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1. はじめに 

生体の恒常性維持は内分泌系と神経系が重要な役割を果たしており、視床下

部はその制御に重大な働きをしている。視床下部は摂食・エネルギー代謝の中

枢でもある。視床下部の中で弓状核は、全身の栄養·代謝状態を感知する一次

中枢であり、弓状核からの神経情報は二次中枢の神経核に室傍核に伝達される。

弓状核には摂食亢進系の Agouti-related peptide (AgRP)/ Neuropeptide Y (NPY)ニ

ューロンと摂食抑制系の Proopiomelanocortin (POMC)ニューロンが存在してい

る。POMC ニューロンの神経伝達物質は-melanocyte stimulating hormone -

MSH)であり、Melanocortin 3/4 receptor (MC3/4R)を介して作用する。一方、AgRP

は-MSH を拮抗阻害する神経伝達物質である(1)。さらに、AgRP ニューロン

は神経伝達物質として -aminobutyric acid (GABA)を放出し、POMC ニューロン

の活性を抑制している(2)。この二つのニューロンの神経活動のバランスによ

り摂食行動とエネルギー代謝の恒常性が維持されている(3,4)。 

近年、メタボリックシンドロームの増加は深刻な健康問題になっており、そ

の病態はインスリン抵抗性である。インスリン抵抗性は交感神経系、RAS 系を

亢進し、血圧の上昇につながり(5-8)、塩分感受性高血圧に関連している(9)。弓

状核ニューロンのインスリン抵抗性も肥満・糖尿病・高脂血症を増悪させる事

が明らかにされつつあり、メタボリックシンドロームの中枢性病因として弓状

核のニューロンの機能異常が注目されている(10-15)。しかしながら、メタボリ

ックシンドロームの高血圧の病態への弓状核ニューロンの関与は明らかでな

い点が多い。AgRP ニューロンが血圧調節にも関与する事が報告されたが、

AgRPニューロンのインスリン抵抗性が高血圧を増悪させる機序は不明である
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(16,17)。 

インスリンのシグナリングには Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3k)が重要で

あり、PI3K によって生成された Phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate (PIP3)

は、3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1)の活性化を介して Protein 

kinase B (PKB, Akt としても知られている)を活性化し、さらに下流のシグナル

分子を介して細胞の生理機能を制御する。下流シグナルの一つは転写因子

Forkhead box O (FoxO)であり Akt のリン酸化により活性が抑制される。PI3k に

は数種類のアイソフォームが存在するが、PDK1 は一種類だけである。当研究

室では AgRP ニューロン特異的 PDK1 ノックアウトマウス (PDK1AgRP-/AgRP-マ

ウス)を解析してきた。PDK1AgRP-/AgRP-マウスは、AgRP と NPY の発現は変化し

ないが、AgRP / NPY ニューロンのグレリン応答性が低下しており、摂食量、

体長、および体重の減少を示す(18)。PDK1AgRP-/AgRP-マウスは大腿骨の皮質骨塩

密度と海綿骨塩密度が減少し、骨形成が遅れる(19)。しかし、ドミナントネガ

ティブ FoxO1 発現 PDK1AgRP-/AgRP-マウスでは、グレリン応答性と大腿骨の骨

塩密度が回復する。したがって、AgRP ニューロンにおける PDK1-FoxO1 経路

はエネルギー恒常性の制御や骨代謝において重要な役割を果たしている

(18,19)。本研究では、AgRP ニューロンの PDK1-FoxO1 経路の血圧調節におけ

る役割を検討する。 

脳脊髄液は、脳内の間質液の電解質の恒常性を調節している。高血圧患者で

は 25 g/日の食塩摂取で、脳脊髄液中の Na+ 濃度は約 7.5 mmol/L ( 144.0 mmol/L 

から 151.5 mmol/L)増加する。一方、3 g/日の食塩摂取では脳脊髄液中の Na+ 濃

度は変化は認められない(147.8 mmol/L から 149.2 mmol/L)(20)。動物実験でも、
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野生型ラットでは低食塩食摂餌時に比べ、高食塩食摂餌時は脳脊髄液中の Na+ 

