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第 1章総合緒言



1・1 J芋

"全ての動物は自身の適応liiを上げるべく行動する"これは現代動物行動学の級

幹とも胃うべき基本的ドグマであり、これに矛盾する事実は現在の所発見されていな

い.これは内分泌や免疫機能といった生理学的観点に刻しでも言えることである.高

等動物の場合、繁殖成功をおさめて自身の有するi宣伝子セッ トを次位代に継ifl;してい

くためには‘生存に不可欠な個体iiH寺活動と子孫を銭していくための繁殖活動という

こつの局面で迎応皮を上げていく事が必要不可欠である。しかし側体を維持しつつ繁

殖活!fUJのためのエネルギーを確保することは全ての動物にとって困難な問題である.

このこつの活動はともに大きなエネルギー消費を伴い、限られたエネルギー奴取忌の

なかでお互いを釣かしかねないからである.

繁勉のためのエネルギー確保は能動物、 特に鈍娠、出産、泌手しなどによって大きな

エネルギーコストを負う附乳類の雌動物にとって特に困簸なものであると言えよう.

従って雌動物が繁殖活動を行う場合、同時にその個体の代謝的活動全般が繁殖活動の

ための代謝エネルギーを確保するための欝備を盤える必要がある.すなわち行動や代

謝を変化させることによってエネルギー供給を増やし.消費を少なくすることによっ

て繁殖のための代謝エネルギーを確保することがそれにあたり、この背景には代謝エ

ネルギーの巧妙な分配調節機構の存在が想定される。この機縞のf動きにより、非繁持直

期には個体維持のためだけに代謝エネルギーを費やし、繁町立期にはエネルギーf馬要を

減らし.供給を噌やすことによって逓伝情報継承のための厳重要諜題である繁殖活動

にもエネルギーを振り向ける.これは個体維持優先モードと繁舶優先モードを状況に

応じて切り答える、いわば生命機能のモード変換機構にたとえることができょう.

この仮忽的な中継機構は、 自総神経系が視床下部を最高中綴として情動反応などと

関連 して交感神経と副交感神経の優位性を切り換えるのと同織に‘ 内分泌や代謝に関

する情報をうけて個体維持優先モードと繁殖優先モードを切り替えることによって桜

食行動、体重‘自発活動量に働きかけるのではないかと仮定される.そして、その機

構切抜の鍵をi怠る主要因の一つは、 雌動物の繁殖活動のほぼ全ての局面に深くかかわ

り、個体の生存には必須でないまでも子孫、を残していく上では必要不可欠であること

が知られている E2 (Estradiol-17 s) である事が機察されるのである.

本研究においては、繁殖主!i!JiJJに伴って個体全般の代謝状態を切り事事える中枢機摘が
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存在し、これが性成熟に伴って欽ulされ始める E2の血中濃度上昇を契機として倒体維

持優先モードから繁殖優先モードへの代謝系金般の恒常性モード切換を起こす事によ っ

て全身の代謝状態が統一的に制御され.体重.奴食母、活動量などがこれを反映して

変化 していくという作業仮説の元に. E2投与による体重、銀食母、活動母及ぴ脳内

NO (脳内一酸化~素、 Nilric oxide) 及びアミノ政!WJ態の変化を詳細に解析すること

によりこの機織の働きを係ることを目的に研究を行った.

1-2 繁殖戦略と代謝系

繁殖と代謝との間に密後な関連性のある事は、既にチャールズ ・ダーウィンが f樋

の起源Jのなかでふれている[Darwin， 18591.彼は.多くの家畜動物が同じ種の野生

種よりも繁栄しているのは餌をf獲得するためのエネルギーが段小限ですむことが理由

の一つであろうと街封書している.これらのことは尾媒底、兎‘カンガルーなどで.野

生の動物と飼育動物との比較研究によって線認されている [MuelJ町&Sadlier， 1979; 

Sadlicr， 1969.; 1969bJ. また、餌が足りないと容機発動の遅れや発情陪IWJの延長が起

こり‘餌が十分あればこれらが早まるという事実は古くから家畜繁殖の現場で経験的

に知られており、生産効率の而で非常に重要であることから羊 [Allcn& Lamming， 

1961]. 豚 [Dickcrmanel叫，1964]、肉牛 [Lammond，1970Jなどの多くの家畜種で研

究されてきた.

このような現象が起こるのは、ダーウィンが指鏑したように哨乳類の雌動物の繁嫡

活動にはきわめて大きなエネルギーが必要であることがその理由であろう.発情wlの

性行動や俳卯は代謝エネルギー消費の上昇を伴い.妊娠した場合の的児の成長はぱく

大なエネルギー消伐を必婆とし.また:_IJ産は母体に大きな負担と危険をもたらす.そ

の後の泌手Lは附乳類にとって最もエネルギー消費の大きい生理的活動の一つであり、

また母性行動の発現によって子どもを育てなければならない.こうした大きなコスト

をまかなうため、大量の代謝エネルギーが繁姫活動に綴り向けられ、このエネルギー

を確保するために多く の代制的活動が変化して繁殖成功に向けた準備を進めることに

なるが、このための戦略は樋によって異なっているようであるIWude& Schneider. 

1992]. 

例えばラッ トの場合、妊娠中は奴食illがよ界するとともに.脂肪組織を議積する
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[Flint ct .1. 1979; Glass et al， 1987; Moore & Brasel. 1984; Naismit'h et al， 1982; 

Steingrimsdottir et al， 1980J.番綴した脂肪は妊娠後期の胎児の成長と出産後の泌乳

のために消費さ れる (Spray，1950J. ハム スターの場合、妊娠中は矧の貯議活動が上昇

して巣に鈎を'tii税するがfl{食鼠は上昇せず、脂肪蓄積を取り崩すことによって胎児の

ためのエネルギーを得る[Quek& Trayhurm， 1990; Wade ct al， 1986; Zuck町 ctal， 

1972J.そして浴乳矧に至って娘食filが上昇し、巣に喜善積した餌を消費するのである

[Fleming， 1978; Flcming ct川，1983]. ヒトは外部環境によって戦略を変え、食料事

情がいい場合はラットに似たパターンを‘そうでない場合はハムスターに似たパター

ンをとるとされている [Prenticeet al， 1989].さらにクマ‘アザラシ、ヒゲクジラ類

の多くの主主はあ らかじめ肪紡を蓄積し.泌乳中はIDlを食べずこれによって個体維持と

繁殖を行う [Ofted3I，1993].

しかしこうした巧妙な繁殖戦略にもかかわらず.母体の個体維持活動に支聞をきた

してしまっては繁敏成功は望めなくなってしまう.母体の健康障害は胎子や乳子の生

存率にまで影響を及ぼし、さらに万が一母体が死亡してしまうとこれらの子供も生存

できないからである.この事態を避けるために、雌動物は栄養条件が惑いと繁殖活動

を一時的に停止し、自身の個体維持を優先する場合が多い.前述の家畜での匁I見の他

に.実験JI1緩歯頬のラット [Howland，19720 1972b; lackson， 1915; Kennedy， 1963a; 

1963b; Schcnck et aJ， 1980J、マウスIHamillon& Bronson， 1985; 1986; Marstellar 

& Lynch， 1983; McClurc， 1966; Merson & Kirkpatrick， 1981; 1983; Perrigo & 

Bronson， 1983J、モルモット、ハムスター[Howland& Skinner， 1973; Morin， 1975; 

Printz & Grcenwald， 1970]などで‘代謝エネルギー不足による繁嬉活動の抑制が引き

但こされることが示されている.ヒトにおいても栄益不足の状態[Chakravartyet .1， 

1982; Kurin et 01， 19S4Jや神経性躯食症 [Falk.et al， 1983J、あるいは運動震の多いマ

ラソン選手(OI3'S剖 al.1987Jやダンサー [Abrahamet .1， 1982Jなどの女性に生理不

順が見られることがある a これらは他の健康障害を伴わず、マウスを使った実験でも

倒体維持機能が正常のままで繁航抑制を引き起こせることが示されている [Merson& 

Kirkpatrick， 1983]ことなどから、これは病的反応ではなく母体を保護して次の繁殖機

会を待つことによって繁勉率を高める生街戦略の一環とみなすことができょう。

このように雌個体が繁犠活動に伴って代謝活動を変化させたり.あるいは逆に代謝



状況によって繁殖に彫響を与えたりする事実に基づき.以下のようなプロセスが怨定

される.つまり、小線機併においては代謝状況が常にモニターされ、個体力T得たエネ

ルギーは全て個体維持あるいは成長のために費やされる.そして雌動物の場合、繁F直

j聞に至って栄養条件が悪ければ繁勉は抑制Iされるが、繁殖可能な栄養条例であればi斑

嫁繁殖活動が誘起されるとともに繁殖のためのエネルギーを権保するために代謝全般

を変化させるというものである。これを個体の恒常性の筒から解釈すると.捕手u領自量

動物には個体維持優先モードと繁績優先モードの二つの恒常性の代謝モードが存在し、

繁舷状況に応じてこの二つが巧妙に切り替えられると見ることができる.

1-3 E2の作矧と代謝モード変換機構の想定

町府L額の雌動物の繁殖活動は、視床下部争下垂体ー卵巣制iの活動によって支配されて

いる.非繁殖期には卵巣からのエス トログンが視床下部に働いてGnRH (性腺刺激ホ

ルモン放出ホルモン、 gonadotropinrcleasing-hormone) 分泌を抑制し、続く下盟主体か

らのLH (黄体形成ホルモン、 lutenizinghormone) 分泌をも抑制して卵巣の発育を抑

制するという負のフィードパックが成立している.卵巣が徐々に発達していき、エス

トロゲン分泌が上昇することにより.正のフィードパックが働いてGnRHの一過性大

民放出 (GnRHサージ)、続いてLHサージを引き起こし、これによって排卵が起こり、

また発情行動が誘起される[鈴木 ら.1988Jo 

以上のように繁殖活動は中綴から末梢に至る一連の内分泌活動の結集として生じる

が.特に直接繁殖活動を誘起する主要なエストロゲンであるE2は、能動物の繁F直活動

の内分泌学j)(Jil~びに行動学的な局商に深くかかわっており、個体の生存にそれ自体が

必須の'll!図とはいえないまでも子孫を銭していくための肢も重要なホルモンの一つで

あると言える.しかし直接的に繁殖活動に|拘わる他に、 E2には体重増加抑制や奴食量

抑制(Siecket札 1978;Tarttelin & Gorski， J973J、自発活動量のt首加[Young& 

Fish， 1945; Gentry et 01， 1976; GeraJI et 01， 1973; Kennedy， 1964Jなど、繁敏そのも

のには直接関係ないように見える作用も数多く報告されている.医学的な見地からは、

更年期後のE2濃度減少による骨組織の吸収摺加が原因で骨粗忽症が起こる事実が良〈

知られている [Lindsayet al， 1976; 1980Jo 

繁殖活動のために分泌されるホルモンのはずのE2が何故このように多岐にわたる生
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理的作用を持っているのであろうか.この理由として、 E2が例体維持優先モードから

繁殖優先モードへの変換機構の鍵を握るホルモンであるとすれば理解が可能である.

つまり、血中E2濃度上昇は直接繁殖活動を誘起するだけではなく‘繁髄に備えて代諸l

システムを変化させ、側体維持優先モードから繁績優先モードへ恒常性を変換する引

き金となるホルモンでもあるのではないかと惟定されるのである.

E2のもつ代謝系への作剤はかなり多彩であるが、これらは全て繁殖活動かあるいは

その稽備のための反応であろう.本研究では、これらの作用が全て同じ中継の制御を

受けて働いているのではないかと仮定した.この仮怨敵な代議iモード変換機椛は繁F草

刈にE2が政出されるとその情報を受け、繁舶のためのエネルギーを確保するために体

車、被食屋、活動j量などの多くのパラメーターに影響を与えるのではないかと維定さ

れる.

もしそうであるとすれば、 E2による多影な代議i活動は、中枢モード切換機能によっ

て一元的に制御された繁殖優先モードと個体維持優先モードの切換を反映したもので

あることになる.しかし、この中躯機織が具体的に何をモニターしてどのような作JH

機序によって作用を及ぼしているかについては現在までの所まだ卜分に解明されては

いない.この'1'枢機能に|均しては考え られる仮説をいくつか図1に例示した.

