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研究成果の概要（和文）：ストレスに対しては視床下部-下垂体-副腎系が密接に関与している。しかし、糖尿病患者で
はストレスに対する抵抗性の低下がしばしば報告されている。そこで本研究ではラットを糖尿病にし、さらに副腎を摘
出してストレス負荷前後の行動や脳海馬神経伝達物質セロトニン放出を調べた。その結果糖尿病では総移動距離の減少
傾向を示し、副腎摘出は多少行動の低下を引き起こしたが有意ではなかった。一方、セロトニン放出もストレス負荷前
後での副腎除去の有意な影響はみられなかった。糖尿病プラス副腎除去は高い死亡率を引き起こし十分な実験例数を確
保できなかったが、少なくとも今回の実験系では副腎の関与の程度は大ではないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is reported that the activity of hypothalamic-pituitary-adrenal axis is 
involved in stress response and diabetic patients have fragile response for stress. In this study, the 
behavioral activity and neurotransmitter serotonin release from brain after stress-loading were compared 
with the findings without stress-loading, using diabetic rat and diabetic adrenalectomized rat. Diabetes 
led to decrease the locomotor activity, and adrenalectomy further caused decrease of the activity. 
However, there was no significant difference between before and after stress-loading. No significant 
changes of serotonin release also occured after adrenalectomy. Unfortunately as adrenalectomized 
operation produced very high mortality, especially in the diabetic rat, obtained experimental results 
were not sufficient. However, these findings, at least in part, suggest that adrenalectomy is not 
significantly responsible for the fragile response for stressors in diabetic patients.

研究分野： 栄養生理学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病は合併症の病気といわれている。糖

尿病が非常に重大な病気として捉えられて
いるのは、まさにこの合併症のためであると
いっても決して過言ではない。しかも多くの
合併症の病態と治療に関する研究が日々進
歩しているにもかかわらず、まだ克服された
とは到底いえない状況にある。たとえば我が
国での糖尿病性網膜症による失明者は毎年
3,000 名、腎症による透析療法導入例は毎年
7,000 名にのぼっている（厚生労働省の糖尿
病調査研究報告書）。また、糖尿病は精神機
能にも影響を及ぼす。たとえば 2型糖尿病患
者では抑うつの有病率が高く、またその逆に、
うつ病患者においても2型糖尿病の罹患率が
高いという両者の相互関係については、これ
までの研究で知られてきている。つまり、2
型糖尿病とうつ病は、双方向に関係している
ことになるが、最近、2 型糖尿病の進行度に
よって抑うつの有病率も高くなるという新
しいコホート研究の結果が報告（Golden et 
al., 2008）され注目されている。躁うつ病
の発症原因として、さまざまな説があるが、
その一つにモノアミン仮説がある。この仮説
は「脳内のノルアドレナリン、セロトニン
（5-hydroxytryptamine;5-HT）やドーパミン
（dopamine;DA）といったモノアミンが躁病
では増え過ぎ、うつ病では減り過ぎている」
という単純明快なものである。実際に臨床に
おいて抗うつ剤である選択的セロトニン再
取り込み阻害剤（SSRI）はシナプス間隙の
5-HT 濃度を上昇させ、抑うつ症状の改善をも
たらしている。 
研究代表者らは、１型糖尿病ラットや 2型

糖尿病ラットを用いて、脳海馬からの 5-HT
放出量をマイクロダイアリシス法により詳
細に検討した。マイクロダイアリシス法はラ
ット脳地図に基づいて脳内の所定の部位に
透析プローブを埋め込み、自由行動下で種々
の神経伝達物質濃度変化をほぼリアルタイ
ム測定でき、脳機能研究に今や決して欠かせ
ない画期的な実験手法である。その結果、ス
トレプトゾトシンにより膵臓β細胞を破壊
した１型糖尿病ラットでは脳海馬からの
5-HT 放出量は健常ラットと比べて、約 6分の
1に、遺伝性の 2型糖尿病ラットでは約 10 分
の 1にまで低下していた。DA でも 2型糖尿病
ラットでは約半分にまで低下していた
（Yamato et al., 2004）。これらの研究か
ら糖尿病状態ではこれら脳モノアミンの絶
対量の減少が示唆されたが、しかしその後、
我々の研究室で Na+、Ca2+、K+チャネル阻害剤
や高 K+液等を使用した実験から、脱分極を持
続すると 5-HT も DAも健常ラットと同程度放
出されることがわかり、糖尿病脳においては
モノアミンの絶対量は減少しているのでは
なく、その放出機構の異状が考えられた
（Misumi et al., 2007）。さらに、１型糖
尿病ラットで脳海馬において 5-HT 放出をモ
ニターしながら、インスリン投与で血糖値を
下げるとそれと連動して逆に 5-HT 放出が増
加した（Kino et al., 2004）。一方、行動
実験においても１型糖尿病ラットでは、暗期
（ラットは夜行性のため活動期）行動量が健
常ラットの半分しかなく、行動量のサカーデ
ィアンリズム（日周期）の変容が示唆された。

