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緒　言

　生体の約 60 ％は水分で構成されており、水分および血漿浸透圧の恒常性は、飲水行動による能動的な水分摂取と腎
臓での水分の再吸収･排尿や発汗などによる水分の排泄との出納のバランスで維持されている。
　正常な体内の水分量および血漿浸透圧の中枢性調節は、主に脳室周囲器官および視床下部－下垂体後葉系を含む脳内
浸透圧調節ネットワークで感知･維持されていることによる。
　視床下部視索上核（SON）および室傍核（PVN）にその細胞体が局在する大細胞性神経分泌ニューロンでは神経性
および液性情報を統合して、下垂体後葉に投射した軸索終末からのバゾプレッシン分泌を神経活動の増減により調節し
ている。バゾプレッシン分泌は、“渇きの感覚（口渇感）”が生じる前に血漿浸透圧の僅かな上昇に反応して急激に増加
する。血中に分泌されたバゾプレッシンは腎臓の遠位尿細管の V2 受容体に作用してアクアポリン２を介して水の再
吸収を促進することから抗利尿ホルモンとも呼ばれる。
　我々は、これまでに神経活動の指標として汎用されている c-fos 遺伝子に蛍光タンパク（緑色蛍光タンパク（eGFP）
および赤色蛍光タンパク（mRFP1））遺伝子を挿入した融合遺伝子を用いて作出したトランスジェニックラットを用い
て急性･慢性浸透圧刺激後の脳内浸透圧調節ネットワークにおける Fos タンパクの発現パターンについて蛍光タンパ
クを指標に同定することに成功した１-３）。
　本研究では、発展著しい光遺伝学的手法を応用して脳内浸透圧調節ネットワークとバゾプレッシン分泌、さらには飲
水行動との連関を明らかにすることを目標とし、そのために光興奮性イオンチャネルであるチャネルロドプシン２

（ChR2）を発現する遺伝子改変動物の作出を試みた。

方法および結果

　c-fos 遺伝子に ChR2 遺伝子を挿入した融合遺伝子を用いて、トランスジェニックラットを作出した。ChR2 遺伝子は
ChR2-2A-Halo クローン（Addene、Plasmid #22047）から ChR2-eGFP 構成部分を切り出して、BAC 法により c-fos 遺
伝子に導入した１-３）。ファウンダーから得られた F1 および F2 個体について PCR 法を用いて融合遺伝子の導入の有
無を確認し、陽性の F1 および F2 個体について以下の検討を行った。

１．脱水刺激による脳内 ChR2-eGFP 発現
　c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットを用いて２日間の脱水を行った。この間、固形餌は自由摂取とした。自
由飲水（コントロール）ラットと脱水ラットを深麻酔下で開胸後、経心的に 4 ％パラフォルムアルデヒド固定液で灌
流固定を行い、全脳を取り出した。２日間の後固定ののちに、20 ％シュクロース液に浸透した後にミクロトームを用
いて 30μm 厚さの切片を作製した。蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡を用いて eGFP 蛍光を観察した。
　その結果、脱水ラットにおいて SON 腹側および PVN 大細胞群の部位に強い eGFP 蛍光が見られた（図 1C、D）。一
方、コントロールラットでは、SON および PVN に eGFP 蛍光は見られなかった（図 1A、B）。
　Fos タンパクは最初期遺伝子群の一つであり、発現した Fos タンパクはニューロンの核内に局在する。今回用いた
c-fos-ChR2-eGFP 融合遺伝子は、発現後に ChR2-eGFP を細胞膜へ組み込む構造であり、ChR2 の発現を示唆する eGFP
蛍光は細胞膜に限局していると推測される。
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図 1． 脱水（２日間）後の c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットにおける視索上核（SON）および室傍核（PVN）
での ChR2-eGFP 発現
視床下部視索上核（SON）（A、C）および室傍核（PVN）（B、D）において、脱水群（Dehydration）（C、D）
では、コントロール群（Control）（A、B）と比較して eGFP の発現が著明に増加していた。Scale Bar: 100μm。
OT: 視神経、3V: 第３脳室。

２．高張食塩水の腹腔内投与による脳内 ChR2-eGFP 発現
　c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットを用いて高張食塩水（9 ％食塩水）の腹腔内投与を行った。コントロー
ルには 0.9 ％生理食塩水を投与した。9 ％高張食塩水もしくは 0.9 ％生理食塩水の腹腔内投与後、90 分後および 6 時間
後に深麻酔下で灌流固定を行った。前述と同様の方法で切片を作製後、eGFP 蛍光を観察した。
　その結果、9 ％食塩水腹腔内投与 90 分後の eGFP 蛍光は、コントロールとあまり変化なかった（図 2 A-D）。一方、
9 ％食塩水腹腔内投与６時間後では、SON および PVN における eGFP 蛍光が増加した（図 2 E、F）。
　Fos タンパクの核内での検出は、適刺激後 90〜120 分後に最大となりその後消退する。今回、高張食塩水刺激後の
Fos タンパクの発現が最大に近いと考えられる 90 分後では eGFP 蛍光が観察されず、Fos タンパクが消退した後の時
間である６時間後に ChR2 の発現を示唆する eGFP 蛍光が観察された。この時間差の原因は不明であるが、ChR2 が細
胞膜へ組み込まれるまでに時間がかかるのかもしれない。

2



図 2． 高張食塩水（9 ％）腹腔内投与後の c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットにおける視索上核（SON）およ
び室傍核（PVN）における ChR2-eGFP 発現
視床下部視索上核（SON）（A、C、E）および室傍核（PVN）（B、D、F）において、高張食塩水腹腔内投与６
時間後（6 hr）（E、F）では、生理食塩水腹腔内投与群（Control）（A、B）および高張食塩水腹腔内投与 90 分
後（90 min）（C、D）と比較して eGFP の発現が著明に増加している。Scale Bar: 100μm。OT: 視神経、3V：
第３脳室。

３．c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットの皮膚症状
　c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットの飼育中、脱毛および皮膚の硬化･出血が見られたため皮膚標本を作製
して HE 染色後に観察した。その結果、肥厚した角質と毛包の一部に角化が見られた（図３）。
　皮膚組織への c-fos 遺伝子の発現とともに ChR2 の発現が誘導された結果、動物研究センター実験室の照明の影響に
よって慢性的に ChR2 が活性化したためかもしれない。
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図 3． c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラット皮膚病変部における組織像
c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットには全身性の脱毛および皮膚の硬化・出血が見られたため皮膚標本
作製を行った（HE 染色）。肥厚した角質と毛包の一部に角化が見られた。Scale Bar: 200μm。

考　察

　今回、我々は c-fos-ChR2-eGFP トランスジェニックラットの作出に成功し、脱水および急性浸透圧刺激により視床下
部 SON および PVN に ChR2-eGFP の発現が誘導されることを確認した。これらの部位は、主にバゾプレッシンニュー
ロンの細胞体が局在しているところである。
　今後、これらの部位に ChR2 を活性化する青色光照射を行い、バゾプレッシン分泌を惹起できるかどうかを検討し、
さらには血中バゾプレッシン濃度や飲水行動への影響について検討したい。
　なお、このトランスジェニックラットの皮膚症状については ChR2 に影響を与える可能性のある光波長をカットして
飼育するなどの工夫を講じる必要がある。
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