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ゴールデンハムスター副腎髄質のメチオニン-エンケファリン様免疫

反応性に及ぼす日内時間,頭蓋内手術,桧果体ホルモンの影響

木 村 尚 正 加 地 隆

抄寺 先の実験において私共はラット副腎髄質ア ドレナリン (A)細胞におけるメチオニン-エンケファリン

(MET-ENK)様免疫反応性に対して日内時間,頭蓋内手術 (SPX),松果体除去術が影響を与えることを報告し

た.本研究では24時間明暗周期 (明期,07:00-19:00)下で飼育した成熟雄性ゴールデンハムスターを用いて

A細胞でのMET-ENK様免疫反応性について日内4時点(00:00,06:00,12:00,18:00)で比較し,更に06:

00でのSPX群,SPXに連続照明 (LL)を加えた (SPX+LL)秤,更にメラトニン (SPX+LL+MEL)や溶媒

(SPX+LL+VEH)投与を加えた群の間で比較した.日内4時点では06:00で最大の反応性を認めた.また,SPX

で反応性の増強を認めたが,LLによってこの増強は消失し,MELを加えることで再度増強した.これ迄及び今

回の結果は副腎髄質A細胞のMET-ENK量が頭蓋内手術等による松果体からのメラトニン分泌量の変化により

影響され得ることを示す.
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Abstract Wepreviouslyreportedthatthetimeofday,sham pinealectomy(SPX)andpinealectomy
influencedmethionine-enkephalin-likeimmuno-reactivity(METIENKII)inadrenalinecellsoftheadrenal
medullaofgoldenhamsters.Inthisstudy,wecomparedMET-ENK-Iinadrenalinecellsamongfourtime
pointsoftheday(00:00,06:00,12:00,18:00)usingadult,malegoldenhamstersraisedunder24-

hourlight-darkcycle(L,07:00-19:00),andfurthemore,comparedMET-ENK-Iamong丘veexperimen-
talgroups(thenonoperated,SPX,SPX+continuouslighting(LL),SPX+LL+melatoninandSPX+LL+
vehiclegroups)at06:00. ThestrongestMET-ENK-∫amongfourtimepointsinthenonoperatedgroup
wasobservedat06:00,andfurtherenhancementwasattainedintheSPXgroup.Butsuchenhancement
didnotappearintheSPX+LLgroup.Ontheotherhand,theenhancementofMET-ENKJappearedin
theSPX+LL+melatoningroup. Previousandpresentresultsindicatethatthemethionine-enkephalin
levelinadrenomedullaryadrenalinecellscanbein月uencedbythechangesintheamountofmelatonin
secretedfromthepinealglandduetointracranialsurgerysuchasSPX,etc.

HirosakiMed.∫.48:139-147,1996

弘前大学医学部解剖学第二講座 (主任 加地 隆教

撹)

平成 8年 5月8日受付

平成 8年 10月1日受理

SecondDepartmentofAnatomy,HirosakiUniver-
sity SchoolofMedicine (Director:Prof.T.
KACHI),Hirosaki,Japan
Receivedforpublication,May8,1996

Acceptedforpublication,October1,1996



140 木 村,他

緒 看

副腎髄質におけるエンケファリンの存在に

ついては1979年にScHULTZBERG等1)がラッ

トの副腎髄質細胞 と神経終末にメチオニン-

エンケファリン (MET-ENK)様免疫反応性

を見出して以来,ヒトやゴールデンハムスタ

ー等の多 くの晴乳動物で免疫組織化学的に研

究･報告されている2~5).ェンケファリンはク

ロム親性細胞内の頼粒にカテコールアミンと

共存し,開口分泌によりカテコールアミンと

共に放出される6)という.更にその合成･分泌

の機序が盛んに研究されてきた7)が,invivo

での副腎髄質細胞におけるエンケファリンの

調節機序,カテコールアミン代謝との関係や

種差等の詳細は不明な点が多い.また血液中

に循環しているMET-ENKの主な源は副腎

であるとされているが8),その役割に関して

も詳細は不明である.

