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要 旨

ス トレスに よ り摂食 抑制が生 じるこ とはよ く知 られ ている。 ス トレス性 の摂食抑制

には、視床下部・下垂体・副 腎皮 質軸(且PA軸)の 活性化や視床 下部 コル チコ トロ ピン

放 出因子(CRF)ニ ュー ロンの賦活 が関与 してい ることが示唆 されてい る。HPA軸 は

神 経内分泌系のひ とつで あ り、 またCRFニ ュ0ロ ンはHPA軸 の惹起 に加 え 自律神経

系や情動反応 を調節 してお り、いずれ も生体 にお ける主要 なス トレス反応系 である。

これ までい くつ かの研 究か ら、運 動 によ り摂食抑制 が生 じるこ とが報告 され てい る。

強制運動や高強度 の運動では 且PA軸 やCRF=一 ユー ロンの活性化が 引き起 こ され る こ

とが知 られ てい ることか ら、ス トレス性の摂食抑制が生 じてい る と考 え られ る。 しか

し一方 で、 自発運動 では、強制運 動でみ られ るよ うなス トレス反応系 の応答 はほ とん

ど生 じていないに もかかわ らず 、摂食 抑制が生 じるこ とが報告 され ている。 この こと

は、 自発運動 に よる摂食抑制 のメカニズム は、必ず しもス トレス性 の摂食抑制 とは一

致 しない可能性 を示唆す る。 そ こで本研 究では、 自発 運動 による摂食行動へ の影響 が

ス トレス性 の摂食抑制 と異 な るか ど うか を明 らか にす るこ とを 目的 とし、 自発運動 と

ス トレス負荷 に よる摂食行動 、ス トレス関連行動、お よび摂食 関連脳部位 の神経活動

の変化 について比較検討 した。

実験 には、Wistar系 雄 ラ ッ トを用い 、通常飼育群(コ ン トロール群)、 自発運動群(ラ

ンニ ングホイール への 自由ア クセス)、 ス トレス群(拘 束ス トレス:2時 間/日)の3

群 に分 け4週 間飼育 し、摂食量 の経 時的変化 、ス トレス 関連行動お よび摂食 関連脳 部

位 の神 経活動 につ いて比較検討 した。 ス トレス関連行動 は高架 式十字迷路 テス ト(不

安様行 動評価テ ス ト)を 用 いて評価 し、脳 内神 経活動 にっ いては免疫組織化 学的方法

に よ り同定 した(実 験1)。 また、実験1の 結果 が短期 間の飼 育条件で もみ られ るか ど

うかを確認す るために、飼 育期 間 を1週 間 と して同様 の実験方法 によ り検 討 した(実

験2)。 さらに、CRF受 容体 阻害薬 の脳 室内慢性 投与が 自発 運動 による摂食 行動に影 響

す るか ど うかにっいて行動薬理 学的観 点か ら検討 した(実 験3)。

実験 の結果 、 自発運動群 、ス トレス群 ともに飼 育 開始1週 目か ら摂食抑 制がみ とめ

られた(実 験1,2)。 しか し、ス トレス群 ではその後 も摂食 量が抑制 されたままであっ

たに もかかわ らず 、自発運動群 では飼育3週 目か ら摂食量 は回復す る傾 向にあった(実

験1)。 ス トレス関連行動 につ いては、 自発運動群 で低 下 あるいはス トレス群 で増加 す



る傾 向がみ とめ られた。 また神経 活動 につ いては、 ス トレス反応 お よび情動反応 と関

連す る摂食 関連脳 部位(視 床 下部室傍核 、扁桃 体)の 神経活動 に 自発運動群 とス トレ

ス群 の間 に差 がみ られた。興 味深 い こ とに、末梢 の栄養状態 を脳 に伝 える脳部位(視

床 下部 弓状核)に も自発運動群 とス トレス群 に差異がみ とめ られた(実 験1,2)。 さ ら

に行動薬理 学的実験か ら、CRF受 容体 阻害薬の脳 室内慢性 投与 は自発運動 による摂食

抑制 を阻害 しなかった(実 験3)。

これ らの結果 か ら、 自発運動 は、ス トレス負 荷 と同様 に摂食 抑制 を引き起 こす が、

摂食 量の経時 的変化 、ス トレス関連行動 、摂食 関連脳 部位 の神経 活動 はス トレス負 荷

に よる反応 と異 な ることが示 唆 された。また、 自発運動 による摂食抑制 にはCRF神 経

系の関与 は少 な く、ス トレス性 の摂 食抑制 メカニズ ムを介 してい ない可能性 が示唆 さ

れ た。 以上 の ことか ら、 自発運動 は一過性 に摂 食抑制 を引き起 こすが 、その摂食 抑制

はス トレス性 の もの とは異な るもの と考 え られ る。
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第1章 緒言

摂食行動 は、生体内のエネルギ0状 態の変化によって決定 され ることは よく知 られている。

生体における主なエネル ギー源はグル コースや遊離脂肪酸であるが、血液中の これ らの変化に

応 じて摂食行動が調節 されてい る。さらに長期的には、体 内に貯蔵 され ている脂肪組織か らの

情報(例 えばレプチン)に よって も影響 を受けている。通常、摂食量はこれ らのシグナル をもと

に消費エネルギ0と 摂取エネルギ0が 等 しくなるよ うに調節 されてお り、その調節には視床下

部が重要な役割 を果たしている。

視 床下部 に よる摂食行動 の調節 におい て、特に重要 な脳 部位 は視床 下部外側 野(lateral

hypothalamus:LH)と 視床下部腹 内側核(ventromedialhypothalamus:VMH)で ある。LHの

損傷は深刻 な摂食量の低下を引き起こす ことから摂食行動の促進に重要な脳部位 である。一方、

VMHの 損傷は過食 と肥満 を引き起 こす ことか ら満腹中枢 ともいわれ、摂食行動の抑制 に重要

な脳部位である。 これ らのL且 、VM且 は血中の遊離脂肪酸やグル コースの状態を感受 し、摂

食行動に対 して拮抗的に作用す ることによ りエネル ギーバ ランスを調節 している(Anandand

Brobeck,1951;Belletal.,2007)。 また、 これ らの脳部位へは視床下部弓状核(hypothalamic

arcuatenucleus:Arc)か ら内的エネルギー状態 に関す る情報が送 られてお り、脂肪組織 か ら分

泌 され るレプチ ン、すい臓か ら分泌 され るインス リン、胃か ら分泌 され るグ レリンなど、末梢

の栄養状態に関わるホルモンを受容 して、その情報をL且 お よびVMHに 伝 えている。このよ

うにLHお よびVMHは 、エネル ギー状態の恒常性が維持 され るよ う摂食行動を調節する基盤

となる脳部位 であるとい える。

摂食調節に影響を及ぼす要因 として、エネル ギ0バ ランスの維持以外の ものも明 らか となっ

てきている。例 えば、ス トレスを感 じると食欲の低下あるいは過剰充進が生 じることがある。

このス トレス性の摂食行動の変化 には、ス トレス応答において重要 な脳部位 である視床下部室

傍核や、情動や恐怖反応において重要 な脳部位である扁桃体 の関与が示唆 されている(Smagin

etal.,1999;Jochmanetal.,2005)。 また、何 を食べるかによって も摂食行動 は変化 し、嗜

好性の高い食物 は摂食行動を促進す ることが知 られてい る。これは様々な行動に対す る動機づ

けお よび快 の感覚 において重要な腹側被蓋野の ドーパ ミン神経活動の充進に よるものである

ことが示唆 され ている(Avenaetal.,2008;Kudoetal.,2012;CiccocioPPoetal.,2003)。

さらに、摂食障害、例 えば神経性大食症や神経性無食欲症を示す患者では、食欲 に異常が生 じ

てお り、これ らの患者ではセ ロ トニンレベル の長期的な低下が生 じていることが報告 されてい

る(Kayeetal.,2005;Kayeetal.,2008)。 セ ロ トニンは気分の調節や免疫系の反応 を変化 さ
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せ 、摂食 行動 に影 響す る もの と考 え られ てい る(Kopfetal.,2011)。 これ らの こ とか ら、摂 食

行 動 は 内的 なエネ ル ギー状 態 の変化 だ けで な く、情 動性 の変 化や 嗜癖 な どに よって も影 響 を受

け るこ とが 考 え られ る。

この よ うに、摂食 行動 は複 雑 な メカ ニズ ム に よ り制 御 され てい るが、摂 食行 動 の調節 は肥 満

解 消や ダイ エ ッ トに密 接 に 関わ り、社 会 的 に も注 目を浴び て い る。近年 、肥満 の予 防 ・改 善や

体 重管理 に、運動 が身近 で効 果 的な方 法 と して用 い られ てい る。一 般 的 に、運動 はエ ネル ギー

消費 量 を増加 させ る こ とに よ り体 重 の減少 を引 き起 こす と考 え られ て い る。 しか し、運動 に よ

る体 重減 少 お よび 肥満 予 防 へ の効 果 はエ ネル ギー 消 費量 の増 大 のみ に よ る もので は ない こ と

をEbalら(2006)は 指摘 した。彼 らは 、 ラ ッ トに低強 度 の運動 を課 す と主 に体脂 肪率 の低 下 に

よ る体 重減 少 がみ られ たが 、この体 重減少 は運動 によ るカ ロ リー 消費 量 の増 加 で計算 上期 待 さ

れ る体 重減 少量 よ りも遥 か に大 き か った。運動 を課 した群 にお い て、コン トロール群 よ りも摂

食 量 が11%低 下 してお り、大 幅 なカ ロ リー摂 取量 の減少 が生 じてい た ことを示 した。この こと

か ら彼 らは、運 動 に よ る体 重減 少 は、摂 食 量 の低 下 に よ る ところが大 きい こ とを示 唆 した。す

な わち 、運動 はエネル ギー代 謝 だ けで な く摂食 行 動 自体 に も影 響す る もの と考 え られ る。 しか

し、運動 が摂食 行 動 に与 え る影 響 につ い ては 、未 だ不 明な 点が多 い。 これ ま で運動 と摂 食 量の

関係 に焦 点 を 当てた研 究 は少 ない が 、運 動 がス トレス応答 を引 き起 こ し、ス トレス性 の摂食 抑

制 を生 じて い る可能性 が示 唆 され てい る(Zhaoetal.,2011)。

これ ま で 多 くの 先行 研 究 か らス トレス 負荷 が摂 食 量 を低 下 させ る こ とが知 られ てお り

(Chibaetal.,2012)、 この ス トレス性 の摂 食 抑制 の メカ ニズ ム として 、大 き く内分泌 系 と神 経

系 の機 構 の関与 が示 唆 され てい る。

内分 泌 系 と して は 、 ス トレス応 答 に お い て 中 心 的 な働 き をす る視 床 下部 一下 垂 体一副 腎軸

(hypothalamic-pitutary-adrenalaxis;且PA軸)の 活 動 が ス トレス性 の摂 食 抑制 にお い て重要

な役割 を担 うことが明 らか に なって き てい る。且PA軸 とは 、ス トレス刺 激 に よっ てPVNの コ

ル チ コ トロピ ン放 出因 子(corticotropin・releasingfactor:CRF)神 経 活動 が充 進 され 、血 中へ放

出 され たCRFが 下垂体 にお い て副 腎皮 質刺 激 ホル モ ン(adrenocorticotropichormone:ACTH)

の血流 へ の分泌 を促 進 し、ACTHを 受容 す る副 腎 におい て グル コ コル チ コイ ドの分泌 が促 進 さ

れ るス トレス反 応 系で あ る(Dallmanetal.,1994;且ermanetal.,1997)。CRFやACTHが

ス トレス性 の摂 食抑 制 に 関与す る こ とが多 くの先行研 究 に よ り示 唆 され てい る(且ottaetal.,

1991;Richardetal.,2002;Krahnetal.,1986;Ferrarietal.,1992)。 ま た、 グル ココル チ

コイ ドには摂 食促 進効 果(Tatarannietal.,1996;UchoaetaL,2010)と 摂食 抑制 効果(Won

Jahngetal.,2008)両 方 の報 告 がな され てい る。 これ らの こ とか ら、ス トレス性 の摂食 行動 の
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調 節 に対 してHPA軸 の活 動 が重 要 であ り、CRFやACT且 、 グル コ コル チ コイ ドが直接 的 ・

間接 的 に摂 食調 節 を 司 る脳部 位 に作 用 して ス トレス性 の摂 食抑 制 に 関わ る と考 え られ る。

ま た 、神 経 系 に よるス トレス性 の摂 食調 節 の メカ ニズ ム として は、CRF神 経 の 関与 が よ く

知 られ てい る(Hottaetal.,1991;Richardetal.,2002;Krahnetal.,1986;Slnaginetal.,

1999;OhataandShibasaki,2011;Sekinoetal.,2004)。CRFは 且PA軸 反応 の引 き金 と し

て働 くだけ でな く、神 経伝 達 物質 として脳 内の広 範 囲に存 在す る受 容体 に作 用 し、様 々な ス ト

レス反 応 を調節 して い る。 摂食 との関連 では 、PVNの オ キ シ トシ ン神経 やL且 のオ レキシ ン

神 経 といっ た摂 食 調節 に重 要 な神 経 にCRF受 容 体 が発 現 して お り、ス トレス性 の摂食 抑制 と

の 関連 が示唆 され て い る(Olsonetal.,1991;小 澤 、2008)。 ま た、扁 桃 体 に存在 す るCRF受

容 体 もス トレス性 の摂 食 抑制 にお いて 重要 な役 割 を担 うと考 え られ てい る(Jochmanetal.,

2005;Ciccocioppoetal.,2003)0

実際 、強制 運動 や 高強 度運動 は他 のス トレス刺激 と同様 に 且PA軸 お よびCRF神 経 を活性

化す る こ とが知 られ てお り(Contartezeetal.,2007)、 先 述 の よ うに 、 これ らが運動 に よる摂

食抑 制 に関 与 してい る可 能性 が考 え られ る。 しか しなが ら、運 動 に よる 且PA軸 やCRF神 経

の活 性 化 は、運 動 の タイ プ(強 制 ・自発)、強度 、時 間 に依 存 して異 な る こ とも示唆 され て い る。

運 動 の タイ プ に関 して 、Yanagitaら(2007)は 、 ラ ッ トの実 験 で1時 間の 自発運 動 お よび強制

運 動 に よるPVNCRF神 経 の活動 につ い て検討 し、 同一 の運 動 量(走 行 距離)に おい て も強制運

動 の ほ うが 自発 運動 よ りもCRF神 経 の活 動 が高 く、 自発運 動 のCRF神 経 活動 には運 動 を し

ない コン トロ0ル 群 との違 い はみ られ なか った こ とを報告 してい る。 ま たSoyaら(2007)は ラ

ッ トの トレ ッ ドミル 走 にお い て、運 動強 度 が乳 酸性 作業 閾値(約20m/minの 走行 速度)を こえ

る と血 しょ う中 のACTI{が 上 昇す る こ とを 明 らかに して い る。 ま た、Kawaguchiら(2005)は

ラ ッ トを ランニ ン グホイール で 自由 に走行 で き る状 況 で飼 育 し、自発 運動 に よっ て も摂食 抑 制

が生 じる こ とを報告 した。 これ らの こ とか ら、強制運 動 や高 強度 運動 で は 且PA軸 の活 性化 や

CRF神 経 活動 の充進 が摂 食抑 制 に 関与 して い る可能性 が考 え られ るが 、 自発 運動 にお い ては

これ らのス トレス反 応 系 の関与 は小 さい と考 え られ る。す な わ ち、自発 運 動 に よる摂 食 抑制 の

メ カニ ズ ムは必 ず しもス トレス性 の摂食 抑 制 メカ ニ ズム とは一 致 しな い可 能性 が考 え られ る。

そ こで本研 究 では 、自発 運動 に よる摂 食行 動 へ の影響 が ス トレス負 荷 に よ りみ られ る摂食 抑

制 と異 な るか ど うか を明 らか にす るた めに、摂 食 量、ス トレス関連行 動 、脳 内神経 活動 の観 点

か ら比較 検討 す るこ と とした。
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第2章 研究の背景

第1節 摂食調節に関与す る神経機構

摂 食行 動 は、内的 なエネ ル ギー状 態 の変化 に基 づい て決 定 され て お り、我 々 がエネ ル ギー源

とす る グル コー スや遊 離脂 肪酸 の血液 中で の変化 が 引 き金 とな り摂食 行 動 が調 節 され て い る。

さ らに長 期 的 には 、体 内に貯 蔵 され てい る脂肪 か らの情報 に よって も影 響 を受 けて い る。通常 、

これ らの シ グナ ル を も とに消費 エネル ギー と摂 取エネ ル ギー が等 し くな る よ うに摂食 量 は調

節 され てお り、 これ には視床 下部 外側 野(lateralhypothalamus:L且)、 視床 下部 腹 内側 核

(ventromedialhypothalamus:VMH)が 重要 な役 割 を担 う。 また 、 これ らの脳 部位 へ は視 床 下

部 弓状核(hypothalamicarcuatenucleus:Arc)か ら内的 エネ ル ギ0状 態 に関す る情 報 が送 ら

れ てお り、Arcは 末梢 の栄養 状態 に関 わ るホル モ ンを受容 して、そ の情報 を視床 下部外側 野 お

よび腹 内側 核 に伝 え てい る。 この よ うに視 床 下部 外側 野お よび 腹 内側 核 は 、エ ネル ギー 状態 の

恒 常性 が維 持 され るよ う摂食 行 動 を調節 す る基盤 とな る脳 部位 であ る とい える。

摂食 行動 に影 響 を与 え る要 因 と して 、エネ ル ギー バ ラ ンスの調整 以 外 の もの も明 らか にな っ

て きて い る。 例 えば、 ス トレス を感 じる と食 欲 の低 下 あ るい は過剰 充進 が 生 じる こ とが あ る。

このス トレス性 の摂 食行 動 の変 化 には 、ス トレス応 答 にお いて重 要 な脳 部位 で あ る視床 下部 室

傍 核(paraventricularnucleus:PVN)や 、情 動や 恐怖反 応 にお い て重要 な脳 部位 で あ る扁 桃体

の 関与 が示 唆 され て い る(Smagineta1.,1999;Jochmanetal.,2005;Cottoneetal.,2009)。

ま た、何 を食 べ るかに よっ て も摂 食行 動 は変 化 し、嗜好性 の高 い食物 は摂 食行 動 を促進 す るこ

とが知 られ てい る。これ は様 々 な行 動 に対す る動機 づ けお よび快 の感 覚 にお いて 重要 な腹側 被

蓋野(ventraltegmentalarea:VTA)の ドー パ ミン神 経活 動 の充進 に よる もので あ るこ とが示 唆

され て い る(Avenaetal.,2008)。 さ らに 、摂食 障 害 、例 え ば神 経 性大食 症や 神経 性 無食欲 症

を示 す 患者 で は食 欲 に異 常 が生 じてお り、これ らの患者 で はセ ロ トニ ン レベル の長 期 的 な低 下

が 生 じてい る こ とが報 告 され てい る(Kayeetal.,2005;KayeetaL,2008)。 セ ロ トニ ン神経

は縫 線核 に密 集 して お り、気 分 の調 節や 免疫 系 の反応 を変化 させ 、摂 食 行動 に影響 す るもの と

考 え られて い る(Kopfetal.,2011)。 これ らの こ とか ら、摂 食行 動 は 内的 なエネル ギー状態 の

変化 だ け でな く、情動性 の変化 や嗜 癖 な どに よっ て も影 響 を受 け る ことが考 え られ る。 この節

では 、 これ らの摂 食 調節 に 関連す る神 経機 構 につ い て述べ る。
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視 床 下 部 外 側 野(lateralhypothalamus:LH)、 視 床 下 部 腹 内 側 核(ventromedial

hypothalamus=VMH)