濃度が約 9 mmol/L を上昇し、147 mmol/L に達する(21)。さらに、食塩感受性

Dahl ラットや自然発症高血圧 SHR ラット等の高血圧モデル動物でも、血圧の

増加に先行して高食塩食摂餌時は脳脊髄液中の Na+ 濃度は 148 mmol/L から

154mmol/L に上昇する(22)。このように塩分の過剰摂取が脳脊髄液中の Na+濃

度の増加を起こすことは明らかであるが、Na+濃度の増加を直接弓状核ニュー

ロンが感知し得るかは不明である。Na+濃度の増加は浸透圧の増加でもあり、

浸透圧の感知分子の一つとして温度受容体である Transient receptor potential 

(TRP)ファミリーが知られている(23)。特に、Transient receptor potential vanilloid 

1 (TRPV1)の活性化は交感神経活動を介して、食塩感受性高血圧による腎障害

を軽減することが報告されている(24-26)。TRPV1 陽性ニューロンは、弓状核

にも局在している。本研究では、弓状核ニューロンの Na+感知機構における

TRPV1 の役割も検討する。 
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2. 材料と方法 

2.1. 動物 

AgRP Cre recombinase を発現するトランスジェニックマウス (AgRP Cre マ

ウス)と、PDK1 の exon3 と exon4 が loxP で挟まれている PDK1flox/floxマウス

を交配し(27,28)、AgRP Cre / PDK1flox/floxマウス (PDK1AgRP-/AgRP-マウス)を作成

した(18,19)。ドミナントネガティブ型 FoxO1 発現 R26floxneo256Foxo1マウス(29)

と PDK1AgRP-/AgRP-マウスを交配し、256FoxO1 発現 PDK1AgRP-/AgRP-マウス 

(PDK1AgRP-/AgRP-256Foxo1 マウス)を作成した(18,19)。実験にはジェノタイピ

ングした雄性マウスを用いた。動物は 24 oC、湿度 40~60 % 、12 時間明暗 

( 7:30~ 19:30 )の条件で飼育した。CE-2 餌 (Japan SLC, Tokyo, Japan)と水は自

由摂取させた。この実験は、自治医科大学実験医学センター運営委員会及び

遺伝子組換え実験委員会で承認され、自治医科大学動物実験指針に従い行っ

た。 

Trpv1-null (Trpv1 KO) マウスは和歌山県立医科大学眼科学講座から供与を

受けた(30)。C57BL/6 マウスと Trpv1 KO は和歌山県立医科大学動物センター

で繁殖し、実験には全て雄性マウスを用いた。動物は 24oC、湿度 40~60% 、

12 時間明暗 ( 8:00~ 20:00 )の条件で飼育した。CE-2 餌 (Japan SLC, Tokyo, 

Japan)と水は自由摂取させた。この実験は、和歌山県立医科大学実験医動物

実験委員会および遺伝子組換え実験委員会で承認され、和歌山県立医科大学

動物実験指針に従った。 

2.2. 血圧と脈拍の測定 

16 週齢の AgRP Cre マウスおよび PDK1AgRP-/AgRP-マウスに、0.3% NaCl の低
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食塩食 (Oriental Yeast Co, Tokyo, Japan)を一週間摂餌させた。その後、8.0 % 

NaCl の高食塩食 (Oriental Yeast Co)を一週間摂餌させた。明期 (10:00-12:00)

