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序論 

 

現代はストレス社会とも呼ばれるほど社会にストレスが蔓延している。2008 年度の内

閣府の調査によれば、日頃ストレスを「とても感じる」、「やや感じる」と回答した人が 56.9％

と過半数を占めており、ストレスを「あまり感じない」、「まったく感じない」と回答した

人の割合より 30.8%も多い 1。適度なストレスはエネルギーとなって体にプラスに働くこと

もあるが、過度のストレスは体にダメージを与え、ときに重大な問題へと発展する。 

消化管はストレス感受性が高い組織であり、ストレスによって胃の痛みや胸焼けなど

の不快な症状が発生することも多く、胃腸の炎症や潰瘍、癌などの重大な疾患へと進展す

る場合もある。胃食道逆流症（GERD）は、胃酸や胃内容物が逆流することによって胸焼け

や呑酸などの不快感やそれに伴う合併症が生じる上部消化管疾患で 2、日本では 2009年に

ガイドラインが策定され新しい疾患概念として注目されるようになってきた。GERD 発症の

原因には、胃からの逆流を防止する役割をもつ下部食道括約部の機能低下や、胃酸分泌過

多、胃運動機能低下、食道クリアランスの低下などが挙げられるが 3、その背景にはストレ

スがあると考えられている。GERD の病態には、炎症などの障害が認められる逆流性食道炎

と、内視鏡的に食道炎などの障害が見られない非びらん性胃食道逆流症がある。GERD患者

の過半数が後者であり、前者と比較して胃酸の分泌が少ないため、GERD治療の第一選択薬

である胃酸分泌を抑制するプロトンポンプ阻害薬の効果が低いことが報告されている 4。一

方、上腹部症状が存在するのに炎症や潰瘍などの器質的な疾患が認められない病態は、機

能性ディスペプシア（FD）と呼ばれている 5。これまで慢性胃炎・胃下垂・胃アトニ―など

と診断されてきた疾患であり、日本ではまだ治療ガイドラインを作成している段階である。

FD の病態には多因子が関与しており、GERD（特に非びらん性胃食道逆流症）を含む他の

疾患との症状のオーバーラップがあることから 6、これら疾患の診断や治療を難しくさせて

いるという現状がある。これらの疾患患者は、高齢化や食生活の欧米化、診断の進歩など
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によって増加の傾向があり、病態のメカニズム解明と適切な治療法の確立が必要である。 

医学的なストレスの概念は、1936年に H. Selye が「ストレス」という言葉を初めて用

い、外界からの様々な刺激に対し生体が非特異的な反応を示すことと定義したことにより

確立された 7。Selyeは、このストレス反応の中心は視床下部―下垂体―副腎皮質系（HPA axis）

であることを示している。これまでの多くのストレス研究の成果から、ストレス応答には

脳が重要な役割を果たしていることが明らかになってきているが、その中心にあるのが視

床下部室傍核の corticotropin-releasing factor（CRF）ニューロンである。生体が受けたストレ

ス情報は、様々な神経経路を介して室傍核の CRFニューロンに伝達され、HPA axisが活性

化されてストレスからの回復が図られるが 8、うつなどの精神疾患や加齢などによってこの

ストレス応答は異常な反応を示すことが知られている 9, 10。現代のストレス社会では不安障

害やうつ病などストレス関連疾患は増加しつつあり、また、これら疾患に伴う食欲不振は

栄養不良や衰弱、病死に結びつく大きな問題となっている。高齢化が進む今、高齢者の精

神的ストレスによる食欲不振のメカニズムは未だ十分に解明されておらず、課題として残

されている。 

以上のように、わが国においてはストレスに関連する疾患は増加の一途をたどってい

るが、その発症には様々な因子が複雑に関与しており、真の原因は未だ明らかになってい

ない。病態のメカニズムを解明することは適切な治療法を確立するうえで必須と考えられ

る。そこで本研究は、ストレスに関連する疾患として 1) GERDの消化管機能障害、ならび

に、2) ストレスによる高齢者の摂食障害の二つを取り上げ、これらのメカニズム解明を目

的として動物モデルを用いた検討を行った。 

本論文は二部構成とし、第一部「胃食道逆流症モデルにおける基礎的研究」では、第 1

章として GERDモデルラットにおける消化管運動障害に関する検討を行い、モデル動物の

病態を評価するとともに、消化管運動および摂食を亢進させる作用をもつグレリンを投与

してその反応性について検証を行った。第 2章では GERD モデルラットにおける食欲関連

因子に関する検討を行い、食欲関連のホルモン分泌およびその mRNAの発現について評価
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するとともに、グレリンを反復投与してその反応性について検証を行った。第二部「加齢

マウスにおける基礎的研究」では、第 3章として加齢マウスへの新奇環境ストレス負荷に

よる摂食低下に関する検討を行った。摂食低下のメカニズムとして、視床下部室傍核にお

ける CRFニューロン上のセロトニン 2C（5-HT2C）受容体に着目し、その関与について薬理

学的および組織化学的アプローチから検討を行った。 
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第一部 胃食道逆流症モデルにおける基礎的研究 
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第1章 胃食道逆流症モデルラットにおける消化管運動障害

に関する基礎的研究 

 

第1節 背景 

 

GERD は、胃酸や胃内容物が食道へ逆流することによって不快感および合併症が生じる

疾患である 2。胃酸による食道粘膜の障害には下部食道括約部の機能低下および食道クリア

ランスの低下が関与しており 3、胃酸分泌を抑制するプロトンポンプ阻害薬が GERD 治療の

第一選択薬とされている。酸逆流患者では胃排出遅延が生じることが多く 11, 12、5-HT4受容

体作動薬である消化管運動促進薬の投与によって GERD 患者の症状はある程度改善する 13, 

14。そのため、胃運動障害も食道への酸逆流に関与していると考えられる 11, 12, 15, 16。しかし

ながら、この胃運動障害の原因は十分に明らかになっていない。 

グレリンは 28個のアミノ酸から成る成長ホルモン放出促進因子受容体（GHS-R）の内

因性リガンドであり、主に胃内分泌細胞から分泌される 17, 18。グレリンには、3番目のセリ

ン残基が ghrelin O-acyltransferase（GOAT）の作用によりオクタノイル化修飾されたアシル

グレリンと、非修飾型のデスアシルグレリンの 2種類のフォームが存在し、アシルグレリ

ンが活性化体として機能していると考えられている。グレリンは成長ホルモン（GH）分泌

促進作用に加え、強力な食欲促進作用 18, 19や、消化管運動促進作用 20-22が報告されている。

In vitroにおいてグレリンは、ラットの前胃および胃前庭部の筋条片を収縮させること 23, 24

や、グレリンの投与が用量依存的に胃前庭部の phaseⅢ様収縮を惹起し、げっ歯類 25-27およ

びヒト 28において motility index（MI）を増加させること、さらに、グレリンおよびグレリ

ン受容体作動薬である GH-releasing peptide-6の投与は、シスプラチン投与マウス 29および

胃不全麻痺を伴う糖尿病マウス 30における胃排出遅延を改善することが報告されている。

グレリンのこれらの作用は、迷走神経求心路を介して中枢神経系に作用し、遠心路を介し
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て消化管運動を促進すると考えられている 22, 31, 32。しかしながら、グレリンシグナル伝達障

害が GERDにおける消化管運動障害に関与しているかどうかは不明である。 

六君子湯は、さまざまな消化管症状を呈する患者に広く処方される漢方薬である。臨

床において FD に関連する消化管愁訴を改善することが報告されており 33, 34、多施設二重盲

検群間比較試験でその有効性が証明されている 35。近年では、六君子湯が基礎および臨床に

おいて GERD 患者の食道への酸逆流や関連症状を減少させることや 36-39、さらに、六君子

湯が胃からのグレリンの分泌を促進し 40, 41、グレリン受容体の感受性を増強する 42ことも

報告されている。 

本研究では、グレリンシグナル伝達障害が GERDにおける消化管運動障害に関与して

いるとの仮説を立て、この仮説を検証するため、GERDのモデル動物において、血中グレリ

ン濃度と外因性グレリン投与の影響について検討した。さらに、この GERD モデルにおい

て、六君子湯がグレリンのシグナル伝達を改善するかどうかの検討を行った。 
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第2節 材料・実験方法 

 

実験はすべて㈱ツムラの動物実験審査委員会の承認を得たプロトコール（承認済プロ

トコール No. 09-22、10-047、11-010）に従って実施した。 

 

第1項 実験動物 

日本クレア㈱から 8週齢の雄のWistarラットを購入し、12時間照明（7時～19時）で

温湿度を一定に保った条件下で管理した。飼料および水は自由に摂取させ、4–5匹のグルー

プでケージに収容した。動物実験はすべて 9時～18 時に実施した。日内変動の影響を回避

するため、実験の 24時間前に給餌を中止し、13時～16時に血液および組織サンプルを採

取した。尾静脈内投与は、無麻酔でラットホルダーを使用して軽く保持し、温水で尾を温

めて行った。26ゲージの注射針を用いて過度のストレスを与えないよう被験物質をゆっく

りと投与した。 

 

第2項 被験物質 

ラットグレリンは㈱ペプチド研究所から購入し、saline（大塚製薬㈱）に溶解した。

Cisapride（5-HT4受容体作動薬）は Sigma–Aldrich社から購入し、0.1% carboxymethyl cellulose

に懸濁した。六君子湯（㈱ツムラ）は、8種類の生薬［蒼朮（Atractylodis lanceae rhizoma）、

人参（Ginseng radix）、半夏（Pinelliae tuber）、茯苓（Hoelen）、大棗（Zizyphi fructus）、陳皮

（Aurantii nobilis pericarpium）、甘草（Glycyrrhizae radix）、生姜（Zingiberis rhizoma）］を混

合して熱水抽出し、噴霧乾燥したものである。六君子湯は 1.2% wt/volの濃度で蒸留水（DW）

に懸濁し、10日間 GERDラットに自由に摂取させた 39。六君子湯の 1日の摂取量は約 1000 

mg/kg相当であった。 
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第3項 GERDモデルの作製 

Omura らの方法 43, 44に従ってラットに外科的に GERD を誘発した。24時間の絶食後に

エーテルで麻酔をかけ、正中線で開腹した。胃と十二指腸を体外に露出させ、1-0絹糸（㈱

夏目製作所）を用いて前胃から腺胃への移行（境界）部分を結紮した。幽門の十二指腸側

を 2 mm 幅の 18-Fr ネラトンカテーテル（テルモ㈱）で覆い、5-0 ナイロン糸を用いて十二

指腸漿膜の表面に縫合し、固定した。胃と十二指腸を腹腔内に戻して閉腹した。Shamラッ

トについては、開腹して胃と十二指腸を約 1分間露出させた後、腹腔内に戻して閉腹した。

処置後、ラットはさらに 24 時間絶食とした。GERD 処置の翌日から自由に摂食させたが、

栄養低下の影響を検討する目的で sham処置を施した pair-fed群を設定し、前日のGERDラッ

トの摂餌量と同量の飼料を与えた。 

 

第4項 胃排出能の測定 

胃排出能は、既報の方法に従って評価した 45。GERD処置から 10日後、絶食させた sham

ラットと GERDラットに、10-Frネラトンカテーテルで 2.5 mLのシリンジに接続したテフ

ロンチューブ（内径 1.68 mm）を用いて、標準粉末飼料（オリエンタル酵母工業㈱）と飼料

の固形度を上げるためにガラスビーズ（φ0.2 mm; アズワン㈱）を混合して調製した試験食

0.5 mLを経口投与した。試験食は粉末飼料 16 g、ガラスビーズ 20 g、DW 40 mLを混合して

調製した。試験食の投与 2時間後または投与直後（100% control群）にラットを断頭し、正

中線に沿って腹部を切開して、幽門部と噴門部を結紮した後、胃を摘出した。胃内容物は

DWを入れた 50 mLチューブに回収し、遠心分離した。上清を捨てて 45℃で一晩乾燥させ

た後、重量を測定した。以下の算式に従い胃排出能を計算した：胃排出能（%）＝（1 − A/B）

× 100。A は試験食投与 2時間後に胃から回収された試験食の乾燥重量であり、Bは 100% 

control群の胃から回収された試験食の乾燥重量平均値である。Cisapride（20 mg/kg）は、GERD

ラットにおける消化管運動促進薬の効果を明らかにするため、試験食投与 1時間前に経口

投与した。 
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また、胃排出能に対する外因性グレリンの作用を検討するため、試験食投与直後にラッ

トグレリン（3または 10 nmol/rat）を尾静脈内投与し、1時間後の胃排出能を測定した。さ

らに、GERD処置後 10 日間、GERD ラットに六君子湯（1.2% wt/vol）を DWに混合して自

由に摂取させ、GERD 処置 10日後、1 nmol/ratのグレリンを尾静脈内投与し、1時間後の胃

排出能を測定した。対照群には DWのみを摂取させた。 

 