通常の摂食行動は、内的なエネル ギー状態の変化 に影響を受ける。我々はグル コ0ス や脂肪

酸 をエネル ギー源 として活動す るが、これ らはグ リコーゲンおよび中性脂肪 として体 内に貯蔵

され る。エネルギー源が消費 され るエネル ギー量 と同じ割合 で使用 され るなら、生体は適切な

バ ランス状態にある。エネル ギー源の摂取 と貯蓄が一貫 して消費 を上回ると過剰 な体脂肪 が増

え続け、肥満に至 る。反対にエネルギー源の摂取が消費量に追いつかなければ、脂肪組織 は減

少 し、飢餓 の状態になる。生体がバ ランスを保っためには、エネル ギー源の貯蓄量 と供給量 に

基づいて摂食行動 を調節す る手段が不可欠である。視床下部は内的エネル ギー状態に従った摂

食調節 に関与することが知 られてお り、LHは 摂食 中枢 、VMHは 満腹中枢 として働 き、これ

らの脳部位 が摂食行動の制御 において中心的な働 きを持つ と考え られている。

LHお よびVM且 は、血 中のブ ドウ糖、インス リン、遊離脂肪酸を受容 してモニタリングす

るとともに(Tsunekieta1.,2010)、 末梢の内的エネルギー状態に関する情報 をArcか ら受け

取る。これ らの情報を受けてLHお よびVMHは エネル ギー状態の恒常性が維持 され るよ う摂

食行動を調節する。Arcは 、脂肪組織 か ら分泌 され るホルモ ンである レプチンや、血 中グルコ

ース濃度が上昇す るとすい臓か ら分泌 され るインス リン、胃に食物が無い状態の時に胃か ら分

泌 され るグレリンなど、末梢の栄養状態に関わるホルモンを受容 して、その情報 をLHよ び

VM且 に伝 える。

LHの 損傷は深刻 な摂食量の低 下を引き起 こし、反対に電気刺激 を与 える と満腹の状態であ

っても摂食行動がみ られ ることか ら、摂食行動の促進に重要な脳部位 である といわれ る。LH

はオ レキシンやMCH(メ ラニン凝集ホルモン:melanin-concentratinghormone)分 泌な どの

機構 を介 し、体内の様 々な器官に作用 して摂食 を促進する(vanDijketal.,2011)。LHの

MCH神 経 は脳 の広範囲に連絡 してお り、特にエネルギー状態 を大脳皮質に伝 える上で重要な

役割を担っていると考え られている。また、LHの オ レキシン神経 は摂食促進ペプチ ドとして

知 られてお り、摂食行動 を促進す る。

対照的に、VMHの 損傷は過食 と肥満 を引き起 こす ことか ら、摂食行動の抑制 に重要な脳部

位である。VMHに は脂肪組織か ら分泌 され るホルモンであるレプチ ン受容体が多 く発現 して

お り、 この レプチ ン受容体 を欠損 させ ると肥満 を生 じることが報告 されている。

この ように視床下部外側野及び腹内側核は摂食調節の中心的な役割 を担い、内的エネルギー

状態 をモニタ リングして摂食行動 を調節 してい る。
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視床 下部 弓状核(hypothalamicarcuatenucleus:Arc)

Arcは 、末梢のエネルギ0状 態に関す る情報 を受 け取 る脳部位 として知 られ る。Arcに は摂

食調節や基礎代謝に重要 なメラノコルチ ン系が存在す る(ManiamandMorris,2012)。 メラノ

コルチン4型 受容体(MC4受 容体)は視床下部、海馬、視床に発現 し、摂食行動の調節 に関与す

ることが知 られ る。MC4受 容体の活性化 によって摂食行動が抑制 され ることが知 られてお り、

特 にLH、PVNに 分布す るMC4受 容体 がこの摂食抑制に関与す ると考えられている。MC4

受容体 に対 して促進的に働 くのがproopiomelanocortin(POMC)の 分解産物であ り、Arcに 細

胞体が存在する αMSHで ある。また、MC4受 容体の内因性阻害物質 として知 られ るアグーチ

関連ペプチ ド(agouti-relatedprotein:AgRP)の 細胞体 もArcに 存在す る。末梢の脂肪細胞 から

分泌 される レプチ ンがArcに おいて受容 され ると、 αMSHの 前駆体であるPOMCの 合成が

促進 される一方でAgRPの 合成 が抑制 され 、食欲減少や代謝充進 に働 く。肥満者においては

AgRPの 過剰産生やAgRP、MC4受 容体お よびPOMCの 遺伝的異常が関与す る可能性がある

と考え られている(清水、2002)。

また、Arcに 存在す るニュmペ プチ ドY(NPY)神 経 の細胞体も摂食調節 において重要 な役

割 を担 う。空腹時にはNPYの 分泌 は増加 し、また、NPYの 脳室内投与は強い摂食充進 を引き

起 こす ことが知 られ る(河野、矢田、2007)。NPY神 経細胞は レプチ ン、 グレリン、イ ンス リ

ンなどの受容体を持 ち、これ らの摂食行動への影響 を介在すると考 えられている。空腹時に胃

か ら分泌 されるグレリンはNPY神 経活動 を充進 させ、摂食行動を促進 させ ると考え られ てい

る。また、脂肪細胞 から分泌 され、摂食抑制 に働 くレプチンの受容体が弓状核NPY神 経細胞

に豊富に発現 してお り、ArcのNPY神 経活動の抑制を介 して レプチンが摂食抑制 を引き起こ

す と考 えられてい る。NPY神 経はPOMC神 経細胞 に抑制性 の投射 を持 ち、POMC神 経細胞

の活動 を抑制す ることも知 られ る。

このよ うに、Arcに 存在す るαMSH、AgRP、NPYな どの神経細胞の活動は末梢か らのエ

ネルギ0バ ランスに関連す る情報を受け取 り、摂食調節に働 く。

視 床 下 部 室 傍 核(paraventricularnucleu.sofhypothalamus:PVN)

PVNは ス トレス応 答 にお い て重要 な役 割 を担 う脳 部位 で あ るが 、エ ネル ギー バ ラ ンスの調

節 のた めの摂食 調節 に も関与す る こ とが知 られ る。PVNは 、ArcのNPY、AgRP、 お よびPOMC

神 経 の投射 先 と して重 要 な部位 で あ る。PVNに はMC4受 容 体 が豊富 に発 現 してお り、PVN

で のMC4受 容体 発現 を低 下 させ る と肥 満 が生 じる こ とが報 告 され てい る(Balthasaretal.,

2005)0
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また 、PVNのCRF神 経 は 、全身 で の ス トレス応 答 を引 き起 こす視床 下部 一下垂体一副 腎軸

(hypothalamic・pitutary-adrenalaxis;HPA軸)の トリガー として働 き、ス トレス応 答 にお いて

重要 な役割 を担 うが 、PVNのCRF神 経 と摂 食行 動 との関連性 が 示唆 され てい る。例 えば、

PVNお よび その周辺 に存在 す るCRF2型 受容 体 の賦活 化 に よ り、摂 食抑 制 と体重 減少 が 生 じ

る ことが示 唆 され て い る(Smagineta1.,1999)。 一方 で、PVNのCRF神 経 活動 が トリガー

とな りHPA軸 を活性 化す る と、 グル ココル チ コイ ド(ヒ トで は コル チ ゾール 、 マ ウス ・ラッ

トでは コル チ コステ ロン)が 副 腎皮 質 か ら分 泌 され 、糖新 生 や脂肪 分解 が促 され る と ともに摂

食 行動 が促 進 され る とい う報告 もあ る(Gluck,2006;WolkowitzetaL,2001)。 また 、ラ ッ ト

に嗜 好性 の 高い餌 を与 え る と視床 下 部 にお け るCRFmRNAの 発 現 レベル が低 下す る こ とや 、

うっ の患者 にお いて過食 が脳 脊 髄液 中のCRFレ ベ ル を低 下 させ る こ と(Dallmanetal.,2003)

が示 唆 され てい る こ とか ら、 高嗜好 食 の摂 取 がPVNのCRF神 経 の活動 を抑 制 し、 ス トレス

を緩 和す る可 能性 が示 唆 され てい る。

扁 桃体

扁桃体は不安や恐怖な どの負の情動の発現に重要なの脳部位 であることが知 られ るが、扁桃

体が摂食行動にも関与す ることが明 らか となってきた。Jochmanら(2005)は 、 ラッ トの

扁桃体外側基底核(basolateralamygdala;BLA)にCRFを 局所注入す ると摂食量が低 下するこ

と、その摂食量変化 のパ ターンがス トレスを負荷 した場合 にみ られ る場合 と類似 していた こと、

及びBLAにCRF受 容体の阻害剤を注入す ることでス トレス負荷 をして も摂食量低下が生 じ

な くなったことから、BLAが ス トレス性の摂食抑制に関与 してい ると報告 した。

また、扁桃体の亜核であ り、不安や恐怖 、嫌悪 といった負の情動 の生成に関わることが知 ら

れ る分界条床核 にCRFを 投与す ると摂食抑制が生 じることが報告 されてい る(Ciccocioppoet

al.,2003)。 分界条床核は快の感覚や動機iづけに関わるVTAにGABA性 の神経投射 を持っ。

分界上床核の神経活動が充進す るとVTAの 活動が抑制 され ること(Kudoetal.,2012)か ら、

摂食行動 に対す る動機づ けに対す る情動性の影響 を介在す る役割 を持つ可能性が考え られて

いる。また、扁桃体は嗜好性 に関わる摂食行動において も重要な役割を担 うことが報告 されて

お り、部分的に味覚情報が扁桃体に送 られ快 ・不快についての価値判断が行 われ ると考え られ

てい る(Olsen,2011)。 これ らのことか ら、摂食行動の調節系 として扁桃体 が大きな役割 を果

たす ことがわかってきてい る。

腹側被蓋野
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腹側被蓋野は行動に対す る動機づけや報酬、快の感覚の発現な どにおいて重要な役割 を担 う

脳部位 として知 られ る(Avenaetal.,2009)。 摂食 に影響す る要因の一つに、嗜好性、つま り

飲食物摂取に伴 う快感 がある。このよ うな食物に対す る嗜好性 とそれに関わる摂取行動は、腹

側被蓋野 ド0パ ミン神経系を中心に構成 され る脳内報酬系の神経活動 によって生 じると考 え

られている(山 本 、2006)。 すなわち、腹側被蓋野 ドーパ ミン神経の活動により快の感覚が生

じ、嗜好性 に基づいた摂食 が促進 され ることが示唆 されている(Avenaeta1.,2008;Berridge,

1996)。 腹側被i蓋野の ド0パ ミン神経は主に側坐核に投射す る。側坐核 からは主に腹側淡蒼球

への投射経路が存在 し、腹側淡蒼球を介 して腹側被蓋野の ド0パ ミン神経活動は摂食 中枢 とし

て知 られる視床下部外側野を活性化 させ ると考え られている。視床下部外側野の活動 が充進す

る とオ レキシンが産生 され、脳内に広 く作用 して覚醒 、摂食、消化管機能な どが促進 される

(Furudonoetal.,2005;Kobashietal.,2002)。 神経性拒食症 の患者では、腹側被蓋野 ド0

パ ミン神経系に異常が生 じてい ることが示 されてい る。長期に渡って過食 を経験 したラッ トで

は、嗜好性 の高い食べ物を摂食 している とき以外 の側坐核 ド0パ ミン レベルが過食 を経験 して

いないラッ トよりも低下 していることが報告 されてお り、ドーパ ミン レベルの低下が過食を促

している可能性 が指摘 されている(Geigeretal.,2009)。

側 坐核

側坐核は腹側被蓋野 とともに快の感覚や動機づけを司る脳 内報酬系を構成す る脳部位 であ

り、腹側被蓋野か らドーパ ミン神経 の投射 を受 ける。また、味覚情報お よび嗅覚や 口腔感覚 と

いった摂食時の感覚の統合 において重要な役割 を担 う大脳の島皮質や眼窩前頭皮質か らの神

経投射 も確認 されてお り、摂食行動における快の感覚や報酬価値 に基づいた摂食促進に関与す

る可能性が示唆 されてい る(Saperetal.,2002)。

縫線 核

縫線核にはセ ロ トニン神経 の細胞体が多 く存在 し、気分や覚醒の調節 に関わることが知 られ

てい る。摂食障害、例えば神経性大食症および神経性無食欲症 を呈す る患者 には食欲 の異常が

生 じてい るが、神経性大食症お よび神経 性無食欲症のどち らにおいて も脳脊髄液 中の5・HIAA

濃度の低下がみ られ ることが報告 されてい る(Kayeetal.,2005;Kayeetal.,2008)。5-HIAA

はセ ロ トニンの要代謝産物であ り、セ ロ トニンレベル の長期的な低 下が摂食行動に影響を及ぼ

す ことが示唆 されている。

また、縫線核は免疫反応 の調節 にも関与 してお り、初期 の免疫反応 として生 じる摂食抑制に
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縫線核セ ロ トニン神経が重要であることが示唆 されている。Kopfら(2011)は 、細胞毒素で

ある リポポ リサ ッカ ロイ ド(LPS)の 投与によって生 じる摂食量の低下に縫線核 の神経活動が

重要であることを報告 した。

また、縫線核セ ロ トニン神経には レプチン受容体が多 く発現 してお り、この レプチン受容体

と縫線核セロ トニン神経特異的に欠損 させた動物では摂食行動の充進や肥満を呈す ることが

示 されてお り、縫線核セ ロ トニン神経が摂食抑制に働 くことが示唆れている(Yadavetal.,

2009)a

第2節 ス トレス によ る摂食 へ の影 響

第1節 では、エネルギーバランスの調節の調節以外にも摂食行動に影響 を及 ぼす様々な要因

が存在 し、それ らの影響 を介在す る摂食行動の複雑な制御機構のい くつかに触れた。そのよう

な摂食行動に影響 を与 える要因の一つ として、我 々の社会において身近な問題 となってい るの

がス トレスによる摂食行動の変化である。ス トレス と摂食行動の関係 に着 目した先行研究か ら、

ス トレス負荷が摂食 量を低下 させ ることが広 く知 られてい る。Chibaら(2012)は 、ラッ トを4

週間に渡 り毎 日拘束ス トレスに曝露す ると、摂食量お よび体重増加量が継続的に低下すること

を報告 した。この ようなス トレス性の摂食抑制には、大きく分類 して視床下部一下垂体一副腎軸

(HPA軸)と 呼ばれる内分泌系の機構の関与 と、中枢神経系の機構 の関与が示唆 されている。こ

の節では、ス トレス負荷による摂食抑制のメカニズムについて概略を述べる。

ス トレス負荷 によ る摂食抑 制

Chibaら(2012)は 、6・7週齢 の雄性Wistar系 ラッ トに、4週 間に渡 り毎 日拘束ス トレスを負

荷 した。これ をス トレス群 とし、毎 日5分 間ハ ン ドリングを行っただけの動物 をコン トロ0ル

群 とした。ス トレス群 とコン トロール群 に飼料 と水 を自由に摂取 させ飼育 した ときの摂食量、

体重増加量、不安様行動、うつ様行動、ス トレス応答の指標 にどのような変化が生 じるかにつ

いて検討 した。が継続的に低下す ることを報告 した。4週 間の測定期間における週毎の摂食量

において、4週 全てで コン トロール群 と比較 してス トレス群の摂食量が有意 に低下 した。飲水

量においてはコン トロール群 とス トレス群 に違いはみ られなかった。体重増加量において、コ

ン トロ0ル 群 に対 してス トレス群の体重増加 が4週 に渡 り継続的に抑制 された。不安状態 を調

べ るテス トとしてよく用い られ る高架十字式迷路テス トでは不安傾向が低い状態にあるとオ
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一プンアームにより長 く滞在 し
、不安傾 向が高い とクロ0ズ ドアームにより長 く滞在す るとさ

れるが、コン トロール群 と比較 してス トレス群のオープ ンアーム滞在時間が有意 に減少 し、ク

ローズ ドア.__.ム滞在時間が有意 に増加 した。また、ス トレス群では、うつ様状態を示す指標の

一つとして よく用い られ る甘味に対す る動機づ けの低下(無快楽症:anhedonia)が み られた
。4

週問の各条件の飼育後、ス トレス群 において拘束ス トレス負荷を行った直後の血 しょう中グル

ココル チコイ ドレベルが、ス トレス負荷 を行 わなかったコン トロール群 と比較 して有意 に上昇

していた。

これ らの ことから、ス トレス負荷によ り生理学的なス トレス応答が慢性的に生 じ、情動状態

にネガテ ィブな影響を与えるとともに、長期的な摂食抑制を引き起 こす と考 えられ る。

視 床 下 部 一下 垂 体 一副 腎 軸(且PA軸)を 介 した ス トレス性 の摂 食 抑 制 の メ カ ニ ズ ム

HPA軸 はス トレス応 答 にお い て 中心的 な働 き をす る神 経 内分 泌 系で あ る。 ス トレス刺 激

に よっ て視 床 下部 室傍核CRF神 経 の活 動充進 が生 じ、CRFが 血 中へ放 出 され る とCRFは 下

垂 体 にお い て副 腎皮 質 刺激 ホル モ ン(ACTH)の 血 流 へ の分泌 を促 進 し、ACTHは 副 腎 にお け

るグル ココル チ コイ ドの分 泌 を促 進 す る(Dallmanetal.,1994;Hermanetal.,1997)。 グル

ココル チ コイ ドは血 流 に よ り全 身 に運 ばれ 、様 々 な器 官 に作用 しス トレス応 答 を引 き起 こす。

視 床 下部 室傍核 のCRF神 経 の活動 が 、 ス トレス反応 を全身 に 引 き起 こす トリガ ー とな ってい

る。 こ の よ う に ス トレ ス 反 応 を 調 節 す る シ ス テ ム が 、 視 床 下 部 一 下 垂 体 一 副 腎 軸

(hypothalamic・pituitary-adrenalaxis,HPA軸)と 呼 ばれ る。 慢性 的 なス トレス状態 で は視

床 下部 室傍 核 か ら過 剰 にCRFが 分 泌 され 、それ に伴 って グル ココル チ コイ ドレベ ル が慢性 的

に高 い状 態 にあ る こ とが報 告 され てお り、HPA軸 の活 動 が過 剰 に充 進 して い る と考 え られ る

(Arboreliusetal.,1999)o

HPA軸 に よ るス トレス応答 にお いて 主要 な役割 を担 うCRF、ACTH、 グル コ コル チ コイ ド

のそれ ぞれ が摂 食行 動 に与 える影 響 につい て多 くの検討 が な され て い る。視床 下部 室傍 核 にお

け るCRF神 経 の活 動充 進 は 、且PA軸 の活動 を誘 発 させ るほか 、他 の脳 部位 に作用 して摂食 抑

制 に働 くと考 え られ て い る。 た とえば 、CRFの 脳 室 内投 与 に よ り摂 食 抑 制 が 生 じる こ とや

(Hottaetal.,1991;RichardetaL,2002)、CRFの 受容 体 の非選 択 的 阻害薬(alpha・hehcal

CRF(9・41))の 脳 室 内投 与 に よってCRF誘 発 性 の摂食 抑 制お よび ス トレス誘 発性 の摂 食 抑制 が

軽 減 され るこ と(Krahnetal.,1986)が 報 告 され てい る。 さらに、CRFの 脳 室 内投 与 に よ り視

床 下部 室傍 核 のオ キ シ トシ ン(OT)神 経 の活 動 が充進 す る こ とが知 られ て お り、CRFに 誘 発 さ

れ た摂食 抑 制 がOT受 容 体 阻 害薬 の脳 室 内投 与 に よって完 全 に 消失 す る こ と(Olsonetal.,
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1991)か ら、視床下部室傍核 のCRF神 経活動の充進 によりOT神 経活動 が誘発 され、満腹 中枢

であ りOTの 受容体を多 く持つ視床下部腹内側核 に作用 して摂食抑制を引き起 こす可能性が指

摘 されている。このよ うに、HPA軸 の活動の誘発 において重要なCRFに は摂食抑制効果が確

認 され てお り、ス トレス と摂食抑制 の関連において重要 な役割を担 うといえる(Smaginetal.,

19990hataandShibasaki,2011Sekinoetal.,2004)O

ACTHの 摂食抑制効果について も報告 がな されている。Ferrariら(1992)は 、十字迷路に飼

料 を置き、ACTHお よび溶媒を脳室内投与 した ラッ トに迷路 を探索 させ たときの摂食行動お よ

び不安様行動を検討 し、ACTHノ 投与により摂食量が低下 したことを報告 した。この実験で使

用 されたACTHの 投与量はオ0プ ンアーム ・クロ.__.ズドアーム滞在時間や グル0ミ ング行動

といった不安様行動、および活動量には影響 しなかった ことか ら、不安様行動の増加な どによ

り相対的 に摂食行動に割かれ る時間が減少 したのではな く、ACTH投 与が摂食行動への動機づ

けを低下させた ことが示唆 されている。 さらに、彼 らはACT且 により摂食抑制が生 じるモデ

ルお よび拘束ス トレスにより摂食抑制が生 じるモデルを作成 し、前もって両群に抗不安 ・抗 う

つ効果を持つ ドーパ ミンD2型 受容体の選択的アゴニス トであるB・且丁920を 腹腔内投与 した

ところ、 どち らの群においても摂食抑制が消失 したことを報告 した。

グル ココルチ コイ ドも摂食調節に深 く関わることが知 られている。グルココルチ コイ ド投与

により摂食量 と体重増加量が増 えた とい う報告や(Tatarannietal.,1996)、ACT且 の標的器

官であ り、グル ココルチコイ ドを分泌す る器官である副腎を摘出する と摂食量が低下 し、副腎

摘出を行 った動物 にグル ココルチコイ ドを投与す るとこの摂食抑制が消失す る(Uchoaetal.,

2009)な どの報告か ら、 グル ココルチコイ ドは摂食行動の維持に重要であるといわれている。

また、肥満の ヒ トにおいては、血 しょう中グル ココルチ コイ ド濃度の上昇 と且PA軸 の過剰充

進がみ られ ることが知 られてい る(Weaveretal.,1993)。 一方 で、ス トレス負荷や人工的に合

成 されたグル ココルチ コイ ドであるデキサ メタゾンの投与 により血 しょう中グル ココルチ コ

イ ドレベル が高い状態 にお いて摂 食量 が低 下す る との報 告 もな され てい るこ とか ら(Won

Jahngetal.,2008)、 グル ココルチコイ ドが摂食充進 ・摂食抑制の双方向の影響を併せ持つ と

考 えられている。これは、グル ココルチ コイ ドにより摂食充進 に働 くメカニズム(CRFの 抑制、

NPYの 増加 など)と摂食抑制に働 くメカニズム(レプチンの増加、メラノコルチ ン系の制御)の

両方の分泌 が調節 され、それ らの複雑 なバランスや相互作用によって摂食への影響が決定 され

るからであるといわれ る。

ス トレス状態においてグル ココルチ コイ ドが分泌 され ると、海馬に多 く存在するグル ココル

チ コイ ド受容体がこれ を受容 し、HPA軸 応答の中枢 における トリガー として働 く視床下部室
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傍核のCRF神 経 に対 してネガティブフィー ドバ ックが生 じ、結果的にCRF神 経の活動 が抑

