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研究成果の概要（和文）：脳弓下器官(SFO)は血液脳関門を欠くため、末梢血中のアンジオテンシンII(AII)など
を受容することから体液量、 体液浸透圧調節中枢と見なされている。
本研究では、SFOニューロンを急性単離することにより、細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）画像解析とパッチクランプ
法により、SFO細胞の特性を解析した。SFOニューロンは1 nM以上のAIIに対してのみ、持続性の[Ca2+]i上昇を引
き起こした。この持続性応答はSFOの生理的抑制因子であるGABA、Galanin、ANPにより可逆的に抑制されたこと
から、病理的な反応ではなく、SFOニューロンの生理的調節メカニズムの一部であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The subfornical organ (SFO) is senses circulating angiotensin II (AII) 
because of its lack of the blood-brain barrier (BBB), and therefore, regarded as the major site of 
the central nervous system controlling the volume and osmolality of the body fluid.
In the present study, we measured the cytosolic Ca2+ concentration ([Ca2+]i) and the membrane 
current in acutely isolated SFO neurons. We found that only AII given at nanomolar concentrations 
induced persistent increases of [Ca2+]i and that the [Ca2+]i increase was reversibly suppressed by 
the physiological inhibitory ligands in the SFO, GABA, galanin and ANP. These results suggest that 
the AII-induced persistent [Ca2+]i increase is the physiological regulatory mechanism for SFO 
neurons, and does not reflect pathological reactions. 

研究分野：神経生理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人の体重の60％以上は水であるが、その大量の液体の量と、その浸透圧はわずか数％の範囲で調節されている。
血圧・体液量・体液浸透圧は神経性、および液性に調節される。液性調節の中で主要なホルモンであるアンジオ
テンシンIIは、血液脳関門を欠く脳弓下器官（SFO)のニューロンによって直接感知される。今回の研究では、ア
ンジオテンシンIIがSFOニューロンの細胞内Ca2+濃度を持続的に上昇させること、およびこの現象が飲水行動や
抗利尿反応の発現に重要な生理的反応であると示唆する結果を得た。この成果は今後、体液量・浸透圧に関する
疾患の予防・治療に役立つと思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳弓下器官(subfornical organ: 以下、SFO)は脳室周囲器官の一部であり、血液脳関門を欠く特
性により、中枢神経系にありながら、循環血液中のホルモンなど末梢からの情報を感知する。SFO 
は心機能・血圧・体液量・体液浸透圧・摂食量など多くの重要な生理機能の調節に関して重要な
役割を果たしていることが知られている。特に、循環機能・体液調節機能に関連して、末梢血中
のホルモン、アンジオテンシン II(以下、AII)濃度の上昇に関しては、SFO 破壊動物では AII 
誘発性の飲水行動が生じないことから、AII の受容・指令統合において SFO が複数ある脳室周
囲器官の中でも中心的な役割を果たすことは明白である。 
SFO を介した飲水行動の調節に関しては促進的に作用する AII だけでなく、AII に拮抗的に抑制
性に作用する ANP の作用についても複数の先行研究があり、この両者がどのようなメカニズム
で拮抗作用を生じるのかについては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
申請者は最近「単離 SFO ニューロンが 1-100 nM の AII でわずか 30 秒間刺激すると、持続的
活性化を示す」ことを見いだした。本研究では、この発見を端緒に、AII による SFO の長期的
機能調節の分子・細胞機構を解明し、その調節が SFO に固有の調節メカニズムなのか、あるい
は他の脳室周囲器官あるいは関連の自律神経中枢にも共通の現象なのかを明らかとする計画で
ある。さらに、AII による持続性促進反応に対して、SFO の機能を抑制することが知られる ANP
や GABA,あるいは Galanin などの生理的因子がどのような作用を発現するのかについても詳細
に解明する。 
 
３．研究の方法 
AII による長期的 SFO ニューロン活性化メカニズムを解析するために、細胞レベルで細胞生理
学的な解析を行う。急性単離ニューロンにおいて蛍光色素を用いた細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)イメ
ージングを行い、AII ならびに、その他の SFO ニューロンに興奮性の作用を有する伝達物資、
ホルモンを適用し、その効果を詳細に解析する。加えてそれらの因子により、持続性 Ca2+濃度上
昇がどのような条件下で生じるのかについて解析を行う。さらに、持続性 [Ca2+]i上昇の細胞内
機構を解析する。 
 
