
Ⅰ. はじめに

視床下部は間脳下部の狭い領域であるが, 多くの神
経核を有し, 脳や脊髄との関連が深いことから自律神
経機能の調節中枢とも呼ばれ, 恒常性の維持に関与し
ている. また, この部位は下垂体とも関係し, 内分泌
機能にも深く関わっている. 内分泌機能に関わる主な
ものは, 室傍核 paraventroicular nucleus (PVN)
と視索上核 supraoptic nucleus (SON) で産生され
るバゾプレシンが軸索流によって正中隆起 median
eminence (ME) を経由して, 下垂体後葉へ輸送され
後葉の毛細血管に放出され抗利尿作用を行う視床下部
下垂体系 (hypothalamo-hypohysial tract ; HHT)
である1,2).

一方, 視床下部への求心性線維の中で網膜からの投
射は,様々な生理現象の概日リズムの中枢とされてい
る視交叉上核への投射, この核からの PVN, SON へ
の投射, さらに網膜から直接 PVN, SON への投射が
明らかになっている3,4,5). これらの構造が生体リズム

形成に重要な役割をなしていると考えられる. 概年リ
ズムの一つである冬眠は, 厳しい環境に対応するため
に心拍数, 呼吸数, 体温といった生体情報を極端に低
下させることでエネルギー消費を抑えている6,7).
PVN からの線維は, 核内から外側方向に向かい,

その後, 腹側に向かい内側に方向を転じて後方から下
垂体に入る1).

下垂体に向かう線維を移動する分泌顆粒は, 途中へ
リング小体 (HB) を形成し軸索流によってか脳下垂
体後葉に運ばれる8,9). 本研究は, この HB の概年リ
ズムによる季節ごとの形態的変化を明らかにし, 冬眠
から覚醒の際の aVP と mEnk のはたらきについて形
態学的に検討した.

Ⅱ. 方法と材料

１. 動 物

キクガシラコウモリ (Rhinolophus ferrumequi-

numu) (体重：17.3～34.8ｇ, 雄20匹), シマリス
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に差異のあることが明らかになった.
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(Tamias sibiricus aciatics) (体重：70～100ｇ, 雄
15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) の動物を使用した. シマリスは,
飼育したものを用い, 気温と明暗の調節を行い自然環
境に近い条件で冬眠状態に導いたものを用いた. 動物
実験は ｢秋田大学動物実験指針｣ に準じて行われた｡

２. 固定, 切片作成
非冬眠の動物はネンブタール (sodium pentobar-

bital; 25mg/Kg) での腹腔内麻酔を施し, 冬眠状態
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.

免疫染色のための切片は, Vibratome で50μm 厚
の冠状断の連続切片を作成した.

電子顕微鏡試料は, 灌流固定後１％オスミウム酸で
後固定後, 脱水しエポキシ樹脂で包埋した. 薄切は
600nm 厚で行い, 酢酸ウランとクエン酸鉛で電子染

色を行って観察した.

３. 免疫反応
免 疫 反 応 は 全 て の 過 程 が Free flow で ,

peroxidase-antiperoxidase method (PAP 法) を用
いて行った10). 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 (アルギニ
ンバソプレシン, メチオニンエンケファリン：1000倍
希釈) に0.5％ albumin bovine (Sigma, USA, nor-
mal 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, 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50mM 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.
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Fig.1 ; Arginine Vasopressin immunoreactivity in the area of the hypothalamus during

the hibernating bat. a:Anterior region showing the coronal section at the level

of mid paraventricular nucleus(PVN) and supraoptic nucleus(SON).b: Posterior

region showing the coronal section level of paramedian eminence. square pPVN:

para-PVN. square iP-S inter-PVN and SON. square sSON: superior-SON. square

vHyp: ventral-hypothalamus. Ⅲ; third ventricle, OX; optic chiasm,
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４.計 測

非冬眠期と被冬眠期の視床下脳下垂体路の HB の
大きさの変化を比較するために aVP と mEnk それぞ
れの免疫陽性 HB の大きさを1,600倍の写真上で計測
した.

Ⅲ. 結 果

１. 免疫組織化学による観察
キクガシラコウモリ及びシマリスの視床下部下垂体

路(hypothalamo-hypohysial tract; HHT)神経線維
は, アルギニンヴァゾプレシン (aVP) とメチオニ
ンエンケファリン (mEnk) の抗体を用い, PAP 法
で免疫染色して観察した｡ HHT の神経線維は, 概年

リズムによってリング小体 (HB) の顕著な大きさの
変化を示した (Figs.1-9).

