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研究成果の概要（和文）：我々は，摂食関連タンパク質による味覚野ニューロンの興奮性の調節機構の研究過程
で，単一ニューロンもしくは一対一のシナプス結合に対するアゴニストの効果が大きいものとほとんどないもの
があることを見出した｡その原因として，島皮質ニューロンに発現する受容体が均質ではなく発現密度が大きく
異なることが考えられる。そこで本研究では，蛍光標識をしたオレキシンを大脳皮質に投与し，その蛍光輝度と
神経細胞応答（カルシウム信号）との相関について2光子励起顕微鏡を用いて解析した。その結果，オレキシン
受容体の発現量がカルシウム応答の大きさを決定する一要因であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neural responses to a ligand exhibit a wide variation from neuron to neuron,
 however, underling mechanisms of the response variation remains unclear. One possible mechanism is 
a variation of the number of receptors expressed in each neural membrane. To examine this 
hypothesis, we synthesized rhodamine-labeled orexin A compound, which enabled us to quantify the 
amount of orexin binding to orexin receptors, OX1 and OX2. Application of rhodamine-labeled orexin A
 to the cortical surface heterogeneously increased both the intensity of the rhodamine fluorescence 
and [Ca2+]i. We classified neurons into high- and low-responding neurons based on the peak amplitude
 of [Ca2+]i increase. Intensity of the rhodamine fluorescence in high-responding neurons was 
significantly larger than that in low-responding neurons. These results suggest that a part of 
mechanisms for varying neural responses including [Ca2+]i increases are the diversity of the amount 
of receptor expression in the neural membrane.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
島皮質は，味覚や口腔内の痛覚，温度感覚，
内臓感覚など多様な感覚情報を処理する大脳
皮質の一領野であり，我々は島皮質局所回路
の情報処理機構や神経修飾物質による調節機
構を明らかにしてきた。 
摂食関連タンパク質による味覚野ニューロ
ンの興奮性の調節機構の研究過程で，我々は
単一ニューロンもしくは一対一のシナプス結
合に対する各種アゴニストの効果を調べると，
その効果がないものもあれば，非常に強い効
果が認められることがあることを見出した｡
個々のニューロンやシナプスにおいてアゴニ
ストの効果は異なる原因として，島皮質ニュ
ーロンに発現する受容体が均質ではなく発現
密度が大きく異なることが考えられるが，そ
の機構を明らかにすることは極めて困難であ
った。 
そこで新たな戦略として，①蛍光物質で標
識したアゴニストを投与することによってア
ゴニストの受容体への結合量を定量化するこ
とを発案し，②ニューロン活動を細胞内 Ca2+

濃度の上昇として捉えるカルシウム・イメー
ジング法と同時計測することを着想するに至
った。 

 
２．研究の目的 
（１）ローダミン標識ソマトスタチン 
我々はまず，蛍光物質でラベリングされた
ペプチドが神経細胞周囲に集積する様子が 2
光子励起顕微鏡によって観察できるかを確認
するため，合成に成功していたローダミン標
識ソマトスタチンを合成し脳内に注入し，ソ
マトスタチン受容体の発現量を定量出来るか
否かを検討した。 
（２）ローダミン標識オレキシン A 
オレキシン受容体は主にGq/11タンパクと共
役しており，オレキシンがオレキシン受容体
に結合すると，細胞内で IP3が産生され，細胞
内 Ca2+濃度が上昇することが報告されている
（Sakurai et al., 1998; Zhu et al., 2003; Ozcan et 
al., 2010）。細胞内カルシウム濃度に依存して
蛍光強度が増大するカルシウム指示タンパク
の GCaMP6sを主に興奮性神経細胞に発現し
ている遺伝子改変マウス（GCaMP6sマウス）
はカルシウム指示薬の注入による技術的な染
色の偏りを回避でき，かつその応答は大きい
ためオレキシンが誘発するカルシウム応答を
捉えるのに適切と考えた。そこで，ローダミ
ン標識オレキシン Aを合成し，GCaMP6sマウ
スを用いてオレキシン受容体に着目した検討
を行った。ローダミン標識オレキシン Aが誘
発するカルシウム応答が大きいニューロンで，
もし，発現している受容体数が多ければ，そ
のニューロンではローダミンの集積量が応答
の小さいニューロンと比べて大きくなること

