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研究成果 の概要(和 文):

様 々な病気 の発症 に関与す る慢性 ス トレスの形成過程 につ いて,SARTス トレスマ ウスを用

い て中枢神経系 の機能変化 を検討 した。

慢性 ス トレス形成過程 におい て視床下部 の室傍核(PVN),背 内側核(DMH)及 び延髄 の淡

蒼縫線核(RPa)の 神経活 動が段階的 に低 下す ることが明 らか となった。 また,慢 性 ス トレス

ではPVNに お けるCRF作 動性神経 も神経活動 が低下 してい るこ とを認 めた。さらに,抗 不安

薬 ジアゼパ ムはこれ らの変化 を改善す るこ とが認 め られ た。

PVN,DMH及 びRPaは 自律神経 系や 内分泌 系に関与す ることか ら,慢 性 ス トレス形成過程

では 自律神経 系や 内分泌 系 を介 した恒常性 が破綻 して いる ことが示 唆 され た。 また,DMHは

血圧調節 に関与 してお り,SARTス トレスに よるDMHの 神経活動低 下は低血圧 の一 要因 とな

りうるこ とが考 え られ た。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):

Iexaminedfhnctionalchangesofthecentralnervoussystem(CNS)usingSART-stressedmiceinthe

fbrmationprocessofchronicstressrelatedtotheonsetofillness.

Chronicstressreducedtheneuralactivityofthehypothalamicparaventricularnucleus(PVN),the

dorsomedialhypothalamicnucleus(DMH)andthePallidalraphenucleus(RPa)gradually.Itwas

observedthatchronicstressdecreasedtheneuralactivityoftheCRFneuroninPVN.These

abnormalitieswereimprovedbytheanti-anxietydrugdiazepam.

InSART-stressedmice,itwassuggestedthatthechronicstress-inducedabnormalityoftheneural

activityofPVN,DMHandRPa,whichisinvolvedintheautonomicnervoussystemandendocrine

system,isbrokenhomeostasis.ItwasthoughtthattheSARTstress-induceddecreaseofneuralactivity

inDMHisrelatedtobloodpressureregulationandcouldbeonefactorinhypotensiononset.
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1.研 究 開始 当初 の背景

現代社会 はス トレス社会 であ り,ス トレス
へ の関心 も急速 に高 まってきている。ス トレ

スは精神的のみならず身体的にも大きな影

響を及ぼす ことは周知の事実である。
ス トレスには急性ス トレス と慢性ス トレ



スがあ り,各 々のス トレスで発 症す る症状 も

大 き く異 なる。 また,慢 性 ス トレスの治療 に

は薬物療法,精 神 療法な どが必要な場合が多

く,急 性 ス トレス と違い治療 も容易ではない。

この よ うな慢性 ス トレス に よる身体症 状 は

精神系,神 経系,循 環器系,呼 吸器 系,消 化

器系,免 疫系 な ど全身 に及ぶ。ス トレス との

因果 関係 を認 める疾患 が心身症 であ り,自 律

神 経 の失調 状態 な どを引 き起 こ し,全 身 に

様 々な不定愁訴 を生 じる。様 々な身体症状の

発症 にス トレスが深 く関与 してい る こ とは

最近 の研究 で明 らかにな りつつ あ り,精 神 系

では,気 分障害や不安障害,循 環器 系では本

態性高血圧症,本 態性低血圧症,起 立性 低血

圧,冠 動脈疾患や心臓神経症 など,消 化器 系

では,最 近話題 の過敏性腸 症候 群な どと多岐

にわたる。

ス トレス によって発症す るこれ らの症状 は,

ス トレス社会 で生活 してい く上 でQOLの 改

善 に重要 な研究課題 である と考 え られ る。

2.研 究の目的

慢性的及び問敏的ス トレスであるSARTス
トレスを負荷 された動物は,副 交感神経緊張

充進型の 自律神経失調症のモデル動物であ

る。この動物は不安,痛 覚過敏,低 血圧や起

立性低血圧,過 敏性腸症候群などの様々な身

体症状を発現する。慢性ス トレスの形成過程

における脳内神経活動を解明することが,中

枢から自律神経系を介 して,末 梢で起こる低
血圧症状の発症 メカニズム解 明の糸 口にっ

ながり,さ らには治療薬の開発に有用である

と考えられる。

これ らのス トレス病 の発症機序 に起因 し

ていると考 えられ る慢性ス トレス形成過程

における脳内神経活動の変化 が自律神経系

に与える影響,さ らにはその脳内変化 と慢性
ス トレスによって発症する身体症状発現,特

にス トレス と低血圧 の関係 を動物実験で解

明し,治 療薬開発にもつなげ,基 礎実験を臨

床への架け橋 とな りうる研究に発展 させた
い。

3.研 究 の方法

1.実 験動物

実験動物 として,体 重約20-30g(約4週 齢)

