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慶應 医 学 ・80(2):T39～T49,2003

学 位 論 文

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

慶應義塾大学医学部産婦人科学教室

   (指導:野 澤志朗教授)

   脇 田 哲 矢

(平成14年6月6日 受付)

Key words:paraventricular nucleus, nitric oxide synthase, tumor necrosis factor alpha, interleukin-1 beta,

      interferon gamma

 1980年 に 内 皮 細 胞 由 来 平 滑 筋 弛 緩 因 子 と し て

Furchgottら が想 定 した 物 質 は1),そ の後 ガ ス状 ラ ジカ

ル で あ る一 酸 化 窒 素(Nitric Oxide以 下NOと 略 す)

で あ る こ と が判 明 した2).NO合 成 酵 素(Nitric oxide

synthase以 下NOSと 略 す)は, L一ア ル ギ ニ ン と分 子

状 酸 素 を基 質 と し,NADPH, FMN, FAD,テ トラ ヒ ド

ロ ビオ プ テ リ ン((6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopteri

n以 下H、Bと 略 す)を 補 酵 素 と して, L一 シ トル リ ンと

NOの 生 成 を触 媒 す る酵 素 で あ る. NOSに は3種 の ア

イ ソ フ ォ ー ムが 存 在 す る.主 と して 中 枢 ・末 梢 神 経,副

腎 髄 質 に 分 布 す る 神 経 型NOS(neuronal NOS以 下

nNOSと 略 す)と 血 管 内 皮 細 胞 に存 在 し血 管 弛 緩 作 用

を持 っ 血 管 内 皮 型NOS(endotherial NOS以 下eNOS

と略 す)は 構 成 型NOSで あ り,通 常 は不 活 性 型 と して

存 在 し細 胞 質Ca2+濃 度 の 上 昇 時 に カ ル モ ジ ュ リ ンを 介

して 活 性 化 され る.一 方,誘 導 型NOS(inducible NOS

以 下iNosと 略 す)は 通 常 状 態 で は発 現 して お らず,炎

症 刺 激 に よ りマ ク ロ フ ァー ジ,白 血 球,脳 グ リア細 胞 な

どで 誘 導 さ れ る.iNOSは カ ル モ ジ ュ リ ン親 和 性 が 強 い

た め,細 胞 内Ca2+濃 度 非 依 存 性 の 酵 素 活 性 を有 す る.

さ ら にiNOSはhigh output NO合 成 系 と よ ば れ,一

度 誘 導 さ れ る と大 量 のNOを 合 成 しNOの 局 所 濃 度 を

著 し く上 昇 させ る3).

 NO供 与 体 やNO合 成 阻 害 薬 を 用 い た実 験 に よ り,

NOの 中 枢 神 経 系 に お け る様 々 な 生 理 学 的 作 用 が検 討 さ

れ て きた.中 枢 神 経 系 の血 管 の拡 張 作 用以 外 に も,海 馬

に お け る記 憶 の長 期 増 強(long term potentiation)4)や

小 脳 の プ ル キ ン エ細 胞 で の 長 期 抑 圧(long term de・

pression)5)等 の シ ナ プ ス の 可 塑 性 に 関 与 す る報 告 が な

され て い る.し か し,そ の 一 方 で,NOは 炎 症 反 応 に お

いて 同 時 に産 生 され る ス ーパ ーオ キ サ イ ドと反 応 し酸 化

力 の 強 いペ ル オ キ シナ イ トラ イ トと な る.ペ ル オ キ シナ

イ トライ トは細 胞 膜 の脂 質 過 酸 化 を 引 き起 こ し,DNA

に 傷 害 を起 こす こ とが 知 られ て い る6).こ の よ うな神 経

毒 性 と して の 性 質 か ら,脳 外 傷7),ア ル ッハ イ マ ー病8),

AIDS脳 症9)な ど の 中 枢 神 経 系 の 疾 患 に 関 与 す る可 能 性

が示 唆 さ れ て い る.

 iNosを 発 現 さ せ る物 質 と して,外 因性 と して は細 菌

毒 素 で あ る リポ ポ リサ ッカ ラ イ ド(1ipopolysaccharide

以 下LPSと 略 す),内 因 性 と して は炎 症 性 サ イ トカ イ ン

が あ げ られ るlo).腫 瘍壊 死 因子 α(以 下TNFα と略 す),

イ ンタ ー ロ イ キ ンﾟ(以 下1レ1β と略 す),イ ン ター フェ

ロ ン γ(以 下IFNγ と略 す)な ど は後 者 に 含 ま れ,炎 症

性 疾 患 発 症 時 に局 所 で の産 生 が 増 加 す る.炎 症 性 サ イ ト

カ イ ンの産 生 は免 疫 担 当 細 胞 の み で は な く,中 枢 神 経 系

細 胞 自身 も産 生 し,さ らに は その レセ プ タ ー も有 して い

る た め 即2),各 種 培 養 グ リア細 胞 にお い て炎 症 性 サ イ ト

カ イ ンの産 生,炎 症 性 サ イ トカ イ ン投 与 に よ るiNosの

誘 導 とNOの 産 生 が 報 告 さ れ て い る'0,13,14).また,ラ ッ

トにLPSを 全 身 投 与 す る と,視 床 下 部 に お い てIL-1ﾟ

とTNFα の レ ベ ル が 上 昇 し15),視 床 下 部 室 傍 核

(paraventricular nuclei,以 下PVNと 略 す)のiNOS

 本 論 文 は,Wakita T, Shintani F, Yagi G, Nozawa S, Asai M:Combination ofinflammatory cytokines increases nitrite

and nitrate Ievels in the paraventricular nucleus of conscious rats. Brain Res 905:12-20,2001の 一 部 を 含 む .
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mRNAの 転 写 を促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る16).こ

れ らの こ とか らLpsに よ るiNos誘 導 に お い て も,内

因 性 因 子 で あ る炎 症 性 サ イ トカ イ ンが 関 わ って くる こ と

が 示 唆 さ れ る.し か しなが ら今 日 までin vivoに お い て,

Lpsの 関与 な しに炎 症 性 サ イ トカ イ ンの み に よ るiNos

誘 導 の 直接 証 拠 は報 告 され て な い.本 研 究'7)で は無 麻 酔

自 由 行 動 下 の ラ ッ トを 用 い,炎 症 性 サ イ トカ イ ン を

PVNへ 注 入 しNOの 代 謝 産 物 で あ る亜 硝 酸 イ オ ン(以

下NO,一 と略 す)と 硝 酸 イ オ ン(以 下NO、 一と略 す)の

経 時 的 な変 化 を マ イ ク ロ ダ イ ア リシス法 に よ り観 察 す る

こ と に よ り,内 因 性 の 炎 症 性 サ イ トカ イ ンがNO産 生

に作 用 を して い るか を検 討 した.さ らに サ イ トカ イ ン投

与 時 のNO産 生 にiNosの 関 与 の 有 無 の 検 討 を,マ イ

ク ロダ イ ア リ シス法,RT-PCR,免 疫 組 織 化 学 法 を用 い

て検 討 を行 っ た.

