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概 要 動物の体液ナトリウム（Na）レベルは一定に保たれている。これまでの我々の研究から，体液（血液・脳脊髄液）

の Na レベルは脳弓下器官（SFO）において監視され，その情報に基づいて塩分摂取行動が制御されること，SFO のグリア

細胞に発現する Na チャンネル分子 Nax が体液 Na レベルセンサーであることなどが明らかになっている。しかしながら，

SFO 以外の脳領域に発現する Nax については解析が進んでいなかった。 

本研究では，Nax の発現が弱く，これまで解析が遅れていた脳部位について，新たに作成した抗体を用いて詳細に検

討した。その結果，Nax は扁桃体や大脳皮質において，ニューロンに発現していることを確認した。新たにニューロンにお

ける Nax のチャネル特性を解析するため，マウス神経芽細胞腫由来の細胞株である Neuro-2a に Nax を発現する細胞株を

樹立した。その細胞を用いて生理学的解析を行ったところ，ニューロンに発現した Nax も細胞外 Na+レベルに対する感受

性を示すこと，その Na+濃度依存性はグリア細胞に発現させた場合と変わりないことが明らかになった。さらに，Nax を透過

する陽イオンの選択性を解析したところ，Na+ ≈ Li+ > Rb+ > Cs+であることが明らかになった。 

また，Nax の C 末端には PSD95/Disc-large/ZO-1 (PDZ)結合モチーフが存在するが，今回新たに，シナプス後部 PDZ タ

ンパク質である PSD95 が PDZ 結合モチーフを介して Nax と結合することが明らかになった。免疫染色の結果，扁桃体ニュ

ーロンにおいて Nax と PSD95 は共局在し，Nax がシナプス後部に局在することが示唆された。Nax を発現させた Neuro-2a

において，siRNA を用いて内在性の PSD95 の発現を減少させると，Nax の細胞膜における発現が減少し，その結果，Nax

を介した Na+流入が減少した。この減少は，細胞内取り込み阻害剤により抑えられたことから，PSD95 が Naxの細胞膜にお

ける安定化に寄与していると考えられた。 

以上のことから，Nax がニューロンのシナプス後部に発現し，なんらかの生理機能を果たしていることが示唆された。 

 

１．研究目的 

ヒトを含む哺乳動物において，体液のナトリウム（Na+）レ

ベルは 135～145 mM に保たれている。こうした Na 恒常性

を維持するために，脳は体液の Na+レベルや浸透圧を監

視するとともに，アンジオテンシン IIなどの血中ホルモンを

介して末梢からの情報を受け取り，水分／塩分の経口摂

取行動の制御と腎臓における排泄／再吸収の制御を統

合的に行っている。例えば，脱水状態において体液の

Na+レベルが上昇すると，脳の Na+レベルセンサーが活性

化して塩分摂取を避ける行動をとるようになる。こうした体

液 Na+レベルの上昇を感知する脳内の Na レベルセンサ

ーについては，我々の研究から，脳弓下器官（Subfornical 

organ，SFO）に発現するNaxチャンネルがセンサー分子の

実体であることが明らかになった(1-5)。Nax は SFO を始めと

する脳室周囲器官（Circumventricular orngans，CVOs）の

グリア細胞に主に発現している(6)。CVOs は血液脳関門を

持たない領域であり，血液中の物質をモニターするのに

適した脳領域であるため，センサーである Nax が機能する

のに適した場所と言える。一方，Nax は弱いながらも，

CVOs 以外の脳領域にも発現していることがわかっていた

が，その発現が弱いために，発現している細胞種を含め

て解析が進んでいなかった。本研究では，Nax チャネルの

発現が弱い脳領域について，新たに作成した抗体を用い

て解析を進め，さらにその生理機能に迫ることを目的とし 
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て研究を行った(7)。 

 

