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（１）要約 

 疲労動物モデルとして Poly I:C の腹腔内投与による感染疲労ラットを作成し、自

発行動量の低下が投与後少なくとも一週間は持続することを示した。Poly I:C 投与に

よって、大脳皮質および視床下部の視索前野の IFN-α、 IFN-γ、5-HT トランスポー

ター、および p38α MAP キナーゼの mRNA 量が投与翌日から一週間にわたって増加し

た。また、Poly I:C を無条件刺激、サッカリン水を条件刺激にして、行動量の低下を

条件付けすることに成功した。この条件付け行動は、5-HT 1A 受容体アゴニストの前

投与で阻害された。 

 

（２）研究目的 

免疫系情報伝達物質であるサイトカインが、おもにグリア細胞によって中枢神経内

でも産生されることは、よく知られている。脳内で産生されたサイトカインは、中枢

神経系に作用し、自律神経や内分泌系、摂食、睡眠、体温調節などに大きな影響を与

えることが、行動学、電気生理学、および内分泌学的研究によって明らかになってい

る。これらのサイトカインの中枢神経作用と、疲労に伴う様々な兆候には多くの類似

性があり、従って疲労の発現や持続と脳内サイトカインとの関連が強く示唆される。 

一方、脳内サイトカインの産生は、中枢神経系における感染などの炎症によって誘

発されるだけでなく、拘束ストレスや環境ストレスなど、非炎症性ストレスによって

も誘導される。そして、疲労もまた、様々なストレスによって誘発され、さらに重症

化、あるいは慢性化される。疲労の種類は、 (1)強制歩行などによる肉体的疲労、(2)

拘束や不安による精神的疲労、(3)暑熱暴露などによる環境疲労、および(4)感染や腫

瘍、および自己免疫疾患などによる免疫学的疲労、に分けることができる。これらの

分類は、とりもなおさずストレスの分類法でもあり、従ってストレスと疲労とは、表

裏一体をなすものであり、脳内のサイトカインはこれらを結ぶ、キーワードになると

考えられる。 

本研究課題である「サイトカインの疲労生体信号への道筋」の最終的な目標は、脳

内で産生されるサイトカインの、疲労の発生要因および疲労感の増強への関与を、神

経生理学的および分子生物学的手法を用いて検討することであり、そのために、まず、

①疲労による脳内サイトカインの産生動態を mRNA レベルで明らかにする手法として、

リアルタイムキャピラリーPCR法を用いた mRNAの定量法を確立することを目標とした。
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さらに、②環境ストレスとして暑熱暴露、および感染ストレスとしての PolyI:C 投与

をラットに加え、自発運動量を指標に疲労動物モデルを作成すること、③各種ストレ

ス時の脳内局所のサイトカインや蛋白キナーゼ(p38 MAP キナーゼ)および IκBβ 

mRNA の発現量を定量的に測定し、サイトカインの脳内作用、および疲労の発現や持続

に対する影響を、モデル作成方法（ストレス）の違いを考慮しながら比較検討するこ

と、④疲労因子としての脳内セロトニン(5-HT)系の関与を検討するため、IFN-αおよ

び-γで誘導されることが知られている 5-HT トランスポーター (5-HTT) mRNA の発現

量を検討すること、さらに⑤脳内 5-HT 動態に対する Poly I:C 投与の影響を、in vivo

マイクロダイアリシス法を用いて検討し、⑥IFN-αによる疲労の発現と、古典的条件

付けの脳内メカニズムとの関連に注目し、Poly I:C を無条件刺激に用いて、発熱と活

動量低下の条件付けを試み、その神経メカニズムと疲労との関連を考察することなど、

以上 6 点を研究の目的とした。 

 

