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Abstract Changes in the expressions of interleukin-1(3 （IL-1/3）mRNA in the rat brain were 
investigated during inflammatory or non-inflammatory stress. We utilized competitive reverse 
transcription PCR (RT-PCR) to quantitate precisely the minute amount of IL-1/3mRN A in small 
tissues which were micro-punched out from discrete sites in the brain. Intraperitoneal injection 
of lipopolysaccharide (lOOμg/kg) caused a widespread and high elevation of IL-1/3mRNA in the 
hypothalamus, hippocampus and cerebral cortex. Immobilization stress significantly increased 
IL-1/3mRN A only in the hypothalamus, when examined in the brain block samples, which 
reached a peak 30 minutes after the start of stress. However, examination of the small tissues 
punched out from discrete sites in the brain revealed a profound elevation of IL-1/3mRNAin the 
CAl region of the hippocampus and in all the hypothalamic nuclei examined 30 minutes after the 
start of immobilization stress, but not in the CA3 region and the dentate gyrus or cerebral cortex. 
The method shown in this report proved to be useful and may be applied to quantify the low 
amount of mRN A in the small areas in the brain. 

はじめに

インターロイキンーl{J(IL-l{J)は，代表的な炎症性

サイトカインの一つであり，免疫系で重要な役割を果

たすとともに，脳への信号物質として働き，発熱13)，食

欲の減弱24)，徐波睡眠増加22)，痛覚閾値の変化21)，視床

下部・下垂体・副腎皮質系（hypothalamic-pituitary-

adrenocortical axis, HP A axis)の賦活27)などの様々

な中枢性急性期反応を惹起する．さらに， IL-l{Jは，

脳内でも，各種の中枢神経系の疾患のみならず，末梢

組織の炎症時や身体・情動ストレス時においても産生

されることが知られている19)．脳内で発現する IL-lf:J

は，神経毒作用41)もしくは逆に神経保護作用26)を発揮

する他に，比較的早い時間経過で効果が発現する神経

伝達／修飾物質様の作用を示すことが報告されてい

る吼例えば，ラットに拘束ストレスを負荷すると，

HPA axisが賦活されるが，それがIL-1 receptor 

antagonist (IL-lra)の視床下部内投与でプロックされ

ることから29)，ストレス誘発性HPAaxisの賦活にお

ける視床下部IL-1の関与が推測される．同様に，抗

IL-lf:J抗体をラットの脳室内に投与すると，徐波睡眠

贔が減少したり，断眠後の睡眠量増加が抑制されたり
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する 22しまた， lipopolysaccharide(LPS)全身投与な