２．研究方法 

２．１ Nax 発現細胞株の樹立 

FLAGタグを融合したマウスNaxを誘導発現する細胞

C6Mf4及びN2a-Mf1は，ラットグリオーマ細胞C6及びマウ

ス神経芽細胞Neuro-2a（N2a）にテトラサイクリン誘導発現

ベクターに遺伝子を導入したpTRE-FLAG-mNaxを安定発

現する株を選択し，樹立した。FLAGタグの無いNaxを発

現するC6M16については既に報告した(4)。Naxの発現誘

導には，アデノウィルスベクターを用いてTetOff 遺伝子を

導入し，さらに1 mM dbcAMPを加えた無血清培地中で36

時間培養した。 

２．２ Nax 抗体の作成 

マウス Nax の II-III ドメイン間の細胞内領域（アミノ酸残

基 724–933）に GST を融合したタンパク質を抗原としてウ

サギに免疫した。硫酸アンモニウム沈殿により免疫グロブ

リン画分を回収し，GST 結合セファロースを通して精製し

た。 

２．３ 逆転写 PCR（RT-PCR） 

N2A細胞からトータルRNAを回収した。プライマーには，

TaqMan Gene Expression assay（Nax: ID#Mm008801952_ 

m1 と GAPDH: ID#Mm99999915_g1 ，いずれも Applied 

biosystems）を用いた。 

２．４ GST プルダウンアッセイと質量分析 

Nax の C 末端領域（アミノ酸残基 1489–1681）に GST を

融合した GST-Nax を用いた。プルダウン実験は GST 融合

タンパク質でコートしたグルタチオン・セファロース・ビーズ

を用いて行った。SDS-PAGE 後，バンドを切り出し，ゲル

内トリプシン消化した後，MALDI-TOF MS 法（Reflex III, 

Bruker Daltonics）により質量分析を行った。 

２．５ 免疫沈降実験 

HEK293T 細胞に FLAG-mNax または FLAG-mNax- 

T1679A(8) と PSD95(9)を共発現した。細胞抽出物を抗

FLAG-M2 抗体を用いて処理した。 

２．６ RNA 干渉 

マウス PSD95 に対する small interfering RNA（siRNA）

（SASI_Mm02_00304274, Sigma-Aldrich）とコントロール

用 siRNA（MISSION siRNA Universal Negative Control, 

SIC-001, Sigma-Aldrich）を用いた。 

２．７ Na+イメージング 

細胞内Na+イメージングは，Na+感受性色素である

（ sodium-binding benzofuran isophthalate acetoxymethyl 

ester; SBFI/AM）を用いて行った。細胞外液（mM）: 135 

NaCl, 5 KCl, 2.5 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 10 NaOH, 

（HClでpH 7.3に調整）。 

２．８ パッチクランプ実験 

細胞外液（mM）: 140 NaCl, 5 KCl, 2.5 CaCl2, 1 MgCl2, 

5 HEPES, and 20グルコース。Na+を調整するためにNaCl

を加えた。電極内液120 K-gluconate, 20 TEA-Cl, 2 

MgCl2, 2Na2ATP, 1 EGTA, and 10 HEPES（pH 7.3）。Nax

の電流を検出するため，ダブル・バレルガラス管をピエゾ

ドライブで高速駆動し，外液を切り替えた(10)。半値応答

(C1/2) の [Na+]o を 計 算 す る た め ， I = IMax/{1 + 

exp[(C1/2—C)/a]}（I = 電流密度，C = [Na+]o. IMax = 1.0）を

用いて得た近似曲線から計算した。 

 

