
Ⅰ. はじめに

苛酷な自然環境への適応であり, 概年リズムの一つ
である冬眠は, 心拍数や呼吸数の減少そして体温の低
下といった様々な生理現象の変化を伴って約半年の間
活動量を抑えて生活する1,2). 冬眠の引き金は, 自然環
境変化の中でも低気温のための食物の激減によるとこ
ろが大きい3). 冬眠動物の体重は, 冬眠の前に蓄えた
褐色脂肪などの影響を受けて活動が盛んな非冬眠期に
比べて一般的に重くなる4). しかし, 冬眠期において,
ほとんどの冬眠動物は, 餌を食べずに限られた量の褐
色脂肪をエネルギー源とするために冬眠期間中は極力
エネルギー消費を抑え, 覚醒の時期まで生命を維持す
る5,6).

動物は, 実験的に視床下部腹内核を破壊すると食欲
を増し, 肥満になり, 視床下部外側核を破壊すると摂
食しなくなる. これらのことから腹内側核には満腹中
枢があり, そして外側核に摂食中枢が存在することが
知られている7).

視床下部外側核は, 破壊実験8)ばかりではなく, 刺
激による摂食行動の誘発8), 血糖値低下による活性化
神経細胞の存在9)などから摂食行動に関与することが
示唆されていたが, この部位に関与する神経伝達物質
が見つかっておらず研究が進んでいなかった. しかし,
近年, オレキシンが外側核とその周辺の特定の神経細
胞に局在し, その機能についても明らかになってきて
いる10). オレキシンにはオレキシンＡとＢの２種類の
サブタイプがあり, 受容体に対する親和性は, ２種の
受容体で異なり, Ａの方が親和性が高い8). オレキシ
ンは, 視床下部にその陽性細胞が限られており, 薬理
学的実験からも摂食に関わっているとの報告がある8).
さらに, オレキシンが睡眠と覚醒, そしてエネルギー
代謝の制御に密接に関連しているという報告もある8).

活発に摂食活動を行っている非冬眠期と摂食活動は
もとより飲水行動もほとんど見られない冬眠期におい
て, 摂食との関わりが深い視床下部におけるオレキシ
ン免疫陽性神経細胞及び神経線維の季節による形態学
的変化を捉えることは, 冬眠機構の解明はもとより,

( )31

31

＊秋田大学大学院医学系研究科保健学専攻作業療法学講座

＊＊秋田大学医学部解剖学第二講座

＊＊＊中国広州大学生命科学部

Key Words: 概年リズム

冬眠

視床下部

オレキシン

免疫組織化学

要 旨

摂食飲水行動がほとんどない冬眠期では, 冬眠動物は様々な生理現象を低下させエネルギー消費を抑えて生活して

いる. 適切な摂食行動は, 摂食中枢と満腹中枢によって行われている. この制御は複雑な神経系によるが, 摂食中枢

と満腹中枢はそれぞれ視床下部の外側核と腹内側核にあるとされてきた. しかし, この部位に局在する神経伝達物質

が特定されなかったためにこの分野の研究が進まなかった.

近年, この部位に局在するオレキシンの発見により, この部位の役割が明らかになってきた. 本研究は, オレキシ

ンの抗体を用いて, 概年リズムにおける視床下部の様々な領域でのオレキシン免疫陽性部位の形態学的変化について

明らかにし, 冬眠導入の引き金とひとつと考えられる摂食行動と冬眠機構との関係について検討した.

原著：秋田大学保健学専攻紀要19(1)：31－37, 2011

冬眠動物視床下部におけるオレキシン免疫陽性部位の
季節変化について

大 友 和 夫＊ 福 原 紅 子＊＊ 呉 毅＊＊＊

Health Sciences Bulletin Akita University Vol.19 No.1

Akita University



摂食機構の理解にとっても有益であると考える. 本研
究はオレキシンＡの抗体を用いて視床下部に免疫陽性
神経細胞の構造と分布の季節変化, 及び, ほとんど脳
全体に投射線維を送るとされるオレキシン線維の中で,
摂食行動や睡眠行動と密接な関係を持つ部位における
神経線維の分布の季節変化について検討した.

