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第 1 章 緒⾔ 

 近年、がんや感染症といった炎症性疾患とうつ病発症との関わりが報告されて

いる（Raison and Miller 2003,Foster and Neufield,2013,Bravo et al.,2011, Singh et 

al.,1997）。このことは末梢での炎症が脳機能を変化させ、うつ病の発症に関わ

ることを⽰唆している。動物実験において、炎症性サイトカインを放出する細菌

毒素である lypopolysaccharide（LPS）の投与が、⼀過性に疾病⾏動を発現させ、

その後うつ様⾏動を⽣じさせることが報告されている(Dantzer,Oʼconnor et 

al.,2008)。免疫応答により末梢で⽣じた炎症性サイトカインは、⾎液を通して、

直接、⾎液脳関⾨を通過し、また⾎管周囲のマクロファージの活性化や迷⾛神経

のサイトカイン受容体への結合などにより間接的に脳へサイトカインシグナルを

伝達することが報告されている（Miller et al.,2009）。脳へ伝達されたサイトカ

インは、Toll 様受容体を介して中枢神経系の免疫担当細胞であるミクログリアの

活性化を誘発し、中枢神経系の免疫応答を⽣じさせると考えられる（Zhao et 

al.,2017）。ミクログリアは、活性化すると細胞体の肥⼤化と突起の短縮という

形態変化を引き起こし、脳内に炎症性サイトカインや活性酸素種を放出する。こ

のミクログリアの活性化は、脳の機能、構造に影響し、うつ病発症に関わること

が⽰唆されている（本研究では「炎症性うつ病」と定義する）。したがって、ミ

クログリア活性をコントロールする、すなわち抑制することができれば、うつ病

発症の予防および治療⽅法の確⽴に貢献すると考えられる。 

 これまで、急性運動は抗炎症作⽤をもたらすことが報告されている（Starkie 

et al.,2003）。また急性運動は、炎症と細胞⽣存の調節に作⽤する Sirtuin-1

（SIRT１）の産⽣を促進し、ミクログリア活性の抑制に関わる可能性があるこ

とが報告されている（Onanong etal.,2019）。これらのことから、運動は、炎症

性うつ病に対する抗うつ効果をもたらす可能性が考えられる。しかし、炎症性う

つ病発症の予防、改善に運動が効果的であるか、どのような運動条件が有効であ

るかについては明らかになっていない。 

 本研究は、ミクログリア活性に焦点を当て、急性運動が炎症性うつ病とミクロ

グリア活性に及ぼす影響を明らかにすることを⽬的とした。この⽬的を達成する
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ために、実験１では、ラットに LPS を投与し、疾病⾏動およびうつ様⾏動が誘

発されることを確認し（炎症性うつ病モデルラットの作製）、同時に LPS 投与

後に誘発される疾病⾏動及びうつ様⾏動とミクログリア活性に及ぼす影響を検討

した。実験２では、LPS 投与後の急性運動が、炎症性うつ様⾏動に対して抗うつ

効果およびミクログリア活性に及ぼす影響を検討した。 

  



5 
 

第 2 章 ⽂献レビュー 

２.１ うつ病の概要 

 うつ病は⽣涯有病率の⾼い精神疾患である。世界で 3 億⼈（4.4%）以上がう

つ病に罹患していると報告されおり(Qiu, Cai et al., 2021)、⽇常⽣活活動や

Quality of life（⽣活の質）の低下、社会的、経済的⽣産性の低下につながってい

る。さらに、うつ病は⾃殺率を⾼めることが報告されており(Wada, Ishine et 

al .,2004)、特に若年者や中⾼年の⾼い死因と関連している(厚⽣労働省 2017)。

そのため予防や治療などの対策を講じることは喫緊の課題となっている。 

 

２.２ うつ病の神経病態 

 うつ病の⽣理的要因は多様であり、まだ⼗分に明らかにされているとはいえな

いが、うつ病患者の脳脊髄液中ではセロトニン代謝産物である 5-ヒドロキシイン

ドール酢酸（5-HIAA）やセロトニン前駆物質であるトリプトファンの濃度が減

少していること(Stockmeier,2003)や選択的セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）

やセロトニン・ノルアドレナリン再取り込み阻害薬（SNRI）がうつ病治療に⽤

いられ効果を上げていることから、脳内モノアミン濃度の低下が関与していると

みられている。また、うつ病患者は⾮うつ病患者に⽐べ、海⾺の体積が減少して

お り (Bremner and Narayan et al.,2000) 、 ⾎ 清 の BDNF(brain derived 

neurotrophic factor：脳由来神経栄養因⼦)レベルの低下(Li et al.,2017)、HPA軸

（Hypothalamic-pituitary-adrenal axis：視床下部-下垂体-副腎軸）の過剰活性

(Keller and Gomez et al.,2017) および前頭前野の機能低下がみられている

(Pizzagalli and Roberts,2021)といった報告がある。これらのことから、うつ病の

発症や経過は、単⼀ではなく、いくつかの要因が関連しているとみられており、

治療⽅法が確⽴していない。 

 

２.３ 炎症性うつ病 

 近年では、炎症もうつ病に関連していることが報告されてきており、うつ病患

者では、急性炎症マーカーである C反応性タンパク質や Interleukin(IL)-6、IL-1
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β、TNF-α(tumor necrosis factor -α)といった炎症性サイトカインが上昇して

いる(Shelton and Miller,2011)。また動物を⽤いた研究では、LPS を⽣体内に投

与することにより、全⾝性の炎症が⽣じ、うつ様⾏動が出現することが報告され

ている(Dantzer,Oʼconnor et al.,2008)。これらのことから炎症はうつ病発症の⼀

因といえる（本研究計画書では「炎症性うつ病」と定義する）。 

 

