
 

２．疲労及び疲労感の分子・神経メカニズムの解明 

２．１．疲労感の脳担当部位とその役割の解明 

２．１．２．前頭前野ｾﾛﾄﾆﾝ･ﾄﾞｰﾊﾟﾐﾝ系とｸﾞﾙﾀﾐﾝ酸神経伝達系の関連 

筑波大学・基礎医学系 岡  戸 信 男 

（１）要  約 

 セロトニン関連遺伝子の慢性疲労症候群患者（CFS）に於ける多型性分布は、

対照群に比較してセロトニントランスポーター遺伝子のプロモーターのみに統

計学的な差異が見いだされた。一方、哺乳類新規神経ペプチドの候補としてヒ

ドラペプチド Hym176 として明らかにされているペプチドの相同物質が同定さ

れた。陽性細胞は視床下部弓状核にあり陽性線維は視床下部や坐座核などに分

布していた。Hym176 をラット脳室に投与するとセロトニンとドーパミン脳内動

態が変化した。 

（２）研究目的 

CFS の発症機構のなかで前頭前野のセロトニン・ドーパミン神経系は、グル

タミン酸神経伝達との関連で詳細に検討を要する重要な研究課題である。セロ

トニン・ドーパミン神経系はこれまでに担当研究者による研究でグルタミン酸

神経伝達をはじめとする点対点型神経回路のシナプス数を調節する機能をもつ

広範投射系神経系として位置づけられてきた（1, 2, 3, 4, 5, 6, 7）。１００

０億もの神経細胞によってできているヒトの脳には広範投射系とされる神経細

胞は数万しかないが、それら少数の神経細胞からでた線維は脳全体に広く分布

している。コンピューター型の点対点回路とは異なり広範投射系型回路は動物

の脳にしかない。 

セロトニン・ドーパミンなどの生体アミン系は精神分裂病、うつ病、知的障

害など精神機能やこころの病と深くかかわることが知られていた。しかし、生

体アミン神経系のもつ新しい調節機構を明らかにしなければ CFS の発症機構の

解明には迫れない。数多くの機構のうち現在最も重要と考えられる二つの課題

に関して解析を加えることを目的とした。 

 第一には、従来のリガンドと受容体との機構で作用機序を理解してきたが、

その他にセロトニンの作用機序を調節する新しい物質、セロトニントランスポ

ーター（5-HTT）の登場である。セロトニン線維から細胞外に放出されたセロト

ニンが受容体に作用して機能を発揮している状態のセロトニンを再利用するた
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めに、再びセロトニン線維内に運び込み役目をしている。即ち、5-HTT はセロ

トニンの働きを中断することによりセロトニン機能の調節を行っている。 

5-HTT の遺伝子に塩基配列の異なるものが何種類かあることが、１９９６年

にドイツのレッシュらの研究で明らかになった（8）。5-HTT 蛋白を作るための

遺伝子のプロモーターに塩基の繰り返しがあり、それが１４回繰り返す S 

(short)と１６回の L(long)タイプである。ヒトでは S と L が多い。さらに S と

L に比べれば頻度は少ないが、１８回または２０回繰り返す XL (extra long)