どの炎症性ストレスを与えると， IL-1/3が脳内に発現

し2)38)，これが発熱や HPAaxisの賦活などをはじめ

とする多彩な中枢神経反応の少なくとも一部に貢献し

ていると考えられている．このように，脳内IL-1は中

枢性急性期反応に様々な形で関与していることがわ

かっているが，その脳内発現部位と生理作用およびそ

の機序についての関係は，未だ不明な点が多く残され

ている．その理由の一つとして，中枢神経系における

IL-1蛋白やmRNAの発現量が極微量であり，その変

動幅も小さい19)20)ことが挙げられる．

微量のmRNAの発現を検出する方法としては，き

わめて高い増幅率と特異性を有する reverse tran-

scription-polymerase chain reaction (RT-PCR)法

があり，特定の微量遺伝子産物を検出するのに用いら

れている．しかし， PCR法はそのままでは原理的に定

量的検出が困難で，これを克服するために種々の方法

が開発されてきた．その中で，競合的PCR法は，近年

用いられるようになった遺伝子産物の高感度定量法で

ある． この方法は，標準DNAもしくはRNA(mimic

DNAもしくはmimicRNA)と，測定対象となる遺伝

子産物を混合したのちに反応を行い，それぞれの増幅

産物の比から定量を行うものである叫この方法によ

り， mRNAの正確な定量が広い範囲に亘って可能と

なり，従来の代表的mRNAの検出法である Northern

blotting法より高感度であるのみならず，定量性にも

優れた測定システムであることが示されている見

本研究では，まず視床下部（多数の中枢性急性期反

応で中心的役割を果たす），海馬(IL-1レセプターに富

み9',HPAaxisとの関連やストレスに対する様々な反

応に関与する 12)18)）および大脳皮質の 3ケ所を選んで，

炎症性ストレス (LPSの腹腔内投与）および非炎症性

ストレス（拘束）負荷時の， IL-ljJmRNA発現の各ブ

ロックごとの経時変化を観察した．さらにラット脳の

各微小区域を脳切片上で打ち抜き (punch-out)，得ら

れた微小組織サンプル内のmRNAの発現量を競合的

PCR法を使って比較定量したのでここに報告する．

実験方法

動物およぴ実験手順の概略

体重290-320gのWistar系雄ラット（九動）を用い

た．動物飼育施設において環境温23士1℃，明期(8-

20時），暗期 (20-8時）の明暗周期とし，自由摂食，

自由飲水の状態で飼育した．

ラットに下記のように，一定時間の炎症性もしくは

非炎症性ストレス負荷を加えた後，エーテル麻酔下で

すばやく開胸し，ヘパリン20UIm]を含むphosphate

buffered saline (PBS)を左心室腔内より注入して，

十分に溜流を行った後，全脳を取り出した．炎症性ス

トレス負荷では，生理食塩水1.0mlに溶解した LPS

(Sigma L 2630, lot No. 97 H 4018) 100 μg/kgをラッ

トの腹腔内に投与し， 1時間後， 2時間後，および4

時間後に脳を摘出し，下記の手順で，脳サンプルを作

成した． ラットの直腸温は， LPS投与後2-5時間の

間約1.5℃上昇した．非炎症性ストレス負荷では，金属

網でラットを被う非圧迫的拘束を行い，拘束開始から

30分， 1時間および2時間後に同様の手順で脳サンプ

ルを作成した．

脳プロック標本の作成

灌流後摘出した脳から，脳の皮質（頭頂葉の一部），

海馬 (CAI,CA3および歯状回を含む）および視床下

部全体（前後は，視交叉から乳頭体まで，背側は前交

連まで，および正中から横2mmのラインによって境

界される部分）を切り出し，これらを脳ブロック標本

とし，すばやくドライアイスにて凍結し，ー80℃で保存

した．

打ち抜き(punch-out)による微小脳組織切片の採取

微小脳組織切片のpunch-out用の脳ブロックは，ア

ルミホイル内にて O.C.T.Compoundで包埋し， ドラ

ィアイス・エタノールにて凍結した後，ー80℃で保存し

た．微小脳組織切片を採取する当日，保存した脳ブロッ

クをクリオスタット内にてー10℃に 30分以上保持し

た後， 20μmの厚さで切片を作成した．切断部位の同

定およびRNA保持の確認は，必要箇所ごとに切片標

本のメチルグリーンピロニン染色を行って顕微鏡下で

実施した．切片は，クリオスタット内の黒色板上で，

肉眼で部位の確認を行いつつ，1000μIディスポーザブ

ルピペットチップ (Genetics社， No.17071-1，内径

0.9mm)の先端で円形の標本を打ち抜いた．標本採取

部位を Fig.1に示す．視床下部内では内側視索前野

(medial preoptic area, MPO)，外側視索前野(lateral

preoptic area, LPO)，第3脳室前腹側領域 (antero-
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Fig. 1 The punched out regions of the rat brain. 

The punched out sites are indicated as circles in the brain. The punched out brain tissues 

were taken grossly, checking the position frequently by microscopic observation with 

methylgreen-pyronin staining. 30~50 sections were collected from each region. These maps 

were copied from the reference33> CD-ROM and the following section numbers and the 

distance from the bregma were defined in it. (a) level 17, -0.00 mm: (b) level 19, -0.26 mm: 

(c) level 26, -1. 78 mm : (d) and (e) level 28, -2.45 mm : (f) level 31, -3. 70 mm. 

ventral region of the third ventricle, A V3V)，室傍

核 (paraventricular nucleus, PVN)，腹内側核

(ventromedial nucleus of hypothalamus, VMH), 

外側野 (lateralhypothalamic area, LHA)のそれぞ

れから採取した．海馬では， CAl領域， CA3領域およ

び歯状回 (dentategyrus, DG)から採取した．また，

大脳皮質の頭頂葉からも採取を行った．標本は切片を

かえながら同一チップで30~50回にわたって連続的

にpunch-outし，直後の RNAの抽出までチップ内で

凍結保存した．

mimic DNAの作成

測定の基準として用いられる競合的mimicDNA 
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は，ラットより採取した totalRNAをもとに Grassi

らの方法を用い PCRによって合成した凡その概要を

Fig 2に示す．まず，逆転写により生成した cDNAを

テンプレー トとして，Table1に示された 2組のプラ

イマー (senseプライマーと挿入用 antisenseプライ

マー，およびantisenseプライマーと挿入用 senseプ

ライマー）によってそれぞれ別個に PCRを行い，末端

に挿入箇所（BamHI部位を含む）を付加したDNAを

primer 1 
primer A 

with tail 
ーー ， cDNA 
' ~~ -

primer B primer 2 

PCR1t 

(a) 

with tail 

f PCR2 

(b) 

primer 1 
v 

<— --——> 

PCR3t 

(c) 

primer 2 

m1m1c 

DNA 

f BamH I digestion 
(d) 

．． ----565bps マ・ --.r269bps 
ヽ296bps

(a) (b) (c) (d) 

Fig. 2 The production of mimic DNA. 

