
｠

照D9、 り夕

肝臓機能(生 理 お よび 病態)に 対 す る中枢性 神経 ペプ チ ドの作 用に関 す る研 究

(課題番号07670554》

平成7年 度～平成8年 度科学研究費補助金(基 盤研究(C》(2))研 究成果報告書

、

ピ

、
ご

N
、軌

レ諦奴
/

.<
樽

9,4,筆5

饗

平成9年2月

研究代表者 米 田 政 志

(旭川医科大学医学部)



● は し が き

種々の神経ペプチ ドが広 く中枢神経系 に分布 し、生体内の生理作用を中枢性にコン トロールしている

事が知 られており、消化器分野においてもThyrotropinreIeasinghormoneな どの中枢性神経ペプチ ド

が消化管病変や生理機能 に対 して重要な役割 を果たしていることが明らかにされている。一方、肝臓 も

自律神経 が密に分布 しており、交感神経 や副交感神経の電気刺激が胆汁 分泌や肝血流に変化を及ぼすこ

とが報告 されている。そこで、本研究において肝生理機 能および肝病態生理における中枢性神経ペプチ

ドの作用 および作用機序 を追求 し、それ ら神経ペプチ ドの臨床応用に対 する可能性 を検討することを目

的とした。
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muscarinicandprostaglandinpathwaysinrats(リ サ ー チ フ ァ ー ラ ム).

第97回 ア メ リ カ消 化 器 病 学 会 、1995年5月

ONakamuraK,YonedaM,TamoriK,etal.

Effectofursodeoxycholicacid(UDCA)onpatientswithtypelautoimmunehepatitis(リ サ

ー チ フ ァ ー ラ ム) .

第97回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1995年5月

OTamoriK,YonedaM,YokohamaS,etal.

Centralthyrotropin-releasinghormone(TRH)enhancesthehepaticbloodflowinrats.

第97回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1995年5月

OKatoT,YonedaM,NakamuraK,etal.

Measurementofsulfatedbileacidsbynewlydevelopedenzynaticmethod.

第97回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1995年5月

OYonedaM,TamoriK,SatoK,etal.

Centralthyrotropin-releasinghormonestimulateshepaticproliferationthroughvagal,

muscarinicandprostaglandinpathwaysinrats(シ ン ポ ジ ウ ム).

InternationalSynposiumonLiverInnervation、1995年7月

OTamoriK,YonedaM,YokohamaS,etal.

Centralthyrotropin-releasinghormone(TRH)enhancesthehepaticbloodflowinrats.

InternationalSynposiumonLiverlnnervation、1995年7月

OYonedaM,YokohamaS,TamoriK,etal.

NeuropeptideY(NPY)intheleftdorsalvagalcomplex(DVC)stimulatesbilesecretionin

rats.

第98回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1996年5月

OHasegawaT,YonedaM,NakamuraK,etal.

Beneficialeffectofa-glucosidaseinhibitoroflatedumpingsyndromeinpatientswith

non-insulindependentdiabetesmellitus.

第98回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1996年5月

OTamoriK,YonedaM,YokohamaS,etal.

Involvementofcalcitonin-generelatedpeptide(CGRP)-containingandcapsaicin-

sensitiveafferentfibersincentralthyrotropin-releasinghormone(TRH)-inducedhepatic

hyperthermiainrats.

第98回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1996年5月

OYokohamaS,YonedaM,TamoriK,etal.
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Centralthyrotropin-releasinghormone(TRH)enhanceshepaticcyclicAMP(cAMP)

synthesisthroughvagal-muscarinicpathwaysinrats.

第98回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1996年5月

OSatoY,YonedaM,YokohamaS,etal.

Protectiveeffectofcentralthyrotropin-releasinghormone(TRH)onCC14-inducedliver

damageinrats.

