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概 要 陸上生物にとって体液恒常性は、エネルギー恒常性とともに生存における重要な命題である。マウスを絶水に

より脱水状態に陥らせると、体内水分量を保持するために行動量を減らすのではなく、多少の水分消費が増えても行動

量を増加させることが知られている。この反応は、自然界において新たな水源を探索するために、行動範囲を拡大しなけ

ればならないからだと解釈されているが、この絶水による行動量増加のメカニズムは未だ解明されていなかった。今回の

我々の研究により、抗利尿ホルモンとして知られているバソプレシンとオレキシン神経細胞が、この行動量増加に重要な

役割を担っていることを明らかにした。 

オレキシン神経細胞に緑色蛍光タンパク質（EGFP）を発現するトランスジェニックマウスを用いたスライスパッチクランプ

解析によって、バソプレシンおよび、オキシトシンがオレキシン神経を脱分極させ、活性化することを見出した。この反応は、

V1a 受容体選択的拮抗薬によって濃度依存的に抑制された。抗オレキシン抗体と抗 V1a 受容体抗体を用いた二重蛍光

免疫染色によって、オレキシン神経に V1a 受容体が発現していることが明らかとなった。さらに、V1a 受容体欠損マウスの

オレキシン神経では、バソプレシン、オキシトシンに対する反応が完全に消失していた。これらのことから、バソプレシンお

よび、オキシトシンによるオレキシン神経の活性化は、いずれも V1a 受容体を介していることが判明した。また、ホスホリパ

ーゼ Cβ阻害薬（U73122）と非選択的陽イオンチャネル阻害薬（SKF96365）を用いた解析によって、V1a 受容体の下流に

おいて、ホスホリパーゼ Cβの活性化を介して、非選択的陽イオンチャネルを開口させることによりオレキシン神経を活性

化するという細胞内シグナル伝達経路を明らかにした。 

次に、バソプレシンによるオレキシン神経細胞の活性化の生理的意義について、行動薬理学的手法を用いて明らかに

した。バソプレシンを野生型マウスに脳室内投与する、もしくは、絶水させると、自発行動量の有意な増加が見られた。し

かし、これらの反応はいずれも、オレキシン神経を特異的に脱落させたトランスジェニックマウスでは全く観察されなかった。

また、V1a 受容体欠損マウスでは、野生型マウスと比べて通常の自発行動量が有意に減少しており、絶水による自発行動

量の増加も見られなかった。 

これらの結果から、バソプレシンおよびオキシトシンによる V1a 受容体を介したオレキシン神経の活性化は、マウスの自

発行動量の調節に重要な役割を果たしていることが示唆された。脱水時においては、血漿浸透圧上昇により、バソプレシ

ンが遊離され、末梢では腎臓における水の再吸収を増加させたり、血管を収縮させることによって、体内水分と循環を保

持するように作用するのと同時に、中枢神経系では、水分消費が増えるにも関わらず、オレキシン神経を活性化させて行

動量を増加させていることが明らかとなった。このバソプレシンの末梢と中枢での異なる反応により、水分を出来るだけ保

持しつつ、行動量の増加によって新たな水源に出会う確率を増やし、自然界において生存に有利となるように作用してい

る可能性が示唆された。 

 

１．背 景 

絶食や絶水などによる恒常性危機状況下を生き延びる

ために、生体では内分泌系を発達させてきたと同時に、危

機的状況を積極的に打開するための経路を併せ持つ。本
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研究ではバソプレシンを介した視床下部オレキシン神経