の収縮期血圧は、テールカフ法により麻酔なしで毎週測定した (Model MK-

2000, Muromachi Co.,Tokyo, Japan)。 

2.3.循環関連ホルモンおよびカテコールアミンの測定 

血中アルドステロンの濃度、Atrial natriuretic peptide (ANP)およびArginine 

vasopressin (AVP)は酵素免疫測定法 (BioVendor Lab., Brno, Czech Republic, 

Phoenix Pharmaceutical Inc. and CUSABIO)で測定した。マウス代謝ケージCM-

10S (CLEA Japan Co. Ltd., Tokyo, Japan) で一日蓄尿後、カテコールアミン排泄

量は高速液体クロマトグラフィー (SRL Inc., Tokyo, Japan) で測定した。 

2.4. Nucleobindin-2 (NUCB2) shRNA AAVウイルスベクターの室傍核への局所

投与 

shRNAの設計は、マウスNUCB2のターゲット配列は5’-GGATCATCCAAGT 

ACAGTA-3' (Accession No. NM 016773の: 298 ~ 316残基)を、対照のスクランブ

ル配列は5’-CAACACTAGTTGACATGTA-3’を用いた(31,32)。shRNAコンスト

ラクトをpAAVにサブクローニング後、HEK293細胞にアデノウイルスヘルパ

ープラスミドpAdenoおよびキメラヘルパーpAAV2rep / AAV9capとトリプルト

ランスフェクションしてAAVウイルスベクターを作製した。14 週齢の

PDK1AgRP-/AgRP-マウスに、109 vgのrAAV-NUCB2-shRNAまたはrAAV-scrambled-

shRNAを両側室傍核に局所投与した。室傍核の座標はbregmaより後方=0.82 

mm、外側=±0.15 mm、腹側= 5.0 mmの位置とした。 

2.5. Real-time RT-PCR 分析 
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高食塩食一週間の摂餌後、AgRP Cre と PDK1AgRP-/AgRP-マウスから両側室傍

核を、高食塩食または低食塩食三週間の摂餌後の C57BL/6 マウスから両側弓

状核を摘出し、TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用い total RNA の抽出を行っ

た。RQ1-DNase (Promega, Madison, WI)で処理後、ReverTra Ace kit (Takara bio 

Inc., Tokyo, Japan)により First-strand cDNA の合成を行った。SYBR Premix Ex 

Taq II を用い、Thermal Cycler Dice (Takara bio, Shiga, Japan)によりCT 法にて

定量し、対照には glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を用い

た。以下にプライマー配列を示す。 

AVP   

Forward 5’-CATCTCTGACATGGAGCTGAGA-3’  

Reverse 5’-GGCAGGTAGTTCTCCTCCTG-3’  

CRH   

Forward 5’-TCTCTCTGGATCTCACCTTCCACC-3’  

Reverse 5’-AGCTTGCTGAGCTAACTGCTCTGC-3’ 

NUCB2  

Forward 5’-GTCACAAAGTGAGGACGAGACTG-3’  

Reverse 5’-TGGTTCAGGTGTTCAAACTGCTTC-3’ 

Oxytocin   

Forward 5’-TGTGCTGGACCTGGATATGCGCA-3’  

Reverse 5’-GGCAGGTAGTTCTCCTCCTG-3’ 

TRH   

Forward 5’-TGTGACTCCTGACCTTCCA-3’  
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Reverse 5’-GGATGCTGGCGTTTTGTG-3’ 

AgRP   

Forward 5’-GGTGCTAGATCCACAGAACCG-3’  

Reverse 5’-CCAAGCAGGACTCGTGCAG-3’ 

NPY    

Forward 5’-TGGCCAGATACTACTCCGCTC-3’  

Reverse 5’-ATGGAAGGGTCTTCAAGCCT-3’ 

POMC  

Forward 5’-CATTAGGCTTGGAGCAGGTC-3’  

Reverse 5’-TCTTGATGATGGCGTTCTTG-3’ 

GAPDH  

Forward 5’-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3’  

Reverse 5’-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3’ 

2.6.蛍光画像解析による細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)の測定 

5 週齢マウスから脳を摘出し、実体顕微鏡下で弓状核摘出した。摘出した

弓状核は20 units Papain/0.4 units DNase /5 mM Glucose/ HEPES-buffered Krebs-

Ringer bicarbonate buffer (HKRB)を用いて36 oCで15 分間の酵素処理後、ピペ

ッティングにより分散し、700 rpmで5 分間遠心を行った。沈殿の細胞懸濁液

をカバーガラス上に乗せて湿潤箱に入れ、35 oCで30 分~2 時間で静置した。

Ca2+感受性蛍光素Fura-2/AM (2 M)を、2.5 % Bovine serum albumin 

(BSA)/HKRBで溶解後、単離弓状核ニューロンに添加し、30 分間インキュベ

ーションを行った。Fura-2負荷後、蛍光顕微鏡ステージ上のチャンバーに設
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置して、36 oCで流速1 ml/minで灌流を行った。蛍光の測定は、340 nmおよび

380 nmの励起光を照射し放出される510 nmの蛍光を、Aquacosmosシステム 

(浜松ホトニクス)を用いて解析を行った。[Ca2+]iは、340 nmおよび380 nm励起

による510 nm蛍光強度比 (F340/F380)で代用した。 [Ca2+]i測定後、カバーガ

ラス上の細胞を4 % Paraformaldehyde (PFA) /0.1 M Phosphate-buffer (PB)で一晩

浸して固定を行った。Phosphate buffered saline (PBS)で洗浄した後、3 % H2O2

溶液で10 分間反応させ内在性ペルオキシダーゼを失活させた。PBSで洗浄

後、2 % BSA/ 2 % Normal goat serum (NGS) / 0.1 % TritonX-100 / PBS溶液で30 

分間ブロッキングを行った。その後、ウサギ抗AgRP抗体 (Cloud-Clone Corp. 