制 され、HPA軸 の活動抑制に働 く。 このグル ココルチ コイ ド受容体は摂食調節 において重要

な役割 を担 う視床下部の弓状核や外側野、室傍核 といった脳部位 にも分布 してお り、これ らの

脳部位 を介 したグル ココルチコイ ドの摂食への影響 も示唆 されている。

また、グル ココルチ コイ ドレベルの上昇 により血 中のイ ンス リンが増加 し、視床下部弓状核

において摂食促進効果を持つア ミノ酸ペプチ ド神経伝達物質であるニュー ロペプチ ドY(NPY)

の発現 を増加 させ、摂食 を増進 させ ることが知 られ る(Satoetal.,2005)。

WonJahngら(2008)は 、デキサ メタゾンを投与す ると摂食抑制 に働 くペプチ ドホルモンで

あるレプチンが末梢 の脂肪細胞か ら分泌 され、投与 したデキサメタゾンの濃度依存的に レプチ

ンの血 しょう中濃度高まることを報告 した。レプチ ンは視床下部弓状核 に細胞体を有す る摂食

抑制ペプチ ドαMS且/CARTの 活動充進 させ、αMSHが 視床下部外側野のMC4受 容体 に作用

し、摂食抑制に働 く。また、MC4受 容体の内因性阻害物質であ り、視床下部 弓状核 に細胞体

が存在す る摂食促進 に働 くア グーチ関連ペプチ ド(AgRP)は レプチ ンレベルの上昇によ り分

泌 が抑制 され る。したがって、グル ココル チコイ ドレベルの上昇によるレプチ ンの分泌促進は、

摂食抑制に働 く。

これ らのことから、グル ココルチ コイ ドは摂食調節 に関わる脳部位 に直接作用 して、あるい

は末梢 の器官のス トレス応答を介 して摂食調節 に関わることが報告 されている。

以上のことか ら、生理学的なス トレス応答を引き起 こす 且PA軸 を構成す るCRF、ACT且 、

グル ココルチ コイ ドにおいてそれぞれの摂食行動に対す る影響が指摘 され てお り、HPA軸 の

活動がス トレス性の摂食抑制に関連す ると考え られ る。

中枢 神 経 を介 した ス トレス 負 荷 に よ る摂 食 抑 制 の メ カ ニ ズ ム

中枢 神 経 にお い て ス トレス性 の摂 食 抑制 に関 わ る メカ ニ ズ ムにっ い て も先 行研 究 に よ り検

討 され てい る。ス トレス の摂食 行動 へ の影響 を介在 す る神 経 伝達 物 質 として 注 目され てい るも

の の一つ に 、CRFが 挙 げ られ る。CRFは 脳 内で神 経伝 達物 質 と して広範 囲 に わた り受 容 体 を

持っ が 、CRFの 脳 室 内投 与 に よ り摂 食 抑制 が生 じる こ とや(且ottaetal.,1991;Richardetal.,

2002)、CRFの 受容 体 の非選 択 的阻 害薬(alpha-helicalCRF(9・41))の 脳 室 内投与 に よっ てCRF

誘 発 性 の摂食 抑制 お よび ス トレス誘 発性 の摂食 抑制 が軽 減 され る こ と(1(rahnetal.,1986)を

は じめ、ス トレス性 の摂食 抑制 にCRF神 経 が関 与 してい るこ とが 多 くの先行 研 究 に よ り示 唆

され て い る(Smaginetal.,1999;OhataandShibasaki,2011;Sekinoetal.,2004>。

視 床 下部 室傍核 のCRF神 経 は、HPA軸 応 答 におい て重要 な役 割 を担 うだ けで な く、中枢 神
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経系における摂食抑制のメカニズムにも関与 してい ることが示唆 されている。摂食行動が生 じ

た後に視床 下部室傍核CRFの 神経活動が生 じることや、視床下部室傍核CRF神 経の活動に

より摂食抑制が生 じることな どが示唆 されてお り、視床下部室傍核 のCRF神 経の活動が摂食

抑制や満腹感 を生む反応 において重要な脳部位 であることが示唆 されてい る(Uchoaetal.,

2010)。 また、CRFを 脳室内投与す ると摂食量が減少す ることを先に述べたが、このCRF投

与により視床下部室傍核 のオキシ トシン(OT)神 経の活動が充進す ることが知 られてお り、さら

にCRFに 誘発 された摂食抑制がOT受 容体阻害薬の脳室内投与に よって完全 に消失す ること

(Olsoneta1.,1991)か ら、視床下部室傍核 のCRF神 経活動の充進 によりOT神 経活動が誘発

され、満腹中枢であ りOTの 受容体 を多 く持つ視床下部腹内側核に作用 して摂食抑制を引き起

こす可能性 が指摘 されている。視床下部外側野 とその周辺に細胞体を持ち摂食調節 に関わ るオ

レキシンニュー ロンには、CRFニ ュ0ロ ンの投射が確認 されてお り、この ことか らス トレス

反応系の神経ネ ッ トワークがオ レキシンニュー ロン系に連絡 し、ス トレスと摂食を結び付けて

いる可能性 が示唆 され る(小 澤、2008)。

ほかにも、扁桃体外側基底核 にCRFを 局所投与す ると摂食量が低下 し、CRF1型 受容体の

選択的阻害薬 を局所投与す るとス トレス性の摂食抑制が消失することか ら、扁桃体外側基底核

のCRF1型 受容体のス トレス性の摂食抑制への関与が示唆 され ている(Jochmanetal.,2005)。

また、扁桃体の亜核 であ り、腹側被蓋野に抑制性の神経投射 を持つ分界条床核 にCRFを 投与

す ると摂食抑制 が生 じ、CRFの 阻害薬投与によ りCRF性 の摂食抑制が消失す ることが報告 さ

れ ている(Ciccocioppoetal.,2003)。 また、この先行研究ではACTHお よび拘束ス トレスによ

る摂食抑制 に対す る ドーパ ミン受容体の作動薬投与の効果について も検討 してお り、ドーパ ミ

ン受容体の作動薬が摂食抑制 を軽減 させ ることを示唆 している。分界条床核は不安や恐怖、嫌

悪 といった負の情動の生成に関わ る脳部位 であ り、快の感覚や動機づ けに関わる腹側被蓋野 に

GABA性 の神経投射を持つ。分界上床核の神経活動が充進す ると腹側被蓋野の活動が抑制 され

ること(Watanabeetal.,2012)か ら、ス トレス性 の摂食抑制では腹側被蓋野の神経活動が抑制

され ることにより摂食への動機づけが低下 している可能性 が考え られ る。

また、急性 の拘束ス トレス負荷 により、視床下部弓状核 において摂食抑制に働 くニュー ロペ

プチ ドであるPOMC(プ ロオ ピオメラノコル チン)のmRNA発 現が高まることが示唆 されて

いる(Calvezetal.,2011)。 また、急性の拘束ス トレス負荷お よび強制水泳 ス トレス負荷によ

り、POMC陽 性神経細胞 の神経活動が充進す る一方で、POMCの 摂食抑制作用に対 して拮抗

的に働 き、摂食を充進 させ る作用 を持つAgRP(ア グーチ関連ペプチ ド)の 陽性細胞 の神経活

動は変化 しない とい う報告 もなされてお り(Liuetal.,2007)、 視床 下部弓状核におけるこれ ら
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のメラノコルチ ン系の働 きがス トレス性の摂食抑制に関与 していることが示唆 されている。

第3節 運動 と摂食行動

一般的に
、運動はエネルギー消費量を増加 させ ることによ り体重の減少 を引き起 こす と考

えられてい る。しか し、運動による体重減少および肥満予防への効果はエネルギー消費量の増

大のみによるものではなく、運動による体重減少 は、摂食量の低下によるところが大 きいこと

が示唆 されてお り(Ebaletal.,2006)、 運動 はエネル ギー代謝 だけでな く摂食行動 自体に も影

響す るものと考 えられる。 しか し、運動が摂食行動 に与える影響にっいては、未だ不明な点が

多い。これまで運動 と摂食量の関係 に焦点を当てた研究は少ないが、運動がス トレス応答 を引

き起こ し、ス トレス性 の摂食抑制 を生 じてい る可能性が示唆 されている(Zhaoetal.,2011)。

実際、強制運動や高強度運動 は他のス トレス刺激 と同様 にHPA軸 お よびCRF神 経 を活性化

す ることが知 られてお り(Contartezeetal.,2007)、 先述のよ うに、 これ らが運動による摂食

抑制 に関与 している可能性が考え られ る。 しか しなが ら、運動 によるHPA軸 やCRF神 経の

活性化は、運動のタイプ(強制 ・自発)、強度、時間に依存 して異 なることも示唆 されていお り、

強制運動や高強度運動に比較 して、自発運動や低強度運動ではス トレス応答 が低い ことが示唆

されている(Yanagitaeta1.,2007;Soyaetal.,2007)自 発運動や低強度運動 においても摂食

抑制が生 じる可能性が示唆 されてい るが(Ebaletal.,2006;Kawaguchietal.,2005)、 自発運

動 による摂食抑制においてはHPA軸 の活性化やCRF神 経活動 といったス トレス反応系の関

与は小 さい と考 えられる。すなわち、自発運動による摂食抑制 のメカニズムは必ず しもス トレ

ス性 の摂食抑制 メカニズムとは一致 しない可能性が考 えられ る。

運 動の摂食 へ の影 響

Ebalら(2006)は 、ラッ トに短時間で低強度の運動 として尾 に重 り(0・2009ま で徐々に重 くす

る)をつけた状態で網に しがみつかせ る運動(30秒 間、3分 おきに3回)を5週 間課 し、摂食

量、体重お よび体組成 の変化、またそれ に伴 う摂食関連ホルモ ンの変化 を調べた。その結果、

運動によ り主に体脂肪率の低 下に よる体重減少がみ られた。また、この体重減少 は運動による

カロ リー消費量の増加で計算上期待 され る体重減少量よ りも遥 かに大 きかった。運動 を課 した

群 において、コン トロール群 よりも摂食量が11%低 下 してお り、大幅なカロリー摂取量の減少

が生 じていたことか ら、彼 らは運動 による体重減少は摂食量の低下によるところが大きい こと
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を示唆 した。また、彼 らは5週 間の運動によ りイ ンス リンおよびグレリンの血中レベルが低 下

したことを示 し、運動 によ り摂食関連ホルモンの応答 が変化する可能性を示 した。これ らのこ

とか ら彼 らは、運動がエネルギー代謝だけでな く摂食行動 自体にも影響す ることを示唆 した。

ほかにも、Katchら(1979)は 、ラッ トに酸素摂取量のデ0タ を用いてカロ リ0消 費量を求め、

高強度(16m!min)お よび低強度(5m/min)の トレッ ドミル走 において運動時問を調整 してカ ロ

リ0消 費量を等 しく統制 し、それぞれ の運動強度 における摂食量の変化 を調べた。その結果、

彼 らは どち らの運動強度 においても摂食量の低 下お よび体重増加率の低下がみ られ るこ とを

示 した。また、低強度運動に比較 して、高強度運動 における摂食抑制 の程度がよ り大 きかった。

このことか ら、彼 らは運動 の強度 に関わ らず摂食抑制はみ られ るが、その抑制効果の大 きさは

運動の強度 によって影響 を受ける可能性 を示唆 した。

自発運動 の摂食 へ の影 響

自発運動 による摂食抑制 について検討 した先行研究は少ないが、自発運動によって も摂食行

動が低 下 した との報告 がな されてい る(Fediucetal.,2006,Kawaguchietal.,2005)。

Kawaguchiら(2005)は 、ランニ ングホイール が使用できる条件 と使用できない条件でラッ ト

を7日 間飼育 した ときの摂食量お よび体重増加量を示 した。ランニ ングホイール を使用できる

運動群では、使用できない コン トロール群 に比べて摂食量が運動開始か ら5日 間に渡 って有意

に減少 し、その後の2日 間にも統計的に有意な差ではない ものの、運動群の摂食量がコン トロ

ール群 よりも減少す る傾向がみ られた。また、7日 間の飼育期間中全ての 日において運動群の

体重増加量がコン トロ0ル 群 よりも有意に低下 した ことを示唆 した。

Fediucら(2006)の 先行研究は自発運動 による摂食への影響に焦点を当てた ものではないが、

約1ヶ 月間にわた り自発運動を経験 させ た群 とさせ なかった群 における摂食量の変化 を示 し

た。この報告か らは、ランニ ングホイールでの自発運動開始4日 間は自発運動群 の摂食量が自

発運動 をさせなかった コン トロール群 よ りも有意 に低下 したが、その後 自発運動群の摂食量は

増加 し13日 目以降はほ とん どの 日において 自発運動群の摂食量が コン トロール群 よ りも有意

に増加す ることが示 され ている。

運 動 に よるス トレス応答

運動によりHPA軸 が活性化す ることが報告 されている。Contartezeら(2008)は 、乳酸性作

業閾 とほぼ同強度、お よび乳酸性作業閾値 よ りも約25%高 い強度で、2種 類 の強制運動(強 制

水泳お よび トレッ ドミル走)を ラッ トに行 わせ 、これ ら4条 件の運動 におけるス トレス応答 に
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っいて検討 した。彼 らは、運動の強度お よび強制運動の方法に関わらず、コン トロール群に比

較 して全ての運動条件で血 しょう中ACT且 濃度および血 しょう中コルチコステ ロン濃度に有

意な上昇がみ られた ことを示 した。また、Soyaら(2007)は ラッ トの トレッ ドミル走において、

運動強度が乳酸性作業閾値(約20m/minの 走行速度)を こえると血 しょう中のACTHが 上昇す

ることを明 らかに してい る。このように、運動がス トレス応答を引き起 こす ことか ら、運動が

ス トレッサー として働 き摂食量の低 下を生 じさせる可能性が考え られ る。

自発運 動 の特 性

自発運動 は高い報酬性 を持つな どの特性 を持つ ことが示唆 されている。た とえば、 自発

運動は摂食行動 に匹敵す る報酬価 を持 ち、摂食行動の報酬価 を代償する可能性が示唆 され

ている。Pierceら(1986)は 、 レバーを必要回数押す と食餌 が得 られ る装置を用い、 自発運

動の レバー押 し行動に対する影響について検討 した結果、事前に 自発運動を行わせてお く

と、 レバー押 しの回数 が減少す ることを示 した。また、 レバ0押 しに よって 自発運動がで

きる環境 が与 えられ ることを学習 させたラ ッ トにおいて、テス ト直前に食餌 を与えなかっ

た場合、食餌を与 えたラッ トに比べ、 レバ0押 し行動 の回数が増加することを示 した。 こ

の ことか ら彼 らは、 自発運動 は摂食行動 に匹敵す る報酬価 を持ち、摂食行動の報酬価 を代

償す る可能性 を示唆 した。

また、Greenwoodら(2011)は 、自発運動 を4週 間経験 させた ラッ トにおいて、自発運動

に対す る嗜好性を調べるテス ト(場所嗜好性テス ト)を行った。ラッ トに 自発運動を行 うこと

のできる場所(縦 縞模様のチ ャンバー)と 自発運動を行 うことのできない場所(横 縞模様のチ

ャンバー)が あることを前 もって学習 させ、テス トにおいて どち らのチャンバーによ り長

く滞在す るかを調べ ることにより、ラッ トが 自発的にどちらを選択す るか(よ り好むか)を調

べた。その結果、高い割合で 自発運動ができるチャンバーが選択 されたことか ら、かれ ら

は ラッ トに とって 自発運動が好ま しい事象であることを示唆 した。 これ らのことか ら、 自

発運動は ラッ トに とって好ま しい ものであ り、また、 自発運動は摂食行動に匹敵す る報酬

価を持ち、摂食行動の報酬価 を自発運動が持つ報酬価で代償できる可能性が考え られ る。

自発 運 動 が報 酬や 快 感 に 関わ る こ とが神 経活 動 か らも示 唆 され てい る。 先 述 の

Greenwoodら の先行 研究 にお いて 、 自発運 動 の開始 か ら6週 間の 時点でAcbの △

FosBIFosB蛋 白質発現を調べ、自発運動条件 において コン トロール条件よ りもAcb神 経活

動が充進 したことを示唆 した。また、 自発運動条件 において、VTAの ドーパ ミン産生の指

標(チ ロシン水酸化酵素)が コン トロール群 よ りも増加 したことか ら、VTAの ドーパ ミン神
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経活動が充進 したことを示唆 した。VTA、Arcは 快の感覚や動機づけを司る脳 内報酬系を

構成する脳部位 であ り、報酬刺激 によってVTAの ドーパ ミン神経活動が充進 し、この神経

投射を受けるAcbの 活動 も充進す ることが知 られ る。 これ らのことから、自発運動が快や

報酬 といった感覚に影響 し、摂食行動にも影響する可能性 が考え られ る。

自発 運動 お よび強制運 動 のス トレス応 答 との比較

しか し、運動のタイプや強度 によって、ス トレス応答の大き さが異なることが示唆 されてい

る。Yanagitaら(2007)は ランニングホイールで 自発運動 を行わせ る自発運動群 に加 え、ラン

ニングホイール で走行 させ るが実験者 がラッ トをつつ くことに よって強制的に走運動 を行わ

せ る強制運動群 を設定 し、両群の走行量 を同程度 に統制す ることによって自発運動群お よび強

制運動群のス トレス応答の違いを検討 した。その結果、 自発運動群、走運動 を行わせ ない群、

お よび走運動を行わせずつつ くだけの群のいずれ と比較 しても、強制運動群 においてHPA軸

活性化の指標 となる視床下部室傍核のCRF神 経活動が有意に高いことを報告 している。

また、LeasureとJones(2008)は 、ランニングホイー一ルで自発運動 を行わせ る群 と、モー タ

ー により強制的に回転す るランニングホイールを用いて強制運動 を行わせ る群において
、走行

距離を等 しく統制 した場合のス トレス関連行動の違いについて検討 した。彼 らは、8週 間の運

動期間の後、歩行運動量お よび不安様行動を計測す る行動テス トであるオープンフィール ドテ

ス トを行い、その結果、自発運動群および強制運動群 において歩行運動量の差はみ とめ られな

かったが、強制運動群では 自発運動群 よ りも不安傾向が高まることを示唆 した。 また彼 らは、

走行距離を等 しくした場合、自発運動群の平均走行速度は強制運動群 よ りも有意に速 く、走行

す る時間は 自発運動群において強制運動群 よりも有意に短い ことを示 し、ラッ トは自発走行 を

させた場合、頻繁 に休息を繰 り返 しなが ら、短時間に速い速度 で走運動を行 う性質 を持つ こと

を示唆 した。

第4節 免疫組織化学染色法

生理学的、医学的研究領域 において、C・FOSタ ンパク質な どに対す る免疫組織化学的方法が

脳機能 を評価す る方法 としてよく用い られてい る(Sagaretal.,1998)。

脳機能 を評価す る方法 として、形態的特徴に着 目す る方法がある。この方法は大 きく区分 し

17



て 「脳の形態観察」 と 「神経細胞 の観察」に分け られ る。 「脳の形態観察」は、脳機能障害や

神経機能障害の患者 における行動 と脳解剖や脳画像な どの脳形態を比較 し、脳の特定部位 の機

能 を直接推論す る方法である。 この方法では時間解像度は低い といえる。 「神経細胞の観察」

は個 々の神経細胞 を直接調べ る方法であるが、侵襲的であるためヒ トはな く動物実験で用い ら

れ ることが多い。具体的な方法 としては、特定の神経細胞のみを染 めるなどの染色法や、神経

細胞 に電極を挿 して直接電位 を測 る微小電極法などがある。脳機能を測定する方法には、この

よ うな方法以外にも血流や代謝の測定や電磁計測な どを用いて脳 の活動 を非侵襲的に リアル

タイムで調ベイメージングす る方法 もある。

様々な脳機能の評価方法がある中で、前述 したよ うに免疫組織化学的方法は生理学的、医学

的研究領域において多 く用い られている(Sagaretal.,1998)。 免疫組織化学的方法は 「神経

細胞の観察」に属 し、特異的な抗原抗体反応 を利用 して特定の神経細胞や核のみ を染色す る方

法である。特に神経生理学実験系においては、cfosmRNAやc-Fosタ ンパ ク質、△FosBタ

ンパ ク質が神経活動の指標 として利用 され ることが多い。cfosは 細胞最初期遺伝子 と呼ばれ

てい るものの一つで、神経活動に伴い新 しい タンパク質発現を必要 とせず、神経細胞の種類 に

対 して非選択的に発現する遺伝子群 である。c-Fosタ ンパ ク質の発現す る機序は、神経伝達が

起 こると細胞内カル シウムイオ ン濃度が上昇 し、続 いて、細胞 内カル シウムイオ ン濃度の上昇

によ りcAMP応 答配列結合 タンパク(CAMPresponseelementbindingprotein:CREB)の

リン酸化が誘発 され る。CREBの リン酸化 によりc-fosの 転写が充進 され、その後c-fosは 細

胞質で翻訳 されc・Fosタ ンパ ク質が発現する。翻訳 されたc-Fosタ ンパ ク質は核 内に移動 し、

Junタ ンパク質 と二量体を形成 し、標的遺伝子群 の遺伝子転写を誘導す る。 この ことか ら、

c・Fosタ ンパ ク質の発現は神経活動の指標 として多 くの研究で用い られてい る。c・Fosタ ンパ

ク質発現には一定時間が必要であ り、その時間は与え られ る刺激の条件 に依存す ると考 えられ

るが、先行研究によ りc-Fosタ ンパ ク質の発現が刺激後約60～90分 で最大になると報告 され

ている(Morganetal.,1987)。c-Fosタ ンパ ク質の発現に一定の時問がかかることか ら、非

侵襲的な状態で行 った行動実験後の脳活動 を実験後に推測することが可能 となる。

△FosBはFosフ ァミリ0の1つ であるFosBタ ンパ ク質が分断 された(truncated)形 であ り、

神経活動 に依存 してFosBタ ンパ ク質が発現す ると、その後細胞体内に △FosBが 長期間残存

し、蓄積 されてい く。 △FosBは 長期的な神経活動 による神経の可塑性な どに影響する といわ

れ、慢性的な刺激 によりその刺激に関連す る脳部位 において △FosBの 発現が高まると考え ら

れてい る(Kaplanetal.,2011)。 このことか ら、免疫組織化学染色法 を用いて △FosBの 発現

を定量す ることによって、慢性的な刺激 により影響 を受 けた脳部位 の長期的な神経活動 を調べ
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ることができると考えられている。