３．研究結果 

３．１ ニューロンにおける Nax の発現 

Nax は，元々，ラットのアストロサイト，ヒトの心臓，マウス

の心房腫瘍細胞株，ラットの後根神経節から独立にクロー

ニングされた Na チャネルである(11-14)。電位依存性 Na チャ

ネルファミリーの一つであるが，電位依存性や不活性化に

必須の配列を失っている(15-18)。lacZ（β ガラクトシダーゼ遺

伝子）をインフレームに挿入して作成した Nax ノックアウト

（Nax-KO）マウスを用いると，Nax の発現を可視化すること

が可能である(19)。このマウスで，β ガラクトシダーゼ由来の

強いシグナルが脳の一部の領域のグリア細胞において観

察された。それらの領域には SFO ，終板脈管器官

（organum vasculosum of the lamina terminalis, OVLT），正

中隆起（Median eminence, ME）が含まれていた(19)。さらに，

弱いシグナルが大脳皮質 IV 層と扁桃体に観察されたが，

発現が弱く，我々が作成したラット Nax を抗原とする抗体

では発現を確認することができなかった。末梢神経系では，

非ミエリン化シュワン細胞と後根神経節細胞のニューロン

及びサテライト細胞に観察された(20)。 

免疫染色によりマウスの大脳皮質や扁桃体における発

現を確認するため，マウス Nax の細胞内領域（ドメイン

II-III 間）を抗原とした抗体を新たに作成した。この抗体を

用いて免疫染色を行った結果，いずれの領域も染色を確
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認することができ，扁桃体においては Nax の発現は外側

に限局していることがわかった（Fig. 1A）。Nax-KO ではシ

グナルが観察されなかった。扁桃体外側部から単離した

細胞で免疫染色を行った結果，ニューロンのマーカーで

ある β チューブリン III と染色が重なり，Nax がニューロンに

発現していることがわかった（Fig. 1B）。 

３．２ Nax を発現するニューロン由来細胞株の樹立と

Nax の特性 

ニューロンにおける Naxチャネルの特性を解析するため，

ニューロン由来細胞株 N2a にマウス Naxを遺伝子導入し，

TetOff ベクターによって誘導発現される細胞株 N2a-Mf1

を樹立した（Fig. 2）。N2a には内在性 Nax は発現していな

かった。共焦点顕微鏡を用いて Nax の免疫染色像を確認

したところ，細胞膜に局在していることがわかった。N2a に

は，内在性に PSD95 が発現しており，Nax を細胞膜で安

定化した結果であると考えられる（後述）。 

細胞外 Na+レベル（[Na+]o）を変化させ，パッチクランプ

法を用いて膜電位固定条件において Nax の電流を観察し

た（Fig. 3A）。細胞外液を高 Na+溶液（[Na+]o = 160 and 

190 mM）に変えると，内向きの電流が現れ，[Na+]o が高い

間は，不活性化せず，[Na+]o を元に戻すと（[Na+]o = 140  

 

 

 

Fig. 1. 外側扁桃体ニューロンにおける Nax の発現 

(A) 野生型マウス及びNax-KOマウスの成体脳冠状断切

片を，抗Nax抗体を用いて染色した組織染色像。上段の

拡大像を中段（大脳皮質）及び下段（扁桃体）に示す。 

LA, 外側扁桃体; B, 基底扁桃体. スケール 50 μm。 

(B) 外側扁桃体から単離した細胞の二重免疫染色像。

DIC，微分干渉像. スケール 20 μm。 

 

Fig. 2. Naxを誘導発現するN2a細胞の樹立 

(A) RT-PCRによるNaxと対照用GAPDHの発現解析。FCS，

10% ウシ胎仔血清; dbcAMP，1 mM dbcAMP; RA，20 

μMレチノイン酸， N2a-Mf1; pTRE-FLAG-mNaxの安定発

現株; Tet-off，Tet-off アデノウィルスによりNax発現を誘導

済み。(B) 抗Nax抗体を用いたウエスタン・ブロッティング

解析。細胞の培養条件はAに準ずる。 

(C,D) 抗Nax抗体を用いた免疫染色。培養条件は A に準

ずる。D は共焦点顕微鏡画像。 PhC, 位相差像; DIC, 微

分干渉像。スケール 20 μm(C)， 10 μm (D)。 (E) Na+ イ

メージングによる Nax の機能的発現の確認。C6M16, 

C6Mf4, and N2a-Mf1 細胞は，良く似た[Na+]o 依存性の

応答を示した。一方，親細胞株であり Nax を発現していな

い N2a 及び C6 細胞は[Na+]o 依存性の応答を示さなかっ

た。縦軸，蛍光比の変化量（ΔF, 340/380 nm）. 0 min の値

を縦軸の 0 としている。Mean ± SE（n = 25） 
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mM）直ちに消失した。この電流は[Na+]o を低下（130 mM）