一方,松果体は近年,そのホルモンである

メラトニンの産生 ･放出が日内暗期に増加す

る著明な日内変動を示し,連続照明により抑

制され,生殖機能や広範な自律系機能等 とも

関連することが報告され,このようなことか

ら適応性調節性機構に属する多機能性器官 と

も見なされている9-ll).痛みに対する感受性

には日内変動があり12),ラットで見 られるモ

ルヒネ鎮痛効果の夜間における増強は松果体

からのメラ トニンに依存することが示唆され

た13).しかし,審菌類で松果体からの内因性オ

ピオイ ド自体 に対する作用を検討 した報告

は,ラット視床下部のエンケファリンとハム

スター視床下部のβ-エンドルフィンレベル

に対する影響を見たもののみで14･15),副腎髄

質では私共の報告以外にはない16).

私共は先にラットで,頭蓋内手術である松

果体対照手術(shampinealectomy,SPX)に

よる髄質細胞エンケファリンレベルの増加反

応を見出した.本研究では,この反応が松果

体ホルモンの変化によってどのような影響を

うけるかを,ラットより多量にエンケフアリ
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ンを含み,神経支配除去に対するその反応に

おいてラットと異なるといわれるゴールデン

ハムスターを用いて免疫組織化学的に検索し

た.髄質ア ドレナ リン細胞 におけるMET-

ENKレベルの SPXによる増加 はこの動物

でも見られ,更にそれが連続照明により抑制

され,メラ トニン投与により再現されること

を見出したので報告する.

材 料 と 方 法

実験動物はゴールデンハムスター総計45匹

を用いた. 6- 7週齢の雄性ゴールデンハム

スターを購入し(富士ラボラ トリ,クレア社,

東京),22±2oC,24時間明暗周期 (明期07:

00-19:00)に調節した窓のない部屋で,固

形飼料 (MF,オリエンタル酵母工業,東京)

と水を自由に摂取させて飼育した.l過問後,

これらの動物を以下の 5つの実験群に分け,

各群 とも2週間後の9-10週齢で断頭し,材

料を採取した.

1.正常無処置対照 (nonoperated,NO)群

は00:00,06:00,12:00,18:00の4時点

で用いた.2.頭蓋内手術群では,SPXを施行

した.すなわち,松果体除去手術におけるよ

うにハロセン麻酔下に頭蓋冠を歯科用 ドリル

を用いて開窓し,頭頂部の矢状静脈洞から約

1-2mm離れた髄膜 にこれ と平行 に左右各

1箇所,静脈洞交会より約 2mmの部位から

前方へ約 2-4mmの縦切開を脳実質に損傷

を加えないように施 した.3.頭蓋内手術+逮

続照明(SPX+LL)群では,SPX後,連続照

明下におき,自由飲水させた.4.頭蓋内手術+

連続照明+溶媒投与 (SPX+LL+VEH)群で

は,SPX後連続照明下におき,毎日溶媒(0.1

%エタノール水溶液)を19:00から07:00に

のみ制限給水 した.5.頭蓋内手術+連続照

明+メラ トニン投与 (SPX+LL+MEL)群で

は,SPX後連続照明下におき,メラトニン添

加 (10〃g/ml)0.1%エタノール水溶液を毎日

19:00から07:00にのみ制限給水した.SPX

を施行した各群の動物では06:00に用いた.
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動物は速やかに断頭し,直ちに副腎を摘出

LZamboni液で室温下に20時間固定 した.

固定した副腎は液体窒素を用いて迅速に凍結

包埋し,クリオスタットで厚さ10JJmの凍結

切片を作製した.

