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研究成果の概要（和文）： 

 c-fos-mRFP トランスジェニックラット、c-fos-mRFP とバゾプレッシン-eGFP のダブルトラン
スジェニックラットおよびオキシトシン-mRFP トランスジェニックラットに浸透圧刺激を与え、
蛍光タンパクおよび遺伝子発現の反応性を検討した。その結果、各蛍光の強度と遺伝子発現は
増強していた。また、蛍光タンパクの発現が生体に及ぼす影響は観察されなかった。緑色蛍光
および赤色蛍光を指標として神経内分泌系のストレス反応の可視化に成功した。 
研究成果の概要（英文）： 
 I examined the effect of osmotic stimulus using c-fos-mRFP transgenic rats, c-fos-mRFP 
/ arginine vasopressin-eGFP double transgenic rats and oxytocin-mRFP transgenic rats. 
In all transgenic rats, fluorescence and mRNA levels of the c-fos-mRFP, arginine 
vasopressin-eGFP and oxytocin-mRFP were increased after osmotic stimulus. I succeeded 
in visualization of stress reaction in neuroendocrine system as index of green 
fluorescence and red fluorescence. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体にストレスが加わると、神経細胞の活
性化やホルモン分泌など様々な反応が惹起
される。最初期遺伝子群(immediate early 
genes：IEGs)は中枢神経系における神経活動
の指標として広く動物実験に用いられてい
る。これまでに拘束ストレス、局所炎症スト
レスなど、様々なストレスに対する神経内分
泌系における脳内 IEGs 発現についての数多
くの研究が報告されている。我々は、IEGs の

中でも c-fos 遺伝子発現が高浸透圧ストレス
刺激に対して最も有用な神経活動の指標と
なることを明らかにした（Expression of 
immediate early genes and vasopressin 
heteronuclear RNA in the paraventricular 
and supraoptic nuclei of rats after acute 
osmotic stimulus. Kawasaki M, Fujihara H
（11人中7番目）et al., Neuroendocrinology 
17:227-237, 2005）。しかし、一般に c-fos
遺伝子発現の測定には免疫組織化学的染色
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法や in situ ハイブリダイゼーション法を用
いており、in vivo でのリアルタイムでの発
現変化を捉えることはできない。そこで我々
は c-fos 遺伝子に赤色蛍光蛋白（mRFP）遺伝
子を挿入した c-fos-mRFP トランスジェニッ
クラットの作成に着手した。本トランスジェ
ニックラットではストレス刺激などによる
神経細胞の活性化に伴い c-fosが発現すると
同時に RFP を産生する。よって、活性化した
神経細胞の核を、蛍光顕微鏡下で赤色蛍光と
してリアルタイムで観察することが可能と
なる。これまでの研究により、バゾプレッシ
ン遺伝子に enhanced GFP (eGFP)遺伝子を挿
入したバゾプレッシン-eGFP トランスジェニ
ックラット（ Transgenic expression of 
enhanced green fluorescent protein 
enables direct visualization for 
physiological studies of vasopressin 
neurons and isolated nerve terminals of 
the rat. Ueta Y, Fujihara H （11 人中 2番
目）et al., Endocrinology 146:406-413, 
2005）およびオキシトシン遺伝子に青色蛍光
蛋白（eCFP）遺伝子を挿入したオキシトシン
-eCFP トランスジェニックラットの作成に成
功した。これらのトランスジェニックラット
でもそれぞれ特異的にバゾプレッシンおよ
びオキシトシン産生ニューロンに蛍光蛋白
が発現する。バゾプレッシンは抗利尿ホルモ
ンとしてよく知られているが、同時に重要な
ストレス応答ホルモンとしても脳内で機能
している。バゾプレッシン-eGFP トランスジ
ェニックラットに高浸透圧ストレス刺激を
与えると、視床下部室傍核および視索上核の
eGFP mRNA レベルが増加し、蛍光強度も顕著
に上昇することから、eGFP 蛍光強度の変化が
バゾプレッシン産生の指標となることが明
らかとなっている（Exaggerated response of 
arginine vasopressin-enhanced green 
fluorescent protein fusion gene to salt 
loading without disturbance of body fluid 
homeostasis in rats. Fujio T, Fujihara H 
（11 人中 2 番目） et al., Journal of 
Neuroendocrinology 18:776-785, 2006）。こ
の時、c-fos 蛋白の産生が増加することから、
c-fos-RFP トランスジェニックラットで同様
の実験をった場合、赤色蛍光強度が上昇して
いることが予想される。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では c-fos-mRFP トランスジェ
ニックラットに様々なストレス刺激、具体的
には浸透圧刺激や疼痛刺激を与え、活性化す
る細胞の RFP 発現の変化を指標として本トラ
ンスジェニックラットの基礎的性質の検討
を行うことを第一の目的とした。また、
c-fos-mRFP トランスジェニックラットをバ
ゾプレッシン-eGFP トランスジェニックラッ

