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研究成果の概要（和文）：本研究では，CAPSタンパク質がオキシトシン(OXT)の分泌に寄与するかどうかを明ら
かにすることを目指している。本研究期間において①CAPS2 KOマウスの血中OXT濃度が野生型マウスに比べて減
少し，脳下垂体中のOXTレベルが増加していること，②CAPS2 dex3マウスにおいても同様の傾向が見られたこ
と，③CAPS2 dex3マウスではOXTの発現と軸索終末への輸送には影響がないこと，④OXTニューロンはCAPS1と
CAPS2の両方を発現しているもの，それぞれ1つしか発現していないもののヘテロな集団であること，⑤CAPS1 
OXTcKOマウスの社会性が亢進していること，などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate whether CAPS protein contributes 
oxytocin (OXT) secretion. In this projects’ period, we observed that 1: OXT level was significantly
 reduced in blood and increased in pituitary in Caps2 KO mice. 2: Similar tendency were observed in 
Caps2 dex3 mice. 3: The expression and subsequent transportation of OXT into axon terminal in Caps2 
dex3 mice were identical to WT. 4: OXT neurons were heterogeneous population, some of them expressed
 both CAPS1 and 2 but another expressed CAPS1 or 2. 5: OXT neuron specific Caps1 cKO mice showed 
significant increasing of sociality. Taken together, these result suggest that both CAPS1 and CAPS2 
are possibly involved in OXT secretion.

研究分野：神経科学

キーワード： CAPS　oxytocin
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１．研究開始当初の背景 
オキシトシン(OXT)は視床下部の室傍核およ

び視索上核で合成され、脳内及び脳下垂体後

葉で分泌される、9個のアミノ酸からなる分

泌性神経ペプチドである(Insel,	Neuron,	

2010)。OXT はホルモンとして子宮筋の収縮

や射乳、神経伝達物質として多幸感、信頼感

や安心感に影響を与えているとされ、動物の

社会性行動や性行動、共感等に関係すると考

えられているが、その分泌制御機構はほとん

ど明らかにされていない。	

	 申請者はこれまで、Calcium-dependent	

activator	protein	for	secretion	(CAPS)	と

いう小胞分泌関連タンパク質を中心として、

神経終末における小胞分泌のメカニズム研

究を行ってきた。ほ乳類の CAPS には 2 つの

アイソフォーム(CAPS1,	CAPS2)が存在して

おり、ノックアウト(KO)マウスの解析により、

これまでに CAPS2 が分泌性栄養因子の一つ

である脳由来神経栄養因子 BDNF の分泌を促

進的に制御していることを明らかにしてい

る	(Shinoda	et	al.,	PNAS,	2011,	Sadakata	

et	al.,	PNAS,	2012)。近年、CAPS が OXT の

血中分泌部位である脳下垂体(PIT)後葉特異

的に発現し、OXT と強い共局在性を示すこと

を見いだした。そこで申請者は、CAPS が OXT

分泌を制御している可能性に注目し、CAPS

をターゲットとした OXT の分泌メカニズム

解析を行う研究を着想した。	

 
２．研究の目的 
	 CAPS1	flox,	OXT-Cre,	CAPS2	KO,	CAPS2	

exon3	skipped	(dex3)マウスを用い、CAPS

タンパク質依存的 OXT 分泌機構を明らか

にする。	

	

・CAPS の OXT 分泌活性への寄与：マウス

の血中及び脳下垂体 OXT 濃度の定量解析	

・CAPS の OXT 分泌部位・確率への寄与：

OXT 分泌の時空間・速度論的解析	

・CAPS 依存的 OXT 分泌と社会性行動：光

遺伝学的手法による行動解析	

	

	 OXT 分泌活性と CAPS の関係を明らかに

するために、CAPS1	cKO(CAPS1	flox マウ

スと OXT-Cre マウスを交配させることで

作製。OXT細胞特異的にCAPS1をKOする)、

CAPS2	KO,	CAPS2	dex3 マウスについて、

血中及び脳下垂体のOXT濃度をELISA法に

より測定し、コントロールマウス(CAPS1	

flox または WT マウス)と比較する。CAPS

が OXT 分泌に関与する場合、KO マウスに

おいて血中 OXT 濃度は低下すると考えら

れる。また、脳下垂体における OXT 濃度は、

合成と下垂体への輸送が正常な場合は分

泌されずに蓄積している可能性がある。逆

に合成や輸送に異常がある場合は減少し

ていると考えられる。	

	