の活性化がこの経路に含まれている可能性について、電

気生理学的、行動薬理学的に解析を行った。 

オレキシンは 1998 年にオーファン G タンパク質共役型

受容体の内因性リガンドとして同定された神経ペプチドで

ある（de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998）。オレキシ

ンには、共通の前駆体であるプレプロオレキシンから生成

されるオレキシン A および、オレキシン B が存在する。オ

レキシン受容体には、OX1 受容体と OX2 受容体の二つの

サブタイプが存在することが知られており、OX1 受容体は、

オレキシン A に対する親和性がオレキシン B に対する親

和性よりも約 50 倍高い。一方、OX2 受容体は、オレキシン

A とオレキシン B に対して同程度の親和性を持つ。また、

OX1 受容体は G タンパク質のαサブユニットの Gq サブク

ラスに共役しており、OX2 受容体は Gq サブクラスおよび、

Gi/o サブクラスに共役していることが報告されている（Zhu 

et al., 2003）。この二つの受容体は、脳内において異なる

発現パターンを示す。OX1 受容体は海馬、扁桃体、大脳

皮質、視床、視床下部、脳幹などに広く発現し、特に青斑

核に強い発現が見られる。一方、OX2 受容体は視床下部

の弓状核、腹内側核、外側野や大脳皮質、アセチルコリ

ン神経核の外背側被蓋核、橋脚被蓋核などに発現が見ら

れ、結節乳頭体核において、最も強い発現が見られる

（Trivedi et al., 1998; Nambu et al., 1999; Marcus et al., 

2001）。 

オレキシンを産生するオレキシンニューロンは、古くから

摂食中枢や飲水中枢として知られている視床下部外側野

と、その周辺領域にのみ少数が散在し、そこから小脳を除

く中枢神経系全域にその軸索を投射している。中でも特

にモノアミン神経系の起始核である青斑核、縫線核、結節

乳頭体核や、コリン作動性神経系の起始核である外背側

被蓋核および、橋脚被蓋核に強い投射が認められ、これ

らはオレキシン受容体の発現領域とよく一致している

（Date et al., 1999）。また、これらの神経核はいずれも、覚

醒の維持や睡眠覚醒サイクルの形成に重要な役割を果

たしていることが知られており、合成したオレキシンペプチ

ドをラットの脳室内に投与すると、摂食量や飲水量の増加

だけでなく、覚醒レベルの上昇や、常同行動の亢進、自

発行動量の増加および、交感神経系の活性化などの

様々な生理作用を引き起こすことが報告されている

（Sakurai et al., 1998; Kunii et al., 1999; Hagan et al., 1999; 

Shirasaka et al., 1999; Nakamura et al., 2000）。 

また、プレプロオレキシン欠損マウス、OX2 受容体欠損

マウスおよび、オレキシンニューロンのみを特異的に脱落

させた遺伝子改変マウスを用いた実験から、これらのマウ

スが、ヒトのナルコレプシーで特徴的な症状と酷似した症

状を呈することが見出された（Chemelli et al., 1999; Hara 

et al., 2001; Willie et al., 2003）。ナルコレプシーとは、日

中の堪え難い眠気や、強い感情の動きによって抗重力筋

が脱力するカタプレキシーを主徴とする睡眠障害である。

ナルコレプシー患者は、日常生活において覚醒を維持で

きないことから、オレキシンが覚醒状態の適切な維持に重

要な役割を担っていると考えられる。 

このようにオレキシンシステムは、生命活動の根幹を成

す摂食行動、飲水行動や、睡眠覚醒サイクルの形成にお

いて重要な役割を担っているため、オレキシンニューロン

に対する入力系を詳細に解析することで、これら生命現象

の基盤を成す神経機構の理解に寄与すると考えられた。 

そこで、オレキシンニューロンに対する入力系を解明す

るために、神経の経シナプス的逆行性トレーサーとして用

いられる、無毒化した破傷風毒素 C 末断片と GFP との融

合タンパク質（TTC::GFP）をオレキシンニューロン特異的

に発現する遺伝子改変マウスを作製し、オレキシンニュー

ロンに直接投射しているニューロンの局在が明らかとなっ

た（Sakurai et al., 2005）。この結果から、オレキシンニュー

ロンが、扁桃体、分界条床核などの大脳辺縁系や視索前

野の GABA 作動性ニューロン、縫線核のセロトニン作動

性ニューロンからの入力を受けていることが明らかとなっ

た。さらに、それらの入力系が、オレキシンニューロンに対

してどのような調節を行っているのかについて、オレキシ

ンニューロン特異的に EGFP を発現する遺伝子改変マウ

スを作成し、電気生理学的手法を用いて詳細な解析が行

われた（Yamanaka et al., 2003b; Yamanaka et al., 2003a）。

オレキシンニューロンは視床下部外側野とその周辺領域

にのみ少数がまばらに散在しているため、オレキシンニュ

ーロン特異的に Ca2+ 感受性タンパク質 Yellow Cameleon 

2.1（YC2.1）を発現する遺伝子改変マウスを作製し、Ca2+

イメージング法により、オレキシンニューロンの活動に影響

を与える神経ペプチドのスクリーニングを行った。このオレ

キシン/YC2.1 マウスの脳スライス標本を用いることで、一度
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に複数のオレキシンニューロンの活動を記録することがで

き、ハイスループットな解析が可能となった。摂食行動や

睡眠覚醒の制御に関与していることが報告されている 25

種類の神経ペプチドをオレキシンニューロンに次々と投与

した結果、コレシストキニン、ニューロテンシン、バソプレシ

ン、オキシトシンがオレキシンニューロンを活性化し、ノシ

セプチンがオレキシンニューロンを抑制することを見出し

た（Tsujino et al., 2005）。 

バソプレシンとオキシトシンは、よく似た 9 個のアミノ酸

からなるペプチドである。バソプレシンおよび、オキシトシ

ンの受容体には V1a、V1b、V2、オキシトシン受容体の四

つのサブタイプが存在し、それらは全て G タンパク質共役

型受容体である。V1a、V1b、オキシトシン受容体は、G タ

ンパク質αサブユニットの Gq サブクラスと共役しており、

V2 受容体は Gs サブクラスと共役している（Birnbaumer, 

2000）。末梢組織における作用として、バソプレシンは腎

集合管における水の再吸収を高めることによる抗利尿作

用や血管収縮作用を有すること、オキシトシンは子宮収縮

作用を有することが古くから知られている。一方、中枢神

経系においては、バソプレシン、オキシトシンともにペプチ

ド性神経伝達物質として機能していると考えられているが、

その生理的役割は未だ十分解明されていない。 

 

