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研究成果の概要： 
動物の体液浸透圧・体液量の維持機構において、中心的な役割を果たす「浸透圧受容器」なら

びに、「浸透圧受容ニューロン」の性質について分子生物学的、細胞生理学的な解析を行い、①

浸透圧受容器として想定されている TRPV1 受容体がバゾプレシンニューロンの細胞体が存在
する視索上核(SON)に局在すること②SON ニューロンの細胞体には神経終末に比し遙かに多

様な Ca2+クリアランス機構が存在すること③SFO ニューロンが GABA、ANP、Galanin の 3
種の抑制性伝達物質により直接抑制されること④NGF投与がTRPV1受容体の選択的アゴニス
トであるカプサイシン感受性の背根神経節（DRG）ニューロンに自発性 Ca2+振動を引き起こす
ことが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
体液浸透圧、ならびに体液量の恒常性の維持
機構は、水中から陸に上がって生活する劇的
な進化の過程で、地球上の生命体が獲得して
きた生命維持に必須な極めて重要な機構で
ある。実際、獣医学領域において重要な位置
を占めるほ乳類、鳥類における体液浸透圧、
体液量調節機構は極めて精巧であり、全体重
の６０－７０％を占める大量の水を±0.5％

以内で制御している。 
 
２．研究の目的 
体液浸透圧・体液量調節機構の維持に最も重
要な役割を果たす中枢機構は飲水中枢とそ
れによって駆動される飲水行動、ならびに視
床下部̶下垂体後葉系から分泌される抗利尿
ホルモンすなわちバゾプレシンとその制御
系によって調節される体液調節機構である。 
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本申請は飲水中枢の本体を解明する目的で、
飲水行動に重要な役割を果たしていること
が知られる視床下部視索上核（SON）ならび
に脳室周囲器官である脳弓下器官（SFO）ニ
ューロンに注目し、これらニューロンの細
胞・分子レベルの機能解析を行う。この結果
と飲水・摂食行動解析の結果を総合的に解析
する。 
 
３．研究の方法 
本申請採択とほぼ同時期にカナダのグルー
プから視索上核（SON）ニューロンの浸透圧
受容が傷み受容体である TRPV1 のノックア
ウトマウスで完全に消失することが報告さ
れた(Nature Neurosci 9:93-98.)。しかしなが
ら、この論文では浸透圧受容器の分子の特定
には至らず、TRPV1分子そのものではない、
N端が変異した、おそらくは TPRV1 geneの
Alternative splicing の産物らしいと結論さ
れるに留まった。現在においてもその分子本
体は同定されていない。 
これを受けて本実験の実験計画を(1)TRPV1
受容体類似蛋白の SON での探策(2)SON ニ
ューロンの特性の解析(3)SFO ニューロン特
性の解析(4)TRPV1 受容体を有する背根神経
節（DRG）ニューロン特性の解析とした。実
験動物としてはラットおよびマウスを用い、
具体的な手法としては、 
①TRPV1類似蛋白検索は、SONおよびDRG
の組織から既知の TRPV1 分子の配列に対す
る種々のプライマーを設計し、RT-PCR法に
より行った。さらに、TRPV1 分子に対する
抗体を用いて免疫組織化学により SON およ
び DRGでの蛋白分子検出を試みた。 
②ニューロン機能の解析は急性単離ニュー
ロン、あるいは単離の後に短期間培養したニ
ューロンに Ca2+蛍光指示薬 Fura-2を負荷し
て Ca2+画像解析法を用いて行う、あるいは
Whole-cell-patch-clamp 法による電流解析
により行った。 
 
４．研究成果 
(1)TRPV1受容体類似蛋白の SONでの探索 
5 種類のプライマーセットを設計し、C 端、
N端、全長をターゲットとした TRPV1分子
の RT-PCR を SON および DRG の組織を用
いて行った。その結果、図１A,Bに示すよう
に SON,DRGの両方で TRPV1分子のみが検
出された。N端の変異体は検出されなかった。 
また、N端の配列をエピトープとする抗体を
用いて免疫組織染色を試みたところ、
SON,DRGの両方で陽性の信号が検出された 
(図２)。しかしながら、単離ニューロンは
TRPV1 の選択的リガンドであるカプサイシ
ンには応答しなかった。これらの結果から、
SONには TRPV1分子自身が存在するが、な

