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論文内容の要旨

【目的】

脳は複雑な神経団路からなるため、同じ伝達物質でも、その作用効果はニューロンの違い、また同一ニューロンで

の部位(細胞体、軸索円錐、軸索癌、樹状突起)の違いによって異なる。また、レセプターも様々なサプユニットか

らなり、それらの分布様態は神経細胞の機能により異なる。

アンチセンス法は、アンチセンス (AS) オリゴデオキシヌクレオチド (ODN) を生体内に投与し、実際に

mRNA が生産されている細胞で翻訳を阻害し、遺伝子発現の抑制を可能にする方法であるo すなわちこの方法を用

いて in vivo で、その生体内での遺伝子の役割をさぐることが出来る。

末梢部への痔痛刺激により脊髄後角、特に浅層部 (L 1 / n) に c-Fos 発現が一過性に認められる。 c-Fos 蛋白は

dynorphine, enkephalin, cholecystokinin 等のペプチドの遺伝子のプロモーター領域に他のプロトオンコジーンと

二量体を形成して結合し、ペプチド遺伝子の転写を制御すると考えられている o c-Fos 蛋白発現が痔痛感覚を実際に

どう制御するかはほとんど知られていな L 、。

ラットの後肢足底に起炎剤であるアジュバント (CFA) をー側性に注射し、熱痔痛刺激からの逃避行動に対し、

チオリン酸化(修飾)した c-fos AS 及びミスマッチ (MM) ODN の脊髄腔内前投与の影響を調べた。

【方法】

計、 82匹の雄性 SD 系ラット(体重250-300g) を用いた。実験を三つのグループに分けた。 (1)30匹の動物は、 c-fos

AS ODN, c-fos MM  ODN 及び生理食塩水(生食水)を腰脊髄腔内に前投与し、 CFA 足底注射後の熱侵害逃避行動

を調べるために用いた。 (2)32匹の動物は、 CFA を足底に注射し脊髄の c-Fos を免疫染色して CFA 注入後の時間的

発現様式を調べるために用いた。 (3)20匹の動物は、 10nM， 25nM の c-fos AS ODN、 c-fos MM  ODN 及ひ'生食水を

脊髄腔内へ前投与し、 CFA 注射後 3 時間目の脊髄の c-Fos 発現を免疫組織化学法にて調べるために用いた。

麻酔下で (Na-ぺントパービタール， 50mg/kg, i.p.) L5の椎骨の糠突起を除去し、 PE-I0チューブ (Becton Dickｭ

inson and Company) を吻側方向に2.5cm 挿入(腰膨大部L“)、その位置に固定し、他端を皮下に通し頚部に開放

したラットを作製した。数日後キシロカイン0.5%をそのカテーテルから注入し、下半身の一過性の麻揮を認めたも

のを実験に供した。さらに数日後外科手術の侵襲からの回復を待って、 CFA 注射 4 時間前に c拘s AS ODN、 c弗s
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MM  ODN C10nM，又は25nM)、又は生食水(容量はすべて20μl になるよう調整)をカテーテルを通して脊髄内に

投与した。

Cてfos AS ODN の塩基配列は5' GAA CAT CAT GGT CGT3' 、 CてfosMM ODN は5' GTA CAC CAT GGT TGT3' 

でいずれも修飾したものである。 CFA の注射は、右後肢の足底皮下に0.2ml の CFA (100μg Mycobacterium 

butyricum を含む)を用いて行った。免疫染色による c-Fos 発現は、 CFA を注入 3 時間後動物を濯流固定し、通法

に従ってL4-6の60μm の凍結連続横断切片を作製した。その後、 c-Fos 発現に対する c拘s AS と c-fos MM  ODN 前投

与の影響を免疫組織化学法にて確認した。 CFA 注入直後より当日は 1 時間毎に、翌日からは 1 日毎に 7 日まで Plan­

tar Test (ModeI7370; U go Basile, Verese, 1 taly )を用いて熱痔痛刺激に対する逃避時間を測定した。

【結果】

c-Fos 発現を免疫組織化学法を用いて確かめた結果、 C-Fos 陽性ニューロンの個数は c拘s AS ODN (10nM で平

均±標準誤差=43.9 :t1.3; 25nM で19.4:t 4.1)の前投与では c拘s MM  ODN (63.6:t2.9; 60.6 :t 4.0)、生食 (56.6 :t

5.5) 前投与と比べ、有意に CFA 誘導 c-Fos 陽性ニューロンの個数が減少した。また25nM の c-fos AS ODN を前投

与したラットの CFA 誘導熱痛覚過敏反応は c-fos MM  ODN 前投与したものに比べ有意に減少した。 10nM の前投与

でも痛覚過敏反応の減少が確認されたが、反応抑制効果は25nM よりは劣った。

【考察及び結論】

c拘's AS ODN の脊髄腔への前投与が CFA 誘導 c-Fos 発現を抑制することを確認した。 c-Fos 発現は痔痛認識を促

進する方向に働くと考えられる。修飾 ASODN の有効濃度は非修飾 ASODN に比べ少量で効果を持つが、修飾に

よる毒性の発現を考慮すると有効濃度は限られていると考えられるo

論文審査の結果の要旨

本研究は、即時遺伝子である c-Fos 蛋白の発現と痛覚との関連性について検討したものであるo アジュバント注射

による c-Fos 蛋白の発現は、 Cてfosに対する合成アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドを脊髄腔内導入により抑制

した。また、この抑制効果は熱痔痛受容の動態と一致した。以上の結果により脊髄後角第 I 層と E層における c-Fos

蛋白の発現が痛みの増強に関与することを明らかにした。

これらの結果は、脊髄における痔痛発現機構を追求するうえで、重要な知見を呈示したものであり、博士(歯学)

の学位を得る資格があるものと認める O
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