凍結切片は,immunogold-silver染色法17)

を用いて染色 した.一次抗体 には抗meth-

ionine-enkephalin(MET-ENK)抗体 (1,000

倍希釈液)及び抗phenylethanolamine-N-

methyltransferase(PNMT)抗体 (1,000倍

希釈液)を使用して,それぞれの抗体を隣接

切片に使用することによって,副腎髄質アド

レナリン (A)細胞及びノルア ドレナリン

(NA)細胞の分布とMET-ENK様免疫反応

性陽性細胞の分布及び反応性の強度を比較検

討した.このような検討を各個体で少なくと

も2回行った.一次抗体としてETI社 (Al-

1endale,NJ,U.S.A)の抗 MET-ENK抗体及

びChemicon社 (St.EIsegundo,CalifリU.S.

A.)の抗 PNMT抗体を用い,二次抗体と銀増

感液にはそれぞれ BioCell社 (Cardiff,U.K.)

のgoldconjugates(5nm)とsilverenhanc-

ingkitを用いた.また一部の標本においては

ヘマトキシリンーエオシン (HE)染色を行っ

た.抗 MET-ENK抗体はMET-ENK (500

倍希釈の抗 MET-ENK抗体 lmlに対 して

50/Jg)を用いて免疫吸収試験を行った5).

結 果

副腎は,そのHE染色標本において,皮質

細胞は髄質細胞に比べ細胞質が強い好酸性を

示し,やや小型であった.また髄質において

はPNMTに対する免疫反応陽性細胞は傍皮

質域の一部を除いては中央部にあって,その

全体を占有し,PNMT免疫反応陰性細胞は

比較的狭い傍皮質域に局在し,そのほぼ大部

分を占めた(図 1).各実験群で,髄質傍皮質

域におけるPNMT免疫反応陰性のNA細

胞において,強いMET-ENK様免疫反応性

が認められた.しかし,この免疫反応性は

MET-ENKによる吸収試験後もなお弱 く残

存した.一方,PNMT免疫反応陽性のA細胞

に見られたMET-ENK様免疫反応性は吸収

試験により反応が消失した.以上の結果から,

MET-ENK様免疫反応性には,NA細胞に

おいてはMET-ENKの存在による陽性反応

の他に,非特異的反応も含まれると見なされ

たのに対し,A細胞では純粋にMET-ENK

の存在を反映するものとみなされ,本研究で

は副腎髄質A細胞における免疫反応性を中心

に検討した.

NO群では副腎髄質A細胞領域全体におけ

るMET-ENK様免疫反応性は明期の12:

00,18:00では一般に弱 く(図2),00:00で

若干強くなり(図3),06:00で最強となる(図

4)日内変動を示した.06:00では少数のA

細胞の胞体内に頼粒状の強いMET-ENK様

免疫反応性を認め,またそれ以外のほとんど

全てのA細胞にも弱いMET-ENK様免疫反

応性を認めた.06:00において,SPX群では

NO群と同様にA細胞の胞体内に頼粒状の強

いMET-ENK様免疫反応性を認めたが,そ

の数はNO群より更に増加していた(図5).

また,その他の弱いMET-ENK様免疫反応

性を示したA細胞 もNO群に比較すると免

疫反応性は強かった.SPX+LL群とSPX+

LL+VEH群ではSPX群で増加したMET-

ENK様免疫反応性強陽性細胞をほとんど認

めず,全体的にその免疫反応性は弱く,NO群

の明期の髄質とほぼ同様の反応性を示した.

SPX+LL+MEL群で は同時点 のNO群,

SPX+LL群,及びSPX+LL+VEH群と比

較してMET-ENK様免疫反応性強陽性細胞

の増加が認められ,反応性はSPX群 と同様

あるいは一層強い傾向を示した.

このような副腎髄質A細胞におけるMET-

ENK様免疫反応性の半定量的評価を以下の

ように行った.A細胞領域にMET-ENK様

免疫反応性を認めない場合を(-),弱い免疫

反応性を示した細胞がA細胞領域の50%未満

に相当する面積を占めた場合を (±)(図2),

弱い免疫反応性をA細胞領域の50%以上の細
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図 1 ゴールデンハムスターの副腎髄質のA細胞 とNA細胞.視野の周辺部に皮質 (C)が見られる.髄質の傍

皮質域にはPNMT陰性のNA細胞が局在し,その内側の広い中心部をPNMT陽性のA細胞が占める.

