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研究成果の概要（和文）：我々は、自発発火する洞房結節細胞やニューロンに存在するHCN4という分子に注目し、その
遺伝子座にホタルの発光蛋白質を組み込んだ遺伝子改変マウスを作成した。このマウスではHCN4が発現しているニュー
ロンをホタルのように光らせることができる。この光を手がかりに、脊髄では後角にHCN4発現ニューロンが存在してい
ることを発見した。HCN4発現ニューロンが痛覚伝導路や神経障害性疼痛においてどのような機能を果たすか解明するた
めに、その機構解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：We generated transgenic mouse, in which cDNA of firefly luciferase-GFP fusion 
protein was knocked in at HCN4 locus (HCN4+/Luc), and visualized HCN4-expressing neurons in central 
nervous system. HCN4-expressing neurons were found in dorsal horn of spinal cord, and in III layer of 
sensory cortex.

研究分野：生理学

キーワード： HCN4　ニューロン　脊髄後角　大脳皮質

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
過分極誘発陽イオンチャネルには

HCN1〜4 のサブタイプが存在し、自発発

火するニューロンや心臓ペースメーカーに

存在するため、ペースメーカーチャネルと

も呼ばれている。近年、HCN2のノックア

ウト(KO)マウスを使った神経障害性疼痛

の研究において、疼痛反応が有意に減弱し

ていることが報告されるなど、HCN チャ

ネルファミリーは疼痛治療の新たなターゲ

ットとして注目を集めている。HCN チャ

ネルファミリーのうち、HCN4は免疫染色

法を使った実験結果から、体性感覚情報処

理の中枢である視床の VPL・VPM に発現

していることが報告されている。それにも

かかわらず、HCN4の生理学的機能は殆ど

明らかにされていない。これはHCN4の単

純なノックアウト（KO）マウスは胎生致

死となるためである。一方、我々は HCN4

チャネルが発現する領域をルシフェリンの

化学発光と GFP 蛍光によって可視化・同

定できるマウスと、テトラサイクリン遺伝

子発現システムを使って HCN4 の発現を

可逆的に抑制できるマウスの作成に成功し

ている。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究ではこれらのマウスを使い、

痛覚伝導路において HCN4 を発現する神

経細胞を同定し、痛覚におけるHCN4発現

ニューロンの生理学的機能を検討すること

を目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1)トランスジェニックマウスの作成：

HCN4 遺伝子座の一方のアレルにテトラ

サイクリン制御性トランス活性化因子

（tTA）とその応答配列(TRE)をノックイン

（KI）したHCN4+/tTA_TREマウスと、蛍ル

シフェラーゼ（Luc）を KI したマウス

HCN4+/Lucとを交配し、ダブル KI マウス

(HCN4tTA_TRE/Luc)を作成した。また、テト

ラサイクリン応答配列の下流に GFP 

cDNAを挿入したmini geneを組み込んだ

トランスジェニックマウス（TRE_GFP）

と、HCN4+/tTA_TREとを交配し、HCN4 を

過剰発現すると同時にその発現部位を可視

化可能なダブルトランスジェニックマウス

(HCN4tTA/+・TRE_GFP）を作成した。 

(2)発光イメージング：In vivoでのHCN4

発現領域の可視化するためには、150 mg/kg

のルシフェリンを腹腔内投与し 15 分後に

IVIS Xenogenイメージング装置で全身の撮

影を行った。 

Ex vivoおよび in vitroでの可視化のため

には、同じくイソフルレン麻酔下に 150 

