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1．酸感受性イオンチャネルを介したバゾプレッシンニューロンの 
興奮性調節機構の解明 

 

大淵豊明，上田陽一（産業医科大学医学部第 1 生理学） 

佐藤かお理，岡田泰伸 

 

バゾプレシン (arginine vasopressin: AVP) は体液恒常性

を維持するため重要なホルモンである。視床下部に局在

する AVP ニューロンの活動性は，液性因子およびシナプ

ス入力によって調節されている。プロトン (H+) を含有す

るシナプス小胞の拡散はニューロンに断続的な酸刺激を

与えていると考えられる。酸感受性イオンチャネル

(Acid-sensing ion channels: ASICs) は細胞外 H+により活性

化されるアミロライド感受性非電位依存性 Na+チャネル

である。AVP ニューロンの酸感受性は知られていなかっ

た。 

我々は，雄性幼若 AVP-eGFP トランスジェニックラッ

トの視索上核 (supraoptic nucleus: SON) を含む脳組織を

単離・培養後，AVP-eGFP 発現ニューロンを同定し，ホ

ールセルパッチクランプ法により AVP ニューロンの酸

感受性を調べた。pH を瞬時に低下させた場合，pH 依存

性に一過性のアミロライド感受性内向き Na+電流と脱分

極，活動電位が観察された。Multi-cell RT-PCR 法，免疫

組 織 化 学 的染 色 法 に より ， AVP ニ ュ ー ロ ン に

ASIC1a+ASIC2a heteromer が発現していることが示唆さ

れた。 

近年，浸透圧負荷が SON において局所的な低酸素を惹

起するとの報告がなされた。局所的な虚血および低酸素

は乳酸 (La-) の濃度を上昇させる。La-は Ca2+キレートに

よる ASICs 電流の増強作用を有している。これらを考慮

し，浸透圧ストレスにより惹起される SON の低酸素が局

所的な La-濃度上昇を誘導し，ASICs 電流が修飾されるの

ではないかと考えた。 

AVP ニューロンにおける酸刺激による電流は細胞外

Ca2+濃度を低下させることで増強され，La-存在下でこの

反応性増加が再現された。さらに，in vivo において 2%

食塩水飲水負荷したラットの SON 組織中の La-が増加し，

in vitro において SON を含むスライス組織を低酸素状態

に暴露することで La-放出増加反応が再現された。 

以上より局所的な低酸素状態により増加した La が内

因性 Ca2+キレーターとして作用することで，ASICs を介

した AVP ニューロンの興奮性を調節している可能性を

見出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1：①H+

を含有するシナプス小胞の拡散により，ニュ

ーロンは pH drop に暴露される。②SON で分泌さ

れた AVP が血管収縮作用により視床下部の局所

的虚血を誘発する。③低酸素に反応した血管内皮

細胞やグリア細胞，ニューロンから La-
が放出さ

れる。増加した La-
が Ca2+

キレーターとして作用

することで，ASICs を介した AVP ニューロンの

興奮性を調節している。
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2．白色脂肪細胞における容積センサーアニオンチャネルの 
インスリン抵抗性発症への関与の検討 

 

城田（井上）華，小西真人（東京医科大学細胞生理学講座） 

岡田泰伸 

 

容積センサーアニオンチャネルは細胞膨張によって活

性化されるイオンチャネルであるが，TNFα刺激などによ

って生成される活性酸素によっても活性化される。TNFα

は脂肪細胞においてインスリン抵抗性を引き起こすこと

が知られているため，本研究では脂肪細胞における容積

センサーアニオンチャネルの活性とインスリン抵抗性の

関連について検討を行った。 

正常マウス（C57BL/6 および KK マウス）およびイン

スリン抵抗性を発症するインスリン依存性糖尿病モデル

マウス（KKAy マウス）より白色脂肪細胞を単離し，ホ

ールセルパッチクランプ法を用いて，低浸透圧刺激によ

って活性化される容積センサーアニオンチャネル電流を

記録した。正常マウスおよび糖尿病マウスの脂肪細胞は，

どちらも容積センサーアニオンチャネルを発現している

ことが明らかとなった。しかしながら，電流密度すなわ

ち機能的発現レベルを比較すると，糖尿病マウスで有意

に低いことが明らかとなった。また，容積センサーアニ

オンチャネルは細胞膨張後の細胞容積調節を担うが，糖

尿病マウスの脂肪細胞では，この容積調節能が正常マウ

ス脂肪細胞に較べて低かった。次に，TNFαによる容積セ

ンサーアニオンチャネルの活性化について検討した。正

常マウス脂肪細胞および糖尿病マウス脂肪細胞のどちら

においても，TNFαは容積センサーアニオンチャネルの活

性化を引き起こさなかった。また，過酸化水素によって

活性酸素を発生させた場合にも容積センサーアニオンチ

ャネルの活性化は見られなかった。 

インスリン依存性糖尿病マウスに，pan-PPARγアゴニ

ストである bezafibrate を投与し糖尿病を改善したときの

容積センサーアニオンチャネルの機能的発現について検

討を行った。5 週間の bezafibrate 投与により，血糖値お

よび血中インスリン濃度の改善，脂肪細胞の肥大化の抑

制が認められ，容積センサーアニオンチャネルの発現レ

ベルも回復した。 

以上の結果から，白色脂肪細胞において，糖尿病では

容積センサーアニオンチャネルの活性が低下し容積調節

能も傷害されており，それは TNFαや活性酸素の容積セ

ンサーアニオンチャネルへの直接的な効果とは関連して

いないと考えられた。本研究成果は，American Journal of 

Physiology-Cell Physiology (Inoue et al., 2010, 298:C900) 

に報告した。

 

 

3．細胞容積センサーとして働く分子群の同定及び機能解析 
 

赤塚結子（鈴鹿医療科学大学薬学部） 

岡田泰伸 

 

細胞外及び細胞内の浸透圧変化に対応して自らの容積

を一定に保とうとする働きは，動物細胞が生命を維持す

る上で必要不可欠な機能であるが，最近ではこの容積調

節の破綻が細胞死につながることが明らかとなっており，

細胞がいかに自らの容積をセンスし対応するかという点

に注目が集まっている。細胞が一旦膨張した状態から元

の容積に戻る調節性容積減少 (regulatory volume decrease: 

RVD) の過程は，細胞の容積上昇を感知して開口する容

積感受性 Cl-チャネル (VSOR) の機能が必要不可欠であ

るが，このチャネル分子の実体が不明であるため，RVD

のメカニズムはわからない点も多い。 

報告者は，本共同研究によって VSOR の負の調節蛋白

質として ATP-binding cassette (ABC) 蛋白質スーパーファ

ミリーに属する ABCF2 を同定し，さらに ABCF2 がアク

チン結合蛋白質であるアクチニン-4 と結合することを見

出しているが，細胞膜画分に存在するアクチニン-4 と

ABCF2の親和性は低浸透圧刺激によって約 8倍に高まる

ことがわり，低浸透圧刺激後に両者の結合能力が高まる
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ことによって ABCF2 が VSOR に結合することを抑制し，

RVD が促進されると考えられた。 

また ABCF2 の点突然変異体である G232D のアクチニ

ン-4 への結合能について，G232D 発現細胞のミクロゾー

ム画分を界面活性剤可溶，不溶に分けて検討した結果，

両者において G232D は野生型よりも高いアクチニン-4

結合力を持つことがわかり，G232D 大量発現細胞では野

生型 ABCF2 大量発現細胞よりも ABCF2 による VSOR の

抑制がはずれ易いことが考えられた。これに一致して

G232D 発現細胞では mock 細胞よりは弱いものの野生型

ABCF2 発現細胞よりは大きい VSOR 電流が観察され，

RVD のブロックも野生型 ABCF2 発現細胞よりは弱かっ

た。一方，別の点突然変異体である G520D は界面活性剤

可溶画分においてのみアクチニン-4 への結合力が野生型

よりも高かったので，G520D 発現細胞では VSOR 電流や

RVD が G232D 細胞よりも抑制されると予想されたが，

結果はVSOR電流もRVDのスピードもmock細胞と変わ

らなかった。このことから，G520D は VSOR を抑制しな

い点突然変異体である可能性が示唆された。

 

 

4．TRPM7 と容積感受性クロライドチャネルの機能的相互作用とその分子同定 
 

沼田朋大，森 泰生（京都大学工学研究科） 

佐藤かお理，岡田泰伸 

 

細胞は，たとえ異常な浸透圧条件下においても，自ら

の細胞容積を調節することにより生命活動を維持してい

る。低浸透圧暴露による細胞膨張後の細胞容積調節過程，

すなわち調節性容積減少 (Regulatory Volume Decrease: 

RVD) の過程，には細胞容積増大をセンスして開口する

TRPM7 (Transient Receptor Potential Melastatin 7) および容

積感受性 Cl-チャネル (VSOR) が大きな役割を担ってい

る。TRPM7 および VSOR は細胞容積調節のみならず細

胞増殖や細胞周期および細胞死に関わるなど多くの両チ

ャネルに共通した生理機能を持つ。このことから両チャ

ネルには機能連関があると考え，分子実体の既知である

TRPM7 の機能制御を行うことにより VSOR の機能変化

を観察し，分子実体に迫った。 

現在まで TRPM7 と VSOR に強い機能連関があること

を阻害剤，siRNA およびノックアウト細胞を用いること

により確認している。本研究では，VSOR 活性における

TRPM7 の重要な部位及びその制御因子を同定し，それら

分子群の相互作用メカニズムを解明することを目指した。 

今回我々は，TRPM7 が VSOR 活性にどのように関与

するのかより強い証拠を得るために野生型 DT40 細胞，

その TRPM7 欠損細胞，TRPM7 欠損細胞に TRPM7 を遺

伝子導入した細胞に加えて，TRPM7 欠損細胞に TRPM7

イオン透過阻害ポア変異体，TRPM7 酵素活性部位変異体，

TRPM7C末端欠損変異体を遺伝子導入した細胞を作出し

た。それぞれの TRPM7 変異体細胞を用い，VSOR の機

能評価を行った。その結果，パッチクランプ法を適用す

ることにより，低浸透圧刺激により VSOR チャネル電流

を見出した細胞は，野生型 DT40 細胞，TRPM7 発現細胞

に加え，TRPM7 イオン透過阻害ポア変異体，TRPM7 酵

素活性部位変異体発現誘導細胞であった。一方で

TRPM7C 末端欠損変異体発現細胞においては，TRPM7

欠損細胞と同様に VSOR 活性が大きく抑制されていた。

またこの結果は，パッチクランプ法にて TRPM7 活性の

機能評価した結果およびコールターカウンター法により

RVD 率を評価した結果ともよい相関が見られた。以上の

ことより，TRPM7 そのものが VSOR 活性に重要であり，

細胞膜で VSOR 活性を支えるためのプラットホームのよ

うな役割を果たしていることが示唆された。
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5．シナプス後膜におけるグルタミン酸受容体のトラフィック制御機構 
 

柚﨑通介（慶應義塾大学医学部） 

 

