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緒  言

  侵害刺激に反応し脊髄後角では，種々のニューロペプチドが増減することが報告されている。

なかでも，ダイノルフィンの増加は，この物質がモルヒネ様の鎮痛効果をもたらすことから，鎮

痛機構との関わりで注目されている。さらには，そのダイノルフィンとの産生変化を引き起こす

媒介となる最初期遺伝子cーfosの発現が報告されてきている。これらの所見は，体性痛によっ

て得られた所見であり，内蔵痛に関してはいまだ報告がない。そこで，本研究では腹腔内侵害刺

激に対する脊髄および腹腔神経節でのプレプ口ダイノルフィンmRNAとc- fos mRNAの発

現を検討した。

材料と方法

  （1）実験動物とモデル

  10～14週令のFisher系ラット・雄の腹腔内に，O．6％カラゲニンを2cc投与し，腹腔内侵害

刺激モデルを作成した。投与から30分後，1時間後，2時間後，4時間後，8時間後，12時間後；

24時間後，及び48時間後に脊髄と腹腔神経節を採取した。脊髄にっいては，頚髄，胸髄及び腰髄

によルプレプ口ダイノルフィンmRNAとc- fos mRNAの発現を検討した。腹腔神経節につ

いては，頚髄，胸髄及び腰髄に分割してribonuclease protection assayとin situ hybridiza-

tionで検討した。なお，各時間にっいて実験数が4頭以上になるようにし，合計73匹使用した。

  (2)RNAの抽出

  脊髄を頚髄，胸髄及び腰髄に分割後，acid guanidinium thiocyanate phenol―chloroform

extraction法にてRNAの抽出を行った。

  (3)RNAプ口ーブに用いたプラスミド

  1．7kbラット・プ口ダイノルフィンcDNA断片が挿入されているアンチセンス鎖のプラス
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ミドpSP64D1．7とラットc- fosのcDNAがpSP65ベクターに組み込まれたアンチセンス鎖の

ラットc-fos la及びセンス鎖のラットc- foslbを使用した。

  (4)RNAプ口一ブの作製

  pSP64Dl．7を制限酵素StyIを用い，またラットc-fDsla及びラットc―′oslbを制限酵素

PMびHで消化 してテンプレートDNAを作製した。次いで，ば3゚ PーCTPとSP6RNAポリメ

ラーゼを用い，tnUfとrotranscriptionを行い，d32Pで標識した大きさ344bpのダイノルフィ

ンcRNAアンチセンスプ口ーブと405bpのcニ′0slacRNAアンチセンスプ口ーブ及びc―

′0slbcRNAセンスプ口ーブを作製した。放射活性はいずれも1～5xlO’cpm／ロgであった。

また，fnsfとuhybridization用には，ば3‘S―UTPとSP6RNAポリメラ―ゼを用い，同様

に作製した。放射活性は3～5xlO’cpm／ロgであった。

    （5）RibonuCleaseproteCtionaSSayくRPA）

  抽出したlO〃gのRNAに対し1～5x10゚ cpnユのcRNAプローブを用い43℃で16時間以上

ハイブリダイズさせた。次いで，RNaseA／Tlmixtureで処理した後，q．｜¨lJポリアクリルア

ミ ド ゲ ル ／ 8M尿 素 ゲ ル で 電 気 泳 動 し ， ー 70℃ で， 感光 させ た陵 ，現 像 した 。

    （6）inSituhybridization

  4％パラホルムアルデヒド／0．lM燐酸緩衝液（pH7，4）にて還流固定された脊髄および腹腔

神経節を，OCTコンパウンドにて包理，凍結した。次いで，10〃に薄切した標本に対し，¨S

で標識されたlx10°cpmのcRNAプ口ーブを反応させ，50℃にて16時間ハイブリダイズさせ

た。ハイブリダイゼーション終了後，50％ホルムアミド，2xSSC，で50℃，30分間洗浄した。

RNaseで処理した後，2xSSC，で50℃，20分間，2回，O．2xSSC，で50℃，20分間，2回

洗浄した。オートラジオグラフィーは，4℃で行い，約2週間の露光期間の後，現像した。

結  果

  川実験モデルの状態

  腹膜や腸間膜及び膵被膜に広範囲の好中球を主体にした炎症細胞浸潤を認めた。また，炎症は

腹 腔動脈 や腹腔神経節の周囲にも波及し，腹膜炎の病理組織学的 所見であった。

  (2)Ribonuclease protection assayの結果

  (a)プレプ口ダイノルウフィンmRNAの成績

  全サンプルに，大きさ344bp付近のバンドが認められ，それぞれにプレプロダイノルフアン

mRNAが発現していることが示された。その発現は，胸髄で強く発現し，30分後より始まり，
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経過時間中増加したままであった。