Ⅱ. 方法と材料

１. 動 物

キクガシラコウモリ (Rhinolophus ferrumequi-

numu) (体重：17～30ｇ , 雄６匹) シマリス
(Tamias sibiricus aciatics) (体重：70～100ｇ, 雄
５匹) を用いた. キクガシラコウモリは, 環境省の許
可を得て男鹿市門前の海蝕洞で採集した. キクガシラ
コウモリの冬眠状態の個体は, 自然環境下での冬眠期
(10月～翌年４月) の動物を用いた. 実験は ｢秋田大
学動物実験指針｣ に準じて行った.

２. 固定, 切片作成
非冬眠期の動物はネンブタール (sodium pentoba

rbital；25mg/Kg) での腹腔内麻酔を施し, 冬眠状
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Fig.1 ; Disutribution of orexin A immunoreactive neurons on coronal sections in two

rostcaudal levels of of the bat hypothalamus. A and a; Photomicrographs of orexin A

immunoreactive neurons in the non-hibernating(A) and hibernating(a) bat hypothala-

mus at the level of optic chiasm. B and b; Photomicrographs of immunoreactive neu-

rons in the non-hibernating(B) and hibernating(b) bat hypothalamus at the level of

median eminence. 3V; third ventricle, OX; optic chiasm, ME; median eminence, ZI; zona

incerta, ＊; absent area of orexin A immunoreactive neurons.
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態の動物は, 覚醒を防ぐために無麻酔 (低温麻酔状態)
下で灌流固定を行った. 灌流固定はカニューレを左心
室から上行大動脈に挿入し, 心室部を鉗子で結紮し行
われた. はじめに生理食塩水 (10～15ml：10～15ml/
分), ついで固定液 (100～150ml：10～15ml/分) で
灌流した. 固定液は４％ paraformaldehyde, 0.2％
picric acid を0.1M リン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解し
たものを用いた. １時間後, 脳を取り出し, 灌流固定
液と同じ溶液で一晩浸漬固定を行った.

切片は Vibratome で50μm 厚の冠状断の連続切片
を作成した.

３. 免疫反応
免疫反応は全ての過程を Free floating で ,

peroxidase-antiperoxidase method (PAP 法) を用
いて行った11). はじめに, 0.01M リン酸緩衝食塩水
(PSA) で洗浄, 0.3％過酸化水素水で内在性の
peroxidase をブロックした後に第１次抗体 (オレキ
シンＡ抗体1000倍希釈) に0.5％ albumin bovine
(Sigma, USA), normal goat serum (Vector,
USA) を pH 7.4の0.01M PBS に溶解し, ４℃で３
日間反応を行った. 0.01M PBS で洗浄後, 第２抗体
(goat anti-rabbit IgG ; Jackson Immuno Research,
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Fig.2 ; Disutribution of orexin A immunoreactive fibers on coronal sections in two rostcaudal

levels of the bat hypothalamus. A and a; Potomicrographs of orexin A immunoreactive

fibers in the non-hibernating(A) and hibernating(a) bat hypothalamus at the level of

rostral suprachiasmatic nucleus. B and b; Potomicrographs of orexin A immunoreactive

fibers in the non-hibernating(B) and hibernating(b) bat hypothalamus at the level of

caudal suprachiasmatic neuceus. inset; higher magnification of the square region. 3V;

third ventricle, ox; optic chiasma, opt; optic tract, ＊; absent area of orexin A

immunoreactive terminal.
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USA) を PBS で200倍に希釈し, 室温で２時間反
応を行った. 0.01M PBS で洗浄後, peroxidase-
antiperoxidase complex (PAP) (Dacopatts,
Denmark) を0.01M PBS で200倍に希釈し, 2時間
反応を行った. 50mM トリス塩酸緩衝液で洗浄置換
後, 0.05％ diaminobenzidine (Sigma, USA) を50
mM トリス塩酸緩衝液と0.01％過酸化水素水で５～８
分反応し, 可視化した. 切片は amino-alkylsilane で
コーティングされたスライドグラスに貼付し, エタノー
ル系列 (50～100％) で脱水後, Permount (Fisher,
USA) で封入した.