1:500)またはウサギ抗POMC抗体 (1:1000)(33)を添加し、4 oCで一晩反応させ

た。PBSで洗浄後、ビオチン標識ヤギ抗ウサギIgG抗体 (Vector Laboratories, 

1:500) に30 分間反応させた。PBSで洗浄後、VECTASTAIN Elite ABC kit 

peroxidase (HRP)(Vector Laboratories) のABC reagentで30 分間反応させた。

PBSで洗浄後、FAST DAB PEROXIDASE SUBSTRATE TABLET SET (Sigma-

Aldrich) により発色した。[Ca2+]i 測定時の写真は免疫染色後の写真と照合す

る事により、AgRPニューロンまたはPOMCニューロンの同定を行った。 

2.7. 免疫組織染色 

 C57BL/6 マウスを深麻酔後、左心室よりヘパリン添加 0.9 %生理食塩水で 7

分間灌流を行い、その後、4% PFA /0.1 M PB で 10 分間灌流固定を行った。 

灌流固定後、脳を取り出し、4 % PFA /15 %スクロース/ 0.1 M PB により一晩 4 

oC で固定後、30 %スクロース/0.1M PB で 1 日間置換を行った。凍結後、冷

却機能付き滑走式ミクロトーム (REM710,YAMATO) で厚さ 30 m の脳冠状
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断スライス切片の製作を行った。切片は PBS で洗浄した後、0.3 % H2O2/PBS

に 10 分間浸し、内因性ペルオキシダーゼブロック処理を行った。PBS 洗浄

後、2 % BSA/ 2 % NGS / 0.1 % TritonX-100 / PBS で 30 分間ブロッキングを行

った。その後、ブロッキング液に希釈したウサギ抗 TRPV1 抗体 (Neuromics, 

1:500) を添加し、4 oC で一晩反応させた。PBS で洗浄後、Alexa488 標識ヤギ

抗ウサギ抗体 (Invitrogen, 1:500)で 40 分間反応させた。PBS で洗浄後、スラ

イドガラスに貼り付け後、fluorescent mounting medium (Dako)で封入し、観察

を行った。 

2.8. データの表示と統計 

全ての結果は平均値と標準誤差で示した。有意差の検定には、一元配置分

散分析を行った後、多重比較検定として、Bonferroni 検定を行った。p<0.05

を有意差ありとして評価した。 [Ca2+]iの測定の解析は、F 検定による分散の

検定後、Welch の t 検定を用いた。  
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3. 結果 

3.1. PDK1AgRP-/AgRP-マウスの塩分誘発性高血圧 

PDK1AgRP-/AgRP-および AgRP Cre マウスに高食塩食 (8 %NaCl) 一週間の摂餌

後、PDK1AgRP-/AgRP-マウスの収縮期血圧は AgRP Cre マウスに比べ有意に上昇し

た (図 1.A)。この間の食物摂取量と水分摂取量は両マウス間で有意差がなかっ

た(図 1.B-C) 。 

 

 

 

図 1. A, 高食塩食一週間の摂餌前後のAgRP Creマウスと PDK1AgRP-/AgRP-マウス

の収縮期血圧。B-C,高食塩食一週間の摂餌後の AgRP Cre マウスと PDK1AgRP-

/AgRP-マウスの食物摂取量 (B)と水分摂取量 (C)。n=7 ,*p < 0.05。 
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3.2. PDK1AgRP-/AgRP-マウスの交感神経活動 

高食塩食一週間の摂餌後、PDK1AgRP-/AgRP-マウスと AgRP Cre マウスの尿量は

有意差がなく (図 2.A)、利尿調節に関与する血中アルドステロン、ANP および

AVP 濃度も有意差がなかった (図 2.B-D)。一方、PDK1AgRP-/AgRP-マウスのノル

アドレナリンおよびアドレナリン排泄量は有意に増加し (図 2.E-F)、ドーパミ

ン排泄量は有意差がなかった (図 2.G)。この結果から、PDK1AgRP-/AgRP-マウス

では交感神経活動が血圧上昇に関与している可能性が示唆された。 
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図 2. A-D,高食塩食一週間の摂餌後の AgRP Cre マウスと PDK1AgRP-/AgRP- マウ

スの一日尿量 (A)、血中アルドステロン (B)、ANP (C)、AVP (D)濃度。n=6-7.  