させた場合には観察されなかった。同様の実験を C6 細胞

に遺伝子を導入して樹立した Nax 発現株（C6Mf4 及び

C6M16）を用いて行ったが，応答電流は似通っていた。さ

らに，電流の振幅と[Na+]o の関係を調べたが，Neruro-2a

由来の細胞株と C6 由来の細胞株の間に差が無かった

（最大振幅の半分値に対応する濃度は N2a-Mf1=159.8，

C6Mf4=161.4，C6M16=160.4）（Fig. 3B）。 

N2a-Mf1 細胞に発現した Nax の各一価陽イオン（リチウ

ム（Li+），ルビジウム（Rb+），セシウム（Cs+）に対する応答を 

 

 

Fig. 3. N2A 細胞と C6 細胞に発現した Nax の Na+感受性

の比較 

(A) パッチクランプ法により記録した全細胞電流。細胞外

液（140 mM）から低張 Na 溶液（130 mM）や高張 Na 溶液

（160 and 190 mM）に切り替えた。(B) 電流の振幅と[Na+]o. 

細胞ごとに 190 mM に切り替えた際の応答で正規化。Nax

を発現していない親細胞株である N2a 及び C6 には応答

が現れなかった。C6Mf4(FLAG-Nax)と C6M16(Nax)の比

較から，FLAG の融合がチャネル機能に影響しないことが

示唆される。さらに，N2a-Mf1 と C6Mf4 の比較から，ニュ

ーロンに発現させた場合とグリア細胞に発現させた場合で

機能に差が無い。Mean ± SE. n = 5. 

調べた（Fig. 4）。160 mM の細胞外 Na+を各イオンに置き

換えると，電流密度（電流振幅を細胞の膜容量で割ったも

の）が減少した（Fig. 4）。それぞれの電流は，不活性化せ

ず，濃度を 140 mM まで下げると急速に戻る点において，

Na+で観察された電流と違い無かった。 

３．３ Nax と PSD95 の結合 

Nax の カ ル ボ キ シ ル (C) 末 端 に は PSD95/Disc- 

large/ZO-1（PDZ）結合ドメインが存在する(21)。その配列

（ラット及びマウス–Q–T–Q–I，ヒト–Q–S–Q–I）は，非標準的

（non-canonical）PDZ 結合モチーフ（–X–S/T–X–I/A）(22)に

一致する。PDZ 結合ドメインはタンパク質－タンパク質相

互作用モジュールであり，標的となる PDZ タンパク質に結

合する。我々は，Nax の PDZ 結合ドメインに結合する可能

性のある PDZタンパク質を PDZアレイ・オーバーレイ・アッ

セイ(23)を用いて探索した(8)。Nax の C 末端領域にグルタチ

オン S トランスフェラーゼ（GST）を融合したタンパク質を用

いて探索した結果，複数の結合タンパク質を見出した。そ

の中には膜結合グアニル酸キナーゼ（MAGUK）ファミリ

ー(24)の一つである SAP97 も含まれていた。SAP97 は SFO

のグリア細胞において Nax と共局在していた。さらに C6 グ

リオーマ細胞を用いた実験から，SAP97 が Nax の細胞膜

における安定化に寄与していることが明らかになった(8)。 

 

 
Fig. 4. Naxのイオン選択性 

(A) Na，Li，Rb または Cs を 20 mM 増加させた際の

N2a-Mf1 細胞の全細胞電流。いずれの場合も，塩化物を

使用。(B) 全細胞電流のまとめ。Mean ± SE. n = 5. 
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以上の知見に基づき，我々はニューロンにおいても Nax