タイプがある。こうしたことを一般に遺伝子多型性とよんでいる。 

5-HTT の多型遺伝子のそれぞれのタイプは、機能を異にしている可能性が示

されている。核内の染色体上の DNA情報はメッセンジャーRNAに読みとられる。

そしてメッセンジャーRNA は核を出て細胞質に移動して、メッセンジャーRNA

に書き移された遺伝情報に基づき、アミノ酸が組み合わさって、それぞれ個別

の蛋白質が作られる。プロモーターは DNA からメッセンジャーRNA に情報が読

みとられる効率を調節する部位である。L 型をもつプロモーターでは S 型に比

べ、読みとり効率が高く、メッセンジャーRNA が多くなり、最終産物の 5-HTT

蛋白が L 型では多量に生産される。従って L 型を持つヒトの脳内では、5-HTT

蛋白が多く、細胞外のセロトニンがセロトニン線維内に向かってより多く運ば

れ、結果的に細胞外でのセロトニン量が減少して、セロトニンが受容体に作用

してセロトニンが機能を果たしづらくなる。XL ではどうかというと、現在研究

中であり結果はまだ分からないけれども、XL 保有者の血液中のセロトニン濃度

が低いので、恐らくは脳内濃度も低下していると考えている。慢性疲労症候群

でもその発症メカニズムにセロトニンが関わることが示唆される研究がある

（9）。そのため本研究の第一の目的は CFS に罹患した患者のセロトニン関連遺

伝子の多型性として、5-HTT プロモーター遺伝子の他に 5-HTTintron（11/11、

11/9、9/9）と 2A 受容体（A/A、A/G、G/G）の多型性に関しても検討を加えた。 

慢性疲労症候群に関わる発症機構の解明の第２の課題として本研究では次の

課題の解明を目的とした。セロトニンとドーパミン線維を送り出す起始核はそ

れぞれ中脳の縫線核と前被蓋野にある。その両者の起始核の調節機構として未

知のペプチドが機能している可能性が考えられる。ペピチドは生体アミンの数

千分の１の濃度、グルタメイトに比べれば数十万分の１の濃度しかない極めて

少ない濃度でしか存在しない物質である。現在では少量しかない哺乳類新規神

経ペプチドの発見には新しい研究戦略が必要とされる。本研究ではその為にヒ
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ドラペプチドの抗体を利用して哺乳類新規神経ペプチドの探索を試みた。ヒド

ラは神経系をもつ動物の中で最も原始的な腔腸動物である。このヒドラから網

羅的にペプチドを単離する研究が始まり、最終的にヒドラには１３００種類の

ペプチドが存在することが考えられている（10）。本研究ではヒドラペプチドの

研究で発見されたペプチドの抗体をマウス脳に免疫組織化学法を施し、その組

織学的反応パターンから新規ペプチドの存在を予想し、新規ペプチドの単離を

試みた。 

 

（３）研究方法 

  １）疲労症候群患者と対照群でのセロトニン関連遺伝子多型性の分析 

 血液から genomicDNA を採取して 5-HTT プロモーター、5-HTTintron 2、セロ

トニン 2A 受容体蛋白をコードする遺伝子を PCR で増やした。この産物を２％

アーガロースゲル電気泳動を行い、多型性を解析した。 

  ２）新規哺乳類神経ペプチドの探索 

 抗ヒドラペプチド抗体をマウス脳に用いた免疫組織化学的検索 

 C 末 が PKVamide となっているヒドラペプチドのアミノ酸配列は、

Ala-Pro-Phe-Ile-Phe-Pro-Gly-Pro-Lys-Val-amide である。PKVamide を認識す

るポリクローナル抗体を福岡女子大学小泉修教授より供与された。成体マウス

を深麻酔下でザンボニ液により灌流固定して脳を取り出し、数時間の後固定を

行う。凍結ミクロトームで３０—４０μm 厚の前額断連続切片を作成した。第

一次抗体を５０００—１００００倍の希釈で浮遊切片に作用させ、ABC 法で反

応した。反応後、切片をゲラチン処理スライドグラスに張り付け脱水してカバ

ーグラスをかぶせて検鏡した。 

 新規哺乳類新規神経ペプチドの単離 

 抗 PKVamide ヒドラペプチド抗体で認識される神経ペプチドを抽出する為に、

熱酢酸法により粗ペプチド分画を抽出した。その後、逆相カラム PepMapC18 を

用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と、抗 PKVamide 抗体を用いた競合

的 ELISA を組み合わせて精製を行った。HPLC で得られた全ての分画について競

合的 ELISA を行い、陽性を示した分画を次の HPLC に使用した。このスクリー

ニングを三段階行い、強く反応する１分画を得て、アミノ酸配列分析を行った。 

 ウ）ヒドラペプチド PKVamide の哺乳類での生理機能 

 生理機能を調べる為に PKVamide を尾静脈または側脳室に投与して、１５分
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—１時間後に血中脳下垂体前葉ホルモンの定量を行った。またモノアミン代謝

への影響を調べる為に、電気検出器付き HPLC でモノアミンと代謝物の定量を

行った。 

（４）研究成果 

１） CFS のセロトニン関連遺伝子多型性 

 セロトニン関連遺伝子の多型性は 5-HTT のみに CFS と対照群との間に統計学

的差異が認められた。CFS５７人、対照群１１５人の血液サンプルから DNA を抽

出して、PCR で対象遺伝子部位を増幅して電気泳動で多型性を調べた。CFS の

5-HTT では S と L がそれぞれ 21.9 %、78.1 %であった。 対照群では S と L が

それぞれ 13.5 %、85.7 %であり、統計学的に有意差が認められた（p < 0.05）。 

 

    ２）新規哺乳類神経ペプチドの探索 

 抗ヒドラペプチド抗体をマウス脳に用いた免疫組織化学的検索 

 これまでの研究では PKVamide に関する解析が進んでいるので、ここでは

PKVamide について述べる。以下のスキームはマウス脳前額断切片で陽性細胞の

出現した部位を三角で、陽性線維の観察される部位を丸で表している。切片の

スキームは吻側から尾側方向に向かって並べられている。各脳部位を表す略字

は以下の部位を表す。 

 