Left: Mimic DNA with an additional restriction site was generated from native cDNA. PCR 

1 was performed using primer 1 and primer B with'tail'which included the restriction site. 

PCR 2 was performed with primer 2 and primer B which had the complementary tail 

Products of PCR 1 and 2 were mixed and amplified by primers 1 and 2 attaching with tails 

Right: (a), product of PCR 1 : (b), product of PCR 2 : (c), attached product of PCR 3 : (d), 

digested product of PCR 3. 

pnmer 

Table 1 The sequences of the PCR primers for IL-1/3and GAPDH. 

sequence (5'-3') 

IL-lfJ 

sense CA G C T T T CG AC AG T GAGG AG A A T G 

antisense TGTGCCGTCT T TCA TCACACAGGA 

insertion sense ACCT GC AGGGA TC CG T CGA CGGGA T GA T GA CGA CC T GC  TA 

insertion antisense GT CGA CGGA TC CC T GC AGG TA CGAG TC AC AGAGGA CGGGC 

GAPDH 

sense T C C T G C A C C A C C A A C T G C T T AG 

antisense TC TT ACT CC T TGGAGGCCA TGT 

insertion sense A C C T G C AG  G GA T C CG T CG A CG T A T C CG T T G T G GA T C T GA C 

insertion antisense GT CGA CGGA TC CC T GC AGG T GC AG T GA T GGC AT GGA CT GT 
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2種合成した．次にその 2つをテンプレートとして混

合し，senseおよびantisenseプライマーによって増幅

することにより，中間の挿入箇所以外は元のcDNAと

同一配列のmimicDNAを合成した．PCRの反応溶液

としては， 1XTaq添付PCRバッファーに， Taq

polymerase(GIBCO-BRL)2.5 U/100 μI, 0.05% W-

1 (GIBCO-BRL), 2. 0 mM  MgCl2およびそれぞれ0.2

mMのdNTPを加えたものを用い，テンプレートと

して逆転写産物もしくは 100倍希釈した PCR産物を，

反応溶液の 10分の 1体積加えた． PCR反応は 94℃

3分間の後， 93℃ 40秒， 60℃ 40秒および72℃ 20秒

を1サイクルとして 35サイクル行い， 72℃ 3分間お

よび4℃ 1分間を加えた．最終PCR産物はフェノー

ル／クロロホルム処理およびエタノール沈殿を行った

のち蒸留水に溶解し，限外濾過フィルター

(UFC4L TK25, Millipore)にてプライマーおよび

dNTPを除去後，分光光度計にて生成量を測定した．

mimic DNAは， IL-1/3およびinternalcontrolとし

てのglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)について作成した．

脳ブロック標本からのRNA抽出

凍結した脳ブロックを， 0.1M2ーメルカプトエタ

ノールを含む4Mグアニジンチオシアネート溶液中

にて，ポリトロンホモジナイザーで粉砕した．その溶

液を 500μIずつ取り， 2M酢酸ナトリウム (pH4.0) 

50 μIおよび水飽和酸性フェノール500μlを加え攪拌

したのち，200μlのクロロホルム・イソアミルアルコー

ル混和物 (49: 1) を加え攪拌した．分離した上層か

ら300μlを取り，等呈のイソプロピルアルコールと混

和してー20℃にて冷却後， 12,000Gで15分間遠心し，

沈殷物を 70％エタノールで洗浄した．沈殿した total

RNAは，蒸留水にて溶解後，分丸光度計にて濃度を制

定した．

微小脳組織切片からのRNAの精製

サンプルを採取したピペットチップの先端を，その

まま 0.1M 2メルカプトエタ／ールを含む 4Mグア

ニジンチオシアネート溶液50μl中に人れ，ピペッ

ティングによってサンプルと溶液を溶解混和した．そ

の溶液に 2M酢酸ナトリウム (pH4.0) 5 μlおよび水

飽和酸性フェノール50μlを加え攪抒したのち， 20μI 

のクロロホルム・イソアミルアルコール混相物 (49: 

