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研究成果の概要（和文）：アルギニンバソプレシンの受容体遺伝子欠損マウスは、てんかん発作や社会行動の低
下症状を示すが、その発症機構は未解明である。そこで申請者は、細胞内の分子動態をリアルタイムに可視化で
きる蛍光タンパク質センサーと、行動中のマウスの神経活動を観察できる生体イメージング技術を組み合わせて
解明を試みる。緑色乳酸センサー、緑色ピルビン酸センサー、赤色グルコースセンサーの開発に成功し、マウス
脳におけるセンサー発現と深部観察用のレンズ装着に至っている。今後は、超小型内視顕微鏡を装着して、発作
時の各分子の応答観察を行うことで、受容体遺伝子欠損マウスのニューロンおよびアストロサイトで動態異常を
示す分子の特定を目指す。

研究成果の概要（英文）：Arginine vasopressin receptor deficient mice show altered seizures and 
social behaviours, whose molecular mechanisms remain unclear. I focused to elucidate the mechanisms 
of these symptoms using fluorescent protein-based indicators for intracellular signalling and 
metabolism-related molecules, and in vivo imaging in mice. I successfully developed fluorescent 
protein-based green lactate and pyruvate indicators, and a red glucose indicator. I also developed 
the protocol for expression of these indicators in mice brain and insertion of a gradient-index lens
 to observe deep brain area. I will perform further in vivo imaging and aim to identify the critical
 molecules which cause the reported phenotypes.

研究分野： 分子細胞生理学

キーワード： アルギニンバソプレシン　生体イメージング　超小型内視顕微鏡　蛍光タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AVPの機能について、社会行動や概日リズム、血糖値制御への関与を示す研究が、近年国内外で数多く行われて
いる。しかし、これまでに個体レベルの生細胞イメージングは行われていない。本研究は、AVP受容体欠損によ
り生じる神経病態の分子レベルでの解析を目指すもので、原因分子の特定と治療方策に結びつく。ヒトの疾患研
究レベルにおいても、血中AVP濃度は、子どもの自閉スペクトラム症の障害傾向との相関が示されている
（Carson et al., PLoS ONE, 201）。そのため、AVPの中枢神経における詳細な生理作用の解明に成功すれば、
精神疾患の治療法開発に貢献できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

アルギニンバソプレシン（arginine vasopressin: AVP）は脳下垂体から分泌されるペプチドホル
モンとして知られ、腎臓からの水の再吸収を促すほか、インスリン、グルカゴンなどの分泌促進
作用を持つ。さらに近年、脳において AVP が神経伝達物質として作用し、概日リズムや社会行動
を制御していることが示されている（文献 1、2）。AVP 受容体には、V1aR、V1bR、V2R がある。
V1a・V1bR 遺伝子二重欠損マウスでは、てんかん発作が強化される（申請者らグループの未発表
データ）。また、V1aR 遺伝子欠損マウスおよび V1bR 遺伝子欠損マウスは社会的行動の低下を示
す（文献 3）。しかし、これらの症状に AVP が脳内のどの部位でどのように関与しているのか、
その詳細な分子機構は不明である。 

これらの疾患発症機構を解明するには、疾患発症部位のニューロンおよびアストロサイトの
活動を生きたマウス個体で直接観察する生体イメージング手法が有効である。AVP 分泌ニュー
ロンの分布、また発作や社会行動に関与する部位の知見から、海馬、前頭前野、側坐核、室傍核、
淡蒼球の関与が考えられるが、いずれも脳深部に位置する領域であり、生体イメージングの主流
な手段として普及している二光子顕微鏡を用いても神経活動の観察が困難である。特に、発作や
社会行動など、大規模な体の動きを伴う活動の観察手段としては適用できない。また、従来生体
内のイメージングは神経系の Ca2+動態の解析が中心で、代謝や遺伝子発現に関与する他分子の
作用は多くが未解明である。 
 
２．研究の目的 

申請者は、蛍光タンパク質を基盤とし、細胞内シグナル分子や代謝関連分子の動態を可視化す
る分子センサーを開発し、cAMP、cGMP、ATP、グルコースの生細胞イメージングに適用してき
た。そこで、開発した分子センサーを自由行動中の動物に適用可能な超小型内視鏡顕微鏡を用い
た生体イメージング手法と組み合わせることで、AVP 受容体遺伝子欠損マウスの神経疾患症状を
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）グルコース、乳酸、ピルビン酸可視化センサーの開発と多色化 

