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要旨 

生物が生命を存続していくには、エネルギー恒常性を維持する必要がある。エネル

ギー恒常性が正常に維持されなければ、肥満や摂食障害、エネルギー状態を原因とする生殖

機能障害が生じる。こうしたエネルギー恒常性に関連した問題は、健康面だけでなく、食料

の安定供給においても脅威となっている。したがって、エネルギー恒常性を維持する機構が

解明できれば、学問的意義だけでなく、様々な角度から人々の生活の質を向上させる端緒と

なると言える。エネルギー恒常性を維持する機構の 1 つとして、グルコース利用率をモニ

ターするグルコースセンシング機構が挙げられる。グルコースセンシング機構は、末梢組織

や中枢神経に幅広く存在し、小脳や脳幹を含む後脳もグルコースセンシング機構を有する

ことが知られている。後脳のグルコースセンシング機構は、後脳でグルコース利用率が低下

すると、エネルギー状態を保つように血中グルコース濃度、摂食ならびに性腺刺激ホルモン

分泌を調節することが明らかとなっている。しかし、グルコース利用率の低下を感知するセ

ンサー細胞や生理機能を制御するエフェクター細胞、神経伝達経路などはいまだ不明な点

が多い。脳室を裏打ちするグリア細胞である上衣細胞は、第 4 脳室（4V）といった後脳脳

室にも分布しており、in vitro 実験や形態学的解析から、後脳の上衣細胞はグルコース利用

率の低下を感知する可能性が示唆されている。したがって、本研究では後脳の上衣細胞に着

目し、後脳グルコースセンシング機構の解明を試みた。 

第 2 章において、上衣細胞が後脳グルコースセンシング機構に関与していること

を証明するため、ラットの 4V にグルコース代謝阻害剤である 2-デオキシ-D-グルコース
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（2DG）を投与し、後脳特異的にグルコース利用率を低下させた場合の、上衣細胞における

活性を組織学的に解析した。4V へ 2DG（体重 1 kg あたり 24 mg）を 1 時間投与すると、

血中グルコース濃度の上昇、摂食量の増加ならびに血中テストステロン濃度の低下が確認

され、4V 上衣細胞でも細胞活性化マーカーである c-Fos が発現した。他にも、脳幹のカテ

コールアミン作動性神経細胞やニューロペプチド Y（NPY）神経細胞、視床下部室傍核の副

腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細胞、弓状核の NPY 神経細胞において c-

Fos 発現が確認できた。一方、4V へ 2DG（体重 1 kg あたり 12 mg）を 0.5 時間投与する

と、血中グルコースおよびテストステロン濃度、c-Fos の発現に変化は見られなかったが、

4V 上衣細胞のみで c-fos mRNA が発現していた。以上から、4V 上衣細胞が後脳グルコース

センシング機構にセンサー細胞として関与していることが明らかとなった。さらに、視床下

部の CRH 神経細胞や NPY 神経細胞、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や NPY 神

経細胞も後脳による糖新生、生殖機能ならびに摂食の制御に関与していることを示すこと

ができた。 

第 3 章では、第 2 章において後脳グルコースセンシング機構に関与していること

が示唆された 4V 上衣細胞や脳幹および視床下部神経細胞の間に神経伝達経路が存在する

かを検証した。越シナプス性トレーサーであるコムギ胚芽凝集素（WGA）を視床下部神経

細胞で発現する遺伝子組換えマウス（Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-

GFP マウス）もしくは 4V 上衣細胞で発現する遺伝子組換えマウス（Vim-Cre-ERT2/CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFP マウス）を用いて、WGA の脳内局在を組織学的に解析した。
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Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスでは、弓状核キスペプチン

神経細胞の 41.7±15.0%、弓状核 NPY 神経細胞の 29.8±5.4%、視床下部室傍核の CRH 神

経細胞の 40.3±2.7%、4V 上衣細胞の 16.0±1.2%および脳幹の NPY 神経細胞の約 60％で

WGA の免疫陽性反応がみられた。Vim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウ

スでは、4V および脊髄中心管（CC）の上衣細胞と脳幹の細胞で WGA の免疫陽性反応が観

察できた。また、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの新生子

（3 日齢および 14 日齢）では、WGA の免疫陽性反応は弓状核のみで観察された一方、23

日齢の個体では、弓状核にくわえ視床下部室傍核や脳幹、第 4 脳室上衣細胞層においても

WGA の免疫陽性細胞が観察された。したがって、4V 上衣細胞と脳幹の NPY 神経細胞およ

び視床下部の CRH 神経細胞、NPY 神経細胞およびキスペプチン神経細胞との間に神経伝

達経路が存在することが証明できた。さらに、4V 上衣細胞は最初に脳幹の細胞へとシグナ

ルを伝達することが明らかとなったほか、この後脳と視床下部を連絡する神経伝達経路は

生後 2～3 週で発達する可能性が示唆された。 

第 4 章では、上衣細胞剥離モデルラットを用いて、後脳グルコースセンシングによ

る糖新生、生殖機能および摂食の制御に後脳上衣細胞が必要かを明らかにした。上衣細胞傷

害効果が知られるノイラミニダーゼ（100 mU）をラットの 4V に投与することで、上衣細

胞を剥離させ、続いて 4Vに 2DGを投与してグルコース利用率を低下させた場合の糖新生、

生殖機能および摂食を解析した。ノイラミニダーゼを 4V に投与したラットでは、4V にお

いて脳室壁から剥離した上衣細胞もしくは変形した上衣細胞が観察できた。また、上衣細胞
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が剥離したラットでは、4V に 2DG を投与してもコントロール群と同様に血中グルコース

濃度は上昇し、黄体形成ホルモン（LH）パルス振幅は抑制されたが、摂食は誘起されなか

った。したがって、4V 上衣細胞はグルコース利用率低下時の摂食制御に必要であることが

明らかとなった。 

最後に、4V 上衣細胞がどういった低エネルギー状態でグルコース利用率の低下を

感知しているのかを検証した。検証には、2DG（体重 1 kg あたり 400 mg）を静脈内投与す

ることで作出した全身性グルコース利用率低下モデルラットおよび 50%制限給餌により作

出した慢性低エネルギーモデルラットを用いた。全身性グルコース利用率低下モデルラッ

トでは、血中グルコース濃度の上昇、視床下部室傍核および孤束核での c-Fos 発現が見られ

たが、4V 上衣細胞における c-Fos 発現は確認できなかった。慢性低エネルギーモデルラッ

トでは、発情休止期の延長や LH 分泌の抑制、肝臓および生殖器重量の減少、孤束核での c-

Fos 発現が確認できたが、血中グルコース濃度の上昇および 4V 上衣細胞での c-Fos 発現は

確認できなかった。したがって、4V 上衣細胞は、後脳において顕著にグルコース利用率が

低下するような状況で機能する可能性が示唆された。 

以上から、本研究では、4V の上衣細胞は後脳でグルコース利用率が低下すると、

脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や NPY 神経細胞、視床下部室傍核の CRH 神経細

胞、弓状核の NPY 神経細胞、キスペプチン神経細胞へとシグナルを伝達し、摂食を誘起す

ることが明らかとなった。 
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略語一覧 

AMP adenosine monophosphate 

AMPK AMP-activated protein kinase 

AP area postrema 

ATP adenosine triphosphate 

CC central canal 

cDNA complementary DNA 

CRH corticotropin-releasing hormone 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DBH dopamine beta-hydroxylase 

DNA deoxyribonucleic acid 

DREADD designer receptor exclusively activated by designer drugs 

ERT2 estrogen receptor T2 

GFP green fluorescent protein 

HE hematoxylin and eosin 

Kir inward rectifier potassium channels 

LH luteinizing hormone 

LV lateral ventricle 

mRNA messenger RNA 
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NPY neuropeptide Y 

PBS phosphate-buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PFA paraformaldehyde 

POMC pro-opiomelanocortin 

RNA ribonucleic acid 

UPW ultrapure water 

WGA wheat germ agglutinin 

SDGs sustainable development goals 

SUR sulfonylurea receptor 

2DG 2-Deoxy-D-glucose 

3V third ventricle 

4-OHT 4-hydroxytamoxifen 

4V fourth ventricle 

5TG 5-Thio-D-glucose 
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第１章 

緒言 
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恒常性とは何か 

あらゆる生物は、内分泌系や神経系の働きを介して、内部環境を一定に保つ性質

をもつ。この性質は、当初「無生物と比較して生物は外部刺激による支配を受けにくい」

と、内部環境の独立性もしくは固定性として言及され(1)、20世紀前半に恒常性という概念

にまとめられた(2)。恒常性の維持は複雑なフィードバック機構により成立しており、内的

および外的変化を感知して生理機能が適宜調節されることで、内部環境は一定に保たれて

いる。フィードバック機構の例としては、視床下部―下垂体―性腺軸が挙げられる。視床

下部から放出される性腺刺激ホルモン放出ホルモンが、下垂体からの黄体形成ホルモン

（LH）や卵胞刺激ホルモンといった性腺刺激ホルモン分泌を介し、性腺での精子形成や卵

胞発育を促進させる。一方、精子形成や卵胞発育に伴い、性腺からはステロイドホルモン

が分泌され、結果的に性腺刺激ホルモン放出ホルモン神経細胞の活動を抑制し、性腺機能

に著しい変動が生じることを防いでいる(3)。また、血糖制御に関与するフィードバック機

構には、視床下部から副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）が分泌され、下垂体か

らの副腎皮質刺激ホルモン分泌を促し、副腎皮質刺激ホルモンの作用により副腎皮質から

分泌されたグルココルチコイドは糖新生を促進しつつ、視床下部および下垂体に作用する

ことでホルモン分泌を抑えるという視床下部―下垂体―副腎軸が挙げられる(4)。他にも、

血圧や体温、イオン濃度、エネルギー状態など、生命を存続させるために様々な恒常性が

維持されている。(5-7) 
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エネルギー恒常性に関連した諸問題 

 様々な恒常性のうち、本研究ではエネルギー恒常性について着目する。生体のエ

ネルギー状態は常に一定の範囲になるよう調節されている。たとえば、肝臓においてアデ

ノシン3リン酸（ATP）が枯渇すれば摂食量が増える(8)。また、絶食すると、肝臓でグリ

コーゲン分解や糖新生が亢進し(9)、一方食事後には、インスリンにより細胞へのグルコー

スの取り込みが促進され、血中グルコース濃度は常に4-6 mMに維持されている(10)。他に

も、飢餓や激しい運動でエネルギーが不足した状態となれば、消費エネルギーを節約する

ため生殖機能が抑制される(11,12)。しかし、エネルギー恒常性に関連した健康問題が、現

在世界で大きな問題となっている(13)。世界の糖尿病患者数および肥満人口は、それぞれ

4.6億人と6.5億人にも及び(14,15)、摂食障害を抱える患者もアメリカにだけで2千万人も

存在している(16)。特に、摂食障害を抱える女性では、過食か拒食かに関わらず、無月経

を呈することが多い(17)。一方、恒常性には問題がなくとも、低エネルギー状態による生

殖機能の抑制は、乳牛の効率的な繁殖を阻害する一因となっている(18)。育種選抜により

泌乳量が飛躍的に伸びた乳牛は、泌乳に莫大なエネルギーを消費するため、出産後から泌

乳初期まではエネルギー消費量が摂取量を上回ってしまい、生殖機能の維持に必須である

LHおよび卵胞刺激ホルモンの分泌が抑制される。結果として、卵胞発育ならびに排卵の遅

延、無発情が生じ、空胎期間が延長してしまう(19-22)。実際に、乳牛の空胎期間の延長

は、日本の農家において経済損失の一因となっている(23)。さらに、女性の運動選手で

は、過度なトレーニングによって生じるエネルギー不足に起因して初潮の遅延や月経不順
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が生じる(24)。こうした、エネルギー恒常性に関わる諸問題を解決できれば、世界中の

人々の生活の質を向上させる一助となるほか、効率的な家畜生産を実現し、食料問題など

のSDGsの達成にも寄与できる。そのためにも、エネルギー状態をモニターし、生理機能

を調節する種々のメカニズムを、一つずつ解明していくことが喫緊の課題である。 

 

エネルギー状態に基づき制御される生理機能 

 本研究では、エネルギー状態に基づき制御される生理機能として、糖新生、摂食、

生殖機能に着目した。糖新生は、主に肝細胞において、グリセロールや糖原性アミノ酸など

の糖質以外の分子からグルコースを産生する代謝経路であり、絶食時や運動時といったエ

ネルギー摂取量が低下する状態でも、グルコースを供給し続け、血中グルコース濃度を維持

する生理機能である。実際に、ヒトにおける絶食開始から22時間までの間のグルコース産生

は、64％が糖新生によるものだということが明らかとなっている(25)。また、糖新生は、ア

ドレナリンやグルココルチコイド、グルカゴンで促進され、インスリンで抑制されるなど

(9,26,27)、これまで糖新生を制御するメカニズムが多く明らかとなってきているが、近年は

mRNAに結合することで転写後の発現調整を担うmicroRNAに着目した実験が行われてお

り、乳がん研究で着目されていたmiR-185-5pが肝臓での糖新生も制御する可能性が新たに

示唆された(28)。摂食もエネルギー状態の向上に寄与する生理機能の1つである。例えば、

エネルギー源であるATP量が肝臓で減少すれば促進されるほか(8)、血中グルコース濃度と

の負の相関性も示唆されており、血中グルコース濃度が上昇すると摂食量は低下する(29)。
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また、迷走神経を介した消化管の伸展刺激による摂食制御も明らかとなっている(30)。哺乳

類の生殖機能は、視床下部の神経細胞からパルス状に分泌された性腺刺激ホルモン放出ホ

ルモンが、下垂体の性腺刺激ホルモン産生細胞に作用し性腺刺激ホルモンのパルス状分泌

を促し、さらに、下垂体からパルス状に分泌された性腺刺激ホルモンが精巣および卵巣とい

った性腺に作用することで精子形成や卵胞発育を促進するという、視床下部―下垂体―性

腺軸により制御されている(3)。視床下部―下垂体―性腺軸のなかでも、産婦人科領域にお

いて妊孕性の指標として利用され(31)、かつ、サンプリングにおいて実験動物に対する侵襲

性が低いと考えられる性ステロイドホルモンおよび性腺刺激ホルモンであるLHの血中濃度

に着目して、本研究では生殖機能を評価した。生殖機能もエネルギー状態に基づいて制御さ

れる生理機能の1つであるが、糖新生や摂食とは異なり、エネルギー状態が低下するとエネ

ルギー消費量を抑えるために、生殖機能は抑制されるよう制御されている。例えば、オスの

主要な性ステロイドホルモンであるテストステロンは、連続した長時間の運動や絶食とい

った条件下で血中濃度が低下することが報告されている(32)。また、正常な性腺機能の維持

のために必要なLHのパルス状分泌も、絶食により抑制されることが様々な動物種で報告さ

れている(33-36)。 

 

エネルギー状態の指標 

 エネルギー状態のモニターには数多くのエネルギー基質が活用されている。古く

から、グルコースに着目した実験は広く行われており、現在では脂肪酸やケトン体、アミノ
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酸といった様々な物質に着目したエネルギー恒常性の研究も行われている(37-39)。これら

のエネルギー状態の指標となる分子のなかでも、本研究では生命維持に必須のエネルギー

基質であるグルコースに着目した。グルコースは、細菌から哺乳類まで幅広い生物が活用す

るエネルギー基質である(40-45)。特に、哺乳類では脳の機能維持に必須であり(46)、血中

グルコース濃度は一定の範囲に収まるよう種々のフィードバック機構により厳密に制御さ

れている(10)。低エネルギー状態でみられる糖新生、摂食ならびに生殖機能の制御も、全身

もしくは脳におけるグルコース代謝を阻害した場合に再現されることから(47-50)、末梢組

織および中枢神経に存在するグルコース利用率をモニターするグルコースセンサー細胞が

その制御を司ると考えられる。 

 

末梢組織によるグルコースセンシング 

 生物には細胞でのグルコース利用率を指標に、生体中のグルコース濃度を一定に

保つ仕組みが多く備わっている。膵β細胞によるグルコースセンシングはその最たる例で

ある。膵β細胞では、血中グルコース濃度が高い場合、Ⅱ型グルコース輸送体によりグル

コースが細胞内に取り込まれ、膵臓型グルコキナーゼによりリン酸化され、クエン酸回路

での代謝を経てATPが産生される。産生されたATPは、膵β細胞に発現するATP感受性カ

リウムチャネル（Kir6.2とSUR1の複合体）を抑制することで、β細胞の脱分極を誘起し、

インスリンが分泌され、血中グルコース濃度が低下する(4,51)。このように膵β細胞で

は、細胞内のグルコース利用率によりインスリン分泌が制御され、血中グルコース濃度を



22 

 

一定に保つよう機能している。肝門脈に分布する肝臓迷走神経も肝門脈血中のグルコース

濃度が低下すると、求心性の迷走神経を介して中枢にシグナル伝達することで摂食や糖新

生を促進させるほか(52,53)、モルモットの筋層間神経叢には細胞外グルコース濃度が上昇

もしくは低下すると活動電位が生じるというグルコースセンサー細胞の特徴を有する神経

細胞が存在することが確認されている(54)。また、頸動脈小体のグロムス細胞も細胞外グ

ルコース濃度が低下すると、細胞内カルシウム濃度が上昇することが、in vitro実験により

明らかとなっている(55)。 

 

視床下部でのグルコースセンシング 

末梢組織と同様に、脳でもグルコースセンシングは行われており、グルコース利

用率をもとに糖新生や摂食、生殖機能など様々な生理機能が制御されている。アナンドや

ヘザリントンがおこなった破壊実験により視床下部の外側野、腹内側野がそれぞれ摂食中

枢、満腹中枢だということが明らかとなった(56,57)。さらにイヌやネコを用いたin vivo実

験の結果から、10%グルコース溶液を静脈投与すると発火頻度が増加/減少する神経細胞が

摂食中枢と満腹中枢に分布し(58)、相互作用しながら摂食を制御している可能性が示唆さ

れた(58,59)。近年、コンディショナルノックマウスを用いて、腹内側核において一次繊毛

の形成を阻害すると、過食やエネルギー消費量の低下により肥満となることが報告されて

おり(60)、腹内側核によるエネルギー恒常性の維持には、一次繊毛が重要な役割を果たし

ていることが明らかとなった。細胞外グルコース濃度の変化に伴い発火頻度が変わる神経
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細胞は外側野および腹内側野以外にも、視床下部の様々な神経核で報告されている。弓状

核では、NPY神経細胞が細胞外グルコース濃度の高い時には発火頻度が低下し、対照的に

POMC神経細胞は細胞外グルコース濃度が低いと発火頻度が低下することがin vitro実験に

より確認された(61,62)。また、性腺刺激ホルモン放出ホルモン神経細胞も、培養細胞を用

いた実験において細胞外グルコース濃度が高い場合（5 mM）、コントロール群および低濃

度グルコース群（0.5 mM）に比べて性腺刺激ホルモン放出ホルモンおよび細胞活性化の指

標であるc-fos mRNAの発現が増加する(63)。マウスの脳スライスを用いて性腺刺激ホルモ

ン放出ホルモン神経細胞の発火頻度を解析した実験でも、細胞外グルコース濃度が低下す

ると、性腺刺激ホルモン放出ホルモン神経細胞の発火頻度が低下することが確認された

(64)。こうした結果から、脳によるグルコースセンシングでは、視床下部が重要な役割を

果たしていることが示唆され、長い間視床下部が着目されてきている。 

 

後脳でのグルコースセンシング 

視床下部が着目される一方、後脳によるグルコースセンシングの重要性も1800年

代に指摘された(65)。くわえて、視床下部の視交叉上核、外側野、腹内側野にグルコース

類縁体である2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を投与し、グルコースの代謝を阻害して

も、摂食が誘起されないことや(66)、Diroccoらにより前脳を除去したラットでも2DGの

腹腔投与による血中グルコース濃度の上昇が確認されたことから(67)、視床下部だけでな

く後脳にも、グルコースをモニターし種々の生理機能を制御する機構が存在することが明
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らかとなった。さらに、グルコース代謝を阻害する5-チオ-D-グルコース（5TG）を側脳

