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用語と略語 
 
●AC: adenylate cyclase（アデニル酸シクラーゼ） 

ATP から cAMP とピロリン酸への変換を触媒する酵素で、セカンドメッセンジャーの

1 つ。CRH1 型受容体に作用すると活性化される。 

 

●ACTH: adrenocorticotropic hormone（副腎皮質刺激ホルモン） 

HPA 軸の活性により下垂体前葉より分泌されるストレスホルモン。この分泌量の増加

がストレス指標となっている。 

 

●AVP: arginine vasopressin（アルギニン・バソプレッシン） 

視床下部で産生・分泌される神経ペプチド。下垂体前葉からの ACTH 分泌を促進す

る。下垂体後葉から分泌される抗利尿ホルモンでもある。 

 

●cAMP: cyclic adenosine monophosphate（環状アデノシン 1 リン酸） 

ホルモン伝達の際の細胞内シグナル伝達においてセカンドメッセンジャーとして働

く。 

 

●CP: CP 154526 

選択的、非ペプチド CRH1 型受容体拮抗薬。CRH 誘発性アデニル酸シクラーゼ活性を

阻害し、CRH による HPA 軸の活性を弱める。 

IUPAC name: N-Butyl-N-ethyl-2,5-dimethyl-7-(2,4,6-trimethylphenyl)-7H-pyrrolo[2,3-

d]pyrimidin-4-amine hydrochloride 

 

●CRH: corticotropin-releasing hormone（コルチコトロピン放出ホルモン） 

視床下部で産生・分泌される神経ペプチド。下垂体前葉からの ACTH 分泌を最も強く

促進する。 



 

ix 
 

 

●c-fos 

Fos タンパク質（細胞活性マーカー）を発現させる遺伝子。 

 

●ED50: effective dose（50%有効量） 

薬を投与された動物の 50％が効果を発現すると推定される投与量。 

 

●GC: glucocorticoid（グルココルチコイド） 

副腎皮質から分泌されるストレスホルモン。血糖上昇作用を有する。ヒトではコルチ

ゾール、げっ歯類ではコルチコステロンが代表である。 

 

●HPA 軸: hypothalamus-pituitary-adrenal axis（視床下部‐下垂体‐副腎皮質軸） 

視床下部由来の ACTH 分泌促進因子により分泌が惹起された ACTH が副腎皮質からの

GC 分泌を惹起する一連の系。 

 

●IP3: Inositol trisphosphate（イノシトールトリスリン酸） 

細胞内シグナル伝達として利用されるセカンドメッセンジャーの 1 つ。V1b 受容体に作

用すると産生される。 

 

●Ki（阻害定数） 

阻害物質の結合親和性。数値が小さいほど阻害作用が強いことを表す。 

 

●LT: lactate threshold（乳酸性作業閾値） 

漸増負荷運動時に急激に血中乳酸値が上昇する強度。V
・

O2max の 50～60％に出現す

る。 
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●mRNA: messenger RNA（伝令 RNA） 

タンパク質に翻訳され得る塩基配列情報と構造を持った RNA。mRNA の遺伝情報に従

い、特定のタンパク質が合成される。 

 

●mPVN: magnocellular part of the paraventricular hypothalamic nucleus（視床下部室傍核大

細胞系） 

視床下部室傍核の一部で、AVP や OT が多く発現する。一般的には、下垂体後葉に投

射し、分泌されたペプチドは末梢に反映されると言われる。 

 

●NA: noradrenaline（ノルアドレナリン） 

主に脳幹に分布する神経伝達物質の一つで、カテコラミンの１つ。視床下部に

作用し、HPA 軸活性に関与する。 

 

●OT: oxytocin（オキシトシン） 

PVN 及び SON で合成され、下垂体後葉から分泌されるペプチドホルモンで、バソプ

レッシンと構造が類似している。平滑筋の収縮や乳汁分泌の促進を行う。 

 

●POMC: pro-opiomelanocortin（プロオピオメラノコルチン） 

オピオイドの 1 種で、ACTH 及び β-エンドルフィン、リポトロピンの前駆体。主に下

垂体前葉及び中葉で産生される。 

 

●PVN: paraventricular hypothalamic nucleus（視床下部室傍核） 

視床下部に位置する神経細胞群。小さな細胞から成る小細胞系と大きな細胞から成る

大細胞系に分けられる。 

 



 

xi 
 

●pPVN: parvocellular part of the paraventricular hypothalamic nucleus（視床下部室傍核小細

胞系） 

HPA 軸活性調節の要。CRH が密に分布し、この神経細胞のうち約半数は AVP も発現

する。本領域の神経細胞の軸索は正中隆起に投射している。 

 

●SAM 軸: sympathetic-adrenomedullary（交感神経‐副腎髄質軸） 

ストレス反応の代表的な調節軸の 1 つ。最終的に副腎髄質よりカテコラミンを放出

し、ストレスに適応する。 

 

●SME: stalk median eminence (正中隆起) 

第三脳室の底をなす。視床下部室傍核小細胞系の神経細胞は正中隆起に投射し、この

神経細胞から分泌される因子は下垂体門脈を通じて下垂体前葉に運ばれる。 

 

●SON: supraoptic hypothalamic nucleus（視床下部視索上核） 

視床下部に位置し、AVP を産生する神経細胞がある。これらの AVP は下垂体後葉に軸

索を投射し、循環血中へ神経内分泌される。 

 

●SSR: SSR 149415 

選択的、非ペプチドバソプレッシン V1b 受容体拮抗薬。AVP 誘発性細胞内 Ca2+増加を

阻害し、AVP による HPA 軸の活性を弱める。 

IUPAC name: (2S,4R)-1-((R)-5-chloro-1-(2,4-dimethoxyphenylsulfonyl)-3-(2-methoxyphenyl)-

2-oxoindolin-3-yl)-4-hydroxy-N,N-dimethylpyrrolidine-2-carboxamide 
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第Ⅰ章 緒言 

  

生体は、恒常性を乱すまたは乱す恐れのある刺激（ストレス）に対し、生体防

御反応としてストレス反応を働かせる。運動では、心血管系や代謝を乱すような

強度においてストレス反応が生じ、持久力等高い運動パフォーマンスの発揮や

健康維持増進に貢献する一方 (Sellers et al., 1988; van Praag et al., 2014)、過度と

なるとパフォーマンスの低下やうつ病発症等、様々な症状の引き金となり得る 

(de Graaf-Roelfsema et al., 2007; Mastorakos et al., 2005)。このように、運動時のス

トレス反応は条件により身心に対して対極的な影響をもたらすが、その背景に

あるストレス反応調節機構の詳細は明らかでない。 

医学・生理学分野において、ストレスの指標は下垂体前葉からの副腎皮質刺

激ホルモン (adrenocorticotropic hormone: ACTH) の分泌量増加である (Ganong, 

1991; Pacak, 2000)。これは、視床下部－下垂体－副腎 (hypothalamus-pituitary-

adrenal: HPA) 軸を介した内分泌反応であり、続いて分泌される副腎皮質からの

グルココルチコイド (glucocorticoid: GC) が代謝調節やストレス反応収束に貢献

する (Kuo et al., 2015; Osterlund et al., 2016)。一般的に、ストレス誘発性 ACTH 分

泌は、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン (corticotropin-releasing hormone: CRH)、

アルギニン・バソプレッシン (arginine vasopressin: AVP)、オキシトシン (oxytocin: 

OT) など、様々な視床下部因子によって促進される (Aguilera, 2011; Negro-Vilar 

et al., 1987)。最も強力な因子である CRH は、ストレス負荷時のみならず安静時

の ACTH 分泌にも貢献し (Aguilera, 2011)、ACTH やその前駆体であるプロオピ

オメラノコルチンの生合成を促進する働きも有する重要な因子である (Bruhn et 
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al., 1984; Engler et al., 1999)。AVP は CRH に次ぐ ACTH 分泌促進能を有し (Negro-

Vilar et al., 1987)、CRH より早く ACTH 分泌を促す (Carroll et al., 2007; Rivier C. 

et al., 1982)。さらに CRH と AVP は協同的に作用することで互いの ACTH 能を

高めることが明らかとなっている (Abou-Samra et al., 1987; Antoni, 1986; Carroll 

et al., 2007; Hashimoto et al., 1984)。OT の ACTH 分泌促進能は弱く、ラットでは

AVP 同様 CRH との協同作用が確認されているものの、ヒトでは ACTH 分泌を

抑制することも示唆されている (Aguilera, 2011; Antoni, 1986)。このようにそれぞ

れ特徴を持つ ACTH 分泌促進因子は、全てのストレス時の ACTH 分泌調節に同

様に関与するのではなく、ストレス条件により異なることが多くの研究で示さ

れている (Antoni, 1986; Pacak and Palkovits, 2001; Ramos et al., 2006; Spiga et al., 

2009)。 

運動では、その強度が乳酸性作業閾値 (lactate threshold: LT) を超えると視床

下部が興奮し、ACTH 分泌量が増加するため運動ストレスと定義されており 

(Farrell et al., 1983; Luger et al., 1987; Ohiwa et al., 2007; Rahkila et al., 1988; Saito 

and Soya, 2004; Soya, 2001; Soya et al., 2007)、運動誘発性の ACTH 分泌の調節因

子が調査されてきた。特に焦点を当てられてきた因子は、複数ある ACTH 分泌

促進因子の中で ACTH 分泌能の強い AVP や CRH である。我々は既に、血漿

ACTH 濃度の増加を伴う LT 強度以上の走運動が視床下部室傍核小細胞系 

(parvocellular part of the hypothalamic paraventricular nucleus: pPVN) の AVP 神経細

胞を活性化させ、視床下部と下垂体を仲介する正中隆起における AVP 含有量を

変化させることを報告している (Saito and Soya, 2004)。くわえて、ギャロッピン

グ中の馬の下垂体静脈血中や運動中のヒトの末梢血中における ACTH と AVP 濃
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度の同期的な増加が示されている (Alexander et al., 1991; Inder et al., 1998)。この

ように、運動誘発性 ACTH 応答において AVP は重要な役割を担うとされている

が、これらは AVP の動態観察に留まっており、決定的な証拠は未だに得られて

いない。CRH に関しては、運動が血漿 CRH 濃度や pPVN における Crh mRNA 発

現量、PVN の CRH 神経細胞活性を増加させることが報告されている (Inder et 

al., 1998; Morikawa et al., 2021; Otsuka et al., 2016; Timofeeva et al., 2003)。一方で、

運動前の CRH 受容体占有が ACTH 分泌に影響を与えないという報告や (Smoak 

et al., 1991)、ギャロッピングにより ACTH が分泌されても CRH 分泌は促進され

ないという報告がされており (Alexander et al., 1991)、運動中のストレス反応は

CRH 以外の因子が制御することが示唆されている。このように、運動時 ACTH

応答への CRH の関与については一致した見解が得られていない。 

 運動誘発性の ACTH 応答における AVP と CRH の関与を明らかにするには、

視床下部―下垂体軸への介入が有効である。とりわけ、様々なサブタイプの受容

体の中でも ACTH 分泌を仲介する AVP V1b 受容体 (AVP V1b receptor: V1bR) 及び

CRH１型受容体 (CRH type 1 receptor: CRH1R) を特異的に阻害する拮抗薬の使

用は、AVP と CRH の作用点に対する直接的なアプローチとなる。また、神経解

剖学的観点として、AVP や CRH を産生する視床下部神経細胞の運動ストレスに

よる興奮の有無の検証も重要である。これらは動物実験で検証可能であり、運動

ストレス時の ACTH 分泌調節に対する AVP や CRH の関与に関する直接的及び

間接的な証拠を得ることができるはずである。 

 本研究含め、動物実験は将来的なヒトへの外挿を主目的とするため、ヒトのモ

デルとなる実験の実施が求められる。Wistar ラットは汎用性の高い代表的な実験
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動物の一つであるが、育成・維持している集団（ストック）はブリーダーにより

異なるため、血液成分、認知機能や薬物に対する反応性などはストックにより異

なることが報告されている (Hirate et al., 1988; Hirate et al., 1989; Kampfmann et al., 

2012)。このことから、運動に対する反応性もストック間で異なることが予想さ

れ、ヒトの運動に対する生理応答を模倣するストックが限定的である可能性が

ある。そのため本研究においては、妥当性の高いラットの運動モデルとして、ヒ

トのモデルに近い運動時の代謝・ストレス応答を示すストックを選別し、運動ス

トレス時の視床下部調節機構の検証に臨むのが適切である。 

 以上のことから本研究は、運動ストレス時の ACTH 分泌を少なくとも AVP が、

さらに CRH も調節する可能性を想定し、ヒトの運動時の代謝・ストレス応答を

模倣する動物を用いて、この仮説を明らかにすることを目的とした。そのために

研究課題 1 では、4 つの異なるブリーダー由来の Wistar ラットからヒトの運動

時の代謝・ストレス応答を模倣する動物を選定し、そのストックの LT を算出し

て本研究の動物運動モデルを確立した。続いて研究課題２では、V1bR 及び 

CRH1R の単独または併用投与後の中強度運動誘発性 ACTH 応答を検証し、さら

に研究課題３において、ACTH 分泌を伴う運動時の視床下部における AVP 及び

CRH 神経細胞の活性を評価した。 
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図 1．本研究の概念図 
LT 強度以上の運動で高まる ACTH 分泌は視床下部 AVP 及び CRH により制御される可能性があ
る。これを検証するため、本研究では３つの研究課題を設けた。研究課題１では、運動時のヒト
の生理応答を模倣するラット走運動モデルに適した Wistar ラットのストックを選定し、その LT

を算出してモデルを確立する。研究課題２では ACTH 分泌促進作用を仲介する AVPV1b 受容体 

（V1bR）及び CRH１型受容体（CRH1R）の作用を拮抗薬（SSR 及び CP）で阻害し、運動ストレ
ス時の ACTH 分泌が抑制されるかどうか検証する。研究課題３では、運動ストレス時に視床下
部室傍核小細胞系（pPVN）の AVP 神経細胞及び CRH 神経細胞、並びに視床下部室傍核大細胞
系（mPVN）及び視床下部視索状核（SON）の AVP 神経細胞が活性化するかどうか検証する。  
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第Ⅱ章 先行研究 
 

１. ストレス反応とその調節機構 

医科学・生理学分野では、物理的・身体的、あるいは精神的・感情的な、生

体内の恒常性を乱す刺激、すなわちストレスに対して抗うための生体反応をス

トレス反応と呼ぶ (Dayas et al., 2001; Pacak and Palkovits, 2001)。ストレス反応

には、神経内分泌系である視床下部―下垂体前葉―副腎皮質 (hypothalamus-

pituitary-adrenal cortex: HPA) 軸 を 介 し た ACTH や グ ル コ コ ル チ コ イ ド 

(glucocorticoid: GC) の増加、自律神経系である視床下部―交感神経―副腎髄質 

(sympathetic-adrenomedullary: SAM) 軸を介したカテコールアミンの増加、さら

には視床下部―下垂体後葉系を介した OT や AVP の増加など、様々ある。中で

も、ストレス学説を唱えた H. Selye は、あらゆる条件のストレスにおいて HPA

軸の調節を介して ACTH 分泌量が増加するとして (Selye, 1950)、この分泌量の

増加が本分野におけるストレス反応指標となっている。 

 

1-1. PVN による ACTH 分泌制御 

末梢及び中枢がストレスを感受すると、HPA 軸の起点である視床下部室傍

核 (paraventricular nucleus: PVN) にシグナル伝達される (Aguilera and Liu, 2012; 

Herman and Cullinan, 1997; Ulrich-Lai and Herman, 2009)。PVN の破壊は安静時及

びストレス状況下において血中 ACTH 濃度を顕著に減少させ (Antoni et al., 

1990; Makara et al., 1981)、更に PVN への電気刺激は ACTH 分泌を増加させる

ことから (Dunn and Critchlow, 1973)、PVN はストレス時の ACTH 分泌調節に
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最も重要な部位として位置づけられている。PVN は内側部の小細胞系 (pPVN) 

と背外側部の大細胞系 (magnocellular part of the paraventricular hypothalamic nucleus; 

mPVN) に分けられ、最も主要な ACTH 分泌促進因子である CRH の産生神経

細胞は、ヒトでもげっ歯類でも pPVN に発現している (Aguilera and Liu, 2012; 

Mouri et al., 1993)。pPVN のニューロンは軸索終末を正中隆起に投射しており、

ストレス刺激を感受すると活性し、ACTH 分泌促進因子が正中隆起を介して下

垂体門脈血中へと分泌される (Gibbs, 1986; Whitnall, 1993; Wiegand and Price, 

1980)。更にそれらの因子は下垂体前葉の副腎皮質刺激ホルモン分泌細胞に発

現する各因子の受容体に作用することで ACTH 分泌を促す。このように視床

下部性 ACTH 分泌促進因子は pPVN－正中隆起－下垂体門脈を介して下垂体

に到達する経路を通じて ACTH 分泌を促す。 

 

1-2. PVN からの出力 

細胞が刺激されると、c-fos を始めとする最初期遺伝子の発現が素早く誘導

される。c-fos 遺伝子にコードされる c-Fos タンパクは、他の最初期遺伝子関連

タンパクである c-Jun との複合体を形成し、標的遺伝子発現を促進させる

(Kovács, 1998)。そのため、最初期遺伝子発現やそのタンパク発現は神経活動の

指標となっている。これはストレス負荷時の PVN でも生じ、インターロイキ

ン-1 の腹腔内投与や摂水制限、高張生理食塩水投与、恐怖条件付け等により、

PVN における CRH 等の神経細胞で c-Fos 発現が高まることが報告されている 

(Chae and Heideman, 1998; Ericsson et al., 1994; Kubota et al., 2014)。CRH 神経細

胞が刺激を受けると、転写や翻訳を経て CRH ペプチドが産生され、軸索輸送
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し末端から正中隆起に放出されるが、この一連の流れは刺激を受けてから１時

間以上を要すると推定されている (Watts, 2005)。そのため新たなペプチド産生

は遅延型の回復・適応的反応であり、即自的なペプチド放出は、軸索末端に蓄

積されていたペプチドが細胞刺激による膜興奮で生じる (Watts, 2005)。また、

軸索末端から放出されたペプチドは、正中隆起でも蓄積される。正中隆起には

安静時から常に、CRH やこれに次ぐ ACTH 分泌促進能を有する AVP が蓄積し

ている。ストレス時には、軸索末端から正中隆起への放出と正中隆起から下垂

体門脈への放出が生じるが、後者の量が多いため、正中隆起内のペプチド含有

量は結果的に低下する (de Goeij D. C. et al., 1991; Feldman et al., 2000; Hashimoto 

et al., 1982)。 

 

1-3. PVN への入力 

PVN の主な神経支配は、興奮性ではノルアドレナリン (noradrenaline; NA)、

抑制性では GABA により行われている。NA 作動性神経系は脳幹に位置し、そ

の神経群から A1～A7 の領域に分けられており、視床下部への投射は、延髄腹

外側核からの A1、孤束核からの A2、青斑核からの A6 が代表的である

(Cunningham and Sawchenko, 1988)。A1 は主に mPVN や SON といった大細胞系

に、A2 は pPVN に広く投射しており、A6 は pPVN に独占的であるが、ソマト

スタチンなどを含む脳室周囲が顕著である (Cunningham and Sawchenko, 1988)。

低血糖や出血、病原菌の侵入等、生理的脅威をもたらすストレス、すなわち物

理的・身体的ストレスに対する HPA 軸の応答は、このような脳幹経路を介し

て PVN に迅速に興奮性シグナルを伝達して生じる (Aguilera and Liu, 2012; 
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Herman and Cullinan, 1997)。PVN の CRH ニューロンには NA の受容体であるα