1-4 卵巣摘除雌ラットに対するエストロゲン投与の影響

雌 ラットの卵巣を摘除して性腺ステロイドの影響を除去したり、またエストロゲン

を外的に役与することによって機能を代償させる実験は古くから行われてきた。例え

ば‘卵巣を摘除したラットは性周期も性行動も消失するが、 E2役与によってLHサージ

が回復し lL回目 al，1990]. さらにプロゲステロン処胞などで性行動を回復することも

かなり古くから知られている.このように、 E2は他の動物種にと ってそうであるよう

にラットの繁殖活動にとっても必要不可欠であることが知られているが、前述のよう

に代謝系に影響を与えている事実もかなり古くから知られ、研究が行われている.卵

巣J官隊による体重上昇や使食量上昇[SieckCl al， 1978; Tarllelin & Go悶 ki，1973J、ま

た活動量の低下 [Voung，J 945Jが鋭霊長され.この作用はエストロダン投与によって抑

制されることが報告されている.これらの側々の作月lについては多くの実験が行われ

てきたものの、こうした作川の関連性. 言い答えれば共通の中継軽量惜によって制御さ
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れている可能性にはあまり注意が払われず、そうした線点からの研究もほとんど行わ

れていない.

本研究では、前項で示した繁殖成功を毒事〈モード切換中健機怖の存在綴式を探るた

めに、卵巣摘除によって内因性E2の影響を除いた雌ヨットにE2含有シリコンチュープ

を投与する系を仰い、卵巣摘除動物を個体維持モード、そしてE2処埋動物を繁媛優先

モードと設定していくつかの代謝パラメーターの変化を同時に測定し、それらの相互

関連性について詳しく解析した.

1-5 本論文の梢成

本論文は5草から織成され.第 1章では総合緒言として本研究の背景と目的を述べた.

続く第 2章及び第 31草では卵巣を摘除した雌ラットを問いて体長.体重、摂食哉、妓

水量、そして回転活動指についてE2の影響を観察し‘またそれらの関係について考察

した.そして第 4卒ではこうした変化に関連すると考えられる脳内変化について検u

し‘録後に第 5:l言で総合考察を行った.
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県食量減少

回 ー争〈モード切J換附ー+語号車Tri--争 繍自華街の

elC. 

-・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・圃 ・・圃 ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・ ・・・

つ

仮説1

， イ本霊殿JJ[ば州 一一・P夜食註減少

〔切換機構T__ 
，..._活ifVLm上昇

仮説2.

4 体重増1mt白Jni1j

@亙面一.m食量減少と
-.活動量上昇

仮説3

バ三Tτ~ __....活動益上昇 ー--・ー体重精力日抑制
(切換機構)~~

~ 摂食量減少

図1.代議jモード切換機構に|潤する仮説。中継に存在する代議iモード
切換機構がE2の存在を受けて体重 .1:美食阜、活動量などのパラメー
ターに影響を与える。これらの多彩な変化がどのような形で引き起こ
されるのかについてはよく分かっていない。
本研究では、これらの関係を詳細lに解析することによってこの切換機
構の作用綴式を傑る事を lヨ的とした。
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第 2章 E2投与による体重，摂食量及び

摂水量の変化



2・1 結言

卵巣嫡除した雌ラットが体重や探食最のt首JJDを起こし、 E2を役与されるとそうした

変化が消失するという事実から、卵巣由来のE2に体重及び阪食i立jlfJ制作用があること

は占くから知られていたISieckcl .1， 1978; Tarl1elin & Go日 ki，1973J. この体電泊1m

抑制には体怖の成長抑制が伴っていることがClark& Tarllcl i nい9821によって街摘さ

れているため、これはおそらく春機発動に伴って分泌される E2によ って体絡が小製化

することにより個体維持や成長のためのエネルギー消費を抑え、繁F直のためのエネル

ギーを確保するという意義があるのであろう。

このE2による体重摺加抑制と奴食鼠抑制は一見して背後に共通の機能があることを

予測させるために同じ文脈中で解釈される場合が多く、このこつを区別せずに論じて

いる場合もあるようであるが、これに関連してWade& Schncider [1992Jは.E2の奴食

盆と体重への効果は必ずしも機能的に関連はなく、また一方がもう一方の原因という

わけでもなく.条件によってはE2投与によって妓食が減少しでも体重箱加が停止しな

い、あるいはその逆のケースが存在することを多くの論文を示して主張している.し

かし綬食昆が培えればその分だけ体重も鴻}JIlすることは切らかであり.娘食と体重変

化が全くの無関係であるとは考えにくい.このように縦食と体重がどの程度機能的1::

相闘があるのかに関してはこれまでは特に注意が払われていなかったため、本研究で

は‘熊食f丑と体重の関係について詳細に研究し、さらにそれによってその背後に想定

される代謝モード切投機構の存在について考察する事を目指した.

一方、 E2技与による活動量の上昇は階期に高い事が指摘されている(Thomas& 

Armslrong， J 989]. この回転活動最上昇が、 E2による桜食及び体重の制御機構とリン

クしていると仮定した場合、 ff!食f証や体重についても活動量と岡織に明w"Jと階期の作

Jl]に差が見られる可能性が高いのではないかと惣定された。そこで、明朗と時期の作

用の遠いについても測定し、これらの機織と日周リズムがどのように結びっくのかに

ついても考察することとした.

本意では主にニつの笑験を行った.まず、 E2による体重J省加抑制が体機成長の抑制l

を伴うかどうかを研究するためにE2投与による体重及び頭l室長への影響を観察した.

次の笑験では、体重、時{食f立及び絞水量}こ対するE2の効果を同時に測定することによ

り.これらが共通の機構で制御されているかどうかの知見を得るための研究を行った.
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この共通機械が明暗リズムを持つ可能的が示唆されていることから‘明邦!と ßi~-期に分

けて測定し、その差を調べた.

2-2 t~料と方法

<実験1>

本研究では、日本クレアnから購入した7遡併の雌ウィスター系ラットを購入後直ち

に卵巣嫡除し、一週間の回復路|聞をおいて内図的性腺ステロイドホルモンの影響を除

去した後に災験に供試した.飼育環袋は室混25土 2.0度、温度70:t50/0.明暗周期 12L

)20 (8:00~20 ・ OOfYJ期)であり、館はぺレット状の日本農産ラット MRブリーダーを、

水は水道水を与えて自前娘取とした e

E2を長期投うするのに用いたE2テューブは内径2mm、外径301mのシリコンチュー

ブに‘E2とコレステ ロールを 1:4で複合した20%粉末(重量比)を7.5mmの長さに務

め.両端をシリコン系t章治1i1Jで封じたものを使用した.対照チュープとしてコレステ

ロールのみを読めたCho)チューブを作成した.コレステロールはE2をはじめとするス

テロイドホルモンの原料物質であるが、この設与方法では生息活性はほとんどないと

考えられる.これらのチューブを投与前日から生理食極水に淡けておき、役与当日に

動物をエーテル麻酔し、背側室重告Eの皮膚を切|摘して皮下移絶した.このチューブの役

与により、血清中で正常雌ラットの性周期中のE2段大盟主度である約50pg/mlのE2濃度

が長期にわたって維持できることが報告されている [Albc" 叫 01，1991]. 

供試動物を2f，干に分け飼育し、一方の詳にはE2チューブ (n=4、E211本)もう一方には

Cholチュープ (n=4. Cho)詳)を投与した.一週間ごとにネンブタール麻酔下で体昆

と ~M室長を測定した. 3;園間後に両チューブを除去し、さらに4;盟問視'JIEを統けた.デ

ータは全て役与日をdayOとして標準化した。また、頭尾長を3采した数値から仮惣標準

体重を算出し.実際の体重をこの(i1iで街jることにより肥満指数(体長の伸びから予怨

される体重に比べて実際の体重がどれだけ違うか)を求めた.

く実験2>

供試動物及び飼育環境については実験 i と問機であった.まずイ'I~M動物を

25勺デ 15cmの金網ケージで個別飼育し 、一日二回、明jJVJに入った瓜後と明JVJが終わ
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る直前にそれぞれのラットの体重、餌消費虫、使水f誌を測定した.食べ残した餌が金

網の下に絃下するので、測定した餌消資涯をその務下飼の重fiiを廷し引いて桶iI:こした

ものを般食抵とした. 一週間後にラットをご群に分け --方にはE2チューブを皮下移

植し (0=10， E2f，~)もう一方には対照としてCholチューブを移植したい=9 ‘ C hol l作) . 

その後さらに一週間J.同織に測定を続けた.

2-3 結果

<実験1>

医12-1に結よ11:を示した. E2役与併においては体lIi:と頭尾長の嶋加が停 止したのに対し、

Chol鮮はそれと比較して有意に上昇していた.また、 E2除去後は体重‘頭尾長ともに

急速に上昇し、 Cholll干の値1:::近づく傾向が見られた.

次に、!肥満指数を比較すると， CboJ群はおよそ ]_05~ )'1 で権移したのに対してE2

授与中は1.0以下の値であった. E2チュープの除去によって肥満指数が対照鮮に近づ

くのは体重と頭尾長の犠合と同織であった.すなわち卵巣摘除による体重鳩加は体絡

の成長から予測されるよりもより大きく‘卵巣摘除による体盛時唱力日の原因は体絡の成

長だけではないことが示された。

<災験2>

図2-2に体重について示した.ラットの体重は陪一期に上昇して明朗に減少するために

ジグザグに上昇した.E2投与によ って体重の漸織は停止したが、明暗j町田はそのまま

保たれた.

次に、図2-3に示した方式で数値化体重変化岳、炉、食:b1l:kぴ桜水iEについて.処倍前

後の一週間の平均値を求め、 I珂JlJI、時期、そして一日あたりの備として示した(凶2-4) • 

その結呆、 E2t下はChoJ群と比較して体重に関しては明則に、娘食品に関しては明則と

階JUJの両方に有意に減少が見られた.一方.摂水鼠には変化は見られなかった.

このグラフからは一見して、体重、彼食l立ともに明期の方が抑制が大きいようにも

見える.しかし、移植前後の一週間の平均値の差を個体ごとに取り.その平均を見る

と、体重と娘食品について、明則と『音J聞の両方に明瞭な差があらわれた.しかもE2苦手

とChol群との差を数値にして表すと、体重、阪食艮ともに明期と1滑期の抑制i誌がほぼ
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同じという結栄が待られた(凶2-5) • 

l羽2-6にこの結集を段式極lとして表した.体重は『音矧に上昇し‘明苅iに減少するが、

E2移敏によってどちらにも同じ緩皮の抑制がかかり、結果として一日の体重変化の娠

怖は変わらない白抵i食f誌についても、ザHfJJと暗期とでほぼ同じ4皇居Eの抑制がおこり、

結果として一円全体ではその2倍の抑制がかかっていた.

さらに体重についての様式閣を図2-7に示した. 体重変化は、その成分を日 l司変化と

基底変化に分けて考えると、日 };&1変化の部分については巴2の影響を受けず、:!J;底変化

の~~分に E2の影轡が反映されることが示された.

2-4 考察

まずI量初の実験により 、E2には体械の成長を抑制する作用と.もう一つ別の経路で

体重治IJ1]を抑制する作mのあることが示唆された.E2には脂肪蓄積を抑制する作用が

あることが多くの研究から示されている[senoilel a1， 1982; Hansen el 01， 1980; 

Lacasa el 31， 1991; Lazzarini & Wade， 1991; Pasqui町 el01， 1988; RebuffιScrive， 

1987]ため、これがその経路であろうと推測される.つまり、体絡の成長と脂肪著書穆Iの

少なくともこつが卵巣摘除による体重地JJfI姿素であると思われる.そ して、E2はこの

Z者を同時に抑制することによって体重唱加を抑制していることが示唆された.

また次の実験により 、E2による体重油加抑制作用と妓食抑制作用に関 してはI河期と

階期とでの差は見られないことが示唆された。言い替えれば、 E2による作用は明暗周

期とは関係なく 、終 日一定に働いている事になる.