記憶・学習を支えるシナプス可塑性の実体は，神経活

動に基づくシナプス後膜における AMPA 型グルタミン

酸受容体の数の増減であることが，近年明らかとなって

きた。本研究では，これまでの予備的実験結果を踏まえ，

神経活動がどのようなバイオ分子によりセンスされ，ど

のようにして AMPA 受容体の数の制御に変換されて長

期記憶を担うのかを明らかにすることを目指している。 

小脳平行線維―プルキンエ細胞シナプスにおける，長

期抑圧 (LTD) は運動学習の基礎過程と考えられている。

シナプス前部を構成する平行線維が分泌する Cbln1 と，

シナプス後部を構成するδ2 型グルタミン酸受容体

(GluD2) は，ともに平行線維シナプスにおける LTD とと

もにシナプス形成を制御することが分かっている。しか

し Cbln1 や GluD2 がどのようにこれらの経路を制御する

のかは明らかでなかった。平成 21 年度には，Cbln1 と

GluD2 によるシナプス形成制御機構を中心に研究を進め

た。最近培養細胞を用いた研究により，Cbln1 はシナプ

ス前部を誘導するのみでなく，シナプス後部において

GluD2 の集積とともに，GluD2 の細胞内ドメインを介し

てシナプス後部分子の集積も引きおこすことが分かって

きた。そこで，実際に in vivo においても Cbln1 の有無に

よってGluD2のシナプス集積度合いが異なるかどうかを

SDS-FRL 法によって定量したところ，Cbln1 欠損マウス

においてはシナプス後部における表面GluD2の集積が有

意に低下していることが明らかになった (Science, 2010)。

また，Cbln1 欠損マウスや GluD2 欠損マウスでは，定常

状態において AMPA 受容体の数が増加していた（論文準

備中）。すなわち，シナプス前部から分泌される Cbln1

が，シナプス後部において GluD2 の集積化とシグナル伝

達系を駆動することにより AMPA 受容体のエンドサイ

トーシスを制御している可能性を示唆している。神経活

動によってどのように Cbln1―GluD2 シグナリングが制

御されるのかを，引き続き電気生理学・分子生物学，そ

して生理学研究所脳形態解析研究部門における

SDS-FRL 法による解析によってさらに解明していく予

定である。

 

 

6．中枢性摂食調節における PRIP - GABA シグナリングの役割解明研究 
 

平田雅人，兼松 隆（九州大学大学院歯学研究院口腔細胞工学） 

（現：広島大学 大学院医歯薬学総合研究科 歯科薬理学） 

鍋倉淳一（生理学研究所生体恒常機能発達機構研究部門） 

 

【目的】PRIP とは，我々が見出した新規イノシトール三

リン酸結合性タンパク質である。これまでの本共同研究

において，PRIP 分子が GABAA受容体の細胞内輸送を制

御する分子であることを明らかにしてきた。その過程で，

PRIP ノックアウトマウスを作製し，その表現型解析を行

った。その中で，このマウスは，過食であるという興味

ある表現型を示すことに気がついた。一方，同マウスは，

インスリンの開口放出機構の調節にも関係しており，過

食であるという表現型は，インスリン分泌量が増加した

結果であるという事も考えられた。 

しかしながら，視床下部の摂食中枢が GABA シグナリ

ングによって制御されている (Tong Q, et al., Nat Neurosci. 

2008) ことが明らかとなったため，我々がこれまでに明

らかにしてきたPRIPとGABAA受容体シグナリングとの

関係からも，PRIP ノックアウトマウスの過食という表現

型の原因を明らかに出来ないかと考え，本研究を行った。 

【実験内容】PRIP KO マウスと野生型の摂食行動やエネ

ルギー代謝変化の違いを明らかにするために，経時的な

摂餌量変化と体重変化，呼吸代謝量，日内体温変化，自

発運動量などを行動学的な解析を行って検討した。次に，

中枢における GABA 抑制神経系の制御が PRIP KO マウ

スの摂食行動にどのような影響を与えるかを明らかにす

るために，第 3 脳室内に GABA のアゴニストやアンタゴ

ニスト，ジアゼパムなどの GABA 受容体関連薬物を投与
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して摂食行動（摂餌量等）の変化を解析した。 

【結果】PRIP KO マウス（雄）の摂餌量は，野生型の摂

餌量に比べて有意に増加していたが，体重は野生型に比

べてむしろ低体重で推移した。呼吸代謝（酸素消費量と

二酸化炭素排出量）は，野生型に比べて有意に亢進して

おり，体温も高値で推移した。自発運動量は，PRIP KO

マウスで夜間特有なパターンを示したが，総運動量は野

生型とあまり変わらなかった。昼間は，両者の運動量や

そのパターンに明らかな差異が認められた。脳室内への

薬物投与では，現時点で違いがあることが示唆出来てお

り，今後さらに詳しく検討して行く。

 

 

7．神経回路の発達・再編におけるバイオ Cl-モデュレータとしての 
GABA/タウリンの役割 

 

福田敦夫（浜松医科大学 医学部 生理学第一講座） 

 

【タウリンによる KCC2 蛋白機能抑制の検討】 

胎齢 15 日で KCC2 を子宮内電気穿孔法で遺伝子導入

して 24 時間生存させた後に胎仔脳を摘出し，3 日間

Neurobasal medium で分散培養したところ，異所性 KCC2

発現胎仔皮質板細胞では，インビボ（胎齢 18 日）とは違

い[Cl-]i が低下していた。ついで，タウリン (3 mM) を加

えて分散培養した場合の，異所性 KCC2 発現培養細胞の

[Cl-]i は非発現細胞と同程度であり，タウリンが KCC2 機

能を抑制していた。GABAA 受容体阻害剤とグリシン受容

体阻害剤を同時に加えて培養しても，タウリンの KCC2

機能抑制に変化はなかった。ところが，タウリントラン

スポータ阻害剤を加えて培養すると，異所性 KCC2 発現

培養細胞の[Cl-]i は非発現細胞に比べて有意に低下した。

すなわち，タウリンは細胞内に取り込まれて KCC2 蛋白

機能を抑制することが明らかとなった。 

【タウリン誘発電流ノイズと Ca2+振動の相関の解析】 

トニック GABA 電流は，タウリンに富むサブプレート

領域で，タウリンがほとんどない脳室帯/脳室下帯に比べ

て有意に大きく，タウリンによる GABAA 受容体の持続

刺激が示唆された。Ca2+イメージングを行い，皮質板細

胞の自発性 Ca2+振動の頻度に対して GABA は増加，タウ

リンは上昇と減少を惹起した。すなわち，ノイズ応答の

異なるGABAとタウリンに対して自発的Ca2+振動の頻度

も異なる応答を示すことを見出した。Ca2+振動と膜電位

振動の関連性を解析するために，自発的な Ca2+振動を起

こしている細胞に対して，Amphotericin B 穿孔パッチク

ランプ法を適用したところ，Ca2+振動に伴う脱分極性の

膜電位の変化が認められた。しかし，この手法で同時記

録できた細胞は 10 回の試行で 1 回と非常に効率が悪く，

実験手技自体の改良が必要であると考えられた。 

【KCC2 蛋白機能抑制因子の検討（液性因子の検討）】 

培養液中に 17β-estradiol, progesterone，タウリンを加え

て培養し，パッチクランプで異所性 KCC2 発現細胞の

GABA 逆転電位を測定し[Cl-]i 変化を検討した。タウリン

のみ，GABA 逆転電位を脱分極側にシフトさせたので，

KCC2 蛋白機能を抑制したと考えられた。 

【異所性 KCC2 蛋白の発達的機能変化とオリゴマー化の

関係】 

強制発現させた KCC2 のオリゴマー化の阻害が原因で

機能発現しない可能性を検討するため，sulfhydryl 還元剤

を含まない detergent を用いて異所性発現させた KCC2 の

Western blottingを行った。異所性KCC2のバンドは抗Flag

抗体 (1:1000) を用いて同定し，タウリンの有無での異所

性 KCC2 のモノマー/オリゴマー比を比較してオリゴマ

ー化の差を解析したが，有意な差は認めなかった。以上

から，細胞内タウリンの異所性 KCC2 蛋白機能抑制作用

にはオリゴマー化の障害は関係していないと結論した。
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8．慢性疼痛による一次体性感覚野の活動変化とその機序の解明 
 

野田百美（九州大学大学院薬学研究院） 

 

慢性疼痛の多くの研究は脊髄において行われてきたが，

痛み情報処理の中枢の一つである一次体性感覚野 (S1) 

の研究はあまりなく，慢性疼痛時に S1 で個々の細胞が

どのような活動変化をしているか，また，その役割につ

いてはわからなかった。そこで，本研究では 2 光子顕微

鏡を用いたイメージング法と行動薬理学的手法を組み合

わせて，慢性疼痛における S1 の役割を明らかにした。

炎症惹起物質である完全フロイントアジュバントをマウ

ス後肢足底に投与し，慢性疼痛モデルを作成し，2 光子

顕微鏡を用いた in vivo カルシウムイメージングを行っ

た。抑制性神経細胞のみが蛍光蛋白質 Venus で標識され

た VGAT-Venus マウスを用いることで，2/3 層の興奮性

神経細胞と抑制性神経細胞を識別した。その結果，慢性

疼痛では，興奮性も抑制性も正常群に比べて，感覚刺激

誘発カルシウム応答を示す細胞数，反応率，カルシウム

応答の振幅，が増大していた。さらに，4 層を電気刺激

して誘発した 2/3 層の興奮性，抑制性細胞のカルシウム

応答について，正常群に比べて慢性疼痛群において前述

のパラメーターが増大していた。さらに，S1 の 2/3 層神

経活動を CNQX で抑制すると，痛み行動の減弱が認めら

れた。これらの結果から，慢性疼痛時には S1 の 2/3 層に

おいて興奮性神経細胞と抑制性神経細胞の可塑的変化が

S1 内で起きており，おそらく抑制性細胞による抑制効果

が十分でないため，興奮性細胞の過剰な活動が抑えきれ

ず，慢性疼痛時の過剰な痛みが生じていることが予想さ

れる。今回の計画共同研究により，従来の手法では難し

かった大脳皮質神経細胞活動の単一細胞レベルで観察す

ることが 2 光子顕微鏡を用いることにより成功した。こ

れにより，S1 の慢性疼痛時の異常を詳細に捉えることが

でき，その意義も明らかにできた。この成果は現在投稿

準備中である。

 

 

9．多光子顕微鏡を用いた嗅覚障害とその回復時における 
ニューロンのターンオーバーの可視化解析 

 

鍋倉淳一（生理学研究所 生体恒常機能発達機構研究部門） 

澤本和延，金子奈穂子，加藤康子，澤田雅人（名古屋市立大学大学院医学研究科再生医学分野） 

 