第5項 摂餌量の測定 

GERD 処置後、ラットを個別にケージに収容し、10日後に 24時間累積摂餌量を測定し

た。また、摂餌量に対する外因性グレリンの作用を検討するため、ラットグレリン（3 nmol/rat）

を尾静脈内投与し、1時間後の摂餌量を測定した。摂餌量は摂食前と摂食後の飼料重量の差

として計算した。摂餌量の測定は、自由摂餌下で行った。 

 

第6項 Strain gauge force transducer の取付け 

24 時間の絶食後、ラットにペントバルビタールナトリウム（共立製薬㈱）を腹腔内投

与し麻酔した。GERD処置を行った後、胃前庭部および十二指腸漿膜の表面に輪状筋収縮を

測定できるように strain gauge force transducer（F-08IS；スターメディカル㈱）を縫着した。

さらに、ヘパリン添加 salineを充填したカテーテルを頸静脈に固定した。術後、ラットを個

別にケージに収容し、さらに 24時間絶食とした。 

 

第7項 胃十二指腸運動の解析 

GERD 処置から 10 日後、24時間絶食させた自由行動下の覚醒ラットにおいて胃十二指

腸運動を測定した。ブリッジボックス（FB-01；スターメディカル㈱）を介してプリアンプ

（FS-04M；スターメディカル㈱）に strain gauge force transducerを接続した。データは MP150

（Biopac Systems社）を用いて記録し、AcqKnowledge（Biopac Systems社）を用いて解析し

た。PhaseⅢ様収縮を観察するため、胃十二指腸運動を 2～3時間モニターした。 
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胃十二指腸運動に対する外因性グレリンの作用を検討するため、頸静脈カテーテルか

らラットグレリン（3 nmol/rat）を投与した。投与前後の phaseⅢ様収縮の頻度と MIの変化

によって薬剤の影響を評価した。既報の定義 46を若干変更し、phaseⅢ様収縮は短時間（5

分以内）に強い収縮（最大収縮の大きさの 1/3超）が 3回以上見られるものと定義し、MI

は、1分間当たりの収縮記録曲線下面積の平均と定義した。 

また、GERD処置後のラットに、六君子湯（1.2% wt/vol）を 10日間自由に摂取させ、

胃十二指腸運動の測定を行った。対照群には DWのみを摂取させた。 

 

第8項 血漿グレリンおよび GH値の測定 

GERD処置 10日後、ラットを断頭してアプロチニン（和光純薬工業㈱）およびEDTA-2Na

（㈱同仁化学研究所）を入れたチューブに血液を回収し、既報 41の通り血漿サンプルを得

た。ただちに 4℃で血液サンプルを遠心分離し、1 mol/Lの HCl（1/10量）で血漿を酸性化

し、測定まで −80℃で保存した。血漿グレリン値は、Active-および Desacyl-Ghrelin ELISA Kit

（三菱化学メディエンス㈱）を用いて測定した。血漿 GH 値は、酸性化していない血漿サン

プルを用いて、Rat/Mouse GH ELISA Kit（Millipore社）にて測定した。また、GH分泌に対

する外因性グレリンの作用を検討するため、ラットグレリン（3 nmol/rat）を尾静脈内投与

し、0、10、30、60分後の血漿 GH値を測定した。 

 

第9項 免疫組織化学的研究 

GERD 処置 10日後、24時間絶食したラットから胃を摘出した。胃体部の一部を 10%ホ

ルマリン／リン酸緩衝液に入れて 2日間固定した。胃の近位部から遠位部に沿って 1.5 cm

の切片を切り出し、パラフィン包埋し、免疫組織化学的染色を行った。メタノール含有 3%

過酸化水素を用いて、内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害した。PBS で洗浄後、1：500に

希釈したポリクローナル抗グレリン抗体（㈱トランスジェニック）を用いてパラフィン切

片を 90分間インキュベートした。切片を PBS で洗浄し、免疫組織化学染色キット
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（MAX-PO；㈱ニチレイバイオサイエンス）を用いて 20分間インキュベートし、再び PBS

で洗浄し、3,3'-ジアミノベンジジン溶液を用いてインキュベートした。胃体部切片における

グレリン陽性細胞数を計測し、縦断面の粘膜 1 mm当たりのグレリン陽性細胞数として表し

た。 

 

第10項 RNAの抽出および RT-PCR 

GERD 処置 10日後、胃体部と視床下部をマイクロチューブに回収してドライアイス上

で凍結させた。凍結後は −80℃で保存した。組織をホモジナイズし、RNeasy Universal Tissue 

Kit（Qiagen社）を用いて RNAを抽出した。RNA溶液は 100 ng/μLに希釈し、70℃で 5分

間反応させた後、氷上で冷却した。RNA（1000 ng）は TaqMan Reverse Transcription Reagents 

Kit（Applied Biosystems 社）を用いて逆転写反応を行った後、TaqMan Universal PCR Master 

Mix（Applied Biosystems 社）を用いて PRISM 7900HT Sequence Detection System（Applied 

Biosystems社）で定量的 PCR解析を行った。mRNA発現量は β-actinを内在性コントロール

として補正を行い、Δthreshold cycle（ΔCt）値：ΔCt ＝ 2(-|A - B|)で表して発現量の比較を行っ

た。Aは β-actinの、B は標的遺伝子の閾値に達したサイクル数である。用いたプライマー

とプローブ（Applied Biosystems 社）は下記の通りである：Actb, Rn00667869_m1; Ghrl, 

Rn00572319_m1; Ghsr, Rn00821417_m1; Npy, Rn00561681_m1; AgRP, Rn01431703_g1。 

 

第11項 統計解析 

データは各群の平均値±標準誤差として表した。F検定後に Student’s t-test 又は

Aspin-Welch’s t-testを用いて、あるいは一元配置 ANOVA 後に Dunnett analysis を用いて、統

計的有意性を検定した。有意水準は P < 0.05とした。 
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第3節 実験結果 

 

第1項 胃排出能および摂餌量 

GERD処置10日後、GERDラットの体重は shamラットと比較して有意に低下した（sham

ラット 247.3 ± 2.0 g；GERD ラット 202.4 ± 4.7 g；P < 0.001）。また、GERD ラットにおける

胃排出能は shamラットと比較して有意に低下した（図 1A）。消化管運動促進薬である

cisapride（20 mg/kg）の投与は、shamラットの胃排出を有意に促進させ、さらに、GERDラッ

トにおける胃排出低下を改善した。GERDラットの 24時間累積摂餌量は shamラットと比

較して有意に低下した（図 1B）。 

 

図 1  Shamラットおよび GERDラットの胃排出能および摂餌量 

A) 胃排出能、B) 24時間累積摂餌量。データは平均値±標準誤差で表示（n = 6–16）。 

### P < 0.001 vs. vehicle 投与群。*** P < 0.001 vs. shamラット。 

 

 

第2項 胃十二指腸運動 

GERD 処置 10 日後の sham ラットおよび GERD ラットの胃前庭部および十二指腸にお

ける空腹期収縮運動を図 2A, Bに示す。GERDラットの胃前庭部の phaseⅢ様収縮の出現頻

度は sham ラットより有意に低下した（図 3A）。しかしながら、十二指腸の phaseⅢ様収縮

の出現頻度には差は認められなかった（図 3B）。 
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図 2 Strain gauge force transducerによる空腹期収縮運動の波形 

A) shamラット、B) GERD ラット。上段に胃前庭部（antrum）、下段に十二指腸（duodenum）

の運動パターンを示す。 

 

 

 

図 3  Shamラットおよび GERDラットの胃前庭部および十二指腸における phaseⅢ様収

縮の出現頻度 

A) 胃前庭部、B) 十二指腸。データは平均値±標準誤差で表示（n = 6–8）。* P < 0.05 vs. sham

ラット。 
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第3項 血漿グレリン値、GH値、および胃体部グレリン陽性細胞数 

GERD 処置 10日後、GERD ラットの血漿アシルグレリン値およびデスアシルグレリン

値は、shamラットと比較して有意に増加した（図 4A, B）。ここで、GERDラットの摂餌量

の低下が血漿グレリン値に影響を及ぼすのか、pair-fedの shamラットと比較して確認を行っ

た。GERD ラット（202.4 ± 4.7 g）と pair-fedの shamラット（209.6 ± 2.1 g）の体重はほぼ同

じであったが（P = 0.19）、GERD ラットの血漿グレリン値（アシルグレリン 133.8 ± 9.0 

fmol/mL；デスアシルグレリン 709.0 ± 49.5 fmol/mL）は、pair-fedの shamラットより有意に

増加していた（アシルグレリン 86.5 ± 7.7 fmol/mL；P = 0.001；デスアシルグレリン 423.5 ± 

40.7 fmol/mL；P < 0.001）。血漿 GH 値に差は認められなかった（shamラット 2.4 ± 1.2 ng/mL；

GERD ラット 4.7 ± 2.8 ng/mL；P = 0.54）。GERDラットの胃体部のグレリン陽性細胞数は

shamラットと比較して有意に減少していた（図 5A–C）。 

  

図 4  Shamラットおよび GERDラットの血漿グレリン値 

A) アシルグレリン値、B) デスアシルグレリン値。データは平均値±標準誤差で表示（n = 8）。

*, *** P < 0.05, 0.001 vs. shamラット。 
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図 5 免疫染色による Shamラットおよび GERDラットの胃体部グレリン陽性細胞 

A) shamラット、B) GERD ラット、C) 胃体部切片におけるグレリン陽性細胞数。データは

平均値±標準誤差で表示（n = 5）。Bar：100 μm。* P < 0.05 vs. shamラット。 

 

 

第4項 胃体部および視床下部における食欲関連因子の mRNA発現 

GERD ラットの胃体部における prepro-ghrelin およびグレリン受容体である GHS-R の

mRNA の発現量には sham ラットとの差は見られなかった（図 6A, B）。一方、視床下部で

食欲を促進することが知られているneuropeptide Y（NPY）およびagouti-related protein（AgRP）

の mRNA の発現量は、GERD ラットにおいて shamラットと比較して有意な増加が認められ

た（図 6C, D）。 
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図 6  ShamラットおよびGERDラットの胃体部および視床下部における食欲関連因子の

mRNA発現 

A) 胃体部 prepro-ghrelin mRNA、B) 胃体部 GHS-R mRNA、C) 視床下部 NPY mRNA、D) 視

床下部 AgRP mRNA。データは平均値±標準誤差で表示（n = 4–8）。* P < 0.05 vs. shamラッ

ト。 

 

 

第5項 胃排出能、摂餌量、血漿 GH値におけるグレリン投与の影響 

グレリンの投与により、sham ラットでは胃排出が用量依存的に有意に促進したが、

GERD ラットでは促進傾向のみであった（図 7A）。また、shamラットではグレリン投与に

よって摂餌量が有意に増加したが、GERDラットでは saline投与群とグレリン投与群との間

に差は認められなかった（図 7B）。血漿 GH 値は、shamラット、GERD ラットともグレリ

ン投与 10分後にピークに達したが、GERDラットにおける血漿 GH値のピークは shamラッ

トより有意に低かった（図 8）。 

NPY

Sham GERD

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p

re
s
s

io
n

1.6

1.2

0.4

0.0

0.8

*

C D 

Sham GERD

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p

re
s

s
io

n

2.0

1.5

0.5

0.0

1.0

AgRP *

A 

Sham GERD

GHS-R

R
e

la
ti

v
e
 e

x
p

re
s

s
io

n

1.5

0.5

0.0

1.0

B 

Sham GERD

Prepro-ghrelin

R
e

la
ti

v
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

1.2

0.0

0.4

0.8



21 

 

図 7 胃排出能および摂餌量におけるグレリン投与の影響 

A) 胃排出能、B) 摂餌量。データは平均値±標準誤差で表示（n = 7–8）。*, *** P < 0.05, 0.001 

vs. shamラット saline投与群。 

 

 

 

図 8 血漿 GH値におけるグレリン投与の影響 

データは平均値±標準誤差で表示（n = 5–8）。*** P < 0.001 vs. saline投与群。#, ## P < 0.05, 

0.01 vs. shamラットグレリン投与群。 

 

 

第6項 胃十二指腸運動におけるグレリン投与の影響 

図 9 に、グレリンを投与した sham ラットおよび GERD ラットにおける胃十二指腸の

収縮運動パターンを示す。 
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図 9 胃十二指腸の空腹期収縮運動におけるグレリン投与の影響 

A) Shamラット、B) GERD ラット。上段に胃前庭部（antrum）、下段に十二指腸（duodenum）

の運動パターンを示す。 

 

Sham ラットでは、グレリンの投与によって胃前庭部および十二指腸における MI 変化

率が有意に増加したが、GERD ラットでは、グレリン投与群と saline投与群のMI変化率に

差は見られなかった（図 10A, B）。胃前庭部における phaseⅢ様収縮の頻度は、グレリンを

投与しても shamラットおよび GERDラットに変化は見られなかった（図 10C）。十二指腸

における phaseⅢ様収縮の頻度は、shamラットではグレリンの投与によって有意に増加した

が、GERD ラットでは変化が見られなかった（図 10D）。 
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図 10 胃前庭部および十二指腸の MI変化率および phaseⅢ様収縮の出現頻度におけるグ