免疫組織化学的方法は、直接脳 を破壊 した ときの行動 を観察 して破壊 した部分の脳機能を推

測す る脳破壊実験 とは異な り、非侵襲的な状態で行動 を観察す ることができるため、正常な状

態での行動 を記録す ることが可能である。 この免疫組織化学的方法は、脳波やMRIな どを用

いた方法のよ うに リアル タイムで脳活動 を観察す ることは難 しいが、異なる抗体を用いて二重

に染色 を行 うことな どによ り、脳波やMRIと いった方法では特定不可能な個々の神経細胞の

活動を特定することが可能である(Korbetal.,2010)。

免疫組織化学的方法は神経細胞を直接染色 し観 察す ることから、空間解像度 において非常に優

れた方法であ り、動物 を用いた行動実験において神経活動 を評価す るのに有効であるといえる。

第5節 行動学的方法

高架 十字 式迷 路テ ス トは実 験動 物 の情動 状 態 を評価 す る行動 学 的テ ス トと して広 く用 い ら

れ てい る(Kanaietal.,2011;Zhengetal.,2006)。

高架 十字 式迷路 テ ス トは2本 の直線 状 の アー ム を十 字 に組 み 合 わせ た形状 で 、3方 を壁 で 囲

まれ た辺(closedarm)と 約5mmの 縁 のみ がつ いた辺(openarm)で 構 成 され てお り、 実

験動 物 の新規 環境 に対 す る不 安様 行動 を測 定す るテ ス トとして広 く用 い られ て い る(Liuet

al.,2007)。 動 物 はセ ンター ゾ0ン に置 かれ 、設 定 され た 時間(多 くは5分 間)の 間 のopenarm

滞 在 時 間が記 録 され る。通 常 はテ ス ト時 間の うち20-25%をopenarm滞 在 時 間が 占め る とい

われ て い るが、抗 うつ薬投 与 に よ りopenarm滞 在 時間 が延長 す るこ とが示 唆 され てお り!

(FernandesandFile,1996)、 不 安緩解 の効果 を測 定 す る上 で高架 十次 式迷 路 テス トが有 効

で あ る と考 え られ て い る。

これ らの こ とか ら、高架 十字 式迷 路 テ ス トは ラ ッ トの情動 状態 の評 価 に有効 で あ る とい える。
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第3章

実 験1.自 発 運動 の摂食 行 動へ の影 響 とス トレス性 の摂食 抑制 との比 較

3.1目 的

動 物 に強制運 動 を させ る と摂 食 量の低 下 が生 じる こ とが報 告 され てお り、この運 動 に よる摂

食 量 の低 下 は、 ス トレス との 関与 が示 唆 され てい る(Zhaoetal.,2011)。 ス トレス性 の摂 食抑

制 のメ カニ ズム には視床 下部 一下垂 体一副腎軸(hypothalamic-pitutary-adrenalaxis;}IPA軸)

の活動(内 分泌 系)お よび コル チ コ トロピン放 出因子(corticotropinreleasingfactor:CRF)神 経

の活性 化 が重要 な役 割 を担 うことが示唆 され て い る。実 際 に強制 運動や 高 強度 運動 は他 の ス ト

レス刺 激 と同様 に 且PA軸 お よびCRF神 経 を活 性化 させ る こ とが知 られ てお り(Contartezeet

al.,2007)、 この よ うな運動 はス トレス応答 を引 き起 こ し、ス トレス性 の摂食 抑制 を生 じさせ

る可能性 が示唆 され て い る。 しか しなが ら、運動 に よるス トレス応 答 は運動 のタイ プや 強度 に

よっ て異 な り、自発 運動 で は強制 運 動 の よ うな ス トレス応 答 は生 じない こ とが示 唆 され てい る

に もかか わ らず(Yanagitaetal.,2007)、 自発 運 動 で も摂 食抑 制 が生 じる こ とが報告 され てい

る(Ebaletal.,2006;Kawaguchietal.,2005)。 これ らの こ とか ら、 自発運 動 に よる摂食 抑 制

のメ カニ ズム は必ず しもス トレス性 の摂食 抑 制 メカ ニズ ム とは一 致 しない 可能性 が 考 え られ

る。

摂 食行 動 は、エ ネル ギー バ ラ ンス を維 持す るた めに視床 下部 に よって調 節 され てい る。加 え

て 、エ ネル ギーバ ランス維持 以外 に も、ス トレス 、情 動 、気 分 、動機 づ けな どに よって も摂食

行動 は変化 し、これ らに関連す る神 経 系 を介 した よ り複 雑 な摂食 調節 の メカニ ズム が示唆 されr

て い る。 自発 運動 は、これ らの脳 部位 に対 して ス トレス負荷 とは異 な る影 響 を及 ぼ し、摂 食行

動 を変化 させ る可能性 が 考 え られ る。

そ こで本 実験 で は、自発 運動 に よる摂 食行 動 へ の影響 が ス トレス負 荷 に よ りみ られ る摂食 抑

制 と異 な るか ど うか を明 らか にす るこ とを 目的 とし、長 期 的 な 自発運 動 が摂食 量 に及 ぼす影 響

とともに、ス トレス関連 行動 か らみ た ス トレス反 応 お よび 神経 活動 につい て 、ス トレス負荷 に

よるそれ ぞれ の変 化 と比較 す るこ と とした。

3.2方 法

3.2.1実 験 動 物
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実験動物 として8週 齢 の雄性Wistar系 ラッ トを用いた。これ らのラッ トは動物飼育施

設において、1匹 ずつケ0ジ(280×440×180mm)に 入れ、12時 間ごとの明暗サイク

ル(05:00点 灯、17:00消 灯)、24℃ の条件 下で飼育 し、水 と食餌は自由摂取であっ

た。

ラッ トをランダムに3つ のグル ープに分け、それぞれを運動群、ス トレス群、コン トロ

ール群 とした
。運動群 は飼育ケー ジ内に走行滑車(ラ ンニングホイール)を 設置 した。ス

トレス群には実験期 間中毎 日拘束ス トレスを負荷 した。運動およびス トレス負荷 の方法に

関す る詳細については次節 において述べる。

なお、本研究における動物の取 り扱いおよび研究計画については、首都大学東京研究安

全倫理委員会(南大沢キャンパス)の承認を得た。

3.2.2飼 育 条 件

運動 群 では飼 育 ケ0ジ 内に ラ ンニ ングホイ ール(内 径310mm幅84mm、 有 限会社

メル クエ ス ト)を 設置 し、4週 間 にわ たっ て 自発 運動 が 可能 な条件 で飼 育 した。 走行 距離

は、ランニ ン グホイ0ル に 内蔵 され たマ イ ク ロス イ ッチの接 点信 号 を 自動的 にカ ウン トす

る表 示 カ ウ ンター(有 限 会社 メル クエ ス ト)を 用 い 、24時 間 ごとに計測 した。

ス トレス群 に対 して 、本研 究 で は、 ス トレス負 荷 の方 法 と して拘束 ス トレス を用 いた。

拘束 ス トレスは 、ACTHや コル チ コステ ロンの分 泌 を促 進 す る こ とが知 られ(Chibaetal.,

2008;HaasandGeorge,1988)、 急 性 お よび」1曼性 の負 荷 に よって摂食 行動 の抑 制 が生 じる

こ とが報告 され てい る こ とか ら、本 研 究 にお いて拘 束 ス トレス を用 い た(Dal-Zottoetal .,

2004;Chibaetal.,2008)。 ス トレス群 にお いて は、1日2.5時 間の拘 束 ス トレス を4週 〆

間 に渡 り負 荷 した。明期 に 点灯 下で2.5時 間拘 束 した後 、直 ち に飼 育 ケー ジ に ラ ッ トを戻

した。拘 束器 具 は、内径64mm、 外径70mm、 長 さ2001nmの ア ク リル パイ プ を用 い て

作 成 した(図1)。 ア ク リル パ イプ の片 方 の端 には約8mm四 方 の ア ク リル 板 を接着 し、

ア ク リル板 に空 気 穴 をあ けて ラ ッ トに十 分 な酸 素が供 給 され るよ うに した(拘 束 時 こち ら

が頭側 とな る)。 他方 のア ク リル パ イプ の 口は 、内径18mm、 外径60mmの ウ レタ ンパ

イ プ を長 さ25mmに 切 断 した もの を蓋 と し、 ラ ッ トの体長 に合 わせ て 固定位 置 を調節 で

き るよ うに した。 蓋 とな る ウ レタ ンパ イ プ の直径 上 に2箇 所 穴 を開 け、 さらにア ク リル

パ イ プの直径 上 に2箇 所 ず つ 、20mm間 隔 で約6mmの 穴 を開 けて 、ネ ジを これ らの穴

に通す こ とで ア ク リル パ イ プ に蓋 が 固定 で き るよ うに した。穴 を開 けた部 分 は、拘 束 時 の

痛 みや 出血 を防 ぐた め、 表面 をヤス リで 滑 らか に整 えた。
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拘束 を行 うときは、頭か らラッ トを拘束具に入れ 、蓋の穴の部分に尾を通 し、窒息な ど

に陥 らない程度に蓋 を押 し込み、2つ のね じで蓋を固定 した。

3.2.3摂 食 量 お よび 体重 の測定

個体 ごとの摂食量お よび体重を24時 間お きに測定 し、1週 間 ごとに平均 した。ス トレ

ス群 に拘束 を負荷 している間は飲水お よび摂食 が不可能 となることか ら、拘束を行 わない

運動群及び コン トロール群の給水 ボ トル及び食餌 をケージか ら取 り除 き、2.5時 間後 に再

び呈示 した。 この2.5時 間を除き、食餌および水は 自由摂取であった。

3.2.4行 動学 的テ ス ト

4週 間の飼育後、各群のス トレス状態を検討するために、実験動物の情動状態 の評価方

法 として広 く用い られてい る高架十字式迷路テス トを行った。高架十字式迷路は2本 の直

線状のアー ム(10.5cm×110.5cm)を 十字に組み合わせた形状で、3方 を壁(高 さ40cm)で 囲

まれたアーム(closedarm)と 約5mmの 縁 のみがっいたアーム(openarm)で 構成 さ

れた ものを高 さ約55cmの 位置に固定 して用いた(図2)。

テス トは暗期に行 い、個体間でテス トを行 う時間帯 に差が生 じない よう、動物を何 グル

ープかにランダムに分 け、数 日かけて同じ時間帯(17:00・18:00)で テス トを行 った。テス ト

はラッ トを飼育 している部屋 とは別の部屋で行い、気温(24℃)、 照明の強 さを一定に保

った状態で行った。テス ト前の3日 間、30分 間ずつ実験 を行 う部屋 に動物 を移動 させ、

新規環境 に動物を慣れ させた。実験に用いた高架十字式迷路は、各個体のテス トが終わる

ごとに適度に薄めたエタノール溶液で排泄物や体毛を拭 き取 り乾燥 させ、個体ごとに嗅覚

的な刺激が異ならないよ うに配慮 した。

高架式十字迷路のセンタ0ゾ ー ンにラッ トを頭部がオ0プ ンアームを向くよ うにして

置 き、5分 間 ビデオカメラで撮影 した映像を用いて測定 を行った。測定項 目としては、①

オープンアーム滞在時間および侵入回数、② クローズ ドア0ム 滞在時間および侵入回数、

③毛づ くろい回数 を記録 した。なお、両後肢までアームの領域に入 った場合 にのみ、その

ア0ム に侵入 した と判断 した。
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図1.拘 束器 具

4◎ζ漁

s¢麟

図2.高 架式十字迷路
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3.2.5実 験 手順

動物 の搬入後、飼育環境に動物を慣れ させ るため、ホ0ム ケージにて5日 間通常飼育を

行った。その際、摂食量 と体重を測定 し、5日 間の平均値 をベースラインとした(べ一スラ

イ ン期間)。べ一スライン期間の後、4週 間にわたって各条件での飼育 を行った。ス トレス

負荷 は毎 目午前10:30か ら開始 し、2.5時 間行った。4週 間の飼育中は、毎 日の摂食量お

よび体重 を測定 し、

運動群では走行量も測定 した。4週 間の飼育後、行動学的テス トを行 った。

摂食 に関連する脳部位の神経活動の検討 を行 うため、行動テス トの5日 程度後に還流固

定お よび脳摘出を行 い、免疫組織化学染色法を用いて △FosB/FosB蛋 白質の発現量を調

べた。

3.2.6免 疫 組 織 化 学 染 色 法

還 流 固定

麻酔 薬(sodiumpentobarbital;ペ ン トバル ビタール ナ トリウム/大 日本 住 友製薬 株

式 会社 、50mg/kg)を 腹腔 内投 与 し、深 麻酔 状 態 であ る こ とを確 認 しなが ら、開胸 し

た。 ヘパ リン含 有生 理食塩 水 を経 心臓 的 に還 流 し、続 い て固 定液 を還流 し組 織 固定 を

行 った。還流 の た めに用 い るヘパ リン含有 生理 食塩 水 は、0.9%salineに1000units/ml

ヘパ リンナ トリウム溶 液 を添加 し作成 した。 固定液 は以 下の手順 で作成 した。 蒸 留水

(60℃)に4%パ ラホル ムアル デ ヒ ドを加 え、2NNaOH溶 液 を数滴 加 えて撹 搾 した。

0.2%ピ ク リン酸(飽 和溶 液)と1Mリ ン酸 緩衝 液;NaCl1.4M,Kcl26.8mM,Na2HPO4

91mM,KH2PO420mM)を 加 え た後 、pHメ ー ター を用 い てpH7.4と な る よ うに2N

NaOHお よび1NHCIで 調整 した。 そ の後0.1%グ ル タル アル デ ヒ ドを加 え、4℃ で

保 存 した。 還流 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 成

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 昼夜行 い、 その後30%ス クロー ス溶液 と0.1%ア ジ化 ナ トリウム を含 む

0.1MPBSに 浸 けて脱 水 処理 を した。

脳 切 片 の作成

摘 出 した脳 は 、凍結 ミク ロ ト0ム(MS・31滑 走 式 ミク ロ ト0ム/大 和 光機株 式 会社)

を用 い て厚 さ40μmに ス ライ ス し、脳 断 片 を作成 した。 この とき全 て の切片 は 、 ア

ジ化 ナ トリウム を加 えた0.1MPBSの 入 っ た6つ の容 器 に順番 に取 り分 け、1容 器 中
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に240μmお き の切 片 が含 まれ る よ うに した。

免 疫 染色

神 経活 動 の指標 であ る △FosBIFosBの 抗 体 に対す る免 疫染 色 を行 った。1容 器 分 の

浮遊 切 片 を10分 間ず つ3回0.1MPBSで 洗 った後 、内因性 ペル オ キシ ターゼ活 性 を

失活 させ るた めに0.3%過 酸化水 素/0.1MPBSに30分 浸 した。 再度0.1MPBSで

洗 い、続 い て0.1%TritonX-100・10%正 常マ ウス血清 ・△FosB/FosB次 抗体

(Rabbitpolyclonallg-G/SantaCruzBiotechnologyInc.、 濃度1:600)を 含 む0 .1M

PBSに14時 間以 上浸 した。 次 に、PBS・TX(0 .1%TritonX・100/0.1MPBS)で10

分 間ず つ3回 洗 った後 、0.1%TritonX-100・10%正 常マ ウス血清 ・二 次抗 体(Donkey

antirabbitIg-G/CHEMICONINTERNATIONAL、 濃 度1:800)を 含 む0 。1MPBS

に1.5～2時 間浸 した。PBS・TXで の洗浄 に続 い て、ア ビジ オ ンー ビオチ ン標 識 酵 素複

合体(VECTASTAINEIiteABCStandardKit/フ ナ コシ株 式 会社)/PBS-TX(濃 度

1:250)で2～4時 間処理 した。 この溶液 は、浮遊 切 片 を移 す 前 にあ らか じめ振 とう器

に20分 か けた。さ らにPBS-Txで 洗 浄 し、o.5MTris-HCI・10%ニ ッケル 飽 和溶 液 ・

0.04%DAB(0.04%3,3・Diaminobenzidine;ア ミノベ ンチ ジ ン)に0 .3%過 酸化 水

素/0.1MPBSを 加 えた水 溶液 に、浮遊 切 片 を移 し発 色 させ た。 発色 後 はPBS-TXで

洗 い 、ア ジ化ナ トリウム含有 の0.1MPBSに 移 し、4℃ で保存 した。

魍

免 疫組 織化 学 的処 理 を終 えた切 片 は 、ゼ ラチ ンコーテ ィン グを したス ライ ドグ ラス

に載 せ て2～3日 乾燥 させ た後 、エ タ ノール とキシ レンに よる脱 水 処理 を行 った。脱

水処 理 は50%・75%・95%・100%の 各濃 度 のエ タ ノール(各2分)に 引 き続 き、

エ タ ノ0ル とキ シ レンが1:1の 割 合 の混 合溶 液(30分) 、100%キ シ レン(30分)