２．材料と方法 

２．１ 脳スライス標本の作製 

オレキシン/EGFP マウス（2〜3 週齢）、V1aR-/-; オレキシ

ン/EGFP マウス（2〜3 週齢）は吸入麻酔薬のフォーレン

（Takeda, Osaka, Japan）で十分麻酔し、素早く断頭した。

頭部を、100% O2 で通気した Cutting Solution で急速に冷

却後、同溶液中において脳を摘出し、視床下部を含む脳

のブロック片を作製した。脳ブロック片は、ビブラトーム

（VTA-1000S, Leica, Wetzlar, Germany）を用いて厚さ 300

〜400 µm に薄切し、視床下部外側野を含むスライス標本

を 100% O2 で通気した人工細胞外液に移し、室温（24〜

26℃）で 1 時間以上インキュベーション後に実験に用い

た。 

２．２ オレキシンニューロンの Ca2+イメージング 

Ca2+ イメージングには、オレキシン/YC2.1 マウスを使用

した。オレキシン/YC2.1 マウスから作製した脳スライス標本

を正立蛍光顕微鏡（BX51WI, Olympus, Tokyo, Japan）に

取り付けた記録用チャンバー（RC-27L, Warner Instrument, 

Hamden, CT, USA）に静置した。赤外線カメラ（C2741-79, 

Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）により、近赤外

微分干渉（IR-DIC）像を、また高速高感度 CCD カメラ

（Cascade 650, Roper Scientific, Tucson, AZ, USA）にて蛍

光像を取得した。 

２．３ 電気生理学的測定 

ホールセル記録には、オレキシン/EGFP マウスを使用

し た 。 パ ッ チ ク ラ ン プ ア ン プ と し て Axopatch 200B

（Molecular Devices, Union City, CA, USA）を用い、パッ

チ電極は borosilicate 製ガラス管（GC150-10, Harvard 

Apparatus, Holliston, MA, USA）を微小電極プラー（P-97, 

Sutter Instruments）を用いて作製した。 

２．４ 免疫組織化学 

オレキシンと V1a 受容体の二重免疫染色には、V1aR+/+

マウス、V1aR-/- マウスそれぞれの冠状断脳切片（40 µm）

を使用した。脳切片を 1% bovine serum albumin（BSA）お

よび 0.25% Triton X-100 とした 0.1 M sodium phosphate 

（NaPi）buffer に浸した後（10 分間 3 回）、同溶液を用いて

500 倍に希釈したウサギ抗 V1a 受容体抗体（Millipore, 

MA, USA）を 4℃で 48 時間インキュベーションさせた。そ

の後、同溶液で 800 倍に希釈した Alexa594 標識ヤギ抗ウ

サギ IgG 抗体（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を室温で 1

時間インキュベーションさせた。さらにその後、その脳切片

を 500 倍に希釈したモルモット抗オレキシン抗体を 4℃で

48 時間インキュベーションし、800 倍に希釈した Alexa 488

標識ヤギ抗モルモット IgG 抗体（Invitrogen）を室温で 1 時

間インキュベーションした。 

２．５ 脳室内投与 

オスの野生型マウス（20 - 25 g，オレキシン/ataxin-3 マウ

スの同腹子マウス）、およびオレキシン/ataxin-3 マウスは、

12 時間周期の明暗サイクル（light on; 8:00〜20:00 / light 

off; 20:00〜8:00）、22℃の条件で飼育し、餌と水は自由摂

取させた。マウスはペントバルビタール（50 mg/kg）を腹腔

内投与することによって麻酔後、脳定位固定装置（David 

Kopf Instruments, CA, USA）にマウス用固定具を介して固

定した。ガイドカニューレ（23G, 9 mm）を脳定位固定装置

を用いて第 3 脳室に埋め込み、歯科用セメントを用いて留

置した（AP = - 0.5 mm, ML = 0 mm, DV = - 5.0 mm）。脳

室内投与は 8:30 に開始し、9:00 までには終了した。それ
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ぞれのマウスは、十分環境に慣れさせた飼育ケージ中に

戻し、赤外線モニター（Supermex, Muromachi Kikai, 

Tokyo, Japan）を用いて、脳室内投与後 5 時間に渡って自

発行動量を測定した。 

 

３．１ 結 果 

３．１ バソプレシンおよび、オキシトシンは、オレキシンニ

ューロンを活性化する 

ホールセルカレントクランプを用いて、膜電位をモニタ

ーしながら、バソプレシン、またはオキシトシンをオレキシ

ンニューロンに投与すると、濃度依存的に膜電位の上昇

と、それに伴う発火頻度の増加が観察された（図 1A と 1F）。

また、テトロドトキシン存在下においても、バソプレシンお

よび、オキシトシンはオレキシンニューロンを脱分極させた

ことから、この反応は直接作用（後シナプス作用）であると

考えられた（図 1B）。バソプレシン（1 µM）、またはオキシト

シン（1 µM）を局所投与法によりオレキシンニューロンに投

与すると、発火頻度はそれぞれ薬物作用前の604 ± 175%
 

 