（３）研究方法 

 １）リアルタイムキャピラリーPCR 法を応用した mRNA 定量法 

キャピラリーを用い、PCR バッファー内のサイバーグリーン I による蛍光をサイクル

ごとに測定するリアルタイム PCR 法［１］を応用して、脳内局所のサイトカイン mRNA

の定量を行った。 

ラットを冷却した生理食塩水で潅流した後、脳を取りだし、大脳皮質、小脳、海馬、

および視床下部の内側視索前野(MPO)、外側視索前野(LPO)、室傍核(PVN)、外側野(LHA)、

および腹内側核(VMH)の各ブロックを取り出し、平成 11 年度に購入した自動核酸抽出

装置を用いて、全 RNA を抽出し、さらに逆転写を行って cDNA を作成した。そのうち

一部は、通常のチューブを用いる PCR 法で目的とする cDNA の PCR 産物を作成し、こ

れを精製して、既知濃度の cDNA を含む段階希釈溶液を作成した。これらの段階希釈

溶液、およびサンプルを同時にキャピラリーを用いて増幅する際に、PCR バッファー

液にサイバーグリーン Iを入れておくと、PCR 時にサイバーグリーン Iの蛍光強度を、

各サイクル毎に測定することによって、増幅曲線が作成される（図 1A）。そこで、増

幅がプラトーに達するより前のある一定の蛍光強度（図 1B 上の点線）において、cDNA

濃度の対数とサイクル数との標準直線を作成すると、この標準直線から、同時に増幅

したサンプルの cDNA 濃度を定量することができる（図 1B）。この方法を用いると、サ

ンプルの cDNA 濃度が少なくとも 100 コピー/μl まで測定できた。視床下部の各部位

のサイトカインについてプライマーを設計し、PCR を行ったが、比較する際には、サ

ンプルの RNA 量によるばらつきを補正するため、ハウスキーピング遺伝子である

gylceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (G3PDH)の mRNA も同じサンプルで測定

し、その値で割ったものを用いた。また、この方法は、PCR 終了後、温度を変化させ
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ながら蛍光強度を連続的に測定することで PCR 産物の融解曲線が得られる。従って融

解曲線を微分し、ピークを観察することで目的とする PCR 産物が生成されたかどうか、

あるいは単一なものかどうかが判定できるという利点がある。 

 

 ２）疲労動物モデルの作成 

  ア）自発運動量の測定 

 ラットを用い、ホームケージ内に設置した直径約 30cm の回転かごに自由に入れる

ようにし、回転数を 1 分ごとにコンピュータに取り込んだ。 

  イ）暑熱暴露モデル 

 人工気候室において室温 36℃、湿度 60～70%の環境に一日 1 時間の暴露を、連続し

て 3 日間連続して与えた。暑熱暴露の体温が上昇するのを確認し、再びホームケージ

に戻した。また、別の群では、暑熱暴露の直後および 1 日後に、脳を取り出し、サイ

トカインの mRNA を定量した。 

  ウ）Poly I:C による感染モデル 

 ラットの自発運動量をホームケージ内に設置した回転ケージの回転数で測定し、回

転数が安定したところで腹腔内に Poly I:C (3mg/kg)を投与した。発熱を確認し、自

発運動量は、Poly I:C 投与後 1 週間は観察した。また、脳内サイトカインおよび 5-HTT

の mRNA 量は、Poly I:C 投与の翌日および 1 週間後に脳を取り出し、測定した。 

 

 ３）mRNA の定量 

 上述したリアルタイムキャピラリーPCR 法を応用して、ラットの大脳皮質、小脳、

海馬、視床下部内側視索前野(MPO)、外側視索前野(LPO)、室傍核(PVN)、外側野(LHA)、

および腹内側核(VMH)を切り出してサイトカイン（IFN-α、IL-1β、TNF-α、および

IL-6）、および 5-HTT の mRNA を定量した。さらに、p38αMAP キナーゼおよび IκBβ

の mRNA についても測定した。これらの物質のプライマーと PCR 産物の大きさは、以

下の通りであった。 

       センスプライマー      アンチセンスプライマー 

IFN-α (488 bp) 

5'-CCTGCCTCATACTCATAACC-3' 5'-CTTCTCTCAGTCTTCCCATC-3' 

IL-1β (378 bp) 

5'-CAAAAATGCCTCGTGCTGTC-3' 5'-CCGACCATTGCTGTTTCCTA-3' 

IL-6 (602 bp) 

