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研究成果の概要（和文）： 
 細胞外からの栄養素の取り込みやそこから作り出されるエネルギーがNPYニューロンの機能や形態に

どのような影響を与えるか確かめるため、解糖系酵素の阻害剤である無機ヒ素を培養液中に添付したと

ころ、2 μM程度の濃度の添付で細胞死誘導や神経突起伸長抑制などの影響が見られることが確認さ

れ、神経活動が低下していることが推測された。また、この時AMPA型グルタミン酸受容体の発現が低

下していたことから、神経突起伸長の抑制はグルタミン酸受容体発現抑制と関連していると考えられた。

一方、0.5 μM程度の低濃度の添付により、逆に細胞死が抑制され、AMPA型グルタミン酸受容体の発

現も高くなる傾向にあった。これらの結果は、エネルギー輸送によって細胞内に取り込まれ、解糖系によ

り生成されるエネルギーレベルに応じてNPYニューロンの神経活動の促進／抑制のスイッチが切り替わ

ることを示している。 

研究成果の概要（英文）： 
 To clarify whether the nutrients taken up from extracellular space and the consequent 
energy derived from the nutrients affect the physiological function and cellular morphology 
of NPY neuron, we examined the effects of arsenic, an inhibitor of glycolysis, on cellular 
survival, neurite outgrowth and glutamate AMPA receptor expression in primary culture of 
NPY neurons. Both significant suppressions of total neurite length and celluar survival 
were found at the concentration above 2 μM. Immunofluorescence staining of glutamate 
receptors in NPY-hrGFP neuron revealed that arsenic above 2 μM decreased a subtype of 
glutamate AMPA receptor expression. On the other hand, the enhancements of cellular 
survival and an AMPA receptor expression were found at the concentration below 0.5 μM. 
These results demonstrate the possibility that neuronal activity is dramatically changeable 
by the nutrients transported and consequent intracellular energy level in NPY neurons. 
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１．研究開始当初の背景 
 視床下部弓状核は摂食量・エネルギー消費
の調節を行う全身代謝調節器官である。弓状
核 に は 、 摂 食 亢 進 ペ プ チ ド NPY と
Agouti-related peptide(AgRP) を 併 せ 持 つ
NPY/AgRP ニューロン（以下 NPY ニューロ
ン と 略 す ） と 、 摂 食 抑 制 因 子
proopiomelanocortin(POMC) と
cocaine-amphetamine regulated transcript 
(CART) を併せ持つ POMC/CARTニューロン
の 2 種類の代表的ニューロン群が存在する。
弓状核 NPY ニューロンを遺伝子工学を用い
て選択的に破壊すると摂食量が正常の 20%
にまで低下するので（ Luquet et al. Science 
310:683-685, 2005）、NPY ニューロンは摂食亢進
系の最重要構成要素と捉えられている。 

エネルギー感知に着目すると、NPY ニュー
ロンはグルコースを情報伝達分子として感
知し、低血糖時に活動亢進するグルコース感
受性ニューロンである (Muroya, Yada et al., 
Neurosci. Lett. 264:113-6,1999)。NPY ニューロンの
グルコース感知機序については、取り込まれ
たグルコースから産生される(ATP 等)代謝産
物の低下が神経活動亢進に繋がると考えら
れている（代謝説, Gonzàlez et al. J. Physiol. 587:41-8, 
2009）。 

一方、“感知”とは別に、神経細胞が興奮し
続けるためにはエネルギー“利用”が必要であ
る。脳の第一義的なエネルギー源はグルコー
スである。脳は安静時でも血中グルコースの
20%以上を消費し、特定領域活性化時にはさ
らに 1.5 倍量を消費すると考えられている。
神経細胞内では ATP 消費の半分以上は活動
電位伝播から神経伝達物質放出に至る前シ
ナプス領域の活動に使われる(Attwell,Laughlin, 
JCBFM21:1133-1145, 2001)。活性化時にグルコース
をより消費するという脳の一般的なエネル
ギー消費原則を NPY ニューロンに当てはめ
ると、細胞外グルコース濃度が低下する低血
糖環境下で NPY ニューロンの活動が亢進し
長期的に維持される現象はパラドックスで
ある。 
 