1 受容体が発現しており (Day et al., 1999)、PVN への NA 局所投与は血中 ACTH

や GC 濃度を高め、PVN での c-Fos 発現を誘導するとともに、PVN での CRH

や AVP の hnRNA 発現量も増加させる (Cole and Sawchenko, 2002; Leibowitz et 

al., 1989)。また、他の興奮性神経伝達物質としてグルタミン酸がある。グルタ

ミン酸作動性神経のうち PVN へ投射する領域は明確でなく  (Ziegler and 

Herman, 2000)、グルタミン酸の PVN への局所投与は幅広い濃度であっても GC

を増加させないという報告があるものの (Cole and Sawchenko, 2002)、一方でグ

ルタミン酸が PVN に興奮性の作用をもたらすことも報告されている。PVN の

CRH ニューロンにはイオンチャンネル型のグルタミン酸受容体が発現してお

り (Ziegler et al., 2005)、グルタミン酸の PVN への投与で正中隆起の CRH 含有

量が低下し、血中 ACTH と GC 濃度を増加させること、グルタミン酸受容体拮

抗薬投与により拘束ストレス誘発性の GC 放出を抑制すること (Ziegler and 

Herman, 2000) などである。一方、グルタミン酸は PVN 以外の脳領域に作用す

ると間接的に HPA 軸に抑制的に働くことがある。PVN 周囲核や視床下部背内

側核、視索前野、分界条床核は、抑制性に働く GABA 作動性神経を PVN に投

射しており、PVN 周囲核へは前頭前野、腹部海馬台といったグルタミン酸作動

性神経が投射すると推定されている (Herman et al., 2020; Ziegler and Herman, 

2000)。PVN の CRH ニューロンには GABA-A 受容体が発現しており (Cullinan, 

2000)、PVN への GABA-A 受容体拮抗薬投与による非ストレス状態での GC の

増加や PVN での c-Fos 発現、CRH 及び AVP の hnRNA 発現増加にくわえ (Cole 

and Sawchenko, 2002)、PVN への GABA-A 受容体拮抗薬投与によるエアースト
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レス誘発性血中 ACTH 濃度上昇の抑制が報告されている (Stotz-Potter et al., 

1996)。人間関係や不安、恐怖等、生理的な恒常性を脅かす緊急性はなく、過去

の経験との比較により生じる刺激で構成される精神的・感情的ストレスでは 

(Herman and Cullinan, 1997)、扁桃体などにより高次な処理を介し、視床下部背

内側核や視索前野、分界条床核等抑制的に働く神経核を抑制する、つまり脱抑

制させることで HPA 軸を活性化させる (Herman et al., 2020)。 

 

２. ACTH 分泌促進因子 

下垂体前葉からの ACTH 分泌は、CRH、AVP、OT、アンジオテンシンⅡな

ど、様々な因子により促進される (Aguilera, 2011; Negro-Vilar et al., 1987)。これ

ら因子の ACTH 分泌に対する関与の仕方はストレスの条件により異なること

が広く知られている (Antoni, 1986; Pacak and Palkovits, 2001; Ramos et al., 2006; 

Spiga et al., 2009)。本研究では、このうちラットやヒトにおいて最も ACTH 分

泌能の高い CRH と、運動時のストレス反応に重要とされてきた AVP に着目

し、その特徴を以下に述べる。 

 

2-1. ヒトと動物間の構造比較 

CRH は 41 個のアミノ酸残基からなるポリペプチドであり、ラットとヒトで

は CRH 遺伝子の塩基配列が一部異なるが高度に保存されており、サイズとア

ミノ酸配列は同じである (Thompson et al., 1987)。また、CRH の発現部位は、

ヒトではラットのように PVN が小細胞系と大細胞系の領域に分かれていない

ものの、どちらも小細胞系に局在している (Mouri et al., 1993)。AVP はそのペ
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プチド構造と受容体構造が、ヒトやげっ歯類、その他の哺乳類及び非哺乳類で、

進化の初期からあまり変化せず、様々な種に受け継がれている (Goodson and 

Bass, 2001; Koshimizu et al., 2012; Thibonnier et al., 2001)。また、全ての脊椎動物

で、AVP（または非哺乳類の場合は AVT）神経細胞は pmPVN と SON にあり、

他の脳領域または下垂体に投射していることは、少なくとも５億年間変わらな

いとされている (Goodson and Bass, 2001)。 

 

2-2. ACTH 分泌能 

CRH はあらゆる ACTH 分泌促進因子の中で最も強力で主要な因子である

(Aguilera, 2011; Aguilera et al., 1983; Negro-Vilar et al., 1987)。安静時とストレス

負荷時のどちらにおいても重要性が大きく、CRH 遺伝子欠損マウス（ノックア

ウトマウス）では、血中 GC 濃度が極端に低く、拘束や絶食のストレス負荷に

対してもほとんど反応を示さない (Kvetnansky et al., 2006; Muglia et al., 1995)。

また、抗 CRH 血清や CRH 抗体による免疫中和は内因性の CRH 活性を阻害し、

副腎摘出ラットの安静時の ACTH 分泌と副腎摘出していない動物のストレス

誘発性 ACTH 分泌を有意に抑制する (Rivier C. et al., 1982; Rivier C. L. and 

Plotsky, 1986)。一方、AVP の ACTH 分泌促進作用は CRH と比較すると弱いも

のの、AVP 欠損ラットは HPA 軸の反応性が鈍感であり (Fodor et al., 2013)、

AVP 受容体拮抗薬の投与はストレス誘発性 ACTH 分泌上昇を抑制する (Ramos 

et al., 2006; Rivier C. and Vale, 1983; Spiga et al., 2009)。また、AVP と CRH の協

同的な作用は ACTH 分泌能をより高めるほか (Abou-Samra et al., 1987; Antoni, 

1986; Hashimoto et al., 1984)、慢性的なストレスによる CRH 脱感作時の ACTH
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分泌は AVP により維持される (Aguilera et al., 2008; de Goeij Dimphena C. E. et 

al., 1992; Whitnall, 1993)。 

 

2-3. 生理的役割 

安静時における ACTH 分泌の脈動的なリズムは、CRH と AVP によって異な

ることが示唆されている (Negro-Vilar et al., 1987)。CRH 受容体拮抗薬の投与

は、平均的な ACTH 分泌量を顕著に減少させる一方、脈動の頻度や持続時間に

は影響しない。一方 AVP 受容体拮抗薬の投与は、平均的な ACTH 濃度は変化

させないが、脈動の頻度や持続時間を顕著に減少させる。また、CRH は ACTH

分泌のみならず、ACTH の合成と ACTH 前駆体であるプロオピオメラノコル

チン (proopiomelanocortin; POMC) の合成も促進するが、他の視床下部神経ペ

プチドでは確認されていない (Bruhn et al., 1984; Engler et al., 1999)。 

 

2-4. 発現部位別機能的役割 

 2-4-1. PVN 小細胞系 (pPVN) 

CRH ニューロンは、PVN の中でもとりわけ背内側に位置する小細胞系に最

も密集しており、その一部は AVP も発現している (Aguilera and Liu, 2012; Itoi 

et al., 2004; Whitnall, 1993)。この領域のニューロンは正中隆起の外層に投射し

ており、ここでは半数近くの CRH 陽性軸索末端が AVP 陽性である (Itoi et al., 

2004; Whitnall et al., 1985)。さらに繰り返しのストレスにより、PVN の CRH ニ

ューロンや CRH 陽性軸索末端での AVP 陽性が増加する (de Goeij Dimphena C. 

E. et al., 1992; Itoi et al., 2004)。正中隆起外層部に放出された因子は下垂体門脈
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を介して下垂体前葉に到達するため (Aguilera and Liu, 2012; Whitnall et al., 

1985)、pPVN 由来の CRH や AVP は ACTH 分泌を調節すると考えられている。 

 

 2-4-2.  視床下部室傍核大細胞系 (mPVN) 及び視床下部視索上核 (supraoptic 

hypothalamic nucleus; SON) 

AVP は大細胞系の PVN や SON に多く分布しており、CRH も少量発現して

いる (Aguilera, 1998)。この領域のニューロンは正中隆起の内層経由で下垂体後

葉に投射し (Aguilera, 1998; Antoni, 2020; Whitnall, 1993)、一般的に大細胞系 AVP

の役割は、末梢での抗利尿作用による血漿浸透圧の調整であると考えられてい

る。しかし従来から、大細胞系ニューロンの軸索から下垂体門脈、あるいは下

垂体後葉から下垂体前葉へ神経ペプチドが逆行し、HPA 軸活性に寄与するとい

う仮説がある (Gibbs, 1986; Whitnall, 1993)。最近、大細胞系の AVP は、GC に

よる負のフィードバックを抑制する役割をもつという新たな仮説が立てられ

た (Antoni, 2019; Antoni, 2020)。負のフィードバックは、HPA 軸の過度な活性

を抑制する制御システムである。精神的ストレスである Air Puff ストレスや拘

束ストレス時には、事前の GC 投与により負のフィードバックが機能して

ACTH 分泌が抑制されるが、出血ストレス時や過度な運動時にはこれが機能し

ない (Antoni, 2020; Deuster et al., 1998; Osterlund et al., 2016; Thrivikraman et al., 

2000)。このような GC の負のフィードバックが効かないストレスでは共通し

て大細胞系の AVP の動員がある (Antoni, 2012; Thrivikraman et al., 2000)。その

ため、生命を脅かし、ストレス反応を継続させる必要性のある強いストレス時

には、大細胞系 AVP が関与する可能性が示されている。 
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３. ACTH 分泌促進因子の受容体 

CRH や AVP といったホルモンは、細胞膜にある受容体に結合し、細胞内の

タンパク質を活性化させて連鎖的なシグナル伝達を引き起こす (セカンドシ

グナリング) ことでその機能を発揮する。各ホルモンが結合する受容体は特定

ではあるものの１種類とは限らず、結合する受容体により発揮する作用が異な

る。本項では、CRH と AVP それぞれの受容体について概要を述べる。 

 

3-1. CRH 受容体 

CRH 受容体は、大きく CRH1 型受容体  (CRH1R) と CRH2 型受容体 

(CRH2R) の２種類に分類される。ACTH 分泌の促進や POMC の転写は CRH1R

を介して生じ、多くは下垂体前葉に分布する一方、大脳皮質や小脳にも発現す

る(Aguilera, 1998)。CRH1R への作用は HPA 軸の活性のみならず、不安関連行

動も誘発する (Keck, 2006)。一方 CRH2R は視床下部や心臓に発現し、主に摂

食行動や心臓機能の調節、さらには HPA軸活性の回復に関わる (Aguilera, 1998; 

Keck, 2006)。CRH2R に対する CRH の親和性は小さく、CRH 様ペプチドであ

るウロコルチンⅠ、Ⅱ、Ⅲがこれに強く結合する (Aguilera et al., 2004; Bale and 

Vale, 2004)。CRH1R に対する親和性は CRH とウロコルチンⅠが強いが、ウロ

コルチンⅠの大部分は中脳の動眼神経副核に発現してる。CRH とウロコルチ

ンⅠは CRH 結合タンパクへの親和性も強く、これに結合した場合は CRH 誘発

性の ACTH 分泌に抑制的に働く (Bale and Vale, 2004)。 

 

3-2. AVP 受容体 
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AVP の受容体のサブタイプは大きく 3 種類ある。1 つ目の AVP V2 受容体は

腎尿細管細胞に存在し、主に腎尿細管水透過性亢進作用 (抗利尿作用) を有す

る。一定量を超える AVP V2 受容体の特異的な阻害は重大な脱水を生じさせ、

内因性 AVP 及び ACTH の分泌量増加を引き起こす (Serradeil-Le Gal C. et al., 

2002)。2 つ目の AVP V1a 受容体は、血管平滑筋や肝細胞、子宮、脳など、いた

るところに存在し、血管収縮や肝糖新生、中枢性血圧調節、さらには情動作用

や日内リズムの形成など、様々な点で重要な役割を果たす。AVP の脳室内投与

はストレス誘発性の潰瘍の発生を抑制するが、V1a 受容体拮抗薬の脳室内投与

は潰瘍の発生を有意に増加させる (Buyukcoskun and Ozluk, 1999)。このことか

ら、AVP は脳内の AVP V1a 受容体を介してストレス潰瘍の発生を抑制している

ことが示唆される。３つ目の AVP V1b 受容体 (V1bR) は、大脳皮質や小脳等に

もあるが、主に下垂体前葉の ACTH 産生細胞に存在し、ACTH 分泌促進作用を

有する (Aguilera and Rabadan-Diehl, 2000; Griebel et al., 2005)。V1bR ノックアウ

トのげっ歯類では、安静時の ACTH 分泌については健常動物より低下または

変わらないが、強制水泳やエタノール投与等のストレス負荷時の ACTH 応答

が減弱することが報告されている (Koshimizu et al., 2012)。また、V1bR 拮抗薬

投与は、ストレス負荷時の ACTH 分泌減弱のみならず (Koshimizu et al., 2012)、

不安行動を軽減することが報告されている (Griebel et al., 2005)。AVP と OT は

１つのアミノ酸構造が異なるだけで非常に類似した構造を持つが (Maybauer 

et al., 2008)、３つの AVP 受容体に対する OT の親和性は低いことが確認されて

いる(Koshimizu et al., 2012)。 
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3-3. セカンドシグナリング 

CRH1R と V1bR は、どちらも G タンパク質共役受容体であるが、リガンド

結合後の細胞内シグナリング（セカンドシグナリング）は異なる。CRH は下垂

体前葉の CRH1 型受容体に結合すると、アデニル酸シクラーゼ (adenylate 

cyclase: AC) を活性化させることで細胞内環状アデノシン 1 リン酸 (cyclic 

AMP: cAMP) を増加させ、プロテインキナーゼ A を活性化させる。最終的に

は細胞内 Ca2+濃度を増加させることで ACTH 分泌を促進する (Aguilera, 1998)。

一方で AVP は、AVP V1b 受容体に結合するとホスホリパーゼ C を活性化し、ホ

スファチジルイノシトールビスリン酸の分解によりイノシトール 1,4,5-3 リ

ン酸（1,4,5-inositol triphosphate: IP3）とジアシルグリセロールを産生する。結果

としてプロテインキナーゼ C の活性化や細胞内 Ca2+濃度を増加させ、ACTH 分

泌を促進する (Maybauer et al., 2008; Murat et al., 2012)。CRH と AVP は共に作

用することで ACTH 分泌能を相乗的に高めることが明らかとなっているが、

この背景には AVP が V1b 受容体へ結合することで CRH による cAMP の蓄積が

増強し、CRH が CRH1 型受容体へ結合することで AVP による IP3 の産生が増

強するというクロストークがあることが示唆されている (Abou-Samra et al., 

1987; Murat et al., 2012)。 

 

４. ACTH 分泌促進因子の受容体拮抗薬 

 4-1. CRH1R 拮抗薬: CP154526 

CP154526 (CP) は、血液脳関門を通過できる CRH1R に特異的な非ペプチド
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性拮抗薬である。これまで CRH による ACTH 分泌や不安行動等の検討に用い

られてきた代表的な CRH 受容体拮抗薬に α- helical CRF9-41 があるが、これは

CRH1R と CRH2R を共に阻害する拮抗薬であった。これに対し CP は CRH1R

を特異的に阻害するため、実験結果の解釈が α- helical CRF9-41 に比べ容易で

ある。 

拮抗薬による受容体阻害作用は阻害定数 (Ki) で表され、その値が小さいほ

ど阻害作用が大きいことを示す。CP の CRH1R に対する Ki は 2.7 nM と小さい

が、CRH2R に対する Ki は 10 μM 以上、CRH 結合蛋白質にも 1 µM 弱と大きい

ことから、CP の CRH1R への特異性がわかる (Schulz et al., 1996; Seymour et al., 

2003)。また、in vitro における CRH によるアデニル酸シクラーゼ (AC) 活性の

50%有効量 (Effective Dose 50%: ED50) での検証により、CP は濃度依存的に

CRH による AC 活性を抑制し、その Ki は 3.7 nM であるのに対し、α- helical 

CRF9-41 の K i は 30 nM であり、CP が極めて小さい値を示した (Schulz et al., 

1996)。更に、in vivo において ACTH を約３倍に高める CRH 投与で CP の皮下

投与は濃度依存的に 10 mg/kg からそれを抑制することが報告されている 

(Schulz et al., 1996)。 

 

 4-2. V1bR 拮抗薬: SSR149415  

SSR149415 (SSR) は、AVPV1bR に特異的に作用する競合的非ペプチド性拮

抗薬である  (Serradeil-Le Gal C. et al., 2007; Serradeil-Le Gal C. et al., 2002; 

Serradeil-Le Gal Claudine et al., 2005)。動物及びヒトの V1bR に対する Ki は 5 nM

以下と小さいのに対し、V1aR、V2R 及び OT 受容体に対する Ki は 90～3000 nM
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と非常に大きく、SSR の V1bR への親和性の高さと特異性を示している

(Serradeil-Le Gal C. et al., 2002)。また、in vitro における Ca2+増加を最大限もた

らす AVP 量 (30 nM) での刺激は、SSR 濃度依存的に Ca2+を抑制した (Serradeil-

Le Gal C. et al., 2002)。更に、in vivo において ACTH 濃度を約３倍に増加させる

AVP 量 (0.3 µg/kg) を用いた SSR の ACTH 分泌阻害力も検討されている。1～

30 mg/kg の SSR の腹腔内または経口投与は、ACTH 分泌を濃度依存的に抑制

し、その最低有効効果量は腹腔内投与で 3 mg/kg、経口投与で 10 mg/kg であっ

た (Serradeil-Le Gal C. et al., 2002)。SSR は 30 mg/kg の経口投与で CRH による

ACTH 及び GC の血漿濃度上昇を抑制しないが、10～30 mg/kg の経口または腹

腔内投与は、AVP と CRH の併用投与や拘束ストレスによる血漿 ACTH 及び

GC の血漿濃度上昇を抑制する (Serradeil-Le Gal C. et al., 2002)。 

 

５. ストレス条件と ACTH 応答の視床下部調節 

ストレス刺激の種類やストレス反応継続期間等、ストレスの条件により関与

する ACTH 分泌促進因子が異なることが多くの研究で示されてきた。例えば

CRH や AVP の合成は、拘束ストレスや出血ストレスでは増加するが、寒冷ス

トレスでは増加しない (Antoni, 1986; Pacak and Palkovits, 2001)。また、CRH 及び

AVP 受容体拮抗薬を用いて、それぞれの因子の ACTH 分泌に対する関与も検討され

ている。例えば、エーテルストレス時の ACTH 分泌は CRH 受容体拮抗薬投与の影響

を受けない一方で AVP 受容体拮抗薬投与により抑制される。また、浸水ストレス時に

はそれぞれの拮抗薬の単独投与は ACTH 分泌を抑制しないが、同時に投与することで

顕著に抑制する。一方拘束ストレスではそれぞれの拮抗薬の単独投与により ACTH 分
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泌増加は抑制されるが、これらを同時に投与することでより一層抑制される (Ramos 

et al., 2006)。更に、多くの急性ストレス時には CRH が ACTH 分泌に対し主要な役割

を担うが、慢性化することで CRH から AVP へと貢献度の比重が変化することが示さ

れている (Whitnall, 1993; Aguilera, 1994)。これらのことから、ストレス刺激の条件に

よって、その刺激に対処するのにふさわしい因子が ACTH 分泌を促進するよう働いて

いることが考えられる。 

 