レリン投与の影響 

A) 胃前庭部のMI変化率、B) 十二指腸のMI変化率、C) 胃前庭部の phaseⅢ様収縮出現頻

度、D) 十二指腸の phaseⅢ様収縮出現頻度。データは平均値±標準誤差で表示（n = 5–10）。

*, ** P < 0.05, 0.01 vs. shamラット saline投与群。 

 

 

第7項 胃十二指腸運動のグレリン反応性に対する六君子湯投与の効果 

DWまたは六君子湯を 10日間摂取させ、グレリンを投与した GERD ラットの胃十二指

腸運動パターンを図 11に示す。 
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図 11 胃十二指腸の空腹期収縮運動におけるグレリン反応性に対する六君子湯投与の効

果 

A) GERDラット蒸留水（DW）摂取群、B) GERDラット六君子湯摂取群。上段に胃前庭部

（antrum）、下段に十二指腸（duodenum）の運動パターンを示す。 

 

グレリン投与前において、六君子湯を摂取させた GERD ラットの胃前庭部における

phaseⅢ様収縮の頻度は、DW を摂取させた GERD ラットより有意に増加していたが（DW

摂取群 1.6 ± 0.1回/時間；六君子湯摂取群 2.1 ± 0.2回/時間；P = 0.035）、十二指腸における

phaseⅢ様収縮の頻度には差は見られなかった（DW摂取群 5.4 ± 0.5回/時間；六君子湯摂取

群 5.7 ± 1.0回/時間；P = 0.78）。DWを摂取させた GERD ラットにおいては、胃前庭部およ

び十二指腸のMIはグレリンを投与しても変化は認められなかった（図 12A, B）。一方、六

君子湯を摂取させた GERD ラットの胃前庭部においては MI 変化率に有意な増加が見られ

（図 12A）、十二指腸では MI変化率に増加傾向が認められた（saline投与群と比較して P = 

0.074；図 12B）。同様に、六君子湯を摂取させた GERD ラットの胃前庭部では phaseⅢ様収

縮の頻度の有意な増加が見られ、十二指腸では phaseⅢ様収縮の頻度の増加傾向が認められ

た（saline投与群と比較して P = 0.074；図 12C, D）。 
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図 12 胃前庭部および十二指腸の MI 変化率および phaseⅢ様収縮の出現頻度におけるグ

レリン反応性に対する六君子湯投与の効果 

A) 胃前庭部のMI変化率、B) 十二指腸のMI変化率、C) 胃前庭部の phaseⅢ様収縮出現頻

度、D) 十二指腸の phaseⅢ様収縮出現頻度。データは平均値±標準誤差で表示（n = 7–9）。

DW：蒸留水。 * P < 0.05 vs. saline投与群。 

 

 

第8項 胃排出能のグレリン反応性に対する六君子湯投与の効果 

六君子湯を 10 日間摂取させた GERD ラットと DW を摂取させた GERD ラットでは、

摂餌量に差は見られなかった（GERD処置 9日後；DW 摂取群 19.9 ± 1.2 g/日；六君子湯摂

取群 17.9 ± 0.9 g/日；P = 0.24）。GERD処置 10日後、DWを摂取させた GERD ラットでは、
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グレリンを投与しても胃排出能に影響を与えなかったが、六君子湯を摂取させたGERDラッ

トでは、グレリン投与によって胃排出が有意に亢進した（図 13）。 

 

図 13 胃排出能におけるグレリン反応性に対する六君子湯投与の効果 

データは平均値±標準誤差で表示（n = 8–12）。DW：蒸留水。* P < 0.05 vs. saline 投与群。 
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第4節 考察 

 

本章では末梢グレリンと GERD との関連性に着目して検討を行い、次のことが明らか

となった。1）GERD ラットは胃排出能、摂餌量および胃前庭部運動の低下を示し、末梢グ

レリンレベルの増加を示した。2）GERD ラットにグレリンを投与しても胃排出能、摂餌量

および胃前庭部運動の低下は改善されなかったが、六君子湯を摂取させると胃前庭部運動

および胃排出能において、グレリン反応性の低下が改善された。 

GERD 患者で胃排出能が低下していることは既に報告されているが 11, 12、そのメカニズ

ムは明らかになっていない。しかしながら、GERD患者に消化管運動促進薬を投与すること

によって症状がある程度改善されることが示されており 13, 14、著者らの研究グループでも

cisaprideが GERD ラットの下部食道括約部の近位の運動を改善することを報告している 44。

これらの所見から、消化管運動障害が GERD の進行に関与していることが示唆される。本

研究の結果から、GERD ラットへ cisapride を投与すると胃排出遅延が顕著に改善されるこ

とから、GERDラットの上部消化管運動は 5-HT4受容体を介したシグナル伝達によって調節

されることが示唆された。これまで GERD ラットの胃前庭部運動の変化に関する研究は報

告されていなかったが、本研究から、GERD ラットでは胃前庭部運動が有意に低下すること

が明らかとなった。一方、GERD ラットにおいて十二指腸運動の変化は認められなかった。

以上の結果から、胃前庭部運動の低下が GERD ラットの胃排出遅延の一因であることが示

唆される。 

胃前庭部の空腹期収縮は末梢アシルグレリンによって一部調節されている 40。血中アシ

ルグレリン値が増加すると、胃前庭部の phaseⅢ様収縮が誘発される。本研究では、GERD

ラットにおける血漿アシルグレリンおよびデスアシルグレリン値が有意に増加していたが、

胃のグレリン陽性細胞数は有意に減少していた。また、GERD ラットの胃における

prepro-ghrelin 遺伝子発現には変化がなかった。これらの結果から、GERD ラットで血漿グ

レリン値が高い理由として、胃におけるグレリン合成が亢進したためではなく、胃から血
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中へのグレリンの分泌が増加したためと考えられ、その結果、X/A様細胞に蓄積されたグレ

リンが減少し、GERDラットのグレリン陽性細胞数の減少が観察されたのではないかと考え

られた。 

ラットでは、血清グレリンは絶食によって増加し、再給餌およびグルコース投与によっ

て減少することが報告されている 47。ヒトでは、血清又は血漿グレリンはボディ・マス・イ

ンデックスに反比例する 48, 49。本研究では、GERDラットの体重は shamラットと比較して

有意に減少していた。これらのことから、栄養状態が血漿グレリン値に影響を及ぼした可

能性が示唆されたが、GERDラットの摂餌量と同量の飼料を摂取させた pair-fedの shamラッ

トは、sham ラットとほぼ同じ血漿グレリン値を示した。この結果は、25%あるいは 50%制

限食で飼育したラットにおいて、15 日後の血漿グレリン値は自由摂餌下のラットと差が見

られなかったとする報告と合致する 50。したがって、GERDラットの血漿グレリン値の上昇

は、摂餌量の減少だけに起因しているわけではないことが示唆された。 

本研究では、GERD ラットの血漿グレリン値が上昇しているにもかかわらず、胃前庭部

の phaseⅢ様収縮の減少ならびにその結果としての胃排出能および摂餌量の低下が認められ

た。Sham ラットにグレリンを投与すると、胃排出能、摂餌量および十二指腸の phaseⅢ様

収縮の頻度が増加したが、GERD ラットでは胃排出遅延および摂餌量の減少は改善されな

かった。本研究では、shamラットと GERD ラットに 3 nmol/ratの外因性グレリンを投与し

た。GERD ラットの溶媒群では胃排出能に大きなばらつきが見られた。各群の動物数は 7

匹であったので、病態のばらつきが胃排出能に影響を与えた可能性が考えられる。体重 kg

当たりに換算すると、GERD ラットへのグレリン投与量は shamラットと比較して高かった

が（shamラット, 12.1 nmol/kg; GERD ラット, 14.8 nmol/kg）、胃排出能に有意な改善は認め

られなかった。さらに、GERD ラットと sham ラットの十二指腸における phaseⅢ様収縮の

頻度はほぼ同じであったにもかかわらず、GERDラットにグレリンを投与しても、十二指腸

における phaseⅢ様収縮の頻度は増加しなかった。以上の結果から、GERDラットではグレ

リン反応性が減弱していることが示唆された。 
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食欲促進性の視床下部神経ペプチドである NPY および AgRP をコードする遺伝子の発

現量は、GERD ラットでは sham ラットと比較して有意に増加したが、胃における GHS-R

の発現量には変化がなかった。末梢グレリンは、胃粘膜に軸索輸送される迷走神経上の

GHS-R への結合によってシグナルを伝達し、視床下部弓状核の NPY/AgRP ニューロンを活

性化し、その結果、摂食行動 19, 31および消化管運動 20, 21を亢進させることが知られている。

しかしながら、これらの食欲促進神経ペプチドの発現増加は GERD ラットの食欲を増進さ

せず、下流の食欲促進シグナル伝達が妨げられていることが示唆された。Scarlett ら 51が示

しているように、視床下部における NPY および AgRP の合成または分泌が関与していた可

能性がある。大腸炎および閉塞性胆汁うっ滞のラットモデルでは、NPY 分泌は正常であっ

たにもかかわらず、食欲促進ペプチドに対する摂食反応の低下が示されている 52, 53。これら

の報告は、食欲促進ニューロン経路が障害されていた可能性があること、または

interleukin-1β などの食欲抑制因子が関与していた可能性があることを示しているが、更なる

研究が必要である。 

本研究では、GERDラットにおいてグレリン投与による GH分泌能が低下した。常に高

い末梢グレリン値を示すグレリントランスジェニックマウス、および高い血漿グレリン値

を示す神経性無食欲症患者では、GH分泌能に対するグレリンの作用は低下していることが

報告されているが 54, 55、高グレリン血症に起因するグレリンに対する反応性の低下の正確な

メカニズムは不明である。最近、ストレス反応がグレリンの作用を抑制することが報告さ

れたことから 56、本研究においても、ストレスの指標として血漿 corticosterone 値を測定し

たが、shamラットと GERD ラットの差は認められなかった（データ未掲載）。したがって、

GERDラットにおいてグレリンの作用が減弱した原因にはストレスホルモン（CRF、urocortin

など）は関与していないことが示唆される。グレリンの作用の減弱の機序については、現

時点では不明であるが、グレリン受容体の脱感作が関与している可能性が考えられ、今後

更に詳細な解析が必要である。 

六君子湯を 10日間摂取した GERD ラットでは、DWのみを摂取した GERDラットと比
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較して、グレリン投与後の胃前庭部の MI および phaseⅢ様収縮の頻度に有意な増加が認め

られた。六君子湯は GERD 患者の食道クリアランスを高め、その症状を改善することが示

されている 37。また、GERD ラットでは、六君子湯は疼痛の指標である自発運動の低下を有

意に改善する 39。GHS-R を過剰発現させた細胞又は NPY ニューロンを用いた in vitro 試験

では、六君子湯は [I125]グレリンの結合を増加させ、グレリン添加後の Ca2+の流入を持続的

に増加させると報告されている 42。これらの所見から、六君子湯は GERD ラットにおいて

内因性グレリンシグナル伝達を改善する可能性があるとみられる。 

本研究では、GERD ラットに六君子湯を摂取させると、胃前庭部の MI および phaseⅢ

様収縮の頻度におけるグレリン反応性の低下が改善された。さらに、六君子湯単独では摂

餌量および胃排出能の低下に影響を及ぼさなかったが、六君子湯とグレリン（1 nmol/rat）

を併用すると、GERDラットの胃排出遅延が有意に改善された。グレリンは、迷走神経末端

に存在する GHS-R を刺激することにより、求心性迷走神経にシグナルを伝達し、中枢神経

系から遠心性迷走神経を介して消化管収縮を引き起こすことが知られていることから 22, 31, 

32、これらの結果は、六君子湯が求心性迷走神経のグレリン感受性を上昇させ、胃排出遅延

を抑制させたことによるものではないかと推察される。 

六君子湯がグレリンの感受性の低下を改善する分子的な機序としては、六君子湯によ

るⅢ型ホスホジエステラーゼ活性の阻害が関与している可能性が考えられる。これまでの

解析から、六君子湯の成分である heptamethoxyflavone と nobiletinは、in vitroでⅢ型ホスホ

ジエステラーゼ活性を阻害することが明らかとなっている 57。また、視床下部弓状核の

AgRP/NPYニューロンにおいて、グレリン受容体GHS-Rは、Gsを介してアデニル酸シクラー

ゼ活性を上昇させることで cAMP を増加させ、A キナーゼ経路を活性化すること 58、さら

に、Ⅲ型ホスホジエステラーゼおよびホスファチジルイノシトール 3キナーゼの作用によっ

てグレリンのシグナル伝達が遮断され、cAMP が減少する 59ことが知られている。これらの

事実から、六君子湯がⅢ型ホスホジエステラーゼの活性を阻害することによって cAMP の

分解を抑制し、その結果、A キナーゼを活性化してグレリンシグナルを増強することで、前
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庭部の自発的な phaseⅢ様収縮の頻度およびグレリン反応性を亢進させた可能性が考えられ