のddY系 雄性マ ウスを使 用 した。マ ウスの

通常飼育 は室温24±1℃,12時 間毎の明暗サ

イ クル(午 前8時 か ら午後8時,点 灯)下

で行 い,8匹/1ゲ ー ジ とした。飼 料及び水

は 自由に摂取 させ た。

2.SARTス トレスの負 荷方法

ス トレスの負荷 はHataら の方法に準 じて

行 った。即 ち,室 温24℃ の飼 育室 と庫内温度

4℃ の動物飼 育用チ ャ ンバー の両方 にマ ウス

飼育用 ケー ジを用意 し,毎 日9時 か ら16時

までの 問は1時 間 ごとにマ ウス を両ケー ジ

問に移 し変え,16時 か ら翌朝9時 までは4℃

のチ ャンバー 内 で飼 育 す る とい う環 境温 度

変化 に7日 間曝す こ とによ り負荷 した。実験

当 日の朝ll時 までSARTス トレスの負荷方

法 に従 って入れ替 えを行 い,室 温に戻 して30

分以 上経 た後,実 験 に使用 した。これ をSART
ス トレスマ ウス とした。(Fig.1)
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3.薬 物投与方法

Diazepamは,0.5%カ ル ボキ シメチル セル

ロースナ トリウム(CMC-Na)水 溶 液に懸濁

させ,用 時調整 した。SARTス トレス負荷期

間中,非 ス トレスマ ウス及びSARTス トレス
マ ウ ス にDiazepam及 び そ の 対 照 と して

05%CMC-Naを1日1回,ス トレス負荷終

了 日の前 日まで連 日経 口投 与 した。

4.慢 性(SART)ス トレス形成過程 にお ける

サ ンプル の採 取

脳 は,ス トレス負荷1日 目(12:00),3日

目(12:00)及 び8日 目(12:00)に 採取 した。

麻酔 下,マ ウス の左心室 よ り0.9%NaCl溶 液,

次 いで4%paraib㎜aldehyde溶 液 を注入 し,

急速灌流 固定 した後,全 脳 を摘 出 した。全脳

は同様 の固定液 を用 いて一晩4℃ で後 固定 し,

30%ス クロース溶液に換 え,1～3日 間4℃ で

冷蔵保存 した。

5.免 疫染色

c-Fosタ ンパ ク質及びCRFは 組織免疫 染

色法 に よ り検 出 した。脳 をク リオ スタ ッ トで

厚 さ30μmの 連続 した組織切片 を作製 し,免

疫染色後,封 入 し組織標本 を作製 した。

6.c-Fos陽 性 核 細 胞 の 計 測

組 織 の 命 名 と 核 の 境 界 は,Frarklin

&Paxinosの 脳 図 譜(THEMOUSEBRAIN

instereotaxiccoordinates)を 用 い て 定 義 し た 。

脳 中 の 特 定 部 位 に お け るc-Fos陽 性 核 細 胞 は,

顕 微 鏡 に カ メ ラ と モ ニ タ ー を 接 続 す る こ と

に よ り計 測 し た 。 脳 の 特 定 領 域 の 境 界 は チ オ

ニ ン 染 色 を 施 し た 隣 接 す る 切 片 を 用 い て 確

認 し た 。 計 測 は 視 床 下 部 室 傍 核

(Paraventricularhypothalamicnucleus;PVN,



Bregmaか ら0.82㎜ 後 方),視 床 下 部 背 内

側 核(Dorsomedialhypothalamicnucleus;DMH,

Bregmaか ら2.18㎜ 後 方)及 び 延 髄 の 淡 蒼

線 核(Pallidalraphenucleus;RPa,Bregmaか

ら6.24mm後 方 の3領 域 に 関 し て 行 っ た 。そ

れ ぞ れ の 領 域 に お け るc-Fos陽 性 核 細 胞 の 数

は,マ ウ ス1匹 に つ き2枚 の 連 続 切 片 を 選

び,目 的 の 特 定 領 域 を40,000μm2に 区 切 り,

そ の 面 積 中 に 発 現 し て い るc-Fos陽 性 核 細 胞

を 計 測 し,そ れ ら を 平 均 し た 数 値 を 使 用 し た 。

4.研 究 成 果

1.急 性 ス ト レ ス に よ るc-Fos発 現 部 位 と そ

の変化

4℃,1時 間寒 冷刺激 を用 いた急性 ス トレ

スでは,視 床下部の室傍核(PVN),背 内側

核(DMH)及 び延髄 の淡蒼縫線核(RPa)に

特徴 的なc-Fos発 現がみ られ,神 経活性の充

進 が認 め られた。(Fig.2)
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Fig2急 性ストレスによる各領域 における神経活性の変化