mg/kgのルシフェリンをマウスの腹腔内に

投与して 15分後に心臓、脳および脊髄を摘

出し、LAS4000 イメージング装置を使用し

て撮影をおこなった。 

続いて氷冷した状態で脳スライサー（堂

阪）を使って脊髄水平断および脳の矢状断、

前額断スライスを作成した。95％O2、5%CO2

混合ガスでバブリングした人工脳脊髄液中

でスライスを 15 分間回復させたのち、実体

顕微鏡および正立水浸式顕微鏡に EM-CCD

カメラを装着して発光イメージングを実施

した。 

(3)免疫染色と蛍光イメージング：

HCN4tTA/+・TRE_GFPを４％パラホルム

アルデヒドで灌流固定し、脊髄を取り出し

たのちに 12時間の後固定を実施した。PBS

で洗浄後、さらに４℃にて 30％ w/vのス

クロース PBS溶液でインキュベートした。

コンパウンド（OCT Compound, 

Sakura®Finetek）に包埋・凍結後に、ク

ライオスタット（Leica Biosystems）を用

いて 30ミクロンの薄切切片とした。PBS

中にて、余分なコンパウンドを除去した後、

抗 HCN４抗体（1：400、Alomone社）を

含むWorking Solutionにて室温・24時間、



フローティング法にてインキュベートした。

PBS-X（Triton-X 0.3%を含む）で 3回洗

浄し、二次抗体（Alexa-Fluor594を 1：200）

を含むWorking Solution中でフローティ

ング法にてインキュベートした（室温、2

時間）。PBS-Xにて 3回洗浄し、MASコー

トスライドグラス（マツナミガラス）に切

片を貼り付けて、Vectashieldマウンティ

ング液（VectorLabs）にて封入した。蛍光

顕微鏡を用いて、B励起にて内在性 GFP

を、G励起にて Alexa-Fluor594で標識さ

れた HCN4の局在を観察した。 

 

４．研究の成果 

体表面に近い味蕾や嗅神経の HCN4 発

現細胞に由来する化学発光を短時間の露光

で可視化することに成功した。四肢や尻尾

からも破骨細胞に由来すると思われる強い

化学発光シグナルを検出することができた

が、詳細は不明である。新生児マウスでは、

透過性の高い長波長の発光基質（アカルミ

ネ）を投与することにより、頭蓋骨を透し

て発光シグナルを検出することが可能だっ

た。脳スライス標本では、重本らの報告と

は異なり、視床 VPL、VPM 付近の発光シ

グナルは明瞭ではなく、むしろ基底核、黒

質、大脳皮質（特に島皮質）に強いシグナ

ルが認められた。脊髄では後角のⅡ層付近

に特異的なシグナルが認められた。強拡大

で HCN4 発現ニューロンを単一細胞レベ

ルで同定することは、スライス内での光の

散乱のため、十分な S/Nを得ることが容易

ではなかった。 

そこで単一細胞レベルでの発現部位解析

をおこなうため HCN4tTA/+・TRE_GFP か

ら脳・脊髄スライス標本を作製した。その

結果、脊髄後角では発光イメージングと同

様に、脊髄後角に GFP 蛍光、免疫蛍光シ

グナルが一致して認められた。強拡大では

脊髄後角の第Ⅱ層の神経の細胞体にシグナ

ルを認めることができた。 

 脳では、大脳皮質感覚野、島皮質および

聴覚連合野、基底核、視床髄板内核、上丘、

黒質などに GFP 内在蛍光が強く認められ

た。強拡大では皮質Ⅲ層の錐体細胞の細胞

体に GFP 蛍光を認めることができ、免疫染

色の赤色蛍光もおおむね一致することが判

明した。一方、視床 VPL、VPM では重本

らの報告とは異なり、GFP蛍光、免疫染色

とも明瞭なシグナルは認められず、むしろ

髄板内核に強い GFP 蛍光と免疫染色シグ

ナルが認められた。このようにHCN4の分

布は先行論文とは異なっている箇所も多く

見つかった。現在はHCN4tTA/+・TRE_GFP

から作成した新鮮な脳・脊髄スライス標本

を用い、HCN4発現ニューロンの電気生理

学的特性を検討している。今後は

HCN4+/Luc を使って神経障害性疼痛モデ

ルを作成し、HCN4発現量変化が生じる部

位のスクリーニングをおこない、その病態

生理学的な意義を明らかにしていく予定で

ある。 
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