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研究成果の概要（和文）：体液浸透圧の恒常性の維持機構は、極めて精巧であり、大量の体液をわずか数%以内の精度
で制御している。この制御には体液の浸透圧変化を感知する分子が不可欠であり、中でも中枢性浸透圧感知分子は現時
点でもその分子実体が不明であったため、本研究はその解明をめざした。本研究の成果から中枢性浸透圧感知分子は、
TRPV1がその関連分子と形成するヘテロテトラマー（異分子による４量体）である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The regulatory mechanism for the body fluid osmolality is known to be precise and 
enable to control the large volume of the body water at a level of a few percent accuracy. The 
osmoreceptor is the molecule to sense changes in the body osmolality and the central osmoreceptor has not 
been elucidated to date. The purpose of the present study was to study the molecular identity of the 
central osmoreceptor. Our results suggest that the central osmoreceptor may be a heterotetramer comprised 
of the transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) and its related molecules.

研究分野：獣医生理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）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、全体重の約 70%を占める大量の水を
±数%以内の精度で制御している。この 制御
に最も重要な役割を果たす機構が視 床 下 部
—下垂体後葉系から分泌される抗利尿ホル
モンで ある  アルギニンーバゾプレシン
（AVP） とその制御系である。AVP は視床
下部の室傍核(PVN)と視索上核(SON)で合成
され、下 垂体後葉で分泌されて、全身循環
へと入る。AVP は腎・集合管の受容体に作
用し、水チャネル(AQP) の尿細管上皮細胞・
細胞膜への動員を促進することにより、水再
吸収促進、体液量保持を起こす。 これに加
えて、AVP 分泌刺激が生じる状況下におい
ては飲水行動が誘発されることが知 ら れ ら
れており、これらの一連の過程を統合制御す
る視床下部の PVNや SON、さらにはその 2
つの神経核にシナプス入力を送る視床下部
の部位を一般に「飲水中枢」と呼ぶ。飲水
中枢はその本体が不明なだけでなく、浸透
圧感知機構の分子・細胞レベルでの解明は
現時点でもなされていない。体性感覚や  視
覚、嗅覚、味覚、あるいはグルコース濃度
感知などの生命機能維持に重要な感知機構
に関与す  る分子の多くが分子同定されてい
る現在において、生命維持に不可欠な浸透
圧感知分子の本体が 不明であることは驚く
べきことと言わざるを得ない。  
浸透圧感知分子の解明は、浸透圧変化に対し
て開口する非選択性陽イオンチャネル 
(Stretch-inactivated cation channel 以下、
SIC チャネル)が SON ニューロン自身に存
在する という報告(Oliet&Bourque, Nature 
1993)以来、多くの研究室で行われてきたも
のの、今日までその分子実体の解明は成功
していない。  
 
浸透圧感知分子実体に関する唯一の情報は、
SON ニューロンによる浸透圧感知機構が 
TRPV1 分子  のノックアウトマウスで失わ
れていること(Sharif ら、Nature Neurosci 
2006)である。この報告では、TRPV1 の N 
端をエピトープとする抗体では、SON ニュ
ーロンに免疫陽性がみられなかった ことか
ら、浸透圧感知分子(ストレッチ抑制型陽イオ
ンチャネル：SIC チャネル)は TRPV1 分子
そのものではなく、TRPV1 分子の N 端が 
変異した分子であると推測した。 
我々は、この推測を基に、SIC チャネル分子
の実体解明をすべく、 TPRV1 の変異分子に
関する情報が多いラットで TRPV1 関連分
子を  SON を含む脳底ブロックから作成し
た  cDNA ライブラリーを用いて  RT-PCR 

法で解析したところ、これまで報告のある 
4 種の変異分子に対する特異的プライマーで
はいずれも信号の検出ができなかった。  
しかし、我々は予想外にも、SON において
変異のない TRPV1 分子の全長と等しいサ
イズの信号を検出し、シークエンス解析に
より、この分子が TRPV1 全長分子そのも
のであることを見出した。 
しかしながら、浸透圧感知分子は TPRV1 だ
けで構成される分子(TRP 属の分子 は 4 量
体を形成してイオンチャネル機能を有する
ことが知られる) ではないことはすでに報告
されている以下の二つの事実から明らかで
ある。  
1)SON ニューロンは TPPV1 アゴニストで
あるカプサイシンに感受性がない  
2)SON ニューロンはストレッチ(低浸透圧刺
激など)により抑制されるのに対し、TRPV1 
にはそのような性質はない 
これらの結果を総合的に考察した結果、
我々は浸透圧感知分子が TRPV1 関連分子
ではあるが、複数の異なる分子が会合して形
成される分子である可能性を想定し、その分
子機構の解明をめざすこととした。  
 
