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論文内容の要旨

(目的)

従来サブスタンス P CS P) およびエンケファリン CENK) は，脊髄の痛覚伝達系において重要な

役割を担っている事が，多くの生理学的・形態学的研究により示唆されている。そこで本研究では個々

の細胞レベルで mRNA を捉えることが可能な in situ ハイブリダイゼーション法を用いて，侵害刺激

に伴う脊髄レベルで、の両ペフ。チドの遺伝子発現の動態を形態学的に把握し，神経活性物質の生合成の観

点から SP と ENKの意義を検討した。

(対象及び方法)

実験動物には100~150 g のウィスター系ラットを用い，侵害刺激として右側足底に 5%ホルマリン100μl

を皮下注射した。未注射ラット及び注射後 1 ， 3 , 8 , 24時間経過したラットを潅流固定し， L 5 脊髄

及び両側後根神経節を摘出，厚さ 15μm の凍結切片を作成した。プロープとしては， プレプロタキキ

ニンA CP PT A , 625塩基対，京都大 中西教授より供与)及びプレプロエンケファリン CP P E , 

936塩基対，都立精神研 吉川教授より供与) cDNA を Multiprime random primer labeling system 

にて， 358 標識して用いた。 ìn situ ハイブリダイゼーション法により， cDNA と特異的な mRNA のハ

イブリッド形成を行った後，オートラジオグラフィーにて組織切片の観察を行った。陽性ニューロンは

細胞上の銀粒子数の S/N比で判定し， PPTAフ。ロープでは 3 以上， PPE プロープでは 5 以上の細

胞を陽性三ユーロンとした。対照実験としては足底に生理食塩水を注射したラットを用いた。また反応、

の特異性を確認する為に非標識プロープを用いた競合試験を行い，陽性シグナルの消失を確認した。
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(成績)

1) L 5 後根神経節における PPTA遺伝子発現

多くのPPTA陽性ニューロンは小型であり，その分布は免疫組織化学法の結果とよく一致して

いた。ホルマリン注射24時間後では，注射側の後根神経節で17.2 ::t 2.5%のニューロンがPPTA

陽性であり，反対側では1 1. 6 ::t1. 3%が陽性であった。又，時間経過をみると注射後 1 時間では両

側に差はなく， 3 時間以後有意に注射側の後根神経節にPPTA陽性ニューロンの増加が観察され

た。なお，生理食塩水を注射したラットでは陽性ニューロンの増加は観察されなかった。

2) L 5 脊髄における PPE遺伝子発現

PPE陽性ニューロンは脊髄全体に分布していたが，特に後角表層( 1 , II 層)及び深層 (w-­

VI層)で数多く観察された。ホルマリン注射後， これらの層において PPE mRNA の増加が観察さ

れた。後角深層では注射後 1 時間で既に陽性ニューロンの増加が同側で見られ，少なくとも24時間

は増加は持続していた。 S/N比10以上の強陽性ニューロンも注射前の約 5 倍に増加していた。一

方，後角表層ではPPE陽性ニューロンは漸増傾向を示し， 24時間では注射前の約 2 倍であった。

又，反対側の表層，深層でも，その程度は同側より軽度ながら， PPE陽性ニューロンの増加が観

察された。他の部位 (m ， vn--x層)では陽性ニューロンの増加は見られなかった。

(総括)

脊髄における神経活性物質の遺伝子発現の in situ ハイブリダイゼーション法による検索の結果，個々

の細胞レベルでの mRNA を捉えることができ，さらに誘導実験による mRNA の発現量の変化を形態

学的に把握することが可能となった。これは隣あうニューロンでさえ異なった機能を持つと言われる

heterogenei ty の高い神経系の解析には，大きな手段になると考えられるO

侵害刺激によって一次知覚ニューロンではPPTAの，脊髄後角介在ニューロンにおいてはPPE の

遺伝子発現が増加したことは，その産物である SPやENKの生合成の痛覚情報による活性化を意味し

ているO 以上の事により後根神経節の小型細胞の Sp，脊髄後角介在ニューロンのENKが痛覚伝達に

重要な役割を呈することが明らかとなった。また，侵害刺激に対する脊髄後角介在ニューロンの反応に

おいて，時間的及び部位的な多様性が存在することが明らかとなった。これは脊髄における複雑な情報

伝達の modulation を反映していると考えられ，今後解決すべき興味深い問題であると思われるO

論文の審査結果の要旨

本研究は脊髄痛覚伝達系における神経活性物質の意義を明らかにする為に， in situ ハイプリダイゼー

ション組織化学法という新しい手段を用いて，侵害刺激によるサブスタンス P及び、エンケファリンの遺伝子発現の

変化を検索したものであるO その結果，侵害刺激による両ペプチドの生合成の増加が脊髄や後根神経節において形

態学的に証明され，脊髄痛覚伝達系における両ペプチドの重要性が明らかとなった。本研究は方法論においても，

またその結果の意義においても脳神経研究に寄与するところ大であり，博士論文として値すると認められる。
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