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ラット血漿コルチコステロンリズムの中枢機構に関する実験的研究

学位論文内容の要旨

Iはじめに

  糖質コルチコイドの基礎分泌は24時間リズムを示し，ラットで憾視交又上核にあるサ一カディ

アン振動体によって駆動されている。サ一カディアン振動体は環境の明暗サイクルに同調し，糖

質コルチコイドをはじめとする多くのホルモンや行動に特定の変動パ夕一ンを与えている。一方，

ラットに一日の一定時間にのみ餌と水を与える周期的制限給餌を行なうと，給餌前に行動が亢進

し，血漿コルチコステ口ンやコルチコト口ピン（ACTH）レベルが上昇することが知られてい

る。これらの現象は視交又上核を破壊しても出現し，また周期的制限給餌を中止しても2亠3日

は持続するところから背後にサーカディアン振動体とは異なる生体振動が関与していると考えら

れている。一方，下垂体前葉に作用してACTHの放出を促す物質として視床下部Corticotro-

pin releasing hormone (CRH)，バゾプレッシンなどが知られているが，周期的制限給餌下

におけるこれら上位ホルモン動態は不明である。

  本研究は，周期的制限給餌下における血漿コルチコステ口ン動態を解析することにより，1）

給餌性振動の形成過程とその持続，2)周期的制限給餌下における視床下部CRHと血漿コルチ

コステ口ンの時間的関係，3）血漿バゾプレッシンとコルチコステ口ンの関係，4）給餌前血漿

コルチコステ口ンピーク形成における視床下部腹内側核の役割，を明らかにすることによって食

事性サ一カディアン機構を解明する目的で行われた。

H実験方法

  明暗周期下（明期：6―18時）で飼育しているWistar系成熟雄ラットに一日の一定時間(10

時から30分，1，2ないし4時間）にのみ餌と水を与える周期的制限給餌を2ないし4週間行ナょ

い，尾先端連続採血あるいは断頭採血により血液材料を得，血漿コルチコステロンおよびバゾプ

レッシンを測定した。視床下部CRHは断頭後速やかにとりだした脳を凍結し，Palkovitsの方

法にて室傍核および正中隆起部をpunch outし，組織中に含まれるCRHをRIAで測定した。
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血漿バゾプレッシンはSepーpak C18カラムにより抽出した後，RIAにて測定した。血漿コル

チコステ口ンはMurphyの蛋白競合結合法にて測定した。視床下部腹内側核の島状分離手術は

Konig－ Klippelマ ッ プ に 従 い ， Halasz型 ナ イフ を 360度 回 転 させ て 行 った 。

m実験結果

1）給餌前血漿コルチコステ口ンピークの形成過程

  自由摂食に引き続き10時から12時までの周期的制限給餌を2週間行なったラットにっいて，2

日間隔で7時-12時まで1時間ないし30分ごとに血漿コルチコステ口ンを測定した。その結果，

制限給餌開始後2，4日では給餌30分後のホルモンレベルが自由摂食下に比べ有意に上昇したが，

8日目以降tま8時から10時までの給餌前血漿コルチコステ口ンレペルが有意に上昇し，給餌後の

ホルモン上昇はみられなくなった。

2）給餌前血漿コルチコステ口ンピークの振動特性

  4週間の周期的制限給餌後，4日間ラットを絶食においた。引き続き1週間自由摂食に戻した

後再び2日間絶食させた。その結果，最初の絶食時では給餌前コルチコステロンピークの持続が

みられたが，自由摂食に戻すと給餌時間帯にみられたホルモンピークはほとんど消失した。しか

し，2度目の絶食により以前の給餌時間帯に一致して再びコルチコステ口ンの上昇がみられた。

3)周 期的制 限給餌下 における視床下部の室傍核および正中隆起部CRHの24時間変動

  自由摂食下の室傍核および正中隆起部CRH，および血漿コルチコステ口ンの24時間変動を測

定した結果，CRHは明期後半から暗期前半にかけて低下，暗期前半から明期後半に上昇し，血

漿コルチコステ口ンレベルとはほば逆転した位相関係を示した。10時から12時までの周期的制限

給餌を2週間行った後の測定結果では，室傍核および正中隆起部のいずれにおいてもCRHは給

餌前に減少，給餌後に上昇し，給餌前のCRH放出を示唆した。

4)周期的制限給水における血漿コルチコステロンレベル

  1日2時間の周期的制限給水を2週間行ったラットでは，給水前コルチコステ口ンレベルは自

由摂食下に比べわずかながら有意に上昇していた。しかし，その程度は周期的制限給餌下に比べ

有意に低かった。

5)周期的制限給餌と血漿バゾプレッシン

  22時間絶水後および周期的制限給餌下の血漿バゾプレッシンは自由摂食時に比べいずれも30倍以

上に上昇し，血漿コルチコステ口ンも同様に有意に上昇した。さらに周期的制限給餌に引き続き給

水した場合の血漿バゾプレッシンは給水前に比べ有意な低下を示した。しかし，血漿コルチコステ
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口ンの有意な低下は認められず，血漿バゾプレッシンとコルチコステ口ンには解離がみられた。