対象および方法

 6週 齢 のSprague-Dawley系 ラ ッ ト(体 重240～260

g)を 三 協 ラボ サ ー ビス(静 岡)よ り購 入 した.ラ ッ ト

は12時 間 の 昼 夜 間 隔,室 温 制 御(23～25℃),自 由摂

食 摂 水 条 件 の も とで 飼 育 した.実 験 は 「慶 鷹 義 塾 大 学 医

学 部 動物 実験 ガ イ ドライ ン」(1988)に 準 拠 して と り行 っ

た.合 成 ヒ ト型IL-1ﾟ(specific activity 20 million U/

mg protein)は 大 塚 製 薬(徳 島)か ら提 供 さ れ た.合

成 マ ウ ス型TNFa(specific activity:20 million U/

mg protein),合 成 ラ ッ ト型IFN-y(0.9 million U/

mg), aminoguanidine hemisulfate salt(以 下 ア ミノ

グア ニ ジ ンと 略 す)はSigma(St. Louis, MO, USA)

か ら購 入 した.ウ サ ギ型 抗 ラ ッ トiNosポ リク ロ ー ナル

抗 体 はSanta Cruz Biotechnology社(Santa Cruz,

CA, USA)よ り購 入 した.そ の他 の 試 薬 に 関 して は記

載 の な い限 り和 光 化 学(大 阪)よ り購 入 した.

反応液 ボンプ
ドレイン

カラムオーブン

NOx Detector

ドレイン

NOD-10

移動相 ボンプ オートインジェクタ

マイクロシリンジポンプ

 (潅流用)

r‡1-・ }

1

分離カラム  還元カラム

O

l・

マイクロインジェクション付きブローブ

回
瀟謹  【==コ

データ処理装置

マイクロシリンジボンプ

(インジェクション用)

第1図 無 麻 酔 自由 行 動 下 にお け る ラ ッ トの マ イ ク ロ ダ イ ア リ シス法 に よ るNO代 謝 産 物 の 測 定 装

 置.ラ ッ ト頭 部 に マ イ ク ロ ダイ ア リシ ス用 側 管 付 きプ ロ ー ブ を挿 入 し,潅 流 は ハ ン クス 液 微 速 ポ

 ンプ を 用 いて 流 速1ｵ1/分 で行 った.潅 流 液 は20分 毎 に 自動 回収 した.NO detector-HPLC sys-

 temに よ り,各 潅 流 液 中 のNO2一 とNO、 一の 濃 度 測 定 を 行 った.試 料 は 最 初 の カ ラ ムでNO2『 と

 NO、 一に分 離 さ れ た.二 つ 目 の カ ラ ム は還 元 カ ラム で あ り, NO3一 をNOZ一 に 変 化 させ た.そ の後 試

 料 中 に存 在 す る それ ぞ れ のNO,一 を グ リー ス反 応 に よ り発 色 し,540 nmの 吸 光 度 計 で 測 定 した.

 潅 流 開 始3時 間 で,サ イ トカ イ ンの脳 実 質 へ の 投 与 を行 った.サ イ トカ イ ンは,TNFa, IL-1ﾟ,

 そ してIFNγ を個 別 あ る い は組 み 合 わ せ た もの を,2ｵ1の0.1%牛 血 清 アル ブ ミ ンを 含 む 滅 菌 生 理

 的 食 塩 水 に溶 解 し,注 入 用 微 少 ポ ンプ を 動 力 と して,0.2ｵ1/分 の速 度 で投 与 した.
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脇田 サ イ トカインによるPVNで のNOの 変化

1.ラ ッ トPVNに お け るNO代 謝 産 物 の 経 時 的計 測

 1)手 術 方 法

 61匹 の ラ ッ ト腹 腔 内 に ペ ン トバ ル ビ タ ー ル(50

mg/kg)を 投 与 し,充 分 な麻 酔 深 度 を 確 認 した.頭 部

を脳 定 位 固 定 装 置 に 固 定 し頭 蓋 を 露 出,大 泉 門 よ り後 方

1.7mm,左2.6 mmの 位 置 に ドリル を用 い て穿 孔 した.

マ イ ク ロダ イ ア リシス ・プ ロ ー ブ(以 下 プ ロー ブ と略 す)

を挿 入 す る た め の ガ イ ドシ ャ フ ト(MI-AG-8,外 径0.7

mm,エ イ コ ム京 都)を 垂 直 軸 よ り15度 外 側 へ 傾 斜 さ

せ,骨 表面 よ り深 さ6.9mmま で 挿 入,固 定 しだ8),術

後 は個 別 の ケ ー ジ に て6日 間飼 育 し,手 術 前 の 体 重 を

維 持 して い る こと を指 標 と して 回 復 を 確 認 した.

 2)マ イク ロ ダイ ア リシス法 に よ るNO代 謝 産 物 の測 定

 回 復 確 認 後,エ ー テ ル吸 入 麻 酔 下 に て プ ロー ブを挿 入

した。 プ ロー ブは炎 症 性 サ イ トカ イ ン投 与 の た め の側 管

が付 い た もの(MI-A-1-8-02,エ イ コ ム)を 用 い た.プ

ロ ー ブ挿 入 か ら24時 間 後,脱 気 した ハ ンク ス液(137

mM NaCI,5.4mM KCI,1.3mM CaClz,0.8mM

MgSOa,0.338 mM Na2HPO4,0.4 mM KHZPO,,5.6 mM

glucose 4.2 mM NaHCO,, pH7.4)を プ ロ ー ブ内 潅 流

に 用 い た.あ ら か じ め潅 流 液 か らはNO2一 とNO3一 が 検

出 され な い こ とを 確 認 した。 潅 流 は1ｵ1/分 で 行 い,潅

流 液 は20分 毎 に 自動 回 収 した.試 料 はNO detect-or-

HPLC system(ENO-10,エ イ コ ム)に よ りNO2一 と

NO3一 の濃 度 測 定 を 行 った.試 料 を 最 初 の カ ラム でNO、 一

とNO3一 に分 離 し,二 番 目 の カ ド ミウ ム を利 用 した還 元

カ ラ ムでNO、 一をNO、 一に変 化 さ せ た.そ の後,試 料 中

に存 在 す るそ れ ぞ れ のNO,一 を グ リー ス反 応 に よ って 紫

に発 色 さ せ540nmの 吸 光 度 計 で 測 定 した.吸 光 度 は

接 続 し た コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い て 記 録 ・解 析 し た

(Power Chrom, AD Instruments, Castle Hill,

Australia)(第1図).

 検 量 線 は亜 硝 酸 ナ ト リウ ム溶 液 と硝 酸 ナ ト リウ ム溶 液

を 用 いて 求 め た.さ ま ざ ま な濃 度 の亜 硝 酸 ナ ト リウム溶

液 と硝 酸 ナ ト リウ ム溶 液 に プ ロー ブを浸 し,上 記 シス テ

ム に て プ ロ ー ブの 透 析 回 収 率 を算 出 した結 果,NO,一 は

47±2%,NO、 一は50±2%と い う回 収 率 を得 た(n=10).