が予想される。この仮説を検証する目的で，2
光子励起顕微鏡によるカルシウム・イメージ
ングを行った。 

 
３．研究の方法 
（１）ローダミン標識ソマトスタチン 
実験には，興奮性，抑制性ニューロンを区
別するため，GABA性ニューロンに Venus蛍
光タンパクを発現した遺伝子改変ラットを用
いた。ウレタンによる全身麻酔を行ったラッ
トの島皮質上の頭蓋骨に小さな開窓を行い，
ガラス電極を用いて 10 μMのローダミン標
識ソマトスタチンを 2光子励起顕微鏡観察下
で微量注入し，30分後，ローダミンの局在を
興奮性，抑制性ニューロン別に 2光子励起顕
微鏡を用いて観察した。 
（２）ローダミン標識オレキシン A 
 実験には細胞内カルシウム濃度をイメージ
ングできる GCaMP6sマウスを用いた。内因性
生理活性ペプチドのオレキシンは摂食行動，
睡眠制御に関わることが知られている。また，
それら以外にも疼痛制御等，多様な生理的機
能を担っている可能性が報告されている。疼
痛の情報処理には島皮質が関与することが指
摘されており，また，オレキシン性の投射が
あることから，本研究では島皮質に着目し検
討を行った。 
ウレタンによって全身麻酔をした

GCaMP6sマウスの島皮質上の頭蓋骨に小さ
な開窓を行い，注意深く硬膜を除去した。そ
の後，ニューロンの自然発火を抑制するため，
1 μMテトロドトキシン（TTX）を前処置した。
自然発火が抑制された後，10 μMのローダミ
ン標識オレキシン Aを表面から投与し，個々
のニューロンの GCaMP6sの輝度変化とロー
ダミンの蛍光輝度上昇を 2光子励起顕微鏡に
よって観察した。 

 
４．研究成果 
（１）ローダミン標識ソマトスタチン 
脳表から 200～250μmの大脳皮質 2/3層の
興奮性，抑制性ニューロン周囲の集積に応じ
て，ローダミン蛍光の輝度の上昇が乏しい陰
性ニューロン，輝度の上昇が認められる陽性
ニューロン，強い蛍光輝度の上昇を認めた強
陽性ニューロンに分別し，集計した。観察し
た 296個の興奮性ニューロンのうち，約 1/3
のニューロンが陽性であり，残る約 2/3のニ
ューロンは陰性であった。一方で，160個の
抑制性ニューロンを観察した結果，23％が強
陽性，37％が陽性，残る 40％は陰性となった。 
この結果から，蛍光ソマトスタチンは興奮
性，抑制性いずれにおいても個々のニューロ
ンに対して集積状況が異なり，このばらつき
が薬物の効果，この場合ソマトスタチンの効
果をばらつかせる可能性が示唆された。また，



強陽性のニューロンは抑制性ニューロンのみ
において観察された。抑制せニューロンには，
ソマトスタチン陽性細胞が存在し，その回路
に取り込まれた可能性が否定できず，蛍光標
識ペプチドを用いた検討では，受容体に結合
するもの以外も考慮する必要があることが示
唆された。 
（２）ローダミン標識オレキシン A 
 ローダミン標識オレキシン Aを脳表から処
置すると，多くのニューロンでカルシウム応
答が誘発されたが，その応答の大きさにはば
らつきが認められた。そこで，観察したニュ
ーロンを，そのカルシウム応答の大きさに応
じて高応答ニューロンと，低応答ニューロン
に分類した。そして，それぞれのニューロン
周囲のローダミン蛍光輝度を解析した。その
結果，高応答ニューロンでは低応答ニューロ
ンと比較して，ニューロン周囲のローダミン
蛍光輝度が有意に高いことが示された（図）。 

 
図. 計 8 個の島皮質ニューロンが示した
rhodamine 蛍光輝度上昇の経時的変化（A）と、
それに伴うカルシウム応答（B）例。（C）この8個を
含む 55 個のニューロンを高応答ニューロンと低
応答ニューロンに分類し、rhodamine蛍光輝度上
昇を比較した。その結果，高応答ニューロンでは
帝王等ニューロンと比較して rhodamine 蛍光輝
度上昇が高かった。グラフ上端のラインは，統計
学的に有意な差を認めた時間を示す。 

このことから，前述の仮説通りニューロン毎
に発現しているオレキシン受容体の発現数が
カルシウム応答の大きさを決定するのに寄与
していることが示唆された。一方で，一部の
ニューロンではカルシウム応答が小さいにも
かかわらず，高いローダミン蛍光輝度値を示
すものや，逆に，カルシウム応答が大きいに
も関わらず，低いローダミン蛍光輝度値を示
すニューロンが存在した。 
以上のことから，アゴニストが誘発する細
胞内応答の大きさを決定する因子として受容
体数が関与するが，それが全てでは無く，細
胞内の応答の大きさを決定する因子として他
の要素，例えば細胞内のカスケードに絡む因
子等が存在する可能性が考えられる。今後，
さらにアゴニストの効果が個々のニューロン
で異なる理由はさらに検討が必要であること
が示唆された。 
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