室（LV）もしくは第4脳室（4V）に投与すると、摂食量および血中グルコース濃度が上昇

するが、これらの反応は、中脳水道をシリコンで塞ぎ、脳脊髄液のLVから4Vへの流れを

遮断したうえで5TGをLVに投与しても生じない(68)。また、5TGを視床下部の61か所、

後脳の142か所に投与し摂食量と血中グルコース濃度への影響を解析した結果、視床下部

では1か所のみで摂食が誘起された一方、後脳では66か所で摂食誘起が、49か所で血中グ

ルコース濃度の上昇がみられた（うち33か所では、両反応が見られた）(69)。さらに、

2DGをオスラットの4Vに投与すると、摂食量の増加およびLH分泌の抑制がみられる

(47)。また、メスラットでも同様の結果が報告されている(50)。こうした過去の研究か

ら、後脳のグルコースセンサー細胞でグルコース利用率が低下すると、エネルギー恒常性

を保つように糖新生、摂食ならびにLH分泌を調節するということが明らかとなった。 

 

後脳上衣細胞のグルコースセンサーとしての可能性 

 後脳のグルコースセンサー細胞としては、4Vや脊髄中心管（CC）の上衣細胞が

考えられる。上衣細胞はLVからCCまでの全ての脳室壁上を裏打ちするグリア細胞であ

る。これまでの組織学的解析から、上衣細胞には膵臓型グルコキナーゼ、Ⅱ型グルコース

輸送体およびAMP活性化プロテインキナーゼ（AMPK）といったグルコースセンシングに

重要な分子が発現していることが確認されている(70,71)。さらに、in vitro実験において、

CCの上衣細胞では細胞外グルコース濃度が低いと細胞内カルシウム濃度が上昇することが
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明らかとなった(72)。この上衣細胞の細胞外グルコース濃度低下への反応は、in vitroで

AMPK活性化剤の添加により再現できる(71)。以上から、後脳の上衣細胞はAMPKを介し

てグルコース利用率の低下を感知するグルコースセンサーである可能性が示唆されてき

た。しかし、これらの後脳上衣細胞に関する知見は、組織学的特徴やin vitro実験からの推

測に留まり、上衣細胞がどのような役割で後脳グルコースセンシングに関与しているか

は、明らかではない。 

 

目的 

以上を踏まえ本研究では、上衣細胞に着目して後脳グルコースセンシング機構を

明らかにすることを目的とした。第2章において、上衣細胞が後脳グルコースセンシング

機構に関与していることをin vivoで証明し、後脳グルコースセンシングにおいて生理機能

を制御すると考えられる神経細胞の同定を行った。第3章では、遺伝子組換えマウスを用

いた神経伝達経路のトレーシングにより、第2章で示唆された神経細胞と後脳上衣細胞の

間に神経伝達経路が存在するかを検証し、かつ、その神経伝達経路の形成に関する知見を

得た。第4章では、上衣細胞剥離モデルラットを用い、生理機能制御における上衣細胞の

役割を明らかにした。最後に、第5章において、全身性グルコース利用率低下モデルラッ

トおよび慢性低エネルギーモデルラットを用い、後脳上衣細胞がどういった低エネルギー

状態で機能しているか検証した。 
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第２章 

後脳グルコースセンシングに関与する細胞 

の同定 
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2-1 背景 

前章で述べた通り、後脳上衣細胞はグルコース利用率の低下を感知できることが

これまでに示唆されてきた。ただし、これまでの細胞外グルコース濃度の低下への反応性

はあくまでもin vitroで確認された事象であり(71,72)、上衣細胞が生体内でもグルコース利

用率の低下に反応するかはin vivoで検証する必要がある。 

グルコース利用率が低下した際にみられる糖新生や摂食の促進ならびに生殖機能

の抑制には、上衣細胞の他にも、脳幹のカテコールアミン神経細胞や視床下部のCRH神経

細胞の関与が示唆されている。例えば、2DGの皮下投与で誘起される摂食と血中グルコー

ス濃度の上昇には、視床下部室傍核に投射している脳幹のA2領域およびC1領域に分布す

るカテコールアミン作動性神経細胞と、脊髄へと投射するC1領域のカテコールアミン作動

性神経細胞がそれぞれ必要だということが、神経毒であるサポリンを用いた神経細胞破壊

実験で示唆された(73)。さらに、DREADD法を用い、C1領域のカテコールアミン作動性

神経細胞を特異的に活性化させた場合、血中グルコースおよびグルココルチコイド濃度の

上昇、摂食の促進がみられた(74)。また生殖機能についても、カテコールアミン合成阻害

剤であるα-メチル-p-チロシンを視床下部室傍核に投与する、もしくはCRH拮抗剤を脳室

内投与すると、絶食により生じるLH分泌の抑制がみられなくなるほか(75)、視床下部室傍

核にドーパミン-β-ヒドロキシラーゼ（DBH）サポリンを投与し、視床下部室傍核へ投射

しているカテコールアミン作動性神経細胞を破壊すると、2DGの末梢への反復投与により

生じる性周期の遅延が減弱することが明らかとなっている(76)。これらの結果から、後脳
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でグルコース利用率の低下が感知された場合にも、脳幹のカテコールアミン作動性神経細

胞および視床下部室傍核のCRH神経細胞を介して、生理機能が制御される可能性がある。 

トレーサータンパク質であるコムギ胚芽凝集素（WGA）をラットの4Vに投与す

ると、WGAが弓状核まで伝達されることから(77)、後脳でグルコース利用率が低下した際

に生じる生殖や摂食の制御には、弓状核の細胞も関与していると考えられる。弓状核に

は、ニューロペプチドY（NPY）神経細胞の分布が確認されている(78)。NPYをラットの

脳室内に投与すると、摂食が誘起され、射精行動およびロードーシスが抑制される(79)。

また、絶食により弓状核でのNpy mRNA発現細胞数が増加することから(80)、弓状核NPY

神経細胞は、低エネルギー状態での摂食及び生殖機能の制御に関与している可能性が示唆

される。 

以上から本章では、後脳上衣細胞のグルコースセンシングへの関与を明らかにす

るため、2DGを4Vに投与し後脳でグルコース利用率が低下したラットの脳における、細胞

活性化の指標であるc-Fosのタンパク質もしくはc-fos mRNAの発現を組織学的に解析し

た。さらに、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や視床下部のCRH神経細胞やNPY神

経細胞が後脳グルコースセンシング機構に関与しているかを検証した。  
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2-2 方法 

動物 

 本実験には、一般財団法人動物繁殖研究所より購入したWistar-Imamichi系オスラ

ット（8週齢）を用いた。ラットは、自由摂餌・摂水ならびに一定の照明条件（明期5:00～

19:00、暗期19:00～5:00）、気温条件（室温21±3℃）に制御された環境で飼育した。すべ

ての手術はイソフルラン（2-4%、和光）麻酔下でおこなった。本実験は、東京大学大学院

農学生命科学研究科動物実験委員会の承認を得たうえで、東京大学動物実験実施規則に従

いおこなった。 

 

2DGの第4脳室投与による後脳でのグルコース代謝の阻害 

 2DG投与の1週間前に、ステンレス製のガイドカニューラ（22ゲージ、Plastic 

One、アメリカ）をラットの4V（ブレグマから12.5 mm尾側、6.8-8.4 mm腹側の正中

(81)）に留置した。2DG投与当日に、ガイドカニューラから脳脊髄液が流出した個体のみ

をその後の実験に使用した。4Vに留置されたガイドカニューラにインナーカニューラ（28

ゲージ、Plastic One）を挿入し、そのインナーカニューラを通して2DG（Sigma-

Aldrich、アメリカ）を0.5時間（体重1 kgあたり12 mg、n = 4）もしくは1時間（体重1 kg

あたり24 mg、n = 6）、マイクロシリンジポンプ（Eicom、京都、日本）を用いて、毎分

0.2 µLの速度で投与した。この投与速度で4Vに溶液を投与した場合、溶液は3Vに逆流しな

いことがすでに確認されている(47)。また、浸透圧の影響を考慮するため、対照群には、
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げっ歯類では利用できない糖であるキシロース（和光純薬、大阪、日本）を等量投与した

（0.5時間投与群：n = 4、1時間投与群：n = 4）。 

 

採血ならびに血中グルコース、黄体形成ホルモンおよびテストステロン濃度の測定 

先行研究の手順に従い(82)、2DG投与前日に、シリコン製のカテーテル（信越ポ

リマー、東京、日本）を右頚静脈経由で、右心房に留置した。すべての採血は、ラットに

拘束ストレスを与えないよう、留置したカテーテルを通して、無拘束・無麻酔でおこなっ

た(82)。血中グルコースおよびテストステロン濃度の解析のために、採血は2DGもしくは

キシロースの4V投与直前、投与後0.5および1時間後におこなった。LH分泌動態解析用の

血液サンプルは、100 µLの採血を6分間隔で3時間続け、2DGもしくはキシロースの4Vへ

の投与は、最初の採血直後に開始した。頻回採血によるヘマトクリット値の低下を防止す

るため、毎回の採血後には、事前にドナーラットから採取した赤血球を採血量と等量投与

した。 

血中グルコース濃度は、グルコースCII-テスト（和光）を用い、血漿サンプル1.5 

µL中のグルコース濃度を測定することで算出した。96穴プレートにグルコースCII-テスト

の発色試液を200 µLずつ分注し、各ウェルに血漿サンプルを1.5 µL加えた後、38℃で5分

振盪し、吸光度を測定した。吸光度の測定には、プレートリーダー（ARVO X4、Perkin 

Elmer、アメリカ）を用いた。 

血中LH濃度は、ラジオイムノアッセイ法により血漿50 µL中のLH濃度を測定する
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ことで算出した。まず、50 µLの血漿に50 µLの希釈液（0.05M リン酸緩衝生理食塩水

（PBS）、0.1% アジ化ナトリウム、1% 牛血清アルブミン）および14000倍希釈したウ

サギ抗マウスLH抗体（A.F. Parlow National Hormone and Peptide Program）を50 µL加

え、4℃で二晩インキュベートした。名古屋大学生殖科学研究室で作製された放射性同位

元素（125I）標識ラットLHを0.05M PBS（0.1% アジ化ナトリウム、0.1% 牛血清アルブミ

ン）で希釈し、50 µLずつサンプルに加えた。4℃で二晩インキュベートした後、希釈液

（0.05M PBS、0.1% アジ化ナトリウム、0.02% エチレンジアミン四酢酸二ナトリウ

ム、3% ポリエチレングリコール）で6倍に希釈したヤギ抗ウサギIgG血清（名古屋大学

動物生産科学研究室より譲受）をサンプルに100 µLずつ分注し、再度4℃で二晩インキュ

ベートした。サンプルを遠心分離し（3000回転/分、4℃、30分）、上清を吸引した後、オ

ートウェルγシステム（ARC-370、ALOKA、日本）を用いて、沈殿物の放射線量を測定

した。標準曲線の作成には、0.05M PBS（0.1% アジ化ナトリウム、1% 牛血清アルブミ

ン）で希釈したラットLH（NIDDK-Rat LH-RP-3）を用いた。検出限界値は0.156 

ng/mL、アッセイ内およびアッセイ間誤差はそれぞれ0.45 ng/mLで5.0%、1.35 ng/mLで

5.0%だった。LHパルスの検出には、PULSARソフトウェア(83)を用いた。 

血中テストステロン濃度の測定には、2DGもしくはキシロースを4Vに投与する直

前と投与開始後0.5および1時間後の血漿サンプルを用いた。酵素免疫測定法によるテスト

ステロンの測定は、先行研究と同様の手順でおこなった(84)。まず、20 µLの血漿サンプ

ルとヘキサン（和光）およびエーテル（和光）を混ぜることで、テストステロンを抽出
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し、100 µLの0.05 M PB（0.1% ゼラチン）で希釈した。ウサギ抗ヒツジIgG抗体

（Rockland Immunochemicals, アメリカ）が固相化された96穴プレートに、40 µLの希釈

したテストステロンと100 µLのヒツジ抗テストステロン抗体（1:60,000、コロラド大学の

G.D.Niswender博士より譲受）を加えた。4℃で一晩振盪した後。反応液を捨て、西洋わさ

びペルオキシダーゼ標識テストステロンを各ウェルに加え、さらに4℃で4時間振盪した。

発色には、3,3',5,5'-テトラメチルベンジジン（Dojindo、日本）を用い、プレートリーダー

により吸光度を測定した。検出限界値は0.0125 ng/mL、アッセイ内およびアッセイ間誤差

はそれぞれ0.41 ng/mLで3.7%、3.9 ng/mLで12.9%だった。 

 

摂食量測定 

 連続採血の1週間後に、4Vに留置したガイドカニューラから脳脊髄液の流出が見

られた個体のみを用い、摂食量を測定した。マイクロシリンジポンプを使用し、連続採血

の日に投与した溶液（2DGもしくはキシロース）と同様の溶液を各ラットの4Vに1時間投

与し、その後3時間の摂食量を測定した（2DG投与群、n = 6; キシロース投与群、n = 

6）。2DGもしくはキシロースの投与量ならびに投与流速は、連続採血時の投与条件と同

様にした。 

 

脳の採材および凍結切片の作製 

 0.5もしくは1時間の4Vへの2DGもしくはキシロースの投与が終了し、採血した直
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後、ペントバルビツールナトリウム注射液（共立製薬、東京、日本）をカテーテル経由で

ラットの静脈内に投与した。深麻酔状態のラットを用い、左心室から0.05M PBSおよび4% 

パラホルムアルデヒド（PFA）溶液を順番に灌流し固定した。灌流固定後、脳を取り出し

4% PFAに一晩浸漬させ、その後30％スクロース溶液に脳が沈下するまで浸漬させた。 

 クリオスタット（Leica CM1860、Leica、ドイツ）を使用し、固定した視床下部

および脳幹から厚さ50 µmの冠状凍結切片を作製した。脳切片を作製した脳領域は以下の

通り：LV、ブレグマから尾側に–0.36 mm～0.60 mm；3V、ブレグマから尾側に1.72 mm

～4.36 mm；4V、ブレグマから尾側に8.64 mm～13.68 mm；CC、ブレグマから尾側に

13.68 mm～15.72 mm；A2領域、ブレグマから尾側に13.68 mm～15.72 mm；C2領域、ブ

レグマから尾側に11.04 mm～13.48 mm；C1領域、ブレグマから尾側に12.00 mm～13.56 

mm；A6領域、ブレグマから尾側に9.48 mm～10.32 mm；最後野（AP）、ブレグマから

尾側に13.68 mm～14.28 mm；C1/A1領域、ブレグマから尾側に13.68 mm～14.08 mm；

視床下部室傍核、ブレグマから尾側に0.6 mm～2.28 mm；弓状核、ブレグマから尾側に

1.72 mm～4.36 mm(81)。 

 

in situ ハイブリダイゼーション法によるc-fos、CrhおよびNpy mRNAの検出および免疫組

織化学染色によるc-Fos、ビメンチンおよびドーパミン-β-ヒドロキシラーゼの検出 

 DIG RNAラベリングキット（Roche、スイス）を用い、ラットの視床下部cDNA

からc-fos（NM_022197）、Crh（NM_031019）、Npy（NM_012614）の相補性RNAプロ
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ーブを合成した。合成に用いたプライマー配列は下記の通り：c-fos、 5‘-

TGAGAAGACTGGATAGAGCCG-3’および 5‘-TGCAGCCATCTTATTCCTTTCC-3’；

Crh、5‘-GCTAACTTTTTCCGCGTGTT-3’および5‘-GCAGATGGAAGTCACCCAGT-

3’；Npy、5‘-AGGTAACAAACGAATGGGGCTG-3’および5‘-

GATGAGATGAGATGTGGGGGGAAA-3’。ラットの脳切片に0.25%無水酢酸（和光純

薬）/0.1Mトリエタノールアミン（和光純薬）処理を10分間施し、ラットc-fos、Crh、も

しくはNpyのいずれか1種類の相補性RNAプローブ 1 µgを加えて、60℃で一晩インキュベ

ートした。次に、20 µg/mLのRNase A（Sigma-Aldrich）に浸漬し37℃で30分間振盪後、

室温で1.0％ブロッキング剤（Roche）に1時間浸漬させ、アルカリフォスファターゼ標識

DIG抗体（1:1000、Roche）と、4℃で一晩反応させた。最後に、4-ニトロブルーテトラゾ

リウム（Roche）および5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルリン酸塩（Roche）と2時間イン

キュベートすることで、発色させた。CrhもしくはNpyのin situハイブリダイゼーション法

を施した切片には、100%エタノールに室温で5分浸漬したのち、引き続きc-Fosの免疫組織

化学染色を実施した。 

 c-Fosの免疫組織化学染色は、すべての工程を室温でおこなった。脳切片を0.01M 

PBSで希釈した0.3%過酸化水素に浸漬させた後、ブロッキングバッファー（0.01M PBS、

3%ヤギ正常血清、1%牛血清アルブミンおよび0.2% Tween-20）に浸漬した。切片はウサ

ギ抗ヒトc-Fos抗体（1:500、Merck、ドイツ）と40時間インキュベートした後、ビオチン

化ヤギ抗ウサギIgG抗体（1:500、Vector Laboratories Inc、アメリカ）と1時間反応させ
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た。VECTASTAIN Elite ABC HRPキット（Vector Laboratories Inc）の試薬に30分間浸漬

したのち、3,3‘-ジアミノベンジジン水溶液に浸漬することで発色させた。c-Fos抗体の特異

性は、先行研究ですでに確認されている(85)。 

 c-Fosおよびビメンチン、もしくはc-FosおよびDBHの蛍光二重免疫組織化学染色

についても、言及する場合を除き、全ての工程を室温で実施した。切片は、ウサギ抗ヒト

c-Fos抗体（1:2000、Merck）とニワトリ抗ビメンチン抗体（1:2000、Merck）の混合液と

40時間、もしくはマウス抗ウシDBH抗体（1:10000、Merck）との混合液と1週間、4℃で

浸漬振盪させた。ニワトリ抗ビメンチン抗体およびマウス抗DBH抗体の特異性は、先行研

究によりすでに確認されている(86,87)。二次抗体反応では、Alexa 488ヤギ抗ウサギIgG抗

体（1:800、Invitrogen、アメリカ）、Alexa 594ヤギ抗ニワトリIgY抗体（1:400、

Invitrogen）もしくはAlexa 594ヤギ抗マウスIgG抗体（1:800、Invitrogen）に切片を2時間

浸漬させた。 

 各種組織化学的解析には、それぞれの領域で隣接する切片間の距離が200 µmにな

る一連の切片を用いた。明視野画像は光学顕微鏡（Leica DM2500、Leica）を用いて、蛍

光画像は共焦点顕微鏡（ZEISS LSM 700、Carl Zeiss、ドイツ）を用いて撮影した。 

 

c-fos mRNA発現領域面積およびc-Fos免疫陽性細胞数の定量 

 200 µｍ間隔の一連の脳切片を用いて、下記後脳および視床下部領域におけるc-

fos mRNA発現領域面積およびc-Fos免疫陽性細胞数を定量した（n = 3～6）：LV、3V、
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4VおよびCCの上衣細胞層；孤束核（A2領域およびC2領域）；C1領域（吻側および尾

側）；C1/A1領域；A6領域；AP；視床下部室傍核；弓状核。 

 c-fos mRNAの発現解析は、上衣細胞層ではc-fos mRNA発現細胞が重なってしま

い、個々の細胞の観察が難しかったため、細胞数の代わりに面積による定量をおこなっ

た。光学顕微鏡で撮影した画像をもとに、孤束核とLV、3V、4VおよびCCの上衣細胞での

c-fos mRNA発現面積をImage J（version 1.52a, The National Institutes of Health、アメリ

カ）により定量した。 

 LV、3V、4V、CC、A2領域、C2領域、C1領域、A6領域、AP、視床下部室傍

核、および弓状核におけるc-Fos免疫陽性細胞数、そしてA2領域、C2領域、C1領域、A6領

域、C1/A1領域、視床下部室傍核および弓状核におけるCrhもしくはNpy mRNA発現c-Fos

免疫陽性細胞数は、光学顕微鏡下で2回数えた。A2領域、C2領域、C1領域、A6領域およ

び最後野におけるc-FosおよびDBH免疫陽性細胞数は、共焦点顕微鏡により撮影した1匹あ

たり3枚の代表的な画像を用いて2回数えた。各領域における総c-Fos免疫陽性細胞数は、各

切片の計測値2回分の平均細胞数を合計した。 

 