図 1. バソプレシン、オキシトシンはオレキシンニューロンを活性化する。カレントクランプにおいて、オレキシンニューロン

にバソプレシン（100 nM）を投与すると脱分極と発火頻度の増加が観察された。B.テトロドトキシン存在下で、オレキシンニ

ューロンにバソプレシン（10 nM）を投与すると持続的な脱分極が観察された。C. ボルテージクランプ下（-60 mV）、テトロド

トキシン存在下においてバソプレシン（100 nM）を投与すると内向き電流が生じた。D と E.バソプレシンは濃度依存的に発

火頻度の増加（D）と脱分極（E）を引き起こした。F. カレントクランプにおいて、オキシトシン（100 nM）を投与すると脱分極

と発火頻度の増加が観察された。G と H.オキシトシンは濃度依存的に発火頻度の増加（G）と脱分極（H）を引き起こした。 
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（n = 5, p < 0.001, ANOVA）、または 378 ± 108%（n = 5, p 

< 0.001, ANOVA）に有意に増加した（図 1D と 1G）。テトロ

ドトキシン存在下において、バソプレシン（1 µM）、または

オキシトシン（1 µM）投与は、それぞれ9.3 ± 2.7 mV（n = 5, 

p < 0.05, ANOVA）、または 11.9 ± 3.0 mV（n = 5, p < 0.05, 

ANOVA）の有意な脱分極を引き起こした（図 1E と 1H）。 

３．２ バソプレシンによるオレキシンニューロンの活性化

には V1a 受容体が関与している 

バソプレシンの受容体には、V1a、V1b、V2、オキシトシ

ン受容体の四つのサブタイプが知られている。それらの中

で、どの受容体がバソプレシンによるオレキシンニューロ

ンの活性化に関与しているのかについて、受容体選択的

拮抗薬を用いた同定を試みた。オレキシンニューロン特

異的に Ca2+ 感受性タンパク質 YC2.1 を発現するオレキシ

ン/YC2.1 マウスを用いた Ca2+ イメージングによる検討を行

った。テトロドトキシン存在下において、オレキシンニュー

ロンにバソプレシンを投与すると、YFP/CFP ratio の増加が

観察された。YFP/CFP ratio の増加は細胞内 Ca2+ 濃度が

増加したことを意味している。バソプレシンによる細胞内

Ca2+ 濃度の増加はバソプレシンの濃度依存的であった

（図 2A と 2B, EC50 = 2.8 ± 0.8 nM, n = 10 - 19）。 

最初に、バソプレシン（10 nM）を脳スライス標本に繰り

返し投与し、バソプレシン投与によって得られる ratio の変

化が、毎回同程度であることを確認し、この時の ratio の変

化を 100% とした（図 2C, ratio の変化; 1 回目 0.19, 2 回目

0.18）。次に、受容体選択的拮抗薬を溶解した溶媒のみを

灌流投与後、バソプレシンを投与し、この時の ratioの変化

を対照群とした。3 回目、4 回目は受容体選択的拮抗薬を

灌流投与しながらバソプレシンを投与した。V1a 受容体選

択的拮抗薬である SR49059（Serradeil-Le Gal et al., 1993; 