つまり、１型糖尿病ラットでは精神機能の低
下（抑うつ状態）をきたしている可能性があ
り、上昇した血糖値が 5-HT 放出量の減少と
関連している可能性がある。これが結果とし
て抑うつ症状を惹起していると思われる。つ
ぎに糖尿病におけるストレス反応の低下の
可能性を示唆する実験について述べる。健常
ラットに100分間の拘束ストレスを負荷する
と、海馬からの 5-HT 放出量は平均約 3 倍増
加した。ラットを拘束するとしばらくは逃れ
ようとしてもがくが、やがて回避不可能と悟
ると無動状態となる。このような避けられな
い嫌悪刺激はストレスとなるため、脳内ノル
アドレナリンなどとともに 5-HT などの神経
伝達物質の増加が観察される。その後 100 分
間の非拘束時間を経て再び100分間拘束する
と 2回目の拘束でもほぼ 1回目と同様の増加
が観察される。すなわち 1回目と 2回目拘束
での 5-HT 放出量の比（通常ほぼ１）はスト
レス感受性を反映すると考えられる（Yamato 
et al., 2002）。それに対して、１型糖尿病
ラットでは 2 回目拘束で 5-HT 放出量は著し
く減少し、その比は約 0.25 と激減した。こ
れはストレスに対する感受性の低下と考え
ることできる。健常ラットにグルコースを投
与して血糖値を上昇させると 1 回目拘束と 2
回目拘束での 5-HT 放出量の比は 1 型糖尿病
ラットでの結果に類似した（第 23 回日本糖
尿病・肥満動物学会，岡山，2009.2.13-14）。
「糖尿病とストレス反応」に関する研究はヒ
ト、動物を問わずほとんどない。したがって
これらの過去の実験結果は、研究代表者をし
て、今回の「糖尿病とストレス反応」に関す
る研究をより系統的に、包括的に試みること
を強く求めていると思われた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、糖尿病におけるストレ

ス反応への内分泌系の関与を調べるために、
健常ラットとともに副腎を摘出した副腎機
能不全モデルラットを作成してこれを使用
する。ラットに副腎摘出（adrenalectomized, 
ADX）を施す実験には次のような意義がある。
ストレス反応は、交感神経系-副腎髄質（SAM）
系と視床下部-下垂体-副腎（HPA）系の賦活
化により引き起こされる。ストレスは視床下
部を刺激し、コルチコトロピン放出ホルモン
（CRF）を分泌し、これにより下垂体前葉か
ら副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）が分泌され、
これが副腎皮質に働き糖質コルチコイド
（GC）を分泌する。GC はヒトではコルチゾル
（ラットではコルチコステロン）であり、タ
ンパク分解、脂肪分解、糖新生を促進するこ
とにより身体を活性化して、ストレスを克服
できると考えられる。また、慢性ストレスは
中枢の CRF ネットワークを賦活し、これによ
るGCの上昇は海馬や扁桃体における中枢CRF
活性を賦活化し、すべてのモノアミン類の放
出を刺激することになる。このように、ADX
を行ったラットでは、当然内因性の GC 分泌
は消失することになり、SAM 系や HPA 系を介
してのストレス反応が直接その影響を受け
ることになる。つまり、健常ラットと ADX ラ
ットでの実験結果の差がストレス反応への
SAM 系や HPA 系による内分泌系の関与と考え
ることができる。さらに ADX ラットと糖尿病



でADX処理をしたラットでの結果の差が糖尿
病の影響と考えることができる。これらを比
較することにより、糖尿病におけるストレス
反応の変容を調べることができる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、非糖尿病ラットの(a)Control