６. 運動時の ACTH 応答の視床下部調節 

運動ストレス時の ACTH 分泌促進には、AVP が重要な役割を果たすことが

示唆されている。Alexander らは、放出された視床下部ホルモンや下垂体ホル

モンを反映する下垂体静脈からの連続採血のために、ウマにカテーテルを留置

し、５分間のギャロップ運動（駆け足）を課すと、走運動時には ACTH 及び

AVP の血中濃度に正の相関関係があることを報告した (Alexander et al., 1991)。

また、Inder らは、自転車エルゴメーターを用いたヒト研究で、最大運動時に末

梢血中の ACTH と AVP の値が同時に高まることを報告した (Inder et al., 1998)。

末梢血中の AVP は血漿浸透圧調節に関与すると考えるのが一般的だが、この

時の AVP 濃度は血漿浸透圧の変動だけでは説明できないほどの大きな増加で

あることから、ACTH の分泌に AVP が関わっている可能性が示された。さら

に、げっ歯類の研究では、ACTH 分泌を伴う走運動時に pPVN の AVP 神経細

胞が顕著に活性化することや、正中隆起内の AVP 含有量が減少することも明

らかとなっている (Saito and Soya, 2004)。これらの報告は AVP が運動時の

ACTH 応答を制御するという仮説を支持しているが、いずれも運動ストレス時
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の AVP の動態の観察に留まるため、決定的な証拠は得られていない。 

一方で、一般的に最も主要な ACTH 分泌促進因子である CRH の運動ストレ

スへの関与については、一致した見解が得られていない。CRH の関与に肯定的

な先行研究の一つは、上述の Inder らの報告である (Inder et al., 1998)。ここで

は、ACTH 分泌を伴う自転車運動時に末梢 CRH 濃度も高まることが明らかと

なった。しかし、ACTH 分泌を促す CRH は視床下部由来であるが CRH は末梢

からも分泌されるため、観察された末梢血中の CRH が末梢由来である可能性

を否定できない。また、疲労困憊に導く 60 分間のラットの漸増負荷運動によ

り、pPVN 内の Crh mRNA を発現する細胞のうち約 95％が細胞活性マーカー

の遺伝子である fos を発現したことが報告されている (Timofeeva et al., 2003)。

しかしながら、漸増負荷運動では最終的に 25 m/min まで速度を高めたのに対

し、事前の走行学習の最大速度は 15 m/min であったため、高強度のトレッド

ミル運動への馴化が十分ではなく、精神的ストレスの影響を拭えない。実際、

精神的ストレスに強く関与する扁桃体内側核及び基底外側核の活性化が確認

されている。さらに、ラットの固定負荷運動を用いた先行研究では、運動強度

依存的な PVN の CRH ニューロン活性が確認されているが、ACTH 応答が評価

されておらず、運動ストレスによる反応かどうか定かでない (Morikawa et al., 

2021; Otsuka et al., 2016)。一方で、運動ストレスに対する CRH の非関与を示唆

する報告もされている。上述した Alexander らの報告では、ギャロップ運動は

下垂体静脈血中の ACTH を高めたにも関わらず、CRH 濃度は変化しなかった 

(Alexander et al., 1991)。また、ヒトのトレッドミル運動前の外因性 CRH による

CRH 受容体占有は、ACTH 濃度上昇を抑制しなかった (Smoak et al., 1991)。こ
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のように、運動誘発性ストレス応答に対する CRH の関与については見解が一

致せず、長きに渡って論争が繰り広げられている。 

 

７. Wistar ラット 

7-1. Wistar ラットの歴史 

非近交系 Wistar ラットの起源は、アメリカのウィスター研究所で維持され

ていたラットにある。ウィスター研究所で繁殖されていた期間 (1909～1960

年) に研究所外、及び日本を含む国外に供給されたアルビノラットが、それぞ

れの機関で繁殖・維持されてきた (西川, 1990)。これらウィスター研究所から

由来したラットが一般名「Wistar ラット」として流通している (山田, 1987)。

同一系統内での遺伝的変異を極力少なくしている近交系とは異なり、非近交系

はある程度の個体間の遺伝的変異が予想されることに加え、各機関における環

境条件も異なる (野村, 1969)。これらのことから、各機関で繁殖・維持されて

いる Wistar ラットは異なるものと考えられ、ブリーダーごと、すなわち繁殖・

育成する集団であるストックごとに、マウスおよびラットの系統命名規約に則

っ て ラ ボ ラ ト リ ー コ ー ド の 付 い た 名 前 が 与 え ら れ 、 区 別 さ れ て い る 

(Committee, 2016)。 

 

7-2. ストック間の差 

非近交系である Wistar ラットは、各個体の遺伝的性質のばらつきが一定の

範囲内で生じるものの、集団としては固有の遺伝的性質を示すことから、ヒト
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などの個体間の遺伝子型が不均一な集団のモデルとして適している (海野, 

2017; 野村, 1969)。一方集団（ストック）を超えると、いくつかの生物学的特徴

が大きく異なることが報告されている。例えば、エステラーゼとアミラーゼの

遺伝子座において、Wistar ラットの 4 つのストック間の遺伝的距離は大きく、

SD ラットとの区別をし得る結果は認められていない (Yamada et al., 1979)。こ

のような一般名称が同一でストックの異なる実験動物における遺伝的な差は

ICR マウスでも観察されており、いくつかの表現型が一致しない (Hayakawa et 

al., 1980)。Wistar ラットのストック間の差は遺伝的関係のみならず、白血球や

リンパ球等の血液学的データにも見られている (Kampfmann et al., 2012)。さら

には認知機能にもストック間で差があることが、Wistar ラットにくわえ Long-

Evans ラットでも確認されている (Hirate et al., 1988; Hirate et al., 1989; Nakamura 

and Anderson, 1962)。ストック間の違いは、これらのような安静状態のみならず、

薬物投与に対する反応性にも表れる (Hirate et al., 1988)。これらの報告は、たと

え同じ一般名称を持つ実験動物であっても同じ生物学的・生化学的特徴を有す

るとは限らず、ストックが違えば研究の再現性が得られない可能性を示してい

る。 
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第Ⅲ章 研究目的及び課題 
 

１. 研究目的 

本研究は、ヒトの代謝・ストレス応答を模倣するラット運動ストレスモデル

を用いて、乳酸性作業閾値 (LT) を超える中強度の走運動時の ACTH 分泌調節

に対する AVP と CRH の関与を明らかにすることを目的とした。そのために研

究課題 1 では、4 つのストックの Wistar ラットの運動時の代謝・ストレス応答

を検証してヒトの応答を模倣するストックを選択し、そのストックの LT を算

出した。研究課題２では、V1bR 及び CRH1R の単独または併用投与後の運動誘

発性 ACTH 応答を検証し、続いて研究課題３において ACTH 分泌を伴う運動

時の視床下部における AVP 及び CRH 神経細胞の活性化を評価した。 

 

２. 研究課題 

本研究の目的を達成するために、以下の研究課題を設定した。なお、各研究

課題には適宜複数の小課題を設定して実施した。 

 

【研究課題１】運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣するラット走運動モデ

ルの確立 

 

研究課題 1-1: 運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣する Wistar ラットのス

トックの選定 

動物実験は、得られた研究成果をヒトに還元することを見据えて実施するた
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め、ヒトの生体で生じる現象を再現する実験動物を用いる必要がある。Wistar

ラットは、その由来ブリーダー、すなわちストックによって、遺伝的構成や血

液成分、認知機能や薬物に対する反応性などが異なることが報告されており、

運動に対する反応性も異なる可能性がある。そのため、ヒトで生じる運動強度

依存的な代謝・ストレス応答を模倣する Wistar ラットのストックを用いて妥当

性の高い運動モデルを確立するために、異なる強度の運動時の代謝・ストレス

応答を複数のブリーダー由来の Wistar ラットで検証する。 

 

研究課題 1-2: LT の算出 

ヒトでもラットでも、運動強度を段階的に高めると、一定の強度までは血中

乳酸値は低値で安定するが、45-65%最大酸素摂取量に達すると血中乳酸値が急

激に上昇する乳酸性作業閾値 (LT) が出現し、LT 以上の強度においてストレス

反応が生じる。研究課題 1-1 で、ヒトの代謝・ストレス応答を模倣することが

示された Wistar ラットで LT 強度を基準とした走運動モデルを確立するために、

漸増負荷運動時の血中乳酸動態から LT を算出し、その妥当性を評価する。 

 

【研究課題２】運動時の ACTH 分泌を調節する視床下部因子の解明 

 

研究課題 2-1: 走運動ストレス時の ACTH 応答の抑制に効果的な V1bR 拮抗薬投

与量の検討 

AVP は運動時の ACTH 分泌に関与する可能性が現象として示されてきたが、

その決定的な証拠を得るためには、薬理的な介入が有効である。そこで、AVP

が ACTH 分泌を引き起こす機構である V1bR に特異的に作用する拮抗薬を様々
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な量で投与し、LT 以上の中強度運動で生じる ACTH 分泌の抑制に効果的な投

与量を明らかにする。 

 

研究課題 2-2: 走運動ストレス時の ACTH 応答の抑制に効果的な CRH1R 拮抗薬

投与量の検討 

CRH は運動時の ACTH 分泌に関与しないという仮説が主流であるが、視床

下部の CRH 神経細胞や遺伝子発現が運動の影響を受けることが報告されてお

り、運動誘発性 ACTH 応答に対する作用について不明である。これを薬理的に

介入して明らかにするために、まずは CRH が ACTH 分泌を引き起こす機構で

ある CRH1R に特異的に作用する拮抗薬を様々な容量で投与し、LT 以上の中強

度運動で生じる ACTH 分泌の抑制に効果的な投与量を明らかにする。 

 

研究課題 2-3: 運動誘発性 ACTH 応答制御に対する AVP と CRH の関与の検証 

運動ストレス時の ACTH 分泌を AVP または CRH が調節するのか、さらに、

両因子は協調的して ACTH 分泌を促すのかについて、未だ不明である。したが

って、研究課題 2-1、2-2 でそれぞれ求められた V1bR 及び CRH1R 特異的な拮

抗薬の有効投与量を用いて運動前に単独または併用投与し、運動誘発性 ACTH

応答に対する AVP と CRH の関与を明らかにする。 

 

【研究課題３】運動ストレス時の視床下部 AVP と CRH の神経細胞活性の検証 

AVP や CRH が運動時の ACTH 応答に関与している場合、運動ストレス時に

は視床下部のそれぞれの神経細胞が活性化するはずである。そこで、ACTH 分

泌を伴う運動時に視床下部 AVP 及び CRH 神経細胞が活性化するかどうかを明
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らかにする。 
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第Ⅳ章 運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣する Wistarラ
ットのストックの選定（研究課題 1-1） 

 

１．目的 

動物実験の多くは、その成果を将来ヒトに還元するために実施するものであ

るため、ヒトの生理現象を再現する実験モデルの使用が求められる。実験モデ

ルの重要な構成要素の一つである実験動物の中でも代表的な Wistar ラットは、

同じ一般系統名でも、遺伝的構成、血液成分、認知機能、及び薬物に対する生

理的反応性が、由来ブリーダーすなわちストックにより異なることが報告され

ている。これらのことから、Wistar ラットの運動時の代謝・ストレス応答もス

トック間で異なる可能性がある。ヒトでは、血中乳酸値が高まる運動強度で血

糖値及び血漿 ACTH 濃度が上昇し、運動強度依存性を示す。そこで研究課題 1-

1 では、これまで我々が確立してきた実験条件下において妥当性の高いラット

運動モデルを確立するために、様々なブリーダー由来の Wistar ラットの運動時

の血中乳酸値、血糖値、ACTH 濃度を評価し、運動時のヒトの代謝・ストレス

応答を模倣する Wistar ラットのストックを選定した。 

 

２．方法 

2-1. 被験動物および飼育条件 

本研究は、筑波大学動物実験指針に基づき、動物実験倫理委員会の承認を受

けて行われた。実験には、８週齢の雄性 Wistar ラット (Slc:Wistar、日本 SLC 株

式会社、n = 4; Crlj:WI、日本チャールズ・リバー株式会社、n = 4; Kwl:Wistar、
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東京実験動物株式会社、n = 5; Jcl:Wistar、日本クレア株式会社、n = 5) を用い

た。飼料には実験動物用固形飼料（MF、オリエンタル酵母工業）を、飲料水に

は蒸留水を用い、ともに 24 時間自由摂取とした。飼育環境は、午前 7 時と午

後 7 時を境とする明暗サイクルとし、室温 22–24℃、湿度 40±10％を維持した。

動物を搬入後、少なくとも 7 日間の予備飼育期間を設け、体重変化を確認する

とともにハンドリングを行った。 

 

2-2. 走行学習 

ラットには予備飼育後、トレッドミル（夏目製作所、KN-73 TREAD-MILL）

を用いて、1 日に最大 30 分間、週 5 日の頻度で合計 7 回の走行学習を施行し

た（表 1）。走行前のトレッドミル上での安静時には電極の電源を入れておき、

電極に触れると微弱な電気が流れることを学習できるようにした。走行時には

ラットの後肢をたわしで突いて走らせ、レーン末端の電極による電気刺激は極

力用いらないよう努めた。 

 

表 1．走行学習プロトコル 

 

day
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

rest
(15 m/min × 15 min) + (20 m/min × 15 min)
(20 m/min × 25 min) + (25 m/min × 5 min)
(20 m/min × 15 min) + (25 m/min × 15 min)

Menu
(0 m/min × 10 min)

(5 m/min × 7 min) + (10 m/min ×15 min)
(10 m/min × 20 min) + (15 m/min × 5 min)

rest
(10 m/min × 15 min) + (15 m/min × 15 min)
(15 m/min × 25 min) + (20 m/min × 5 min)



 

29 
 

 

2-3. 外頸静脈カテーテル留置術 

走行学習最終日の 2 日後、走運動中の連続採血を可能とするために、外頸

静脈にカテーテル（ポリエチレンチューブ）を挿入した（図２）。 

動物吸入麻酔薬であるイソフルラン（DS ファーマアニマルヘルス）を実験

動物用ガス麻酔システム（DS ファーマバイオメディカル）に注ぎ、濃度を 2~3 %、

ガス流速を 1.5~3.0 l/min に設定した。ラットを麻酔ボックスに入れ、麻酔が効

いたことを確認した後、チューブを通した維持麻酔を施しながら手術を行った。

まず右鎖骨上部の皮膚を切開し、右外頸静脈を露出した。その上端を絹糸で縛

り血流を止めた状態で静脈の一部をウィッケルで切開し、切開部から右心房に

向け、カテーテルを Slc:Wistar には 32 mm、Crlj:WI には 36 mm、Kwl:Wistar と

Jcl:Wistar には 33 mm、それぞれ挿入した。血液がカテーテルから抜けること

を確認し、カテーテルを絹糸で外頸静脈に固定した。その後、後頭骨の直下約

1 cm を切開し、そこからカテーテルを露出させた。再度カテーテルから血液が

抜けることを確認した後、カテーテル内を 10％ヘパリン生理食塩水で満たし

た。後頭部から出たカテーテルを絹糸で皮膚に固定し、切開部を縫合した。手

術終了後、感染症を防ぐために抗生物質（マイシリンゾル明治、明治製菓ファ

ルマ）を 100 µl 皮下投与した。手術後 3 日間の回復期間を設け、実験を行っ

た。 
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図 2．外頚静脈カテーテル留置術 

麻酔下に置いたラットの右鎖骨部を切開して外頸静脈から右心房にカテーテルを留置した。図
2-A は挿入部位を、2-B は挿入部位の拡大図を、2-C は手術後のラットの外見を示した。 
 

 

2-4. 走行試験 

実験プロトコルを図３に示した。走行試験は日内変動による影響を防ぐため

に朝実施された。全てのラットは、実験開始の２時間前から絶食した後、15 

m/min、20 m/min、22.5 m/min の３つのステージ（各 10 分間）で構成されたト

レッドミル走行試験に課された。これらの速度は、先行研究 (Soya et al., 2007)

で報告された Wistar ラット（Kwl:Wistar、埼玉実験動物）の LT (20 m/min) を

基準に設定された。ラットの後肢をたわしで突いて走らせ、電気ショックによ

るストレス反応を防ぐためにレーン末端の電極による電気刺激は極力用いら
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ないよう努めたが、必要に応じて微弱な電流で刺激し、電気ショック暴露数を

カウントした。ラットはトレッドミル上で 15 分間安置され、運動開始前及び

各ステージ終了直前に、留置したカテーテルより 350 µl ずつ採血され、直ちに

1.5%EDTA 溶液でコーティングしたエッペンチューブに採取し、優しく転倒混

和した。 

 

 
図 3．研究課題 1-1の実験プロトコル 

先行研究で報告されたあるストックの Wistar ラットの LT (20 m/min) を基準に、15 m/min、20 

m/min、22.5 m/min のステージを設定し、それぞれ 10 分間ずつ連続して走らせた。赤矢印のポイ
ントで採血した。 
 
 
2-5. 血中乳酸値及び血糖値測定 

血液は直ちにグルコース・ラクテート・アナライザー（2300 Stat Plus、 YSI、 

アメリカ）を用いて血中乳酸値及び血糖値を測定した。 

 

2-6. 血漿 ACTH 濃度測定 

血液は直ちに 3000 rpm で 10 分間、4℃で遠心分離し、120 µl の血漿を採

取した。ACTH は不安定なため、その分解防止剤として Aprotinin（MP 

Biomedicals、アメリカ）を 1000 KIU/mg 血漿に加え、長期保存を可能とした。

採取した血漿は測定まで-80℃で保存した。 

血漿 ACTH 濃度の測定には、MD Bioproducts 社（アメリカ）の ELISA キ
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ットを用いた。このキットはあらかじめウェルにコーティングされたストレ

プトアビジンがビオチンと非常に強力に結合する性質を利用しており、

ACTH の C 末端に結合するビオチンで標識された抗体と N 末端に結合する

西洋ワサビペルオキシダーゼ（horseradish peroxidase ; HRP）で標識された抗

体によるサンドイッチ法を用いた測定であるため、交差反応がほとんどなく、

ACTH を特異的に検出することが可能である。このキットの感度は 0.46 

pg/ml、測定内誤差は 7％以下、測定間誤差は 8％以下である。 

血漿サンプルは 0.1%の牛血清アルブミン（Bovine serum albumin ; BSA）

（ナカライテスク、日本）で 4 倍希釈し測定に用いた。吸光度測定には ARVO 

X（Perkin Elmer、日本）を用い、450 nm 及び 405 nm の波長の吸光度を測定

した。450 nm の吸光度は 150 pg/ml 以下、405 nm の吸光度は 150 pg/ml 以上

の値の算出に用いるため、2 種類の標準曲線を作成した。標準曲線の一例を

図４に示す。サンプルの値は得られた吸光度によって適した標準曲線を用い

て算出し、希釈倍率で補正して求めた。 

 

 
図 4．ACTH測定時の標準曲線の典型例 

図４-A に 450 nm、図 4-B に 405 nm の標準曲線の一例を示した。全サンプルを 450 及び 405 nm

の波長で吸光度を測定した。450 nm の吸光度と標準曲線を用いて算出した値が 150 pg/ml 以上と
なったサンプルは 405 nm の吸光度と標準曲線を用いて血漿 ACTH 濃度を算出した。 

 
2-8. 統計処理 
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データは全て平均値±標準誤差で示した。統計ソフトには、GraphPad Prism 

7.04（MDF 社、日本）を用いた。繰り返しのある 2-way ANOVA を行い、時間

または運動強度とストックの因子にはそれぞれ Dunnett または Tukey の事後多

重比較検定を行った。走行試験の最終ステージにおける各値は Spearman の相

関分析にかけた。統計的有意差は両側検定とし、有意水準は 5%とした。 

 

