
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２２０２

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

幼少期ストレスによる肥満発症のメカニズムの解明

Effects of early-life stress on the development of obesity

１０４１８８９０研究者番号：

高柳　友紀（Takayanagi, Yuki）

自治医科大学・医学部・講師

研究期間：

２６４６０３２２

平成 年 月 日現在２９   ６ １５

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：遊び行動をしているラットと、同居個体の遊びを観察しているが一緒に遊ぶことを阻
害されているラットで、視床下部室傍核のオキシトシンニューロンが活性化された。遊び行動長期阻害ラット群
では、幼少期から成熟するまでの摂食量と体重に差がなかった。
オキシトシンプロモーター制御下でヒトジフテリア毒素受容体を発現する遺伝子改変ラットとプロラクチン放出
ペプチド(PrRP)プロモーター制御下でヒトインターロイキン2受容体αサブユニットを発現する遺伝子改変ラッ
トを作製した。これらにジフテリア毒素或いはイムノトキシンを局所投与し、部位特異的にオキシトシンニュー
ロン或いはPrRPニューロンを破壊することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of early-life social stress (deprivation of social 
play) upon food intake and body weight in adulthood of rats. Social play induced the activation of 
oxytocin neurons in the paraventricular hypothalamic nucleus. Oxytocin neurons in the 
paraventricular hypothalamic nucleus were also activated in the observer rats (which observed 
playing cagemates). Contrary to our expectations, food intake and body weight of chronic social 
stressed rats were not significantly different from control rats. 
We generated two transgenic rat strains that express human diphtheria toxin receptor under the 
control of the oxytocin promoter and express human interleukin-2 receptor alpha-subunit under the 
control of the prolactin-releasing peptide (PrRP) promoter. We succeeded in site-specific 
destruction of oxytocin neurons or PrRP neurons by local injection of diphtheria toxin or 
immunotoxin in transgenic rats.

研究分野： 分子神経科学、生理学

キーワード： オキシトシン　PrRP　社会的遊び　社会的ストレス　摂食　肥満
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１．研究開始当初の背景 
 幼少期に虐待やネグレクト、孤独といった
社会的ストレスを経験すると、摂食の異常と
肥満が起こりやすいという疫学的な報告が
ある。肥満は死亡率を増大させることが明ら
かにされている。従って、幼少期の社会環境
と摂食行動異常・肥満の関連性についての神
経基盤は科学的のみならず、社会的にも大変
重大な問題である。しかし、そのメカニズム
はほとんど明らかになっていない。 
我々は、摂食すると延髄のプロラクチン放

出ペプチド(PrRP)産生ニューロンが活性化
され、その結果、視床下部のオキシトシン産
生ニューロンが活性化されることを、PrRP
欠損マウスを用いて、明らかにしてきた。さ
らに、オキシトシン受容体が活性化されると
摂食が終了することを、オキシトシン受容体
欠損マウスと生理薬理学的な手法を組み合
わせて証明してきた。 
 また、高甘味・高カロリー食を摂取すると
報酬性を担う側坐核のドーパミン放出が増
加すること、この報酬性のため生体は高甘
味・高カロリー食を過剰摂取してしまうこと
が示されている。我々は、PrRP を脳室内に
投与することで、この側坐核のドーパミン放
出が抑制されることを見出した（未発表）。
また、オキシトシンを投与しても、覚醒剤に
よるドーパミン放出を減弱させると報告さ
れている。さらに、我々は、PrRP 欠損マウ
スでは高甘味・高カロリー食の摂取量が野生
型と比べ増加していることを示した。また、
オキシトシン欠損マウスにおいて高甘味食
の摂取量が増加していることが報告されて
いる。従って、PrRP 産生ニューロン-オキシ
トシン産生ニューロン回路の機能が低下す
ると、報酬系を担うドーパミン放出が亢進し
て、高甘味・高カロリー食の報酬性が増加し
て摂取量が増えることが考えられる。 
 一方、我々は、母から愛着行動を受けると
仔のオキシトシン受容体が活性化され、この
活性化が正常な社会行動を維持するのに必
須であることを見出した。逆に、幼少期に虐
待やネグレクトを経験したヒトは、血中オキ
シトシン濃度が低下していると報告されて
いる。オキシトシンの放出は、ニューロンの
細胞体や樹状突起からも起こり、この放出は
刺激を重ねることで増強されることが示さ
れている。また、オキシトシン産生ニューロ
ンでは、自己分泌・傍分泌されたオキシトシ
ンがオキシトシン産生ニューロン自身に作
用し、可塑的な変化を生み出すことが判って
いる。これらのデータから、幼少期にストレ
スを受けるとオキシトシン系の活動が可塑
的に低下することが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「幼少期に社会的ストレスが
加わると、PrRP-オキシトシン神経回路が可