第98回 ア メ リ カ 消 化 器 病 学 会 、1996年5月

○.._政 志 、田森 啓介

中枢性NeuropeptideYの 胆汁分泌 に及 ぼす影響(ワ ークショップ)

第31回 日本胆道学会総会 、平成7年5月11日

○ 米田_.政志 、横浜 吏郎、田森 啓介、他

肝増殖に対する中枢性ペプチ ドによる制御

第31回 日本肝臓学会総会、平成7年7月21日

○ 田森 啓介 、..政 志 、横浜 吏郎 、他

中枢性Thyrotropine-ReleasingHormone(TRH)の 肝血流に対 する効果

第31回 日本肝臓学会総会 、平成7年7月22日

○ 米 田_政 志 、横浜 吏郎 、田森 啓介 、他

迷走神経運動核(DMN)に おけるNeuropeptideYに よる胆汁分泌制御作用 につ いて

第32回 日本胆道学会総会 、平成8年4月20日

○ 横浜 吏郎 、米 田_政 志 、田森 啓介 、他

中枢性Thyrotropine-ReleasingHormone(TRH)の 肝サ イク リックAMP合 成 に及 ぼす作用に

ついて

第32回 日本肝臓学会総会 、平成8年4月20日

○ 田 森 啓 介 、"志 、 横 浜 吏 郎 、 他

中 枢 性Thyrotropine-ReleasingHormoneの 肝 血 流 増 加 作 用 に お け るCalcitonin-gene

relatedpeptide及 びCapsacin感 受 性 神 経 の 関 与

第32回 日本 肝 臓 学 会 総 会 、 平 成8年4月20日

○ 佐藤 洋一、米田_政 志、横浜 吏郎、他

四塩化炭素肝障害に対する中枢性神経ペプチ ドによる効果と作用機序について

第32回 日本肝臓学会総会、平成8年4月20日

○..政 志 、横浜吏郎、田森啓介、他

中枢性 ソマ トスタチン誘発胃酸分泌調節機能における脳内作用部位の検討

第38回 日本消化器病学会大会、平成8年9月23日
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○ 横 浜吏郎 、撮 、田森啓介 、他

四塩 化炭素(CC14)急 性肝障害 に対す る中枢性Corticotropin-ReleasingFactor(CRF)の 作用

第38回 日本消化器病 学会 大会 、平 成8年9月23日

○ … 志 、横浜 吏郎、田森 啓介 、他

脳 内NeuropeptideY(NPY)の 胆汁 分泌に及 ぼす影 響

第49回 日本 自律神経学会総会 、平成8年10月25日

○ 田森 啓介 、"志 、横 浜 吏郎 、他

中枢性Thyrotropine-ReleasingHormone(TRH)の 肝血 流 に及 ぼす効果

第49回 日本 自律神経学会総会 、平成8年10月25日

○ 佐藤 洋一 、雌 、横 浜 吏郎 、他

中枢性Thyrotropine-ReleasingHormoneの ラ ッ ト実験肝 障害 に対 す る作用

第49回 日本 自律神経学会総会 、平成8年10月25日

○ 横浜 吏郎 、米 田一_政志、田森 啓介 、他

中枢性Corticotropin-ReleasingFactor(CRF)の ラ ッ ト実験肝障害 に対 す る作 用

第49回 日本 自律神経学会 総会 、平成8年10月25日

(3)出 版物

OYonedaM,TamoriK,SatoY,etal.

Centralregulationofhepaticfunction

LibbeyCo.、1996年

○ 米田政志、牧野 勲

グリココール酸(CG)

byneuropeptides.InLiverInnervation,John

、広範囲 血液 ・尿化学検査(下 巻)、 日本臨床社、平成7年
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● 研 究 成 果