NO群 (06:00).immunogold-silver染色及びHE染色.×100

図 2 ゴールデンハムスターの副腎髄質のMET-ENK様免疫反応性.評価 :±.A細胞領域に弱い反応性を示

す細胞 (小矢印)を少数認める.また,NA細胞領域に非特異的反応 (★)を認める. NO群 (18:00).

immunogold-silver染色及びHE染色.×loo

図 3 ゴールデンハムスターの副腎髄質の MET-ENK様免疫反応性.評価 :+.A細胞領域にその50%以上を

占める多数の反応陽性細胞 (小矢印)を認める.また,傍皮質域にはMET-ENK陰性のNA細胞領域

(NA)を認める.NO群 (00:00).immllnOgOld-silver染色及びHE染色.×100

図 4 ゴールデンハムスターの副腎髄質のMET-ENK様免疫反応性.評価 :十十.弱い反応性を示す細胞(小

矢印)をA細胞領域の50%以上を占める程多数認め,強い反応性を示す細胞 (大矢印)をA細胞領域の50

%未満に認める.NO群 (06:00).immunogold-sHver染色及びHE染色.×100

図 5 ゴールデンハムスターの副腎髄質の MET-ENK様免疫反応性.評価 :+++.A細胞領域全体に強い反

応性を示す細胞 (大矢印)を認める.SPX群 (06:00).immunogold･silver染色及びHE染色.×100
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図 6 各実験群における副腎髄質A細胞の MET-ENK様免疫反応性の強度.●は各個体を示す.

NOは正常無処置対照群,SPXは頭蓋内手術群,SPX十LLは頭蓋内手術十連続照明群,SPX十

LL+VEHは頭蓋内手術+連続照明+溶媒投与群,SPX十LL+MELは頭蓋内手術+連続照明十メ

ラトニン投与群.

胞で認めた場合を(+)(図 3),弱陽性細胞に

加えてMET-ENK強陽性細胞をA細胞領域

の50%未満に認めた場合を(++)(図4),強

い免疫反応性を示すMET-ENK陽性細胞を

A細 胞 領域 の50%以上 に認 めた標 本 を

(+++)(図5)とした.各群,各時点での各

個体における免疫反応性の評価の結果を図6

に示した.MET-ENK様免疫反応性はNO

群では,暗期の2時点において全例で(+)か

ら (++)の強度を示し,特に暗終期の06:

00では半数例においてNO群各時点におけ

る最高の強度 (++)を示した.これに対し

明期の2時点では,反応は一般に弱 く,特に

12:00ではほとんどの例で (-)から(±)の

不明瞭な反応 しか認められなかった.また

06:00での各実験群における反応強度を比較

すると,SPX群では (++)から (+++),

SPX+LL+MEL群 に お い て は全 例 で

(+++)の最も強い反応性を示した.一方,

SPX+LL群 及 びSPX+LL+VEH群 で は

NO群での12:00におけると同様の傾向を示

し,ほとんどの例で (-)から (±)の不明

瞭な反応性を示すのみであった.

考 察

本研究では,副腎髄質エンケファリン様免

疫反応性に関する私共のこれまでの研究16)

とは若干異なる材料と方法を用いた.すなわ

ち,先の研究では実験動物にラットを用いた

が,その後,白色及び褐色ラットとゴールデ

ンハムスターを日内2時点以上で比較し,髄

質細胞におけるMET-ENK様免疫反応性は

日内各時点でゴールデンハムスターにおいて

最 も高度であることを見出した (未発表).