1) を加え攪拌した．分離した上層に核酸沈殿剤

(Ethachinmate, Nippon Gene) 0.5 μlを加えてよく

混和した後，等星のイソプロピルアルコールと混和し

てー20℃に冷却し 12,000Gで15分間遠心した．沈殿

物は 70％エタノールにて洗浄を行った．

逆転写反応

精製されたtotalRNAを，ブロックサンプルの場合

は1μg, punch-outサンプルの場合はすべてを， 11μ1

の蒸留水に溶解し， 100μg/mlのランダムヘキサマー

1 μlを加えて 75℃で5分間インキュベーションした

のち氷水上にて冷却した．さらに 4℃に冷却した逆転

写酵素 (M-MLVtranscriptase, GIBCO/BRL) 100 

Uを含む逆転写溶液8μ1（最終濃度： lOmMDTT, 

dNTPそれぞれ500μMおよび lX添付逆転写バッ

ファ_)を加え， 40℃で60分間の逆転写反応をおこ

なった．反応終了後， 95℃で5分間変性を行ったのち，

4℃で冷却保存した．

競合的 PCR

逆転写されたサンプルと，精製・定量された mimic

DNAとの混和物をテンプレートとして，それらの比

を段階的に変えて PCRを行った．逆転写産物，および

10-12~-15MのmimicDNA溶液を PCR反応液の 10

分の 1体積ずつ加えた以外は， PCRの反応液組成やサ

イクル条件はmimicDNA作成の場合と同様であっ

た． PCR反応後， BamHI0.5U/μlを含む同体積の

1 XBam HIバッファーを加え， 32℃で30分間イン

キュベーションを行いmimicDNAの切断を行った．

測定およぴデータ処理

PCR産物は 0.5XTBEバッファー中で1.5％アガ

ロースゲル電気泳動を行い，エチジウムブロマイドで

染色後， CCDカメラで画像データを記録した．画像

データは画像解析ソフトウェア (NIHimage)で処理

し，各バンドの輝度総計を数値化した．輝度総計とは，

そのバンドの画素あたりの輝度の総計からバックグラ

ウンドを差し引いたものである．得られたバンドごと

の輝度総計から，それぞれの mimict農度におけるサン

プル/mimicの比を求めた．さらにその比を片対数グ

ラフに取り，その値が1と交差する点を求めることに

より，サンプル濃度を決定した．発現菫を標準化して

評価するために，それぞれのサンプルにつき IL-1/3

mRNAの1農疫と内部標準としての GAPDHmRNA 
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の濃度を測定し，それらの比を求めた．