 3)サ イ トカ イ ンの投 与

 PVNへ の潅 流 開 始 か ら3時 間 後, NO、 一とNO、 一の 値

が連 続3回 の 計 測 で ほ ぼ一 定 で あ る こ とを 確 認 した後,

サ イ トカ イ ンをPVNへ 投与 した.サ イ トカ イ ンは単 独,

あ る い は混 合 した もの を2ｵ1のo.i%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン

を 含 む滅 菌生 理 的 食塩 水 に溶 解 した.そ れ ぞ れ の サ イ ト

カ イ ン溶 液 は プ ロ ー ブの 側 管 か ら0.2ｵ1/分 の速 度 で 注

入 した.本 実 験 の 前 に,ラ ッ トPVNに 対 す る炎 症 性 サ

イ トカ イ ンの 投 与 量 を決 定 す る た め に,各 群3匹 ず っ

サ イ トカ イ ン単 独 投 与 の 予 備 実 験 を 行 った.TNFα に

っ い て は0.2ng,2ng,10ng,の 三 段 階 の 濃 度 にて 単 独

投 与 を 行 い,投 与 後8時 間NO.一 値 を 計 測 した. IFNγ

に つ い て は0.2ng,2ngの 二 段 階 の 濃 度 を,ま た, IL-

1ﾟに つ いて は0.2ng,2ng,10ngの 三 段 階 の 濃 度 を 投

与 した.予 備 実 験 の結 果 か ら,TNFα10ng, IFNγ2ng,

IL-1ﾟ2ngを 本実 験 の 濃度 と して用 い た.

 NO2一 とNO3一 がNOSに よ って 産 生 され る こ と を 確 認

す る 目的 で,NOS阻 害 剤 で あ る ア ミノ グ ア ニ ジ ンを サ

イ トカ イ ン投 与3時 間 後 に腹 腔 内 投 与 した.ア ミノ グ

ア ニ ジ ンは30mg/kgを0.5 mlの 生 理 的 食 塩 水 に溶 解

し,対 照 群 に は 同量 の生 理 的食 塩 水 を用 い た.

 さ らに プ ロー ブの挿 入 位 置 を確 認 す るた め 組織 学 的検

索 を 行 った.ラ ッ トに高 容 量 の ペ ン トバ ル ビター ル で深

麻 酔 し,経 心 臓 的 に10%の ホ ル マ リ ン液 を 用 い て脳 を

潅 流 固 定 した。 脳 を摘 出 し,30%庶 糖 を 含 む3.7%ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド溶 液 で 後 固 定 した 後,厚 さ50ｵmに て前

額断 連続 切 片 を作製 しク レシル バ イ オ レ ッ トを用 い て ニ ッ

スル 染 色 を行 った(第2図).6匹 の ラ ッ トで は,プ ロー

ブの 先 端 の位 置 がPVNの 外 隔 か ら300μm以 上 離 れ て

いた た め,実 験 結 果 か ら除 外 した.

第2図 マイ クロダイア リシス終 了後の ラ ッ ト脳 冠状断標

 本.実 験終 了後に プロー ブの位置 の確 認を行 った.経 心

 臓的 に3.7%の ホルムアルデ ヒドにて脳を潅流固定 した.

 前額断 で厚 さ50ｵmに 薄切 し,ニ ッスル染色を行 った.

 中央に第三脳室 と両側 のPVNが あり,左 側PVNに プ ロー

 ブ先端 の痕 が確認 された(倍 率40倍).6匹 の ラッ トで

 はプ ローブの先端 か らPVNま で の距 離が300μm以 上

 離れていたため,実 験 結果か ら除外 した.
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2.半 定量RT-PCRを 用 い たiNOS mRNAの 検 出

 ラ ッ ト3匹 のPVNに 混 合 サ イ トカ イ ンを 注 入 し,半

定 量RT-PCRを 用 い てiNOS mRNAの 変 化 を調 べ た.

混 合 サ イ トカ イ ン(TNFa;10ng, IL-1β;2ng, IFNy;

2ng)は,前 述実 験 と同様 に プ ロー ブ側 管 を介 して ラ ッ

トに投 与 し た.投 与6時 間 後 に 断 頭 し脳 を摘 出,実 験

ま で :1℃ で 保 存 した.対 照 群3匹 に は0.1%牛 血 清 ア

ル ブ ミンを含 む 生 理 的 食 塩 水 を 投 与 した.

 脳 は ク ラ イ オ ス タ ッ トに て 前 額 断 連 続50ｵmに 薄 切

した.室 傍 核 近 傍 にプ ロ ー ブ挿 入 痕 が 存 在 す るの を 確 認

し,そ れ を 中 心 に 直 径2mmの ス テ ン レス チ ュ ー ブで

円型 に 打 ち 抜 い た.連 続 切 片10枚 か ら組 織 を採 取 し,

TRIzol(Life Technologies, Rockville, MD, USA)を

用 い てtotal RNAを 抽 出 した. total RNA量 は 吸 光 度

計 にて 計測 し,そ の溶 液 が1ｵg/ｵ1に な るよ う調 整 した.

RT-PCR反 応 はTakara RNA PCR kit(タ カ ラ バ イ オ

株 式 会 社,京 都)を 用 い た.逆 転 写 反 応 は,300C 10分,

55℃30分,そ して99℃ で5分 間 加 温 した.iNos固

有 の プ ラ イ マ ー(forward,5'-ACAACGTGGAGAAA

ACCCCAGGTG-3', reverse,5'-ACAGCTCCGGGCAT

CGAAGACC-3'),内 部 コ ン トロ ー ル の グ リセ ル ア ル デ

ヒ ド3リ ン酸 脱 水 素 酵 素(Glyceraldehyde-3-phosph

ate dehydrogenase,以 下GAPDHと 略 す)の プ ライ マー

(forward,5'-CACGGCAAGTTCAATGGCACA-3';

reverse,5-GAATTGTG-AGGGAGAGTGCTC-3')を

加 え て,96℃30秒 の変 性 反 応,65℃60秒 の ア ニ ー リ

ン グ反 応,72℃90秒 の伸 長 反 応 を1サ イ ク ル と し,計

25サ イ クル のPCR反 応 を 行 った'9).

 PCR産 物 は2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し,エ チ

ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て 染 色,Molecular Imager FX⑪

(BIO-RAD, Hercu-les, CA, USA)に て 各 バ ン ドの 発 現

強 度 を測 定 した.

 な お 吸 光 度 計 で 算 出 さ れ たtotal RNA量 に は誤 差 が

生 じや す い た め,半 定 量 実 験 を行 う際 に は,GAPDHの

バ ン ドの 出 現 強 度 が 各 試 料 間 で 同 一 に な る よ うにtotal

RNA溶 液 の希 釈 濃度 を補 正 した.

