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研究成果の概要（和文）：低浸透圧条件下において、タウリンによるバソプレシンニューロンの膜脱分極と自発
的発火活動の抑制に関与する可能性のある膜タンパク質の発現を検討した結果、GABAA受容体のα、β、γ型が
確認された。
低浸透圧刺激によるバソプレシンニューロンの容積膨張後に活性化する容積感受性アニオンチャネルVSORは、
LRRC8Aをコアとした8B-8Eの組合せによる六量体を構成していることが知られている。それらの組合せにおい
て、遺伝子ノックダウン細胞と過剰発現細胞を用いてパッチクランプ法と断面積測定法により解析した結果、8A
だけでなく、8Dも低浸透圧による細胞膨張後の容積回復機構に重要な役割を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The expression of membrane proteins that may be involved in taurine-induced 
membrane depolarization and inhibition of spontaneous firing activity in vasopressin neurons under 
hypo-osmotic conditions has identified alpha, beta and gamma forms of GABAA receptors.
The volume-sensitive anion channel VSOR, which is activated following volume expansion of 
vasopressin neurons by hypoosmotic stimulation, is known to be composed of a hexamer of 8B-8E 
combinations with a core of LRRC8A. Analysis of these combinations using patch-clamp and 
cross-sectional area measurements in gene-knockdown and overexpressing cells suggested that not only
 8A but also 8D plays an important role in the volume recovery mechanism after cell expansion due to
 hypoosmotic pressure.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義は、これまで未解明であったAVP分泌調節メカニズムの初動装置としての浸透圧検知性イオンチャネ
ルの分子同定と機能解明を世界に先駆けて行う点にある。これによって解明されるAVPニューロン独自の細胞容
積調節メカニズムや分泌調節メカニズムが、今後OXTニューロンを含む多くの分泌細胞における容積調節メカニ
ズムや分泌調節メカニズムの研究の発展にも貢献できる。更には、本研究課題により同定されたイオンチャネル
は、指定難病である下垂体性ADH分泌異常症の新たな治療法開発のターゲットを与えることが期待できる。

※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 

抗利尿ホルモン・アルギニンバソプレシン(AVP)を産生・分泌する AVP ニューロンは、血漿

中の浸透圧変化を検知して持続的発火の頻度を増減することで軸索終末が局在する脳下垂

体後葉から血液へと分泌される AVP 量を調節し、血漿浸透圧の恒常性を維持するという重要

な役割を担っている(Dunn et al. 1973, J Clin Invest)。血中への AVP分泌量が不足すると中枢

性尿崩症、過剰になると ADH 不適合分泌症候群を発症するが、これらは下垂体性 ADH 分

泌異常症という指定難病に該当している。現在は、飲水量の制限やデスモプレシンの補給に

よる対症療法が行われているが、原因療法の開発が強く望まれている。投薬や遺伝子操作な

どで AVP分泌量を制御するためには、そのターゲットとなるイオンチャネルを介した AVP分泌

メカニズムが明確にされる必要がある。 

多くの動物細胞は、浸透圧刺激により細胞容積が変化した後に、元の大きさに回復する容

積調節能を保持している。しかし、AVPニューロンは、低浸透圧刺激による容積縮小後の回復

(Regulatory Volume Increase: RVI)が観察されない(Naeini et al. 2006 Nature Neurosci)。しかし

申請者らは、AVP ニューロンは低浸透圧時に他の細胞と同様に低浸透圧刺激性細胞膨張後

の容積回復が観察されることを明らかにし、その機構に容積感受性アニオンチャネル VSOR

が関与していることを報告し、これまでの定説を覆した(Sato et al. 2011, Sci Signal)。AVP分泌

調節メカニズムは低浸透圧刺激によりアストロサイトから分泌されたタウリンを感知した AVP ニ

ューロンのグリシン受容体（GlyR）アニオンチャネルが、Cl−の流入を促して膜を過分極させる

結果、自発的発火活動を抑制するとする「タウリン-GlyR 説」なる分泌抑制メカニズムが有力説

とされてきた。しかし、これまでこの説を支持するような結果は報告されていない。しかし、AVP

ニューロンの細胞内 Cl−が膜電位平衡値より高濃度であることが最近報告され(Haam et al. 

