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研究成果の概要（和文）： 

軟体動物モノアラガイでは、そしゃく行動に関連する神経回路が明らかにされている。本研究で

はインシュリンによる体液性調節機構とそしゃく行動との関連を調べた。その結果、インシュリ

ン様遺伝子発現量は、数日間の飢餓・飽食によっては変化せず、またそしゃく応答との関連はな

かった。また、インシュリンに応答し、ショ糖刺激によって生理学的性質が変化するニューロン

群はそしゃく行動に直接的に関わる神経節中に存在することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In the pond snail Lymnaea stagnalis, the neural circuitry underlying feeding is well 
described.  I here studied the insulin-regulated mechanism affecting feeding 
behavior in the central nervous system (CNS) of Lymnaea.  First, I examined the gene 
expression of molluscan insulin-related peptide II（MIPII）in the CNS.  As a result, 
several days of hunger or satiation did not have effects on gene expression of MIPII.  
More, the feeding response to sucrose did not correlate to MIPII gene expression.  
Next, I examined to identify the neurons that respond to insulin or sucrose 
application to animals.  The neurons that respond to those stimuli were in the buccal 
ganglia that contain the neural circuitry for feeding. 
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１．研究開始当初の背景 
動物行動は、神経回路性調節とともに、個体
状態によって変化する体液性調節を受ける。
特に、インシュリンによる体液性調節機構は

糖代謝経路だけでなく、癌、ストレス反応、
免疫反応など多くの生理反応に関与するこ
とが知られる。脳・中枢神経系においても、
神経細胞死やアルツハイマー等の病理発現
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機構との関連が報告され、重要な基礎メカニ
ズムの一つとして働いている。また、近年で
は線虫と哺乳類においてインシュリンが学
習に関与するとの報告が続き、インシュリン
が神経伝達物質量調節や神経可塑性に関わ
ることが明らかにされつつある。 
 
しかしながら、インシュリン体液性調節機構
について特定ニューロンや神経回路、動物行
動変化という生物学的階層性を通して解析
を進めた研究は未だなかった。 
 
２．研究の目的 
軟 体 動 物 モ ノ ア ラ ガ イ （ Lymnaea 
stagnalis）はニューロンが大きく、そしゃ
く行動や味覚学習の元となる神経回路が明
らかである。また、先の報告でインシュリン
様 遺 伝 子 （ molluscan insulin-related 
peptide II、MIPII）の発現量が、味覚学習
の成績と関連することが示されていた。 
本研究では軟体動物モノアラガイを用い、

そしゃく行動関連神経回路に含まれる特定
ニューロンにおいて、インシュリン作用機構
の解明を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）インシュリン様遺伝子発現量とそしゃ
く行動の関係解析 
先の報告から味覚学習後に成績によってイ
ンシュリン様遺伝子 MIPII の mRNA 量が異な
ることが示されていた。そこで、行動レベル
におけるインシュリンによる体液性調節作
用を明らかにするため、個体状態別（飢餓、
飽食、飢餓後の餌投与時）、ショ糖に対する
そしゃく応答数によって個体を分け、中枢神
経系内の MIPII 遺伝子発現量を測定した。 
 
（２）そしゃく神経回路におけるインシュリ
ンシグナル受容細胞の解析 
インシュリンシグナルの下流で働く転写調
節因子 FoxO の細胞内局在は、インシュリン
刺激によるリン酸化状態と一致する。本研究
では、FoxO をマーカーとして用い、そしゃく
神経回路に含まれるインシュリンシグナル
受容細胞の網羅的な探索を試みる。 
 
（３）そしゃく行動に関連する特定ニューロ
ンの生理学的応答の解析 
味覚学習、そしゃく行動に関わる特定ニュー
ロンの生理学的性質について、味覚刺激投与
による変化を電気生理学的に解析する。 
 