統計解析 

 統計解析には、Rソフトウェア（バージョン3.5.0、R Foundation for Statistical 

Computing）を用いた。2DGもしくはキシロース投与前後の血中グルコース濃度は、対応

のあるt検定により解析した。キシロース投与群と2DG投与群における、血中テストステ
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ロン濃度、LH分泌動態、摂食量、c-fos mRNA発現面積、c-FosおよびDBH免疫陽性細胞

数、NpyもしくはCrh mRNA発現c-Fos免疫陽性細胞数はスチューデントのt検定により解

析した。各領域のc-Fos発現細胞数に関しては、二元配置分散分析を行い、交互作用が見ら

れた領域に関しては、単純主効果検定をおこなった。P値が0.05未満の場合を統計的に有

意とした。 
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2-3 結果 

2DGを第4脳室内に1時間投与すると血中グルコース濃度が上昇、血中テストステロン濃度

は低下、摂食量は増加した 

2DGを4Vに0.5時間投与しても血中グルコース濃度は変化しなかったが、1時間投

与した場合、血中グルコース濃度は有意に上昇した（P < 0.05、対応のあるt検定、図2-

1）。キシロースを1時間投与しても、血中グルコース濃度は上昇しなかった。 

2DGを4Vに0.5時間投与しても血中テストステロン濃度は変化しなかった一方、1

時間投与した場合、キシロース投与群と比較して有意に血中テストステロン濃度が低かっ

た（P < 0.05、スチューデントのt検定、図2-2A）。2DGを4Vに1時間投与しても、平均お

よび基底血中LH濃度、LHパルス頻度ならびにLHパルス振幅に影響は出なかった（図2-

2B、2C）。 

2DGを4Vに1時間投与してから3時間の摂食量は、キシロース投与群と比べ、有

意に多かった（P < 0.05、スチューデントのt検定、図2-3） 

 

2DGを第4脳室内に1時間投与すると第4脳室の上衣細胞でc-Fosが発現した 

2DGを4Vに1時間投与した個体では、多くのc-Fos免疫陽性上衣細胞が4Vに観察

され（図2-4A）、キシロース投与群と比較して、c-Fos免疫陽性上衣細胞数は有意に多か

った（P < 0.05、二元配置分散分析、図2-4B）。また、時間の主効果もみられたが、交互

作用はなかった。LV、3VおよびCCでもc-Fos免疫陽性上衣細胞がみられたものの（図2-
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4A）、キシロース投与群と2DG投与群で有意差はなかった（図2-4B）。c-Fos免疫活性と

上衣細胞のマーカーであるビメンチンの共局在が4Vで確認できた（図2-4A、蛍光写真）。 

 

2DGを第4脳室内に1時間投与すると脳幹のドーパミン-β-ヒドロキシラーゼ免疫陽性細胞

もしくはNpy発現細胞でc-Fosが発現した 

2DGを4Vに1時間投与した個体では、多くのc-Fos免疫陽性細胞が孤束核（A2領

域およびC2領域）、C1領域、A6領域ならびにAPに観察された（図2-5A）。2DGを4Vに

投与した個体のC2領域、C1領域およびA6領域では、c-Fos免疫陽性細胞数がキシロース投

与群に比べ有意に多かった（P < 0.05、二元配置分散分析、図2-5B）。C1領域およびA6領

域では、時間の主効果も認められた。特に、C1領域に関しては、吻側部ではc-Fos免疫陽

性細胞数に関して時間の主効果のみが認められた一方（キシロース 0.5時間：14±5.6細

胞、キシロース 1時間：53.8±4.2細胞、2DG 0.5時間：24.3±4.9細胞、2DG 1時間：

85.7±13.5細胞）、尾側部では投与群および時間の両方で主効果が認められた（キシロー

ス 0.5時間：0.3±0.3細胞、キシロース 1時間：25.8±9.7細胞、2DG 0.5時間：40±13.6

細胞、2DG 1時間：70.2±8.6細胞）（P < 0.05、二元配置分散分析）。2DGを4Vに1時間

投与した個体のA2領域およびAPのc-Fos免疫陽性細胞数は、2DGを0.5時間投与した個体

もしくはキシロースを1時間投与した個体のc-Fos免疫陽性細胞数よりも有意に多かった

（P < 0.05、二元配置分散分析および単純主効果検定、図2-5B）。 

 キシロースもしくは2DGを4Vに1時間投与した個体の孤束核（A2領域およびC2
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領域）、C1領域、A6領域ならびにAPにおいて、c-FosおよびDBH免疫陽性細胞が観察で

きた（図2-5A）。DBH免疫陽性細胞中のc-Fos陽性細胞率は以下の通りだった：キシロー

ス投与群；A2領域：0.6±0.6%、C2領域：0%、C1領域：9.3±9.3%、A6領域：0.6±

0.6%、AP：0%、2DG投与群；A2領域：19.7±8.4%、C2領域：45.2±19.8%、C1領域：

52.5±6.7%、A6領域：26.9±5.1%、AP：3.9±3.9%。なお、2DG投与によるDBH免疫陽

性細胞数の増減はいずれの領域においても確認されなかった。キシロースを4Vに1時間投

与した個体と比べて、2DGを4Vに1時間投与した個体のC2領域、C1領域およびA6領域で

は、c-FosおよびDBH免疫陽性細胞数が有意に多かった（P < 0.05、スチューデントのt検

定、図2-5C）。 

キシロースもしくは2DGを4Vに1時間投与した個体の孤束核（A2領域およびC2

領域）、C1領域、A6領域ならびにC1/A1領域において、c-Fos免疫陽性Npy mRNA発現細

胞が観察できた（図2-5A）。Npy mRNA発現細胞中のc-Fos免疫陽性細胞率は以下の通り

だった：キシロース投与群；A2領域：1.0±0.5%、C2領域：0.2±0.2%、C1領域：0%、

A6領域：0.4±0.4%、C1/A1領域：0%、2DG投与群；A2領域：7.1±3.3%、C2領域：

12.1±2.6%、C1領域：24.5±6.9%、A6領域：4.5±1.6%、C1/A1領域：17.6±13.6%。な

お、2DG投与によるNpy陽性細胞数の増減はいずれの領域においても確認されなかった。

4Vに2DGを1時間投与した個体のC2領域では、キシロースを4Vに1時間投与した個体と比

べて、c-Fos免疫陽性Npy mRNA発現細胞数が有意に多かった（P < 0.05、スチューデント

のt検定、図2-5D）。またC1領域では、4Vに2DGを1時間投与した場合、c-Fos/Npy陽性



41 

 

細胞数が多い傾向にあった（P = 0.07、スチューデントのt検定、図2-5D）。APでは、い

ずれのグループにおいてもNpy mRNA発現細胞は観察されなかった。 

 

2DGを第4脳室内に1時間投与すると視床下部室傍核のCrh発現細胞でc-Fosが発現した 

2DGを4Vに1時間投与した個体では、多数のc-Fos免疫陽性細胞が視床下部室傍核

に観察され（図2-6A）、キシロースの1時間投与群および2DGの0.5時間投与群と比較し

て、c-Fos免疫陽性細胞数は有意に多かった（P < 0.05、二元配置分散分析および単純主効

果検定、図2-6B）。視床下部室傍核におけるc-Fos免疫陽性Crh mRNA発現細胞数は、

2DGの1時間投与群では、キシロースの1時間投与群と比べ有意に多かった（P < 0.05、ス

チューデントのt検定、図2-6A、6B）。2DGの1時間投与群における視床下部室傍核でのc-

Fos免疫陽性細胞中のCrh発現細胞の割合は、16.7±4.1%だった。 

 

2DGを第4脳室内に1時間投与すると弓状核のNpy発現細胞でc-Fosが発現した 

2DGを4Vに1時間投与した個体では、多数のc-Fos免疫陽性細胞が弓状核に観察さ

れ（図2-7A）、キシロース投与群に比べ、2DG投与群では弓状核におけるc-Fos免疫陽性

細胞数が有意に多かった（P < 0.05、二元配置分散分析、図2-7B）。また、時間の主効果

も認められた。弓状核におけるc-Fos免疫陽性Npy mRNA発現細胞数は、2DGを1時間投与

した群では、キシロースを1時間投与した群と比べ有意に多かった（P < 0.05、スチューデ

ントのt検定、図2-7B）。2DG1時間投与群における弓状核でのc-Fos免疫陽性細胞中の
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Npy発現細胞の割合は、42.4±2.9%だった。 

 

2DGを第4脳室内に0.5時間投与すると孤束核の細胞や第3脳室の上衣細胞ではなく第4脳室

の上衣細胞でc-fos mRNA発現が誘起された 

2DGの4Vへの0.5時間投与により、4Vの上衣細胞層にc-fos mRNAが発現し（図2-

8）、キシロース投与群と比較して、2DG投与群の4V上衣細胞層におけるc-fos mRNA発現

領域面積は、有意に大きかった（P < 0.05、スチューデントのt検定、図2-8B）。対照的

に、LV、3VおよびCCの上衣細胞層では、c-fos mRNAの顕著な発現は確認できず、2DG

投与群とキシロース投与群の間で有意差もみられなかった（図2-8B）。孤束核でのc-fos 

mRNA発現領域面積においても、2DG投与群とキシロース投与群の間で有意差はみられな

かった（図2-8B）。 
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2-4 考察 

 後脳でグルコース利用率が低下し、糖新生や摂食、生殖といった生理機能に変化

が生じたラットにおいて、4Vの上衣細胞、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞やNPY

神経細胞、視床下部室傍核のCRH神経細胞および弓状核のNPY神経細胞が活性化していた

ことから、これらの細胞が後脳グルコースセンシング機構に関与していることが明らかと

なった（図2-9）。特に、2DGを4Vに0.5時間投与すると、4Vの上衣細胞のみで細胞活性

化の指標であるc-fos mRNA発現が増加した一方、過去の研究からグルコースセンサーの局

在が示唆されている脳幹の孤束核ではc-fos mRNAの増加はみられなかったことから、生体

内で上衣細胞は独立してグルコース利用率の低下に反応できることがわかった。つまり、

4Vの上衣細胞は、後脳においてグルコースセンサーとして機能していると考えられる。脳

室を流れる脳脊髄液中のグルコース濃度は、血中グルコース濃度より低い値で維持されて

いるものの、その変動は血中グルコース濃度と連動していることが報告されており

(88,89)、過去のin vitro実験においても、細胞外グルコース濃度が低下すると後脳の上衣細

胞内カルシウム濃度が上昇する。したがって、4Vの上衣細胞は脳脊髄液中のグルコースを

取り込み、自身のグルコース利用率をモニターしていると考えられる。また、カテコール

アミンやCRH、NPYは糖新生、摂食および生殖機能の制御に関与していることが知られて

いる(79,90-93)。以上から、後脳グルコースセンシング機構では、4Vの上衣細胞がグルコ

ース利用率の低下を感知し、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞やNPY神経細胞、視

床下部のCRH神経細胞やNPY神経細胞が糖新生や摂食、生殖機能を制御している可能性が
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示唆された。 

 後脳でグルコース利用率が低下すると、C2領域、C1領域およびA6領域のカテコ

ールアミン作動性神経細胞ならびにC2領域のNPY神経細胞が活性化することが明らかとな

った。後脳の上衣細胞は、細胞突起を脳幹実質へと伸ばしていることが報告されているこ

ともあり(77)、4Vの上衣細胞により感知されたグルコース利用率の低下は、これらの脳幹

に分布する神経細胞へシグナルとして伝達されている可能性が示唆される。また、これら

の脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞とNPY神経細胞は、視床下部―下垂体―副腎軸

を構成する視床下部室傍核のCRH神経細胞へ投射していることも知られている(73,94)。

さらに本実験では、C1領域を吻側と尾側に分割して解析し、尾側側に分布する細胞が後脳

のグルコースセンシングに関与していることを示した。なお、C1領域の尾側側に分布する

カテコールアミン作動性神経細胞も視床下部室傍核に投射することが知られている(73)。

以上から、4Vの上衣細胞により感知されたグルコース欠乏シグナルは、脳幹に分布するカ

テコールアミン作動性神経細胞やNPY神経細胞に伝達され、視床下部を介して糖新生や摂

食、生殖機能を制御すると考えられる。もしくは、オスラットの後脳にNPYもしくはノル

アドレナリンを投与すると、摂食量が増加することから(95)、脳幹のNPY神経細胞やカテ

コールアミン作動性神経細胞が直接摂食を誘起した可能性もある。また、本実験では、C2

領域、C1領域およびA6領域の神経細胞の重要性が強調された。しかし、A2領域やAPにお

いても2DG投与によってc-Fos免疫陽性細胞数が増加したことから、A2領域やAPの細胞も

グルコースセンシングや後脳から視床下部へのシグナル伝達に関与していると言える。実
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際に先行研究では、グルコースが欠乏した状態においてA2領域やAPが摂食や生殖機能を

制御している可能性が示唆されている(96-98)。 

 本実験では、後脳でグルコース利用率が低下すると、活性化する視床下部室傍核

の細胞にはCRH神経細胞が含まれていることが明らかとなった。CRHを頚静脈経由で投与

すると、血中テストステロン濃度が低下することから(99)、本実験でみられたテストステ

ロン分泌の抑制にも視床下部室傍核のCRH神経細胞が関与していると考えられる。ただ

し、視床下部室傍核のc-Fos免疫陽性細胞中のCrh mRNA発現細胞は約16%に留まった。さ

らに、エストロゲンチューブ留置卵巣除去ラットの4Vに2DGを投与すると、視床下部室傍

核のダイノルフィンA神経細胞でc-fos mRNA発現が増加するほか、ダイノルフィンA拮抗

剤を脳室内投与すると2DGを4Vに投与した時に生じるLH分泌の抑制が阻害されることか

ら(50)、視床下部室傍核に分布しているダイノルフィンA神経細胞も、本実験において活

性化し、生殖機能を抑制していた可能性がある。一方、ダイノルフィンA拮抗剤を脳室内

投与しても2DGを4Vに投与した時に生じる糖新生は阻害されないため(50)、視床下部室傍

核のCRH神経細胞は、主に糖新生の促進を制御しているとも考えられる。 

 4Vに2DGを投与すると、弓状核のNPY神経細胞が活性化したことから、視床下

部のNPYシグナリングが後脳グルコースセンシングによる摂食制御に関与していることが

本実験で明らかとなった。先行研究においても、絶食後の摂食量制御におけるNPY神経細

胞の必要性は示唆されている(100)。また、副腎除去モデルラットを用いた実験ではNPY

だけでなく、NPYと糖質コルチコイドの両方が摂食誘起に必要であることが明らかとなっ
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ているほか(101)、視床下部室傍核へと投射している脳幹のカテコールアミン作動性神経細

胞がグルコース欠乏時の摂食誘起に必要であることが明らかとなっている(73,76,102)。以

上から、4Vの上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知すると、脳幹の神経細胞を介し

て、視床下部―下垂体―副腎軸および弓状核NPY神経細胞を活性化させることで摂食を誘

起している可能性が示唆される。 

過去の研究では、テストステロンチューブを皮下に留置することでテストステロ

ン濃度を一定に保った去勢オスラットの4Vに2DGを投与すると、1時間投与した時点でLH

分泌が抑制されたが(47)、本実験ではオスラットの4Vに2DGを1時間投与しても、LH分泌

は抑制されなかった。この差は、用いた動物モデルの違いに起因すると考えられる。すな

わち、本実験で用いたオスラットでは、血中テストステロン分泌が低下したことで、LH分

泌が促進されてしまい、2DGのLH分泌抑制効果が打ち消された可能性が高い。また、こ

のようなエネルギー状態に基づくLH分泌制御における動物モデルの差は、48時間絶食に

よるLH分泌の抑制効果においても確認されている(103)。 

以上から本章では、4Vの上衣細胞がグルコースの利用率をもとにエネルギー状態

をモニターし、低エネルギー状態となると、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や

NPY神経細胞ならびに視床下部のCRH神経細胞やNPY神経細胞を介して、糖新生や摂食、

生殖機能を制御する可能性を示唆した（図2-10）。次章では、実際に4Vの上衣細胞が種々

の神経細胞にシグナルを伝達することが可能か検証するため、4Vの上衣細胞と脳幹および

視床下部の神経細胞との間に神経伝達経路が存在するかを明らかにした。  
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図 2-1 第 4 脳室（4V）投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がラットの血中グル

コース濃度にもたらす影響 

 グラフは、2DG もしくはキシロースを第 4 脳室に投与する直前、投与してから 0.5 時間

後および 1 時間後の血中グルコース濃度を示す。*P < 0.05, 対応のある t 検定。数値は平

均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。 
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図 2-2 第 4 脳室（4V）投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がラットの血中テストステ

ロン濃度および黄体形成ホルモン（LH）分泌にもたらす影響 

 A、2DG もしくはキシロースを 4V に投与してから 0.5 時間後および 1 時間後の血中テストス

テロン濃度。*P < 0.05、スチューデントの t 検定。B、 2DG もしくはキシロースを 4V に 1 時間

投与した個体における、代表的な LH パルス分泌動態。矢頭は PULSAR により検出された LH パ

ルスを指す。灰色の領域はキシロースもしくは 2DG を投与している時間をあらわす。C、2DG も

しくはキシロースを第 4 脳室に 1 時間投与した個体における、3 時間のサンプリング中における

平均および基底血中 LH 濃度、LH パルス頻度、LH パルス振幅。数値は平均±標準誤差。棒グラ

フ中の数字は使用した動物の数。 
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図 2-3 第 4 脳室（4V）投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がラットの摂食量にもたら

す影響 

 グラフは、2DG もしくはキシロースを第 4 脳室に 1 時間投与してから 3 時間の摂食量を示す。

*P < 0.05、スチューデントの t 検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物

の数。 
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  図 2-4 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を第 4 脳室（4V）に投与したラットの上衣細

胞における c-Fos 発現 

 A、2DG を 4V に 0.5 時間もしくは 1 時間投与した個体の、4V、脊髄中心管（CC）、側

脳室（LV）ならびに第 3 脳室（3V）における代表的な c-Fos 免疫組織化学染色像。蛍光写

真は、2DG を 1 時間投与したラットの 4V における、c-Fos（緑）および上衣細胞のマーカ

ーであるビメンチン（Vim、赤）免疫陽性上衣細胞を示す。インセットは、 矢頭が指す c-

Fos 免疫陽性細胞の強拡大像。スケールバー：50 µm。B、 グラフは、2DG もしくはキシ

ロースを 4V に 0.5 時間もしくは 1 時間投与した個体の、4V、CC、LV および 3V におけ

る c-Fos 免疫陽性上衣細胞数を示す。*P < 0.05、二元配置分散分析。 n.s.（not significant）

は有意差がなかったことを示す。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動

物の数。 
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  図 2-5 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を第 4 脳室（4V）に投与したラットの脳幹の

カテコールアミン神経細胞およびニューロペプチド Y（NPY）神経細胞における c-Fos 発

現 

 A、2DG を 4V に 1 時間投与した個体の、A2 領域、C2 領域、C1 領域、A6 領域および

最後野（AP）における代表的な c-Fos 免疫組織化学染色像。蛍光写真は、2DG を 1 時間投

与された個体の A2 領域、C2 領域、C1 領域、A6 領域および AP における、c-Fos（緑）お

よびカテコールアミン作動性神経細胞のマーカーであるドーパミン-β-ヒドロキシラーゼ

（DBH、赤）免疫陽性細胞を示す。右列は、 2DG を 1 時間投与された個体の A2 領域、

C2 領域、C1 領域および A6 領域における、 c-Fos（茶）免疫陽性 Npy mRNA（紫）発現

細胞を示す。インセットは、 矢頭が指す c-Fos 免疫陽性細胞の強拡大像。スケールバー：

50 µm。B、グラフは、2DG もしくはキシロースを 4V に 0.5 時間もしくは 1 時間投与され

た個体の、 A2 領域、C2 領域、C1 領域、A6 領域および AP における c-Fos 免疫陽性細胞

数を示す。 † P < 0.05、二元配置分散分析および単純主効果検定。 *P < 0.05、二元配置

分散分析。 C、グラフは、2DG もしくはキシロースを 4V に 1 時間投与した個体の、 A2

領域、C2 領域、C1 領域、A6 領域および AP における c-Fos および DBH 免疫陽性細胞数

を示す。*P < 0.05、スチューデントの t 検定。D、グラフは、2DG もしくはキシロースを

4V に 1 時間投与した個体の、 A2 領域、C2 領域、C1 領域および A6 領域における c-Fos

免疫陽性 Npy mRNA 発現細胞数を示す。*P < 0.05、スチューデントの t 検定。 n.s.（not 

significant）は、有意差がなかったことを示す。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字