3.免 疫 組 織 化 学 に よ るiNOS蛋 白質 の 同 定

 5匹 の ラ ッ トに3種 混 合 サ イ トカ イ ンを,4匹 の対 照

群 に は0.1%牛 血 清 ア ル ブ ミンを 含 む 生 理 的 食 塩 水 を前

述 と同 様 の 方 法 で投 与 した.投 与 か ら8時 間 後,ペ ン

トバ ル ビ タ ー ル 深 麻 酔 を 施 し,心 臓 よ り0,1Mphos-

phate buffer saline(以 下PBSと 略 す)お よ び4%

paraformaldehyde/0.1 M PBSを 潅 流 した.脳 を摘 出

し,同 液 に て4℃ で24時 間 後 固 定 し,30%シ ョ糖/0.1

MPBSに 置 換 した 後,ク ラ イ オ ス タ ッ トを用 い て厚 さ

20ｵmの 連 続 切 片 を 作製 した.

 切 片 は0.05MPBSに て 洗 浄 後,0.3%H、0、 を含 む

メ タ ノ ール にて 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダー ゼを 不活 化 させ た.

バ ッ ク グ ラ ウ ン ドを 除 去 す る た め1.5%ヤ ギ血 清,1%

ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ンを 含 むPBSで 処 理 を した.一 次 抗

体 に抗iNos抗 体(希 釈 倍 率2000倍)を 室 温 で 一 晩 反

応 さ せ た.二 次 抗 体 以 降 は,Vectastain ABC kit

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)

付 属 のHRP標 識 ヤ ギ抗 ウサ ギ抗 体 を用 い,反 応 時 間 は

30分 と した.0.05MPBSで3回 の洗 浄 後,0.3%H,0,

を 含 む3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride,(以

下DABと 略 す)と7分 間 反応 させ,褐 色 に発 色 させ た.

観 察 は光 学 顕 微 鏡 を用 い て 行 い,PVNを 含 む連 続 す る

2枚 の 切 片 に お け るDAB発 色 細 胞 を 計 算 した. PVN

を含 む こ とは,免 疫 組 織 化 学 染色 を施 行 した前 後 の切 片

に ニ ッス ル染 色 でPVNが 存 在 す る こ とに よ り確 認 した,

4.統 計

 結 果 は平 均 値 ± 標 準 誤差 と して 示 した.統 計 学 的 有 意

差 は マ イ ク ロ ダ イ ア リシ ス実 験 の 測 定 値 にっ い て はre-

peated ANOVAを 用 い て 行 った.半 定 量RT-PCR実

験 と免 疫 組 織 化 学 実 験 の結 果 は,Student's t-testを 用

い て 統 計 処 理 を行 った.両 検 定 と も5%を 有 意 差 水 準 と

した.

結  果

1.炎 症 性 サ イ トカ イ ンの 投 与 に よ る ラ ッ トPVNで の

NO代 謝 産 物 の変 化

 マ イ ク ロ ダ イ ア リ シス法 を用 いて 得 られ た 潅流 液 中 の

NO、 一とNO3一 の 和 をNO代 謝 産 物 と してNOXと 定 義 し

た.NO,一 とNO、 一の 基 礎 値 は,サ イ トカ イ ン投 与 直前 に

回 収 した3回 の潅 流 液 試 料 中 の そ れ ぞ れ の 値 を平 均 し

て求 め た.NO,一 とNO、 一の基 礎 値 は,そ れ ぞ れ8.0±0.6

と44.1±1.5pmol/20ｵ1, NO。'の 基 礎 値 は52.2±1.9

pmol/20ｵ1だ った(n=40).計 測 さ れ たNOZ一 とNO3一

の基 礎 値 の比 は,18.0±1.1%だ った.

 ま ず 初 め に3種 類 の 炎 症 性 サ イ トカ イ ン投 与 量 の 決

め る た め の 予 備 実 験 を 行 った.TNFα は0.2 ng,2ng,

10ng,の3段 階 の 濃 度 に て投 与 を行 った が,す べ て の

濃 度 に お い て 計 測8時 間 で は,炎 症 性 サ イ トカ イ ンを

含 ま な い対 象 群 と比 較 してNO.値 の 変 化 は認 め られ な

か った.ま たIFNγ は0.2 ngと2ngの2種 類 の 濃 度 で

投 与 を行 っ た が,変 化 は認 め られ なか った.ゆ え に,
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第3図 炎 症 性 サ イ トカ イ ン単 独 投 与 刺 激 で の ラ ッ トPVN

 に お け るNO代 謝 産 物 の変 化. TNFα10ng(A), IL-1

 β2ng(B), IFNγ2ng(C)をPVNへ 投 与 し た.対 照

 群 に は,同 量 の0。1%BSA入 りの 生 理 的 食 塩 水 を投 与 し

 た.マ イ ク ロ ダ イ ア リ シ ス 法 に て,PVNで のNOZ一 と

 NO3一 を20分 お き に計 測 し,そ の和 をNOx一 と定 義 した.

 サ イ ト カ イ ン 投 与 前 の 基 礎 値 は,52.2±1.9pmol

 (n=40)で あ り,そ の 値 か らの 変 化 率 を グ ラ フに示 した.

 TNFα, IL-1β, IFNγ す べ て の 単 独 投 与 群 に お い て,

 NO。 値 は480分 間 有 意 な 変 化 を 示 さ なか っ た.(Wakita

 Tet al:Brain Res 905:12-20,2001の 第1図 を,許

 可 を 得 て 転 載.)

TNFα, IFNγ と も に高 い 濃 度 を本 実 験 の 投 与 量 と した.

IL-1ﾟに つ い て も0.2 ng,2ng,10ngの3種 類 の濃 度

で 検 討 した と ころ,IL-1ﾟ10ngの 投 与 に よ りNO。 一値

の上 昇 を 僅 か に観 察 した.そ こでNO。 一値 を 上 昇 さ せ な

か った2ngをIL-1β 濃 度 と し本 実 験 を行 っ た.

 これ ら の濃 度 を 用 い て,TNFα, IL-1ﾟ, IFNγ の単 独

投 与 を 行 いPVNに お け るNO。 一値 の 変 化 を 投 与 後 連 続

8時 間 測 定 したが,対 照 群 と比 較 して いず れ の群 に お い

て もNO。 一値 の有 意 な変 化 は認 め られ な か った(第3図).

 次 に2種 類 の 炎 症 性 サ イ トカ イ ンを 組 み 合 わ せ て 投

与 し た,TNFα10ngとIFNγ2ngを 混 合 した 場 合,

PVNの 潅 流 液 中 のNO。 『値 は 投 与 後160分 よ り漸 増 し

始 め,380分 後 に最 大 値 を と り,対 照 群 の1.8倍 とな っ

た(第4図A).ま たTNFα10ngとIL-1ﾟ2ngを 混

合 した と こ ろ,NOX一 値 は 投 与 後300分 よ り漸 増 し,

440分 後 に最 大 値 を と り,対 照 群 の1.7倍 と な っ た(第

4図B).す な わ ち,TNFaとIFNγ, TNFα とIL-1β の

問 に は相 乗 効 果 が観 察 さ れ た.そ れ に対 し,IL-1ﾟ2ng

とIFNγ2ngのPVNへ 投 与 で は 単 独 投 与 と同 様 にN

O。一値 の変 化 が認 め られ な か った(第4図C).

