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序 論

1. ラクトフェリンの性質と特徴

 ラクトフェリン(LF)は哺乳類の乳汁をはじめ、血液、脳脊髄液、涙、唾液、膵

液、精液など様々な分泌液に含まれている(Masson＆Heremans，1966;Levay＆

Viljoen，1995;Brock，2002)が、乳汁中、特に初乳中に多く含まれており、ヒトの

初乳中濃度は5～7mg/mlに達する。また、乳汁中のLF濃度は動物種によって

大きく異なる。例えば、ヒト、マウス、ウマの乳汁中にはLFが高濃度含まれて

おり、中等度に含有する動物としてウシ、ヒツジ、ブタがある。一方、ラット

は乳汁中にLFをほとんど含まず、トランスフェリン(TF)が鉄結合蛋白の役割

を担っている(Masson＆Heremans，1971)。

 LFは分子量約80kDの鉄結合性塩基性糖蛋白であり、NlobeとC-lobeから構

成される。各lobeにそれぞれ1分子の鉄が結合することで鉄を輸送することが

できる。溶液中でのしFの鉄結合能(鉄飽和度)はpHによって異なり、約pH 2

で全ての鉄を放出してapo-LFとなる(Baker et al. ，2002)。また、鉄の飽和度に

よってLFの種々の活性が異なるとの報告(Amold et al. ，1982)もあり、特にLF

による静菌・殺菌作用の強さは鉄飽和度に大きく依存すると考えられている。

通常の試薬として入手されるbovine LF(bLF)は20-25％の鉄飽和度と考えられて

いるが、多求濫¥蛋白であるLFの作用効率と鉄飽和度との関係には不明な点が多

い。

 また、LFは熱や酸に弱く、60～70℃の熱処理によって変性する。さらに胃内

では容易にペプシン消化を受けるため、経口投与によるLFの活性発現を維持す

るためには何らかの工夫が必要である。
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2. ラクトフェリンの体内移行

 多くの動物の新生子は生体求濫¥の調節系や外界からの異物の侵入などに対す

る防御求濫¥が未発達であるが、授乳によって劇的な発育を遂げる。乳汁中には

生体防御に重要な役割を果たす免疫グロブリンをはじめ、種々の成長因子など

も含まれており、新生子の消化管は生後のごく限られた期間に初乳中の免疫グ

ロブリンを効率的に取り込む能力を備えている。この求濫¥は生体防御と生後発

育に必要不可欠のものであると考えられている。

 また、脳は物理的および化学的に安定した環境下でのみ正常な求濫¥を発揮で

きるため、脳の毛細血管、クモ膜および脈絡叢がバリアー求濫¥を有し、物質の

移動を制限していることはよく知られている。これらバリアーとして血液一画

関門(Blood-brain barrier， BBB)ならびに血液一面脊髄液関門(Blood-cerebro-

spinal fluid barrier， BCSFB)には上皮細胞間のtight junctionにより高分子物質の移

動は著しく制限されているが、新生子期の脳は成熟個体に比べて高い物質透過

性を持つと報告されている(Fossan・et・al. ，1985;Habgood et al. ，1993)。

 近年、Harada et al. (1999a)は新生豚においてbLFが腸管から血液循環に移行し

た後、胆汁中に排出されることを報告し、LFが二一肝循環する可能性を示唆してい

る。また、経口的に投与されたLFはウシ新生子(Talukder et al. ，2002)や離乳豚

(Harada et al. ，1999b)、さらには離乳後の若齢ウシ(Talukder et al. ，2003b)でも吸収され、

体循環に移行することが報告されている。Talukder et al. (2003a)は、成熟ウシの十二

指腸、空腸、回腸、結腸などの腸をはじめ、空回腸に分布するバイエル板に特

異的LF受容体が存在することを報告した。興味深いことに、 LF受容体の密度

は通常の腸管組織よりもバイエル板において高かった。したがって、Gut closure

後の動物におけるLF輸送求絡¥には、リンパ組織の関与が不可欠であると予想さ
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れる。Kitagawa et al. (2003)は離乳後のブタで、 Takeuchi et al. (2004)は成熟ラッ

トで、それぞれ十二指腸内に投与したbLFが腸管から吸収され、リンパ管を介して

血液循環に移行することを報告した。

 経口的に投与されたLFが多くの効果を持っていることはよく知られており、

胃酸・ペプシンによるLFの分解産物であるlactoferricinは、特に強い静菌・殺

菌活性を有する(Brock，2002)。 Kuwata et al. (2001)は、成熟ラットの小腸に酵素

分解後もLF分子とlactoferricinが残存することを報告している。

 以上のように、LFの腸管吸収ならびに吸収後の体内動態は、 LFの生物活性を

考える上で重要であり、また、LFの臨床応用を進めるためには、経口投与によ

る吸収動態の解析が不可欠である。

3. ラクトフェリンの求濫¥と応用例

 LFは非常に多求濫¥であり、静菌・殺菌作用(Miehlke et al. ，1996)をはじめ、

抗ウイルス作用(Okada et al. ，2002)、抗癌作用(Wolf・et・al. ，2007)、抗アレルギー一

作用(Kruzel・et・al. ，2006)、抗酸化作用(Nielsen・et・al. ，2004)などが報告されている。

最近では、消化管粘膜での種々のサイトカインの誘導による免疫活性化が抗癌

作用の主な作用求酪?ﾅあるとの報告がなされ、癌転移抑制効果、特に血管新生

の抑制効果が重要であると考えられている(Iigo et al. ，2004)。

 ヒトの臨床応用例としては、C型肝炎ウイルス抑制(Miura et al. ，2004)、H.  pylori

の抑制(㎞oto et al. ，2004)、大腸癌の抑制(Iigo et al. ，1999)、歯』周病の治療と予防

(Yumoto et al. ，2004)、白癬菌の抑制(Yamauchi et al. ，2000)などが報告されている。

 獣医療に関連した報告として、bLFがin vitroでMadin-Darbyイヌ腎細胞にお

けるイヌヘルペスウイルスへの感染と再感染に対する抑制効果(Tanaka et al. ，

2003)、ネコ免疫不全ウイルス(FIV)陽性および陰性のネコにおける難治性口内炎
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の治療効果が報告されている(Sato et al. ，1996)。産業動物に対しては、ウシの潜

在性乳房炎治療(Kawai et aL，2004)、馬の繋鞍治療(Momotani et al. ，2004)など

が知られている。またDiarra et al. (2003)は、 bLFの単独投与またはペニシリン

Gとの混合投与によってS. aureusに対する自己免疫防御求絡¥を強化する可能性

を示した。Hagiwara et al. (2003)は、潜在性乳房炎ウシにおける乳汁中のLF濃

度が健常ウシのそれよりも有意に高かったことから、乳房炎のマー一・一・カーとして

のしFの有用性を報告している。

 以上に述べたLFの作用は何れも末梢組織におけるものであるが、Hayashida et

al. (2003a)は中枢神経系に対する新規作用として鎮痛効果を報告している。その

作用求酪?ﾍ、内因性の一酸化窒素合成酵素(NOS)をLFが活性化することによ

り、産生された一酸化窒素(NO)が中枢神経系内のμ一オピオイド受容体の作用

を増強することが考えられている。中枢神経系に対するLFの作用については、

不明な点が多く残されており、脳脊髄液へ移行した後のLFの役割についても議

論すべき点が多い。

4. ストレス応答に対するラクトフェリン関与の可能性

 Hayashida et al. (2003b)は、 LFが脊髄で強い鎮痛活性を発現することを報告し

たが、LFは鎮;痛以外にも中枢神経系に対して作用する可能性は十分に考えられ

る。Takeuchi et al. (2003)1ま、ラット新生子にみられる母ラットからの分離不安関

連行動をbLFが軽減することを報告した。これは、新生子に特有の行動を指標

としているものの、LFの抗不安効果に関する最初の報告である。

 成熟個体についてみると、一般的に生体にストレス刺激が加わった場合、生

体は様々な反応を示すことが知られている。主なストレス応答として神経系と

内分泌系が挙げられるが、前者は交感神経を介した副腎髄質からのepinephrine
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(E)およびnorepinephrine(NE)の分泌であり、後者は視床下部一下垂体一副腎皮

質軸(HPA軸)である。これら交感神経ならびにHPA軸を介したストレス応答は、

多くの液性調節因子と神経性入力によって常時修飾を受けているが、近年、栄

養学的因子、いわゆるサプリメントによる調節系に対する効果が注目されてい

る。前述のように、LFは中枢神経系において鎮痛効果を発揮することから、ス

トレス応答に対しても何らかの修飾因子として作用する可能性が十分に予想さ

れる。

 一方、内因性オピオイドがHPA軸応答を直接的に修飾する可能性も示唆され

ている。例えば、ヒトでは、μ一オピオイド受容体拮抗薬であるnaloxoneがACTH:

分泌を増加させ、Met一エンケフメ翼潟痘U導体投与によりACTH分泌が低下する

こと、δ一オピオイド作動薬が視床下部レベルでACTH:分泌を抑制することなど

が報告されている(degli Uberti et al. ，1992)。

 さらには、HPA軸に対するNOの修飾についても様々な検討がなされており、

Seo et al. (2004)は、ラットにfoot-shock(FS)の負荷またはlipopolysaccharide

(LPS)の静脈内投与を行った後、神経性NOS(nNOS)含有細胞を脳の各部位で

測定することにより、NOが視床下部室傍核を刺激し、 HPA軸を活性化する可能

性があることを示唆している。また、血管内皮性NOS(eNOS)とnNOSによる

NO産生をともに阻害すると、nicotine誘発によるHPA応答が顕著に増強される

ことなども報告されている(Gadek-Michalska＆Bugajski，2004)。さらに、

Nω一nitro-L-arginine methyl ester(L-NAME)は、すべての型のNOS(誘導型:iNOS、

eNOS、 nNOS)を阻害し、血液由来サイトカインに対するACTH反応を顕著に

増強するが、ラットにおけるFSストレスや心理的ストレスに対する反応は減少

させるとの報告がみられる(Rivier，1998)。これらの報告はHPA軸の活性に関連

するメカニズムが複雑であること、また刺激の型や強さ、与える時間になんら
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かの関連性があることを示している。

 いずれにしても、中枢神経系に対する鎮痛効果の解析から、bLFがNOを介し

て内因性オピオイド求絡¥を増強することが強く示唆されており(Hayashida et aL，

2003b)、 LFのストレス軽減効果においても類似の作用求擁序が予想される。しか

しながら、神経系調節ならびにHPA軸応答のいずれについてもしFの関与は未

だ明らかにされていない。

5. 本研究の目的

 前述のように、LFは体液中に広く分布し、また、経口投与したLFの一部は

血液を介して脳脊髄液へ到達する可能性が指摘されている。さらに、鎮痛活性

など、中枢神経系に対するLFの作用も明らかにされていることから、 LFには

鎮痛以外にも神経系活動を修飾する可能性が高いと予想される。

 本研究では、LFによる神経活動修飾作用の解析として、ラットを用いたスト

レス応答を中心に、行動学的ならびに生化学的解析を進めた。実験は大きく3

っの内容を含んでいる。初めに、恐怖条件付けブリージングテストならびに高

架式十字迷路による心理的不安・ストレス状態の解析、次いで、視床下部・下

垂体・副腎皮質系を介したストレス応答に対するLFの作用解析、最後に、 LF

の脳内移行動態に関する免疫組織学的解析、さらには、経口投与による臨床応

用を視野に入れたLFの体内移行動態の解析として、腸溶性LFの胃内あるいは

十二指腸内投与による腸管吸収の効率化について検討した。
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第1章 b:LFによるストレス軽減効果の発現