この結果のうち 、まず奴食畳について考察する. t!!食盛そのもののの明暗リズムに

ついては、脳内のSCN(線交叉上核、Suprachiasmalicnuclcus)から生じる内因性の

慨日リズムによる11>が示されている[Nagajcl 01， 1978; Sloynev & Ikonomov， 1982J. 

E2投与による明郊!と暗期の奴食抑制f査がほとんど同じであるという災験結果は、 E2に

'る奴食の抑制機序がこの慨日リズムには影響されていないことを示唆すると考えら

れる.

このことは、被食に関する中偲機織と併せて論じるとはっきりする.t琵Jltを制御す

る神経核としてはPVN (護傍t室、 ParaventricularnucJcus) とVMH(，視床下部腹内側

校、Venlromcdialhypolhal出 nus) が重姿であることが古〈から舟摘されているが、こ
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の二つの神経{真はその役割iご遣いが見られる.神経践に也後E2を投与する実験におい

て、 PVNでは俊食抑制を起こすがVMHでは起こさなかった[BUlera& Bcikirch， 1989]. 

また、 神経核を般lWする実験では、どちらの抜を彼渡しでも過食が起こるが、 VMHを

磁波されると侠食の FI):司 リズムが消滅し.一方PVNを自主模すると過食は起こるものの

リズムは残ることが示唆されている[BUlcrael 01， 1992; Tukunaga 01 aJ， 19861.つま

り‘ VMHは終食行動の1'11荷リズムを担う一方、 PVNはリズムには関与せずに奴食行動

を制御しており、 B2の作用はPVNによって引き起こされるためにVMHで生じる日間

リズムには影響を及ぼさないと商事釈する{JIができるのである.

次に体iTi変化について考銭する.体重変化は、仮食や奴水、成長や脂肪蓄積、また

排他や呼吸といった多くの代謝活動の総和であると思われるため、その解釈は悦重に

行わなければならない.本実験の結J阜、体重変化は臼 l主lリズムの成分とその基底変化

の成分とに分けられることが示されたので、 ζ の二つの成分について個々に論じるこ

ととした.

まず基底変化についてはE2による体重憎加抑制が現れるため、前の実験で示された

ように体物成長と脂肪組織務放の抑制を反映していると思われる. つまりこれらは明

期と暗却Iで作用の途いが無く、 一日を通じてほぼ一定に作用している事が権測される.

次に日周リズムの成分についてであるが、この変化の主要な原因が奴食最及び被水置

の 日 l司リズムである ことは疑いない.つまり夜行性であるラ ッ トは暗期 I~多くの餌と

氷を阪取し、 I珂期にはあまり妓取しないために体重の 日周リズムが生じると考えられ

る. E2投与によって体重の日間リズム幅に変化が見られなかったのは、告1食及び綴11<

母のIJJ'H音差が変化しなかった事に加え.おそらく俳般に影響するような代謝作用にも

E2による明暗差への影響が無いためと考えられる.

次1之、 fl{食畳と体重変化の関連性について考察する.体重の一日のIQIRjlJ値は3.81島、

被食盆の一 日の抑制値は3.42gであり .ちょうど同じ程度の仰制誌なので、持I食抑制に

よって体重抑制が生じているように見える.綬食設が減少すればその分体重地)J日も減

少するのは明らかだからである.

しかし、ラットの際取したエネルギーの大部分は脂紡務摘や体重ではなく、体温調

節などの個体維持活動に消費されると忠われるため、 E耳の奴取」昆が減少したので同じ

宝冠だけ成長や脂肪蕗積にj~響したと単純に解釈するのは幾しいと思われるし、もし
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担1食I量が減少したとしてもこれに伴って排地も減少するのではないかと考えるのが自

然である. つまり妓食が減少しでも、これが原因で成長や脂肪著書積が抑制されたとい

う直接の証拠がない限り、奴食減少と体重抑制を結びつけて考えるのは早計であろ う.

i1iJi，遣のBulera[19921らのPVNにE2を投与する実験においては鮫食抑制は観察されたも

のの体重抑制は見られなかったし、 Wadeも妓食と体重変化は同時lこ起こるとは阪らな

いことを論じている [Wade& Schneider， 19921.これらのことなどから、E2によ って

絞食品が減少することによって体重も減少したとする考えに対して、体[!;抑制機構と

奴食昆抑制機構がE2によ ってそれぞれ独立して働いたと解釈する事も可能である.こ

の解釈については第 3Jiiにおいて回転ケージによる実験を考察する際に示すこととす

る.

2-5 小括

本書EではE2による体頭や頭尾長、そして伎食量や綬水鼠への影響を観祭し、それら

の相互作用について考察を行った園その結果、まずE2による体重抑制作用は成長の抑

制と脂肪望書積抑制の少なくとも二つの機械によって起こ っていることが示唆された固

E2による奴食昆抑制と体重綱加軒目指IJはどちらも同じような重翁だけ起こった.また体

益変化と綬食:lilそのものは明暗リズムの影響を受けるが、 E2による作用という点では

どちらもこの影響を受けないことが示唆された包 E2による回転活動箆への作用が明暗

リズムの影響を受けることに関しては第 3寧で論じられる.
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念、図。明則とH音WJで同程度の抑制が起とり，結果として 1日全体では各期
の2倍の抑制が起こる。体重の振l隠や摂食量の明暗差の自11分についてはE2
投与によって炎化しない。
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第 3章 E2投与による回転活動量の変化
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3-1 絡言

E2投与はラットの体重や娘食誌の他に、回転篭付きケージ (回転ケージ)を用いて

測定された活11iIJill (閲t;活動量)にも影響を及ぼすことが古くはYong& Fish [1945] 

の実験で示され、それ以来多くの研究によ って礁かめられてきた[Genlryel al， 1976唱

Gcrall cl al， 1973; Kennedy， 1964)，これらの研究によると回転活動量は卵巣摘除に

よって低下し、 E2を投与することによ って回復する。また、回転活動i査は板日リズム

機構の支配下にあることが証明されており、これが計測しやすいパラメーターである

IJ~から慨日リズムの研究手段としてよく用いられてきたが、 E2と概日リズムの関係を

指摘する報告もある[Sanoel al， ]995; Thomas & Armslrong， 1989J， 

しかし回転管のない普通のケージ (平ケージ)で飼育した場合、この活動量上昇は

起こらないようである， Roiz de EJvira el al IJ992Jは、テレメトリーを用いて回転ケ

ージ及び平ケージで飼育した際のE2投与による活動i誌の変化を比較した結果‘回転ケ

ージではE2による活動愚増加が起こるが.平ケージではこれが観察できないことを示

し.飼育環境の差によって活動盆に対するE2の影響が違うことを示唆した.

この活動量i曽加は‘ E2が発情行動を引き起こすことから性行動の誘起に伴うもので

あるとも考えられるが、以下の理由によってこの解釈を採る事は量産しいと思われる.

まず、この回転活動量噌加が性行動誘起に関連するものだすると.平ケージで活動量

の熔加が観祭されないことの説明がつかない.性行動は平ケージで飼育しでも起こる

からである.また、ラットの場合E2のみでは性行動は誘起できず‘ 一般的にはE2とと

もにプロゲステロンを処置することによって性行動を誘起するが、この場合回転活動

量はむしろ減少する傾向にあることが報告されており [RodierIll， 1971].本研究室で

も同級の結果が待られている.さらに.精巣摘除したh4i.ラットにE2を投与しでも全く

同僚の回転活動泣上昇の見られることが本研究室での笑験で示されている.これらの

理由から、この活動i在地加は性行動にl直接の閑迩を持つものではなく、むしろ何らか

の形で代謝活動変化に関連するのではないかと推定される.

E2による活動霊場}JOの飼育環滋による差の意義については現狂の所よく分かってい

ないが、これが個体維持優先モー ドから繁殖優先モードへのモ-1:'変燥の一つの側面

を反映していると解釈する事も可能である.そこで本訴ではE2役与による体重、 J耳食

及ぴ回転活動ll!のそれぞれの変化がどのように関連するかという点について詳細に検
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討し、モード変換の'1'.f1K機絡について考察を試みた.また、この作用が平ケー ジでは

観察されず.回転ケージで起こることによって代謝にどのような影響が引き起こされ

るのかについて考祭した.

向転ケージによって測定した活動量は、 RunnigAClivily‘Wheel-Running AClivily 

あるいはRevoJvingActivilyと呼祢されているが‘ LocornolorAClivilyと呼ばれるこ

ともある.この名称はテレメトリーなどで測定した水平移動混と混同する可能性があ

るが、 E2の作用という点からみると水平移動量と回転活動致の調節は巣なる機序で担

こっていることが想定されるため、これらを混同するのは好ましくないと思われる.

本論文では全て回転ケージで測定した走行量を回転活動量と呼称することにした.

3-2 材料と方法

<実験1>

まず予備実験としてE2の回転活動量に与える彩響を確認した.本研究では‘日本ク

レア社から納入した7迎併の雌ウィスター系ラットを購入後直ちに卵巣嫡除し、 一週間

の回復期間をおいて内因性性腺ステロイ ドホルモンの彩響を除去した後に笑験に ij~ 試

した.飼育環境は室調25土 2.0度、湿度70士5%、明暗周期12L:12D (8:00-20・00明

期)であり、飼はぺレット状の日本農産ラット MRブリーダーを、水は水道水を与え

て自由岐取とした. E2を長期投与するのに用いたE2チューブは前章と全く同織に内従

2m 111 ，外径3mmのシリコンチューブに、 E2とコレステロールをl・4で混合した20%粉

末(重量比)を7.5mIUの長さに詰め、両端をシリコン系{安着i'iIJで封じたものを使illし

た.

回転ケージは岡崎産業(株)製の回転ケージを用いた。この回転篭は直径33cmで、

ラットが中で一回転するごとに1mの走行置となる。活動量の測定システムは早稲聞大

学人間科学部の池田!帯士の開発したラットの活動量測定システムを用いた. {共試動物

を回転ケージで個別飼育し、 一週間おいて環境に悦らした後I:E2チューブをエーテル

麻僻下で皮 F役与し、 3週間飼育した後にチューブを除去し、さらにー遡間飼育した.

チュープ投与及び除去前後5Jヨ聞について一時間毎の平均値をとり、図3-1に示した.

く実験2>



実験手聞は基本的に第 21蓄の笑験 2と同協であった.まず供献動物を回転ケージで

飼管し、一日二回、明WIの開始直後と終了直前に各ラットの体重、IDfi肉食量‘妓J.K五t

を測定した.ケージ下に滋下した餌については、本実験では無視したが、このl遁は交

の桜食虫とほぼ同 じ!li1J態を示した.第 21主の3jlケージの実験でも、残存E耳から算出し

た結果はm下餌を差し引いて補正した娘食鼠とほぼ同じ傾向を示す}!iが分かっている.

そこで、この章では娘食は全てIDfììH't íl!の ií~ として示し.本性では第 2 平のデータを

使mする際も全て娘食量ではなく餌消従軍で示すこととした.

また， 20%粉末を諮めたE2チューブに加え、 E2とコレステロールを 1:9‘1 :19の割

合で混合した 10%紛末及び5%粉末を詰めたチュープを岡崎に用意してそれぞれを

20%E2， 10%E2， 5%E2チュープとして用い、 E2投与量の遂による作用の巡いを研究

することにした. 10%及び5%E2チュープは、 20%E2チュープに比べて]/2及び1/4の血

中E2濃度を実現することが文献から期待される[Albertet al， 1991]. この状況で一週

間の慣らしJVI聞をおいた後、さらに一週間後にラットを4鮮に分け、それぞれに

20%E2チュープ (11=11、20%E211草) ， 10%82チュープ (11=9，JO%E2群)、 5%E2チュ

ープ (11=9、5%E2群)及びCholチューブ(，1=JO、CholU宇)を皮下移摘して持続投与

した.その後さらに一週間‘問機に測定を続けた.

得られたデータは第 2:<誌と金〈同織の手順で図表化した。また、これに加えて1日の

餌消費鼠と体重変化涯の日毎の変化を様グラフにしてまとめた.さらに第 2章のデー

タも含めて.ケージによる違いについても示した.

3-3 結果

まず実験1の結果を図3-1に示した. E2移舶によ って1晴朗の回転活動誌が上持し、E2

の除去によって低下した.さらに、このE2チューブが3週間効果を持続する事が明ら

かとなった.