	 OXT の時空間・速度論的分泌への CAPS

の寄与を評価するため、まず OXT 細胞の培

養系を確立し、CAPS と OXT の細胞内分布

を免疫組織化学により明らかにする。さら

に超解像度顕微鏡(PALM/dSTORM)を使用し、

より詳細な細胞内分布を解析する。OXT の

動的分泌過程の解析については、OXT に pH

応答性蛍光タンパク質を融合し、これを

OXT-Cre マウスから調製した初代培養 OXT

細胞に遺伝子導入することで、OXT 細胞特

異的に OXT-pHluorin を発現させ、蛍光タ

イムラプスイメージングにより時空間・速

度論的 OXT 分泌アッセイを行う。OXT-Cre

マウスと CAPS2	KO または CAPS1	flox マウ

ス を 予 め 交 配 し て お く こ と で 、

CAPS1,CAPS2 存在・非存在下での OXT 分泌

を、軸索・樹状突起それぞれの部位で蛍光

強度の時空間的増加により比較する。	

	

	 CAPS2 依存的 OXT 分泌とそれが寄与する

社会性行動を明らかにするために、CAPS1	

cKO または CAPS2	KO の OXT-Cre マウスの

室傍核（PVN）または視索上核（SON）にチ

ャネルロドプシン(ChR2)発現ベクターを

適用し、OXT 細胞特異的に ChR2 を発現さ

せる。ChR2 は光活性型イオンチャネルで

あり、これを発現した神経細胞を光刺激に

より活性化することができる。そこでChR2

を発現した PVN,	SON 細胞を光刺激装置に

より刺激しながら社会性行動を観察する

ことで、CAPS1、CAPS2 存在・非存在下に

おける PVN、SON 各々の部位に由来する OXT

分泌依存的な社会性行動（母性行動、社会

的相互作用、共感行動等）を評価し、CAPS

が関与する OXT 分泌とその社会性行動へ

の影響を明らかにする。	

 
３．研究の方法 
以下の点に焦点を絞り研究を遂行する。	

	

①	 CAPS	KO マウスにおける血中・脳下垂体

OXT 濃度の定量解析	

CAPSのOXT分泌への寄与を明らかにするため

に、CAPS1	cKO	(OXT-Cre),	CAPS2	KO および

CAPS2	dex3マウスから心臓採血で得た血液を



遠心し、血漿に含まれる OXT の濃度を ELISA	

kit を用いて定量、コントロールマウスと比

較する。また、CAPS 欠損により分泌が抑制さ

れているのであれば、脳下垂体には OXT が蓄

積されている可能性がある。そこで脳下垂体

のホモジネートでも同様の実験を行い、分泌

されずに蓄積された OXT 量を測定する。	

	

②	 OXT 細胞の高効率分散培養系の確立と免

疫組織化学	

OXT の細胞内局在、及び OXT 分泌の蛍光タイ

ムラプスイメージングを行うために、OXT 産

生細胞を高効率に培養する分散培養系を確

立する。これまでラットの視床下部分散培養

によって OXT ニューロンを培養できることが

報 告 さ れ て い る が (Kusano	 et	 al.,	 J	

Neuroendcrinol.,	1999)、マウスでの報告は

まだない。そこで、ラットの系を参考にして、

BDNF、LIF、CNTF といった栄養因子や阻害因

子を培地に添加、および浸透圧等を調節する

事で、マウス由来 OXT 細胞の分散培養系を確

立させる。分散培養系が確立したら、これを

用いて CAPS 及び OXT の細胞内分布を免疫組

織化学で明らかにする。さらにこれを超解像

度顕微鏡において高精細に観察を行う。	

	

③	 OXT 分泌の蛍光タイムラプスイメージン

グ用プローブの開発	

OXT 分泌の時空間・速度論的解析を行うため、

OXT に pH 応答性蛍光タンパク質を融合

（OXT-pHluorin:	OXT は短いペプチドである

ため、融合タンパク質の正常な発現及び分泌

小胞への輸送が困難な場合、OXT のプレプロ

体に含まれるニューロフィジン 1(NP1)に

pHluorin を融合）したものを作成する。	

	

