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研究成果の概要（和文）：本研究では、ビタミンE（VE）欠乏がグルココルチコイド（GC）分泌を増加させて不安行動
を増加させる可能性を、CRF, ACTHによるGC分泌制御を中心に検討した。VE欠乏は急性および慢性ストレスによるGC分
泌を増加させたが、CRF、ACTH投与による分泌促進を変化させなかった。合成GCであるデキサメタゾンはフィードバッ
ク阻害によりGC分泌を抑制し、GC投与は不安行動を増加させたが、これらの作用もVE欠乏の影響を受けなかった。した
がって、VE欠乏は視床下部におけるストレス誘導性のCRF分泌促進、あるいはGCによる分泌抑制を低下させることによ
り、GC分泌を増加させるものと結論した。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that vitamin E deficiency increased anxiety-like behavior in 
rats. As this anxiogenic effect was not observed in adrenaletomized rats, corticosterone secretion from 
the adrenal glands may play an important role. Since corticosterone secretion is regulated by the 
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, effect of vitamin E deficiency on HPA regulation was 
investigated in this study. Vitamin E deficiency enhanced corticosterone secretion in response to acute 
and chronic stress. Administration of ACTH and CRF increased plasma corticosterone while dexamethasone, a 
synthetic glucocorticoid, decreased corticosterone through negative feedback regulation; vitamin E 
deficiency did not affect these regulations. Exogenous corticosterone increased anxiety of 
adrenaletomized rats; this was not affected by vitamin E deficiency. In conclusion, the response of 
hypothalamus to stress and/or feedback regulation of corticosterone, is possibly altered by vitamin E 
deficiency.

研究分野： Nutritional Biochemistry
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１．研究開始当初の背景 
 酸化ストレスが心疾患や代謝疾患などを誘
導することが示され、食品成分の抗酸化作用
は健康維持の目的で注目されている。ビタミ
ンE は抗酸化作用を有する脂溶性の必須栄養
素であり、ビタミンEを含まない食餌（ビタミ
ンE 欠乏食）を摂取し続けると、ヒトやげっ
歯類ではビタミンE 欠乏症を発症する。ラッ
トでは摂取12 週目頃から欠乏症を発症する
ことが古くから知られている１）。 
 申請者らは、ビタミンE 欠乏食摂取後、数
日から2 週間程度で、ラットの不安行動が顕
著に増加してくることを見出した２）。更にビ
タミンE 欠乏による不安化の現象を詳しく解
析し、①不安行動の増加は運動能力の低下に
よるものではないこと２）、②不安行動は
GABA 作動性あるいはセロトニン作動性抗
不安薬の投与で抑制可能なこと、③離乳期か
ら成熟後のいずれの週齢でも生じること３）、
④ビタミンE の再摂取により約１週間で徐々
に回復すること、などの研究成果を得た。ビ
タミンE 輸送タンパク質の遺伝子欠損による
ビタミンE 欠乏動物でも同様の不安行動が見
られること４、５）を考え合わせると、体内ビタ
ミンE 濃度の低下がげっ歯類の不安行動を増
加させることは明らかである。 
 続いて申請者らは、ビタミンE 欠乏による
不安行動増加の機構について検討を行った。
不安行動は、ストレスに応答した視床下部̶下
垂体－副腎を軸（HPA axis）とする内分泌系
によって制御されていることが知られている。
そこでビタミンE 欠乏がHPA axis の下流に
位置するグルココルチコイドの分泌や作用に
及ぼす影響を解析した結果、①ビタミンE 欠
乏はストレス下のラットの血中グルココルチ
コイド濃度を上昇させること３）、②副腎除去
によってグルココルチコイド分泌を不能にし
たラットではビタミンE欠乏による不安行動
増加が観察されなくなること、③グルココル
チコイド投与によって人為的に引き起こされ
る不安行動はビタミンE 欠乏によって増加し
ないこと、などがわかり、副腎から分泌され
るグルココルチコイドの増加がビタミンE 欠
乏による不安行動増加に重要であることが明
らかとなった。 
 ビタミンE 欠乏による不安行動の増加は、
抗酸化力の低下によって生じる酸化ストレス
を介するのであろうか？ビタミンE 欠乏食摂
取により、まず体内ビタミンE 濃度が低下し、
次に体内脂質過酸化が進行するが、不安行動
は脂質過酸化と同時に増加することを申請者
らは確認した。また、水溶性抗酸化ビタミン
であるビタミンC の摂取がビタミンE 欠乏に
よる不安化を軽減すること、ビタミンC欠乏ラ
ットでも血中グルココルチコイド濃度の増加
と不安行動の増加が生じることを見出した。

