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研究成果の概要（和文）：c-fos-mRFP1トランスジェニックラットにホルマリンあるいは TRPV4

アゴニストを皮下注射し、脊髄後角ならびにバゾプレッシン産生ニューロンを含む視床下部室

傍核の賦活化を c-fos-mRFP1 融合遺伝子発現により可視化した。ホルマリンあるいは TRPV4ア

ゴニスト注射後、mRFP1 蛍光は著明に発現しており、本トランスジェニックラットが侵害受容

機構を調べる上で有用な動物モデルであることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： We examined the expression of the c-fos-mRFP1 fusion gene in dorsal 
horn of the spinal cord and the paraventricular nucleus after acute nociceptive 
stimulation by subcutaneous (s.c.) injection of formalin or TRPV4 agonist in hind paw 
of the c-fos-mRFP1 transgenic rats. We observed significant increases of mRFP1 
fluorescence after s.c. injection of formalin or TRPV4 agonist. These transgenic rats 
are useful models to study central nervous system responses to nociceptive stress. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体にとって急性および慢性炎症に対す
る生理的防御反応は極めて重要である。下垂
体後葉ホルモンの一つであるバゾプレッシ
ンは腎臓の集合管に作用して水の再吸収を
促進することから抗利尿ホルモンとも呼ば
れる。一方、血漿浸透圧は一定であるにもか
かわらず疼痛時等にも一過性にバゾプレッ
シンが分泌される。急性・慢性炎症時に視床
下部—下垂体後葉系が活性化されるが、その
機能的意義については未解決である。 
 当時、我々はニューロンの活動性指標とし
て汎用される c-fos遺伝子発現を単量体赤色
蛍光タンパク 1 (monomeric red fluorescent 
protein1: mRFP1)遺伝子で標識することによ

りニューロンの活性化を生細胞で可視化す
ることを可能にした c-fos-mRFP1トランスジ
ェニックラットの開発に成功した。本トラン
スジェニックラットを用いることにより、蛍
光顕微鏡下で mRFP1蛍光を指標に生細胞のま
ま活性化したニューロンを容易に同定する
ことが可能となった。この c-fos-mRFP1 トラ
ンスジェニックラットに侵害刺激を与える
と、バゾプレッシン産生ニューロンを含む侵
害刺激に特異的に反応するニューロンを可
視化できることが予想された。 
 
２．研究の目的 
 急性侵害刺激後に、脊髄後角のニューロン
などに Fosタンパクが発現することが知られ
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ている。c-fos-mRFP1 トランスジェニックラ
ットでは、Fos タンパクを mRFP1 蛍光により
可視化することができること予想されるが、
Fos タンパクと mRFP1 蛍光の空間・時間的な
発現パターンと発現量に相違があるかどう
かは不明である。そこで我々は、c-fos-mRFP1
トランスジェニックラットに急性侵害刺激
を与え、脊髄後角およびバゾプレッシンを産
生するニューロンを含む視床下部室傍核
（paraventricular nucleus: PVN）における
mRFP1 蛍光の発現パターンおよび時間経過を
免疫組織化学的染色法にる Fosタンパクの場
合と比較した。さらに、TRPV4 アゴニスト(4
α-phorbol 12, 13-didecanoate (4α-PDD))
を用いて同様の検討に加え、行動変化を観察
した。 
 
３．研究の方法 
動物はウィスター系成熟雄性野生型ラッ

トならびに成熟雄性 c-fos-mRFP1トランスジ
ェニックラットを用いた。1)これらのラット
の両後肢足底部に 5％ホルマリン溶液および
生理食塩水を 100μlずつ皮下注射し、90 分
後の脊髄後角(L3-5, I, II 層)および PVNに
おける野生型ラットでの Fosタンパクの発現
を免疫組織化学的染色法で、トランスジェニ
ックラットでの mRFP1蛍光を蛍光顕微鏡によ
り観察した。2)これらの発現を皮下注射後 0
分、30分、90分、3時間、6 時間および 24
時間でそれぞれの部位で、定量的に評価した。
3) 500μMの 4α-PDD、5％ホルマリン溶液お
よび生理食塩水を 100μlずつそれぞれのラ
ットの左後肢足底部に皮下注射し、注射後の
生体防御行動ならびに後肢の腫脹を計測し
た。さらに、500μMの 4α-PDDおよび生理食
塩水を 100μlずつそれぞれのラットの両後
肢足底部に皮下注射し、3時間後の脊髄後角
および PVNにおける野生型ラットでの Fosタ
ンパクおよびトランスジェニックラットで
の mRFP1 蛍光の発現を定量的に評価した。 
 