 
４．研究成果 
（１）中枢神経系内インシュリン様遺伝子発
現解析（定量性 RT-PCR 法） 

①飢餓状態、飽食状態の個体から中枢神経系
を取り出し、インシュリン様遺伝子 MIPII 発
現量を定量性 RT-PCR により測定した。 
その結果、モノアラガイ MIPII の発現は１～
３日の飢餓状態によって変化しないことが
わかった（図１）。 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②次にショ糖投与によるそしゃく応答と、
MIPII 遺伝子発現量との関連を解析した。そ
の結果、ショ糖投与によるそしゃく回数が異
なる個体群において、MIPII 遺伝子発現量は
変化しないことが分かった（図２）。 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果より、１～３日の飢餓状態や、
餌の有無によって MIPII遺伝子発現量は急激
に変化しないことがわかった。また、MIPII
遺伝子発現量と、ショ糖刺激に対するそしゃ
く行動との関連はないことが示された。 
 
 
（２）モノアラガイ中枢神経系における転写
調節因子 FoxO cDNA 配列決定 
①FoxO の細胞内局在はインシュリン刺激に
よるリン酸化状態と一致するため、細胞応答
マーカーとして用いることを計画した。転写
調節因子 FoxO アミノ酸配列は種間保存性が
高いため、他種配列を基に縮重プライマーを
設計し、モノアラガイ中枢神経系における
FoxO 遺伝子の PCR クローニングを行った。そ
の結果、モノアラガイ FoxO 遺伝子のクロー



 

 

ニングに成功し、予想されるアミノ酸配列は
他種配列と高い保存性を示すことを確認し
た（図３）。 
図３、Lymnaea：モノアラガイ、Drosophila: 
ショウジョウバエ、C.elegans: 線虫、Human: 
ヒト 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②中枢神経系内 FoxO のリン酸化・細胞内局
在解析（免疫組織化学実験） 
次にモノアラガイ FoxO 予測アミノ酸配列か
ら、免疫染色実験で使用する抗体の検討を行
った。哺乳類用の市販抗体で抗原部位が利用
できるものを選んで免疫染色を行った。 
 
FoxO の細胞内局在はインシュリン刺激によ
るリン酸化状態と一致するため、細胞応答マ
ーカーとして用いた。動物個体の状態（飢餓、
飽食）により FoxO の細胞内局在が異なるニ
ューロン、インシュリン投与によりシグナル
を受容したニューロンを探索した（図４）。 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
その結果、飢餓・飽食状態、インシュリン処
理によって FoxO 細胞内局在が変化するニュ
ーロンの同定には至らなかった。しかしなが
ら、そしゃく神経回路の多くのニューロンが
含まれる口球神経節のニューロンは、他の神
経節のニューロンに比べてインシュリンに
対する FoxO リン酸化の感度が良い傾向があ
ることがわかった（投稿準備中）。 
 
（３）そしゃく行動に関連する特定ニューロ
ンの生理学的応答の解析 
味覚学習、そしゃく行動に関わる特定ニュー
ロンの生理学的性質について、味覚刺激投与
による変化を電気生理学的に解析する。味覚
学習において重要なセロトニン分泌ニュー
ロン（CGC）と、唾液腺運動ニューロン（B1）
に着目し、味覚学習で用いるショ糖刺激の繰

り返し投与後の各ニューロンの静止膜電位
を測定した。その結果、ショ糖の繰り返し投
与により、口球神経節にある B1 細胞の静止
膜電位が有意に上昇し、興奮しやすい状態に
なることがわかった。また、介在ニューロン
である CGCではコントロールと比べて有意差
はなかった（図５、研究協力者：濱徳行）。 
図５ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、インシュリン様遺伝子発現

量は数日間の飢餓・飽食によっては変化せず

、体液性調節がニューロンからの分泌量調節

により行われていることが示唆された。また

、インシュリンや、個体へのショ糖投与によ

って生理学的性質が変化するニューロンは、

そしゃく行動に直接的に関わる神経節中に存

在することが示された。 
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