1)中 枢 性 神 経 ペ プ チ ドの 肝 増 殖 機 能 に 及 ぼ す 効 果 の 研 究

古 典的 神経伝 達物質 であるアセチ ルコ リンや ア ドレナ リンに加 え、近年、新 しい神経伝達物

質 あ るい は神経修飾 物 質 として、神 経ペ プチ ドが注 目され てお り、種 々の神経 ペプチ ドが、脳

内にお い て神経伝 達物 質 として作用 し、自律神経系 経由で呼吸 ・循 環系および消化管 にお ける

生理機 能 の調節 や病 態 に重要 な役割 を果 た してい る ことが明 らか に されている。 なかでも、内

分泌 ホルモ ン として視床下 部 で同定 されたThyrotropineReleasingHormone(TRH}は 、延髄

の迷走神 経運動核 にて神 経伝 達物質 と して働 き、胃生理機能 に対 して促進的 に作用す るこ とが

明 らかに され ている。 一方 、肝臓 も 自律神経 が密 に分布 している が、神経ペ プ チ ドに よる肝生

理機 能 の 中枢性 作用 につい ては、何 も明 らか に されていない。 そこで、中枢性TRHの 肝増殖 に

対 する作 用 につ いて検 討 した。 ウィスター系雄性 ラ ッ トをエーテル麻酔下 で定位脳 手術装置に

固定の上 、TRH安 定型 アナロ グのRX77368お よびコン トロール と して生理食塩水 を脳槽内 に投

与 し、6-72時 間後 に3H-thymidine(20μCi/100g)を 腹腔内投与 して、更に2時 間後 に屠殺 し

て肝臓 を取 り出 した。 肝 をホ モ ジ ュネ ー トした後 、3H-thymidine肝DNAへ の取 り込 み を

Schneiderの 方 法 に従 って検討 した。TRH(10ng)の 脳槽内投与 により、24時 間に ピークを持

つ3H-thymidineの 肝DNAへ の取 り込 み が認 め られた(図1)。 中枢 性TRHの 肝増殖刺激 作用は、

1-10ngで 用量 依存性 であった(図2)。 中枢性TRHの 肝増殖刺激作用 は、ア トロピン、 イン

ドメサ シンおよび迷走神経切断術 により消失 したが、L-NAMEは 影 響 を及 ぼ さなかった。

2)中 枢 性 ペ プ チ ドの 肝 血 流 量 に 及 ぼ す 効 果 と そ の メ カ ニ ズ ム の 研 究

中枢性 神経ペ プチ ドの肝 生理機 能 に及 ぼす役割 について検 討 す るために、TRHの 中枢 内投与

の肝微小 循 環 に対 する効果 を検 討 してい る。 ウィスター系雄性 ラッ トを18時 間の絶食 の後 、ウ

レタ ン麻 酔下 で定位脳 手術 装置 に固 定の うえ開腹 し、肝左外側葉 に白金電極 を刺入、腹腔 内に

不関電 極 を固定 した。60分 間の 安定化状態の後 、肝血流量 の基礎値 を2回 測定 しTRHの 安定 型

アナ ロ グで あるRX77368お よび コン トロ ール として生理食塩水 を脳槽 内 に投与 した。肝血流量

は、TRHの 投 与後90分 まで観察 した。TRHア ナログ(10ng)の 脳槽 内投与 により、15分 後 より

有意 な肝 血流 量 の増 加 が観 察 され 、30分 に て頂 値 をと り、60分 に は基 礎値 に復 した(図3、

Mean±SE;基 礎値 に対 する変化率:(%)15分136±7;30分142±6;45分117±11;60

分106±18;75分115±14;90分101±15)。 中枢性TRHの 肝血流増加作用 は、10～100

ngの 間 で容量 依存性 であった(図4、Mean±SE;最 大増加率(%};生 理食塩水104±12;5

ng117±7;10ng147±2;100ng174±24;500ng155±12)。 中枢性TRHの 肝血流増

加作用 は 、ア トロピン、 イン ドメサシ ン、L-NAMEの 前投与 及び迷走神経切 断術 によ り消 失 し

た。TRHの 静脈 内投 与 では、肝血流 に何 ら影響 を及 ぼさなかった。

一方、Calcitonin-generelatedpeptide(CGRP)及 びCapsacin感 受性神経 が、消化管 にお

いて粘膜 血流 に重要 な役割 を果 た してお り、肝 臓 に もCGRP染 色性 神経が多数 分布 しているこ

とが明 らか にされてい る。 そこで、中枢性TRHの 肝血流 増加 作用にお けるCGRP及 びCapsacin

感受性神経 の関与 を検討 した。