成体哺乳類の脳室下帯 (SVZ) では成体でも神経幹細

胞が存在し，生涯にわたってニューロンを新生している。

新生ニューロンが嗅覚の一次中枢である嗅球へと移動し，

成熟して神経回路網に組み込まれる一方で，古い嗅球ニ

ューロンは細胞死を起こしており，嗅球ニューロンは常

に入れ替わっている。これまでの研究で，嗅球に供給さ

れた新生ニューロンの生存には嗅覚入力が重要であるこ

とが示されているが，生きた動物で同一ニューロンを長

時間追跡することが困難であることから，嗅覚入力が嗅

球ニューロンのターンオーバーに影響を与えるかどうか

は分かっていない。近年，二光子顕微鏡を用いた in vivo

イメージング法が発展し，生きた動物で蛍光標識された

脳表層の神経構造を繰り返し観察することが可能になっ

てきた。実際に，嗅球ニューロンの一種である傍糸球細

胞は嗅球表層に位置するため，二光子顕微鏡を用いて同

一細胞を長期間追跡することで，そのターンオーバーを

観察出来ることが報告されている。 

そこで，生理学研究所生体恒常機能発達機構研究部門

及び名古屋市立大学大学院医学研究科再生医学分野の共

同研究により，入力障害及び回復過程での嗅球ニューロ

ンのターンオーバーの変化を，多光子励起法を用いて同

一個体で経時的かつ詳細に解析し，嗅覚障害とその回復

におけるニューロン新生の役割を解明することを目的と

した。現在までに，傍糸球細胞の殆どが蛍光標識される

遺伝子改変マウス（VGAT-Venus マウス及び GAD67- 

EGFP マウス）を用いて，2 ヶ月以上の同一個体での嗅球

生体観察法を確立し，嗅覚入力依存的に傍糸球細胞が入

れ替わることを観察した。さらに，傍糸球細胞のサブタ



計画共同研究報告 

163 

イプの 1 つである Tyrosine hydroxylase (TH) 陽性細胞が

激しく入れ替わっていることを，この細胞種が選択的に

蛍光標識されるマウス（TH-GFP マウス）を用いて明ら

かにした。現在は，傍糸球細胞が入れ替わる時の時空間

的特徴を把握すべく，二光子レーザーで狙った傍糸球細

胞を焼灼した後，同じ場所に新生細胞が加わるか，さら

にこの入れ替わりが入力に依存して制御されているかを

解析中である。

 

 

10．多光子励起顕微鏡を用いた骨リモデリングのインビボ光イメージング 
 

今村健志，井上靖道，羽生亜紀（財団法人癌研究会癌研究所） 

鍋倉淳一（生理学研究所） 

 

破骨細胞と骨芽細胞のカップリングが骨のリモデリン

グを制御する重要な機構であることが提唱されているが，

その本体は明らかにされていない。本研究では，多光子

励起顕微鏡を用いてインビボで骨芽細胞と破骨細胞の機

能をイメージングする実験系を構築し，骨リモデリング

のインビボ解析をおこない，破骨細胞と骨芽細胞のカッ

プリングの分子メカニズムを明らかにすることを目的と

して研究を進めた。 

まず，活性型骨芽細胞は I 型コラーゲンを産生するの

で，I 型コラーゲンのプロモーターの下流で Cre が発現す

るトランスジェニックマウスと Cre によって発光蛋白質

と蛍光蛋白質が発現するトランスジェニックマウスを作

製し，両者を掛け合わせて，活性型骨芽細胞を発光と蛍

光で観察できる系を立ち上げた。このマウスの頭蓋骨に

破骨細胞誘導因子 RANKL を注射すると局所で骨吸収が

おこるが，この時に活性型骨芽細胞を発光イメージング

でトレースすると，RANKL 投与後約 2 週で活性型骨芽

細胞が激減し，その後投与後約 4 週をピークにその数が

増加し，投与後約 6 週で元に戻ることわかった。 

次に，活性型破骨細胞はカテプシンKを産生するので，

カテプシンKのプロモーターの下流で蛍光蛋白質が発現

するトランスジェニックマウスを準備し，Cre によって

発光蛋白質と蛍光蛋白質が発現するトランスジェニック

マウスと掛け合わせをおこなった。 

さらに，骨髄内に蛍光蛋白質を発現する細胞を移植し，

2 光子励起顕微鏡を用いてインビボで細胞を観察するこ

とを試みた。ところが，予想以上に骨髄内イメージング

が困難で，2 光子励起顕微鏡を用いても 150 um の深さま

でしか観察できないことがわかった（共焦点レーザー顕

微鏡で 100 um）。今後の課題として、モデル系の最適化，

蛍光蛋白の選択，補償光学系の応用などが明らかになっ

た。 

一方，蛍光試薬を使った骨代謝関連細胞のイメージン

グにもトライし，インビボで骨細胞を可視化することに

成功した。

 

 

11．視床下部の摂食調節にかかわる生体分子センサーについての機能形態学的研究 
 

塩田清二，影山晴秋，柴加奈子（昭和大学医学部第一解剖学教室） 

竹ノ谷文子（星薬科大学薬学部体育学研究室） 

箕越靖彦（自然科学研究機構生理学研究所） 

 

視床下部には末梢からの摂食調節シグナルやエネルギ

ー代謝調節にかかわる情報を感受するセンサーが存在し

ている。主にニューロンがそのセンサーとしての機能を

担っている。ガラニン様ペプチド (GALP) は摂食調節と

エネルギー代謝にかかわるペプチドである。視床下部弓

状核に存在する GALP 含有ニューロンは他の摂食調節ペ

プチド含有ニューロンとニューロンネットワークを形成

し，摂食調節を行っている。しかし GALP は血中にも存

在していることから，末梢神経系あるいは末梢臓器にも

作用している可能性がある。そこで GALP の末梢神経に
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及ぼす影響を検討した。麻酔下でラットの下大静脈にカ

テーテルを留置し，GALP を静脈内投与した。交感神経

副腎枝，交感神経腎臓肢，迷走神経腹腔枝，迷走神経胃

枝，迷走神経肝臓枝を分離し，中枢側より遠心性神経活

動を，末梢側より迷走神経の求心性神経活動を記録した。

さらに迷走神経胃枝および腹腔枝切断したときの交感神

経副腎枝の遠心性神経活動も記録した。その結果，GALP

の静脈内投与により，遠心性の交感神経腎臓枝と交感神

経副腎枝の神経活動が促進した。一方，GALP は迷走神

経胃枝の遠心性神経活動を抑制した。両側の迷走神経胃

枝かつ腹腔枝の除神経は GALP による交感神経副腎枝の

遠心性神経活動に影響を及ぼさなかった。GALP は迷走

神経胃枝と迷走神経肝臓枝の求心性神経活動を抑制した

が，迷走神経腹腔枝の神経活動には影響を及ぼさなかっ

た。 

さらに GALP を脳室内投与した時，末梢臓器を支配し

ている交感神経の活性をノルアドレナリンの代謝回転に

よって調べた。GALP を投与した後，組織を摘出してホ

モジナイズし，HPLC にてノルアドレナリンを検出した。

GALP 投与により骨格筋（ヒラメ筋，赤筋，白筋，腓腹

筋そして長指伸筋），肝臓，褐色脂肪組織と心臓でノル

アドレナリン代謝回転が増強していることが示された。

また肺，膵臓や胃に関してはノルアドレナリンの代謝回

転には影響を与えなかった。GALP 脳室内投与は心拍数

の上昇および褐色細胞での熱産生上昇は交感神経の活性

化の上昇が関与していると考えられる。 

したがって末梢血中の GALP は求心性の迷走神経を介

して中枢神経系へ情報を送り，視床下部機能を修飾し自

律神経の出力調節に関与している機構の存在が示唆され

た。

 

 
12．RCAN2 遺伝子のノックアウトマウスを用いた機能解析 

 

加納安彦，溝口博之（名古屋大学環境医学研究所） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

RCAN2 はもともと甲状腺ホルモン (T3) 応答性遺伝子

としてクローニングした（文献 1）が，その後の研究で

タンパク質脱リン酸化酵素であるカルシニューリン 

(CaN) の活性を阻害・調節する機能を持つことが明らか

となった（文献 2）。CaN は脳の発達や機能にきわめて重

要な役割を果たすと考えられ，CaN を前脳特異的にノッ

クアウトしたマウスが統合失調症に類似した精神症状を

示し（文献 3），逆に過剰発現させたマウスでは学習・記

憶機能が障害される（文献 4）。一方，統合失調症患者の

死後脳でRCAN2遺伝子の発現が増加していた（文献 5）。

RCAN2 タンパクは同様の機能を持つ RCAN ファミリー

タンパク (RCAN1～3) の中で脳に最も強く発現し（文献

6）ていた。 

私たちは RCAN2 の機能を明らかにする目的で，

RCAN2 ノックアウト (KO) マウスと過剰発現するトラ

ンスジェニックマウス（TG マウス）を作製した。これ

ら RCAN2 遺伝子改変マウスはともに正常に出生し，野

生型と比べて大きな奇形は認めない。これまでの研究よ

り，KO マウスでは野生型に比べて CaN 活性が増加し

RCAN2 が in vivo でも CaN 活性の抑制作用を持つこと，

TG マウスは活動性が亢進し CaN KO マウスと酷似した

表現型を示すことが明らかとなっている。すなわち，

RCAN2 による CaN 活性抑制が正常な精神機能を発揮す

るために必須であることが強く示唆された。 

そこで，CaN/RCAN2 の精神機能への関与を検討する

目的で，系統的な行動解析を計画した。 

2009 年度は戻し交配によりほぼネジェニック系統を

確立できたものの，系統的な行動解析に必要な動物数を

確保できなかったため，一部を用いて KO マウスの自発

行動性を評価した。7 日間の行動量を測定した結果，KO

マウスと野生型マウス，ヘテロ型マウスの行動量には優

位な差は認められなかった。しかし，新規環境（測定の

ための新しいケージ）へ移動した直後に KO マウスの行

動量が減少しており，今後オープンフィールド試験や新

規環境探索試験を実施する予定である。 

【文献】 

1. Miyazaki et al. J. Biol. Chem. 1996 

2. Davies et al. FASEB J. 2007 

3. Miyakawa et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2003 

4. Mansuy et al. Cell, 1998 
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5. Hakak et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2001 6. Mizuno et al. Eur. J. Endocrinol. 2004

 

 

13．グルタミン酸欠失変異型アミロイド前駆体蛋白遺伝子の 
ノックインマウスを用いた機能解析 

 

森 啓，藤田有紀（大阪市立大学大学院医学研究科脳神経科学） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