統計解析

得られたすべてのデータはが適合性検定により正

規性を検討した結果，対数変換を行い正規化したのち

に統計検定を行った．ブロックサンプルを用いた時間

経過については， one-wayANOV Aにて各群の差を

検討したのち，対照群とそれぞれの負荷群との有意差

について Dunnett法で検定を行った． punch-outサン

プルによる各領域の値については，対照群と負荷群の

2群について studentt-testで検定を行った．

実験結果

競合的 PCRによる定量の直線性の検討

今回の検出系で再現性よく直線的定量ができる濃度

範囲を確認するため，濃度既知の IL-l/3mRNAを含

むtotalRNA逆転写産物を段階的に希釈し，この希釈

溶液中のIL-1/3mRNA星を競合的PCR法により測

定した．希釈系列は 1.2x10-17mo]から 2.sx10-21

mo]にわたる 5段階で実施した(n=4)．この濃度範囲

は実際の検体で検出された IL-l/3mRNAの濃度範囲

とほぼ一致する．その結果は，図示 (Fig.3)したよう

に，良好な再現性と直線性を示した．

LPS投与群における IL-1/3mRNAの変化

LPS投与群の，視床下部，海馬，大脳皮質の各ブロッ

ク標本における IL-1/3 mRNAの発現の経時変化を

Fig. 4に示した．視床下部では，対照群と比較して，

2時間後および4時間後において，有意な発現量の増

加を認めた (p<0.01)．海馬および大脳皮質でも， 1 

時問後， 2時間後および4時間後において，それぞれ

の対照群よりも有意に増加していた (p<0.01)．最大

増加率は，視床下部では 4時間後の 15.0倍，海馬では

4時間後の 53倍，皮質では 2時間後の 10.6倍であっ

た．一方， punch-out微小サンプルでも， LPS投与後

は，同様に，調べたすべての脳内部位でIL-lj3mRNA

が2時間後上昇した (Fig.5)．特に， AV3V,PVN, 

VMH, CA3およびDGにおける有意差は， p<0.001

であった．

拘束ストレス負荷群における IL-1/3mRNAの変化

Fig. 6に，拘束負荷群の，視床下部，海馬，大脳皮

質の各ブロックにおける IL-1/3mRNA発現の経時変

化を示した．視床下部においては対照群との間に， 30

分後および1時間後において，有意な発現墨の増加が

認められ (p<0.05)，その最大増加率は 30分後の 2.1

倍であった． 2時間後には，ほぼ，対照値に戻った．

一方， 海馬および大脳皮質では，拘束後30分から 2

時間において， IL-1/3mRNAは変化しなかった．

拘束ストレス負荷終了 30分後における punch-out

微小サンプルの各部位における IL-1/3mRNAの値を

Fig. 7に示した．視床下部内では全般に対照群に対す

る増加が見られ， AV3V, MPO, LPO, PVN, VMH 

およびLHA())すべてが有意な増加を見せた．海馬に

おいてはCAlのみが有意な増加を示し， CA3および

DGでは有意な増加は見られなかった． 大脳皮質にお

いても有意な変化は見られなかった．

考 察

競合的PCR法の利点

競合的PCR法は，サイトカインmRNAなどのよう

c: 

烏菩
m 10-1 
コ
CT 

a: 

゜a-10―24 /♦ 

10―21 10-20 10―19 10―18 10―”mol 

sample concentration 
Fig. 3 Linearity of the PCR quantitation of IL-

1/3gene product. 
The linearity and the range of the detec-
tion were evaluated. Diluted reverse-tran-

scribed product of IL-1/3mRNA of known 
concentration was mixed with mimic 
DNA and co-amplified by PCR. The X-

axis represents the concentration calcu-

lated by the dilution and the Y-axis shows 

the actual measurement by competitive 
RT-PCR. The linear line shows the ideal 

value. 
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Fig. 4 

104 
control 1h 2h 4h 
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The time course of IL-l/3 mRNA expres-
sion after intraperitoneal injection of LPS. 
100 μg of LPS was injected i.p. and IL-l/3 
and GAPDH mRNA were measured by 
competitive PCR in hypothalamus (a), 
hippocampus (b) and cerebral cortex (c). 
Values represent the meam±SE of the IL-
l/3/GAPDH ratio (**P<0.01). 

に通常では微量にしか発現していない遺伝子産物の測

定に適した，高感度で定量性の高い方法である冗従来

一般的に用いられている mRNAの定量法として

Northern blotting法があるが，今回のように微鼠のサ

ンプル (totalRNAとして lμg以下）で，比較的発現

是の少ない mRNAを検出・定箪するには Northern

blotting法では感度の点であまり現実的ではない．

Northern blotting法との比較において，競合的PCR

法は 100倍以上高感度であることが報告されている列

Northern blotting法より高感度であるとされる

RN ase protection assay法で，比較的高感度のもので

もmRNAが0.1pg程度必要となる叫今回競合的

PCR法によって直線性を有する定量が可能であった

10-21 mol程度のmRNAは，重量としては数百分の 1

pgのオーダーであり，それよりはるかに少ない．この

ような少量のmRNAの発現はRT-PCRを用いなけ

れば検出不可能な領域にあると思われる．今回の

punch-outサンプルを用いた検出において，逆転写反

応液20μIあたり， 30~50punchが用いられたが，そ

の量は実測重量 (600punchで11.9mg)から計算する

と約0.6~lmgに相当する．脳組織lgあたり通常数

mgのRNAが抽出されることから類推すると，この

量の脳組織から抽出される totalRNAの量は，抽出効

率の低下を考えなければ，通常のRT-PCRにおいて

用いられる，逆転写反応液20μIあたりのtotal

RNA1~5μg分に匹敵する．すなわち，サンプル量は

微量であるが，通常の RT-PCRによって検出可能な

物質は，この方法により精細な検出が可能であると考

えられる．

空間的分解能に優れた mRNAの検出法としては

in situ hybridization法があるが，検出感度は North-

em blotting法に準じ，高くはない．非刺激時や非炎症

性ストレスでの脳内IL-1/3のinsitu hybridization 

法による mRNA検出の報告が現在までほとんどない

のは検出感度以下であったためと思われる．われわれ

は， PCR法の高感度を生かして微塁のmRNAを検

出・定量をおこない，さらに微小領域のサンプリング

を行うことで各領域間の比較を可能とし，空間的解像

度を上げることに成功した．本方法によって，それぞ

れが重要な働きを担っている視床下部の核群などにお

いて， mRNAの発現量を独立して測定することが可

能である．一方，この方法の弱点としては， in situ 

hybridizationのように mRNAの産生細胞を特定す

ることが不可能であることが挙げられるが，それを補

う方法として，組織切片上にて増輻を行う in situ 

PCRや， invitroであればsinglecell PCRを同じプ

ライマーを用いて行うなどの手段が考えられる．
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Fig. 5 Expressions of IL-lf:/ mRNA in various regions after intraperitoneal injection of LPS. 
Micro samples were punched out from various regions in hypothalamus, hippocampus and 

cerebral cortex two hours after i.p. injection of LPS. Values represent the mea止 SEof the 
IL-1(J/GAPDH ratio (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). n=7, 4 (control, LPS) except CA3 (6, 
4) or DG (6, 4). 

