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序 論  
 
 
実験的肥満動物モデルには基本的には遺伝子肥満、視床下部性肥満、

食餌性肥満モデルの3つのカテゴリーが存在する [1]。  
HetheringtonとRanson[2]が1940年、視床下部腹内側核 (ventromedial hypo

thalamic nucleus: VMH)を破壊して肥満が作製できることを指摘し、当初

は視床下部性肥満とはVMH破壊によって発生する肥満のことを指してい

た。その後、VMHの他に室傍核 (paraventricular nucleus: PVH)、弓状核 (ar
cuate nucleus: ARH)破壊、VMHと外側核 (lateral hypothalamus: LH)の間の

切断などでも肥満が発生することが明らかになった [3]。VMH破壊動物は、

両側のVMHが全域にわたって完全に破壊され、破壊直後から急激な体重

増加を示し肥満を呈するモデル動物である。  
Fig.1にラット脳の断面図を示した。第三脳室の両脇にVMHがあり、その外

側にLHが位置している。VMHは満腹中枢と呼ばれる神経核で、刺激すると摂

食が停止し、破壊すると過食になる。一方、LHは摂食中枢あるいは空腹中枢

と呼ばれ、刺激すると摂食は亢進し、破壊すると摂食は停止する。 
 
VMH破壊動物の作成  
 VMH破壊動物は脳アトラスに準じて、 Inoueら [4]の方法に従い、以下の

手順で作成する。  
 麻酔下にて、左右の外耳道と上顎の3点を脳固定装置に固定し、頭頂部皮膚

を切開して電極挿入位置を確認する。電極挿入位置はラットではbregmaより2.
8mm後方、midsagtal lineより0.6mm外側の2点、マウスではbregmaより1.6mm後

方、midsagtal lineより0.5mm外側の2点とする（Fig.2）。電極挿入部の頭蓋骨

を電動ドリルで穿孔し、硬膜を剥離した後、電極を挿入する。電極先端が頭蓋

底よりラットでは0.4mm、マウスでは0.2mm上方となるように固定し電流を流

す。電極挿入まで同様の操作を行い、電流を流さないことでsham VMH破壊動

物を作成する。 
 実験終了後、脳切片を作成し組織学的にVMHが破壊されたかどうか確認し、

完全にVMHを破壊されている個体のみを解析に使用する。 
 
VMH破壊ラットにおける腹部臓器の細胞増殖 
 肥満においては脂肪の貯蔵庫である脂肪細胞は増殖、あるいは肥大して、脂

肪貯蓄能力を高める。しかしながら、筋肉、内臓器官を中心とする活性組織

（lean body mass）、あるいは除脂肪組織は増加せず、むしろ減少するものと

認識されてきた。VMH破壊ラットはユニークな肥満動物モデルで、自律神経

系緊張の異常をその肥満の主因とするが、VMH破壊による種々の病態にもこ

の変化が関係している。 
 その後の研究で、Kiba, Inoueら[5, 6]は、VMH破壊ラットにおいて、迷走神
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経活動上昇により迷走神経が密に分布する腹部臓器（胃・小腸・大腸・肝臓・

膵臓）の細胞増殖所見を見出した。VMH破壊後の胃と小腸のDNA含量とDNA
合成の時間経過をみると、VMH破壊3日後より、DNA含量はSham VMH破壊ラ

ットに比べて有意に増加し、7日まで増加し続けた。チミジン取り込みによるD
NA合成をみると、DNA合成では、3日後にピークに達し、その後低下した（Fi
g.3）。また、VMH破壊ラットの腹部臓器における細胞増殖の指標であるPCNA
（proliferating cell nuclear antigen）陽性細胞数は、いずれの臓器でも有意に増

加しており、VMH破壊により腹部臓器の細胞増殖が惹起されていることが組

織学的にも明らかにされた（Fig.4）。 
 VMH破壊によってさまざまな異常がもたらされるが、過食、高インスリン

血症、迷走神経活動亢進の三点が細胞増殖の原因となりうると考えられる。先

に述べたDNA含量とDNA合成の比較実験では、VMH破壊ラットを対照ラット

と同量摂食にて飼育した群でも検討したが、VMH破壊自由摂食ラットとほぼ

同様の成績であった（Fig.3）。したがって、過食はVMH破壊による胃腸組織

の細胞増殖の原因とは考えられないことが明らかになった。また、インスリン

は種々の細胞の成長因子であり、VMH破壊ラットではインスリン分泌は亢進

し、高インスリン血症になるが、インスリンの細胞増殖への関与を検討するた

めにインスリン抗体過剰投与により高インスリン血症の作用を除去したときの

影響を検討した結果、インスリン抗体投与によって胃、小腸、大腸ともDNA含
量およびDNA合成に有意の変化を受けなかった[4, 7]。 
 横隔膜下迷走神経切断の影響を見てみると、VMH破壊を施すと胃、小腸のD
NA含量とDNA合成はコントロールに比べて有意に上昇したが、VMH破壊に加

えて迷走神経切断を施すと対照群と同様のレベルに戻った（Fig.5）。VMH破

壊によって惹起されたDNA量とDNA合成の増加が、迷走神経の切断によって消

失することから、VMH破壊によってもたらされる迷走神経活動上昇が胃と小

腸での細胞増殖に重要な役割を果たしていることが明らかになった。 
  
肝門脈アミノ酸センサーと迷走神経の機能 
 膵ホルモンの分泌が神経性調節を受けていることは良く知られている。グル

コースは膵β細胞への直接作用によりインスリン分泌を増加させることに加え

て、門脈中のグルコース濃度上昇の刺激を受けて迷走神経求心路から脳幹の孤

束核を通り迷走神経遠心路の反射路を介してインスリン分泌を促進する経路が

あり、この起点にグルコレセプターがあると言うことを、選択的迷走神経肝臓

枝（求心路）切断と迷走神経膵臓枝切断実験によりRussekら[8]が報告している。  
 我々の研究グループのTanakaら[9]は1986年、迷走神経肝臓枝切断ラットと偽

切断ラットを用い、アルギニン刺激後に膵臓から分泌されるインスリンとグル

カゴンの分泌に対し、迷走神経肝臓枝における求心性の情報伝達について検討

した（Fig.6）。アルギニンの腹腔内投与はインスリンおよびグルカゴン濃度を

どちらも上昇させたが、迷走神経肝臓枝偽切断ラットよりも迷走神経肝臓枝切

断ラットの方が有意な上昇となった。これらの結果から、アルギニン刺激によ
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るインスリンとグルカゴンの分泌の抑制作用が、迷走神経肝臓枝を介して発揮

されていることが示唆された。さらにこの実験では、迷走神経肝臓枝切断ラッ

トではアルギニン腹腔内投与による血糖上昇が抑制されており、迷走神経肝臓

枝切断によるアルギニン投与後のインスリン分泌過剰が、グルカゴン分泌増加

による血糖上昇作用の影響を凌駕して起こるためと考えられた。以上、この結

果は、アルギニンセンサーが肝臓に存在するということを示唆し、アルギニン

センサーから始まる肝迷走神経の求心路は、グルコレセプターとは逆に脳幹を

介した膵臓の遠心性神経内分泌システムを抑制すると考えられた。 
 Tanakaら[10]はさらに1986年、アルギニン投与が肝迷走神経求心路、膵迷走

神経遠心路および交換神経遠心路の電気活動に及ぼす影響を検討した。門脈へ

のアルギニン投与は迷走神経肝臓枝の電気活動を濃度依存的に増加させた（Fi
g.7a）。また、アルギニン門脈内投与は迷走神経膵臓枝（迷走神経腹腔枝）の

電気活動を低下させ、更にこの遠心路での電気的変化は肝臓枝を切断すること

により阻害された（Fig.7b）。これらの結果から、門脈へのアルギニン投与は

反射的に膵臓に分岐する迷走神経遠心路の活動を抑制することがわかった。 
 その後、臨床的に膵分泌能の検査に使用されているロイシンとアラニンにつ

いても検討を行い、ロイシンではインスリン分泌に対して抑制的に、アラニン

ではグルカゴン分泌に対して抑制的に、作用しているアミノ酸センサーを見出

した。 
 肝アミノ酸センサーは食餌中蛋白質摂取により門脈から肝臓に入ってきたア

ミノ酸の刺激を受け迷走神経求心路を刺激し、中枢（脳幹の孤束核）を介して

反射的に迷走神経遠心路に抑制的に働き、アミノ酸による直接的な膵ホルモン

分泌過剰を抑制することで、インスリンとグルカゴンの分泌を調整していると

考えている（Fig.8）[11]。 
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Fig.1 ラット脳断面図 
 Bregmaから2.8mm後方の前頭断面図 
 第三脳室（3V）の両脇に視床下部（VMH）、さらにその両外側に外側核