４．研究成果 
【令和元年度】AII 以外の細胞内 Ca2+濃度上昇を引き起こす刺激として、50mM K+、グルタミン
酸、カルバコール、アルギニンバゾプレシン、ATP、エンドセリンを用いた。最大反応を生じる
濃度領域において AII 以外の刺激では持続性[Ca2+]i上昇は生じなかった。次に、AII 100nM の
刺激持続時間を 30 秒、1 分、3 分、9 分と変化させて [Ca2+]i上昇を観察したところ、わずか 
30 秒の刺激で持続性 [Ca2+]i上昇が生じることが判明した。この [Ca2+]i上昇は 60 分観察して
も持続していた。また、グリア細胞の一部で AII に反応する細胞がみられたが、グリア細胞で
は持続性の [Ca2+]i上昇は生じなかった。AII の濃度を 1p, 10p, 100p, 1n, 10n, 100nM と変
化させて反応を観察したところ、1nM 以上では持続性が観察され、それ未満では一過性の上昇、
あるいは周期的な [Ca2+]i上昇と下降の繰りかえし反応、いわゆる Ca2+ オシレーションの反応
がみられた。これらの結果から、一部の SFO ニューロンにおいて観察される AII 誘発性の持続
性[Ca2+]i上昇は、AII 受容体に限局した反応であり、さらにニューロンのみに存在する機構で
あることが判明した。さらに、生理的な血漿 AII 濃度は 1- 100pM の範囲であると推定される
ことから、生体内において生理的濃度範囲を超えた AII が SFO ニューロンの持続性 [Ca2+]i上
昇を生じることが示唆された。 
 
【令和２年度】1nM 以上の AII によって生じる持続性 [Ca2+]i上昇反応は GABA, 100nM 1̃00μM 
で可逆的に、かつ濃度依存性に抑制された。 10μM 以上では AII による [Ca2+]i上昇が完全に
抑制された。GABAA 受容体および GABAB 受容体の選択的アゴニストであるムシモールとバ クロ
フェンの両者が GABA と同様の抑制効果を示した。また、GABA による抑制効果は GABAA 受容体
と GABAB 受容体の選択的アンタゴニストであるビククリンと CGP55845 の一方の投与では解除
されなかったが、両者を同時に加えると解除された。 SFO ニューロンをパッチクランプ法で膜
電位固定して観察される膜電位依存性 Ca2+チャネル電流(ICa)はバクロフェン, 1 1̃00μM によ
り抑制され、その抑制は CGP55845 によって解除された。SFO ニューロンの AII 誘発性 [Ca2+]i
上昇は 100 nM Galanin によっても可逆的に抑制された。その抑制の大きさは GABA とほぼ同
程度であったが、抑制が観察されるニューロンは約 60%程度であった。ANP は約 30%程度のニュ
ーロンで AII 誘発性 [Ca2+]i上昇を可逆的に抑制したが、抑制の大きさは GABA と Galanin に
比較して小さかった。 SFO ニューロン、グリア共に ATP に対して[Ca2+]iの上昇を示した。ATP 
による[Ca2+]iの上昇はニューロンでは細胞外 Ca2+除去で消失したが、グリアでは影響を受けな
かったことから、異なるメカニズムが関与することが示唆された。 



 
【令和３年度】過去 2年間に渡って、飲水行動・体液量/循環調節において中心的役割を果たす
脳弓下器官(SFO)の急性単離ニューロンにおいて、アンジオテンシン II(AII)により持続性の
[Ca2+]iの持続性増加が引き起こされる現象とそのメカニズムについて解析してきた。最終年度
はこの持続性の[Ca2+]i 増加現象が細胞傷害などによる病理的な変化ではなく、SFO ニューロン
の生理的な機能調節メカニズムの一端であることの証明として、AII 誘発性持続性[Ca2+]i 増加
の抑制メカニズムの詳細な解析を試みた。これまでの実験成績より、AII 誘発性持続性[Ca2+]i 
増加は SFO ニューロンの生理的抑制因子である GABA, Galanin, ANP によって可逆的に抑制さ
れることが判明していたため、本年度の実験計画は、それら 3者による抑制の分子・細胞メカニ
ズムを解析することとした。そのため、急性単離 SFO ニューロンに Ca2+感受性蛍光色素である 
Fura-2 あるいは Fluo-4 による[Ca2+]i 画像解析法、ならびにパッチクランプ法を適用した。ま
た、SFO における ANP 受容体のサブタイプをリアルタイム RT-PCR 法を用いて解析した。その
結果、GABA による抑制反応は、イオン向性の GABAA 受容体と代謝向性の GABAB 受容体の両者
によって生じること、Gi 蛋白共役型受容体であることが判明している GABAB 受容体と Galanin 
受容体による抑制メカニズムには膜電位依存性 Ca2+チャネルが関与していることが明らかとな
った。加えて、SFO に発現する主要な ANP 受容体は GC-A および GC-B であること、ならびに
この受容体を介した抑制メカニズムはグアニル酸シクラーゼ(GC)、cGMP 依存性プロテインキナ
ーゼ(PKG)を介した抑制機構であり、膜電位依存性 Ca2+チャネルへの直接抑制作用は持たないこ
とが判明した。 
 
