中へと分泌される。分泌された AVPは、腎臓における集合管の V2
受容体に作用して水の再吸収を促すことで尿の濃縮を行い、体液量を保持する役割を果たして
いる。MNCsにおける浸透圧センサーを介した AVPの分泌調節については、これまでに詳細な
検討がなされている。しかし、神経伝達物質やホルモンによる AVPの分泌調節については、断
片的な報告に限られており、脳室内へ投与したムスカリン受容体作動薬が AVPの分泌を促進す
ることは報告されているものの、その作用を仲介する受容体サブタイプや詳細なメカニズムお
よび生理学的意義は不明であった。 
ムスカリン受容体は、コリン作動性神経の伝達物質であるアセチルコリン（ACh）の作用を仲
介する受容体であり、中枢および抹消を問わず様々な組織・器官に広く分布している。同受容体
にはM1～M5まで 5種類のサブタイプが存在しており、同一の組織・器官には複数のサブタイ
プが発現している。体液の自律性調節に重要な役割を果す視床下部には、M2サブタイプが比較
的多く発現していることが報告されている（Oki et al., Brain. Res., 2005）ものの、同サブタイ
プがどのような役割を果しているのかはこれまで明らかにされていない。 
我々はこれまで、ムスカリン受容体サブタイプの欠損マウスを用いて、消化管や膀胱における内
臓平滑筋の収縮発現に関わるM2とM3サブタイプの役割を追求してきた（Unno et al., Br. J. 
Pharmacol., 2006; Tanahashi et al., Neurogastroenterol. Motil., 2013）。その課程において、
M2 サブタイプの欠損マウス（M2-KO マウス）では、排尿量と飲水量が野生型と比較して有意
に増加していることを見出した。さらに、血中の AVP 濃度を測定したところ、M2-KO マウス
では有意に低下していることも明らかとなった。すなわち、これらの結果は、M2サブタイプが
AVPの合成・分泌を促進性に調節していることを示唆しており、同サブタイプが欠損すると AVP
分泌が低下して多飲・多尿となることを示している。このような背景から我々は、体液調節にお
ける同サブタイプの包括的な役割を解明するために本研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
体液量の調節は生命の維持に必須であり、流入水分量と排出水分量は、神経性・体液性因子の
調節により厳密に制御されている。我々は、体液調節に重要な役割を果す AVPの分泌調節に、
AChの作用を仲介するM2ムスカリン受容体サブタイプが関与することを初めて見出している。
本研究では、体液調節におけるM2ムスカリン受容体の新たな制御機構を解明する目的で、サブ
タイプ欠損マウスを用いて AVP分泌調節機構の詳細を明らかにするとともに、別の体液調節因
子であるアルドステロンの分泌調節、および体液の保持に直接影響を及ぼす腎機能の調節にム
スカリン受容体サブタイプがどのような役割を果すのか解明するため、以下の点について検討
した。 
（１）M2 サブタイプを介した AVP の促進性調節がどのようなメカニズムで発現するのか（同
物質の合成促進に基づくのか、放出促進に基づくのか）。 

（２）AVP の促進性調節をもたらすコリン作動性神経はどの様な神経回路を形成しているのか
（視索上核および室傍核に存在する MNCsに直接シナプス接続しているのか、他の神経を
介して間接的にMNCsを制御しているのか）。 
（３）アルドステロンの分泌調節にもM2サブタイプが関与しているのか。 
（４）腎機能の維持・調節にM2サブタイプが関与しているのか。 
（５）M2以外のサブタイプを介した体液の調節機構が存在するのかどうか。 
これらの点を明らかにするために、ムスカリン受容体サブタイプ欠損マウスを用い、AVP の合
成・分泌能、コリン作動性神経と MNCsとの間の神経回路網、アルドステロンの分泌能、腎機
能、排尿機能を検討し、野生型のものと比較・解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）AVP 含有神経細胞の数的および質的変化：M2-KO マウスで見られた血漿中 AVP 濃度の減少
が、MNCs における AVP 合成の減少に基づくのか、MNCs からの AVP 放出の減少に基づくのかを明
らかにするため、M2-KO マウスの脳切片において抗 AVP 抗体を用いた免疫染色を行い、視索上核
および室傍核における陽性細胞の形態を観察するとともに、陽性細胞数を計測し、野生型と比較
した。さらに ELISA 法により両者の脳標本中の AVP 含有量も比較した。 
 
