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徹

【序論】
  サイトカインは免疫系のメデイエーターであるとともに、神経系の重要なメデイエ
ーターでもあり、ストレス反応、発熱、摂食、内分泌系など多彩な脳の機能変化を惹
起することが知られている。バクテ1Jア・エンドトキシン(LPS)などによって誘発
される末梢性炎症反応は中枢においてIL-ip、ILー6やTNFaの発現、発熱、睡眠、
摂食抑制などの作用を惹起する。しかし、このような末梢の炎症反応の中枢神経系个
の伝達経路については不明な点が多い。現在、その伝達経路として主に、
1）末梢の炎症性サイトカインが血液脳関門をトランスポーターを介して移行する
2）末梢の炎症性サイトカインが第3脳室腹壁部（血液脳関門の欠如した領域）を通
    一
過する
3）末梢のシグナルが求心性迷走神経を介して伝達される
とぃう可能性が示唆されているが不明な点が多く存在している。そこで本研究では、
末梢に おけ る炎 症時 に脳内 免疫 機能 におよ ぽす 影響について検討した。
  迷走神経の関与については11-1[3やLPSの末梢投与による中枢神経系への反応
に対して，迷走神経切断の効果を検討した報告があるが、必ずしも・一致した結果が得
られていない。そこで今回、求心性迷走神経を直接電気刺激することでその関与につ
いて直接の証明を試みた。
  レプチンは主として脂肪組織より循環血液中に分泌され、摂食量抑制・体重増加抑
制作用により生体のエネルギー代謝調節や神経内分泌調節に関与することが知られて
いる。最近、肥満遺伝子産物であるレプチンが炎症反応によって誘導され、免疫機能
にもレプヂンが関与していることが示された。そこで末梢レプチンが中枢における免
疫反応をメデイエートする可能性ついて検討した。

  【結果と考察】
1）並！ム性迷走袖経鏖｜邀l≦圭墨脳内IL-ipの発現壷よ埜祖鏖工音B＝工垂佳．前墓〓副豎丞

  (HPA axis)活性iヒ！三及(,墨主影饗

  成熟SD雄性ラットをウレタン麻酔下に、頚部迷走神経を求心性に電気刺激(10 Hz、
0.5 msec、1mA）した。ILrlBmRNAの発現をR1、―PCR法で検討したところ刺激

2時間後においてIL′lDmRNAが視床下音pと海馬で有意に増加した。さらに、求心
性迷走神経の細胞体が存在するnodosegangHonにおいてLPSの受容体である
T・oll―nkeReceptor4が発現していることが明らかになった。したがって末梢性炎症

反応時における脳内IL′1D産生系において求心性迷走神経が関与し、LPSが
nodosegangnonに作用する可能性が示唆された♂また肝ーPCR法により視床下部
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におけるCRF mRNAの発現を検討したところ迷走神経刺激2時間後において有意
な上昇が認められた。さらに血漿中ACTHとコルチコステロンレベルをRIA法で
測定したところ迷走神経刺激2時間後において有意に上昇した。したがって、炎症
時にみられるHPA axisの活性化に求心性迷走神経が関与している可能性が示唆さ
れた。