は使用した動物の数。 
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図 2-6 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を第 4 脳室（4V）に投与したラットの視床下部室

傍核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細胞における c-Fos 発現  

 A、2DG もしくはキシロースを 4V に 1 時間投与した個体の視床下部室傍核における c-Fos

免疫陽性細胞（茶、上段）、ならびに c-Fos 免疫陽性 Crh mRNA 発現細胞（下段）。インセッ

トは 矢頭が指す c-Fos 免疫陽性細胞もしくは c-Fos 免疫陽性 Crh mRNA 発現細胞の強拡大

像。スケールバー：100 µm。B、左グラフは、2DG もしくはキシロースを 4V に 0.5 時間もし

くは 1 時間投与した個体の、 視床下部室傍核における c-Fos 免疫陽性細胞数を示し、右グラ

フは 2DG もしくはキシロースを 4V に 1 時間投与した個体の、視床下部室傍核における c-Fos

免疫陽性 Crh mRNA 発現細胞数を示す。 † P < 0.01、二元配置分散分析および単純主効果検

定。 *P  < 0.05、スチューデントの t 検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用

した動物の数。 
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  図 2-7 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を第 4 脳室（4V）に投与したラットの弓状核のニ

ューロペプチド Y（NPY）神経細胞における c-Fos 発現  

 A、2DG もしくはキシロースを 4V に 1 時間投与した個体の弓状核における c-Fos 免疫陽性

細胞（茶、上段）、ならびに c-Fos 免疫陽性 Npy mRNA 発現細胞（下段）。インセットは、 

矢頭が指す c-Fos 免疫陽性細胞もしくは c-Fos 免疫陽性 Npy mRNA 発現細胞の強拡大像。ス

ケールバー：100 µm。B、左グラフは、2DG もしくはキシロースを 4V に 0.5 時間もしくは 1

時間投与した個体の、 弓状核における c-Fos 免疫陽性細胞数を示し、右グラフは 2DG もし

くはキシロースを 4V に 1 時間投与した個体の、弓状核における c-Fos 免疫陽性 Npy mRNA

発現細胞数を示す。*P < 0.05；二元配置分散分析（左グラフ）、スチューデントの t 検定（右

グラフ）。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。 



56 

 

  図 2-8 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を第 4 脳室（4V）に 0.5 時間投与した個体の c-fos 

mRNA の脳内発現 

 A、2DG を 4V に 0.5 時間投与した個体の、4V、脊髄中心管（CC）、側脳室（LV）、第 3

脳室（3V）ならびに孤束核（NTS）における c-fos mRNA（紫）発現を示す代表的な染色像。

インセットは、 矢頭が指す c-fos mRNA 発現細胞の強拡大像。スケールバー：100 µm。B、 

グラフは、2DG もしくはキシロースを 4V に 0.5 時間投与した個体の、4V、CC、LV および

3V の上衣細胞層ならびに NTS における、切片 1 枚あたりの c-fos mRNA 発現領域面積（µm
2
/

セクション）を示す。*P < 0.05、スチューデントの t 検定。 n.s.（not significant）は有意差が

なかったことを示す。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。 
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図 2-9 本章で示唆された後脳グルコースセンシングに関与する細胞群 

 第 4 脳室（4V）の上衣細胞、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞およびニューロペ

プチド Y（NPY）神経細胞、視床下部室傍核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）

神経細胞ならびに弓状核の NPY 神経細胞が関与していることが明らかとなった。特に、4V

の上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知するセンサー細胞である可能性が示唆され

た。後脳グルコースセンシングには、他にも脳幹のアストロサイトや視床下部室傍核のダ

イノルフィン A 神経細胞が関与していると推測される。 
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  図 2-10 本章で示唆された後脳グルコースセンシング機構 

 第 4 脳室（4V）の上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知すると、脳幹のカテコール

アミン作動性神経細胞およびニューロペプチド Y（NPY）神経細胞、視床下部室傍核の副

腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細胞ならびに弓状核の NPY 神経細胞を介

して、糖新生や摂食、生殖機能を制御する可能性が示唆された。他にも脳幹のアストロサ

イトや視床下部室傍核のダイノルフィン A 神経細胞も生理機能の制御、もしくは上衣細胞

からのシグナル伝達に関与していると推測される。 
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第 3 章 

後脳と視床下部を連絡する神経伝達経路の同定

およびその形成に関する解析 
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3－1 背景 

4Vの上衣細胞は後脳でグルコース利用率が低下すると、脳幹のカテコールアミン

作動性神経細胞およびNPY神経細胞、視床下部のCRH神経細胞およびNPY神経細胞を介し、

糖新生や摂食、生殖機能を制御する可能性が前章で示唆された。くわえて、糖新生や摂食、

生殖機能の制御に関与する視床下部の神経細胞には、NPY神経細胞やCRH神経細胞の他に

も、キスペプチン神経細胞が挙げられる。キスペプチンはKiss1遺伝子によりコードされる

ペプチドであり、性腺刺激ホルモン放出ホルモン分泌の制御を介して、生殖機能を司る(3)。

特に、弓状核に分布するキスペプチン神経細胞は、性腺刺激ホルモン放出ホルモンのパルス

状分泌を制御していることがノックアウトラットを用いた実験で明らかとなった(104)。ま

た、キスペプチンは生殖機能の制御だけではなく、糖新生およびグリコーゲン分解といった

内因性糖産生および摂食も制御する可能性が示唆されている(105)。したがって、キスペプ

チン神経細胞を介して4V上衣細胞が生理機能を制御する可能性も考えられる。これまでに

も、弓状核のキスペプチン神経細胞と4V上衣細胞間に神経伝達経路の存在が示唆されたが

(77)、これらの細胞間に存在する神経伝達経路については検証の余地が残る。 

神経伝達経路の解析には、古くからトレーサータンパク質が利用されてきた(106)。

シナプスを越えて伝達される越シナプス性トレーサータンパク質であるWGAは、細胞膜上

の糖鎖（N-アセチルグルコサミンおよびシアル酸）に結合し、エンドサイトーシスにより細

胞内に取り込まれ、複数のシナプスを越えながら、順行性および逆行性に輸送される(106-

108)。つまり、中枢神経における神経伝達経路を同定する場合、WGAを神経細胞の投射先

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出

版予定。 
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もしくは細胞体の存在する神経核に投与すれば、神経細胞がWGAを取り込み、神経伝達経

路を形成する他の細胞へとWGAが伝達され、神経伝達経路が同定できる。先行研究におい

ても、WGAをメスラットの4Vへ投与することで、4V上衣細胞とキスペプチン神経細胞間の

神経伝達経路が示唆された(77)。しかし、4Vには上衣細胞以外にも脳脊髄液接触神経細胞

の樹状突起が存在しているため(109)、WGAの4V投与により観察された神経伝達経路は4V

上衣細胞と視床下部神経細胞間を結ぶものではなく、脳脊髄液接触神経細胞と視床下部神

経細胞間を結ぶ神経伝達経路も含まれている可能性が考えられる。したがって、視床下部神

経細胞もしくは4V上衣細胞に特異的なプロモーターの制御下でWGAを発現させることで、

視床下部神経細胞と4V上衣細胞を連絡する神経伝達経路を同定できると考えた。さらに、

こうしたWGA遺伝子を細胞へ導入し、プロモーターによりWGA導入遺伝子の発現を制御

する方法では、従来行われていた神経伝達経路の解析手法では観察できなかった新しい知

見を得られる可能性が高い(110)。 

エネルギー状態は、生理機能の調節だけでなく、脳の発達にも影響する。正常な神

経機構の発達は適正なエネルギー状態で行われる必要があり、新生子期のエネルギー状態

によっては、その後の中枢神経系に形態的および機能的に異常が生じる。たとえばマウスで

は、新生子期の授乳量が少ないと、平均的な授乳量だったマウスに比べ、弓状核のキスペプ

チン神経細胞の軸索密度が減少する(111)。神経伝達経路の形成を含む脳の発達は、げっ歯

類では胎生期から開始し、完結するのは生後90日頃と報告されており(112)、神経伝達経路

ごとに形成時期が異なる可能性も示唆されている。視床下部の神経細胞で生殖機能を司っ
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ているキスペプチン神経細胞の場合は、腹内側野および視床下部室傍核へのシナプス形成

は、それぞれ生後6日および10日までに完了することが知られている(113)。グルコース利用

率の低下を感知する後脳グルコースセンシング機構が、新生子期の生理機能を制御するこ

とで、視床下部神経網の正常な形成に寄与している可能性も考えられるが、視床下部神経細

胞と4V上衣細胞間の神経伝達経路がいつ形成されるかは明らかではない。 

以上を踏まえ本実験では、視床下部神経細胞もしくは4Vの上衣細胞にWGAを発現

させる遺伝子組換えマウスを作出し、4V上衣細胞と視床下部神経細胞間に神経伝達経路が

存在するか、ならびに、その経路がいつ形成されるのかを明らかにすることを目的とした。 
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3－2 方法 

動物 

 本実験には、新規に作出したCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスと名古屋大

学動物生殖科学研究室から譲受したKiss1-Cre-IRES-GFPマウス、もしくは、新規に作出し

たVim-Cre-ERT2マウスを交配し生まれた、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-

WGA-2A-GFPマウスおよびVim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスを用

いた。マウスは、自由摂餌・摂水ならびに一定の照明条件（明期5:00～19:00、暗期19:00

～5:00）、気温条件（室温21±3℃）に制御された環境で飼育された。すべての手術は、

イソフルラン（2-4％、和光純薬）もしくは三種混合麻酔による麻酔下で実施した。三種混

合麻酔は、塩酸メデトミジン（ドミトール、日本全薬工業、福島、日本）、ミタゾラム

（ミタゾラム「サンド」、Sandoz、ドイツ）、酒石酸ブトルファノール（ベトルファー

ル、Meiji Seikaファルマ、東京、日本）および生理食塩水を混合して調整し、体重10 gあ

たり100 µL（体重1 kgあたり：塩酸メデトミジン0.75 mg、ミタゾラム4 mg、酒石酸ブト

ルファノール5 mg）を腹腔投与した(114,115)。なお、三種混合麻酔と等量のメデトミジ

ン拮抗薬（アンチセダン、日本全薬）を腹腔投与することで、三種混合麻酔から覚醒させ

た。本実験は、東京大学大学院農学生命科学研究科動物実験委員会の承認を得たうえで、

東京大学動物実験実施規則に従いおこなった。 
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遺伝子組換えマウスの新規作出 

 CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスおよびVim-Cre-ERT2マウスは、受精卵

（B6D2F1×C57BL/6）の雄性前核に直鎖化した導入遺伝子（図3-1A、3A）をマイクロイ

ンジェクションすることで作出した。マイクロインジェクション法による遺伝子の導入

は、生理学研究所の遺伝子改変動物作製室に依頼した。 

CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの作出に使用した導入遺伝子は、CAG-

STOP floxed-ZsGreen ベクター（Plasmid #51269、Addgene、アメリカ）に東京大学大学

院理学研究科の馬谷千恵博士から譲受したWGA-F2A-GFP 配列を挿入して作製した。Cre

依存的にWGAおよびGFPが発現することを確認するため、生理学研究所ウイルスベクタ

ー開発室で作製されたAAVDJ:CAGGS-Cre (0.5×1010 vg/µL) をCAG-STOP floxed-

WGA-2A-GFPマウスの視床下部（ブレグマから2.2 mm尾側、5.0 mm腹側、正中から0.3 

mm外側）に投与流速0.2 µL/分で1 µL投与し、脳切片でのWGAおよびGFPの発現を解析

した。 

Vim-Cre-ERT2マウスの作出に使用した導入遺伝子は、Cre-ERT2ベクター

（Plasmid #13777、Addgene）にマウスVimプロモーター（第1エキソンの開始から-3221

～+44bp）を挿入して作製した。本実験で使用したマウスVimプロモーター配列は、4Vお

よびCCの上衣細胞でGFPを発現することが確認されているVim-Venusマウス(71)に使用さ

れているプロモーター領域と同じ領域を使用した。 

本実験で用いたCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウス、Kiss1-Cre-IRES-GFP
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マウスおよびVim-Cre-ERT2マウスは、ICRマウス（オリエンタル酵母工業、東京、日

本）と交配させ、系統維持した。遺伝子型は、マウスの耳片サンプルから抽出したゲノム

DNAを用いて、PCRにより判定した。PCRに使用したプライマー配列は以下の通り：

Cre、5’-TCGATGCAACGAGTGATGAG-3’および5’-TTCGGCTATACGTAACAGGG-

3’；WGA、5’-GACGTGTCCCAACAACCAC-3’および5’-

GGATCCCCACTTGCTACAAC-3’。 

 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスを用いたCAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFPマウスのライン選定 

 F0およびF1個体のゲノムDNAを用いたPCRを行い、298 bp（WGA）のバンドが

確認できた14ラインのCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスに対し、Kiss1-Cre-IRES-

GFPマウスとの交配を実施し、それぞれのラインに由来するKiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスを得た。10週齢のKiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFPマウスに避妊手術もしくは去勢手術を施し、1週間の回復期間後、ペ

ントバルビツールナトリウム注射液の腹腔投与により深麻酔状態にし、灌流固定を行い、

脳を採材した。凍結脳切片に免疫組織化学染色を施し、弓状核でのWGAの発現を解析し

（雌雄混合、各ラインn = 2-3）、実験に用いるラインを選定した。 

 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの生理学的表現型評価 
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Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスでは、キスペプチ

ンの転写が開始する時期から、WGAが脳内の細胞に存在し続けることとなる。先行研究

では、WGAの細胞毒性が少なからず指摘されていることから(116)、本実験では、Kiss1-

Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスのオス個体を用いて、成長、春

機発動、摂食量、生殖器重量といった生理学的表現型を評価することで、Kiss1-Cre-IRES-

GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスにおけるWGAの長期曝露による影響を検討

した。体重は生後21、27、42、56および70日目に測定し、春機発動は包皮分離の観察によ

り評価した。摂食量は1日9:00と18:00の2回、餌の重量を測定し、18:00時点の体重を用い

て、体重あたりの夜間摂食量を算出した。体重当たりの精巣上体および精巣重量は、10週

齢のKiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスから摘出した組織の重

量を測定し、体重当たりの組織重量を算出した。 

 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスにおけるWGA脳内局在の

解析 

メスのKiss1-Cre-IRES-GFPマウスとオスのCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマ

ウス（ライン31）を交配し、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウ

スを得た。このうち、本実験ではオス個体のみを用いた。弓状核でのキスペプチン発現を

促進させ、WGAの発現量を増やすため、10週齢のKiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFPマウスから精巣を除去した。1週間の回復期間の後、ペントバルビツ
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ールナトリウム注射液の腹腔投与により深麻酔状態にし、灌流固定を行い脳を採材した。

凍結脳切片（50 µm）を用いて、各種組織化学的解析を行い、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスにおけるWGAの脳内局在を同定した。 

 

Vim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスを用いたVim-Cre-ERT2マウス

のライン選定 

 F0およびF1個体のゲノムDNAを用いたPCRを行い、482 bp（Cre）のバンドが確

認できた2ラインのVim-Cre-ERT2マウスに対し、それぞれCAG-STOP floxed-WGA-2A-

GFPマウスとの交配を実施した。Vim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウ

スにおいてCreを核内に移行させ、WGAを発現させるため、10～19週齢のVim-Cre-

ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウス（雌雄混合、ライン67：n = 3；ライン

74：n = 4）に4-ヒドロキシ-タモキシフェン（4-OHT、Sigma-Aldrich）を1日2回4時間間

隔で腹腔投与した。4-OHTは、10 mg/mLとなるようヒマワリ油（和光純薬）に溶解し、

先行研究に基づき、1回の投与量は体重1 kgあたり33 mgとした(117)。投与から3日後、ペ

ントバルビツールナトリウム注射液の腹腔投与により深麻酔状態にし、灌流固定を行い、

脳を採材した。凍結脳切片（50 µm）にWGAの免疫組織化学染色を施し、WGAの脳内発

現を観察することで、実験に用いるラインを選定した。 

 

Vim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスのWGA脳内局在の解析 
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 メスのVim-Cre-ERT2マウス（ライン67）とオスのCAG-STOP floxed-WGA-2A-

GFPマウス（ライン31）を交配し、Vim-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-

GFPマウスを得た。4Vの上衣細胞特異的にCre依存性のWGA発現を促すため、9カ月齢の

Vim-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの4V（ブレグマから6.5 mm

尾側、3.5 mm腹側の正中）(118)にジメチルスルホキシド（和光純薬）に溶解した4-OHT

（10 mg/mL）を1 µL投与した（オス、n = 2）。1週間後、ペントバルビツールナトリウ

ム注射液の腹腔投与により深麻酔状態にし、灌流固定を行い脳を採材した。凍結脳切片

（50 µm）を用いて、WGAの免疫組織化学染色を行い、Vim-Cre-ERT2/CAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFPマウスにおけるWGAの脳内局在を同定した。 

 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウス（3日齢、14日齢および23

日齢）におけるWGA脳内局在の解析 

メスのKiss1-Cre-IRES-GFPマウスとオスのCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマ

ウス（ライン31）を交配し、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウ

スを得た。3日齢、14日齢および23日齢のメスの新生子を氷冷麻酔もしくはペントバルビ

ツールナトリウム注射液で深麻酔状態にし、灌流固定後、脳を採材した。凍結脳切片（40 

µm）を用いて、WGAの免疫組織化学染色を行い、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFPマウスの新生子期におけるWGAの脳内局在を同定した（3日齢、n = 

3；14日齢、n = 1；23日齢、n = 1）。なお、個体の遺伝子型および性別は、脳のサンプリ
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ングと同時に採取した尾片から抽出したゲノムDNAを用いて、PCRにより判定した。 

 

WGAの免疫組織化学染色 

 脳切片を、メタノール（和光純薬）で希釈した0.3%過酸化水素に浸漬した後、ブ

ロッキングバッファー（0.05M PBS、10% ヤギ正常血清および0.2% Tween-20）に浸漬

した。切片はウサギ抗WGA抗体（1：5000、Sigma-Aldrich）と4℃で40時間インキュベー

トした後、ビオチン化ヤギ抗ウサギIgG抗体（1：500、Vector Laboratories Inc）と1時間

反応させた。VECTASTAIN Elite ABC HRP キット（Vector Laboratories Inc）の試薬に

30分間浸漬したのち、3,3‘-ジアミノベンジジン水溶液に浸漬することで発色させた。 

 明視野画像は光学顕微鏡（Leica DM2500, Leica）を用いて、蛍光画像は共焦点顕

微鏡（ZEISS LSM 700, Carl Zeiss）を用いて撮影した。 

 

WGA、ビメンチンおよびCRHの免疫組織化学染色およびNpyもしくはKiss1のin situ ハイ

ブリダイゼーション法（ISH）の二重染色によるWGA免疫陽性細胞の同定および定量 

 DIG RNAラベリングキット（Roche）を用い、マウスの視床下部cDNAからNpy

（NM_023456）、Kiss1（NM_178260）の相補性RNAプローブを合成した。マウスの脳

切片に0.25% 無水酢酸（和光純薬）/0.1M トリエタノールアミン（和光純薬）処理を10

分間施し、マウスNpyもしくはKiss1のいずれかの相補性RNAプローブ 1 µgを加えて、

50℃で一晩インキュベートした。次に、20 µg/mLのRNase A（Sigma-Aldrich）に浸漬し
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37℃で30分間振盪後、室温で1.0％ブロッキング剤（Sigma-Aldrich）に1時間浸漬させ、西