２．研究の目的 
 NPY ニューロンはグルコースの輸送体を
発現していることが報告されており、また、
乳酸を含む短鎖脂肪酸類、ケトン体といった
各種栄養素を取り込む特性を持っているこ
とが推測されている。NPY ニューロンにおい
て、1)血糖以外のエネルギー「感知」、2)低血
糖時のエネルギー「利用」、がどのように仕
分けされ、どのような分子機構に基づいて実
行されているのか探ることは重要な課題で
あると考えられる。 
 本研究では、数多くの種類のニューロンが
混在する神経核から NPY ニューロンのみを

特異的に識別するため、NPY 遺伝子のプロモ
ーターの下流に緑色蛍光タンパクhrGFPを発
現する遺伝子組換えマウスからニューロン
を単離培養し、NPY ニューロンの機能、形態
を調べることが出来る細胞培養系を確立し
た。その上で、解糖系酵素の阻害剤である無
機ヒ素を培養液中に添加して NPY ニューロ
ンへの影響を調べた。また、MCT1 遺伝子発
現亢進を意図したプラスミド・ベクターを作
成し、将来の NPY ニューロンへの遺伝子導
入を見据えて培養細胞に導入し、その動態を
観察した。このように、 栄養条件が少ない
時により活発に活動する NPY ニューロンの
活動様式を支える分子基盤に関する基礎的
な研究を行うことが目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 初代培養 NPY ニューロン培養系の確立 
 NPY-hrGFP 遺伝子改変マウス（Strain name: 
B6.FVB-Tg(Npy-hrGFP)1Lowl/J,  Stock 
#:006417）を米国ジャクソン研究所より購入
して維持した。ヘテロ改変動物の雌雄を交配
にかけ、プラグを確認して妊娠日を特定した。
17 日令胎児から脳を摘出し、個体毎の脳にお
けるhrGFP発現を倒立型蛍光顕微鏡により確
認した（図 1）。そ
の後、組織を摘出
し、Papain（Sigma 
P-4762 ）、 DNaseII
（Sigma P-4138）、
L-Cystein、牛血清
アルブミンを含む
酵素処理溶液中で
37℃で 10 分程度処
理し、細胞分散を
促進した。さらに、
酵素処理溶液を除
き、ピペッタによ
り機械的に細胞を
分散させた。分
散させた細胞を
マイクロカバー
ガラスに播種し、
B27 supplement
を含む Neurobasal 培養液(Invitrogen)で培養 4 日
目（DIV4）まで培養を行った。 
 (2) 無機ヒ素の添加と細胞機能の検討 
 無機ヒ素は DIV2〜4 まで、0, 0.5, 1.0, 2.0μ
MのSodium arseniteを培養液中に添加した。
Wst-1 アッセー法（# 11644807001, Roche）に
より、生細胞のレベルを検出した。神経細胞
の形態を観察するため共焦点レーザー顕微
鏡 Leica TCS-SP5 を用いて、Z 軸方向に 1μ
m おきに画像を取得し、全画像をマージして
全体像を再構築した。神経細胞の神経突起の
長さおよび分枝数は、プラグイン NeuronJ

