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研究成果の概要（和文）：新規浸透圧・メカノセンサー分子群および下垂体後葉系を含む脳内浸透圧受容機構について
遺伝子改変動物を用いて検討した。その結果、c-fos-eGFPトランスジェニックラットを用いて急性浸透圧刺激後の脳内
浸透圧感受性部位を可視化することができた。さらに、バゾプレッシン-eGFPトランスジェニックラット、TRPV1ノック
アウトマウスおよびTRPV４ノックアウトマウスを用いて新たな浸透圧・メカノセンサー候補を見出した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the study was to investigate novel osmo-/mechano-sensing molecules 
and osmosensitive mechanisms in the central nervous system, including the hypothalamo-neurohypophysial 
system. We visualized the central osmosensitive areas after acute osmotic challenge, using c-fos-eGFP 
transgenic rats that express c-fos and eGFP fusion gene after adequate physiological stimuli. We found 
that osomotic and non-osmotic stimuli such as mechanical and hypovolemic stimuli caused activation of 
vasopressin-eGFP magnocellular neurosecretory cells in vasopressin-eGFP transgenic rats. We also found 
that TRPV1 and TRPV4 knockout mice showed different drinking behaviors in comparison with wild type.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

生体の約 60％は水分である。生体は水分を

失うと喉の渇きと飲水行動を惹起して水分

を能動的に摂取する。生体内では、喉の渇

きが生じる前に血漿浸透圧の僅かな上昇に

敏感に反応して抗利尿ホルモン（バゾプレ

ッシン）が下垂体後葉から血中に分泌され、

腎臓に作用して水の再吸収を促進する。 

 バゾプレッシンは視床下部室傍核および

視索上核に局在する大細胞性神経分泌ニュ

ーロンの細胞体で産生され、下垂体後葉に

投射した軸索終末から活動電位依存的に分

泌される。 

 血漿浸透圧の変化は、脳内浸透圧感受性

部位として知られる血液脳関門の欠如した

脳室周囲器官（脳弓下器官、終板器官など）

で感知されてバゾプレッシンニューロンへ

神経性情報として伝達され、主な神経伝達

物質としてグルタミン酸やアンジオテンシ

ン II（AII）が考えられている。バゾプレッ

シンニューロン自身も浸透圧感受性を持ち、

浸透圧情報を活動電位に変換する。 

 一般に、血漿浸透圧の変化により細胞は

低浸透圧環境下では膨張し、低浸透圧環境

下では収縮することから、浸透圧センサー

はメカノセンサー機能を有していると考え

られる。バゾプレッシンニューロンは、細

胞体の収縮により活性化する非選択性陽イ

オンチャネルが電気生理学的にメカノセン

サーとして同定され、その候補分子として

TRPV1遺伝子産物で N末端の欠損した

TRPV1バリアントが着目されている。 

 しかしながら、いまだバゾプレッシンニ

ューロンを含む脳内浸透圧調節機構は未だ

詳細が明らかでなく、浸透圧センサーの候

補として TRPV1や TRPV4が挙げられてい

るもののその分子実体は同定されていない。 

 

２．研究の目的 

（１）私たちは、浸透圧刺激に対して活性

化するニューロン群を生細胞のまま同定す

るために c-fos-mRFP1トランスジェニック

ラットを作出し、慢性（脱水および再飲水）

浸透圧負荷後の脳内浸透圧感受性部位を in 

vivoで可視化することができた（Yoshimura 

et al., J Neuroendocrinol 2013）。さらに、

c-fos-eGFPトランスジェニックラットを用

いて、急性浸透圧刺激（高張食塩水腹腔内

投与）後の脳内浸透圧感受性部位を in vivo

で可視化することを試みた。 

（２）バゾプレッシンニューロンを eGFP

蛍光で同定することができるバゾプレッシ

ン-eGFPトランスジェニックラットを用い

て、視床下部視索上核からバゾプレッシン

-eGFPニューロンを単離し、in vitroで酸お

よび機械刺激に関連するイオンチャネルの

同定を試みた。 

（３）TRPV1ノックアウトマウス、４ノ

ックアウトマウスおよび野生型マウスを用

いて AIIが惹起する飲水行動および浸透圧

感受性に関連する脳内部位の同定を試みた。 

 