④	 OXT 分泌の蛍光タイムラプスイメージン

グによる時空間・速度論的解析	

CAPS1	cKO、CAPS2	KO および WT マウスより調

製した培養 OXT 産生細胞に、上述の

pEFBos-DIO-OXT(NP1)-pHluorin を遺伝子導

入し、軸索、細胞体、樹状突起部位における

OXT(NP1)-pHluorin の分泌を解析する。脱分

極刺激としては電気刺激および高 KCl による

脱分極刺激を用いる。刺激周波数や KCl の濃

度を段階的に変化させた際に観察される OXT

の分泌イベントを比較することで、OXT 分泌

への CAPS の寄与を時空間・速度論的に解析

する。	

	

⑤	 光遺伝学的手法による、OXT 細胞の光活

性化下における社会性行動解析	

CAPS1	cKO、CAPS2	KO(Cre)、WT(Cre)マウス

の PVN または SON に、AAV-EF1a-DIO-hChR2	

(Vector	Core より入手)を導入し、Cre 陽性

OXT 細胞特異的に ChR2 を発現させる。無線光

刺激装置（バイオリサーチセンター社製テレ

オプト）をステレオタキシスにより脳に設

置・固定し、一定期間順応させた後に社会性

行動解析を行い、行動中における光刺激の有

無と行動および CAPS 遺伝子の相関を解析す

る。	

	

４．研究成果	

①	 CAPS	KO マウスにおける血中・脳下垂体

OXT 濃度の定量解析	

CAPSタンパク質のOXT分泌への寄与を明らか

にする目的で，CAPS1	cKO,	CAPS2	KO,	CAPS2	

exon3	skipped	(dex3)	マウスにおける血中

および脳下垂体 OXT 濃度の測定を行なった。

CAPS1	cKO における OXT 濃度測定は安定して

行うことができず，データを得ることができ

なかったが，CAPS2	KO および CAPS2	dex3 マ

ウスについてはデータが得られたため，それ

を以下に示す。	

CAPS2	KO マウス血漿中の OXT 濃度は WT に比

べ有意に低下していた（図 1）。逆に，脳下垂

体中の OXT は CAPS2	KO で有意に増加してい

た（図 2）。	

	

	

	

	

	

図 1	 血漿中 OXT 濃度	

	

	

	

	

	

	

図 2	 脳下垂体中の OXT 濃度	

	

次に CAPS2 のドメインの中で軸索輸送に関与



していることが知られている exon3 の領域を

欠損した CAPS2	dex3 マウスについて同様の

実験を行なったところ，CAPS2	KO マウスの場

合と同様に血漿中 OXT 濃度は WT に比べて有

意に減少し（図 3），脳下垂体中の OXT 濃度は

増加する結果となった（図 4）。	

	

	

	

図 3	 血漿中の OXT 濃度	

	

	

	

図 4	 脳下垂体中の OXT 濃度	

	

CAPS2	dex3マウスにおいては軸索輸送が障害

されると考えられたため，脳下垂体への OXT

分泌小胞の輸送自体が低下し，脳下垂体中の

OXT濃度はWTに比して低下することが予想さ

れたが，CAPS2	KO マウスと同様に OXT 濃度が

増加する結果となったため，次に脳下垂体の

免疫染色を行うことで，OXT の輸送について

検討を行なった（図 5）。	

	

	

	

	

	

	

	

図 5	 脳下垂体の免疫組織化学	

	

CAPS2	KO および CAPS2	dex3 マウスの脳下垂

体においては CAPS2 の免疫陽性反応は観察さ

れなかったが，OXT の免疫陽性反応は WT と同

様に検出された。すなわち，CAPS2	dex3 マウ

スにおいては OXT の軸索輸送はほぼ正常に行

われており，CAPS2	dex3 により血中への OXT

分泌が障害されていることが示唆された。	

	

②	 OXT 細胞の高効率分散培養系の確立と免

疫組織化学	

OXT 細胞の分散培養はラットで報告されてい

た(Kusano	et	al.,	J	Neuroendcrinol.,	1999)