る。しかしながら、迷走神経末端における GHS-Rが、弓状核の AgRP/NPYニューロンの場

合と同様に、cAMP→A キナーゼ経路を活性化させているかどうかは明らかでなく、この仮

説を実証するためには、今後、迷走神経におけるグレリンシグナル伝達機構とそれに対す

る六君子湯の効果を分子レベルで更に詳細に解析する必要がある。 

本章の結論として、GERDラットの消化管運動障害にはグレリン感受性の低下が関与し

ている。さらに、六君子湯は低下したグレリン反応性を高めることによって消化管運動を

改善する。グレリンに対する反応性の改善は GERD の新しい治療アプローチとなりうると

考えられる。 
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第2章 胃食道逆流症モデルラットにおける食欲関連因子に

関する基礎的研究 

 

第1節 背景 

 

GERD は食道へ胃酸などが逆流することによって発症する。多くの GERD 患者の食道

では粘膜上皮にびらんが認められ、プロトンポンプ阻害薬などの酸分泌抑制剤で症状が緩

和する 60。食道への酸の逆流は食後に多く 61、GERD 患者においては吐き気や食欲の低下を

訴える場合もあり、GERD の原因ともなる食道への酸逆流は、食事の量や内容も一部関与し

ている可能性が考えられる。 

空腹や満腹を制御しているのは末梢や中枢のさまざまな摂食関連ホルモンである。胃

から分泌されるグレリンは摂食や消化管運動を促進し 31、摂食により分泌亢進される

cholecystokinin（CCK）やレプチンは逆に摂食を抑制する 62, 63。グレリンは胃粘膜に存在す

る X/A 様細胞から分泌され、迷走神経末端に存在する GHS-R に結合して、CCK によって

伝えられる満腹刺激を抑制することで、摂食行動を刺激する 18, 64。一方、レプチンは脂肪細

胞から分泌され、血中を介して直接視床下部へ作用し、グレリンによる摂食刺激を抑制す

る 63。これまでのところ、GERD 患者における摂食関連ホルモンの変化は十分に検討されて

いない。本研究では GERD における食欲関連因子の関与を明らかにする第一歩として、摂

食関連ペプチド類の末梢プロファイルを明確にし、その中から特にグレリンの変化に焦点

を絞って、その反応性に関する検討を行った。 
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第2節 材料・実験方法 

 

第1項 実験動物 

日本クレア㈱から 8週齢の雄のWistarラットを購入し、実験に使用した。実験期間中

は 4–5匹のグループでケージに収容し、飼料および水は自由に摂取させた。12時間照明（7

時～19時）で温湿度を一定に保った条件下で管理した。動物実験はすべて㈱ツムラの動物

実験審査委員会のガイドラインに従って 9時～18時に実施した。 

 

第2項 被験物質 

ラットグレリンは㈱ペプチド研究所から購入し、saline（大塚製薬㈱）に溶解した。 

 

第3項 GERDモデルの作製 

Omuraらの方法に従ってラットに外科的にGERDを誘発した 43。24時間の絶食後にエー

テルで麻酔をかけ、正中線で開腹した。胃と十二指腸を体外に露出させ、1-0絹糸（㈱夏目

製作所）を用いて前胃から腺胃への移行（境界）部分を結紮した。幽門の十二指腸側を 2 mm

幅の 18-Frネラトンカテーテル（テルモ㈱）で覆い、5-0ナイロン糸を用いて十二指腸漿膜

の表面に縫合し、固定した。胃と十二指腸を腹腔内に戻して閉腹した。Shamラットについ

ては、開腹して胃と十二指腸を約 1分間露出させた後、腹腔内に戻して閉腹した。処置後、

ラットはさらに 24時間絶食とした。GERD誘発動物において、死亡した個体や、各実験の

評価日において臓器の癒着や膿瘍が認められた個体、極度に体重低下した個体、衰弱した

個体は実験から除外した。サンプル数の極端な減少を防ぐため、GERD誘発動物は shamラッ

トより多めに作製した。 
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第4項 体重および摂餌量の測定 

GERD 処置後、ラットは個別にケージに収容した。体重は GERD処置日から測定し、

毎日の摂餌量は、摂食前と摂食後の飼料重量の差として計算し、GERD 処置 2日後（day 2）

から測定した。ラットは day 9 から 24時間絶食させた後、安楽死させ、免疫組織化学的評

価に用いた。 

 

第5項 免疫組織化学的評価 

24 時間絶食後（day 10）、エーテル麻酔下で腹部下大静脈から脱血死させ、食道を 

摘出した。免疫組織化学的評価は既報 39と同様に行った。食道は縦方向に切開し、ゴムプ

レートに虫ピンで留めて写真を撮った。画像解析ソフト（WinROOF；三谷商事㈱）に取り

込んで食道粘膜の潰瘍部分の面積を計測した。 

 

第6項 GERDラットへの外因性グレリン投与の影響 

GERD処置の際、ヘパリン添加 salineを充填したカテーテルを頸静脈に固定した。カ

テーテルは皮下を通して背部から体外に出し、噛まれないように金属スプリングで覆った。

術後、ラットを個別にケージに収容し、さらに 24時間絶食とした。翌日からラットグレリ

ン（3 nmol/rat）を頸静脈から 1日 1回、6日間投与した。control 群には saline を投与した。

体重は GERD 処置日から、摂餌量は処置の 2日後から測定した。 

 

第7項 血漿グレリン値と摂食関連ホルモン値の測定 

GERD 処置 3、7、10日後、エーテル麻酔下で腹部下大静脈から採血した。アプロチニ

ン（和光純薬工業㈱）および EDTA-2Na（㈱同仁化学研究所）を入れたチューブに血液を回

収し、既報 41の通り血漿サンプルを得た。ただちに 4℃で血液サンプルを遠心分離し、1 mol/L

の HCl（1/10量）で血漿を酸性化し、測定まで −80℃で保存した。血漿グレリン値は、Active-

および Desacyl-Ghrelin ELISA Kit（三菱化学メディエンス㈱）を用いて測定した。血漿 CCK



35 

値は、酸性化していない血漿サンプルを用いて、CCK EIA Kit（Phoenix Pharmaceuticals 社）

にて測定した。血漿レプチン値は、Bio-Plex suspension array system（BioRad Laboratories 社）

にて Bio-Plex Pro Rat Diabetes assay panel（BioRad Laboratories社）を用いて測定した。 

 

第8項 RNAの抽出および RT-PCR 

GERD 処置 3、7、10日後、採血の直後に胃体部と視床下部をマイクロチューブに回収

して凍結させ、測定まで −80℃で保存した。組織をホモジナイズし、RNeasy Universal Tissue 

Kit（Qiagen社）を用いて RNAを抽出した。RNA溶液は 100 ng/μLに希釈し、70℃で 5分

間反応させた後、氷上で冷却した。RNA（1000 ng）は TaqMan Reverse Transcription Reagents 

Kit（Applied Biosystems 社）を用いて逆転写反応を行った後、TaqMan Universal PCR Master 

Mix（Applied Biosystems 社）を用いて PRISM 7900HT Sequence Detection System（Applied 

Biosystems社）で定量的 PCR解析を行った。mRNA発現量は β-actinを内在性コントロール

として補正を行い、Δthreshold cycle（ΔCt）値：ΔCt ＝  2(-|A - B|)で表して発現量の比較を行っ

た。Aは β-actinの、B は標的遺伝子の閾値に達したサイクル数である。用いたプライマー

とプローブ（Applied Biosystems 社）は下記の通りである：Actb, Rn00667869_m1; Ghrl, 

Rn00572319_m1; Ghsr, Rn00821417_m1; Mboat4, Rn02079102_s1; Npy, Rn00561681_m1; AgRP, 

Rn01431703_g1; Pomc, Rn00595020_m1; Pmch, Rn00561766_g1; Hcrt, Rn00565995_m1。 

 

第9項 統計解析 

データは各群の平均値±標準誤差として表した。Student’s t-testを用いて統計的有意性

を検定し、有意水準は P < 0.05とした。 
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第3節 実験結果 

 

第1項 一般状態および組織学的所見 

図 14に示すように、day 10のGERDラットの食道では粘膜の潰瘍が明確に観察された。

GERD ラットにおける潰瘍の個数は 2.5 ± 0.4 であり、総面積は 39.7 ± 9.8 mm2であった。ま

た、day 9 の体重および摂食量は shamラットと比較して GERDラットで有意に低下した（図 

15A, B）。 

 

図 14 Day 10における shamラットおよび GERDラットの食道写真 

矢印は潰瘍発生箇所。Bar：10 mm 

 

 

  

図 15  Shamラットおよび GERDラットの体重および摂餌量推移 

A) 体重、B) 摂餌量。データは平均値±標準誤差で表示（n = 8）。*** P < 0.001 vs. shamラッ

ト。 
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第2項 血漿グレリン値 

GERDラットの血漿アシルグレリンならびにデスアシルグレリン値は day 3から有意に

増加し、day 10 まで持続した（図 16A, B）。 

 

図 16  Shamラットおよび GERDラットの血漿グレリン値 

A) アシルグレリン値、B) デスアシルグレリン値。データは平均値±標準誤差で表示（n = 

4–8)。*, **, *** P < 0.05, 0.01, 0.001 vs. shamラット。 

 

 

第3項 血漿レプチン値、CCK値 

Day 10 における血漿レプチン値は GERD ラットで有意に低下した（表 1）。血漿 CCK

値は shamラットと比較し有意な差はなかった。 

 

表 1  Shamラットおよび GERDラットの血漿レプチン値および CCK値 

 Sham 

(pg/mL) 

GERD 

(pg/mL) 

Leptin  714.6 ± 49.3  358.1 ± 78.5 * 

CCK  133.8 ± 8.2  112.3 ± 6.8 

データは平均値±標準誤差で表示（n = 4–8）。* P < 0.05 vs. shamラット 
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第4項 体重および摂餌量におけるグレリン反復投与の影響 

体重は shamラットと比較して GERDラットで有意に低下した（図 17A）。GERDラッ

トへのグレリンの反復投与は体重低下に対し効果を示さなかった。また、摂食量に対して

も GERD ラットの摂食低下に対し、グレリンの反復投与は効果を示さなかった(図 17B)。 

 

図 17 GERDラットの体重および摂餌量におけるグレリン投与の影響 

A) 体重、B) 摂餌量。データは平均値±標準誤差で表示（n = 6–10）。*, **, *** P < 0.05, 0.01, 

0.001 vs. shamラット。 

 

 

第5項 胃体部および視床下部における食欲関連 mRNA発現 

胃体部における prepro-ghrelin mRNAならびにGHS-RのmRNA発現は day 10まで sham

ラットとGERDラットに大きな差はなかった（図 18A, B）。一方、GOAT mRNA発現はGERD

ラットにおいて day 7 から有意に低下し、day 10 まで持続した（図 18C）。 
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図 18  Shamラットおよび GERDラットの胃体部のグレリン関連 mRNA発現 

A) prepro-ghrelin mRNA、B) GHS-R mRNA、C) GOAT mRNA。データは平均値±標準誤差で

表示（n = 6–8）。*, *** P < 0.05, 0.001 vs. shamラット。 

 

 

視床下部では、NPY mRNA 発現は GERDラットにおいて day 10 で有意な増加が見られ

た（図 19A）。AgRP mRNA発現は day 3よりGERDラットで有意な増加が認められた（図 19B）。

一方、proopiomelanocortin（POMC）mRNA発現は day 7 より、GERDラットで有意な低下が

見られた（図 19C）。Melanin-concentrating hormone（MCH）mRNA および prepro-orexin mRNA

発現は、shamラットと GERDラットで変化が認められなかった（図 19D, E）。 
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図 19  Shamラットおよび GERDラットの視床下部の食欲関連 mRNA発現 

A) NPY mRNA、B) AgRP mRNA、C) POMC mRNA、D) MCH mRNA、E) prepro-orexin mRNA。

データは平均値±標準誤差で表示（n = 7–12）。*, **, *** P < 0.05, 0.01, 0.001 vs. shamラット。 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

Day 3 Day 7 Day 10

R
e

la
ti

v
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

NPY Sham
GERD*

A 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Day 3 Day 7 Day 10

R
e

la
ti

v
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

AgRP Sham

GERD

* **

**

B 

C 

0.0

0.5

1.0

1.5

Day 3 Day 7 Day 10

R
e

la
ti

v
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

POMC Sham

GERD

***

*

D 

0.0

0.5

1.0

1.5

Day 3 Day 7 Day 10

R
e

la
ti

v
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

MCH Sham
GERD

E 

0.0

0.5

1.0

1.5

Day 3 Day 7 Day 10

R
e

la
ti

v
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

Prepro-orexin Sham

GERD



41 

第4節 考察 

 