２.４ うつ病発症に対するミクログリア活性の作⽤ 

 末梢からの炎症によるうつ病発症の機序として脳内のミクログリアの活性化が

関わることが⽰唆されている(Hurley et al.,2013)。炎症とは感染あるいは細胞 の

損傷により組織で起こる⽣体の防御反応であり、⽣体が感染や組織の損傷などを

受けると、局所的に⾎管透過性の亢進、マクロファージの遊出、浸潤、増殖が⽣

じる。これらの⼀連の反応には IL-1、IL-6、TNF -αなどの炎症性サイトカイン

が関与している(笠原,1990)。さらに炎症性サイトカインは末梢のみでなく、⾎

液脳関⾨の透過性を亢進させ、中枢における神経炎症の誘発にも関わることが知

られている(Erickson et al.,2021)。炎症性サイトカインは、中枢神経系において

ミクログリアの活性を引き起こすことが報告されている(Na,Jung et al.,2014)。

ミクログリアは中枢神経系の⽣体防御機構を担う⾃然免疫細胞であり、病原体や

異物、脳内の損傷、虚⾎、出⾎、神経細胞死など脳の病的変化を検知すると、そ

の部位に遊⾛し、突起を短縮した⼤型の細胞体に形態を変え、活性型ミクログリ

アとなる。ミクログリア活性は、組織に損傷を与える異物や損傷を受けた組織の

不活性化や除去を⽬的に⽣じ、活性したミクログリアは、貪⾷能や抗原提⽰能が

亢進しており、病原体や組織の除去を担う⼀⽅で、 IL-1、IL-6、TNF-α、

INF(interferon)-γなどの炎症性サイトカインを放出することが報告されている

(Streit et al.,2004, Smith et al.,2012)。また、慢性的なミクログリア活性は神経変

性のみならず神経⼼理学的な変化を引き起こし、精神疾患の発症や経過に関わる

ことが指摘されている(Hurley et al.,2013, Belen et al.,2005, Doorn et al.,2012)。 
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２.５ ミクログリア活性によるうつ病発症の機序 

 近年では、うつ病に関連する因⼦としてミクログリア活性が注⽬されている

(Zhang et al.,2018.,Barites and Fernandes,2015)。ミクログリア活性によって⽣じ

た炎症性サイトカインは、脳内セロトニン濃度、HPA 軸、神経変性および海⾺

神経新⽣などの、うつ病発症に関わる様々な経路に影響を与えることが知られて

いる。 

 脳内セロトニン濃度に関わる経路としては、炎症性サイトカインが、セロトニ

ントランスポーター活動レベルを上昇させることによりセロトニン再取り込み量

が増加し、シナプス間隙のセロトニン濃度が減少する経路と、キヌレニン経路の

律速酵素である IDO (indoleamine 2,3 dyoxigenase：インドールアミン酸素添加

酵素)を活性化し、セロトニン⽣合成の前駆物質であるトリプトファンをキヌレ

ニンに代謝することにより、セロトニン合成量が減少する経路がある。 

 HPA 軸は、ストレス反応が過剰にならないようグルココルチコイド受容体を

介した負のフィードバック機構により制御されているが、炎症性サイトカインは、

グルココルチコイド受容体の適切な応答を阻害し、負のフィードバックを低下さ

せることで HPA 軸の不調を引き起こすことが報告されている(Silverman and 

Sternberg,2012)。 

 神経変性および神経新⽣に関わる経路では、炎症性サイトカインにより、神経

保護の役割をもつ BDNF の発現量が低下することや、NMDA (N-Methyl-D-

Aspartate)受容体のサブユニット構成が変化すること、炎症と密接に関連する酸

化ストレスによりアポトーシスが⽣じ、神経新⽣が減少することが知られている

(Song and Wang,2011,古賀ら,2019)。これらのことから、炎症性うつ病は、ミク

ログリア活性により⽣じていると考えられている。 

 

２.６ 運動の抗炎症作⽤ 

 近年、うつ病の治療法として運動療法が注⽬されている。動物を⽤いた研究で

は、慢性的な低強度の運動により抗うつ効果が得られることが報告されており、

ヒトを対象とした研究においても、慢性的な有酸素運動により、うつ病患者の症
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状が軽減することが報告されている。また運動は、 脳内のセロトニン神経系の

活性化や、HPA 軸の活性を惹起する視床下部の CRF（corticotropin-releasing 

factor：コルチコトロピン放出因⼦ニューロン）神経の過剰活性の抑制、BDNF

発現および海⾺の神経新⽣に関わり、抗うつ効果が得られることが知られている

(Ignacio et al.,2019,Luo et al.,2019)。炎症に対しても運動の効果についての知⾒

が蓄積されてきている。ヒトを対象とした研究では、慢性的な有酸素運動は、⾎

中の炎症性サイトカインを減少するという報告や(Kohut et al.,2006)、急性の中

等強度の有酸素運動が⾎中の炎症性サイトカインを減少させるといった報告があ

る(Pedersen et al.,2017)。また動物を⽤いた研究では、LPS 投与前後に慢性的な

ホイールランニングを⾏ったマウスは、海⾺神経新⽣および BDNF 発現ミクロ

グ リ ア数の減少が抑制さ れ る と い う 報 告 や (Littlefield et al.,2015) 、

CUMS(Chronic Unpredictable Mild Stress：慢性予測不能軽度ストレス)によるう

つモデルマウスは、慢性的な低強度運動を⾏うことで海⾺や迷⾛神経背側運動核

のミクログリア活性が抑制され、抗うつ効果を⽰すことが報告されている(Liu et 

al.,2020) 。これらのことから、運動は、炎症性サイトカインおよびミクログリ

ア活性を抑制し、抗うつ効果をもたらすと考えられる。しかし、炎症反応と運動

の関係についての従来の研究では、運動強度が統⼀されていない。そのため、中

枢神経系における抗炎症作⽤に効果的な運動強度についても明らかになっていな

い。 

 