４．研究成果 
(1) ホルマリンを注射すると、野生型ラット
では Fos タンパクが、トランスジェニックラ
ットでは mRFP1蛍光の発現が脊髄後角および
PVNにおいて増加した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.処置無し(Aa)、生理食塩水注射 90 分後
(Ab)、ホルマリン注射 90 分後(Ac)のラット
の脊髄後角における mRFP1蛍光の発現および
処置無し(Ad)、生理食塩水注射 90分後(Ae)、
ホルマリン注射 90 分後(Af)ラットの PVN に
おける Fos タンパクの発現。処置無し(Ba)、
生理食塩水注射 90 分後の(Bb)、ホルマリン
注射 90 分後の(Bc)ラットの脊髄後角におけ
る mRFP1 蛍光の発現および処置無し(Bd)、生
理食塩水注射 90 分後の(Be)、ホルマリン注
射 90 分後の(Bf)ラットの脊髄後角における
Fosタンパクの発現。 
 
(2) 脊髄後角において野生型ラットでは注
射 90 分後から 3 時間後に Fos タンパクの発
現のピークがあり、6 時間後にはほとんど消
退していた。トランスジェニックラットでは
mRFP1 蛍光は注射 3 時間後をピークに 6 時間
後まで増強していた。mRFP1 蛍光は Fos タン
パクより 2 倍以上多く発現していた。PVN に
おいて、野生型ラットでは注射 90分後に Fos
タンパク発現のピークがあり、6 時間後には
1/3 以下に消退していた。一方、トランスジ
ェニックラットでは mRFP1蛍光は注射 3時間
後をピークに 6 時間後まで増強していた（図
2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. PVNにおける mRFP1蛍光(A)ならびに Fos
タンパク(C)の発現動態。それぞれ処置無し
(Ba-f)、生理食塩水注射後(Bg-l)、ホルマリ
ン注射後(Bm-r)の mRFP1蛍光および処置無し
(Da-f)、生理食塩水注射後(Dg-l)、ホルマリ
ン注射後(Dm-r)の Fos タンパクを示す。 
 
(3) ホルマリン注射後、それぞれのラットと
もに著明に生体防御行動は増加した。4α
-PDDおよび生理食塩水注射後は、有意な生体
防御行動の増加を認めなかった。また、ホル
マリン注射後の後肢に著明な腫脹を、4α
-PDD 注射後でも中程度の腫脹を認めた。4α
-PDD注射後、野生型ラットでは Fosタンパク、
トランスジェニックラットでは mRFP1蛍光が
脊髄後角および PVNにおいて有意に増加した。 
 以上より c-fos-mRFP1トランスジェニック
ラットを用いることで簡便に c-fos遺伝子の
発現を mRFP1蛍光として検出することが可能
となった。mRFP1 蛍光は Fos タンパクよりも
侵害受容に鋭敏でかつ長時間持続する傾向
にあった。TRPV4 アゴニスト皮下注射後、生
体防御行動は増加しなかったものの、脊髄後



角および PVNにおける Fosタンパクならびに
mRFP1 蛍光の発現は有意に増加しており、
TRPV4 による侵害受容機構は一元的ではない
ことが考えられた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 4α-PDD 注射３時間後の脊髄後角にお
ける mRFP1蛍光の数(Aa)および Fosタンパク
の数(Ab)ならびに PVNにおける mRFP1蛍光の
数(Ca)および Fos タンパクの数(Cb)。4α
-PDD(Ba)および生理食塩水(Bb)注射３時間
後の脊髄後角における mRFP1 蛍光発現。4α
-PDD(Bc)および生理食塩水(Bd)注射３時間
後の脊髄後角における Fos タンパク発現。4
α-PDD(Da)および生理食塩水(Db)注射３時
間後の PVN における mRFP1 蛍光発現。4α
-PDD(Dc)および生理食塩水(Dd)注射３時間
後の PVN における Fos タンパク発現。 
 
 c-fos-mRFP1 トランスジェニックラットは、
侵害受容に関与するニューロンの反応を脊
髄後角やバゾプレッシン産生ニューロンを
含む PVNにおいて mRFP1蛍光として可視化す
ることができることから、中枢神経系での侵
害受容機構を調べる上で有用な動物モデル
であると考えられる。また、mRFP1 蛍光を指
標に生細胞の状態で c-fos遺伝子発現の同定
が可能であることから、多様な生理学的研究
に応用できる可能性がある。 
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