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研究成果の概要（和文）：動物は、体液中の浸透圧やNa+濃度を一定に保つために、脳室周囲器官（CVOs）において体
液状態のモニタリングを行っている。CVOsが司る体液恒常性制御機構の解明のために、CVOsに特異的に発現している分
子の同定を試み、CVOsに特異的に発現していると考えられる蛋白質を同定した。また、既にCVOsで発現が確認されてい
るNaxについて、発現している領域や細胞についての解析を行ったところ、Naxは、大脳皮質や扁桃体の神経細胞にも発
現しており、シナプス後部の足場タンパク質PSD95により細胞膜での安定性が制御されていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In animals, osmolality and sodium concentration in body fluids are continuously 
monitored in the circumventricular organs (CVOs) to keep it. In this study, to figure out the mechanism 
for the body-fluid homeostasis, we identified the proteins that specifically expressed in CVOs by 
transcriptome analysis. We also analyzed the expression pattern of Nax, which is known to express in 
CVOs, in mouse brain. We herein verified that Nax was expressed in neurons in the lateral amygdala of 
mice, and the interaction between Nax and PSD95 may be involved in promoting the surface expression of 
Nax channels in neurons.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
  動物が生きていく上で体液 Na+濃度や浸
透圧の恒常性を維持することは不可欠であ
る。しかしながら、その機構には、まだ不明
な点が多い。かつて、脳の部分破壊が飲水や
塩分摂取行動に及ぼす影響が解析され、適切
な塩分摂取や飲水行動には脳弓下器官（SFO）
や終盤脈管器官（OVLT）といった脳室周囲器
官（CVOs）が重要であることが明らかにされ
た（図１）（引用文献①）。脳組織には一般的
に血液脳関門が存在するが CVOs には存在し
ない。また、CVOs は第３脳室前壁にあり、脳
室に面して脳脊髄液と接していることから、
血液や脳脊髄液の状態のモニターに適して
いた組織である。このような特異的な構造か
ら、体液中の Na+濃度や浸透圧などを感知す
るセンサー機構が CVOs に存在する可能性が
古くから示唆されてきた。 

   
  申請者の所属研究室では、脳組織におい
て CVOs のグリア細胞に発現しているチャン
ネル分子 Naxが、体液 Na

＋レベルの上昇を感
知するセンサー分子であることを見いだし
た。Naxは電位依存性ナトリウムチャンネルの
ファミリー分子であり構造的に近いが電位
依存性は持たず、細胞外 Na 濃度の上昇に応
答して開口する特性を有していた。正常な動
物は、絶水状態が続いて体液の Na+レベルが
上昇すると塩分摂取を回避する行動をとる。
しかし、Nax遺伝子を欠損した Naxノックアウ
トマウスは絶水によって血中 Na+レベルが上
昇しても塩分摂取をやめない行動異常を示
した（引用文献②）。 このように体液 Na+レ
ベルの上昇を感知するセンサー分子の実体
は Naxであることが明らかになった。Naxはグ
リア細胞だけでなく、ニューロンにも発現し
ているが、その機能についてはよくわかって
いない。 

行動学的な解析などから、脳には体液Na
レベルを感知するセンサー以外に、浸透圧の
上昇や低下を感知するセンサー分子が存在す
ると考えられるが、それらは、まだ同定され
ていない。申請者らは、体液状態の監視に適
した脳組織であるCVOs に特異的に発現する
分子の中に、そうしたセンサー分子が含まれ
ると考えた。 
  近年、申請者らは、血中Na+レベルが恒常
的に高くなる 本態性高Na血症を発症した一
人の患者を調べ、その体内でNaxを認識する自
己抗体が産生されていることを見つけた（引
用文献③）。この患者は自発的な飲水量が減
少し、抗利尿ホルモン(バソプレッシン)の分
泌能も低下していた。この患者の血清を用い
て免疫組織染色を行うとCVOsが特異的に染色
された。その後の詳細な解析の結果、自己抗
体によってCVOsの機能不全が起きたことが発
症の原因と推定された。最近、この患者と同
様に自己抗体の産生が原因と疑われる高Na血
症が新たに数例見つかった。患者血清を用い
てマウス脳組織の免疫染色を行うとSFOや
OVLTが特異的に染色され、CVOsに特異的に発
現している分子に対する自己抗体が患者体内
で産生されていることが示唆された。しかし、
Naxは認識せず、他のCVOs特異的分子を認識し
ている物と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
浸透圧等を感知する未知の体液センサー
分子の同定を目指し、CVOsに特異的に発現し
ている分子を探索する。次世代シーケンサー
を用いたトランスクリプトーム解析を行うと
共に、高Na血症患者から見つかった自己抗体
が認識する分子の同定を目指す。また、Naxを
発現している細胞について詳細に解析する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CVOsに特異的に発現している分子の解析 
  次世代シークエンサーを用いたトランス
クリプトーム解析により、CVOsであるSFO及び
OVLTに特異的に発現している分子を同定する。
また、高Na血症患者の体内で産生されたCVOs
を特異的に標識する抗体が認識するタンパク
質を探索する。以上の２つの手法により、見
出した分子の内、CVOsへの特異性が高く、発
現量も多い分子の中で、体液センサーとして
の機能が特に期待されるチャンネル分子やト
ランスポーターを選んで解析を進める。それ
らの分子について、in situ ハイブリダイゼ