  (b)c- fos mRNAの成績

  c- fosla cRNAアンチセンスプ口一ブにて，30分及び1時間経過後のサンプルに，大きさ40

5bp付近のバンドが認められた。このバンドは，30分後より認められ1時間後をピークに発現量

が し だ い に 減 少 し て ， 12時 間 後 に は ほ と ん ど 発 現 は 認 め られ な く な った 。

  (3)in situ hybridizationの成績

  脊髄後角の第I層，第H層の神経細胞において，核内を中心に銀粒子の集積したプレプ口ダイ

ノルフアンmRNAを多数認めた。腹腔神経節においてはプレプ口ダイノルフアンmRNAお

よびc- fos mRNA発現のは，共に認めることができなかった。

考  察

  ダイノルフィンは神経ペプチドのひとっで，モルヒネ様鎮痛作用を有し疼痛発現時に産生が増

加すると考えられる。このダイノルフィンの増加は，その前駆体蛋白であるプロダイノルフィン

の増加によって示され，プ口ダイノルフアンの増加は，プレプ口ダイノルフィンmRNAの増

加によって示される。侵害刺激に反応するダイノルフアンにっいては，ラットの片足にFreund’s

adjuvantやカラゲニンを注入し，体性痛覚線維を痛覚過敏状態にした片足の炎症モデルで検討

されている。Draisci―らは，プレプ口ダイノルフアンmRNAの発現量が4時間後に増加しは

じめ，2日目から5日目にかけコントロールの8倍もの発現量を示し2週間でコント口一ルのレ

ベルに戻っていることを示した。このように，体表の侵害刺激に対してプレプ口ダイノルフィン

mRNAは増加するが，本実験では，腹腔内侵害刺激に対する反応を検討した。そして，プレ

プ口ダイノルフアンmRNAの増加が30分後の早い時期から急激に増加しそのまま維持されIる

ことが示された。この増加は，腹腔内臓器および腹膜の侵害受容二ユー口ンの分布している脊髄

領域で起こっていることから，ホルモンやス卜レスなどの全身的なものによるのではなく，腹腔

内侵害刺激によるものと考えられる。このこ．とは，腹腔内侵害刺激に対しても，ダイノルフアン

による痛覚抑制が働いていることを示している。また，in situ゙ hybridizationでの結果もこれ

を指示し，脊髄後角のI層と且層でプレプ口ダイノルフアンmRNAの発現が認められた。

  また，Draisciらはc- fos mRNAの増加がプレプ口ダイノルフアンmRNAの増加に先ん

じて，30分後より認められ，2時間でピークを示し，以後急激に減少することを報告した。そし

て，  in situ hybridizationでプレプ口ダイノルフアンmRNAとFosが共存していることを示

す報告も見られる。本実験でもc- fos mRNAの発現形式はDraisciらと類似しており，腹腔
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内侵害刺激に対してもFosがダイノルフィンの調節に関与していると考えられた。