Serradeil-Le Gal et al., 2002a）存在下では、バソプレシン

による細胞内 Ca2+ 濃度の増加が濃度依存的に有意に抑

制された（図 2D と 2E）。SR49059（10 nM）、または SR 

49059（100 nM）を作用させた時、バソプレシンによる細胞

内 Ca2+ 濃度の増加は対照群のそれぞれ 52.9 ± 3.9%（n = 

9, p < 0.0001, ANOVA）、または 9.3 ± 3.4%（n = 9, p < 

0.0001, ANOVA）に抑制された（図 2E）。一方、V1b 受容

体選択的拮抗薬である SSR149415（10 µM, n = 23, p = 

0.436 有意差なし , ANOVA）（Serradeil-Le Gal et al., 

2002b）、V2 受容体選択的拮抗薬である SR121463（10 

µM, n = 21, p = 0.305 有意差なし, ANOVA）（Serradeil-Le 

Gal, 2001）、およびオキシトシン受容体選択的拮抗薬であ

る OVTA（1 µM, n = 9, p = 0.757 有意差なし, ANOVA）

（Pequeux et al., 2002）は、バソプレシンによる細胞内 Ca2+

濃度の増加をほとんど抑制しなかった（図 2E）。 

この SR49059 による抑制作用をオレキシン/EGFP マウ

スを用いてスライスパッチクランプ法によって確認した。ボ

ルテージクランプモードで膜電位を -60 mV に固定し、バ

ソプレシンを投与すると 20.2 ± 1.1 pA（n = 9）の内向き電

流が観察された。このバソプレシンによって誘発される内

向き電流は、SR49059 により濃度依存的に有意に抑制さ

れた（図 2F）。SR49059（1 nM）、または SR49059（10 nM）

投与により内向き電流は、それぞれ 11.4 ± 1.6 pA（n = 14, 

p < 0.0001, ANOVA）、または1.8 ± 1.0 pA（n = 7, p < 0.0001, 

ANOVA）に抑制された。しかし、V2 受容体選択的拮抗薬

である SR121463 を作用させても、内向き電流は抑制され

なかった。SR121463（10 µM）の存在下でバソプレシンに

よって誘発される内向き電流は、20.1 ± 2.2 pA（n = 6, p = 

0.97 有意差なし, ANOVA）であった（図 2F と 2G）。 

これらのことから、バソプレシンが V1a 受容体を介して

オレキシンニューロンを活性化していることが示唆された。 

３．３ V1a 受容体はオレキシンニューロンに発現してい

る 

さらに、抗 V1a 受容体抗体の特異性を確認するため、

V1aR-/- マウスの脳切片を用いて二重蛍光免疫染色を行

った（図 3）。V1aR-/- マウスのオレキシン免疫陽性神経細

胞の数や形に異常は認められなかったものの、V1a 受容

体免疫陽性は全く観察されなかったことから、抗 V1a 受容

体抗体が V1a 受容体特異的であることが確認できた。こ

れらの結果より、オレキシンニューロンに V1a 受容体が発

現していることがタンパク質レベルで確認できた。 

３．４ V1aR-/- マウスではバソプレシンとオキシトシンに

対する反応が完全に消失した 

さらに、V1a 受容体の関与を確認するために、V1aR-/- 

マウスのオレキシンニューロンにバソプレシンを作用させ

た。オレキシンニューロン活性化の確認にはコレシストキ

ニンを使用した。これまでの研究から、コレシストキニンは

CCKA 受容体を介して全てのオレキシンニューロンを活性

化することが示されている（Tsujino et al., 2005）。コレシスト

キニン（30 nM）により誘発される内向き電流は、V1a 受容
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体の遺伝子型に関わらず、ほぼ同程度の電流が観察され

た。それに対し、バソプレシン（100 nM）により誘発される

内向き電流は、V1aR+/+; オレキシン/EGFP マウスと比較し

て、V1aR+/-; オレキシン/EGFP マウスでは有意に減少し、

V1aR-/-; オレキシン/EGFP マウスでは完全に消失した（図

4A と 4C）。V1aR+/+; オレキシン/EGFP、V1aR+/-; オレキシ

ン/EGFP、および V1aR-/-; オレキシン/EGFP マウスのオレ

キシンニューロンで測定されたバソプレシンによる内向き

 

 
図 2. バソプレシンによるオレキシンニューロンの活性化には V1a 受容体が関与する。A と B. オレキシンニューロンにバ

ソプレシンを投与すると、細胞内 Ca2+ 濃度が増加する。C. バソプレシン（10 nM）をオレキシンニューロンに連続して投与

しても、その反応の大きさはほぼ同じであった。D と E. V1a 受容体選択的拮抗薬である SR49059 はバソプレシンによるオ

レキシンニューロンの細胞内 Ca2+ 濃度の増加を抑制した。SSR149415; V1b 受容体選択的拮抗薬。SR121463; V2 受容

体選択的拮抗薬。OVTA; オキシトシン受容体選択的拮抗薬。F. バソプレシン（100 nM）によって誘発されるオレキシン

ニューロンの内向き電流は SR49059 により濃度依存的に抑制された。しかし、SR121463（10 µM）は内向き電流を抑制し

なかった。G. F の結果をまとめた棒グラフ。
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ンのみならずオキシトシンも V1a 受容体を介してオレキシ

