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研究成果の概要（和文）：多くの細胞は、高浸透圧刺激により容積が縮小した後、元の大きさに戻るという調節性容積
増加（RVI）能を示すことが知られている。一方、体液の浸透圧調節に重要な役割を担っているアルギニンバソプレシ
ン（AVP）ニューロンは、容積調節能がなく、収縮したままであるというのが現在の教科書的学説である。しかし、今
回、AVPニューロンも適切な条件下においては、他の細胞と同様にRVIを示す事、そして、高浸透圧条件下で活性化する
カチオンチャネルが高浸透圧センサーとして働き、このRVIをむしろ抑制する役割を果たしていると共に、AVP分泌促進
にも関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that many types of mammalian cell sense the change of plasma 
osmolarity and regulate their cell volume to keep cell volume homeostasis under hyperosmolarity. On the 
other hand, it was reported that osmosensory SON neurons, including arginine-vasopressin (AVP) neurons 
which are necessary for regulation of body fluid osmolarity, failed to exhibit cell volume regulation 
under hypseosmotic conditions. In the present study, in contrast, we find that AVP neurons also have the 
mechanism of cell volume regulation called regulatory volume increase (RVI). Also, it is suggested that a 
cation channel activated by hyperosmolarity is involved not only in inhibition of the RVI mechanism but 
also in the promotion of AVP release from AVP neurons.

研究分野： 細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) AVP ニューロンによる低浸透圧条件下で

の容積調節メカニズムの有無 
  これまで、低浸透圧条件下においてアルギ
ニンバソプレシン(AVP)ニューロンは容積調
節メカニズムがないと信じられていた(Zhang 
et al. 2003, Nature Neurosci)。しかし、研究代表
者は、低浸透圧条件下においてAVPニューロ
ンにも容積調節メカニズムがある事を明らか
にし、これまでの定説を覆した。さらに、低
浸透圧条件下でAVPニューロンの細胞体・樹
状突起からのAVP分泌が亢進し、それと同時
に同ニューロンの容積感受性外向整流性Cl−
チャネル(VSOR)が著しく活性化されること
を見出し、この分泌されたAVPがV2型AVPレ
セプター(V2R)をオートクリン的に刺激して
VSOR活性を更に亢進し、浸透圧性膨張後の容
積調節(調節性容積減少：RVD)を促進するこ
とを明らかにした(Sato et al. 2011, Science 
Signaling)。 
(2) 高浸透圧条件下における AVP ニューロン

の定説とその問題点 
①今日、世界中で広く信じられている体液

高浸透圧条件下における AVP ニューロンか
ら血中への AVP 放出メカニズムは、Bourque
博士らの説である。その内容は、高浸透圧刺
激により AVP ニューロンの細胞容積が縮小
すると膜の伸展度が減少し、stretch-inactivated 
cation channel (SIC)が活性化され、その結果と
して膜が脱分極して電位作動性Ca2+チャネル
を開口させて、エキソサイトーシスの誘導を
もたらすというものである(Voisin et al. 2002, 
Trend Neurosci)。さらに、SIC が TRP チャネ
ルファミリーメンバーの１つである、TRPV1
チャネルのカプサイシン非感受性バリアン
トであると報告している(Naeini et al. 2005, 
Nature Neurosci)。しかし、他の研究室からは
この説を積極的に支持する論文は発表され
ておらず、更には研究代表者を含め複数の研
究室での実験で、この SIC の存在に否定的な
結果が得られていた。 
②高浸透圧条件下において、動物細胞は容

積が縮小した後、元の容積に戻る調節性容積
増加(RVI)という容積調節能を示す事が知ら
れている(Hoffmann et al. 2009, Physiol Rev)が、
AVP ニューロンにはこの容積調節能がなく、
浸透圧性縮小が持続するとの報告があった
(Zhang et al. 2003, Nature Neurosci)。しかし、
細胞容積の恒常性維持は、多くの細胞が生存
する上で非常に重要な要件であり、本当に調
節能がないのか疑問が残っていた。 
(3) AVP ニューロンの高浸透圧条件下におけ

る研究代表者の予備実験の結果と更なる問

題点 
 AVP ニューロンにおいて、高浸透圧条件下
におかれると、浸透圧性細胞縮小の後にそれ
が持続する現象が確認された。この現象は
Na+/H+アンチポータ(NHE)、Cl−/HCO3

−アンチ
ポータ(AE)のブロッカーである amiloride、

DIDS を投与すると、細胞がさらに縮小し(図
1A 参照)、一方、カチオンチャネルの非特異
性ブロッカーであるエコナゾル、フルフェナ
ミン酸 (FFA)、2-APB を投与すると細胞容積
が回復する RVI 現象を見出した(図 1B 参照)。 
これらの予備実験結果より、AVP ニューロ

ンには高浸透圧条件下においても容積調節
能があり、そのメカニズムに NHE や AE やカ
チオンチャネルが関与している可能性が示
唆された。しかし、高浸透圧条件下で活性化
する(SIC とは異なる)カチオンチャネルの本
体は何か？、なぜ高浸透圧刺激による容積縮
小後にこれが持続するのか？、その現象に関
わる膜タンパク質は何か？、そしてその生理
的意義は何か？などの疑問が未解明のまま
であった。 