次 1こ実験2の結果を図3・2llに示す.まず回転活動量について、晴朗と明期.そして一

日全体について一 日ごとの変化を示した。 全てのE2役与若干で、役与2日自 に回転活動

最上昇が始まり、 5円自以降はプラトーとなった。また図3-1にみられるように、回転

活動i誌の上昇は時期のみに生じていた.また、 E2投与量による回転活動fo1の差は全く

見られなかった.この給栄をまとめて示した図3-2bにおいても同級の給J誌が得られた.
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図3-3には、処理後の体重変化について示した.全ての併で体重の日間リズムが観祭

され、またいずれのE2群においても体重増加抑制が凡られた.また.体重変化澄、餌

消費i百及び奴水量について各チューブ皮下移植前後各一週間の平均を図3-4に示した.

この図からは.明らかな体重抑制が見られたものの、平ケージの場合と途つてはっき

りした奴食抑制は見られなかった.この結果から更に処倍前後各一週間の平均値の差

を個体ごとに取った平均と、 E2による打n制j毘を各E2群について数値で示した(図3-5)。

平ケージでの結果とi立ってE2による体重増加抑制は主に暗J羽に起こっており、また鮪

ì~1 Y雪量抑制は不明i僚であった.

t琵食母については、チュープ皮下投与前日から7日目までの夜食量を一 日ごとに平均

し、平ケージでの釦消費量のデータとあわせて示した(図3-6) .すると、平ケージの

20%E2邸及び回転ケージの20%、10%E2若干ではE2チューブ投与前日に比べて2日目に

飼消費鼠の減少が見られた. Friedman検定によって変化の有無を検定すると、 20、

10%E2群で有意差が検出されたが. 5%E2及びChol鮮では有意廷は見られなかった.

さらに平ケージではE2詳の餌消費量は抑制されたままで推移していったのに比べ.回

転ケージの場合ではいったん減少した後でまた上昇する傾向が見られた.

図3・71こ体重変化について同級のグラフを示したが. Chol群以外の全てのE2群でE2

投与主主日に体重治加の仰評判が観察された.

3-4 考祭

まず、最も顕著な変化のあらわれた回転活動量について考察する.雌ラットの場合、

卵巣摘除によってこの回転活動鼠が減少し、 E2投与によって再び上昇することから.

E2がこの活動車変化に大きく関与していることは間選いない。また、このE2投与によ

る活動母上昇には紙日リズム機絡の関連が示唆される場合もあるが[Sano01 a1， 1995; 

Tho01as & Ar01SIrOng， 1989J、第 21詳の結果から考えて慨日リズム機織にE2が直後的

1: 関与しているとは考えにくい。おそらく回転活動立を引き起こす中枢は奴食や体重

の抑制lこ関わる部位とはlJlJに存在し、 82に自主lする情報と概日リズム機構からの入力を

総合して機能しているのではないかと推測された.

次に体重について着目すると、体重地1m抑制は回転ケージでも生じたが、その抑制l

は平ケージの場合と泣い、主に晴朗に起こっていることが示された.これが附則の活



動ii!繍}JUと凶述しているであろう事は容易に想像がつくが、その意味を解釈するため

に第 2t;'i:と同織にこれを日周変化と基底変化の2つの成分に分けて検討した.その結果、

体重の基底成分の鳩加が抑制される他に日用リズムの変化幅も減少している事が示唆

された(図3-10) • 

日間リ ズムの娠備の減少については、飼tiq貸f立及び授水墨が有意に変化しない以上、

時期の回転活動量のb白川lによる代議J活動の活性化による俳継の上昇がその原因である

と考えるべきであろう.つまり暗JUJの体重抑制11の指加は、 E2投与による回転活動i止

のt自加によって暗却!の新陳代謝が活性化し、排祖IJ:が駒大したり脂肪組織がエネルギー

として消費されたりした結果であると恕われる.また、基底変化についてl;l..図3-9か

らすれば平ケージの混合と比べて回転ケージの抑制傾向がやや強いが.こ のことにつ

いては後で別途に考察する.さらに、図3-5bからはE2用最依存性の傾向が見いだせる

が、あまりはっきりとはしていない.

次に鈎消費量について考察すると、 E2役与によって体重増加抑制が見られたにもか

かわらず館消費患の抑制が見られなかったのは、 E2による回転活動盈の上昇によって

代謝が活発化したことで二次的に岐食震が上昇したのが原因であることは図3-6に明般

にあらわれており、間違いないように思われる.また、この抑制が5%E2チュープ皮下

移梢時には見られないことから、 E2の娘食抑制効果に関しては閥値の存在が推祭され

る.すなわち、体重噌加抑制や活動量よ昇に比べて峡食箆抑制の起こるJIu.'TE2濃度開

{直が高い可能性が示唆された.

次に体重、餌消費盈及び回転活動量の関係について検討した.結果的には、平ケー

ジにおいてはE2役与による体1frT菌加と綴食の抑制が起こるが活動量の上昇は起こ らず、

一方回転ケージでは体重晴加抑制と活動量上昇が起こるが侠食量抑制が見られなくな

ることから、 E2による代謝モード変i車中胞の主主要な機能はおそらく体主を一定に保つ

ことであり、これを引き起こすために回転ケージにおいては活動盤上昇によ ってエネ

ルギー消貨を摺加させ、活動が制限される平ケージにおいてはかわりに奴食Eが抑njif

されてエネルギー供給を押さえるのではないか.という作業仮説l之到途するのが自然

のように思われる.

しかし、もしこのような機能的リンクが存復するなら‘このニつの反応を引き起こ

すE2濃度の閲値が築なることに対する説明が困難となる.この仮説1::従えば、 E2設与
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低減少によって奴食量抑制効巣が消失すれば回転活動量の摺加もみられなくなってよ

いはずであるが、前述のように5%E2lt'fではIl!食抑制が鋭聖書されなかったにもかかわら

ず.回転活動量は上昇していた.つまり、娘食量抑制と回転活動最上昇を司る機織は

それぞれE2に対する反応の!謝値が違っており、上記のような仮説は成立しないことが

わかる.

では、この桜食:lilと回転活動鼠の縫加をどのように解釈するべきであろうか.体重

変化盟について平ケージと回転ケージとを比較した場合、 E2役与Iff.では回転ケージの

ほうがより抑制が強い傾向がみられた(図3-8) .これは回転活動置の期加によってよ

り強い抑制がかかったと考えられる.従って. E2による摂食最及び体重抑制作用は活

動盈とは無関係に存在するが、回転ケージで飼育した場合は回転活動盤上昇による代

謝の活発化が彼食f誌や体重に二次的に影響を与え.これによってE2による妓食量の抑

制が解除される一方、体重治加の抑制 iJ~強化されたというのがより矛盾が少ない解釈

であろう.なお‘ 5%E2群ではE2による妓食抑制が見られなかったにもかかわらず‘

{関与6) .役与後一週間の平均では飼消費量が上昇していない(図3-4) .つまり、

活動量上昇は単純に綴食塁を上昇させるのではなく、 E2による綴食抑制を解除してい

るのだろうと推測されるが‘この詳しい機序については不明である.

次に奴食屋と体重の関係について考察を試みる.餌f内焚鐙はE2投与後2日目に抑制j

が始まるのに対し(図3-8) 、体mはE2投与開始笠日から既に抑制が起こっている

(図3-9) .つまり.平ケージの場合も含めて奴食の抑制よりも体重の抑制の方が1日

早く起こることが示唆された.回転活動量の上野ーは2日目以降からなので1日悶の体重

地加抑制とは関係ないためー第 2章の考祭でも述べたように照食震が抑制されること

によって体重が抑制されるーという説明は成立しないことになる.この解釈として、

中恨の切換機織の主な作用はやはり体重増加抑制であり、これによってエネルギー需

婆が滅少するために侠食が抑制されると仮定することが出来るが、これについても前

述の活動良の場合と問機にE2の閥値から考えると、 5%E2群では明般に体重上自加が抑

制されるにもかかわらず叙食抑制が見られない.つまり、体重が抑制されたことによ っ

て妓食mも抑制されたとは考えにくいことになる.さらに、第 2章で既に述べたよう

にBu(cra& Beikirch [1989]やWadc& Schn引d.er[1992]により、 E2による様食抑制と

体屯地加抑制が必ずしも直接的には関連していないことが予惣される.つまり、 E2に
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よる体重i曽加抑制と叙食抑制は独立した機機を介しでもたらされるのではないかと推

察されるのである.

最後l之、回転ケージと平ケージでの飼育環境の差について考祭する. 2-1ii:で用いた

E2チュープは本主主で用いた2U%E2チュープと閉じものなので‘体重変化の比較を行っ

たところ、 E2群においては回転ケージ鮮の方がやや抑制が強く、 Choll障については抑

制IJillの差は全〈見いだせなかった(関与8) .そこで次に、 E2併について投与前後で

の平ケージ鮮と回転ケージ鮮の体重変化、館Y肖I年盤及びJ真水道を比較した(図3-9) 。

まず体重について考えると、 E2j賞与前においては平ケージと回転ケージで体重の上昇

は同じ程度だったが、日 I司リズム幅は回転ケージよりも平ケージの方が小さい傾向に

あった.E2投与後の一口あたりの体重増加抑制は回転ケージの方が大きく 、また階j切

の体盗鴻加がより大きく抑制されており.これは日間リズム帳が小さくなったことを

意味すると考えられた(図3-6) .これを模式的にであらわすと関与10のようになる.

回転ケージではChol若干の 1日の体重増加宣は平ケージの密会と全く同じだが、日用変

化幅については回転ケージの方が小さく、環境の違いが現れた.また、 E2投与によっ

て回転ケージの方により強い抑制が現れるが.前述のようにこれはE2による抑制作用

に加え‘活動量地加による新陳代謝促進作用が二次的に加算ーされるためだと j忠われた.

餌消費量については. E2!量与前は暗期、 E2投与後は明期日音期とも平ケージよりも回

転ケージ群の方が大きかった.このことから、回転ケージ飼育潔境が、 E2による活動

最上由i凶作用とはまた別の機織で娘食量を上昇させていることが示唆された o l詰も差が

顕著だったのは奴水量で、 E2設与前後で明期暗期とも回転ケージ鮮の方が有意に大き

かった.しかしE2の投与によっては、大幅な活動fltの上昇にも関わらず全く阪水量に

影響が現れなかったため(図3-4)、娘水量はケージ環境によって大きく影響されるも

のの. E2役与やそれに伴う活動量上昇によっては変化しないことが示唆された.

Tokuyama [1982)らは回転ケージ導入によって娘食品が上昇する事を示し、阿転?査

の有無によって代謝活動に差があることを報告している.しかし娘水量に関してはこ

れに注目した論文は少なく.本研究のように明瞭に様食盛と途う動態をとる事を示し

た報告はさ藍おの釘l る限りない.この担l水量の結果が図転活耳目~f在地加と関係するかどう

かは分からないが.少なくとも何らかの形でケージ環境を反映していると忠われるこ

とから、今後の更なる検討が期待される.
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本意では、まずE2による回転活動母の培加が桜食や体重に対するE2の作用機j芋と比

較的独立性が高い機能を介しでもたらされる可能性が高いことが示され、また托l食r

減少と体屯i調加抑制の問についても直陵的な囚呆関係の存在する可能性は低いことが

分かった.つまり、 E2が回転活動盤、体重Jk.ぴ奴食盈を制御する機摘は一元的なもの

ではなくそれぞれがかなり独立性の高い中継機備の支配下にあることが示唆された.

また、平ケージと回転ケージでは、奴水虫を含むいくつかのパラメーターに差が見ら

れ‘ B員lJlが無4見できない要因の一つであるものと推測された.

3-5 小指

本寺では回転ケージで飼育したラットを用い、前章と同織のプロトコルで実験を行

うことにより、 E2投与による回転活動量、餌消費量及び体重変化の間の機能的な関連

を探った.この結果、この三つのパラメーターはE2の作用が現れるまでの時間や樹値

に濃いが見られ、相互にかなり独立性の高い機構の支配下にあることが示唆された.