5'-GTTGCCTTCTTGGGACTGAT-3' 5'-TAGGTTTGCCGAGTAGACCT-3' 

TNF-α (509 bp) 

5'-GACCCTCACACTCAGATCAT-3' 5'-TAGGTTTGCCGAGTAGACCT-3' 
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5-HTT (313 bp) 

5'-TTAGCATCTGGAAAGGCTGTC-3' 5'-CTTGTCATGCAGTTCACCAC-3' 

p38α (320 bp) 

5’–TGAAGTGTCAGAAGCTTACCGA-3’  5’-AAACAACGTTCTTCCGGTCAAC-3’ 

IκBβ (294 bp) 

5’ -GAGTGTTGGTGACTGAGAGA-3’   5’ –GGATGACAGCTACATGGAGT-3’ 

G3PDH (544 bp) 

5'-AAAA GGGTCATCATCTCCGC-3' 5'-CAGCATCAAAGGTGGAGGA A-3' 

 

４）in vivo マイクロダイアリシス法による脳内 5-HT 動態 

透析チューブを用いて作成した半透膜プローブをラットの前頭前野に刺入し、1μ

l/min で環流しながら細胞外液を回収し、20 分ごとのサンプル (20 μl)を高速液ク

ロマトグラフィーで分離した後、電気化学検出器 (electrochemical detector, ECD)

で、酸化還元電位により 5-HT 濃度を測定した。 

 

５）疲労および発熱の条件付け 

ラットの腹腔内に送信器を植え込み、テレメトリーシステムにより体温および運動

量を測定しながら、1 日 30 分間 (9:00～9:30)の制限飲水を 2～3 週間行った(Pre)。

Training 日には、水の代りに条件刺激としてサッカリン水を与え、その直後に無条件

刺激として Poly I:C (1mg/kg)を腹腔内投与した（Conditioned 群）。対照群は通常通

り水を与えて Poly I:C を投与した（Unconditioned 群）。その後 3 日間は、水を与え 

(Interval (Int.))、4 日目にサッカリン水（条件刺激）を与えた (Test 日)。さらに

その後数日間は、体温および運動量を測定した (Post)。 

 

（４）研究成果 

 １）暑熱暴露による脳内サイトカイン mRNA 動態 

 ラットを暑熱 (36℃)環境下に 1 時間暴露すると、体温が約 3℃上昇した。視床下部

各部位の IFN-α mRNA は、暑熱暴露によって内側視索前野 (MPO)、外側視索前野 (LPO)、

室傍核 (PVN)、および腹内側核 (VMH)で著明に増加し、IL-1βmRNA は、MPO および LPO

では変化せず、PVN、視床下部外側野 (LHA)、および VMH で減少した。一方、IL-6 お

よび TNF-αmRNA 量は、暑熱暴露によって変化しなかった。 

 

 ２）暑熱暴露および Poly I:C による自発行動量の変化 

暑熱暴露および Poly I:C による自発行動量を比較すると、図 2 に示すように、明

らかな相違が見られた。すなわち、36℃、1 時間の暑熱暴露では、自発運動量は初日
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のみ低下したが、その後連続して 2 日間暴露しても、活動量はむしろ増加した。一方、

腹腔内に Poly I:C (1mg/kg)を投与すると、自発運動量は投与翌日から低下し、8 日

目まで持続した。対照群として、生理食塩水を投与した。 

 