1. 目的

 近年、Takeuchi et al. (2003)は、母親や同腹子から離された10日齢のラットが

示す探索行動や超音波発声を指標とし、bLFがこれら不安関連行動を抑制したと

報告した。これは動物の新生子期に特異的にみられる探索行動の一種とも考え

られるが、bLFの抗不安効果を示した最初の報告である。一般的に、新生子の

BBBあるいはBCSFBでの物質透過性は成熟個体とは異なることから、成熟個体

においてもしFがストレス軽減効果を有するか否かは不明である。

 本実験では、成熟ラットにおけるbLFのストレス軽減効果を明らかにするこ

とを目的とし、2種の異なる行動試験を行った。すなわち、強いストレス状態

を評価する恐怖条件付けブリージングテスト、およびマイルドな心理的不安を

評価する高架式十字迷路(Elevated plus-maze， EPM)テストである。尚、 EPMにつ

いては、一般的なEPMが極めて軽微な心理的不安状態を評価するための手磨翌ﾅ

あるという特徴から、本研究では、単回のFSとEPMを組み合わせた独自の手

磨翌�pい、ラットのストレス応答に対するbLFの効果を解析した。

L動物

 本実験には、雄のWistar-lmamichi系ラット(動物繁殖研究所，茨城)を7週齢で

導入し、1週間の予備飼育の後に実験に使用した。動物は、7:00-19:00を明期と

する明暗サイクルの下、室温23±20Cで飼育し、餌と水は自由飲食とした。また、
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すべてのラットについて1回のみの使用とし、実験終了後はエーテル麻酔下で

安楽殺処分した。

2. 投与薬物

 投与したbLFは和光純薬工業(大阪)から購入したものを使用した。

3. 恐怖条件付けブリージングテストのプロトコール

 実験当日、ラットを飼育ケージから実験室に移し、少なくとも1時間は実験

環境に慣れさせた。実験室は室内照明を点灯し、常に静穏を維持した。FS用の

刺激箱(20×24×23cm)はプレキシグラスの壁とステンレス格子の床で構…成された

ものを使用した。

 実験手順は以下の通りである。はじめに、ラットを刺激箱の中に置き、3分間

放置した。その後、FS刺激(1. 5 mA×l s)とビープ音(2kHz，90 dB， l s)を1分間隔

で30回与えた。24時間後にSalineまたはbLF(10，30，100 mg/kg)を腹腔内投

与し、その30分後に再び刺激箱に動物を入れ、ブリージング行動を評価した。

刺激箱に動物を入れた10分後に2分間ビープ音を聞かせ、さらにその後30分

後までの行動をビデオカメラで録画した。ブリージングの定義として、典型的

なすくみ姿勢をとり、呼吸に伴う胸郭の動きを除いて動かない状態とし、40分

間のブリ・・一・一一・ジング行動を観氏翌ｵた。結果は、5分ごとのブリージング行動を示し

た時間で表示した。

4. 高架式プラスメイズテスト(EPM)のプロトコール

 EPMに使用する装置は2つの開放されたアーム(オ・一プンアーム 50x10 cm)

と2っの閉ざされたアーム(クローズドアーム 50×10・cm)で構成され、それぞれ
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のアームは床上70cmの高さで十字にクロスしている。

 実験当日、ラットを飼育ケ・一一一一・Lジから実験室に移し、少なくとも1時問は実験

環境に慣れさせた。実験室は室内照明を点灯し、常に静穏を維持した。各薬物

を腹腔内に投与し、その30分後にFS刺激を与えた。 FS負荷群のラットを上述

の刺激箱に入れ、1回のみのFS刺激(1. 5 mA， l sec)を与え、そのまま3分間刺激

箱内に留置した。直ちにラットを刺激箱から取り出し、メイズの中央部に置い

た。ラットがクローズドアームに進入してから5分間の行動をビデオカメラで

録画した。解析結果は、オープンアーム滞在時間(Time)、オープンアーム進入回

数(Count)、1回あたりのオープンアーム平均滞在時間(Time/Count)で表示した。

また、FS非負荷群(non-FS)のラットは、刺激箱に3分間入れたがFS負荷は行わ

ず、その後の操作はFS群と同様に行った。

5. 統計学的分析

 すべてのデータはmean±S. E. で表示した。 bLF投与の効果判定にはone-way

analysis of variance(ANOVA)およびtwo-way ANOVA、 Student's t-testを用い、

P＜0. 05を統計学的に有意とした。

III. 結果

1. 恐怖条件付けブリージングテストにおけるbLFの効果

 Saline群のラットは、条件付けから24時間後に刺激箱に入れた際、直ちに著

しく高いブリージング時間を示し、5-10分後ではわずかにブリージング時間が

減少した(Fig. D。さらに、ビープ音を提示した後のIo分間では再び高いフリー
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ジング時間(211. 6sec/5 min)を示し、その後は徐々に減少して30分後にはでベー

スラインまで減少した。低用量のbLF投与(10，30 mg/kg)はブリージング行動

にほとんど影響しなかった。これに対し、高用量のbLF(100 mg/kg)群では、刺

激箱に入れた直後からSaline群よりもブリージング時間が有意に減少し、さら

にビープ音の提示後もブリV一一一・ジング時間は有意に減少した［F(1. 80)一18. 97，

p〈o. ooo1］. 

2. EPMにおけるb:LFの効果

 non-FS条件では、 bLF群のTimeとCountはsaline群に比べてわずかに増加傾

向を示すものの、有意差は認められなかった(Fig. 2)。これに対し、 FS負荷条件

では、bLF投与(100 mg/kg， ip)によってTimeとTime/Countはいずれも有意に増

加した。この結果は、EPMと単回FS刺激を組み合わせた条件下ではじめてbLF

によるストレス軽減効果が発揮されることを示唆している。

 さらに、EPMとFSを組み合わせた条件下でbLFの用量依存性効果について

解析したところ、bLF lOmg/kg、30 mg/kgおよび100 mg/kgと用量の増大に伴っ

てTimeとTime/Countも増加傾向を示し、100 mg/kg投与では有意な増加が認め

られた(Fig. 3)。したがって、 bLFによるストレス軽減効果は用量依存性であるこ

とが明らかとなった。

 本実験では、bLF投与によって恐怖条件付けブリージングテストにおけるブ

リージング時間が有意に減少し、さらにEPMにおけるオープンアーム滞在時間

および1回当たりのオープンアーム滞在時間がともに増加した。これらの結果
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は、bLFがストレス軽減効果を有することを示している。

 通常のEPM評価では、動物が探索に対する欲求を示すと同時に、心理的不安

状態にも陥っているため、オープンアーム滞在時間は著しく減少する(Morean

et al. ，1997)。本実験では、EPMとFS刺激を組み合わせた独自の手磨翌�ﾌ用し、

通常のEPMよりもさらに強い不安・ストレス状態を作り出している。

 今回の研究により、bLFが成熟ラットにおけるストレス応答のうち、特にFS

を伴ったEPMや恐怖条件付けブリージングテストのような中程度から重度のス

トレス刺激に誘導される反応には軽減効果を持つことが示唆された。しかし、

FSを伴わないEPMのような軽微なストレス応答に対してbLFはほとんど影響

しなかった。これは、内因性の脳内ストレス応答が一定レベル以上に駆動され

ている状態で、はじめてLFの効果が発現すると理解でき、 LFのストレス軽減

効果の作用求酪?��ｾする上でも重要な所見と位置づけられる。

 一般に、精神的ストレスの強さは直接動物の行動に影響する。新奇環境刺激

は動物において探索行動と恐怖行動を誘発することがよく知られている。Van

den Berg et al. (1998)は感情的ストレスがラットにおいてFSのような物理的ス

トレス刺激とは反対の効果を示すことを報告している。例えば、5日連続のFS

刺激を与えると、ラットの情動行動は少なくとも15日間減少させるのに対し、

感情的ストレス刺激は、その後の15日間にわたって情動行動を増加させた。こ

の報告から、ストレス応答の発生メカニズムはそれぞれの状態において異なる

経路を有していると考えられる。

 今回、2つの異なる評価系において、LFは100 mg/kgの腹腔内投与で効果を

表した。この用量は投与する薬物の量としては非常に多く、経口投与ではさら

に多くの用量が必要であると考えられる。現実的な臨床応用を考えると、より

効率的な薬剤の開発が不可欠である。今後は、LFの作用求酪?ﾌ解明が必要が必

11



要である。

 結論として、bLFは成熟ラットにおいてEPMのみの弱いストレス状態下では

明らかな効果を持たなかったが、ブリージングテストやFSを:負荷した後のEPM

など、一定の強さのストレス状態下では軽減効果を有することが明らかとなっ

た。さらに、この効果は用量依存性であるとこが確認された。
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第2章 b:LFの作用求酪?ﾉ関する行動薬理学的解析

1. 目的

 第1章ではbLFによるストレス軽減効果について述べたが、本章では、 bLF

の作用求酪?ﾌ解明を目的とし、主に行動薬理学的手磨翌�pいて解析を進めた。

すでにTakeuchi et al. (2003)は、10日齢ラットにおける単回の母子分離に伴う不

安関連行動をbLFが抑制する際に、内因性のオピオイドやNO合成が関与する

は依然として不明である。

 本実験では、上述したオピオイド受容体やNOの関与を解析するとともに、

脳内ストレス応答に重要である5-HT神経およびDA神経に注目し、これら神経

伝達物質の受容体に対する各種agonistならびにantagonistを用いてEPMによる

行動薬理学的解析を試みた。

1. 供試動物

 実験には、8週齢のWistar一㎞Lamichi系雄ラットを使用した。導入および飼育

条件はすべて第1章と同様である。

2. 投与薬物

 実験には、以下の薬物を使用した。

 bLF:30，100 mg/kg(和光純薬，大阪)、Naloxone hydrochloride:μ一オピオイド受
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容体拮抗薬:lmg/kg(Sigma， St.  Louis， MO， USA)、 Nω一nitro-L-arginine methyl

ester:非選択的NOS阻害薬:1，3mg/kg(L-NAME， Sigma)、 Nω一nitro-D-arginine

methyl ester:L-NAMEの異性体:l mg/kg(D-NAME， Sigma)、 L-arginine:NOの前

駆物質:30，100，300mg/kg(Sigma)、7-nitroindazole:nNOS阻害薬:3mg/kg

(Cayman Chem. ， Ann Arbor， MI， USA)、 Buspirone hydrochloride:5-HTIA受容体

agonist:0. 1，0. 3 m9/kg(Sigma)、 WAY-100635 maleate salt:5-HTIA受容体

antagonist:0. 03，0. 1 mg/kg(Sigma)、 Mianserine hydrochloride:5-HT2A/2c受容体

antagonist:0. 3，1，10mg/kg(Sigma)、 Imipramine hydrochloride:5-HT再取込み阻害

薬:1，3mg/kg(Sigma)、 Haloperidol:D2，3，4受容体antagonist:0. 03，0. l mg/kg

(Sigma). 