（LH）がある。 

LH LH 

3V 

VMH VMH 
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Fig.2 VMH破壊の脳座標 
   ＊：電極挿入位置 
   ラット：X＝2.8mm、y＝0.6mm  
   マウス：X＝1.6mm、y＝0.5mm 
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Fig.3  VMH 破壊後の組織 DNA 含量(左)とチミジン取り込みによる DNA 合成(右)
の推移 
   ●：VMH-lesioned rat 
   ■：Pair fed VMH-lesioned rat 
   ○：Sham VMH-lesioned rat 
   *p＜0.05 vs. Before VMH lesions †p＜0.05 vs. control  
     Modified from Gastroenterology 1993, 104：G439-G444 



9 

 

Fig.4 腹部臓器における PCNA陽性細胞数の比較 
   *p＜0.05, **p＜0.01 vs. sham. 
     Modified from J Mol Neurosci. 2009, 38：243-249 
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Fig.5 VMH破壊ラットの組織DNA含量とDNA合成に対する横隔膜下迷走神経切

断(subdiaphragmatic vagotomy)の影響 
   □：control 
   ■：Sham vagotomized + VMH lesioned 
   ■：vagotomized + VMH lesioned 
   *  p＜0.05 vs. control  
   †  p＜0.05 vs. vagotomized + sham VMH lesioned  
   ‡  p＜0.05 vs. Sham vagotomized + VMH lesioned  
     Modified from Gastroenterology 1993, 104：G439-G444  
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Fig.6 アルギニン腹腔内投与後のグルコース、インスリン、グルカゴンの血中

濃度の推移 
   ○：Sham vagotomized rats 
   ●：hepatic vagotomized rats 
   *p＜0.05, **p＜0.01 vs. sham. 
     Modified from Neurosci Lett 1986, 72: 74-78 
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Fig.7 アルギニン腹腔内投与が電気活動に及ぼす影響 
a. アルギニン投与が肝迷走神経求心路の電気活動に及ぼす影響 
b. アルギニン投与が膵迷走神経遠心路の電気活動に及ぼす影響 
 
     Modified from Neurosci Lett 1986, 72: 69-73 
 

a. 

 

b. 
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Fig.8 肝門脈アミノ酸センサーを介した神経調節の概略図 
 
     Modified from J Autonomic Nervous System 1990, 31: 41-46 
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第1章 VMH破壊ラットにおけるアミノ酸センサーの機能 
 
 
緒言 
 
膵ホルモン分泌が自律神経性調節を受けていることは良く知られている[1]。

腹部横隔膜下に分布する迷走神経は遠心路と求心路に区別され、脳幹部から膵

臓に向かう遠心路の機能に関する研究は多く認められ、遠心路は包括的に膵ホ

ルモンの分泌促進に働いていると考えられている[2]。一方、肝臓から脳幹部に

向かう求心路と膵ホルモンの分泌との関連についてはよく知られていない。 
1963年Russek [3]は、肝に迷走神経肝臓枝を通じて中枢に摂食シグナルを送

るグルコース受容体の存在を提唱し（これを“グルコレセプター”と呼ぶ）、血

中のグルコースを感知したこの受容体から迷走神経肝臓枝を介して中枢神経に

シグナルを伝達することを見出した。Niijima [4, 5]は電気生理学的手法でその

存在を確認し、さらに門脈内にグルコースを投与すると迷走神経肝臓枝からの

刺激により中枢神経を介して腹腔枝の電気活動が上昇することを見出した。

1985年、LeeとMiller [6]はグルコース腹腔内投与によるインスリン分泌は迷走

神経肝臓枝切断により低下することを報告し、また、Nagaseら[7]はこの効果は

膵に分岐する迷走神経膵臓枝切断によって取り除かれることを報告した。これ

らの結果より、グルコースの直接的なインスリン分泌刺激に加えて、肝臓内の

グルコレセプターからの刺激は迷走神経求心路-中枢-迷走神経遠心路を経由し

て、インスリン分泌を促進させグルコースの過剰による高血糖を是正して血糖

調節のホメオスタシスの維持に寄与していると想定されている。 
 1986年、Tanakaら[8]は迷走神経肝臓枝切断ラットにおいてアルギニン腹腔内

投与により血中インスリン及びグルカゴン濃度が有意に上昇することを発見し

た。また、迷走神経肝臓枝にアルギニンに反応する神経線維があり、アルギニ

ンを門脈内に投与すると迷走神経肝臓枝を刺激し、それが中枢を介して迷走神

経腹腔枝を抑制するという電気生理学的実験結果を報告した[9]。アルギニン投

与によるこれらの影響は、迷走神経腹腔枝切断やアトロピン投与によっても阻

止された[10]。その後、肝に迷走神経求心路を通じてアラニンとロイシンにア

ルギニンと同様に反応する神経線維の存在を示す電気生理学的根拠が示され

[11]、さらに、迷走神経肝臓枝切断ラットでは偽切断ラットと比較して腹腔内

アラニン投与によってグルカゴン分泌の有意な上昇を招き、ロイシンの腹腔内

投与によって迷走神経肝臓枝切断ラットでは血漿インスリン濃度の著しい上昇

が起きること、これらの効果は迷走神経腹腔枝切断によって元に戻ることが報

告された[12]。 
 これらの結果から、肝の迷走神経肝臓枝にアミノ酸センサーが存在すること

が想定され、生理的状態においてアミノ酸センサーはアミノ酸の刺激を受け迷

走神経求心性神経線維を刺激し、中枢を経て反射的に迷走神経遠心性神経線維

を抑制して、アルギニンによるインスリン分泌およびグルカゴン分泌、ロイシ
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ンによるインスリン分泌、アラニンによるグルカゴン分泌の全てに対し抑制的

に作用していることが報告された[13, 14]。この結果は大量のアミノ酸を含む肉

類などを過剰摂取した後のインスリンとグルカゴンの過度の分泌を防いで、血

糖の恒常性の維持に寄与すると考えられた。以上の結果にもとづき、肝門脈に

アミノ酸センサーが存在し、迷走神経求心性線維を刺激し、中枢神経を介して

迷走神経遠心性線維に抑制のシグナルを送り、膵ホルモン分泌を調整するとい

う説を提唱してきた[9-12]。このようなアミノ酸センサーが病的状態ではどの

ような作用を持つのかという問題は興味あることである。 
 視床下部腹内側核（VMH）を破壊した動物においては、迷走神経活動亢進

と交感神経活動低下を起こし自律神経の乱れが生じ[15-18]、結果として迷走神

経遠心路と交感神経遠心路を通して高インスリン血症を招く事が知られている

[20]。ラットにおいて、迷走神経肝臓枝は、大部分は求心性線維から成ってお

り、主に肝臓と脳幹をつなぐ輸入経路として作用している[3, 4]。迷走神経腹腔

枝は、膵臓へ分布する輸出経路として作用し、機能的に大部分は遠心性神経線

維から成っている[3-5]。 
 本研究の目的は著明なインスリン分泌上昇を示すVMH破壊ラットにおいて

インスリンおよびグルカゴン分泌に対する迷走神経の求心路と遠心路の機能を

正常ラットと比較検討することである。 
 
 
動物と方法 
 
実験動物 

体重260～290g前後の、14週齢雌性Sprague-Dawley（SD）系ラット（日本チ

ャールズ・リバー株式会社）を用い、恒温（23±5℃）、12時間明暗交替下にて、

自由飲水にて飼育した。絶食時以外は自由摂食（固形飼料MF：オリエンタル

酵母株式会社）とした。 
 

実験手順 
ラットを2群に分け、sham VMH破壊及びVMH破壊を行った。VMH破壊術後7

日目に両群を2つのサブグループに分け、それぞれ偽迷走神経切断術（sham 
vagotomy）と迷走神経肝臓枝切断術（hepatic vagotomy）を行った。Vagotomy
施術と同時に頸静脈にカテーテルを留置した。更に3日後（VMH破壊10日後）