 3種 の 炎 症 性 サ イ トカ イ ン(TNFα10ng, IL-1ﾟ2

ng, IFNy 2 ng)を 混 合 してPVNへ 投 与 した 場 合 の 潅

流 液 中 のNO2-, NO3-,お よ びNO. 値 の 変 化 を第5図 に

示 した.NOZ-, NO3一 は対 照 群 と比 較 して そ れ ぞ れ120

分 後,140分 後 よ り漸 増 した.ま た,NO。 値 も投 与 後

120分 よ り有 意 な漸 増 が認 め られ,400分 後 で 最 大 と な

り,そ の値 は対 照 群 の3.3倍 で あ っ た.

 そ こで,3種 混 合 投 与 と2種 混 合 投 与 のNO。}値 を 統

計 的 に比 較 した と こ ろ,3種 混 合 群 とTNFα+IFNγ 混

合 群 との 間 で は,投 与 後120分 よ り実 験 終 了 の460分

ま で有 意 に高 く(第4図Aと 第5図C),ま た,TNFα+

IL-1ﾟ混 合 群, IL-1ﾟ+IFNγ 混 合 群 と の 間 に お いて も,
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第4図 炎 症 性 サ イ トカ イ ン2種 混 合 投 与 刺 激 で の ラ ッ ト

 PVNに お け るNO。 一値 の 変 化. TNFa 10ngとIFNa 2

 ngの 混 合 投 与 に お いて は,投 与 後120分 ま で は対 照 群

 と比 較 しNO. 値 の変 化 は認 め られ な い が,140分 よ り有

 意 な 漸 増 を示 し,380分 後 に最 大 値 で あ る投 与 前 基 礎 値

 の1.8倍 とな った.(A),TNFa 10ngとIL-1ﾟ2 ngの 混

 合 投 与 に お い て は,投 与 後300分 よ りNOX値 の 有 意 な

 漸 増 が 認 あ られ,440分 で 投 与 前 基 礎 値 の1.7倍 と な っ

 た(B).IL-1ﾟ2 ngとIFNγ2ngの 混 合 投 与 は,480分

 の観 察 中 に 対 照 群 との 有 意 な 差 は認 め られ な か っ た(p<

 0.05).(Wakita T et al:Brain Res 905:12-20,2001

 の 第2図 を,許 可 を得 て 転 載.)
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第5図 炎 症 性 サ イ トカ イ ン3種 混 合 投 与 刺 激 で の ラ ッ ト

 PVNに お け るNO代 謝 産 物(NO、 『値(A), NO、 一値(B)

 and NO。 一値(C))の 変 化. TNFα2ng, IL-1ﾟ2ngと

 IFNγ2ngを ラ ッ トPVNに 混 合 投 与 し た. NO、 一値 と

 NO、 一値 は そ れ ぞ れ サ イ トカ イ ン投 与 後100分 と140分

 か ら対 照 群 と比 較 して 有 意 な増 加 を 示 した.NO。 値 は投

 与 後120分 か ら有 意 な 漸 増 を は じめ,400分 後 に投 与 前

 基 礎 値 の3.3倍 とな った(p〈0.05).(Wakita T et al:

 Brain Res 905:12-20,2001の 第3図 を,許 可 を 得 て

 転載.)

第6図 サ イ トカ イ ン刺 激 後 のNO代 謝 産 物 へ の ア ミノ グ

 ア ニ ジ ンの 効 果.混 合 した 炎 症 性 サ イ トカ イ ン(TNFa

 10ng, IL-1ﾟ2ng, IFNγ2ng)を ラ ッ トPVNに 投 与 し,

 3時 間 後 に ア ミノ グ ア ニ ジ ン溶 液(30mg/kg)の 腹 腔

 内 投 与 を行 った.対 照 群 に は 同 量 の 生 理 的 食 塩 水 を 投 与

 した.NO、 一値 は,対 照 群 と比 較 して 有 意 な効 果 が認 め ら

 れ な か った が(A),とNO,『 値 とNO.一 値 はAG投 与 後80

 分 よ り効 果 が認 め られ,460分 ま で 効 果 は持 続 した(p<

 0.05).(Wakita T et al:Brain Res 905:12-20,2001

 の第4図 を,許 可 を 得 て 転 載)

NO。 一値 は120分 後 か ら実 験 終 了 ま で 有 意 な差 が み られ

た,(第4図B,Cと 第5図C)

 これ らの 結 果 に お け るNO,一 とNO,一,お よ びNOd直

の 上 昇 が,NOSの 作 用 で あ る こ とを 検 討 す る た め,3

種 混 合 サ イ トカ イ ン投 与3時 間 後 に ア ミノ グ ア ニ ジ ン

30mg/kgを 腹 腔 内投 与 した.生 理 的食 塩 水 を腹 腔 内注

射 した対 照 群 と比 較 した と こ ろ,NOZ-, NO3一 は そ れ ぞ

れ,ア ミノ グ ア ニ ジ ン投 与 か ら120分 後(サ イ トカ イ

ン投 与 よ り300分 後)と60分 後(サ イ トカ イ ン投 与 よ

り240分 後)よ り実 験 終 了 ま で 有 意 な 低 下 が 観 察 さ れ

た(第6図A,B). NO.一 値 は ア ミノ グア ニ ジ ン投 与 か

ら80分 後(サ イ トカ イ ン投 与 よ り260分 後)よ り実 験

終 了 まで 有 意 な 低 下 が 観 察 され た(第6図C).ア ミノ

グ ア ニ ジ ンを 投 与 し た際 に も2.1倍 のNO.一 値 上 昇 が認

め られ た が,対 照 群 の3.0倍(サ イ トカ イ ン投 与340

分 後)に 比 べ 有 意 に抑 制 され た.