３．研究の方法 

（１）c-fos-eGFPトランスジェニックラッ

トを用いて、急性浸透圧刺激のために９%

食塩水（20 ml/kg）を腹腔内投与し、無処

置（コントロール）および 0.9％生理食塩水

投与と比較した。90分後に深麻酔下で開胸

し、経心的に４%パラフォルムアルデヒド

固定液で灌流後、脳を取り出した。後固定

の後、シュクロース化してミクロトームを

用いて脳切片を作成し、蛍光顕微鏡下で

Fosタンパクの発現を示す eGFP緑色蛍光

を観察した。 

（２）バゾプレッシン-eGFPトランスジェ

ニックラットを用いて、頸椎脱臼後に素早

く脳を取り出し、マイクロスライサーを使

用して視索上核を含む脳ブロック標本を作

製した。酵素処理後に機械的にニューロン



を単離し、蛍光顕微鏡下で eGFP緑色蛍光

を指標にしてバゾプレッシン-eGFP陽性ニ

ューロンを同定した。ホールセルパッチク

ランプ法を用いて膜電位固定下で電流を記

録しながら、細胞外 pH を変化させた場合

および機械刺激した場合について検討した。

さらに、バゾプレッシン-eGFP×オキシト

シン-mRFP1ダブルトランスジェニックラ

ットをそれぞれの交配によって作出し、こ

のダブルトランスジェニックラットの視索

上核から同時にバゾプレッシン-eGFP陽性

ニューロンとオキシトシン-mRFP1陽性ニ

ューロンを単離し、酸性条件下での電流を

記録した。 

（３）TRPV1ノックアウトマウス、TRPV4

ノックアウトマウスおよびコントロールに

野生型マウスを用いて、脳室内に AIIを微

量投与して飲水量を観察した。生理食塩水

の脳室内投与をコントロールとした。さら

に、AII脳室内投与 90分後に深麻酔下で開

胸し、経心的に４%パラフォルムアルデヒ

ド固定液で灌流後、脳を取り出した。後固

定の後、シュクロース化してミクロトーム

を用いて脳切片を作成し、抗 Fosタンパク

抗体を用いて免疫組織化学的染色を行った。 

 

４．研究成果 

（１）c-fos-eGFPトランスジェニックラッ

トにおいて、9％高張食塩水の腹腔内投与

90分後、脳室周囲器官（終板器官（OVLT）、

正中視索前野（MnPO）、脳弓下器官

（SFO））、視床下部室傍核（PVN）および

視索上核（SON）、および脳幹部（最後野

（AP）、孤束核（NTS）、延髄吻側腹外側野

（RVLM））に eGFP陽性ニューロンが有

意に増加した（図１）。c-fos-eGFPトラン

スジェニックラットを用いて浸透圧感受性

部位および関連するニューロン群を可視化

することができた。今後、生細胞のままこ

れらのニューロンを eGFP蛍光を指標に生

理学的快晴や分子生物学的解析を行うこと

により浸透圧感受性の実体を明らかにした

い。 

 

図１ 諸核における c-fos-eGFPの発現 

上段：コントロール（無処置）、中段：0.9％

生理食塩水投与、下段：9％食塩水投与、

スケールバー＝100μm 

 

（２）ホールセルパッチクランプ法を用い

て膜電位固定下で電流を記録しながら、細

胞外 pHを変化させ、酸性（pH=5.5）条件

で一過性の内向き電流が記録できた。この

内向き電流はアミロライド灌流下で有意に

抑制された。オキシトシン-mRFP1トラン

スジェニックラットの視索上核から同様に

して単離したオキシトシン-mRFP1陽性ニ

ューロンは、酸性条件下で内向き電流はほ

とんど記録できなかった。予備実験ではあ

るが、ニューロンを細胞外から機械的に刺

激したところ、一過性の内向き電流が記録

できた。 

 さらに、バゾプレッシン-eGFP×オキシ

トシン-mRFP1ダブルトランスジェニック

ラットをそれぞれの交配によって作出した。

このダブルトランスジェニックラットの視

索上核から同時にバゾプレッシン-eGFP陽

性ニューロンとオキシトシン-mRFP1陽性

ニューロンを単離し、酸性条件下での電流

を記録したところ、やはり eGFP陽性ニュ

ーロンには大きな内向き電流が記録でき、

mRFP1陽性ニューロンでは小さな内向き

電流しか記録できなかった。 



（３）TRPV4ノックアウトマウスおよび野

生型マウスでは、AIIの脳室内投与により

有意な飲水増加が見られたが、TRPV1ノッ

クアウトマウスでは飲水の増加が見られな

かった（図２）。AIIの脳室投与後の脳内 Fos

タンパクの発現を免疫組織化学的染色によ

り検討した結果、視床下部視索上核（SON）

には野生型および TRPV4ノックアウトマ

ウスで Fosタンパクの有意な増加が見られ

たが、TRPV1ノックアウトマウスでは

TRPV4ノックアウトマウスおよび野生型

マウスと比較して有意に少なく、コントロ

ールと同程度であった（図３）。AIIによっ

て飲水およびバゾプレッシン分泌が惹起さ

れることはよく知られているが、その作用

に TRPV1を介していることが示唆された。 

 

図２ 野生型、TRPV1ノックアウトおよ

び TRPV4ノックアウトマウスの AII脳室

内投与後の飲水量の変化 

 
図３ 野生型、TRPV1ノックアウトおよ

び TRPV4ノックアウトマウスの AII脳室

内投与後の視索上核（SON）における Fos

タンパクの発現 

 以上より、c-fos-eGFPトランスジェニッ

クラットを用いて脳内浸透圧感受性部位の

蛍光タンパクによる可視化することができ

たことから生細胞を用いた浸透圧感受性ニ

ューロンへの新たなアプローチが可能とな

った。さらに、バゾプレッシン-eGFPトラ

ンスジェニックラットを用いてバゾプレッ

シンニューロンの浸透圧感受性およびメカ

ノセンシングに関連するイオンチャネル電

流を記録することができた。今後、これら

の分子実体について明らかにしたい。また、

浸透圧およびメカノセンサー分子の候補の

一つとして TRPV1遺伝子産物の関与が示

唆された。 
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