GERD ラットの血漿アシルグレリンならびにデスアシルグレリンが GERD 惹起後急速

に増加しているにも関わらず、逆に摂食量や体重が低下した。アシルグレリンの反復投与

は摂食量の低下と体重の低下を抑制しなかった。視床下部の NPY/AgRP ニューロンの活性

はすでに有意に増加していたが、MCHおよび orexinニューロンの活性には変化がなかった。

GERD ラットの末梢グレリンのシグナルは視床下部弓状核へ入力されているが、外側野の

MCH および orexinニューロンは活性化しておらず、このことが摂食低下に関与していると

考えられた。 

グレリンは主に胃で産生される食欲増進ホルモンで 18、摂食を増やしてエネルギー消費

を抑制する作用をもつ 31, 19。本研究では、第 1章で示したように、GERD では、グレリン投

与（3 nmol/rat）による急性の反応が低下していることを見出している 65。GERD ラットへ

のグレリンの静脈内投与は、shamラットと比較して成長ホルモン分泌能が減弱し、摂食量、

胃排出能および胃運動の低下を抑制しなかった。さらに、本章で示した結果から、GERD ラッ

トへのグレリン反復投与（3 nmol/rat/day）は、実験期間を通して摂餌量にも体重にも作用を

示さなかった。第 1章で示したように、shamラットへのグレリン単回投与（3 nmol/rat）は

摂食量を顕著に増加させることが判明しており 65、また、他の報告においても正常ラットで

はグレリン 1.5 nmol/ratの投与で摂食量が顕著に増加することが示されている 32。これらの

結果から、GERDラットではグレリン感受性が低下しており、摂食量を増加させるにはさら

に高用量のグレリンの投与が必要な可能性がある。 

GERD ラットにおいて末梢の血中グレリンが高値になるメカニズムに関しては十分に

明らかになっていない。胃の prepro-ghrelin mRNAおよび GHS-R mRNA 発現は GERDラッ

トと shamラットで差は見られず、このことは、GERD ラットの胃におけるグレリン合成の

亢進が原因ではないことを示している。また、proghrelin にオクタノイル基を付加する酵素

である GOAT の遺伝子発現は有意に低下していたが、この結果は、GOAT mRNA 発現が長
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時間の絶食によって負に調節されているという知見に一致し 66、末梢血中にアシルグレリン

が豊富に存在しているためにネガティブフィードバックにより GOATの mRNAの発現が低

下した可能性が考えられる。これらの結果から、GERDラットにおいて末梢血中のグレリン

濃度が高いのは、胃からのグレリンの合成促進によるものではなく、分泌亢進の可能性が

高いと考えられる。 

グレリン受容体 GHS-R は G-protein coupled receptor（GPCR）の一種であり、通常リガ

ンドとの結合後に脱感作が生じる 67。GERD ラットにおいて血漿グレリン濃度が持続的に高

いことによって、全身性に GHS-R の脱感作を招いている可能性が考えられる。しかしなが

ら、本研究では GERD ラットの視床下部の NPY/AgRP mRNA 発現が shamラットと比較し

て day 3 から有意に増加していた。グレリンは胃に存在する迷走神経末端の GHS-R に結合

し、迷走神経を介して視床下部弓状核に存在する NPY/AgRP ニューロンを刺激し、

NPY/AgRP mRNA発現が亢進する 31, 32。GERD ラットでは NPY/AgRP 遺伝子発現が亢進し

ていたことから、グレリンシグナルはすでに上限まで達しており、さらなるグレリンの投

与に不応性を示している可能性も考えられる。レプチンは NPY/AgRP mRNA発現を抑制し、

POMCニューロンを刺激して POMC mRNAを産生する 68, 69。血漿レプチン値は GERD処置

10 日後のみ測定しているため、グレリン濃度の増加と逆相関しているかどうかは推測の域

を脱しないが、GERDラットの血漿グレリン値の増加に加え血漿レプチン値が低下したこと

も、NPY/AgRP mRNA発現の亢進および POMC mRNA 発現の低下に寄与したのかもしれな

い。 

本研究では、GERD ラットにおける prepro-orexin mRNAおよびMCH mRNA 発現は、

実験期間を通して変化が見られなかった。食欲亢進シグナルは NPY/AgRP ニューロンの活

性化を介して外側野に伝えられ、orexinニューロンやMCHニューロンを活性化させる 70-73。

Orexin や MCH はこれらニューロンの活性化によって主に外側野において産生される。

MCH1受容体の拮抗作用や MCHの欠損は摂食を低下させ、MCH1受容体欠損マウスは痩せ

を来す 74-76。また、これらニューロンが活性化することによって、腹側被蓋野や側坐核の
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dopamine ニューロンを介して食欲や学習を含む報酬系が働くことが知られている 77, 78。

GERDラットでは orexinやMCHニューロンの活性が抑制されることによって摂食が低下し

ていると推測される。しかしながら、その詳細なメカニズムやこれらニューロンを抑制す

る因子についてはまだ明確になっていない。GERDラットにおいて orexinやMCH ニューロ

ンがなぜ反応を示さないのか、さらなる検討が必要である。 

現在、ヒトの GERD を適切に反映した GERD のモデルはない。今回の実験で用いた

GERD モデルは、前胃を結紮し幽門部にリングをつけるという広範な手術操作を施したモデ

ルであり、ヒトの GERD とは大きく異なる点がある。しかしながら、cisapride の経口投与

によって本モデルの胃排出低下が明らかに改善することから 65、物理的な処置（幽門部のリ

ングや結紮処置）によって不可逆的な胃運動低下が惹起されているわけではないと考えら

れる。一方で、広範な手術操作が摂食関連パラメーターに影響している可能性は除外でき

ない。なお、予備検討結果ではあるが、プロトンポンプ阻害薬の有効量 79 の投与は GERD

ラットの初期の体重、摂食量、グレリン濃度に影響を与えなかったことから本モデルにお

けるグレリンの分泌亢進や摂食関連因子の変動に、少なくとも食道への胃酸の過剰暴露は

関与していないと考えられる。 

本研究に用いた GERD モデルの妥当性は今後十分に検証すべき課題であり、処置にお

ける物理的な障害や胃酸の暴露が摂食関連パラメーターやホルモンレベルに及ぼす影響を

さらに丁寧に検証していく必要がある。 

本章の結論として、GERDラットでは末梢のアシルグレリンレベルが高くレプチン濃度

が低いという特徴を持ち、グレリンシグナル伝達が障害されていると考えられる。しかし

ながら、本モデルの妥当性の検討や酸分泌抑制剤投与による詳細な検討を実施することが

課題として残される。 
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第二部 加齢マウスにおける基礎的研究 
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第3章 加齢マウスへの新奇環境ストレス負荷による摂食低

下に関する基礎的研究 

 

第1節 背景 

 

不安障害やうつ病を抱えた高齢者は増加の一途を辿っており、現代の高齢化社会にお

いては、これら疾患を治療することは非常に重要なことである 80。高齢者では食欲が低下し

やすく、その結果として、様々な疾患の罹患率上昇や身体機能の低下を助長させる 81, 82。高

齢者の食欲不振には様々な要因が関与しているが、社会的因子や環境の変化などの心理的

要因は特に重要である 83, 84。晩年になってからの近親者との離別や死別は、うつ病の発症や

再発の可能性を高めることが報告されている 85。このように、高齢者では不安要因が食欲に

大きく影響する。 

環境変化によって食欲が低下する神経メカニズムはまだ明らかになっていない。脳内

CRF受容体の活性化は、食欲や消化管機能、情動反応に影響を及ぼす 86, 87。CRF受容体は、

HPA axis（図 20）の亢進に加え 8、不安行動や摂食低下といったストレス反応にも重要な役

割を果たしている 86。新奇環境への暴露（群飼育から個別飼育ケージへの移動）は急性に摂

食低下を引き起こすが、これにはCRF1受容体の活性化が関与している 88。摂食や不安は様々

な神経伝達物質によって制御されている。中枢の神経伝達物質の中でも 5-HTは情動行動や

摂食行動を始め、様々な生理反応に関与している。5-HT を急性に枯渇させれば、

novelty-induced hypophagia テストにおける新奇環境下での摂食低下や摂食開始までの時間

が長くなるなどの不安行動を抑制する 89。 

5-HT 受容体のサブタイプの中で 5-HT2C受容体は、視床下部弓状核の POMC ニューロ

ン上 90および室傍核の CRF ニューロン上 91に発現しており、不安を増強させることや 92、

5-HT2C 受容体の活性化によって不安行動が増大することが報告されている 93, 94。また、
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CRF

ACTH

Glucocorticoid
（コルチゾール、コルチコステロンなど）

(-)

(-)

視床下部PVN

下垂体

副腎皮質

5-HT2C受容体は摂食を負に制御している 90, 95-97。近年、5-HT2C受容体と CRFの相互作用に

関する研究が報告されている 88, 98。しかしながら、加齢動物における環境変化ストレスに

CRFおよび 5-HT2C受容体が関与するかどうかは明確になっていない。 

これまでに、著者らや他の研究者らは、加齢げっ歯類における摂食量の低下を報告し

ているが 57, 99、加齢動物において、新奇環境への暴露が摂食行動に及ぼす影響についてはま

だ検討されていなかった。一般的に動物モデルにおける不安状態の評価には、open field test

や、新たな飼育ケージまたは不安を惹起させるような新奇環境下での摂食行動を評価する

方法が用いられる。たとえば、摂食開始までの時間や新奇環境下での摂食量について評価

されている 89, 100。本研究では、動物を新奇環境に暴露させるだけでなく、群飼育から個別

飼育に変更することで、環境変化と社会的隔離による臨床上のストレスの評価を試みた。

加齢マウスの新奇環境変化に伴う摂食低下のメカニズムには、セロトニン神経系、特に

5-HT2C受容体の持続的な活性化が関与しているとの仮説を立て、この仮説を検証するため、

加齢マウスに新奇環境ストレスを負荷し、選択的 5-HT2C受容体拮抗薬および 5-HT2C受容体

拮抗作用を有する六君子湯を投与して摂食行動に与える影響を検討した。また、5-HT2C 受

容体機能亢進のメカニズムを解明するため、視床下部における 5-HT2C受容体の mRNA発現

について検討した。 

 

図 20 HPA axis 

ストレスを受けると視床下部 PVN から

CRFが分泌され、下垂体からの ACTH 分

泌を促す。ACTH は副腎皮質からの

glucocorticoid 分泌を促し、glucocorticoid

は下垂体や視床下部に負のフィードバッ

ク制御を行う。 

 

 

 

 

PVN: 室傍核、CRF: corticotropin-releasing factor、ACTH: adrenocorticotropic hormone。 
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第2節 材料・実験方法 

 

第1項 実験動物 

6週齢（young；体重 22.8 ± 0.3 g）および 79–80 週齢（aged；体重 44.1 ± 0.6 g）の雄の

C57BL/6J マウスを日本チャールスリバー㈱から購入した。マウスは 5匹/ケージにし、温湿

度一定・12時間照明（7時～19時）・自由摂餌下で馴化飼育させた。Novelty-induced hypophagia

テストは、Merali ら（2004）101および Bechtholt ら（2007）89の方法を改変して行った。マ

ウスは群飼育（5匹/ケージ、ケージサイズ W230 × D310 × H155 mm）から個別飼育ケージ

（1匹/ケージ、ケージサイズW136 × D208 × H115 mm）に突然移す（isolation）ことで新奇

環境ストレスとし、摂食量に対する効果を評価した。摂餌量を評価する実験では、実験前

に 7日間個別飼育ケージで飼育したマウスを control群とした。すべての実験は 9時～18時

の間に行った。実験はすべて㈱ツムラの動物実験審査委員会のガイドラインに従って実施

した（承認済プロトコール No. 08-212）。 

 

第2項 血清 ACTHおよび corticosterone 値の測定 

マウスを自由摂餌下で isolation し 24時間後、頸動脈から採血を行った。日内変動の影

響を考慮し、採血は 13:00から 15:00の間に行った。血清 adrenocorticotropic hormone（ACTH）

値の測定は、ACTH EIA kit（Phoenix Pharmaceuticals 社）を用い、血清 corticosterone 値は、

Corticosterone EIA kit（Enzo Life Sciences社）を用いて測定した。 

 

第3項 摂餌量の測定 

マウスを isolation して標準飼料（MF；オリエンタル酵母工業㈱）を与え、6 および 24

時間後、摂餌量の測定を行った。摂餌量は給餌量と各時点の残餌量の重量差として算出し

た。食べこぼしは各時点の残餌量に加えて重量を測定した。実験期間中は水を自由に摂取

させた。群飼育したマウスの摂餌量は、各ケージの摂餌量を個体数で徐して 1 匹当たりの
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平均摂餌量とし、7日間個別飼育した controlマウスの摂餌量と差がないことを確認した。 

 

第4項 RNAの抽出および RT-PCR 

マウスを自由摂餌下で isolation して 24時間後、視床下部と下垂体をマイクロチューブ

に回収し、ドライアイス上で凍結させた。凍結後は −80℃で保存した。組織をホモジナイ

ズし、RNeasy Universal Tissue Kit（Qiagen社）を用いて RNAを抽出した。RNA 溶液は 100 

ng/μLに希釈し、70℃で 5分間反応させた後、氷上で冷却した。RNA（1000 ng）は TaqMan 

Reverse Transcription Reagents Kit（Applied Biosystems 社）を用いて逆転写反応を行った後、

TaqMan Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems社）を用いて PRISM 7900HT Sequence 