（２）視索上核ニューロンは豊富な G蛋白共
役型受容体（GPCR）を発現していることが
知られるが、その他の多くの中枢神経系ニュ
ーロンとは異なり Gi共役型 GPCRによって
開口する内向き整流性 K+（IRK）チャネルに
関する報告は皆無である。浸透圧感知分子が
非選択性陽イオンチャネルであり、体液浸透
圧の変化を直接感知して興奮性を制御する
メカニズムであると推定される。このような
SON ニューロンにとって GIRK を介したシ
ナプス後電位の調節は極めて重要と考えら
れる。このような状況から我々は GIRKを制
御することが広く知られているだけでなく、
SON ニューロンにおいてシナプス後膜に豊
富に存在することが報告されている GABAB
受容体に着目し、GABAB 受容体アゴニスト
によるGIRK電流活性化機構を解析すること
とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TRPV1 関連分子による浸透圧
感知機構とそれに関わる分子を同定するた
めに、分子生物学的、細胞生理学、電気生理
学的手法を用いて詳細な解析を行う。 
 
３．研究の方法 
SON に発現する  TRPV1 関連分子を
RT-PCR によって解析すると共に関連蛋白
の発現を免疫組織化学で証明する。 
また、SON ニューロンの浸透圧応答に対し
て、TRPV1 関連分子に作用することが知ら
れる薬物を作用させて、効果を観察する。 
浸透圧感知分子の候補分子の同定ができた
場合には、HEK293 細胞に発現させて、パ
ッチクラ ンプ法を用いて SIC チャネル電



 

 

流を観察して SIC チャネル分子と同一であ
ることを証明する。 
	
４．研究成果	
＜平成 25 年度＞	
①ラット視索上核（SON）の組織から cDNA ラ
イブラリーを作成し、詳細な RT-PCR 解析を
おこなったところ、SON には全長 TRPV1 の他
に N端変異分子らしき分子が含まれているこ
とが判明した（図１）。また、N端変異分子の
cDNA 解析の結果、N 端を一部欠く新規分子で
あることが判明し、TRPV1_SON と命名した。	
	

図１	 SON に発現する TRPV1 関連分子	
	
②TRPV1 の N 端を認識する抗体を用いて 
SON 領域の免疫染色を行ったところ、AVP 
陽性細胞と  TRPV1 陽性細胞が同一である
ことが明らかとなった。この結果より、SON
内において AVP ニューロンのみが特異的に
TRPV1を発現することが明らかとなった。 
 
	
③SON から急性単離ニューロンを得て、細
胞内  Ca2+濃度(以下[Ca2+]i)の指示薬である 
Fura-2 を負荷し、 [Ca2+]i を測定したとこ
ろ、生理的な浸透圧変動域である 50 mM の
マンニトールにより  [Ca2+]i 上昇が観察さ
れた。しかし、SON ニューロンは TRPV1 
アゴニストであるカプサイシンには応 答 し
なかった。一方、マンニトールによる[Ca2+]i 
上昇は  TRPV1 の選択的アンタゴニストで
あるカプサゼピンや、 TRP の非選択的アン
タゴニストであるルテニウムレッドで可逆
的にブロックされた（図２，３）。 

 
 
図２	 SON ニューロンの浸透圧による[Ca2+]i
応答	

	
図３	 SON ニューロンの浸透圧に対する
[Ca2+]i応答への TRPV1 阻害薬の効果	
 
 
④潅流液の温度を室温から 36℃に上昇させ
てカプサイシン刺激をしたところ、SON ニ
ューロンはカプサイシン刺激に対して
[Ca2+]i 上昇と活動電位発生頻度増加を示し
た（図４）。 

図４	 SON ニューロンのカプサイシン応答
への温度上昇の効果 
 
⑤AVP ニューロンが GFP 蛍光を発する



 

 

eGFP-AVP トランスジェニックラットとオキ
シトシン（OT）ニューロンが RFP 蛍光を発す
る RFP-OT トランスジェニックラットを用い
て、単離 SON ニューロンの[Ca2+]iを解析した
ところ、浸透圧刺激による[Ca2+]i上昇はAVP
ニューロンでのみ観察された（図５）。	