アルツハイマー病 (AD) に特徴的な脳病変であるアミ

ロイド老人斑が原因と考えるアミロイド仮説は，ワクチ

ン療法により老人斑を消失させても臨床症状が改善され

ないことから見直しが議論されている。近年，老人斑を

形成するアミロイド線維ではなく，非線維状体であるア

ミロイドオリゴマーを病因とするオリゴマー化説が提唱

されているが，なお不明な点が多い。 

我々は，早期発症型家族性 AD 家系に，新規の遺伝変

異型アミロイドタンパク質を同定した。この変異は，ア

ミロイド蛋白の 22 番目のグルタミン酸を欠失する異常

があり，その結果，アミロイド線維を形成せずに，オリ

ゴマー形成が促進される。この遺伝変異の病理作用を明

らかにすることで，AD の病因解明をすることを研究目

的としている。 

まず同変異を発現するノックインマウスを作成し，コ

ントロール，変異アレルをヘテロ状態にあるヘテロマウ

ス，ホモ状態にあるホモマウスの週齢七ヶ月齢の三群を，

各々約 20 匹準備した。 

実施した行動生理学調査項目は，①General Health and 

Neurological Screening，②Wire hang test，③Grip strength 

test，④Light/Dark transition test，⑤Open field test，⑥

Elevated plus maze test，⑦Hot plate test，⑧Social interaction 

test in a novel environment，⑨Rota-rod test，⑩Social 

interaction test : Crawley version，⑪Porsolt forced swimming 

test，⑫Gait analysis，⑬Barnes maze test，⑭T-maze test，

⑮Radial maze test である。 

その結果，コントロール群，ヘテロ群，ホモ群の三者

間で有意な統計差を認められなかった。 

ヒトとマウスでは 5, 10, 13 番目のアミノ酸が異なるこ

とから，ヒト特有のアミノ酸残基が病因分子種形成に重

要な役割を担っている可能性が示唆された。

 

 

14．神経内分泌細胞から同定された新規ペプチドの機能解析 
 

中里雅光，十枝内厚次（宮崎大学 医学部） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

【研究目的】国立循環器病センター研究所の南野らは，神

経内分泌細胞に発現するVGF蛋白から合成される2つの

ペプチド（neuroendocrine regulatory peptide (NERP) -1 と

NERP-2）を同定した。NERP-1 と NERP-2 の前駆蛋白で

ある VGF の欠損マウスは痩せを呈するという表現型を

有することから，NERP-1 と NERP-2 のエネルギー代謝調

節機能について解析した。さらに VGF 蛋白のように，前

駆蛋白変換酵素の標的部位を複数有するグラニンファミ

リーから新たな生理活性ペプチドを同定し，その機能解

析を行い，生理的役割を明らかにする。 

【研究方法】我々は，NERP-1 と NERP-2 を脳室内投与し，

摂食量を測定した。その結果，NERP-2 にのみ摂食亢進

作用が認められたことから，以下 NERP-2 におけるエネ

ルギー代謝調節機能について解析した。ラット視床下部

における NERP-2 の分布を，免疫組織学的に検討した。

NERP-2 を脳室内に投与し，行動量，体温，酸素摂取量

を測定した。オレキシン受容体遮断薬とオレキシン IgG

を用いて，摂食調節系の中和もしくは遮断時の NERP-2

による摂食亢進作用を検討した。オレキシン欠損マウス

に，NERP-2 を脳室内投与し，摂食および行動量を測定
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した。単離視床下部に NERP-2 を投与し，オレキシン分

泌を測定した。 

【結果および考察】NERP-2 のラット脳室内投与は，用量

依存性に摂食を亢進した。また抗 NERP-2 IgG 脳室内投

与により，概日摂餌量を有意に抑制したことから，

NERP-2 は内因性に摂食亢進に機能するペプチドである

と考えられる。NERP-2は視床下部外側野に強く発現し，

摂食亢進と覚醒に機能するオレキシンの産生ニューロン

と完全に一致した。NERP-2 の摂食亢進作用は，オレキ

シン系を遮断すると消失した。NERP-2 の摂食亢進作用

は，オレキシン系を介していると考えられる。ラットの

単離視床下部培養系に NERP-2 を投与した結果，培養上

精中のオレキシン濃度が増大した。NERP-2 の脳室内投

与は，体温，酸素摂取量，行動量を増大させた。これら

は，オレキシン投与によって生じる作用と同様であった。

NERP-2 の中和抗体を投与されたラットおよびオレキシ

ン欠損マウスでは，これらの作用が消失する。以上のこ

とから，NERP-2 は，オレキシン分泌亢進を介して，オ

レキシンの持つ様々な生理作用を調節していると考えら

れる。 

【今後の検討課題】NERP-1 と NERP-2 の標的蛋白の同定，

NERP-1 と NERP-2 の下流シグナル分子の同定と作用機

序を詳細に検討中である。また新規のグラニンファミリ

ー蛋白由来のペプチドを同定中であり，候補ペプチドの

精製と抗体作製に取りかかっている。組織分布や内在性

の検討の後，生理機能解析を実施する予定である。

 

 

15．新規神経ペプチド QRFP 欠損マウスの行動解析 
 

岡本紀太郎，櫻井 武（金沢大学大学院医学研究科） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

我々のグループはGPR103A およびGPR103B の内因性

リガンドとして新規神経ペプチド QRFP を同定した。

QRFP は視床下部より発現し，受容体は大脳辺縁系や線

条体に発現している。QRFP の脳内投与により摂食量の

行進，交感神経系の活性化，常同行動の亢進などが観察

されるが，このペプチドの正確な生理的役割は不明であ

る。そこで QRFP ノックアウトマウスの系統的な行動解

析を行うことにより，QRFP が関与する病態の解明や治

療への展開を図ることが今研究の目的である。現在

QRFP ノックアウトマウスの C57B6/J への 8 世代バック

クロスマウスの作成がおわり，欠損マウス 20 匹，および

同胞野生型 20 匹を用いて，運動機能，不安・恐怖反応，

生理学的機能，学習・記憶機能，社会行動につき系統的

な網羅的行動テストバッテリーをを行う予定をしている。

使用機材としては，明暗選択箱テスト装置，オープンフ

ィールド装置，高架式十字迷路，社会交互作用テスト装

置，プレパルス抑制装置，強制水泳テスト装置，テール

サスペンションテスト装置，恐怖実験付けテスト装置，

バーンズ迷路，T 字型迷路，8 方向放射状迷路などであ

る。以上の解析により，当ノックアウトマウスの表現系

から，QRFP の生理的役割，かかわる精神疾患を探る予

定である。

 

 

16．Cdk5 活性化サブユニット p39 ノックアウトマウスの行動様式解析 
 

久永眞市，小林弘侑（首都大学東京 理工学研究科） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

遺伝子ターゲティング法は，遺伝子の機能を探る上で

中心的な位置を占める方法であるが，遺伝子改変マウス

を用いて，学習，記憶，注意，情動性，薬物感受性に関

して詳細に調べられているケースは少なく，遺伝子の高

次脳機能における未知の役割を見落としている場合が多

いと推測される。我々は，行動テストバッテリーを用い

て，遺伝子改変マウスの行動を体系的かつ効率的にスク

リーニングする方法を確立し，これまで各種の遺伝子改
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変マウスについて新規の表現型を見出してきた。これに

より見出した表現型を起点として，Cdk5 の高次脳機能に

おける役割を明らかにする。 

Cdk5は活性化サブユニット p35または p39を活性化に

必要とする。Cdk5 はシナプスの興奮性を制御していると

考えられる。Cdk5 ターゲティングマウスは周産期致死で

ある。P35 ターゲティングマウスは、生存可能であるが，

脳の構造が変化し，行動テストバッテリーにおいてその

影響を排除できない。P39 ターゲティングマウスでは顕

著な表現系が現れない。しかし，行動テストバッテリー

を応用すれば，p39 即ち Cdk5 の高次脳機能における役割

を明らかにすることができると考えた。しかし，行動テ

ストバッテリーを行うに十分な数のマウスが用意できず，

実際の実験は行えなかった。しかし，行動様式解析室を

訪問し，行動テストバッテリーを見学し，今後の研究の

準備とした。

 

 

17．エピゲノム変異原性発達障害モデルマウスの行動解析 
 

鹿川哲史，山口雄平，田賀哲也（東京医科歯科大学 難治疾患研究所） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

ヒストン修飾はダイナミックなクロマチン構造変化を

もたらす主要なエピゲノム修飾機構であり，DNA メチル

化と密接に連携して遺伝子発現を調節している。DNA メ

チル化異常に伴うエピゲノム修飾機構の破綻はヒト発達

障害の一つであるRett 症候群の発症要因となることから，

正常なヒストン修飾制御は特に脳機能の発達や維持に必

要であることが予想されていた。本研究では，遺伝子組

換えマウスの手法を応用して，ヒストン脱メチル化酵素

の機能の低下が多動性症状や知的障害などヒト精神運動

異常様行動を誘導することを報告する。 

我々が研究に用いたヒストン脱メチル化酵素遺伝子変

異 homozygous マウスの脳構造は形態学的には正常に思

われたが，産仔の養育障害とてんかん様症状が多数見ら

れたことから，社会行動の基盤となる脳機能の発達障害

が示唆された。そこで，表現型を詳細に調べるため網羅

的行動テストバッテリーを行った。変異マウスには著明

な活動量や常同行動の増加，注意力の低下，不安様行動

の減少，pre-pulse inhibition の障害及び歩行機能の異常が

観察された。さらに運動学習，空間学習記憶，参照学習

記憶，作業記憶などの知的障害，固執性の上昇，サーカ

ディアンリズムの障害が検出された。 

近年，ヒト自閉症スペクトラム障害患者を対象とした

連鎖解析および疾患関連分析から，本ヒストン脱メチル

化酵素遺伝子座近傍に自閉症スペクトラム障害の責任遺

伝子の存在が示唆された。我々が解析した変異マウスの

表現型が，社会的行動の障害，興味の限局，反復的で常

同的な行動といったヒト自閉症スペクトラム障害の中核

症状と一致し，多動性や注意力の低下，及びてんかん様

症状，活動周期の異常など多くの患者が併発する症状を

示したことから，ヒストンメチル化修飾の異常が自閉症

スペクトラム障害様行動を誘発することが示された。こ

の結論は変異マウスに自閉症スペクトラム障害の多動症

状に治療効果のあるmethylphenidateの投与により多動傾

向が緩解されたことからも検証された。 

以上より，本ヒストン脱メチル化酵素遺伝子変異マウ

スが多動性や知的障害を伴うヒト自閉症スペクトラム障

害患者のモデル動物として有用であることが示され，今

後の診断薬や根本治療薬の開発への寄与が期待される。
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18．統合失調症関連遺伝子，メタボトロピックグルタミン酸受容体遺伝子 GRM3の 
ノックアウトマウスを用いた機能解析 

 

二井偉暢，岩城明子，服巻保幸（九州大学生体防御医学研究所 ゲノム機能学分野） 

高雄啓三（京都大学生命科学系キャリアパス形成ユニット） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所 行動様式解析室） 

 

統合失調症は認知機能障害を基本とした精神疾患であ

り，人口の約 1%という高い罹患率を示す多因子病であ

る。我々はグルタミン酸伝達異常仮説に基づいて，グル

タミン酸受容体遺伝子群についての系統的な関連解析を

行い，代謝型グルタミン酸受容体 3 型 (mGluR3) 遺伝子

である GRM3 の多型と統合失調症との関連を見出した。

本遺伝子の統合失調症や，高次脳機能への関わりを明ら

かにするために，マウス mGluR3 遺伝子の膜貫通ドメイ

ンを含む exon4 を欠損させた mGluR3 ノックアウト (KO) 