測定の定量性に関しても，競合的PCR法は広い範

囲にわたって Northernblotting法と良い相関を示し

ており叫 insitu hybridization法が定量性に乏しいこ

ととは対照的である．実際，今回の検出系では無剌激

時の IL-1/3mRNAも定量が可能であった． mRNAは

10―17~10-21 mo!/ μg RNAの範囲の増幅・検出がで

き，しかもそのすべての範囲内において直線的な定量

性を有した (Fig.3). 

この方法を用いることによるもう一つの大きな利点

は，特殊な装置や放射性同位元素を用いる必要がない

ことである．高感度の Northernblotting法やprotec-

tion assay法では放射性同位元素を用いることが多い

が， PCRでは特殊な施設や操作を用いずとも，それ以

上の高感度な定量が可能である．また，定緻化のため

に， 1サンプルにつき PCRを複数行うため，通常の

PCRに比べて反応数は増えるが，通常の PCRと同じ

検出系やプライマーをそのまま用いることが可能であ

り，特別な技術やコストが不要であることは利点であ

る．最近，定量的なPCRを目的として，リアルタイム

検出型の PCR装置が開発されているが，専用の装置

を必要とし，また方式によっては特殊なプライマーも

必要となる．今回用いられた方法は，一般的なクリオ

スタットと通常のPCR環境があれば他には特殊な器

具の必要もなく，任意の領域を指定して微溢遺伝子発

現の測定が可能であり，非常に有用な方法であると考

えられる．
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Fig. 6 The time course of the expression of IL-
l/3 mRNA after restraint stress. 
IL-1/3mRNA were measured in hypoth-
alamus (a), hippocampus (b) and cerebral 
cortex (c) after 30 min, one hour or two 
hours of restraint stress. Values represent 
the mean士SEof the IL-1/3／GAPDH ratio 
(*P<0.05). 

炎症性ストレスモデルにおける脳内IL-1/3mRNA

の発現

本研究において， LPSの腹腔内投与を炎症性ストレ

スのモデルとして用いたが，従来の報告と同様に叫脳

内における IL-1(3mRNAの広範囲な発現が見られた．

腹腔内あるいは静脈内に投与された LPSがどのよう

にして IL-1(3mRNAを脳内に発現させるかは，完全

には明らかではない．従来， LPSあるいは炎症性サイ

トカインがいかなる機序で脳へ信号を送るかについて

は，様々な仮説が議論され，基本的には次の 4つの仮

説が提唱されている．（a）炎症反応によって血中に遊離

したサイトカインあるいは LPSが脳室周囲器官（終板

器官を中心とする AV3Vや最後野など）の有窓毛細血

管の間隙から脳内に侵入し，局所のマクロファージや

グリア細胞に作用してprostaglandinE2 (PGE2)を産

生させ，その部位のニューロン活動を変化させて，信

号が視床下部へ送られるとする脳室周囲器官説23), (b) 

脳内全般の血管壁に存在する各種サイトカインに特異

的なキャリア蛋白が脳内にサイトカイン (IL-la,IL-

1(3, IL-6, TNF a, IFN a, IL-lra)を輸送し (IL-2

は輸送されない），血管周囲の脳内受容体に作用すると

いう説1)，（C)サイトカイン (IL-1,TNF, IL-6)受容

体を持つ血管内皮細胞がcyclooxygenase-2(COX-2) 

の発現を介して PGE2を産生し，それが脳内に信号を

伝達するという説叫 (d)炎症組織に由来するサイトカ

インを含む種々の炎症媒介物質により刺激された迷走

神経あるいは体性神経を介する，求心性神経伝達説39)