Detection System（Applied Biosystems 社）で定量的 PCR 解析を行った。mRNA 発現量は

ribosomal protein S29 を内在性コントロールとして補正を行い、Δthreshold cycle（ΔCt）値：

ΔCt ＝  2(-|A - B|)で表して発現量の比較を行った。Aは ribosomal protein S29の、B は標的遺

伝子の閾値に達したサイクル数である。用いたプライマーとプローブ（Applied Biosystems

社）は下記の通りである： Rps29, Mm02342448_gH; Crh, Mm01293920_s1; Crhr1, 

Mm00432670_m1; Htr2c, Mm00434127_m1; Npy, Mm00445771_m1; Agrp, Mm00475829_g1; 

Pomc, Mm00435874_m1。CRF一次転写物（CRF hnRNA）の検出に用いたプライマーおよび

プローブは、Custom TaqMan Assay Design Tool（Applied Biosystems 社）にて設計した。Forward

プライマーの配列は GGAATGGAGACAGAGAAGGTTGTTC、reverse プライマーの配列は

AGCTGTCGCACACCCTAATC である。 

 

第5項 摂餌量に対する薬物投与の効果 

選択的 5-HT2C受容体拮抗薬の SB242084（6 mg/kg; Tocris Bioscience社）96および六君子

湯（1000 mg/kg; ㈱ツムラ）41を自由摂餌下でマウスに経口投与し、同時に isolation を行っ

て 3、6、24時間後の累積摂餌量を測定した。Control群には DWを経口投与した。また、7

日間個別飼育したマウス（非ストレスマウス）にも SB242084を経口投与し摂餌量を測定し
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た。六君子湯の 5-HT2C受容体に対する拮抗作用を確認するため、5-HT2C受容体作動薬とし

て 1-(m-chlorophenyl) piperazine（mCPP；Sigma–Aldrich 社）を young マウス（5 mg/kg）およ

び agedマウス（3 mg/kg）に腹腔内投与し 102、同時に六君子湯（1000 mg/kg）を経口投与し

て 3および 6時間後の累積摂餌量を測定した。また、mCPP を 1、3、5 mg/kg の用量で young

マウスおよび agedマウスに腹腔内投与し、3および 6時間後の累積摂餌量を測定した。 

 

第6項 ストレスホルモンの分泌ならびにストレス関連および食欲関連因子の mRNA

発現に対する薬物投与の効果 

SB242084（6 mg/kg）および六君子湯（1000 mg/kg）は自由摂餌下でマウスに経口投与

し、同時に isolationを行って 24時間後に採血して血清 ACTH 値および corticosterone 値を測

定した。また、絶食させたマウスに薬物を投与して isolationを行い、6時間後に視床下部お

よび下垂体を摘出して RNA を抽出し、mRNAの発現解析を行った。また、絶食させた young

マウスに mCPP（50μg/mouse）を脳室内投与して 1 時間後、頸動脈から採血を行い、血清

corticosterone 値を測定した。脳室内投与は既報の方法 88 に従い、マウスの頭蓋骨表面から

2.6mm下（ブレグマから 1.1mm横）の側脳室に、ポリエチレンチューブおよび 26ゲージの

注射針を取り付けた 10μLのマイクロシリンジを用いて 6μL/mouseを投与した。 

 

第7項 In vitro 試験 

5-HT2C受容体を安定的に発現している CHO-K1 細胞を modified Tris-HCl 緩衝液中で培

養して細胞膜を得た。膜タンパクは 1.0 nmol/mL [3H]-mesulergine（5-HT2C受容体拮抗薬）と

ともに 25℃で 60分間培養し、フィルターで濾過した。非特異的結合は 1 μmol/Lの mianserin

（日本オルガノン㈱）存在下で測定した。フィルターの放射活性を測定し、[3H]-mesulergine

の特異的結合に対する阻害作用を評価した 103。 

5-HT2C受容体に対する拮抗作用は、5-HT2C受容体を発現しているHEK-293細胞を用い、

HTRF 法にて作動薬による IP1 産生に対する効果を測定した 104。細胞は緩衝液 [10 mM 
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Hepes (pH 7.4)] に懸濁し、2 × 104 cells /well となるように 96 well マイクロプレートに分注

して、室温で 5 分間、緩衝液（basal コントロール）または被験化合物と前培養した。その

後、終濃度 10 nMで reference agonist として 5-HT を添加した。basalコントロールは 5-HT

を非添加とした。37℃で 30 分間培養後、細胞を溶解し、蛍光 acceptor（D2 標識 IP1）およ

び donor（抗 IP1抗体）を添加した。室温で 60分間培養後、蛍光の転移を λex = 337 nmな

らびに λem = 620 および 665 nmにて測定した。IP1濃度は 665 nmで測定したシグナルを

620 nmで測定したシグナルで徐することによって算出した。結果は、10 nM 5-HT に対する

controlの反応の抑制率として表した。IC50値は用量反応曲線から算出した 104。 

 

第8項 In situ hybridization 法 

Youngマウスおよび agedマウスは自由摂餌下で isolationを行い、6時間後に脳を Tissue 

Fixative（Cat. No. TSF-01; ジェノスタッフ㈱）を用いて固定し摘出した。摘出した脳組織を

パラフィン包埋後、厚さ 6μmの組織切片を作製し、digoxigenin（Roche Molecular Biochemicals

社）標識した cRNA プローブと 60℃で 16 時間ハイブリダイゼーションした。Nitro blue 

tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate（NBT/BCIP；Sigma–Aldrich 社）を用いて標

識を検出し、Kernechtrot染色溶液（武藤化学㈱）を用いて組織切片の染色を行った。なお、

組織の固定や摘出、切片の作製、染色の工程は、ジェノスタッフ㈱に依頼した。cRNA プロー

ブは、マウス 5-HT2C受容体 cDNA配列（GenBank accession number NM_008312.4）をもとに

設計された。 

 

第9項 統計解析 

各群の数値は平均値±標準誤差で表した。2 群間の比較は Student’s t-test を実施し、多

群間の比較は二元配置分散分析を実施後、Bonferroni post hoc testを実施した。有意水準は

P < 0.05とした。 
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第3節 実験結果 

 

第1項 ACTHおよび corticosterone 分泌に対する新奇環境暴露の影響 

マウスを isolation して 24 時間後に血清 ACTH 値および corticosterone 値を測定した。

血清 ACTH値は、aged controlマウスでは young controlマウスより高値であった。新奇環

境に暴露することによって、young マウスおよび aged マウスともに ACTH 値が約 2倍に増

加した（表 2）。二元配置分散分析の結果、処置 [F(1, 16) = 40.02] および週齢 [F(1, 16) = 

36.03] については有意な効果であったが、処置と週齢の交互作用による効果は認められな

かった。非ストレス下では、aged controlマウスの血清 corticosterone値は young controlマウ

スより高値の傾向であった。新奇環境への暴露後、aged マウスの血清 corticosterone 値は

youngマウスと比較して顕著に増加した（表 2）。二元配置分散分析の結果、処置 [F(1, 13) 

= 11.93]、週齢 [F(1, 13) = 15.31]、およびこれらの交互作用 [F(1, 13) = 11.15] は有意な効果

であった。 

 

表 2 血清 ACTH値および corticosterone値に対する新奇環境暴露の影響 

  Young 
 

Aged 

  Control Isolation 
 

Control Isolation 

ACTH (ng/mL) 0.42 ± 0.10 0.80 ± 0.04 # 
 

0.83 ± 0.06 * 1.42 ± 0.11 ### 

Corticosterone (ng/mL) 58.7 ± 12.7 97.6 ± 44.9 
 

253.8 ± 87.8 2069.4 ± 743.4 ## 

データは平均値±標準誤差で表示（n = 4–5）。 

* P < 0.05 vs. young マウス。#, ##, ### P < 0.05, 0.01, 0.001 vs. control群。 

 

 

第2項 摂餌量に対する新奇環境暴露の影響 

7日間個別飼育した controlマウス（young、5.3 ± 0.1 g/24 h；aged、4.9 ± 0.3 g/24 h）と

群飼育したマウス（young、4.6 ± 0.2 g/24 h；aged、4.5 ± 0.4 g/24 h）との間に摂餌量におけ

る統計学的な差は認められなかった。新奇環境への暴露により、6 時間後および 24 時間後

の摂餌量は young マウスではやや低下したのみであったが、aged マウスでは顕著な低下が
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認められた（表 3）。二元配置分散分析の結果、6時間後の摂餌量では、処置 [F(1, 33) = 90.58]、

週齢 [F(1, 33) = 54.38]、およびこれらの交互作用 [F(1, 33) = 36.68] は有意な効果であった。

24時間後の摂餌量でも、処置 [F(1, 33) = 63.60]、週齢 [F(1, 33) = 45.20]、およびこれらの交

互作用 [F(1, 33) = 25.34] は有意な効果であった。 

 

表 3 摂餌量に対する新奇環境暴露の影響 

Period Cumulative food intake (g) 

 
Young 

 
Aged 

 
Control Isolation 

 
Control Isolation 

6 h 1.60 ± 0.09 1.49 ± 0.09 
 

1.31 ± 0.08 0.19 ± 0.07 ### 

24 h 5.31 ± 0.10 4.50 ± 0.20 ## 
 

4.88 ± 0.28 1.53 ± 0.34 ### 

データは平均値±標準誤差で表示（n = 8–10）。##, ### P < 0.01, 0.001 vs. control群 

 

 

第3項 ストレス関連および食欲関連因子の mRNA発現に対する新奇環境暴露の影響 

新奇環境暴露後の不安と摂食との関連性を明確にすることを目的として、ストレス関

連および食欲関連因子の mRNA発現解析を行った。まず、視床下部における CRFシステ

ムへの影響を検討したところ、young マウスでは視床下部 CRF mRNA および下垂体 POMC 

mRNA 発現には新奇環境への暴露による変化が認められなかった。一方、aged マウスでは

視床下部 CRF mRNAおよび下垂体 CRF1受容体 mRNA発現が顕著に増加し、下垂体 POMC 

mRNA発現は増加の傾向を示した（表 4）。 

次に、摂食関連ペプチドの mRNA 発現に対する影響を検討した。control群での比較で

は、aged マウスの視床下部 NPY mRNAおよび AgRP mRNA 発現が young マウスと比較して

顕著に低下していたが、POMC mRNA 発現は同程度であった。新奇環境暴露によるこれら

mRNA発現への影響は見られなかった（表 4）。 
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表 4 下垂体および視床下部 mRNA発現に対する新奇環境暴露の影響 

 
Young 

 
Aged 

 
Control Isolation 

 
Control Isolation 

Pituitary mRNA relative expression 

CRF1R 1.00 ± 0.05 0.97 ± 0.12  0.88 ± 0.01 1.18 ± 0.08 # 

POMC 1.00 ± 0.24 1.29 ± 0.11   1.05 ± 0.06 1.84 ± 0.29 

Hypothalamic mRNA relative expression 

CRF 1.00 ± 0.13 1.12 ± 0.08  0.63 ± 0.05 0.83 ± 0.04 ## 

POMC 1.00 ± 0.09 1.25 ± 0.20  0.98 ± 0.10 1.27 ± 0.11 

NPY 1.00 ± 0.09 0.85 ± 0.05  0.64 ± 0.05 ** 0.61 ± 0.01 

AgRP 1.00 ± 0.10 0.90 ± 0.11 
 

0.54 ± 0.02 ** 0.53 ± 0.07 

データは平均値±標準誤差で表示（n = 5–13）。 

** P < 0.01 vs. young マウス。#, ## P < 0.05, 0.01 vs. control群。 

 

 

第4項 新奇環境暴露後の agedマウスにおける SB242084 投与の効果 

新奇環境暴露後の摂食低下に対する 5-HT2C受容体の役割を明確にするため、5-HT2C受

容体拮抗薬の SB242084 を投与し摂食量に対する効果を検討した。図 21A に示すように、

young マウスにおいて SB242084（6 mg/kg）の投与は 24 時間後までの摂餌量に影響を与え

なかった。Aged マウスにおける摂餌量は、SB242084 投与 24 時間後にやや増加が認められ

たものの、投与 6時間後までは young マウスと同様に摂餌量に影響は認められなかった（図 

21B）。一方、新奇環境への暴露によって低下した aged マウスの摂餌量は、全時点において

SB242084の投与によって有意に改善した。（図 21B）。 
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図 21 Youngマウスおよび agedマウスの摂餌量に対する 5-HT2C受容体拮抗薬（SB242084）

投与の効果 

A) youngマウス、B) agedマウス。データは平均値±標準誤差で表示（n = 5–8）。DW：蒸留

水。#, ### P < 0.05, 0.001 vs. aged control マウス DW 投与群。*** P < 0.001 vs. aged isolation

マウス DW投与群。 

 