2.SARTス トレ ス 負 荷1,3及 び8日 目 に

お け るc-Fos発 現 の 変 化

Figure3に,SARTス トレス負荷過程1日

目の,PvN(Fig.3A),DMH(Fig.3B)及 び

RPa(Fig.3C)に お けるc-Fos陽 性核細胞数の

経 日的変化 を示す。

PVNとRPaに おいて,負 荷過程1日 目の

SART及 びColdス トレス群は,非 ス トレス

群 と比較 して有意 にc-Fos陽 性 核細胞 数が増

加 した。しか し,3日 及び8日 目には両ス ト

レス群 ともにc-Fos陽 性核 細胞数の有意な増

加 が認 め られ なかった。 また,c-Fos陽 性 核

細胞数 の減少 は非 ス トレス群 のc-Fos陽 性 核

細胞数 と同程度 であった。

DMHは,PVNとRPaと 同様の傾 向 を示

したものの,3日 及び8日 目にお けるCold

ス トレス群 のc-Fos陽 性核細胞数は,非 ス ト

レス群 と比 較 して そ の数 が有 意 に増加 して

い た。

血清CORT濃 度 は,SARTス トレス及 び

非 ス トレスマ ウス ともに変化 が認 め られ な

かった。
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3.SARTス ト レ ス 誘 発c-Fos発 現 に お け る

Diazepamの 効 果

Figure4は,SARTス トレ ス マ ウ ス に お い

て1時 間 寒 冷 刺 激 を 与 え た 場 合 のPVN

(Fig.4A),DMH(Fig.4B)及 びRPa(Fig.4C)

に お け る,c-Fos陽 性 核 細 胞 数 に 対 す る

Diazepamの 効 果 を 示 して い る 。両 部 位 と も に

SARTス ト レス マ ウス に 認 め られ るc-Fos陽

性 核 細 胞 数 の 減 少 はDiazepamに よ り有 意 に

増 加 した が,非 ス ト レ ス マ ウ ス レベ ル に ま で

は 改 善 し な か っ た 。 非 ス ト レ ス マ ウ ス の

Diazepam群 及 びVehicle群 問 で は,c-Fos陽

性 核 細 胞 数 に ほ と ん ど差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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以 上の結果 か ら,SARTス トレスマ ウスで

は,PVN,DMHお よびRPaの 神経活動 は

非 ス トレスマ ウスに比 べ有 意に低下 して いた

が,CORTは いずれ のマ ウスにお いて も変化

が認 め られ なかった。また,PVNに おいては

CRF作 動性 神 経 の神 経 活動 に有意 な低 下 が

認 め られ た。つ ま り,DMHやRPaは 交感神

経活性 に関与 してい るこ とか ら,SARTス ト
レス動物 は交感神経緊 張低 下状態 にDMHや

RPaが 関与 してい るこ とが示唆 され た。

ジアゼパ ム投与 によ り,こ れ らス トレス応

答 関連 の3領 域PVN,DMHお よびRPaの

神経 活動は非ス トレスマ ウスで は変化せず,

SARTス トレスマ ウスで有意 に上昇 した。す

なわ ち,ジ アゼパ ムは視床 下部 一下垂体 一副

腎皮 質(HPA)系 や視床 下部 一交感神経 一副



腎髄質(SAM)系 に関与す るPVN,SAM系

に関与す るDMHお よびRPaに おけ るSART

ス トレスに よる神経活動 の低 下 を回復 させ る

こ とで,HPA系 やSAM系 の正常化 を促 し,

SARTス トレス による種 々の症状 を改善す る

こ とが示唆 され た。

このよ うに慢性 ス トレス形成過程 で,PVN,

DMH及 びRPaを 介 したス トレス応答 に重要

なHPA系 及びSAM系 の機能低 下を引き起 こ

し,恒 常性 の破 綻 を引き起 こしてい るこ とが

推察 された。 また,DMHは 血圧調節 に 関与

す る部 位 で もあ り,SARTス トレス に よる

DMHの 神 経 活 動 低 下 は低 血 圧 の 一 要 因 と

なってい るこ とが考 え られ た。
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