従来開発してきた赤色 cAMP センサー、緑色 cGMP センサー、赤・緑・青色 ATP センサーに
加え、緑色乳酸センサーとピルビン酸センサー、赤色グルコースセンサーの開発を目指した。蛍
光タンパク質センサーは、蛍光タンパク質を分割し、可視化したい分子の結合ドメインを遺伝子
工学的に融合することで作成される。両者の間のリンカーの長さやその配列を最適化すること
で、標的分子の結合に伴い蛍光輝度が顕著に変化するセンサーを構築した。 
（2）初代培養ニューロンおよびアストロサイトにおける発作応答の解析 

生体イメージングに先立ち、発作応答の分子メカニズムを解明するために初代培養ニューロ
ンおよびアストロサイトを用いて各種センサーの観察を行った。生後 1 日のマウスから大脳皮
質と海馬の混合組織を採取し、神経細胞とアストロサイトの初代共培養細胞を得た。各種センサ
ーを発現させるために、アデノ随伴ウイルス（Adeno-associated virus: AAV）ベクターを用いた。
神経細胞には CaMKIIa プロモーター、アストロサイトには mGFAP（ABC1D）プロモーターを用
いた。作成した各種 AAV ベクターを感染させたのち蛍光顕微鏡で観察し、発作モデルに用いら
れるカイニン酸を投与してタイムラプス撮影した。 
（3）生体イメージング技術の確立 

マウス脳に各種 AAV ベクターをマイクロインジェクションして感染させ、脳内の観察目標部
位に各種センサーを発現させた。さらに GRIN レンズを観察目標部位に挿入し、麻酔下では生体
共焦点顕微鏡、自由行動中では超小型内視顕微鏡で観察を目指した。 

 
４．研究成果 
（1）緑色乳酸センサーとピルビン酸センサー、赤色グルコースセンサーの開発 



乳酸散在下で蛍光強度が約 5.2 倍に
上 昇 す る 緑 色 乳 酸 セ ン サ ー Green 
Lindoblum、ピルビン酸存在下で蛍光
強度が約 3.3 倍に上昇する緑色ピルビ
ン酸センサーGreen Pegassos を得た。
さらに、グルコースに対して異なるア
フィニティを持つ 2 種類の赤色グル
コースセンサーを得ることができ、そ
の EC50 値に基づき Red Glifon 300
（EC50：300 μM）、Red Glifon 3000
（EC50：3000 μM）と名付けた（図 1、
文献 4、5）。 
（2）初代培養ニューロンおよびアス
トロサイトにおける発作応答の解析 

カイニン酸を投与すると、ニューロ
ンにおいては ATP とピルビン酸の濃
度が持続的に低下し、Ca2+とグルコー
スの濃度が上昇した。一方、アストロ
サイトにおいては ATP とピルビン酸
の濃度が一過的に低下し、Ca2+とグル
コースの濃度は変化しなかった。このことから、発作時のニューロンでは過興奮に伴うエネルギ
ー消費により細胞内の ATP とピルビン酸が枯渇し、それを補うためにグルコースの取り込みが
促進されたと示唆された。 
（3）生体イメージング技術の確立 

マウスのてんかん発作モデルとして用いられるカイニン酸投
与において、海馬の CA3 で最も顕著な炎症反応が起こり、次い
で CA1 でも炎症反応が起こることが知られている。そこで海馬
の CA1 または CA3 で、AAV ベクターのマイクロインジェクショ
ンと GRIN レンズ挿入により生体イメージングを目指した。現在
までに、海馬全域の AAV ベクター感染とセンサー発現に成功し
ており（図 2）、脳内への GRIN レンズ挿入の手技も確立できた
が、発作時の各分子の応答の観察には至っていない。 

今後は引き続き超小型内視顕微鏡の装着手技を習得
し、てんかん発作と社会行動低下の発症機序解明を試み
る。 
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図 1  Green Lindoblum（A）、Green Pegassos（B）、
Red Glifon 300（C）、Red Glifon 3000（D）の精製タン
パク質に 10 mM 乳酸（A）、1 mM ピルビン酸（B）、
10 mM グルコース（C、D）を添加した際の蛍光スペ
クトル。文献 4 および 5 より改変。 

図 2  マウス海馬アストロサ
イトにおける Red Glifon 3000
の発現。スケールバーは 1 mm。 
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