んらかの機構によりカプサイシン応答をし
ない分子として機能している可能性が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)SONニューロンの特性の解析 
SON ニューロンの浸透圧受容体は Ca2+透過性
であることが報告されているが、Ca2+濃度上
昇がどのような機構で処理されるか、すなわ
ち SON ニューロンの Ca2+クリアランス機構は
不明である。本研究では SON ニューロンの細
胞内画像解析により、細胞内 Ca2+クリアラン
ス機構を解析した。50mM K+の 30 秒間刺激に
より生じる急激な細胞内 Ca2+濃度上昇の後の
回復過程に対して、細胞外の Na+濃度低下、
細胞膜 Ca2+ポンプ阻害剤である La3+、細胞内
Ca2+ストア阻害剤である thapsigargin、リア
ノジン感受性 Ca2+ストアを枯渇させる
Caffeine と ryanodine の同時投与、ミトコン
ドリアの Uncoupler である CCCP の全てが著
明な遅延作用を示した。しかしながら、上記
の全ての処置を組み合わせても 50mM K+によ
る急激な細胞内 Ca2+濃度上昇の後に有意な
Ca2+濃度の減少が見られた。これらの結果は、
SON ニューロンの細胞体における Ca2+クリア
ランス機構は少なくとも、細胞膜の Na+/Ca2+

交換と Ca2+ポンプ、細胞内 Ca2+ストアの Ca2+

ポンプ、ミトコンドリアの呼吸に共役した
Ca2+取り込みの全て、とそれら以外のなんら
かの Ca2+緩衝機構が存在することが示唆され
た。さらに、今回判明した機構は、同じニュ
ーロンの神経終末における細胞膜 Ca2+ポンプ
を中心とした Ca2+クリアランス機構とは大き
く異なることが明らかとなった。（図３）。 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3)SFOニューロン特性の解析 
SFO は脳室周囲器官の一つであり、特に血液
内の物理・化学情報、すなわち血漿浸透圧や
血流中のアンジオテシン II（AII）などのホ
ルモンを感知し、興奮性信号を視床下部の飲
水中枢や抗利尿ホルモン産生バゾプレシン
ニューロンに送ることが知られる部位であ
る。本研究では、急性単離 SFO ニューロンの
細胞内 Ca2+濃度測定により、AII の作用と、
AII に拮抗する作用を有することが飲水行動
等で知られる 3種の抑制性伝達物質、GABA, 
ANP, Galanin の作用を解析した。AII は
10-12̃10-7 M で濃度依存性に細胞内 Ca2+濃度を
上昇させた。GABA, ANP, Galanin の 3 者は
AII により上昇した細胞内 Ca2+濃度を可逆的
に低下させた。中でも GABA の作用は最も多
くの細胞で観察された(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、GABA の作用は GABAA受容体のアンタゴ
ニストである Bicuculline と GABAB受容体の
アンタゴニストである CGP 35348 で解除され
なかったが、その両者の同時投与で解除され
た。これらの結果は、SFO ニューロンにおい
て、この 3種の抑制性伝達物質が AII の興奮
作用に拮抗する直接作用を有していること、
さらには GABA の作用は GABAAと GABABの 2 種
の受容体を介していることを示している(図
５)。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)DRGニューロン特性の解析 
TRPV1 は DRG から機能的クローニング法によ
り単離、構造同定された分子であり、DRG の
中でも小型のカプサイシン感受性侵害受容
ニューロンに TRPV1 が高密度に発現すること
が報告されている。本研究では、培養ラット
DRG ニューロンに NGF を数日間処置すること
で生じる自発性活動電位の発生がどのよう
な性質のニューロンで起こるのかを同定す
る目的で、NGF 投与、あるいは未投与の DRG
ニューロンで細胞内 Ca2+濃度と膜電流の測定
を行った。NGF 投与群では自発性の Ca2+濃度
の周期的な振動（Ca2+振動）を生じる細胞が
存在し、対象群ではそのような細胞は観察さ
れなかった。自発性 Ca2+振動は細胞外 Na+濃度
の低下や Na+チャネルブロッカーで消失した
こと、また Ca2+振動を示す細胞の多くはカプ
サイシン投与で Ca2+振動を示したことから、
NGF 投与がなんらかのメカニズムで侵害受容
ニューロンに自発性活動電位を生じ、Ca2+振
動を起こしたと考えられた。しかしながら、
TRPV1 のアンタゴニストであるルテニウムレ
ッド、カプサゼピンは自発性活動電位に影響
を与えなかったことから、TRPV1の発現がCa2+

振動の原因ではないことが示唆された。また、
今回明らかとなった NFG 誘発性の自発性活動
のメカニズムが神経因性疼痛のメカニズム
である可能性が示唆された。 
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