また‘代謝の状祝やE2の作j刊は飼育環境1:よってかなり j金ってくることが示唆された。
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区13-1 回転ケージを用いて測定した卵巣摘除雌ラット(代表例の一個体)の1
日の阿転活動量を111寺間ごとに示した。上段にはE2チュープ移植前後の5日間の
平均を、下段にはE2チュープ除去前後での5日間の平均を示した.エラーパーは
標準誤差を示す。なお、 E2チューブ移植JVj間は3週間であった。
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11) JあるいはCholチューブ (n=10)を皮下移摘した阪の回転活動塁。エラー
パーは標準誤差を示す。 一回全体について分散分析を行うと、 Chol群との問
で‘ 10%E2ff下は21J日、 20%及び5%E2Atrは3日目から5%の有意差があらわれた.

33 



X 104 

:3 巨
~ 

i高出亙

回

投与前 投与後

8 

6 

4 

つ

。
暗期 明j羽 一日 時期 明期 一日

図3-2b IgJ3-2aに示した回転活動量についての結果を投与前後各一週
間の平均として階期、l列期及び一回全体にまとめて示した。エラー
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は振幅に変化はなく、回転ケージの場合は綴備が小さくなる (X'>X")。
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第 4章 E2投与による脳内一酸化窒素

合成酵素及びアミノ酸動態の変化
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4-1 絡言

ステロイドホルモンであるE2は脳血液関門を通過するため‘脳内に存在する E2受容

体に結合して作用をあらわすとされている. E2が脳内に作用することによってどのよ

うな神経活動が起こるかについての研究には、いくつかの琉れがあり、そのうち鼠も

大きいのはE2及びプロゲステロン役与とラット雌型性行動であるロードシスとの関連

の研究である.ロードシスはE2存在下でしか誘起されず、またE2脳内投与実験によっ

てVMHのJl!'l外側核がロードシスを引き起こすE2の作用部位であることが示されている

[BI.chc el川，1991; Bulora & Deikirch， 1989 J. しかし逆に、 E2さえ投与されていれ

ば極めて多くの神終伝達物質がロードシスに関与しうるため[Kow01 31， 1994J、E2が

実際にどのような神経伝達物質の変化によってロードシスをを引き起こすのかについ

ては現在もはっきりしていない.

E2の脳内作用に関してこれに次いで多いのはGnRHニューロンとの関連についての

研究である. E2投与によって簡単にGIlRHサージを引き起こすことができ、しかも血

中LH濃度を測定しやすいこと、免疫組織学的手法が有効なこと.さらにGnRHニュー

ロンにE2受容体が存任しないことから [Shiversel al， 1983]E2がGnRHニューロンに影

響を与える機織に研究の焦点が集まった事などがその埋由であると考えられる.これ

らの研究からは、 E2投与によるGnRH分泌あるいはGnRHサージ誘起にはGAsA， NE 

(ノルエピネフリン、Norcpinel】hrine) ，あるいはGlu (グルタミン段、 Glulamale)

などの興奮性アミノ陵が関与していることが示唆され[AdJer& C(owley， 1986; 

BarracJough， 1992; Br3nn & Mahesh， 1991.; 1991b; Demling el al， 1985; Gr311an el 

31， 1996;FJugge el .1， 1986; Hcrhison eJ .1. 1990; Herbisun el al， 1991; Herbison .1 

.1，1995; Jarry 01 01， 1992; Kimllra & Jinnai， 1994; Lcranlh出 川，1985; Lωpez et al. 

1990; Sellzer & Donoso， J992; Und. el al， 199; Wise cl .1，1981]、展近ではNO( 

酸化塗索、 山Iricoxide) との関連も報告されている [Aguan01 al， 1996; Bonavcra el 

.1，1993; Bonavera 01.1， J996]. 

E2投与による代謝系の変化に関しては.主にJI話内事l'縫紋{枝撲や、 E2を神経絞に役与

する実験によってその作用部位を探る研究が行われてきた.その結果、 E2の作用部位

として脂肪蓄積抑制については自律神経を司る視床下部の神経核、担l食母抑制はPVN‘

そして回転活動量地加はPOA (視索前野、Pr叩 plicarea) であるとする意見が有力で
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ある [Wade& Schneid巴r，J 992J.しかし、これらの神経核で主にどのような神経伝達

物質が働いて作j刊をあらわすのかは現在でもよくわかっていない.この理由の一つは.

JJM内でのE2の生殖に直接関連する作用と代謝に関係する変化を区別して評価すること

が継しいことであろう.実際、 VMHなどは代謝系と繁殖の双方にとって重要な神経核

であり、この部位での神経伝達物質の変化は特1::慎重に解釈しなければならない.

これらを区別し .E2投与によるどのような脳内変化が代謝活動変化と関連するのか

を解釈するために‘本震においては2つの手法で脳内のいくつかの神経核の変化を同時

に測定した.これによって各神経核の変化の途いからそれぞれの神経抜の役割を探り、

本研究における他章の成績ととあわせて論 じることを試みた.

まずE2の作J刊に関連性を指摘されているNOS(一般化窒素合成握手素. Nitriじ Oxid包

SYlllhase)の染色性を神経被ごとに測定し、 E2設与による影響を研究した. NOは

NOSがアルギニンをシトルリンに変化させる過程で般出されるガス状神経伝達物質で

あり、脳内で重要な役割を持っていることが広〈知られている[室田ら， 1996J. E2の

作用との関連では.E2役与による LHサージや性行動誘起にNOが重姿な役割を持って

いることが報告されており [sonaverael aJ， 1993; Mani el aJ， 1994]、またNO$陽性部

位とE2集符l邸伎はそれぞれのj階地図を比較するとllandsof CalJりa.POA、PVN、

VMH‘Amy、分界条など多くの共通部分を持っており [Slumpf，1970; Vinccnt & 

Kimura， 1992J.さらに発生段階におけるE2受容体とNOSの関連が示唆されているこ

とから[Lizasoainet 01， J996]. NOがE2による作用に何らかの関わりを持つ事が想定

されており、マウスでは脳内NOによって妓食毘や体重が上昇するという報告もある

[Morley & Flood， 1991; 1992J. NOそのものを測定することは困難であるが.

NADPHジアホラーゼ染色法(以下NOS染色)によってNOS陽性細胞を染色できるこ

とが報告されており ]sredlel aJ， 1991].本現ではこの方をNOS染色法として用いた。

これによりまず卵巣摘除ラットの11高内NOS分布を礁かめ.次にE2持続役与によるNOS

染色性の変化を測定し、 E2による脳内NO活性の変化をHtiJl!1した.

次に、パンチアウト法によって脳内神経核の組織含有アミノ殺を測定し. E2投与に

よるアミノ俊プールの変化を研究した.脳組織は脳血被凶作lによヲて生体の{自の場所

と切り放されており‘そのアミノ険代謝プールは特異なものである.その最大の特徴

はGJn(グルタミン‘ Glulamine)、GJu、Asp(アスバラギン酸、 Asparlale)及び
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GABA (y-アミノ酪1ii1. y -aminohutyric acid)の含母が他のアミノ般に比べて比較的

大きく、またこれらが神経伝達に大きく関わっていることである [AnsclJ& Riじhtcr.

1954; sradford ct al， 1977; 1989J.また、脳内でも神経核によって個々のアミノ磁含

島がかなり災なっていることが指嫡されている[Banay-Schwartzet 01. 19890; 1989bJ。

これはおそらく個々の神経核の独自の神経活動により‘それに伴う代謝系やアミノ酸

プールも独自のバランスを取ることがその原因であろうと推測される。従って長期的

な神経活動の変化に作ってアミノ鮫プールの代謝バランスが変わってくることが予怨

される.例えば、 神経活動としてGABAの放出が長期的に上昇した廃合、 GAsAの市I

JQK物質であるGJuやさら にその前駆物質のGlnの代議1も変化し、全体として新しい代謝

バランスに移行するであろう.

本事ではアミノ俊代謝プールの状態を表す街僚としてGlnと他のアミノ俊との存在比

を用い. E2持続投与による各神経核での変化を測定した. Glnは脳内で最も量の多い

アミノ酸の一つで、しかも直後神経伝達物質と して作用しないので神経伝達活動によ

る変化が比較的小さいと考えられる.

4-2 {寸料と方法

<実験1>

まず、 Vincent& Kimllra [1992]のプロトコルに従って卵巣摘除雌ラッ トの脳から作

成した切片にNOS染色を行い、脳内NOS染色陽性昔1I位を確かめた.第 21まと問織に日

本クレア社から鱗入した7週齢の雌ウィスター系ラ y トを購入後i宣ちに卵巣嫡除し. 一

週間の回復j事!をおいて内閣性性腺ステロイドホルモンの影響をのぞいた動物を供試し

た.保Mや染色の方法は以下のとうりである.

1. IItBi¥動物をネンブタールでj麻酔後へパ リン入り生息E食器王水で前滋流を行い.パラ

ホルムアルデヒドを4%台んだ0.1Mリン般緩衝液 (pH7.4) で液担任して固定を行った.

2. JI菌組織を採取し‘後図定波として15%のスクロースを潅流液に溶解したものに24

時間浸淡して後関定を行った.

3.ミクロトームを用いて闘定した脳を40μ mの厚さにスライスレ、ホルマリンを除

〈目的で リン倭緩衝液に一晩浸自主した。

4 切j十を商事素反応液(ニトロブルーテトラゾリウム O.lmg/ml 、β-NADPH
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lmg/ml、TrilonX 0.3%) に入れて37度で30分間反応させ、洗抑後にスライドグラ

スにのせて線本とした.

次に、 E2投与によるNOS染色性の変化を測定した.この供試動物を3Jljlにわけ、そ

のうち211干に第 2事でmいた20%E2チュープを皮下役与して一週間経過した後に IJJJ邦1

あるいは暗j聞に権流し、 NOS染色を行った.残りのー鮮は対照群としてCholチューブ

を皮下移随した。次に、切J\戸の顕微鏡写真を映像データとし、 NOS~色色性陽性総胞が

密集してみられたVMH/VL (VMHJI.Ii外側部、 VMH/vcnlroJatcralpart)及びVMHIDM

(VMH背内側部、 VMH/dorsomcdialpa[l)、PVN&，びAmy (屑桃核、 Amygdala)の

染色濃度をフリーソフトウェアであるN1HJmageで測定し、同織に染色されていない

部分を背呆濃度としてその値を引いてその神経絞の染色濃度とした.

<実験2>

供試動物には前項と全く問機にE2あるいはCholチュープを皮下移槌し、 一週間後に

エーテル麻砂下で断頭して悩を取り出し、 -80srで冷凍保存した.次にパンチアウト法

によってPOA、PVN、VMH(前部及び後部)及びAmyの組織を探材した.

具体的には‘コールドトーム内で凍結脳をlmmの厚さに切断し、内径O.81mmのス

テンレスパイプで目的部伎を目線で確認して探取した.組織は蛋白質を除去する目的

でトリク ロロ酢陵5%溶液内に入れ‘超音波破砕総によって組織を破砕し、 15000rpm

4S分でi童心分織によ って上澄を袋耳元し‘エーテル摘出操作によ って トリクロロ酢酸を

のぞいた後にアミノ後濃度を測定した.

アミノ般の測定には、オルトフタルアルデヒド (o-phlhalaldehyde;OPA) による

プレカラム蛍光誘導検出法を問い、 i高速液体クロマトグラフィ一法 (HPLC法)によっ

て検出した o HPLCは、オートサンプラ;851-AS、デガッサ;DG-980・50、低圧グラ ジェ

ントユニット;LG-980-02、ボンプ;PU-980、蛍光検出総;821-FP、インテグレータ;

807-1T (以上全て日本分光)により構成されている.本研究では逆指系のカラム(

CreslPak; C18S、会長;150mm、戸、l径;4.60101、粒子径;5μ m、日本分光)を恒混構

で25tに維持して誘導体化アミノ般を分縦し、励起波長345nm、議光波長445001をJIj

いて検出した.誘導体化i伎としてOPA;5m阜、 メタノール;500μ i、0.4M ホウ限緩衝

被 (pH9.00); 1ml，に重合i'i1Jとして2-メルカプトエタノール (2-01町田ploelhanolJ; 
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10μlを混合して使用した.誘導体化アミノ般は非常に不安定であるため.反応時間お

よひ'検出までの11年間が常に一定となるようにオートサンプラ内で試料10μlに対して誘

導体化液20，11を7分間反応させ.そのうち 10μ]をHPLCに注入した.移動相として

50mM酢般ナトリウム水溶液 (pH5.99-6.00) および10%テトラヒド ロフラン添加メ

タノールを使用した.