に、一晩絶食後、3種類のアミノ酸を（アルギニン、ロイシンとアラニン）そ

れぞれ腹膜内投与した。 
 

VMH破壊ラットの作成 
ラットをInoueら[21]の方法に準じてDe Groot[22]の脳座標に従い電気凝固法

によるVMH破壊を施行した。対象群として、sham VMH破壊ラットを作成した。

実験終了後、組織学的にVMH破壊部位の確認を行った。 
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迷走神経切断術および頸静脈カテーテル設置 
 Hepatic vagotomyはTanakaら[10]の方法に従って行った。ペントバルビタール

（50mg/kg） 麻酔下、胃噴門部より2～3mm近位にある迷走神経前主幹から分

岐する迷走神経肝臓枝を露出し、実体顕微鏡下で、近接迷走神経端部で前幹か

ら走出する肝臓枝を完全に切断した（Fig.1）。Sham hepatic vagotomyは肝臓枝
切断と同様な手術操作を行い、迷走神経の切断を行わないことにより作成した。  
 施術後、頚静脈よりポリエチレンカテーテル（Clay Adams Co, Parsippany, NJ, 
USA）を挿入し、その先端を右心房近くまで到達させ、その断端は皮下組織を

通って後頸部へ出し、固定した[23]。一日一回、頸静脈カテーテルをヘパリン

添加生理食塩水で洗浄することによりアミノ酸負荷テストの日までカテーテル

内の血栓形成による閉塞を予防した。 
 
アミノ酸負荷試験 
 18時間絶食後、非麻酔および非拘束下において3種類のアミノ酸負荷試験を

行った[23, 24]。それぞれ36-37℃度に温めたアルギニン溶液（10mM，1g/kg）、

ロイシン10％アラビアゴム浮遊液（0.3g/kg）およびアラニン溶液（0.5g/kg）を

腹腔内投与した（各群：n=7）。投与前と5,10,15,30,60分後に0.9mlの血液を内

頸静脈カテーテルからヘパリン塗布シリンジで採血して1000Uアプロチニン

（バイエル薬品）添加冷却試験管に移した。遠心分離後の血清は測定時まで－

80℃で冷凍保存した。それぞれの血液採取後、血液減少の影響を最小限にする

ために頸静脈カテーテルを通じて等量のヘパリン添加血液を補充した[24]。 
迷走神経肝臓枝切断の確認 
  迷走神経肝臓枝切断及び迷走神経腹腔枝切断の成功は、アミノ酸負荷後の

ラットをイソフルレン吸入麻酔下で開腹し、迷走神経切断部位の癒着組織を剥

離し、実体顕微鏡下で確認した。 
 
測定 
 血漿グルコース濃度はBeckmanグルコース分析器を用いてグルコースオキシ

ダーゼ法によって測定した。血漿インスリンは免疫インスリン測定キット

（Insulin assay kit, Amersham, Japan）によって測定した。標準曲線の作成にはラ

ットインスリンを用いた。血漿グルカゴンはグルカゴン測定キット（Glucagon 
assay Kit, Daiichi Radioisotope Labs. Japan）により測定した。標準曲線の作成は

豚グルカゴンを用いた。 
 
統計分析 
 すべての結果は平均値±標準誤差で示した。得各群の体重推移の比較は

Duncanの多重比較、群間の比較はT検定を用いて検討した。有意水準はp＜0.05
とした。 
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結果 
 
VMH破壊の確認 

VMH破壊部位の確認は、当該部の組織切片を作成し、VMH全体が破壊され

ている場合をVMH破壊ラットとし、データの分析に用いた。Fig.2にVMH破壊

後の典型的組織像を示す。両側VMH全域が破壊されている。 
 
体重 

Sham VMH破壊ラットにおいては、vagotomy施術前およびアミノ酸負荷試験

前日の体重には2群の間に有意な差は認められなかった。VMH破壊ラットにお

いては、VMH破壊1週後に著明な体重増加を示したが、アミノ酸負荷試験前日

の体重は2群間に有意な差はみられなかった。 
 
 
 
アミノ酸負荷試験 
1）Sham VMH破壊ラット 
(a)アルギニン負荷試験 
 アルギニンの腹腔内投与後、血漿グルコースは2群とも緩やかに上昇し10-15
分間の間でピークに達し、30分まで緩やかに低下し、60分まで同一レベルを保

った。2群間で有意差は見られなかった（Fig.3A）。血漿インスリンは全群で

10分まで比較的急峻に上昇し、その後は30分までに急峻に低下し、60分まで同

一レベルを保った。特にhepatic vagotomy群の上昇は急峻でsham vagotomy群と

比較して5,10,15分で有意な高値を示した。血漿グルカゴンは5分まで急峻に上

昇し、15分までほぼピーク値を示し、その後は低下した。特にhepatic vagotomy
群の上昇は急峻でsham vagotomy群と比較して5,10,15,30分に有意の高値を示し

た。 
 
(b)ロイシン負荷試験 
 ロイシンの腹腔内投与後、血漿グルコースはsham vagotomy群では緩やかな

上昇を示した（Fig.3B）。Hepatic vagotomy群では一時的な低下を示し、5,10,15
分ではsham vagotomy群と比較して有意な低値を示した。血漿インスリンは、

hepatic vagotomy群では急峻な上昇を示し、sham vagotomy群と比較して

5,10,15,30分で有意な高値を示した。血漿グルカゴンは2群間で有意差は見られ

なかった。 
 
(c)アラニン負荷試験 
 アラニン負荷後の血漿グルコースは、2群ともに30分まで上昇を示し、あと

は緩やかな低下もしくは同一レベルを示した（Fig.3C）。Hepatic vagotomy群の
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上昇は急峻で、sham vagotomy群と比較して5,10,15,30分で有意な高値を示した。 
血漿インスリンは全群で30分まで緩やかに上昇しその後は低下したが、どの時

点においても2群間に有意差は見られなかった。血漿グルカゴンはhepatic 
vagotomy群では上昇が急峻でsham vagotomy群と比較して5,10,15,30分で有意な

高値を示した。 
2）VMH破壊ラット 
(a)アルギニン負荷試験 
 アルギニンの腹腔内投与後、血漿グルコースは2群とも比較的急峻に上昇し、

5-15分の間でピークを示しその後は緩やかに低下した（Fig.4A）。血漿インス

リンは両群ともに急峻な上昇を示した。血漿グルカゴンは両群ともに比較的急

峻に上昇し、5-15分の間でピークに達し、その後は低下した。2群間にはいず

れの時点でも有意差は見られなかった。 
 
(b)ロイシン負荷試験 
 ロイシンの腹腔内投与後、血漿グルコースは2群ともに比較的急峻に上昇し

10-15分の間にピークをつけ、その後は緩やかに低下した（Fig.4B）。血漿イン

スリンは両群ともに急峻に上昇し、10分にピークをつけその後は低下した。2
群間に有意差は見られなかった。血漿グルカゴンは2群間で有意な差は見られ

なかった。 
 
(c)アラニン負荷試験 
 アラニン投与後の血漿グルコースは2群とも緩やかに上昇し30分でピークを

つけ、その後は同じレベルを維持した（Fig.4C）。血漿インスリンは両群とも

におだやかに上昇したが、2群の間に有意差は見られなかった。血漿グルカゴ

ンでは両群で急激に上昇したが、どの時点でも2群間に有意差は見られなかっ

た。 
 
 
考察 
 
 Sham VMH破壊ラット（コントロール）の成績では、迷走神経肝臓枝切断ラ

ットにおいて迷走神経偽切断（対照）ラットと比較してアルギニン腹腔内投与

負荷によって、有意な血糖変動を伴わないインスリンおよびグルカゴン分泌の

上昇、ロイシン腹腔内投与負荷では有意な血糖低下を伴うインスリン分泌の上

昇、アラニン腹腔内投与負荷では有意な血糖上昇を伴うグルカゴン分泌の上昇

を認めた。これらの研究結果は以前の報告と一致した[13, 15]。 
 アルギニン、ロイシン、アラニンは膵ホルモンであるインスリン、あるいは

グルカゴンの強力な分泌刺激物質である事は良く知られており[25, 26]、このこ

とだけを考えると、蛋白を過剰に摂取すると多くのアミノ酸が門脈を経て血中

に入り、膵臓に達し、インスリン、あるいはグルカゴンを過剰に分泌させ、高
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血糖や低血糖など血糖ホメオスタシスを阻害する可能性がある。アミノ酸セン