の順番 でそれ ぞれ の溶 液 にス ライ ドグ ラス ご と浸 けた。その後 ス ライ ドグラス に封入

剤(Parmount/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。

標 的脳 部位

摂 食 行動 の調節 に関与 す る脳 部 位 を標 的脳部 位 とした。ス トレス応 答 にお いて重 要

な役 割 を持 つ とともに 、摂食 抑制 に働 くこ とが示 唆 され てい る視床 下部 室傍核

(paraventricularnucleus;PVN)(Smaginetal.,1999)、 エ ネル ギー バ ラ ンス に関
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す る情報 を末梢 か ら受 け取 り、摂 食行 動 を修 飾 す る視床 下部 弓状 核(hypothalamic

arcuatenucleus:Arc),情 動 に関 わ りス トレス性 の摂 食抑 制 への 関連 が示 唆 され て い

る扁 桃体 中心核(centralnucleusofamygdala:CeA)お よび扁桃 体 基底外 側核

(basolateralamygdala;BLA)(Jochmanetal.,2005)、 快 の感 覚や 報酬 に 関わ り、動

機 づ けに も とつ いた摂 食行 動 の促進 に働 くこ とが示 唆 され てい る腹側 被蓋 野

(ventraltegmentalarea;VTA)や 側 坐核(nucleusaccumbens:Acb)(AvenaetaL,

2009)、 気 分 の調節 に関わ るセ ロ トニ ン神 経 が存 在 し、摂 食抑 制 に働 くこ とが示 唆 さ

れ てい る背側 縫線 核(dorsalraphe;DR)(Kopfetal.,2011)を 標 的脳 部位 とし、 それ

ぞれ の脳 部位 にお け る △FosBIFosB陽 性 細胞 数 を計測 した。

神経活動の定量化

各飼育条件 における脳内神経活動の評価 を行 うために、各標的脳部位の △

FosB/FosB陽 性細胞数 を計測 した。各脳部位 を含む脳切片2・3枚 を対象 とした。該

当部位の光学顕微鏡下の画像 を顕微鏡用デジタルカメラを用いてパ ソコンに取 り込

み、その画像 から△FosBIFosB陽 性細胞数を計測 した。それぞれの脳部位で計測対

象 となる面積 が等 しくなるよう一定の範囲を決 め、各切片の計測 を行い、個体 ごとの

切片1枚 あた りの値 を算出 した。

3.2.7統 計 分 析

全 て のデ ー タは平均 値 ±標 準誤 差 で表 した。摂 食 量 お よび 体 重 におい ては飼 育条 件 に よ

る経 時 的変化 の違 い を評価 す るた めに、2要 因 の分 散分析(す なわ ち、[飼 育 条件(運 動

群vs.ス トレス群vs.コ ン トロール 群)]×[週(べ0ス ライ ンvs.1週 目vs.2週 目vs.3

週 目vs.4週 目)])を 用 い て検討 した。行動 テ ス トの各 指標 お よび神 経活 動 にお いて は、3

水 準 の1要 因の 分散 分析 を用 い て検討 した。分 散分析 にお いて有 意 な主効 果 が得 られ た場

合 は、 さ らにTukey'smultiplecomparisonstestを 行 った。 本研 究 にお いて統 計的 有意

水 準 は全て5%以 下 とした。
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3.3結 果

3.3.1自 発 運 動 お よ び ス ト レス 負 荷 の摂 食 量 へ の影 響

図3に コン トロール群 、運動 群 お よび ス トレス群 にお ける1日 あた りの摂食 量 の週 毎の

平 均値 の推移 を示 した。 コ ン トロール 群 の各週 の摂 食 量 は ほぼ横 ばい で あ った のに対 し、

運 動群 お よび ス トレス群 で は飼 育期 間 中に摂食 量 がべ 一 ス ライ ン期 間 よ りも低 下 した。ま

た 、ス トレス群 の 摂食 量低 下 は継続 的 で あっ たの に対 し、運 動群 の摂 食 量 の低 下は飼 育期

間の後 半 に向 けて 回復す る傾 向 がみ られ た。

3群 にお ける週毎 の摂 食量 の 変化 にお い て、分散 分析 の結 果 、群 と週 の交 互作 用 がみ ら

れ た(F(8,52)=8.838,P<0.05)。 ま た、週 の主効 果(F(4,52)=7.883,P<0.05)、 お よび群 の

主 効果 がみ られ た(F(2,13)=16.78,p<0.05)。

各 週 の3群 の摂 食 量 につ い て多 重 比較検 定 を行 った とこ ろ、運動 群 で は飼 育期 間 の1、

2、3週 目にお いて 、 コン トロール 群 と比較 して摂 食 量 が低 下 して い た(各 週p<0.05,

Tukey'smultiplecomparisonstest)。 また 、ス トレス群 で は飼 育 期間 中全 て の週 にお いて

コン トロ0ル 群 と比較 して摂 食 量 の低 下 がみ られ た(各 週p<0.05,Tukey'smultiple

comparisonstest)。 運 動群 の摂 食 量 は 、3週 目(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisons

test)、4週 目(pく0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)に はス トレス群 よ りも有意 に

多 かっ た。

また 、各 群 の時 間要 因 につい て 、いず れ の群 にお い て も時間要 因 の単 純主 効果 がみ とめ

られ た た め、多 重比較 検 定 に よ り各群 のべ 一 ス ライ ン期 間 と1～4週 目の 間 に差 が み られ

るか ど うか を検討 した。コン トロール 群 の摂食 量 は 、べ 一 ス ライ ン期 間 と比較 して2週 目

に有意 な増加 がみ られた(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)。 運動 群 にお い て、

1週 目の摂食 量 がべ 一 ス ライ ン期 間 よ りも有 意 に低 下 したが 、2週 目以降 にべ 一ス ライ ン

期 間 との有 意 な摂食 量 の違 い はみ られ なか った(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisons

test)。 ス トレス群 で は、1週 目お よび3週 目の摂食 量 がべ 一 ス ライ ン期 間 よ りも有意 に低

下 してい た。
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図3.べ 一 ス ライ ン期 間 お よ び4週 間 の 飼 育 期 間 に お け る コ ン トロー ル

群(Ctr1,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス トレ ス 群(Stress,n=

5)の 摂 食 量 の 変 化

*Ctrlvs.Exercise(p<0 .05,Tukey'smultiplecomparisonstest)

+Ctrlvs.Stress(pcO.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)

#Exercisevs.Stress(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)
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3.3.2自 発 運 動 お よび ス トレス 負 荷 の 体 重 へ の影 響

コン トロ0ル 群 、運 動群 お よび ス トレス群 の体 重 を毎 日測 定 し、週毎 に平 均 した(図4)。

どの飼 育条件 におい て も体 重 は増加 傾 向 に あった が、運動 群 お よび ス トレス群 の体 重 は コ

ン トロール 群 よ りも低 下 した。ス トレス群 の体重 は飼 育期 間の後 半 に コン トロ0ル 群 よ り

も低 下 し、4週 間 の飼 育期 間中 に回復 は み られ なか った。運 動群 におい て も4週 にわ た り

コン トロール群 よ りも体重 が低 下 したが 、1、2週 目は ス トレス群 と同程度 の体 重 で あっ

た のに対 して、3、4週 目には体 重増 加 の抑制 が軽 減 し、ス トレス群 よ りも体重 が増 加 し

た。

3群 にお け る週 毎 の体重 の 変化 にお い て、群 と週 の交 互作 用 がみ られ た(F(8,52)=

17.84,P<0.01)。 また、週 の主効 果(F(4,52)=308.6,P<0.01)お よび 群 の主効 果 がみ られ

た(F(2,13)=14.51,p<0.01)。

それ ぞれ の週 にお いて3群 の体重 を比 較 した。運 動群 の体 重 は、コン トロール群 と比較

して、4週 間の飼 育期 間 の うち全 て の週 にお いて 有意 に低 か った(各 週p<0.05,Tukey's

multiplecomparisonstest)。 ま た、 ス トレス群 の体重 は飼 育期 間 の2、3、4週 目にお い

て コン トロ0ル 群 よ りも有意 に低 か った(各 週p<0.05,Tukey'smultiplecomparisons

test)。ま た、3週 目(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)、4週 目(p<0.05,Tukey's

multiplecomparisonstest)に は運 動群 の体重 は ス トレス群 よ りも有 意 に増加 した。
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図4.べ 一 ス ラ イ ン 期 間 お よび4週 間 の 飼 育 期 間 に お け る コ ン トロ ー ル

群(Ctrl,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス ト レス 群(Stress,n=

5)の 体 重 の 変 化

*Ctrlvs.Exercise(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)

+Ctrlvs.Stress(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)

#Exercisevs.Stress(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)
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3.3.3自 発 運 動 量

飼 育期 間 中の運 動群 に お け るホイー ル ラ ンニ ングで の走行 距離 を示 した(図5)。 運動

群 が 自発 的 に走運 動 を行 って い る こ とが確認 され た。ま た、週 の効果 につ い て一元 配置 分

散分 析 を行 った とこ ろ、 週 に よる走行 量 に有意 な変化 はみ られ な かっ た(F(1.105,4.421)

=3 .807P=0.1154)0
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3.3.4自 発 運 動 お よび ス トレス負 荷 の 不 安 様 行 動 へ の 影 響

高架 十 字式 迷路 テ ス トにお いて 、オ ー プ ンアー ム侵 入 回数 お よび滞在 時 間(図6)、 ク ロ

0ズ ドアー ム侵 入 回数 お よび滞 在 時 間(図7) 、高架 十 字式 迷路 を行 ってい る とき にみ られ

た グル.__.ミン グ行 動 の頻度 お よび 時 間(図6)を 示 した。

不 安傾 向 が低 い こ とを示 す オー プ ンアー ム侵 入 回数 に群 の主効 果 がみ られ(F=

8.163,P<0。05)、 ス トレス群 のオ ー プ ンアー ム侵 入 回数 が コン トロー ル群 お よび運 動群 よ

りも少 なか った(P<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)。 また 、オー プ ンア ーム滞 在

時 間 におい て も群 の主効果 がみ られ(F=8.675,p<0.05)、 ス トレス群 の オ0プ ンアー ム滞

在 時間 が他 の2群 よ りも有意 に短 か った(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)。

不安様傾 向が 高い と増加 がみ られ るクmズ ドアー ム滞 在時 間(F=14.74,P<0.05)に お

い て主 効果 がみ られ た。多 重比 較検 定 の結果 、ス トレス群 の ク ロー ズ ドアー ム滞在 時 間 が

コ ン トmル 群 お よび運 動群 に比 較 して有意 に長 か った(pく0.05,Tukey'smultiple

comparisonstest)。 ク ロ0ズ ドア ーム侵 入 回数 に は群 の主効 果 はみ られ なか った(F=

1.409,p=0.27)0

グル ー ミング行動 におい て 、頻 度(F=2.565,p=0.12)お よび 時 間(F=3283,p=0。07)と も

に群 の主 効果 はみ られ な かっ たが 、コン トロール 群 と比較 して運動 群 で はグル ー ミング行

動 が減 少 し、 ス トレス群 では グル ー ミング行 動 が増加 す る傾 向 がみ られ た。
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図5.高 架 十 字 式 迷 路 テ ス トに お け る コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群

(Exercise,n=5)お よ び ス トレ ス 群(Stress,n=5)の オ ー プ ン ア ー ム侵 入 回 数

(左 図)お よ び オ ー プ ン ア ー ム 滞 在 時 間(右 図)。

需:2群 間 に有 意 差 が あ る こ と を 示 す(P<0 .05,Tukey'smultiplecomparisons

test)o
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図6.高 架 十 字 式 迷 路 テ ス トに お け る コ ン トロー一ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群

(Exercise,n=5)お よび ス ト レス 群(Stress,n=5)の ク ロー ズ ドア ー ム 侵 入 回

数(左 図)お よ び ク ロ ー ズ ドア ー ム 滞 在 時 間(右 図)。

*:2群 間 に 有 意 差 が あ る こ と を 示 す(P<0
.05,Tukey'smultiplecomparisons

test)o
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図7.高 架 十 字 式迷 路 テ ス トにお け る コン トロー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群

(Exercise,n=5)お よび ス トレス群(Stress,n=5)の グル ー ミン グ頻 度(左 図)

お よび グル ー ミン グ時 間(右 図)。
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3.3.4自 発 運 動 お よ び ス ト レ ス 負 荷 の 神 経 活 動 へ の 影 響

視 床 下 部 室 傍 核(paraventricularnucleus;PVN)(図8)に お い て 、 群 の 主 効 果 が み ら

れ(F(2,13)=15.76,P<0.05)、 ス ト レ ス 群 の △FosBIFosBの 陽 性 細 胞 数 が コ ン ト ロ ー ル 群

お よ び 運 動 群 と 比 較 し て 有 意 に 増 加 し て い た(Tukeゾsmultiplecomparisonstest,

p<0.05)。 視 床 下 部 弓 状 核(hypothalamicarcuatenucleus:Arc)(図9)で は 、 群 の 主 効 果

が み られ(F(2,13)=5.292,p<0.05)、 ス ト レ ス 群 の △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 が コ ン ト ロ ー

ル 群 と 比 較 し て 減 少 し て い た(Tukey'smultiplecomparisonstest,p<0.05)。

扁 桃 体 中 心 核(centralnucleusofamygdala:CeA)(図10)に お い て 群 の 主 効 果 が み ら

れ(F(2,13)=10.65,p<0.05)、 ス ト レ ス 群 の △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 が コ ン トロ ー ル 群 お

よ び 運 動 群 と 比 較 し て 増 加 し た(Tukey'smultiplecomparisonstest,p<0.05)。 扁 桃 体 基 底

外 側 核(basolateralamygdala;BLA)(図11)で は 、 △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 に 群 に よ る

顕 著 な 違 い は み られ な か っ た(F(2,13)=0.9890,pニ0.3983)。

中 脳 に 存 在 す る 腹 側 被 蓋 野(ventraltegmentalarea;VTA)(図12)に お い て は 、群 の 主 効

果 は み られ な か っ た が(F(2,13)=1.251,p=0.3184)、 ス ト レ ス 群 の △FosBIFosB陽 性 細

胞 数 が コ ン ト ロ ー ル 群 お よ び 運 動 群 と 比 較 し て 減 少 す る 傾 向 が み られ た 。 側 坐 核(nucleus

accumbens:Acb)(図13)1こ お い て は 群 の 主 効 果 が み ら れ(F(2,13)=6.504,p<0.05)、 ス ト

レ ス 群 の △FosBIFosBの 陽 性 細 胞 数 が 運 動 群 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し て い た(Tukey's

multiplecomparisonstest,p<0.05)0

背 側 縫 線 核(dorsalraphe;DR)に お い て は 、 統 計 的 に 有 意 な 差 は み と め られ な か っ た が

(F(2,13)=1.489,p=0.2618)、 ス ト レ ス 群 の △FosB/FosBの 陽 性 細 胞 数 が コ ン トロ ー ル

群 お よ び 運 動 群 と 比 較 し て わ ず か に 減 少 す る 傾 向 が み られ た(図14)。
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図8.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び

ス ト レス 群(Stress,n=5)のPVNに お け る △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 。

*:2群 間 に 有 意 差 が み られ た こ と を 示 す(P<0
.05,Tukey'smultiple

comparisonstest)o
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図9.コ ン トロー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び

ス トレ ス 群(Stress,n=5)のArc(右 図)に お け る △FosB1FosB陽 性

細 胞 数 。

士:2群 間 に 有 意 差 が み られ た こ と を 示 す(P<0
.05,Tukey'smultiple

comparisonstest)°
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図10.コ ン トロー ル 群(Ctr1,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス トレ ス

群(Stress,n=5)のCeAに お け る △FosB/FosB陽 性 細 胞 数 。

央:2群 間 に 有 意 差 が み られ た こ と を示 す(P<0
.05,Tukey'smultiplecomparisons

test)o
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図11.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び

ス ト レス 群(Stress ,n=5)のBLAに お け る △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 。
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図12.コ ン トロー ル 群(Ctr1,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス

トレ ス 群(Stress,n=5)のVTAに お け る △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 。
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図13.コ ン トロー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス ト レス

群(Stress,n=5)のAcbに お け る △FosBIFosB陽 性 細 胞 数 。

*:2群 間 に 有 意 差 が み られ た こ と を 示 す(P<0
.05,Tukey'smultiplecomparisons

test)o
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図14.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=6)、 運 動 群(Exercise ,n=5)お よ び ス トレス

群(Stress,n=5)のDRに お け る △FosB/FosB陽 性 細 胞 数 。
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3.4考 察

本実験では、自発運動による摂食行動への影響 がス トレス負荷 によりみ られ る摂食抑制 と異

なるか どうかを明らかにす るために、それぞれの条件で4週 間ラッ トを飼育 し、摂食量の経時

的変化お よびス トレス関連行動、摂食行動 に関連する脳神経活動について比較検討 した。自発

運動群では、飼育開始直後か ら摂食量、体重の減少がみ られ、ス トレス群でも同様の減少 がみ

られた。 しか し、自発運動群では、ス トレス群 とは異 な り2週 目以降か ら摂食量が回復す る傾

向にあ り、体重減少についてもス トレス群 よ りも穏やかであった。また、自発運動群にお ける

4週 間の飼 育後のス トレス関連行動(不 安様行動)は ス トレス群 よ り低 く、 コン トロ0ル 群 との

間に有意な差はみ られなかった。さらに、脳神経活動 については、ス トレス、情動 に関連する

PVN、CeAに おいてス トレス群で活動充進がみ られたが、 自発運動群ではコン トロ0ル 群 と

の間に有意 な差はみ とめ られ なかった。また、エネル ギーバ ランスに関わる情報を受け取る

Arc、 快情動 ・報酬に関わるVTA、Acb、 気分 に関わるDRに おいて、ス トレス群では他の群

よ り神経活動 が低い傾 向にあった。これ らのことか ら、自発運動ではス トレス負荷 と同様 に摂

食抑制を引き起 こすが、摂食量お よび体重の経時的変化、不安状態、摂食関連脳部位の神経活

動の結果か ら、自発運動による摂食行動への影響はス トレス負荷 による摂食抑制 とは異なる特

徴 を有す る可能性が考 えられる。

本研究において、ラッ トに 自発運動を行わせる と一過性 の摂食抑制が生 じることが示唆 され

た。 自発運動による摂食行動への影響 に焦点 を当てた先行研究は多 くないが、Kawaguchiら

(2005)は ランニ ングホイールが使用できる条件(運 動群)と 使用できない条件(コ ン トロール群)

で1週 間ラッ トを飼育 した結果、運動群 では、コン トロール群に比べて摂食量が有意に減少 し

た ことを示 した。また、Fediucら(2006)は5週 間にわた り自発運動 を経験 させた群 とさせ な

かった群にお ける摂食量の変化 を測定 し、ランニ ングホイールでの自発運動開始後4日 間で摂

食量が有意 に低下 した ことを報告 した。しか し、その後 自発運動群 の摂食量は回復する傾 向に

あ り、13日 目以降は自発運動群の摂食量がコン トロール群 よ りも有意に増加す ることを示 し

た。本研究では飼育後3週 問 目まで 自発運動群 の摂食量はコン トロール群 よりも低 く、この結

果 とは一致 しなかった。この相違は、ラッ トの系統 の違いや週齢 によるものか もしれない。し

か し、これ らの先行研究の結果は、少な くとも自発運動 により摂食量が一過性 に低下すること

を報告 してお り・本研究の結果 と一致 している。これ らの ことか ら、自発運動 によって一過性

の摂食抑制が生 じる可能性が考 えられ る。

運動による摂食抑制効果に関 しては、運動 はス トレッサ0と してス トレス応答を引き起 こし、

ス トレス性 の摂食抑制 を生 じさせ る可能性 が示唆 されている。 これまで多 くの先行研究か ら、
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ス トレス負荷 が摂 食 量 を低 下 させ るこ とが 知 られ てお り、そ の摂食 抑制 のメカ ニ ズム と して、

HPA軸 の活 動(内 分泌 系)お よびCRF神 経 系 の 関与 が示 唆 され て い る。HPA軸 の活性 化 に よ

っ て分泌 され るCRFや 副腎皮 質刺 激 ホル モ ン(adrenocorticotropichormone:ACTH>、 グル コ

コル チ コイ ドが直 接 的 ・間接 的 に摂 食調 節 を 司 る脳 部位 に作 用 して ス トレス性 の摂 食抑 制 に関

わ る と考 え られ てい る(Hottaeta1.,1991;Richardetal.,2002;Krahnetal.,1986;Ferrari

etal.,1992;Tatarannietal.,1996;Uchoaetal.,2010;WonJahngetal.,2008)。 また 、神

経 系 メ カニ ズム と してCRF神 経 の関 与が よ く知 られ てい る(Uchoaetal.,2010;Hottaetal.,

1991;Richardetal.,2002;Krahnetal.,1986Smaginetal.,1999;OhataandShibasaki,

2011;Sekinoetal.,2004)。 例 えば 、ス トレス刺 激 に よ りPVNのCRF神 経活 動 が高 ま る と、

CRF受 容体 の活 性化 を介 してPVNオ キ シ トシ ン神 経 の活動 を引 き起 こす こ とが示唆 され て い

る。 オ キ シ トシ ン 神 経 は 満 腹 中 枢 で あ る視 床 下 部 腹 内 側 核(ventromedialnucleusof

hypothalamus:VM且)に 作用 して摂食 抑 制 を 引き起 こす とい われ て い る(Olsoneta1.,1991;