Acb：坐座核、AH：視床下部前部、Arc：弓状核、BMA：扁桃体基底内側核、BST：

基底核、Ce：扁桃体中心核、DM：背内側核、DMPAG：中心灰白質背内側部、LDTg：

背外側被蓋核、LPAG：中心灰白質外側部、LS：外側中殻核、MeA：内側扁桃体核、

MPO：内側前視索核、Pa：視床下部室傍核、Pe：視床下部脳室周囲核、PV：視床

室傍核、VTA：腹側被蓋野 
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 新規哺乳類新規神経ペプチドの単離 

 第１段階目の精製：粗ペプチド分画を逆相カラムで分画した。各分画の競合

ELISA による免疫活性の測定し、陽性分画を同定した。第一段階の２５—３１

番分画を逆相カラムで分画した結果、競合的 ELISA により９—１３分画に免疫

活性が認められた。第二段階の９—１３分画を逆相カラムで精製した結果、１

３番分画のアミノ酸配列を決定した。 

 アミノ酸配列は現在まで N 末から３８残基まで決定した。その結果、既知の

蛋白の一部が塩基性アミノ酸が二つ続く部分からプロッセッシングされて生じ

た４０残基のペプチドと考えられる。 

 

  ウ）ヒドラペプチド PKVamide の哺乳類での生理機能 

 ヒドラペプチドをラットに投与すると、脳下垂体ホルモンでは成長ホルモン

の血中濃度が５０％増加した。脳室内への投与では脳内セロトニン濃度が  

２０％低下し、ドーパミン代謝率が２倍に増加した。 

 

（５）考  察 

  １）CFS の 5-HTT 遺伝子多型性のパターンは対照群と有意に異なることが

明らかとなった。その結果、CFS の発症にセロトニン神経系が何らかのかたち

で関与していることが示唆された。運動後の疲労状態で脳内セロトニン濃度が

上昇することから、これまでに CFS へのセロトニンの関与が指摘されてきた。 

これまで原因が不明であった乳幼児突然死症候群（SIDS）でも、5-HTT の遺

伝子に特徴的な分布があり、セロトニンがその発症機序に重要な役割を果たし

ていることが、最近発表された我々の研究で明らかにされた（1１）。しかし、

SIDS では 5-HTT の遺伝的要因に加えて、危険因子とされる環境要因や時期的要

因が相加的になって、呼吸中枢での最大の興奮性入力であるセロトニンの機能

を低下させることが、発症の要因となると考えられている。CFS でも 5-HTT の

遺伝的要因に加えて環境要因と時期的要因が発症の基盤をなすと推測される。

CFS では各種のウイルス感染を示す抗体が患者血清中に検出され、ウイルス感

染が病態の発症機序の一部であることが指摘されてきた。ウイルス感染が脳内

セロトニン濃度を上昇させる要素となっていることを考え合わせると CFS の発

症機序を考える上で興味深い。 
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   2) ヒドラペプチドに対する抗体で免疫陽性反応を示した細胞体と線維の分

布は、これまでの報告のある proopiomelanocortin（POMC）とほとんど一致し

ている。しかし、POMC と PKVamide では抗体が認識する C 末の２—３アミノ酸

の組成が全く異なることから POMC 以外のペプチドである可能性が高い。事実、

HPLC で分離したペプチドの配列は POMC とは全く異なることから４０アミノ酸

からなる新しい哺乳類神経ペプチドであると考えられる。 

PKVamide の脳室内注入によりセロトニンとドーパミンの脳内濃度が変化し

たことから、当初目的としたモノアミン系の調節機能を有する新規ペプチドが

存在する可能性がある。 

ペプチドの脳内濃度はモノアミンの数千分の１、グルタメイトの数十万分の１

と極めて微量である。その為に新しいペプチドの発見にはこれまで時として数

万頭の動物を使用してきた。しかし、そうした従来の研究戦略では脳の広い部

位に比較的多くあるペプチドのみしか発見できなかった。限られた系や少ない

部位にある少量のペプチドを見いだすには従来とは異なる新しい戦略が必要に

なっている。本研究で試みた方法は神経系を持つ動物のうちで最も原始的であ

るヒドラのペプチドに対する抗体を利用する全く新しい戦略と言える。ヒドラ

には推定で１３００種類のペプチドがあり、現在も進んでいる網羅的なヒドラ

ペプチドの単離により、多くの哺乳類神経ペプチドの発見につながる可能性が

ある。 
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