図５	 トランスジェニックラットを用いた
浸透圧応答の解析	
	
＜平成 26 年度＞	
①単離SONニューロンで36℃で観察されたカ
プサイシン誘発電流をパッチクランプ法で
解析したところ、電流—電圧関係はほぼ直線
であり、逆転電位は約-46mV であった。この
値はすでに報告されている SON ニューロンの
浸透圧誘発電流の逆転電位とよく一致して
いた。	
	
②ラット SON に発現していた TRPV1 分子の塩
基配列解析の結果、従来報告されていた
TRPV1 の配列と一部異なっていたものの、ア
ミノ酸変位のある相違点は 2点であり、いず
れも機能に大きな影響はない変位と確認さ
れた。	
③ラット SON から得られた全長 TRPV1 の配列
と GFP 配列を含む発現ベクターを作成し、
HEK293 細胞に発現させ、GFP 蛍光を指標に
TRPV1 発現細胞でのイオン電流解析を行った
ところ、安定したカプサイシン応答が観察さ
れ、カプサイシン誘発電流の逆転電位は約 0	
mV であった。	
④SON組織には GIRK1-4の 4種の GIRKが発現
していた。また、GABAB受容体の選択的アゴニ
ストであるバクロフェンは単離 SON ニューロ
ンに対して GIRK 電流を活性化した。しかし
ながら、GIRK 電流活性化を生じるバクロフェ
ンの EC50 は膜電位依存性 Ca2+チャネル抑制
を生じる EC50 の約 100 倍であり、SON ニュー

ロンは GPCR を介した GIRK 活性化が生じにく
いニューロンであることが判明した（図 6）。	

図 6–１	 SON における GIRK の発現	
	

	
図 6−2		バクロフェンによる SON ニューロン
の GIRK 活性化	
	

	
図 6-3	バクロフェンによる GIRK 活性化と膜
電位依存性 Ca2+電流抑制の相違	
	
	

＜平成 27 年度＞	

①ラット SON 組織に発現する 2種の TRPV1 関
連分子（TRPV1,	TRPV1_SON）をそれぞれ GFP
と RFP を含む発現ベクターに組み込み、
HEK293 細胞に発現させる系を確立した。	
②TRPV1 発現細胞において、カプサイシン、
低 pH、40℃以上の温度刺激によって[Ca2+]i
の上昇が観察された。加えて、マンニトール
50 mMも[Ca2+]iを上昇させた。 
③TRPV1 発現細胞で観察されたマンニトー
ル刺激に対して生じる[Ca2+]i 濃度上昇も陽
イオン電流もカプサゼピンで可逆的に抑制
された。	
④TPRV1_SON を発現した細胞では、カプサイ
シン、低 pH、40℃以上の温度刺激、マンニト
ールのいずれも[Ca2+]i 濃度上昇も陽イオン
電流応答も生じなかった。さらに潅流液の温



 

 

度を 36℃に上昇させても、カプサイシン、マ
ンニトール応用は観察されなかった。 
⑤TRPV1、TRPV1_SON を発現させた HEK293 細
胞を用いて、TRPV1 の C 端をエピトープとす
る抗体による Western ブロットを行ったとこ
ろ、明瞭な信号が観察された。さらに、細胞
をビオチン化してから破砕し、アビジンカラ
ムで回収したサンプル（Surface	labeling）
を用いた Western ブロットにおいても同様の
結果が得られた。	
	
以上の結果から以下の結論を得た。	
①SON の AVP ニューロンには TRPV1 と
TRPV1_SON の 2 種の分子が発現している。	
②TRPV1 はストレッチによって抑制される
SIC チャネルの性質を有し、単独で浸透圧感
知機能を発現しうる。	
③浸透圧受容器は TRPV1 を含むヘテロテトラ
マー分子か、TPRV1 のホモテトラマーだとし
ても、機能を修飾する他分子と会合した分子
である。	
④新規分子である TRPV1_SON は細胞膜に発現
するがカプサイシンにも浸透圧にも反応せ
ず、その機能は不明である。	
⑤SONニューロンには多種のGIRKチャネルが
発現するが、GABAB受容体を含む GPCR を介し
て活性化しにくい細胞内機構が存在する。	
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