  以上より，腹腔内侵害刺激によっても最初期遺伝子であるc- fosを介したダイノルフアンの

発現が示されたが，その時間的・量的経過が体性痛における諸家の報告経過に比べやや異なって

いた。これは侵害刺激の強さや範囲の違いから生じたと考えられる。すなわち，侵害刺激の程度

・疼痛の程度によってダイノルフィンの発現の経過が異なってくることを示しており，ダイノル

フアンが痛みという主観的な知覚刺激を客観的にとらえるーっの指標となりえることを示してい

る。

  しかし，侵害刺激で活性化されるすべての神経細胞において，c- fosを介したプロダイノル

フィンの発現が認められるわけではない。腹腔内侵害刺激によっては腹腔神経節において，fn

situ hybridizationでプレプロダイノルフィンmRNAおよびc- fos mRNAは共に検出でき

なかった。侵害刺激による疼痛を伝える一次知覚二ユー口ンでは，ダイノルフアンは発現量が少

ないか，もしくは発現していないことも考えられる。

結  語

  ラットに腹腔内侵害刺激を誘発させ，脊髄および腹腔神経節におけるプレプロダイノルフアン

  mRNAの経時的発現変化を検討し，以下の結果を得た。

  （1）腹腔内侵害刺激によって侵害受容ニュー口ンが分布している脊髄領域でプレプ口ダイノル

    フィンmRNAの経時的変化が認められた。

  （2）プレプ口ダイノルフアンmRNAの変化に先立って，c- fos mRNAの増加が認められ，

    Fosが調節因子にナょっていることが示唆された。

  (3)in situ hybridizationにて脊椎後角の第I層，第H層にプレプ口ダイノルフィンmRNA

    の発現を認めた。

  (4)腹腔神経節においては，プレプ口ダイノルフアンmRNAおよびc- fos mRNAの発現は

    認められなかった。

  ダイノルフアンは，体性侵害刺激におけるのと同様に内蔵侵害刺激でも発現し，その時間的・

量的経過は侵害刺激の程度によって影響をうけるとみられ，内蔵痛を客観的に捉えるひとっの手

段となると考えられた。
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学位論文審査の要旨

  ダイノルフアンは，モルヒネ様の鎮痛効果をもたらすことから，鎮痛機構との関わりで注目さ

れている。体性侵害刺激によって引き起こされるダイノルフィン遺伝子の発現にっいては，これ

までいくっかの報告がみられるが，内蔵侵害刺激に対するダイノルフィン遺伝子の発現に関する

報告はない。そこで本研究では，カラゲニンによって腹腔内に炎症を引き起こしたラットを用い

て，内蔵侵害刺激におけるダイノルフアンの発現を検討した。すなわち，投与後30分から24時間

にわたって断続的に脊髄と腹腔神経節を採取し，ribonuclease protection assayとin  sitM

hybridizationによってプレプ口ダイノルフアンmRNAとc- fos mRNAの発現を検討した。

その結果，ラットに炎症を起こすと胸髄で急激にc-fos mRNAが増加した。このc- fos

mRNAはカラゲニンの注入30分後から増加し1時間後にピークに達し12時間後にはほとんど認

められなくなった。これに対しプレプ口ダイノルフアンmRNAは，炎症を起こしてから30分

であがりはじめ少なくとも2日間はその上昇を維持した。¨Sで標識したRNAプ口ーブを用

いたin situ hybridizationでは，下部胸髄後角の第I層と第II層にプレプ口ダイノルフィン

mRNAの発現を認 めた。腹腔神経節ではプレプロダイノルフィンmRNAとc- fos mRNA

はともに認めることはできなかった。これらの所見から腹部組織の炎症後において，胸髄で

c- fosによって調節を受けるダイノルフィン生合成の活性化が起こることが示された。ダ千ノ

ルフアンは，体性侵害刺激におけるのと同様に内蔵侵害刺激でも発現したが，その時間的・量的

経過は体性侵害刺激と少し異なっていた。これ，腹膜炎症は高度であり，ダイノルフィンが侵害

刺激の程度によって発現されるためであると考察された。以上のごとくダイノルフィンは体性侵

害刺激と同様に内蔵侵害刺激でも発現し，侵害刺激の程度に影響を受けるものとみられ，プレプ

口 ダ イ ノ ル フ ィ ン の 発 現 が 疼 痛 の ひ と っ の 指 標 と な る も の と 考 え ら れ た 。

  口頭発表において，本間教授よルダイノルフィンの鎮痛作用点，炎症程度とdose response，

c- fos発現の抑制法，劔物教授よルプレプ口ダイノルフアンmRNAの測定法，受容体サブタ

イプの種類，拮抗薬の有無，金田教授より副交感神経の関与，藤本教授よりc- fos増加とダイ

ノルフアンの産生，加藤教授より秒単位における疼痛との関係，安田教授より疼痛の慣れと
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ダイノルフアンの変動などにっいて質問があったが，申請者はおおむね妥当な回答を行った。ま

た，本間，劔物両教授には個別に審査を受け合格と判定された。

  本研究は，内蔵痛にっいてダイノルフアンの産生を中心に分子生物学的検討を加えた新しい研

究であり，学位授与に値すると考える。
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