 ３）Poly I:C による脳内サイトカインおよびその関連物質の mRNA 動態 

 ア）IFN-αおよび IL-1β mRNA の変動 

 Poly I:C および生理食塩水投与群後 1 日目および 8 日目のラットの脳を取りだし、

その切片から、大脳皮質、小脳、海馬、視床下部の MPO、LPO、PVN、LHA、および VMH

の各部位の IFN-αmRNAの定量を行った。図 3に示すように、ラットの腹腔内に Poly I:C

を注射して 1 日後では、IFN-α mRNA は大脳皮質、小脳、MPO、LPO で有意に増加し、

大脳皮質および MPO では 1 週間後でも増加は持続していた。また、PVN、VMH および海

馬では 1 週間目の方がより著明に増大していた。一方、 IL-1βmRNA は、Poly I:C 投

与の翌日は IFN-αと同じ部位で増加していたが、一週間後には、投与前のレベルに戻

っていた。 

 すでに述べたように IFN-α mRNA は、暑熱暴露によっても増加するが、自発運動量

は暑熱暴露によって 2 日目以降はむしろ増加した（図 2）。そこで、Poly I:C との違

いを mRNA レベルで検討するため、暑熱暴露の翌日に IFN-α mRNA を定量したところ、 

Poly I:C と異なり、IFN-α mRNA は、すでに投与前のレベルに戻っていた。 

 イ）5-HTT mRNA の変動 

 強制歩行により疲労を誘発したラットの脳内で細胞外セロトニン濃度が上昇して

いることから、中枢性疲労にセロトニンの関与が示唆されているが、その詳細は不明

な点が多い。一方、最近、グリア細胞において IFN-αがセロトニントランスポーター

（5-HTT）の発現を促進することが明らかになった［２］。そこで、Poly I:C 投与によ

る脳内 5-HTT mRNA 量を定量し、変化のパターンを IFN-αと比較検討した。 

 図 4 に示すように、Poly I:C の腹腔内投与によって、投与 1 日後には大脳皮質、MPO

で増加し、これらは 1 週間後も増加していた。また、PVN、VMH、および海馬では 1 週

間後の方がより著明に増加していた。すなわち、Poly I:C 投与後の 5-HTT mRNA の増

加パターンは、IFN-α mRNA の変化（図 3）とほとんど同じであった。 

 ウ）p38 MAP キナーゼおよび IκBβ mRNA の動態 

 細胞が種々の刺激を受けると、増殖、炎症、およびアポトーシスに関連した様々な

蛋白キナーゼや転写調節因子が活性化される。そのなかで p38 MAP キナーゼ、および

Nuclear Factor κB (NFκB)の活性化のマーカーである IκBβの mRNA について、Poly 

I:C による発現の変化を検討した。図 5 に示すように、p38 MAP キナーゼ mRNA は、MPO

および PVN で増加し、IFN-α mRNA と同様、1 週間後までその増加は持続した。一方、

IκBβ mRNA は、Poly I:C 投与の翌日は増加していたが、1 週間後には元のレベルに
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戻っていた。この経過は、IL-1β mRNA と一致していた。 

 

 ４）Poly I:C による脳内 5-HT 濃度の変化 

 ラットの前頭前野に透析プローブを刺入し、5-HT 濃度が安定した後、Poly I:C を 3 

mg/kg 腹腔内投与し、その後約 6 時間測定した。その結果、前頭前野の 5-HT 濃度は、

Poly I:C 投与によって約 3 時間後から、基礎値の 10～20％低下することが明らかに

なった。 

  

 ５）発熱および活動量低下の条件付けの試み 

1 日 30 分間の制限飲水をしたラットに、条件刺激としてサッカリン水を、無条件刺

激として Poly I:C (1mg/kg)の腹腔内投与を行い、その 3 日後にサッカリン水を与え

ると、約 1 時間後に体温が上昇したことから、発熱が条件付けされたことが示された。 

 図 6 は、1 日のうちで自発運動がほとんどなく、じっとしている時間（Resting 

Time）の総和をグラフにしたものである。Unconditioned 群では、Poly I:C 投与前（Pre）

と比較して、Poly I:C 投与日（Training）、サッカリン水投与前日（Interval、Int.）、

サッカリン水投与日（Test）、およびその翌日（Post）は、いずれも Resting Time が

長い傾向が見られたが、それぞれ有意差はなかった（図 6 左）。しかし、Conditioned

群において、サッカリン水だけを与えた日（Test）の Resting Time は、Pre および

Post と比較して有意に増加していた（図 6 右）。すなわち、無条件刺激を Poly I:C、

条件刺激をサッカリン水とすると、条件刺激によって活動量が低下したことから、活

動量低下の条件付けは成功したと考えられた。 

 さらに、活動量の条件付けにおける 5-HT 系の関与を検討するため、Test 日にサッ

カリン水（条件刺激）を提示する前に 5-HT 1A 受容体アゴニストを腹腔内に前投与し

ておくと、活動量の低下が阻害された。 

 