マウスを作出し，系統的な行動解析を行った。C57BL/6J

に 7 世代戻し交配後，KO マウスおよび野性型マウスそ

れぞれ 20 匹を解析に用いた。その結果 KO マウスでは

Open field test および Light-dark transition test において行

動が亢進していた。Barnes maze test では有意差が見られ

なかったが，Porsolt forced swim test において参照記憶の

障害がみられた。さらに T-maze forced alternation task test

では作業記憶の障害が確認された。新奇環境における

Social interaction test では社会性に違いは見られなかった。

Crawley の Social interaction test では移動距離，移動のス

ピードには有意差はなかったが，KO マウスと野性型マ

ウスとでは各チャンバーでの滞在時間，ケージ付近の滞

在時間，ケージ付近の移動回数に差が見られ，KO マウ

スは social interaction が亢進しているものと考えられた。

なお Elevated plus maze test, Rota-rod test においては違い

が見られなかった。またプレパルス抑制も正常であった。

以上から，mGluR3 KO マウスは統合失調症の中間表現型

の一部を表出しており，mGluR3 の認知機能への関わり

が考えられた。現在，KO マウスの前頭前野における遺

伝子発現解析をマイクロアレイを用いて行っているが，

MAPK シグナル伝達，カルシウムシグナル伝達，長期増

強などのパスウェイに関与している遺伝子の発現変化を

認めている。今後，行動亢進とともに参照記憶や作業記

憶障害の分子機構を明らかにするために，線条体におけ

るドーパミン放出，代謝の解析とともに，海馬の成熟度

や LTP の解析を行う予定である。

 

 

19．プロテインキナーゼ PKN1 遺伝子のキナーゼネガティブ変異 
ノックインマウスを用いた機能解析 

 

向井秀幸（神戸大学自然科学系先端融合研究環バイオシグナル研究センター） 

服部聡子，駒田致和，宮川 剛（生理学研究所・行動様式解析室） 

 

PKN1 は，低分子量 GTP 結合タンパク質 Rho および脂

肪酸依存性のタンパク質リン酸化酵素であり，脳を含む

種々の組織において発現が認められている。海馬スライ

ス標本をもちいた電気生理学的検討から，PKN1 がシナ

プス可塑性に関与していることが示唆されてきた。そこ

で PKN1 の，記憶・学習を含む神経機能における役割を

明らかにすべく，PKN1 のキナーゼ活性を欠失させた変

異体のノックインマウス（以後「PKN1 キナーゼネガテ

ィブノックインマウス」と表記）を作製し，系統的な行

動解析を実行中である。 

C57BL/6N 純系バックグラウンドをもつ PKN1 キナー

ゼネガティブノックインマウスのホモ型ストレイン 20

匹，および同胞野生型ストレイン 20 匹を用いて，現在ま

でに general health and neurological screen, 明暗選択試験，

オープンフィールド試験，高架式十字迷路，ローターロ

ッド試験，ホットプレート試験，社会的行動試験，プレ

パルス抑制試験，強制水泳試験，社会的行動試験 (Crawley 

version) などが行われた。現在までのところ PKN1 キナ
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ーゼネガティブノックインマウスにおいて不安様行動が

亢進していることを示唆するデータが得られており，こ

れについてさらに検討が必要である。今後は，恐怖条件

付け試験，尾懸垂試験，ホームケージモニタリング，に

加えて，バーンズ迷路や八方向放射状迷路等の記憶・学

習試験を加え，解析をすすめる予定である。

 

 

20．光顕・電顕相関観察法による細胞内核酸分子動態の解明 
 

金子康子，萩原小百合（埼玉大学） 

新田浩二（テラベース株式会社） 

永山國昭（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

Hoechst 33342 で蛍光染色した DNA を含むバクテリア

を位相差低温電子顕微鏡で観察すると蛍光 DNA に対応

する部位に繊維状構造を高コントラストで観察すること

ができた。この方法を用い，同一試料の DNA を蛍光顕

微鏡と位相差低温電子顕微鏡で観察することを目指した。 

シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC7942 は

長さ数µm の桿状菌で，個々の細胞は 2-5 コピー（1 コピ

ーあたり約 270 万塩基対からなる）の環状クロモソーム

DNA を含む。この DNA は全長数 mm に及び，高次のら

せん構造や折れたたみ構造をとることにより細胞内にコ

ンパクトに保持されていると考えられる。 

S. elongatus PCC7942 は明暗周期により細胞分裂が同

調化する。Hoechst 33342 で染色した DNA を経時的に蛍

光顕微鏡観察すると，DNA の形状は細胞分裂の周期に合

わせて規則的に変化した。細胞伸長期には細胞内に拡散

している DNA は，細胞分裂に先立ってスポット状に凝

集し，さらに太いひも様構造を経て娘細胞に分配される

ことが明らかになった。このときの太いひも様 DNA の

微細構造を位相差低温電子顕微鏡で観察することを試み

た。 

加速電圧 200～300 kV の位相差低温電子顕微鏡により，

DNA 繊維などの微細構造を明瞭に可視化するために，半

溶解細胞を作製した。細胞壁を酵素処理により分解した

後，DNA の高次構造を維持するためにスペルミジンを加

え，低張処理により細胞を穏やかに破壊した。蛍光顕微

鏡観察で Hoechst 33342 染色した DNA の局在を確認した

後，急速凍結し位相差低温電子顕微鏡観察を行った。

DNA の局在を示す蛍光に相当する部位に高いコントラ

ストで，一定の太さの繊維状構造が規則的にらせんや折

れたたみ構造を構築する様子を明らかにすることができ

た。 

今後，新たに開発されている同一細胞・同一視野を光

顕・電顕同時観察することが可能なハイブリッド顕微鏡

を用いることにより，蛍光染色した DNA の同定と微細

構造観察を，同時により高精度で行うことが可能となる。

また，細胞分裂に先立って形成される DNA の太いひも

様構造の 3 次元立体像を位相差トモグラフィーにより解

明することができる。本研究の遂行により，バクテリア

細胞分裂時の DNA コンパクト化と分配に関する新たな

知見を得ることが期待できる。

 

 

21．ハイブリッド顕微鏡用環境制御セルの開発 
 

箕田弘喜（東京農工大学工学部） 

永山國昭（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

位相差電子顕微鏡法に光学顕微鏡を組み合わせたハイ

ブリッド顕微鏡を開発したが，これに環境制御型透過電

子顕微鏡法を組み合わせて，生体活性のある浸水状態の

生体高分子の光学顕微鏡・電子顕微鏡同時直接観察を実

現するために，試料ホルダーの設計製作を進める必要が

ある。 

位相差顕微鏡法は，電子の干渉性を利用した観察手法

であるのに対して，環境制御型電子顕微鏡法を用いた活



生理学研究所年報 第 31 巻（Dec,2010） 

170 

きたミオシン分子の観察においては，液体中の試料の観

察を行う必要があるため，入射電子の干渉性を低下させ

てしまう。干渉性の低下は試料コントラストの低下を招

くため，干渉性の低下を極力抑制した条件での試料観察

が可能な試料ホルダーを開発する必要がある。本共同研

究はその試料ホルダー設計のための条件確認という予備

実験としての意味合いを持っている。 

ミオシン分子を重合して作製したミオシンフィラメン

トを位相差電子顕微鏡法で，室温および低温条件で観察

した結果，いずれの条件でも高いコントラストでの観察

が実現できることを確認でき，環境制御型電子顕微鏡法

と組み合わせてミオシン分子を直接観察する見通しが立

った。更に観察結果から，試料ホルダーのデザインを決

定するのに必要な情報が得られた。この結果を元に H21

年度も引き続き共同研究を進め，環境制御条件での位相

差顕微鏡法観察による生体分子の直接観察を行うべく，

試料ホルダーの設計製作と予備実験を進めた。 

試作した試料ホルダーが概ね完成し，予備実験を行っ

た。浸水条件での光学顕微鏡・電子顕微鏡同時観察は実

現したが，電子顕微鏡内の真空が上がらず，長時間の使

用に耐えられなかった。これは，ホルダー挿入による電

子顕微鏡内部の真空劣化が原因であった。原因個所の特

定に手間取ったが，結局，リークが原因ではなく，構造

上ガス負荷が大きいことが真空が上がりにくい原因と分

かり，ホルダーの改造を進めている。 

予備実験については，昨年度使用した Zernike 位相差

法に加えて，Hilbert 位相差法を利用した試料観察も行い，

位相差法と環境制御 TEM との組み合わせによるコント

ラスト，分解能と水膜厚さとの関連についての知見が得

られてきており，ホルダーの改造が完了次第，環境制御

試料ホルダーをハイブリッド電子顕微鏡に導入しての本

格実験を進める予定であり，H22 年度中の完成に向けて，

予備実験およびホルダー改良を進めている。

 

 

22．抗酸菌における Ziehl-Neelsen 染色の機序に関する 
位相差低温電子顕微鏡を用いた検討 

 

山田博之，前田伸司（公益財団法人結核予防会結核研究所） 

藤原永年（大阪市立大学） 

Apoorva Bhaat (School of Biosciences, University of Birmingham) 

新田浩二（テラベース（株）） 

Radostin Danev，飯島寛文，永山國昭（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

抗酸菌属は結核菌やらい菌など 100 種を超える菌から

構成され，その特徴は抗酸菌染色の過程で酸による脱色

に耐えて，フクシンによる染色が維持されることである。

しかし，結核菌でも培養条件（低酸素，薬剤存在下）に

より抗酸性の低下することがあり，抗酸性自体の機序は

不明である。そこで，位相差低温電子顕微鏡を用いて，

抗酸菌染色が菌体のどこを染色するのか，抗酸性の有無

を反映する菌体の構造的差異があるかどうかを検討する

予定であったが，フクシンの溶媒であるフェノール・エ

タノールの混合液のみによる処理でも，位相差電顕観察

でコントラストが生じたため，この試みは断念した。 

2007 年に Bhaat らの報告で，結核菌細胞壁成分のミコ

ール酸伸長酵素である kasB を欠損させた変異株が抗酸

性を完全に消失することが明らかにされたが，著者らは

電子顕微鏡観察を行っていなかった。この変異株を入手

することができたので，元の野生株，kasB KO 株，kasB

補完株を 2.5% glutaraldehyde 固定し，DDW で洗浄後，氷

包埋の cryoelectron microscopy で観察した。 

当初，kasB KO 株はミコール酸の伸長が不完全である

とされていたので，その細胞壁の厚さが野生株や遺伝子

補完株と比較して減少していることを期待したが，残念

ながら，3 株間で細胞壁の厚さに有意な差はなかった

(Wild 43.35 ± 6.13 nm vs. KO 45.98 ± 11.32 nm vs. 