３．結果 

3-1. 代謝応答 

運動に対する代謝応答として測定された血中乳酸値及び血糖値の結果を図

５に示す。血中乳酸値に対する運動強度とストックの主効果及びそれらの交互

作用が認められた（図５A; 運動強度; F(3, 42) = 20.72, p < 0.0001, ストック; F(3, 

14) = 53.67, p < 0.0001, 運動強度×ストック; F(9, 42) = 4.303, p = 0.0005）。血中乳酸

値は安静時には有意な群間差は認められなかったが、全ての運動強度において、

Kwl:Wistar と Jcl:Wistar 間以外の全ての群間で有意に異なった (p < 0.05)。くわ

えて、血中乳酸値の変化については、Slc:Wistar は全ての運動強度で、Crlj:WI

は 20 m/min 以上で、Kwl:Wistar は 22.5 m/min で、運動前より有意な高値を示

したが (p < 0.05)、Jcl:Wistar はいずれの運動強度でも変化しなかった (p > 0.05)。

血糖値に対しても、運動強度とストックの主効果及びそれらの交互作用が認め

られた（図５B; 運動強度; F(3, 42) = 34.56, p < 0.0001, ストック; F(3, 14) = 5.777, p 

= 0.0087, 運動強度×ストック; F(9, 42) = 7.72, p < 0.0001）。血糖値は安静時には群

間で有意差はなかったが、全ての運動強度において、Slc:Wistar と Jcl:Wistar、
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Crlj:WI と Kwl:Wistar、及び Crlj:WI と Jcl:Wistar 間で有意に異なった (p < 0.05)。

運動により Slc:Wistar と Crlj:WI では血糖値が有意に上昇したが (p < 0.05)、

Jcl:Wistar では変化がなく (p > 0.05)、一方で Kwl:Wistar では 15 m/min 時に有

意に低下した (p = 0.0004)。 

 

 
図 5. 各Wistarラットストックにおける異なる運動強度時の代謝応答 

４つのストックの Wistar ラットの各運動強度における血中乳酸値 (A) 及び血糖値 (B)。Values 
are mean ± SEM. (n = 4-5). *: p < 0.05, **: p < 0.01 vs. 0 min, a: p < 0.05, aa: p < 0.01 vs. Slc:Wistar, b: p 
< 0.05, bb: p < 0.01 vs. Crlj:WI. 
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3-2. ストレス反応 

ストレス反応の指標として血漿 ACTH 濃度が測定された（図６）。運動強度

とストックの主効果及びそれらの交互作用は有意だった（運動強度; F(3, 42) = 

34.09, p < 0.0001, ストック; F(3, 14) = 4.345, p = 0.0232, 運動強度×ストック; F(9, 

42) = 2.526, p = 0.0206）。血漿 ACTH 濃度は安静時には有意な群間差はなかった

が、全ての運動強度で Slc:Wistar と Jcl:Wistar 間、及び 15 m/min 時に Slc:Wistar

と Kwl:Wistar 間で有意に異なった (p < 0.05)。また、運動前と比較すると、

Slc:Wistar は全ての運動強度で、Crlj:WI と Kwl:Wistar では 20 m/min 以上で、

有意な高値を示したが (p < 0.05)、Jcl:Wistar では変化がなかった (p > 0.05)。 

 

 
図 6. 各Wistarラットストックにおける異なる運動強度時の ACTH応答 

Values are mean ± SEM. (n = 4-5). **: p < 0.01 vs. 0 min, a: p < 0.05, aa: p < 0.01 vs. Slc:Wistar. 
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４．考察 

研究課題 1-1 では、ヒトへの還元を見据えて、ヒトの運動時の代謝・ストレ

ス応答を模倣する Wistar ラットのストックを用いた妥当性の高いラット走運

動モデルを確立するために、4 つの Wistar ラットのストックにおける異なる強

度の走運動時の代謝・ストレス応答を検証した。その結果、4 つの Wistar ラッ

トのストックの中で、Crlj:WI が本研究の運動時のヒトの代謝・ストレス応答

を模倣し、本研究の実験動物として適切であることが示された。 

本研究で用いた走運動に対する代謝・ストレス応答はストック間で異なった。

４つのストックのうち Crlj:WI と Kwl:Wistar において、血中乳酸値及び血漿

ACTH 濃度はヒトと同様に運動強度依存的に上昇した（図 5A、図６） (Farrell 

et al., 1983; Luger et al., 1987; Rahkila et al., 1988)。しかしながら、血糖値に関し

ては、Crlj:WI ではヒトと同様の運動強度依存性が見られたものの、Kwl:Wistar

では低い速度で一度有意な低値を示し、その後安静値と同様の値を維持すると

いうヒトとは異なる動態を示した（図 5B） (Farrell et al., 1983)。これらの結果

から、本研究の実験条件においてヒトと同様の運動時の生理応答を示す Wistar

ラットのストックは Crlj:WI であることが示された。 

ヒトの運動時の生理応答を模倣するストックとして Crlj:WI のみ示されたこ

とは、本実験デザイン限定的である可能性に注意が必要である。研究課題 1-1

では、規定の走行学習や走行試験を課した。例えば Slc:Wistar の代謝・ストレ

ス応答は、15 m/min から高まりヒトで見られる運動強度依存性が現れなかった

が、これはこの速度が Slc:Wistar にとって LT 以上だった可能性を示している。
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LT は個体が生まれながらに有する体力や筋力はもちろんのこと、事前のトレ

ーニングで変動する。適度なトレーニングの蓄積は相対的な運動強度を下げ、

生理応答に適応的な変化をもたらすことができるため (Chennaoui et al., 2002; 

Kawashima et al., 2004; Luger et al., 1987)、ストックに適した走行学習の実施や、

ストックごとの LT を基準とした運動強度での走行試験実施等により、どのス

トックでも運動強度依存的な生理応答が生じる可能性を念頭に入れる必要が

ある。 

 

５．要約 

研究課題 1-1 の結果に基づいて、本研究で用いる実験条件下で、Crlj:WI が

運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣する Wistar ラットのストックである

ことが明らかとなった。 
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第Ⅴ章 LT の算出（研究課題 1-2） 
 

１．目的 

ヒト及びげっ歯類において、走運動ストレス時の ACTH 応答は LT 強度以上

で生じることが明らかとなっていることから (Farrell et al., 1983; Luger et al., 

1987; Ohiwa et al., 2007; Rahkila et al., 1988; Saito and Soya, 2004; Soya, 2001; Soya 

et al., 2007)、走運動ストレスモデルの確立には LT を基準とすることが有用で

ある。さらに、漸増負荷運動時の血中乳酸値はしばらく低値で安定し、中強度

において急激に上昇する（LT）(Beaver et al., 1986; Jones and Ehrsam, 1982)。こ

のことから、漸増負荷運動時の血中乳酸動態や LT の出現はヒトの生理応答を

模倣する動物モデルとしての妥当性の評価にも有用となる。そこで研究課題 1-

2 では、研究課題 1-1 で選定した本研究で用いる被験動物 Crlj:WI の LT を算出

し、妥当性を評価することを目的とした。 

 

２．方法 

2-1. 被験動物および飼育条件 

本研究は、筑波大学動物実験指針に基づき、動物実験倫理委員会の承認を受

けて行われた。実験には、８週齢の雄性 Wistar ラット（Crlj:WI、日本チャール

ズ・リバー株式会社、n = 6）を用いた。飼育条件は研究課題 1-1 と同様とした。 

 

2-2. 走行学習 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 
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2-3. 外頸静脈カテーテル留置術 

研究課題 1-1 と同様に実施した。シリコンカテーテルの右外頚静脈への挿入

は、個体の体重に応じて 35–37 mm とした。 

 

2-4. 走行試験 

実験プロトコルを図７に示した。走行試験は日内変動による影響を防ぐため

に朝実施された。実験開始の 2 時間前からラットに絶食させた後、15 分間トレ

ッドミルに安置した。留置したカテーテルから 50 µl の採血を行い、血中乳酸

値が安静値（約 1 mmol/l）であることを確認した後、走運動を開始した。走運

動は 5 m/min から 3 分おきに 2.5 m/min 速度を速める漸増負荷運動とし、疲労

困憊まで行わせた。ラットの疲労困憊は、継続して走ることができず、たわし

で優しく押しても 30 秒間グリッド上に留まることを判断基準とした。速度を

速める 30 秒前に 50 µl の採血を行った。 

 

 
図 7. 研究課題 1-2の実験プロトコル 

カテーテルが留置されたラットに 5 m/min から 3 分毎に 2.5 m/min 速度を上げる漸増負荷運
動を疲労困憊まで課した。赤い矢印のポイントで採血を行った。 
 
 
2-5. 血中乳酸値測定 
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研究課題 1-1 と同様に行った。 

 

2-6. 統計処理 

LT は先行研究を参考に (Beaver et al., 1985; Green et al., 1983; Soya et al., 2007)、

血中乳酸値から最小二乗法によって得られた 2 本の回帰直線より算出した。デ

ータは平均値±標準誤差で示した。 

 

３．結果 

漸増負荷運動中の血中乳酸値の動態の典型例を図 8A に、平均乳酸値を図 8B

に示す。運動中の血中乳酸値はしばらくの間安静値を維持したが、その後ラッ

トが疲労困憊に至るまでその値は運動強度依存的に着実に増加した。血中乳酸

値が安静値から急激に増加し始めた走速度を LT とし、６匹の平均 LT 速度は

19.8±1.1 m/min、平均疲労困憊速度は 42.1±1.5 m/min であった。 

 

 
図 8. 漸増負荷運動時の血中乳酸値の変化 

図 8A は 5 m/min から 3 分おきに 2.5 m/min 走速度を速める漸増負荷運動時のある 1 匹のラ
ットの血中乳酸値を表している。乳酸性作業閾値（LT）は二本の回帰直線から求めた。図 8B
は同運動時の平均乳酸値（n=6）の変化を表しており、19.8 m/min に LT が出現した。 
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４．考察 

研究課題 1-2 では、運動ストレスモデル確立に必要な Crlj:WI の LT を算出

した。その結果、漸増負荷運動により Crlj:WI の血中乳酸値は低値から急激に

高まる LT が平均 19.8 m/min に出現し、ヒトを模倣する動物モデルとしての妥

当性が示されると共に、この強度を基準とした運動ストレスモデルの確立が可

能となった。 

運動時の ACTH 分泌は運動強度依存的に生じ、とりわけ LT 強度以上で顕著

に亢進することから (Farrell et al., 1983; Luger et al., 1987; Rahkila et al., 1988; 

Soya, 2001; Soya et al., 2007)、被験動物の LT の算出は、運動ストレスモデル確

立のために重要である。本研究の被験動物は先行研究の Wistar ラットとはスト

ックが異なるため体力特性が異なる可能性があったが、先行研究では 17.5–20 

m/min に LT が出現しており (Soya, 2001; Soya et al., 2007)、本研究の結果とほ

ぼ同等であった。さらに、ヒトと同様、LT が出現するまでの低強度では血中乳

酸値は安定した低値を示し、ヒトの生理応答を模倣する動物モデルとしての妥

当性も示された。固定負荷の走運動ストレスモデル確立にあたり、本研究課題

で得られた結果を基に、無理なく走れ、かつ ACTH 分泌を惹起する中強度運動

の走速度を決定することが有用である。 

 

５．要約 

研究課題 1-2 において、本研究の被験動物 Crlj:WI の平均 LT は 19.8 m/min

に現れることが確認され、ヒトに近いモデルとしての妥当性が示された。  
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第Ⅵ章 走運動ストレス時の ACTH 応答の抑制に効果的な V1bR 拮
抗薬投与量の検討（研究課題 2-1） 
 

１．目的 

走運動ストレス時の ACTH 分泌には、AVP が重要な役割を果たすことが示

唆されているが決定的な証拠は未だに得られていない。この仮説を検証するた

めには AVPV1bR 拮抗薬 SSR149415 (SSR)投与による薬理的介入が有効である

が、SSR の有効投与量は不明である。そこで研究課題 2-1 では、走運動前に様々

な濃度の SSR を投与し、走運動時の ACTH 分泌抑制に効果的な投与量を検討

した。 

 

２．方法 

2-1. 被験動物および飼育条件 

研究課題 1-2 と同様とした。 

 

2-2. 走行学習 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-3. 外頸静脈カテーテル留置術 

研究課題 1-2 と同様に実施した。 

 

2-4. 拮抗薬 

AVPV1bR を特異的に阻害する拮抗薬として SSR149415（SSR、Axon Medchem 
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B.V.、オランダ）を用いた。先行研究を参考に (Ramos et al., 2006; Serradeil-Le 

Gal C. et al., 2002)、溶媒はジメチルスルホキシド（ナカライテスク、日本）、ク

レモフォール（Sigma-Aldrich、アメリカ）、0.9％生理食塩水（大塚製薬工場、

日本）を 5:5:90 の割合に調整した溶液とした。SSR 溶液の濃度は、ラットの体

重あたりで投与する溶液量が全群同一になるように調整した。また、SSR の沈

殿を防ぐために、ラットに投与するまで４℃に維持した。 

 

2-5. 群分け 

ラットは、SSR を 1 mg/kg (SSR1)、10 mg/kg (SSR10)、または 30 mg/kg (SSR30)、

あるいは溶媒 (Vehicle) を投与される４群に、平均体重が等しくなるよう考慮

して分けられた。 

 

2-6. 走行試験 

実験プロトコルを図９に示した。走行試験は日内変動による影響を防ぐため

に朝実施された。実験開始の２時間前からラットに絶食させ、15 分間トレッド

ミルに安置した。拮抗薬または溶媒の腹腔内投与は、先行研究を参考に (Ramos 

et al., 2006; Serradeil-Le Gal C. et al., 2002; Seymour et al., 2003) ストレス負荷の

30 分前に行った。その後、被験動物の平均 LT のすぐ上にあたる 21.5 m/min の

速度のトレッドミル走運動を 30 分間課した。ラットの後肢をたわしで突いて

走らせ、電気ショックによるストレス反応を防ぐためにレーン末端の電極によ

る電気刺激は極力用いらないよう努めたが、必要に応じて微弱な電流で刺激し、

電気ショック暴露数をカウントした。血漿 ACTH 濃度を測定するために、投与
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前（-45 分）、運動前（０分）、及び運動終了直前（30 分）時に、留置したカテ

ーテルより 350 µl ずつ採血され、直ちに 1.5%EDTA 溶液でコーティングした

エッペンチューブに採取し、優しく転倒混和した。運動後のストレス反応が小

さい場合、その要因がラットの走行の失敗によるという懸念を排除するために、

個体ごとの走行動を２–３人の験者がブラインド下で Dishman ら (Dishman et 

al., 1988) に報告された５段階評価（表２参照）を用いて評価し、平均スコアが

2.5 以下のラットは統計解析から排除した。 

 

 
図 9. 研究課題 2の実験プロトコル 

30 分間の 21.5 m/min の運動開始 30 分前に腹腔内に拮抗薬またはその溶媒を投与した。赤矢印の
ポイントで 350 μl ずつ採血した。 
 

 

表 2. 走行動評価表 

 
 

 

2-7. 血漿 ACTH 濃度測定 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

スコア
5
4
3
2
1

評価基準
よく走る。トレッドミルの前方に常にいる。
着実に走る。時々トレッドミルの後ろに落ちる。
走るが注意が必要。トレッドミルの後ろをたたいて走らせる。
走ったり止まったり。別の方向に行くことがある。
全く走らない。走るのを拒否する。
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2-8. 統計処理 

データは全て平均値±標準誤差で示した。統計ソフトには、GraphPad Prism 

7.04（MDF 社、日本）を用いた。電気ショック暴露数には 1-way ANOVA を、

血漿 ACTH 濃度には繰り返しのある 2-way ANOVA を行い、事後多重比較には

Bonferroni の検定を行った。効果量は Hedge の g を用いて算出した。統計的有

意差は両側検定とし、有意水準は 5%とした。 

 

３．結果 

3-1. 電気ショック暴露数 

電気ショック暴露数には、統計的有意は認められなかった (表３、F (3, 21) = 

2.669、p = 0.0739)。 

 
表 3. 研究課題 2-1 における運動中の電気ショック暴露数 

 
Values are mean ± SEM (n = 6-7). 
 
 
3-2. 血漿 ACTH 濃度 

血漿 ACTH 濃度の結果を図 10 に示す。時間要因は血漿 ACTH 濃度に有意な主

効果が認められたが (F (2, 42) = 158.7、p < 0.0001)、投与の効果は有意傾向であっ

た (F (3, 21) = 2.973、p = 0.0550)。投与前（-45 分）と運動前（０分）では有意な変

化はなかったが (p > 0.9999)、運動前と運動後（30 分）の間には有意差が認めら

Vehicle SSR1 SSR10 SSR30

0.67±0.21 2.83±0.70 1.17±0.48 1.43±0.65
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れた (p < 0.0001)。時間と投与との交互作用は認められなかった (F (6, 42) = 1.862, 

p = 0.1103)。しかしながら、運動前後の変化量を Vehicle 群と比較した効果量は、

SSR10 群及び SSR30 群で十分大きかった (SSR10、g = 1.24; SSR30、g = 1.35; 

SSR1、g = 0.37)。 

 

 
図 10. 運動ストレス時の ACTH応答に対する SSRの容量反応 

30 分間の 21.5 m/min の走運動開始 30 分前に、1 mg/kg、10 mg/kg、30 mg/kg の SSR またはその
溶媒を腹腔内に投与した。時間による主効果が認められ、運動前後で有意な差が認められた。投
与の主効果と交互作用はなかった。Values are mean ± SEM (n = 6-7). 
 