BoHNら4)は,動物を殺した日内時点は明ら

かでないが,ゴールデンハムスターとモルモ

ッ トではラッ トよりも副腎髄質における

MET-ENK及びロイシン-エンケファリン

(LEU-ENK)様免疫反応陽性細胞が多いと

述べている.FRANKLIN ら18)ち,副腎髄質エ

ンケファリン含有ペプチド量を生化学的に測

定し,口内1時点で比較した成績ではあるが,
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ゴールデンハムスターにおいてラットよりも

その含有量が約90倍高かった と報告 してい

る.更に,ラットでは副腎髄質のエンケファ

リンレベルは神経支配除去によって増加す

る5･19)のに対し,ゴールデンハムスターでは,

ウシと同様,逆に低下する18)ことを見出し

た .

一方,これまでの各種形態学的指標を用い

た副腎髄質に対する松果体からの影響を検索

した結果によると,松果体除去の影響は少な

くともラットではNA細胞 よりもA細胞に

強 く現れる10).また,ゴールデンハムスターを

含め,一般にMET-ENKはNA細胞よりも

A細胞に多量に含まれると言われ3),更に前

述 の ように,NA細胞 において はMET-

ENK様免疫反応性の中に非特異的反応 も含

まれることが判ったこともあって,本研究で

はA細胞におけるMET-ENK様免疫反応性

についてのみ検索を行った.副腎髄質におけ

るA細胞 とNA細胞の分布を見ると,ラット

では両種細胞領域が混在するのに対し,ゴー

ルデンハムスターではNA細胞は傍皮質域

に限局する一方,髄質中央部はA細胞が占有

するという特徴的分布を示す20).したがって,

ゴールデンハムスターでは,副腎髄質の中央

部を観察すれば,ほぼA細胞領域を観察して

いることになり,煩雑なNA細胞 との鑑別に

過大な注意を払う必要はない.この点からも

ゴールデンハムスターの副腎髄質は有用な実

験材料 と考えられる.免疫組織化学的方法と

して本研究で用いられたimmunogold-silver

法は,これまで私共が用いてきたABC法よ

りも感度が若干良 く,更に染色過程でペルオ

キシダーゼ反応を利用していないため,内因

性ペルオキシダーゼによる非特異的反応が少

ない17).これらの利点から本研究ではこの染

色法が用いられた.

私共 は先 に,ラッ ト副腎髄質 A細胞 の

MET-ENK様免疫反応性がSPXにより増

強し,松果体除去動物ではこの増強反応は起

こらないことを報告した16).前述のFRANK-
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LIN ら18)による髄質エンケファリン含有ペプ

チドに及ぼす神経支配除去の影響の成績は今

後更に様々な角度から追試確認する必要もあ

るが,ここでは彼らの成績が正しいと考えて

考察を進めると,神経支配除去によって髄質

エンケファリンレベルはラットでは増加する

のに対し,ゴールデンハムスターでは低下す

ることになる.一方,私共の今回及び先の成

績では,SPXはラットでもゴールデンハムス

ターでも髄質の大部分を占めるA細胞におけ

るメチオニン-エンケファリンレベルを増加

させた.したがって,このSPXのエンケファ

リン増加効果は髄質A細胞への節前神経の活

動低下によるものとは考え難いことになる.

SPXが,ある種の動物では血中のメラトニン

レベルを著しく増加させ21),松果体除去がこ

のメラトニン増加を阻止すること,更に松果

体除去はSPXによる副腎髄質エンケファリ

ン増加効果をも阻止するという私共の先の報

告16)を併せ考えると,SPXによって増加 し

た松果体からのメラトニン分泌が直接的に,

あるいは下垂体や副腎皮質ホルモンなどを介

して間接的に,髄質A細胞に作用する可能性

が考えられる.一方,SPXはラットでは節前

神経の活動低下を来すのに対し,ゴールデン

ハムスターではその活動克進を起こす可能性

も考えられ,今後の検討が必要である.しか

しながら,私共の先の報告によればラット及

びゴールデンハムスター副腎髄質における節

前神経終末の微細構造は松果体除去や SPX

により両種動物で類似の変化を示すことか

ら,この後者の可能性は考え難いかもしれな

い.