これらの結果は、ビタミンE 欠乏による不安
行動増加は、抗酸化力の不足による酸化スト
レスに起因する可能性を示していた。一連の
研究成果から申請者らは、「酸化ストレスの
亢進が、グルココルチコイド分泌増加を引き
起こし、不安行動を増加させる」という不安
行動の新しい誘導機構を想定するに至ってい
る。［これらの研究成果は、科研費基盤研究
(C)（平成21～23 年度）により得られたもの
である。］ 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「ビタミンE 欠乏による酸化
ストレスの亢進が、グルココルチコイド分泌
増加を引き起こし、不安行動を増加させる」
という不安行動の新しい誘導機構を明らかに
することを目的とした。まず、ビタミンE 欠
乏がHPA axis のどの段階に作用するかを明
らかにした後、どのような機構を介してHPA 
axis の変動が誘導されるかを解明することと
した。さらに、酸化ストレスが普遍的に不安
行動の要因となる可能性、および他の行動変
化を引き起こす可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
１）ビタミンE 欠乏がHPA axisの各応答段階
に及ぼす影響 
 以下の方法により、ストレス（①②）、HPA 
axis上流のホルモン（③）、グルココルチコイ
ドによるHPA axisのフィードバック抑制が、
ビタミンE欠乏でどのような影響を受けるの
かを解析した。 
①通常食あるいはビタミン欠乏食で3週齢の
Wistar 系雄ラットを４週間飼育した。急性ス
トレスとして拘束ストレスホルダを用いて15
分間の拘束ストレスを与え、血中コルチコス
テロン（ラットのグルココルチコイド）濃度
を測定した。 
②通常食あるいはビタミン欠乏食で3週齢の
Wistar 系雄ラットを４週間飼育した。飼育期
間の後半２週間に、慢性ストレスとして予期
不能なさまざまなストレス（床敷を湿らせる、
ケージを傾斜させる、など６））を毎日与え、
血中コルチコステロン濃度を測定した。 
③通常食あるいはビタミン欠乏食で3週齢の
Wistar 系雄ラットを４週間飼育し、
corticotropin releasing factor（CRF）100 µg/kg
体重、あるいはadrenocorticotropic hormone
（ACTH）100 µg/kg体重を腹腔内投与後、15
分後の血中コルチコステロン濃度を測定した。  
④通常食あるいはビタミン欠乏食で3週齢の
Wistar 系雄ラットを４週間飼育し、合成グル
ココルチコイドであるdexamethasone（DEX）
50 µg/kg体重を皮下投与後、90分後の血中コル
チコステロン濃度を測定した。DEXは下垂体
に作用してコルチコステロン分泌を抑制する。 



 
２）ビタミンE欠乏がHPA axis関連組織に及ぼ
す影響 
①3週齢のWistar系雄ラットにAIN93Gに準
じた対照食（CON、50mg/kg dietのα-トコフ
ェロールを含む）あるいはビタミンE欠乏食
（E-）を与えて4週間飼育した後、視床、海馬、
扁桃体、副腎を採取し、各組織のHPA軸関連
遺伝子、酸化ストレス・炎症マーカー遺伝子
の発現をreal-time PCR法で測定した。 
②3週齢のWistar系雄ラットにBrdUを
50mg/kg体重で3日間毎日腹腔内投与し、投与
後AIN93Gに準じた対照食（CON）あるいは
ビタミンE欠乏食（E-）を与えて3週間飼育し
た。解剖時に脳をパラホルムアルデヒド固定
して採取、脳切片を作製し、海馬歯状回体積
を計測すると共に、海馬の細胞増殖能や神経
新生をBrdU陽性細胞数・DCX陽性細胞数・
Ki-67陽性細胞数により評価した。 
 