 

４．考察 

研究課題 2-1 は、AVP が運動時の ACTH 応答に関与するかを検証するため

の AVP V1bR 拮抗薬 SSR の有効投与量を検証することを目的とした。容量反応

試験の結果、SSR の 10 または 30 mg/kg 投与が走運動誘発性 ACTH 分泌抑制に

対する効果量が大きく、10 mg/kg 以上の投与量が有効である可能性が示された。 
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被験動物の平均 LT を基に設定した 21.5 m/min の 30 分間の走運動は、血漿

ACTH 濃度を高めたため、運動ストレスモデルとしての妥当性が示された。ま

た、電気ショック暴露数は群間で有意な差が認められなかったことから（表３）、

ストレス反応の群間差は電気ショック暴露の影響を受けていないことが示さ

れた。本研究では、運動ストレス時の ACTH 応答を抑制する有効な SSR 投与

量を 1～30 mg/kg で検討したが、統計的有意差は認められなかった（図 10）。

本研究と同様にストレス負荷の 30 分前に SSR を腹腔内投与した先行研究で

は、ストレス負荷として AVP の静脈注射を行い、結果 3 mg/kg から ACTH 分

泌の抑制効果を確認している (Serradeil-Le Gal C. et al., 2002)。純粋な AVP によ

る ACTH 分泌に対する効果を検証した先行研究と異なり、本研究の研究対象

である運動ストレス時の ACTH 分泌調節は複雑に調節されているために、低

濃度を含む複数群での比較をした場合統計的有意差が出なかった可能性があ

る。運動ストレス時の ACTH 応答に AVP が関与しないという可能性も考えら

れるが、運動前後の血漿 ACTH 濃度の変化量は Vehicle 群で 436.65 pg/ml であ

るのに対し、SSR10 群と SSR30 群ではそれぞれ 293.07 pg/ml と 274.40 pg/ml で、

Vehicle 群の６～７割程度に抑えられている。実際、この変化量を Vehicle 群と

比較した効果量は SSR10 群と SSR30 群ではそれぞれ 1.24 と 1.35 あり、どちら

も十分大きいと言える。これらのことから、SSR10 以上は運動時の ACTH 応答

を AVP が調節するかどうかの検討に有用な可能性がある。 

 

５．要約 
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研究課題 2-1 により、SSR10 以上の投与は運動ストレス時の ACTH 応答に

対する AVP の関与の検証に有効である可能性が示された。 
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第Ⅶ章 走運動ストレス時の ACTH 応答の抑制に効果的な CRH1R
拮抗薬投与量の検討（研究課題 2-2） 

１．目的 

走運動時の ACTH 分泌に対する CRH の関与については、様々な知見がある

一方強力な証拠は未だ得られておらず、論争中である。これを明らかにするに

は CRH が ACTH 分泌を促す機構に対し薬理的に介入することが有用である

が、CRH1R 特異的拮抗薬である CP154526 (CP) の運動ストレスに対する有効

投与量は不明である。そこで研究課題 2-2 では、走運動ストレス時の ACTH 応

答に対する CP の容量反応試験を実施した。 

 

２．方法 

2-1. 被験動物および飼育条件 

研究課題 1-2 と同様とした。 

 

2-2. 走行学習 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-3. 外頸静脈カテーテル留置術 

研究課題 1-2 と同様に実施した。 

 

2-4. 拮抗薬 

CRH1R を特異的に阻害する拮抗薬として CP154526（CP、R&D Systems、ア
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メリカ）を用いた。先行研究を参考に (Ramos et al., 2006)、溶媒はジメチルス

ルホキシド（ナカライテスク、日本）、クレモフォール（Sigma-Aldrich、アメリ

カ）、0.9％生理食塩水（大塚製薬工場、日本）を 5:5:90 の割合に調整した溶液

とした。CP 溶液の濃度は、ラットの体重あたりで投与する溶液量が全群同一

になるように調整した。また、CP の沈殿を防ぐために、ラットに投与するま

で温かさを維持した。 

 

2-5. 群分け 

ラットは、CP を 1 mg/kg (CP1)、10 mg/kg (CP 10)、または 30 mg/kg (CP 30)、

あるいは溶媒 (Vehicle) を投与される４群に、平均体重が等しくなるよう考慮

して分けられた。 

 

2-6. 走行試験 

研究課題 2-1 と同様に実施した。 

 

2-7. 血漿 ACTH 濃度測定 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-8. 統計処理 

データは全て平均値±標準誤差で示した。統計ソフトには、GraphPad Prism 

7.04（MDF 社、日本）を用いた。電気ショック暴露数には 1-way ANOVA を、

血漿 ACTH 濃度には繰り返しのある 2-way ANOVA を行い、事後多重比較には

Bonferroni の検定を行った。統計的有意差は両側検定とし、有意水準は 5%とし
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た。 

 

３．結果 

3-1. 電気ショック暴露数 

電気ショック暴露数には、統計的有意は認められなかった（表４、F (3, 19) = 

1.103、p = 0.3724）。 

 
表 4. 研究課題 2-2 における運動中の電気ショック暴露数 

 
Values are mean ± SEM (n = 5-7). 
 

 

3-2. 血漿 ACTH 濃度 

CP の走運動誘発性 ACTH 応答に及ぼす影響を図 11 に示す。ACTH 分泌に

対する時間の主効果が認められたが (F (2, 38) = 106.8, p < 0.0001)、投与の主効果

は認められなかった (F (3, 19) = 1.523, p = 0.2409)。一方、これらの交互作用は有

意だった (F (6, 38) = 2.717, p = 0.0270)。溶媒または CP の投与は全ての群で安静

時の ACTH 値に影響を及ぼさなかったが (p > 0.05)、急性トレッドミル運動は

ACTH 分泌を有意に高めた（Vehicle 群、CP1 群、CP10 群において p < 0.0001、

CP30 群において p = 0.0048）。CP30 群の走運動後の血漿 ACTH 濃度は Vehicle

群と比較して有意に低く (p = 0.0003)、CP1 群及び CP10 群と比較して有意傾

向があった（vs. CP1 群: p = 0.0605、vs. CP10 群: p = 0.0789）。 

Vehicle CP1 CP10 CP30

3.00±1.55 2.40±0.93 2.14±0.80 0.67±0.33
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図 11. 運動ストレス時の ACTH応答に対する CPの容量反応 

30 分間の 21.5 m/min の走運動開始 30 分前に、1 mg/kg、10 mg/kg、30 mg/kg の CP またはその
溶媒を腹腔内に投与した。時間による主効果と、時間と投与の交互作用が認められた。Values 
are mean ± SEM (n = 5-7). aa: p < 0.01 vs. 0 min. **: p < 0.01 vs. Vehicle. 

 

 

４．考察 

研究課題 2-2 では、CRH が走運動誘発性 ACTH 応答に関与するかどうかの

検証のための、CRH1R 拮抗薬 CP の有効投与量を明らかにすることを目的と

した。容量反応試験の結果、CP 30 mg/kg の腹腔内投与が、運動ストレス時の

ACTH 応答を抑制し、最低有効投与量であることが示された。 

研究課題 2-2 においても、21.5 m/min の 30 分間の走運動は、血漿 ACTH 濃

度を高めたため、運動ストレスモデルとしての妥当性が示された。また、電気

ショック暴露数は群間で有意な差が認められなかったことから（表４）、本研

究で得られたストレス反応の群間差は電気ショック暴露の要因を排除できる
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ことが確かめられた。本研究では、運動ストレス時の ACTH 応答を抑制する有

効な CP 投与量を 1～30 mg/kg で検討したところ、CP は投与量依存的に運動に

よる ACTH 分泌を抑制し、運動ストレスでは CP 30 mg/kg で初めて有意な抑制

効果を発揮することが示された（図 11）。CP の投与方法は本研究とは異なるも

のの、外因性 CRH による ACTH 放出を投与量依存的に抑制することが報告さ

れており (Schulz et al., 1996)、本研究は運動ストレスでも投与量依存的な抑制

効果を発揮する知見を初めて示した。 

 

５．要約 

研究課題 2-2 の結果から、運動ストレス誘発性 ACTH 応答を抑制する CP の

最低有効投与量は 30 mg/kg であることが示された。 

  



 

54 
 

第Ⅷ章 運動誘発性 ACTH 応答制御に対する AVPと CRH の関与
の検証（研究課題 2-3） 

１．目的 

走運動ストレス時の ACTH 分泌を AVP や CRH が調節するか、くわえて両

因子が協調的にそれを制御するかどうか明らかでない。これを解明するために、

研究課題 2-1 及び 2-2 の結果に基づき、10 mg/kg の SSR（AVP V1bR 拮抗薬）

及び 30 mg/kg の CP（CRH1R 拮抗薬）を単独または併用投与により検証した。 

 

２．方法 

2-1. 被験動物および飼育条件 

研究課題 1-2 と同様とした。 

 

2-2. 走行学習 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-3. 外頸静脈カテーテル留置術 

研究課題 1-2 と同様に実施した。 

 

2-4. 拮抗薬 

研究課題 2-1 及び 2-2 と同様とした。 

 

2-5. 群分け 

ラットは、10 mg/kg の SSR 単独投与群（SSR 群）、30 mg/kg の CP 単独投与
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群（CP 群）、SSR 10 mg/kg と CP 30 mg/kg の併用投与群（SSR+CP 群）、ある

いは溶媒投与群（Vehicle 群）の４群に、平均体重が等しくなるよう考慮して分

けられた。 

 

2-6. 走行試験 

研究課題 2-1 と同様に実施した。SSR+CP 群の拮抗薬の投与は、それぞれの

拮抗薬をランダムかつ時間を空けずに行った。 

 

2-7. 血漿 ACTH 濃度測定 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-8. 統計処理 

研究課題 2-2 と同様に実施した。 

 

３．結果 

3-1. 電気ショック暴露数 

電気ショック暴露数には、統計的有意は認められなかった（表５、F (3, 25) = 

0.7746、p = 0.5192）。 

 
表 5. 研究課題 2-3 における運動中の電気ショック暴露数 

 
Values are mean ± SEM (n = 6-9). 
 

Vehicle SSR CP SSR+CP

1.56±0.50 1.57±0.37 0.86±0.52 0.83±0.48
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3-2. 血漿 ACTH 濃度 

走運動時の ACTH 分泌に対する時間・投与の主効果及びこれらの交互作用

は有意であった（図 12、時間: F(2, 50) = 129.4、p < 0.0001、投与: F(3, 25) = 12.18、

p < 0.0001、交互作用: F(6, 50) = 14.2、p < 0.0001）。投与は全ての群の安静値に影

響を与えなかった (p > 0.05)。運動後の血漿 ACTH 濃度は、Vehicle 群、SSR 群、

及び CP 群では運動前と比べて有意に上昇したが (p < 0.0001)、SSR+CP 群では

有意な上昇は認められなかった (p = 0.0932)。運動後の血漿 ACTH 濃度は

Vehicle 群と比較しいずれの拮抗薬群でも有意な低値を示した (p < 0.0001)。さ

らに、SSR+CP 群の運動後の血漿 ACTH 濃度はそれぞれの単独阻害群と比較し

ても有意な低値を示した（vs. SSR 群: p = 0.0024、vs. CP 群: p = 0.0066）。一方、

SSR 群と CP 群の間には有意な差は認められなかった (p > 0.9999)。 
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図 12. 運動時の ACTH応答に対する SSRと CPの効果 

30 分間の 21.5 m/min の走運動開始 30 分前に、SSR 10 mg/kg、CP 30 mg/kg、SSR 10 mg/kg + CP 

30 mg/kg、またはその溶媒を腹腔内に投与した。時間と投与の主効果、及びそれらの交互作用
が認められた。Values are mean ± SEM (n = 6-9). aa: p < 0.01 vs. 0 min. **: p < 0.01 vs. Vehicle. ##: 
p < 0.01vs. SSR. $$: p < 0.01 vs. CP. 

 

 

４．考察 

研究課題 2-3 では、走運動ストレス時の ACTH 分泌を AVP や CRH が調節

するかどうかを明らかにすることを目的とした。ACTH 分泌促進を仲介する

AVPV1bR または CRH1R を特異的に阻害する拮抗薬である SSR と CP の単独投

与は、それぞれ運動誘発性 ACTH 応答を抑制するとともに、両拮抗薬の併用投

与はこの抑制をより強力とした。これにより、運動ストレス時の ACTH 応答

は、AVP と CRH の両因子により調節されることが明らかとなった。 

研究課題 2-3 においても、21.5 m/min の 30 分間の走運動は、Vehicle 群の血

漿 ACTH 濃度を高めたため、運動ストレスモデルとしての妥当性が示された。
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また、電気ショック暴露数は群間で有意な差が認められなかったことから（表

５）、本研究で得られたストレス反応の群間差は電気ショック暴露の要因を排

除できることが確かめられた。 

走運動ストレスで生じる ACTH 分泌は、SSR 投与により抑制されたことか

ら、AVP が関与することが明らかとなった（図 12）。これまでに、駆け足運動

中のウマの下垂体静脈血中の ACTH 及び AVP 濃度が同時に上昇したこと

(Alexander et al., 1991)、走運動ストレスにより、視床下部室傍核小細胞系の AVP

神経細胞が活性化したこと及び正中隆起内 AVP 含有量が減少したこと (Saito 

and Soya, 2004) から、走運動時の ACTH 応答を AVP が制御することが示唆さ

れてきたが、決定的な証拠は得られていなかった。本研究は、特異的拮抗薬を

用いて AVP が ACTH 分泌を促す機構を薬理的に介入することで、運動誘発性

ACTH 応答の AVP の関与を初めて明らかにした研究である。 

運動ストレス時の ACTH 応答は、CP 投与により抑制されたことから、CRH

による調節も受けることが明らかとなった。先行研究では、走運動で抹消血中

CRH 濃度の増加 (Inder et al., 1998) や pPVN 内での Crh mRNA 発現量増加 

(Timofeeva et al., 2003)、CRH 神経細胞の活性化 (Otsuka et al., 2016) 等が報告

されており、CRH の運動時のストレス応答への関与の可能性が多少なりとも

示されてきたものの、末梢血 CRH の由来が不明であること (Inder et al., 1998) 

や、精神的ストレスが加わっていた可能性 (Timofeeva et al., 2003)、ACTH 応答

が評価されていないこと (Otsuka et al., 2016) 等それぞれ問題点があり、いず

れも ACTH 分泌への関与を示す証拠として乏しい。一方で運動中の下垂体静

脈血中の ACTH と CRH の動態観察 (Alexander et al., 1991) や CRH 受容体占有
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による介入実験 (Smoak et al., 1991) からは、CRH の運動時誘発性 ACTH 応答

への非関与の可能性が示されていた。本研究の知見は、これらの先行研究とは

一致しない。この矛盾は、運動条件の違いによると考えられる。CRH の非関与

の可能性を主張した先行研究では (Alexander et al., 1991; Smoak et al., 1991)、合

計５分間という短い運動を用いていたのに対し、本研究や、細胞活性や遺伝子

発現等 CRH の運動に対する反応性を示した先行研究では (Inder et al., 1998; 

Otsuka et al., 2016; Timofeeva et al., 2003)、30 分以上の比較的長時間の運動で検

証した。in vitro と in vivo 実験により、AVP と比較して CRH による ACTH 分

泌促進は開始が遅いが長時間継続することが報告されていることから (Carroll 

et al., 2007)、CRH の非関与の可能性を示した先行研究では (Alexander et al., 

1991; Smoak et al., 1991)、短い運動時間のために CRH による ACTH 分泌作用

が生じず、一方本研究では比較的長い運動時間により ACTH 分泌に CRH が動

員された可能性がある。 

AVP 及び CRH それぞれの単独阻害に加え、両者の併用阻害はより顕著に運

動時の ACTH 分泌を抑制することが明らかとなった。この結果は、中強度の持

久運動時の ACTH 分泌調節を AVP と CRH が協調的に行うことを示唆してい

る。AVP と CRH は、共に作用することで ACTH 分泌をより強く促進すること

が in vitro 及び in vivo 実験により明らかとなっている (Antoni, 1986; Carroll et 

al., 2007; Hashimoto et al., 1984; Whitnall, 1993)。ACTH の下流に位置し、副腎皮

質から分泌される GC は、糖新生や脂質分解の刺激を介してエネルギー供給に

貢献する (Kuo et al., 2015)。これらのことから、中強度持久運動によるストレ

ス時に AVP と CRH が協調的に作用するのは、ACTH 分泌をより効率的に促進
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することで、運動遂行で高まるエネルギー需要を満たすためかもしれない。

AVP と CRH を併用阻害した SSR+CP 群は 30 分間運動遂行が可能であり、先

行研究でも副腎摘出したラットは中強度運動を 90 分間継続できたものの 

(Sellers et al., 1988)、興味深いことに、副腎摘出群の運動継続時間は非摘出群よ

り有意に短縮しており、さらに副腎摘出ラットに GC を補完することで短縮し

た運動継続時間は回復した (Sellers et al., 1988)。これらのことから、AVP と CRH

による ACTH 分泌は、その後の GC 放出を介してより長時間の運動遂行に影響

を及ぼす可能性がある。 

 

５．要約 

研究課題 2-3 から、AVPV1bR と CRH1R の単独及び併用阻害は中強度持久運

動によるストレス時の ACTH 分泌を抑制することが明らかとなった。この知

見は、AVP と CRH は協調的に中強度持久運動誘発性 ACTH 分泌を調節すると

いう新たな仮説を導いた。 
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図 13. 研究課題２の要約図 
ACTH 分泌促進を仲介する AVPV1bR と CRH1R の特異的な阻害は運動で高まる ACTH 分泌を
抑制した。これは、運動ストレス時の ACTH 分泌に AVP と CRH の両因子が関与することを
示す。 
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第Ⅸ章 運動ストレス時の視床下部 AVPと CRH の神経細胞活性の
検証（研究課題３） 

１．目的 

研究課題 2-3 では、中強度持久運動誘発性 ACTH 応答は AVP と CRH 両因

子が共に制御することが明らかとなった。CRH 神経細胞は視床下部室傍核小

細胞系 (pPVN) に、AVP 神経細胞は pPVN 並びに視床下部の大細胞系の室傍

核 (mPVN) と視索状核 (SON) に発現する（図 14）。このうち pPVN の AVP 及

び CRH の神経細胞は正中隆起にそれぞれの因子を放出し下垂体の ACTH 産生

細胞に作用することから、中強度持久運動によるストレス時には pPVN の AVP

及び CRH の神経細胞はどちらも活性化することが想定される。一方、mPVN

と SON の AVP 神経細胞も HPA 軸活性に関与する説があり、ACTH 応答を伴

う中強度持久運動時に活性化する可能性がある。そこで研究課題３では、免疫

組織化学染色法を用いて、ストレス反応を伴う中強度持久運動時の pPVN にお

ける AVP 及び CRH の神経細胞、並びに mPVN と SON の AVP 神経細胞の活性

を同個体で検証した。 
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図 14. ラット脳における pPVN、mPVN及び SONの解剖学的位置 
Paxinos と Watson のラット脳地図 (Paxinos and Watson, 2009) の前額断面図（ブレグマから-1.72 

mm）引用改変。黒は小細胞系領域、グレーは大細胞系領域を示す。 

 
 

２．方法 

2-1. 被験動物及び飼育条件 

研究課題 1-2 と同様とした。 

 

2-2. 走行学習 

研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-3. 外頸静脈カテーテル留置術 

研究課題 1-2 と同様に実施した。 
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2-4. 走行試験 

実験プロトコルを図 15 に示した。走行試験は日内変動による影響を防ぐた

めに朝実施された。実験開始の２時間前からラットに絶食させ、15 分間トレッ

ドミルに安置した。その後ラットに、21.5 m/min の速度のトレッドミル走運動 

(moderate-intensity exercise: ME) またはトレッドミル上での安静  (sedentary: 

SED) を 30 分間課した。ME 群のラットの後肢をたわしで突いて走らせ、電気

ショックによるストレス反応を防ぐためにレーン末端の電極による電気刺激

は極力用いらないよう努めた。血漿 ACTH 濃度を測定するために、運動前 (０

分)、及び運動終了直前 (30 分) 時に、留置したカテーテルより 350 µl ずつ採

血し、直ちに 1.5%EDTA 溶液でコーティングしたエッペンチューブに採取して

優しく転倒混和した。運動後のストレス反応が小さい場合、その要因がラット

の走行の失敗によるという懸念を排除するために、個体ごとの走行動を研究課

題２同様に２–３人の験者がブラインド下で５段階のスコアで評価し、平均ス

コアが 2.5 以下のラットは統計解析から除外した。 

 

 
図 15. 研究課題３の実験プロトコル 

ラットは 30 分間の運動ストレスまたはトレッドミル上での安静を課された後、運動開始から
120 分後に麻酔下で灌流固定された。赤い矢印のポイントで採血した。 

 

 

2-5. 血漿 ACTH 濃度測定 
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研究課題 1-1 と同様に実施した。 

 

2-6. 脳サンプル準備 

免疫組織化学染色法で標的 (タンパクやペプチド) を視覚化するためには、

事前に標的の構造保持のために組織を固定する必要がある。我々の研究室では

既に 30 分間の走行試験終了 90 分後に最も細胞活性マーカーである c-Fos タン

パクの発現が高まることを明らかにしている (Saito and Soya, 2004)。これを参

考に、30 分間の走行試験終了 90 分後にラットはイソフルランでの麻酔下で、

腹部を切開し、横隔膜を切断後素早く心臓を露出した。左心室から大動脈に向

け留置針を挿入後、内針のみ抜きカテーテルを血管内に留置した。その後、右

心房を切開し、心臓に留置したカテーテルを通じて 0.9%生理食塩水を 10 分間

灌流し、全身脱血した。脱血後は同カテーテルより 0.1 M のリン酸緩衝液 

(phosphate buffer: PB) で 作 成 し た ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 液 