洋ワサビペルオキシダーゼ標識DIG抗体（1:500、Roche）に浸漬し、室温で一晩インキュ

ベートさせた。シグナル増幅のため、ビオチンチラミド（TSA plus biotin kits, Perkin 

Elmer）と室温で10分間振盪させた後、二次抗体反応として蛍光標識ストレプトアビジン

（1:200、Thermo Fischer Scientific、アメリカ）に室温で30分間浸漬した。ブロッキング

バッファー（0.05M PBS、10% ヤギ正常血清および0.2% Tween-20）で90分間ブロッキ

ング処理をおこない、引き続きWGAの免疫組織化学染色を実施した。 

 免疫組織化学染色では、ブロッキングバッファー（0.05M PBS、10% ヤギ正常

血清および0.2% Tween-20）で90分間ブロッキング処理をおこない、ウサギ抗WGA抗体

（1:2000、Sigma-Aldrich）、ニワトリ抗ビメンチン抗体（1:2000、Merck）もしくはモル

モット抗CRH抗体（1:5000、Peninsula Laboratories、アメリカ）と4℃で二晩一次抗体反

応をおこなった。二次抗体反応では、Alexa 594 ヤギ抗ウサギIgG抗体（1:800、

Invitrogen）、Alexa 488 ヤギ抗ウサギIgG抗体（1:800、Thermo Fischer Scientific）、

Alexa 594 ヤギ抗ニワトリIgY抗体（1：400、Molecular Probes、アメリカ）もしくは

Alexa 594 ヤギ抗モルモットIgG抗体（1:800、Jackson ImmunoResearch Labs、アメリ

カ）に切片を2時間浸漬させた。最後に、5 µg/mLのDAPIと5分間反応させた後、切片を

スライドラス上に並べ、退色防止封入剤（Prolong Gold、Invitrogen）で封入した。 

蛍光画像は共焦点顕微鏡（ZEISS LSM 700, Carl Zeiss）を用いて撮影し、WGA免

疫陽性細胞数は、共焦点顕微鏡により撮影した1匹あたり3枚の代表的な画像を用いて2回
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数えた。 

統計解析 

 統計解析には、Rソフトウェア（バージョン3.5.0、R Foundation for Statistical 

Computing）を用いた。Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの

体重、春機発動、摂食量および生殖器重量の解析には、スチューデントのt検定を用いた。

P値が0.05未満の場合を統計的有意差とした。 
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3-3 結果 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの作出に成功した 

 受精卵移植されたマウスを本研究室に輸送後、合計21匹のCAG-STOP floxed-

WGA-2A-GFP マウス（F0）を得た。CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスのF0および

F1個体のゲノムDNAを用いたPCRの結果、21ライン中14ラインで298 bp（WGA）のバン

ドが確認できた（図3-1B）。Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウス

についても、482 bp（Cre）および298 bp（WGA）のバンドが確認できた（図3-1B）。CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの4ライン（ライン5、8、31および51）由来のKiss1-Cre-

IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの弓状核においてのみWGAが発現し

ていた（図3-1C, D）。この中でも特に、ライン31のCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウ

ス由来のKiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの弓状核における

WGA発現が顕著だったため（図3-1D）、以降の実験にはライン31のCAG-STOP floxed-

WGA-2A-GFPマウスのみを使用した。CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの脳切片で

は、WGAもしくはGFPの発現は観察されなかったが（図3-1E）、視床下部にAAVDJ:CAGGS-

Cre (0.5×1010 vg/µL) を投与したCAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスでは、WGAお

よびGFPの発現が確認できた（図3-1F）。 

 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの生理学的表現型は野生型

マウスと差はなかった 
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 3週齢から10週齢までの体重増加、包皮分離の日齢、摂食量ならびに10週齢時の精

巣上体および精巣重量に関して、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP

マウスと野生型マウスの間に有意差はみられなかった（図3-2）。 

 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの弓状核のキスペプチン神

経細胞およびNPY神経細胞、視床下部室傍核CRH神経細胞、孤束核NPY神経細胞ならびに

第4脳室上衣細胞においてWGAが確認できた 

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの4V、脳幹、視床

下部室傍核および弓状核においてWGA免疫陽性細胞が観察された（図3-3A～3C）。WGA

とKiss1、Npy、CRHもしくはビメンチンとの二重染色の結果、弓状核キスペプチン神経細

胞の41.7±15.0%、弓状核NPY神経細胞の29.8±5.4%、視床下部室傍核のCRH神経細胞の

40.3±2.7%、4V上衣細胞の16.0±1.2%、孤束核のNPY神経細胞の46.9±10.4%でWGAの免

疫活性がみられた（n = 3、図3-3D～3H）。 

 

Vim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの作出に成功した 

 受精卵移植されたマウスを本研究室に輸送後、合計90匹のVim-Cre-ERT2マウス

（F0）を得た。Vim-Cre-ERT2マウスのF0およびF1個体のゲノムDNAを用いたPCRの結果、

90ライン中3ラインで482 bp（Cre）のバンドが確認できた（図3-4B）。Vim-Cre-ERT2/CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスについても、482 bp（Cre）および298 bp（WGA）のバ
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ンドが確認できた（図3-4B）。4-OHTを腹腔投与したVim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-

WGA-2A-GFPマウスのうち、ライン67のVim-Cre-ERT2マウス由来の個体のみでWGAの

発現を確認できた（図3-4C）。したがって、以降の実験にはライン67のVim-Cre-ERT2マウ

スのみを使用した。 

 

Vim-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスの第4脳室に4-OHTを投与

すると後脳上衣細胞および脳幹の細胞でWGAが発現した 

4Vに4-OHTを投与したVim-Cre-ERT2/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウス

の4V上衣細胞層に、WGA免疫陽性細胞が観察された（図3-5）。また、脳幹の孤束核におい

ても、WGA免疫陽性細胞が2細胞のみ観察できた（図3-5）。LVならびに3Vの上衣細胞およ

び弓状核と視床下部室傍核には、WGA免疫陽性細胞は確認できなかった。 

 

新生子Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスでは弓状核のみで

WGAが確認できた 

3日齢および14日齢のメスのKiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-

GFPマウスの弓状核において、WGA免疫陽性細胞が観察された（図3-6）。視床下部室傍核

ならびに脳幹、4VにはWGA免疫陽性細胞は確認できなかった。23日齢のメスのKiss1-Cre-

IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFPマウスでは、弓状核および視床下部室傍核、

脳幹、4VにWGA免疫陽性細胞が確認できた。 
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3-4 考察 

WGAを発現する遺伝子組換えマウスにおける、WGAの脳内局在を解析した結果、

視床下部の神経細胞由来のWGAが4Vの上衣細胞へ伝達されることが明らかとなったこと

から、4V上衣細胞と視床下部神経細胞間に神経伝達経路が存在することが証明できた。さ

らに、後脳の上衣細胞由来のWGAが脳幹に伝達された時点では、視床下部にはWGAがまだ

伝達されていなかったことから、4Vの上衣細胞から視床下部へは脳幹の細胞を介して、間

接的にシグナルが伝達されていると考えられる。また、視床下部の神経細胞由来のWGAは、

14日齢の個体では弓状核に留まっており、4V上衣細胞と視床下部神経細胞間の神経伝達経

路は生後15日以降に形成されることが推測される。以上から本章では、生後15日以降に、

4Vの上衣細胞から脳幹の細胞を介して、視床下部のCRH神経細胞やNPY神経細胞、キスペ

プチン神経細胞に低栄養シグナルが伝達される可能性が示唆できた（図3-7）。 

本章でWGAが伝達された細胞は、前章で後脳においてグルコース利用率が低

下し、糖新生および摂食が亢進し、テストステロン分泌が低下した状態で活性化を示

した細胞と一致している。本実験で確認できたWGAの局在は、過去のトレーシング研

究とも整合性がみられた。たとえば、ラットの4VにWGAを投与すると視床下部の神経

細胞でWGAが確認されることが報告されているほか(77)、弓状核のキスペプチン神経

細胞でGFP標識ウイルスが複製できるように処置すると視床下部室傍核などでGFPシ

グナルが検出されることが報告されている(119)。したがって、4Vの上衣細胞でグルコ

ース利用率が低下すると、視床下部室傍核のCRH神経細胞や弓状核のNPY神経細胞お
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よびキスペプチン神経細胞に4Vの上衣細胞からシグナルが伝達され、糖新生や摂食が

促進、生殖機能が抑制されると考えられる。 

後脳の上衣細胞特異的にWGAを発現させると、視床下部にはWGAが伝達され

なかったが、脳幹の細胞にはWGAが伝達されていたことから、4Vの上衣細胞は脳幹の

細胞にシグナルを伝達している可能性が示唆できた。実際に、後脳の上衣細胞は細胞

突起を孤束核方面に伸ばしていることが知られているほか(77)、3Vの上衣細胞は分泌

機構を有することが過去の研究から明らかとなっている。たとえば、電子顕微鏡下で

ネコの3V上衣細胞に分泌顆粒が観察されたほか(120)、3Vの上衣細胞は摂食後に脳脊髄

液中に繊維芽細胞増殖因子を分泌することが報告されている(121)。さらに、4Vの上衣

細胞の繊毛上には、興奮性の神経伝達物質であるグルタミン酸の局在が確認されてい

る(122)。以上から、グルコース利用率が低下した4Vの上衣細胞は、脳幹実質に伸ばす

細胞突起を介して、興奮性の神経伝達物質を分泌することで脳幹の細胞を活性化させ

ると推測する。なお、脳幹の細胞を同定するためNpy mRNAのISHとWGAの免疫組織

化学染色の二重染色を試みたが、脳幹におけるWGA免疫陽性細胞数が少なく、かつ、

免疫活性が弱いため、WGA免疫活性が確認できず、同定には至らなかった。今後、4V

に4-OHTを投与してからの期間や、4-OHTの投与量を変更することで脳幹における

WGA免疫陽性細胞数を増加させれば、上衣細胞がシグナルを伝達する細胞を同定でき

ると考える。また、後脳によるグルコースセンシングには、脳幹のカテコールアミン

作動性神経細胞およびアストロサイトの関与も示唆されているため(123,124)、NPYだ
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けでなくグリア線維性酸性タンパク質やDBHといったマーカーとの二重染色も検討す

べきである。 

3日齢および14日齢の個体では、視床下部弓状核由来のWGAは弓状核に留ま

っていた一方、23日齢の個体では視床下部弓状核由来のWGAは、視床下部室傍核およ

び脳幹、4Vまで伝達されていたことから、後脳による生理機能の制御は生後約2～3週

で開始する可能性が示唆された。神経細胞の成熟の一指標であるミエリン化をラット

の視床下部で組織学的に解析したところ、生後20日までミエリン化が続くと報告され

ていることから(125)、視床下部は生後20日までは形態学的に未成熟であることが示唆

され、4V上衣細胞と視床下部神経細胞間の神経伝達経路に関しても、視床下部の発達

が完了してから形成される可能性が考えられる。また、マウスは生後21日～23日頃に

離乳を迎え(126)、離乳を境に主要なエネルギー基質がケトン体からグルコースへとシ

フトする(127,128)。以上から、視床下部が成熟した後、離乳によるエネルギー基質の

転換が生じると、4V上衣細胞と視床下部神経細胞間に神経伝達経路が形成され、後脳

による生理機能の制御が始まると考えられる。 

以上から本章では、4Vの上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知すると、

脳幹の細胞にシグナルを伝達することで、CRH神経細胞、NPY神経細胞およびキスペ

プチン神経細胞といった神経細胞の活動を制御し、糖新生や摂食、生殖機能を調節す

る可能性が示唆できた。また、これらの生理機能の制御は、生後2～3週で後脳と視床

下部間の神経伝達経路が形成された後に始まると考えられる。本章での結果を踏ま



78 

 

え、次章では、グルコース利用率が低下した際の生理機能の制御に、4Vの上衣細胞が

必要であることを証明した。 
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図 3-1  Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの作出およびラ

インの選定 

 A、 Kiss1-Cre-IRES-GFP マウス、CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスならびに

Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの遺伝子配列図。白矢頭は

遺伝子型判定のための PCR に用いたプライマーを示す。B、 Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFP マウス（Kiss1/CAG）、Kiss1-Cre-IRES-GFP マウス（Kiss1）、

CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウス（CAG）ならびに野生型マウスのゲノム DNA を

鋳型とした PCR 産物の電気泳動像。 C および D、 ライン 5 およびライン 31 CAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFP マウス由来の Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-

GFP マウスの弓状核における WGA（赤）の免疫組織化学染色像。E、CAG-STOP floxed-

WGA-2A-GFP マウスの弓状核では WGA（赤）免疫陽性細胞は確認できなかった。 F、ア

デノ随伴ウイルスにより Cre を導入した、CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの視

床下部における WGA（赤）および GFP（緑）の免疫組織化学染色像。 スケールバー：100 

µm。3V: 第 3 脳室。 
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図 3-2 Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスのオス個体におけ

る、体重変化、春機発動、摂食量および生殖器重量の評価 

 グラフは、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウス（Kiss1/CAG）

および野生型マウスの生後 3 週から 10 週までの体重変化（A）、 包皮分離がみられた日

齢（B）、摂食量（C）、10 週齢時の体重当たりの精巣上体重量（D）および精巣重量（E）。

数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。 
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図 3-3 Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスのオス個体におけ

る WGA の脳内局在 

 Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの弓状核（A）、視床下部

室傍核（B）および第 4 脳室（4V、C）における代表的な WGA の免疫組織化学染色像。 下

段は、Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの弓状核における

WGA（赤）免疫陽性 Kiss1 mRNA（緑）発現細胞（D）および WGA（赤）免疫陽性 Npy 

mRNA（緑）発現細胞（E）、視床下部室傍核における WGA（緑）および副腎皮質刺激ホル

モン放出ホルモン（CRH、赤）免疫陽性細胞（F）、孤束核における WGA（赤）免疫陽性

Npy mRNA（緑）発現細胞（G）ならびに 4V の WGA（赤）およびビメンチン（Vim、緑）

免疫陽性細胞（H）を示す。スケールバー：100 µm（黒）および 10 µm（白）。 
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図 3-4 Vim-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの作出およびライ

ンの選定 

 A、 Vim-Cre-IRES-GFP マウス、CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスならびに Vim-

Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの遺伝子配列図。白矢頭は遺伝

子型判定のための PCR に用いたプライマーを示す。B、 Vim-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP 

floxed-WGA-2A-GFP マウス（Vim/CAG）、Vim-Cre-IRES-GFP マウス（Vim）、CAG-

STOP floxed-WGA-2A-GFP マウス（CAG）ならびに野生型マウスのゲノム DNA を鋳型

とした PCR 産物の電気泳動像。 C、4-ヒドロキシ-タモキシフェンを腹腔投与した Vim-

Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの第 4 脳室（4V）および脊髄中

心管（CC）における代表的な WGA の免疫組織化学染色像。上段がライン 67 の個体、下

段がライン 74 の個体を示す。スケールバー：100 µm。 
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図 3-5 4-ヒドロキシ-タモキシフェンを第 4 脳室（4V）に投与した Vim-Cre-IRES-

GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスにおける WGA の脳内局在 

 上段は、4V および脊髄中心管（CC）の上衣細胞層における WGA 免疫陽性細胞（茶）

を示す。 中段は、4V および CC 周囲の脳幹で見られた WGA 免疫陽性細胞（茶）を示す。

弓状核および視床下部室傍核では WGA 免疫陽性細胞は確認できなかった（下段）。破線

は第 3 脳室（3V）を示す。スケールバー：50 µm。 
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図 3-6  Kiss1-Cre-IRES-GFP/CAG-STOP floxed-WGA-2A-GFP マウスの新生子期にお

ける WGA の脳内局在 

 上段から、それぞれ 3 日齢、14 日齢ならびに 23 日齢のメスの弓状核、視床下部室傍核

および第 4 脳室における代表的な WGA の免疫組織化学染色像を示す。スケールバー：100 

µm。 
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図 3-7 本章で示唆された後脳上衣細胞と視床下部神経細胞間の神経伝達経路 

 第 4 脳室（4V）の上衣細胞からのシグナルは脳幹のニューロペプチド Y（NPY）神経細

胞やカテコールアミン作動性神経細胞、もしくは、アストロサイトに伝達される可能性が

示唆された。その後、脳幹の細胞から、視床下部室傍核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホル

モン（CRH）神経細胞ならびに弓状核の NPY 神経細胞やキスペプチン神経細胞へと、さ

らにシグナルが伝達されると推測される。また、こうした後脳と視床下部を連絡する神経

伝達経路は、胎子期もしくは生後すぐに形成されるのではなく、生後 2、3 週に形成される

ことが明らかとなった。 
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第 4 章 

上衣細胞剥離モデルラットを用いた 

上衣細胞の機能の検討 
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4-1 背景 

これまでの章から、4Vの上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知し、脳幹およ

び視床下部の神経細胞へとシグナルを伝達し、糖新生、摂食ならびに生殖機能を制御して

いる可能性が明らかとなった。しかし、上衣細胞からのシグナルがこれらの生理機能の制

御に必要かは明らかでない。 

上衣細胞の物理的障害もしくは機能不全を生じさせることが報告される酵素の一

つにノイラミニダーゼという酵素が存在する(129)。ノイラミニダーゼは細胞膜上の糖鎖

（シアル酸）を除去することで、細胞接着をはじめとした細胞機能を阻害する酵素であ

り、in vitro実験にも利用されている(130)。In vivo実験では、ノイラミニダーゼを脳室内

投与されたラットは、早くて投与数分後に上衣細胞の物理的障害が始まり、1週間後には

水頭症の症状を呈する(129) 。水頭症は、上衣細胞の機能不全により生じる病態であり

(131)、ノイラミニダーゼ投与により上衣細胞に対して物理的および機能的障害をもたらせ

ることを示唆する。したがって、ノイラミニダーゼを4Vに投与し、後脳の上衣細胞を特異

的に障害すれば、グルコース利用率が低下した際の生理機能制御における、上衣細胞から

のシグナルの必要性を証明できると考えた。 

過去の研究では、後脳でグルコース利用率の低下が生じた際に見られる生理機能

の調節は、それぞれ異なる系が司る可能性が示唆されている。たとえば、4VにAMPK活性

化剤を投与し後脳のグルコースセンシング機構を活性化させた場合も、LH分泌は抑制され

るものの血中グルコース濃度に変化は見られなかった(56)。また、ダイノルフィン拮抗剤

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出

版予定。 
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をラットの脳室内に投与すると、2DGのLH分泌効果は抑制されるが、糖新生促進効果は

阻害されない(50)。こうした結果は、後脳でのグルコース利用率低下の感知および視床下

部へのシグナル伝達は、4Vの上衣細胞およびこれまでに示唆された神経伝達経路のみが担

うのではなく、複数のセンサーおよび複数の神経伝達経路がそれぞれ生理機能の制御を担

っている可能性を示唆する。 

以上から本章では、上衣細胞剥離モデルラットを作出し、そのグルコース利用率

が低下した時の血中グルコース濃度、LH分泌動態、摂食量を解析することで、上衣細胞か

らのシグナルがどの生理機能制御を担うのかを明らかにすることを目的とした。 
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4-2 方法 

動物 

本実験には、一般財団法人動物繁殖研究所より購入したWistar-Imamichi系メスラ

ットのうち、膣スメアを観察して連続した2回の性周期が確認できた個体のみを実験に用

いた（8週齢）。ラットは、自由摂餌・摂水ならびに一定の照明条件（明期5:00～19:00、

暗期19:00～5:00）、気温条件（室温21±3℃）に制御された環境で飼育した。脳手術、卵

巣除去および低濃度エストロゲンチューブの留置は三種混合麻酔下でおこなった。エスト

ロゲンチューブは、シリコンチューブ（内径1.5 mm、外径3.0 mm、長さ25 mm；Dow 

Corning、アメリカ）に20 µg/mLとなるようピーナッツ油（Sigma-Aldrich）に溶かした17

β-エストラジオール（Sigma-Aldrich）を充填して作製し、皮下に留置した。なお、先行

研究において、この低濃度エストロゲンチューブの留置をしたラットの血中エストロゲン

濃度は、発情休止期の濃度と等しくなることが確認されている(34)。三種混合麻酔で頚静

脈カテーテル留置を行った場合、イソフルランで麻酔をした個体に比べ、術後の摂食量減

少率が大きくなる傾向が見られたため（イソフルラン：-14.2±17.7%、n = 3、三種混合麻

酔：-61.2%±8.1%、n = 3、P = 0.07）、摂食量測定への影響を考慮し、サンプリング前

日におこなう頚静脈カテーテル留置はイソフルラン（2-4%、和光純薬）で麻酔をした。本

実験は、東京大学大学院農学生命科学研究科動物実験委員会の承認を得たうえで、東京大

学動物実験実施規則に従いおこなった。 
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ノイラミニダーゼの第4脳室投与による上衣細胞剥離および2DGの第4脳室投与による後脳