2.PVNに お け る炎 症 性 サ イ トカ イ ン投 与 後 のiNos

mRNA発 現

 3種 の 炎 症 性 サ イ トカ イ ン(TNFα10ng, IL-1β2

ng, IFNy 2 ng)を 投 与 し, PVNに お け るiNOS mRNA

の 発 現 をRT-PCRを 用 い て検 討 した. iNOS mRNAと
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第7図 半 定 量 的RT-PCRを 用 い た ラ ッ トPVNに お け る

 iNOS mRNAの 発 現.混 合 し た 炎 症 性 サ イ トカ イ ン

 (TNFα10ng, IL-1ﾟ2ng, IFNγ2ng)を ラ ッ トPVN

 に投 与 し,6時 間 後 に脳 を摘 出 した.PVNを パ ンチ ァ ウ

 ト し,mRNAを 抽 出 しRT-PCRを 行 っ た.(A)iNOS

 mRNAとGAPDH mRNAの バ ン ドは それ ぞ れ566 bp

 と970bpに 認 め られ た.サ イ トカ イ ン投 与 群 に お け る

 iNOS mRNAは 対 照群 の それ と比 較 し増 加 を 示 した.マ ー

 カ ー は, 100bp-DNA ladder markerで あ る. (B)

 GAPDH mRNAの バ ン ドを 標 準 と して 用 い てiNos

 mRNAの 半 定 量 化 を 行 っ た.サ イ トカ イ ン 投 与 群

 (n=3)に お いて は,iNOS mRNA/GAPDH mRNAの

 値 は,49.7±5.7%で あ り対 照 群(n=3)のi8.7±3.4%

 に 対 して 有 意 な上 昇 が 認 め られ た(p〈0.05).(Wakita

 Tet al:Brain Res 905:12-20,2001の 第5図 を,許

 可 を 得 て 転 載)

GAPDH mRNAのRT-PCR産 物 は,ア ガ ロー ス ゲ ル 上

で そ れ ぞ れ 予 測 され た566bpと970 bpの バ ン ドに 分

離 され た.iNOS mRNAの バ ン ドは対 照 群 にお い て も

認 め ら れ た が,サ イ ト カ イ ン 投 与 群 に お け る

iNOSmRNAの 発 現 は対 照 群 よ り強 く認 め られ た(第7

図A).

 GAPDH mRNAと の 比 に よ っ てiNOS mRNAの 発

現 量 を 標 準 化 す る と,iNOS/GAPDH bands比 は サ イ

ト カ イ ン 投 与 群(n二3)で49.7±5.7%,対 照 群

(n=3)で18.7±3.4%と な り,両 群 間 の 発 現 量 に は有

意 差 が 認 め られ た(t=4.530,df=4, p<0.05)(第7

図B).

3.PVNに お け るiNOS蛋 白質 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 索

 炎 症 性 サ イ トカ イ ン3種(TNFa 10ng, IL-1ﾟ2ng,

IFNγ2ng)を 投 与 後 のPVNに お け るiNOSの 蛋 白 の

検 出 を,免 疫 組 織 化 学 法 に て行 った.プ ロー ブ挿 入 部 の

先端 を 中心 に 抗iNOS抗 体 陽性 の細 胞 が 認 め られ た(第

8図A).し か し,対 照 群 に お い て も,iNOS陽 性 細 胞

が 認 め られ た た め(第8図B),炎 症 性 サ イ トカ イ ン投

与 群(n=5)と 対 照 群(n=4)に お い て,PVNを 含 む

連 続 す る2枚 の 切 片 の抗iNos抗 体 陽 性 細 胞 を カ ウ ン

ト し比較 した.炎 症 性 サ イ トカ イ ン投与 群 に お け る陽 性

細 胞 数 は184。6±28.7SE,対 照 群 に お い て は166.5±

6.5SEで あ った.両 群 間 に お け る抗iNos陽 性 細 胞 数

に有 意 な差 は認 め られ な か った.(t=0.547,p=0.601)

考 察

 NOは 微 量 で も組 織 内 に お い て 生 理 学 的 作 用 を持 ち,

か っ拡 散 性 と短 い半 減 期 を持 っ た め,局 所 的 か っ経 時 的

に産 生 量 を計 測 す る必 要 が あ る.本 研 究 で は マ イ ク ロ ダ

イ ア リ シ ス法 と グ リー ス 反 応 を 組 み 合 わ せ てNO代 謝

産 物 を測 定 す る方 法 を確 立 し実 験 を 行 っ た.Ishizuka

らは 非 麻 酔 下 の ラ ッ トPVNに お け るNO、 一, NO、 一イ オ

ンを本 研 究 と同 様 の方 法 で計 測 し報 告 して い る が,速 度

1ｵ1/分 で 潅 流 し回 収 は10分 お き に回 収 した結 果,基 礎

値 はNO2一 は3.6±1.O pmol, NO3は27.8±4.6 pmolで

あ った20).い ず れ も本 研 究 の 結 果 と ほ ぼ相 違 な い もの で

あ った.

 本 研 究 で は複 数 の炎 症 性 サ イ トカ イ ン(TNFa 10ng

とIFNγ2ng, TNFa 10ngとIL-1β2ngあ る い は3

種 混 合)をPVNに 投 与 した場 合,同 部 位 で のNO代 謝

物 産 生 の 充 進 が み られ た.NO、 一, NO、 一と もに,2時 間

の 無 反 応 期 の後,緩 や か な 上 昇 が6時 間 に渡 り持 続 的

に 認 め られ た.Shintaniら はNMDA receptorの 刺 激

に よ ってcNOSが 活 性 化 され た結 果, NOの 代 謝 産 物 が

刺 激 後5分 以 内 で 一 過 性 に増 加 す る こ と を 報 告 して い

る2D.し た が って,サ イ トカ イ ン投 与 か らNO、 一値 が上

昇 を 始 め る ま で に2時 間 程 度 の 時 間 を 要 して い るの は,

構 成 型NOSが 活 性 化 され た の で な く, iNOS蛋 白質 が

合 成 され た結 果 で あ る とい う仮 説 を想 定 した.

ま た,TNFaとIFNγ をPVNへ 単 独 投 与 し た場 合,

NO. 値 の 変 化 は 認 め られ なか った が,混 合 投 与 す る こ

とに よ りNO、 一値 は上 昇 した.こ の 理 由 と して, TNFa

とIFNγ のiNOSの プ ロ モ ー タ ー の共 刺 激 に よ る もの と

想 定 もで きる.iNosのDNA配 列 の プ ロ モ ー タ ー領 域

に はIFNγactivation site(GAS), IFNγ 一response ele一
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第8図 抗1NOS抗 体 によ るラ ノ トPVNの 免疫組織学 的染色標本 混合 した炎症性 サイ トカイ ン