２.７ 急性運動を⽤いた運動強度の違いによる抗うつ効果の検証 

 当研究室では、これまで運動強度の違いによる運動の抗うつ効果について検討

してきており、セロトニン神経活動や HPA 軸の反応に関わる CRF 神経活動か

ら、LT（Lactate Threshold：乳酸性作業閾値）以下の低強度運動が、効果的に

抗うつ作⽤をもたらすことを明らかにしてきた(Otsuka, et al.,2016,Morikawa et 

al.,2021)。またヒトを対象とした研究においては、LTレベルでの 30分間の急性

の運動によりうつ症状が改善されることが報告されている(Bartholomew et 

al.,2005)。しかし炎症性うつ病に対しての運動強度の違いによる運動の抗うつ効



9 
 

果については明らかになっていない。またうつ病に関連する脳部位としては、海

⾺や視床下部以外にも中脳背側縫線核、前頭前野腹内側部、⼤脳辺縁系、背側線

条体などが知られているが(Maier et al.,2016)、これらの脳部位における運動と

ミクログリア活性との関係および運動強度依存性についても明らかではない。 

 うつ病に関わる脳部位における運動とミクログリア活性との関係を明らかにす

ることは、うつ病に対する効果的な運動療法を⽰すうえで重要な課題である。 

 

２.８ 炎症性うつ病モデル動物の作製 

 炎症性うつ病のモデル動物の作成には、LPS が多くの研究で⽤いられている。

LPS は、グラム陰性菌の外膜に存在する多糖質に脂質が共通結合した化合物であ

る。腹腔投与することにより全⾝性の炎症を引き起こし、投与後 2時間から 6時

間頃をピークに疾病⾏動といわれる摂⾷および飲⽔抑制、⾝体活動量の低下、体

重減少などの感染後に出現する典型的な症状がみられる(Dantzer et al.,2008)。

疾病⾏動は、24 時間頃には消失するが、学習性無⼒感やスクロース嗜好性の低

下などうつ様⾏動は残存することが報告されている(Fernois et al.,2007)。疾病⾏

動の出現は、末梢の炎症が脳内の炎症性サイトカインを誘発したことを表してい

ると考えられている(Konsman et al.,2002)。  

 

２.９ 活性型ミクログリアマーカー 

 ミクログリアには多種のマーカーが存在する。Iba1（Ionized calcium binding 

adapter protein 1）は、ミクログリアの免疫組織化学分析において最も広く使⽤

されているマーカーであり、ミクログリアの機能的な区別はできないが、ミクロ

グリアの形態変化の染⾊が可能であるため（Lier et al.,2021）、ミクログリア活

性のマーカーとして使⽤されている(Pierezan et al.,2014,Cotel et al.,2015)。

TMEM119 は、ミクログリアで常在マクロファージとミクログリアを区別するこ

とができるが、ミクログリア活性の際に発現が減少することがある（Lier et 

al.,2021）。P2RY12 は、脳実質のミクログリアに特異的であり、ミクログリア

の寿命の間、持続的に発現するためミクログリアの恒常性マーカーとして使⽤さ
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れる（Mildner et al.2017,Amadio et al.2012）。CD74 は、癌や多発性硬化症の特

定の活性状態を⽰唆している可能性があり（Ghoochani et al.,2016,Benedek et 

al.,2013）、形態学的に特異的なミクログリアマーカーではないことが報告され

ている（Lier et al.,2021）。 
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第 3 章 実験的検討 

３.１ 実験１：LPS 投与による疾病⾏動/うつ様⾏動の誘発とミクログリア活性 

    の定量化 

 

３.１.１ ⽬的 

 実験 1 は、ラットに LPS を投与し、疾病⾏動およびうつ様⾏動を誘発させ、

炎症性うつ病モデルラットを作製すると同時に、ミクログリア活性を定量化する

ことを⽬的とした。さらに、LPS 投与後に誘発されるうつ様⾏動とミクログリア

活性との関わりを検討した。この⽬的を達成するために、ラットをコントロール

群と LPS 群に分けた。さらに疾病⾏動群とうつ様⾏動群に分け、LPS 投与後の

⾏動とミクログリア活性をコントロール群と⽐較した。実験スケジュールを図 1

に⽰す。 

 

３.１.２ ⽅法 

（１）被験動物および飼育環境 

 被験動物として、Wistar 系雄性ラット（実験開始時 7 週齢）を 22 匹⽤いた。

ラットは動物飼育施設において 12 時間ごとの明暗サイクル（明期 4:00 から

16:00）、室温 22℃±2、湿度 50±10％の条件下で飼育し、⽔と餌は⾃由摂取と

した。また、ラットを実験者に慣らすために、1 ⽇数分間のハンドリングを 3 ⽇

間程度⾏なった。ラットは、１ケージに３匹ずつ集団飼育し、⾏動テストの前⽇

に仕切りを⽤いた個別飼育とし、コントロール群には、⽣理⾷塩⽔=saline,１ml 

/kg を腹腔投与し、LPS群には、LPS を 0.83mg /ml /kg を腹腔投与した。 
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（２）⾏動テスト 

 saline/LPS 投与４時間後の疾病⾏動および 24 時間後のうつ様⾏動を⾏動テス

トを⽤いて評価した。 

 