でのグルコース代謝の阻害 

 2DG投与の1週間前に、ステンレス製のガイドカニューラ（22ゲージ、Plastic One）

をラットの4V（ブレグマから12.5 mm後方、8.0 mm腹側側の正中(81)）に留置した。2DG

投与当日、4Vに留置されたガイドカニューラにインナーカニューラ（28ゲージ、Plastic One）

を挿入し、そのインナーカニューラを通して超純水（UPW）に溶解させたノイラミニダー

ゼ（50 mU/uL、Roche）もしくはコントロールとしてUPWのみをラットの4Vに10分間投与

した（投与流速は毎分0.2 µL）。ノイラミニダーゼもしくはUPWの投与後、引き続き、2DG

（Sigma-Aldrich）もしくはキシロース（和光純薬）を100分間（体重1 kgあたり40 mg）投

与した（UPW×キシロース群、n = 6；ノイラミニダーゼ×キシロース群、n = 6；UPW×

2DG群、n = 8；ノイラミニダーゼ×2DG群、n = 7）。この2DGの投与量は、4V投与する

とLH分泌抑制および摂食誘起を引き起こすことが報告されている(47)。ノイラミニダーゼ

および2DGなどのいずれの溶液も、マイクロシリンジポンプ（Eicom）により、毎分0.2 µL

の速度で投与し続けた。2DG投与当日に、ガイドカニューラから脳脊髄液が流出した個体

は、サンプリング後に脳を採材した。脳脊髄液の流出が確認できなかった個体は、サンプリ

ング後、ガイドカニューラから染料（0.1M クエン酸ナトリウム溶液、3% Direct Blue（東

京化成工業株式会社、東京、日本））を投与し、4Vへの着色が認められた個体のデータのみ

を解析に用いた。 
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採血および血中グルコース濃度、LH分泌動態ならびに摂食量の解析 

先行研究の手順に従い(82)、2DG投与前日に、シリコン製のカテーテル（信越ポ

リマー）を右頚静脈を通して、右心房に留置した。すべての採血は、ラットに拘束ストレ

スを与えないよう、留置したカテーテルを通して、無拘束・無麻酔でおこなった(82)。LH

分泌解析用の血液サンプルは、100 µLの採血を6分間隔で3時間続けて入手した。血中グル

コース濃度の解析のため、UPWもしくはノイラミニダーゼの投与前と連続採血の最後の採

血は余分に採血した。ノイラミニダーゼの投与は、LH分泌解析用の連続採血の最初の採血

から1時間後に開始した。頻回採血によるヘマトクリット値の低下を防止するため、毎回

の採血後には、事前にドナーラットから採取した赤血球を採血量と等量投与した。 

血中グルコース濃度は、グルコースCII-テスト（和光）を用い、血漿サンプル1.5 

µL中のグルコース濃度を測定することで算出した。96穴プレートにグルコースCII-テスト

の発色試液を200 µLずつ分注し、各ウェルに血漿サンプルを1.5 µL加えた後、38℃で5分

振盪し、吸光度を測定した。吸光度の測定には、プレートリーダー（ARVO X4、Perkin 

Elmer、アメリカ）を用いた。UPWもしくはノイラミニダーゼの投与前と連続採血終了後

の血中グルコース濃度から、血中グルコース濃度の変化率を求めた。 

血中LH濃度は、ラジオイムノアッセイ法により血漿50 µL中のLH濃度を測定する

ことで算出した。まず、50 µLの血漿に50 µLの希釈液（0.05M PBS、0.1% アジ化ナトリ

ウム、1% 牛血清アルブミン）および14000倍希釈したウサギ抗マウスLH抗体（A.F. 

Parlow National Hormone and Peptide Program）を50 µL加え、4℃で二晩インキュベート
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した。名古屋大学生殖科学研究室で作製された放射性同位元素（125I）標識ラットLHを

0.05M PBS（0.1% アジ化ナトリウム、0.1% 牛血清アルブミン）で希釈し、50 µLずつサ

ンプルに加えた。4℃で二晩インキュベートした後、希釈液（0.05M PBS、0.1% アジ化ナ

トリウム、0.02% エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム、3% ポリエチレングリコー

ル ）で6倍に希釈したヤギ抗ウサギIgG血清（名古屋大学動物生産科学研究室より譲受）を

サンプルに100 µLずつ分注し、再度4℃で二晩インキュベートした。サンプルを遠心分離

し（3000回転/分、4℃、30分）、上清を吸引した後、オートウェルγシステム（ARC-

370、ALOKA、日本）を用いて、沈殿物の放射線量を測定した。標準曲線の作成には、

0.05M PBS（0.1% アジ化ナトリウム、1% 牛血清アルブミン）で希釈したラットLH

（NIDDK-Rat LH-RP-3）を用いた。検出限界値は0.156 ng/mL、アッセイ内およびアッ

セイ間誤差は0.58 ng/mLでそれぞれ8.9%、7.6%だった。LHパルスの解析には、PULSAR

ソフトウェア(83)を用いた。平均および基底血中LH濃度、LHパルス頻度ならびにパルス

振幅の解析には、連続採血開始後1時間と終了前1時間の数値から算出した減少率を用い

た。 

 連続採血後、あらかじめ重さを測定しておいた餌をケージに戻し、3時間後の餌

の重さを測定し、摂食量を算出した。 

 

脳の採材およびパラフィン切片の作製 

 摂食量測定後速やかに、三種混合麻酔の過剰投与によりラットを深麻酔状態にし
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たうえで、灌流固定をおこなった。左心室から0.05M PBSおよび4% PFAを灌流した後、脳

を取り出し、4% PFAに浸漬させた。その後、東京大学獣医病理学研究室に包埋作業を依頼

し、同研究室の薄切機を用いて厚さ5 µmのパラフィン切片を作製した。 

 

HE染色、ビメンチン免疫組織化学染色およびFluoro Jade C染色による上衣細胞剥離の評価 

 脳のパラフィン切片を、Clear Plus (ファルマ、東京、日本)に5分間2回浸漬する

ことで脱パラフィンさせた。100%、99%、90%、80%および70%エタノールに順番に5分

間浸漬し、最後にUPWに5分間浸漬させ、水和処理をおこなった。マイヤーヘマトキシリ

ン（サクラファインテックジャパン、東京、日本）およびエオジン（和光純薬）で染色

後、80%、90%、95%および100%エタノールに順番に2分間浸漬し脱水させ、Clear Plus

に5分間浸漬し透徹した。 

上衣細胞のマーカーであるビメンチンの免疫組織化学染色では、HE染色と同様

に、脱パラフィンおよび水和処理をおこなった後、メタノール（和光）で希釈した0.3%過

酸化水素に30分間浸漬した。ブロッキングバッファー（0.05M PBS、10% ヤギ正常血清

および0.2% Tween-20）に浸漬し、抗ビメンチンニワトリ抗体（1:2000、メルク）と二晩

インキュベートした。二次抗体反応として、ビオチン化抗ニワトリヤギ抗体（1:500、

Vector Laboratories Inc）に1時間浸漬させた後、VECTASTAIN Elite ABC HRP（Vector 

Laboratories Inc）キットの試薬と30分間反応させた。発色には3,3‘-ジアミノベンジジン水

溶液を用い、切片は風乾したのち、100%エタノールに5分間浸漬させることで脱色し、
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Clear Plusで透徹処理をおこなった。上衣細胞の剥離率は、光学顕微鏡で撮影した画像を

用い、脳室壁および上衣細胞が剥離した脳室壁の長さをImage J (version 1.52a, The 

National Institutes of Health)で測定することで算出した。 

Fluoro Jade C染色でも同様に、脱パラフィンおよび水和処理をおこなった。染色

には市販のキットを用い（Fluoro-Jade C Ready-to-Dilute Staining Kit、BIosensis、オース

トラリア）、マニュアルに従い染色をおこなった。染色後、切片は60℃で約20分乾燥さ

せ、Clear Plusで透徹した。Fluoro Jade C染色は、変性した神経細胞を検出する染色であ

る(132,133)。 

全ての切片は、PARAmount-N（サクラファインテックジャパン）で封入した。

HE染色およびビメンチン免疫組織化学染色の明視野画像は光学顕微鏡（Leica DM2500, 

Leica）を用いて、Fluor Jade C染色の蛍光画像は共焦点顕微鏡（ZEISS LSM 700, Carl 

Zeiss）を用いて撮影した。 

 

統計解析 

統計解析には、Rソフトウェア（バージョン3.5.0、R Foundation for Statistical 

Computing）を用いた。上衣細胞の剥離率は、UPW投与群とノイラミニダーゼ投与群間で

スチューデントのt検定を用いて解析した。血中グルコース濃度の変化率、LH分泌動態およ

び摂食量は、二元配置分散分析を行い、交互作用が見られた項目に関して、単純主効果検定

をおこなった。P値が0.05未満の場合を統計的有意差とした。  
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4-3 結果 

ノイラミニダーゼをラットの第4脳室に投与すると上衣細胞が剥離した 

 ノイラミニダーゼを4Vに投与したラットの4Vにおいて、脳室壁から剥離した上衣

細胞もしくは変形した上衣細胞が観察できた（図4-1A）。UPWを4Vに投与したコントロー

ル群のラットの4Vでは、脳室壁から剥離した上衣細胞もしくは変性した上衣細胞は少なく、

多くの上衣細胞は立方形を呈し、脳室壁上に1層に並ぶ様子が観察できた。脳幹実質におけ

る変性は、HE染色では確認されなかった。 

UPWを投与したラットでは、ビメンチン陽性細胞が4V壁上に並んでいる様子が観

察されたが、ノイラミニダーゼを投与したラットでは、4Vでビメンチン陽性細胞が脱落も

しくは変性している染色像が観察された（図4-1A）。4Vにおける脳室壁から剥離した上衣細

胞の割合は、ノイラミニダーゼ投与個体の方がUPWを投与した個体に比べ、有意に高かっ

た（P < 0.05、スチューデントのt検定、図4-1B）。 

Fluoro Jade C染色のシグナル陽性細胞は、ノイラミニダーゼ投与群およびUPW投

与群両群の脳幹において、観察できなかった（図4-2）。 

 

上衣細胞剥離モデルラットの第4脳室内に2DGを投与してもUPW投与群と同様に血中グル

コース濃度は上昇し、LHパルス振幅は抑制されたが、摂食は誘起されなかった 

キシロースもしくは2DG投与後の血中グルコース濃度は、UPW×キシロース群

で125.7±11.1 mg/dL、ノイラミニダーゼ×キシロース群で131.1±7.3 mg/dL、UPW×
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2DG群で250±26 mg/dL、ノイラミニダーゼ×2DG群で208.1±28.8 mg/dLとなり、UPW

もしくはノイラミニダーゼを投与した後にキシロースを投与した群と比べて、UPWもしく

はノイラミニダーゼを投与した後に2DGを投与した群の血中グルコース濃度の変化率は、

有意に大きかった（P < 0.01、二元配置分散分析、図4-3）。なお、ノイラミニダーゼ投与

の主効果はみられなかった。 

UPWもしくはノイラミニダーゼを4Vに投与した後に、キシロースを投与した群

では、LHパルスに変化はみられなかったが、2DGを4Vに投与した群ではLHパルスは抑制

された（図4-4A）。LHパルス振幅の減少率は、UPWもしくはノイラミニダーゼを投与し

た後にキシロースを投与した群と比べて、UPWもしくはノイラミニダーゼを投与した後に

2DGを投与した群で、有意に大きかった（P < 0.05、二元配置分散分析、図4-4B）。な

お、いずれの指標の減少率でも、ノイラミニダーゼ投与の主効果はみられなかった。 

UPWおよびキシロースを投与した群と比べて、UPWおよび2DGを投与した群で

は有意に摂食量が増加したが、UPWおよび2DGを投与した群と比較して、ノイラミニダ

ーゼおよび2DGを投与した群では、有意に摂食量が少なかった（P < 0.01、二元配置分散

分析および単純主効果検定、図4-5）。ノイラミニダーゼ投与の主効果もみられたが、

UPWおよびキシロースを投与した群とノイラミニダーゼおよびキシロースを投与した群の

摂食量に、有意差はなかった。 

  



97 

 

4-4 考察 

 上衣細胞剥離モデルラットの4Vに2DGを投与した場合、糖新生亢進およびLH分

泌抑制はみられた一方、摂食亢進は抑制されたことから、上衣細胞からのシグナルは主に

摂食制御に必要であることが明らかになった（図4-6）。また、本実験では、ノイラミニダ

ーゼを4Vに投与することで、上衣細胞剥離モデルラットを作出することができた。本章で

用いたノイラミニダーゼの投与流速は、投与した溶液が3Vなどに逆流しない流速であるこ

とから(47)、ノイラミニダーゼの上衣細胞剥離効果も後脳特異的に生じたと考えられる。

また、ノイラミニダーゼを投与した個体の4V周囲の脳幹では、変性した神経細胞が検出さ

れなかったことから、ノイラミニダーゼを投与した個体でも、脳幹の神経細胞は正常に機

能していたと推測できる。以上から、4Vの上衣細胞はグルコース利用率が低下した際の、

摂食促進に必要である可能性が示唆できた。 

本実験で明らかとなった4V上衣細胞による摂食促進は、他の神経細胞を介して生

じていると考えられる。グルコース利用率が低下した際の摂食制御には、脳幹や視床下部

の神経細胞が関与していることが、これまでに明らかとなっている。たとえば、孤束核

（A2領域およびC2領域）のカテコールアミン作動性神経細胞およびA1/C1領域のNPY神

経細胞は、2DGの末梢投与による摂食促進に関与していることが報告されている

(73,134)。また、これら脳幹の神経細胞の投射先である視床下部でも、視床下部―下垂体

―副腎軸およびNPY神経細胞が活性化すると摂食が促進されるという知見がある

(100,101)。以上から、グルコース利用率の低下を感知した4Vの上衣細胞からのシグナル
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は、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞やNPY神経細胞、ならびに視床下部のCRH神

経細胞やNPY神経細胞の活動を制御し、摂食を促進すると考えられる。 

本実験において、ノイラミニダーゼによる上衣細胞障害に起因した炎症反応が生

じていた可能性は低いと考える。先行研究では、ノイラミニダーゼを脳室内投与すること

で炎症が生じることも報告されている(135)。予備実験においても、先行研究と同様にノイ

ラミニダーゼを500 mU投与した場合は、LH分泌の消失や体温および運動性の低下が認め

られた（データ未掲載）。一方、予備実験においてノイラミニダーゼを100 mU投与した場

合は、LH分泌の消失や体温および運動性の低下は生じなかったため、本実験ではノイラミ

ニダーゼの投与量を100 mUとした。実際に、UPWとキシロースを投与した群とノイラミ

ニダーゼとキシロースを投与した群の間で、糖新生やLH分泌動態、摂食に有意差はみられ

なかった。以上から、ノイラミニダーゼ投与個体においてみられた2DGの摂食促進効果の

抑制は、ノイラミニダーゼ投与により生じた生理機能に影響を与えるような生体反応によ

る結果ではなく、上衣細胞が障害されたことによる結果と考える。 

上衣細胞で障害が生じていても、2DGにより糖新生の亢進及びLH分泌の抑制が

生じたことから、後脳でグルコース利用率の低下を感知し糖新生を促進ならびに生殖機能

を抑制する主要な機構は、上衣細胞を含む経路とは別に存在すると考えられる。4Vの上衣

細胞以外に、グルコース利用率の低下を感知しているセンサー細胞としては、孤束核のア

ストロサイトや神経細胞が考えられる。孤束核のアストロサイトはグルコース利用率の低

下に伴い、細胞内カルシウム濃度が上昇するほか(123)、孤束核のカテコールアミン作動性
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神経細胞も、細胞外グルコース濃度の変化に応答して発火頻度が変わることが知られてい

る(124,136)。また、低栄養状態で活性化されるAMPKを、後脳特異的に活性化させた場

合、LH分泌の抑制は生じるものの、糖新生の亢進は生じなかった(71)。以上から、後脳で

のグルコース利用率の低下は、上衣細胞以外のグルコースセンサー細胞により感知され、

AMPK依存的に生殖機能を抑制し、AMPK非依存的に糖新生を促進する可能性が推測され

る。 

 以上から本章では、4Vの上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知すると、脳幹

および視床下部の神経細胞にシグナルを伝達し、摂食を亢進させるということが明らかと

なった。次章では、上衣細胞を軸とした後脳グルコースセンシング機構が、いつ機能する

かを、全身性グルコース利用率低下モデルラットならびに慢性低エネルギーモデルラット

を用いて検証する。 
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図 4-1 第 4 脳室（4V）へのノイラミニダーゼ（NA）投与が 4V 上衣細胞に与える影響 

 A、超純水（UPW）もしくは NA 投与個体の 4V における HE 染色像（上段）および上

衣細胞マーカーであるビメンチン（Vim）の免疫組織化学染色像（下段）。黒矢頭は、剥離

した上衣細胞層および傷害された上衣細胞を示す。スケールバー: 50 µm。B、 UPW もし

くは NA 投与個体の 4V における、脳室壁中で上衣細胞層が脱落していた脳室壁の割合。

*P < 0.05, ウェルチの t 検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物

の数。 
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図 4-2 第 4 脳室（4V）へのノイラミニダーゼ（NA）投与が脳幹の神経細胞に与える影響 

 超純水（UPW）もしくは NA 投与個体の 4V における、Fluoro Jade C 染色および DAPI

（青）を用いた二重染色像。 UPW もしくは NA 投与群のいずれにおいても、変性した神

経細胞（緑）はみられなかった。スケールバー: 50 µm。 
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図 4-3 第 4 脳室（4V）投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がノイラミニダーゼ

（NA）投与個体の血中グルコース濃度にもたらす影響  

 グラフは、超純水（UPW）もしくはノイラミニダーゼ投与前の血中グルコース濃度と

2DG もしくはキシロース投与後の血中グルコース濃度から算出した血中グルコース濃度

の変化率を示す。**P < 0.01、二元配置分散分析。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数

字は使用した動物の数。 
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図 4-4 第 4 脳室（4V）投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がノイラミニダーゼ

（NA）投与ラットの血中黄体形成ホルモン（LH）分泌動態にもたらす影響  

 A、2DG もしくはキシロースを 4V に投与した個体における、代表的な LH パルス分泌

動態。灰色で示す領域は 2DG もしくはキシロースを投与している時間を示す。黒矢頭は

PULSAR により検出された LH パルスを、白矢頭は NA もしくは UPW の投与開始時点を

指す。B 、 2DG もしくはキシロースを 4V に投与した個体における、平均および基底血

中 LH 濃度、LH パルス頻度ならびに LH パルス振幅におけるサンプリング開始後 1 時間

と終了前 1 時間から算出した減少率。* P < 0.05、二元配置分散分析。数値は平均±標準誤

差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。   
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図 4-5 第 4 脳室（4V）投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がノイラミニダーゼ

（NA）投与ラットの摂食量にもたらす影響 

 グラフは、2DG もしくはキシロース投与終了後 3 時間の摂食量を示す。**P < 0.01、二

元配置分散分析および単純主効果検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用

した動物の数。  
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図 4-6 本章から推測される後脳グルコースセンシングの模式図  

 グルコース利用率の低下を感知した第 4 脳室上衣細胞からのシグナルは、主に摂食を促

進するために必要なことが明らかとなった。糖新生は、AMP 活性化プロテインキナーゼ

（AMPK）非依存的なメカニズムで制御され、生殖機能は、AMPK 依存的なメカニズムに

より制御されると推測される。 
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上衣細胞をセンサー細胞とする 

後脳グルコースセンシングが機能する 

生理的条件の検討 

 

  



107 

 

