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研究成果の概要（和文）：社会性行動に必要な愛情ホルモン・オキシトシン（OT）が中枢神経作用を発揮するに
は、末梢循環血中から血液脳関門（blood-brain barrier, BBB）を通過し、脳内へ移行することが必要である。
本研究により、これまで不明であったOTの脳内移行発揮に関わる分子装置がはじめて明らかになった。具体的に
は、BBBを構成する脳血管内皮細胞上に存在するRAGE(receptor for advanced glycation end-products)がOTと
直接結合し、その役割を果たしていた。さらに、母親マウスの子育て養育行動についてもOTと脳血管内皮細胞上
のRAGEが必須であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Oxytocin (OT) is a neuropeptide hormone and is released into circulation 
from the posterior pituitary. Circulating OT has a prominent hormonal role in female reproduction. 
OT also acts as a chemical messenger and has been shown to be important in human behaviors such as 
sexual arousal, recognition, trust, anxiety, and mother-infant bonding. For OT to exert its 
function, it must pass from the circulatory system through the blood-brain barrier portion of the 
neurovascular unit into the brain. There has been no direct evidence for this oxytocin transport 
process and for molecular mechanisms underlying the process. However, this study has demonstrated 
that the receptor for advanced glycation end-products (RAGE) on endothelial cells of the blood-brain
 barrier can bind OT and transport oxytocin from the blood into the brain, resulting in the 
regulation of brain OT levels as well as brain function and social behaviors. 

研究分野：生化学、分子生物学、内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、“母子の絆”や“愛情”の分子基盤の理解に繋がり、独自性と創造性に富む学術的にもユニーク
なものである。また、脳内に入りにくい薬剤を中枢神経系で作用させることができるドラッグデリバリー装置と
しての応用が可能である。さらに、自閉症スペクトラム障害を含む、統合失調症や反応性愛着障害などの精神疾
患に対する新たな治療手段の開発を提供することにもなり得る。育児放棄、虐待などの今日の少子化時代におい
て深刻化する社会問題の解決の一助になる可能性も秘めており、学術的意義に加え社会的意義も極めて高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
オキシトシン（OT）が社会性行動を引き起こす“愛情ホルモン”として中枢神経作用を発揮
するには、末梢循環から脳内へ移行すること、つまり、血液脳関門（BBB）の通過が必須となる。
しかし、これまでこのような現象の存在そのものや、分子機構については全く分かっていなかっ
た。 
研究代表者らは、RAGE (receptor for advanced glycation end-products)という分子に着目し
研究を推進してきた。RAGE は、トル様受容体などと同様に自然免疫に関わるパターン認識受
容体の一員で様々な病態形成に原因的に関わることをこれまで明らかにしてきた。そのような
中、RAGEノックアウト（KO）マウスを作製し、継代維持する過程において、環境変化ストレ
スにより RAGE-KO マウス母親の子育て放棄と著しい仔の生存率の低下が引き起こされること
を観察していた。実験上、ホモの RAGE-KO マウスのコロニーを作製し、実験群の匹数を増や
す際、母マウスに新しいマウスケージに移すなどの環境変化ストレスを負荷すると、仔の生存率
が著しく低下することを偶然見出した。この現象は、RAGE-KOマウスの仔と野生型の仔の入れ
替え実験を行っても低いままであった。このような母親マウスの養育行動の異常は、OT-KOマ
ウス、OT受容体 KOマウス、さらに OT分泌低下をきたす CD38-KOマウスにおいても観察さ
れており（PNAS 2005, Nature 2007）、RAGE-KOマウスの母親は OTが関わる養育行動に異
常があるのではないかと考え、本研究の発想と着想に至った。 
 
２．研究の目的 
末梢循環中の OT が脳内へ移行するための BBB 通過については、これまでよく理解されず、
まして、その分子機構についても全く分かっていなかった。本研究の研究目的は、RAGE とい
う分子に着目し、OT の脳内移行とその作用発揮の分子機構の解明を目指すということである。 
“母子の絆”や“愛情”の基盤を理解しようという研究は、社会的・科学的にも大変重要な課
題であり、RAGE が本来、信頼・愛情を伝えるのに必須の分子であるということが分かれば、
意義ある研究となり得る。 