E-G, 高食塩食一週間の摂餌後の AgRP Cre マウスと PDK1AgRP-/AgRP- マウスの

ノルアドレナリン (E)、アドレナリン (F)とドーパミン (G)の一日排泄量。n=7, 

*p < 0.05。 
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3.3. 弓状核 AgRP から室傍核 NUCB2/Nesfatin-1 ニューロンへの血圧調節回路 

 最近、弓状核 AgRP ニューロンは室傍核を介して、交感神経活動と血圧を抑

制することが報告された(34,35)。そこで、高食塩食一週間の摂餌後の室傍核の

神経ペプチドの mRNA 発現を解析した。PDK1AgRP-/AgRP-マウスでは、NUCB2 と

Corticotrophin releasing hormone (CRH)の mRNA 発現が有意に増加していた (図

3.A)。NUCB2 のプロセシング産物である Nesfatin-1 は摂食行動、エネルギー代

謝、血圧調節関係することが知られている(36,37)。次に、PDK1AgRP-/AgRP-マウス

の室傍核の NUCB2 発現を shRNA で抑制した。AAV-NUCB2-shRNA 投与によ

り室傍核の NUCB2 mRNA 発現が 62%抑制された (図 3.B)。AAV-NUCB2-

shRNA を投与した PDK1AgRP-/AgRP-マウスでは高食塩食一週間の摂餌による収

縮期血圧の上昇が有意に抑制された (図 3.C)。さらに、AAV-NUCB2-shRNA を

投与した PDK1AgRP-/AgRP-マウスではノルアドレナリン排泄量の上昇も有意に抑

制された (図 3.D)。AAV-NUCB2-shRNA 投与により室傍核 CRH mRNA 発現が

76 % 抑制された (図 3.E)。この結果から、PDK1AgRP-/AgRP-マウスの高食塩食一

週間の摂餌による高血圧は、室傍核の NUCB2/Nesfatin-1 ニューロンの活性化

を介していることが示唆された。 
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図 3.A, 高食塩食一週間の摂餌後の AgRP Cre マウスと PDK1AgRP-/AgRP-マウスの

室傍核における AVP、CRH、NUCB2、Oxytocin (Oxy)と TRH の相対的な mRNA

発現レベル。B,高食塩食一週間の摂餌後の AAV-Scr-shRNA マウスと AAV-

NUCB2-shRNA マウスの室傍核における NUCB2 の相対的な mRNA 発現レベ

ル。C-D,高食塩食一週間の摂餌後の AAV-Scr-shRNA マウスと AAV-NUCB2-

shRNA マウスの収縮期血圧 (C)とノルアドレナリン排泄量 (D)の変化。E,高食

塩食一週間の摂餌後のAAV-Scr-shRNAマウスとAAV-NUCB2-shRNAマウスの

室傍核 CRH の相対的な mRNA 発現レベル。n=5-6,*p < 0.05。 
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3.4. FoxO1 の血圧への関与の検討 

 PDK1AgRP-/AgRP-マウスの高血圧に、PDK1 の下流シグナルである FoxO1 が関

与しているかを調べるために、PDK1AgRP-/AgRP- 256Foxo1 マウスを用いて検討

した。高食塩食一週間の摂餌後、PDK1AgRP-/AgRP-256Foxo1 マウスの収縮期血

圧は PDK1AgRP-/AgRP-マウスと同様に上昇した (図 4.A)。さらに、PDK1AgRP-

/AgRP- 256Foxo1 マウスのノルアドレナリン排泄量は抑制されなかった (図

4.B)。この結果から、FoxO1 は収縮期血圧の調節と関与していないと考えら

れる。 

 

 

 

図 4.A-B, 高食塩食摂一週間の摂餌後の PDK1AgRP-/AgRP-マウスと PDK1AgRP-/AgRP- 

256Foxo1 マウスの収縮期血圧 (A)とノルアドレナリン排泄量 (B)。n=6-7。 
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3.5. 弓状核における Na+感受性ニューロンの解析 