トおよびオキシトシン-eCFP トランスジェ
ニックラットとかけ合わせダブルトランス
ジェニックラットを作成し、ストレスに関与
する神経分泌細胞における神経興奮と蛋白
産生・分泌動態との連関に蛍光蛋白を用いた
新たな手法でアプローチすることを第二の
目的とした。現在 c-fos を用いて神経興奮と
ホルモン分泌などとの機能連関を調べた研
究は数多く報告されている。本研究の成果は
神経生理学および神経内分泌学の分野でス
トレスに関与した研究を行うにあたって新
たなモデル動物を提供し、ストレスと神経内
分泌調節機構の解明の一助となることが期
待される。 
 
３．研究の方法 

 PCR 法により mRFP , eGFP および eCFP

遺伝子導入の確認を行う。具体的には動物

センターSPF エリア内で繁殖・飼育してい

る各トランスジェニックラットの交配後、

出産した仔ラットに短時間のエーテル麻

酔を施し、イヤーパンチを行う。耳部組織

より抽出したDNAを用いてPCR法にて各遺

伝子導入の有無（ジェノタイピング）を調

べる。この判定作業は繁殖毎に随時行う。 

 

平成２１年度 

（１）c-fos-mRFP トランスジェニックラ

ットの基礎的性質の検討を行う。 

 c-fos-mRFP トランスジェニックラット

の成長に伴う体重、飲水量、摂食量等の基

礎的データの変化を代謝ケージを用いて

測定する。また、浸透圧刺激（腹腔内への

高張食塩水投与）および疼痛刺激（足底部

へのホルマリン注射）時のデータを測定し、

野生型と比較検討する。浸透圧刺激および

疼痛刺激後、視床下部視索上核および室傍

核において、c-fos mRNA および RFP mRNA

を in situ ハイブリダイゼーション法に

て、c-fos および RFP を免疫組織化学的染

色法で測定し、定量化する。RFP について

は蛍光顕微鏡で測定し、定量化する。 

（２）c-fos-mRFP, バゾプレッシン-eGFP

ダブルトランスジェニックラットの作成

を行う。 

 c-fos-mRFP トランスジェニックラットと

バゾプレッシン-eGFP トランスジェニック

ラットの交配を行い、ダブルトランスジェ

ニックラットの作成を行う。出産した仔ラ

ットに短時間のエーテル麻酔を施し、イヤ

ーパンチを行う。耳部組織より抽出した DNA

を用いて PCR 法にて c-fos-mRFP およびバゾ

プレッシン-eGFP 遺伝子導入の有無を調べ

る。両方の遺伝子導入が認められた個体を



継続して飼育する。 

 （３）c-fos-mRFP/オキシトシン-eCFP ダ

ブルトランスジェニックラットの作成を行

う。 

  c-fos-mRFP トランスジェニックラットと

オキシトシン-eCFP トランスジェニックラ

ットの交配を行い、ダブルトランスジェニ

ックラットの作成を行う。出産した仔ラッ

トに短時間のエーテル麻酔を施し、イヤー

パンチを行う。耳部組織より抽出した DNA

を用いて PCR 法にて c-fos-mRFP およびオキ

シトシン-eCFP 遺伝子導入の有無を調べる。

両方の遺伝子導入が認められた個体を継続

して飼育する。 

 