疾病⾏動 

 疾病⾏動の評価には、体重、摂⾷量、飲⽔量、活動量を⽤いた。LPS の投与が

各測定項⽬に与える影響を検討するために、saline/LPS 投与前の各測定値の平均

値と、投与後の各測定値を⽐較した。また投与後のコントロール群と LPS 群の

各測定項⽬の変化量を⽐較した。投与前の測定は、投与前 5 ⽇間のうちの 2〜3 

⽇に⾏った。測定開始時刻および終了時刻は、ともにラットの活動期である暗期

とした。活動量は、ホームケージと同型の飼育ケージ（370 ㎜×210 ㎜×200 ㎜）

に６分間ラットを放し、ビデオカメラ（SONY、HDR-CX520V、Web カメラ）

で撮影した。撮影した画像は、パソコンに取り込み、飼育ケージを４等分した区

画を設定して、区画横切り回数を測定した。 

 

うつ様⾏動 

 うつ様⾏動の評価には、強制⽔泳試験を⽤い、不動時間を測定した。試験には、

円柱形の⽔槽（直径 23 ㎝×⾼さ 50 ㎝）を⽤い、⽔深は 38 ㎝とした。前⽇学習

として強制⽔泳を 15分、翌⽇に本試験として 6分⾏い、2⽇⽬の試験の最初の 1

分を除いた 5分を解析の対象とした。不動時間は、⽔⾯から⿐を出すためだけの

最⼩限の動作のみ⾏なっている時間とした．記録には、ビデオカメラ（SONY、

HDR-CX520V）を⽤いた。 

 強制⽔泳試験は、Porsolt et al.(1997)により開発されたうつ様⾏動を評価する

⾏動テストである。⽔の⼊った⽔槽に動物を⼊れ、⽔槽からの逃避が不可能であ

ると学習させたうえで、通常 24 時間後に再度動物を⽔槽に⼊れ、うつの指標と

なる学習性無⼒感を評価する。抑うつ⾏動の増加と学習性無⼒感の関連が知られ

ており、学習性無⼒感によって逃避⾏動などの⾃発的⾏動が低下すると考えられ

ている（Kamahara et al.,1983、Tsuji et al.,2007）。 
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図１：実験スケジュール 
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（３）ミクログリア活性の評価 

 ミクログリア活性の評価は、⾏動テストを⾏ってから⼀週間以上経過後、

saline/LPS 投与 24 時間後に脳摘出を⾏い、ミクログリアの形態変化を定量化し

た。 

 

脳領域 

 対象とした脳領域は、うつ様⾏動に関わることが報告されている視床下部室傍

核、海⾺⻭状回、扁桃体中⼼核、中脳背側縫線核とした。 

 

灌流固定および脳サンプルの採取 

 ラットは⽣理⾷塩⽔/LPS 投与から 4 時間/24 時間後にペントバルビタールナ

トリウム（sodium pentobarbital/⼤⽇本住友製薬株式会社）の腹腔投与によって

⿇酔し、その後灌流固定を⾏った。灌流固定の⼿順としては、開胸後にヘパリン

含有 saline を経⼼臓的に全⾝に灌流し、続いて固定液を灌流し組織固定を⾏った。

灌流のために⽤いるヘパリン含有 saline は、1000ml の 0．9%saline に、

1000units/ml ヘパリンナトリウム（Heparin）sodium/Wako,Japan）溶液を２ml

添加し、作製した。固定液は、以下の通りに作製した。蒸留⽔（60℃）に 4％パ

ラホルムアルデヒドを加え、２N NaOH 溶液を数滴加えて、液が透明になるま

で撹拌した。0.2%ピクリン酸（飽和溶液）と 1M PBS（1M リン酸緩衝液；NaCl 

1.4M、KCl 26.8M、Na2HPA4 91mM、KH2PO4 2mM）を加えた後、pH メーター

を⽤いて pH 7.4 となるように 2 NaOHを滴下して調整した。さらに 0.1%グルタ

ルアルデヒドを加え、4℃で保存した。灌流固定後、直ちに脳を摘出した。取り

出した脳は、後固定液（固定液作製過程で 0．1%グルタルアルデヒドを加える

前の段階で別容器に取り分けたもの）に浸け、後固定を⼀昼夜以上⾏い、その後

30％スクロース/0．1M  PBS1溶液に浸けて脱⽔処理を⾏った。 

 

脳切⽚の作成 

 摘出した脳は、凍結ミクロトーム（MS-31 滑⾛性ミクロトーム/⼤和光機株式
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会社）を⽤いて厚さ 40μm にスライスし、脳切⽚を作製した。このとき全ての

切⽚は、アジ化ナトリウムを加えた 0.1M PBS の⼊った 6ウェルプレートに順番

に取り分け、1ウェル中に 240μmおきの切⽚が含まれるようにした。 

 