などである．今回，腹腔内LPS投与後， IL-1(3mRNA

誘導は，脳室周囲器官の一つである AV3V領域でも見

られたが，他の脳内部位と比較して，特に高い値では

なかった．脳室周囲器官による伝達は関与していると

は思われるが，これのみでは説明しにくい．（b）では脳

内へ輸送されたサイトカインが同じあるいは他のサイ

トカインを誘導することが考えられるが，その輸送速

度は多くても脳lg当たり 0.3％であり叫今回の結果

の全てを説明できるかは不明である．同様に，（C）の機

序では，脳における部位差はなく， COX-2から誘導さ

れた PGE2が脳内へ移行し，それが発熱を誘起するこ

とが想定されているが， PGE2及び他のCOX産物は

マクロファージからの LPS誘発性IL-1及びTNFの

産生を抑制する一方31)，ヒト単球による IL-1による

IL-1産生及びIL-6産生は PGE2の存在下で促進する

など30)の知見から，複雑な要素の関与が考えられ，本

研究における LPS投与による IL-1(3mRNAの増加

に(c)の機序が働いているか否かは不明である． LPSの
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Fig. 7 Expressions of IL-1/3mRNA in various regions after immobilization stress. 
Various regions in hypothalamus, hippocampus and cerebral cortex were sampled after 
thirty minutes of restraint stress. Values represent the mean土SEof the IL-1/3／GAPDH ratio 
(*P<0.05). n=7 except CA3 n=6 or DG n=6. 

腹腔内投与によるマウス脳内IL-1/3mRNAの増加が

迷走神経の切断により大きく減弱する（完全には消失

しない）ので叫 (d)の機序は今回見られた IL-1/3

mRNAの少なくとも一部に貢献していると思われる．

これら(a)~(d)の機序は相互に矛盾はせず，同時に重複

して存在すると思われる．

非炎症性ストレスモデルにおける脳内IL-1/3

mRNAの発現

本研究において，非炎症性の拘束ストレスで，視床

下部における IL-1/3mRNAの発現が有意に増加した．

これは視床下部内の IL-1/3が，非炎症性ストレス反応

において重要な役割を果たしているという従来の説と

合致する結果である．これまでの報告では検出感度等

の問題から，生理的条件下や非炎症性ストレス負荷時

における IL-1/J発現の検出は困難であったが，本研究

においてはその変化を定量的に測定することに成功し，

また従来知ることのできなかった，視床下部内の各部

位における変化として見ることができた．

非炎症性ストレスによって脳内IL-1/Jが産生され

る機序については，未だ詳細なメカニズムは解ってい

ない．拘束ストレス負荷によって視床下部のノルアド

レナリン濃度およびその代謝産物濃度が上昇する29).

神経末端におけるノルアドレナリンの濃度を上昇させ

るメタアンフェタミンの投与によって，ラット視床下

部内において IL-l{JmRNAの産生が増加し，それが

fJブロッカーによって抑制される 40)．また，IL-1fJその

ものが脳内においてノルアドレナリン産生を促す一方

で11)，invitroでラット視床下部切片にノルアドレナ
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リンを投与すると， IL-1の産生が見られる 37)．以上の