Ⅲ. 結 果

１. キクガシラコウモリ
キクガシラコウモリにおいて, オレキシン免疫陽性

神経細胞は, 非冬眠期で視床下部外側核に小型の神経
細胞が散在していた (Fig.1A, B). 特に, 背内側部
の不確帯 (正中隆起レベル) で, 陽性細胞の密度が高
かった (Fig.1B) 冬眠期では外側核の内側部 (視神
経交叉；OX レベル) (Fig.1a) と尾側 (正中隆起；
ME レベル) 背側部 (Fig.1b) で陽性神経細胞の減
少が観察された. 特に, 第３の脳室外側部の脳室近傍
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Fig.3 ; Distribution of orexin A immunoreactive neurons on coronal sections in two rostcaudal

levels of the chipmunk hypothalamus. A and a; Photomicrographs of orexin A

immunoreactive neurons in the non-hibernating(A) and hibernating(b) chipmunk hypo-

thalamus at the level of separated optic tract. B and b; Photomicrographs of orexin A

immunoreactive neurons in the non-hibernating(B) and hibernating(b) bat hypothala-

mus at the level of tuberal region. 3V; third ventricle, opt; optic tract.
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(Fig.1a；＊) 及び外側核背側部の不確帯 (Fig.1b；
＊) で顕著であった.

免疫陽性投射線維は視交叉上核吻側部レベルの視交
叉上核背外側部の核境界領域で顕著に観察され (Fig.
2A, a), さらに, 非冬眠期の背外側側部神経細胞上
に神経終末部が多数観察された (Fig.2A, inset) が,
冬眠期ではほとんどが消失していた (Fig.2a；＊).
視交叉上核尾側部レベルでは, 腹外側部に観察され
(Fig.2B, b), 非冬眠期に強い陽性線維が視神経交叉
の背側部で観察された (Fig.2B). 冬眠期において,

陽性線維は, 非冬眠期に比べて疎であった (Fig.2b).

２. シマリス
シマリスにおいて, オレキシン免疫陽性神経細胞は,

非冬眠期では, 視床下部吻側部レベルで第３の脳室腹
外側と脳弓の間で少数観察された (Fig.3A) が, 冬
眠期では観察されなかった (Fig.3a). 視床下部尾側
レベルでは, 非冬眠期で, 外側核外側部, 特に, 脳弓
の背内側部に集中して観察された (Fig.3B). 冬眠期
では, 脳弓内側部の陽性神経細胞が減少していた
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Fig.4 ; Distribution of orexin A immunoreactive fibers on coronal sections in the rostral and

caudal levels of the chipmunk hypothalamus. A and a; Photomicrographs of orexin A

immunoreactive neurons in the non-hibernating(A) and hibernating(a) chipmunk hypo-

thalamus at the level of optic chiasm . B and b; Photomicrographs of orexin A

immunoreactive fibers in the non-hibernating(B) and hibernating(b) chipmunk hypo-

thalamus at the level of median eminence. ox; optic chiasma, 3V; third ventricle, f;

fornix, ME; median eminence.
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(Fig.3b).
免疫陽性神経線維は, 視交叉上核では, 非冬眠期で,

核全体に陽性線維が観察されたが (Fig.4A), 冬眠期
では, 視交叉上核背側部で陽性線維が観察されなかっ
た (Fig.4a). 正中隆起レベルにおいて, 弓状核にび
まん性に観察され, 非冬眠期と冬眠期で反応の差は観
察されなかった (Fig3.B, b).