免疫組織化学染⾊ 

 ミクログリアの細胞体を同定するために、⼀次抗体として、ミクログリア特異

的マーカーである抗 Iba1（Ionized calcium-binding adapter molecule 1）抗体を

⽤いて免疫染⾊を⾏った。2 ウェル分（120μおき）の浮遊切⽚を５分間ずつ 3

回 0．1M PBS で洗浄した後、1%過酸化⽔素⽔/0．1M PBS に 30分間浸し、内

因性ペルオキシダーゼ活性を失活させた。再度浮遊切⽚を 0．1M PBS で洗浄し、

続いて 0.1%Triton X-100、10％正常ウマ⾎清、抗 Iba1 抗体（Rbbit anti Iba1 

antibody/Wako, Japan,濃度 1:2000）を含む 0.1%PBS に 14 時間以上インキュベ

ーションした。次にその切⽚を PBS-TX（0.1%Triton X-100、100/0.1M PBS）

で 5 分間ずつ 3 回洗浄した後、0.1%Triton X-100、10％正常⾺⾎清、⼆次抗体

（Donkey Rabbit IgG/CHEMICON INTERNATIONAL、濃度 1:800）を含む

0.1% PBS に 2時間インキュベーションした。切⽚を PBS-TXsw5分間ずつ 3回

洗浄した後、アビジン−ビオチン標識酵素複合体（VECTASTAIN Elite ABC 

Standard Kit・フナコシ株式会社）/PBS -TX で 4 時間処理した。さらに切⽚を

PBS-TX で洗浄し、1M Tris-HCl・DAB（0．04% 3、3-Diaminobenzidine；ア

ミノベンチジン）に 1％過酸化⽔素⽔/0.1M PBS を加えた⽔溶液に浮遊切⽚を移

し発⾊させた。発⾊を終えた切⽚は 0.1M PBS1 で洗浄し、アジ化ナトリウム含

有の 0.1M PBS に移し、4℃で保存した。 

 

標本作製 

 免疫組織化学的処理を終えた切⽚を、4％ゼラチンをコーティングしたスライ

ドガラスに並べ乾燥させた後、エタノールによる脱⽔処理およびキシレンによる

脱脂処理を⾏った。処理は 50％、75％、95％、100％の各濃度のエタノールに引

き続き、エタノールとキシレンが１：１の割合の混合溶液・100％キシレンの順
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番で 30 分ずつそれぞれの溶液にスライドガラスごと浸けた。その後、封⼊剤

（Permaunt、ファルマ株式会社）を⽤いてカバーガラスを被せ、乾燥させた。 

 

ミクログリア活性の定量化 

 ミクログリア活性を定量化するために、抗 Iba1 抗体陽性ミクログリアの⾯積

を算出した．120μm おきの切⽚に対して、各脳領域３枚ずつの切⽚を抽出し、

１切⽚あたり３枚の 40 倍画像をデジタルカメラ（DP27/オリンパス株式会社）

付き光学顕微鏡（BX53 オリンパス株式会社）を⽤いて、パソコンに取り込んだ。

取り込んだ画像は、画像解析ソフト（imageJ、National Institutes of Health；

NIH）を⽤いて、画像 1 枚あたりの抗 Iba1 抗体陽性ミクログリア⾯積を算出し

た後、ミクログリア１個あたりの⾯積を算出した。 

 

（４）統計解析 

 全ての結果は、平均値±標準誤差で⽰した。saline/LPS 投与前の各測定項⽬の

平均値と、投与後の測定値との⽐較には、対応のある t 検定を⽤いた。投与後の、

コントロール群と LPS群の変化量の⽐較には、対応のない t 検定を⽤いた。コン

トロール群と LPS 群のミクログリア活性の⽐較には、各脳領域ごとに対応のな

い t 検定を⽤いた。統計的有意⽔準は、全て 5％未満とした。 
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３.１.３ 結果 

（１）⾏動テスト 

疾病⾏動  

  疾病⾏動テストの結果より、LPS 群の⽅が、saline 群よりも摂⾷量、飲⽔量、

体重、活動量が、投与前の平均値に⽐べて有意に減少していた（図２a〜d）。投

与前の測定値の平均値と投与後の測定値の⽐較をするために、対応のある t 検定

を⾏った。その結果、摂⾷量は、コントロール群では、t（5）=1.214，p=.279

となり、投与前後の変化量に有意な差は認められなかった。⼀⽅、LPS群では、

t（5）=4.316，p=.008 となり、投与後の摂⾷量の⽅が有意に減少した。飲⽔量

は、コントロール群では、t（5）=-3.501，p=.017 となり、投与後の飲⽔量の⽅

が有意に減少した。⼀⽅、LPS 群では、t（5）=-5.479，p=.003 となり、投与後

の飲⽔量の⽅が有意に減少した。体重は、コントロール群では、t（5）=7.78，

p=.467 となり、投与前後の変化量に有意な差は認められなかった。⼀⽅、LPS

群では、t（5）=5.648，p=.002 となり、投与後の体重の⽅が有意に減少した。

活動量は、コントロール群では、t（5）=3.478，p=.018 となり、投与後の活動

量の⽅が有意に減少した。⼀⽅、LPS 群では、t（5）=5.280，p=.003 となり、

投与後の活動量の⽅が有意に減少した。 

 次に、コントロール群と LPS 群の投与後の体重、摂⾷量、飲⽔量、活動量の

減少量を⽐較するために、対応のない t 検定を⾏った。その結果、摂⾷量は、t

（10）=-2.713，p=.011 となり、コントロール群より LPS 群の⽅が有意に摂⾷

量が減少した。飲⽔量は、t（10）=2.742，p=.010 となり、コントロール群より

LPS群の⽅が有意に摂⾷量が減少した。体重は、t（10）=2.560，p=.014 となり、

コントロール群より LPS 群の⽅が有意に摂⾷量が減少した。活動量は、t（10）

=-3.154，p=.005 となり、コントロール群より LPS 群の⽅が有意に摂⾷量が減

少した。 
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図 3：摂⾷量、飲⽔量、体重、活動量の減少量の⽐較 

Mean±SE；＊p＜0.05、＊＊p<0.01 

SAL；コントロール（saline）群、LPS；LPS群 
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うつ様⾏動  