小澤 、2008)。 ま た、扁 桃体 に存在 す るCRF受 容体 もス トレス性 の摂 食 抑制 にお い て重要 な役

割 を担 うこ とが報 告 され てい る(Jochmaneta1.,2005;Ciccocioppoetal.,2003)。

運 動 で も これ らの ス トレス 反 応 系 が 活 性 化 す る こ とが示 唆 され て い る。Contartezeら

(2007)は 、 ラ ッ トに強制 的 に トレッ ドミル 走 お よび水 泳 を経 験 させ る と、HPA軸 の活 動 が充

進 す る こ とを示 した。 ま た、乳 酸性 作 業 閾値 以 上 の高 強度 で よ り強 いHPA軸 応 答 がみ られ る

こ とを示 唆 した。 この こ とか ら、運 動 に よ る摂食 抑 制 には先 に述 べ たス トレス性 の摂食 抑 制 メ

カ ニズ ムが 関与す る可能性 が 考 え られ る。 しか しなが ら、運 動 に よ るHPA軸 やCRF神 経 の

活性 化 は運 動 の タイ プ や 強度 、時 間 に依存 して異 な る こ とも示 唆 され てい る。Yanagitaら

(2007)は 自発 運動 お よび強 制運 動 に よ るPVNのCRF神 経活 動 を検討 し、 同一 の運動 量(走 行

距離)に お いて も強制 運動 の ほ うが 自発 運 動 よ りもCRF神 経 の活 動 が 高 く、 自発 運動 のCRF

神 経 活動 には運動 を しない コ ン トロー ル群 との違 い はみ られ なか った ことを報告 してい る。し

た がっ て、 自発 運 動 では 且PA軸 やCRF神 経 を介 したス トレス反応 系 の活動 はあ ま り高 くな

い 可能性 が考 え られ る。本 研 究 で得 られ た神経 活 動 の結果 か らも、 ス トレス負荷(ス トレス群)

に よ りPVNお よびCeAの 神 経活 動 は充 進 した が、自発 運動 では コ ン トロール 群 との差 は生 じ

なか った。 さ らに、ス トレス関連行 動 の結 果 か らも、ス トレス負 荷 に よ りス トレス 関連 行 動 が

増加 したが 、 自発 運動 群 では コン トロール との違 い はみ られ なか った。 これ らの こ とか ら、 自

発運 動 に よ る摂食 抑 制 はス トレス負荷 によ る摂 食抑 制 とは異 な る可 能性 が示 唆 され る。

自発 運動 に よ り摂食 抑 制 が生 じるメカ ニ ズム は本 研 究 か らは明 らか にで きな いが 、先行研 究

に よ り示 された 自発運 動 の特性 か ら、い くつ か の可能性 が 考 え られ る。た とえば、 自発 運動 は
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摂食行動 に匹敵する報酬価 を持ち、摂食行動の報酬価 を代償す る可能性が考 えられる。Pierce

ら(1986)は 、レバーを必要回数押す と食餌が得 られ る装置を用い、自発運動の レバー押 し行動

に対する影響について検討 した結果 、事前に自発運動 を行わせておくと、レバー押 しの回数が

減少することを示 した。また、レバー押 しによって自発運動ができる環境が与 えられることを

学習 させたラッ トにおいて、テス ト直前に食餌 を与えなかった場合、食餌 を与 えたラッ トに比

べ、レバー押 し行動の回数が増加す ることを示 した。このことか ら彼 らは、自発運動 により摂

食行動 に対す る動機づ けが低下す ることを示唆 した。 また、Greenwoodら(2011)は 、 自発運

動 を4週 間経験 させたラッ トにおいて、 自発運動 を行 うことのできる場所(縦縞模様のチャン

バー)と 自発運動 を行 うことのできない場所(横 縞模様のチャンバー)を 選択 させ ると
、高い

割合で 自発運動ができるチャンバ0を 選択することを示 し、ラッ トに とって自発運動が好ま し

い事象であることを示唆 した。これ らのことか ら、自発運動 はラッ トにとって好ま しいもので

あ り、また、自発運動は摂食行動に匹敵す る報酬価 を持 ち、摂食行動の報酬価 を自発運動が持

つ報酬価で代償できる可能性 が考え られ る。 したがって、自発運動を行 うことによ り、摂食行

動 と同等の報酬価が得 られ、結果的に摂食行動が減少す るのかも しれない。

自発運動が報酬や快感 に関わることが神経活動か らも示唆 されている。先述のGreenwood

らの先行研究において、自発運動の開始か ら6週 間の時点でAcbの △FosB/FosB蛋 白質発現

を調べ、 自発運動条件 において コン トロール条件 よりもAcb神 経活動が充進 した ことを示唆

した。また、自発運動条件において、VTAの ドーパ ミン産生の指標(チ ロシン水酸化酵素)が コ

ン トロール群 よ りも増加 したことか ら、VTAの ドーパ ミン神経活動が充進 した ことを示唆 し

た。VTA、Arcは 快 の感覚や動機づ けを司 る脳内報酬系 を構成す る脳部位であ り、報酬刺激 に

よってVTAの ド0パ ミン神経活動が充進 し、この神経投射を受けるAcbの 活動 も充進す るこ

とが知 られ る。これ らのことか ら、自発運動が快や報酬 といった感覚に影響 し、摂食行動にも

影響す る可能性が考 えられる。

他 に自発運動の摂食抑制効果を介在す るメカニズム として、縫線核セ ロ トニン神経 の活動が

関連す る可能性が考 えられる。縫線核セ ロ トニン神経の神経活動は気分の調節に関与すること

が知 られてお り、摂食行動にも影響することが示唆 されている。例 えば神経性大食症や神経性

無食欲症な どの摂食障害を示す患者 では、食欲に異常が生 じてお り、これ らの患者ではセ ロ ト

ニ ンレベルの長期的な低下が生 じてい ることが報告 されている(Kayeetal .,2005;Kayeet

al.,2008)。 また、Kopfら(2011)は 、免疫反応 の初期に生 じる摂食抑制が、縫線核の神経活

動に介在 されていることを示唆 した。さらに、縫線核セ ロ トニン神経は 自発運動によ り充進す

ること、可塑的な神経の変化が生 じることが報告 されている。Dishmanら(2006)は 慢性的な
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ホイール ランニ ングが腹側縫線核でのセロ トニンレベル を上昇 させ、皮質でのセ ロ トニン代謝

を高めることを明 らかにし、自発運動によ り縫線核セ ロ トニン神経の活動が充進す ることを示

唆 した。また、Greenwoodら(2005)は 、ラッ トに 自発運動を6週 間経験 させ、セ ロ トニン1B

自己受容体のmRNAが 縫線核 において減少 したこと、及び5HTTmRNAの 減少がみ られた

ことを示 した。これ らの ことか ら、自発運動は縫線核セ ロ トニン神経活動 を惹起 させ、それ を

介 して摂食抑制を引き起 こす可能性 が考えられ る。

これ らの ことか ら、自発運動によ り摂食抑制が生 じるメカニズムが示唆 され る。本研究では

摂食関連脳部位の神経活動を検討す るため、長期的な神経活動の指標 である△FosBIFosB蛋

白質の発…現を調べたが、VTA、Acb、 およびDRの 神経活動 において自発運動 による顕著な影

響 はみ とめられなかった。神経活動の検討方法や他 の脳神経メカニズムの関与な どについて、

今後検討する必要がある。

本研究では、長期的な摂食行動のパター ン、神経活動お よび情動状態の観点に着 目し、自発

運動がス トレス性の摂食抑制 とは異なる特徴 を示 した。この ことか ら、自発運動による摂食抑

制 はス トレス性 の摂食抑制 とは異なる特徴 を持 ち、その背景にあるメカニズムが異なる可能性

が示唆 された。しかし、自発運動による摂食抑制 がス トレス性 の摂食抑制 とは異なることを示

すためには、さらなる検討が必要である。本研究において、4週 間の飼育期間の うち、はじめ

の1週 間に 自発運動によって引き起 こされた摂食量の低下はス トレス負荷 による摂食量の低

下 と類似 していた。その後 自発運動群にのみ回復傾向がみ られたことか ら長期的な摂食行動の

パ タ0ン についてはス トレス負荷 との違いが示 されたものの、短期的な摂食行動への影響につ

いては 自発運動 とス トレス負荷の違いを示す ことはできなかった。すなわちス トレスの関連 を

否定できない。

また、コン トロール群 と運動群 に顕著 な神経活動の違いがみ とめ られた脳部位 はなかったこ

とか ら、自発運動の摂食抑制効果 を介在する可能性のある脳部位を特定す ることはできなかっ

た。今回は4週 間の飼育 の神経活動における蓄積的な効果 を検討 した ことか ら、自発運動によ

る摂食抑制効果が顕著にみ られた1週 間の時点ではコン トロール群 と運動群の神経活動の違

いが生 じていた可能性が考 えられるが、自発運動 による摂食抑制が回復す る過程においてその

違いが消失 したのかもしれない。各条件 での飼育1週 間の時点で神経活動 をしらべ、この点に

ついて検討す る必要がある。

そ こで、次の実験においては飼育開始後1週 間でみ られ る自発運動およびス トレス負荷 によ

る摂食抑制効果 に着 目し、自発運動およびス トレス負荷が神経活動お よび情動状態に与 える違

いを検討することとした。

48



第4章

実 験2.自 発運動 お よび ス トレス によ る初期 段階 の摂食 抑制 の比較

4.1目 的

実験1の 結果よ り、4週 間の 自発運動はス トレス負荷 と同様に摂食抑制 を引き起 こしたが、

自発運動に よる摂食抑制はス トレス負荷 と異な り飼育期間の後半において回復す る傾向にあ

った。また、4週 間の飼育後の行動テス トでは、運動群のス トレス関連行動はコン トロール群

との違いはみ られ なかったが、ス トレス群では増加 していた。さらに、摂食関連脳部位 の長期

的な神経活動 は、ス トレス応答 において重要な視床 下部室傍核(paraventricularnucleus:

PVN)、 情動 に関連する扁桃体中心核(centralnucleusofamygdala:CeA)に おいて 自発運動群

ではコン トロール群 との間に有意 な差 はみ とめ られなかったが、ス トレス群で活動充進がみ ら

れた。また、エネルギーバランスに関わる情報 を受け取 る視床下部 弓状核(hypothalamic

arcuatenucleus:Arc)、 快情動 ・報酬 に関わる腹側被蓋野(ventraltegmentalarea;VTA)や 側

坐核(nucleusaccumbens:Acb)、 気分の調節 に関わる背側縫線核(dorsalraphe;DR)に おいて、

ス トレス群ではコン トロール群 と比較 して神経活動が低い傾向にあったが、運動群にはコン ト

mル 群 との違いはみ とめられなかった。

これ らのことか ら、自発運動 はス トレス負荷 と同様 に摂食抑制を引き起 こすが、摂食量およ

び体重 の経時的変化 、不安状態、摂食 関連脳部位 の神経活動の結果か ら、自発運動 による摂食

行動への影響はス トレス負荷による摂食抑制 とは異なる特徴 を有する可能性が考え られ る。し

か し、4週 間の飼育期間の うち、は じめの1週 間(飼育期間の初期段階)に 自発運動によって引

き起 こされ た摂食量の低 下はス トレス負荷に よる摂食量の低下 と類似 してお り、また、実験1

では各条件 での飼育を4週 間行った後にス トレス関連行動お よび摂食関連脳部位 の神経活動

の検討 をお こなったため、自発運動お よびス トレス負荷 による初期段階の摂食抑制における情

動状態および神経活動 については比較できていない。これ らの ことか ら、自発運動でみ られる

一過 性の摂食抑制がス トレス性 の摂食抑制である可能性 は否定できない。

そこで実験2.に おいては、摂食抑制の初期段階において、自発運動による摂食抑制がス トレ

ス負荷による摂食抑制 と異なる特徴を有す るか どうかをス トレス関連行動および摂食関連脳

部位 の神経活動か ら検討 した。
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4.2方 法

4.2.1実 験 動 物

実験動 物 と して8週 齢 の雄 性Wistar系 ラ ッ トを用い た。飼 育環 境 は実験1と 同様 と し

た。

ラ ッ トを ランダ ムに3つ の グル ー プに分 け、それ ぞれ を運 動群 、ス トレス群 、コン トロ

ール 群 と した(各n=5) 。ス トレス群 には実験 期 間 中毎 日拘 束 ス トレス を負 荷 した。運動

群 で は飼 育 ケー ジ内に走 行 滑車(ラ ンニ ングホイ ール)を 設置 した。

4.2.2飼 育 条 件

飼 育 条件 は 、実pr1と 概 ね 同様 で あ った。ただ し、各条件 での飼 育期 間 を1週 間 と した。

4.2.3摂 食 量 お よび 体重 の測定

摂食量お よび体重の測定の方法は実験1と 同様 とした。

4.2.4行 動学 的テ ス ト

各条件での1週 間の飼育後、高架十字式迷路テス トを行った。その方法は実験1と 同様

とした。

4.2.5実 験 手順

飼育環境に動物 を慣れ させ ること、および摂食量 と体重のベースラインの測定のため、

ホームケージにて5日 間通常飼育を行 った(べ 一スライ ン期間)。 べ一ス ライン期間中は

運動群の各 ケージに設置 されたランニングホイ0ル は固定 され、動物はランニングホイ0

ルを用いた走行運動ができない状態であった。べ一スライ ン期間の後、各条件での飼 育を

1週 間行った。運動群の各ケー ジに設置 され たランニングホイールは動物が 自由に使用で

きる状態 にした。 ス トレス負荷は毎 日午前10:30か ら開始 し、2.5時 間行った。1週 間の

飼育中は、毎 日の摂食量および体重 を記録 し、運動群 のみ走行量を測定 した。その後、行

動学的テス トを行 った。テス トを行 う部屋 の環境に動物 を3日 間慣 らした後、高架式十字

迷路テス トを行った。個体間でテス トを行 う時間帯に差が生 じないよ う、動物を何 グルー

プかにランダムに分 け、複数 日に渡 り同じ時間帯(暗 期)で テス トを行 った。c-Fosタ ンパ

ク質の免疫組織化学染色 を行 うため、行動テス トの約100分 後に還流固定お よび脳摘出を

行 った。これは、行動テス トに対す る神経活動 を検討す るためである。実験1で は長期的
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な神経活動の指標 である △FosBIFosBタ ンパク質の免疫組織化学染色法を用いたが、摂

食関連脳部位 においてス トレス刺激に対す る反応性 の違いが生 じている可能性 が考え ら

れ ることか ら、実験2に おいてはス トレス刺激 として行動テス ト時の神経活動 を調べ るこ

ととし、神経活動 の指標にC-FOSタ ンパ ク質発現 を用いて、自発運動お よびス トレス負荷

での飼育後の行動テス ト時の神経活動(ス トレス刺激に対する反応性 の変化)に ついて検討

した。麻酔を処置 した後、還流固定を行った。還流固定を含 めた免疫組織化学染色法の方

法については以下に記す。

4.2.6免 疫 組織化 学染 色法

還流固定

還流固定の方法は、実験1と 同様 とした。

脳切片の作成

切片作成の方法は、実n1と 同様 とした。

免 疫 染 色

免 疫 染 色 の 方 法 は 実 験1と 同 様 で あ っ た が 、 一 次 抗 体 に はc-Fos一 次 抗 体(Rabbit

polyclona11g・G/SantaCruzBiotechnologylnc.;濃 度1:600)を 用 い た 。

遡

標本作製の方法は、実験1と 同様 とした。

幽

標的脳部位は、実験1と 同様とした。

4.2.7統 計 分 析

統計 分析 の方 法 は、実IAAー と同様 と した。
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4.3結 果

4.3.1自 発 運 動 お よ び ス トレス 負 荷 の初 期 段 階 に お け る 摂 食 量 へ の影 響

図15に コン トロール群 、運 動群 お よび ス トレス群 にお け る1日 あた りの摂 食 量 のべ 一

ス ライ ン期 間お よび1週 目の平 均値 を示 した。

3群 にお け るべ0ス ライ ン期 間 お よび1週 目の摂 食 量 にお いて 、群 と週 の交互 作 用 がみ

られ た(F(2,24)=13.26,p<0.05)。 また 、週 の主効 果(F(1,24)=5.841,p<0.05)お よび群

の主効 果 がみ られ た(F(2,24)=11.20,P<0.05)。

各群 にお い てべ0ス ライ ン と1週 目の摂食 量 を比 較 した ところ、コン トmル 群 ではべ

一 ス ライ ン期 間 に比較 して飼 育期 間 の摂食 量 が有意 に増 加 してお り

(F(4,1)=60.976,pく0.05)、 ス トレス群(F(4,1)=22.593,p<0.05)お よび 運動群

(F(4,1)=14.224,p<0.05)で はべ0ス ライ ン期 間 と比較 して1週 目の摂食 量 が低 下 して いた。

また 、1週 間 目の摂食 量 を群 間 で比較 した ところ、 コン トロ0ル 群 と比 較 して運 動群

(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)お よび ス トレス群(p<0.05,Tukey's

multiplecomparisonstest)の 摂食 量 は有 意 に少 な かっ た。
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4.3.2自 発 運 動 お よび ス トレ ス負 荷 の 初 期 段 階 に お け る体 重 へ の 影 響

図16に べ一 ス ライ ン期 間 、飼 育期 間 にお ける各群 の平 均体 重 を示 した。

3群 のべ.__.スライ ン期 間 お よび 飼 育1週 間 での体 重 におい て 、群 と週 の交互 作用 が み ら

れ た(F(2,24)=3.458,p<0.05)。 また 、週 の主効 果(F(1,24)=53.74,p<0.05)お よび群 の

主効 果 がみ られ た(F(2,24)=15.25,pく0.05)。

各 群 にお いてべ 一 ス ライ ン と1週 目の体 重 を比較 した と ころ、 コン トロール群(F(4,1)=

396.954,p<0.05)、 ス トレス群(F(4,1)=207.439,p<0.05)お よび運動 群(F(4,1)=

74.067,pく0.05)の いず れ にお い て もべ0ス ライ ン期 間 と比較 して各 条件 で の飼 育期 間の

体重 は増加 して いた。

ま た、1週 目にお いて各 群 の体 重 を群 間で比 較 した ところ、 コン トロール群 と比較 し

て運 動群(各 週p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)お よび ス トレス群(各 週

p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)の 体 重 が有 意 に低 か った。
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+:Ctrlvs.Stress(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)

55



4.3.3自 発 運 動 量

図17に 飼 育期 間 中の運動 群 に お けるホ イール ラ ンニ ングで の走行 距離 を示 した。1週

間の経 時 的変化 につい て1元 配置 分散 分析 を行 った ところ、日に よ る走 行量 の変 化 はみ ら

れ な かっ た(F(1.105,4.421)=3.807,p=0.1154)。
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4.3.4自 発 運 動 お よび ス トレス 負 荷 の不 安 様 行 動 へ の 影 響

図18・20に 高架 十字 式迷 路 テス トにお け るオ ー プ ンアー ム侵 入 回数 お よび滞在 時 間、ク

ロ0ズ ドア ー ム侵 入 回数 お よび滞 在時 間 、高架 十字 式迷 路テ ス ト中の グル ー ミング行 動 の

回数 お よび 時間 を示 した。

オ.__.プンアー ム侵入 回数(F=1.118,p=0.358)お よび 滞在 時 間(F=0.7865,p=0.48)に

お いて一 元配 置 分散分 析 を行 っ た ところ群 に よる有 意 な主効 果 はみ られ なか っ たが 、オ0

プ ンア ー ム侵 入 回数 、滞在 時 間 ともに運 動群 にお いて他 の2群 よ りも増加 す る傾 向がみ ら

れ た。

ク ロー ズ ドア.__.ム侵 入 回数(F=0.2643,P=0.77)、 お よび滞在 時 間(F=3.769,p=0.054)

におい て も群 に よる有意 な主 効果 は み られ なか った が、運動 群 の ク ロ0ズ ドアー ム滞在 時

間 が コン トロール 群 お よび ス トレス群 よ りもわず か に減 少す る傾 向がみ られ た。

グル ー ミング行 動 にお い て も、回数(F=0.1458,p=0.866)お よび 時 間(F=0.2483,

p=0.784)に 有 意 な主 効果 はみ られ なか った が、ス トレス群 の グルー ミン グ時間 が他 の2群

よ りもわず か に増 加 す る傾 向がみ られ た。
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図19.高 架 十 字 式迷 路 テ ス トにお け る コ ン トロー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群

(Exercise,n=5)お よび ス トレス 群(Stress,n=5)の ク ロー ズ ドア ー ム侵 入 回

数(左 図)お よび ク ロー ズ ドアー ム滞 在 時 間(右 図)。

60



EPMgrOomingfr閃EPMgroOmingdur訓on

ぱ

ピ

　

ウ
　

ロ

言

コ
呂

習

崔

8

』
切
七

」2

E
卍

ざ!ノ

餐150

欝
冒
.≡

距100
り

2
9

ε

芒
豊

"
o
E
覆

50

o

魂ノジ

図20.高 架 十 字 式迷 路 テ ス トにお け る コ ン トロー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群

(Exercise,n=5)お よび ス トレス群(Stress,n=5)の グル ー ミン グ 回数(左 図)