サーは門脈内のアミノ酸を感知し、それが過剰な場合は迷走神経求心性神経線

維を刺激し、中枢を介して反射的に迷走神経遠心性神経線維を抑制することで、

膵ホルモンの分泌を調節して血糖を正常域に保つ機能を有していると我々は考

えている。また、我々は今回検討した3種類のアミノ酸以外にも、グリシン、

グルタミン酸、イソロイシン、フェニルアラニンなどの他のアミノ酸について

も同様の検討を行ったが、グリシン以外はアミノ酸センサーの機能を誘導しな

かった[12, 27]。 
 本研究においてVMH破壊ラットでは、迷走神経肝臓枝切断ラットでは迷走

神経偽切断VMH破壊ラットと比較してアルギニン、ロイシン、アラニンのい

ずれの腹腔内投与負荷によっても両群間に血糖の変動、インスリンおよびグル

カゴン分泌に有意な差を認めなかった。この結果は、VMH破壊ラットにおい

てはアミノ酸センサーを介した膵ホルモン分泌調整機能が働いていない可能性

を示している。この理由について、VMH破壊ラットではインスリン分泌が著

明に上昇すること[16, 28, 29]に加え、迷走神経腹腔枝切断術を用いた我々の過

去の研究[30]と、交感神経性のアゴニスト及びアンタゴニスト投与実験[20]か
ら迷走神経遠心路の活動上昇を伴う自律神経の乱れが更なるインスリン分泌を

増加させていることによる可能性が考えられる。言い換えるとVMH破壊ラッ

トでは著明な高インスリン血症のためにアミノ酸センサーの機能が遮蔽され、

迷走神経肝臓枝切断がインスリン分泌への影響を与えなかったと考えられた。

また、VMH破壊ラットでは迷走神経肝臓枝切断によっていずれのアミノ酸負

荷によってもグルカゴン分泌に有意の変動が見られなかったのは、VMH破壊

ラットのインスリン分泌過剰によってグルカゴン分泌が抑制されていたためと

考えられた[31, 32]。これらはまた、グルカゴン分泌における神経性調節の関与

が少ないことを支持する成績でもある[25, 31, 33]。 
今回の研究ではVMH破壊ラットを用いて病的状態でのアミノ酸センサーの

機能を検討したが、病的状態でのアミノ酸センサーの機能について検討した以

前の研究においては、肝臓迷走神経切断後に四塩化炭素（CCl4）によって肝硬

変を誘発されたラットにおいて、アルギニンセンサーの機能は保持されている

ことが報告されている[34]。病的状態でのアミノ酸センサー機能については更

なる検討が必要であると考えている。 
 結論として、正常ラットにおいては迷走神経肝臓枝切断によって、アルギニ

ン腹腔内負荷により血糖変動を伴わないインスリンおよびグルカゴン分泌上昇、

ロイシン腹腔内負荷により血糖低下を伴うインスリン分泌上昇、アラニン腹腔

内負荷により血糖上昇を伴うグルカゴン分泌の上昇を示した。この現象は、肝

門脈内にアミノ酸センサーが存在し、アミノ酸過剰摂取にもとづくアミノ酸に

よる直接的な膵ホルモン分泌過剰を防ぐ役割を持っているものと説明できる。

具体的には通常の食生活において、肉類の過剰摂取は血中に過度のアミノ酸を

提供して、アミノ酸センサーの機能を破たんさせ、低血糖発作を起こすために

注意しなければならないと考えている。VMH破壊ラットにおける迷走神経肝
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臓枝切断によって、いずれのアミノ酸負荷によっても膵ホルモン分泌の有意な

変動を示さなかった。このことはVMH破壊による神経性のインスリン過剰分

泌のためアミノ酸センサー機能が遮蔽されたためと考えられた。 
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Fig.1 ラットにおける腹部横隔膜下迷走神経の模式図 
 
 迷走神経は食道に沿って2本の左右幹枝が下行し、一方は胃と肝に、他方は胃

と膵に分枝している。主に肝臓枝は求心路として、膵臓枝は遠心路としての役

割を担っている。 
 二重線で切断位置を示した。 
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Fig.2 VMH破壊後の典型的なラット脳断面像 
 第三脳室（3V）の両脇にある腹内側核（VMH）が完全に破壊されていること

が確認できる。 

3V 

VMH VMH 
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Fig.3 Sham VMH破壊ラットにおけるアルギニン(a)ロイシン(b)アラニン(c)腹腔
内投与に対するグルコース、インスリン、グルカゴンの血中濃度の変動 
 
◇：sham-vagotomy、■：hepatic-vagotomy 
*P<0.05、**P<0.01 vs.sham-VMH-lesioned 
 
 Hepatic Vagotomyを施したラットではアルギニン負荷により血糖変動を伴わな

いインスリン及びグルカゴン分泌の上昇、ロイシン負荷により血糖低下を伴う

インスリン分泌低下、アラニン負荷により血糖上昇を伴うグルカゴン分泌上昇

を示した。 
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Fig.4 VMH破壊ラットにおけるアルギニン(a)ロイシン(b)アラニン(c)腹腔内投

与に対するグルコース、インスリン、グルカゴンの血中濃度の変動 
 
◇：sham-vagotomy、■：hepatic-vagotomy 
 
 高インスリン血症を示すVMH破壊ラットにおいては、アルギニン、ロイシン、

アラニンのいずれのアミノ酸腹負荷によってもHepatic Vagotomyによって有意な

分泌量の変動は示さなかった。 
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第2章 VMH破壊ラットにおける急性胃粘膜病変に対する 
消化管粘膜増殖の役割 

 
 
緒言 
 
 視床下部腹内側核（VMH）破壊ラットは視床下部性肥満モデルのひとつで

ある[1, 2]。VMH破壊ラットでは、過食・体重増加・高インスリン血症・高レ

プチン血症などの病態が認められている[1, 3]。また、Kiba[4-6]らは迷走神経が

密に分布する腹部臓器組織において、VMH破壊ラットで迷走神経活動上昇に

より細胞増殖をきたす事を報告している。さらにKintakaら[7]は既に、VMH破

壊ラットにおける細胞増殖により胃粘膜が肥厚する所見を報告している。 
 急性胃粘膜病変（ acute gastric mucosal lesion: AGML）または急性胃病変

（acute gastric lesion: AGL）は、びらん、出血性胃炎、胃潰瘍を含む急性的に

誘発される胃の病変と定義され、精神的あるいは身体的ストレス、薬剤

（NSAID、抗生物質、副腎皮質ステロイド、抗癌剤）、アルコール、火傷、外

傷、手術、急性ヘリコバクターピロリ菌感染などに起因すると考えられている

[8, 9]。臨床の場において、胃腸出血の誘因としてAGMLは重要な因子であると

認められている[9]。AGMLの成因については、ShayとSun [10]の提唱した「胃

粘膜に対する攻撃因子と防御因子のアンバランス説」が広く受け入れられてい

る。AGMLの多くは早期に回復するが、複数の攻撃因子が繰り返し発生し防御

因子がその変化に対処できなかった場合には、慢性消化性潰瘍に発展すること

がある。ShayとSun [10]によって提案されるように、壁細胞量（細胞増殖）や

粘膜層（粘膜分泌物質）は主要な防御因子である。 
 本研究では、VMH破壊ラットにおいて胃粘膜細胞増殖による粘膜層の肥厚

がAGML形成に抵抗性を示すかどうかを検討した。また、AGMLの発症機序を

検討するために、VMH破壊ラットを用い主な攻撃因子と防御因子の変化を測

定した。さらに防御因子としてのVMH破壊ラットにおける胃粘膜増殖細胞の

組織内局在や形態学的特徴についても組織学的に詳細な検討を行った。 
 
 
 
動物と方法 
 
実験動物 
 体重約300gの、14週齢雌性Sprague-Dawley（SD）系ラット（日本チャール

ズ・リバー株式会社）を用い、恒温（23±5℃）、12時間明暗交替下にて、自由

飲水にて飼育した。絶食時以外は自由摂食（固形飼料MF：オリエンタル酵母

株式会社）とした。 
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VMH破壊ラットの作成 
 ラットを脳アトラス[11]を参考にInoueら[12]の方法に準じて電気凝固法によ