ラット（N-C 群）n=5、(b)ADX 偽手術 sham ラ
ット（N-S 群）n=5、(c)ADX ラット（N-A 群）
n=4、とストレプトゾトシン(STZ)により糖尿
病にしたラットの(d)Controlラット（D-C群）
n=5、 (e)STZ 糖尿病 ADX 偽手術 sham ラット
（D-S 群）n=5、(f) STZ 糖尿病 ADX ラット（D-A
群）n=5 の６群を使用する。これらのラット
を用いて、（１）まず行動への影響を調べる。
抑うつ状態は著明に行動に反映されるので、
ビデオカメラを用いて Open field test、高
架式十字迷路 (elevated plus maze) による
不安行動解析を行う。（２）in vivo マイク
ロダイアリシス法により、身体的ストレス下
での脳海馬 5-HT 放出実験を行う。身体的ス
トレスは拘束を採用する。前述のように拘束
状態のように避けられない刺激は動物にと
ってストレスとなるため、このような状態で
は脳内セロトニン放出の増加とともに、摂
食・摂水量の減少、脳内アドレナリンの増加
などが認められる（大和ら、2002）。６群ラ
ットにおいて100分間の拘束ストレス負荷を
100 分間の自由行動を挟んで 2回繰り返し、1
回目と 2 回目の 5-HT 放出量の比を求める。
これをストレス反応の指標とする。つまりそ
の比が１であることは１回目の拘束による
5-HT の増加と２回目でのそれが同じことを
示し、１未満では２回目では減少（すなわち
ストレス緩和）、１以上では増加（すなわち
ストレス蓄積）を示・これらにより糖尿病で
のストレス感受性変容を、副腎除去による内
分泌の影響の視点から調べる。 
① 実験動物 
 本研究ではマイクロダイアリシス実験動
物として、雄性の Wistar 系ラットを使用す
る。年齢は脳内マイクロダイアリシス実験
の適用体重が 270～310g であるため（ラッ
ト脳地図を使用するため）、同実験時に 9～
10 週齢のラットを使用する。また、ストレ
プトゾトシン（STZ）を 60mg/kg body weight
腹腔内に投与して糖尿病を誘発させる。空
腹時血糖値と空腹時インスリン値で糖尿病
と判定する。糖尿病誘発 2 週間後にマイク
ロダイアリシス実験を行うため、6～7週齢
のラットに STZ を投与する。 

② 副腎摘出手術 
  一部の健常ラットおよび糖尿病ラット
に副腎摘出手術を行い、副腎機能不全モデ
ルラットを作成する。副腎は左右に 2 つあ
るが、両方切除する。切除術後回復のため、
一時糖質コルチコイド（GC）を補充する。 

③ 脳定位手術 
 麻酔下のラットに透析膜を挿入するため
に、脳内に特定した部位（左脳海馬体）を
決定し、定位脳固定装置（Narishige）に
頭部を固定する。頭部剃毛後、interaural 
line (左右の耳孔を結んだ線)と矢状縫合
の交点を基準点として、前(A)へ 3.2mm、左
(L)へ 2.5mm に、直径 1.2mm の孔をドリル
で開口し、ガイドカニューレを埋め込み、

歯科セメントで固定。矢状縫合を挟んで右
頭にも対称的にドリルで開口し、左頭と同
じ深度にガイドカニューレを埋め込む。 

④ 脳内神経伝達物質（5-HT）レベルの測定
（マイクロダイアリシス実験） 
5-HT レベルの測定はモノアミン分析シス

テム（Eicom、DAM-300）を用いて行う。脳
手術の約１週間後、ガイドカニューレに透
析用プローブを挿入して、透析液（組成： 
NaCl 147mM, KCl 4mM, CaCl2 2mM）を灌流
して、脳内神経伝達物質（5-HT）量を測定
する。移動相[80% 0.1M リン酸緩衝液
(Na+)pH 6.0、300mg/ℓ1-オクタンスルホン
酸ソーダ、 20% メタノール、 50mg/ℓ
EDTA(2Na)]は流速 0.23mℓ/min で灌流し、加
電圧は 400～450mV vs Ag/AgCl とする。カ
ラムは Eicompak CA-5ODS を使用し、カラム
温度は 25℃とする。サンプリング間隔は 20
分とする。なお、今回の条件下で用いる I
字型透析プローブ（A-I-03、Eicom）の in 
vitro での 5-HT の回収率は約 20～25%であ
る。5-HT レベルを測定した論文は、既に 10
編報告している。 

⑤ 身体的ストレス負荷実験 
 身体的ストレス負荷としては、行動実験
では 0.5mAの電気刺激(1サイクル＝10秒
電気ショック、50 秒インターバル)を 30
サイクル(30 分間)行った。マイクロダイ
アリシス実験では拘束ストレス（100 分間）
を採用した。拘束により脳海馬から放出さ
れる 5-HT レベルは著しく増加する。上記 6
群にこの 100 分間の拘束を自由行動時間
（100 分間）を挟んで 2 回実施し、１回目
の拘束中に放出される5-HTの最大量と2回
目の拘束中に放出される 5-HT の最大量の
比（2回目 5-HT 量/１回目 5-HT 量）を測定
する。 