お よび グル ー ミング 時 間(右 図)。
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3.3.4自 発 運 動 お よび ス トレス 負 荷 の神 経 活 動 へ の影 響

4週 間 の飼育 後 に行動 テ ス トを行 っ た直後 に脳 を摘 出 し、c-Fosの 免 疫 化学染 色 を行 っ

た結 果 を図21・27に 示 した。

PVN(図21)に お いて は群 の主効 果 がみ られ(F(2,12)=5.005,pく0.05)、 ス トレス群

のc・Fosの 陽 性 細 胞 数 は 運 動 群 と比 較 して 有 意 に増 加 して い た(Tukey'smultiple

comparisonstest,p<0.05)。Arc(図22)に お いて は群 に よる主効 果 がみ られ(F(2,12)=

5.425,p<0.05)、 運 動群 のc・Fos陽1生 細 胞数 が コン トロール 群 よ りも有意 に増 加 し(Tukey's

multiplecomparisonstest,p<0.05)、 ス トレス群 よ りも増加 す る傾 向 がみ られ た。

CeA(図23)に お い て コン トロール群 に比較 して運動 群 お よびス トレス群 のc・Fos陽

性 細 胞 が わ ず か に少 な い傾 向 がみ られ た が、群 の 主効 果 は み られ な か っ た(F(2,12)=

1。657,p=0.2315)。BLA(図24)に おい て群 に よる顕著 なc-Fos陽1生 細胞 数 の違 いはみ

られず 、群 の主効果 はみ られ なか った(F(2,12)=0.2714,p=0.7668)。VTA(図25)に お い

て コ ン トロール 群 に比較 して運 動群 お よび ス トレス群 のc・Fos陽 性細 胞 が わず か に多い

傾 向 がみ られ たが 、群 の主効 果 はみ られ な かっ た(F(2,12)=2.115,p=0.1633)。Acb(図

26)のc・Fosの 陽性 細胞 数 には 、群 に よ る顕 著 な違 い はみ られず 、 群 の主効果 はみ られ な

か った(F(2,12)=0.05900,p=0.9430)。DR(図27)に お いて は、群 に よ る顕 著 な違 い はみ

られず 、群 の 主効果 は み られ なか った(F(2,12)=0.1386,p=0.8719)。
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図21.コ ン トロー ル 群(Ctr1,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よび ス トレ ス

群(Stress,n=5)に お け る 行 動 テ ス ト時 のPVNに お け るc-Fos陽 性 細 胞 数

衷:群 間 に 統 計 的 に 有 意 な 差 が み ら れ た こ と を 示 す(p<0 .05,Tukey'smultiple

comparisonstest)o
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図22.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス ト レス

群(Stress,n=5)に お け る行 動 テ ス ト時 のArcに お け るc-Fos陽 性 細 胞 数

衷:群 間 に 統 計 的 に 有 意 な 差 が み ら れ た こ と を 示 す(p<0 .05,Tukey'smultiple

comparisonstest)o

64



150

O

轟U

渦U

5

1

盤
鳶

o
ξ

冨
9

"
£
ゐ

お

』
2

E
毒

o

Ceハ

魂ノノ

図23コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス トレス

群(Stress,n=5)に お け る行 動 テ ス ト時 のCeAに お け るc・Fos陽 性 細 胞 数
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図24.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス トレ ス

群(Stress,n=5)に お け る 行 動 テ ス ト時 のBLAに お け るc-Fos陽 性 細 胞 数
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図25.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス ト レス

群(Stress,n=5)に お け る 行 動 テ ス ト時 のVTAに お け るc-Fos陽 性 細 胞 数
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図26.コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス トレ ス

群(Stress,n=5)に お け る 行 動 テ ス ト時 のAcb(右 図)に お け るc・Fos陽 性 細 胞

数
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図27コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=5)、 運 動 群(Exercise,n=5)お よ び ス トレ ス

群(Stress,n=5)に お け る 行 動 テ ス ト時 のDRに お け るc・Fos陽 性 細 胞 数
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3.4考 察

本実験の結果 から、運動群およびス トレス群 ともに1週 間の摂食量はコン トロール群 よりも

低下す ることが示 された。行動テス トの結果か ら、運動群 のス トレス関連行動が他の2群 よ り

も減少す る傾向がみ られた。行動テス ト時の神経活動 については、ス トレス応答に重要なPVN

においてス トレス群 の神経活動は運動群 よ りも有意に増加 し、運動群の神経活動 はコン トロー

ル群 とほとん ど変わ らなかった。 また、情動に関与す ることで知 られるCeA、BLA、 報酬や

快の感覚に関わるVTA、Acb、 気分の調節 に関わるDRに おいてス トレス群 と運動群 に顕著な

差 はみ られなかったが、末梢か らの栄養状態に関する情報 を受 け取 るArcに おいて、運動群の

c・Fos陽 性細胞数が他の2群 と比較 して増加 した。 これ らの ことか ら、1週 間の自発運動お よ

びス トレス負荷後のス トレス関連行動お よび神経活動は異な り、自発運動による一過性の摂食

抑制はス トレス性の摂食抑制 ではない可能性が示唆 される。

ス トレス性の摂食抑制 には、視床下部一下垂体一副腎軸(hypothalamic-pitutary-adrenal

axis;HPA軸)の 活動(Hottaetal.,1991)お よびCRF神 経系(Jochmanetal.,2005;

Ciccocioppoetal.,2003)が 重要な役割 を担 うことが報告 されてい るが、 自発運動では これ ら

のス トレス反応系の活動 はあま り高 くない可能性が示唆 されてい る(Yanagitaetal.,2007)。

このことは、自発運動による摂食抑制はス トレス負荷 による摂食抑制 とは異なる可能性を示唆

している。

行動テス トの結果において、運動群においてわずかにス トレス関連行動が減少す る傾向がみ

られた。実験1で は、4週 間の飼育後、ス トレス群 でのみス トレス関連行動が増加 していた。

これ らのことか ら、1週 間各条件での飼育を行 った時点でのス トレス関連行動においては、あ

ま り大きな差ではなかったが、長期間の飼育を行った実験1と 同様 に、自発運動がス トレス関

連行動に与える影響がス トレス負荷 とは異なる可能性 が考え られ る。

神経活動に関 して、1週 間の各条件での飼育後、ス トレス応答 において重要 な役割を担 う

PVNに おいて、ス トレス群の神経活動が運動群 よりも有意に増加 していた。実験1で 検討 し

た長期的な神経活動においても、PVNに おいて自発運動群では コン トロール群 との間に有意

な差はみ とめ られなかったが、ス トレス群で活動充進がみ られた。これ らのことか ら、ス トレ

ス群 では1週 間のス トレス負荷 によりス トレス応答が増大 し、その影響 は4週 間持続 され、自

発運動では1週 間および4週 間の時点でス トレス応答の増大は生 じていない ことが考 えられる。

以上の ことか ら、自発運動お よびス トレス負荷では行動および神経活動の観点か らみたス ト

レス応答に異なる特徴が示唆 され、自発運動による摂食抑制 はス トレス性 のものではない可能

性があると考え られ る。
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興味深い こととして、本実1で は運動群 において行動テス ト時のArcの 神経活動がコン トロ

ール群お よびス トレス群 よ りも充進す ることが示 された
。Arcは イ ンス リン、グレリン、 レプ

チ ンなどの末梢か らの栄養状態に関す る情報を受け取 る脳部位であ り、エネル ギーバ ランスの

調節 に関わる摂食行動の変化 において重要 な役割を担 う(ManiamandMorris,2012)。 このこ

とか ら、自発運動はArcの 反応性 を変化 させ、エネル ギーバ ランスに基づいた摂食調節機構 に

影響 し、自発運動 による摂食抑制に関与 している可能性が考 えられる。実験1で も同様にス ト

レス群 と比較 して運動群においてArc神 経活動の充進 がみ られ、これ らのことか ら、自発運動

による摂食抑制 において、Arcの 神経活動充進が関与す る可能性が考えられ る。

そのほかに自発運動によ り摂食抑制が生 じるメカニズムとして、た とえば、VTAやAcbな

どの報酬や快感に関わる脳部位の関連や(Pierceetal.,1986;Greenwoodetal.,2011)、 気

分や免疫系の応答 に関わ り摂食調節 に関与す る縫線核セ ロ トニン神経 の活動が関連す る可能

性が考 えられ る(Kayeetal.,2005;Kayeetal.,2008;Kopfetal.,2011)。 本研究では実験1

において長期的な神経活動 を調べたが、VTA、Acb、 お よびDRの 神経活動において自発運動

に よる顕著な影響 はみ とめ られなかった。また、実験2に おいても、これ らの脳部位 において

自発運動 による顕著な影響がみ とめ られ なかった。これ らの脳部位は、自発運動が行われてい

る ときに活動の変化 を示 し、自発運動による摂食抑制効果 を介在 していた可能性 が考えられ る

が、実験2で はス トレス刺激 に対す る神経活動の反応性 の違いを検討 した ことか ら、自発運動

を行 っているときにどのよ うな神経活動 が生 じていたかについては検討す ることができなか

った。今後 、自発運動時のVTA、Acb、 およびDRと いった脳部位の活動 と自発運動 による摂

食抑制 との関係 について検討が必要である。

実験2に おいて、実験1と 同様 に行動テス トから運動群のス トレス状態がス トレス群 とは異

なる可能性が示唆 され、また、神経活動か らもス トレス応答に関わる脳部位の神経活動がス ト

レス群では充進 したが、運動群 では変化 しなかった可能性が示唆 された。 これ らの ことか ら、

自発運動 による初期段階の摂食抑制 はス トレス負荷 によるもの と異なる特徴 を有す るもの と

考 えられる。 また、 自発運動 によりArc神 経活動が変化す る可能性が示唆 されたことから、

Arcが 自発運動 による摂食抑制 に関与す る可能性が考 えられ る。
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第5章

実験3.運 動 に よる摂 食抑 制 に対 す るCRFの 関連性 の検討

5.1目 的

実験1.お よび2.に おいて、摂食行動お よび体重の経時的変化、ス トレス関連行動、摂食関連

脳部位の神経活動 の観点か ら、 自発運動による摂食抑制はス トレス性 の摂食抑制 とは異 なる特

徴を有す ることが示 された。 さらに実験3.で は、 自発運動による摂食抑制お よびス トレス性の

摂食抑制を引き起 こす神経 メカニズムが異なるか どうかを調べ るため、ス トレス性の摂食抑制

に重要な役割 を果た しているCRFの 関与について検討す ることとした。CRFの 脳室内投与に

より摂食抑制が生 じることや(Hottaetal.,1991;Richardetal.,2002)、CRFの 受容体の阻害

薬 の脳室内投与によってス トレス性の摂食抑制が軽減 され ること(Krahnetal.,1986)な どか

ら、ス トレス性 の摂食抑制においてCRFが 重要な役割を担 うことが示唆 されてい る。

そ こで、本実験では自発運動による摂食抑制がス トレス性の摂食抑制 と異なるか どうかを検

討することを目的 とし、自発運動 による摂食抑制にCRFが 関与す るか どうかを検討 した。実験

では行動薬理的な方法を用い、自発運動による摂食抑制に対するCRF受 容体阻害薬 の慢性的脳

室内投与の効果について検討 した。

5.2方 法

5.2.1実 験 動 物

実験動 物 と して8週 齢 の雄 性Wistar系 ラ ッ トを用 い た。飼 育環境 は実験1,2と 同様 と

した。

ラ ッ トを ランダ ムに コ ン トロー一ル群(Ctrl群:C群)お よび運 動群(Exercise群:E群)に 分 け、

さ らに それ ぞれ の半 分に溶 媒 のみ(Vehicle群:V群)、 も う半分 にCRF受 容 体 の非選 択 的

阻害薬(alpha・helicalCRF(9・41))を 脳 室 内へ投 与 した(alpha-helicalCRF:A群)。 それ

ぞれ をCV群 、CA群 、EV群 、EA群 と した。EV群 お よびEA群 にお い ては飼 育 ケ0ジ

内 に走行 滑車(ラ ンニ ングホイ ール)を 設 置 した。

5.2.2飼 育 条 件

運動 条件 は実験2と 同様 とした。
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5.2.3.摂 食 量お よび体重 の測 定

摂食量および体重の測定の方法は実験2と 同様 とした。

5.2.4実 験手 順

動物の搬入後、飼育環境 に動物を馴れ させ るための通常飼育期間を数 日おき、カニュー

レお よび浸透圧ポンプ留置手術を行った(手術方法の詳細 については後述す る)。摂食量 と

体重のべ一スラインの測定のため、ホ0ム ケ0ジ にて5日 間通常飼育 を行 った(べ 一スラ

イ ン期間)。 べ一 スライン期間の5日 間の摂食量お よび体重の平均値をべ一スライ ン値 と

した。べ一スライン期間の後、各条件 での飼育を1週 間行った。運動群の各ケージにラン

ニ ングホイ0ル を設置 し、動物が 自由に使用できる状態に した。1週 間の飼育中は、毎 日

の摂食量お よび体重を測定 し、運動群では走行量も測定 した。

また、本実験では摂食量お よび体重の変化率を求めた。変化率の算 出方法 として、1日

ごとの摂食量お よび体重のべ一ス ライ ン値か らの差分を1日 ごとに求め、その値 のべ一ス

ライ ン値に対する比率 をパーセ ン ト表示 した((1日 ごとの摂食量お よび体重一べ一スライ

ン値)/べ一ス ライ ン値 ×100)。 得 られた7日 分の変化率を平均 し、1週 間の変化率 として

示 した。

5.2.5実 験 試 薬 お よび 投 与 方 法

実 験期 間 中、慢 性 的 に試 薬 を脳 室 内投 与 した。 投 与試 薬 と して 、0.9%生 理 食塩 水(CV

群 お よびEV群)お よび 非 選 択 的ペ プチ ド性CRF受 容 体 阻害 薬 で あ るalpha・helical

CRF(9・41)(SIGMA-RBI,USA;0.16μg/μ1)(CA群 お よびEA群)を 用 い た。

脳 室 内投 与 には 、小型 の浸 透圧 ポ ンプ(mode12002,Alzet,USA;0.5,uUhfor14day)に

チ ュー ブ を取 り付 け、その先 端 に脳 室 内に留 置す るカ ニ ュー レ(BRAININFUSIONKIT2,

Alzet,USA)がi接 続 され た ものを用 いた。 カニ ュー レの先 端 は脳 室 に留 置 され る よ う固 定

し、浸透圧 ポ ンプ は ラ ッ トの皮下 に留 置 した。 この こ とに よ り、動 物 の行 動 を妨 げ る こと

な く飼 育 期 間 中常 に試 薬 が投 与 された 。

5.2.6カ ニ ュー レお よ び 浸 透 圧 ポ ン プ 留 置 手 術

ペ ン トバル ビタール(ソ ム ノペ ンチル 、大 日本 住友 製薬 株式 会社)に よっ て麻 酔 を行 い

(50ml/kg、 腹腔 内 注射)、 麻 酔 の深 度 が不十 分 な場合 は必 要 に応 じて0.1mlず っ追加 し

た。深麻 酔状 態 で ある こ とを確 認 した後 、頭部 を清潔 に し、剃 毛 した。電気 メスで頭 皮 を
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切開 した後、ラッ トを脳 定位固定装置に固定 した。頭蓋骨か ら骨膜を剥離 し、骨面が水平

になるようブ レグマ(矢 状縫合 と冠状縫合の交点)と ラムダ(矢 状縫合 と冠状縫合の交わ

る小泉門の部位 を指す点)の 高 さを合わせた。右側脳室に相当す る位置(ブ レグマを起点

とし、AP・1.8mm,ML1.5mm)の 頭蓋骨 を歯科用 ドリルの先端で穿孔 した後、アンカー ビ

スを骨面に埋 め込んだ。薬物 を注入するためのカニュー レを挿入 し、歯科用 レジンとアン

カー ビスを用いて頭蓋骨 に固定 した。カニュ0レ の深 さは、側脳室に相 当す る位置(頭 蓋

骨か ら3mm)に カニュー レの先端が位置す るように した。カニュー レに接続 された浸透圧

ポ ンプを左右 の肩甲骨 の間の皮 下に留置す るため、皮膚 と結合組織 を剥離 した。これによ

って作成 した皮下のポケ ッ トにポンプを留置 し、皮膚の切開部の縫合及び消毒 を行 った。

5.2.7統 計 分 析

統 計分 析 の方 法 は、実 験2と 同様 とした。
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5.3結 果

5.3.1自 発 運 動 に よ る摂 食 抑 制 にCRF受 容 体 阻 害 薬 の脳 室 内 投 与 が 与 え る影 響

図28にCV群 、CA群 、 お よびEV群EA群 のべ 一 ス ライ ン期 間 お よび1週 間 の飼 育

期 間に お ける摂食 量 を示 した。CV群 お よびCA群 の摂 食 量はべ 一 ス ライ ン期 間 と比較 し

て1週 間 目に増加 し、EV群 お よびEA群 にお い て1週 間の摂 食 量がべ 一 ス ライ ン期 間 よ

りも低 下 した。CA群 の摂食 量 にはCV群 との顕著 な違 い はみ られず 、EA群 におい て も

EV群 との摂食 量 との顕著 な違 い はみ られ なか った。

べ 一 ス ライ ン期 間 お よび1週 間 の飼 育期 間にお ける摂食 量 の変化 におい て、群 と週 の交

互作 用 がみ られ た(F(3,8)=26.01,p<0.05)。 ま た、群 の主効 果 がみ られ た(F(3,8)=6.848,

p<0.05)が 、週 の 主効果 はみ られ なか った(F(1,8)=0.2891,p=0.6054)。

各 群 にお いてべ 一 ス ライ ン期 間 の摂食 量 と1週 間 目の摂 食 量 を比較 した ところ、CV群

(F(2,1)=19.867,p<0.05)お よびCA群(F(2,1)=10.105,p<0.05)で はべ0ス ライ ン期 間 に比

較 して飼 育期 間 の摂食 量 が有意 に増加 してお り、EV群(F(2,1)=134.237,p<0.05)お よび

EA群(F(4,1)=16.212,p<0.05)で はべ 一 ス ライ ン期 間 と比較 して飼 育期 間 の摂 食 量が低 下

してい た。

また 、1週 間 目の摂 食 量 を群 問で比 較 した ところ、CV群 に比 較 してEV群 の摂 食 量 が

有意 に低 く(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)、CA群 に比較 してEV群 の摂食

量 が有 意 に低 かった(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)。 また 、CA群 とCV群

の摂 食 量 に有意 な差 はみ られ ず 、EA群 とEV群 の 間 に も有意 な差 はみ とめ られ なか った。

さ らに 、摂 食 量の 変化率 につい て飼 育条件 お よびalpha・helicalCRF投 与 の有 無 の2要

因 につ い て分散 分析 を行 った ところ、交 互作用 はな く(F(1,8)=0.5717,p=0.4713)、 飼

育 条件 の要 因 に主効 果 がみ られ たが(F(1,8)=55.57,p<0.05)、alpha・helicalCRF投 与

の有無 の要 因 に は主効果 はみ られ なか った(F(1,8)ニ2.838,p=0.1305)。(図29)
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(左 の灰 色 の バ ー,n=3)、EV群(右 の黒 色 のバ ー,n=3)お よびEA群

(右 の灰 色 の バ ー,n=3)の べ 一 ス ライ ン期 間 に対 す る摂食 量 変化 率

士:飼育 条 件 に よ り主 効 果 がみ とめ られ た こ とを示 す(F(1
,8)=55.57,

p<0.05)
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5.3.2自 発 運 動 に よ る 体 重 増 加 抑 制 効 果 にCRF受 容 体 阻 害 薬 の 脳 室 内 投 与 が 与 え る影

響

図30にCV群 、CA群 お よびEV群 、EA群 のべ一 ス ライ ン期 間お よび1週 間 の飼 育期 間 に

お け る体 重 の変化 を示 した。CV群 お よびCA群 の体重 はべ 一 ス ライ ン期 間 と比較 して1週 間

目に増 加 した。EV群 お よびEA群 にお い て も体重 はべ 一 ス ライ ン期 間 と比較 して1週 間 目に

増加 した が、 その経 時 的 な変化 はCV群 お よびCA群 よ りも小 さい傾 向がみ られ た。

4群 にお け る体 重 の変化 にお いて 、群 と週 の交互 作用 が み られ た(F(3 ,8)=20.51,pく0.05)。

また、週 の主効果 が み られ(F(1,8)=249.0,p<0.05)、 群 の主効 果 はみ られ な かっ た(F(3 ,8)=

0.6809,p=0.5881)0

各群 におい てべ 一 ス ライ ンお よび1週 目にお け る体 重 を比較 した ところ 、CV群

(F(2,1)=90.445,p<0.05)お よびCA群(F(2,1)=341。101,p<0.05)で はべ一 ス ライ ン期 間 に比較

して飼 育期 間 の体重 が有 意 に増加 してい た。 また 、EV群 の体重 はベ ー ス ライ ン期 間 と比較 し

て飼 育期 間 に有意 に増加 し(F(2,1)=31.855,p<0.05)、EA群 にお い ては増加 す る傾 向 はみ られ

た もの の、有 意差 は み られ な か った(F(4,1)=12.039,p<0.0740)