るVMH破壊を施行した。対象群として、sham VMH破壊ラットを作成した。な

おsham VMH破壊ラットはVMH破壊ラットと同様の操作を行い、通電を行わな

いことにより作成した。実験終了後、組織学的にVMH破壊部位の確認を行っ

た。 
 
急性胃粘膜病変（AGML）の誘発 
1）絶食負荷 
 VMH破壊10日後のVMH破壊（n=4）およびsham VMH破壊ラット（n=4）を

用い、24時間絶食後、ペントバルビタール（50 mg/kg）麻酔下で解剖し、胃粘

膜の観察を行った。 
 
2）エタノール負荷 
 VMH破壊10日後のVMH破壊（n=14）およびsham VMH破壊ラット（n=12）
を用い、24時間絶食後60%エタノール（3 ml/kg）を、胃ゾンデにて投与し90分
後、ペントバルビタール（50 mg/kg）麻酔下で、胃を大弯にそって切開し、胃

粘膜の観察を行った。急性胃粘膜病変発症率は肉眼で確認した急性病変の数で

表し、さらに病変の広さは潰瘍係数として評価した。潰瘍係数はびらんや出血

を1、胃粘膜欠損（急性潰瘍）は長径と短径の和とし、その総和で表した[13]。 
 
胃粘膜攻撃因子の検討 
1）胃酸分泌量測定 
 VMH破壊10日後、VMH破壊（n=8）及びsham VMH破壊ラット（n=8）を用

い、24時間絶食後にGhosh & Schild [14]の方法に準じて胃灌流を行い、胃液を

採取した。ペントバルビタール麻酔下で腹部を正中切開し、灌流液注入用カテ

ーテルは前胃より刺入し、幽門部に留置し、36℃生理食塩水を1 ml/minの速度
で注入した。一方、灌流液採取用カテーテルは十二指腸より刺入し、前胃部に

留置し、30分おきに胃液を採取した。灌流開始2～3時間後に基礎分泌測定用の

採液を行ない、ついで、摂食刺激を想定したペンタガストリン（30 µg）腹腔

内投与を行い、60分間（灌流開始3～4時間後）胃液を採取した。採液した灌流

液は0.01 N NaOHによる中和滴定を行い、酸分泌総量を算出した。 
 
2）血中ガストリン量測定 
 VMH破壊10日後、VMH破壊（n=10）及びsham VMH破壊ラット（n=7）を用

い、ペントバルビタール麻酔下にて心臓穿刺法にて採血し、それを検体として

ガストリン濃度を測定した。ガストリンはRIA法（試薬：ガストリン・リアキ

ットⅡ、アボットジャパン株式会社、機器名：γ-カウンター、型式：ARC 950、
アロカ）にて測定した。 
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胃粘膜防御因子の検討 
1）ヘキソサミン量測定 
 VMH破壊10日後、VMH破壊（n=7）及びsham VMH破壊ラット（n=7）を用

い、24時間絶食後、胃体部粘膜をメスにて、削ぎ取り、湿重量を測定した後、

Neuhaus & Letzring [17]の方法にもとづき、ヘキソサミンの測定を行った。 
 
2）Thiobarbituric acid反応物質（TBARS）量測定 
 酸化ストレスは粘膜防御能を低下させるため、TBARSは防御因子の指標とし

て用いられている[18]。TBARSは大川ら[19]の方法に準じて測定した。 
 
3）胃粘膜血流（Gastric mucosal blood flow: GMBF）の測定 
 GMBFはPiqueら[20]の方法に準じて測定した。 
 
4）胃粘膜細胞増殖の組織学的検討 
 VMH破壊（n=5）及びsham VMH破壊ラット（n=5）を用い、VMH破壊10日
後に解剖して胃を摘出し、大弯側に沿って切開し、10％ホルマリン液に浸漬固

定後、パラフィン包埋し、薄切標本を作製した。ヘマトキシリン -エオジン

（ HE ）染色と免疫組織細胞化学染色法で細胞増殖のマーカーとなる

proliferating cell nuclear antigen（PCNA）染色（ダコ・ジャパン株式会社）を行

った。光学顕微鏡下でマイクロメーターにより胃粘膜高および胃粘膜増殖帯上

部（被蓋上皮細胞層）を測定した。また、細胞核1000個あたりのPCNA陽性細

胞の割合をPCNA-labeling indexとして、細胞増殖の程度を評価した[21]。 
 
統計解析 
 すべてのデータは、平均±標準誤差で示した。2群間（VMHとsham）の有意

差検定にはStudent t testを使用し、P<0.05を統計的に有意であると判断した。 
 
 
結果 
 
AGMLの発生率 
 48時間絶食負荷ではsham VMH破壊ラット、VMH破壊ラット共にAGMLは観
察されなかった。 
 60%エタノール負荷によるAGMLの発生率は2群間に有意な差は見られなかっ

た（sham 80 % vs. VMH 72 % NS）。しかし、潰瘍係数はVMH群ではsham 群と

比較して有意に低値を示した（Fig.1）。 
 
攻撃因子の比較 
 胃酸分泌は、基礎分泌及びペンタガストリン刺激による追加分泌共にVMH
群はsham群と比べて有意に高値を示した（Fig.2）。血清ガストリン濃度につい
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ても、VMH群はsham群と比べて有意に高値を示した（Fig.3）。 
 
防御因子の比較 
 粘膜中ヘキソサミン濃度（45.4 ± 2.6 vs. 46.3 ± 5.7 µg/mg d.w., NS）、GMBF
（71.8 ± 1.7 vs. 72.3 ± 16.5 ml/min/100g, NS）、胃粘膜TBARS（42.7 ± 16 vs. 49.6 
± 12.8 nmol/w.w., NS）はいずれも2群間に有意な差は見られなかった。 
胃粘膜細胞層厚はSham群に比べてVMH群で有意な肥厚を示した（Fig.4、Table 
1）。 
さらに、PCNA染色で細胞増殖の状態を見てみると、胃では粘膜の上部三分の

一の部分が増殖帯と言われているが、VMH破壊ラットでは増殖帯より上部の

表層上皮層が特に肥厚していることが明らかになった（Fig.5 a, b、Table 1）。

また、増殖帯におけるPCNA陽性細胞数は、 sham VMH破壊ラットに比べて

VMH破壊ラットで明らかに増加した（Fig.5c, d、Table 1）。 
 
 
 本研究において、 48時間絶食負荷ではVMH群と sham群の両群において

AGMLの発生を確認できなかった。またエタノール負荷実験においては、潰瘍

発症率には両群で差は見られなかったが、潰瘍係数を求めたところ、VMH破

壊ラットにおいて有意な低値を示した。このことは、VMH破壊ラットはAGML
誘発負荷に対して抵抗性を示したことを示唆している。 
 VMH破壊による迷走神経活動上昇によりAGMLの最も重要な攻撃因子である

胃酸分泌が亢進していることは既に報告されているが[22, 23]、本研究において

も、胃酸分泌は、基礎分泌及びペンタガストリン刺激による追加分泌のいずれ

でも、sham VMH破壊ラットと比較してVMH破壊ラットで約3倍の高値を示し

た。食後を想定したペンタガストリン刺激後のガストリン血中濃度は sham 
VMH破壊ラットと比較してVMH破壊ラットで高値であった。このVMH破壊ラ

ットにおける食後のガストリン分泌の亢進は、胃酸分泌を促進させるために攻

撃因子の増強と見なすことができるが、一方で、ガストリンによる細胞増殖促

進作用[24]への関与も考えられる。実際に本研究において、VMH破壊ラットで

はガストリン分泌の亢進と胃粘膜層の肥厚が観察されていることから、ガスト

リンによる細胞増殖作用も胃粘膜増高に作用している可能性も十分に考えられ

る。したがって、我々はVMH破壊によるガストリン分泌の亢進は、短期的に

は攻撃因子としてAGML誘発に作用するが、長期的には防御因子としての粘膜

肥厚に貢献するものと考えている。 
 以上、今回の成績にみられたようにVMH破壊ラットでは攻撃因子が増加し

たもののAGMLに対する抵抗性を示していたので、攻撃因子の影響よりも防御

因子の影響が上まっていたと考えられた。そこで、防御因子に注目した。 
 防御因子については、胃粘膜の粘液分泌量の指標となるヘキソサミン量、胃

粘膜血流量、酸化ストレスの指標であるTBA反応物質を測定したが、いずれも

VMH破壊ラットとsham VMH破壊ラットで差は見られなかった。しかし、組織
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学的検討でVMH破壊ラットでは胃粘膜層の肥厚がみられ、特に細胞増殖帯上

部の表層上皮細胞の増加が認められ、さらに、細胞増殖帯のPCNA陽性細胞数

が有意に増加していたことから、胃粘膜肥厚は胃粘膜細胞の増殖によるもので

あることが組織学的に証明された。これらの結果より、VMH破壊ラットでは

胃粘膜層の肥厚、特に表層上皮細胞層の増加がAGML抵抗性を示す防御因子と

して重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 エタノール誘発性AGMLの発症は、グレリン[25]または甲状腺刺激ホルモン