以上の結果から、SFO ニューロンにおいてナノモル以上の AII にだけ特異的に発生する持続性
[Ca2+]i 増加反応は、SFO の機能調節に重要な役割を果たす３種の生理的抑制因子（GABA、
ANP,Galanin）の全てで可逆的に抑制され、その抑制の解除後には、抑制反応発現前とほぼ同一
の持続性に復帰することが明らかとなった。この成績は、AII 誘発性の[Ca2+]i 増加反応が、細
胞膜の傷害などによる病理的な反応ではなく、おそらくは SFO ニューロンの機能発現に必要な
生理的あるいは病態生理的応答に関与するものと推察される。 
 
さらに、ヒトならび複数の哺乳類で報告されている AII の生理的血漿濃度は数 10ピコモル程度
であり、AII 血漿濃度がナノモルレンジに至る状況は、高血圧などの循環系の疾患と推察される
ことから、今回我々が見いだした持続性[Ca2+]i 増加反応は、なんらかの病態における SFO 機能
発現に関与している可能性が示唆された。一方、ピコモル濃度の範囲では、AII は Ca2+オシレー
スオンを引き起こすことが観察されたことから、生理的な条件下では SFO ニューロンは[Ca2+]i
が周期的に上昇・下降を繰りかえす性質を有する可能性が示唆された。このような[Ca2+]iの周期
的変動は長期的に[Ca2+]i 増加反応を維持する他の細胞でも見られている現象であり、SFO を起
点とする飲水や浸透圧・循環調節の発現に重要に関与している可能性も考えられた。 
 
AII による持続性[Ca2+]i 増加反応を最も強力に抑制したのは GABA であったが、その作用はこれ
まで SFO ニューロンの調節を媒介する中心的な受容体である GABAA受容体のみならず、GABAB受
容体も重要に抑制機構に関与することが初めて明らかとなった。イオン向性と代謝向性の異な
る分子機構を有する 2 種の受容体を介した冗長とも思われる 2 重の抑制機構の存在の生理的意
義についは現時点では不明であるが、一方の抑制が効果を発揮しにくくなるような病態などで
は確実に AII など興奮性因子の作用に拮抗する必要があるのかもしれない。さらに、AII による
強力な飲水行動の発現を完全に拮抗する ANP は細胞レベルでは AII の応答を部分的にしか解除
しなかった。この理由については、さらなる解析が必要であるが、我々が観察したのはあくまで
も AII に応答する SFO ニューロンでの現象であり、AII に応答しないニューロンで ANP が優性な
抑制作用を生じる可能性は十分に考えられる。 
 
SFO から単離されたニューロンとグリアでは、複数の共通のアゴニストで[Ca2+]i増加反応が生じ
ることが判明したが、反応の特性として、ニューロンでの応答はほぼ完全に細胞外からの Ca2+流
入によって維持されていたのに対して、グリアでは細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+放出に依存して
いた。加えて、グリアでの Ca2+放出機構には、IP3依存性放出（IICR）とカフェイン・リアノジ
ン依存性放出（CICR）の両者が存在することが明らかとなり、SFO 内でのニューロンーグリア相
互連関が機能調節に重要である可能性も考えられる。この可能性について、特にグリアで著明な
反応を生じた ATP に関しては、ニューロンーグリア間の情報伝達物質である可能性について今
後の研究が待たれる。 
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