本装ii宝ではA5p‘Glu、GAJ3A、GIII、のf也にアスパラギン、ヒスチジン、セリン、

アルギニン、グリシン.スレオニン、アラニン、タウリン (Iallrine;Tau)‘チロシン

(lyr05川 町 Tyr)‘イソロイシン、パリン、プロリン、フェニルアラニン、リジン.

トリプトファン.メチオニンの各アミノ酸が測定可能であった.

得られたアミノ酸含量について、全てのアミノ般をGln含量との存在比で表した.こ

のうち神経伝達に重要であるとされるAsp、Glu，Tau 、Tyr、GABAの五つのアミノ酸

についてデータとして示した.

4-3 結果

く実験1>

卵巣摘除雌 ラット脳をNOS染色することによってlland5of Calleja，倶索上核、

VMH/VL、Amyのそれぞれの部位にNOS陽性細胞が密集して観察された.やや密度が

低いがPVNI::もやはり多くのNOS陽性細胞が見られた. POAに関しては， NOS陽性総l

胞は散征して見られたもののそれほど多くはなかった.また、 Amyから分界条を経由

し、分界条床核へ投射する経路の一部がNOS陽性であり、 AID)'のNOS陽性細胞の軸索

がこの経路を通っていることが示唆された. VMHの顕微鏡写真を写真1に‘またAmy

とPVNを写真2に示した.

次に、濃度比較の結果を図4-1に示した. E2投与によ ってVMH/VLの染色性が上昇

したが、 VMH/DM及びPVN、Arnyでは染色性に差が見られなかった.また、 E2投与

鮮の明期と暗期のデータを比較した場合には、いずれの神鯵核でも染色性に差は観察

されなかった.

<実験2>

E2役与によ ってPOA、PVN‘VMH後都及びAmyにおいてτyr濃度の減少が見られた
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(図ι2) .また各神経核ごとにかなりはっきりしたアミノ鮫含録の遠いが特徴的に見

られ、 POAにおいてはGABA濃度が、 AmyにおいてはTau濃度が高く.一方PVNと

Amyに関しては他の神経核と比べてGlu濃度が高い傾向が認められた.

4-4 考祭

E2の役与によってラット VMH/VL抜でNOS染色性が変化することは既にRachmall

el 01 [1996JやOkamurucl 01 [1.994]が指焔しているが、本研究では画像解析プログラ

ムである NfHlmagcで処注することにより定底的な解析を試み、こうした変化が

VMH(VLでは最も明瞭に起こる一方、 VMH/DMやPVN. Amyでは起こらないことを

示した.従ってVMH/VLについては、 E2がNOS活性を変化させることによってNOを

介した神経活動を活発化させることが示唆された.

この変化の意義についてRachmonel .1 [J 9961は‘ VMH/VLが性行動の中継核であ

るとされていることから、これが性行動の誘起に結びついているのではないかと推測

している.この変化が何らかの代謝系の変化を反映しているかどうかを篠認するには

吏に研究を進める必要がある

なお、 VM Hには絶食によって回転活動震を上昇させる走行ニューロンが存証するこ

とが報告されているが[Yokawa.1al， J989].この論文を見るとそのこユー ロンの位訟

はおそらく VMH前部かVMH/DMのように息われる.少なくともVMH/VLにこれが存

在するとは考えにくいため、これと本実験の結果についての関連性を論じるのは難し

いと思われる。

またOkamura 01 a] [19940Jは. POAで問機にE2によるNOS陽性細胞数が治加するこ

とを報告しているが‘本研究においてはNOS陽性細胞がそれほど認められず、 E2般う

による彩響も見いだせなかった。このような結果の違いの理Ltlとしては、 Okamura el 

01 [1994a; J994bjはJOIlgのエストラジオールペンゾエートを荷量流2日及び3目前に投

与していることから、 E2の投与方法の迷いがその原因ではないかとl1t測される.

次に、脳内アミノ酸濃度についての結果を考察する.J脳内の部位によってアミノ酸

の存在比がかなり違っており、同じ神経核では同じア ミノ後比率になる傾向があるこ

とはBUllay-Schwarlz01 al[1989.; 1989b]が指摘したとおりであった.しかし. Asp、

Glu、GABA濃度には変化が凡られず、 Tyrの減少が見られた. TyrはドパミンやNEな
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どのカテコラミンの前駆体なので、この結果はE2段与によって多くの神経核!とおいて

カテコラミンの代謝が促進されたことを示唆している.ただ、今回の結果によって

GIIIやGABAの神経活動が変化している可能性は否定できない.これらの代謝が促進さ

れたとしても. Glnの代謝も促進されてGluやGABAK~生が活性化されて結果的に同じ

Fi-在比を保っている可能性もあるからである.また.パ〉チアウト法はあ〈まで組織

!1-1の物質濃度を測定するもので、代謝回転速度とい った機能商までは推定できない.

例えばTyr濃度の変化はカテコラミン代謝の変化であると考えてよいと恩われるが.

Gluの場合はそのほとんどが代謝に関係し、実際に細胞外に放出されて神経伝達物質

として作JT!するのはごく一部だと考えられるため‘ここで見られた変化が神経伝達に

関与している保証はない.さらにこれらが神経伝達による変化だとしても、本当に代

謝系に関連した変化であるのかについては不明である. PVNI::関してはおそらくカテ

コラミンの活性化が筏食抑制などに関連すると考えてよいと思われるが、 AmyやPOA、

VMHに関してはGnRH分泌や性行動との関連が考えられ、代謝とどのように関連する

かは慎重に考える必要がある.これらの要素を排除し.代謝と神経伝達物質との関連

を切らかにするには今後なお一層の研究が必要であろう。

本章の結論としては、 E2の長期投与は脳内VMH/VL核でNOS活性の変化を引き起こ

し、さらにPOA、PVN.VMH、Amyなどの比較的広い範閥でカテコラミンの代謝変

化を引 き起こす事が示唆された.このうちPVNのカテコラミン変化についてはE2によ

る妓食仰制に関与する可能性があるが、他の神経核についてははっきりした考察は出

来なかった.

4・5 小f舌

本車では. E2による代謝活動の変化はその関連が予想される中継神経系での神経伝

造変化を測定することを目的として笑験を符った.まずE2によってVMH/VL核での

NOS活性が上昇することによって神経活動が;慈善聖を受けるという可能性が示唆された.

次にE2投与による脳内遊縦アミノ陵プールでの代謝変化を測定した結果、 POA. PVN‘ 

VMH. Amyの各神経核においてTyrの代謝の促進が鋭豊暑され、おそらくカテコラミン

の神経活動 l二界に伴う代謝系の変化によるものではないかと推祭された。
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VMHIVL 

E投与 対照

写真1.VMHIVLにおけるNOS染色性の違い
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写真2.NOS染色陽性部位:扇桃核及び室傍核
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図4-1a NOS染色した脳切片の染色濃度を測定し、 E2群 (n=7) とChol群 (n=5)
と比較した結果。エラーパーは標準誤授。有意差はT検定によって算出した。
• ...p<0.05. VMH!VL 視床下部腹内側核背外側部、 VMH/DM:同じくj段内側部、
PVN 室傍核、 Amy:蔚桃核。
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図4-1b.E2処製したラットを、明)1)j(n=7) とl倍則 (n=3) にそれぞれ潅流した切
片をNOS染色し、 NIHlmageで濃度を測定して比較した結果。エラーパーは標準
割口三立
"弐;cr:
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図4-2 E2処群 (n=5)とCholj伴 (n=5)との各アミノ般濃度比e アミノ般
はそれそ'れGlnとの存在比で表した.エラーパーは際準誤差を示す。有;怠
差はMann-Wbitney検定によって釘ー出した。E2によりTyrに有志差か羽れ
た。*...p<0.05、昨 日p<O.U1.
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第 5章 総合考察
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5・1 エストログンが代謝に与える影響とその意義

本研究では、まずE2が代謝モード変挽を抱保する中継に作用することによって妓食、

体重、回転活動sを一元的に制御しているとい う仮説をたて‘これを検証することを

目的として実験を進めたが、結果としてこれらのパラメーターに対する E2の作則はそ

れぞれにある程度の狼立性を有することが明らかとなり、ある特定の中継機椛によっ

て制御されているとは考えにくい ~j{が示唆された.これを考察する前に.この瓜では

E2による桜食、体重、回転活動鼠への彩響について、それぞれの作用機序、作用部位

及びその意義について概説を試みる.

本研究により、卵災嫡除雌ラットの体重変化は日問リズム成分と基底成分に分けて

考える事ができる事が示唆された.このうち日間 リズム成分は綬食.H!水、そして糞

尿などの排百!!:の日周リズムが原因であると考えられる.このリズムはE2投与そのもの

によっては影響を受けないが、E2投与によって暗期の活動量が上昇した場合、おそら

く代謝活動の上昇によって暗期の排出足が捕加することにより、リズム幅が縮小する.

また、このリズム幅は平ケージよりも回転ケージで飼育した場合のほうが小さいこと

から、飼育状況に影響されると恩われる.次!と、体重変化の基底成分1::ついて考祭す

る.卵巣摘除雌ラットの体重治IJ1lはどちらのケージでも同程度であるため、環境の影

響を比較的受けにくいと恕われる.またこの作用は体絡成長及び脂肪組織の蓄積によ っ

て起こり、 E2投与による体重増加抑制はこの2者が伺時1::抑制されることによって起

こることが本研究から示唆されたため、この二つについて分けて考える.

脂肪組織替磁の抑制については、この作用が脂肪組織の神経切断により弱まること

から自律神経による脂肪組織の支配が関与していると舵測され[L抗 日 rini& Wade， 

1991]、また肪肪組織そのものもE2によってNEへの反応性が上昇することが指摘され

ている[Benoil01 aJ， 1982; Hansen 01 aJ， 1980; Lacasa 01 aJ， 1991; Pasquier el aJ， 

1988; RebuffιSorive， 1987]0そこで、 E2が倶床下部では脂肪組織へのNE放出を促進

し、 一方脂肪組織ではNEの反応性を上昇させることによ って脂肪組織著書積を抑制して

いると解釈する事ができる o E2投与後の回転ケージ飼育群の体重抑制がより大きいの

は、 E2投与による体重抑制に加え、活動kil)盟加による脂肪組織消費などが起こること

が原因であろうと恩われる" Scheurinket et川 [1989]は.運動皇増加によって自律神

経由来のNE欣出が摘加することを指摘している.体絡成長抑制については、おそらく
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1!1繍軟骨に存在する E2受容体が骨の成長を停止させることが原因ではないかと敗測さ

れているrSomj叩 elaJ， 1991; Somj印 刷 aJ，1994; Somjen cl al， 1995Jが、これがケ

ージm.l，1に影響されるかどうかは不明である.

また、この体絡成長と脂肪制i総務績はその窓義が違うのではないかと推測できる.

E2による体絡成長抑制は第 1寧で述べたように体絡 を小型化することで倒体維持のた

めのエネルギー消費を押さえ、かつ繁舶のためのエネルギーを確保するために引き起

こされるのではないかと解釈される.それに対して脂肪務総への作用の意義は、卵巣

嫡除状態は妊娠状態を後倣しているとする考え方がある.ラットの場合、妊娠初期か

ら中期にかけて、 E2濃度が低〈プロゲステロン濃度が高い状態が続き、この時期にfI{

食賃上昇と脂肪組織の蓄積が包こるが‘プロゲステロンはE2の作用に対抗する性質が

あり、 Wade& Schneider [19921はこの状態が卵巣嫡除された状態に対応するとしてい

る.この場合E2が体重上自Jmを抑制する というよりは. E2の作用が弱い妊娠期に脂肪を

諮積するという解釈になる. E2が体重に彩豊聖を与える作用機序については様式図5-1

にまとめた.

持f食ill.抑制の作用機l子については現在も論議が続いており、実験tifrわれている.