Ⅳ. 考 察

冬眠は様々な生理現象の低下を伴うが, 本研究では,
摂食飲水行動の低下, 睡眠, 覚醒の変化に注目した.
オレキシンは摂食行動の増加8), 飲水量の増加12), 覚
醒時間の延長13)などの作用があることが知られている.
キクガシラコウモリにおいて, オレキシン免疫陽性神
経細胞が, 冬眠期において, 外側核の内側部 (視神経
交叉；OX レベル) (Fig.1a) と尾側 (正中隆起；
ME レベル) 背側部 (Fig.1b) で減少していた. こ
れは, 外側核の内側部と背側部が外側核の陽性神経細
胞の減少が見られなかった他の部位に比べて, 摂食飲
水行動, 睡眠時間の延長と深いかかわりがあることを
示唆している. 一方, シマリスにおいては, 脳弓内側
部の陽性神経細胞が減少しており, この部位が摂食飲
水行動, 睡眠時間の延長に外側核の他の部位に比べて
密接な関係を示唆した. 背側部の関りは, その部位形
態や陽性細胞の分布に差はあるが, 両動物で共通して
いた. しかし, キクガシラコウモリでは, 外側核内側
部における陽性細胞の季節変化が顕著であり, よりこ
れらの生理現象に関っていることが示唆された. 今回
の２種の動物では, 視床下部への求心路の一つである
網膜からの線維に大きな差があるなど, 様々な差異が
あるためにこの様な差が生じたものと考えられる. 伝
道路の差による摂食飲水行動, 睡眠等に関る機構の詳
細な検討が今後の課題である.

他の神経伝達物質, エンケファリン, ヴァソプレシ
ン, 血管拡張腸管ホルモン (VIP) 等においては, そ
の陽性部位の季節変化は比較的明確な差として観察さ
れた14,15,16). しかし, 本研究において, 外側核のオレ
キシン免疫陽性細胞の分布変化が, 冬眠期での外側核
内側部と背側部の一部の変化にとどまった. さらにオ
レキシンの投射経路であり概日リズムの発信核である
視交叉上核での線維は, 季節による分布の変化がやは
り部分的であることが観察された. これまでに観察さ
れた神経伝達物質の機能は, それぞれ睡眠, 抗利尿作
用そして血管拡張など主に単一の生理現象に関与する
ものである. それらに比べるとオレキシンは, 摂食行
動7), 睡眠・覚醒の制御13), エネルギーの代謝5,6)等,

複数の生理現象を制御している. さらに冬眠現象は摂
食行動やエネルギー代謝は抑制され, 睡眠はむしろ拡
張するといった様に, 生理現象の制御が相反する方向
に起こっている. 冬眠現象において, オレキシンの機
能が一方では促進的に, 他方では抑制的にはたらくこ
とになるので, これまでの神経伝達物質の季節変化の
ように鮮明な差として出現しなかったことが示唆され
た.
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Immunohistochemical localization and seasonal variation in
orexin innervation in the hypothalamus of two hibernators
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Hibernation is a seasonal phenomenon to which some mammalian hibernators respond by temporarily

suppressing their vital parameters in response to low ambient temperature and shortages of food and

water. Appropriate feeding behavior is regulated by the feeding centre and satiety centre. This is regulated

by a complex nervous system, but the feeding centre and satiety centre are each located in the

hypothalamus lateral nuclei and the ventromedial nucleus. However, as the neurotransmitters localised here

have not been identified, research has not progressed. Recently the roles of these sites have been clarified

following the discovery of localised orexins. This study uses orexin antibodies to clairfy the morphological

changes due to circannual rhythms in orexin immunopositive sites in various regions of the hypothalamus,

and investigates the connection between hibernation and feeding behaviour, thought to be a hibernation

trigger.
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