放出ホルモン（TRH）[26]の中枢性投与によって阻害することができる事が判

明しており、またSibiliaら[25]はグレリンがシクロオキシゲナーゼ-1（COX-1）
由来のプロスタグランジン（PGE2）と一酸化窒素合成酵素の濃度を上昇させ

ることによって、エタノール誘発性AGMLの発症を阻害できると報告している。

さらに、Yonedaら [26]は本研究と同様の実験において、エタノール誘導性の

AGMLがTRHアナログ投与により完全に防止されることを報告している。彼ら

は、その機序についてTRHの中枢性投与による迷走神経コリン作動性のPGE2
分泌が胃粘膜再生を促進することに起因している可能性を述べている。その中

で興味のあることは、TRHの低量中枢投与（1.5ng/rat）ではAGMLの完全な防

止現象が認められたが、高量投与（6ng/rat）では、この現象は認められなかっ

たことを指摘していることである。この理由はTRHには胃酸分泌刺激作用があ

るためTRH中枢高量投与は胃酸分泌の過促進をもたらし攻撃因子が防御因子を

凌駕することによると考えられる。これは恐らく、TRH投与による迷走神経を

介した胃粘膜増殖作用はVMH破壊による迷走神経を介した胃粘膜増殖作用よ

りも弱いためではないかと考えられる。本研究では胃粘膜層の肥厚がAGMLの
発症を阻害することを示しており、更にVMH破壊により慢性的にも同様の機

序によりAGML抵抗性を示すと考えているが、VMH破壊と長期的な胃粘膜保護

作用との関連についてはさらなる検討が必要である。 
 粘膜細胞増殖による粘膜の肥厚は、消化性潰瘍（peptic ulcer disease: PUD）

の予防や治癒にも寄与する可能性がある。ヘリコバクターピロリとアスピリン

を含む非ステロイド性抗炎症剤（NSAID）はPUDの主な病原因子で、免疫系の

減弱や直接接触によって防御因子を低下させている[27, 28]。PUDは最も重要な

攻撃因子である胃酸の分泌を制御する抗潰瘍薬[29, 30]や、粘液の産生・分泌亢

進により粘膜を保持する薬剤[31, 32]を使用して防御因子を増強させることで治

療が期待できる。しかし、我々の知る限りでは、細胞増殖を通して防御機構を

著明に増進して胃潰瘍やAGMLの治癒を強化しうる薬剤は報告されていない。

H. pyloriの除菌治療によりPUD患者数は減少した[33, 34]。しかし、高齢患者の

多くは慢性関節リウマチや各種の慢性痛に対しNSAIDを多用しており、NSAID
関連のPUDは増加し続ける可能性がある。NSAIDで最も重要な副作用は、防御

機構と修復機構が減弱することによる粘膜損傷、AGMLおよび消化性潰瘍の発

症である[35]。その上、NSAIDは出血や穿孔などの重篤な粘膜障害にもつなが

ることがある[36]。したがって、胃粘膜の防御・修復を増強する新薬開発の必

要性が高まっている。この点に関し我々は、AGMLやPUDの治療のための新薬
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を開発するために、胃と十二指腸で細胞増殖を介して粘膜の肥厚に寄与する因

子を分子レベルで同定することが重要であると考えている。また、我々は

VMH破壊による胃・十二指腸の粘膜細胞増殖はコリン作動性阻害薬であるア

トロピンによって阻害されることを見出した。したがって、胃と小腸の細胞増

殖に関与するムスカリンレセプターを同定することができれば、AGMLやPUD
の別の治療法開発の根拠となりうることも考えられる。 
 結論として、VMH破壊ラットの胃粘膜は、エタノール誘発性AGMLに抵抗性

を示した。VMHを破壊するとAGML形成に促進的に働く胃液分泌が増加したが、

一方では細胞増殖による著明な粘膜増厚をもたらし、その結果、防御因子が攻

撃因子を凌駕してAGMLに対する抵抗性を増すことにつながったと考えられた。  
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Fig.1 60%エタノール負荷による潰瘍発生率(a)と潰瘍係数(b) 
 *p<0.05 vs. sham 
 
 60%エタノール負荷により誘発された潰瘍の発生率(a)には両群に差は見られ

なかったが、潰瘍の大きさを指標化した潰瘍係数(b)ではsham VMH破壊ラット

に比べてVMH破壊ラットで有意に低値を示した。 

a b 
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   □：Sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   **p<0.001 vs. sham 
 
 空腹時を想定した基礎分泌と、摂食後を想定したペンタガストリン刺激によ

る追加分泌は、いずれもsham VMH破壊ラットに比べてVMH破壊ラットで有意

に高値を示した。 
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Fig.3 血中ガストリン濃度の比較 
 *p<0.05 vs. sham 
 
 食後のガストリン血中濃度はsham VMH破壊ラットに比べてVMH破壊ラット

で有意に高値を示した。 
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Fig.4 胃粘膜厚の比較(a)と典型的胃体部の組織像(b) 
   □：sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   **p<0.001 vs. sham 
 
 胃粘膜厚はsham VMH破壊ラットに比べてVMH破壊ラットで有意に高値を示

した。VMH破壊ラットにおける胃粘膜厚の増加は組織像（HE染色）においても

明瞭に観察される(b)。 
 

a b 
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Fig.5 胃粘膜細胞増殖の比較 
 胃粘膜の増殖帯に相当する層に、核が茶褐色に染色されたPCNA陽性細胞が多

数見られ、増殖帯より上部の表層上皮が著明に肥厚していることが観察される

（上段）。増殖帯の強拡大像（下段）ではVMH破壊ラットにおいて、多数の

PCNA陽性細胞が観察され、増殖帯の拡大も認められる。 
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Table 1 防御因子の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 防御因子の中で胃粘液分泌量の指標となるヘキソサミン量、胃粘膜血流、酸

化ストレスの指標であるTBA反応物質を測定したが、いずれも両群に差は見ら

れなかった。 

Sham VMH

ヘキソサミン量
(μg/mg d.w.)

45.4 ± 2.6 46.3 ± 5.7 NS

胃粘膜血流
(ml/min/100g)

71.8 ± 1.7 72.3 ± 16.5 NS

酸化ストレス
(nmol/w.w.)

42.7 ± 16.0 49.6 ± 12. 8 NS
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第3章 VMH破壊マウスにおける小腸組織内の細胞増殖 
 
 
緒言 
 
 視床下部腹内側核（VMH）破壊ラットは、神経緊張の変化を介した高イン

スリン血症を伴う視床下部性肥満をもたらすことが知られている[1-3]。VMH
破壊ラットは、過食[3]、高レプチン血症[4, 5]、迷走神経活動亢進[6 ,7]を呈す

ることも報告されている。我々はこれまでに、VMH破壊により、ラット腹部

臓器（小腸、胃、肝臓、膵臓）において、臓器重量とDNA含有量が増加するこ

とを見出した[8]。更に、3[H]チミジン取り込み法を用いて、VMH破壊後に迷

走神経活動亢進を介した細胞増殖が小腸、胃、肝臓、膵臓などの腹部臓器で認

められる事が報告された[9-11]。 
 VMH破壊動物の消化管における細胞増殖機序については、迷走神経活動上

昇に起因する成長因子の局所的な分泌によって亢進している可能性が考えられ

る。しかし、VMH破壊動物の腹部臓器における増殖細胞の組織内局在や増殖

方法などの詳細は知られていない。本研究では、将来、小腸の広範囲外科的切

除の後に生ずる吸収障害や栄養不良を示す短腸症候群（SBS）の治療につなが

る可能性のある小腸の細胞増殖に関係する成長因子の同定を長期目標とし、

VMH破壊マウスにおける細胞増殖の詳細を評価するため、小腸の組織学的変

化を検討した[12]。 
 
 
動物と方法 
 
実験動物 
 ddyマウス（日本SLC）10週齢を用いた。飼育環境は室温23±1℃、湿度

55±15％、明暗交代12時間のもと自由飲水・自由摂食（Lab MR Stock、日本農

産工業）とした。マウスは2群に分け、sham VMH破壊群及びVMH破壊群とし

た（各群n=8）。 
 VMH破壊7日後に解剖を行い、小腸は十二指腸起始部と回腸末端で切断し、

摘出した小腸は管腔内を生理食塩水で洗浄し、重量と全長を測定した。組織学

的検討に小腸の全長の中央部を空腸として用いた。 
 
VMH破壊マウスの作成 
 我々のグループのSuzukiら[13]のマウスのVMH破壊法に従い電気凝固法によ

り、イソフルレン（Forane;アボットジャパン）吸入麻酔下でVMHの両側を破

壊した。また、電極挿入までを同様に行い通電しないことでsham VMH破壊と

した。実験終了後、組織学的に破壊部位の確認を行った。 
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空腸の組織学的検討 
 摘出した空腸は10％ホルマリン液に浸漬固定後、パラフィン包埋し、薄切標