図 1. 胎生 17 日令の
NPY-hrGFP マウスから
摘出した脳の全体像 



を実装した ImageJ によって解析した。 
(3) 免疫細胞化学によるグルタミン酸受容体
発現量の検討 
 細胞を 4%パラフォルムアルデヒド/リン酸
緩衝液により固定した。1%カゼイン・リン酸
緩衝液からなるブロッキングバッファーに
より、抗体の非特異的結合に対するブロッキ
ングを行った。その後、抗グルタミン酸受容
体抗体を含んだブロッキングバッファーで
4℃で一晩処理した。翌日、Alexa546 標識抗
ウサギ IgG 抗体で 37℃ 2 時間処理した。こ
のように染色された細胞を共焦点レーザー
顕微鏡で観察し、hrGFP と Alexa546 のシグナ
ルを検出し、画像処理により個々の NPY ニ
ューロンにおけるグルタミン酸受容体発現
量を測定した。 
(4) MCT1、Basigin 過剰発現ベクターの作成と
培養細胞における発現位置の検討 
 赤色蛍光を発する mStrawberry と乳酸輸送
体 MCT1 の融合蛋白質を CMV プロモーター
の下流で発現する mStrawberry-MCT1 ベクタ
ー、青色蛍光を発する ECFP と乳酸輸送体シ
ャペロンBasiginの融合蛋白質をCMVプロモ
ーターの下流で発現する、ECFP-Basigin ベク
ターを分子生物学的な手法を用いて作成し
た。これらのベクターを神経芽腫由来の細胞
株 Neuro2A に発現させて、その発現位置を確
認した。 
 
４．研究成果 
(1) 初 代 培 養
NPY ニューロン
培 養 系 の 確 立 
培養開始後 1 日
後 (DIV2)より神
経突起の伸長が
観察され、4 日間
で十分な神経突
起伸長が共焦点
レーザー顕微鏡
により観察でき
た。 
(2)無機ヒ素の
添加と細胞機能
の検討 
 無機ヒ素の 2 
μM 以上の添加
により、細胞死
が誘導されるこ
とが明らかとな
った（図 2）。逆
に低濃度で投与
した場合に細胞
死の抑制が起こ
ることが明らか
となった。神経

突起伸長

に関しては、1 μM から抑制が起こることが
明らかとなった（図 2）。 
(3) 免疫細胞化学によるグルタミン酸受容
体発現量の検討 
 1 μM 以上の無機ヒ素を投与した場合、
AMPA 型グルタミン酸受容体サブタイプの 1
種で発現量の低下が観察された。一方、低濃
度投与した場合には発現量が増加する傾向
が観察された。この現象は、NPY ニューロン
が強くエネルギー欠乏状態に陥った時には
興奮性が低下し、弱いエネルギー欠乏状態に
陥った時は逆に興奮性が上昇する可能性を
示唆している。 
(4)MCT1、Basigin 過剰発現ベクターの作成
と培養細胞における発現位置の検討 
 乳酸輸送体 MCT1 が NPY ニューロンに発
現していることが in situ hybridization による
以前の研究から明らかになっており（未発
表）、細胞の生存・エネルギー感知における
役割に注目している。MCT1 を Neuro2A 細胞
に単独で発現させた場合、細胞質に発現して
いたが、Basigin と共発現させた場合、細胞膜
上に発現する
ようになった
（図3）。MCT1
を細胞膜上に
発現させたい
場合には、
Basigin と共発
現させる必要
性があるとい
う今回の結果
は、今後のよ
り詳細なエネ
ルギー輸送の
解析に向けて
重要な第一歩
となる。 
現在、初代培
養NPYニュー
ロンに MCT1
及び Basigin
を発現させ、
その影響を検
討していると
ころである。 
(5)総括： 
NPY ニューロ
ンの神経活動
の ON/OFF に、
エネルギー代
謝が密接に関
連する可能性が見いだせた。 
このような in vitro で観察された現象が、実際
に in vivo のエネルギー感知の場面でどのよ
うに利用されているのか今後詳しく検討し
ていく必要がある。 

図 2. ヒ素が NPY ニューロンの 
  神経突起伸長に与える影響 

図 3. Neuro2A におけ
る MCT1 と Basigin の
共局在.矢頭が細胞膜
を示す。 
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