Comp 40.71 ± 6.3 nm)。その代わり，細胞壁領域の電子

密度は kasB KO株が他の 2株と比較して有意に低く(wild 

301.40 ± 262.13 vs. kasB KO 567.09 ± 372.65 vs. Comp 

235.20 ±  174.9, wild vs. KO; p<0.05, Comp. vs. KO; 

p<0.01)，KasBの欠損によりミコール酸の密度が減少し，



計画共同研究報告 

171 

細胞壁の構造が粗になったことが抗酸性の消失の原因で

あることが示唆された。 

抗酸性の機序はいまだ不明であるが，今回のデータは

抗酸性を消失した変異株の電子顕微鏡観察によるもので，

これまで例がないと同時に極めて有意義なデータであり，

現在論文執筆中である。

 

 

23．位相差電子顕微鏡によるインフルエンザウイルスの構造解析 
 

山口正視（千葉大学・真菌医学研究センター） 

Radostin Danev，永山國昭（生理学研究所・岡崎バイオサイエンスセンター） 

 

インフルエンザウイルスは，世界的流行が危惧され，

人類にとって大きな脅威の一つである。インフルエンザ

を適切に予防，治療するためには，インフルエンザウイ

ルスの構造を正確に理解するなど，基礎的な情報が必須

である。本研究では，永山國昭教授らが開発した位相差

低温電子顕微鏡を用いて，自然なままのインフルエンザ

ウイルスの詳細な構造を解析することを目的とする。 

鶏卵で培養した，インフルエンザ A ウイルスを，ショ

糖密度勾配遠心法などを用いて精製し，ホルマルン処理

して，ウイルスを不活性化した。予め親水化したマイク

ログリッドにウイルス懸濁液を一滴つけ，余分の液を吸

い取ったあと，急速凍結装置を用いて液体エタン中に投

下し，液をガラス状に凍結した。この操作により，イン

フルエンザウイルスは薄いガラス状の氷中に包埋される。

次に試料を，クライオトランスファーシステムにより，

ゼルニケ位相板を装着したクライオステージをもつ

JEOL 3100FFC 電子顕微鏡に挿入した。撮影は，加速電

圧 300kV，試料温度－269℃，直接倍率 4 万倍で，CCD

カメラを用いて最少電子線照射法により行った。また比

較のために，位相板をぬいて通常のクライオ電子顕微鏡

像も撮影した。 

インフルエンザウイルスは，氷包埋位相差電子顕微鏡

法では，正焦点で撮影しているにもかかわらずコントラ

ストが高く，脂質二重層や表面のスパイクが明瞭に観察

できた。ウイルスは，球状および細長い形状の 2 種類に

分類できるが，さらに，エンベロープのマトリックス層

の微細構造により，3 つの種類に分類できることがわか

った。また，平均直径 (120 nm) のウイルス粒子には，約

450 個の糖タンパク質が存在することがわかった。さら

に，コアの部分で，リボ核タンパク質が，1+7 の配置を

呈しているウイルス粒子も観察された。以上のことから，

氷包埋位相差電子顕微鏡法は，さまざまなウイルスの微

細構造解析に非常に有用な手段を提供すると期待される。

 

 

24．カイコの休眠誘導に関わる温度センサーの解明 
 

塩見邦博（信州大学線維学部） 

曽我部隆彰，富永真琴（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

生物は季節への適応進化として表現型の可塑的変化の

一つである季節的多型を生活史形質として獲得している。

カイコに見られる胚休眠はユニークな季節的多型であり，

この休眠性は母蛾が胚期に受けた外部環境温度によって

決定する。胚発生期を 15 度で過ごすと次世代は非休眠卵

になり，25 度で過ごすと休眠卵になること，さらに，こ

の休眠卵は休眠ホルモンによって誘導されることが分か

っている。カイコの胚休眠は外部環境温度の受容によっ

て次世代の休眠性が決定するという，世代を超えた温度

応答機構であると言える。しかし，胚期にどの細胞のど

の分子が環境温度を感知して休眠ホルモンの放出制御が

行われているかは不明である。そこで，哺乳類から昆虫

まで広く環境温度の感知に関わる温度感受性 TRP チャ

ネルがカイコ胚の温度受容に関わっていると想定して，

カイコ TRP チャネルのクローニングを試みた。 

そ の 結 果 ， BmTRPA1, BmTRPA3, BmPyrexia, 
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BmPainless, BmTRPA4 のクローニングに成功した。これ

らの遺伝子を HEK293 細胞に導入して Ca-imaging 法，パ

ッチクランプ法を用いて解析したところ，BmTRPA1 が

温度感受性をもつこと，さらに，哺乳類 TRP チャネルを

活性化することが知られている複数の化学物質が

BmTRPA1 を活性化することが明らかになった。

 

 

25．消化管に発現する化学物質受容細胞の発現動態に関する研究 
 

桑原厚和（静岡県立大学環境科学研究所） 

富永真琴（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

消化管は消化酵素の分泌や様々な物質の吸収に関わる

のみならず，感覚組織として機能することが近年明らか

になりつつある。例えば，舌の味細胞に発現する味受容

体も消化管上皮に発現することが報告されている。1989

年に最初の分子が報告された TRP チャネルは，現在では

哺乳類で TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP, TRPML の 6

つのサブファミリーに分かれる大きなスーパーファミリ

ーを形成し，そのうち 9 つは温度感受性 TRP チャネルと

して機能することが明らかになっている。その温度感受

性 TRP チャネルのうち，TRPV3, TRPV4 は上皮で強く発

現することから消化管上皮でも機能していることが推測

された。そこで，TR-PCR 法，免疫組織化学法を用いて，

温度感受性 TRP チャネルの遺伝子および蛋白質の消化

管上皮での発現を検討した。TRPV2, TRPV3, TRPV4 の遺

伝子が広く（食道から小腸まで）消化管上皮細胞（培養）

に発現することが分かった。さらに，TRPV3, TRPV4 蛋

白質の発現も確認された。TRPV4 は機械刺激感受性を持

つことが報告されていることから，消化管上皮でも温度

受容や機械刺激受容に関わっているものと推定される。

 

 

26．黒質網様部 GABA 作動性ニューロンの代謝依存的活動調節機構 
 

山田勝也（弘前大学医学部） 

柴崎貢志，富永真琴（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

現在までに黒質網様部 (SNr) が脳内エネルギー基質の

低下を感知し，運動制御に結びつける代謝センサー器官

として機能する可能性を見いだしている。SNr は高頻度

の自発発火を営む GABA 作動性ニューロンから構成さ

れ，隣接する緻密部からはドーパミンニューロンの樹状

突起が侵入しドーパミンを樹状突起放出しているがその

作用機序には不明の点が多い。そこで，バイオセンサー

法を用い，ドーパミンがアストロサイトのグリシントラ

ンスポーターを介して SNr ニューロンの自発発火活動を

制御する可能性について検討した。多くのアストロサイ

トにはドーパミン受容体が発現しており，また SNr にお

いてアストロサイト代謝の選択的阻害は代謝依存性グリ

シントランスポーターGlyT1 を介して細胞外グリシン濃

度を変化させると報告されている。一方，成熟 SNr ニュ

ーロンの発火がグリシンにより直接的に，ドーパミンに

より間接的に調節されることを発見し，成熟 SNr ニュー

ロンにおけるグリシン受容体発現も観察した。そこで，

緻密部から放出されたドーパミンがアストロサイトの

GlyT1 を介したグリシン取り込み調節により SNr の発火

様式を制御する可能性を検証するために，HEK293 細胞

にグリシン受容体を強制発現させてホールセルパッチク

ランプ法によるバイオセンサーを用いて SNr の初代培養

アストロサイトにドーパミンを投与した際のグリシン電

流の観察することに成功した。ほとんどの GABA 作動性

SNr ニューロンはドーパミンに応答しなかった。加えて，

RT-PCR 法によってアストロサイトにドーパミン受容体

遺伝子が発現していることを確認した。これらの結果は，

ドーパミンがアストロサイトを介して SNr ニューロンに

間接的に作用することを示している。
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27．膜翅目昆虫特異的な温度応答性 HsTRPA チャネルの活性化メカニズム 
および生理機能の解析 

 

門脇辰彦（名古屋大学大学院生命農学研究科） 

曽我部隆彰，富永真琴（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

ミツバチの重要な社会性行動の 1 つとして，昼夜や季

節に伴う外気温の変動に対し，巣内の温度を常に一定

(33℃) に保つ行動がある。したがって，ミツバチは他の

昆虫には存在しない，温度受容センサーおよび温度認知

能力を持つことが推定される。そこで，ミツバチゲノム

の解読結果から同定された新規温度受容センサーの生理

機能を解明することにより，集団として恒温性を示すミ

ツバチの社会性行動の動作原理を抽出することを試みた。

6 つのミツバチ TRP チャネルを HEK293 細胞に強制発現

させて，Ca2+イメージング法を用いて温度感受性を検討

した。6 つの TRP チャネルのうち TRPA ファミリーに属

する 1 つのチャネルを発現させた HEK293 細胞に置いて

40 度までの温度刺激に対して細胞内 Ca2+濃度の増加が

認められた。このクローン（ミツバチに特異的な TRPA

チャネルであり AmHsTRPA と名付けた）について，パ

ッチクランプ法による膜電流解析を行い，全細胞記録法

において平均33.9度で活性化する外向き整流性のある非

選性陽イオンチャネル電流を確認した。パッチ膜だけの

inside-out mode においても温度刺激による単一チャネル

電流活性化を観察した。このチャネルは哺乳類 TRPA1

チャネル刺激物質である AITC, cinnamaldehyde, TRPV3

刺激物質 camphor によっても活性化された。AITC, 

camphor 等は防虫剤として用いられており，34 度以上の

温度と刺激同様にミツバチに対して侵害刺激となってい

るものと推定された。ruthenium red, methol によって

AmHsTRPA チャネル活性は阻害された。温度と化学物質

刺激によって活性化された電流はともに陽性電位で外向

き，陰性電位で内向きの整流性を示したが，陽イオンの

透過性は異なり，チャネルの gating mechanism が異なる

ものと推定された。

 

 

28．筋機械痛覚過敏における TRP チャネルと ASIC チャネルの役割 
 

水村和枝，片野坂公明，田口 徹（名古屋大学環境医学研究所） 

曽我部隆彰，柴崎貢志，富永真琴（生理学研究所・岡崎統合バイオサイエンスセンター） 

 

温度センサーや酸のセンサーとして見つかった

TRPV1, 2, 4 や ASICs が，機械痛覚過敏に関わっていると

の報告があり，水村らもまた伸張性収縮負荷による遅発

性筋痛の機械痛覚過敏に TRP チャネル，ASIC チャネル

が関与することを明らかにしてきた。このように，通常

機械応答に関与していない分子が，組織状態の変化によ

り機械応答の増大をおこす機構を探ることは，侵害受容

機構を理解する上で大変重要である。そこで，水村らが

開発したラット後肢に伸張性収縮負荷を加えるモデルを

野生型マウスに適用したところ，ラットより短いものの

2 日まで持続する遅発性筋痛の機械痛覚過敏が観察され

た。この機械痛覚過敏は，TRPV1 阻害剤 capsazepine で

抑制され，TRPV1 欠損マウスではほとんど観察されなか

った。ASICs 阻害剤 amiloride でも伸張性収縮負荷による

機械痛覚過敏の軽減が観察された。さらに，TRPV4 欠損

マウスでも伸張性収縮負荷による機械痛覚過敏の軽減が

認められたことから，伸張性収縮負荷による機械痛覚過

敏の発生に複数のチャネル (TRPV1, TRPV4, ASICs) が関

与する可能性が示唆された。
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29．CNR/プロトカドヘリン遺伝子ジーンターゲティングマウスの作製と機能解析 
 