3. 実験プロトコール

 EPM試験に使用した装置ならびに動物の取り扱いはすべて第1章と同様であ

る。尚、以下に述べる二つの実験プロトコールによって、行動薬理学的解析を

行った。

【実験1】内因性オピオイドおよびNO産生に関する解析

 本実験では、μ一オピオイド受容体拮抗薬であるnaloxone、非選択的NOS阻害

薬であるL-NAME、その構造異性体であるD-NAME、 NOの前駆物質である

L-arginine、選択的nNOS阻害薬である7-nitroindazoleを用いた。脳への移行時間

を考慮し、7-nitroindazoleのみEPMの60分前に腹腔内投与したが、その他の薬

物はすべてEPMの30分前に腹腔内投与した。 FSを組み合わせたEPMの実験

方磨翌ｨよび評価は第1章と同様に行った。
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【実験2】1》Aおよび5-HTとの関連性

 本実験では、5-HT受容体およびDA受容体に対する各種agonistならびに

antagonistを用いてEPMによる行動薬理学的解析を行った。

 agonistまたはantagonistの薬物はEPMの60分前に、salineおよびbLFはEPM

の30分前にそれぞれ腹腔内投与した。FSを組み合わせたEPMの実験方磨翌ｨよ

び評価は第1章と同様に行った。また、パラメーターにはオープンアーム進入

割合(オープンアーム進入回数/オープンアームとクローズドアームへの総進

入回数×100)を加えた。

4. 統計処理

 すべてのデータはmean±S. E. で表示した。 bLF投与の効果判定にはone-way

analysis of variance(ANOVA)およびtwo-way ANOVA、 Student's t-testを用い、

P＜0. 05を統計学的に有意とした。

皿. 結果

【実験:1】

 1. オピオイド受容体拮抗薬の影響

 μ一オピオイド受容体拮抗薬であるnaloxoneを前投与し、 bLFによるストレス

軽減効果を解析したところ、naloxone(1 mg/kg)の単独投与はTimeやCountに影

響を及ぼさなかったが、bLF投与(100 mg/kg)に対し、 naloxoneはTimeおよび

Time/Countを有意に減少させた(Fig. 4)。すなわち、 bLFによるストレス軽減効果

の作用求酪?ﾉは内因性オピオイド求絡¥の活性化が関与することを示唆している。
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2. NOS阻害薬の影響

bLFとNOS活性化との関連を明らかにするため、NOS阻害薬であるL-NAME

(1，3mg/kg)を前投与した。 L-NAMEはbLFによって増加したTime/Countを用

量依存性に有意に抑制した(Fig. 5)。 また、 Nos阻害薬の不活性な異性体であ

るD-NAMEはlmg/kgでbLFのストレス軽減効果に影響しなかった。これらの

結果から、bLFのストレス軽減効果はNOの産生増強に関連して発現するもの

と考えられた。

 3. L-arginineの影響i

 NOの基質であるL-arginineの投与がbLFのストレス軽減効果に及ぼす影響を

解析した。本実験では、それ自体は有意な効果を示さない低用量のbLF(30

mg/kg)と様々な用量のL-arginine(30，100，300 mg/kg)を腹腔内投与した。

L-arginineの単独投与(100，300 mg/kg， ip)では、 TimeとTime/Countがともに増加

する傾向を示したものの、有意な変化は見られなかった(Fig. 6)。 bLF(30 mg/kg)

とし-arginine(30，100 mg/kg)との混合投与では、いずれもsaline群に比べてTime

が有意に増加した。さらに、bLF(30 mg/kg)とし-arginine(100 mg/kg)との混合投

与ではし-arginine単独投与によるTimeと比べても有意な増加を示した(P＜0. 05)。

4. 選択的nNOS阻害薬の影響

 選択的神経型NO合成酵素(nNOS)阻害薬である7-nitroindazoleを前投与し

たところ、Timeはsaline群レベルまで有意に低下した(Fig. 7)。すなわち、 bLF

によるストレス軽減効果は、nNOSの活性化を介して発現することが明らかとな

った。
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【実験2】

L5-HTIA受容体に対するagonistおよびantagonistの影響

5-HT I A受容体agonistであるbuspironeを0. lmg/kgまたは0. 3 mg/kgで腹腔内

投与したところ、単独投与ではEPMに有意な影響を及ぼさなかった(Fig. 8)。

また、bLF(100 mg/kg，ip)との併用では、 buspirone O. 3 mg/kg投与によってbLF

の効果を有意にブロックした。

5-HT、A受容体antagonistであるWAY-100635を0. 03 mg/kgまたは0. 1mg/kg腹

腔内投与すると、EPMのTimeは増加傾向を示したものの、有意な変化ではな

かった(Fig. 9)。また、 bLF(100 mg/kg，ip)とWAY-100635 O. 1 mg/kgを同時投与す

ると、Time/Countは有意に増加した。

以上の結果から、bLFのストレス軽減効果には、5-HT、A受容体を介する作用

求酪?ｪ関与する可能性が考えられる。

2. 5-HT2A/2c受容体に対するantagonistの影響

5-HT2A/2c受容体antagonistであるmianserine(0. 3，1. 0または10mg/kg， ip)を投

与しても、EPMには有意な影響を及ぼさなかった(Fig. 10)。しかし、 bLF(100

mg/kg， ip)とmianserineを同時投与すると、用量依存性にbLFの抗ストレス効果

をブロックした。この結果は、bLFの作用に5-HT2Af2c受容体を介する求酪?ｪ関

与することを示唆している。

3. 5-HT再取り込み阻害薬の影響

5-HT再取込み阻害薬であるimipramineをlmg/kgあるいは3mg/kg腹腔内投

与すると、EPMのTimeは増加傾向を示し、 Time/Countに対しては3mg/kgの

用量で有意な増加が認められた(Fig. 11)。一方、 bLFとimipramineとの同時投
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与では、bLFの抗ストレス効果を有意に減弱させた。

4. D2， 3.  4受容体に対するantagonistの影響

D2、3. 4受容体antagonistであるhaloperidolを0. 03 mg/kgあるいは0. 1mg/kgの用

量で腹腔内投与しても、EPMには有意は影響を及ぼさなかった(Fig. 12)。しか

しながら、bLFとの同時投与では、 Time/Countを有意に低下させ、 bLFの抗ス

トレス効果をブロックした。

 Takeuchi et al. (2003)は、ラットの新生子による母子分離不安モデルを用いた

実験から、bLFが不安関連行動を抑制する効果を有し、これが内因性オピオイド

求絡¥に関係していることを初めて報告した。この報告において、彼らはbLFが

母子分離のようなある種のストレス下においてオピオイド求絡¥を活性化してい

るのではないかと考えている。さらに、母子分離されたラットの新生子におけ

るbLFのストレス軽減効果は選択的μ一もしくはK一オピオイド受容体拮抗薬を投

与すると消失した(Takeuchi et al. 2003)。ラットの脳ではμ一オピオイド受容体より

もK一オピオイド受容体の方が早期に発達するため(Petrillo et aL，1987)、μのみな

らずK一オピオイド受容体拮抗薬でもbLFの効果が消失したものと考えられる。

これに対し、条件付けされた恐怖ストレス下の成熟ラットにおいては、μ一オピオ

イド受容体は主として抗ストレス反応を活性化させると考えられている

(Matsuzawa et aL，2000)。今回の研究において、 bLFのストレス軽減効果は非選択

的オピオイド受容体拮抗薬であるnaloxoneによって有意に減弱した。しかしな

がら、bLFはμ一およびK一オピオイド受容体のいずれにも結合しないことが報告
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されている(Takeuchi et al. ，2003)。さらに、 LFのフラグメントはオピオイド作動

薬というより、むしろオピオイド拮抗薬のように働くことが知られている

d℃schemacher，2003)。これらの報告から、 bLFは他の求絡¥を介して内因性オピオ

イド作用を増強していると考えられる。

 本実験では、NOS阻害薬であるL-NAMEがFSを伴ったEPMにおいて、 bLF

のストレス軽減効果をブロックするという結果が得られ、さらに低用量のbLF

(30mg/kg)と低用量のL-arginineとの混合投与により、bLFのストレス軽減効果

が増強された。これらの結果から、bLFが直接NOSを活性化し、産生されたNO

がオピオイド求絡¥を増強していると考えられる。このメカニズムはラットの脊

髄におけるbLFの鎮痛効果のメカニズムと非常に似ている(Hayashida et al. ，

2003a，2003b)。さらに本実験において、 nNOS特異的阻害薬である7-nitroindazol

がbLFのストレス軽減効果を顕著にブロックしたことから、 bLFは、直接的あ

るいは間接的にnNOSを活性化していることが示唆される。

 近年、Bilbo et al. (2003)の報告によると、 nNOSノックアウトマウスは野生型

マウスと比べ、オーフ. ンフィールドテストでの不安行動が減少していることが

指摘されており、さらにnNOSノックアウトマウスは、ストレス誘発1生のコル

チコステロン上昇が減弱したことも報告されている。先人の報告によると、視

床下部室傍核からのCRH分泌調節にNOが関与していることが示唆されている

(Seo，2004)。 nNOSは、視床下部の室傍核や視索上核を含む、脳の様々な領域

に分布している(Huang et al. ，1993;Nelson et al. ，1997)。これらの神経核はCRH:を

含有する主要な領域であることから、NOはCRH:放出を介してHPA軸を修飾し

ているものと考えられる。Kim and Rivier(2000)は、ラットにおいてFSにより誘

発されたACTH放出がL-NAME投与により抑制され、これが視床下部のNOS

活性減少を伴っていたと報告している。さらに、前駆オピオメラノコルチン

22



(POMC)フラグメントの免疫染色領域がnlNOSノックアウトマウスの下垂体細胞

の多くで減少していた。つまり、nNOSの不足が下垂体オピオイドペプチドの細

胞内濃度に影響していたのである(Keilhoff， 2001)。逆に、 Givalois et al. (2002)は

中枢性NO求絡¥がHPA軸の活性化に対してネガティブ効果を持っていることを

報告している。

 nNOSにはnNOS-1とnNOS-2の2つのアイソフォームがあることもよく知ら

れている。Kolesnikov et al. (1997)は、 nNOS-1とnNOS-2を選択的に認識できる

アンチセンスプローブを使用し、nNOS-2を選択的に欠損させたマウスではモル

ヒネの鎮痛効果が顕著に抑制されたと報告した。さらに彼らは、痛みの発現と

鎮痛効果に対する修飾作用は、nNOS-1とnNOS-2でそれぞれ個別に関連して動

くと提唱している。bLFのストレス軽減効果において、 nNOSのいずれのアイソ

フォームがHPA軸内で修飾作用を発現するのかは、今後明らかにしなければな

らい点である。

 一方、恐怖条件付けによるストレスは線条体においてDAの含有量を減少さ

せ、様々な内因性オピオイドを脳の各部位ごとに増減させることが報告されて

いる(Nabeshima et al. ，1986，1992)。さらに恐怖条件付けストレスは、オピオイド

やドーパミン神経のみならず谷町トニン神経を含む他の神経求絡¥をも活性化す

ることが報告されている(lnoue et al. ，1994)。このように、恐怖条件付けストレ

スはDAや5-HTの代謝に影響を与えることが知られており、bLFはオピオイド

系を増強することにより、DAや5-HT系の活動に影響を与えている可能性が考

えられた。

 そこで、今回5-HT受容体やDA受容体に対するLFの関与について行動薬理

能も複雑である。中枢神経系ではシナプス後のみならず、他の神経終末部にお
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いて神経伝達物質の分泌を調節している(Matsumoto et al. ，1995)。血圧調節など

の自律神経系での役割のほか、情動、感情などの調節にも関与していると考え

られている(Yoshioka et al. ，1995)。

 DAは、中脳線条体で運動求濫¥の調節に、中脳辺縁系では情動や認知などの精

神求濫¥に関与している。DA受容体は、アデニル酸シクラーゼに共役し活性化す

るDl受容体フメ翼~リーと、抑制的あるいは共役しないD2受容体フメ翼~リーに

分類され、さらにDl受容体はDlとD5に、 D2受容体はD2、 D3、 D4のサブタイ

プに細分される(Civelli et al. ，1993;Gingrich＆Caron，1993;Sokoloff＆Schwartz，

1995;Seeman＆van Tol，1994)。辺縁皮質系での精神情動求濫¥には、 D2が最も関

わっているが、最近では、抗精神病薬の作用点としてD4も注目されている(Sato

et al. ， 1995). 