2）塞梢ヒZチン堕生枢抽経丞Q免疫機能！≦担よ！墨主髪饗
  マウスにレプチンを静脈内に投与2時間後において視床下部、海馬、大脳皮質、小
脳、延髄でIL-ipおよびIL－1 receptor antagonist (IL-lra)のmRNA発現誘導
が認められた。したがって、末梢性炎症反応時における脳内サイトカイン産生にレプ
チンが関与している可能性が示唆された。炎症ストレスは、血中におけるグルココル
チコイドの産生を増加させることが知られている。今回デキサメタゾン前処置により、
レプチンによるIL-1(3の産生が抑制されたことから、生体内においてレプチンによ
る脳内11-1[3の産生は、グルココルチコイドによfって負に制御されている可能性が
示唆された。また、迷走神経切除マウスにおいても、レプチンによるIL-iBの誘導は、
正常マウスへのレプチン投与時と同レベル誘導された。したがって末梢レプチンによ
る視床下部IL-ip産生は求心性迷走神経を介さずに惹起している可能性が示唆された
中枢神経系を構成している細胞群は、主にグリア細胞と神経細胞に大別される。その
中でグリア細胞は中枢神経系における炎症時に重要な役割を担っており様々な炎症性
サイトカインを産生することが知られている。そこで次に、レプチンがグリア細胞に
作用する可能性を検討した。その結果、初代培養グリア細胞には、レプチン受容体が
発現していることが明らかになった。また、初代培養グリア細胞におぃてレプチンは、
IL-lpの誘導を惹起したことから、レプチンによる脳内IL-ip産生は少なくともグリ
ア細胞におぃて生じている可能性が示唆された。以上から、レプチンは脳内でIL-ip
の誘導を惹起し、この作用は求心性迷走神経とは独立した系で誘導すると考えられ、
レプチンは脳内に移行し、少なくともグリア細胞に作用してIL-ipを誘導する可能
性が示唆された。
    ′
3） ヒ Z主 ン に よ 星 脳内 荳亙 ヒ 立亙 Z透 蔓機 擡 tf三 Ov！ 玉Q捻註   ．
  レプチンの受容体にはスプライシングの違いにより少なくとも五つのアイソフオー
ムの存在が知られている。レプチンはObーRb受容体を介してSTAT3を活性化する
ことが知られているが、他の受容体アイソフオーム（ショートアイソフオーム）は、
STAT3活性化能を有していない。db/dbマウス（Ob一Rb受容体変異肥満モデルマ
ウス）を用いた解析から、レプチンによる脳内ILFlp、IL′raの産生はSrAT3活性
化非依存的に、おそらくショートアイソフオームレプチン受容体を介して誘導される
ことが示唆された。さらに、sTAT3の活性化を指標にレプチンの脳内作用部位をり
ン酸化乳AT3抗体を用いたウエスタンブロッテイングにより検討したところ従来
から知られている視床下部に加え脳幹部もレプチンの作用点である可能性が示唆され
た。抗リン酸化s1、AT3抗体を用いた免疫組織化学的検討の結果、興味深いことに
レプチン投与によって視床下部の弓状核、腹内側核、脳幹部の孤束核、迷走神経背側
核において免疫陽性細胞が認められた。さらにJAK－ST、ATシグナルに対する負のフ
イードバック機構として誘導されるSOCS3（SuppreSSorofCytokineSignanng3）
の発現誘導が脳幹部で認められたことから、レプチンのOb―Rb受容体を介した摂
食抑制・エネルギー消費亢進に関与する脳部位として新たに脳幹部の存在を明らかに
した。以上より、レプチンはS1、AT3の活性化非依存的にIL′1DおよぴIL「1raの
発現を視床下部、海馬、大脳皮質、小脳、延髄において誘導し、一方レプチンのObーRb
受容体を介する脳内作用部位として視床下部の他に、脳幹部の存在が明らかとなった。
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学 位 論 文 題 名

求心性迷走神経およびレプチンを介する

脳内免疫機能分子の誘導機構

  申請者は、末梢性炎症反応時における中枢神経系の免疫機能誘導に、求心
性 迷 走 神 経 お よ び レ プ チ ン が 関 与 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。
  サイトカインは免疫系のメディエーターであるとともに、神経系の重要な
メディエ一夕ーでもあり、ストレス反応、発熱、摂食、内分泌系など多彩な
脳の機能変化を惹起することが知られている。バクテリア・工ンド卜キシン
(LPS)などによって誘発される末梢性炎症反応は中枢においてIL-ip、IL-
6やTNFa,の発現、発熱、睡眠、摂食抑制などの作用を惹起する。しかし、
このような末梢の炎症反応の中枢神経系への伝達経路については不明な点が
多く存在している。そこで申請者は、末梢における炎症時に脳内免疫機能に
およぼす影響について検討した。．
  末梢性炎症反応時における中枢神経系の免疫機能誘導における求心性迷走
神経の関与については、11-1[3やLPSの末梢投与による中枢神経系への反
応に対して，横隔膜直下での迷走神経切断の効果をみた報告がなされてきて
いるが、投与ルートや投与量、あるいはどのような脳内反応を指標とするか
によって、必ずしも一致した結果が得られておらず、迷走神経切断モデル動
物を用いた実験による証明には限界があった。そこで申請者は、求心性迷走
神経を直接電気刺激するという方法を新たに用いてその関与について直接の
証明を試みた。その結果、求心性迷走神経の直接の電気刺激により脳内IL-
1pの誘導および視床下部―下垂体―副腎系の活性化が認められた。以上か
ら、申請者は求心性迷走神経の脳内免疫機能誘導への関与について決定的な
ものとした。
  最近、肥満遺伝子産物であるレプチンが炎症反応によって誘導され、免疫
機能にもレプチンが関与していることが示された。そこで末梢レプチンが中
枢における免疫反応をメディエー卜する可能性ついて検討した。その結果、
マウスにレプチンを静脈内に投与2時間後において視床下部、海馬、大脳皮
質、小 脳、 延髄 でIL-1[3お よび IL-1 receptor antagonist (IL-lra)の
mRNA発 現誘 導が 認め られた。したがって、末梢性炎症反応時における脳