2012, J Neurosci)、GlyRの活性化はCl−流出を引き起こして膜脱分極をもたらすことが判明し、

AVP 分泌抑制メカニズムとしての「タウリン-GlyR 説」にも矛盾が生じた。これらの矛盾の原因

は、AVP ニューロンと同じ大細胞性ニューロン群に属するオキシトシン(OXT)ニューロンも同じ

領野に局在するため、過去の研究では性質の異なる両者をひとまとめにして扱われてきた点

にあり、AVPニューロンと OXTニューロンを厳密に区別して研究をやり直す必要が生じている。 

そこで本研究では、『AVP ニューロンの血漿浸透圧変化に応答する分泌調節機構の初動

装置は？』を「問い」として設定し、AVPニューロンをOXTニューロンと峻別した上で取り組む。 

 

 

 

  



 

２．研究の目的 

本研究は、『AVP ニューロンの浸透圧検知性イオンチャネルの同定と機能解析』に取り組

むことを「目的」とした。 

 

 

 

３．研究の方法 

本研究では、低浸透圧時における浸透圧検知性イオンチャネル候補である、タウリン感受

性イオンチャネルと、浸透圧減を直接検知するタウリン非感受性イオンチャネルの同定と機能

解析を行った。 

① 静止膜電位と自発的発火活動に影響を与えるタウリン感受性イオンチャネルの同定 

タウリン存在下における膜脱分極と自発的発火活動の抑制には、GlyRと GABAA受容体の

関与を示唆する薬理学的データを既に得ている。 

1) AVPニューロンにおける GlyR と GABAA受容体の発現を確認した。 

2) GlyRまたはGABAA受容体をノックダウンした培養AVPニューロンを用いて、タウリン投与

の静止膜電位と自発的発火活動への影響を検討した。 

② 低浸透圧検知性イオンチャネルの同定 

低浸透圧刺激により電流活性が変化するイオンチャネル、容積感受性アニオンチャネル

（VSOR）が 2014年に LRRC8Aをコアとした分子実体であることが明らかになった。VSORは

六量体を形成していることが結晶構造解析より明らかになっているが、その組みあわせにつ

いては未だ不明である。そこで、浸透圧検知性イオンチャネルの詳細を明らかにするために、

LRRC8A-8Eの様々な組合せについて、過剰発現させた HEK細胞やノックダウンした HeLa

細胞を用いて解析した。 

③ 血漿浸透圧減による AVP分泌抑制への本イオンチャネルの体内での関与の検討 

カニュレーション法により脳視床下部にある AVPニューロンの局在領野にカニューレを挿

入したラットを用いて、同定したイオンチャネル阻害剤の投与・非投与効果を生体内で比較

検討する。 

1) 血漿浸透圧減による血中への AVP 分泌亢進について ELISA 法を用いて測定し、比較

検討した。 

2) 血漿浸透圧減による尿量の変化について尿量測定法を用いて測定し、比較検討した。 

 

 

  



４．研究成果 

低浸透圧条件下では、AVP（バソプレシン）ニューロンに隣接したアストロサイトから分泌され

たタウリンが、AVP ニューロンに発現するタウリン感受性イオンチャネルを活性化し、Cl の流出

入が起こることが報告されている。これまでの研究により、タウリン存在下では、AVP ニューロン

が脱分極し、自発的発火活動が抑制されることを明らかにしている。グリシン受容体（GlyR）ま

たは GABAA受容体の阻害剤存在下では、タウリン存在下によるこれらの脱分極・抑制現象が

起こらないことから、タウリンによる膜脱分極と自発的発火活動の抑制には、グリシン受容体

（GlyR）とGABAA受容体の関与が示唆された。そこで本年度は、まずAVPニューロンにおけ

る GlyR と GABAA受容体の発現について、AVPニューロンのみを 10個集めたサンプルを用

い、RT-PCR 法により確認した。その結果、AVP ニューロンにおいて、GABAA受容体のα、β、

γタイプが確認された。rho タイプの発現は、AVP ニューロンが局在している視索上核領野の

サンプルでは確認できたが、AVP ニューロンのみのサンプルでは確認できなかった。GlyR に

ついては、α、β共に発現が確認できた。 

低浸透圧を検知するアニオンチャネル VSORは、2014年に LRRC8A をコアとした LRRC8

ファミリーの組合せにより形成されることが報告された（Voss et al., 2014 Science; Qui et al., 2014 

Cell）。しかし、その組み合わせについては、現在も不明なままである。本研究では、5 種類あ

る LRRC8 ファミリーの遺伝子をノックダウン、または過剰発現した細胞を用いて、VSOR への

影響を検討した。その結果、LRRC8A だけでなく、LRRC8D においても、低浸透圧条件下に

おける容積調節に重要な役割を担っていることを明らかにした。 

VSOR は、アポトーシス刺激によって活性化されていることが知られているが、アポトーシス

死を誘導せずに VSORを活性化させるアゴニストはまだ見つかっていない。HEK293T細胞に

発現する VSOR に様々な試薬をかけて検証した結果、漢方薬の 1 つである防己黄耆湯が

VSOR のアゴニストである可能性が示唆された。防己黄耆湯には、6 つの生薬が含まれており、

VSOR のアゴニストとして機能している生薬がどれであるのかについてはまだ不明である。今

後の課題として引き続き解析する。 
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