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炎症性サ イ トカインの混合投 与による

ラット視床下部室傍核における一酸化窒素代謝産物の変化

脇　田 哲　矢

内容の要旨

　中枢神経系において一酸化 禦素(NO)は 微小血管 の砿張作 用や神

経伝運作用 を持 つ とされ る一方で 、酸 化力の強い ベ ルオキシナ イ ト

ライ トとな り細胞膜の脂 質過酸 化t'DNA傷 害 を起 こす こ とが 知6it

て いる。 これ らの神経 毒性 と しての性 質か ら、脂外 悩.感 染aな ど

の 中枢神経 系疾 患に関与す る報瞥が な されてい る。炎症性サ イ トカ

インはin　vivaの 実験 にて誘導型 ・酸 化窒 紮合 成酵 講(iNOS7)を 発硯

させ る物質であIJ,中 枢.神経疾患 におけるNOの 産'1モには炎症性 サ イ

トカイ ンが介在 してい る可能性があ るが、直接坐 体局所にサ イ トカ

インを投 与 しNO動 態 を検討 した轍告は ない。 本実験 は ス トレス中枢

であ リサ イ トカ イン産生部位 であ る視床 ド部室傍核(PVN)に 炎症

性サ イ トカインを投 与 し、NO動 態の変化を検討 した。

〈方法 〉①PVN{_35け る炎CIF.性サ イ トカイン投1}に よるNO1代 謝産物

(NOa'}の 変化生体局所 での微 最物 質の回収が 行 えるー イクロ ダイ

ア リシス法 を用いてNOx'の 計測 を行 った。無麻酔 自由行動 のラ ット

のPVNに おけ るNOx'値 を測定 し、 さらに同sent.に サ イ トカイ ン

(TNFa(1/ing)、a-ip(2ng)とIFN　 y(2ng))を1に 独 または混合投

=}しその後の変化 を計測 した。

②PVNに おけ る炎症性サ イ トカ イン投 与に よるiNOS　mRNAの 検索

サ イ トカイ ンの幌合投 与後1_PVNか らroyal　RNAを 柚 出 し、　iNOSの

mRNAの 発現 をRT・PCRを 用いて行 った。

③PVNI:3iけ る炎症性 サ イ トカイン投 「}によるiNO5タ ンパ ク質 の同

定

サイ トカインの混合投 与後{:PVNの 凍結切片 を作戚 し、1itiNO5抗 体

を用いて免疫組繊学的検索 を行 った。

(結 果)(功rNF仏lL・ 嚇 とiFrr　yの そ れぞれ を単独 でlkU:ド 部室傍 核

へ投与 したが 、いずitも 投 与sa#IN後 までNOx'tdll:　 化は認 め らis

なか った。TNFaとlFN　 yの 混合投与 ではNOx'UGは1405}後 か ら漸 増

し、380分 で コ ン トロー ル殖の1.alrr_達 した。　TNFaと1L・1β の混 合

投与では 、NOx'値 は最大で コン トロール値の1.7倍 になった。3種 の

サ イ トカインを混合投 与す るとNOx'値 は120分 後か ら漸増 し最 大で

コン トロールfllの3.3倍に違 した。 またiNOSの 選 択的 阻轡薬であるア

ミノグアニジ ンは、炎症性 サ イ トカ イン投与後 のNOx'の 曜生 を有意

に抑制 した。

②RT・PCRの 結果、混合サ イ トカイ ンを投与 したPVNで は、 コン トロ

ールに対 しiNOSのmRNAの 発現が有意 に強 く紐め られた。

③ 炎症性 サ イ トカインを混合投 与 したPYNに おいて 、プローブ挿 入

部の 先端 をa心 に抗iNos抗 体陽性の細胞 が証め られた。 しか しコン

トロール群において も抗iNOS抗 体ua性 細胞 は存探 し、陽性細胞 数 に

有意差 は諺め られなかった。

　 以 上の実験に よ り、内因性 の物 質であ る炎症性 サ イ トカイ ンの相

乗効果 に よって、黛麻酔 自由行動 のラ ッ トPVNで は、　iNOSを 介 して

