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研究成果の概要（和文）：本研究は、心臓自律神経系の活動に着目し、メダカを用いて自律神経機能の発達評価、環境
擾乱系の確立、およびその解析である。発達評価では、メダカはふ化直後から１ヶ月後に心臓自律神経系機能が発達し
、発生初期では低温刺激で誘発する不整脈がメダカ系統によって抵抗性が異なり、かつ１遺伝子に起因することが明ら
かとなった。環境撹乱系では、恒常明期では副交感神経活動が低下する一方で、放射線刺激では心拍に異常は認められ
なかった。さらに、メダカを利用した血液の解析や組織の3D解析の可能性を見いだした。

研究成果の概要（英文）：This study was focused on the evaluation of activity of the cardiac autonomic 
nervous system using medaka as a model organism and analyzed the acquirement process of the cardiac 
autonomic nerve function, establishment of the condition of environmental disturbance and its analysis. 
Development of cardiac autonomic nervous function starts from the hatching stage and the activity grows 
in one month old larvae. Low temperature stimulation caused arrhythmia in some medaka strains of heart 
beat initiation period indicating this cold sensitivity is attribute to single gene. Parasympathetic 
nervous activity decreased after the continuous photoperiod, however, radiation stimulation did not cause 
the abnormal heartbeat using the environmental disturbance system. Furthermore, establishment and 
preliminary analysis of the blood and the 3D analysis of tissues suggests usefulness of medaka as model 
organism.

研究分野：環境生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)生体は、自律神経系等によるホメオスタシ
スにより外界に適応している。心臓自律神経
系は、脈拍数や血圧などを制御しており、心
拍の持つ定期的な変動を利用した心拍変動
解析による自律神経活動の評価法が、1980年
代より確立されている（Akselrod et al., (1981) 
他）。近年、生活習慣の変化から小児の体調
不良や自律神経失調症の増加が問題となっ
ている一方、発症の機構や対処法については
混沌としている。その一因として、ヒトにお
ける自律神経を含む神経系の形成が、家庭環
境（母体、授乳）等の影響を受ける６歳児頃
までにほぼ完了するために、研究が容易では
ないことが挙げられる。自律神経機能の低下
は、免疫低下など体全体へ影響を与える要因
となり得ることから、正常な自律神経活動形
成は非常に重要である。 
(2)小型魚類は、ヒトと同じボディプランを共
有し、突然変異体等の遺伝学的手法が利用可
能である。加えて、母体の影響を受けずに環
境変化や薬剤等の評価ができることから、分
子から組織レベルで自律神経の発育過程を
解明するのに非常に有用である。小型魚類に
おける心臓自律神経機能の解析は、近年画像
解析技術が飛躍的に向上し、稚魚を用いた侵
襲性の低い映像による解析が行われてきて
いる（Mann et al., (2010) 他）。メダカは、飼
育適応可能な環境域が広く、放射線、化学物
質、温度変化、塩濃度刺激、宇宙環境など各
種環境変化における生物影響のモデル生物
としても広く利用されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、心臓自律神経系の活動に着目
し、親と独立した環境で発生・生育可能なメ
ダカを用いて、(1) 発育に伴う心臓自律神経
系の機能獲得過程を記述し、(2) 環境擾乱系
の確立およびその自律神経活動変化を解析
する。加えて、(3) 環境撹乱時の発現分子変
化を明らかにすることを目指した。 
 (1)では、胚から成魚までの生育による変化
を、無刺激時及び自律神経作用薬の投与によ
り評価し、心臓自律神経機能の獲得段階を解
明する。また、生理機能制御の理解のために、
自律神経受容体の発現を確認する。(2)では、
光、温度、放射線などに着目し、自律神経活
動の変化（低下）を評価する。また、(3) 環
境変化により生じるホルモン等の変化につ
いて、コルチゾールの定量及び遺伝子発現解
析を行う。 
 ヒトの自律神経活動には、生活リズムなど
が影響すると予想されており、外的環境は、
メダカにおいても同様に影響を与えると推
測される。本研究では、稚魚から成魚まで成
長に沿った変化を解析することにより、メダ
カ自律神経機能の獲得過程について明らか
にできる。すなわち、外的擾乱を人為的に加
えることによって、環境が自律神経機能など
の発育に及ぼす影響について、分子レベルか

ら組織の機能レベルでの解明が期待できる。
本研究で得られた結果をヒトに外挿するこ
とで、これまでほ乳類では成しえなかった発
育段階での自律神経獲得機構について、獲得
の時期や重要性を明らかにできる。そして、
効果的な自律神経機能の獲得と自律神経機
能低下時の環境面及び薬剤からの対処法の
開発、機能低下を指標にした変異体スクリー
ニングによる関連遺伝子群の探索などへ直
接応用できる。将来的には、近年増加傾向に
ある小児の自律神経失調症の環境からの予
防策或いは、薬剤等による対応策を得ること
が可能となる。本研究成果が、最終的に個体
レベルでのストレスや環境応答という大き
な現象や健康についての社会問題の一端を
そのメカニズムから迫ることができる点で、
本研究は非常に意義がある。 
 