5-HT2C受容体は視床下部室傍核の CRFニューロン上 91および視床下部弓状核の POMC

ニューロン上 105に発現することが報告されている。Agedマウスの視床下部における 5-HT2C

受容体の役割を明確にするため、SB242084を投与し HPA axisおよび視床下部の食欲関連ペ

プチドの発現について検討した。新奇環境への暴露後、血清 ACTH 値および corticosterone

値は顕著に増加したが、SB242084の投与によってこの反応は抑制された（図 22A, B）。新

奇環境暴露後の視床下部 CRF mRNA発現は、SB242084の投与によって DW投与群と比較
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して有意に増加した（DW投与群 1.00 ± 0.06；SB242084 投与群 1.41 ± 0.09；P < 0.01）。視

床下部 CRF hnRNA発現も同様の結果を示した（DW投与群 1.00 ± 0.07；SB242084投与群 

1.42 ± 0.10；P < 0.01）。下垂体 CRF1 受容体および POMC mRNA 発現については、SB242084

の投与による変化は認められなかった（CRF1 受容体：DW投与群 1.00 ± 0.06；SB242084

投与群 1.00 ± 0.12；P = 0.98。POMC：DW投与群 1.00 ± 0.12；SB242084 投与群 1.10 ± 0.11；

P = 0.55）。 

 

図 22 新奇環境暴露後の agedマウスのストレスホルモン分泌に対する 5-HT2C受容体拮抗

薬（SB242084）投与の効果 

A) 血清 ACTH 値、B) 血清 corticosterone 値。データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。

DW：蒸留水。# P < 0.05 vs. control群。* P < 0.05 vs. isolationマウス DW投与群。 

 

視床下部の NPY mRNAおよび AgRP mRNA 発現は、SB242084の投与によって有意な

増加が認められた。一方、POMC mRNA 発現は SB242084の投与による影響が認められな

かった（図 23A–C）。 
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図 23 新奇環境暴露後の aged マウスの視床下部 mRNA 発現に対する 5-HT2C受容体拮抗

薬（SB242084）投与の効果 

A) NPY mRNA、B) AgRP mRNA、C) POMC mRNA。データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。

DW：蒸留水。*** P < 0.001 vs. isolationマウス DW投与群。 

 

 

第5項 新奇環境暴露後の agedマウスにおける六君子湯投与の効果 

六君子湯は in vivoおよび in vitroにおいて 5-HT2C受容体拮抗作用を示すことが報告され

ている 40, 41, 106, 107。まず、六君子湯が aged マウスの新奇環境暴露後の摂食低下に対し、

SB242084 と同様の効果を示すか検証を行った。結果は図 24 の通り、六君子湯は新奇環境

への暴露による摂食低下を有意に抑制した。 
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図 24 新奇環境暴露後の agedマウスの摂食量に対する六君子湯投与の効果 

データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。DW：蒸留水、RKT：六君子湯。### P < 0.001 vs. 

aged control群。**, *** P < 0.01, 0.001 vs. aged isolation マウス DW投与群。 

 

次に、六君子湯が in vivoで 5-HT2C受容体拮抗作用を示すかを検証するため、5-HT2C受

容体作動薬である mCPP 処置した young マウスおよび aged マウスに六君子湯を投与して摂

餌量を測定した。結果を図 25A, Bに示す。Youngマウスおよび agedマウスへの mCPP 処置

によって 3 および 6 時間後に摂食量が有意に低下したが、六君子湯は摂食低下を顕著に抑

制した。 
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図 25 mCPP処置したマウスの摂食量に対する六君子湯投与の効果 

A) young マウス、B) aged マウス。データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。DW：蒸留

水、RKT：六君子湯。#, ##, ### P < 0.05, 0.01, 0.001 vs. saline + DW投与群。*, **, *** P < 0.05, 

0.01, 0.001 vs. mCPP + DW投与群。 

 

次に、六君子湯に含まれる成分について、in vitroで 5-HT2C受容体への結合活性および

細胞内シグナル伝達に対する作用を検証した。表 5に六君子湯成分の 5-HT2C受容体 binding 

assayおよび cell functional assayの結果を示す。六君子湯成分のうち 36種類について assay

を行い、そのうち glycycoumarin, isoliquiritigenin, 8-shogaolの 3成分は 5-HT2C受容体結合阻

害活性の IC50値がそれぞれ 17.1, 7.5, 16.5 μmol/Lであり、IP1産生抑制試験の IC50値がそれ

ぞれ 7.7, 5.5, 36.9 μmol/Lであった。ポジティブ controlの SB242084 は、5-HT2C受容体結合

阻害活性および IP1産生抑制試験の IC50値がそれぞれ 0.8、3.9 nmol/Lであった。 
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表 5 六君子湯成分の 5-HT2C受容体活性に対する抑制効果 

  IC50 (μmol/L) 

  Binding assay Cell functional assay 

Glycycoumarin 17.1 7.7 

Isoliquiritigenin 7.5 5.5 

8-Shogaol 16.5 36.9 

Hesperetin 36.8 48.2 

 

新奇環境に暴露することにより、aged マウスの血清 ACTH 値、corticosterone 値が上昇

するが、六君子湯の投与によりこれらの上昇が抑制された（図 26A, B）。 

 

図 26 新奇環境暴露後の aged マウスのストレスホルモン分泌に対する六君子湯投与の効

果 

A) 血清 ACTH 値、B) 血清 corticosterone 値。データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。

DW：蒸留水、RKT：六君子湯。#, ## P < 0.05, 0.01 vs. control群。*, ** P < 0.05, 0.01 vs. isolation

マウス DW投与群。 

 

新奇環境暴露後の視床下部 CRF mRNA 発現は、六君子湯の投与によって増加の傾向を

示した（DW投与群 1.00 ± 0.06；六君子湯投与群 1.24 ± 0.16；P = 0.19）。下垂体 CRF1 受容

体および POMC mRNA 発現については、六君子湯の投与による変化は認められなかった

（CRF1 受容体：DW投与群 1.00 ± 0.06；六君子湯投与群 0.89 ± 0.11；P = 0.38。POMC：
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DW投与群 1.00 ± 0.12；六君子湯投与群 0.96 ± 0.13；P = 0.80）。視床下部 NPY mRNA およ

び AgRP mRNA 発現は、六君子湯の投与によって増加した（図 27A, B）。POMC mRNA 発

現は六君子湯の投与による変化は認められなかった（図 27C）。 

 

図 27 新奇環境暴露後の agedマウスの視床下部mRNA発現に対する六君子湯投与の効果 

A) NPY mRNA、B) AgRP mRNA、C) POMC mRNA。データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。

DW：蒸留水、RKT：六君子湯。** P < 0.01 vs. isolation マウス DW投与群。 

 

第6項 Control マウスにおける SB242084 および六君子湯投与の効果 

SB242084 および六君子湯が非ストレス下のマウスに対して影響を与えるかどうか確認

を行った。Youngまたは agedの controlマウスに SB242084 を投与したところ、血清

corticosterone値に影響は認められず（図 28）、下垂体における POMCおよび CRF1 受容体
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の mRNA 発現にも変化は認められなかったが（図 29）、視床下部 CRFの mRNA 発現が抑

制された（図 29）。一方、六君子湯の投与では、血清 corticosterone値にもストレス関連ペ

プチドの mRNA発現にも変化は認められなかった（図 28、図 29）。 

 

図 28 Controlマウスの血清 corticosterone値に対する 5-HT2C受容体拮抗薬投与の効果 

データは平均値±標準誤差で表示（n=5–8）。DW：蒸留水、RKT：六君子湯。 

 

 

図 29 Aged controlマウスの視床下部および下垂体 mRNA発現に対する 5-HT2C受容体拮

抗薬投与の効果 

データは平均値±標準誤差で表示（n=5）。DW：蒸留水、RKT：六君子湯。*** P < 0.001 vs. 

DW投与群。 

 

第7項 Corticosterone分泌に対する mCPP投与の影響 

5-HT2C受容体の刺激が corticosterone 分泌に及ぼす影響を検討するため、young マウス

に mCPP（50μg/mouse）を脳室内投与し、1時間後の血清 corticosterone値を測定したところ、
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mCPP 投与により血清 corticosterone 値の顕著な増加が認められた（図 30）。 

 

図 30 Youngマウスにおける血清 corticosterone値に及ぼす mCPP投与の影響 

データは平均値±標準誤差で表示（n=8）。## P < 0.01 vs. saline投与群 

 

第8項 摂食量に対する mCPP投与の影響 

ここまでの検討で、新奇環境に暴露された aged マウスのストレスホルモン分泌や摂餌

量に対し、5-HT2C受容体拮抗薬は有用な作用を示した。この結果は 5-HT2C受容体機能が亢

進している可能性を示していると考え、次に5-HT2C受容体作動薬としてmCPPを用い、young

マウスおよび agedマウスにおける摂餌量に対する 5-HT2C受容体活性化の影響について検討

した。mCPP 5 mg/kg の腹腔内投与は、young マウスおよび agedマウスの摂餌量を有意に低

下させた（図 31A, B）。しかしながら、低用量の mCPP（1, 3 mg/kg）投与は aged マウスの

摂餌量を有意に低下させたが、young マウスの摂餌量には影響を与えなかった。 
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図 31 摂餌量に対する 5-HT2C受容体作動薬の影響 

A) young マウス、B) aged マウス。データは平均値±標準誤差で表示（n=5）。*, ** P < 0.05, 

0.01 vs. saline投与群。 

 

第9項 新奇環境暴露後の 5-HT2C受容体 mRNA発現 

ここまでの検討で、agedマウスでは young マウスと比較して 5-HT2C受容体の拮抗薬お

よび作動薬に対し高い反応性を示したことから（図 21および図 31）、新奇環境に暴露後の

aged マウスでは、視床下部室傍核の 5-HT2C受容体が活性化し mRNA 発現が亢進している可

能性があると推測された。RT-PCR 法で確認したところ、young マウスでは新奇環境に暴露

後も視床下部の 5-HT2C受容体 mRNA発現には変化が認められなかったが、agedマウスでは

新奇環境に暴露後、5-HT2C受容体 mRNA発現の有意な増加が認められた（図 32）。 
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図 32 視床下部 5-HT2C受容体 mRNA発現に対する新奇環境暴露の影響 

データは平均値±標準誤差で表示（n=5）。# P < 0.05 vs. agedマウス control群。 

 

そこで、in situ hybridization を行い、視床下部室傍核における 5-HT2C受容体 mRNA発

現を young マウスと agedマウスとで比較した。非ストレス下では、agedマウスの視床下部

室傍核における 5-HT2C受容体 mRNA発現は young マウスのものと差は見られなかった（図 

33A）。新奇環境への暴露後は、young マウスでは 5-HT2C受容体陽性細胞数に変化はなかっ

たが、agedマウスでは有意な増加が認められた（図 33B）。 
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図 33 視床下部室傍核における 5-HT2C受容体 mRNA発現に対する新奇環境暴露の影響 

A) 室傍核における 5-HT2C受容体 mRNA発現、B) 室傍核における 5-HT2C受容体陽性細胞

数。データは平均値±標準誤差で表示（n=3–5）。Bar：500μm。# P < 0.05 vs. agedマウス control

群。 
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第4節 考察  

 

本研究で、agedマウスにおける新奇環境への暴露は、持続的なストレスホルモンの分

泌および顕著な摂食低下を来すことが明らかとなった。この現象は、視床下部、特に室傍

核に存在する CRFニューロン上の 5-HT2C受容体の機能亢進によって説明される。第一に、

選択的 5-HT2C受容体拮抗薬の投与によって agedマウスにおける新奇環境暴露後の摂食低下

および HPA axisの過剰な活性化を抑制した。第二に、低用量の 5-HT2C受容体作動薬は aged

マウスでは摂食を顕著に低下させたのに対し、young マウスでは影響を与えなかった。第三

に、agedマウスでは新奇環境への暴露によって視床下部 5-HT2C受容体 mRNA 発現が増加

したが、young マウスでは変化がなかった。これらの結果から、agedマウスのストレス下に

おける摂食調節には、視床下部 5-HT2C受容体が重要な役割を果たしていると結論付けた。 

5-HT2C受容体の活性化は、young マウスにおいて不安様行動や食欲抑制を引き起こすこ

とが知られている 93, 95-97, 108。しかしながら、agedマウスにおいて不安を惹起させるような

条件下での 5-HT2C受容体の役割についてはまだ明確になっていない。本研究において、選

択的 5-HT2C受容体拮抗薬（SB242084）の投与は、young マウスの摂餌量に影響を与えない

6 mg/kgという用量で、新奇環境暴露後の agedマウスにおける持続的な摂食低下およびスト

レスホルモンレベルの増加を顕著に抑制した。本研究で用いた SB242084の 6 mg/kg という

用量は、既報において mCPP による摂食低下に対して拮抗作用を示すのに必要な投与量と

同程度である 109。また、不安を評価するために用いられた投与量（0.1–3.0 mg/kg, i.p.）とも

大きく変わらない 110。今回用いた SB242084 の 6 mg/kg という用量は、young controlマウス

の摂餌量およびストレスホルモンレベルに影響を与えなかったことから、SB242084の投与

によって直接的に摂食を亢進させたのではなく、新奇環境変化に伴う不安やストレス反応

を低下させたことにより摂食低下を抑制したものと考えられる。 

六君子湯は in vivoにおいて 5-HT2C受容体に拮抗作用を示すことが報告されている 40, 41, 

106, 107。In vitroにおいても、六君子湯が 5-HT2C受容体の阻害効果を発揮することが示されて
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おり、これは六君子湯に含まれる成分である glycycoumarin, isoliquiritigenin, 8-shogaolによる