概年リズムを非冬眠期と冬眠期に分けて神経線維の
HB の大きさを短径 (軸索の横断径) を計測して比較
した (Figs.6-9). キクガシラコウモリでは, 冬眠期
(10月半から翌年4月半) については, 初期 (10月後半
から12月前半, early hybarnation ; eH), 中期 (12
月後半から２月前半, middle hibernation ; mH) 後
期 (２月後半から４月前半, late hibernation ; lH)
に分けて計測し, シマリスは非冬眠期 (non hiberna-
tion ; nH) と冬眠期 (hibernation ; H) に分けて計
測した. また, キクガシラコウモリでは, HHT の免
疫陽性神経線維を室傍核と視索上核の間を室傍核近傍
(para-paraventricular nucleus ; pPVN), 室傍核と
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Fig.2 ; Arginine Vasopressin immunoreactive cell bodies and fibers in the anterior hypo-

thalamus with paraventricular nucleus ; PVN and supraoptic nucleus ; SON during

the non-hibernating(a, c＝high magnification of HHT fibers with HB) and

hibernating(b, d＝hight magnification of HHT fibers with HB) bat. OX; optic

chiasm,
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視索上核の中間部 (inter-paraventricular nucleus
and supraoptic nucleus ; iP-S) , 視索上核上部
(superior-supraoptic nucleus ; sSON), そして正中
隆起近傍の視床下部腹側部 (ventral-hypothalamus,
vHyp) に分けて HB の短径を計測して概年リズムに
よる大きさの変化を比較した (Fig.1a, b). HB の径
が0.4μｍから3.4μｍで切片の厚さが50μm さらに,
線維上の HB のみを計測することで計測した径が実
際の径であるとした.
aVP 及び mEnk 陽性線維の HB 体は, いずれも非

冬眠期に比べて冬眠期の各期間で径の大きな HB の
割合が大きかった (Figs.2-6, 8).

キクガシラコウモリにおける aVP 免疫陽性 HB の
大きさは, 非冬眠期 (ｎ＝264) においては径0.9μm
の HB がほぼ半数を占め, 最大でも径が1.4μm が５
％程度を占めるのみであった. eH (ｎ＝230) では,
0.9μm のものが45％と1.0μm の35％とわずかに非冬
眠期のものより大きいものがあった｡ mH (ｎ＝299)
では, 1.2μm のものが22.5％で最も多く, さらに,
1.2μm から2.2μm のものが10％前後あり, nH, eH
に比べて大きいものが増加していた. lH (ｎ＝175)
では, 0.9μm, 1.0μm, 1.2μm のものがそれぞれ20
％前後を占め, 大きいものでも1.8μm のものが5％以
下であった (Fig.5).

キクガシラコウモリの mENK 免疫陽性 HB の大き
さは, 非冬眠期 (ｎ＝141) において, 0.8μm のもの
が約45％で多く, 次いで, 1.0μm のものが約30％で,
1.2～1.6μm のものが５％以下であった. eH (ｎ＝
138) においては, 0.8, 1.0μm のものが, 約35％で,

1.2μm のものが約10％で, 最大が1.6μm でわずか
0.5％であった. mH (ｎ＝209)では, 1.0μm のもの
が約30％で最も多く, 1.2～1.6μm のものが約20％か
ら10％で, 最大のものは, 1.8μm で５％以下であっ
た. lH(ｎ＝246)においては0.8μm のものが約30％
と最も多かったが, 1.0μm と1.2μm のものを合わせ
ると約50％を占め僅かに小型のほうにシフトしていた
(Fig.6).

キクガシラコウモリの冬眠期における HHT での
HB の大きさの部位差は, pPVN (ｎ＝172)では1.0μ
m のものが約35％と多く, iP-S (ｎ＝121) では, 1.4
μm が約20％で最も多かった. sSON (ｎ＝231) と
vHyp (ｎ＝135) では, 1.2μm と1.4μm がそれぞれ
約20％と15％と多く, 1.6～3.4μm までのものが10数
％から５％前後と数はそれほど多くはないが, 大きい
ものが目立っていた. 注目すべきは vHyp で2.6μm
と3.2μm のものが５％前後観察された (Fig.7).

シマリスにおける非冬眠期と冬眠期との比較では,
非冬眠期では0.8μm が半数以上を占め, 1.0のものと
合わせると, 80％以上になった｡ 一方, 冬眠期では
1.0μm のものが約35％と最も多く1.2μm, 1.4μm,
1.6μm のものがそれぞれ約20％, 10％, そして５％
で合わせると約35％を占めていた (Fig.8).

２. 電子顕微鏡観察
冬眠期における HHT の神経線維を電子顕微鏡で観

察すると, HB の内部には, 直径100～200nm の分泌
顆粒が集積しているのが観察された (Fig.9). HB 以
外の軸策では, 分泌顆粒はまれにしか観察されなかっ
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Fig.3 ; High magnification photographs of methionine Enkephalin immunoreactive fibers with HB

during the non-hibernating(a) and hibernating(b) bat. Note the remarkable Herring bodies on

the photograph b.
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た (Fig.9 ; arrow head). 冬眠期における HB は, 遠
位部でしばしば径の大きいものが観察された (Fig.9 ;
arrow).