5-1 背景 

後脳でグルコース利用率の低下が感知されると、種々の神経細胞を介して、摂食

や糖新生、LH分泌が制御される。特に、これまでの章から4Vの上衣細胞は、グルコース

利用率の低下を感知し、摂食を促進する可能性が示唆された。ただし、先行研究および本

研究を通して、後脳のグルコースセンシングについて知見を得てきた条件は、後脳のみで

急激にグルコース利用率が低下する条件である。したがって、全身でグルコース利用率が

低下する状態もしくは低エネルギー状態が続く条件で上衣細胞の活性を解析することも、

後脳グルコースセンシング機構を解明するために必要である。 

 2DGを静脈投与（体重1 kgあたり400 mg）すると、テストステロンチューブ留置

精巣除去ラットおよびエストロゲンチューブ留置卵巣除去ラットでLH分泌の抑制および摂

食量の増加がみられる(49)。2DGを静脈投与したエストロゲン留置卵巣除去ラットでは、

孤束核や視床下部室傍核においてc-Fos免疫陽性細胞が観察されることも明らかとなってい

る(137)。また、摂食量を通常の70%までに制限され慢性低エネルギー状態となったマウス

では、制限給餌が開始してすぐに性周期の遅延が見られるほか、体重や卵巣重量および子

宮重量が減少する(138)。ラットを用いた実験でも50％制限給餌を実施すると、体重減少

や、制限給餌開始後12日には無発情や血中LH濃度の低下が確認されている(139)。しか

し、2DGの静脈投与により作出された全身性グルコース利用率低下モデルラット、もしく

は制限給餌により作出される慢性低エネルギーモデルラット、いずれにおいても、4Vの上

衣細胞が活性化しているかは確認されていない。 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出

版予定。 
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 以上から本章では、2DGの末梢投与による全身性グルコース利用率低下モデルラ

ットおよび制限給餌による慢性低エネルギーモデルラットを用い、4Vの上衣細胞を中心と

した、後脳グルコースセンシングに関与している細胞での活性を解析することで、上衣細

胞を軸とした後脳によるグルコースセンシングがどういった低エネルギー状態で機能して

いるかを検証する。 
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5-2 方法 

動物 

本実験には、一般財団法人動物繁殖研究所より購入したWistar-Imamichi系ラット

を用いた。全身性グルコース利用率低下モデルには8週齢のオスラットを、慢性低エネル

ギーモデルには、膣スメアを観察し、連続した2回の性周期が確認できたメスラットを実

験に用いた（8週齢）。ラットは、自由摂餌・摂水ならびに一定の照明条件（明期5:00～

19:00、暗期19:00～5:00）、気温条件（室温21±3℃）に制御された環境で飼育した。頚静

脈カテーテル留置はイソフルラン（2-4%、和光純薬）麻酔下で行った。本実験は、東京大

学大学院農学生命科学研究科動物実験委員会の承認を得たうえで、東京大学動物実験実施

規則に従いおこなった。 

 

2DGの静脈投与による全身性グルコース利用率低下モデルラットの作出 

 2DG投与の前日に、先行研究の手順に従い、右頚静脈を通して右心房にシリコン

カテーテルを留置した(82)。投与当日、留置していたシリコンカテーテルから、生理食塩

水に溶かした2DG（n = 4）もしくはキシロース（n = 3）を投与した。過去に精巣除去ラ

ットでLHパルスを抑制するほか(49)、エストロゲンチューブ留置卵巣除去ラットで視床下

部室傍核および孤束核でc-Fos発現が確認されることが報告されていることから(137)、

2DGならびにキシロースの投与量は体重1 kgあたり400 mgとした。 
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全身性グルコース利用率低下モデルラットにおける採血ならびに血中グルコース濃度の測

定 

先行研究の手順に従い、採血は右心房に留置したシリコンカテーテルを通して、

無拘束・無麻酔でおこなった(82)。採血は、2DGもしくはキシロース投与の直前と投与か

ら1時間後におこなった。血中グルコース濃度は、過去の研究と同様に(140)、遠心分離し

た血液サンプルから採取した血漿1.5 µLを、96穴プレートに200 µLずつ分注したグルコー

スCII-テストの発色試液に加えた後、38℃で5分振盪し、吸光度を測定することで算出し

た。吸光度の測定には、プレートリーダー（ARVO X4、Perkin Elmer、アメリカ）を用い

た。 

 

全身性グルコース利用率低下モデルラットにおける脳の採材 

 2DGもしくはキシロースを静脈投与してから1時間後の採血をおこなった直後、

ペントバルビツールナトリウム注射液（共立製薬）を頚静脈カテーテルから静脈投与し、

ラットを深麻酔状態にした。深麻酔状態のラットを開胸し心臓から0.05M PBSを流し、続

けて、4% PFA溶液を流して灌流固定した。灌流固定後、脳を取り出し4% PFAに一晩浸漬

させ、その後30％スクロース溶液に脳が沈下するまで浸漬させた。 

 

制限給餌による慢性低エネルギーモデルラットの作出 

 性周期確認期間に、最低8日間摂食量を測定し、その平均を平常時摂食量とし
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た。先行研究において、メスのSprague-Dawleyラットは8日間の50%制限給餌により、性

周期遅延が観察されたため(139)、本実験でも50%制限給餌を採用した。制限給餌期間に関

しては、Wistar-Imamichiラットを用いた予備実験では、制限給餌15日目から性周期の乱

れが確認できた。したがって本実験では、制限給餌15日目までに発情休止期の延長が見ら

れた個体は、延長を呈したサイクルの次のサイクルの発情休止期で採血および臓器重量の

測定を実施し、制限給餌15日目までに発情休止期の延長が見られなかった個体は、制限給

餌16日目の発情休止期にサンプリングをおこなった。 

 膣スメアの観察および体重測定は、1日1回午前中におこなった。制限給餌開始日

とサンプリング当日の体重から、体重変化率を算出した。 

 

慢性低エネルギーモデルラットにおける採血ならびに血中グルコースおよびLH濃度の測定 

先行研究の手順に従い(82)、採血前日に、シリコン製のカテーテル（信越ポリマ

ー）を右頚静脈を通して、右心房に留置した。すべての採血は、ラットに拘束ストレスを

与えないよう、留置したカテーテルを通して、無拘束・無麻酔でおこなった(82)。LH分泌

解析用の血液サンプルは、100 µLの採血を6分間隔で3時間続けた。頻回採血によるヘマト

クリット値の低下を防止するため、毎回の採血後には、事前にドナーラットから採取した

赤血球を採血量と等量投与した。血中グルコースの解析のために、最後の採血は余剰に採

血した。 

血中グルコース濃度は、グルコースCII-テスト（和光）を用い、血漿サンプル1.5 
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µL中のグルコース濃度を測定することで算出した。96穴プレートにグルコースCII-テスト

の発色試液を200 µLずつ分注し、各ウェルに血漿サンプルを1.5 µL加えた後、38℃で5分

振盪し、吸光度を測定した。吸光度の測定には、プレートリーダー（ARVO X4、Perkin 

Elmer、アメリカ）を用いた。 

血中LH濃度は、ラジオイムノアッセイ法により血漿50 µL中のLH濃度を測定する

ことで算出した。まず、50 µLの血漿に50 µLの希釈液（0.05M PBS、0.1% アジ化ナトリ

ウム、1% 牛血清アルブミン）および14000倍希釈したウサギ抗マウスLH抗体（A.F. 

Parlow National Hormone and Peptide Program）を50 µL加え、4℃で二晩インキュベート

した。名古屋大学生殖科学研究室で作製された放射性同位元素（125I）標識ラットLHを

0.05M PBS（0.1% アジ化ナトリウム、0.1% 牛血清アルブミン）で希釈し、50 µLずつサ

ンプルに加えた。4℃で二晩インキュベートした後、希釈液（0.05M PBS、0.1% アジ化ナ

トリウム、0.02% エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム、3% ポリエチレングリコー

ル ）で20倍に希釈したヤギ抗ウサギIgG抗体（Sigma）をサンプルに100 µLずつ分注し、

再度4℃で二晩インキュベートした。サンプルを遠心分離し（3000回転/分、4℃、30

分）、上清を吸引した後、オートウェルγシステム（ARC-370、ALOKA）を用いて、沈

殿物の放射線量を測定した。標準曲線の作成には、0.05M PBS（0.1% アジ化ナトリウ

ム、1% 牛血清アルブミン）で希釈したラットLH（NIDDK-Rat LH-RP-3）を用いた検出

限界値は0.156 ng/mL、アッセイ内誤差は1.99 ng/mLで9.5%だった。LHパルスの解析に

は、先行研究と同様に(141)、PULSARソフトウェア(83)を用いた。 
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慢性低エネルギーモデルラットにおける脳の採材および組織重量の測定 

 頻回採血後速やかに、生理食塩水に溶解したペントバルビツールナトリウム

（64.8 mg/mL、ナカライテスク）を頚静脈カテーテルから静脈投与し、ラットを深麻酔状

態にした。卵巣、子宮および肝臓を摘出し、電子天秤（Secura、Sartorius、ドイツ）で重

量を測定した。卵巣は、左右両方の組織重量を測定し、その平均を解析に用いた。組織を

摘出した後、左心室から0.05M PBSおよび4% PFA溶液を順番に流し、灌流固定した。固

定後、脳を取り出し4% PFAに一晩浸漬させ、その後30％スクロース溶液に脳が沈下する

まで浸漬させた。 

  

免疫組織化学染色によるc-Fosの検出 

脳切片は、メタノールで希釈した0.3%過酸化水素に浸漬させ内因性ペルオキシダ

ーゼを失活させた。全身性グルコース利用率低下モデルラットの脳切片は、ブロッキング

バッファー（0.01M PBS、3%ヤギ正常血清、1%牛血清アルブミンおよび0.2% Triton X）

に浸漬し、一次抗体反応として、ウサギ抗ヒトc-Fos抗体（1:500、Merck、ドイツ）と室

温で40時間振盪させた。慢性低エネルギーモデルラットの脳切片は、ブロッキングバッフ

ァー（0.05M PBS、10%ヤギ正常血清、0.2% Triton X）に浸漬し、一次抗体反応として、

ウサギ抗ラットc-Fos抗体（1:1000、Synaptic Systems、ドイツ）と4℃で一晩振盪させ

た。いずれのモデルラットの脳切片も、二次抗体反応として、ビオチン化ヤギ抗ウサギ
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IgG抗体（1:500、Vector Laboratories Inc）と1時間反応させた。VECTASTAIN Elite ABC 

HRPキット（Vector Laboratories Inc）の試薬に30分間浸漬したのち、3,3‘-ジアミノベン

ジジン水溶液に浸漬することで発色させた。 

 

統計解析 

 統計解析には、Rソフトウェア（バージョン3.5.0、R Foundation for Statistical 

Computing）を用いた。全身性グルコース利用率低下モデルラットの4V、CC、視床下部

室傍核、弓状核および孤束核におけるc-Fos免疫陽性細胞数、ならびに血中グルコース濃度

の解析は、スチューデントのt検定によりおこなった。慢性低エネルギーモデルラットの体

重変化率、血中グルコース濃度、LH分泌動態および組織重量は一元配置分散分析により解

析し、有意差がみられた項目に関してはさらにDunnettの検定で解析した。P値が0.05未満

の場合を統計的有意差とした。 
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5-3 結果 

2DGを静脈内投与すると血中グルコース濃度の上昇、視床下部室傍核および孤束核でのc-

Fos発現が確認された 

キシロースを静脈内投与してから1時間後のラットと比較すると、2DGを静脈内

投与して1時間後のラットでは、視床下部室傍核および孤束核のc-Fos免疫陽性細胞数が有

意に多かった（P < 0.05、スチューデントのt検定、図5-1A、1B）。4Vや弓状核にもc-Fos

免疫陽性細胞が観察できたが、2DG投与群とキシロース投与群の間で有意差はなかった。

いずれのグループにおいても、LV、3VおよびCCにおいて、多数のc-Fos免疫陽性上衣細胞

を呈する個体はいなかった。 

キシロース投与群に比べ2DG投与群では、静脈内投与1時間後の血中グルコース

濃度が有意に高かった（P < 0.05、スチューデントのt検定、図5-2）。 

 

慢性低エネルギーモデルラットでは性周期の遅延するタイミングが個体により異なった 

50％制限給餌を開始して13日目に、6個体中3個体で発情休止期の延長による性周

期の遅延が確認された（図5-3）。一方、50%制限給餌群の残りの3個体ならびに自由摂餌

群は、サンプリングの日まで性周期に遅延はみられなかった。したがって、以降の解析

は、遅延の見られた3個体を制限給餌遅延群、遅延の見られなかった個体を制限給餌群と

し、自由摂餌群とあわせた3群で解析した。 
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慢性低エネルギーモデルラットでは性周期遅延の有無に関係なく体重が減少した 

制限給餌開始日からサンプリングまでの体重は、自由摂餌群と比較して、制限給

餌群ならびに制限給餌遅延群で有意に減少した（P < 0.01、一元配置分散分析および

Dunnett検定、図5-4）。 

 

慢性低エネルギーモデルラットのうち性周期が遅延した個体で顕著なLH分泌抑制がみられ

た 

慢性低エネルギーモデルラットでは、自由摂餌群と比較してLH分泌が抑制される

傾向が見られた（図5-5A）。サンプリング3時間中における、平均血中LH濃度、パルス頻

度およびパルス振幅は、自由摂餌群と比較して制限給餌遅延群では有意に低く（P < 

0.05、一元配置分散分析およびDunnett検定、図5-5B）、制限給餌群では有意差がなかっ

た。基底血中LH濃度は、制限給餌群ならびに制限給餌遅延群とも、自由摂餌群と比較して

低い傾向がみられた。 

 

慢性低エネルギーモデルラットでは子宮、卵巣および肝臓が萎縮した 

制限給餌遅延群では、自由摂餌群と比較して子宮および卵巣の重量が有意に軽く

なった（P < 0.05、一元配置分散分析およびDunnett検定、図5-6）。制限給餌群でも、自

由摂餌群と比較して卵巣の重量は有意に軽くなったが（P < 0.05、一元配置分散分析およ

びDunnett検定、図5-6）、子宮の重量に有意差はなかった。肝臓重量に関しては、制限給
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餌群および制限給餌遅延群の両群とも、自由摂餌群と比較して、有意に軽かった（P < 

0.01、一元配置分散分析およびDunnett検定、図5-6）。 

 

慢性低エネルギーモデルラットの血中グルコース濃度は維持され、孤束核においてc-Fos発

現が確認された 

連続採血後の血中グルコース濃度は、自由摂餌群で122.8±5.9 ng/dL、制限給餌

群で126.6±8.1 mg/dL、制限給餌遅延群で132.8±1.4 mg/dLだった。制限給餌群および制

限給餌遅延群の両群とも、自由摂餌群と比較して、有意差はなかった（図5-7）。 

制限給餌個体（n = 2）および制限給餌遅延個体（n = 1）の孤束核において、多

数のc-Fos免疫陽性細胞を確認したが、自由摂餌群ではわずかだった（n= 1）（図5-8）。

4Vにおけるc-Fos免疫陽性上衣細胞は、自由摂餌個体（n = 1）で1細胞、制限給餌個体（n 

= 2）でそれぞれ6細胞と0細胞、制限給餌遅延個体（n = 1）で5細胞観察できた。 
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5-4 考察 

全身性グルコース利用率低下モデルラットおよび慢性低エネルギーモデルラット

における、4V上衣細胞の活性は乏しく、上衣細胞を中心とした後脳グルコースセンシング

機構が機能するのは、全身性もしくは慢性にグルコース利用率が低下する状況ではない可

能性が示唆された。全身性および慢性にグルコース利用率が低下したラットでは、上衣細胞

層ではなく、孤束核において多数のc-Fos免疫陽性細胞が確認できた。先行研究でも、全身

性にグルコース利用率が低下した場合には孤束核や視床下部室傍核の細胞が活性化を示し、

摂食は亢進し、LH分泌は抑制されることが報告されている(49,137)。くわえて、末梢組織

からのシグナルは、求心性の迷走神経を介して孤束核へと伝達され、摂食を亢進させること

が報告されている(142)。したがって、全身性および慢性の低栄養状態のときは、末梢組織

で生じたシグナルが中枢へと伝達され、生理機能が制御されている可能性が高い。特に、慢

性低エネルギーモデルラットでは、肝臓重量の顕著な減少が確認された。この肝重量減少は、

グリコーゲンなどの貯蔵エネルギーが消費されたことにより生じたと考えられる。以上か

ら、全身性にグルコース利用率が低下した場合や低エネルギー状態が長期間続くときは、末

梢に分布する求心性迷走神経から孤束核経由で中枢にシグナルが伝達されることで、生理

機能が制御されており、後脳によるグルコースセンシングは別の条件下で機能していると

考える。 

第2章における4Vに2DGを投与した実験とあわせて考えると、4Vの上衣細胞が生

理機能を制御するのは、後脳においてグルコース利用率が顕著に低下する場合と推測でき
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る。静脈内投与した2DGは、末梢組織の細胞にも取り込まれている可能性が高く、慢性低

エネルギーモデルラットでも、血中グルコース濃度は自由摂餌のラットと変わらなかっ

た。したがって、本章で用いた2種類のモデルラットでは、いずれにおいても後脳でグル

コース利用率は低下していなかったと考えられる。脳脊髄液中のグルコース濃度は、低血

糖、脳での代謝亢進、髄膜炎およびくも膜下出血などで低下することが報告されている

(143,144)。以上から、4Vの上衣細胞は、全身性にグルコース利用率が低下するような状

況や慢性的に低エネルギー状態の場合よりも、脳幹神経細胞での活動増加といった4Vでグ

ルコース利用率が顕著に低下するような状況で、摂食を促進する可能性が新たに示唆され

た。 

 50%制限給餌を15日以上実施すると、LH分泌が抑制され、性周期の遅延が生じ

る個体がみられた。後脳もしくは末梢のセンサー細胞でエネルギー状態の低下が感知され

ると、シグナルは孤束核を経由して視床下部室傍核へと伝達される。先行研究において、

視床下部室傍核のCRH神経細胞およびダイノルフィンA神経細胞は、絶食もしくはグルコ

ース利用率を低下させた際に、LH分泌を抑制するよう機能することが報告されている

(50,75)。したがって、慢性的な低エネルギー状態では、中枢もしくは末梢のセンサー細胞

からのシグナルで、視床下部室傍核のCRH神経細胞やダイノルフィンA神経細胞がLH分泌

を抑制したと考えられる。また、子宮の重量や機能を維持するためには、エストロゲンが

必要であることから(145)、低エネルギーモデルラットで生じた子宮重量の低下は、LH分

泌が抑制され、卵胞発育の阻害されたことでエストロゲン産生が低下したために生じたと
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考える。 

先行研究の中には、50%給餌を12日間実施するとほとんどのラットで血中LH濃

度の低下および性周期の遅延が観察された事例もあるが(139)、本実験では、50%制限給餌

を15日以上実施しても、性周期が正常に循環するラットが確認された。こうした差が生じ

る一因は、使用したラットの系統の違いと考える：先行研究ではSprague-Dawleyラットを

使用しており、本研究ではWistar-Imamichi系ラットを使用している。ラットの系統差は、

薬物代謝試験などでも報告されており、系統により肝機能が異なることが示唆されている

(146)。したがって、先行研究と比べ、本実験での50%制限給餌が性周期を遅延させるのに

時間を要したのも、肝機能の系統差により肝臓が飢餓シグナルを産生するタイミングが異

なった可能性が推測される。また、同じ系統のラットを使用しても、制限給餌群と制限給

餌遅延群といった、生殖機能に対してエネルギー状態の影響を受けやすい個体と受けにく

い個体が存在していた。今後、生殖機能の低エネルギー状態に対する感受性について系統

差や個体差をもたらす因子を特定すれば、低エネルギー状態でも正常に生殖機能を維持で

きる仕組みがみつかると考える。 

 以上から本章では、上衣細胞を軸とする後脳のグルコースセンシング機構は、低

血糖や脳の代謝亢進、髄膜炎といった、後脳においてもグルコース利用率が低下する状況

において機能する可能性を示した。 
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図 5-1 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を静脈投与したラットにおける脳での c-Fos 発

現 

 A、キシロースもしくは 2DG を静脈投与した個体の、第 4 脳室（4V）、脊髄中心管（CC）、

側脳室（LV）、第 3 脳室（3V）、視床下部室傍核（PVN）、弓状核（ARC）および孤束核

（NTS）における代表的な c-Fos 免疫組織化学染色像。インセットは矢頭が指す c-Fos 免疫

陽性細胞の強拡大像。スケールバー：100 µm。B、 グラフは、キシロースもしくは 2DG を

静脈投与した個体の、4V、CC、LV、3V、PVN、ARC および NTS における c-Fos 免疫陽性

細胞数を示す。*P < 0.05、スチューデントの t 検定。 n.s.（not significant）は有意差がなか

ったことを示す。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。 
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図 5-2 静脈投与した 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）がラットの血中グルコース濃度に

もたらす影響 

 グラフは、2DG もしくはキシロースを静脈投与する直前および投与から 1 時間後の血中

グルコース濃度を示す。*P < 0.05, スチューデントの t 検定。数値は平均±標準誤差。棒グ

ラフ中の数字は使用した動物の数。 
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図 5-3 50%制限給餌がラットの性周期に与える影響 