八木 健，平林敬浩（大阪大学大学院・生命機能研究科） 

平林真澄，冨田江一，三宝 誠，山内奈央子 

 

クラスター型プロトカドヘリン (Pcdh) ファミリー遺

伝子は CNR/Pcdhα，Pcdhβ，Pcdhγ 遺伝子クラスターから

構成されており，これらの遺伝子クラスターから発現す

る約 60 種類の Pcdh 分子種はいずれも細胞外領域に 6 つ

のカドヘリンモチーフをもつ 1 回膜貫通型タンパク質で

ある。プルキンエ細胞を用いて Pcdh ファミリー遺伝子発

現を単一神経細胞レベルで解析した結果，個々のプルキ

ンエ細胞では異なる Pcdh 分子種を複数組み合わせて発

現していること，さらにこの発現が染色体レベルで制御

されていることが明らかとなり，単一神経細胞内で発現

するクラスター型プロトカドヘリンの組み合わせは，数

百万通り以上になると推定される。また，この単一細胞

レベルでの差次的な発現様式は，海馬，大脳皮質，嗅球，

線条体などほとんど全ての神経細胞で認められており，

Pcdh 遺伝子ファミリーは脳神経系における単一神経細

胞の多様化や個性に関わることが示唆されている。しか

し，これまでに同遺伝子の生理機能については明らかに

なっていない点が多い。そこで本研究では Pcdh 遺伝子フ

ァミリーのうち，Pcdhγ 遺伝子の生理機能を明らかにす

ることを目的とし，Pcdhγ 遺伝子改変マウスを作製した。

以前，他の研究グループにより Pcdhγ 遺伝子ノックアウ

トマウスでは出生後 24 時間以内に死亡することが報告

されており，通常の遺伝子ノックアウトマウスでは生後

の神経回路形成時における Pcdhγ の機能が解析できなく

なることから，本研究で作製する遺伝子改変マウスは

Cre の発現により遺伝子を欠損できる Pcdhγ 遺伝子コン

ディショナルノックアウトマウスとした。 

作製した Pcdhγ 遺伝子コンディショナルノックアウト

マウスに全身で Cre を発現するトランスジェニックマウ

スを交配し得られたマウスを解析したところ，Pcdhγ タ

ンパク質を発現せず，Pcdhγ 遺伝子ノックアウトマウス

同様に生後 24 時間以内に死亡した。また，大脳皮質特異

的に Cre を発現するトランスジェニックマウスと交配し

得られたマウスは大脳皮質での Pcdhγ の発現は認められ

ないもの，生後まもなく死亡することはなかった。 

現在，このコンディショナルノックアウトマウスに

種々の Cre 発現トランスジェニックマウスを交配し，

Pcdhγ 遺伝子の機能解析を進めている。

 

 

30．脳領域特異的なコンディショナルなメタスチンノックアウトマウスの 
作製とその解析 

 

前多敬一郎，冨川順子，平嶋 昴（名古屋大学大学院生命農学研究科） 

平林真澄 

 

メタスチン（キスペプチン）は GPR54 の内因性リガン

ドとして発見された神経ペプチドである。このペプチド

を含むニューロンは，近年，性腺刺激ホルモン放出ホル

モン (GnRH) の分泌を直接制御し，卵巣から分泌される

エストロジェンの GnRH へのフィードバック効果を仲介

するニューロンとして注目されている。 

メタスチンニューロンは，げっ歯類脳内では 2 つの集

団を形成し，一つは前腹側室周囲核 (AVPV) に，もう一

つは視床下部弓状核 (ARC) にある。AVPV にある集団は

排卵を制御し，エストロジェンの正のフィードバックに

関与するとされている。ARC の集団の機能は全くわかっ

てないが，われわれはこの集団が，GnRH のパルス状分

泌を制御しており，卵胞発育を制御することで生殖機能

全体の中枢として機能していると考えている。本研究で

は，メタスチンニューロンの脳内の 2 つの集団の生理的

役割を明らかにするため，Cre/loxP システムを用い，そ

れぞれの脳領域で特異的にメタスチン発現を欠損するよ

うなコンディショナル KO マウスの作出を目指している。 

マウスメタスチン遺伝子の exon 3 を含む領域を loxP

ではさんだコンストラクトを組み込んだベクターをエレ
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クトロポレーション法により ES 細胞に導入し，同領域

が組換えられた ES クローンを得た。この ES クローンを

8 細胞胚に注入し，キメラマウスを作出し，flox マウス

が誕生した。 

また，AVPV あるいは ARC のいずれのメタスチンニュ

ーロンで特異的に Cre を発現するマウスを作出するた

め，現在メタスチンの領域特異的なエンハンサー部位を

明らかにしようとしている。このため，メタスチンペプ

チドをコードする遺伝子領域の上流 22 kbp および下流 5 

kbp を上限とするさまざまな長さの配列に AcGFP1 遺伝

子をつないだコンストラクトを作成し，マウス受精卵に

注入し，TG マウスを作成して，in vivo の reporter assay

を行っている。現在複数のコンストラクトを導入した TG

マウスが誕生し，うち，ひとつのラインについては，

AVPV でのみ GFP を発現していることを確認している。

 

 

31．臓器欠損モデルラットを用いた臓器再生 
 

中内啓光（東京大学医科学研究所） 

平林真澄 

 

幹細胞を用いた臓器再生は我々の目指す究極的な目標

の一つであり，そのための有用な実験動物モデルの存在

は不可欠である。そこで本共同研究において臓器を欠損

する遺伝子改変ラットを作製することにより，個体レベ

ルでの臓器の“空き”を作り出す。そこに同種またはマ

ウス等異種の幹細胞を移植することにより移植した細胞

の治療効果，あるいは臓器発生への寄与能を評価する系

として利用することを目的とする。 

臓器欠損モデルラットの作製に向けて，第一に前核期

DNA 注入法を介してトランスジェニック (Tg) ラットを

作製した。導入遺伝子は Pdx1 という膵臓特異的な遺伝

子のプロモーターの下流に loxP サイトで挟まれた蛍光

タンパク質 Venus の遺伝子，さらにその後ろにジフテリ

ア毒素 (DTA) を配した。よって通常のラインでは膵臓が

Venus により黄色蛍光を示し，Cre recombinase の発現に

より DTA 発現が誘導され，膵臓を欠損可能なモデルで

ある。生まれてきた数ラインの Tg ラットのうち，胎児

期において膵臓の原基に特異的に Venus の発現が認めら

れたラインを 2 系統確立することに成功した。現在，こ

のラインに Cre を恒常的に発現する Tg ラットを交配さ

せ膵臓の欠損を引き起こすことができるか検証中である。 

一方，昨年度我々は生殖系列に効率的に寄与するラッ

ト ES 細胞株の樹立に成功したことから，この株を用い

てノックアウト (KO) ラットの作製も試みている。破壊

する遺伝子は先にあげた Pdx1 で，ラット Pdx1 の遺伝子

座近傍から相同領域をクローニングし，ターゲティング

ベクターを作製し，ラット ES 細胞にエレクトロポレー

ション法によりそれらを導入し，薬剤選抜を行った。そ

の結果得られたコロニーからゲノム DNA を抽出し，PCR

法により相同組換えの確認を行ったところ，組み換えが

起こった ES 細胞を得ることに成功した。現在その細胞

を用いてキメララットを作製し，生殖系列への伝搬を確

認中である。 

以上，Tg ラットもしくは KO ラット作製の 2 つのアプ

ローチから膵臓をターゲットとし臓器欠損を示すラット

を作製中である。今後，得られた目的のラットを確立し

た後，それらにマーキングを施した幹細胞を胚発生，あ

るいは出生後に導入し，治療効果あるいは欠損臓器への

寄与等をその後の解析により評価する。

 

 

 

 

 

 

 



生理学研究所年報 第 31 巻（Dec,2010） 

176 

32．トランスジェニック動物作製への凍結乾燥精子の利用 
 

保地眞一（信州大学繊維学部・生物機能科学課程） 

平林真澄 

 

精子の凍結乾燥により遺伝資源の効率的保存が可能に

なるばかりでなく，顕微授精を介したトランスジェニッ

ク個体の作製にも応用できる。われわれは 2008 年，ラッ

トの精子を凍結乾燥後に冷蔵保存し，1 年後に正常な産

仔を作製することに成功した。このように，マウスやラ

ットに代表される小実験動物では長期にわたって冷蔵保

存した凍結乾燥精子から産仔作製が可能である。しかし

他の哺乳動物種における精子の凍結乾燥では，胚盤胞作

製までか，産仔作製にまで行っても非常に低い成功率し

か得られていない。これは齧歯類で効率的に機能した凍

結乾燥条件があらゆる動物種に適用できないということ

を示す。そこで材料入手が比較的容易で，ICSI 技術も近

年大きく改善されたウシをモデルとし，凍結乾燥条件の

最適化を目指した。まず，+4℃での冷蔵保存期間が凍結

乾燥ウシ精子の DNA 損傷に及ぼす影響をアルカリコメ

ットアッセイによって調べたところ，半年までの保存で

は尾部モーメント（断片化 DNA の量に損傷程度を乗じ

た値）に変化はなかったが，それより長い保存期間では

DNA の損傷度合いが増した。一方，精子頭部が引き金を

引くカルシウムオシレーション誘導能力，♂ゲノムに特

異的な能動的脱メチル化現象のプロフィール，精子中心

体の微小管形成中心としての能力には，凍結乾燥による

明らかな悪影響は認められなかった。最後に，乾燥行程

を従来の 2 段階から 1 段階に短縮したプログラムに変更

したが，顕微授精後の胚盤胞作製効率の改善にはつなが

らなかった。以上，ウシ精子に対して，凍結乾燥用バッ

ファーの組成や乾燥プログラム自体の再検討が迫られる

結果となった。

 

 

33．ラット精子幹細胞を用いた顕微授精 
 

篠原隆司（京都大学大学院医学研究科・遺伝医学講座分子遺伝学分野） 

平林真澄 

 