 をPVNに 投与 し8時 間後に潅流固定 した. PVN近 傍にて冠状断20ｵmの 連続切片 を作製 した

 一 次抗体 と して ラ ノト抗INOS抗 体 を使用 し, ABC法 を用 いてDABに て発色 した.抗INOS抗

 体陽性細胞 はマイク ロダイ ア リソスプ ロー フ挿入部近傍 に出現 した(A)対e�ﾆ して01%牛 血

 肩 アルブ ミンを含む生理的食塩水 を投与 した群(B)と 比較検討 したところ,陽 性細胞数 に有意

 な差 は認 め られ なか った(サ イ トカイ ン投 与群n=5,対 照群n;4).(倍 率100倍)(Waklta T

 et al Braln Res 905 12-20,2001の 第6図 を,許 可 を得て転載)

ment(y-IRE),nuclear factor kB(NFkB)binding site,

Ap-1 bldlng siteやTNF response elementか 存 在 す

る.な か て も,NFkB bindlng slteは, iNOS遺 伝 子 発

現 に 深 く関 与 す る と考 え られ て お り,y-IRE領 域 を共 刺

激 す る こ とに よ って そ の発 現 は 強調 され る22).TNFaは

TNFoげeceptor-assoclated factor 2(TRAF2)を 介 し

て,NFkBとAP-1を 活 性 化 させ23), IFNγ は γ一IREの

活 性 を上 昇 させ る こ とか ら,協 調 的 にINOSの 発 現 に関

与 して い る と思 わ れ た.ま たIL-1β もTNFa receptor-

assoclated factor-6(TRAF6)を 介 してNFkBを 盾性

化 す る24)た め,IL-1ﾟとIFNyの 混 合 投 与 で は有 意 な

NO産 生 は認 め られ な い もの の,3者 同 時 投 与 に よ って

そ の 効 果 か相 乗 的 に増 強 され て い る.以 上 の 事 か ら,本

実 験 に お け るNO代 謝 産 物 の産 生 増 加 は,炎 症 性 サ イ

トカ イ ン によ る1NOSの 活 性 上 昇 の結 果 で あ る と考 え,

これ を 実 験 的 に 証 明 す る た め 本 研 究 で は,(1)サ イ ト

カ イ ンに よ るNO、 一値 の 産 生 かINOS選 択 的 阻 害 剤 で抑

制,(2)サ イ トカ イ ン刺 激 に よ るPVNて のiNOS

mRNA増 加 の 有 無(3)サ イ トカ イ ン刺 激 に よ るPVN

て の1NOS蛋 白質 合 成 を調 へ た.

 最 初 に,NO。 一値 を 計 測 しな が ら,1NOSの 選 択 的 阻

害 薬 て あ る ア ミノ グ ア ニ シ ンを 投 与 した と こ ろ,NO.『

値 の 上 昇 は 有 意 に抑 制 さ れ た.LPSで ラ ノ トの 海馬 を

刺 激 しNO.一 値 を計 側 す る と, NO.一 値 は基 礎 値 の7倍 の

上昇 を示 した.ア ミノ グア ニ シ ン100mg/kg(高 儂 度)

の投 与 に よ りNO。 一値 の 上 昇 が完 全 に抑 制 可 能 で あ る た

め,ア ミノ ク ア ニ ジ ン投 与 量 を増 量 す る こ とてNO.一 値

の上 昇 を 完 全 に抑 制 て き る と報 告 さ れ て い る25).ア ミノ

グア ニ シ ンはINOSの 選 択 的 抑 制 剤 て あ るか,高 濃 度 を

用 い た 場 合 に は特 異 性 を 失 いcNOSの 作 用 も抑 制 す る.

つ ま り,iNosに 対 す るIc50はcNosの1/20で あ る

が26),高 濃 度 の 場 合 に はcNOSへ の 作 用 は無 視 で き な

い.本 研 究 で は 完 全 な阻 害 作 用 は示 さ すNO、 一値 の上 昇

か 認 め られ た.低 儂度 の ア ミノ ク ア ニ シ ンを 用 い たた め

iNosに 対 して選 択 的 な 作 用 を 得 た と考 え て い るか,ア

ミ ノ ク ア ニ シ ン投 与 後 の 上 昇 に つ い てcNOSの 影 響 を

否 定 で きず,今 後 の検 討 を要 す る.

 次 に,炎 症 性 サ イ トカ イ ンをPVNに 投 与 し た 時,

1NOS mRNAの 転 写 か 促 進 され る か 否 か を半 定 量RT-

PCRを 用 い て解 析 した.1NOS mRNAは,炎 症 性 サ イ

トカ イ ンを投 与 したPVNで 発 現 量 か 増 加 す る ことか ら,

炎 症 性 サ イ トカ イ ン投 与 時 に 認 あ られ たNO代 謝 産 物

の増 加 はiNOSの 活性 化 によ る ものて あ る と考 え られ る.

しか し,INOS mRNAの 発 現 は炎 症 性 サ イ トカ イ ンを

投与 して いな い対 照 群 に お い て もわ す か に認 め られ た.

我 々 は予 備 実 験 と して,手 術操 作 を加 え て い な い ラ ノ ト

のPVNの1NOS mRNAを 同 様 に半 定 量RT-PCRに て

検索 した か検 出 され な か った.ラ ノ トの脳 に外 傷 を加 え
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るとiNOS mRNAの 発現増加がみられることか ら7),

ガイ ドの挿入,プ ローブの挿入,対 照液の注入などの実

験操作による脳の外傷が原因で,炎 症性サイ トカインを

投与 しなかった群においても,iNOS mRNAの 発現が

認められたと考えられる.

 第三 にPvNに おけるiNos蛋 白の発現を,抗iNos

抗体を用いて免疫組織学的に検討 した.PVNに 挿入 し

たプローブの先端周囲に抗iNos抗 体陽性細胞が多 く認

められ,iNosが 投与部位に局在することが分か った.

しかし,対 照群においても抗iNos抗 体陽性細胞が認め

られ,抗iNos抗 体陽性細胞数において炎症性サイ トカ

イン投与群 と対照群の間で統計学的有意差を認めなかっ

た.こ の理由として以下の二っが考えられる.本 実験で

はマイクロダイアリシス法を用いて炎症性サイ トカイン

のPVNへ の投与によりNO代 謝産物の増加が観察され

た.こ の結果は個体における経時的変化であ り,基礎値

をもとに増加 した変化率を上昇としてグラフに示 したも

のである.一 方,個 体間を比較する免疫組織化学法は個

体間の分散が大きい経時的変化を測定するにはあまり鋭

敏ではないと考え られた.ま た,た とえ抗iNOS抗 体陽

性細胞数は同等であって も,個 々の細胞中でiNOS活 性

には差がある可能性があるため蛋白 レベルでの差を検出

することは困難であった.

 一方,蛋 白レベルでのiNosの 発現量の差に比 して

NO。一値がサイ トカイン投与群で有意 に高値を示 した可

能性として,炎 症性サイ トカイ ンとLPSの 投与によっ

て,NOSの 補酵素であるH、Bの 細胞内濃度が上昇 し,

その結果 としてNOSを 介 したNO代 謝産物産生が上昇

するとい う報告を考慮する必要がある2乳28).この報告を

元に本実験を解釈するなら,混 合 した炎症性サイ トカイ

ンはH、B量 の上昇を介 してNO。 一値の産生増加をおこし

た可能性があり,サ イ トカイ ン投与を したPVNの 抗

iNos抗 体陽性細胞数の増加がコントロール群と比較 し

て認められなかったことと合致する.本 実験結果では,

iNos蛋 白質量の上昇 を完全には証明できず,さ らには

nNOSやeNOSの 活性上昇を完全に否定することは困

難であった.H、Bの 動態 も含めた今後の検討 が必要で

あると思われた.