 表は、制限給餌開始日からの自由摂餌群の代表的な性周期および 50%制限給餌個体にお

ける性周期を示す。P は、正常な性周期から予測された発情前期日を表し、■は実際に発

情前期が観察された日を表す。S は、連続採血および脳の採材をおこなった日を表す。 
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図 5-4 50%制限給餌がラットの体重に与える影響 

 グラフは、自由摂餌群および 50%制限給餌群（制限給餌群ならびに制限給餌遅延群）の

制限給餌開始日からサンプリング当日にかけての体重変化率を示す。** P < 0.01、一元配

置分散分析およびダネットの検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した

動物の数。   
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図 5-5  50%制限給餌がラットの黄体形成ホルモン（LH）分泌動態に与える影響 

 A、自由摂餌群および 50%制限給餌群（制限給餌群ならびに制限給餌遅延群）における、

代表的な LH パルス分泌動態。黒矢頭は PULSAR により検出された LH パルスを示す。

B 、自由摂餌群および 50%制限給餌群（制限給餌群ならびに制限給餌遅延群）における、

平均および基底血中 LH 濃度、LH パルス頻度ならびに LH パルス振幅。 * P < 0.05、一元

配置分散分析およびダネットの検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用し

た動物の数。   
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図 5-6  50%制限給餌がラットの肝臓、卵巣および子宮に与える影響 

 グラフは、自由摂餌群および 50%制限給餌群（制限給餌群ならびに制限給餌遅延群）に

おける、肝臓、卵巣および子宮の重量を示す。** P < 0.01、* P < 0.05、一元配置分散分析

およびダネットの検定。数値は平均±標準誤差。棒グラフ中の数字は使用した動物の数。 
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図 5-7  50%制限給餌がラットの血中グルコース濃度に与える影響 

 グラフは、自由摂餌群および 50%制限給餌群（制限給餌群ならびに制限給餌遅延群）の

サンプリング当日における血中グルコース濃度を示す。数値は平均±標準誤差。棒グラフ

中の数字は使用した動物の数。 
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図 5-8 自由摂餌群および 50%制限給餌群における脳での c-Fos 発現 

 自由摂個体および制限給餌個体、制限給餌遅延個体の、第 4 脳室（4V）および孤束核（A2

領域）における c-Fos 免疫組織化学染色像。破線で囲まれた領域は、A2 領域を示す。スケ

ールバー：100 µm。 
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第 6 章 

総合考察 
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4V 上衣細胞に着目した後脳グルコースセンシング機構の解明 

生命を維持するため、生物では内分泌系や神経系の働きによりエネルギー恒常性

が厳密に保たれている。エネルギー恒常性が正常に維持されない場合、肥満や摂食障害、エ

ネルギー状態に起因した生殖機能障害が生じてしまう。実際に、疾患などを含むエネルギー

恒常性に関連した問題は世界中で問題となっており、エネルギー恒常性を維持するメカニ

ズムの解明が、その諸問題を解決する端緒となる。本研究では、エネルギー恒常性を維持す

るメカニズムの 1 つである後脳グルコースセンシングのメカニズムを、4V の上衣細胞に着

目して解明した。第 2 章において、4V 上衣細胞が後脳グルコースセンシングに関与してい

ることを証明するため、後脳特異的にグルコース利用率を低下させたラットの脳における

細胞活性を組織学的に解析した。その結果、4V 上衣細胞が後脳グルコースセンシングにセ

ンサー細胞として関与していることが明らかとなった。さらに、視床下部の CRH 神経細胞

や NPY 神経細胞、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や NPY 神経細胞も後脳による

糖新生、生殖機能ならびに摂食の制御に関与していることも示すことができた。第 3 章で

は、第 2 章において後脳グルコースセンシングに関与していることが示唆された 4V 上衣細

胞や脳幹および視床下部神経細胞の間に神経伝達経路が存在するか確認した。WGA を視床

下部神経細胞もしくは 4V 上衣細胞に発現する遺伝子組換えマウスを用いて神経伝達経路

をトレーシングした結果、4V 上衣細胞と脳幹の NPY 神経細胞および視床下部の CRH 神経

細胞、NPY 神経細胞およびキスペプチン神経細胞との間に神経伝達経路が存在することを

証明できた。また、遺伝子組換えマウスの新生子における WGA の脳内局在を解析した結

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出

版予定。 
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果、後脳と視床下部を連絡する神経伝達経路は 15～23 日齢に形成される可能性が示唆され

た。第 4 章では、後脳でグルコース利用率を低下させた場合の上衣細胞剥離モデルラット

における糖新生、生殖機能および摂食を解析した結果、4V 上衣細胞はグルコース利用率低

下時の摂食制御に必要であることが明らかとなった。最後に、4V 上衣細胞がセンサー細胞

としていつ機能するのかを、全身性グルコース利用率低下モデルラットおよび慢性低エネ

ルギーモデルラットを用いて検証した。2 種類のモデルラットにおける 4V 上衣細胞の活性

を組織学的に解析した結果、4V 上衣細胞は、慢性的な低エネルギー状態よりも、低血糖状

態などの後脳において顕著にグルコース利用率が低下するような状況で機能している可能

性が示唆できた。以上から、本研究は、後脳でグルコース利用率が低下すると、4V の上衣

細胞は生後 2～3 週に形成される神経伝達経路を介して、脳幹のカテコールアミン作動性神

経細胞や NPY 神経細胞、視床下部室傍核の CRH 神経細胞、弓状核の NPY 神経細胞、キス

ペプチン神経細胞へとシグナルを伝達し、摂食を誘起するということを明らかにした（図 6-

1）。 

 上衣細胞による摂食の制御は、視床下部に近い 3V の上衣細胞でも報告されている。

3V 上衣細胞でも膵臓型グルコキナーゼやⅡ型グルコース輸送体が発現していることが知ら

れており(70,147)、3V 上衣細胞もグルコースセンサーとして機能している可能性が示唆さ

れている。3V 上衣細胞のうち、細胞突起を実質中に長く伸ばしている伸長上衣細胞（タニ

サイト）は、後脳の上衣細胞とは異なり細胞外グルコース濃度が上昇すると細部内カルシウ

ム濃度が上昇する(148)。さらに、3V 伸長上衣細胞は、弓状核の NPY 神経細胞および POMC
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神経細胞の活動を制御し、摂食を誘起することが報告されている(149,150)。本研究で得た

後脳上衣細胞による摂食制御という知見も、上衣細胞による摂食制御という可能性を示唆

したこれらの先行研究に支持される。さらに、これらの視床下部のみに着目した先行研究と

は異なり、視床下部から離れた 4V の上衣細胞も摂食を制御するという興味深い視点を提示

できた点で、本研究には非常に価値があると言える。 

 

後脳グルコースセンシング機構の神経伝達経路 

 第 2 章から第 4 章までを通して、4V 上衣細胞と神経伝達経路を形成する脳幹のカ

テコールアミン作動性神経細胞や NPY 神経細胞、視床下部室傍核の CRH 神経細胞、弓状

核の NPY 神経細胞およびキスペプチン神経細胞が、4V 上衣細胞による摂食制御に関与し

ている可能性が示唆できた。先行研究において、4V へカテコールアミンもしくは NPY を

投与すると摂食量が増加すること(95)、および、視床下部室傍核へ投射する脳幹のカテコー

ルアミン作動性神経細胞 が摂食の誘起に必要だということが明らかとなっている

(73,76,102)。また、弓状核の NPY が摂食促進効果を持つことも知られている(151)。した

がって、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や脳幹および弓状核 NPY 神経細胞が摂食

を制御するエフェクター細胞である可能性は、先行研究からも支持される。一方で、CRH

およびキスペプチンは摂食抑制効果が報告されている(152,153)。CRH は直接的もしくは間

接的に弓状核のキスペプチン神経細胞に抑制的に作用するほか(154,155)、CRH が分泌さ

れ、最終的に産生が促進されるグルココルチコイドは、NPY が摂食を促進するために必要
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である可能性が示唆されている(101)。なお、この視床下部の NPY 摂食促進効果は、オピオ

イドによる制御を受けており(156)、視床下部室傍核のオピオイド神経細胞も後脳グルコー

スセンシングに関与していることがすでに示唆されている(50,157,158)。これらを踏まえる

と、弓状核の NPY 神経細胞は、視床下部室傍核に分布するオピオイド神経細胞により NPY

分泌が促進されることで、直接的に摂食を促進し、視床下部室傍核の CRH 神経細胞は、弓

状核キスペプチン神経細胞からのキスペプチン分泌を抑制ならびにグルココルチコイド分

泌を促進することで、間接的に摂食促進に寄与すると考えられる（図 6-2）。また、CRH 神

経細胞やキスペプチン神経細胞はあくまで、後脳グルコースセンシング機構による糖新生

および生殖機能の制御に主に関与している可能性も否定はできない。 

第 4 章から、後脳グルコースセンシングによる糖新生および生殖機能の制御に関

しては、4V の上衣細胞は主要なセンサー細胞ではないことが明らかとなった。また、後脳

特異的に AMPK を活性化させると、糖新生は促進されず、LH 分泌のみが抑制されること

が明らかとなっている(71)。したがって、後脳には上衣細胞とは異なるグルコースセンサー

細胞が、AMPK 非依存的にグルコース利用率をモニターし糖新生を促進させるメカニズム

と、AMPK 依存的にグルコース利用率をモニターし生殖機能を抑制するメカニズムが存在

すると考えられる。第 2 章において、4V でグルコース利用率が低下すると血中グルコース

濃度の上昇および視床下部―下垂体―副腎軸を形成する視床下部室傍核の CRH 神経細胞

が活性化した。また、µ オピオイド受容体の拮抗剤である CTOP を脳室内投与すると、2DG

を 4V 投与しても血中グルコース濃度が上昇しなくなることが報告されている(158)。以上
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から、脳幹の AMPK とは異なる分子を介してグルコース利用率をモニターする細胞がグル

コース利用率の低下を感知し、視床下部室傍核の CRH 神経細胞を介して視床下部―下垂体

―副腎軸を活性化、さらに交感神経系と µ オピオイド受容体発現細胞を活性化することで

糖新生を亢進すると考えられる（図 6-3）。一方、後脳による生殖機能の制御に関しては視

床下部のダイノルフィン A 神経細胞や µ オピオイド受容体発現細胞が関与していることが

報告されている(50,158)。また、第 2 章において、後脳でグルコース利用率が低下すると、

キスペプチン神経細胞に対して抑制的に働くことが報告されている CRH 神経細胞および

NPY 神経細胞が活性化した。したがって、後脳によるグルコース利用率低下時の生殖機能

抑制は、AMPK を介してグルコース利用率をモニターする脳幹のセンサー細胞がグルコー

ス利用率の低下を感知し、視床下部の CRH 神経細胞やダイノルフィン A 神経細胞、µ オピ

オイド神経細胞を介して、キスペプチン神経細胞の活動を抑制し、LH 分泌を抑制すること

で生じると考える（図 6-4）。 

 

4V 上衣細胞の細胞内および細胞間シグナル伝達 

第 2 章および第 3 章から生体においても後脳の上衣細胞がグルコース利用率の低

下を感知し、種々の神経細胞へとシグナルを伝達することが明らかとなった。しかし、上衣

細胞の細胞内シグナル伝達および細胞間シグナル伝達に関しては不明な点が残る。4V の上

衣細胞には AMPK が発現していることが組織学的に確認されているほか(70,71)、in vitro

実験により電位依存性カルシウムチャネルが上衣細胞でのグルコースセンシングに関与し
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ていることが証明されている(72)。4V 上衣細胞には、膵臓のβ細胞と同様に膵臓型グルコ

キナーゼやⅡ型グルコース輸送体が発現していることも踏まえると(70)、AMPK を介した

電位依存性カルシウムチャネルの開口にも膵β細胞と類似した分子機構が関与していると

推測して検証をおこなった。しかし、膵β細胞からのインスリン放出時に脱分極を担う ATP

依存性カリウムチャネル（Kir6.2 および SUR1）の ISH をおこなった結果、4V 上衣細胞で

はシグナルが検出できなかった（データ掲載無し）。一方、免疫組織化学染色により上衣細

胞では Kir4.1 が発現していることが明らかとなっている(159,160)。特に、Fujita ら（2015）

は、4V の上衣細胞でも Kir4.1 が発現していることを確認した(160)。また、網膜に分布す

るグリア細胞であるミュラー細胞を使用した in vitro 実験では、AMPK 活性化剤である 5-

アミノイミダゾール-4-カルボキシアミド-1-β-D-リボフラノシドを添加すると、Kir4.1 の

発現量が増加する(161)。アストロサイトにおいて、Kir4.1 が脱分極の誘起に関与している

可能性が示唆されていることも踏まえると(162)、上衣細胞においてグルコース利用率が低

下すると、AMPK が活性化し、Kir4.1 などのカリウムチャネルの発現量やカリウム透過率

を制御することで、脱分極を引き起こし、シグナルを伝達する可能性が推測できる。上衣細

胞から他の細胞へのシグナル伝達に関しては、上衣細胞の ATP 分泌能や上衣細胞における

グルタミン酸および分泌顆粒の局在が確認されている(120,122,148)。また、上衣細胞が細

胞突起を伸ばす脳幹領域には、ATP をリガンドとする P2X 受容体やグルタミン酸をリガン

ドとする AMPA 受容体および NMDA 受容体が発現している(163-165)。一方、3V の伸長

上衣細胞はモノカルボン酸トランスポーター1 および 4 を介して乳酸を POMC 神経細胞に
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供給することで、発火頻度を制御することが報告された(150)。4V 上衣細胞でもモノカルボ

ン酸トランスポーター1 の発現が免疫組織化学染色によって確認されている(88)。以上から、

上衣細胞から他の細胞へのシグナル伝達は、細胞突起からの近傍細胞へのグルタミン酸も

しくは ATP のエキソサイトーシスや輸送体を介した乳酸の供給により行われていると考え

られる。今後、形態学的差異やグルコース感受性における差異といった上衣細胞の多様な分

化を踏まえ(70,72,166-169)、低血糖状態の実験動物から活性化した上衣細胞のみを単離し

て、トランスクリプトーム解析をおこなえば、4V 上衣細胞の細胞内シグナル伝達および細

胞間シグナル伝達に必要な分子を同定することができると考える。 

 

後脳グルコースセンシングの生理的意義 

後脳に含まれる脳幹は、呼吸や血液循環といった生命の維持に必須の活動を制御

しており、脳の中でも特に重要な領域である(170,171)。脳の正常な機能を維持するにはグ

ルコースが必要であり、生命活動の維持のためにも、脳幹へは十分量のグルコースが供給さ

れ続けなければいけない。脳の各領域でのグルコース消費は、細胞密度や活動状態により異

なることが報告されており(172)、脳幹でも、低酸素症の初期段階にグルコース利用が上昇

することが報告されている(173)。したがって、グルコースセンシング機構は中枢及び末梢

に幅広く存在しているものの、後脳でのグルコース利用率の低下を感知し、エネルギー状態

を高くするよう機能するグルコースセンシング機構を有することで、脳幹の神経細胞への

グルコース供給が不足するリスクを低減していると考える。さらに、後脳でグルコース利用
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率が低下した場合、4V 上衣細胞が脳幹神経細胞の機能を直接維持している可能性も考えら

れる。上衣細胞の初代培養細胞を用いた実験では、上衣細胞がグリコーゲンを貯蔵できる可

能性が示唆された(174)。上衣細胞と同様にグリア細胞の一種であるアストロサイトも、細

胞質にグリコーゲンを貯蔵しており、神経細胞でのエネルギー需要が高まると、グリコーゲ

ンから乳酸を生成し、エネルギー源として神経細胞に供給することが知られている

(175,176)。以上から、4V 上衣細胞は後脳でのグルコース利用率の低下を感知すると、摂食

を促進するだけでなく、細胞質内に蓄積させたグリコーゲンから乳酸を生成し、脳幹の神経

細胞へと供給することで脳幹の神経細胞の活動を維持する役割も担っている可能性が示唆

される。 

 

本研究の臨床応用 

本研究は、摂食を制御する細胞を新たに提示できたという点で、学問的な意義に加

え、応用的な意義もあるといえる。本研究の第 2 章および第 4 章から、上衣細胞は脳脊髄

液に面する摂食を司るグルコースセンサー細胞であることが明らかとなった。脳の血管に

は血液脳関門が存在し、血液から実質の細胞には、限られた物質しか供給されないため、脳

の細胞に直接作用するような治療薬の開発は難しい(177)。一部の鼻腔上皮細胞は、低分子

から高分子までの様々な大きさの分子を脳脊髄液へと拡散することが報告されており、近

年、中枢作用性の薬物送達に関しては、鼻腔上皮を介した脳脊髄液への送達が着目されてい

る(178)。実際に、インスリン鼻スプレーが認知機能を回復させる有効性を有する可能性を
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示唆する結果も報告されている(179)。以上から、今後は点鼻薬による摂食制御も可能とな

るかもしれない。点鼻薬であれば、肝臓での薬物代謝を考慮する必要もなく、静脈投与のよ

うに技術者が必要となることもない。暑熱期や妊娠中に食い込みが低下する牛に対し、摂食

を促進することができれば、エネルギー状態も改善され、家畜生産の効率もあがる。さらに、

過食や拒食も手軽に制御可能となれば、多くの人の生活の質が改善される。 

 

結論 

 後脳グルコースセンシング機構による生理機能の制御には、4V の上衣細胞や脳

幹のカテコールアミン作動性神経細胞や NPY 神経細胞、視床下部室傍核の CRH 神経細

胞、弓状核の NPY 神経細胞が関与している。特に、4V の上衣細胞は、グルコース利用率

の低下を感知するセンサー細胞として機能している。4V の上衣細胞からのシグナルは、

生後形成される神経伝達経路を介して、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞や NPY

神経細胞、視床下部室傍核の CRH 神経細胞、弓状核の NPY 神経細胞、キスペプチン神経

細胞へと伝達され、最終的に摂食を誘起する。今後、摂食を制御する新規治療薬開発のた

めにも、上衣細胞の細胞内および細胞間シグナル伝達の分子機構を解明する必要がある。 
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図 6-1 本研究から示唆される第 4 脳室上衣細胞をセンサー細胞とする後脳グルコースセン

シング機構 

 後脳でグルコース利用率が低下すると、第 4 脳室の上衣細胞は後脳と視床下部を連絡す

る神経伝達経路を介して、脳幹のカテコールアミン作動性神経細胞やニューロペプチド Y

（NPY）神経細胞、視床下部室傍核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細

胞、弓状核の NPY 神経細胞、キスペプチン神経細胞へとシグナルを伝達し、摂食を促進す

る。 
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図 6-2 本研究および先行研究から推測される第 4 脳室上衣細胞による摂食制御機構 

 第 4 脳室（4V）の上衣細胞がグルコース利用率の低下を感知すると、脳幹のカテコール

アミン作動性神経細胞およびニューロペプチド Y（NPY）神経細胞、視床下部室傍核の副

腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細胞ならびに弓状核のキスペプチン神経細

胞および NPY 神経細胞の活動を制御し、摂食を促進する可能性が示唆された。 
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図 6-3 本研究及び先行研究から推測される後脳グルコースセンシングによる血糖制御 

 脳幹の神経細胞もしくはアストロサイトにより、AMP 活性化プロテインキナーゼ

（AMPK）とは異なる分子を介してグルコース利用率の低下が感知されると、視床下部室

傍核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細胞を介して下垂体および副腎皮

質を活性化、さらに交感神経系と µ オピオイド受容体（MOR）発現細胞を活性化すること

で糖新生を促進する。 
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図 6-4 本研究及び先行研究から推測される後脳グルコースセンシングによる生殖機能制御 

 脳幹の神経細胞もしくはアストロサイトにより、AMP 活性化プロテインキナーゼ

（AMPK）を介してグルコース利用率の低下が感知されると、視床下部室傍核の副腎皮質

刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）神経細胞やダイノルフィン A 神経細胞、µ オピオイド

受容体（MOR）発現細胞が活性化され、キスペプチン神経細胞の活動を抑制する。また、

オピオイドにより活性化されたニューロペプチド Y（NPY）神経細胞も、キスペプチン神

経細胞に対し抑制的に働き、生殖機能を抑制する。 
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