6） 視 床 下部 腹 内 側核 の 給 餌前 血 漿 コル チ コ ステ口 ンピーク 形成に おける役 割

  視床下部腹内側核の島状分離後，給餌前血漿コルチコステ口ンピークはdynamic phaseでは現

われず，static phaseで出現した。個々のラットで検討した場合，摂食量と給餌前ピークの発現に

は一定の関係があり，摂食量が少ないラットで給餌前コルチコステロンピークが出現していた。

W結  論

  以上の実験結果から次の結論が得られた。

1）給餌前血漿コルチコステ口ンピークの形成には8日間要し，また成立後は周期的制限給餌を

中止しても少なくとも13日間持続することから，給餌前コルチコステロンピークは内因性振動機

構の支配を受けていると考えられる。

2）室傍核および正中隆起部のCRH 24時間変動は周期的制限給餌によりほぼ逆転した位相を示

すことから，給餌前コルチコステ口ンピークはCRHの給餌前分泌によることが示唆された。

3）血漿バゾプレッシンは血漿コルチコステロンレベルと必ずしも平行しないことから，血漿バ

ゾプレッシンは給餌前血漿コルチコステロンピークの形成に直接関係していないと考えられる。

    ′廿

4）視床下部腹内側核の島状分離後，摂食量が増加するdynamic phaseでは給餌前コルチコス

テ口ンピークは出現せず，摂食量が正常に戻るstatic phaseで出現することから，食事性振動

が給餌前コルチコステロンピークとして発現する過程には特定のエネルギー代謝状態が関係して

いることが示唆された。

学位論文審査の要旨

  ほとんどすべての生理機能は恒常環境下でもほぼ24時間の周期をもっりズム，いわゆる概日リ

ズムを示す。これは生体に内在する生物時計の支配下にあるためである。生物時計に固有な周期，

すなわちフリーラン周期は24時間に一致せず，わずかにずれているが，環境の同調因子によって
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生物時計は毎日24時間に時刻あわせ（外的同調）を行っている。外的同調をおこす同調因子とし

て環境の明暗交代が最も強カであるために従来よく研究されてきた。しかし明暗条件以外の因子

の関与も最近注目されつっある。本研究はラッ卜の血漿コルチコステ口ンの概日リズムを指標と

して，給餌条件が同調因子となりうるか，なりうる場合に中枢神経ペプチドの関与様式はどうか，

さらに給餌性の概日リズム振動体の局在にっいて検討を加えることを目的として行われた。

  実験は明暗周期下で飼育しているウィス夕一成熟雄ラット570匹を用い，周期的制限給餌条件

下での給餌前ホルモンピークの特徴，その形成過程の分析，ホルモンピークの持続様式の解析，

給水制限による修飾，血漿バゾプレッシン動態の分析，さらに視床下部CRHの変動ならびに腹

内側核の島状分離の効果の解析を行った。その結果，（1）午前10時から12時までの周期的制限

給餌を開始して2，4日目では給餌30分のホルモンレベルが有意に上昇したが，8日目以後では

給餌前ホルモンレベルか上昇し，この状態は2週間も同様に認められ，給餌前ホルモンピークの

完成をうかがわせた。このホルモンピークは自由摂食下で消失したが，一週間後絶食に戻すと再

現した。（2）周期的制限給餌は同時に飲水制限を伴うため，同じデザインの周期的制限給水を

2週間負荷して給水前ホルモンピーク形成の有無を検討した。（3）あわせて周期的制限給餌下

およひ給水添加時の血漿バゾプレッシン動態を解析したところ，コルチコステ口ンピークと血漿

バゾプレッシンとの間に解離がみられた。（4）周期的制限給餌下の視床下部室傍核および正中

隆起部のCRHの動態をパルコビッ｀ソのパンチアウト法ならびにRIAを用いて測定して，自由

摂食群の対照データと比較した。その結果，周期的制限給餌前にCRHの放出を示唆する結果が

えられた。（5）周期的制限給餌下でみられるコルチコステロンピークの形成に視床下部腹内側

核が関与する否かをみるために，ハラスカットで腹内側核を島状に分離したラ゛ソトで上述の実験

を繰り返した。その結果，体重の増加する動的相では給餌前ホルモンピークは出現しなかったが，

体重が安定する静的相では出現した。この場合，ラットの摂食量と給餌前ピータの発現には一定

の 関 係 が あ り ， 摂 食 量が 少 な い条 件 下 で給 餌 前 ホル モ ン ピー ク が みら れ た 。

  以上の実験結果から次の結論が得られた。

1）給餌前血漿コルチコステ口ンピ―クの形成には8日間を要するが，一旦成立した後は周期的

制限給餌を中止しても少なくとも13日間持続することから，給餌前コルチコステ口ンピークは内

因性振動機構の支配を受けているものと考えられる。

2）血漿バゾプレッシンの動態は血漿コルチコステロンレペルと必ずしも平行しないことから，

血漿バゾプレッシンは給餌前ホルモンピークの形成に直接に関係していないと考えられる。

3）室傍核および正中隆起部のCRHの24時間変動をみると，周期的制限給餌によりほぼ逆転位
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相を示した。このことから給餌前ホルモンピークにCRHの放出が関与することが示唆された。

4）視床下部腹内側核の島状分離後，摂食量が増加する動的相では給餌前ホルモンピークは出現

せず，摂食量が正常にもどる静的相では出現することから，（i）給餌前ホルモンピークの内因

性振動体が飽食中枢である腹内側核にあるとは考え難いこと，（五）食事性振動の発現には特定

のエネルギー代謝状態が関係していることが示唆された。

  本論文は，概日リズムの同調因子としての周期的制限給餌に着目し，ラットの血漿コルチコス

テ口ン概日リズムを指標として，食事性振動の発現様式ならびに中枢性液性因子の関与様式につ

いても詳細な検討を加え，従来から注目されてきた明暗周期に加えて同調因子としての食事の重

要性を明らかにした。本研究はまだ結諭的ということはできないが，我々の日常生活における食

事習慣と内因性概日リズムとの関連にっいて基礎的な解析を行い，いくっかの示唆を与えている

点は今後の医学研究上有益と思われる。よって医学博士の学位に値するものと結論した。
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