３．研究の方法 
(1)自律神経系の機能獲得評価： 
①高速度映像を用いた心拍解析 
 安静状態の透明メダカ SK2 の腹側から心
拍を 300 fps で撮影した。心拍を心臓内の血
液流入に伴う輝度変化と捉え、輝度の経時変
化から自律神経活動と連動しうるエラの動
き及び心臓の動きを高速度映像から抽出し
た（Watanbe-Asaka et al., 2012）。抽出したデ
ータを元に、心拍数および高速フーリエ変換
による心拍変動解析を行った。メダカ胚（心
臓形成時、ふ化直前）、稚魚（生後 1 日、1
週間、４週間）、成魚（３ヶ月）の各時期で、
成長に伴う安静時の自律神経活動を解析し、
機能獲得を評価した。また、２種の自律神経
作用薬（アトロピン、プロプラノロール）お
よび麻酔薬（MS-222）を投与し、薬への感受
性から自律神経の刺激に対する受動的な機
能発達を評価した。 
② in situ hybridization及び RT-PCRによる交
感・副交感神経受容体の発現解析 
 心臓において発現するサブタイプのムス
カリン型アセチルコリン受容体及び βアドレ
ナリン受容体をメダカ心臓由来の cDNAから
単離し、in situ hybridizationおよび RT-PCRに
よる発現解析を行った。また、α-tubulin抗体
により神経軸索の染色を行った。 
 
(2) 環境擾乱系の確立およびその自律神経活
動変化の解析： 
①成魚を用いた環境擾乱系の構築と自律神
経機能に対する影響評価 
 メダカ SK2成魚を用いて、恒常的明期での
飼育、放射線照射系（γ線による全身照射、
炭素イオン線によるメダカ個体の一部分照
射）を確立し、撹乱後における心臓自律神経
活動を評価した。メダカ個体への部分照射は、
日本原子力開発機構高崎量子応用研究セン
ター（群馬県高崎市）の加速器イオン照射施
設（TIARA）の共同利用にて実施した。 
②メダカ胚を用いた環境撹乱系の構築とそ
の評価 



 各野生集団およびHd-rRメダカ胚を用いて、
15℃飼育時の心拍変化を高速度映像から解
析した。15℃に曝露させる時期、期間、使用
する系統を変化させて、低温が心拍に与える
影響を評価した。 
 
(3)環境擾乱に応答する分子の探索と全身切
片を用いた 3D解析： 
①血清サンプルの調製とストレスホルモン
の測定 
 メダカ成魚からの採血手法を確立した。ま
た、血液から調製される血清の量及び濃度を
決定し、得られた血液を利用して、ストレス
ホルモン（コルチゾール）量の測定を行った。 
②血清サンプルの GC-MSでの予備検討 
 メダカ成魚から採血し、既存の脂肪酸測定
用カラムを利用してコルチゾール等の測定
を行った。 
③全身切片の作製と 3D解析 
 環境撹乱系として利用した放射線照射後
に生じた全身変化を検証するために、北里大
学医学部病理学教室の協力を得て全身連続
切片を作製した。得られた画像データは、山
口大学医学部分子病理学分野の協力を得て、
データベースに登録した。また、放射線照射
によって大きく変化の認められた腎臓の切
片画像を元に 3D組織構築を行った。 
 
４．研究成果 
(1)自律神経系の機能獲得評価： 
①高速度映像を用いた心拍解析 
 メダカ成魚の安静時心拍を腹側高速度映
像より計測したところ、心拍数における変化
に加えて、心拍変動においてもアトロピンに
より副交感神経活動、プロプラノロールによ
り交感神経及び副交感神経活動と予想され
る周波数帯のシグナルの減弱が観察された。
一方、平均心拍数が同じ程度である st.35メダ
カ胚において、この自律神経活動によると考
えられる心拍変動は観察されなかった。生後
１日、１週間の稚魚、１ヶ月の幼魚において、
この心拍変動の大きさは大きくなる傾向が
あった。１ヶ月の幼魚においても成魚ほどの
変動のシグナル強度はなかったことから、1

ヶ月程度まで、発達に伴い心臓自律神経活動
が増強されていることが認められた（図１）。
しかしながらこの実験は、観察容器にて３分
間安静状態を維持することが困難であり、有
意差を得られるほどの十分な個体数を獲得
できなかったことから、今後も引き続き個体
数を増やすなどして今回得られた結果を確
実にする必要がある。 
②in situ hybridization 及び RT-PCR による交
感・副交感神経受容体の発現解析 
 メダカ成魚心臓から total RNAを抽出し、
心臓において発現しているアドレナリン受
容体（アドレナリン受容体 b1）およびアセチ
ルコリン受容体（ムスカリン型アセチルコリ
ン受容体 a2）の配列を単離した。その配列を
もとに in situ hybridization用プローブを作製
し、心臓形成初期時のメダカ胚、及び稚魚（ふ
化後 1日）における遺伝子発現を評価したが、
メダカ胚及び稚魚において、今回作製したプ
ローブでの検出はできなかった。半定量的
PCRにて遺伝子発現を評価したところ、心臓
の拍動に揺らぎの認められない st.35 の胚に
おいてどちらの受容体も発現していること
が確認できた。また、神経の発達を評価する
ために、α チューブリン抗体染色を実施し、
孵化直前の胚において心臓自律神経の神経
軸索が形成されていることを確認した。した
がって、心臓自律神経はふ化前には形成され
ていること、それが機能として増強されるた
めには、ふ化や成長が必要であることが明ら
かとなった。 
 