本を作製した。ヘマトキシリン-エオジン（HE）染色と免疫組織細胞化学染色

法で細胞増殖のマーカーとなるproliferating cell nuclear antigen（PCNA）染色

（ダコ・ジャパン株式会社）を行った[14]。粘膜厚及び筋層厚はHE染色標本を

用いて光学顕微鏡下で測定した。PCNA染色による判定は、VMH破壊マウスと

sham VMH破壊マウスの小腸陰窩部の細胞各1000個の核を数え、それらに対す

るPCNA抗体陽性細胞の割合（PCNA- 
labeling index）を両群間で比較することで行った[15]。また、400倍50視野にて

陰窩部での核分裂細胞数をカウントした。 
 
統計解析 
 すべてのデータは、平均±標準誤差で示した。正規分布の分析にはShapiro-
wilk testを用いた。また、2群間（VMHとSham）のデータが等分散であるかど

うかをBartlett testで、有意差検定をStudent t test、その他をMann-Whitney U-test
によって分析した。 すべての統計分析はJMP®バージョン8.0（SAS研究所社、

ケアリー、NC、USA）ソフトウェア・プログラムを使用し、P<0.05を統計的に

有意であると判断した。 
 
 
結果 
 
 実験終了後、脳を摘出し、組織学的に破壊部位の確認を行った。VMH破壊

マウスの典型的な脳の断面図はFig.1に示した通りで、破壊部位は両側VMHを

完全に含んでいることが確認された。 
 処置後7日目の摂食量と体重は、VMH破壊マウスではsham VMH破壊マウス

と比較していずれも有意に増加した（ 8.33±0.26 vs. 5.63±0.18g、P<0.001と
35.60±0.41 vs. 31.47±0.64g、P<0.001）。 それぞれの増加率は48.0%及び13.1%
となり、以前の報告[13]と同様の結果であった。 
 小腸重量及び全長はsham VMH破壊マウスと比較してVMH破壊マウスでいず

れも有意に増加した（Fig.2）。 
 小腸粘膜厚及び筋層厚はsham VMH破壊マウスと比較してVMH破壊マウスで

いずれも有意に増加した（Fig.3a, 4a）。増加率は粘膜厚12.7%、筋層厚12.5%で

あった。それぞれの典型的な組織像をFig.3b, 4bに示した。いずれも明らかな肥

厚が観察された。 
 小腸陰窩部でのPCNA陽性細胞数はsham VMH破壊マウスと比較してVMH破

壊マウスで31.9%増加した（Fig.5a）。VMH破壊マウスの小腸陰窩部にPCNA陽
性細胞は高密度に存在したが、絨毛にほとんど存在しなかった（Fig.5b）。こ

の結果は、小腸における増殖帯が陰窩部にあるという報告[16]と一致した。 
 小腸陰窩部での核分裂像数は、sham VMH破壊マウスと比較してVMH破壊マ
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ウスで71.7%増加した（Fig.6a）。小腸陰窩部での典型的な組織像はFig.6bに示

した通りで、VMH破壊マウスで多くの核分裂像が観察された。しかしながら

小腸筋肉層ではPCNA陽性細胞数増加や核分裂像は認められなかった。 
 
 
考察 
 
 本研究において、VMH破壊マウスではsham VMH破壊マウスと比較して小腸

重量は11.6%、小腸全長は15.0%増加し、粘膜厚は12.7%、筋層厚は12.5%肥厚し

た。これらの結果からVMH破壊マウスでは小腸粘膜層および筋層における細

胞増殖や細胞肥大が亢進し、それが小腸の延長及び重量の増大に寄与したこと

が示唆された。これらのマウスにおける粘膜の肥厚を伴う小腸重量の増大は、

VMH破壊後に腹部臓器（小腸、胃、肝、膵）の重量とDNA含量が増加すると

いう我々の以前の報告[8]から予想されていた通りである。これらの小腸粘膜に

おける変化は、機能的な側面[9]や組織学的な側面[18]を検討した以前の研究結

果に加え、今回の結果からも、腸管粘膜での細胞増殖の亢進によると考えられ

た。しかし、VMH破壊マウスにおける小腸全長が有意に延長することは予想

外の発見であった。 
 我々はVMH破壊マウスでの小腸延長の原因を明らかにするために、粘膜厚

および筋層厚が増加した根拠を検討した。PCNA陽性細胞数は粘膜層、特に小

腸陰窩部で増加しており、これらのマウスにおいて粘膜層での細胞増殖が亢進

しているこが示唆された。しかし、筋層においては、PCNA陽性細胞は、VMH
破壊マウス、sham VMH破壊マウスのいずれにおいてもほとんど存在しなかっ

た。したがって、VMH破壊マウスにおける小腸全長の延長に重要な筋層の肥

厚は、細胞増殖だけでなく細胞肥大も関わっていることが示唆された。VMH
破壊マウスにおける筋層肥厚の機序を明らかにするためには今後更なる検討が

必要である。 
 腸管上皮は、未分化細胞の増殖に次いで粘膜上部への移動、細胞死という過

程をたどる細胞周期の回転率が高く、自己再生能力の強い組織である[19]。細

胞周期はG0期（静止期）、G1期（DNA合成前期）、S期（DNA合成期）、G2
期（DNA合成後期）及びM期（分裂期）に分類される。PCNA抗体はG1,S,G2,M
期の細胞核内でDNAと結合するので[14]、PCNA染色は核分裂期の細胞は特定

せずに増殖周期に入っている細胞を検出できる方法である。そこで、我々は小

腸陰窩部においてPCNA染色に加え核分裂細胞数を計測した。その結果、VMH
破壊マウスの小腸陰窩部でPCNA陽性細胞数とともに核分裂細胞数が増加する

ことを見出し、VMH破壊マウスの粘膜層で細胞増殖が活発に増加しているこ

とが示された。さらに、小腸陰窩部での核分裂細胞とPCNA陽性細胞が増加し

たことは、VMH破壊マウスにおいて細胞の再生が生理的状態よりも速く起こ

ることを示唆している。また、VMH破壊マウスの小腸陰窩部で核分裂細胞と

PCNA陽性細胞が密に存在していることは陰窩部が小腸の増殖帯であることを
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示した以前の成績[16]を支持するものである。しかし、小腸筋肉層では細胞増

殖亢進を示すPCNA陽性細胞や核分裂像を認めなかったので筋肉層の肥厚は細

胞増殖によるものと断定できなかった。これについては今後、更に検討する予

定である。 
 本研究の結果は、VMH破壊マウスが小腸で細胞増殖に関係している成長因

子またはそれに関係する遺伝子を特定する新しいツールとなり得る可能性を示

唆している。短腸症候群（SBS）は、小腸の広範囲外科的切除の後に生ずる吸

収障害や栄養不良を示す疾患である[12]。SBS患者は小腸表面積が極めて小さ

くなることに加え、小腸通過時間が短縮するため消化吸収不良となり、長期的

な非経口栄養投与が必要となる[20]。 
 SBSに対しいくつかの治療法が試みられており[21-23]、近年、成長ホルモン

やglucagon like peptide-2（GLP-2）などの成長因子がSBS治療に利用されている

が、これらの因子は人間では小腸延長増大にはつながらないと報告されている

[24, 25]。SBS患者の生存率とQOLの向上のためには、小腸が機能的にも解剖学

的にも修復され、しかも再現性の高い方法が求められている。 
 我々はラットと比較してより多くの遺伝情報の利用が可能なマウスで、腹部

臓器で細胞増殖を亢進する成長因子の同定を長期目標として、VMH破壊モデ

ルを開発した[13]。本研究のVMH破壊マウスの小腸の組織学的検討は、我々の

長期目標に対し有望な結果を示したと考えられる。VMH破壊動物において小

腸の細胞増殖を誘発することができる成長因子を分子レベルでの同定すること

ができれば、SBSで小腸の機能回復や小腸延長のための新薬の開発につながる

かもしれない。あるいは小腸と同様に胃、肝臓、膵臓においても、VMH破壊

に起因する迷走神経性活動上昇を介して細胞増殖が亢進することから、細胞増

殖に関係する迷走神経構成要素を刺激する因子を発見できれば、薬剤開発の別

な選択肢を提供する可能性も考えられる[9-11]。 
 今回の研究の結論として、VMH破壊マウスにおいて、細胞増殖あるいは細

胞肥大の亢進により小腸重量と全長との増加を認めた。これらのマウスの小腸

粘膜層においてPCNA陽性細胞数と核分裂細胞数の増加は、VMH破壊によって

誘導される腸管粘膜で、細胞増殖が活発に亢進されている事を示した。このよ

うに、VMH破壊動物モデルは、小腸での細胞増殖に関係する成長因子を発

見・同定するための新たなツールとなりうる可能性が示唆された。 
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Fig.1  VMH破壊後の典型的なマウス脳断面図 
 第三脳室（3V）の両脇にある腹内側核（VMH）が完全に破壊されている。 
 