ため，同手法をマウスに適用し，OXT 細胞の

分散培養系の確立を試みた。細胞を摘出する

時期，タンパク質消化に用いる酵素の種類，

培地及びその添加物など種々の条件検討を

行なったが，残念ながらマウスから OXT 細胞

の分散培養系を確立することはできなかっ

た。	

OXT 細胞が CAPS1 及び CAPS2 を発現している

かどうかを明らかにする目的で，視床下部室

傍核切片を作成し，OXT,	CAPS1,	CAPS2 抗体

により 3 重染色を行なったところ，OXT 細胞

のうち一部は CAPS1,	2 の両方を発現し，他

は CAPS1 のみあるいは CAPS2 のみを発現して

いることが示唆された（図 6）。	

図 6	 室傍核の OXT,	CAPS1,	CAPS2 免疫染色	

	

超解像度顕微鏡による分布観察については，

分散培養系の確立が困難であったため断念

した。	

	

③	 OXT 分泌の蛍光タイムラプスイメージン

グ用プローブの開発	

OXT 分泌のタイムラプスイメージングに用い

る目的で，pCAGGS-MCS にゲノムライブラリよ

り取り出した OXT およびプレプロ体に含まれ

る NP1 をクローニングし，pHluorin を結合し

たものを作成した。C6 細胞に遺伝子導入した

ところ緑色蛍光が観察されたため，OXT 分泌

のタイムラプスイメージング用プローブと

して利用可能であると判断した。	

	



④	 OXT 分泌の蛍光タイムラプスイメージン

グによる時空間・速度論的解析	

OXT 細胞の分散培養系の確立ができなかった

ため，タイムラプスイメージングによる OXT

分泌の時空間・速度論的解析に至ることがで

きなかった。	

	

⑤	 光遺伝学的手法による、OXT 細胞の光活

性化下における社会性行動解析	

光遺伝学的手法により OXT 細胞を光活性化し，

CAPS1 発現細胞による OXT 分泌で社会性行動

にどのような影響が見られるかを検証する

目的で，CAPS1-flox/OXT-Cre マウスの室傍核

にステレオタキシスを用いて Cre 依存的に

ChR2-mCherry を発現するアデノ随伴ウイル

ス AAV5-DIO-ChR2-mCherry を導入・発現させ

ることを試みた。まず OXT 発現細胞特異的に

Cre リコンビナーゼが発現しているかどうか

を明らかにするために，OXT-Cre マウスの室

傍核を Cre 及び OXT 抗体で染色を行なった結

果，全ての OXT ニューロンが Cre を発現して

いることが示唆された（図 7）。	

	

図 7	 OXT-Cre マウス室傍核における Cre と

OXT の免疫染色	

	

次にステレオタキシスによる AAV 注入と発現

が目的通りに行われているかどうかを確認

するために，OXT-Cre マウスに AAV5-DIO-	

ChR2-mCherry を導入し，mCherry の発現を指

標にして解析を行なったところ，PVN の領域

Cre 発現と同等の位置に，mCherry の発現が

認められた（図 8）。	

	

図 8	 PVN への AAV 注入模式図(A)と PVN にお

ける mCherry の発現(B)。	

	

これらにより，PVN の Cre 発現 OXT 細胞特異

的に AAV による ChR2-mCherry を発現させる

ことが可能となった。	

	

次に OXT 細胞特異的 CAPS1	cKO における社会

性行動を評価する目的で，OXT-Cre マウスと

CAPS1-flox マウスを交配し，OXT 細胞特異的

CAPS1	cKO	(CAPS1	OXTcKO)マウスを作成した。

OXT 発現細胞について WT と比較したところ，

OXT 発現細胞数は大きな変化が見られなかっ

た（図 9）。	

図 9	 WT 及び CAPS1	OXTcKO における OXT 陽

性細胞	

	

このマウスを用いて社会性行動を 3チャンバ

ーテストを用いて評価したところ，興味深い

ことに CAPS1	OXTcKO マウスにおいて WT に比

べて社会性行動が亢進していることが示唆

される結果が得られた（図 10）。	

	

	

	

	

	

	

	

図 10	 社会性行動の評価	

	

今後はこれらの手法を合わせ，CAPS1 依存的

(CAPS2	flox マウスを用いることで CAPS2 依

存的)な OXT 分泌と社会性行動への寄与につ

いて明らかにしていく予定である。	
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