塑的に機能低下し、報酬系が亢進することで
摂食量が増加し、その結果、肥満する」とい
う仮説の検証を行うことを目的とした。 
 そのため、幼少期の社会的ストレスにより、
成体で摂食量が増大し、肥満するかを明らか
にすることを目指した。 
 また、摂食を抑制する PrRP-オキシトシン
神経回路を同定し、幼少期の社会的ストレス
により、この神経回路が可塑的に機能低下す
るかを明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)幼少期の社会的ストレスとして、ラットに
対して社会的遊び行動の阻害を行った。 
 まず、社会的遊び行動によって、オキシト
シン産生ニューロンが活性化するかどうか
を検討するため、神経活動の指標である
c-Fos とオキシトシンの二重免疫組織化学法
を行った。遊び行動群、隣で同居ラットが遊
ぶところを観察できるが一緒に遊ぶことを
阻害した群（遊び行動観察群）を設定し、検
討した。 
 また、離乳後から成体になるまでの間、社
会的隔離によって遊び行動を阻害した群（隔
離群）、隣で同居ラットが遊ぶところを観察
できるが一緒に遊ぶことを阻害した群（遊び
行動観察群）、遊び行動群を設定した。これ
らに対して、離乳後から体重と摂食量を測定
した。さらに、同じ群同士の 2匹を新奇ケー
ジに入れて、社会的相互作用テストを行った。 
	
(2)オキシトシン産生ニューロンを時期・部位
特異的に破壊するためのツールとして、これ
までにオキシトシン産生ニューロン特異的
にヒトジフテリア毒素受容体を発現するト
ランスジェニックラットを作製してきた。 
 ヒトはジフテリア毒素感受性であるが、マ
ウスやラットでは受容体とジフテリア毒素
の結合力が、ヒトの 1000 分の 1 と低く、ジ
フテリア毒素に対する感受性がきわめて低
い。ジフテリア毒素は受容体と結合してエン
ドサイトーシスによって細胞内に取り込ま
れる。細胞内で酸性条件下になると毒素の立
体構造が変化して A フラグメントが細胞質
へ移動し、タンパク質合成を阻害するため、
その細胞は死滅する。 
 これまでに、トランスジーン（オキシトシ
ン-ヒトジフテリア毒素受容体-2A-YFP）に
含まれる蛍光タンパク質 YFP を指標にして、
ヒトジフテリア毒素受容体がオキシトシン
産生ニューロン特異的に発現している可能
性が高いトランスジェニックラットを6ライ
ン選定してきた。 
 本研究では、オキシトシン産生ニューロン
を特異的に破壊できるラインを選択するた
めに、ジフテリア毒素を脳室内投与した。オ



キシトシンに対する免疫組織化学法を行い、
陽性細胞の数を検討した。さらに、ここで選
定したラインにおいて、部位特異的なオキシ
トシン産生ニューロンの破壊ができること
を確認するため、オキシトシン産生ニューロ
ンが存在する視床下部室傍核、視索上核にジ
フテリア毒素を局所投与した。オキシトシン
に対する免疫組織化学法を行い、陽性細胞の
数を検討した。 
 