Baskin el alい993]は少なくともこの作用が視床下部インシュ リン受容体の変化を伴

わないことを示唆し、 Ganesan[1994]はこれが味覚の格好変化と関連しない事などか

ら一般的な不快や食欲不娠によるものではないことを示唆 した. またCRF ( 

Corlicotropioe Releasing Faclor)の関与[Dagnaullel al， 19931、NPY(Neuropeptide 

Y)の関与IBaskinel al， 1995; Bnnavera el al， 1994J、さらにl'VNから迷走神経背面l

絞路への役射が重要であると主張する意見[Buler.剖 al，1992]や、PVNで蛋白合成を

阻害すると被食抑制が起こらないIBuleraCI al， 1993Jといった報告もある.しかしそ

の作用部位については、PVNに存在する E2受容体がその本体であるということがほぼ

定説となっている.これについては模式図5-2に示す。 PVNへのE2役与は体重への，影

響を及ぼさないという報告[Bule日 & Beikirch， 1989]と.体重にも彩響を与えるとい

う報告[PaJmer& Gray， 1986]の両方があり 、現在もはっきりした結論は符られていな

いが.系統のi藍いなどが関連していると推測される.また、 E2によって娘食最が抑制

される意義としては、脂肪務総の場合と問機に妊娠期に限食最が上昇することと関連

するのではないかとされている IWade& Schneider， 19921. 
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回転活動IIIの作用部位は、脳内神経核にE2を役与する実験から POAであるという報

告[FahrbachCI al. 1985; Wadc & Zuckcr. 1970]があり、 :Ji際にPOAの舷i事実験によ っ

てE2の回転活動議上昇が抑制されることが示されている[King.1979]0 問機に回転活

動車に関連する神経核としてはVMHがあり、この告別立に存在する定行ニューロンが絶

食によって導入された回転活動量の上昇に関与していることが知られており.神経伝

達物質の研究と合わせて解析が進んでいる [Bannai.1998; Narila el al. 1993; 1994 ; 

Nishimura. 1996; Yokawa. 1989Jo しかし、絶食によって誘導される活動鼠上昇とE2

投与による活動量 t昇はその動態が大きく違う.まず.絶食による拒否劉J最上昇は赤外

線をj羽いたi!lIJ定システムによって平ケージでも観察できるが‘ E宮による実験では観察

できない[Nishimura'lal. 1996]0次に、絶食による活動量上昇は主に明朗に引き起

こされるが. E2による活動最上昇は暗期に起こる[Bauman.1992; Nishimura el aJ. 

1996]0そして第三に‘前述のようにPOA破嫌によってE2投与による活動議泊加作用

が見られなくなるものの、絶食による活動量上昇は阻害されない[King.1979]0 これ

らのことから.絶食による活動盤上昇とE2による活動最上昇はその作用機序に遣いが

あることが維羽lされる.おそらく E2による活動量上昇は続日リズムの抑制を受けるが、

絶食による活動量上昇は概日リズムの抑制を解除するのであろう。

E2役与による回転活動長上昇機織についての様式図を図5-3に示す.なお. VMHに

E2を投与することによって性行動を誘起できる事が示されており [Blache.1al. 1991J. 

これを綴拠にしてVMHのE2受容体が回転活動量を引き起こしているとも考えられるが、

第 3章で述べたように回転活動:鼠は性行動を反映しているとは考えにくい。また、こ

の図転活動盈上昇の意義については、発情期に探索行動をよ昇させたり .妊娠苅lに活

動置を減少させるという解釈も出来るが、平ケージにおいて活動量上昇が起こらない

理由はよくわかっておらず、その作用機ff.にさEつては現在の所全く不明である.

E2による影響は観察されなかったが、校水f立についてもふれておく oE2投与やこれ

に伴う回転活動量の上昇にもかかわらず奴水震が上昇せず、ケージの種類によって変

化が見られたことはかなり怠外な結果であり、 t真水量が何らかの形で内的環境条件よ

りも外的環境条件を強く反映することを示唆していると考えられる。

ここまで述べてきた傑々なパラメーターに対するE2の作用について.それぞれがE2

長期投与実験でどのような時間経過で反応したかを図5-4にまとめて示した o E2投与
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の翌日にまず体f草地加の抑制が起こり、その翌日に娘食f査が抑制される.そして平ケ

ージ飼育の場合はそのまま舵移するが.回転ケージ飼育の場合はE2授与2日目から回

伝活動量が上昇ーし始めて5日目にブラトーに達し、体重や然食i誌もおそらくそのよ巴響を

うけて二次的に変化する.このように体重、娘食縫及び回転活動昆はそれぞれがE2の

情報を受けて独立して作用し. 全体として代謝モード変燥を引き起こすのではないか

と推終された.

5-2 代謝モード変換と繁殖戦略

こうしたE2による代謝系の変化は附i乳綴雌動物の繁殖戦略の多織さに深く関係する

ものと考えられる.実際、 E2の作用隊式は全ての附乳類に共通なわけではない.実験

j羽趨飽類に閲してだけでも.ハムスターではE2による回転活動量や娘食盆の変化はラッ

トほどはっきりしておらず[Bhatia& Wade， ]993]，またスナネズミの場合、 E2投与に

よって娯食量が上昇することが知られている[M..ss& Wade， 1977[. ドワーフジャン

ガリア ンハムスターでは、妊娠によって摂食虫が上昇するものの脂肪蓄積が減少する

[Schneid町&Wade， 1987]. マウスでは機々な結果が出ており .おそらく系統によっ

て反応が違うと恩われる[Wade& Schneider， 1992J. 

このように種や系統によって差が生じる ことについて， E2の様々な作用を司る中.fIK

機構は一元的なものではなく、今回の研究から示唆されたように、いくつかの独立し

た作用から成立していると考えた方が理解しやすいように恕われる。全ての代謝が一

元的に支配されているとした場合、環境の変化によって生殖戦略の変更が必要となっ

た場合に柔軟な対応をとりづらいが、これがいくつかの独立 した機械の接合体として

存在しているとすれば、その機能の多織性により段々な繁殖戦略が可能となるであろ

う.例えば‘妊娠j割にi胎児や泌平Lのためのエネルギーを獲得する戦略としては、 f耳食

乃を上昇させたり.あらかじめ巣に餌をため込んだり、脂肪組織を蓄積したりするこ

とが考えられるが，奴食量や体脂肪率の時計[御はこれらの戦略によって途ってくる はず

である.例えばラットは妊娠してから摂食置を上昇させて脂肪組織を務殺するが、ハ

ムスターはむしろ餌を巣に諮総し、娘食品はそれほど上昇しない[Wad包&Schneider， 

1992J.クマ、アザラシ、ヒゲクジラ績などは鰐が箆富な時期に脂肪を蓄積し、妊娠後

期から泌乳胤にかけての泌乳や個体維持は全て諮積されたエネルギーでまかない、餌
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は食べないIOf1edaJ，J 993J. これらは冬の策境条件が厳しい時期をやり過ごし.繁殖

を成功させるための戦略と考えて良いだろう.また、スナネズミiJfE2によ って摂食設

がヒ界するという事実は、おそらくスナネズミが性周期回帰中に何らかの形で鈎のf置

が悶えた方が都合のいいような繁殖戦略をとっていることを意味すると予測される.

これについては野生下での生態の研究が進むことによって検証されることになろう.

これらのことをふまえると、 E2の代議Jに与える影響はお々の生物径の繁舵戦略に合

わせて発達してきたものと忠われるため、段問の相I司性がかなり低いことが推察され

る.本研究において、 E2の作用が一元的ではなくいくつかの独立した作刷機械を持っ

て働いていることが示唆されたのには、このような背景があると舵測される。従って、

ラットで得られた知見をそのまま他の町1i乳類に当てはめることはできず‘個々の哨乳

績の繁殖戦略を考[葺し、 適応的観点に立つことによってはじめて繁殖ホルモンの生埋

作用の意義が理解できると考えられる.

5-3 繁般戦略にかかわるその他の要素について

この項では、繁殖戦略と代謝に関係する掻近の知見を引用する.

細胞質内のER (エストロゲンレセプタ一、 eslrogcn receptor)は一種類しか知られ

ていなかったが、侵近になってもうー積が発見され‘これまで見つかっていたものを

ERα 、新しく見つかったものをERsと呼称し‘これらの脳内分布についても研究さ

れている [Shughrue，1997J. これによると、 ERαとERsは脳内において分布が違って

おり、 例えばERα はVMH/VLに， ERβはPVNに特に多く分布している o VMH/VLは

紫舶に重要な神経絞であり 、またERαをノックアウトしたマウスは不妊になる

[Korach， 1994]. また.PVNは前述のように筏食と関係の深い神経核なので、この部

位のERβが摂食抑制に関与していることが推測される.

この二つの受容体はE2に対しては反応伎に差はないが、合成エストロゲン1:::対して

は!JUJ.る反応性を示すようである [Kuip町&GlIslafsson. 1997J. 例えば抗エストロゲ

ンmであるタモキシフェンは、性行動を抑制するものの奴食や体重に関してはE2と同

じ作用を持ち[Wade& Heller， 1993トこれが受谷体の溶いと関係する可能性がある.

つまり. ERα とERsがそれぞれ繁婚や代謝という別の作用を受け持つという維il!Jも

可能であるが、これについては研究が進むにつれて切 らかになるであろう.
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次に.レプチンについてふれる.レプチンは脂肪組織から分泌される蛋白質ホルモ

ンで. 体脂肪率のモニターに!Ii'l.:!であることが指摘されている [Considine& Caro， 

1996; Halllann & Mallhae.i， 1996)，今回のラットについての実験ではレプチンについ

ては観童話しなかったが.レプチンがE2投与に彩響される事実はラットでも示されてい

る[Shimizuel al， 1997Jため、このレプチンが繁殖の際のl脂肪務取に{ff[らかの作用を

担っていることは容易にHtil!1できる。さらにクマやアザラシといった脂肪務績が繁焼

成功に大きな影響を及ぼす動物にとってはそれは特に重要な要素となりうるであろう.

このように繁殖活動と代謝lこ関する研究は現在も活発に行われ始めており.町日乳額

の多彩な繁殖戦略を反映して両者をつなぐ神経機構や内分泌機椛は動物積によ って泉

なることが次第に耳目らかとなってきている.この点については個々の動物種について

詳細な解析を行 うと同時に系統発生という彼点から総合的に判断することが多様性の

背景lこ存在する統一性を理解する上で箪要になると思われる.

5-4 まとめ

本研究においては、繁殖期においてE2が隙々な生理機能に彩響を与えることに関し

て、倒体維持優先モードから繁殖優先モードへ代謝システム全体を切り替える中程機

織の存在を仮定し、複数のパラメーターに対する E2の作用綴式を解析することによっ

てこの中継機械について検討を行った.その結呆、 E2の持つ体重、様1生、摂水及び回

転活動量に対する作}十11革式はそれぞれかなり独立性の高いことが示された.また、 E2

投与によってVMH/VLのNOS陽性ニューロンや、 POA、PVN、VMH、Amyの各部位

でカテコラミンの代謝促進が示唆され、 E2が脳内のかなり広い範聞で神経伝達に影響

を与えている可能性が示唆された.これらのことから、 E2の代謝による影響は、ある

特定の中板部位が一元的に市11御しているのではなく‘複数の中継部位がある程度の独

立性を維持しながら、しかもE2情報を うけて協劇的に機能しているであろ う事が般祭

さhた.