ンニューロンを活性化していると考えられた。 

３．５ V1a 受容体を介したオレキシンニューロンの活性

化は自発行動量の調節および絶水による自発行

動量増加に重要な役割を果たしている 

バソプレシン、オキシトシンによるオレキシンニューロン

活性化の生理的意義を解明するため、個体マウスを用い

た行動実験を行った。野生型マウスとオレキシンニューロ

ンを特異的に脱落させたオレキシン/ataxin-3 マウス（Hara 

et al., 2001）の第 3 脳室にバソプレシンを脳室内投与した。

バソプレシンはマウスにとって休息期である明期の始めに

（8:30）に投与し、投与後 5 時間（9:00 - 14:00）のマウスの

自発行動量を測定した。対照群には生理食塩水を投与し

たマウスの自発行動量を用いた。野生型マウスに 10 ng の

バソプレシンを投与すると、自発行動量が有意に増加した

（n = 6, 図 5A）。バソプレシン投与による自発行動量の増

加は用量依存的であった（図 5C）。生理食塩水、バソプレ

シン（3 ng）、およびバソプレシン（10 ng）投与後の自発行

動量は 3 時間でそれぞれ、2,548 ± 605 counts（n = 6）、

4,546 ± 783 counts（n = 6, p = 0.037, ANOVA）、および

5,026 ± 990 counts（n = 6, p = 0.011, ANOVA）であった。 

一方、オレキシンニューロンのみを特異的に脱落させた

オレキシン/ataxin-3 マウスでは、バソプレシンを投与しても

自発行動量は増加しなかった（n = 6, 図 5B と 5C）。生理

食塩水、バソプレシン（3 ng）、およびバソプレシン（10 ng）

投与後 3 時間の自発行動量は、それぞれ 2,553 ± 327 

counts（n = 6）、2,216 ± 460 counts（n = 6, p = 0.88 有意差

なし, ANOVA）、および 2,685 ± 825 counts（n = 6, p = 0.72

有意差なし, ANOVA）であった（図 5C）。これらの結果から、

バソプレシンの脳室内投与によって引き起こされる自発行

動量の増加には、オレキシンニューロンが重要な役割を

担っていると考えられた。 

また、V1aR-/- マウスの平時の自発行動量を測定したと

ころ、野生型マウス（V1aR+/+ マウス）と比べて有意に減少

していた（図 5D）。自発行動量は 3 日間連続して測定した

ものを平均して算出した。野生型マウス、または V1aR-/- マ

ウスの暗期（20:00 - 8:00）の自発行動量は、それぞれ

62,656 ± 10,008 counts（n = 6）、または 49,292 ± 3,199 

counts（n = 9, p = 0.12 有意差なし, unpaired t-test）であり、

有意差は認められなかったが、V1aR-/-マウスでは自発行

動量に減少傾向が見られた。明期（8:00 - 20:00）の自発行

動量は、それぞれ 15,462 ± 2,078 counts（n = 6）、または

9,647 ± 1,157 counts（n = 9, p = 0.013, unpaired t-test）であ

り、V1aR-/- マウスでは有意に自発行動量が減少していた。

一日（24 時間分）の総自発行動量は、それぞれ 78,119 ± 

8,445 counts（n = 6）、または 58,940 ± 3,415 counts（n = 9, 

p = 0.02, unpaired t-test）であり、V1aR-/- マウスにおいて有

意な自発行動量の減少が観察された。このことから、オレ

キシンニューロンに発現する V1a 受容体が、自発行動量

の調節に重要な役割を担っている可能性が示唆された。 

これまでの研究から、絶水させると視索上核や室傍核に

局在するバソプレシン神経が活性化すること、また脳脊髄

液中のバソプレシン濃度が有意に増加することが報告さ

れている（Szczepanska-Sadowska et al., 1983; da Silveira 

et al., 2007）ことから、野生型マウスとオレキシン/ataxin-3

マウスを絶水させた時の自発行動量を測定した。絶水時

の自発行動量は、自由に飲水させているときの同一個体

の自発行動量を対照群として比較した。絶水により、血漿

浸透圧は野生型マウス、オレキシン/ataxin-3 マウス共に有

意に上昇した。しかしながら、野生型マウスでは絶水時の

自発行動量の増加が観察されたものの、オレキシン

/ataxin-3 マウスでは絶水時の自発行動量の増加は観察さ

れなかった（図 5E と 5F）。野生型マウスにおける絶水時の

行動量増加は、特に暗期の始めに顕著であった。暗期開

始後 3 時間（20:00 - 23:00）の自発行動量は、野生型マウ

スの絶水前、または絶水時で、それぞれ 11,198 ± 2,973 

counts（n = 6）、または 17,591 ± 3,342 counts（n = 6, p = 

0.0015, paired t-test）であった。一方、オレキシン/ataxin-3

マウスのそれは、それぞれ 8,351 ± 2,134 counts（n = 4）、ま

たは 8,434 ± 1,159 counts（n = 4, p = 0.47 有意差なし, 

paired t-test）であった。 

さらに、絶水による自発行動量の増加に V1a 受容体が関

与しているかどうかを、V1aR-/- マウスを絶水させることによ

り検討した。野生型マウスでは絶水に伴い自発行動量の

増加が観察されたが、V1aR-/- マウスでは自発行動量に有

意な変化は見られなかった（図 6）。野生型マウスの暗期

開始後 3 時間（20:00 - 23:00）の自発行動量は、絶水前、

または絶水時で、それぞれ 25,955 ± 5,556 counts（n = 4）、

または 36,154 ± 7,057 counts（n = 4, p = 0.018, paired t-test）

であった。一方、V1aR-/- マウスの暗期開始後 3 時間
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（20:00 - 23:00）の自発行動量は絶水前、または絶水時で、

それぞれ 17,256 ± 1,979 counts（n = 5）、または 18,259 ± 

2,673 counts（n = 5, p = 0.38 有意差なし, paired t-test）であ

った。 

これらの結果から、バソプレシンによる V1a 受容体を介

したオレキシンニューロンの活性化は、自発行動量の増

加に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 

 
図 5. バソプレシンによるオレキシンニューロン活性化の生理的意義。A と B. 明期にバソプレシンを脳室内に投与すると、

野生型マウスでは自発行動量が増加するがオレキシン/ataxin-3 マウスでは有意な変化は観察されなかった。C. A、B の

グラフの投与後 3 時間分の自発行動量をまとめた棒グラフ。D. 野生型マウスと比較して V1aR-/- マウスの平時の自発行動

量は減少していた。平時の自発行動量は 3 日間測定した自発行動量を平均して算出した。E. 野生型マウス（上のグラフ）

を絶水させると、暗期において自発行動量が増加したが、オレキシン/ataxin-3 マウス（下のグラフ）では変化が見られなか

った。F. E の 20:00 から 23:00 の 3 時間の自発行動量を結果をまとめた棒グラフ。Orexin/ataxin-3 はオレキシン/ataxin-3