 今回、5-HT且A受容体作動薬、拮抗薬および5-HT再取込み阻害薬、あるいは

D2，3. 4受容体拮抗薬の影響を解析したところ、 bLFの抗ストレス効果は5-HT2A/2c

受容体拮抗薬によって用量依存性に阻害されたことから、bLFの作用求酪?ﾆして

5-HT2A/2c受容体が最も強く関与していることが示唆された。また、その他の

序には、5-HTとDA神経活動に対する修飾が含まれるものと考えられる。

 中枢では5-HT2A受容体の求濫¥元進が幻覚、うつ病、精神運動求濫¥興奮、不安

などに関与すると考えられ、統合失調症の陰性症状にも関与すると推定されて

いるが、5-HT2A受容体作動薬であるDOIが高架式プラスメイズ試験において抗

不安作用を持ことも報告されている(Dhonnchadha et al. ，2003a，2003b)。

 ただし、5-HT2A/2c受容体拮抗薬として用いたmianserinはinverse agonist作用

やヒスタミンHl受容体阻害作用、アドレナリンα2受容体阻害作用も少なからず

有している。それらの作用が影響している可能性もあるので麗なる実験が必要
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である。

 結論として、bLFのストレス軽減効果には内因性オピオイド求絡¥およびnNOS

によるNO産生が関わっていること、この効果はbLFとL-arginineとの混合投与

により増強されることが明らかとなった。このことから、bLFはnNOSによる

NO産生を介して内因性オピオイド求絡¥を活性化していると考えられる。また、

他の作用求絡¥として5-HT2A/2c受容体を中心とする5-HTおよびDA神経の活動

も関与する可能性が示唆された。
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i. p. ) was administered 30 min before the FS.  Data are represented as mean
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第3章 bLFの作用求酪?ﾉ関する生化学的解析

1. 目的

 これまでの実験により、LFは中等度から強度のストレス下にある成熟ラット

に対して抗ストレス作用を発揮し、この効果は内因性オピオイド求絡¥およびNO

産生を介したものであることが明らかとなった。また、5-HT2、v2c受容体など一

部のセロトニン受容体の関与も示唆された。

 一般的に、生体がストレス刺激を受けると神経性および内分泌性の防衛反応

が引き起こされることは良く知られている。このうち内分泌性の活動として

HPA軸は中心的な役割を果たすが、ストレス刺激が持続的に加わった場合、長

期にわたってグルココルチコイド濃度が上昇すると海馬の神経細胞が傷害され、

結果的に負のフィードバック求絡¥…が正常に作用し難い状況となる(Vernikos et aL，

1982)。このような慢性ストレスが負荷された状態は、心臓病(Miller＆Mallov，

1977)、高血圧(Hecht et al. ，1976)、うつ病(Glavin，1985)、免疫低下(La・Via・et・al. ，

1996)などの誘因にもなる。

 そこで本実験では、ラットに新奇環境ストレスあるいはFSストレスを与えた

場合の脳各部位での神経伝達物質の代謝回転に対するbLFの影響について解析

を試みるとともに、血漿ACTHおよびコルチコステロン濃度を指標として、HPA

軸のストレス応答に対するbLFの影響を解析した。
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 実験は、以下に述べる2種の異なる手磨翌ﾅ行った。

【実験1】脳内神経伝達物質代謝回転の解析

 1. 供試動物

 実験に使用した動物ならびに飼育方磨翌ﾍ第1章と同様であり、試験はすべて

明期に行った。

 2. 実験プロトコール

 実験環境に適応させるため、少なくとも試験の1時間前にラットを実験室に

移動した。

 ラットを以下の3群に分けた。無処置群:刺激箱にも入れず、FSも与えなか

った。新奇環境ストレス群:ラットをホームケージから刺激箱に移し、FSは与

えず刺激箱内に30分問放置した。FSストレス群:刺激箱に移した後に10分間

FS(1. 2 mA， I sec×3/min)を与え、さらに20分間刺激箱に放置した。

 薬物投与は、ラットをホームケージから刺激箱に移し変える60分前にSaline、

Nω一Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride(L-NAME，3mg/kg， ip， Sigma)または

Naloxone hydrochloride(l mg/kg， ip， Sigma)を、30分前にSalineまたはbLF(100

mg/kg， ip，和光純薬)をそれぞれ投与した。

 処置を終えたラットを直ちに断頭し脳を摘出した。摘出した脳は急速冷凍し、

測定まで一80℃で保存した。測定は、凍結保存した脳から大脳皮質前頭葉、側坐

核、線条体、海馬、縫線核の各部位を切り出し、秤量した後に0. 2mM EDTA2Na、

36



0. 2mM NaHSO3を含む0. 1 M過塩素酸を加えてホモジナイズし、氷自認にて30

分静置して除蛋白を行った。次に、20，000×g、4℃にて15分間冷却遠心を行っ

た。上清を分離した後に0. 45μmフィルターで濾過し、抽出液のうち50μ1をHPLC

に注入して神経伝達物質の定量を行った。尚、移動相には0. IMクエン酸一酢酸

Na(15％メタノール、5mg EDTA 2Na/£、 pH3. 9)を使用し、カラムはモノアミ

ン分析用カラム(MA-50DS、Φ2. 1×150 mm、 Eicom)を用いた。測定したモノ

アミンは、NE、 Hydroxymethoxyphenylglycol piperazinesalt(MHPG)、 DA、

Dihydroxyphenylaceticacid (DOPAC) .  Homovanillicacid (HVA) .  5-HT . 

5-Hydroxyindoleaceticacid(5-HIAA)とし、検出には電気化学検出器(Eicom，京

都)を使用した。検出結果はクロマトコーダー(Chromatocorder2 1， SISTEM

INsTRuMENTs， usA)により解析した。

【実験2】視床下部一下垂体一副腎皮質系のストレス応答に対するLFの作用

 1. 供試動物

 実験に使用した動物ならびに飼育方磨翌ﾍ第1章と同様であり、試験はすべて

明期に行った。

 2. 採血方磨雷yび採血・脳室内(icv)投与用カニューレの留置

 Sodium Pentobarbital(Nembutal，50 mg/kg)の腹腔内投与により麻酔を行い、

右側外頚静脈にポリエチレン製」血液採取用カニューレを挿入した。頭皮を正中

切開し頭蓋を露出後、カニューレを右側外頚静脈から皮下を通して頭頂部より

出した。カニューレの末端にはステンレス製カニューレを接続し、先端をナイ

ロン製キャップで封入した。

 その後、動物を脳定位固定装置にて保定し、アンカービス(AN-3， Eicom)2
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本を頭蓋に固定し、Paxinos and Watson(1986)のラット脳地図に従って、ガイド

カニューレ(AG-8， Eicom)を側脳室(bregmaより後方0. 8 mm、左側方15mm、

雲表から深さ3. 8mm)に挿入した。血液採取用カニューレとガイドカニューレ

を共にアクリル系レジン(GC-UNIFAST， GC)で頭蓋に固定した。ガイドカニュ

ーレにはダミーカニューレ(AD-8， Eicom)を挿入し、キャンプナット(AC-1，

EicOm)でガイドカニューレに固定した。

 4日間の術後回復の後、血液採取を行った。術後の期間中は1日2回、50単

位ヘパリン加生理食塩水にて血液採取用カニューレをフラッシュした。

 実験当日、血液採取用のカニューレにエクステンションチューブを装着し、

実験環境に適応させるために、ラットを実験室に1時間静置した。

 3. 実験プロトコ・・一・一・ル

 1)FS(1. 2 mA， l sec×3/min，10min)を与える60分前にSalineのicv投与を、

30分前にbLF(100 mg/kg)もしくはSaline(l ml/kg)の腹腔内投与を行った。

刺激前の血漿AcTH濃度を確認する目的で、 Fsを与える60分前、すなわちicv

投与を行う直前に血液を採取した。また、FSを与える直前の0分、投与10分後、

30分後、60分後の各時点でも血液を採取し、血漿ACTH濃度および血漿コルチ

コステロン濃度を測定した。

 2)CRH分泌に関するbLFの影響を解析するために、 FSは行わずにCRF(1μg)

のiCV投与を行い、前述と同様の各時間における血漿コルチコステロン濃度を測

定した。
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 4。血液試料の処理

 すべての血液サンプルにはEDTAを添加して遠心分離(5，000 rpm、4℃、5min)

により血漿を分離し、一800Cにて凍結保存した。

5. 血漿ACTHおよびコルチコステロン濃度の測定

血漿ACTH濃度の測定にはELISA-kit(Bachem， Torrance， CA， USA)を、血漿

コルチコステロン濃度の測定にはRIA-kit(Amersham Biotech， UK)を用いた。

m. 結果

【実験1】脳内神経伝達物質代謝回転の解析

1. 新奇環境ストレスとbLF投与による変化

 新奇環境ストレス負荷により、non-treatment群に比べ側坐核のNE含量は増加

する傾向(約2. 12倍)にあり、縫線核のNE含量は有意に増加した(約1. 93倍，

P＜0. 01)。この変化は、新奇環境ストレス負荷前のbLF投与によって抑えられる

傾向にあり、側坐核ではストレス負荷群とbLF投与群の間に有意差が認められ

た(Fig. 13)。

 脳各部位でのMHPG含量についてみると、 non-treatment群に比べbLF群で、

側坐核(約0. 41倍)、海馬(約0. 36倍)、縫線核(約0. 48倍)の3つの部位で減

少する傾向にあり、縫線核ではストレス負荷群に比べてbLF投与群では有意に

低値であった(Fig. 14)。

 脳各部位でのDA、 DOPAC、 HVA含量についてみると、新奇環境ストレス負

荷によって皮質のHVAは有意に増加したが(P＜0. 05)、 DAおよびDOPACの含
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量には有意な変化は認められなかった(Fig. 15-17)。また、 bLF投与によっても

有意な変化は認められなかった。

 脳各部位での5-HTおよび5-HIAA含量には、特に変化がみられなかった(Fig. 