ーション法や免疫組織染色法により、マウス
脳組織における発現パターンの解析を行う。  
  また、各分子の cDNA 全長をクローニン
グし、発現ベクターにサブクローニングして
株化細胞に発現させる。タグを付けたクロー
ンも並行して用意し、ウエスタンブロット法
と免疫細胞染色法により、蛋白質の発現を確
認する。対象遺伝子を発現した細胞が浸透圧
変化等に対する刺激に応答するか、Na+イメー
ジングやCa+イメージング法により解析する。 
  トランスクリプトーム解析を用いた分
子の探索については、ラットの SFO と OVLT、
さらに、対照とする脳室周辺組織、大脳皮質
を取り出す。それぞれからトータル RNA を抽
出し、cDNA を合成して次世代シーケンサーに
より、全 cDNA の配列を決定する。各組織に
発現している cDNA を比較することにより、
SFO及びOVLTに特異的に発現する分子を決定
する。 
  患者血清を用いた分子の同定について
は、これまでに申請者らが解析した高 Na 血
症血症の患者血清のうち、免疫組織染色実験
の結果から CVOs の一つ SFO を特異的に染色
することがわかっている血清を用いて、以
下の実験を行う。まず、マウス脳から SFO 及
び大脳皮質を切り出して蛋白質を抽出し、高
Na 血症患者の血清を用いて、それら抽出物の
ウエスタンブロット解析を行う。SFO サンプ
ルに見られ対照組織である大脳皮質サンプ
ルには無いバンドを探し、ゲルを切り出し、
ゲルに含まれる蛋白質を質量分析法により
同定する。この際、例えバンド部分のゲルを
選択的に切り出したとしても、そのゲルには
複数の蛋白質が含まれると考えられる。そ
こで、それら同定された蛋白質の cDNA から
発現ベクターを作成し、それを用いて蛋白質
を細胞に発現し、患者血清を用いて細胞の免
疫染色を行う。これによって、最終的に患者
血清が認識する蛋白質の同定を試みる。 
 
(2) ニューロンに発現している Naxの機能解
析 
  新たにマウス Naxの部分配列を抗原とす
る抗体を作成し、免疫組織染色法によりマウ
ス脳組織における Naxの発現分布を調べる。
ニューロンに発現した Naxの機能を解析する
ため、ニューロン由来の株化細胞に発現する
安定発現細胞を作成し、Na+イメージングや
電気生理学的手法を用いて Naxの機能解析を
行う。また、Naxと相互作用する蛋白質を同定
し、Naxの制御機構についても解析を行う。 
 

４．研究成果 
(1) CVOsに特異的に発現している分子の解析 
  次世代シーケンサーを用いたトランス
クリプトーム解析により、CVOs に特異的に発
現している分子を同定することに成功した。
その中からチャンネル分子やトランスポー
ターを選び、in situ ハイブリダイゼーショ
ン法や免疫組織染色法により、マウス脳組織
切片における発現解析を行った。その結果、
CVOs において特異的に発現していることが
確認された。発現が確認された分子について、
cDNA をクローニングして、株化細胞に発現さ
せ、免疫染色により、発現を確認した。現在、
イオンイメージングにより、その機能を解析
している。 
  マウスの脳からSFOと大脳皮質を取り出
してタンパク質抽出液を作成し、高 Na 血症
患者の血清を用いたウエスタンブロット解
析を行った。複数のバンドが検出されたが、
SFO のサンプルにのみ存在するバンドはなか
った。そこで、セファロースビーズに患者血
清に含まれる抗体を結合し、患者血清に特異
的に反応する抗原蛋白質を吸着・濃縮するこ
とを試みた。患者血清から、硫安沈殿を行っ
てイムノグロブリン画分を取得し、精製した
抗体をセファロースビーズ共有結合させた。
作製したビーズにSFOの抽出液を加えて蛋白
質を特異的に結合させ、その後ビーズから溶
出したものを SDS-PAGE により分離し、銀染
色により蛋白質の検出を行った。しかしなが
ら、患者血清とコントロール血清を比較して
も、結合した蛋白質に差がみられず、患者血
清中の抗体に特異的に結合する蛋白質を見
出すことはできなかった。結果として、今回
おこなった方法では、高 Na 血症患者の血清
中に含まれる CVOs を特異的に認識する自己
抗体の抗原分子を同定することはできなか
った。 
 
 
(2) ニューロンに発現している Naxの機能解
析 
  抗 Nax抗体と神経細胞のマーカーである
βチューブリン III 抗体を用いて、マウスの
脳組織や初代培養細胞を染色した結果、Nax
は大脳皮質や扁桃体の一部のニューロンに
発現していることがわかった（図２）。さら
に、大脳皮質抽出液を用いて Naxの C 末端側
細胞内領域に結合する分子を探索したとこ
ろ、PSD95 が Naxの C末端にある PDZ 結合ドメ
インに結合するタンパク質として同定され
た。また、マウスニューロン由来の株化細胞



である Neuro2A に Nax を発現させる実験から、
Naxと PSD95 蛋白質との相互作用が、Naxの細
胞膜における安定性に寄与していることが
わかった（図３）。  

Naxを発現させた Neuro2A 細胞を用いて、Na
+

イメージング及び電気生理学的解析を行っ
た結果、グリア細胞由来の C6 グリオーマ細
胞に発現させた場合と同様の Na+依存性を示
し、ニューロンにおいても、Naxは Na

+レベル

センサーとしての機能を保持していること
が明らかになった。 
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