ま た、1週 間 目にお いて群 問 で体重 を比 較 た ところ、いずれ の群 の間 に も有意 な差 はみ

とめ られ なか っ た(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)。

さ らに、体重 の変 化率 につ い て飼育 条件 お よびalpha・hehcalCRF投 与 の有 無 の2要 因につ

い て分散 分析 を行 った ところ、交 互作 用 は な く(F(1 ,8)=0.004135,p=0.9503)、 飼 育条 件 の

要 因 に主 効果 が み られ た が(F(1,8)=69.41,p<0.05)、alpha・helicalCRF投 与の有 無 の要 因 に

は主 効果 はみ られ な かっ た(F(1,8)=o.0005815,p=0.9814)。(図31)
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5.3.3自 発 運 動 量 にCRF受 容 体 阻 害 薬 の 脳 室 内投 与 が 与 え る影 響

図32に 、EV群 お よびEA群 にお ける1週 間 の走行 量 を示 した。

分 散分 析 の結果 、群 お よび 日の要因 につ い て交互 作用 はみ とめ られ ず(F(6,24)=1.036,p=

0.4269)、 群 の主効 果(F(1,4)=0.02675,p=0.8780>、 日の 主効果(F(4,24)=8 .003,p=0.0003)

もみ られ な かった。
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5.4考 察

摂食量の結果か ら、コン トロール条件(CV群 お よびCA群)と 比較 して、運動条件(EV群 お

よびEA群)で は摂食量が低下 し、また、いずれの条件 において もCRF容 体阻害薬脳 室内投与

による変化はみ とめられなかった。また、自発運動に よる体重増加の抑制効果お よび走行量 に

おけるCRF受 容体阻害による影響はみ られなかった。 これ らのことか ら、 自発運動によ り摂

食抑制が生 じ、その摂食抑制効果はCRF受 容体阻害薬の脳室内投与によ り影響を受けない こ

とが示唆 され、 自発運動による摂食抑制 はCRF神 経系を介 した ものではない可能性が考えら

れ る。

ス トレス性の摂食抑制が生 じる神経 メカニズムおいて、CRF受 容体の活性化が重要な役割

を担 うことが示唆 されている。CRFの 脳室内投与により摂食抑制が生 じることや(且ottaetal.,

1991;Richardetal.,2002)、CRFの 受容体の非選択的阻害薬(alpha-helicalCRF(9-41))の 脳

室 内投与によってCRF誘 発性の摂食抑制お よびス トレス誘発性 の摂食抑制が消失す ること

(Krahnetal.,1986)が 報告 されてい る。CRFはHPA軸 反応 の引き金 として働 くだけでな く、

神経伝達物質 として脳内の広範囲に存在す る受容体に作用 し、様々なス トレス反応を調節 して

いる。摂食 との関連 では、視床下部室傍核(paraventricularnucleus:PVN)の オキシ トシン神

経や視床下部外側野のオ レキシン神経 といった摂食調節に重要 な神経にCRF受 容体が発現 し

てお り、ス トレス性 の摂食抑制 との関連が示唆 されてい る(Olsonetal.,1991;小 澤、2008)。

また、扁桃体に存在す るCRF受 容体もス トレス性の摂食抑制 において重要 な役割を担 うと考

え られ ている(Jochmaneta1.,2005)。 さらに、CRFに よる扁桃体の活動充進はVTAの 活動

を抑制 し、摂食への動機づけを低下 させ る可能性 も示唆され ている(Ciccocioppoetal.,2003)。

これ らのことか ら、CRF阻 害薬の脳室内投与はPVNや 扁桃体 のCRF受 容体を阻害す ること

に より、ス トレス性 の摂食抑制 を消失 させ ると考 えられる。本研究においても、実験1に おい

て、コン トmル 群 に比較 してス トレス群のPVNお よびCeAの 活動充進がみ られ、VTAの

活動が低下す る傾向がみ られた。本実験ではCRF受 容体の阻害薬 がこれ らの脳部位 に作用 し

ていた と考えられ るが、 さらに脳神経活動に関 して検討す る必要がある。

先に述べたCRF受 容体阻害薬 の摂食抑制 に対す る影響を調べた先行研究では、あらか じめ

カニ ュー レを脳室内に留置 しておき、マイ クロシ リンジを用いて、1回 の投与による単発 の効

果 を検討 したものが多い。本研究では、飼 育期間中継続的にCRF受 容体阻害 を行った ときの

摂食行動への影響 を検討す るために、CRF受 容体阻害薬の慢性的な脳室内投与を行った。

Toriyaら(2010)は 、本研究 と同様 の慢性的な投与方法 を用い、CRF受 容体阻害薬 を同 じ投薬

量(0.16μg1μ1,0.5,uUhfor14day)で ラッ トに投与 した ところ、CRF誘 発性 の摂食抑制が消失
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した ことを報告 した。本研究では同様 の方法によ り運動による摂食抑制 に対するCRF受 容体

阻害の効果はみ られ なかったことから、自発運動による摂食抑制はス トレス性 の摂食抑制 を生

じるCRF神 経系 とは異なるメカニズムを介 して生 じる可能性が示唆 され た。

本実験 における課題 として、本実験では実際 にポンプか ら脳 室内にCRF受 容体阻害薬が投

与 されていたか どうかについて確認す ることができなかった。この点については、ス トレス負

荷を行 う群において、同様の方法でalpha・helicalCRF(9・41)の 脳室内投与の摂食抑制に対す

る効果 を検討 し、自発運動における摂食抑制 に対す るalpha・helicalCRF(9・41)の 脳室内投与

の効果 と比較検討す ることによ り、 自発運動 による摂食抑制にCRF受 容体阻害の効果 を明 ら

かにできると考えられ、今後 の検討が必要である。
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第6章 総合考察

運 動 に よ り摂食 抑制 が 生 じるこ とが報 告 され てお り、ス トレス性 の摂 食抑 制 との関連 が指 摘

され て い る。 ス トレス性 の摂食 抑制 には視床 下部一下垂体一副 腎軸

(hypothalamic-pitutary-adrenalaxis;HPA軸)の 活動 お よび コル チ コ トロピン放 出因子

(corticotropinreleasingfactor:CRF)神 経 の活性 化 が重要 な役 割 を担 うこ とが示唆 され てい る。

強制 運動 や高 強度 運動 はHPA軸 お よびCRF神 経 を活性 化 させ るこ とが知 られ てい る こ とか

ら、 この よ うな運 動 がス トレス性 の摂食 抑制 を生 じてい る可 能性 が示 唆 され てい る

(Contartezeetal.,2007;Zhaoetal.,2011)。 自発運 動 で も摂 食抑 制 が生 じる こ とが報告 され

てい るが(Kawaguchietal.,2005)、 自発 運 動 では強 制運 動 でみ られ るほ どのHPA軸 やCRF

神 経 の活性 化 とい っ たス トレス応 答 は生 じない こ とが示唆 され てお り(Yanagitaeta1.,2007)、

自発運 動 に よ る摂食 抑 制 には ス トレス反 応 系の 関与 は小 さい と考 え られ る。また、摂食 行 動 は、

情動 、気 分 、動機 づ けな どに よって も変 化 し、 これ ら と関連す る神 経 系 を介 した よ り複雑 な摂

食 調節 のメ カニ ズム も示唆 され て お り、自発 運動 に よる摂 食抑 制 は これ らの メカ ニズ ム を介 し

て生 じる可能性 も考 え られ る。 これ らの ことか ら、自発運 動 に よ る摂食 抑制 のメ カニ ズム は必

ず しもス トレス性 の摂食 抑 制 メカ ニズ ム とは一 致 しない 可能性 が考 え られ る。

そ こで本 研 究 では 、自発 運動 に よ る摂 食行 動へ の影 響 が ス トレス負荷 に よ りみ られ る摂 食 抑

制 と異 な るか ど うか を明 らか にす る こ とを 目的 と した。

実験1.で は、通 常飼 育条件 、 自発運 動条 件 、ス トレス負荷 条件 で4週 間 ラ ッ トを飼 育 し、摂

食 量 の経 時的 変化 お よび ス トレス 関連 行 動 、摂食 行動 に関連す る脳 神経 活動 につい て比較 検討

した。 自発運 動群 で は、飼 育 開始 直後 か ら摂食 量 、体 重 の減 少 がみ られ 、ス トレス群 で も同様

の減少 がみ られた。 しか し、自発 運動 群 で は、ス トレス群 とは異 な り2週 目以 降 か ら摂食 量 が

回復す る傾 向に あ り、体重減 少 につ い て もス トレス群 よ りも緩 や か であ った。また 、 自発 運動

群 にお け る4週 間 の飼 育 後 のス トレス関連 行動(不 安様 行動)は ス トレス群 よ り低 く、 コ ン トロ

ール群 との 間に有意 な差 はみ られ なか った。 さ らに、摂食 調節 に関連す る脳 部位 の神 経活 動 に

つい て は、 ス トレス 、情動 に 関連 す る視 床 下部 室傍 核(paraventricularnucleus:PVN)、 扁桃

体 中心核(centralnucleusofamygdala:CeA)に お い てス トレス群 で活 動充 進 がみ られ た が、自

発 運動 群 で は コン トロール 群 との 問 に有 意 な差 はみ とめ られ なか った。また 、視 床 下部 弓状核

(hypothalamicarcuatenucleus:Arc)、 腹側 被 蓋 野(ventraltegmentalarea;VTA)、 側 坐核

(nucleusaccumbens:Acb)、 背 側縫線 核(dorsalraphe:DR)に お いて 、 ス トレス群 で は他 の群

よ り神 経活 動 が低 い傾 向 にあ った。 これ らの こ とか ら、自発運 動 はス トレス負荷 と同様 に摂食
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抑制 を引き起 こすが、摂食量および体重の経時的変化、不安状態、摂食 関連脳部位の神経活動

の結果から、自発運動による摂食行動へ の影響はス トレス負荷 による摂食抑制 とは異なる特徴

を有す る可能性 が考えられた。

実験1の 結果 より、自発運動による摂食行動への影響はス トレス負荷 による摂食抑制 とは異

なる特徴を有す る可能性 が考 えられたが、4週 間の飼育期間の うち、は じめの1週 間(飼育期間

の初期段階)に 自発運動 によって引き起 こされ た摂食量の低下はス トレス負荷による摂食量の

低下 と類似 してお り、実験1で は摂食抑制がみ られた飼育期間の初期段階 において、自発運動

お よびス トレス負荷による情動状態お よび神経活動への影響が異 なるか どうかについては検

討できない。そ こで実験2.に おいては、飼育期間の初期段階において、自発運動による摂食抑

制がス トレス負荷 による摂食抑制 と異なる特徴 を有するか どうかをス トレス関連行動および

摂食関連脳部位 の神経活動か ら検討 した。その結果、1週 間の各条件での飼育により、運動群

およびス トレス群 の摂食量はコン トロール群 よ りも低 下 した。また、行動テス トの結果か ら、

運動群のス トレス関連行動が他の2群 よ りも減少す る傾 向がみ られた。神経活動 の応答を調べ

た結果、ス トレス応答に重要なPVNに おいてス トレス群の神経活動が運動群 よりも有意 に増

加 したが、運動群の神経活動 にはコン トロール群 との差はみ られなかった。これ らのことか ら、

自発運動お よびス トレスによる初期段階の摂食抑制において、ス トレス関連行動お よび神経活

動が異なる特徴 を有する可能性が示唆 され た。また、末梢か らの栄養状態に関す る情報を受け

取 るArcに おいて、運動群の神経活動が他の2群 よりも充進 してお り、Arcが 運動による摂食

抑制 に関連する可能性 が考え られた。

実験1.お よび2.に おいて、摂食行動お よび体重の経時的変化、ス トレス関連行動、摂食 関

連脳部位 の神経活動の観 点か ら、自発運動による摂食抑制はス トレス性の摂食抑制 とは異なる

特徴 を有す ることが示 され た。さらに、実験3で 自発運動による摂食抑制がス トレス性 の摂食

抑制 と異 なるか どうかを検討す るために、ス トレス性 の摂食抑制 を介在す るCRFの 機能が関

与す るか どうか を調べた。方法 としては、 自発運動お よびス トレスによる摂食抑制における

CRF受 容体阻害の効果について検討 した。通常飼育および 自発運動条件で飼育す る群のそれ

ぞれに、CRF受 容体阻害薬(alphahelicalCRF(9・41))ま たは溶媒のみを飼育期間中継続的に脳

室内投与 した。その結果、実験2と 同様に 自発運動によ り摂食抑制が生 じ、さらに、この摂食

抑制はCRF受 容体阻害薬の脳室内投与 により影響を受けなかった。 このことか ら、 自発運動

による摂食抑制はス トレス性の摂食抑制 とは異な り、CRF神 経系のメカニズムを介な さい可

能性が示唆 された。

ス トレス性の摂食抑制 においてCRFが 作用すると考 えられる脳部位 には、PVN(Uchoaet
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al.,2010)や 扁桃体(Jochmanetal.,2005)な どが考えられ る。また、CRFに よる扁桃体 の活

動充進 によってVTAの 活動が抑制 され、摂食への動機 づけを低下 させ る可能性 も示唆 されて

いる(Ciccocioppoetal.,2003)。 長期的な神経活動の違いを検討 した実験1に おいても、コン

トロール群 に比較 してス トレス群のPVNお よびCeAの 活動充進がみ られ、VTAの 活動が低

下する傾 向がみ られた。本研究でもCRFの 阻害薬が これ らの脳部位 に作用 していたと考 えら

れ るが、 さらに神経活動について検討する必要がある。

自発運動における摂食抑制にはCRF受 容体阻害薬投与の効果がみ られなかったことか ら、

自発運動 における摂食抑制はス トレス性の摂食抑制 とは異 な り、CRF神 経系の摂食抑制メカ

ニズムを介 さない可能性が示唆された。

実験1、2、3の 結果か ら、 自発運動 ではス トレス負荷 と同様 に摂食抑制を引き起 こすが、摂

食量および体重の経時的変化、不安状態、摂食関連脳部位の神経活動の結果 から、 自発運動に

よる摂食行動への影響はス トレス負荷 による摂食抑制 とは異なる特徴を有す る可能性が考えら

れた。また、自発運動 による摂食抑制メカニズムが、ス トレス性の摂食抑制 とは異な りCRF神

経系を介 さないものである可能性 が示唆 された。

自発運動によ り摂食抑制が生 じるメカニズムは本研究か らは明 らかにで きないが、先行研 究

によ り示 された 自発運動 の特性か ら、い くつかの可能性が考 えられ る。た とえば、 自発運動は

ラッ トにとって好 ま しいものであ り、摂食行動 に匹敵す る報酬価 を持ち、摂食行動の報酬価 を

自発運動 が持つ報酬価 で代償できる可能性 が示唆 されてい る(Pierceetal.,1986;Greenwood

etal.,2011)ま た、実際に脳 内報酬系であるVTA、Acbの 神経活動が 自発運動によって高まる

ことが示唆 されてい る(Greenwoodetal.,2011)。 したがって、自発運動を行 うことによ り、摂

食行動 と同等の報酬価 が得 られ、結果的に摂食行動が減少す るのかも しれない。また、DRが 気

分や免疫反応 を介 した摂食抑制に関わ り(Kayeetal.,2005;Kayeetal.,2008;Kopfetal.,

2011)、 自発運動によ りDR神 経活動の充進や神経の可塑的な変化が生 じることが示唆 されてい

ることか ら(Greenwoodetal.,2005;Dishmaneta1.,2006)、 自発運動 による摂食抑制にDR

が関与す る可能性 も考 えられ る。

本研究では実験1に おいて長期的な神経活動 を調べたが、VTA、Acb、 お よびDRの 神経活

動において 自発運動による顕著な影響はみ とめられなかった。 また、実験2に おいて も、 これ

らの脳部位において 自発運動に よる顕著な影響がみ とめ られなかった。 これ らの脳部位 は、自

発運動が行われているときに活動の変化 を示 し、 自発運動による摂食抑制効果 を介在 していた

可能性 が考え られ るが、実験2で は行動テス ト時の神経活動を検討 したことから、 自発運動を

行 っているときにどのよ うな神経活動 が生 じていたかについては示す ことができない。 この こ
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とか ら、VTA、Acb、 およびDRと いった脳部位が 自発運動による摂食抑制に関与す る可能性が

考え られ るが、神経活動の検討方法や他の神経メカニズムの関与な どについて、今後検討す る

必要がある。

また、本研究では 自発運動による摂食抑制に対す るCRF受 容体阻害の効果を検討 したが、今

回の実験ではCRF受 容体阻害薬が脳室内に確実に投与 され ていたかについて確認 をとることが

できなかった。行動や神経活動の指標 により、CRF受 容体阻害薬投与の効果 を示す方法を確立

す る必要がある。また、ス トレス負荷を行 う群において、同様 の方法 を用いてCRF受 容体阻害

薬脳室内投与の効果 を検討 し、摂食抑制が軽減 され ることを確認することにより、今回用いた

方法によ りCRF受 容体阻害薬 が脳室内に確実に投与 されていたことを示す ことができると考え

られる。 これ らの課題 については、今後検討が必要である。
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ス トレス負荷 による摂食抑制 に対す るCRFの 関連性の検討

CRF受 容 体阻害 の効 果 がス トレス負荷 に よる摂 食 抑制 に影 響す るか ど うか を検討 した。実験3.と 同

様 の方 法 を用 い 、溶 媒 のみ(SV,n=2)、 お よびCRF受 容 体 阻害薬(SA,n=2)を 慢 性投 与 した動 物

にス トレス負荷 を1週 間(2.5h/day)行 い 、摂食 量 を測定 した。
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図33.べ 一ス ライ ン期 間お よび1週 間の飼 育期 間 にお け るSV群(n=2)お よび

SA群(n=2)の1日 当た りの平均摂 食 量
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図34.1週 間 の飼 育期 間 にお け るSV群(左 の黒 色 のバ ー,n=2)、SA群(右 の灰 色

のバー,n=2)の べ 一 ス ライ ン期 間 に対す る摂 食 量変化
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実験1.に おける各群 の摂食効率

実 験1に お け る各 群 の摂食 効率(体 重増加 量/摂 食 量 ×100)を1日 ご とに求 め、そ の値 を週毎 に

平均 した。3群 にお ける週 毎 の摂 食効 率 の変 化 にお いて 、分 散分 析 の結果 、群 と週 の交互 作用 が

み られ た(F(8,75)=4.910,p<0.05)。 また 、週 の主効 果(F(4,75)=17.37,p<0.05)、 お よび群 の

主効果 が み られ た(F(2,75)=10.57,p<0.05)。

各 週 の3群 の摂食 量 につ い て多重 比較 検 定 を行 った ところ、運動 群 で は飼 育期 間 の1週 目に

お いて 、 コン トロール 群 と比較 して摂食 効 率 が低 か った(各 週p<0.05,Tukey'smultiple

。。mpa,i、 。n、test).ま た、 ス トレス群 で は1週 目お よび4週 目におU'て コン ト・一ノレ靴 比較

して摂 食効 率 が低 か った(各 週p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)。

また 、各群 の時 間要 因 につ いて 、いず れ の群 にお いて も時 間要 因の 単純 主効果 が み とめ られ

た た め、多重 比較 検定 に よ り各群 のべ一 ス ライ ン期 間 と1～4週 目の 間 に差 が み られ るか ど うか

を検 討 した。 コ ン トロー ル群 の摂 食効 率 は、べ 一 ス ライ ン期 間 と比較 して3お よび4週 目に有

意 な低 下 がみ られ た(P<0.05,Tuk・y,・multiplec・mpa・i・ ・n・test)・ 翻 群 にお いて ・1お よび

4週 目の摂食 効率 がべ 一 ス ライ ン期 間 よ りも有意 に低 下 した。(p<0.05,Tukey'smultiple

。。mpa。i,。n,t。,t).ス トレス群 で は、全 て の週 の ー¥効 率 がべ 一 ス ライ ン鯛 よ りも有意 に低

下 してい た。
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図3.べ 一 ス ラ イ ン 期 間 お よ び4週 間 の 飼 育 期 間 に お け る コ ン トロ ー ル 群(Ctrl,n=

6)、 翻 群(Ex。,cise,n=5)お よ び ス ト レ ス 群(St・ess,n=5)の 摂 食 効 率 の 変 化

*Ctrlvs.Exercise(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)

+:Ctrlvs.Stress(p<0.05,Tukey'smultiplecomparisonstest)
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