（２）腎機能および排尿機能の評価：M2-KO マウスにおける排尿量、排尿回数および飲水量を測
定し野生型の場合と比較した。排尿量および排尿回数は、代謝ケージにマウスを移し、18 時間
の排尿量および排尿回数について電子天秤を用いた連続測定により求めた。また、M2-KO マウス



の腎臓におけるV2受容体の発現量をELISA法により測定し、同受容体の反応性を確認するため、
AVP の類似体であるデスモプレシンの投与試験による排尿機能の変化を評価した。さらに、腎機
能マーカーである BUN、クレアチニン値を測定した。排尿機能を評価するため、膀胱平滑筋のコ
リン作動性収縮反応性を評価した。 
 
（３）AVP およびアルドステロンの血中濃度の測定：体液を保持するホルモンとして AVP および
副腎皮質から分泌されるアルドステロンが知られており、これらの分泌調節に M2 サブタイプが
関与しているか明らかにするため、M2-KO マウスにおける血漿 AVP およびアルドステロン濃度を
測定し、野生型と比較した。AVP およびアルドステロン濃度の測定にはラジオイムノアッセイ法
を用いた。 
 
（４）c-Fos の免疫組織化学：AVP の分泌が促進する情報伝達経路上にコリン作動性神経が関与
するかどうか検討するため、コリン作動薬の投与を行い、神経活動により増加する c-Fos の発現
量を M2-KO と野生型マウス間の視床下部で比較した。 
 
（５）GABA の自発性放出に伴う抑制性微小シナプス後電流の記録：マウスの視床下部スライス
標本を作製し、AVP を分泌する巨細胞性神経分泌細胞（MNCs）から、GABA の自発性放出に伴う抑
制性微小シナプス後電流（mIPSC）をパッチクランプ法により記録した。mIPSC の振幅および発
射頻度に対してムスカリン受容体作動薬が及ぼす影響およびその効果に対する M2 サブタイプに
比較的選択性を持った拮抗薬の作用を解析した。 
 
（６）AVP 合成細胞におけるコリン作動性神経および GABA 作動性神経の神経支配様式の探索：
AVP 抗体と M2 受容体抗体による二重染色、あるいは GABA 抗体と M2 受容体抗体による二重染色
により、AVP 合成細胞および GABA 作動性神経における M2受容体の局在の有無を確認し、AVP 合
成および分泌調節における GABA 作動性神経細胞およびコリン作動性神経による神経支配様式を
検討した。 
 
（７）視床下部の視索上核およ
び室傍核からは AVP とともにオ
キシトシンも分泌されることが
知られている。そこで、オキシ
トシンについても M2 サブタイ
プを介した合成・分泌調節が存
在するかどうか検討するため、
M2-KO マウスの脳切片において
抗オキシトシン抗体を用いた免
疫染色を行い、視床下部視索上
核および室傍核における陽性細
胞数を計測し、野生型と比較し
た。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）M2-KOマウスの脳切片にお
いて抗 AVP 抗体を用いた免疫染
色を行い、視床下部視索上核お
よび室傍核における陽性細胞を
計測し、野生型と比較した。そ
の結果、室傍核における AVP 陽
性細胞の数は両者で差が認めら
れなかったものの、視索上核で
は M2-KO マウスで有意に減少し
ていた（図 1および 2）。 
 
（２）ELISA法により脳標本中の
AVP 含有量を比較したところ、
M2-KO および野生型マウスの間
で差は認められなかったが、血
漿中 AVP 濃度は M2-KO マウスで
有意に減少していた（図 3C）。こ
れらの結果から、M2ムスカリン
受容体サブタイプが視索上核に