(2)環境変化による自律神経機能評価： 
①成魚を用いた環境擾乱系の構築と自律神
経機能に対する影響評価 
 メダカ SK2成魚を用いて、１週間の恒明条
件において、心拍変動解析を行ったところ、
心拍数および交感神経活動には変化がない
一方で、副交感神経活動と思われる周波数帯
が有意に減弱していた。加えて、環境撹乱予
備検討では放射線刺激後に心拍数が有意に
減少し、その後回復するという応答が観察さ
れたため、再度検証を行ったが、これは照射
時の魚体の健康状態によって生じた結果で
あり、放射線照射による心拍への影響は本解
析手法では検出できないことが示唆された。 
②メダカ胚を用いた環境撹乱系の構築とそ
の評価 
 心臓形成期および心拍開始期のメダカ胚
を一過的に 15℃以下の低温に曝すことで、ほ
ぼ 100%の割合で不整脈を呈し、後の発生期
（st.35）において血流の異常を認めることを
見いだした。また、高速度映像を用いた解析
により、１回の収縮あたりの大きさは変わら
なかったことから、この低温における不整脈
心機能異常は、収縮の強度ではなく心臓ペー
スメーカのリズム異常によるものであるこ
とが強く示唆された（図２）。さらに、複数
の野生メダカ集団を利用して、低温ストレス
に対する抵抗性を検証したところ、北日本に

図１ メダカの発達段階における心臓自律神経
活動。副交感神経に相当する周波数帯（上図）。
交感神経に相当する周波数帯（下図）。 



生息する野生メダカ系統の１つ大館は、この
低温で誘発される不整脈に抵抗性を有して
いることを明らかにした。この大館の解析か
ら、この低温性不整脈に対する抵抗性の獲得
が一つの遺伝子によることが分かりつつあ
り、当該遺伝子の多型が温度など環境適応に
重要であることを示唆している。 
 
(3)環境擾乱に応答する分子の探索と全身切
片を用いた 3D解析： 
①血清サンプルの調製とストレスホルモン
の測定 
 メダカ SK2成魚の尾側中心動脈から、2 µl
の採血手法を確立した。得られた血液から、
血清を放射線照射前後での血液を採取した。
メダカ血液を元にストレスホルモンの１つ
コルチゾールを測定することができたが、採
取している血液の量が微量であることによ
り、個体ごとのばらつきが多く、内部標準の
必要性が生じた。一方、同じ血液サンプルか
ら、赤血球を主とする血球をサンプリングす
ることができたため、今後、放射線照射後に
おける血球数や形態変化を解析する予定で
ある。特に、2012年に実施されたメダカの宇
宙実験において、宇宙環境２ヶ月滞在メダカ
のサンプルシェア実験から、造血組織である
腎臓において、酸化ストレス応答、赤血球形
成、増殖に関連する遺伝子群が発現上昇する
知見を得ている。抹消血球においてもストレ
ス応答時には同様の転写翻訳がされている
可能性も考えられる。 
②GC-MSでの予備検討 
 GC-MS に使用するサンプルの条件および
使用するカラムの条件を検討する目的で、予
ふ化後１週間の稚魚１匹から脂溶性画分を
抽出し、GC-MS 用サンプルとした。GC-MS
での質量解析を行ったが、サンプルから得ら
れた主要ピークのほとんどが細胞膜由来で
あることがわかり、コルチゾールのピークを
検出することができなかった。同条件のサン

プルをコルチゾール検出キットにて検証す
ることができており、これは、サンプル量の
少なさと適切なカラムではなかった可能性
の双方が考えられることから、今後も引き続
き条件を変えて検証する必要がある。 
③全身切片の作製と 3D解析 
 全身および局所的放射線照射後に心拍に
変化が認められなかったことから、どの程度
全身影響が出現するかを全身の連続パラフ
ィン切片により解析を行った。特に、局所的
な刺激によって生じる全身性の応答を検出
するために、背・腹側各 2 mmの深度まで 15 
Gy の重粒子線を照射し、全身をパラフィン
切片として精査した。その結果、被照射部位
における組織学的な変化は、皮膚、精巣、腎
臓で顕著であった。メダカにおいて腎臓は造
血組織であることに加えて、使用した重粒子
線のビーム到達距離の近傍であることから、
3D 構築を行ったところ、被照射部位のみ造
血細胞の欠落と組織の萎縮が観察された（図
３）。 
 上記の被照射部位の影響に加えて、照射さ
れていない部位の組織においても末梢血管
に浮腫や毛細血管瘤、出血などが誘導される
ことを確認した。このような照射部位以外で
の応答は、血液を介した応答の可能性が考え
られる。 
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