18， 19)o

 脳各部位での新奇環境ストレス負荷によるNEの代謝回転を比較すると、側坐

核および縫線核のMHPG∠NE比は低下傾向にあり、さらに、 bLF投与によって縫

線核のMHPG/NE比が有意に減少した(P＜o. ol， Fig. 20)。 DoPAc/DA比および

HvA/DA比には明らかな変化が認められなかった(Fig. 21，22)。一方、線条体の

5-HIAA/5-HT比は新奇環境ストレス負荷によって有意に上昇したが、 bLF投与

による影響はみられなかった(Fig. 23)。

2. FSストレスとbLF投与による変化

 FSストレス負荷を行うと、線条体のNE含量はnon-treatment群に比べ有意に

高値を示した(P〈0. 05，Fig. 13)。また、 bLFを投与によって、このNE含量の上

昇は抑えられる傾向にあったが、有意差は認められなかった。

 脳各部位のMHPq DAおよびDOPAC含量は、 FSストレス負荷によってもほ

とんど変化がみられなかったが、皮質のHVA含量は、 FSストレス負荷によって

non-treatment群よりも高値を示した(P＜0. 05， Fig. 17)。 bLFを投与すると、皮質

のHvA含量はさらに上昇した(P〈o. 01，Fig. 17)。5-HTおよび5-HIAA含量には

特に変化がみられなかった(Fig. 18，19)。

 線条体のMHPG/NE比はFSストレス負荷によってnon-treatment群よりも有意

に低下した(P＜o. 05，Fig. 20)。また、 bLF投与によって、この低下は抑えられる

傾向にあったが、有意差は認められなかった(Fig. 20)。

 層面部位のDOPAC/DA比およびHVA/DA比には有意な変化は認められなかっ
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たが、線条体の5-HIAA/5-HT比はFSストレス負荷よってnon-treatment群より

も有意に増加したが(P＜o. 05，Fig. 23)、 bLF投与による影響はみられなかった。

3. 新奇環境ストレスとレNAMEおよびbLF投与の影響

 新奇環境ストレス負荷前にL-NAME投与を行うと、皮質、側側核、海馬およ

び縫線核のMHPG含量は有意に低下し、この傾向はbLFを投与しても同様に認

められた(Fig. 24)。 MHPG/NE比も同様の変化を示し、新奇環境ストレス負荷

前とレNAME投与を組み合わせることによって、大きく変化した(Fig. 25)。そ

の他のモノアミンには有意な変動は認められなかった。

4. 新奇環;境ストレスとNaloxoneおよびb:L:F投与の影響

 新奇環境ストレス負荷前にNaloxone投与を行うと、脳弓部位のMHPG含量は、

皮質、側坐核、海馬および縫線核でいずれも有意に減少した(Fig. 24)。また、

bLFとの同時投与を行ってもこれらの変化は同様であった。

 皮質のMHPGINE比はNaloxone投与によって有意に減少し(P＜0. 01)、bLF投

与は特に影響しなかった(Fig. 25)。側坐核、海馬および縫線核においても同様

の傾向は認められたが、有意な変化ではなかった。

【実験2】視床下部一下垂体一副腎皮質系のストレス応答に対するLFの作用

1. FSストレスによる血漿ACTHおよび二・ルチコステロン濃度の変化

 血漿ACTH濃度は、 bLF群ではFS負荷後10分の血漿ACTH濃度がSaline群

に比べ増加傾向(1. 36倍)を示した(Fig. 26)。

 一方、血漿コルチコステロン濃度についてみると、Saline群ではFS負荷後30

分に上昇のピークが現れた。bLF群の安静時の血漿コルチコステロン濃度は
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Salllle群に比べ高値を示したが、 FS負荷後30分の血漿コルチコステロン濃度は

Saline群に比べて有意に(P＜0. 05)減少した(Fig. 27)。

2. CRF脳室内投与に対する反応

 CRF(1μg)のicv投与により、血漿コルチコステロン濃度値は投与直後に最

大となり、その後60分にかけて漸減した。bLF(100 mg/kg， ip)投与群においても

全く同様の変化を示した(Fig. 28)。すなわち、 bLFはcRFのicv投与による血

漿コルチコステロン濃度上昇には影響しなかった。

1. 脳内神経伝達物質代謝回転の解析

 ストレス刺激を与えることによって脳内神経伝達物質量が変化することはよ

く知られており、bLFのストレス軽減効果における作用求酪?��ｾする目的でこ

れらを測定することには大きな意義があると考えられる。

 本実験では、大脳皮質前頭葉、側島育、線条体、海馬、縫線核のモノアミン

類の代謝回転について解析を試みたところ、新奇環境負荷を行ったSaline群で

は、露坐核および縫線核のNE含量が増加し、大脳皮質のDA、 DOPAC、 HVA

含量も増加傾向を示したが、bLF投与によりこれらの上昇は抑制される傾向にあ

った。したがって、bLFのストレス軽減効果は、これら神経系活動を介して発現

する可能性がある。

 特に、DA神経系については、中脳皮質DA路が投射する前頭前野のニューロ

ンは側坐核に出力し、さらに、この側坐核には腹側被蓋野DA神経からの投射
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があり(中脳辺縁DA路)、5-HTとDA間での相互作用が認められると報告され

ている(De Deurwaerdere＆Spampinato，1999;Di Matteo et al. ，2000;Sakaue et al. ，

2000)。中脳辺縁DA系と中脳皮質DA系は、 schizophreniaの陰性症状(極度の

欝など)に深く関わり、これらDA系ニューロンの異常が病態の根底にあると

考えられている。上述したDA系の働きを修飾する主要なものに、縫線核5-HT

神経系がある。実際、schizophreniaの治療には、5-HT2A受容体antagonistや5-H:TIA

agonistなど、さまざまの5-HT受容体サブタイプの薬物が開発され、利用されて

いる(Deutch et al. ，1991)。しかし、5-HTのDA神経系への作用求酪?ﾍ単純では

なく、領域によって異なる5-HT受容体が関与している(De Deurwaerdere＆

Spampinato， 1999; Di Matteo et al. ， 2000; S akaue et al. ， 2000). 

 本実験では、神経伝達物質代謝回転に及ぼすNO産生の影響を解析する目的

で、新奇環境ストレス負荷の前にL・・NAMEの投与を行った。その結果、皮質、

側坐核、海馬、縫線核の4部位のMHPG含量はSaline群に比べ低値を示し、 bLF

との同時投与を行ってもこれらの低下は変化しなかった。また、NEの代謝率の

減少がこれらの脳部位で認められ、Naloxone投与によってもこれらの脳部位で

のNE代謝率は減少したままであった。

 以上の結果から、新奇環境ストレス負荷条件下において、皮質、耳環核、海

馬、縫線核のNE代謝は、 NOSとオピオイドの影響を受けるものの、神経伝達

物質代謝回転に及ぼすbLFの影響はNOSあるいはオピオイド受容体を介したも

のではない可能性が考えられる。

 一方、FS刺激を与えると、線条体のNE含量はnon-treatment群に比べて高値

を示し、代謝率は低吟を示したが、これらの変化はいずれもbLF投与によって

抑制される傾向にあった。しかしながら、FS刺激による大脳皮質のHVA含量の

増加は、bLFで抑制することができなかった。また、 Deutch(1991)はFSにより
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前頭皮質のIL領域においてDA代謝が活性化されることを報告している。また、

Doherty＆Gratton(1996)は15分間の拘束ストレスでIL領域のDA代謝が活性化

されることを報告している。

 以上に述べたように、神経伝達物質代謝回転に及ぼすLFの影響は、新奇環境

負荷とFS刺激では一部異なることから、ストレスの型あるいは強度によって

LFの関与の仕方も異なる可能性が予想された。

2. 視床下部一下垂体一副腎皮質系のストレス応答に対する:LFの作用

 本実験では、HPA軸のストレス応答に対するLFの作用求酪?ﾍ依然として不明

であることから、FSストレスによって誘導されるACTH及びコルチコステロン

の放出反応を指標として、HPA軸のストレス応答に対するLFの作用求酪?��ﾍ

した。

 その結果、bLF群ではFS負荷後10分の血漿ACTH濃度がSaline群に比べ1. 36

倍の高値を示した。これは、bLFのストレス軽減効果と相反するように思われる。

Kim＆Rivier(2000)はNOS阻害薬であるL-NAMEのicv投与によりFS刺激に

対するACTH反応が減弱することを報告している。また、 NOSもしくはヘムオ

キシゲナ・一一一・・ゼ阻害薬の全身投与により、物理的および心理的ストレスに対する

ACTH反応が減弱され(Rivier，1994;T㎜bull et a1. ，1998)、NOドナーであるSIN-1

の投与によりACTH反応が増強されるとの報告もみられる(:Lee et al. ，1999)。さ

らに、CRFとVP放出をNOが刺激することも明らかにされている(McCarm et

al. ，1996; Cao et al. ，1996; Ota et al. ，1993; Raber et al. ，1995). 

 先に述べたように、bLFはFS負荷後10分の血漿ACTH濃度を上昇させたが、

CRFのicv投与による血漿コルチコステロン濃度上昇には影響を与えなかった

ことから、CRH分泌より上流の求酪?�C飾する可能性が示唆された。bLFがNOS
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を活性化することはすでに報告されており、HPA軸に対しても、 NOSの活性化

を介してACTH分泌を一時的に促進することは、上述した先人の報告とも一致

していると考えられる。しかしながら、FS負荷前0分での血漿コルチコステロ

ン濃度はbLF投与によってすでに上昇しており、10分後では逆に減少傾向を示

し、さらに30分後ではSaline群に比べて有意に低値であった。 FS負荷前のコル

チコステロン上昇については、視床下部室傍核からのCRH分泌そのものに対し

てbLFが作用する可能性が考えられる。

 すでに述べたように、CRH分泌は内因性オピオイドやNOによって修飾され

ることから、bLFがオピオイドやNOを介して影響していることも予想される。

また、FS負荷後にみられるコルチコステロン濃度の低下は、負のフィードバッ

ク求絡¥が早期に作動していることを示唆すると考えられる。血漿中に上昇した

コルチコステロンは、海馬をはじめ、脳内のコルチコステロン受容体に作用し

て、HPA軸の反応をdown regulationするが、 bLFはこの調節求絡¥を早期に活性

化させている可能性がある。さらに、CRHのicv投与によるコルチコステロン

上昇に対してbLFは影響しなかったことから、視床下部室傍核への神経性入力

あるいは液性調節因子を介し、bLFがCRH分泌を修飾するとの仮説も成り立つ。

しかしながら、これら血漿コルチコステロン濃度の変動に対するbLFの作用に

ついては、bLFによる直接的な副腎への影響も考慮する必要があり、詳細なメカ

ニズムについては今後さらに検討する必要がある。

 Matheson et al. (1997)は、5-HT2受容体antagonistであるCarvotrolineを投与す

ると30分から60分の間にピークをもつ血漿コルチコステロン濃度の上昇が起

こり、rotatoryストレスと共に与えるとSaline群に比べて、コルチコステロン濃

度が低下することを報告している。この報告と第2章に述べた、EPMにおいて

5-HT受容体のagonistおよびantagonistを用いた実験結果からbLFの血漿コルチ
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コステロンに対する影響は5-HT2受容体が関与している可能性も考えられる。

 以上に述べたように、今回の実験から、bLFによるストレス軽減効果は、新奇

環境下における神経伝達物質代謝回転に対する修飾、あるいはCRH分泌より上

流の脳内求酪?�C飾することによって発現する可能性が示唆された。
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Fig. 13 Changes in the NE content of brain tissues induced by novelty or

FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the content ofNE (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus accumbens，

 striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6). 

 ＊ P〈O. 05， ＊“ P〈O. 01 vs.  non-treatment group， ＃ P〈O. 05 vs.  saline ＋ stress group. 
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Fig. 14 Changes in the MHPG content of brain tissues induced by novelty

or FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (IOO mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the content of MHPG (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus

 accumbens， striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E. 

 (n＝:46).  ＃ P〈O. 05 vs.  saline ＋ stress group. 
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Fig. 15 Changes in the DA content ef brain tissues induced by novelty or

FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mgfkg) vvas administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the content of DA (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus accumbens，

 striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6). 
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Fig. 16 Changes in the DOPAC content of brain tissues induced by novelty

or FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the noveity or FS stress.  After

 the stresses， the content of DOPAC (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus

 accumbens， striatum， hippocampus and rephe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E. 

 (n＝4-6). 
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Fig. 17 Changes in the HVA content of brain tissues induced by novelty or

FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) vvas administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the content of HVA (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus

 accumbens， striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean 1 S. E. 

 (n＝4-6).  “ P〈O. 05， “＊ P〈O. OI vs.  non-treatment group. 
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Fig. 18 Changes in the 5-HT content of brain tissues induced by novelty or

FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the content of 5-HT (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus

 accumbens， striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E. 

 (n一 4-6). 
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Fig. 19 Changes in the 5-HIAA content of brain tissues induced by novelty

or FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (IOO mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the content of5一田AA(pg/mg tissue)was measured ln cortex， nucleus

 accumbens， striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E. 