ウ レタ ン麻 酔下の ウィス ター系雄性 ラ ッ トにCGRPの ア ンタゴニス トであるhCGRP8-37(15

μg/kg+3μg/kg/h)を 投与 して、中枢性TRHに よる肝血流増加作用 に対 する作用 を検討 した。

その結果 、hCGRP8-37非 投与 ラ ッ トではTRHの 脳槽 内投与 によ り投与後15分 を頂値 に60分 ま

で有 意 な肝血流 増 加作用 が認 め られたがhCGRP8-37投 与 ラ ッ トではTRHの 脳槽 内投与によ る

肝血 流増加作用 は認 め られなかった。

一6一



つ ぎに、Capsacin(125mg/kg,sc)に てラ ッ トを前処置 し、14日 後に求心性神 経が脱神経

された こ とを確 認 した上 で、実験1と 同様 な方法 でTRHの 脳槽 内投与 に おけ る肝血 流の変化 を

観察 した。Capsacin非 処 置 ラッ トでは 、TRHの 脳槽 内投与 によ り肝血流 の有意 な増 加作用 が

認め られたが、Capsacin処 置 ラ ッ トにおいては肝血流増加作用 は認 め られなかった。

3)中 枢 性 神 経 ペ プ チ ドの 実 験 肝 障 害 に 対 す る 効 果 の 研 究

中枢性TRHの 四塩化 炭素誘発急性肝障 害 に対 する効果 と作用機 序 について検討 した。 ウィス

ター系雄性 ラッ トをエーテル麻酔下 で定位脳手術装置に固定 し、TRHア ナ ログのRX77368及

びコン トロール と して生理食塩水 を脳槽内 に投与 し、60分 後 に四塩化炭素2.Oml/kgを 皮下注 、

24時 間後 に屠 殺、肝病理組織の検討 とともに肝逸脱酵素 活性 を測定 した。 コン トロール ラッ ト

群 では、四塩化炭 素投与24時 間後のALTが 、325±17iu/1ま で上昇 したの に対 し、TRHア ナ

ログ1ng,3ng,5ng,10ngの 脳槽内投与 により293±1710/1,152±191U/1,130±30量U/1,

134±311U/1と 用量依存性 にALTの 上昇 を抑制 した。 また、この中枢性TRHの 四塩化 炭素 誘発

肝障害 に対す る防御作 用 は、ア トロ ピン ・イン ドメ サシン ・迷走 神経切断術前 処置 に よって消

失 したが、L-NAME・6-OHDAの 前処置 では影響 を及 ぼさなか った。

つぎに 、中枢性神経 ペ プチ ドの一つ として知 られてい るCRFが 、実験 肝障害 に与 え る影 響 に

ついて検討 した。 ウィス ター系雄 性 ラ ッ トを12時 間絶食 と した後 工一テル麻酔下 で肝 障害作成

の為 に四塩化炭素2.Oml/kgを 皮下注射 した。四塩化炭素投与直後及び6時 間後 にラ ッ トを定位

脳手術装置 に固 定の上 、CRF及 びコン トロール と して生理食塩水 を脳槽内 に投与 した。24時 間

後にラ ッ トを屠殺 し、心腔穿刺 によ る採血及び肝組 織 を採取、肝 障害の程度 を血 中逸脱酵素活

性 と肝組 織に て検 討 した。その結果 、生理食塩水脳 槽内投与 ラッ トでは四塩化 炭素皮 下注射 に

よる24時 間後 のALT値 は、26±61U/1と 軽度上昇 にとどまったが、CRFO.5μg、1μg、3μg、

5μg、10μg、20μgの 脳槽内投与 によ りALT値 は、 それぞれ38±121U/1、56±15iu/1、

92±341U/1、120±321U/1、139±39iu/1、135±561U/1と 上昇 した。

4)中 枢 性 ペ プ チ ドの 肝 内 メ デ ィ エ ー タ ー に 対 す る 効 果 の 研 究

中枢性ペ プチ ドが肝臓内のmediator(特 にサ イク リックAMP)に 及 ぼす効果 の検 討 を直接測

定に より試み た。 ウ ィスタ ー系 雄性 ラ ッ トをエ ーテル麻 酔 下 で定 位脳 手術装 置 に 固定の 上 、

丁RH安 定型アナ ログのRX77368お よびコン トロール と して生理食塩水 を脳槽 内に投 与 し、1-

72時 間 後 に屠殺、肝組織 を取 り出 し、homogenateし て各種 肝臓内 サイク リックAMPをRIA

法で測定 した。TRHア ナログ100ng脳 槽内投与 により、投与後12時 間 をピー クと して肝臓

内cAMP含 有量の増加 が観察 された(図5)。
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