遺伝子改変マウス、DP は暗期（12 時間；20:00 - 8:00）、LP は明期（12 時間；8:00 - 20:00）、Basal は通常の自発行動量、

WD1 は絶水 1 日目、WD2 は絶水 2 日目をそれぞれ意味している。 

平成２０年度助成研究報告集Ⅱ（平成２２年３月発行）



- 156 - 

 
図 6. V1aR-/- マウスは絶水による自発行動量の増加を示さない。A. 野生型マウスを絶水させると暗期において自発行動

量が増加したが、V1aR-/- マウスでは変化が見られなかった。暗期開始時に絶水を開始した。暗期は横軸の灰色の線で示

している。B. A の 20:00 から 23:00 の 3 時間の自発行動量の結果をまとめた棒グラフ。Basal は平時、WD は絶水時をそ

れぞれ意味している。 

 

４．考 察 

バソプレシンの受容体には、V1a、V1b、V2、オキシトシ

ン受容体の四つのサブタイプが存在し、全て 7 回膜貫通

型の構造を持つ G タンパク質共役型受容体である。それ

らのうち、V1a、V1b、オキシトシン受容体は Gq サブクラス

と共役し、V2 受容体は Gs サブクラスと共役しており、それ

ぞれ異なる細胞内シグナル伝達によってその生理作用を

示す（Birnbaumer, 2000）。V1a 受容体は血管平滑筋、血

管内皮細胞、血小板、心筋細胞、脳、精巣、肝臓、腎尿細

管などに発現する（Phillips et al., 1988）。末梢での主な生

理作用として血管平滑筋の収縮や血管内皮細胞からの

凝固因子の放出、肝臓でのグリコーゲン分解などが報告

されている。また、V1a 受容体は脳内において、皮質、外

側中隔、海馬、扁桃体などに広く分布しており、記憶や情

動、生殖行動に関与している（Young et al., 1999）。V1b 受

容体は主に下垂体前葉の副腎皮質刺激ホルモン産生細
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胞に発現しており、副腎皮質刺激ホルモンの分泌を引き

起こす。また、V1b 受容体は、ストレスホルモンであるコル

チコトロピン放出因子と共に副腎皮質刺激ホルモン分泌

を制御し、ストレス応答と関わっていると考えられる。また、

この他に視索上核、室傍核、扁桃体、副腎髄質にも発現

している（Johnson et al., 1993; de Vries and Miller, 1998; 