 (n＝4-6). 
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Fig. 20 Changes in the MHPGINE ratio of brain tissues induced by noveJty

or FS stress and combination with bLF administration

 Saiine or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the MHPGfNE ratio was measured in cortex， nucleus accumbens， striatum，

 hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6).  “ P〈O. 05， ＊“

 P〈O. Ol vs.  non-treatment group. 
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Fig. 21 Changes in the DOPACIDA ratio of brain tissues induced by

novelty or FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

the stresses， the DOPAC/DA ratio was measured in cortex， nucleus accumbens， striatum，

 hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6). 
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Fig. 22 Changes in the HVA/DA ratio of brain tissues induced by novelty or

FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

the stresses， the HVAIDA ratio was measured in cortex， nucleus accumbens， striatum，

 hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝＝4-6). 
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Fig. 23 Changes in the 5-HIAAI5-HT ratio of brain tissues induced by

novelty or FS stress and combination with bLF administration

 Saline or bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty or FS stress.  After

 the stresses， the 5-HIAA/5-HT ratio was measured in cortex， nucleus accumbens， striatum，

 hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6).  “ P〈O. 05 vs. 

 non-treatment group. 
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Fig. 24 Changes in the MHPG content of brain tissues induced by novelty

stress and combination with bLF and L-NAME or Naloxone administration

 レNAME(3 mg/kg)or Naloxone(l mg/kg)was administered 60 min before and saline or

 bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty stress， respectively.  After the

 stresses， the content of MHPG (pg/mg tissue) was measured in cortex， nucleus accumbens，

 striatum， hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6). 

 ＊Pく0・05，＊＊P〈0・01vs・saline＋novelty，＃P〈0。05 vs.  bLF＋novelty group. 
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ig. 25 Changes in the MHPGINE ratio of brain tissues induced by novelty

tress and combination with bLF and L-NAME or Naloxone administration

L-NAME (3 mgfkg) or Naloxone (1 mg/kg) was administered 60 min before and saline or

bLF (100 mg/kg) was administered 30 min before the novelty stress， respectively.  After the

stresses， the MHPGINE ratio was measured in cortex， nucleus accumbens， striatum，

hippocampus and raphe nuclei.  Data are represented as mean ±S. E.  (n＝4-6). 

“ P〈O. 05， ＊“ P〈O. Ol vs.  saline ＋ novelty， ＃ P〈O. 05 vs.  bLF ＋ novelty group. 
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Fig. 27 Changes in the time course of the plasma corticosterone concentration

induced by foot-shock

Open circle and closed circle shows saline and bLF (100 mg/kg， ip) group， respectively. 

bLF or saline was administered at 30 min before the foot-shock.  The foot-shock was

applied for 10 min.  Data represent the mean ± S. E.  from 5 rats.  ＊P〈O. 05 vs.  saline

group. 
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Fig. 28 Changes in the time course of the plasma corticosterone concentration
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第4章 bLFの脳内移行動態の解析

1. 目的

 Hayashida et al. (2003a)は、ラットの中枢神経系においてbLFが鎮痛活性など

の新規作用を発現することを明らかにした。この鎮痛活性は腹腔内投与のみな

らず経口投与(Hayashida et aL，2003a;Tsuchiya et al. ，2006)によっても確認された。

したがって、腸管から吸収されて血液中へ移行したLFは、中枢神経系組織へ到

達することが予想される。しかしながら、血管系と脳組織との間には、BBBお

よびBCSFBによる物質移動が厳しく制限されており、どのようにしてしFがこ

れらバリアーを通過するかは不明な点が多い。Talukder et al. (2003b)は、ウシの

脳室脈絡叢から調製した膜成分にLF受容体が存在することを報告しており、こ

の受容体を介した特異的な輸送求絡¥が重要な役割を担っていると予想される。

 本実験では、BBBおよびBCSFBを通過するLFを免疫組織学的に捉えること

を目的とし、静脈内にbLFを投与したラットの脳組織を解析するとともに、 CSF

中のbLF濃度の経時的変化についても解析した。

1. 供試動物

 実験には、8週齢のWistar-Imamichi四型ラットを使用した。導入および飼

育条件はすべて第1章と同様である。
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2. 実験プロトコv…一・・ル

1)脳の免疫組織化学的解析

5匹のラットを用い、urethan麻酔下(l g/kg， sc)にて尾静脈からbLF溶液(10mg/kg)

を投与した。10分後にperiodate-lysine-paraformaldehyde(PLP)固定液を20分間にわ

たって心臓から灌流し、全身の固定を行った。その後、脳を取り出し、前頭部に割面を

加えた後、4℃のPLP固定液中に一晩浸漬した。脳組織片を液体窒素で急速凍結し、

クリオスタット(Coldtome HM505E， Car1 Zaiss， Germany)にて凍結切片を作製した。

染色磨翌ﾍ前報(Takeuchi et al. ，2004)に準拠して行った。すなわち、凍結切片を

0. 05％一Tween添加リン酸緩衝液(pH 7. 4， PBS)で洗浄し、メタノール原液および0. 5％

H202で処理した。さらに、野生のウシガエル血清(1％)を添加した後に、 horseradish

peroxide(HRP)標識抗一bLFヤギIgGを添加し、4℃で20時間反応させた。発色は・

0. 03％H202を含む3，3ラーdiaminobenzidine-HClで行い、counter-stainとして

hematoxylinを使用した。

2)脳脊髄液中へのb:LF移行動態

 60匹のラットを使用し、以下の3群に分けた。

a)生理食塩水投与群:生理食塩水を1ml/kg投与。

b)低用量bLF群:生理食塩水に粉末bLFを溶解し、10mg/kg投与。

c)高用量bLF群:生理食塩水に粉末bLFを溶解し、30 mg/kg投与。

 覚醒状態のラットを保定箱に入れ、各溶液を尾静脈内に投与した。その後、

ラットをケージに戻し、一定時間後にCSFを採取した。 CSF採取の方磨翌ﾆして

は、urethan麻酔下(l g/kg， sc)にて直接大槽に26 Gの注射針を刺入してCSF O. 2
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mlを採取した。試験:溶液投与後のCSF採取時間は、投与前、投与後30分、1時

間および2時間とした。また、CSF中への血液の混入を避けるため、 CSF採取は

個体につき1回のみとした。CSFはi，500 xg，4℃にて遠心分離を行い、上清を

採取した。

3. bLFのEHSA測定

 CSF中のbLFの定量にはELISAキット(Bethyl Lab.  Inc. ， Montgomery， TX， USA)

を使用した。尚、bLFの検出感度は2ng/mlであった。

4. 統計処理

 データはmean士S. E. で表した。 CSF中のbLF濃度の比較はUnpaired Student's

t一・testで行い、 P＜0. 05を統計的有意水準とした。

皿. 結果

1. 脳の免疫組織化学的解析

 bLFを静脈内に投与した10分後の脳組織についてみると、前頭葉の白質に分

布する毛細血管内皮細胞に抗一bLF抗体陽性像が確認され、陽性を示す粒子は主

に血管内皮細胞の膜上に認められた(Fig. 29-a)。

 さらに強い陽性像が脳室脈絡叢の上皮細胞に認められた(Fig. 29-b)。抗一bLF

抗体陽性を示すおびただしい数の粒子が脈絡叢上皮細胞の膜上に確認された

(Fig. 29-c)。一方、生理食塩水投与ラットの脳では、陽性所見は認められなか

った。
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2. 脳脊髄液中bLF濃度の変化

 bLF静脈内投与後のCSF中bLF濃度についてみると、高用量投与群(bLF 30

mg/kg)では、投与後30分でCSF中からbLFが検出された(Fig. 30)。その後、

bLF濃度は時間経過とともに上昇し、高用量群では1時問後に最大(621. 8土261. 7

ng/ml)となった。また、低用量群 (bLF 10mg/kg)においても2時間後に最大

(388. 1±109. 1ng/ml)となった。以上のように、用量によって最大濃度に達する

時間は異なるが、静脈内に投与したbLFはCSFへ移行することが確認された。

 これまでの報告から、bLFがラットやマウスに対して強い鎮痛活性を有するこ

とが明らかにされており(Hayashida et al. ，2003a;2003b)、さらに、我々は成熟動

物に対してbLFがストレス軽減効果を発揮することを明らかにしてきた。これ

ら中枢神経系に対するLFの作用は経口投与でも確認されており(Hayashida et a1. ，

2003a)、腸管から吸収されたしFは、さらに血液から脳へ到達することが予想さ

れた。本実験の結果から、血液から脳への移行は、脳室脈絡叢を介したCSF中

への分泌が主な移行経路と考えられた。また、同時に脳白質の毛細血管内皮細

胞にもbLF陽性像が確認されたことは、 LFはBBBをも通過する可能性が強く

示唆される。実際、ストレス軽減効果は、bLFの腹腔内投与30分後で十分な活

性を認めており、CSFが唯一の移行経路であれば、30分という時間はLFが脳実

質に到達するには短時間過ぎると思われる。bLFの静脈内投与後のCSF中bLF

濃度の時間経過をみても、ピークに到達するのは1時間以降であり、脳室系か
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ら脳実質へLFが拡散するにはさらに時間を要すると考えられる。

 したがって、本研究で得られた結果は、LFがBBBおよびBCSFBを通過して、

一血腋中から脳実質へ移行する可能性を強く示唆するとともに、LFの作用発現に

はBBBとBCSFBの両者を通過することが必要であると考えられるが、実際の

求濫¥発現にはさらに複雑なメカニズムが存在するものと予想される。

 実験的には、高血圧(Westergaard et al. ，1977)、出血(Westergaard et al. ，1976)、

ヒスタミン投与(Gross et aL，1982)、 cyclic nucleotide投与(Joo，1994)などによ

っても、高分子物質のBBB透過性は変化すると報告されている。また、 LFの

BCSFB透過性は動物の成熟状態によっても変化することが指摘されており、

Talukder et al. (2002;2003b)は、ウシ新生子の血漿中LF濃度は離乳ウシよりも高

いにもかかわらず、CSF中のLF濃度は離乳ウシの方が高濃度であったと報告し

ている。本実験では、CSF中のbLF濃度は、30mg/kgの静脈内投与時で最大621

ng/mlであり、CSFへ移行したbLF量はわずかである。しかし、経口投与した動

物においても、bLFの中枢作用が発現していることから考え合わせると、脳実質

へ到達するbLF量はごく微量であっても作用は発現し得るものと思われる。

 一方、Fillebeen et al. (1999)は、脳の毛細血管内皮細胞をシート状に培養し、

LFの透過性を検討したところ、血管内皮細胞を通過したLFは元の分子量サイ

ズを維持していたと報告している。Harada et al. (1999b;2002)も、ブタ新生子を

用いた実験から、CSFへ移行したbLFは少なくとも元の分子量のものを含んで

いると述べている。これに対してStrahan et al. (1992)は、血液中のTFは毛細血

管内皮細胞へ取り込まれるものの、脳実質へは到達せず、血管内へ再分泌され

るとの結果を報告している。同様にJi et al. (2006)は、1251標識したTFを用いて
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実験を行ったところ、TFはBBBを通過できないと報告した。したがって、鉄結

合性蛋白であっても、BBBあるいはBCSFBを通過できるのはしFの特徴である

と考えられる。

 以上のように、本実験から、ラットの静脈内に投与したbLFはBBBおよび

BCSFBを通過して脳実質あるいは脳脊髄液中へ移行することが、免疫組織化学

的解析ならびに、CSF中のbLF濃度測定から確認された。これらの所見は、 LF

序を理解する上で、極めて重要な所見であり、経口投与されたLFが中枢神経系

に対して作用し得ることを強く支持している。
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Fig. 29 Distribution of bLF immunoreactivity in the adult rat brain. 