このように代謝制御経路を複数持つことによって環境に応じた繁殖戦略の変更が容

易となり‘結果として附乳簸の繁殖戦略の多係性が生み出されて1，.¥ったのではないか

と考えられる.従って.動物の繁F直系と代謝系の関連を研究する際にはその動物の繁

殖l桜田高までを但野に入れてはじめて)ill解が可能となることが示唆された.
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E2投与による体重増加抑制の機構

E2 脂肪蓄積抑制

¥三l体重馴抑制l
ム成長抑制 -----

図5-1 E2による体重i償却l抑制機構。E2は視床下部に作用してNE放出を促進

し、さらに脂肪組織に直後作用することによってNEへの反応性を上昇させ、

これによって脂肪の蓄積を抑制する。さらに成長抑制については、骨端軟骨

に存住するE2受容体の作用によるものであると言われている。この二つに

よって体重培加が抑制されると推測される。 E2処理後24時間以内に体重t留加

抑制作用が現れる。
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E2投与による摂食抑制の機構

、州
-----コ回

概lヨリズム

図5-2 E2による綬食震抑制機構。 V附 fはSCNからの概日リズム情報を受けて摂食

の明暗リズムを作り 出すが、この経路にはE2は関与しない。 E2はPVNに作用し、何

らかの蛋白合成の過粍を経て摂食行動の抑制を引き起こすが、このJilJ制は日周リズ

ムに影響されない。 E2処理から2日後に作用があらわれる。
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2¥
 

①→ l活動吋

E2投与による活動量上昇の機構

図5-3 E2による活動量増加機構。 E2が直接POAIこ働き、さらにSCNの

概日リズム情報と何らかの形で統合され、 l清j羽のみの回転活動量上昇

を引き起こすが、詳しい神経経路は不明である。 E2投与後2日@Iから上

界し始め、 5日目でプラトーに達する。
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E2投与による代謝への影響

~1~ 
体重刷H抑荷雇め @至trJJ*Ij~tJ." G活動量 lニ界機構〉

(回転ケージ飼育のみ)

抑制側始

始
向
問
問

回
目
V

H
q刊
川

上昇開始

抑制強化
4・トーー

抑制解除

プラトー

、、
j 〆¥、， k' ./ 

(繁殖優先の代謝モードに移。

図5-4 E2投与による代謝への影響。それぞれの機織がE2を受けて作用し、

結果として代謝系金体が繁嫡俊先モードへと移行する。回転活動量の1ll'iIJn

がイ本塁や伎食量に影響を与えることは観察されたが、体墓地加やt'l食最の

抑制が他のパラメーターに影響を与えているかどうかは不明である。
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総括
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全ての動物は究極的には自己の適応度を上げるべく行動していると理解されている.

このことは行iliIバドJ指絞についてだけでなく、内分泌や免疫機能といった生息学的観点

からも妥当な解釈であることが多い.高等動物の場合、自身の有する遺伝子セットを

次世代に継放し、繁殖成功をおさめ適応度を上げていくためには、個体維持活動と繁

敏活動の二つの局面が必要不可欠である.個体維持活動とは恨食、Il(水、呼吸などに

よって代謝エネルギーを鐙得し、それを消費しながら個体の生命を存続していくこと

であり、 一方、繁舷活動とは性行動や母性行動の発現を介して子孫を妓し泣伝的情報

を継承していく活動のことである。この個体維持活動と繁娘活動は対立的要素を本来

的に内包しており、このため両者のいずれかが個体のライフサイクルの中で適切な時

期に使先的に発現されてこそ、その倒体は繁殖成功を収めることが出来ると考え られ

るが.その実体については未だ明らかにされていない.

本論文は51まより構成され、以下のようにまず第 1章では性腺ステロイドホルモンで

あるエストラジオール17β(E2) が機々な生理的機能を統合的に変化させることによ

り個体維持活動から繁殖活動への変換が図られるという作業仮設をたて、第 2:4':と第

3草では実際にこの変換の過程を観祭するための笑験を行い、第 4草ではこうした変

化に伴うJ脳内神経紘でのー酸化笠素合成傍素 (NOS)及びアミノ般濃度の変化につい

て検討し、これらの検討結果を基礎として第 5意で総合考察を展開した.

第 l章では、これまでに繁殖と代謝の関係について行われた過去の研究成果を慨観

し、本研究の背景と目的について解説した. Dili干し額の雌動物にとって妊娠、出産、泌

手しといった-isの繁殖活動は、同種の維に比べてかなり大きなコストを伴うことが予

怨される.餌不足や環境の慈化‘ストレスなどによって万が一母体に障害が及んでし

まうとl治チや乳子は生存できず、その雌に とっての繁積成功は望めないことになる.

このため、繁殖の成功確率が低い環境条件下では、 雌動物は繁植活動を一時的に停止

し‘次の繁殖機会の到来を待つ事が多い.その反面、成功する見込みがそれなのに高

いと判断される場合には、個体の代謝的活動全般が繁猫活動に集約されるべく準備が

箆えられることになるのであろう.こうした変化は、個体維持優先モードから繁殖優

先モードに切り答わる、いわば生命機能のモード変換に例えることができょう.すな

わちこれは、今まで専ら個体維持のためだけに'stやされていた代謝エネルギーが.遺

伝情報の~!jþ;といった観点、からの浪重要繰越である繁般活動に振り向けられることで
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あり、しかもそのことで倒体維持!と危険が及んでは意味のないことから、このモード

変燥の背景には繁般を可能ならしめる代謝エネルギーの巧妙な分配調節機構の存在が

怨定されるのである.そして、その機織の鍵を録る主要因の一つは、雌動物の繁殖活

動のほぼ全ての局前に深くかかわり、個体の生存には必須でないまでも子孫を銭して

いく」こでは必要不可欠であることが知られているE2であろうと推察される. E2は繁殖

活動にl直後的に影響を与えるだけではなく、体重やH!食畳の低下、骨端形成の誘導や

脂肪組織の減少、自発百!i!WJiitの地加など、 一見繁殖には直後関係ないように思える生

息作用も数多く有することが知られている.このことは、 E2tJ~代謝系全般に作用して

個体総持俊先モードから繁殖優先モードへの変化を街路するホルモンであると仮定す

れば理解が可能である。

そこで第 2:1までは、まず雌動物においてE2の持続段与が体重や鋭食筏水債といった

代謝系のパラメーターにどのように影響を与えうるかという点に着目して笑験を行っ

た.まず平ケージ内で飼育した動物について、体重及び頭尾長の緩日変化に対するE2

の影響を調べた. 7週齢のウィスター系雌ラットを卵巣摘除して内閲性E2の影響を除

去し、 一週間の回復期間をおいてE2を封入したシリコンチュープを皮下移摘し、 ~fi古

期における生理的E2濃度を長期間持続的に維持したものを繁殖モード、また対照群と

してコレステロールを封入したシリコンチューブを皮下移値したものを個体維持モー

ドとして.両鮮の個体について一週間ごとに体重及び頭尾長を測定した. E2投与は 3

週間とし、その後さらに4週間の記録を行った.その結果、 E2の持続的投与は加齢1:::

伴う体illと頭尾長の泊加をいずれも顕著に抑制した.またこのE2による体重地加の抑

制には、体協の成長抑制と脂肪組織お積の抑制の両者が相加的 1:::凶与することが示唆

された.

次にE2による体重、娘食畳及び担i水訟の抑制パターンについてより滞納に解析す旦

目的で、一 日の中の明Jl!Iと時期の変化畿をそれぞれ測定し比較した.前実験と問機に

E2投与によ って加齢に伴う 体重i曽加が停止しH!食量も減少したが、体遺と被食f立に対

する抑制の程伎については明wl と時期の問で~はみられず、これらの結果から. E2は

脂肪誌積、体格成長及び奴食毘に対していずれも抑制的に作用す~ことが切らかとな

り、また体重変化や奴食誌にはl児らかな日周リズムがfi'征するもののE2の作用は概日

リズム機構に直接的には共脱していないものと縫察された.
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次 f:: 買~ 3 草では、前章の平ケージとは~なり、自発的に運動できるという怠味でよ

り自然環境条件に近いと思われる自発活動最~1 ì'EJll回転縫付きケージ(回転ケージ)

を用い、回転活動虫の測定も合わせて同様の観擦を行った.またシリコンチューブの

E2合i誌を前常と同じものに加えて1/2及び1/4に下げたチューブを作製し、 E2作用の月1

til依存性についても検討した.その結泉‘ E2投与によって暗期の回転活動誌のみが著

しく上昇したが、その際にはE2濃度に対応した差異は認められなかった.また.前主主

の実験結果と同綴 1;:体重地IJ日 tJ~抑制されたが、平ケージの場合に比べて銅I制の程度が

やや大きく、 E2のj刊盛に依存する傾向も綴狭された.一方、平ケージでの結果と違っ

て、桜食屋の減少は観察されなかった。こうしたデータを平ケージの場合も含めて静

細に解析してみると、間条件下とも体重増加1の抑制がE2投与主主自に開始したのに対し

て.娘食量抑制はそのさらに翌日以降に起こっており、また回転ケージでの奴食抑制

の程度にはE2投与信についての!n11依存性がみられたが、いずれの場合もいったん減

少したのちに元のレベルへの回復が観察された.この回復は運動鼠の著しい上昇に起

I~するものと考えられた.本主主の結架から、 E2の体重や鎮食 b1への作用には期最依存

的傾向の認められること‘また平ケージの腐合と違い、回転ケージにおいては明期と

暗期の問でE2の効果に差の生じることが示された.

第 41主では、こうしたE2の作用発現への関与が予想される脳内部伎に着目し、いく

つかの神経核におけるー酸化窒素 (NO)とアミノ俊の動態について検討した.脳内で

NOは神経伝達物質として係々な脳機能の発現に重要な役割を持つことが示唆されてい

る.そこで、 NOの合成を司るNOSの発現を百事業染色t去を用いて検出し、 E2投与の影

響について検討したところ、視床下部腹内側核管内側部においてE2による染色性の樽

加が見られた.初期と附j羽の問ではこの染色性にAはみられず、被床下部Rji:内側該背

内側宮sにおいてE2により合成促進される NOがE2の中仮作用に関与しているものと推

察された.次に、パンチアウト法により各神経核の組織を係取してそのアミノ酸含Jli

を測定し、これがE2投与によってどのように変化するかを調べた.その結果、 E2投与

税では視索前野、 2長傍核、腹内側|支及び扇憐核においてチロシン濃度の減少が観察さ

れた.チロシンはノルエビネフリンやドパミンなど箆婆な神経伝達物質であるカテコ

ラミンの前駆物質であることから、これらの各神経{去においてカテコラミンを介した

神経伝達活性の光進がjfg察された。
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第 5J;¥:では.以上の結果を総指し、個体維持の維持モードから繁殖モードへのスイッ

チングlこ関するE2の中絶作用機序について考察を行った. E2による体重地加抑制がE2

投与翌日から生じたのに対して、叙食盆抑制は一日遅れて観祭されたことから.まず

持I食恐抑制が体重減少の直後(19な原凶とは限らないことが示唆された.さらに、 E2に

よる体護栂加抑制と桜食監事11市Iでは閥値に差が認められるなど、両者を司る機構は同

ーではないことが示唆された.また、 E2による体重やm食最への影響が'llケージと回

転ケージではやや異なっており、その要因として後者における活動量上昇が推測され

た.活動鼠の上昇がJ'lJ食昆回復や体重地』日抑制を引き起こす可能性は否定できないが、

今回の成総からは、むしろE2により侠食および体重治加の抑制される機梢が、活動

の制邸機織とは別個に存在していることが般測された.またE2は特定の視床 F部神経

1去における NOやカテコラミンの代謝i回転に影響を与えることで多面的な向中躯作用を

5在感している可能性が示唆された.

これらを総合すると、 E2による体重培加の抑制、奴食の抑制そして活!WJ)宣治加の背

景:となる中犠機構は‘いずれもE2によって個体の代謝を制御し個体維持活動から繁舷

活動へ変化させる統合的機能翻節機織の一部ではあろうが.各々については相当程度

狼立性の高いシステムから縞成されていることが推察された.このことは哨乳類の繁

殖戦略の多様性の大きさと関連しているのかもしれない.例えば‘この織な生命機能

のモード変換に関わる機織が多元的構造を有しており、ある程度の許容範悶内で独立

的にE2に反応しうるとすれば、繁殖活動の開始に際して起こ りうる探境の急激な変化

や突然変異によって仮にいずれかの機能が不剃をきたしたとしても、)jIJの機構による

補填あるいは代償をより効率的に行えることになろう.そして、こうした柔軟性を待

つ対応段式が結呆として遺伝的変異の極内蓄積を可能とし.これにより進化やi直応の

j&!絞が促進され、ほ手L績の繁般戦略の多傑性が生み出されたとも考えられる.

以じ本研究の結果から.出産動物における個体維持から繁般へのモード変換に関わ

る主要な代議{的反応の制御機構は‘性腺シグナルであるE2に対してそれぞれ特典的な

反応段式を有しながらも個体としての合目的々反応を司る統合的な中偲制御機構の要

素として互いにiili傍することで協劇的変化を実現していることが示された.
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