 LPS 群の不動時間は、コントロール群に⽐べ、⻑かった（図 4）。コントロー

ル群と LPS群の不動時間を⽐較するために、対応のない t 検定を⾏った。その結

果、t（8）＝-5.061，p<.001 となり、LPS群の不動時間は、コントロール群に⽐

べ、有意に⻑かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4：強制⽔泳試験の不動時間の⽐較 

Mean±SE；＊＊p＜0.01 
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（２）ミクログリア活性 

 すべての脳領域で、LPS の⽅がコントロール群に⽐べ、ミクログリア⾯積は⼤

きかった（図 6）。コントロール群と LPS群のミクログリア⾯積を⽐較するため

に、各脳領域ごとに対応のない t 検定を⾏った。その結果、PVN では、t（8）＝

-2.609，p=.031 となり、コントロール群より LPS 群の⽅が、有意にミクログリ

ア⾯積が⼤きかった。Hipp では、t（8）＝-5.378，p<.001 となり、コントロー

ル群より LPS群の⽅が、有意にミクログリア⾯積が⼤きかった。Amでは、t（8）

＝-0.728，p=.487 となり、コントロール群と LPS 群に有意な差は認められなか

った。DRN では、t（8）＝-1.937，p=.089 となり、コントロール群より LPS群

の⽅がミクログリア⾯積が⼤きい傾向がみられた。  
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図 5：各脳領域のミクログリア活性の典型例（scale bar＝20μm） 
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図 6：うつ病に関わる脳領域における saline/LPS 投与後のミクログリア⾯積 

 PVN；視床下部室傍核，hipp；海⾺⻭状回 

 Am；扁桃体中⼼核，DRN；中脳背側縫線核 
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３.１.４ 考察 

 実験 1 の結果より、疾病⾏動のテストでは、saline /LPS 投与前後の摂⾷量、

体重の変化量は、コントロール群では差がなく、LPS群では有意に減少した。⼀

⽅、飲⽔量、活動量は、コントロール群及び LPS 群の両⽅で有意に減少した。

またコントロール群と LPS 群間での摂⾷量、飲⽔量、体重、活動量の変化量は、

saline 群に⽐べ、LPS 群の⽅が有意に減少していた。さらに強制⽔泳試験では、

コントロール群に⽐べ、LPS 群では有意に不動時間が⻑かった。そして saline 

/LPS 投与から 24 時間後のミクログリア活性の評価では、コントロール群に⽐

べ、LPS群のミクログリアは、PVN とHipp において、有意に⾯積が⼤きいこと

が⽰された。⼀⽅、Am では有意な差は認められず、DRN では有意ではないも

のの LPS 群の⽅が⾯積が⼤きい傾向がみられた。これらのことから、LPS 投与

により、疾病⾏動およびうつ様⾏動が誘発され、炎症性うつ病モデルラットの作

製に成功したと考えられる。またミクログリア活性の評価から、LPS 投与から

24時間後のミクログリア活性は脳領域特異的に⽣じることが⽰された。 

 ⾏動テストの結果より、炎症性うつ病モデルラットの作製に成功したと考えら

れる。先⾏研究では、疾病⾏動は、LPS 投与から２〜6 時間頃をピークに誘発さ

れ、摂⾷量、飲⽔量、体重、活動量が減少することが報告されている（Dantzer 

et al.,2008, Henry et al.,2008, Ssngeeta et al.,2011）。また LPS 投与から 24時間

後にはうつ様⾏動が誘発されることが報告されている（Dantzer et al.,2008，

Fernois et al.,2007）。本実験では、LPS 投与から 4時間後に摂⾷量、飲⽔量、体

重、活動量がコントロール群と⽐較して有意に減少していることから、LPS 投与

による疾病⾏動が再現されたと考えられる。うつ様⾏動においても、強制⽔泳試

験における不動時間は、LPS群の⽅が、コントロール群よりも有意に⻑くなって

おり、LPS 投与後の強制⽔泳試験の不動時間を⽐較した先⾏研究（Zhang et 

al.,2019，Bruna et al.,2013）と同様であった。これらのことから、LPS 投与によ

り、炎症誘発性のうつ病モデルラットの作製に成功したと考えられる。 

 ミクログリア活性の評価より、ミクログリア活性の定量化が可能となった。ま

た LPS 誘発性のミクログリア活性は、脳領域特異的に誘発されることが⽰唆さ
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れた。本実験では、LPS 投与から 24時間後のミクログリアは、PVN と Hipp に

おいて、⾯積が拡⼤することが⽰された。また DRN では、統計的有意⽔準には

達しないものの、LPS群の⽅が、コントロール群に⽐べ、ミクログリア⾯積が⼤

きい傾向がみられた。Norden et al.（2015）は、LPS 投与から 24 時間後の前頭

前野と海⾺では、⼀定範囲内のミクログリア⾯積に差があることを報告しており、

Yang et al.（2013）は、22 の脳の核/領域における LPS 投与後のミクログリアの

密度と⾯積を掲⽰的に⽐較した研究において、LPS 投与後の Iba-1陽性ミクログ

リア密度および⾯積は、脳領域や時間経過により異なることを⽰している。これ

らの先⾏研究は、本実験において、ミクログリア活性が脳領域特異的に誘発され

ることを⽀持している。これらのことから、本実験において、LPS 投与による炎

症性うつ病モデルが再現と、ミクログリア活性の定量化が可能となったと考えら

れる。また LPS 誘発性のミクログリア活性は、脳領域特異的に誘発されること

が⽰唆された。  
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３.２ 実験２：急性運動が LPS誘発性うつ様⾏動およびミクログリア活性に及 

   ぼす影響 

 