3V 

↓ 
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Fig.2  Sham VMH破壊とVMH破壊ラットの小腸全長(a)と重量(b)の比較 
   □：Sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   *P<0.05、**P<0.01 vs. sham 
 
 小腸全長、小腸重量共にSham VMH破壊ラットに比べてVMH破壊ラットで有

意に高値を示した。 
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Fig.3 小腸粘膜厚の比較（a）と典型的組織像（b） 
   □：Sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   ***P<0.001 vs. sham 
 
 小腸粘膜厚はSham VMH破壊ラットに比べてVMH破壊ラットで有意に高値を

示した。右に典型的な小腸粘膜の組織像（HE染色）を示す。VMH破壊ラットで

明らかな粘膜肥厚を認めた。 
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Fig.4 小腸筋層厚の比較（a）と典型的組織像（b） 
   □：Sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   *P<0.05 vs. sham 
 
 筋層厚はSham VMH破壊ラットに比べてVMH破壊ラットで有意に高値を示し

た。右に典型的な筋層の組織像（HE染色）を示す。VMH破壊ラットで明らかな

筋層の肥厚が観察された。 
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Fig.5 PCNA陽性細胞数の比較（a）と典型的免疫染色像（b） 
   □：Sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   ***P<0.001 vs. sham 
 
 小腸粘膜層におけるPCNA陽性細胞数はVMH破壊ラットで有意に高値を示し

た。右（b）に細胞増殖帯である陰窩部でのPCNA染色の典型像を示す。VMH破

壊ラットではSham破壊ラットに比べて多数のPCNA陽性細胞が観察された。 
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Fig.6 核分裂数の比較（a）と典型的核分裂像（b） 
   □：Sham VMH破壊ラット、■：VMH破壊ラット 
   ***P<0.001 vs. sham 

 
 核分裂数はVMH破壊ラットで有意に高値を示した。右（b）に典型的な陰窩

部の核分裂像（HE染色）を示す。矢印（ ）で示すような核分裂中の細胞がV
MH破壊ラットで多数観察された。 
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ま と め 
 
 
 本研究では、視床下部腹内側（VMH）破壊動物を用いて以下の3つの病態に

ついて検討した。  
 
 
1. VMH破壊ラットにおけるアミノ酸センサーの機能 
 
 膵臓の内分泌神経支配において、迷走神経遠心路がインスリンとグルカゴン

の分泌に関わることを示唆する多数の根拠が示されているが、迷走神経求心路

の影響に関する情報は少ない。我々は著明な高インスリン血症を示すVMH破

壊ラットで、迷走神経の求心性線維の機能を検討した。正常ラットにおける迷

走神経肝臓枝切断によって、アルギニン腹腔内投与により血糖変動を伴わない

インスリンおよびグルカゴン分泌上昇、ロイシン腹腔内投与により血糖低下を

伴うインスリン分泌上昇、アラニン腹腔内投与により血糖上昇を伴うグルカゴ

ン分泌の上昇を認めた。しかし、VMH破壊ラットにおける迷走神経肝臓枝切

断によって、いずれのアミノ酸負荷によってもインスリンおよびグルカゴン分

泌の有意な変動を示さなかった。正常ラットではアミノ酸センサーが、過剰な

タンパク質摂取後に起こりうるアミノ酸の直接誘導による膵ホルモンの過剰な

放出を抑制し、正常の血糖値を維持する作用を有するが、高インスリン血症を

示すVMH破壊ラットにおいては著明な高インスリン血症により、アミノ酸セ

ンサー機能が遮蔽されたと推察された。 
 
 
2. VMH破壊ラットにおける急性胃粘膜病変に対する消化管粘膜増殖の役割 
 
 VMH破壊ラットを用いて、急性胃粘膜病変（AGML）負荷に対する粘膜肥厚

の役割を検討した。48時間絶食負荷及び24時間絶食後の60%エタノール負荷に

おけるAGMLs発生率と、攻撃因子（胃酸、血清ガストリン）及び防御因子

［ヘキソサミン、胃粘膜血流（GMBF）、チオバルビツール酸反応物質

（TBARS）、胃粘膜厚］についてVMH破壊ラットを用いて検討した。胃粘膜

層における細胞増殖の効果は、 HE染色と細胞増殖のマーカーである

proliferating cell nuclear antigen（PCNA）染色で評価した。Sham VMH破壊ラッ

ト、VMH破壊ラット共に48時間絶食後にAGMLは観察されなかった。24時間絶

食後60%エタノール投与により、AGMLの発生数は両群で同程度を示したが、

潰瘍の大きさと程度の指標である潰瘍係数はVMH破壊ラットではsham VMH破

壊ラットと比較して低値を示した。VMH破壊ラットでは攻撃因子である胃酸

分泌と血清ガストリン濃度は上昇し、防御因子の中でヘキソサミン、GMBF、
TBARSは両群で差を認めなかったが、VMH破壊ラットでsham VMH破壊ラット
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と比較して防御因子の一つである胃粘膜肥厚が明らかに認められた。組織学的

検討において、VMH破壊ラットでは、胃粘膜、特に表面上皮細胞層の増厚が

見られた。また、細胞増殖の指標であるPCNA陽性細胞は増殖帯で著しい増加

がみられた。以上の結果からVMH破壊ラットでは防御因子である胃粘膜の細

胞増殖亢進が攻撃因子の増強を凌駕し、AGML抵抗性を示したと考えられた。 
 
 
3. VMH破壊マウスにおける小腸組織細胞の増殖 
 
 我々はこれまでに、ラットにおいてVMH破壊後に迷走神経活動上昇を介し

て腹部諸臓器において細胞増殖を亢進させることを見出し、報告してきた。本

研究では、VMH破壊マウスを用いて小腸における細胞増殖の詳細について検

討した。VMH破壊7日後のマウスを用い、小腸全長、重量、粘膜厚、筋層厚の

測定、及びproliferating cell nuclear antigen（PCNA）陽性細胞数、核分裂細胞数

の算出を行った。VMH破壊マウスではSham VMH破壊マウスに比べて小腸全長

11.6%、重量15.0%、粘膜厚12.7%、筋層厚12.5%高値を示した。 粘膜層におけ

るPCNA陽性細胞数と核分裂細胞数は、VMH破壊マウスではsham VMH破壊マ

ウスに比べて、それぞれ31.9%と71.7%高値を示した。また筋層においては核分

裂中の細胞を見出すことは出来なかった。これらの結果はマウス小腸において

VMH破壊が粘膜層での細胞増殖と筋層での細胞肥大または細胞増殖を亢進さ

せ、それにより小腸全長と重量が増加することを示している。したがって

VMH破壊マウスは細胞増殖を通して主に小腸の増大に関係する成長因子とそ

れに関連する遺伝子を特定するための新たなツールになり得ると考えられた。 
 
 
今後の展望 
 
1. VMH破壊以外の病的状態においてアミノ酸センサーがどのように機能する

かが興味深いと考えている。 
2. 本研究ではVMH破壊ラットの細胞増殖にもとづく粘膜肥厚に対してAGML
を誘発させた影響を観察したが、AGMLが形成された後にVMHを破壊した場合

にAGMLの修復は促進されるのか検討していくことを考えている。 
3. VMH破壊により小腸延長が惹起されることが判明したので、小腸部分切除

による短腸症候群モデル動物にVMH破壊を施し、その治療効果を検討してい

きたいと考えている。 
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