Hernando et al., 2001）。一方、V1bR-/- マウスは攻撃行動

やストレス応答が減弱していることが報告されており

（Wersinger et al., 2002; Lolait et al., 2007）、中枢神経系

における役割が明らかになりつつある。V2 受容体は主に

腎臓に発現しており、腎集合管の尿細管で水チャネルで

あるアクアポリン 2 の管腔側細胞膜への挿入を促進するこ

とにより、水の透過性を増加させて水の再吸収を促進する。

オキシトシン受容体は末梢組織では子宮や乳腺に分布し、

乳汁分泌作用、子宮収縮作用を持つ。また、脳内にも広く

分布することが分かっている（Gould and Zingg, 2003）。 

今回の研究により、バソプレシンによるオレキシンニュ

ーロンの活性化には、V1a 受容体が関与していることが明

らかとなった。バソプレシンによるオレキシンニューロンの

活性化は、V1a 受容体選択的拮抗薬によって濃度依存的

に抑制され、オレキシンニューロンに V1a 受容体免疫陽

性シグナルが観察された。また、V1aR-/- マウスのオレキシ

ンニューロンでは、バソプレシンだけでなく、オキシトシン

に対する反応も消失していたことから、バソプレシンおよ

び、オキシトシンはいずれも V1a 受容体を介してオレキシ

ンニューロンを活性化することが明らかとなった。 

オレキシンニューロンに入力するバソプレシンニューロ

ンが局在する領域について 

どこの領域に局在しているバソプレシンニューロン、ま

たはオキシトシンニューロンがオレキシンニューロンに対し

て入力しているのであろうか？バソプレシンニューロンお

よび、オキシトシンニューロンは視索上核、視交叉上核

（Sofroniew and Weindl, 1980）、室傍核、分界条床核

（Sawchenko and Swanson, 1982; Rosen et al., 2006）、扁

桃体中心核（Dubois-Dauphin et al., 1989）に局在している

ことが報告されている。 

バソプレシンおよび、オキシトシンによるオレキシンニュ

ーロンの活性化は、どのような生理的役割を担っているの

だろうか？バソプレシンを野生型マウスの脳室内に投与

すると、マウスにとっての休息期である明期において自発

行動量が増加した。しかし、オレキシンニューロンのみを

特異的に脱落させたオレキシン/ataxin-3 マウスでは自発

行動量の有意な変化は観察されなかった。このことから、

バソプレシンの作用による自発行動量の増加は、オレキシ

ンニューロンの活性化を介していると考えられる。オレキシ

ンを脳室内投与すると、摂食行動の増加や覚醒時間の延

長（Espana et al., 2002）だけでなく、自発行動量が増加す

ること（Nakamura et al., 2000; Matsuzaki et al., 2002）も報

告されており、これらのことは今回の結果とよく一致してい

る。ラットにバソプレシン、もしくはオキシトシンを脳室内投

与すると、覚醒時間が延長したり（Arnauld et al., 1989）、

心拍数が増加すること（Diamant and De Wied, 1993）が報

告されている。オレキシンニューロンが活性化すると覚醒

時間が延長したり（Nishino, 2007）、交感神経系が活性化

される（Shirasaka et al., 2003）ため、これらのバソプレシン

脳室内投与で観察される作用の一部は、V1a 受容体を介

してオレキシンニューロンを活性化することで引き起こされ

ている可能性が考えられる。脱水状態に陥ると、血液中、

脳脊髄液中の両方でバソプレシン濃度が増加する

（Szczepanska-Sadowska et al., 1983）。増加したバソプレ

シンは交感神経系に作用すると同時に、循環系を維持す

るためにレニン・アンジオテンシン系に作用する。これらの

反応と同時に、中枢神経系においてバソプレシンは、オレ

キシンニューロンを活性化することで自発行動量を増加さ

せる作用を持つことが明らかとなった。また、V1aR-/-マウス

は野生型マウスと比較して、平時の自発行動量が有意に

減少していたことから、自発行動量の調節には、V1a 受容

体を介したオレキシンニューロンの活性化が重要な役割

を担っていると考えられる。 

これまでにも、動物を絶水させると自発行動量が増加

することがよく知られていたが（Finger and Reid, 1952; Hall, 

1955）、その行動量増加に関わる神経機構は今日までほ

とんど理解されていなかった。絶水により引き起こされる暗

期開始後の自発行動量の増加は野生型マウスでは観察

されたが、オレキシン/ataxin-3 マウスでは観察されず、

V1aR-/-マウスにおいても絶水による自発行動量の増加は

観察されなかった。これらのことは、絶水による自発行動

量の増加に、V1a 受容体を介したオレキシンニューロンの

活性化が関与していることを示唆している。これまでの研

究から、ラットへのオレキシン A の脳室内投与により摂水
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量が増加したり、24 時間のラットの絶水によりオレキシンの

mRNA の発現が上昇したりすることが明らかとなっている

（Kunii et al., 1999）。これらのことから、オレキシンは摂食

行動のみならず飲水行動にも重要な役割を果たしている

と考えられる。この絶水によって引き起こされる自発行動

量の増加は、何を意味するのであろうか？自然界で生息

する動物は、絶水により体内水分量が減少し、脱水状態

に陥った時に、新たな水源を求めて動き回らなければなら

ない。この反応は、絶食条件下の反応と酷似している。マ

ウスを絶食させるとオレキシンニューロンの活性化を介し

た覚醒時間の延長、自発行動量の増加が引き起こされる

（Yamanaka et al., 2003b）ことが報告されているため、脱水

や飢餓といった生命が危険に晒されている時に、オレキシ

ンニューロンが活性化されるのは、自然界で生き残ってい

くために動物が身に付けた術なのかも知れない。 
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Summary 
Water homeostasis is a critical challenge to survival for land mammals.  Mice display increased locomotor 

activity when dehydrated, a behavior that improves the likelihood of locating new sources of water and 

simultaneously places additional demands on compromised hydration levels.  The neurophysiology underlying 

this well-known behavior has not been previously elucidated.  We report that the anti-diuretic hormone 

vasopressin is involved in this response.  AVP and oxytocin directly induced depolarization and an inward current 

in orexin/hypocretin neurons.  AVP-induced activation of orexin neurons was inhibited by a V1a receptor (V1aR) 

selective antagonist and was not observed in V1aR knockout mice suggesting an involvement of V1aR. 

Subsequently activation of phospholipase Cb triggers an increase in intracellular calcium by both calcium influx 

through non-selective cation channels and calcium release from calcium stores in orexin neurons. 

Intracerebroventricular injection of vasopressin or water deprivation increased locomotor activity in wild type 

mice, but not in transgenic mice lacking orexin neurons.  V1aR knockout mice were less active than wild type 

mice.  These results suggest that the activation of orexin neurons by AVP or oxytocin has an important role in the 

regulation of spontaneous locomotor activity in mice.  This system appears to play a key role in water 

deprivation-induced hyperlocomotor activity, a response to dehydration that increases the chance of locating water 

in nature. 

平成２０年度助成研究報告集Ⅱ（平成２２年３月発行）