３.２.１ ⽬的 

 実験２では、LPS 投与後の急性運動が、炎症性うつ様⾏動に対して抗うつ効果

およびミクログリア活性の抑制効果を⽰すのか検討することを⽬的とした。この

⽬的を達成するために、実験 1 で確⽴した⼿法を⽤いて、炎症性うつ病モデルラ

ットを作製し、異なる強度での 30 分間の急性トレッドミル⾛後のうつ様⾏動と

ミクログリア活性を評価した。運動条件は、コントロール群；saline 投与＋⾮運

動（0m/min）、LPS＋⾮運動、LPS 投与＋低強度運動（15m/min）、LPS＋⾼

強度運動（25m /min）の４条件とした。 

 

３.２.２ ⽅法 

（１）被験動物および飼育環境 

 被験動物として、Wistar 系雄性ラット（実験開始時 7 週齢）を 35 匹⽤いた。

ラットは動物飼育施設において 12 時間ごとの明暗サイクル（明期 4:00 から

16:00）、室温 22℃±2、湿度 50±10％の条件下で飼育し、⽔と餌は⾃由摂取と

した。また、ラットを実験者に慣らすために、1 ⽇数分間のハンドリングを 3 ⽇

間程度⾏なった。ラットは、１ケージに 2〜３匹ずつ集団飼育し、⾏動テストお

よび脳サンプル採取の前⽇に仕切りを⽤いて個別飼育とし、コントロール群には、

⽣理⾷塩⽔=saline,１ml /kg を腹腔投与し、LPS群には、LPS を 0.83mg /ml /kg

を腹腔投与した。 

 

（２）⾏動テスト 

 saline/LPS 投与 24 時間後のうつ様⾏動を強制⽔泳試験を⽤いて評価した．⼿

順は実験１と同様とした。 
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（３）ミクログリア活性の評価 

 ミクログリア活性の評価は、⾏動テストを⾏ってから⼀週間以上経過後、

saline/LPS 投与 24 時間後に脳摘出を⾏い、ミクログリアの形態変化を定量化し

た。 

 

（４）運動条件 

 本実験では、異なる運動条件で、30 分間の急性トレッドミル⾛を、ラットの

活動期である暗期（17:00 以降）に⾏った。運動強度は、トレッドミルに置くだ

けの⾮運動（0m/min；コントロール）、低強度運動（15m/min）、⾼強度運動

（25m /min）の３条件とした。saline/LPS 投与 2 時間後に、各運動強度での急

性トレッドミル⾛を⾏った。運動強度については、ラットの乳酸性作業閾値

（ Lactate threshold：LT） が お よ そ 20m /min で あ る こ とから（ Saito et 

al.,2004）、LT 以下と LT 以上の運動強度として設定した。運動条件は、saline

＋⾮運動群、LPS＋⾮運動群、LPS＋低強度運動群、LPS＋⾼強度運動群の 4 群

とした。 

 

（５）統計解析 

 全ての結果は、平均値±標準誤差で⽰した。⾏動テストの統計解析は、対応の

ない t 検定で⾏った。ミクログリア活性の統計解析は、運動条件を要因とした⼀

要因分散分析で⾏った．統計的有意⽔準は、全て 5％未満とした。 
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３.２.３ 結果 

（１）⾏動テスト 

 ⾏動テストの結果より、LPS＋⾮運動群の不動時間は、saline＋⾮運動群およ

び LPS＋低強度運動群よりも⻑かった。また、LPS＋⾼強度運動群の不動時間は、

LPS＋低強度運動群よりも⻑かった（図７）。に強制⽔泳試験の結果を⽰した。

⼀元配置分散分析の結果、F（3，19）＝8.808，p＜.001 となり、運動条件の主

効果が認められた。Tukey HSD 法による多重⽐較の結果、LPS＋低強度運動群

は、LPS＋⾮運動群に対し、有意に不動時間が短いことが認められた（p

＜.001）。また LPS＋⾮運動群は saline＋⾮運動群に対し、不動時間が有意に⻑

く（p＝0.45）、LPS＋⾼強度運動群は、LPS＋低強度運動群に対し、有意に不

動時間が⻑いことが認められた（p＝.013）。  
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図 7：LPS 投与後の異なる運動強度での 30 分間のトレッドミル⾛がうつ様⾏動

に及ぼす影響 

 SAL；saline＋⾮運動群、LPS；LPS＋⾮運動群 

 LPS＋Low Ex；LPS＋低強度運動群、LPS＋High Ex；LPS＋⾼強度運動群 

 Mean±S，＊p＜0.05、＊＊p<0.01 
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（２）ミクログリア活性 