 
２．研究の目的 
研究代表者は、AVP ニューロンにおいて、

低浸透圧条件下では、AVP ニューロンの細胞
体･樹状突起からの分泌が亢進された AVP が、
同ニューロンにオートクリン的に作用し、浸
透圧性膨張後の容積回復を促進する事を最
近報告した(Sato et al. 2011, Science Signaling)。
一方、高浸透圧条件下では、容積調節機構は
欠落しており (Zhang et al. 2003, Nature 
Neurosci)、その結果持続する細胞容積減によ
って SIC の不活性状態が解除され、その結果
生じた脱分極が血中への AVP 分泌を促進さ
せるという報告 (Bourque 2008, Nature Rev 
Neurosci)が、現在の教科書的通説であった。
しかし、研究代表者を含めた複数の研究室で
これらが再現されなかった。本研究では、高
浸透圧応答における従来の通説に挑み、AVP
ニューロンの新しい高浸透圧センサーチャ
ネルの同定及び生理的役割を解明する事を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
実験には、産業医科大学の上田陽一博士が

開発した AVP-eGFP-TG ラットの視索上核
（SON）領野を単離した AVP ニューロンを使
用した AVP ニューロンは、GFP 発現の有無
によって他と区別した。細胞内電位測定、及
び自発的発火活動の測定は、ナスタチンによ
る穿孔パッチ電流固定法を用いて行った。電
流測定は、パッチクランプ全細胞電圧固定法
を用いて行った。遺伝子発現の確認は、SON
領野のスライス標本に対する RT-PCR 法と、
GFP 陽性 AVP ニューロンをパッチピペット
で回収した細胞標本に対する RT-PCR 法を適
用した。細胞容積の変化は、断面積測定法を



用いて行った。AVP ニューロンの細胞体/樹状
突起からの AVP 分泌量の測定は、ELISA 法を
適用した。 
 
４．研究成果 
(1)高浸透圧条件下で活性化する安定したカ
チオン電流を測定する方法の確立 

  AVP タグ GFP 発現トランスジェニックラ
ットの SON より急性単離した AVP ニューロ
ンを用い、パッチクランプ電圧固定法でカチ
オン電流を測定する。高浸透圧刺激により活
性化されるカチオン電流は予備実験により
whole-cell 法で記録できているが、run-down
が激しく安定した記録を取るまでに至って
いなかった。そこで、run-down を食い止めて
より安定して再現できる条件を、液組成や電
圧の刺激強度・時間を変える事により確立す
べく実験を行った。その結果、ロイペプチン
をピペット液に充填すると run-down が比較
的落ち着き、安定した電流が取れる事がわか
り、実験系の確立という点において一定の成
果が得られた。 
   
(2)高浸透圧刺激下において AVP ニューロン
の容積回復に関与するトランスポータの同
定 
他の多くの細胞の RVI メカニズムには、

NHE、AE が関与している事が報告されてい
る(Lang et al. 1998, Physiol Rev)。研究代表者
の細胞体断面積測定法を用いた予備実験に
おいて、高浸透圧条件下における AVP ニュー
ロンの断面積は、細胞が縮小した後にそれが
持続したが、NHE のブロッカーDIDS、AE の
ブロッカーamiloride をそれぞれ投与すると、
細胞がさらに縮小する結果が得られた(図
1A)。しかしながら、AVP ニューロンに NHE
や AE が発現しているのかについては未だ不
明であった。そこで、AVP ニューロンが局在
している SON サンプルと、パッチピペット
で GFP 陽性 AVP ニューロン２０個から吸引
して回収した細胞質サンプルを用いて
RT-PCR を行った。その結果、AE、NHE 共に
SON、AVP ニューロンに発現していることが
明らかになった（図 2 参照）。これらの結果
より、AVP ニューロンは、高浸透圧刺激によ
り細胞が収縮した後、見かけ上容積が回復し
ないように見えるが、実際は、AVP ニューロ
ンの膜に発現するAEとNHEが活性化されて
容積回復的に働いていることが示唆された。 

 

 
(3)高浸透圧刺激下において AVP ニューロン
の容積回復を抑制するカチオンチャネルの

生理的役割 
これまでの研究により、非選択性カチオン

チャネルブロッカーを作用させると高浸透
圧刺激により縮小した細胞が、元の大きさへ
回復している事が明らかになった(図 1B)。こ
れらの結果より、AVP ニューロンでは高浸透
圧性細胞縮小後の容積回復（RVI）を、高浸
透圧刺激によって活性化されるカチオンチ
ャネルが抑制している可能性が示唆された。
次にこのカチオンチャネルが AVP 分泌にい
かに関与しているのかを調べるために、高浸
透圧条件下における細胞体/樹状突起からの
AVP 分泌量を ELISA 法により測定した。その
結果、カチオンチャネル阻害薬は、AVP 分泌
を抑制していることが明らかになった（図 3
参照）。これらの結果より、高浸透圧条件下
において AVP ニューロンの容積回復を抑制
するカチオンチャネルは、AVP 分泌を促進す
ることが示唆された。 
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