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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ラット海馬歯状回における新生顆粒細胞を特異的に

刺激するための手法として、哺乳類脳に存在しないペプチド作動性イオンチャネル（FaNaC）

に着目し、これを分子ツールとする海馬ニューロンの選択的刺激方法の開発を目的とした。そ

の結果、野生型 FaNaC よりも 10 倍以上ペプチド感受性の高い変異体チャネルの作製に成功し

た。現在、この分子ツールを海馬ニューロンに発現させる手技の確立を試みている。 

 

研究成果の概要（英文）：By using an invertebrate peptide-gated Na+ channel (FaNaC), we 

tried to establish a methodology to stimulate new neurons in the dentate gyrus of 

hippocampus. Several mutant channels of FaNaC were made, and two of them were found 

to be more sensitive to FMRFamide and show less desensitization compared to the 

wild-type channel. We are now trying to express these mutant channels in the dentate 

granule neurons. 
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１．研究開始当初の背景 

 海馬は、哺乳類の学習記憶にとって重要な
脳部位であることは良く知られており、げっ
歯類においては、空間学習との関連で多くの
研究がなされている。海馬歯状回は、嗅内野
から海馬に情報が入る初段にあたり、海馬内
での情報処理の起点となる重要な脳部位で
ある。一般に、成熟脳においては、ほとんど
の脳領域で細胞増殖により新たなニューロ
ンが生まれることはないが、海馬歯状回と脳
室下帯では、生涯を通して幹細胞から新たな
神経細胞が作られ続ける。歯状回での神経新

生は、この部位が学習記憶に関わる部位であ
ることからも注目されており、多くの研究が
なされているが、新生ニューロンの機能に関
しては未だ不明な点が多い。海馬歯状回での
神経新生が脳機能、特に学習や記憶に関して
どのような機能的意味合いを持つのかを明
らかにするためには、神経ネットワークに組
み込まれた新生ニューロンの機能を調べる
ことが必要である。このためには、脳スライ
ス標本などを用いた細胞生理学的な研究だ
けでなく、個体行動レベルでの解析を視野に
入れた研究が必要であり、自由行動中の動物
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において、新生ニューロンを特異的に刺激す
る手法が望まれる。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、げっ歯類において学習記
憶を研究する場合によく行われる水迷路学
習課題などの行動実験において、自由行動中
のラットの海馬歯状回の新生顆粒細胞を特
異的に刺激するための手法の開発を目的と
している。現在、脳内の特定のニューロンを
刺激するためのすぐれた手法の一つとして
オプトジェネティクスが開発されている。こ
の方法は、光感受性イオンチャネルを使うこ
とで、このチャネルを発現させたニューロン
を光刺激により興奮させることができるす
ぐれた手法であり、最近よく使われるように
なってきた。しかしながら、オプトジェネテ
ィクスを行うためには、光刺激装置を含めや
や特殊な実験設備が必要となる。また、通常、
光ケーブルを動物に装着した状態で実験を
することが必要となる。そこで、動物を拘束
せずに特定のニューロンを刺激することを
可能にするより簡便な手法として、本研究課
題では、哺乳類脳に内因性リガンドが存在し
ない無脊椎動物のリガンド作動性イオンチ
ャネルを利用する手法の開発を企画した。こ
の目的に合うイオンチャネルとして、現在の
ところ、軟体動物のみでその存在が知られて
いる FMRFamide 作動性 Na+ チャネル
（FaNaC）に着目し、この無脊椎動物のペプ
チド作動性イオンチャネルを哺乳類のニュ
ーロンに発現させることにより、例えば浸透
圧 ポ ン プ に よ っ て リ ガ ン ド と な る
FMRFamide を慢性的に投与することで特
定のニューロンを刺激することが可能にな
るはずである。 

 

３．研究の方法 

 FMRFamide は哺乳類脳には存在しない
ので、内因性ペプチドが FaNaC を活性化す
る可能性はほぼないと考えられるが、刺激の
特異性をあげるためには、 FaNaC の
FMRFamide 感受性ができるだけ高い方が
望ましい。そこで、当研究室で行っている
FaNaC の構造機能相関に関する研究とリン
クさせながら変異体チャネル作成を進め、よ
り低濃度の FMRFamide で活性化される変
異体チャネルの開発を試みた。 

 変異体チャネルの作製は、変異導入用のオ
リゴヌクレオチドを設計し、PCR 法により変
異を導入した cDNA 断片を作製し、野生型チ
ャネルの該当部位と交換する古典的な方法
と、市販の変異導入用キットである Quick 