 
３．研究の方法 
（1）OTと RAGEとの直接結合の確認と細胞内シグナル伝達の有無の検討を行う 
合成 OT（ペプチド研）とヒト、マウスの精製組み換え RAGE タンパクとの直接結合を表面
プラスモン共鳴法と ELISAプレートで確認する。続いて、OTが代表的なNFB活性化や Rac1, 
Cdc42の活性化などの RAGE細胞内シグナル伝達を引き起こすのかどうかを調べる。 
（2）RAGEによるオキシトシンの血管側から脳側への移行を in vitroで検証する 
初代培養したサル脳の毛細血管内皮細胞、ラット脳周皮細胞及びラット星状細胞を含む微小
血管単位で構成される in vitro BBB 透過性アッセイキット（MBT-24H、ファーマコセル株式会
社）を用いて OT の BBB 透過性を検証する。使用する血管内皮細胞上における RAGE 発現を
確認し、RAGE発現を抑制する RAGE shRNAベクター [pSilencer 3.0-H1 ベクター(Ambion, 
Austin, TX)]とその対照ベクターを用いたノックダウン実験により RAGE依存性を調べる。細
胞層を通過するナトリウムイオンの流れを反映する経内皮電気抵抗（TEER）を指標として、BBB
の緊密度（tightness）が達成されていることを確認しながら行う。 
（3）合成 OTを皮下注射、静脈内投与、鼻腔投与を行ってその脳移行をマウスで確認する 
全身で RAGEが欠損する RAGE-KOマウスに加え、血管内皮細胞 RAGE過剰発現トランス
ジェニック（RAGE-Tg）マウス、RAGEコンディショナル KO（RAGE flox）マウス、ヒト RAGE
ノックインマウスなどで調べる。脳内の OT濃度については脳脊髄液を大叢から採取し、さらに
microperfusion 法を用いて視床下部の室傍核、扁桃体、前頭前皮質の脳内細胞間隙に存在する
OTの濃度も測定する。また、内在性 OTと区別して[13C,15N]OTも用いる。 
（4）各種 RAGE遺伝子改変マウスを駆使して RAGEの OT中枢作用発揮における役割を調べ
る。 
様々な RAGE遺伝子改変マウスを駆使してマウスの行動解析や神経活動を調べる。血管内皮
細胞で RAGE を組織特異的に欠損させるため Tie2-Cre-Tg マウス（既に導入済み）と RAGE 
floxマウスとを掛け合わせ、そのマウスの養育行動や OTの脳移行性を調べる。機能的な神経活
動は、神経細胞核における c-Fosの発現で検討する。 
（5）脳血管内皮細胞上の RAGE発現が亢進するモデルを使っての OT移行を調べる 
両側総頚動脈結紮モデルで一過性の脳虚血を起こすことで、脳血管内皮細胞で RAGE発現が
約 3 倍程度にまで上昇する現象をとらえているので、BBB の破綻が無く、OT の脳内移行が亢
進するかどうかを調べる。 
（6）血中における OT結合キャリアタンパクの同定を行う 
 金属ビーズに OT を化学結合したものとヒト血清を使って、血中における結合キャリアタン
パクを同定する。タンパク質の 2次元電気泳動と質量分析を使用し、脳血管内皮細胞上の RAGE
に血中 OTを運搬する分子を捉える。 
 