（５）考察   

 本研究によって、ストレス時における脳内のサイトカイン産生動態が明らかになっ

た。mRNA の定量的測定法としては、ミミック DNA あるは RNA を用いる競合的 RT-PCR

法が比較的定量性の高い方法であったが、最近は、リアルタイム PCR 法を用いた測定

法も散見するようになった。本研究では、キャピラリーチューブを用いたリアルタイ

ム PCR 法を用いた。PCR 産物の検出法としては、DNA 二重鎖に結合する蛍光色素であ

るサイバーグリーン I を用いた。 

 暑熱暴露により視床下部の MPO、PVN、および VMH において、IFN-α mRNA が有意

に増加していた。一方、IL-1βの mRNA はむしろ低下していたことから、同じストレ

ス刺激でも、サイトカインによって産生動態に対する影響は異なることが示された。
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ストレスによって脳内でサイトカインの産生が誘導される機序については、不明な点

が多い。しかし最近我々は、c-fos mRNA のアンチセンスオリゴ DNA を MPO に微量注入

して FOS 蛋白の発現を阻害すると、IFN-αの mRNA 量が低下することを見いだした。

すなわち、IFN-α mRNA の転写調節に FOS 蛋白が関与していることが考えられる。 

一方、ラットに温熱ストレスを 3 日間連続して加えても自発行動量は低下するどこ

ろか、むしろ上昇した。ラットにケージスイッチなどのマイルドなストレスを加える

と、その後ラットは回転かごを回し始め、回転数は上昇する。従って、本研究で観察

された暑熱暴露後の自発行動量の増加は、ストレスに対する代償行為を反映している

可能性がある。ところが、2 重鎖 RNA である Poly I:C を腹腔内に投与すると、自発運

動量は投与後、少なくとも 1 週間にわたって自発運動量が投与前の 50～60%まで低下

することが明らかになった（図 2）。従って Poly I:C は、感染疲労モデルの作成に用

いうると考えられる。 

 脳内の IFN-α mRNA をリアルタイム RT-PCR 法で測定すると、大脳皮質、海馬、MPO、

PVN、および VMH において、Poly I:C 投与 1 週間後でも増加していた（図 3）。暑熱暴

露によっても脳内の IFN-α mRNA が増加するが、活動量は暑熱暴露によってむしろ増

加することが明らかになった。IFN-α mRNA が暑熱暴露の翌日には著明に低下してい

たのに対し、Poly I:C は mRNA の増加が 1 週間後まで持続し、自発運動量の低下も同

様に持続していたことから、脳内の IFN-αが疲労の発現に強く関与していることを示

唆している。 

 従来から中枢性疲労のメカニズムとして 5-HT 説がある。これは、おもに強制歩行

などの肉体的疲労において、中枢神経系において 5-HT の合成が亢進し、細胞外 5-HT

濃度が上昇すること、脳内へのトリプトファンの取り込みを抑制すると肉体的疲労度

が低下すること、などが根拠になっているが、疲労のメカニズムにおける関与の詳細

は不明な点が多い。本研究において、Poly I:C の投与により自発運動量の低下と一致

して大脳皮質や視床下部の特定の部位で 5-HTT mRNA が増加し、前頭前野では、マイ

クロダイアリシス法で 5-HT の細胞外濃度が低下していることが明らかになった。従

来から、5-HTT はおもに 5-HT ニューロンの細胞体や樹状突起およびシナプス前終末に

発現することが知られている。5-HT ニューロン自体はおもに中脳の縫線核に存在し、

従って 5-HTT ニューロンの神経終末しかない視床下部や大脳皮質で見いだされた

5-HTT mRNA が、5-HT ニューロン由来である可能性は考えにくい。一方、最近になっ

て、アストロサイトが 5-HTT を発現していることが RT-PCR で確認され、機能的にも

選択的 5-HTT 再取り込み阻害剤（selective serotonin re-uptake inhibitor、SSRI）

のターゲットとなっていることが示された。従って本研究で大脳皮質や視床下部で検

出された 5-HTT mRNA は、アストロサイト由来である可能性が高い。また、Poly I:C

投与後の IFN-α mRNA の発現パターンと 5-HTT mRNA のそれとはほぼ一致しているこ
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とが明らかになったが、最近、培養アストロサイトにおいて、IFN-αが 5-HTT mRNA