知見により，非炎症性ストレス時における IL-1/3の産

生にノルアドレナリンが関与していることが考えられ

る．

また，拘束ストレス負荷時に腸管壁の透過性が大き

く変化し，腸管内のバクテリア由来のLPSが生体内に

侵入し，消化管周辺組織や肝臓の細網内皮系からサイ

トカイン（少なくとも IL-6)が誘導される 36)．従っ

て，拘束ストレスによって血中に遊離したサイトカイ

ン（もしくはLPSそのもの）が，炎症性ストレスの場

合と同様に脳血管壁もしくは迷走神経を経由して，脳

内に作用している可能性も考えられる．われわれの末

発表データにおいても，拘束ストレス時に牌臓ではな

＜肝臓において IL-1/3mRNA産生の完進が観察され

ており，脳—腸—肝—脳の経路による賦活系が考えられ

る．

本研究では，拘束ストレス負荷における視床下部ブ

ロックの IL-1/3mRNA発現の増加は，無刺激時の

2.1倍と軽度であった．この変動幅は， IL-1/3および

IL-1/3mRNAの脳内発現の日内変動幅とほぼ等しい．

例えば，ネコの睡眠時の脳室内IL-1濃度の平均が覚

醒時の約 3倍であり 16l, RT-PCRにてラット視床下

部・海馬・大脳皮質の IL-1/3mRNAの日内変動が最

大で1.5~2.5倍程度と報告されている 35)．さらに，副

腎摘出により，非炎症性ストレス時のラット視床下部

IL-1/3の発現が著しく増加することからわかるよう

に気軽度ストレス時における脳内IL-1/3の発現が，

グルココルチコイドによって最小限に抑えられている．

このように，脳内IL-1/3発現は比較的狭い範囲内に制

御されており，その変動の観察には高感度の検出系や

再現性の高い定量性が要求され，今回実施した競合的

PCR法による mRNAの組織定量法がこれらの条件

を満たしている．さらに， IL-lraの投与によってラッ

トの睡眠パターンが変化すること 22>,IL-lraによって

in vivoにおけるラット海馬細胞の LTPの維持が障

害されること 28)，fM以下の極微量のIL-1/3がinvitro 

においてラット CAlニューロンのグルタミン酸反応

性に影響を与えること 17)，などの実験結果は， IL-1/3

は生理的濃度においても脳内調節物質としての作用を

有していることを示しており，今回見られた変化量も

生理的意義を持ちうるものと推測される．

海馬では， IL-1/3mRNA発現の上昇が見られたの

はCA1のみであった．ブロック全体で有意差がなかっ

たのは，それが部分的な上昇であったためと考えられ

る． CA1はglucocorticoidreceptor (GR)のminer-

alocorticoid receptor (MR)に対する比率が高く 10),

GRのコルチコステロンヘの親和性がMRより低いた

め25)，コルチコステロンによる IL-1産生の抑制を受け

にくいことが原因のひとつと考えられる．さらに，CAl

はCA3ニューロンより慢性の心理的ストレスによる

細胞死を生じにくい事も知られている． CA3ニューロ

ンの変性が， NMDAレセプターのアンタゴニスト投

与によって防止できるという報告があり 18), in vitro 

において， NMDAのニューロンに対する毒性を低濃

度のIL-l/3が減弱したという報告とあわせると26)，今

回見られた CA1における IL-1の産生の軽度の上昇

が神経保護的に作用している可能性も考えられる．そ

の他にも， CAl,CA3およびDGにおいては， LTPな

どの電気生理学特性が異なるなど42)，神経発火パター

ンやその細胞内メカニズムの海馬内における様々な部

位差が報告されており，それらと視床下部および海馬

に発現する IL-1/3との関係については未だ不明な点

が多い．今後，本方法を用いて，様々な条件下におけ

る各種mRNAの発現量の脳内微小区域の部位差を検

討することにより，より詳細な脳内機序の解析が可能

となろう．

総 括

(1) IL-lf]は，免疫系のみならず脳においても，神

経分化，神経系の細胞の生存維持，成長，細胞死や急

性期反応発現などにおいて中心的役割を果たす．しか

しながら脳内における蛋白やmRNA発現はごく僅か

で発現量の変動幅も小さい．本研究では，競合的RT-

PCRの手法を用いて，ラットの脳微小区域を脳切片上

で打ち抜き (punch-out)した組織切片中のIL-lf]

mRNAの定量化を試み，良好な成績が得られた．

(2) この方法を用いて， lipopolysaccharide(LPS) 

を腹腔内に投与したラット（炎症モデル）から経時的

に採取した脳ブロックおよび脳微小区域標本中のIL-

lf]mRNA発現量を部位別に定量したところ，視床下

部，海馬および大脳皮質のそれぞれにおいて全般的な

上昇が認められた．
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(3) 一方，ラットをゆる＜拘束した時（非炎症性ス

トレス）は，これら 3ケ所のブロック標本のうち，視

床下部においてのみストレス開始後30分をピークと

し，約1時間続く IL-1/3mRNAの上昇が見られた．

脳微小区域標本で見ると，大脳皮質では発現に変化が

見られなかったが，視床下部のほぼ全域（内側視索前

野，外側視索前野，室傍核，腹内側核，外側視床下部）

でIL-1/3mRNA発現量が増加していた．

(4) 拘束ストレス負荷における視床下部ブロックの

IL-1/3mRNA発現量の増加は，無刺激時の 2.1倍と

軽度であった．この変動幅は IL-1/3mRNAの脳内発

現の日内変動輻や睡眠・覚醒リズムに伴う髄液IL-1/3

量の変動量とほぼ等しい．さらに，軽度ストレス時の

脳内IL-1/3の発現もストレスによって遊離されるグ

ルココルチコイドによって強力に抑えられており， fM

以下の極微量のIL-1/3あるいはIL-lraがラット海馬

神経細胞のシナプス伝達に影響を与えるなどの知見も

考え合わせると，このような発現量の僅かな変動でも

中枢神経活動を制御する重要な因子として機能してい

ると考えられた．

(5) 拘束ストレス負荷により，海馬のブロック標本

ではIL-1/3mRNA発現量は変化しなかったが，海馬

内の微小区域標本で見ると CA1領域においてのみ

IL-1/3mRNAが増加し， CA3および歯状回では有意

差がなかった． CAlはglucocorticoidreceptor (GR) 

のmineralocorticoidreceptor (MR)に対する比率が

高く， GRのコルチコステロンヘの親和性がMRより

低いため，コルチコステロンによる IL-1産生の抑制

を受けにくいことが原因のひとつと考えられた．
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