我々は昨年までにラット精子幹細胞（Germline Stem, 

GS 細胞）の遺伝子改変を行ってきた。現在の段階で問題

がある点として，ラット GS 細胞への遺伝子導入とその

後の薬剤選択の部分があげられる。これを解決するため

に，昨年度に我々は異なったラットの遺伝系統からの新

規の GS 細胞の樹立を行った。本年度は 1) これらの細胞

への遺伝子導入の影響を調べてみるとともに，2) これら

の異なったライン間での安定的な遺伝子導入効率の検討

を行った。 

1) 異なった遺伝系統ラット精子幹細胞への遺伝子導入 

これまでに樹立された SD, Wistar, Donryu, Long-Evans, 

Brown Norway 系統のラットの GS 細胞に ROSA betageo

のレトロウイルスベクターを用いた遺伝子導入を行った。

いずれのラインも 6 日で 2-4 倍に安定に増殖する。その

結果，それぞれの系統で安定的に遺伝子導入された GS

細胞を得ることができた。遺伝子導入の効率は，系統に

より差があることがわかり，10(5) 個あたりの遺伝子導入

では SD×Wistar F1 系統では 0.4 だったのに対し，Wistar, 

BN系統では全くコロニーを得ることができなかった（図

1）。遺伝子導入されたクローンについてはサザンブロッ

トにより，これらの細胞へトラップベクターが一個だけ

挿入されていることが確認された。これらの結果から，

特にラット GS 細胞の増殖および遺伝子導入効率につい

ては遺伝的な影響があることが明らかになった。 

2) 異なったクローンにおける遺伝子導入効率と胎児作

製効率の違い 

ノックアウトクローンを得るために，これまでに樹立

されている SD ラット由来の GS 細胞に遺伝子導入を行

った。合計で 24 ラインの GS 細胞にトランスフェクショ

ンを行った後，ネオマイシンにより薬剤選択を行った。

14 ラインから合計 82 ラインの GS 細胞が樹立されたが，

（平均 5.9 個），他の 10 個のラインからは全く樹立する
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ことができなかった。以上の結果はラット GS 細胞にお

けるエピジェネティックな差異が存在していることを示

唆する。マウスでは同じ遺伝背景である限りは，このよ

うなライン間の差というものは見られておらず，ラット

特有の問題だと考えられる。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ネオマイシン選択により樹立された SD×Wistar F1 ラット由来の GS 細胞 

 

 

34．2 光子 FRET 顕微鏡を用いた複数機能を同時可視化する手法の開発と 
細胞死の分子メカニズムの解明 

 

永井健治，堀川一樹，植松利亮（北海道大学電子科学研究所） 

根本知己（生理学研究所・多光子顕微鏡室） 

 

【目的】アポトーシス（プログラム細胞死）は個体がその

恒常性を維持するための最も重要な生理現象の一つであ

る。例えば，癌化した細胞の除去や，個体発生における

形態形成の原動力，或いは，免疫系の自己抗原に反応す

る細胞の除去など，様々な生理現象においてアポトーシ

スは重要な役割を果たしている。本研究はアポトーシス

過程における Ca2+シグナリングとカスパーゼ，それに細

胞骨格ネットワークの 3 者を 2 光子 FRET 法により同一

細胞内で観察する系を樹立し，アポトーシス誘導の分子

ネットワークをシステム的観点から解明する。 

【実験内容】我々は世界で最も波長が短い蛍光を発する群

青色蛍光タンパク質 (Sirius) を開発することに成功した。

また，Sirius とシアン蛍光タンパク質 (CFP) と組み合わ

せることで，効率の良い FRET が生じることが明らかに

し，Sirius-CFP および uvGFP-OFP の FRET ペアを利用し

て，1 波長励起 4 波長測光により，カスパーゼの活性化

と Ca2+動態の同時可視化を試みた。 

【成果】360 nm の紫外励起，また 710 nm のフェムト秒パ

ルスレーザによる 2 光子励起を用いて 1 波長励起 4 波長

画像取得を行った後，オフラインでスペクトル分離を行

って蛍光のクロストークを除去することで，定量的な

Dual FRET イメージング法を行うことができた。これに

より，1 つの細胞内における細胞死刺激に伴う Ca2+濃度

の変動とカスパーゼ 3 の活性化を同時に計測することに

成功した (Tomosugi et al Nature Methods 2009)。

 

 

 

 

 

 

 



生理学研究所年報 第 31 巻（Dec,2010） 

178 

35．SNAP23 膵臓外分泌細胞特異的欠損マウスを用いた 
SNAP23 の外分泌における機能の解明 

 

原田彰宏，國井政孝（群馬大学生体調節研究所） 

根本知己（生理学研究所・多光子顕微鏡室） 

 

SNARE と呼ばれる蛋白は小胞と細胞膜の融合に重要

である。SNARE は小胞側に局在する v-SNARE と標的膜

側に局在する t-SNARE が存在するが，本研究では，調節

性分泌に重要な t-SNAREであるSNAP23を膵臓外分泌細

胞特異的に欠損するマウスを作製し，その外分泌細胞を

2 光子顕微鏡で観察することによって SNAP23 の外分泌

顆粒と細胞膜の融合時における機能の解明を行うことを

目的とする。 

群馬大学生体調節研究所で SNAP23 flox/flox マウスと

膵臓外分泌腺特異的にCreを発現するElastase-Creマウス

（熊本大学山村研一教授から分与）を交配し SNAP23 を

膵臓外分泌細胞特異的に欠損するマウスを作製した。 

そのマウスを，生理学研究所・脳機能計測・支援セン

ター・多光子顕微鏡室の根本知己先生に送り，2 光子顕

微鏡を用いて膵臓外分泌細胞の外分泌顆粒の放出過程の

解析を行った。 

その結果，コントロールマウスから採取した膵臓外分

泌細胞では，分泌促進物質であるコレシストキニン 

(CCK) 刺激によって腺腔膜における外分泌顆粒の連続的

な開口放出（逐次開口放出）が観察された。しかし，膵

外分泌特異的 SNAP23 ノックアウトマウス由来の外分泌

細胞では CCK 刺激直後の瞬間的な開口放出は観察され

たものの，その後の連続的な開口放出は観察されなかっ

た。このことから，SNAP23 が膵臓における外分泌細胞

の逐次開口放出に大きく関与していることが推測された。 

この結果を元に，今後 SNAP23 の外分泌における役割

を更に解析する。

 

 

36．2 光子顕微鏡による PRIP 分子を介した開口放出機構の分子基盤解明研究 
 

兼松 隆（九州大学大学院歯学研究院口腔細胞工学） 

（現：広島大学 大学院医歯薬学総合研究科 歯科薬理学） 

根本知己（生理学研究所・多光子顕微鏡室） 

 

【目的】新規イノシトール三リン酸結合性タンパク質

（PRIP と命名）は，我々が 18 年前に発見した分子である。

この分子の生理機能解明を行うため，PRIP ノックアウト 

(KO) マウスを作製し，その表現型解析を行った。その中

で，このマウスの糖代謝機構が変調していることに気が

ついた。本研究では，糖代謝変調の原因を明らかにする

ことを目的に実験を行った。 

【実験内容】PRIP KO マウスの血糖値や血清インスリン

濃度が，野生型マウスのそれらと異なることが明らかと

なった。この事から，膵臓のβ 細胞のインスリン分泌機

構の異常を疑った。そこで，野生型および PRIP KO マウ

スの膵臓からランゲルハンス島を単離培養し，2 光子顕

微鏡イメージングによりインスリンの開口放出を可視化

し，高グルコース刺激を行った時のインスリン顆粒の単

一の融合細孔形成を定量した。PRIP 分子は，タンパク質

脱リン酸化酵素と複合体を形成する。そこで，次に，PRIP

を介した開口放出機構に，タンパク質のリン酸化/脱リン

酸化機構が関与しているかを解析した。 

【結果】PRIP KO マウスの膵β 細胞では，高グルコース刺

激時のインスリン開口放出の頻度が，野生型に比べて明

らかに亢進していた。インスリンの開口分泌過程は，タ

ンパク質のリン酸化制御によって修飾される。そこで，

PRIP KO マウスの膵β 細胞をホルスコリンで前処置し，

高グルコース刺激を行ってインスリン開口放出頻度を測

定した。すると，PRIP KO マウスの開口放出頻度は，野

生型の開口放出頻度と同レベルであることが分かった。

即ち，ホルスコリンの前処理で細胞内タンパク質のリン

酸化レベルを亢進しておくと，刺激依存的な開口放出頻
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度は，野生型も PRIP KO マウスにおいても同程度になる

ことが明らかとなった。この事は，PRIP KO マウスの膵

β 細胞では，刺激依存的なインスリン開口放出を調節す

るタンパク質のリン酸化レベルが，あらかじめ亢進して

いた可能性がある。そこで，単離しアイソトープでラベ

ルしたランゲルハンス島を用いて，定常状態でリン酸化

レベルが亢進しているタンパク質の同定を行った。現

在，その候補タンパク質を見出しており，そのタンパク

質が何であるか詳しく解析を行っている。

 

 

37．2 光子顕微鏡による免疫細胞動態制御の解析 
 

木梨達雄，片貝智哉，植田祥啓，羽廣克嘉（関西医科大学附属生命医学研究所） 

根本知己（生理学研究所・多光子顕微鏡室） 

 

【目的】リンパ球はリンパ組織と脈管系を循環しながら，

生体防御を行っている。本研究はリンパ球とリンパ節ス

トローマ細胞を可視化して，2 光子顕微鏡による in vivo

イメージングによってリンパ球移動を解析し，インテグ

リン制御分子 RAPL, Mst1，ストローマ細胞の役割を明ら

かにする。 

【実験方法】野生型 RAPL-/-, Mst1-/-マウスの脾臓から T

細胞を単離し，vital dye でラベル後，正常マウスに静注

する。24 時間後，リンパ球がリンパ節内に移動した後の

細胞移動の移動を，2 光子顕微鏡で観察し，軌跡解析を

行う。ストローマ細胞の可視化は GFP キメラマウスを作

成して行った。2 光子顕微鏡による観察は膝下リンパ節

を露出し，37 度にコントロールした肢固定装置に取り付

け，顕微鏡ステージにセットして行った。イメージング

は被膜下 100µm から 300µm の深さの領域を 20-30 秒間

隔で行った。解析は Volocity によって 3D 自動追跡を行

い velocity, displacement 等を測定した。 

【実験結果と考察】前年度の研究によって開発した 2 光子

顕微鏡用のリンパ節内イメージングに適した肢固定装置

を用いた結果，安定したイメージングを取得できるよう

になった。野生型 T 細胞は移動速度（速度レンジ 6-20 

µm/min，平均速度 13µm/min，平均移動距離 8µm/min）

に対して，RAPL-/-T 細胞は（速度レンジ 2-18µm/min，

平均速度 7µm/min，平均移動距離 4µm/min）であり，有

意にリンパ節内移動が低下していた。GFP キメラマウス

によってストローマ細胞のネットワークが明瞭に観察で

きた。野生型ではストローマ細胞に沿って素早く直線的

に移動するのに対して，RAPL-/-, Mst1-/-T 細胞では，頻

繁に停止，turning，蛇行する細胞が目立った。以上の結

果からRAPL/Mst1がT細胞のリンパ節内移動に必要であ

ることが判明し，リンパ節ストローマがその移動に重要

であることが示唆された。 
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