一方,松果体からの影響を除く目的で先の

実験で私共は松果体除去術を行った.しかし

ながら松果体除去術は大きな侵襲を伴い,メ

ラトニン分泌消失以外の影響が関与している

可能性も否定できない.そこで本研究では,松

果体除去術のような侵襲を与えないで松果体

でのメラトニン合成 ･分泌を抑制し,血中メ

ラトニンレベルを著減させる連続照明9)を行
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ったが,やはり松果体除去と同様に,SPXに

よる髄質A細胞のエンケファリン増加反応を

阻止し,エンケファリン量の減少を起こした.

したがって,このような松果体除去や連続照

明のエンケファリン増加阻止効果が,メラト

ニンの補充によって抑制 ･消失することが期

待される.しかしながら,私共の先の実験で

は,毎日16:30から17:00の間に1回,連日

10日間,メラトニンを皮下注射したが,頭蓋

内手術ラットで見られたような髄質A細胞に

おける多量のエンケファリンの出現は認めら

れなかった.皮下注射は痛みや束縛を伴い,更

にメラトニンの血中濃度を一過性に上昇させ

るに過ぎない等の難点がある他,投与量がメ

ラトニンの生理的血中レベルを大幅に超過さ

せた可能性があった.これらの点を考慮して

本研究では,メラトニンを非侵襲的で持続的

に投与できる経口投与法を用い,また投与量

も血中レベルが生理的なレベルを若干上回る

ように濃度を調節し22),毎日19:00-07:00

の12時間投与した.留置カテーテルを用い無

拘束で夜間静脈内に持続投与する方法も今後

検討すべき方法であろう.ともあれ本研究で

は,LL下で飼育したSPX動物にメラトニン

を投与すると,すべての動物でA細胞のエン

ケファリンレベルの明瞭な増加が認められ

た.これらの実験結果は,頭蓋内手術が松果

体からのメラトニン分泌を介して副腎髄質A

細胞のMET-ENK量を増加させるという仮

説を支持するものである.

私共のこれまでの実験成績によると,SPX

は,ラットでは髄質A細胞･NA細胞のペプチ

ド合成に関与する粗面小胞体の集合 ･大規模

化や総体積の増加を起こし,松果体除去はこ

れと反対の効果をもたらした23).しかしなが

ら,これに関するゴールデンハムスターでの

検索成績はまだない.また,ゴールデンハム

スター副腎髄質において,血管周囲腔に面す

る細胞膜上に開口分泌像を有するA細胞の頻

度は,SPX動物で正常及び松果体除去動物よ

りも低かった24).このようにSPXは髄質A

細胞におけるMET-ENKの前駆物質からの

合成を促進し,少なくとも一部のA細胞で血

管周囲腔への分泌を抑制している可能性が考

えられる.また,これと関連して,ラットや

ゴールデンハムスター副腎髄質の節前神経終

末における小型明小胞の密度や,A細胞にお

けるミトコンドリアの数も,松果体除去動物

で両対照群の動物より多かった10･24).このよ

うに髄質A細胞には,SPXや松果体からのホ

ルモンによって同時に促進と抑制という相反

する影響をうける2群の形態学的要素が存在

するらしい.

最近,中枢神経系におけるオピオイド系の

活動と松果体ホルモンとの間には相互作用が

想定され,メラトニンが鎮痛機構に関与する

可能性が考えられている13･25).これに対して

血中のエンケファリンは主に副腎髄質に由来

するとされているが,その機能的意義はいま

だ明確ではない.しかしながら,エンケファ

リンはストレス反応において,これと一緒に

放出されるカテコールアミンに対する髄質細

胞自身の,あるいは末梢レベルでの,過剰な

反応やカテコールアミンの放出の抑制に働 く

との可能性が唱えられている26･27).更にまた

副腎髄質からのエンケファリンは,本研究に

おける頭蓋内手術のような場合には,リンパ

球,NK細胞,単球などの生体防御機構の細胞

の活性化28,29)などによっても,外界からの侵

襲に適切に対処し,回復に貢献しているのか

もしれない.
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