Change を使用する方法で行った。 

 

 チャネルの機能発現実験はアフリカツメ
ガエル卵を用いて行った。作製した変異体チ

ャネルのcRNAを合成キットを使用して作製
し、cRNA を注入した卵を培養後、膜電位固
定法によりチャネル電流を計測した。また、
FaNaC の発現部位を組織化学的に検出する
ために、チャネル遺伝子末端にタグ（FLAG）
をつけた改変チャネルを作製した。FLAG 付
加チャネルの機能も膜電位固定法により確
認した。 

 

 完成した変異体チャネルを海馬ニューロ
ンに発現させるための方法としては、次の二
つの方法を検討した。一つは、分裂期の細胞
が特異的に取り込むことが知られているレ
トロウィルスベクターを使う方法である。こ
のベクターに変異体チャネルを組み込んで
海馬歯状回領域に注入することにより、
FaNaC を新生ニューロンに特異的に発現さ
せることが可能である。もう一つの方法は、
最近よく使用されるエレクトロポレーショ
ンによる遺伝子導入である。この場合は、一
般的な哺乳類発現用ベクターに変異体チャ
ネルを組み込み、脳室内、あるいは脳実質内
に注入後に、頭蓋をピンセット電極ではさみ、
パルス状の電圧をかけることでエレクトロ
ポレーションを行う。本法は遺伝子導入効率
が良いとされているが、新生細胞に特異的に
発現させることは出来ない。 

 
４．研究成果 
 この研究課題で中核となるのは、哺乳類脳
内に存在する内因性物質により活性化され
ないリガンド作動性イオンチャネルを用い
ることである。FaNaC の構造上の特徴から
得られた知見を元に作製した変異体チャネ
ルである D552K および D552ND556N は、野生
型FaNaCよりも10倍程度感受性が高いこと
が明らかになった。FaNaC のリガンドとな
る内因性物質は哺乳類の脳神経系には存在
しないが、高濃度の FMRFamide がリガンド
として作用する受容体は存在する。野生型
FaNaC を活性化する程度の FMRFamide 濃
度ではほぼそれらの受容体の関与は考えな
くてもよいはずであるが、今回、より高感度
の変異体チャネルが作製できたので、FaNaC

の分子ツールとしての有用性は一段と高ま
ったといえる。また FaNaC は、他のリガン
ド作動性イオンチャネルと比べて脱感作が
顕著でなく、この性質もこのチャネルを利用
する上での利点の一つであるが、上記の変異
体チャネルは野生型 FaNaC に比べ、さらに
脱感差が著しく減弱していたので、慢性的な
FMRFamide 投与によるニューロン刺激実
験により向いているものと思われる。これら
の FaNaC を組み込んだ哺乳類細胞発現用ベ
クターを作製し、チャネル発現ベクターを導
入した細胞が FaNaCを発現することをアフリ
カツメガエル卵に直接発現ベクターを注入



 

 

することで確認した。 
  
 哺乳類脳に FaNaC を発現させて行動実験
によりその影響を評価する場合、特に結果が
ネガティブであった場合には、チャネルタン
パクが発現していることを別途確認する必
要がある。これを可能にするために、チャネ
ル遺伝子末端に FLAG をつけることで組織化
学的検出を可能にした。FLAG付きチャネルの
チャネル機能が損なわれていないことを確
認する必要があるため、やはりアフリカツメ
ガエル卵を発現系としてチャネル機能を解
析した。その結果、FLAGを付加しても特にチ
ャネル機能に異常が認められなかったので
タグ付きの FaNaC をニューロン刺激用の分
子ツールとして使用することが出来るよう
になった。 

 
 本研究課題では、新生ニューロンに特異的
に FaNaC を発現させる手法としてレトロウ
ィルスを使う方法を計画した。しかしながら、
レトロウィルスを扱う実験に必要な P2 レベ
ルの遺伝子組換え実験施設を研究期間内に
整備できなかったため、この方法は一時棚上
げせざるを得なくなった。上述のように
FaNaC を基にした分子ツールは完成してい
るので、施設が整備され次第、レトロウィル
スを用いた実験計画を実施する予定である。
現在は、遺伝子導入の別法として採用したエ
レクトロポレーション法により、ラット胎児
および新生ラットの脳に FaNaC を発現させ
る実験を行っている。現在のところ、試行段
階の域を出ていないが、本法は、より安全に
外来遺伝子を個体に導入出来る良い手法で
あるので、この手技の確立を目指していると
ころである。 
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