⑥ コルチコステロン測定 
副腎摘出の是非を確認するためにコルチ
コステロン濃度を測定した。測定には手術
20 日後の結成を使用し、コルチコステロン
測定 Kit（Abcom, ab108821）を使用した。 

 
４．研究の成果 
（１）行動実験 

①Open Field Test: 実験装置は、縦 45cm
×横45cm×高さ42cmの Open Fieldを使用
し た 。 Open Field Test に お い て 、
Corner/Side/Center の 3 区画を設定し、測
定を 10 分間行った。この空間での移動距離
や立ち上がり回数などを測定し。新規環境
においての探索行動を評価した。なお、行
動解析にはビデオ画像行動解析装置（Smart, 
Panlab）を用いた。 
糖尿病ラットでの 3群(D-C 群、D-S 群、

D-A 群)を比較すると、どの群もストレス負
荷により総移動距離が減少していた。区画
別にみると、Corner の移動距離は特にスト
レス2回目でどの群も減少し、D-C群のSide
の移動距離はストレス負荷により著しく減
少していた。次に、C群、S群、A群それぞ
れで Nラットと DM ラットを比較すると、総
じてストレスの有無にかかわらず、糖尿病
ラットにおいて総移動距離が減少する傾向
を示した。非糖尿病ラットと糖尿病ラット
の副腎摘出のそれぞれの Aラットではスト



レス前後で差はみられなかった。 
②高架式十字迷路（elevated plus maze） 
実験：高架式十字迷路において、
Open/Close/Center の 3 区画を設定し、測
定を 10 分間行った。これは壁のない走行
路（0pen arm）と壁に囲まれた走行路
（Closed arm）を組み合わせてできた装置
でラットの不安状態を評価するものである。
糖尿病ラットの 3群を比較すると、どの群
もストレス負荷により Open Field Test と
同様に総移動距離が減少していた。区画別
にみると、Close で３群とも減少したが、
特にD-S群とD-A群はストレス1回目でD-C
群よりも有意に減少した。次に、C群、S
群、A群それぞれで Nラットと DM ラットを
比較すると、D-S 群と D-A 群は Nラットよ
り減少傾向であった。ストレス前の N-C 群
と D-C 群を比較すると D-C 群で減少傾向を
示したが、ストレス負荷した場合の Nラッ
トと Dラットの総移動距離に差はなかった。 
（２）マイクロダイアリシス法による脳内神
経伝達物質セロトニン放出測定実験 
 24 年度は副腎摘出後 STZ 投与によって糖
尿病にしたが死亡率が非常に高かったため、
25 年度は糖尿病にした後、副腎摘出をした
ところ若干死亡率が改善した。そこで当マ
イクロダイアリシス実験も同様の順序でモ
デル作成を試みたが手術後あるいは実験中
に死亡が相次ぎ､とくに糖尿病群でどういう
わけか非常に高い死亡率（80～100％）とな
り糖尿病群についてデータが得られなかっ
たのは不幸であった。そこで結果が得られた
N-C 群（n=5）、N-S 群（n=3）、N-A 群（n=4）
からのデータを比較して副腎除去の影響を
調べた。前述のようにストレッサーとしては
拘束ストレス（100 分間）を採用し、非拘束
時間（自由行動時間 100 分間）を挟んで２回
繰り返し１回目拘束直前の 5-HTレベル（A）
と１回目拘束中最大放出レベル（B）との比
B/Aを Cとし、２回目拘束直前の 5-HT レベル
（A‘）と１回目拘束中最大放出レベル（B’）
との比 B‘/A’を Dとし、D/Cを比較し D/C
が小であるほどストレス抵抗性を有すると
した（Yamato et al., 2003）｡その結果、D/C
は N-C 群では 0.88±0.22、N-S 群では 0.60
±0.51、N-A 群では 1.20±0.90 となり、やや
副腎除去群で1より値が高くストレス抵抗性
の低下傾向がみられるが統計的有意差はな
く、少なくとも本実験からは糖尿病でない状
態では副腎除去の影響はあるとは言えなか
った。 
（３）コルチコステロン濃度 
非糖尿病ラットと糖尿病ラットのストレ

ス反応に関与する糖質コルチコイドのコル
チコステロン濃度を比較すると、糖尿病ラ
ットは非糖尿病ラットに比べてコルチコス
テロン量が A群すなわち副腎摘出群で有意
に低かった。 
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