(a) High-magnification light micrograph of blood capillaries in cerebral white matter.  Positively

sta血ed membranes are visible in the cytoplasm(arrowheads). (b)Low-magnification micrograph

ofa choroid plexus.  bLF immunoreactivity remains in the lumina ofblood capillaries

(arrowheads).  (c) High-magnification of a blood capMary (C) ofthe choroid plexus.  Numerous

small vesicles wnh bLF-positive membranes are visible in some ependymal cells (arrows) of the

choroid plexus.  Ep: ependymal cells.  Bars: a＝ 10 pm， b＝ 100 ”m， c＝ 100 ”m. 
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Fig. 30 Changes in bLF concentrations in the CSF after the intravenous

infusion of bLF in adult rats. 

Open and closed circles show data from rats at doses of 10 mg/kg and 30 mg/kg，

respectively.  Data represent the mean±SE from 5 rats.  ＊P〈O. 05， ＊＊P〈O. 01 vs.  pre. 
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第5章 腸管からのb:LF吸収の効率化

1. 目的

 経口投与されたLFの体循環への移行量は少なく、さらに血中残存時間も短い。

これには、胃内での消化や肝臓での代謝による影響が大きいと考えられる。し

たがって、LFの効率的な腸管からの吸収は臨床応用を考える上で極めて重要で

ある。一般に、腸管からの蛋白吸収にはいくつかの制限がある。すなわち、腸

上皮細胞間のタイトジャンクションによるバリアー求絡¥に代表されるように、

高分子物質は腸管からは吸収され難iい。また、胃内での消化酵素によって蛋白

質が変性あるいは不活化され、腸上皮細胞膜の受容体に対する結合活性が低下

したり、疎水性であると腸上皮の透過性が低下すること、などが含まれる

(Paulsen et al. ，1979;Maberly et al. ，1982;Saffran et al. ，1986)。したがって、これらの問

題点を解決したドラッグ・デリバリー・システムの確立は、経口薬の汎用性をさらに広げ

ることになり、応用性が期待される。

 :LFについても、リボゾーム化によって胃酸・ペプシンに抵抗性をもたせ、吸収効率

の向上を検討した報告がみられる(Ishikado et al. ，2005)。この研究では、ラットに経口

投与したリボゾーム化しFがCCI4誘発性の肝障害に対し、無処理のLFよりも強い抑制

効果を発現した。さらにIshikado et al. (2005)は、 bLFをマウスに皮下投与すると

顕著な抗体価の上昇を惹起するのに対し、経口投与では抗原性が有意に低下す

ることを報告した。したがって、LFの臨床応用に際しては経口投与が望ましい

と考えられ、効率的な腸管吸収の実現が不可欠である。

 本実験では、胃酸・ペプシン消化に抵抗し得ると予想されるbLFの腸溶性剤
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を胃内または十二指腸内に投与し、胸管リンパ液中のbLF量を測定することに

よって、腸溶性bLFが腸管からの吸収効率を向上させるか否かを解析した。

1. 供試動物

 実験には、8週齢のWistarImamichi系雄ラットを使用した。導入および飼

育条件はすべて第1章と同様である。

2. 試薬

 Tris［hydroxymethyl］aminomethaneは和光純薬工業(大阪)から購入した。ウシ血

清アルブミンはSigma(St.  Louis， MO， USA)から、ヤギ抗一bLF抗体はBethyl

Laboratories， Inc. (Montgomery， TX， USA)から購入した。

3. 投与薬物

 粉末のbLFはこれまでの実験で使用したものと同様である。腸溶性bLFはNRL

Phaima lnc. (川崎)から譲り受けた。腸溶性bLFの詳細な生産磨翌ﾍinternational

patent submission No.  PCT/JP2006/301619に記載した通りである。腸溶性bLFは

bLF粉末を10％含有し、豆乳でコーティングしたものであり、粒径はlmm未満、

サイズno. 16のメッシュを通過する大きさとなっている。

4. 実験プロトコール

 ラットを以下の3群に分けた。

 a)粉末bLF(30 mg/kg)群:粉末bLFを生理食塩水に溶解し、30 mg/kg投与。
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b)粉末bLF(300 mg/kg)群:粉末bLFを生理食塩水に溶解し、300 mg/kg投与。

c)腸溶性bLF(30 mg∠kg)群:腸溶性bLFを生理食塩水に懸濁し、30 mg/kg投

  与。

すべてのラットは一晩絶食し、25％urethan(1 glkg)およびSodium Pentobarbital

(Nembuta1，50 mg/kg)の皮下投与による麻酔下にて、外頸静脈から約3cmの深

に従って胸管にリンパ囎取用のポリエチレンチューブ(0. 8㎜OD)を挿入し

た。

 粉末bLF溶液と腸溶性bLF懸濁液を1mlシリンジ、26ゲー・・一・・ジの注射針を介し

て胃内または十二指腸内に1分以上かけて投与した。胸管リンパ液はbLF投与

前1時間と投与後1時間おきに4時間まで、ヘパリン処理チューブに採，濾した。

胸管リンパ液の流量はリンパ液採取後のチューブの総重量から採取前の空のチ

                        むユv一一一・・ブの重量を引いて算出した。これらのサンプルは4C、5，000 rpmで15分間

遠心し、上清とリンパ球残渣は分析まで一800Cで保存した。胸管リンパ液への

bLFの吸収量はリンパ流量とリンパ液中のbLF濃度に基づいて算出した。

5. リンパ忌中のbLF含量の解析

 リンパ球中のbLFを測定するために、サンプルチューブ内のりンパ球ペレッ

                                  むトに生理的食塩水を加えて超音波破砕処理を行った。さらに、12，000xg、4C

で10分間遠心分離し、上清を細胞質成分として分取した。沈渣に0. 2％Triton

X-100を加えて溶解し、これを細胞膜成分とした。両成分中の総bLF含量をEHSA

磨翌ﾅ分析した。
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6. ELISA磨翌ﾉよるbLFの定量

 bLFの定量は第4章と同様の方磨翌ﾅ行った。

7. 統計処理

 すべてのデータはmean土S. Eで表した。胸管リンパ液のリンパ流量、 bLF濃

度、総bLF吸収量、および血漿中のbLF濃度について、各一問の比較はUnpaired

Student's t-testで行った。 P＜0. 05を統計的有意水準とした。

皿. 結果

1. リンパ液中bLF濃度の解析

 各群とも、リンパ流量は薬物投与後1時間でピークとなり、その後は4時間ま

で徐々に減少した。胃内投与および十二指腸内投与のいずれにおいても3群問

のリンパ流量に有意差は認められなかった(Fig. 31-A， B)。

 胃内投与による吸収動態についてみると、投与前のリンパ液中からは、いず

れの群においてもbLFは検出されなかった。粉末bLF(30 mg/kg)群における胸

管リンパ液中のbLF濃度は、投与後ごくわずかに増加を示した。粉末bLF(300

mg/kg)群では投与直後の1時間で明らかな上昇を示し、その後3時間は同レベ

ルを維持した。一方、腸溶性bLF(30 mg/kg)群のリンパ液中bLF濃度は投与後

に顕著な上昇を認め、粉末bLF(30mg/kg)群と比べて投与後1-4時間で有意であ

った。また、粉末bLF(300 mg/kg)群と比べても、腸溶性bLF(30 mg/kg)群は投

与後3時間で高値を示した(Fig. 32-A)。

 これとは対照的に、十二指腸内にbLFを投与した場合、リンパ液中のbLF濃
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度は用量依存性であった(Fig. 32-B)。投与前はすべての群においてbLFは検出さ

れなかった。粉末bLF(300 mg/kg)群では、投与後1-4時間において他の2群と

比べて有意に高いbLF濃度を示したが、粉末bLF(30mg/kg)群と腸溶性bLF(30

mg/kg)群との間には差異はほとんど認められなかった。

 リンパ液中のbLF吸収量の時間的変化は投与後のリンパ液中bLF濃度とほぼ

相関していた。胃内投与後、腸溶性bLF(30 mg/kg)群のbLF総吸収量は3から4

時間後において他の2群よりも有意に高値であった(Fig. 33-A)。一方、十二指腸

内投与後における総bLF吸収量はすべての群において1時間でピークとなり、4

時間まで徐々に減少した。粉末bLF(300 mg/kg)群では、1～4時間まで他の2群

より高値となり、1時間後では有意差が認められた。腸溶性bLF(30mg/kg)群と

粉末bLF(30 mg/kg)群の間には有意差は認められなかった(Fig. 33-B)。

 投与後4時間の胸管リンパ雨中総bLF吸収量をFig. 34に示した。胃内投与に

おける腸溶性bLF(30 mg/kg)群のbLF吸収量は他の2群に比べて顕著に高く、

粉末bLF(30mg/kg)群の約10倍であった(Fig. 34-A)。しかし、十二指腸内に同用

量を投与した場合、粉末bLF群と腸溶性bLF群との問に差は見られなかった(Fig. 

34“'B)o

2. リンパ球中 bLF含量の解析

 Fig. 35に示すように、十二指腸内にbLFまたはBsAを投与した場合の胸管リ

ンパ液中のリンパ球数はわずかに増加したが、2群間に有意差はみられなかった。

投与後、大部分のbLFはリンパ液の上清に含まれていたが、1-8％程度のbLFは

リンパ球中にあり(Fig. 36-B)、その内訳は、リンパ球の膜成分と細胞質成分で同

程度であった(Fig. 36-A)。
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 Takeuchi et al. (2004)は、成熟ラットの十二指腸内に投与したbLFが胸管のリ

ンパ液を介して血液循環に移行することを報告した。この報告によると、胸管

リンパ液を採取しなかったラットでは、bLFの十二指腸内投与後に」血漿中bLF

濃度が速やかに上昇したのに対して、胸管リンパ液を採取した個体では血漿中

にbLFは検出されなかった。これらの所見は、腸管腔内に存在するbLFが腸上

皮細胞に取り込まれた後、門脈経路ではなく、リンパ経路を介して血液循環へ

到達することを示唆している。したがって、吸収されたbLFは肝臓での代謝を

受ける前に全身に到達し、種々の作用を発揮し得るものと考えられる。

 今回の実験では、粉末bLFを30 mg/kgと300 mg/kgの用量で用いたが、高用

量粉末bLF群のリンパ液中bLF濃度は十二指腸内投与時のみならず、胃内投与

時においても低用量粉末bLF群よりも高値であった。また、リンパ液への総bLF

吸収量も同様の結果であった。したがって、リンパ液中bLF濃度は小腸内のbLF

濃度にある程度相関するものと考えられる。Kawakami＆Lonnerdal(1991)はヒト

の胎児と幼児の小腸からLF受容体を分離している。その他、ラット(Takeuchi et

al. ，2004)、ブタ(Harada et al. ，1999a)およびウシ(Talukder et al. ，2003a)において、

十二指腸内に投与したbLFが受容体を介する取り込み求絡¥によって腸上皮細胞

から吸収されることが報告されている。したがって、bLFが小腸の管腔内で高濃

度に存在すれば、腸上皮細胞膜に接する効率は上昇すると考えられる。腸溶性

bLF群におけるリンパ液中のbLF濃度と吸収量は、十二指腸内投与の場合、低

用量粉末bLF群と比べて有意な差は見られなかった。したがって、小腸ではbLF
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濃度が吸収に影響する主な要因であると考えられた。