と結合するPDZタンパク質が存在すると考えて，以下の実

験を実施した（Fig. 5）。Naxの C 末端領域を GST に融合し

たタンパク質（GST-Nax-Cterm）を用いて成体ラット大脳皮

質のシナプス小胞分画からのプルダウン実験を行った。

質量分析装置を用いた解析により 95 KDa のバンドが

MAGUK ファミリーの足場タンパク質の一つ PSD95 である

ことがわかった。また，プルダウンによって回収した試料を

ウエスタン・ブロッティング解析することにより，Nax と

PSD95 の結合が確認された。また，HEK293T 細胞に全長

の FLAG タグを融合した Nax と PSD95 を共発現し，免疫

沈降法により全長同志の結合を確認した（Fig. 5C）。Nax

の PDZ 結合モチーフに変異を入れて結合能力を失わせ

たもの(8)では（FLAG-Nax-T1679A），PSD95 は免疫沈降に

より回収されなかった。以上より，Nax は PSD95 と PDZ 結

合モチーフを介して結合していることが明らかになった。

免疫染色の結果，Nax と PSD95 は扁桃体において Thy1

陽性のニューロンに共発現していることが明らかになっ

た。 

 

 

Fig. 5. NaxはPSD95とC-末PDZドメイン結合モチーフを介して結合する 

(A) マウスNaxの構造。プルダウンアッセイに用いたC末端領域を赤で図示。(B) GSTプルダウンアッセイ。左，ゲルの

CBB染色。*はプルダウン回収物に特異的なバンド。右，シナプス小胞画分のウエスタンブロット解析。(C) HEK293T細胞

における全長NaxとPSD95の結合。Mock，コントロールベクターを導入した細胞。(D)Thy1-YFPマウスの扁桃体における

免疫組織染色。Thy1-YFPマウスでは，脳のニューロンの一部に蛍光タンパク質YFPを発現する（本図では青色に表示）。 
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３．４ PSD95 は Nax の細胞膜における安定化を促進す

る 

Nax発現細胞を樹立した親細胞株であるN2Aは内在性

に PSD95 を発現していた（Fig. 6A）。そこで，Nax と内在性

の PSD95 の細胞内局在を調べた。親細胞株（N2A）では

PSD95 は 細胞内に 存在し たが ， Nax を 発現 さ せ た

N2a-Mf1 では細胞膜において Nax と共局在した。一方，

siRNA を用いて PSD95 の発現を抑えると Nax の細胞膜に

おける発現が減少した（Fig. 6A, B）。エンドサイトーシスの

阻害剤である Wortmannin(25)やダイナミン依存性のエンド

サイトーシスの阻害剤である Dynasore(26)を投与すると，

Nax の細胞膜における発現が回復したことから，PSD95 は

Nax を細胞膜において安定化していることが明らかになっ

た。 

次に，PSD95 の siRNA による細胞膜 Nax の減少が Na+

流入に影響するか調べた（Fig. 6C）。まず，コントロール

siRNA で処理した細胞を用い，[Na+]o を 145 から 170 mM

に切り替えると細胞内 Na 濃度が上昇し，最終的に一定値

になった。この時，Nax を介した Na+流入と Na+/K+-ATPase

を介した Na+の汲み出しが平衡状態になったと考えられる。

一方，PSD95 の siRNA で処理した細胞では，Na+濃度の

上昇速度が遅くなり，一定値に達するまでの時間が長くな

った。 

 

４．考 察 

PSD95は興奮性シナプスに発現するシナプス後部の足

場タンパク質として，様々なイオンチャネルや関連分子を

連結していることが知られている。本研究において，Naxが

大脳皮質や扁桃体基底部の一部の興奮性ニューロンに

発現し，PSD95と局在していることが明らかになったことか

ら，Naxが，興奮性シナプス伝達機能においてなんらかの

役割を果たしている可能性が示唆された。しかし，通常状

態において大脳皮質や扁桃体のシナプス周囲の[Na+]oが

変動するとは考えにくい。我々は，最近，エンドセリンが受

容体ETBRを介してNaxの活性化閾値を調節し，エンドセリ

ンの濃度によっては，通常レベルの[Na+]o下でもNaxを開

口させることを見出した(3,27)。シナプス部においてエンドセ

リンがNaxを開口させ，シナプス後部を脱分極させる仕組

みが存在する可能性がある。Naxのシナプス部位における

機能については，今後の研究課題である。 

本研究においてのNaxの陽イオン選択性の順序がNa+ 

≈ Li+ > Rb+ > Cs+であることが明らかになった（Fig 4）。こ 

 