 ミクログリア活性の評価より、評価した全ての脳領域で、他の３条件に⽐べ、

LPS＋⾮運動群の⽅がミクログリア⾯積が⼤きかった。また LPS＋低強度運動群

は、PVN では LPS ⾼強度運動群と⽐べ、ミクログリア⾯積が⼤きかったが、

Hipp では⼩さく、Amと DRN では⼤きな差はみられなかった（図 8）。⼀元配

置分散分析の結果、PVN では、F（3，21）＝3.211，p＜.048 となり、運動条件

の主効果が認められた。Tukey HSD 法による多重⽐較の結果、LPS＋⾮運動群

は、saline＋⾮運動群に対し、有意にミクログリア⾯積が⼤きいことが認められ

た（p＝.032）。Hipp では、F（3，21）＝4.677，p＜.014 となり、運動条件の

主効果が認められた。Tukey HSD 法による多重⽐較の結果、LPS＋低強度運動

群は、LPS＋⾮運動群に対し、有意にミクログリア⾯積が⼩さく（p＝.045）、

LPS＋⾮運動群は、saline＋⾮運動群に対し、有意にミクログリア⾯積が⼤きい

ことが認められた（p＝.019）。Amでは、F（3，21）＝.430，p＜.734 となり、

運動条件の主効果は認められなかった。DRN では、F（3，21）＝4.270，p

＜.019 となり、運動条件の主効果が認められた。Tukey HSD 法による多重⽐較

の結果、LPS＋⾮運動群は、saline＋⾮運動群に対し、有意にミクログリア⾯積

が⼤きいことが認められた（p＝.023）。また LPS＋低強度運動群と LPS＋⾼強

度運動群は、LPS＋⾮運動群に対し、ミクログリア⾯積が⼩さい傾向がみられた

（LPS＋低強度運動群；p＝.082，LPS＋⾼強度運動群；p=.060）。 
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図 8：LPS 投与後の異なる運動強度での 30 分間のトレッドミル⾛がミクログリ

ア⾯積に及ぼす影響  

 SAL；saline＋⾮運動群、LPS；LPS ＋⾮運動群 

 LPS＋Low Ex；LPS＋低強度運動群、LPS＋High Ex；LPS＋⾼強度運動群 

 Mean±S，＊p＜0.05  
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３.２.４ 考察 

 実験 2 では、LPS誘発性の炎症性うつ様⾏動に対する運動の抗うつ効果とミク

ログリア活性に対する抑制効果を、異なる運動強度を⽤いて検討した。強制⽔泳

試験の結果より、実験１と同様に、saline＋⾮運動群に⽐べ、LPS＋⾮運動群の

不動時間は有意に⻑かった。また、LPS＋低強度運動群は、LPS＋⾮運動群およ

び LPS＋⾼強度運動群に⽐べ、有意に不動時間が短かった。ミクログリア活性の

評価では、Hipp において、LPS＋低強度運動群は、LPS＋⾮運動群に⽐べ、有

意にミクログリア⾯積が⼩さかった。 

 強制⽔泳試験の結果より、LPS 投与により、saline＋⾮運動群に⽐べ LPS＋⾮

運動群の不動時間は有意に⻑いことが⽰された。このことは、先⾏研究

（Dantzer et al.,2008，Fernois et al.,2007）および実験 1 と同様の結果を⽰して

おり、本実験において LPS 誘発性のうつ様⾏動は再現されていると考えられる。 

また、LPS＋低強度運動群は、LPS＋⾮運動群および LPS＋⾼強度運動群に⽐べ、

有意に不動時間が短かった。このことは、急性低強度運動は LPS 誘発性の炎症

性うつ様⾏動に対して、抗うつ効果をもたらすことを⽰している。 

 ミクログリア活性の評価では、Hipp において、LPS＋低強度運動群では、

LPS＋⾮運動群に⽐べ、ミクログリア活性が抑制されていることから、低強度運

動による LPS 誘発性のうつ様⾏動に対する抗うつ効果は、Hipp のミクログリア

活性の抑制と関連している可能性があると考えられる。海⾺は、⾎中のグルココ

ルチコイドの増加により負のフィードバックにより HPA 軸に作⽤し、ストレス

反応を調節する機能を持つ。本実験においては、海⾺のミクログリア活性が抑制

されており、海⾺の負のフィードバック機構の低下を抑制したことが、うつ様⾏

動の改善に繋がった可能性がある。また海⾺⻭状回は、成体脳においても神経新

⽣が⽣じ、その神経新⽣の阻害とうつ病との関連が報告されている脳部位である

（Jacobs et al.,2000,Elizabeth et al.,2017, Hung et al., 2020）。活性化ミクログリ

アは、海⾺⻭状回の新⽣ニューロンの⽣存率を低下させることが報告されており

（Monje et al.,2003）、低強度運動によるミクログリア活性の抑制は、⻑期的に

みれば海⾺⻭状回における新⽣神経細胞の⽣存率を⾼め、うつ病発症の予防につ
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ながる可能性があると考えられる。また、本実験では、DRN において、低強度

運動および⾼強度運動ともにミクログリア活性を抑制する傾向がみられた。

DRN は、5-HT（5-hydrohytryotamine：セロトニン）神経系の起始核であり、

急性低強度運動により 5-HT神経活動が⾼まり、うつ様⾏動が抑制されることが

報告されている（Morikawa et al.,2021）。このことから、本実験では、DRN に

おけるミクログリア活性の抑制により、5-HT 神経活動が保たれ、抗うつ効果を

⽰す可能性があることを⽰唆していると考えられる。また、DRN においては、

⾼強度運動でもミクログリア活性は抑制されている傾向がみられているが、⾏動

テストでは抑制されていない。Morikawa et al.（2021）は、ラット対して異なる

運動強度での急性トレッドミル運動を⽤いた実験において、30 分間の低強度急

性トレッドミル⾛が、うつ様⾏動を減少させる⼀⽅で、⾼強度トレッドミル⾛は、

うつ様⾏動の減少させないことを報告している。これらのことから、運動のミク

ログリア活性に対する抑制効果は、運動強度依存的、脳領域特異的に作⽤してい

ると考えられる。 

 本実験においては、ミクログリア活性の定量化の⽅法として、ミクログリア⼀

個あたりの⾯積を⽤いたが、ミクログリア活性は、炎症促進的に作⽤する M1タ

イプと抗炎症的に作⽤する M2 タイプに⼤別されることが報告されており

（Cherry et al .,2014）、ミクログリア⾯積の拡⼤のみでは M1/M2タイプの区別

することはできていない。今後の課題として、M1/M2 特異的マーカーを⽤いて、

いずれのタイプのミクログリア活性の誘発および抑制が⽣じているのかを検討す

る必要がある。 
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