３）他の酸化ストレス（ビタミンC欠乏）がラ
ットの行動に及ぼす影響 
 ビタミンC 合成不能ラット（ODS ラット）
を用いて、ビタミンC（アスコルビン酸）欠乏
による酸化ストレスが不安行動および社会性
行動におよぼす影響を解析した。 
 4週齢のODSラット（雄）を、アスコルビン
酸添加水を与えて16日間予備飼育（3 
rats/cage）した。その後、アスコルビン酸添加
食を与える群（VC(+)群；n=9）、アスコルビン
酸欠乏食を与える群（VC(-)群；n=9）に分け、
実験食を摂取させて10日間飼育（1 rat/cage）
した。実験食摂取開始5日目に高架型十字迷路
試験（Elevated Plus Maze ; EPM試験）、7日目
にオープンフィールド試験（Open Field Test ; 
OF試験）、9日目に社会性相互作用試験（Social 
Interaction Test; SI試験）を行った。①EPM試
験；新奇環境である十字型の迷路（高さ50 cm
の支柱の上に幅10 cm、長さ50 cm板を十字に
組み合わせた迷路）上に置かれたラットの15
分間の探索行動や、壁の無いopen armと壁の
あるclosed arm滞在時間を解析することによ
り、不安行動を評価した。②OF試験；新奇環
境である試験箱（1辺45 cm、高さ45cm）に置
かれたラットの15分間の探索行動（rearing ; 
前足を床から離し後ろ足のみで立ち上がる動
作）や壁から離れたセンターゾーン（試験箱
底面を16等分した中央の4マス）とそれ以外の
部分への滞在時間を測定することにより、不
安行動を評価した。③SI試験；同時に試験箱
（1辺45 cm）に置かれた相手のラットに対す
る1分間の社会性相互作用（Social Interaction ; 
SI、接触行動や追跡行動）の時間と回数を測
定した。被験ラット1匹あたり、同じラットを
4回、その後5回目に新たなラットを組み合わ
せて試験箱に入れ、SIの低下で示される同じ

ラットへの慣れと、5回目の新たなラットに対
するSIの増加を解析した。 
 
４．研究成果 
１）ビタミン E 欠乏が HPA axisの各応答段
階に及ぼす影響 
 急性ストレス、慢性ストレスはいずれも血
中コルチコステロン濃度を増加させ、この増
加はビタミン E 欠乏で増大した。CRF 投与
ACTH投与は投与 15分後の血中コルチコス
テロン濃度を増加させたが、ビタミン E欠乏
にはこの増加に影響をおよぼさなかった。
DEX投与は投与 90分後のコルチコステロン
濃度を低下させたが、ビタミン E欠乏はこの
低下に影響をおよぼさなかった。これらの結
果から、ビタミン E欠乏はストレスによるグ
ルココルチコイド分泌を増加させるが、HPA 
axisの各臓器のホルモン応答および DEXか
ら下垂体へのHPA axisのフィードバック抑
制には影響を与えないことが示された。した
がって、ビタミン E欠乏はグルココルチコイ
ドによる海馬や視床下部への HPA 軸のフィ
ードバックを抑制、あるいはストレスによる
CRF分泌を亢進させ、不安行動の増加を引き
起こす可能性が考えられた（図１）。 
 

２）ビタミン E欠乏が HPA axis関連組織の機
能に及ぼす影響 
①視床、海馬、扁桃体の炎症性サイトカイン
（TNF-α、IL-1β、IL-6）および酸化ストレ
ス応答遺伝子（Mn-SOD、ヘムオキシゲナー
ゼ-1）の遺伝子発現は、ビタミンE欠乏の影響
を受けなかった。海馬のグルココルチコイド
受容体mRNA量にも変化がみられなかったが、
視床のCRF mRNA量はビタミンE欠乏によっ
て低下した。 
②連続切片のNissle染色解析により海馬歯状
回の体積を測定した結果、ビタミンE欠乏で体
積が増加する傾向がみられた（p<0.1）。BrdU
陽性細胞、Ki67陽性細胞、DCX陽性細胞には
ビタミンE欠乏の影響はみられず、海馬の神経
新生は不安行動増加を伴うビタミンE欠乏時
にも変化しないことが示された。 
 
３）他の酸化ストレスの影響の解析 



5 日間のアスコルビン酸欠乏では、EPM 試
験における不安行動の変化は生じなかった。7
日間のアスコルビン酸欠乏では、OF試験によ
り不安行動の有意な増加が示された。当研究
室ではこれまでにEPM試験において 7日間の
アスコルビン酸欠乏による不安行動の増加を
みとめていることから、欠乏 5-7 日目に不安
行動の増加が顕著になることが示された。 
また、社会性試験の対照群では、同じラッ
トを入れ続けることによりSIが有意に減少し、
初見のラットでSIの有意な上昇が確認された
が、VC(-)群ではその差が見られなかった。よ
って、アスコルビン酸欠乏がラットの社会性
行動を低下させることが本研究で初めて示さ
れた 
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