の発現を誘導することが示された［２］。従って、本研究において脳局所で産生され

た 5-HTT mRNA は、同じ部位で産生された IFN-αによって誘導されたと考えられる。 

 本研究によって、Poly I:C は、発熱を惹起するとともに、脳内に IFN-α、および

5-HTT を誘導し、自発運動量を低下させることが明らかになった。さらに、無条件刺

激に Poly I:C を、条件刺激にサッカリン水を用いることによって活動量の低下を条

件付けすることに成功した。これまで、恐怖条件付けによる活動の抑制（freezing）

が SSRI によってブロックされることが示されており、さらに本研究によって疲労の

条件付けが５-HT 1A アゴニストによって阻害されることが明らかになった。これらの

ことを考慮すると、Poly I:C によって誘導された IFN-αが 5-HTT の発現を増加させ、

細胞外の 5-HTT が減少することによって活動量の低下が起こると考えられる。条件付

けの阻害実験から、疲労の予防あるいは回復に 5-HT の reuptake inhibitor、および

5-HT 1A 受容体アゴニストが有効である可能性が考えられる（図 7）。今後さらに、Poly 

I:C による感染疲労の条件付けモデルを用いて、その疲労の発現に関与する脳内部位、

条件付けの神経メカニズムにおける IFN-αなどのサイトカイン、あるいは p38 MAP キ

ナーゼ、および 5-HT 系の関与などについて、行動学的、電気生理学的、およびアン

チセンスオリゴ DNA による 5-HTT の発現阻止実験などの分子生物学的手法を用いて研

究を行う予定である。 

IFN-αは、末梢で作用すると、NK 細胞活性を上昇させるにもかかわらず、ラット脳

室内に投与すると、脾臓交感神経活動の上昇を介して脾臓 NK 細胞活性が低下し［３、

４］、その脳内作用部位として MPO が示唆されている［５、６、７］。ストレスによっ

て、免疫機能が修飾を受けることは知られていたが、その機序として脳内サイトカイ

ンが重要であることが次第に明らかになってきた［８］。また、海馬に IFN-αが作用

すると、長期増強現象を抑制し、空間認知学習行動が障害される［９］。慢性疲労症

候群においても、NK 細胞活性の低下や学習能力の低下が報告されていることから、脳

内 IFN-αが、慢性疲労に何らかの役割を果たしている可能性は高いと考えられる。 
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図 1 リアルタイムキャピラリーPCR 法を用いた mRNA の定量方法 

A、定量方法のブロック図。B、上段、cDNA の段階希釈溶液（細線）およ

びサンプル（太線）の増幅曲線。下段、上段点線で設定した蛍光強度に

おける各溶液のサイクル数（横軸）とそれぞれの cDNA 濃度の対数による

標準直線（黒丸を結んだ線）から、サンプル（白四角）の cDNA 濃度が推

定できる。 
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図 2 Poly I:C (1mg/kg)による自発運動量の低下 

Poly I:C (1m/kg)を腹腔内投与すると、8 日後まで自発運動量が低下

した（▲）。暑熱暴露群（■）はむしろ運動量が増加した。＊、生食群と

の比較、P<0.05 

 

 
                図 3 Poly I:C による脳内 IFN-α mRNA の増加 

 

 

      図 4 Poly I:C による脳内 5-HTTmRNA の増加 
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  図 5 Poly I:C による脳内 p38 MAP キナーゼおよび IκBβ mRNA の増加 

 

 

   図 6  Conditioned および Unconditioned 群における条件刺激 

       （サッカリン水）投与前後の Resting Time 

 

 

      図 7 Poly I:C による疲労における 5-HT 系の関与 
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