(paraformaldehyde: PFA) の 10 分間の灌流により組織を固定後、脳を摘出した。

摘出した脳は４％PFA で 24 時間、４℃で後固定した後、凍結時の氷晶生成を

防ぐために４℃の 10－30％のスクロース溶液で徐々に脱水した。十分脱水さ

れた脳はドライアイスで凍結後、切片作成まで-80℃で保存した。ミクロトーム 

(REM-710、ヤマト光機工業、日本) を用いて、SON 及び PVN を含む全脳の連

続した冠状切片を 40 μm 厚で作成した。切片は、細胞活性マーカーである c-

Fos と共に、AVP または CRH 神経細胞を視覚化するために、それぞれ 80 μm

間隔で 0.1 M PB に採取した。 
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2-7. 蛍光免疫組織化学染色 

免疫組織化学染色法とは、抗原抗体反応を利用して組織上で標的とするタン

パクを視覚化する手法である。免疫組織化学染色法の中でも本研究では蛍光免

疫組織化学染色法を用いた。この手法は、標的タンパクに結合する一次抗体と、

一次抗体に結合し蛍光物質を持つ二次抗体を用いる染色法であり、条件を整え

れば複数の標的タンパクを同時に標識可能なことが特徴の一つである。本研究

では、作成した脳切片に、細胞活性マーカーである c-Fos と AVP、または c-Fos

と CRH の二重染色を施した。以下に染色の手順を示す。 

 

1. 0.1 M PB で洗浄 (５分間×２回) 

2. ２％PB-Triton X-100 (PBT) で洗浄 (10 分間×３回) 

3. ２％ロバ血清 (normal donkey serum: NDS) in PBT でブロッキング (30 分間) 

4. 一次抗体でインキュベーション (２時間室温後 46 時間４℃下) 

マウス抗 c-Fos 抗体 (1:3000、MCA-2H2、EnCor Biotechnology、アメリカ) 

ウサギ抗 AVP 抗体 (1:5000、AB1565、EMD Millipore、アメリカ) 

ウサギ抗 CRH 抗体 (1:4000、T-4037、Peninsula Laboratories、アメリカ) 

5. ２％PBT で洗浄 (10 分間×３回) 

6. 二次抗体でインキュベーション (２時間室温後 22 時間４℃下) 

Alexa594 ロバ抗マウス抗体 (1:500、A21203、Thermo Fisher Scientific、アメ

リカ) 

Alexa488 ヤギ抗ウサギ抗体 (1:500、A11008、Thermo Fisher Scientific、アメ

リカ) 
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7. ２％PBT で洗浄 (10 分間×２回) 

8. 0.1 M PB で洗浄 (５分間×２回) 

9. ゼラチンコートしたスライドガラスへマウント、自然乾燥、カバー 

 

2-8. c-Fos 発現の解析 

染色した切片から、蛍光顕微鏡 (BZ-X700、キーエンス、日本) を用いて 1.0 

µm の Z スタック画像を作成した。Paxinos と Watson のラット脳地図 (Paxinos 

and Watson, 2009) を参照してブレグマから-0.60 mm～-1.72 mm の範囲の SON

及び-1.56 mm～-1.92 mm の範囲の PVN を同定し、c-Fos 陽性細胞数と c-Fos 及

び AVP または CRH との二重標識神経細胞数を、ブラインド下でマニュアルカ

ウントした。各脳切片の片側あたりのカウント細胞数の平均値を、ラットごと

に算出した。 

 

2-9. 統計処理 

データは全て平均値±標準誤差で示した。統計ソフトには、GraphPad Prism 

7.04（MDF 社、日本）を用いた。血漿 ACTH 濃度には繰り返しのある 2-way 

ANOVA を行い、事後多重比較には Bonferroni の検定を行った。細胞活性には

対応のない Welch の T 検定を行った。細胞活性と運動後の ACTH 値は Pearson

の相関分析にかけた。統計的有意差は両側検定とし、有意水準は 5%とした。 

 

３．結果 

3-1. 血漿 ACTH 濃度 
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LT 以上の中強度運動または安静時の血漿 ACTH 濃度の結果を図 16 に示す。

時間と運動には有意な主効果があり (時間: F(1, 8) = 27.87、p = 0.0007、運動: F(1, 

8) = 24.66、p = 0.0011)、これらには有意な交互作用が認められた (F(1, 8) = 33.66、

p = 0.0004)。ACTH 値は運動前より運動後で有意に高まった (ME 群において、

p = 0.0001、SED 群において、p > 0.9999)。運動後の ME 群の血漿 ACTH 濃度

は SED 群より有意な高値を示した (p < 0.0001)。 

 

 
図 16. 安静または運動前後の血漿 ACTH濃度 

Values are mean ± SEM (n = 5). aa: p < 0.01 vs. 0 min. **: p < 0.01 vs. SED. 
 

 

3-2. AVP 及び CRH 神経細胞活性 

図 17 は、ME 群または SED 群の pPVN の AVP (A) または CRH (B) の神経

細胞における c-Fos 発現を示す。LT 以上の走運動は pPVN における c-Fos 発現

を有意に増やした (AVP との二重染色サンプルにおいて、t (4.035) = 6.538、p = 

0.0027、CRH との二重染色サンプルにおいて、t (4.033) = 5.576、p = 0.0049)。さ

らに、SED 群と比較し ME 群の pPVN の c-Fos 陽性 AVP 神経細胞 (t (4.192) = 
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10.79、p = 0.0003) 及び c-Fos 陽性 CRH 神経細胞 (t (4.008) = 4.887、p = 0.0081) は

有意に多かった。一方、mPVN 及び SON の AVP 神経細胞も、ME 群では SED

群と比較して c-Fos 発現が有意に増加した（図 18、mPVN において、t (4.062) = 

8.335、p = 0.0011、SON において、t (4.006) = 10.75、p = 0.0004）。これらの領域の

c-Fos 陽性 AVP 神経細胞もまた、ME 群では SED 群より有意に多かった（mPVN

において、t (4.37) = 12.9、p = 0.0001、SON において、t (4.001) = 7.776、p = 0.0015）。 
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図 17. 運動ストレス後の pPVNの AVP (A) 及び CRH (B) の神経細胞活性 
画像 a 及び c–e は SED 群、b 及び f–h は ME 群の c-Fos (赤) 及び AVP 神経細胞 (A、緑) または
CRH 神経細胞 (B、緑) を示す。グラフ i は、pPVN 内の c-Fos 数、j は c-Fos 陽性 AVP 神経細胞
数 (A)または c-Fos 陽性 CRH 神経細胞数 (B) を示す。3V: 第三脳室, pPVN: 視床下部室傍核
小細胞系, mPVN: 視床下部室傍核大細胞系. 画像 a、b のスケールバー: 100 µm、画像 c––h の
スケールバー: 20 µm. **: p < 0.01 vs. SED (n = 5).  
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図 18. 運動ストレス後のmPVN (A) 及び SON (B) の AVP神経細胞活性 

画像 a は SED 群、b は ME 群の c-Fos (赤) 及び AVP 神経細胞 (緑) を示す。グラフ c は mPVN
内 (A) または SON 内 (B) の c-Fos 数、d は mPVN 内 (A) または SON 内 (B) の c-Fos 陽性
AVP 神経細胞数を示す。スケールバー: 20 µm. **: p < 0.01 vs. SED (n = 5). 
 
 
3-3. 運動誘発性神経細胞活性と ACTH 濃度の相関関係 

走運動ストレス後の血漿 ACTH 濃度は、pPVN の AVP 神経細胞活性と有意

な強い相関関係が認められた（図 19A、r = 0.9071、p = 0.0335）。一方、走運動

ストレス誘発性 ACTH 値と、pPVN の CRH 神経細胞活性（図 19B、r = 0.1744、

p = 0.7791）、mPVN の AVP 神経細胞活性（図 19C、r = 0.2461、p = 0.6899）、及

び SON の AVP 神経細胞活性（図 19D、r = 0.2714、p = 0.6588）との間には有

意な相関関係は認められなかった。 
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図 19. 視床下部各亜領域における AVP及び CRH神経細胞活性と運動後の ACTHの関係 

独立変数に運動ストレス後の pPVN の AVP 神経細胞 (A)、CRH 神経細胞 (B) 、mPVN の AVP

神経細胞 (C)、または SON の AVP 神経細胞 (D) の活性数、従属変数に血漿 ACTH 濃度をと
った。 
 
 

４．考察 

研究課題３では、ストレス反応を伴う中強度持久運動は pPVN の AVP 及び

CRH 神経細胞を共に有意に活性化させるという仮説を検証した。その結果、仮

説通り、ACTH 分泌を伴う中強度持久運動はこれらの神経細胞をどちらも活性

化させた。この結果は、走運動 ACTH 応答に AVP と CRH の両者が関与する可
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能性を支持するものである。 

ACTH 分泌を伴う走運動では、pPVN の AVP 神経細胞を活性化させること

が既に報告されており (Saito and Soya, 2004)、研究課題３で得られた走運動ス

トレス時の pPVN における AVP 神経細胞活性化（図 17A)は先行研究を支持す

る結果である。一方、走運動時の pPVN 内 CRH 神経細胞活性が報告された先

行研究では ACTH 応答を評価しておらず (Otsuka et al., 2016)、運動ストレス下

での CRH 細胞の活性化を明確に示したのは本研究が初めてである（図 17B)。

さらに、走運動ストレスが同一個体の AVP と CRH の pPVN 内神経細胞を共に

活性化させた報告はこれまでにない。pPVN の神経細胞は正中隆起外層に投射

し、そのペプチドは下垂体前葉へと到達するため (Aguilera, 2011; Whitnall, 

1993)、本知見は、AVP と CRH が共に走運動時のストレス反応に関与する可能

性を示すものである。実際、運動ストレス後の血漿 ACTH 濃度と pPVN の AVP

神経細胞活性との間には有意な正の相関関係が認められた（図 19A)。一方で

CRH 神経細胞活性との間に相関関係が見られなかったのは（図 19B)、CRH に

よる ACTH 分泌促進作用は開始が遅いため (Carroll et al., 2007)、CRH の活性

レベルは運動開始 30 分後の血漿 ACTH 濃度には十分反映されなかった可能性

がある。より長時間の運動後の血漿 ACTH 濃度との間には有意な正の相関関

係が認められるかもしれない。 

また、大細胞系である mPVN や SON における AVP 神経細胞も運動ストレ

スにより有意に活性化した（図 18）。mPVN や SON は血漿浸透圧に反応性の

ある領域であり、本研究と同様の運動ストレスモデルを用いた先行研究におい

ては血漿浸透圧の上昇と、SON の AVP 神経細胞の活性化が確認されている 
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(Saito and Soya, 2004)。本研究では血漿浸透圧を評価していないが、SON 以上

に血漿浸透圧に対する反応性の閾値が高い mPVN も活性化していることから、

本研究のモデルにおいても血漿浸透圧が上昇したものと想定される。これらの

領域の神経細胞は、正中隆起の内層を通過して下垂体後葉に軸索を伸ばし、ホ

ルモンを末梢へ放出して血漿浸透圧の調整等の役割を果たす (Aguilera and 

Rabadan-Diehl, 2000; Gibbs, 1986; Holmes et al., 1986; Swanson and Kuypers, 1980)。

しかし大細胞系を由来とするホルモンの一部は下垂体前葉に作用するという

仮説もあり (Antoni, 1993; Buma and Nieuwenhuys, 1987; Gibbs, 1986; Whitnall, 

1993)、mPVN や SON 由来の AVP は運動ストレス時の ACTH 応答調節に寄与

する可能性も否めない。これらの仮説は、ニューロンの投射先や投射元を同定

できるトレーサーや、特定のニューロンの人工的な制御が可能なシステム 

(DREADD; Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) を用いる

ことで明らかにすることができるだろう。 

 

５．要約 

研究課題３の結果から、視床下部の AVP と CRH の神経細胞はストレス反応

を伴う中強度持久運動によりどちらも活性化することが明らかとなった。これ

らの知見は、中強度持久運動時のストレス反応に AVP と CRH の両者が関与す

る可能性を支持する。 
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図 20. 研究課題３の要約図 
ACTH 分泌を伴う中強度持久運動では、pPVN の AVP 及び CRH 神経細胞を活性化させた。こ
れは、視床下部 AVP と CRH が共に走運動時のストレス反応に関与する可能性を示す。さら
に、mPVN と SON の AVP 神経細胞も ACTH 分泌を伴う中強度持久運動により活性化した。
これらの神経細胞が下垂体の ACTH 産生細胞に作用するかどうかは論争が続いている。  
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第Ⅹ章 総合討論 
 

ストレス条件により視床下部の ACTH 分泌調節機構が異なることが知られ

ており (Antoni, 1986; Pacak and Palkovits, 2001; Ramos et al., 2006; Spiga et al., 

2009)、運動ストレスにも特異的な視床下部調節機構があると想定されるが、未

だ不明である。これまでにいくつかの先行研究から運動時のストレス反応調節

への AVP の関与は有力視される一方 (Alexander et al., 1991; Inder et al., 1998; 

Saito and Soya, 2004)、CRH の関与は論争状態であり (Alexander et al., 1991; Inder 

et al., 1998; Otsuka et al., 2016; Smoak et al., 1991; Timofeeva et al., 2003)、さらに

どちらの視床下部因子の関与についても決定的な証拠は得られていなかった。

ヒトへの還元を見据えてこれらを明らかにするには、ヒトの生理応答を模倣す

るラット運動ストレスモデルを用いて、AVP や CRH それぞれの ACTH 分泌作

用機序に薬理的に介入することが有益である。 

以上のことから本研究では、運動ストレス時の ACTH 分泌を少なくとも AVP

が、さらに CRH も調節する可能性を想定した。この仮説を検証するために、

まずヒトへの外挿を見据え、ヒトの運動強度依存的な代謝・ストレス応答を模

倣する妥当性の高いラットの走運動モデルを確立し（研究課題１）、続いて拮

抗薬を用いて運動誘発性 ACTH 応答調節への AVP と CRH の関与を検証した

（研究課題２）。さらに、視床下部の AVP 及び CRH の神経細胞が運動ストレ

スで活性化するかどうかを検証した（研究課題３）。 

ヒトでもげっ歯類でも、LT 以上の強度でストレス指標である ACTH 分泌の顕

著な上昇が見られることが明らかとなっている (Farrell et al., 1983; Luger et al., 
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1987; Ohiwa et al., 2007; Rahkila et al., 1988; Saito and Soya, 2004; Soya, 2001; Soya 

et al., 2007)。そのため、ヒトの運動時の代謝・ストレス応答を模倣するげっ歯類

のモデルを用いることで、ヒトでの検証が困難な課題に取り組むことが可能と

なる。しかし実験動物として広く用いられている Wistar ラットは、繁殖・飼育

されてきたブリーダー、すなわちストックの違いにより、遺伝的構成や血液成分、

認知機能、及び薬物に対する生理的反応性が異なることが報告されていること

から (Hirate et al., 1988; Hirate et al., 1989; Kampfmann et al., 2012; Yamada et al., 

1979)、運動に対する生理的反応性も異なる可能性が考えられた。そこで、我々

が確立してきた実験条件下において Wistar ラットの４つのストック間で運動時

の生理応答を比較し、血中乳酸値が高まる強度を境に血糖値・血漿 ACTH 濃度

も上昇するヒトモデルを再現できるストックの選定を行った。その結果、一般名

が同じ Wistar ラットでもストックにより運動時の生理応答が異なり、Crlj:WI の

みが本研究の実験条件下で運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣した（研究

課題 1-1）。この動物の血中乳酸動態は安定した低値から急激な上昇を示し、そ

の平均 LT は 19.8 m/min であることが示された（研究課題 1-2）。LT を少し超え

る強度である 21.5 m/min の走運動は血漿 ACTH 濃度を高めたため（研究課題２、

３）ヒトを模倣するラットの運動ストレスモデルとして妥当であると言える。 

本研究では、ラットの走運動ストレスモデルを用いて、運動時のストレス反

応制御機構を検証した。ストレス反応の指標である下垂体からの ACTH 分泌

は CRH をはじめとする視床下部因子により制御される。運動ストレス時には、

同じく ACTH 分泌促進能を有する視床下部因子 AVP と ACTH の下垂体静脈

血中濃度が正の相関を示すこと  (Alexander et al., 1991)、視床下部室傍核 
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(pPVN) の AVP 神経細胞が活性化し、さらに正中隆起の AVP 含有量が低下す

ること (Saito and Soya, 2004) などから、AVP が ACTH 分泌を調節する可能性

が高い。一方、運動ストレス時に下垂体静脈血中の CRH 濃度に変化がないこ

とや (Alexander et al., 1991)、CRH による作用機序への薬理的介入が ACTH 分

泌に影響を及ぼさないことから (Smoak et al., 1991)、CRH は運動ストレス時の

ACTH 分泌調節に関与しないことが考えられる。しかし、運動による ACTH 応

答との関連性は不明だが PVN の CRH 遺伝子や神経細胞の活性化等も報告さ

れており (Otsuka et al., 2016; Timofeeva et al., 2003)、CRH が関与する可能性も

否めない。 

以上を検証すべく、研究課題２では、ACTH 分泌を仲介する AVPV1b 受容体

(AVP V1bR) 及び CRH１型受容体 (CRH1R) の拮抗薬の投与が運動時の ACTH

分泌を抑制するかどうかを検証した。研究課題 2-1 では、AVP V1bR の特異的

拮抗薬である SSR149415 (SSR) は運動誘発性 ACTH 分泌の有意な抑制に失敗

したが、効果が期待された投与量を用いた研究課題 2-3 では、SSR 単独投与

が運動で高まる ACTH 分泌を有意に抑制することを見出した。これは、AVP

が運動時の ACTH 分泌を調節することを示す初めての明らかな証拠であり、

運動ストレス時の AVP 動態を観察した先行研究に支持される結果である

(Alexander et al., 1991; Inder et al., 1998; Saito and Soya, 2004)。さらに、研究課

題３では pPVN の AVP 神経細胞の活性化のみならず、この活性化と ACTH 分

泌の間の正の相関関係が認められており、運動時の ACTH 分泌の AVP による

制御は強く裏付けられた。一方、研究課題 2-2 及び 2-3 で CRH1R の特異的拮

抗薬である CP154526 (CP) は運動後の血漿 ACTH 濃度上昇抑制に成功し、



 

79 
 

CRH が運動誘発性 ACTH 分泌応答を制御することが初めて示された。さら

に、ACTH 分泌を伴う運動による pPVN の CRH 神経細胞の活性化もこれを支

持する（研究課題３）。これだけでなく、AVP V1bR と CRH1R 両者の同時阻害

は、運動ストレスで高まる ACTH 応答を単独阻害よりさらに顕著に抑制した

（研究課題 2-3）。この結果は、AVP と CRH は協調的に運動時の ACTH 分泌

を調節しているというこれまでにない新たな仮説を導く。この仮説は、pPVN

の AVP 及び CRH 神経細胞の活性が同一個体で確認されたことからも支持さ

れるものである（研究課題３）。 

AVP と CRH は共に作用することで互いのセカンドシグナリングを増強し

(Giguere and Labrie, 1982; Murat et al., 2012)、ACTH 分泌能をより強めることが

明らかとなっている (Abou-Samra et al., 1987; Antoni, 1986; Hashimoto et al., 

1984)。運動ストレスでは AVP と CRH が協調することで、効率的な ACTH 分

泌を促進するのかもしれない。それでは、AVP と CRH それぞれに特化した役

割は何だろうか？in vitro 及び in vivo の先行研究では、AVP は ACTH 分泌に至

る作用時間が早いが、CRH は遅く、長く続くことが報告されている (Carroll et 

al., 2007)。このことから、運動ストレスにおいても、運動開始すぐには AVP が

素早く ACTH 分泌を促進し、運動開始からある程度の時間が経過してから CRH

による ACTH 分泌が促進されるのかもしれない。確かに、運動ストレスへの

CRH の関与に肯定的な結果を示した本研究や先行研究では (Inder et al., 1998; 