図 1．野生型（WT）およびM2欠損型（M2KO） 
マウスの視床下部における AVP 陽性細胞 

図 2．野生型（WT）およびM2欠損型（M2KO） 
マウスの室傍核および視索上核における 
AVP 陽性細胞数の比較 



おける AVP の合成・分泌を促進性に制御していることが示唆された。 
 

 
（３）排尿量、排尿回数および飲水量を計測した結果、M2-KO マウスではいずれも野生型に比べ
有意に増加しており、多飲・多尿の状態になっていた（図 3A および B）。このような影響は M3サ
ブタイプを欠損したマスでは認められなかった。多飲・多尿の原因として、AVP の減少だけでな
く腎機能の異常（V2 受容体の減少や反応性の低下）も関与しているのかを明らかにするため、
M2-KO マウスの腎臓における V2 受容体の発現量および反応性を ELISA 法およびデスモプレシン
投与試験により検討した結果、いずれも野生型と差は認められなかった。また、M2-KO マウスに
おける排尿量、排尿回数の増加が、膀胱の収縮機能の異常ではないことも確認した。 
 
（４）コリン作動薬のピロカルピンをマウスに投与し、視床下部室傍核および視索上核における
c-Fos の発現を検討したところ、野生型マウスでは視索上核における発現が有意に増加した。一
方、M2-KO マウスでは、ピロカルピンによる視索上核における c-Fos 発現が抑制され、野生型と
比較して有意に低下していた。この結果は、視床下部視索上核において M2 サブタイプの刺激を
介した神経回路の存在を示唆している。 
 
 
（５）M2 ムスカリン受容体サブタイプが視索上核における AVP の合成・分泌を促進性に制御す
るメカニズムを明らかにするため、AVP を分泌する巨細胞性神経分泌細胞（MNCs）から、GABA の
自発性放出に伴う抑制性微小シナプス後電流（mIPSC）をパッチクランプ法により記録し、ムス
カリン受容体作動薬および拮抗薬の効果を検討した。その結果、mIPSC の発射頻度が M2 サブタ
イプを介して減少することが明らかとなった。これらの結果から、M2サブタイプが GABA の放出
を抑制性に制御することにより、視索上核における AVP の合成・分泌を促進性に調節しているこ
とが示唆された。 
 
（６）視床下部における AVP および M2サブタイプに対する免疫組織化学実験を行ったところ、
コリン作動性神経が直接 AVP 分泌細胞とシナプスを形成するのではなく、別の神経、おそらく
GABA作動性神経を介して間接的にAVP分泌細胞の機能を調整する可能性が示唆された。さらに、
AVP 抗体と M2 受容体抗体による二重染色、あるいは GABA 抗体と M2 受容体抗体による二重染色
を実施した結果、GABA 作動性神経とコリン作動性神経が直接シナプスを形成して AVP の合成お
よび分泌を調節しているのではなく、介在神経を介して間接的な神経支配により AVP の合成・分
泌調節に関わっていることが示唆された。 
 
（７）M2-KO マウスにおける血漿アルドステロン濃度を測定し、野生型と比較した結果、欠損型
と野生型でアルドステロンを分泌する副腎皮質について形態・機能的な差異は認められなかっ
たものの、欠損型ではアルドステロン濃度が有意に低下しており、アルドステロンの分泌調節に
も M2 サブタイプが関与していることが示唆された。 
 
（８）AVP と同様に、視床下部の視索上核および室傍核の MNCs 細胞で合成されるオキシトシン
についても M2 サブタイプによる合成の調節が存在するのか検討するため、M2-KO マウスの脳切
片において抗オキシトシン抗体を用いた免疫染色を行い、視床下部視索上核および室傍核にお
ける陽性細胞を計測し、野生型と比較した。その結果、室傍核におけるオキシトシン陽性細胞の
数は両者で差が認められなかったものの、視索上核では M2-KO マウスで有意に減少していた。こ
の結果は、M2 サブタイプが視床下部室傍核において AVP とオキシトシンの両者について合成・
分泌を促進性に調節していることを示唆している。 
 

図 3．野生型（WT）およびM2欠損型（M2KO）マウスにおけ 
る排尿量（A）、飲水量（B）および血漿中AVP 濃度（C） 
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