(3)PrRP 産生ニューロンを時期・部位特異的
に破壊するためのツールとして、これまでに
PrRP 産生ニューロン特異的にヒトインター
ロイキン 2 受容体αサブユニット(IL-2Ra)を
発現するトランスジェニックラットを作製
してきた。 
 IL-2Ra は組み換え体イムノトキシンの標
的分子である。組み換え体イムノトキシンは
抗ヒトインターロイキン2受容体抗体可変部
と、緑膿菌毒素の膜透過と触媒活性に必要な
ドメインを含む融合タンパク質である。この
分子は IL-2Ra と結合してエンドサイトーシ
スによって細胞内に取り込まれる。プロセッ
シングを経てできた緑膿菌毒素の触媒ドメ
インを持つフラグメントが、タンパク質合成
を阻害するため、その細胞は死滅する。 
 トランスジーンのコンストラクトには、
IL-2Ra の下流に自己開裂ペプチドである 2A
ペプチドをつないだ蛍光タンパク質 SGFP2
を導入してある（PrRP-IL-2Ra-2A-SGFP2）。
これまでにトランスジェニックラットを9ラ
イン得ており、本研究では、これらに対して
PrRPとSGFP2の二重免疫組織化学法を行い、
PrRP産生ニューロン特異的なIL-2Raの発現
を確認し、ラインを選定した。さらに、ここ
で選定したラインに対して、PrRP 産生ニュ
ーロンを部位特異的に破壊できることを確
認するため、PrRP 産生ニューロンが存在す
る延髄孤側核、視床下部背内側核に組み換え
体イムノトキシンを局所投与した。PrRP に
対する免疫組織化学法を行い、陽性細胞の数
を検討した。 
	
４．研究成果	

(1)遊び行動群において、視床下部室傍核のオ
キシトシン産生ニューロンで c-Fos 陽性を示
すものが多い傾向が認められた。さらに、遊
び行動観察群では、遊び行動群を観察するこ
とによって、一匹で遊ぶ行動が惹起された。
また、遊び行動群と同様に、視床下部室傍核
のオキシトシン産生ニューロンで c-Fos 陽性
を示すものが多い傾向が認められた。遊び行
動の阻害が長期的に続くと、このオキシトシ
ン産生ニューロンの活性化が変化するかど
うかを今後検討する。 
 また、離乳後から成体になるまでの間遊び
行動を阻害した群（隔離群、遊び行動観察群）
と遊び行動群において、離乳後から成熟する

までの間の体重と摂食量には差がなかった。
これに関しては、高甘味・高カロリー食を与
えたときの反応も検討する必要がある。	
 一方、隔離群と遊び行動観察群では、社会
的相互作用の低下傾向が認められた。長期的
に遊びを阻害されたストレスの影響は社会
行動で確認された。しかし、この社会的スト
レスでは摂食異常や肥満が誘発されなかっ
たといえる。 
 
(2)オキシトシン産生ニューロンを特異的に
破壊できるラインを選択するために、オキシ
トシン-ヒトジフテリア毒素受容体-2A-YFP
トランスジェニックラットに対してジフテ
リア毒素を脳室内投与し、免疫組織化学法に
よってオキシトシン陽性細胞数を検討した。
オキシトシン産生ニューロンが特異的に、効
率的に破壊されるラインを1ライン選定した。 
 さらに、このラインのラットに対して視索
上核、視床下部室傍核に各々ジフテリア毒素
を局所投与したところ、部位特異的にオキシ
トシン産生ニューロン陽性細胞が減少する
ことが明らかとなった。今後はこの動物を用
いて、どこのオキシトシン産生ニューロンが
摂食の抑制あるいは高甘味・高カロリー食の
抑制に働くかを検討する。 
 
(3)PrRP 産生ニューロン特異的な IL-2Ra の
発現を確認するために、PrRP-IL-2Ra-2A- 
SGFP2 トランスジェニックラットに対して、
PrRPとSGFP2の二重免疫組織化学法を行っ
たところ、9 ライン全てにおいて PrRP 陽性
細胞に SGFP2 が発現していることを確認し
た。よって、これらのラットでは、IL-2Ra が
PrRP 産生ニューロンに限局して発現してい
ることが強く示唆された。しかし、その発現
強度は全体的にあまり高くなく、サザンブロ
ッティング法で 30 コピーであることがわか
っていたラインでのみ、発現が明瞭に観察で
きたため、このラインを以降の実験に用いる
ことにした。 
 PrRP 産生ニューロンを特異的に破壊でき
ることを確認するため、PrRP 産生ニューロ
ンが存在する延髄孤側核、視床下部背内側核
に対して、組み換え体イムノトキシンを局所
投与し、免疫組織化学法によって PrRP 陽性
細胞の数を検討した。今回選定した 1ライン
のトランスジェニックラットで、PrRP 産生
ニューロンが特異的に、効率的に破壊できる
ことを確認できた。今後はこの動物を用いて、
どこの PrRP 産生ニューロンがどこのオキシ
トシン産生ニューロンを刺激してオキシト
シン放出を促進し、摂食の抑制あるいは高甘
味・高カロリー食の抑制に働くかを検討して
いく。 
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