Otsuka et al., 2016; Timofeeva et al., 2003)、運動継続時間が 30 分以上で比較的長

く、一方否定的な結果を示した先行研究では (Alexander et al., 1991; Smoak et al., 

1991)、合計５分程度と短い運動で検証している。運動ストレス時の ACTH 応
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答に AVP が重要な役割を果たすという仮説がこれまで強く支持されてきたの

は AVP が運動時間に関わらず作用するからであると考えられ、運動継続時間

が長くなると CRH も作用し、両因子が協調的な ACTH 分泌調節を行う可能性

がある。さらに、CRH による ACTH 分泌促進作用の開始が遅いことは、研究

課題３において、CRH 神経細胞活性と ACTH 応答との間に相関関係が見られ

なかったことを説明するかもしれない。本研究における症例数は少ないため 30

分間の運動ストレス時の CRH 神経細胞活性と ACTH 応答の関係性に関しては

再現性の確認が必要ではあるが、より長時間にわたる運動であれば相関関係が

認められる可能性も考えられる。また、HPA 軸制御の他に、AVP は血漿浸透圧

や血圧の調節 (Bourque et al., 1994; Serradeil-Le Gal C. et al., 2002)、CRH は呼吸

や脳血流調節、ストレス誘発性鎮痛等の中枢作用も示す (Bao et al., 2008; De 

Michele et al., 2005; Lariviere and Melzack, 2000)。これらの作用は全身性ストレ

スである運動ストレスにとって重要な反応と考えられ、運動ストレス時に AVP

と CRH 両因子が作用する意義や運動ストレスの特異性は、このような点にあ

るのかもしれない。 

それでは、本研究で検討した 30 分間の走運動ストレスにおける AVP と CRH

の貢献度はどの程度だろうか？SSR の容量反応試験では SSR の有効量の可能

性を示したに過ぎないが、運動誘発性 ACTH 応答は 10 mg/kg と 30 mg/kg の投

与量でほぼプラトーに達していると考えられ（研究課題 2-1）、研究課題 2-3 で

用いた投与量は最大効果量であった可能性がある。一方研究課題 2-2 における

CP の容量反応試験では統計的に 30 mg/kg の有効性は示されたが、本研究内で

はプラトーは出現せず、研究課題 2-3 で用いた投与量が最大効果量であったか
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どうかは不明である。これにくわえ、運動の時間フェーズにより AVP と CRH

の貢献が異なる可能性もある。そのため、本研究から両因子の貢献の度合いを

検証することは難しい。さらに、研究課題 2-3 における AVP と CRH の両阻害

群では、統計的には運動による ACTH 応答が消失したものの、血漿 ACTH 濃

度の絶対値は運動前に比べ運動後で高値となった。そのためオキシトシンやア

ンジオテンシンⅡといった、他の ACTH 分泌促進因子が関与する可能性は残

されたままである。SSR と CP 互いに最大効果量を用いて、運動中いくつかの

時間帯で ACTH 応答を評価することで、それぞれの貢献についてより詳細な

検証ができると考えられ、今後の課題である。 

本研究では、大細胞系である mPVN や SON における AVP 神経細胞も運動

ストレスにより有意に活性化した（図 18）。一般的には大細胞系領域由来のホ

ルモンは末梢に作用すると考えられている (Aguilera and Rabadan-Diehl, 2000; 

Gibbs, 1986; Holmes et al., 1986; Swanson and Kuypers, 1980)。特にこの領域の AVP

神経細胞は血漿浸透圧上昇時に反応し、利尿の調節に貢献する (Bourque et al., 

1994; Koshimizu et al., 2012; Maybauer et al., 2008)。本研究では血漿浸透圧を評

価していないが、SON にくわえ、より浸透圧に対する感受性の閾値が高い

mPVN の AVP 神経細胞も活性化したことから、本研究の運動ストレスでも血

漿浸透圧が上昇したと推測される。それでは、運動ストレスでの大細胞系 AVP

神経細胞活性化の目的は、末梢での利尿（血漿浸透圧）調節のみなのだろうか？

興味深いことに、大細胞系の神経細胞は、末梢のみならず下垂体前葉に放出す

るとの説がある。その一つは、下垂体後葉に投射する大細胞系ニューロンは正

中隆起内層において AVP を開口分泌することが観察されたことから、傍分泌
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により下垂体前葉に作用するというものである  (Antoni, 1993; Buma and 

Nieuwenhuys, 1987)。しかし、大細胞系由来の AVP は単に ACTH 分泌を促進す

るわけではないかもしれない。HPA 軸に備わっている GC による負のフィード

バックシステムは、ストレス反応を収束させ過剰亢進を防ぐ。大細胞系由来の

ホルモンは、このシステムを抑制しストレス反応の収束を防ぐという特別な手

段で ACTH 分泌促進に貢献することが示唆されている (Antoni, 2020)。例えば

出血や敗血漿、高強度運動などでは、GC の負のフィードバックが効かず、大

細胞系 AVP 神経細胞の活性化や大細胞系 AVP が産生するインターロイキン 6

の増加が報告されている (Antoni, 2020; Deuster et al., 1998; Thrivikraman et al., 

2000)。一方で精神的なストレスであるエアーパフストレスでは GC の負のフ

ィードバックは正常に作用するとともに大細胞系 AVP 神経細胞の活性化が見

られない (Thrivikraman et al., 2000)。これらのことから、生命や生体の機能維

持のためにストレス反応を継続する必要性のある強いストレス時には大細胞

系の AVP がストレス反応の収束を阻害することで HPA 軸の亢進に寄与してい

る可能性がある 。本研究の検証対象であった中強度運動では、AVP 大細胞系

ニューロンの活性化が見られたことから、中強度運動時にもストレス反応の継

続の必要性に応じて大細胞系由来 AVP が ACTH 応答に貢献する可能性が考え

られ、デキサメタゾン抑制試験により明らかにすることができるかもしれない。 

以上のように本研究では、ヒトの運動時の血中乳酸、血糖及び ACTH 応答

を模倣する Wistar ラットのストック（Crlj:WI）を用いて、30 分間の LT 以上の

走運動ストレス時の ACTH 分泌は、視床下部 AVP と CRH の二重調節を受け

ること、及び AVP と CRH の視床下部神経細胞が共に活性化することが明らか
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となった。一方で、運動時 ACTH 応答の調節機構に関する本研究成果は、研究

課題１からも考えられるように、ストックにより異なる可能性がある。また、

本研究で用いたラット運動ストレスモデルが、運動時の血中乳酸値や血糖値、

並びに ACTH 応答以外について必ずしもヒトを模倣しているとは限らない。

これらのような限界点は、全ての実験科学において共通すると考えられる。最

低限ヒトのモデルとなる点を明確にしたうえで動物実験を行い、その他の点も

随時ヒトのデータと比較しながら検証し続けることで、動物とヒトとの間の普

遍的な真実の解明に近づくと期待される。 

本研究課題と成果は、社会的にどのような意義があるだろうか。わが国では

健康長寿社会を実現するためにスポーツライフの定着を推進していると共に、

生活習慣病をはじめとする様々な疾患において治療として運動を処方するな

ど、運動の健康効果が広く認められている。しかしながら、運動が生体に及ぼ

す作用については未だ十分な解明に至っていない。本研究の成果は、一過性の

中強度持久運動が視床下部を介してストレス反応を引き起こす機序の一端の

解明に過ぎないが、今後の様々な発展の可能性を秘めている。例えば、習慣的

な運動の健康増進効果の機序解明や、オーバートレーニングによるストレス関

連疾患の病因の解明などである。運動ストレスは適応効果により心身に有益な

効果をもたらす一方、ストレス負荷が過度となると健康を害する二面性を有す

る。特に慢性ストレスでは CRH や AVP のバランスが崩れるなど、視床下部に

おけるストレス反応調節機構の異常が生じる  (Aguilera and Rabadan-Diehl, 

2000)。運動ストレスにおいては、一過性での AVP や CRH による調節が、スト

レス適応により健康増進効果をもたらす時、あるいはストレス不適応により健
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康害をもたらす時に、どのように変化するのか、今後明らかにすべきと考える。

それにより将来的には、運動の健康効果を効率的に引き出す適切な運動手法の

提案や、オーバートレーニングを回避したアスリートのトレーニング方法の開

発に繋がると期待される。 

 

図 21. 本研究のまとめ 
本研究の結果から、LT を超える中強度持久運動で生じる ACTH 応答は、AVP と CRH の両視床
下部因子が促進的な調節をすることが明らかとなった。この運動ストレス時には、pPVN の AVP

と CRH の神経細胞に加え、大細胞系である mPVN と SON の AVP 神経細胞も活性化し、中強度
持久運動時 ACTH 応答への関与の可能性が示された。 
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第Ⅺ章 総括と結論 
 
本研究では、ヒトへの還元を見据えたラット走運動モデルを用いて、LT を

越える中強度運動時のストレス反応を視床下部 AVP 及び CRH が調節するかど

うかを明らかにすることを目的とした。これを達成するために、まずラット走

運動モデルの被験動物として適した Wistar ラットのストックを選定し、選定さ

れたストックの LT を算出した（研究課題１）。続いてラット走運動モデルと

ACTH 分泌促進を仲介する受容体である AVPV1b 受容体 (AVPV1bR) 及び CRH

１型受容体 (CRH1R) それぞれに特異的な拮抗薬を用いて、AVP や CRH が運

動時の ACTH 分泌に及ぼす効果を検証した（研究課題２）。さらに、視床下部

AVP 及び CRH 神経細胞が運動ストレス時に活性化するかどうかを検証した

（研究課題３）。 

 

研究課題１: 運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣するラット走運動モデル

の確立 

１）研究課題 1-1: 運動時のヒトの代謝・ストレス応答を模倣する Wistar ラット

のストックの選定 

３つの強度のトレッドミル走行試験時の生理応答（血中乳酸値、血糖値、血

漿 ACTH 濃度）は Wistar ラットの４つのストック間で異なり、唯一 Crlj:WI は、

３つ全ての生理応答がヒト同様に運動強度依存的に高まった。以上の結果から、

Crlj:WI は本研究デザイン下でヒト同様の運動強度依存的な生理応答を示す

Wistar ラットのストックであることが示された。 
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２） 研究課題 1-2: LT の算出 

Crlj:WI にもヒト同様 LT の存在が確認され、その平均は 19.8 m/min であっ

た。以降の研究課題では、ACTH 分泌を惹起する中強度のトレッドミル運動と

して、この結果を基準とした走速度を用いることで、運動時のヒトの生理応答

を模倣する妥当性の高いラット走運動モデルを確立した。 

 

研究課題２: 運動時の ACTH 分泌を調節する視床下部因子の解明 

１）研究課題 2-1: 走運動ストレス時の ACTH 応答の抑制に効果的な V1bR 拮抗

薬投与量の検討 

LT を超える中強度走運動として設定した 21.5 m/min の 30 分間のトレッド

ミル走運動は血漿 ACTH 濃度を高めた。AVPV1b 受容体拮抗薬 SSR149415 (SSR) 

の 10 mg/kg および 30 mg/kg の投与は運動前後の血漿 ACTH 濃度の変化量を対

照群の６～７割に抑え、その効果量はそれぞれ 1.24 及び 1.35 であった。以上

の結果から、SSR の 10 mg/kg 以上の投与は運動時の ACTH 応答に対する AVP

の効果の検証に有用な可能性が示された。 

 

２）研究課題 2-2: 走運動ストレス時の ACTH 応答の抑制に効果的な CRH1R 拮

抗薬投与量の検討 

CRH1R 拮抗薬 CP154526 (CP) は投与量依存的に運動で高まる ACTH 濃度を

抑制し、その効果は 30 mg/kg で得られた。以上の結果から、CP の 30 mg/kg の

投与は運動時の ACTH 応答に対する CRH の効果の検証に有用であることが示

された。 
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３）研究課題 2-3: 運動誘発性 ACTH 応答制御に対する AVP と CRH の関与の検

証 

走運動ストレス前の SSR 10 mg/kg 及び CP 30 mg/kg の単独投与は、運動で

上昇する血漿 ACTH 濃度を有意に抑制した。これらの併用投与は LT 以上の運

動時の有意な ACTH 分泌を生じさせず、運動後のその値は対照群のみならず

各単独投与群と比較しても低値だった。以上の結果から、中強度持久運動時に

は AVP と CRH が協調的に作用し ACTH 分泌を促進するという新たな仮説が

生まれた。 

 

研究課題３: 運動ストレス時の視床下部 AVP と CRH の神経細胞活性の検証 

血漿 ACTH 濃度が上昇する LT 以上の走運動は視床下部室傍核小細胞系 

(pPVN) の AVP 神経細胞及び CRH 神経細胞のどちらも活性化させた。pPVN の

AVP 神経細胞活性は運動ストレス後の ACTH 濃度との間に正の相関関係が認

められた。以上の結果は、中強度持久運動時の ACTH 分泌調節に視床下部 AVP

と CRH の両因子が関与する可能性を裏付けた。 

 

【結論】 

ラット走運動ストレスモデルを用いて、中強度持久運動時の ACTH 応答は、

視床下部 AVP と CRH の両因子が促進的に制御することが明らかとなった。こ

の知見はヒトにおいても適用できる可能性がある。 
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Appendices 
 

Appendix 1．ストックごとの体重 (g) 
 

 
 
 

 
時間; F(1, 14) = 149.7, ストック; F(3, 14) = 54.35, p < 0.0001, p < 0.0001, 時間×ストック; F(3, 14) = 11.46, 
p = 0.0005. aa: p < 0.01 vs. Slc:Wistar, bb: p < 0.01 vs. Crlj:WI, cc: p < 0.01 vs. Kwl:Wistar 
  

Slc:Wistar 搬入時 実験時 Crlj:WI 搬入時 実験時
No. 4 198 204 No. 1 292 376
No. 6 198 207 No. 3 311 388
No. 20 204 234 No.7 301 319
No. 28 206 243 No. 8 302 321

Mean 201.5 222.0 Mean 301.5 351.0
SD 4.12 19.44 SD 7.77 36.14

SEM 2.06 9.72 SEM 3.88 18.07

Kwl:Wistar 搬入時 実験時 Jcl:Wistar 搬入時 実験時
No. 12 254 346 No. 14 218 293
No. 26 271 362 追加No. 5 247 305

追加No. 2 271 380 追加No. 6 253 318
追加No. 3 253 332 追加No. 7 245 311
追加No. 4 256 372 追加No. 8 248 310

Mean 261.0 358.4 Mean 242.2 307.4
SD 9.19 19.46 SD 13.8 9.3

SEM 4.11 8.70 SEM 6.19 4.15

Mean ± SEM [g]

搬入時 実験時

Slc:Wistar 201.5 ± 2.06 222.0 ± 9.72
Crlj:WI            301.5 ± 3.88 aa            351.0 ± 18.07 aa

Kwl:Wistar            261.0 ± 4.11 aabb            358.4 ± 8.70 aa

Jcl:Wistar            242.2 ± 6.19 aabb            307.4 ± 4.15 aabbcc
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Appendix 2．ストックごとの電気ショック暴露数 (回) 
 

 
 
 

 
運動強度; F(2, 28) = 13.69, p < 0.0001, ストック; F(3, 14) = 4.558, p = 0.0199, 運動強度×ストック; F(6, 

28) = 4.746, p = 0.0019. Values are mean ± SEM. (n = 4-5). a: p < 0.05, aa: p < 0.01 vs. Slc:Wistar, c: p < 

0.05 vs. Kwl:Wistar. 
 

Slc:Wistar 10 20 30 Crlj:WI 10 20 30
No. 4 0 3 5 No. 1 1 2 2
No. 6 0 2 5 No. 3 0 0 1
No. 20 0 1 0 No.7 0 1 0
No. 28 0 2 4 No. 8 1 2 0

Mean 0.0 2.0 3.5 Mean 0.5 1.3 0.8
SD 0.00 0.82 2.38 SD 0.58 0.96 0.96

SEM 0.00 0.41 1.19 SEM 0.29 0.48 0.48

Kwl:Wistar 10 20 30 Jcl:Wistar 10 20 30
No. 12 0 0 0 No. 14 0 1 1
No. 26 0 1 0 追加No. 5 1 0 2

追加No. 2 0 0 1 追加No. 6 2 1 3
追加No. 3 0 0 0 追加No. 7 0 0 1
追加No. 4 0 0 1 追加No. 8 0 0 3

Mean 0.0 0.2 0.4 Mean 0.6 0.4 2
SD 0.00 0.45 0.55 SD 0.89 0.55 1.00

SEM 0.00 0.20 0.24 SEM 0.40 0.24 0.45
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Appendix 3．ストックごとの実質走行時間 (%) 
 

 
 

 
運動強度; F(2, 28) = 29.68, p < 0.0001, ストック; F(3, 14) = 5.191, p = 0.0128, 運動強度×ストック; F(6, 

28) = 1.143, p = 0.3642. Values are mean ± SEM. (n = 4-5). *: p < 0.05. 

 
 

Slc:Wistar 10 20 30 Crlj:WI 10 20 30
No. 4 80.4 45.5 20.4 No. 1 73.7 62.7 58.3
No. 6 63.0 46.3 34.0 No. 3 98.2 92 74.7
No. 20 95.7 83.8 81.5 No.7 99.3 89.3 74.3
No. 28 68.9 47.9 30.7 No. 8 72.3 74.1 86.2

Mean 77.0 55.9 41.7 Mean 85.9 79.5 73.4
SD 14.41 18.64 27.19 SD 14.88 13.71 11.47

SEM 7.20 9.32 13.60 SEM 7.44 6.85 5.73

Kwl:Wistar 10 20 30 Jcl:Wistar 10 20 30
No. 12 100 91.5 62.5 No. 14 69.6 54.5 60.5
No. 26 71.8 88.5 71.8 追加No. 5 40.3 36.8 22.3

追加No. 2 97.1 77.5 56.9 追加No. 6 28.5 18.6 1.0
追加No. 3 97.9 93.8 73.8 追加No. 7 99.4 72.9 38.1
追加No. 4 83.8 55.7 47.3 追加No. 8 56.3 26.0 20.6

Mean 90.1 81.4 62.5 Mean 58.8 41.8 28.5
SD 12.07 15.67 10.92 SD 27.53 22.03 22.21

SEM 5.40 7.01 4.88 SEM 12.31 9.85 9.93
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Appendix 4．ストックごとのランニングスコア 
 

 
 

 
運動強度; F(2, 28) = 19.81, p < 0.0001, ストック; F(3, 14) = 3.753, p = 0.0362, 運動強度×ストック; F(6, 

28) = 0.8005, p = 0.5778. Values are mean ± SEM. (n = 4-5). *: p < 0.05. 
 
  

Slc:Wistar 10 20 30 Crlj:WI 10 20 30
No. 4 2.33 2.00 2.00 No. 1 2.67 2.33 2.00
No. 6 3.00 2.33 2.00 No. 3 4.33 4.00 3.00
No. 20 4.33 3.00 3.00 No.7 4.33 3.67 3.33
No. 28 3.00 2.67 2.67 No. 8 3.00 3.33 3.67

Mean 3.17 2.50 2.42 Mean 3.58 3.33 3.00
SD 0.84 0.43 0.50 SD 0.88 0.72 0.72

SEM 0.42 0.22 0.25 SEM 0.44 0.36 0.36

Kwl:Wistar 10 20 30 Jcl:Wistar 10 20 30
No. 12 4.33 3.67 3.00 No. 14 2.67 2.67 3.00
No. 26 4.00 3.33 3.00 追加No. 5 2.33 2.00 2.00

追加No. 2 4.00 3.67 2.33 追加No. 6 2.00 2.00 1.00
追加No. 3 3.67 3.67 3.00 追加No. 7 4.33 3.33 2.00
追加No. 4 4.00 2.67 2.33 追加No. 8 2.67 2.00 1.67

Mean 4.00 3.40 2.73 Mean 2.80 2.40 1.93
SD 0.24 0.43 0.37 SD 0.90 0.60 0.72

SEM 0.11 0.19 0.16 SEM 0.40 0.27 0.32
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Appendix 5．ランニングスコアと各種項目の相関関係 
 
 

 
左：電気ショック暴露数とランニングスコアの相関関係。r = -0.6509, p < 0.0001. 