 前述 したように ラット腹腔内にLPSを 投与す ると

PVNにiNOS遺 伝子が発現す る16).我 々も予備実験と

して,0.1mg/kgのLPSを 腹腔内投与後PVNに おけ

るNO代 謝産物の測定を行 ったが, NO。一値 は7時 間後

に基礎値の3倍 となった.LPSは 脳血管関門(blood-

brain barrier)の 透過性に影響 し, LPSが 直接PVN

に作用す るという可能性 も考え られるものの29),LPS

を腹 腔 内 に投 与 す る こ とに よ りPVNに お い てIL-1ﾟや

TNFaが 増 加 す る こ とが知 られ て お り15),今 回 の実 験 デ ー

タ を 考 え 合 わ せ る と,LPSは 視 床 下 部 で炎 症 性 サ イ ト

カ イ ンの産 生 を 促 し,NO産 生 に寄 与 して い る と も考 え

られ る.ま た 同 様 に,脳 外 傷 の 受 傷 部 位 に お け るiNos

の活 性 の 上 昇7,30)は,炎 症 性 サ イ トカ イ ンの 産 生 を 介 し

た反 応 の 結 果 で あ る事 が 考 え られ る.し か し,Holmin

ら は外 傷 に よ りIL-1β とTNFα は発 現 す る が, IFNγ

mRNAの 発 現 が 認 め られ な い と報 告 して い る3').我 々

の デ ー タ で はIL-1ﾟとTNFα 混 合 投 与 に よ りNO。 一値

は上 昇 し,さ らにIFNγ を 同 時 投 与 す る こ と に よ り相 乗

的 にNO。 一値 を高 め る こ とか ら, IFNyが 炎 症 性 サ イ ト

カ イ ン と して脳 内 で何 らか の役 割 を担 って い る可 能 性 が

示 唆 され た.ラ ッ トの 培 養 ア ス トロサ イ トはTNFaの

投 与 に よ りIFNγ 蛋 白 を産 生 す る こ とが知 られ てお り32),

ラ ッ トPVNに お け るIFNγ 受 容 体 蛋 白 合 成 も確 認 され

て い る33).一 方 で,リ ンパ 球 由来 のIFNγ と質 量 に違 い

が あ る神 経 由来 のIFNγ34)が 存在 し,ラ ッ ト視床 下部 ニ ュー

ロ ンで 生 物 学 的 活 性35,36)が確 認 され て い る.今 後 どの よ

う な条 件 でIFNγ が産 生 され るの を検 討 して い く必 要 が

あ る.

 また 本 研 究 に お い てPVNに お け るiNos発 現 細 胞 の

同定 はな され て い な い.既 報 告37)よ り ミク ロ グ リア の 関

与 の 可 能 性 が 考 え られ る が,中 枢 神 経 に お け るNOの

作 用 と い う視 点 か ら も今 後 の研 究 で解 明 して い きた い と

考 え て い る.

 本 実 験 に お い て,ラ ッ トPVNに お け るNO代 謝 産 物

の 増加 は複 数 の炎症 性 サ イ トカ イ ンの相 乗効 果 で あ った.

こ の事 か ら中 枢 神 経 系 の 炎 症 疾 患 に お け るNOを 介 し

た 細 胞 障 害 反 応 に は複 数 の 炎 症 性 サ イ トカ イ ンが 相 乗 効

果 を 持 って 関 与 して い る可 能 性 が 高 い と考 え られ た.中

枢 神 経 疾患 に 対 す る抗 サ イ トカ イ ン作 用 を 持 つ 薬剤 の 開

発 が 期 待 され て い るが,そ の 時 に も複 数 の サ イ トカ イ ン

が協 調 的 に働 い て い る事 に留 意 が必 要 で あ ろ う.

総  括

 PVNに お け るNO産 生 へ の 炎 症 性 サ イ トカ イ ンの関

与 を調 べ る た め,無 麻 酔 行 動 下 ラ ッ トに マ イ ク ロダ イ ア

リ シ ス法 を 用 い てNO代 謝 産 物 を 測 定 す る実 験 系 を 確

立 し,炎 症 性 サ イ トカ イ ンを投 与 した後 の変 化 を計 測 し

た.炎 症 性 サ イ トカ イ ン と してTNFα10ng, IL-1ﾟ2

ngとIFNγ2ngを 用 い た が,そ れ ぞ れ を 単 独 でPVN

へ 投 与 して も計 測8時 間 ま でNO 。『値 に 変 化 は認 め られ

な か っ た.し か し,2種 類 の サ イ トカ イ ンを 同 時 に投 与
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し た と こ ろ,TNFα10ngとIFNγ2ngの 組 み 合 わ せ

で は,NO。}値 は140分 後 か ら上 昇 が 始 ま り,380分 で

開 始 時 の 値 の1.8倍 に 達 し た.ま た,TNFα10ngと

IL-1ﾟ2ngの 組 み 合 わ せ で は, NO.一 値 は,投 与 後340

分 か ら上 昇 が 認 め られ,440分 に は開 始 時 の 値 の1.7倍

に 到 達 し た.そ れ に 対 し,IL-1ﾟ2ngとIFNγ2ngは

NO。 一値 に変 化 を 与 え な か った.し か し,3種 類 の サ イ

トカ イ ンを混 合 投 与 した場 合,NO。 一値 は120分 後 か ら

上 昇 が 認 め られ,400分 後 に は3.3倍 に 達 した.iNos

に対 し選 択 的 な阻 害 剤 で あ る ア ミノ グア ニ ジ ンの腹 腔 内

投 与 に よ りNO.一 値 は 有 意 に抑 制 さ れ た.混 合 サ イ トカ

イ ン投 与 群 で は,iNOSのmRNAが 対 照 群 と比 較 し有

意 に多 く発 現 して い る こ とが確 認 さ れ た.ま た密 度 に有

意 差 を認 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iNos陽 性 細 胞 の存 在 が確 認

で きた.以 上 の結 果 よ り,炎 症 性 サ イ トカ イ ンの混 合 投

与 に よ り,PVNに お いてiNosを 介 してNOが 産 生 さ

れ る こ とが 示 唆 され た.

 本稿を終えるにあたり,懇 切なご指導とこ校閲を賜りま

した慶磨義塾大学医学部産婦人科学教室野澤志朗教授に深

甚なる謝意を捧げます.ま た,本 研究に際して直接御指導

いただきました慶鷹義塾大学医学部精神神経科学教室新谷

太助手と,実 験の機会を与えてくださいました前慶鷹義塾

大学医学部精神神経科学教室浅井昌弘教授に深 く感謝いた

します.さ らに,多 大なるご助言を頂きました慶,,ニ:塾大

学医学部産婦人科学教室の杉原一廣先生,日 本医科大学生

理学教室佐久間康夫教授,近 藤保彦助手,な らびに教室員

の諸先生方に感謝いたします.

 本研究の一部は第77回 日本生理学学会(2000年,横 浜)

で発表 した.本 研究の一部は1999年 度慶鷹義塾大学医学

部研究奨励費によった.
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