NOの 産生が増加することが示唆 され た。

論文審査の要旨

　 ラジカルであ る 一酸化案 素(NO)は 、NO合 成酵 素 〔NOS)に よ

って産生 され、中枢 神経 系 において血管拡 張作 用 ・神経伝違 作用 を

持つ とされ る ・方で 、酸化力の強 いベ ルオキ シナ イ トラ イ トとな り

細胞 膜の脂質遍酸 化やDNA傷 宵 を起 こす こ とが知 られている。 中枢

神経 系ifi来の塘養細胞 への炎症性サ イ トカインの刺激 に よ4NODのr

ga(?bllが認 め られ るが、生体 の中枢 神経 に直接 サ イ トカ インを投 与

してNO動 態 を検討 した報告 はない。　a研 究 では、 自由行動 ドの ラ ッ

トに対 し、ス トレス中枢 であ る視 床 ド部室傍 核 〔PYN)にTNFa、

1L・lp、　IFNγ を投'rしNO動 態 の変化 を検討 した。膀 実質の局所 のra

量物質 が回収 で さるマ イク ロyイ ア リシス法(MD法)を 用い て行

った実 験で は 、サ イ トカ インの単 独投 与 ではNO代 謝 髭物fNOx""

の曜生増加 は鋸 め られない ものの 、TNFaとIFN　 yの 混合投 与では対

照群の1.a倍に 、TNPaとlL・ipのilEA投`}で はNOx'はL7倍 に増加 した。

三種混合投与で{3,NOx"は33倍 に逐 し、そftら の反応 はa}イ トカイ

ンの椙乗効果で ある と考 え られた。 さらに誘導型iNOSに 対 し選択的

な幽害剤 であ るア ミノグアニ ジ ンの胞腔内投 与に よ1)サ イ トカ イン

によるNOx'の 巌生 増加は有意 に抑 制 さtt,さ らにPVNに おけ るiNOS

mRNAiの 転写促 巡があ る ことか ら、　NOx'の 醒生増 加はiNOSの 作tut:

よる もの と考 え られた。 また 、対 照群 と密度 に有意 差 を落め なか っ

たもの の、免疫組織 化学 的検討 よりサ イ トカイ ン投 与部位近傍 での

抗iNOS抗 体陽性細胞が 認め られた。以isよ りPVNへ のサ イ トカ イン

の投 与に よ りiNOSが 巌璽 されNOの 蟻也 が増加 す る可能性が示 され

た。

　審査 では 、本実験 に至っ た繰総 にっい て質ICIがなalt,ス トレス

中枢 と性ホ ルモ ン動態 の解明の実 験に取 り組 ん だ過 稚であ る と回答

　 iiた 。それ に対 し、直接 的 にアプ ローチする実験 を計 画す るべ き

だ との意 見が述 べ らitた 。 また、 半建量的RT-PCRI二 ついて 、定量性

+tfi!!るため に リアル タイムPCR等 を利用 して鮒度 を向上すべ きとの

意見が述べ られた。 また、MD法 でNO活 性が 上昇 したに も関わ らず 、

免疫組織 化"YIr1<にて抗iNO5抗 体 陽性細胞 数が対照群 とitmxし て有意

差が なかった こ とについ て質問 が な された 。免疫 組ua化 学法 でr3,

任意の断面の 陽性細胞 数の比較 は醇 滑の 活性化 を直接 反映 しな い と

の回答が な されたが 、 より客観 的に論文Lで 考察 すべ きであ るとの

意見が述べ られ 、論 文に加筆 が要請 された。 さらには 、実験 で産崖

されたNOの 生理 学的作用 につ いて も今後検atす べ きであ るという意

uが 述べ られた。

　 以上の よ うに 、本研 究は なおい くつ かの検討 を要す る点は残 され

た ものの、生体にお けるサ イ トカイ ン投 与に よるNO疏 生 を経時 酌に

殿察 し、サ イ トカイ ンの相乗 効果 を確 詔 したこ と、 さ らに その機 序

の.・部 を明 らかに した点 で、有意義 な研 究で ある と評価 された。
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