 

Fig. 6. PSD95によるNaxの細胞膜での安定化 

(A) N2a及びN2a-Mf1細胞におけるPSD95及びNaxの免

疫染色。コントロール用siRNA及びPSD95用siRNAを投与。

Wortmannin（100 nM）及びDynasore（200 μM）は6時間処

理した。スケール，10 μm. 下段は，白線における蛍光値。

（P1: C: P2 = 15: 70: 15）. a.u., arbitrary unit. (B) 膜領域に

おける局在度（Aより計算）。mean ± SE (n = 8); *p < 0.01, 

ANOVA followed by Scheffe’s test. (C) Na+イメージング。

左，平均波形，右，最大値の95%到達時間。Mean ± SE 

(n = 21). *p < 0.01, two-tailed t test. 
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の順序は，ミエリン化軸索で測定された電位依存性Naチ

ャネル（Nav）のそれと近い(28)。しかし，NavがRb+やCs+をほ

とんど通さないのに対し，Naxは少なからず通した（Fig 

4B）。イオン選択性フィルターはNaチャネルαサブユニット

のポアの細胞外側に存在し，アミノ酸EEMDが配置する外

側リングとDEKAが配置する内側リングから構成される

(28,29)。この２つのリングは全てのNav（Nav 1.1–1.9）で保存さ

れている。一方，Naxに関しては，それぞれEEIDとDENS

に変化しており，Rb+やCs+の透過性に影響した可能性が

考えられる。チャネルのイオン選択性を解析する最も良い

方法は，各イオンの透過比を決定することである(28)。その

ためには，正確な逆転電位を測定する必要があるが，Nax

の場合は，電流の振幅が小さいために正確に逆転電位を

測定することが困難であり，この手法を使うことができなか

った。今後更なる検討が必要である。 
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Summary 

Nax is a sodium-concentration ([Na+])-sensitive Na channel with a gating threshold of ~150 mM for 

extracellular [Na+] ([Na+]o) in vitro. We previously reported that Nax was preferentially expressed in the glial cells 

of sensory circumventricular organs including the subfornical organ, and was involved in [Na+] sensing for the 

control of salt-intake behavior.  Although Nax was also suggested to be expressed in the neurons of some brain 

regions including the amygdala and cerebral cortex, the channel properties of Nax have not yet been adequately 

characterized in neurons.  We herein verified that Nax was expressed in neurons in the lateral amygdala of mice 

using an antibody that was newly generated against mouse Nax.  To investigate the channel properties of Nax 

expressed in neurons, we established an inducible cell line of Nax using the mouse neuroblastoma cell line, 

Neuro-2a, which is endogenously devoid of the expression of Nax.  Functional analyses of this cell line revealed 

that the [Na+]-sensitivity of Nax in neuronal cells was similar to that expressed in glial cells.  The cation 

selectivity sequence of the Nax channel in cations was revealed to be Na+ ≈ Li+ > Rb+ > Cs+ for the first time.  

Furthermore, we demonstrated that Nax bound to postsynaptic density protein 95 (PSD95) through its 

PSD95/Disc-large/ZO-1 (PDZ)-binding motif at the C-terminus in neurons.  The interaction between Nax and 

PSD95 may be involved in promoting the surface expression of Nax channels because the depletion of endogenous 

PSD95 resulted in a decrease in Nax at the plasma membrane.  These results indicated, for the first time, that Nax 

functions as a [Na+]-sensitive Na channel in neurons as well as in glial cells. 

- 191 -