Ⅳ. 考 察

概年リズムと視床下部下垂体路 (hypothalamo-
hypohysial tract ; HHT)は, 密接に関わりをもって
いる. 特に, 視床下部の神経分泌核である室傍核と視
索上核は体内の水分の調節に深い関わりがある11). 概
年リズムの一つである冬眠は, 様々な生理機能を低下
させて環境に適応しているが, エネルギーの消費の削
減だけではなく体内の水分の調節も変化している. 室
傍核, 及び視索上核で分泌されるヴァソプレシン

(VP) は, 下垂体後葉から血液中に放出され, 腎臓内
の尿細管系の上皮細胞の受容体を介して水分再吸収に
よって調節を受けている12,13). 冬眠から覚醒の際には,
生理機能が急激に通常の値に復帰することが知られて
いる14)が, 水分量の調節機構も例外ではない15). 本研
究において, VP 免疫陽性ヘリング小体 (HB) が非
冬眠期から冬眠期の季節の進行と伴にその大きさが変
化し, 冬眠半ばで最大となり後半では僅かに小さくな
るといった変化を示した. この免疫組織学的及び電子
顕微鏡的観察から HB に VP の集積がなされ, その
後もとにもどることが明らかになり, HHT の概年リ
ズムへの深い関わりが示唆された.

視床下部で産生され, 軸索流で運ばれる分泌顆粒は,
多くの動物で100～300μm9)であるが, キクガシラコ
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Fig.4 ; Arginine Vasopressin immunoreactive in the area of the hypothalamus during the non-

hibernating(a, c＝high magnification) and hibernating(b, d＝high magnification) chipmunk.

PVN; paraventricular nucleus, SON; supraoptic nucleus. Ⅲ; third ventricle, opt; optic tract.
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ウモリでは100～200μm とわずかに小さかった. し
かし, HB への集積は電子顕微鏡の観察から多くの動
物の場合と同じであった. これまで HB への集積形
態の季節的な変化については記載がなかったが, HB
が顕著に現れる冬眠の過程を経時的に観察することで,
集積が一定の部位で集中的に起こるのではなく不規則
に起こることが明らかにされ, 経時的に大きさを変化
させ, 位置的にも経時的に移動させることから, 冬眠
から覚醒への準備であることが示唆された.

HHT での HB を伴った VP 陽性部位は, 神経線維
と HB に顕著に観察されたが, エンケファリン

(Enk) 陽性部位は, 神経線維では明確ではなく, HB
にも VP 陽性の標本ほど顕著ではなかったが, 非冬眠
期と冬眠期での大きさには明らかな差が観察された.
Enk などのオピオイドの VP 分泌への関与は, βエ
ンドルフィンやエンケファリンが食塩負荷によって血
漿の VP 濃度を上昇させるという報告16)や, ヒトでオ
ピオイドが VP 分泌を促進するという報告17,18)が示す
ように, Enk が VP の分泌と深く関わっている. 本
研究の Enk 免疫陽性部位の非冬眠期と冬眠期で, VP
陽性標本と同様に HB の形態の変化を示すという結
果は, HHT においても Enk が VP の分泌促進に深く
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Fig.7 ; Regional changes of the diameter of arginine

vasopressin immunoreactive Herring bodies during

hibernating bats. pPVN ; para-paraventricular nu-

cleus, iP-S; inter-paraventricular nucleus and

supraoptic nucleus, sSON; superior-supraoptic n

ucleus, vHyp ; ventral-hypothalamus.

Fig.8 ; Seasonal changes of the diameter of arginine

vasopressin immunoreactive Herring bodies during

non-hibernating(nH), and hibernating(H) chip-

munk.

Fig.5 ; Seasonal changes of the diameter of arginine

vasopressin immunoreactive Herring bodies during

non-hibernating(nH), early hibernating(eH), mid-

dle hibernating(mH), and late Hibernating(lH)

bats.

Fig.6 ; Seasonal changes of the diameter of methionine

enkephalin immunoreactive Herring bodies during

non-hibernating(nH), early hibernating(eH), mid-

dle hibernating(mH), and late Hibernating(lH)

bats.
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関わっていることを示唆している.
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Fig.9 ; Electron micrograph of longitudinal section

of axons containing numerous neuro-

secretory granules. arrow ; Herring body

showed large diameter at the distal region,

arrow head; Neurofiber contained slightly

secretory granules, Scal bar ＝ 1μm
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Morphological and seasonal changes in the nerve fibers on
the hypothalamo-hypophyseal tract at a circannual rhythm

Kazuo OHTOMO＊ Kohko FUKUHARA＊＊ Yi WU＊＊＊
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＊＊＊College of Life Science, Guangzhou University, China

Various physiological activities decline and energy metabolism is suppressed in hibernation, one part

of the circannual rhythm. Recent experiments have suggested that the hypothalamo-hypophyseal tract

(HHT) plays a significant role in the neural control of hibernating rhythms. The HHT is primarily

concerned with the secretion of neurosecretiory hormones in the hypothalamus. The morphological and

seasonal changes of immunopositive nerve fibers arginine vasopressing (aVP) and methionine enkephalin

(mEnk) in the HHT were observed immunohistochemically and analyzed by computer microscopic image

analysis. It was clear that mEnk participated in these changes. It was also clear that there is a disparity

in HB morphological change depending on the species of hibernator.
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