４．研究成果 
合成 OTとヒト、マウスの精製組み換え RAGEタンパクとの直接結合を表面プラスモン共鳴
法と ELISA プレートとで確認したところ、RAGE の免疫グロブリン様ドメインである V ドメ
インと C1ドメインに OTが結合した。RAGE リガンドとして知られている HMGB1、S100タ
ンパク、アミロイド、リポポリサッカライドは、RAGE-OT 結合に全く影響を与えなかった。 

in vitro血液脳関門（BBB）透過性アッセイキットを用いて、OTの BBB透過性の検証を行
った。BBB透過性アッセイキットの、サル脳毛細血管内皮細胞上における RAGEの発現を確認
し、その後 RAGE発現を抑制するための RAGE shRNAベクターとその対照ベクターを用いた
RAGE遺伝子ノックダウン実験を行った。アッセイ直前には、BBBの経内皮電気抵抗 TEERを
指標として、BBB の緊密度が保たれていることを確認した。その結果、血管側チャンバーにオ
OT を入れた場合のみ、脳側チャンバーへの RAGE 依存的な OT の移行が確認できた。逆に、
脳側に OTを入れても RAGEの有無に関わらず血管側への移行は全く生じなかった。そして、
OTの移行には RAGE細胞内シグナル伝達系の活性化は必要のないものであった。 
以上、RAGEは OTと結合することで、OTの BBB通過と脳移行に働いていることが分かっ
た。 
続いて、マウス脳血管内皮細胞上にも RAGE 発現があることを確認し、合成の[13C,15N]標識

OTと非標識 OTを RAGE-KOマウスに、皮下注射、静脈内投与、鼻腔投与を行ってその脳内移
行を確認した。時間を追って調べると、野生型マウスと違って、RAGE-KOマウスにおいては、
脳脊髄液中、脳内への移行は全く生じないことが明らかとなった。そして、マウス仔の養育行動
の異常を認めた RAGE-KO マウスの母親の脳血管内皮細胞に RAGE 発現を戻した内皮細胞ヒ
ト RAGE-Tgマウスで、その養育行動が回復可能かどうか実験を行ってみると、マウスの仔の生
存率は有意に上昇した。確認のために、内皮細胞ヒト RAGEマウスで OTの脳内移行性を検討
してみると、OTは脳内へ移行していた。視床下部の神経細胞核における c-Fosの発現でも確認
できた。また、マウス両側総頚動脈結紮モデルで一過性の脳虚血を起こし、脳血管内皮細胞の
RAGE発現を上昇させても、BBBの破綻なく、OTの脳内移行が亢進していた。 
つまり、視床下部で合成された OTは刺激によって下垂体後葉から血液中へ放出される。その
後、血中の OT は血液脳関門 BBB を構成する脳血管内皮細胞上の RAGE と結合し、その後、
BBBを透過して脳内に移行することが明らかとなった。脳内に移行することで、OTは、本来の
神経細胞表面に発現する OT受容体と結合し、「信頼や愛情」などの中枢神経作用を発揮するこ
ととなることが分かった。 
また、RAGE には、スプライシングバリアントである内在性分泌型 RAGE（endogenous 

secretory RAGE, esRAGE）や RAGE 膜貫通領域直上で切断され可能性となる可溶型 RAGE
（soluble RAGE, sRAGE）が血中にも存在するが、BBB上の RAGEの OT脳内透過には全く
影響を与えなかった。BBBの RAGEが、可溶型である esRAGEや sRAGEを脳内にトランスポ
ートし、デコイ受容体として機能することで脳虚血による神経細胞死を防いでいることも分か
った。 
 新しい OT結合タンパクを同定するため、金属ビーズに OTを化学結合したもので血清中の結
合キャリアタンパク候補を質量分析で複数同定し、そのノックアウトマウスを作製し、現在解析
を行っている。 
以上まとめると、右図のように OT
の脳内移行によるその生物学的作用
である “母子の絆”や“信頼や愛情”
の基盤には、血液脳関門 BBB に存在
する RAGE が必須の分子であるとい
うことが分かった。これらの成果は、
自閉症スペクトラム障害を含む、統合
失調症や反応性愛着障害などの精神
疾患に対する OTによる新たな治療手
段の開発を提供することにもなり得
ると考えられる。そして将来、育児放棄や虐待など，今日の少子化時代において深刻化する社会
問題を社会性障害改善薬から解決する時の一助になる可能性も秘めておりさらに研究を進めて
いる。 
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