高食塩食摂餌後の弓状核ニューロンへの影響を解析した。高食塩食三週間の

摂餌後、C57BL/6 マウスの弓状核では AgRP の発現が有意に増加していた (図

5.A)。一方、POMC の発現は有意差がなかった。次に、弓状核ニューロンの Na+

直接感知を解析するために、単離弓状核ニューロンの細胞外 Na+濃度に対する 

[Ca2+]i応答性を検討した。5 mM グルコース-HKRB 灌流下で、10mM 細胞外 Na+

濃度の増加は、弓状核ニューロンの [Ca2+]iを増加させた。AgRP ニューロンお

よび POMCニューロンは細胞外Na+濃度の増加より[Ca2+]iが増加した (図 5.B-

C)。細胞外 Na+濃度の増加により、AgRP ニューロンの約 13 %、POMC ニュー

ロンの約 4 %が活性化された。両ニューロン間で[Ca2+]iの増加量は有意差がな

かった (図 5.D)。 
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図 5.A, 低食塩食と高食塩食三週間の摂餌後、C57BL/6 の弓状核の AgRP、NPY

と POMC の mRNA 発現。n=5,*p < 0.05。B-C,単離弓状核ニューロンの[Ca2+]i測

定の典型例。そのニューロンは (右パネル)免疫細胞染色により、AgRP (B)と

POMC (C)免疫陽性細胞を同定された。D, 全 AgRP ニューロン(赤)と POMC ニ

ューロン (青)の細胞外 Na+濃度の増加による[Ca2+]i増加量の平均値。 
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3.6. 弓状核ニューロンの Na+感受性分子メカニズムの検討 

10 mM マニトールの添加による浸透圧の増加は、約 17%の AgRP ニューロ

ンの [Ca2+]iを増加させた (図 6.A-B)。そこで、浸透圧感知に関連する TRPV1

の局在を蛍光免疫組織染色で解析したところ、TRPV1 陽性ニューロンが弓状

核で観察された  (図 6.C)。さらに、TRPV1 受容体アゴニストの N-

Oleoyldopamine (OLDA)添加は、AgRP ニューロンおよび POMC ニューロンの

[Ca2+]iを増加させた (図 6.D-E)。 
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図 6.A, C57BL6/Jマウスから単離した弓状核ニューロンの[Ca2+]i測定の典型例。

測定ニューロンは (右パネル)免疫細胞染色により、AgRP 免疫陽性細胞と同定

された。B,マニトールの添加で活性化した AgRP ニューロンの割合。C, 

C57BL6/J マウスの TRPV1 蛍光免疫組織染色。スケールバー;100 m。D-E,単

離弓状核ニューロンの[Ca2+]i測定の典型例。そのニューロンは (右パネル)免疫

細胞染色により、AgRP (D)と POMC (E)免疫陽性細胞を同定された。 
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3.7. TRPV1 KO マウスで弓状核ニューロンの Na+感受性の解析 

 次に、細胞外 Na+濃度増加による AgRP ニューロンおよび POMC ニューロ

ンの活性化への TRPV1 チャネルの関与を検討するために、TRPV1 KO マウス

を用いて検討した。10mM 細胞外 Na+濃度の増加は、TRPV1 KO マウスで約 6%

の AgRP ニューロンの [Ca2+]iを増加させた (図 7.A,C)。一方、TRPV1 KO マウ

スの POMC ニューロンは細胞外 Na+濃度の増加に応答を示さなかった (図

7.B,D)。この結果から、POMC ニューロンの細胞外 Na+濃度応答は TRPV1 を

介することが示唆された。 
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図 7.A-B, TRPV1 KO マウスから単離弓状核ニューロンの[Ca2+]i測定の典型例。

そのニューロンは (右パネル)免疫細胞染色により、AgRP (A)または POMC (B)