内サイトカイン産生にレプチンが関与している可能性を明らかにした。
  炎症ストレスは、血中におけるグルココルチコイドの産生を増加させるこ
とが知られている。今回デキサメタゾン前処置により、レプチンによるIL-
1pの産生が抑制されたことから、生体内においてレプチンによる脳内IL－1p
の産生は、グルココルチコイドによって負に制御されている可能性が示唆さ
れた。また、迷走神経切除マウスにおいても、レプチンによるIL―ipの誘導
は、正常マウスへのレプチン投与時と同レベル誘導された。したがって末梢
レプチンによる視床下部IL-ip産生は求心性迷走神経を介さずに惹起してい
る可能性が示唆された。中枢神経系を構成している細胞群は、主にグリア細｀、
胞と神経細胞に大別される。その中でグリア細胞は中枢神経系における炎症
時に重要な役割を担っており様々な炎症性サイトカインを産生することが知
られている。そこで次に、レプチンがグリア細胞に作用する可能性を検討し
た。その結果、初代培養グリア細胞には、レプチン受容体が発現しているこ
とが明らかになった。また、初代培養グリア細胞においてレプチンは、IL―ip
の誘導を惹起したことから、レプチンによる脳内IL―ip産生は少なくともグ
リア細胞において生じている可能性が示唆された。以上から、レプチンは脳
内でIL-1[3の誘導を惹起し、この作用は求心性迷走神経とは独立した系で
誘導すると考えられ、レプチンは脳内に移行し、少なくともグリア細胞に作
用してJL-ipを誘導することを明らかにした。
  レプチンの受容体にはスプライシングの違いにより少なくとも五つのアイ
ソフオームの存在が知られている。レプチンはOb―Rb受容体を介して
STAT3を活性化することが知られているが、他の受容体アイソフオーム（シ
ヨー卜アイソフオーム）は、STAT3活性化能を有していない。db/dbマウ
ス(Ob―Rb受容体変異肥満モデルマウス）を用いた解析から、レプチンによ
る脳内IL－ip、IL-raの産生はSTAT3活性化非依存的に、おそらくショー
トアイソフオームレプチン受容体を介レて誘導されることが示唆された。さ
らに、STAT3の活性化を指標にレプチンの脳内作用部位をりン酸化STAT3
爿体を用いたウェスタンプ口ッティングにより検討したところ従来から知ら
れている視床下部に加え脳幹部もレプチンの作用点である可能性が示唆され
た。抗リン酸化STAT3抗体を用いた免疫組織化学的検討の結果、興味深い
ことにレプチン投与によって視床下部の弓状核、腹内側核、脳幹部の孤束核、
迷走神経背側核において免疫陽性細胞が認められた。さらにJAK-StI、ATシ
グナルに対する負 のフイードパック機 構として誘導されるSOCS3
（Suppressorofq九okineSignaHng3）の発現誘導が脳幹部で認められたこ
とから、レプチンのOb－Rb受容体を介した摂食抑制・エネルギー消費亢進
に関与する脳部位として新たに脳幹部の存在を明らかにした。以上より、レ
プチンはSTAコ｀．3の活性化非依存的にIL―lpおよびIL′1raの発現を視床
下部、海馬、大脳皮質、小脳、延髄において誘導し、一方レプチンのOb－Rb
受容体を介する脳内作用部位として視床下部の他に、脳幹部の存在が明らか
となった。
  以上、本論文審査委員会は、本論文を求心性迷走神経およびレプチンを介
する脳内免疫機能への関与について、とくに脳サイトカイン誘導機構および
閉lAT3の活性化を指標とした新規脳内作用部位を明らかにした内容である
と判 定し 、 博士 （薬 学）学位を 受けるに十分値す ると認めた。
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