 胃内投与後の腸溶性bLF群におけるリンパ液中bLF濃度と吸収量は、粉末bLF

(300mg/kg)群よりも有意に高いものであった。これらの結果は、腸溶性bLF

が胃酸・ペプシン消化に対して耐性を有し、消化されない状態で小腸に到達し

た後に吸収されることを明確に示唆している。一般的に、抗胃酸処理は胃酸や

ペプシンなどの酵素に強いことが知られている。Nolan＆Mine(2005)は、胃を

通過し、小腸での放出を調節するためにマイクロカプセル処理した免疫グロブ

リンYがin・vitroで6時間まで胃内環境に耐えたことを報告した。

 一方、血漿中に移行した後のLFについてみると、通常、吸収されたしFは門脈

を経て肝臓に到達し、肝細胞にすばやく取り込まれ、クリアランスされてしまうため、循

環血液中の濃度は比較的短時間で低下することが報告されている。例えば、Regoeczi

et al. (1985)は、1251-LFを1-2μg/100gの用量でラットの血管内に投与したところ、放

射活性の推移は、投与した1251の85％が最初の10分で血液中から消失するが、肝臓

からの1251の消失は非常に緩徐であったと報告している。このことから、血液中のLFは

肝臓に達し、その多くが肝細胞内に留まった後に分解されることが考えられる。Harada

et al. (1999a)による報告では、新生ブタにおいて血液中のLFが胆汁中に移行し、腸

から再吸収されることを示した。したがって、肝臓に取り込まれたLFの一部は胆汁中

に排泄され、腸肝循環していると考えられる。

 今回の実験では、十二指腸内に投与され、吸収されたbLFの約8％がリンパ球

に存在することが明らかとなった。我々は、bLFを含んだりンパ球の生理的役割

を解明するには至らなかったが、好中球は内因性LFのもっとも主要な貯蔵場所

であると考えられている。血液中に遊離しているbLFは迅速に肝臓に取り込ま
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れ、胆汁中に分泌される。Prieels et al. (1978)は、血管内に投与したLFの約90％

が投与後10分以内に肝臓によって血液循環から除去されることを報告した。ま

た、Ziere et al. (1992)も、血管内に投与したLFの92. 8±9. 5％が投与後5分で肝臓

によって血液循環から除去されることを示した。この残存時間は非常に短く、

長時間にわたって生体の各組織に効果を及ぼすことは困難である。したがって、

リンパ球や肝臓に一時的に貯蔵され、必要に応じて血液中へ再度放出され、全

身の組織に効果をもらたすことも予想される。

 LFは抗菌作用、抗炎症作用、鉄結合能、抗ガン作用、抗侵害受容作用、抗ス

トレス作用など多くの作用を持つ蛋白質としてよく知られている。Inoue et al. 

(2004)は、ヒトにおける血液中のLF濃度がジョギングの後で増加することを報

告した。なぜ内因性LFはジョギングによって血流に即時に放出されたのか。な

ぜLFは各組織に異なる作用を持っているのかは依然として不明である。

 Iigo et al. (1999;2004)は、 LFがIL-18などのサイトカイン産生促進によって癌

抑制効果を発揮することを報告している。LFは複数のサイトカイン産生に関与

することが報告されているが。例えば、bLFはラットのIL-10産生を詠進させる

ことによって、炎症性サイトカインであるIL-6を抑制し、結果的にリュウマチ

性関節炎の症状を緩和することも明らかにされている(Hayashida et al. ，2004)。

サイトカイン産生はリンパ球の求濫¥と密接に関連していることから、仮にLFが

リンパ球内に取り込まれて、何らかの修飾因子として作用するのであれば、前

述のように、生体防御因子の一つとしてのしFの役割が想定しうる。しかしなが

ら、内因性LFを含む、体内に存在するLFがどのようにリンパ球の求濫¥を修飾

するのかを明らかにするためにさらなる研究が必要である。
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 以上に述べたように、今回の実験により、成熟ラットにおいて腸溶性bLFは

胃酸・ペプシン消化に耐1生を有し、腸上皮細胞からの吸収を高める効果がある

ことが確認された、，さらに、腸から吸収されたbLFの約8％がリンパ球に分布して

いた。
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Lymph flow rate is expressed as total volume during each hour， and calculated per 100 g
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 LFは、その存在が発見されて以来、様々な分野で研究されてきた。現在も、

化学構造解析、受容体の遺伝子解析をはじめ、抗癌作用、抗ウイルス作用、抗

菌作用、抗炎症作用、免疫調節作用などの薬理作用についても活発に研究が行

われている。これまで我々は、bLFの腸管吸収動態について解析する過程で、循

環血液中へ移行したbLFが脳内に到達することを明らかにし、さらに、脳内で

の作用について研究を進めてきた。その結果、新生子ラットの母子分離不安に

対する軽減作用や成熟ラットにおける鎮痛作用などを明らかにしている。

 上述した中枢神経系に対する作用の他に、今回の研究により、bLFが成熟ラッ

トにおいても抗ストレス作用を発揮することが明らかになった(Kamemori et al. ，

2004)。このことは、人および獣医療における臨床応用の可能性を示唆している。

例えば、人の抗うつ剤として、または犬猫の問題行動の治療薬として用いるこ

とができるかもしれない。

 LFによるストレス軽減効果の作用求酪?ﾆしては、 nlNOSの活性化によるNO

産生促進を介した内因性オピオイド作用の増強のほか、HPA軸のCRH分泌より

も上流で作用し、かつコルチコステロンのnegative-feedbackを促進することを示

唆する結果が得られた。しかしながら、脳内のストレス応答は非常に複雑であ

り、今回の研究で検討していない部位においても何らかの作用を発現している

可能性も否定できない。正確な作用求酪?ﾌ解明には長期にわたる研究の継続が

不可欠であると思われる。

 また、高分子物質の脳内移行は未だ不明な点が多いが、本研究では静脈内に

投与したbLFが脳毛細血管内皮細胞および脈絡叢上皮細胞に検出された
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(Kamemori et al. ， in press)。 LFを含む高分子物質の脳内移行はドラッグデリバ

リーシステムとしての応用性も期待され、今後も多方面で研究が進むと予想さ

れる。BBBおよびBCSFBの透過性は種々の病態において変化すると考えられ、

今後は病態モデルを用いた解析が不可欠であると思われる。

 LFの臨床応用を考えるとき、最も問題となるのは投与経路であろう。LFは高

分子の蛋白質であるため、皮下や静脈への注射投与は抗体産生を伴うため、後

にIV型アレルギー反応を起こす可能性が高い。そこで、より安全な投与経路は

必然的に経口投与となる。実際に、経口投与であれば抗体産生はわずかであり、

アレルギー反応を引き起こす可能性は極めて低い(lshikado et al. ，2005)。本実験

では、これらの観点から、経口投与での腸管からの吸収動態についても解析し、

腸溶性bLFは通常のbLFの10倍以上の吸収効率を有することが証明された。今

後は、これら新たなLF製剤の開発が進められるものと予想され、臨床応用への

道がさらに拓かれることが期待される。
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要 約

  Lactoferrin(LF)は、様々な体液に含まれる鉄結合性タンパク質であり、多

様な生理作用を持っていることが知られている。本研究では、ストレス応答に

対するbovine LF(bLF)の軽減効果を明らかにするために、成熟ラットにおける

行動学的解析および生化学的解析を行った。また、bLFの中枢神経系に対する作

用の裏付けとなる、bLFの脳内移行について解析するとともに、経口投与を視野

に入れたbLFの腸管吸収の効率化についても検討し、以下の結果を得た。

1. b:LFのストレス軽減効果における行動学的解析

 恐怖条件付けブリージングテストおよび高架式プラスメイズテスト(EPM)

を行った。また、プラスメイズテストではbLFの作用求酪?�ｲべるために各種

agonistおよびantagonistをbLFとともに用いた。

 恐怖条件付けブリージングテストにおいて、bLFはラットの不動時間を有意に

減少させたことから、bLFは強いストレス負荷に対して有意に軽減効果を有する

ことが明らかとなった。EPMにおいては、単回のFoot-shock(FS)を組み合わせ

た独自の手磨翌�謔闢?黷ﾄ解析したところ、bLFはFSによる不安状態の二進時

に有意な軽減効果を発現することが確認された。また、このbLFの効果は用量

依存性であった。

 LFの作用求酪?ﾌ解明を目的とし、μ一オピオイド受容体antagonistである

Naloxoneの前投与の後にEPMによる解析を行ったところ、 bLFの効果は消失し

た。さらに、一酸化窒素合成酵素(NOS)阻害薬であるL-NAMEの前処置を行

ったところ、bLFのストレス軽減効果は有意に減弱し、神経性NOS阻害薬であ

る7-nitroindazoleによってもbLFの効果は有意に消失した。また、 NOの前駆物
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質であるL-arginineによりbLFの効果は増強された。

 5-HTIA受容体agonist， antagonist、5-HT再取込み阻害薬およびD2，3，4受容体

antagonistはbLFの持つストレス軽減効果に対して一貫した影響を及ぼさなかっ

たが、5-HT2A/2c受容体antagonistはbLFの作用を用量依存性に阻害した。したが

って、bLFの作用求酪?ﾉは5-HT2N2c受容体の関与が含まれるものと考えられた。

2. b:LFのストレス軽減効果における生化学的解析

脳内各部位のモノアミン含量を測定し、新奇環境ストレスまたはFSストレス

とbLF投与の影響を比較した。新奇環境負荷を行ったSaline群では、側坐核お

よび縫線核のNE量が増加し、大脳皮質のDA、 DOPAC、 HVA量も増加傾向を

示した。bLF投与により側坐核のNE上昇は有意に抑制された。 FSストレスで

は、bLF投与による有意な変化はみられなかった。したがって、新奇環境ストレ

スに伴うこれらモノアミンの変化は、bLFのストレス軽減効果に関連している可

能性が示唆された。

 血漿中のACTHおよびコルチコステロンの変動を指標とし、 HPA軸に対する

bLFの作用を検討したところ、 bLF投与によってFS負荷10分後の血漿ACTH

濃度は上昇傾向を示し、安静時の血漿コルチコステロン濃度も上昇傾向を示し

た。しかしながら、FS負荷30分後の血漿コルチコステロン濃度はbLF投与に

よって有意に減少したことから、bLFはグルココルチコイドの負のフィードバッ

クを早期に発動させる可能性が示唆された。

 CRFのicv投与による血漿コルチコステロン濃度上昇に対して、bLFは全く影

響しなかったことから、bLFはCRH分泌よりもさらに上流の求酪?�C飾する可

能性が示唆された。

89



3. LFの脳内移行ならびに腸管吸収効率の向上

 ラットの静脈内にbLFを投与し、10分後に灌流固定して脳を採取し、免疫組

織化学的解析を行ったところ、大脳白質の毛細血管内皮細胞に抗一bLF陽性粒子

が検出された。脈絡叢上皮細胞ではさらに多数の抗一bLF陽性粒子が検出された

ことから、bLFの脳内移行は主に脈絡叢を介して行われる可能性が示唆された。

 また、bLFの腸管吸収の効率化を目的とし、胃酸・ペプシン消化に耐性を有す

る腸溶性bLFを用いて解析を進めた。 bLF溶液を胃内あるいは十二指腸内に投

与し、胸管リンパ液中のbLF濃度を測定すると、胃内投与した腸溶性bLFは通

常のbLFに比べて数倍の濃度でリンパ液へ移行しており、投与後4時間の吸収

総量では約10倍に増加した。一方、十二指腸内に投与すると、腸溶性bLFと通

常のbLFでの吸収量に差異は認められず、腸溶性bLFの吸収効率の向上は主に

胃内消化に抵抗することによると考えられた。

 以上に述べたように、本研究では、bLFによるストレス軽減効果を明らかにす

るとともに、その作用求酪?ﾆして、nNOSの活性化によるNO産生を介した内因

性オピオイド作用の増強、5-HT神経およびNE神経の関与、さらには視床下部

におけるCRH分泌のさらに上流での修飾が関与している可能性を指摘した。こ

れらbLFの作用を目的とした臨床応用に際しては経口投与が不可欠であるが、

LFの腸溶化などにより腸管吸収を効率化することも可能であると考えられる。
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