ものと考えられる 41。本研究においても、agedマウスにおける新奇環境変化による摂食低

下に対し、六君子湯が SB242084と同様に HPA axisの活性化および持続的な摂食低下を抑制

することが観察された。また、young マウスおよび aged マウスにおいて mCPP による摂食

低下を六君子湯が抑制し、この結果は既報の知見に一致した 106。Cell functional assayでは、

glycycoumarin, isoliquiritigenin, 8-shogaolを含む 六君子湯の成分が 5-HT2C受容体の細胞内シ

グナル伝達に対し阻害作用を示した。これら成分の IC50値はそれぞれ 7.7, 5.5, 36.9 μmol/L

であり、この結果は受容体の binding assayにて得られた Ki値と近いものであった 41。これ

らの知見から、ストレスを負荷した agedマウスにおいて六君子湯が 5-HT2C受容体拮抗作用

を示したと考えられた。 

次に、young マウスと agedマウスにおいて 5-HT2C受容体活性化が摂餌量に与える影響

について検討した。5-HT2C受容体作動薬として mCPP を投与したところ、5 mg/kg の用量で

は youngマウス、agedマウスとも摂餌量を顕著に抑制したが、低用量（1, 3mg/kg）の投与

では young マウスの摂餌量に影響を与えなかった。このことから、agedマウスの脳内にお

いて、5-HT2C受容体のシグナル伝達が亢進している可能性が示唆された。ストレスを負荷

したマウスでは非ストレスマウスと比較して低用量の mCPP 投与によって摂食が低下する

ことが報告 88されており、本研究の結果はこれと類似した。 

SB242084 および六君子湯は、新奇環境暴露後の摂食低下に加え、ストレスホルモンの

分泌を顕著に抑制したことから、その作用部位は CRFニューロンリッチな室傍核である可

能性が考えられる。本研究において young マウスに mCPP（50μg/mouse）を脳室内投与した

ところ、血清 corticosterone値が上昇した。mCPP 投与による血清 corticosterone値の上昇は

過去の報告 98でも示されており、この corticosterone値の上昇は SB242084によって顕著に抑

制されている。さらに、近年の研究によって、5-HT2C受容体は室傍核の CRFニューロン上

に発現し、5-HT2C受容体作動薬が CRFニューロンを活性化すると ACTHが分泌されること

が明らかにされた 91。これらの知見は、agedマウスにおいて新奇環境暴露後、室傍核の CRF
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ニューロン上の 5-HT2C受容体の興奮によって HPA axisが活性化する、という仮説を裏付け

る。 

定量的 RT-PCR 解析により、agedマウスにおいては、新奇環境への暴露によって視床下

部における 5-HT2C受容体 mRNA発現の有意な増加が観察された。In situ hybridization 法を

用いてこの結果の検証を行ったところ、新奇環境への暴露は、agedマウスにおける室傍核

の 5-HT2C受容体 mRNA発現を有意に増加させたことが明らかとなった。このことから、新

奇環境への暴露によって agedマウスの室傍核における 5-HT2C受容体シグナルが亢進した可

能性が示唆された。この結果は、薬理学的アプローチの結果に基づいた仮説に一致した。

一方、視床下部の他の部位では、たとえば、食欲調節に働く NPY/AgRP ニューロンや POMC

ニューロンが存在する弓状核において新奇環境への暴露による 5-HT2C受容体mRNA発現に

有意な変化は見られなかった（データ未掲載）。 

本研究の結果から、agedマウスにおける 5-HT2C受容体の機能亢進は、室傍核の 5-HT2C

受容体 mRNA 発現の増加が主要なメカニズムであると推測される。しかしながら、シナプ

ス間の 5-HTや受容体数の増加、受容体と 5-HTの親和性の増加、受容体の脱感作やダウン

レギュレーションの減少、細胞内シグナル伝達系の亢進など、他の可能性も否定できない。

さらに、げっ歯類において、老齢では環境変化によって脳内 5-HTターンオーバーが抑制さ

れ、5-HT 濃度が増加することが報告されている 111。本研究では 5-HT 濃度を測定していな

いが、agedマウスにおいて新奇環境への暴露後に 5-HT2C受容体シナプス間隙で 5-HT 濃度

が増加することが 5-HT2C受容体活性化の一因である可能性も考えられる。また、5-HT2C受

容体は GPCRの一つであるが、他の GPCRと同様に、GPCR キナーゼやアレスチンによっ

て脱感作やインターナリゼーションが起き、それによって 5-HT2C受容体の機能が微調整さ

れている 112。そのため、ストレス下の agedマウスでは、受容体の脱感作やインターナリゼー

ションの低下によって 5-HT2C受容体のシグナル伝達が亢進している可能性が考えられる。

さらに、5-HT2C受容体は GPCR の中では唯一 pre-mRNAが RNA editingを受けることが知ら

れており 113、それによって受容体の機能が変化した可能性も考慮しなければならない。こ
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のようなメカニズムがストレス負荷した agedマウスの 5-HT2C受容体機能亢進に関与してい

るかは未だ不明である。 

本研究では、5-HT2C受容体拮抗薬の投与によってストレス負荷した agedマウスのスト

レスホルモン分泌を有意に抑制した。このことから、5-HT2C受容体の阻害は視床下部 CRF

や下垂体 POMC、CRF1R の mRNA 発現を抑制すると考えた。これらは、新奇環境へ暴露し

てから 24時間後において、agedマウスで持続的に増加が認められたものである。しかしな

がら、SB242084や六君子湯の投与によって血中 ACTH値や corticosterone値を大きく抑制し

たにも関わらず、予想に反して CRF mRNA 発現を増加させた。この CRF mRNA 発現が増

加した原因は明らかではないが、5-HT2C受容体拮抗作用によるストレスホルモン分泌の抑

制や摂食低下の改善が、単に視床下部の CRFや下垂体の POMC 合成の抑制によって説明で

きるものではないことを示唆している。ストレスホルモン分泌と視床下部 CRFや下垂体

POMCの mRNA 発現との間にタイムラグがあるだろうことを考慮すると、サンプル回収の

タイミングをより詳細に検証する必要がある。 

5-HT2C受容体は、室傍核の CRFニューロン上だけでなく、弓状核の POMCニューロン

上にも発現しており、脱感作や POMC 遺伝子発現を増加させ 90、α-melanocyte-stimulating 

hormone（α-MSH）を分泌させる。α-MSHは室傍核の CRFニューロン上および外側野の orexin

ニューロン上の melanocortin 4 受容体に結合し、食欲を強力に抑制する 114。一方、NPY/AgRP

は精力的に研究が進んでおり、NPY Y1受容体の活性化または α-MSHの melanocortin 4受容

体への結合阻害を介して食欲促進に働く最も重要なペプチドとして知られている 97, 108。摂

食行動はこのように促進性と抑制性の食欲調節経路のバランスによって調節されている 115。

本研究では、新奇環境ストレスも、SB242084や六君子湯による 5-HT2C受容体拮抗作用も、

視床下部 POMC mRNA発現に変化をもたらさなかった。しかしながら、一方で SB242084

や六君子湯の投与によって、agedマウスにおいて新奇環境ストレス負荷後の NPY/AgRP 

mRNA発現を増加させた。これらの結果や知見から、弓状核における POMC ニューロン上

の 5-HT2C受容体の関与は、young マウスおよび aged マウスとも、ストレス惹起後の急性期
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（たとえば 3時間程度 88 ）にその役割のピークを迎え、agedマウスにおける持続的な摂食

低下における役割が小さい可能性が考えられる。あるいは、agedマウスでの弓状核におけ

る POMC ニューロンの優位性が、α-MSH分泌の高まりを介して室傍核における CRFニュー

ロンを刺激するという一つの役割を持ち 116、薬理学的な 5-HT2C受容体拮抗作用が AgRP と

POMCのバランスを正常化することで、過剰なストレスホルモン分泌や摂食低下を軽減し

たという可能性も考えられうる。 

ストレスや摂食に関連する代表的な中枢領域は、室傍核、弓状核のほか、辺縁系（扁

桃体を含む）が知られている。辺縁系の中でも扁桃体は不安や恐怖を認識する重要な部位

であり、5-HT2C受容体や CRF受容体が豊富に存在する 117, 118。予備的な検討では、agedマ

ウスへのストレス負荷によって、扁桃体の 5-HT2C受容体 mRNA 発現は統計学的に有意では

なかったものの増加傾向を示した（扁桃体における 5-HT2C受容体陽性細胞数：aged control, 

85 ± 16.1; aged stressed, 135 ± 18.4; P = 0.087, データ未掲載）。このことから、新奇環境スト

レスによる摂食低下には扁桃体の関与が示唆される。辺縁系の関与については、さらなる

検討が必要である。 

本章の結論として、agedマウスを新奇環境に暴露すると、5-HT2C受容体の活性化を介

して持続的に摂食が低下し、ストレスホルモンレベルが上昇する。SB242084 や六君子湯な

ど 5-HT2C受容体拮抗薬は、摂食低下およびストレスホルモン分泌に対し改善効果を示す。

これらのことから、agedマウスにおける新奇環境下の摂食低下には、5-HT2C受容体の過剰

刺激が関与していることが示唆された。 
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総括 

 

わが国においてストレスに関連する疾患は増加の一途をたどっている。しかしながら、

これらの疾患には様々な因子が複雑に関与しており、発症原因が未だ明らかになっていな

いため、病態のメカニズムを解明することは疾患の理解や治療法の確立に繋がる重要な意

味を持つ。そこで本研究はストレスに関連する疾患として 1) GERD の消化管機能障害、な

らびに 2) ストレスによる高齢者の摂食障害の二つを取り上げ、これらのメカニズム解明を

目的として動物モデルを用いた検討を行った。 

 

1)  胃食道逆流症モデルにおける基礎的研究 

第 1 章では、GERD ラットにおける胃排出能、摂餌量および胃前庭部運動の低下には、

血漿におけるグレリン濃度の上昇およびグレリンに対する反応性低下が関与していること

を見出した。また、六君子湯を摂取させることによって、胃前庭部運動および胃排出能に

おいてグレリン反応性低下が改善することを明らかにした。六君子湯は、グレリン感受性

を上昇させることによって GERD ラットの消化管運動低下を改善したものと推察される。

本研究で GERD モデル動物におけるグレリンシグナル伝達障害を示したことは、GERD の

病態の理解に加え、新たな GERD の治療確立に有用な結果であると考えられる。 

第 2章では、GERD ラットにおける摂餌量低下のメカニズムとして、視床下部における

MCH ニューロンおよび orexin ニューロンの非活性化が関与していることを明らかにした。

GERD ラットは高グレリン血漿であり、末梢グレリンによる摂食亢進シグナルは視床下部ま

で伝達されているが、その下流にあるMCHニューロンおよび orexinニューロンの活性化が

抑制されているために摂食低下に繋がったことを示した。今後の研究として、酸分泌抑制

剤による検討を加え、よりヒトの GERD や FD 病態に近い動物モデルとして発展させてい

くことが検討課題である。 

 



72 

2)  加齢マウスにおける基礎的研究 

第 3 章では、aged マウスにおける新奇環境下の摂食低下やストレスホルモン分泌増加

には、5-HT2C受容体を介したシグナルの過剰な活性化が関与していることを明らかにした。

そのメカニズムとして、視床下部室傍核に存在する CRFニューロン上の 5-HT2C受容体の機

能亢進が関与していることを見出した。さらに、aged マウスにおける新奇環境下の摂食低

下やストレスホルモン分泌増加は 5-HT2C受容体拮抗薬によって抑制されることを見出した。

本研究で明らかにしたことは、高齢者のストレス下における摂食調節機構の解明に役立つ

重要な結果であると考えられる。 

 

以上、本研究では、ストレスに関連する疾患として GERD の消化管機能障害、ならび

にストレスによる高齢者の摂食障害について、その病態と発生機構の一端を明らかにした。

今回得られた知見は、これらの疾患の新たな治療アプローチとして有用な情報を提供する

ものと考える。 
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本論文の内容は、学術雑誌に掲載された下記の原著論文を基礎とするものである。 
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Asaka M, Takeda H. 

Impaired ghrelin signaling is associated with gastrointestinal dysmotility in rats with 

gastroesophageal reflux disease. 

Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2012 Jul;303(1):G42-53. 

 

２．Nahata M, Saegusa Y, Harada Y, Tsuchiya N, Hattori T, Takeda H. 

Changes in ghrelin-related factors in gastroesophageal reflux disease in rats. 

Gastroenterology Research and Practice. 2013;2013:504816 

 

３．Nahata M, Saegusa Y, Harada Y, Tsuchiya N, Hattori T, Takeda H. 

Serotonin 2C receptor antagonism ameliorates novelty-induced hypophagia in aged mice. 

Psychoneuroendocrinology. 2013 (in press) 
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