免疫陽性細胞を同定された。C-D, 野生マウスと TRPV1 KO マウスで全 AgRP 

(C)と POMC (D)ニューロンの細胞外 Na+濃度の増加による [Ca2+]i 増加量の平

均値。*p < 0.05。 
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4. 考察 

近年、視床下部ニューロンは血圧を制御し(38)、交感神経活動の増加は肥満

合併の高血圧を促進することが示唆されている(39,40)。本研究では PDK1AgRP-

/AgRP-マウスは高食塩食摂餌により、交感神経系の亢進を伴い収縮期血圧が有意

に上昇した。このことから、AgRP ニューロンの機能障害が交感神経系を介し

て高血圧を促進する可能性が示唆される。 

PDK1AgRP-/AgRP-マウスの室傍核では NUCB2 の発現が有意に増加し、室傍核

の NUCB2 発現をノックダウンすることで PDK1AgRP-/AgRP-マウスの CRH の 

mRNA 発現、ノルアドレナリン排泄量、収縮期血圧の上昇が抑制された。

Nesfatin-1 には摂食抑制作用に加え昇圧作用が報告されている(37,41-45)。

Nesfatin-1 の摂食抑制作用と昇圧作用は室傍核の CRH ニューロンを一部介す

ること、Nesfatin-1 は CRH ニューロンを介して交感神経系を活性化すること報

告されている(46-48)。Nesfatin-1 ニューロンの神経活動はメラノコルチンシス

テムによって活性化され、NPY によって抑制される(36,49-50)。したがって、

AgRP ニューロンは Nesfatin-1 ニューロンを介し、交感神経系の活性調節とそ

れに引き続く血圧調節に関与していると示唆される。 

FoxO1 は細胞の成長、分化、代謝および寿命に関与する転写因子であり、

PDK1によりリン酸化で転写活性が抑制される(51,52)。当研究室の前の研究で、

PDK1AgRP-/AgRP-マウスの摂食および骨代謝異常は、ドミナントネガティブ

FoxO1 の発現で改善されることが報告されている(18,19)。しかしながら、

PDK1AgRP-/AgRP-マウスの高食塩食摂餌による交感神経系の亢進および収縮期血

圧の上昇は、ドミナントネガティブ FoxO1 の発現で低減されることがなかっ
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た。この結果は、AgRP ニューロンの PDK1 は FoxOl 非依存性経路を介して、

交感神経活動と収縮期血圧を調節していることを示唆している。今後、AgRP

ニューロンにおける PDK1 の下流シグナル伝達経路の解明が必要とされる。 

本研究では、細胞外 Na+濃度の増加は AgRP ニューロンおよび POMC ニュ

ーロンを活性化する事を観察した。一方、高食塩食摂餌では、弓状核で AgRP

の発現が有意に増加したが、POMC の発現は変化しなかった。AgRP ニューロ

ンは POMC ニューロンを GABA や NPY を介して抑制することが報告されて

いる (53-56)。つまり、生体では脳内の浸透圧上昇は AgRP ニューロンおよび

POMC ニューロンを同時に活性化するが、AgRP ニューロンは昇圧作用を有す

る POMC ニューロンの活性化を抑制し、その結果として血圧上昇を抑制して

いると推察される。しかし、AgRPニューロンの PDK1の機能障害が起こると、

POMC ニューロンに対する抑制が解除され血圧が上昇すると推測される。 

本研究では、細胞外 Na+濃度の増加は、AgRP ニューロンと POMC ニューロ

ンを活性化した。しかしながら、TRPV1 ノックアウトマウスでは POMC ニュ

ーロンの細胞外 Na+濃度応答だけが消失していた。この結果は、POMC ニュー

ロンの TRPV1 は細胞外 Na+濃度のセンサー分子であることが示唆している。

一方、AgRP ニューロンの Na+感受性機構への TRPV1 の関与は否定的である。

AgRP ニューロンは、過剰塩分摂取時の血圧の調節に重要な役割を果たしてい

ることが示唆されることから、AgRP ニューロンの Na+感受性機構の解明は、

メタボリックシンドロームにおける高血圧の病因解明の可能性につながると

考えられ、今後さらなる研究が必要である。 
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図 8. 食塩感受性高血圧の中枢のメカニズム。 

脳内高濃度 Na+－AgRP ニューロン(PDK1)－Nesfatin-1 ニューロン－交感神経、

脳内高濃度 Na+－POMC ニューロン(TRPV1)－Nesfatin-1 ニューロン－交感神

経と脳内 Na+感受－AgRP ニューロン－POMC ニューロンの神経回路は血圧に

調節作用である。 
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5. おわりに 

本研究では、AgRP ニューロンは細胞外 Na+濃度増加を応答することを示し

た。AgRP ニューロンは室傍核 Nesfatin-1 ニューロンを活性化による交感神経

活性化を介して収縮期血圧を調節することが明らかになった。この成果は、弓

状核ニューロンによる血圧調節の研究に寄与するものである。しかし、AgRP

ニューロンの細胞外 Na+濃度応答のメカニズムの解明には更なる研究の進展

が必要である。 
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