中：実質走行時間とランニングスコアの相関関係。r = 0.9095, p < 0.0001. 

右：実験日の体重と第三ステージのランニングスコアの相関関係。r = 0.2573, p = 0.3027. 
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Appendix 5．ストックごとの運動時の血中乳酸値 

 

 
 
 
 
 

Appendix 6．ストックごとの運動時の血糖値 
 

 
 
 
 
 

Slc:Wistar 0 10 20 30 Crlj:WI 0 10 20 30
No. 4 1.36 1.86 2.11 2.28 No. 1 1.16 1.46 1.77 1.70
No. 6 0.952 3.57 2.59 3.16 No. 3 0.788 1.43 1.56 1.53
No. 20 0.802 1.48 2.81 3.94 No.7 1.02 0.924 1.52 2.57
No. 28 0.603 2.27 1.86 2.29 No. 8 1.07 1.65 1.72 2.16

Mean 0.93 2.30 2.34 2.92 Mean 1.01 1.37 1.64 1.99
SD 0.32 0.91 0.43 0.80 SD 0.16 0.31 0.12 0.47

SEM 0.16 0.45 0.22 0.40 SEM 0.08 0.16 0.06 0.23

Kwl:Wistar 0 10 20 30 Jcl:Wistar 0 10 20 30
No. 12 0.61 0.571 1.43 1.88 No. 14 0.583 0.508 0.625 0.668
No. 26 0.600 0.639 1.04 1.00 追加No. 5 0.355 0.430 0.386 0.417

追加No. 2 0.673 0.904 0.801 0.924 追加No. 6 0.369 0.468 0.448 0.660
追加No. 3 0.627 0.539 0.636 0.921 追加No. 7 0.471 0.465 0.681 0.608
追加No. 4 0.467 0.647 0.956 1.05 追加No. 8 0.325 0.312 0.339 0.362

Mean 0.60 0.66 0.97 1.16 Mean 0.421 0.437 0.496 0.543
SD 0.08 0.14 0.30 0.41 SD 0.11 0.07 0.15 0.14

SEM 0.03 0.06 0.13 0.18 SEM 0.05 0.03 0.07 0.06

Slc:Wistar 0 10 20 30 Crlj:WI 0 10 20 30
No. 4 4.85 5.39 5.68 6.03 No. 1 5.57 6.31 7.29 7.67
No. 6 5.09 5.84 6.17 6.84 No. 3 4.79 5.31 5.28 5.86
No. 20 4.70 5.05 5.70 6.11 No.7 5.02 5.14 5.85 6.87
No. 28 5.09 5.75 5.76 6.07 No. 8 5.63 5.85 7.06 7.13

Mean 4.93 5.51 5.83 6.26 Mean 5.25 5.65 6.37 6.88
SD 0.19 0.36 0.23 0.39 SD 0.41 0.53 0.96 0.76

SEM 0.10 0.18 0.12 0.19 SEM 0.21 0.27 0.48 0.38

Kwl:Wistar 0 10 20 30 Jcl:Wistar 0 10 20 30
No. 12 6.19 4.78 5.55 6.16 No. 14 5.21 4.85 5.18 5.14
No. 26 5.51 5.21 5.63 5.55 追加No. 5 4.18 3.97 4.05 4.03

追加No. 2 4.92 4.74 5.91 5.34 追加No. 6 4.45 4.50 4.94 4.81
追加No. 3 5.59 4.63 4.79 5.45 追加No. 7 5.11 4.65 5.33 5.59
追加No. 4 4.46 3.59 4.35 4.02 追加No. 8 4.43 4.33 4.23 4.83

Mean 5.33 4.59 5.25 5.30 Mean 4.68 4.46 4.75 4.88
SD 0.66 0.60 0.65 0.78 SD 0.46 0.33 0.57 0.57

SEM 0.30 0.27 0.29 0.35 SEM 0.20 0.15 0.26 0.26
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Appendix 7．ストックごとの運動時の血漿 ACTH 濃度 
 

 
 
 
 
 
 

Appendix 8．漸増負荷運動時の血中乳酸動態 
 

 
 

Slc:Wistar 0 10 20 30 Crlj:WI 0 10 20 30
No. 4 31.01 527.05 253.20 191.83 No. 1 136.29 466.95 756.72 423.27
No. 6 17.69 575.63 827.97 864.10 No. 3 75.10 330.94 500.73 451.84
No. 20 23.13 264.37 362.44 443.01 No.7 24.22 85.83 250.05 250.52
No. 28 165.86 695.11 807.45 854.78 No. 8 63.30 82.58 218.16 310.53

Mean 59.42 515.54 562.76 588.43 Mean 74.73 241.58 431.41 359.04
SD 71.17 181.73 297.86 329.33 SD 46.45 190.02 250.99 94.64

SEM 35.58 90.86 148.93 164.67 SEM 23.22 95.01 125.50 47.32

Kwl:Wistar 0 10 20 30 Jcl:Wistar 0 10 20 30
No. 12 35.07 151.95 403.45 477.66 No. 14 47.29 191.70 145.64 183.65
No. 26 38.25 207.58 298.04 224.81 追加No. 5 16.52 97.73 349.47 442.28

追加No. 2 53.13 306.02 464.21 311.38 追加No. 6 130.06 183.38 252.30 193.41
追加No. 3 64.94 100.46 184.73 301.78 追加No. 7 17.89 41.91 219.39 157.48
追加No. 4 120.24 241.28 278.69 284.85 追加No. 8 30.78 49.49 83.83 63.86

Mean 62.33 201.46 325.82 320.10 Mean 48.51 112.84 210.12 208.14
SD 34.53 79.38 109.63 94.29 SD 47.24 71.53 101.72 140.55

SEM 15.44 35.50 49.03 42.17 SEM 21.13 31.99 45.49 62.86

(m/min) No.35 No. 37 No. 38 No. 40 No. 41 No. 42
0 0.845 0.573 0.54 0.515 0.463 0.99
5 0.579 0.583 0.433 0.422 0.503 0.669

7.5 0.639 0.421 0.492 0.445 0.564 0.889
10 0.568 0.496 0.522 0.544 0.736 1.05

12.5 0.586 0.539 0.487 0.625 0.648 1.20
15 0.797 0.566 0.562 0.755 0.643 1.45

17.5 0.878 0.756 0.661 1.15 0.749 1.96
20 1.31 1.04 0.966 1.24 0.984 1.42

22.5 2.24 1.35 1.27 1.39 1.17 1.75
25 2.38 1.50 1.47 2.19 1.31 2.87

27.5 3.45 1.76 1.92 2.03 1.63 2.79
30 3.80 1.81 2.71 3.00 1.96 2.70

32.5 5.14 2.54 2.92 3.58 2.71 3.52
35 5.57 2.68 2.91 4.21 2.20 4.24

37.5 6.82 3.23 3.93 5.46 3.02 4.44
40 7.69 3.76 5.86 3.53 4.84

42.5 3.98 5.85 4.48
45 4.92 6.29

47.5 6.27
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Appendix 9．LT 
 

 
 

  

LT (m/min)
No.35 18.8
No. 37 16.1
No. 38 17.9
No. 40 22.1
No. 41 21.3
No. 42 22.7

Mean. 19.8
SEM. 1.1
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Appendix 10．研究課題 3-1 の電気ショック暴露数 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Vehicle 電気 (回) SSR1 電気 (回)
141107_No. 1 1 150930_No. 1 1
141107_No. 4 1 151014_No. 22 1
141107_No. 5 1 151021_No. 42 4
141113_No. 17 0 151022_No. 43 5
141126_No. 13 0 151022_No. 48 4
141217_No. 28 1 151103_No. 11(2) 2

Mean. 0.67 Mean. 2.83
SD. 0.52 SD. 1.72

SEM. 0.21 SEM. 0.70

SSR10 電気 (回) SSR30 電気 (回)
141107_No. 6 0 141124_No. 10 1
141124_No. 11 1 141113_No. 18 0
141127_No. 20 0 141126_No. 16 0

151109_No. 23(2) 1 141215_No. 25 1
151111_No. 28(2) 3 141218_No. 31 1
151111_No. 30(2) 2 151109_No. 19(2) 5

151109_No. 25(2) 2
Mean. 1.17 Mean. 1.43

SD. 1.17 SD. 1.72
SEM. 0.48 SEM. 0.65
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Appendix 11．研究課題 3-1 の血漿 ACTH 濃度 
 

 
 
 

  

Vehicle -45 0 30 SSR1 -45 0 30
141107_No. 1 20.09 53.16 321.14 150930_No. 1 0.88 10.69 690.17
141107_No. 4 51.64 27.17 310.58 151014_No. 22 4.68 28.33 251.25
141107_No. 5 36.55 73.38 492.49 151021_No. 42 94.29 63.54 539.66
141113_No. 17 61.41 31.49 596.05 151022_No. 43 23.21 49.77 347.84
141126_No. 13 9.69 31.21 611.38 151022_No. 48 48.01 25.09 483.48
141217_No. 28 14.46 30.94 535.64 151103_No. 11(2) 13.26 79.09 175.41

Mean. 32.31 41.22 477.88 Mean. 30.72 42.76 414.64
SD. 21.06 18.30 132.58 SD. 35.41 25.88 192.19

SEM. 8.60 7.47 54.13 SEM. 14.46 10.57 78.46

SSR10 -45 0 30 SSR30 -45 0 30
141107_No. 6 19.43 63.72 325.89 141124_No. 10 24.10 12.98 432.71
141124_No. 11 106.41 88.58 237.00 141113_No. 18 22.99 97.66 233.38
141127_No. 20 6.79 33.30 408.41 141126_No. 16 15.76 18.62 343.73

151109_No. 23(2) 6.40 13.74 305.90 141215_No. 25 65.20 35.68 200.37
151111_No. 28(2) 6.22 33.14 430.26 141218_No. 31 32.66 22.77 257.83
151111_No. 30(2) 10.70 40.76 324.18 151109_No. 19(2) 27.95 7.46 369.95

151109_No. 25(2) 12.08 22.51 300.48
Mean. 25.99 45.54 338.61 Mean. 28.68 31.10 305.49

SD. 39.72 26.54 70.76 SD. 17.54 30.65 82.00
SEM. 16.21 10.83 28.89 SEM. 6.63 11.59 30.99
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Appendix 12．研究課題 3-2 の電気ショック暴露数 
 

 
 

  

Vehicle 電気 (回) CP1 電気 (回)
150930_No. 6 0 151001_No. 10 1
151001_No. 11 2 151016_No. 33 2
151016_No. 31 2 151102_No. 1(2) 0

151103_No. 7(2) 2 151103_No. 12(2) 4
151104_No. 14(2) 9 151104_No. 17(2) 5

Mean. 3.00 Mean. 2.40
SD 3.46 SD 2.07

SEM. 1.55 SEM. 0.93

CP10 電気 (回) CP30 電気 (回)
151001_No. 12 0 150930_No. 4 1
151002_No. 15 1 151014_No. 20 0
151016_No. 35 2 151015_No. 27 1
151022_No. 47 0 151021_No. 38 0
151024_No. 54 5 151024_No. 51 0

151104_No. 18(2) 2 151111_No. 31(2) 2
151104_No. 13(2) 5

Mean. 2.14 Mean. 0.67
SD 2.12 SD 0.82

SEM. 0.80 SEM. 0.33
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Appendix 13．研究課題 3-2 の血漿 ACTH 濃度 
 

 
 

  

Vehicle -45 0 30 CP1 -45 0 30
150930_No. 6 27.08 26.74 364.16 151001_No. 10 20.16 39.29 145.48
151001_No. 11 4.32 12.39 384.28 151016_No. 33 3.31 24.81 409.33
151016_No. 31 53.67 24.94 301.09 151102_No. 1(2) 7.95 9.95 193.05

151103_No. 7(2) 8.55 34.25 587.92 151103_No. 12(2) 57.57 26.44 433.72
151104_No. 14(2) 42.39 20.57 585.96 151104_No. 17(2) 21.57 74.02 606.15

Mean. 27.20 23.78 444.68 Mean. 22.11 34.90 357.55
SD 21.23 8.06 133.44 SD 21.30 24.21 188.63

SEM. 9.49 3.60 59.68 SEM. 9.53 10.83 84.36

CP10 -45 0 30 CP30 -45 0 30
151001_No. 12 2.64 5.55 163.27 150930_No. 4 57.61 30.11 180.21
151002_No. 15 12.80 16.15 347.58 151014_No. 20 2.79 46.97 221.05
151016_No. 35 2.72 18.33 377.81 151015_No. 27 4.11 78.06 375.21
151022_No. 47 6.04 83.25 566.47 151021_No. 38 12.35 82.68 149.94
151024_No. 54 8.85 23.11 442.83 151024_No. 51 9.14 29.22 302.48

151104_No. 18(2) 18.82 30.56 168.44 151111_No. 31(2) 8.86 122.56 96.83
151104_No. 13(2) 15.48 31.27 325.15

Mean. 9.62 29.74 341.65 Mean. 15.81 64.93 220.95
SD 6.31 25.20 143.89 SD 20.78 36.38 102.52

SEM. 2.38 9.53 54.38 SEM. 8.48 14.85 41.85
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Appendix 14．研究課題 3-3 の電気ショック暴露数 
 

 
 

  

Vehicle 電気 (回) SSR 電気 (回)
151116_No. 39 0 151116_No. 41 1
151116_No. 49 0 151118_No. 50 2
151118_No. 44 0 151118_No. 47 1

170413_No. 2(3) 4 170413_No. 1(3) 2
170418_No. 11(3) 1 170420_No. 16(3) 3
170429_No. 24(3) 2 170427_No. 17(3) 2
170506_No. 25(3) 1 170429_No. 23(3) 0
170507_No. 30(3) 3 (170427_No. 18(3))
170507_No. 31(3) 3

Mean. 1.56 Mean. 1.57
SD 1.51 SD 0.98

SEM. 0.50 SEM. 0.37

CP 電気 (回) SSR+CP 電気 (回)
151116_No. 38 0 151116_No. 35 3
151118_No. 46 0 151118_No. 48 0

170415_No. 8(3) 1 170413_No. 4(3) 0
170420_No. 15(3) 2 170418_No. 12(3) 1
170427_No. 19(3) 3 170420_No. 14(3) 1
170429_No. 21(3) 0 170427_No. 20(3) 0
170506_No. 28(3) 0

Mean. 0.86 Mean. 0.83
SD 1.21 SD 1.17

SEM. 0.46 SEM. 0.48
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Appendix 15．研究課題 3-3 の血漿 ACTH 濃度 
 

 
 
 

Appendix 16．pPVN における AVP ニューロン活性 
 

 
 
 

Vehicle -45 0 30 SSR -45 0 30
151116_No. 39 30.71 39.36 1112.18 151116_No. 41 47.70 26.54 567.65
151116_No. 49 11.89 95.44 697.33 151118_No. 50 39.66 52.21 742.48
151118_No. 44 46.84 39.27 681.41 151118_No. 47 13.99 43.42 591.35

170413_No. 2(3) 5.80 53.03 539.61 170413_No. 1(3) 33.44 34.23 204.06
170418_No. 11(3) 27.71 25.67 1109.29 170420_No. 16(3) 6.18 49.56 246.90
170429_No. 24(3) 67.88 97.42 815.15 170427_No. 17(3) 18.51 28.22 236.33
170506_No. 25(3) 50.51 77.26 1132.07 170429_No. 23(3) 4.04 33.45 480.59
170507_No. 30(3) 21.77 70.60 521.15
170507_No. 31(3) 5.20 24.16 864.56

Mean. 29.81 58.02 830.31 Mean. 23.36 38.23 438.48
SD 21.62 28.28 242.30 SD 17.03 10.22 210.86

SEM. 7.21 9.43 80.77 SEM. 6.435 3.861 79.697

CP -45 0 30 SSR+CP -45 0 30
151116_No. 38 17.97 40.73 557.41 151116_No. 35 30.03 77.70 320.75
151118_No. 46 18.71 158.05 650.58 151118_No. 48 44.92 41.67 332.23

170415_No. 8(3) 75.79 176.54 409.61 170413_No. 4(3) 8.64 119.48 307.34
170420_No. 15(3) 36.31 59.54 216.97 170418_No. 12(3) 19.81 54.38 122.12
170427_No. 19(3) 45.91 150.97 351.24 170420_No. 14(3) 27.21 80.10 49.28
170429_No. 21(3) 8.93 115.10 309.19 170427_No. 20(3) 9.99 8.91 58.89
170506_No. 28(3) 12.59 245.64 430.33

Mean. 30.89 135.22 417.90 Mean. 23.43 63.71 198.44
SD 23.82 70.39 147.46 SD 13.66 37.82 135.84

SEM. 9.00 26.61 55.73 SEM. 5.57 15.44 55.46

SED c-Fos Merge ME c-Fos Merge
No.4 1.9 0.3 No.2 44.3 12.3
No.7 4.5 1.5 No.3 56.6 21.1
No.12 1.4 0.3 No.6 95.6 19.4
No.13 4.0 0.9 No.9 50.8 16.3
No.15 3.0 0.4 No.11 60.4 16.5

Mean. 2.96 0.68 Mean. 61.5 17.1
S.D. 1.32 0.52 S.D. 19.99 3.37
SEM. 0.26 0.10 SEM. 4.00 0.67
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Appendix 17．pPVN における CRH ニューロン活性 
 

 
 
 

Appendix 18. mPVN における AVP ニューロン活性 
 

 
 
 
  

SED c-Fos Merge ME c-Fos Merge
No.4 4.3 1.6 No.2 38.3 22.8
No.7 5.2 1.7 No.3 43.6 27.1
No.12 1.9 0.8 No.6 69.9 42
No.13 2.8 0.8 No.9 82.9 54.3
No.15 1.3 0.2 No.11 97.7 69.3

Mean. 3.10 1.02 Mean. 66.48 43.10
S.D. 1.63 0.63 S.D. 25.37 19.24
SEM. 0.33 0.13 SEM. 5.07 3.85

SED c-Fos Merge ME c-Fos Merge
No.4 1.4 0.3 No.2 24.8 3.5
No.7 1.4 0.6 No.3 26.8 3.9
No.12 0.4 0.3 No.6 41.1 4.8
No.13 1.2 0.3 No.9 29.7 4.1
No.15 2.5 0.5 No.11 43.3 5.1

Mean. 1.38 0.40 Mean. 33.14 4.28
S.D. 0.75 0.14 S.D. 8.49 0.66
SEM. 0.15 0.03 SEM. 1.70 0.13
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Appendix 19. SON における AVP ニューロン活性 
 

  

SED c-Fos Merge ME c-Fos Merge
No.4 0.2 0.1 No.2 18.7 10.0
No.7 0.3 0.1 No.3 16.8 11.0
No.12 0.3 0.1 No.6 26.9 19.2
No.13 0.4 0.2 No.9 21.2 13.2
No.15 0.5 0.1 No.11 17.3 11.3

Mean. 0.34 0.12 Mean. 20.2 12.9
S.D. 0.11 0.04 S.D. 4.13 3.69
SEM. 0.02 0.01 SEM. 0.83 0.74
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