 平成２２年度 

（４）各ダブルトランスジェニックラット

に浸透圧刺激および疼痛刺激を行い視索

上核および室傍核における mRFP, eGFP お

よび eCFP 遺伝子発現の変化を測定し比較

検討する。 

 浸透圧刺激（腹腔内への高張食塩水投

与）および疼痛刺激（足底部へのホルマリ

ン注射）後、脳を採取し,視床下部視索上

核および室傍核における c-fos mRNA、RFP 

mRNA、バゾプレッシン mRNA、eGFP mRNA、

オキシトシン mRNA、eCFP mRNA を in situ
ハイブリダイゼーション法で測定し、定量

化する。各遺伝子発現の変化をコントロー

ル群と比較する。 

（５）各ダブルトランスジェニックラット

に浸透圧刺激および疼痛刺激を行い視索

上核および室傍核における mRFP, eGFP お

よび eCFP タンパク産生の変化を測定し比

較検討する。 

 浸透圧刺激（腹腔内への高張食塩水投

与）および疼痛刺激（足底部へのホルマリ

ン注射）後、ラットをペントバルビタール

麻酔下で灌流固定して視床下部視索上核

および室傍核における c-fos、mRFP、バゾ

プレッシン、eGFP、オキシトシン、eCFP

を免疫組織化学的染色法で mRFP、eGFP、

eCFP を蛍光顕微鏡で測定し、定量化する。

各蛋白産生の変化をコントロール群と比

較する。 

 
４．研究成果 
 平成２１年度は、c-fos-mRFP トランスジェ
ニックラット、バゾプレッシン-eGFP トラン
スジェニックラット融合遺伝子および
c-fos-mRFP 融合遺伝子をもつダブルトラン
スジェニックラットを用いて、浸透圧刺激に
対する視床下部の Fos タンパク、eGFP および
mRFP 発現動態を検討した。c-fos-mRFP トラ

ンスジェニックラットもしくは c-fos-mRFP/
バゾプレッシン-eGFP ブルトランスジェニッ
クラットの腹腔内に体重の 2％の生理食塩水
（コントロール）および 9％高張食塩水を投
与し、90 分後に灌流固定を行った。脳を採取
後、薄切切片を作成し、蛍光顕微鏡ならびに
共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光像を撮
影した。また、免疫組織化学的染色法により
Fos タンパク免疫陽性細胞の発現を確認した。
その結果、9％高張食塩水投与群では浸透圧
感受性部位である正中視索前野、終板器官、
視索上核、室傍核および脳弓下器官において
mRFP の赤色蛍光が多数観察された。同部位に
Fos タンパクの発現も観察された。また、ダ
ブルトランスジェニックラットでは視索上
核および室傍核に局在する eGFP の緑色蛍光
を細胞質に持つニューロンの核内に mRFP の
赤色蛍光が観察され、さらに eGFP の緑色蛍
光が増強していることも観察された。コント
ロール群では mRFP の赤色蛍光および Fos タ
ンパクはどの部位にもほとんど見られなか
った。以上より、緑色蛍光（バゾプレッシン
ニューロン）および赤色蛍光（Fos タンパク）
を指標として神経内分泌系（下垂体後葉系）
のストレス反応（浸透圧負荷）の可視化に成
功した。 
 
 平成２２年度は c-fos-mRFP トランスジェ
ニックラットをオキシトシン-eCFP トランス
ジェニックラットと交配することによりダ
ブルトランスジェニックラットを作成し、研
究に使用する計画であったが、オキシトシン
-eCFP トランスジェニックラットにおける
eCFP の発現が個体によって安定せず実験に
使用できなかったため、代わりにオキシトシ
ン-mRFP トランスジェニックラットを作成
し、浸透圧刺激に対する視床下部のオキシト
シンおよび mRFP 発現動態を検討した。オキ
シトシン-mRFP トランスジェニックラット
に５日間の２％高張食塩水飲水負荷を行い、
灌流固定を行った。脳を採取後、薄切切片を
作成し、蛍光顕微鏡を用いて mRFP 蛍光の観
察を行った。また、in situ hybridization
法にて、mRFP mRNA、オキシトシン mRNA およ
びバゾプレッシン mRNA の評価を行った。体
幹血を採取し、血漿浸透圧、血中ナトリウム
濃度、血中オキシトシン濃度、血中バゾプレ
ッシン濃度を測定した。コントロール群には
水道水飲水群を用いた。その結果、２％高張
食塩水飲水負荷群ではコントロール群と比
してオキシトシン産生細胞が存在する視索
上核および室傍核において mRFP の赤色蛍光
および mRNA が著明に増加した。オキシトシ
ン mRNA およびバゾプレッシン mRNA も著明に
増加し野生型ラットと同様の変化を示すこ
とが明らかとなった。血漿浸透圧、血中ナト
リウム濃度、血中オキシトシン濃度、血中バ



ゾプレッシン濃度も野生型ラットと同様の
変化を示し、mRFP の発現が生体の浸透圧刺激
に対する反応に影響を及ぼさないことが示
唆された。以上より、赤色蛍光（オキシトシ
ンニューロン）を指標として神経内分泌系
（下垂体後葉系）のストレス反応（浸透圧負
荷）の可視化に成功した。   
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