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ラ ッ ト喚覚障害モ デ ル で の 喚上皮 に お け る N a
+

,
打 ｢ ÅⅠアa s e

,

N a
+

- H
'

e x c h a n g e r
,

グ ル コ コ ル チ コ イ ド レセ プタ
ー の

発現 に 関す る 研究

金沢大学医学部 医学 科耳鼻咽喉科学講座 ( 主任 : 古 川 傍教授)

寺 西 重 和

喚覚障害は従来そ の 重要性 が認識 され に く い 面が あ っ たが
,

生活の 質を求 め る現代 に お い て 徐々 に 重要視 さ れ て きて い

る ■ 臨床的 に
, 鼻汁分泌過多と と もに嗅覚が 低下 す る こ と は し ば しば経験 され

, 原 因と して 喚粘 膜の 炎症性腫脹 に よ る気流の

障害が 考 えら れ る が
,

そ の 他 に 喚上 皮性変化 と して
, 喚上 皮を覆う粘液 (喚粘液) の 量 的な変 化と と も に粘液の 性状 の 変化に

よ る喚覚障害 (喚粘 液性 嗅覚障害) の 存在の 可 能性 が 推察 され る
. 喚粘液 の 電解 質濃度 は ほ ぼ

一

定 に保た れ て い る と考えら れ

て い る が
,

その 維持や 調整 の 機構に つ い て は
, 従 来ほ と ん ど報告され て い ない

. 本研究で は
, その 喚粘 液の 電解 質濃度 の 維持

や 調整の 機構 に つ い て検討を し た ･ 正 常ラ ッ トの 喚上 皮 にお けるイ オ ン恒常性椎待機構 と して
,

ナ トリ ウム ポ ン プで ある N a
十

,

K
'
- A T P a s e (s o d i u m

, p O t a S Si u m
-

a d e n o si n e t ri p h o s p h at a s e) を免疫組織化学的染色法 に よ り
,

また ナ トリ ウ ム ･ プ ロ ト ン 交換輸

送体(s o di u m T P r O tO n e X C h a n g e r
,
N H E) を定量的P C R 法に よ り検 索 した . さ ら に

,
唾液腺 や腎臓 にお い て は唾液や 尿 の 電解 質

調節 に N a
+

,
K

+

功T P a s e が 重要な役割を果 た して お り
,

ス テ ロ イ ドがその 活性 を制御 して い る と見 られ て い る こ と
,

ま た 臨床 的

に もス テ ロ イ ド投与は 嗅覚障害に対 する重要 な治療法 で ある こ と か ら
,

グル コ コ ル ナ コ イ ドレセ プ タ
ー の 発現を免疫組織化学

的染色法 に より 検索を し た･ さ ら に
, 硫酸亜 鉛 を点鼻 し た 嗅覚 障害 モ デ ル で も 同様 に検 討 し た . 正 常 ラ ッ トで は

,
N a

十

,
K

･
-

J m a S e はB o w m a n 腺 の 腺管 で最 も強く発現 が 見 られ , そ の ほか に B o wn a n 腺 の 腺房細 胞や 喚細胞 で も発現 が 見 られ た . ま た

N H E の 発現 で は 検索 した 5 つ の ア イ ソ フ ォ
ー

ム の うち N H E - 1 が
,

喚上皮で そ の 生 理 的役割が 期待で きる量 の m R N A の 発現が

確認 され た ･ また
, グ ル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プタ

ー

抗体 は支持 刺包の 鼻腔血の 細胞 質で 最も強く見 られ
, その ほ か に支持細胞

の 基底側 面の 細胞質 で も発現 が 見られ た ･ 喚覚障害 モ デ ル で は
,

嘆上 皮 の 回復 過程 に お い て喚 上 皮 の 再生 と と もに N a
十

,
K

十
一

A T P a s e や グ ル コ コ ル チ コ イ ド レセ プタ
ー も再生 する こ とが 観察 さ れ

,
こ れ は 行動学 的な観 点で も喚刺激性行動 観察法 に より

嗅覚障害の 改善 が確認され た ･ 以 上 の 結 果か ら
, 喚粘液の 電解質 の 維持や 調節 に N a

･

,
K

･
一 朗

､

P a s e や N H E - 1 が 関与 し
, さ ら に

グル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プタ ー の 制御 を受けて い る可能性 が示唆 さ れ た .

K e y w o r d s olfa c t o r y m u c o s a
,
N a

+

, K m a s e
,
S O di u m -

P r O t O n e X Ch a n g e r -1 (N H E -1) , gl u c o c o rtic oid

r e c e p t o r , 0 払 ct o r y d y s fu n c tio n

緒 言

嗅覚は 視覚
, 聴覚 , 味 覚, 触覚 と と もに 人間の 五 感 の なか の

一

つ で ある ･ しか し
, 喚覚が視覚や 聴覚 の よう に ヒ ト社会生 活

に必 要な コ ミ ュ ニ ケ
ー

シ ョ ン の 手段 にな る こ と は稀 で あり
,

ま

た そ の 障害も他 人に は理解 さ れ にく い こ とか ら
,

そ の 重要性は

認識 さ れ にく い 而 が あっ た . しか し, 喚覚障害に よ っ て ガス 漏

れ
, 火災 や食 品の腐敗 に気付き にく い な ど

, 直接生 命や 身体 に

影響を及 ぼす こ と さ えあり
,
ま た 日常生 活上 も食欲 の 低 下

,
調

理意欲 の 低 下を招き
1)

,
喚覚の 重要性 は生活 の 質を求め る現代

にお い て ます ます重要視され て きて い る .

嗅覚障害
2)

の 原 因 (表1 ) をま と め た 三 輪 の 報告
1)
に よ れ ば

,

5 4 5 例 中､ 鼻 副鼻月空疾患 が2 9 % と最 も多く , 次い で 感冒牒恩後

が 22 %
,

頭部外 傷 が15 %
, 頭 蓋内疾患が 5 %

, 薬物 , 有毒物

質 に よ る もの が 2 % とな っ て い る . しか しな が ら
, 嗅覚受容器

の 末梢や 中枢 に 明 らか な異常 の 見出せ な い
, 特発性や 原因不明

に分類 され る も の が 26 % もあ り
,

そ の 病態 に は 不明 な点 が多

い の が 実情で あ る .

喚覚障害 に対す る 治療法 は
, 原 因と なる疾患 が 特定で きれ ば

その 治療 を行う の が 原則で あ る
. しか しな が ら

,
感冒雁患後 や

特発性な ど の 原 因の は っ きり し な い 例 で は
, そ の 原因に 対する

特異的治療は 困難 で ある . こ の ような症例の 多く に は 初期 治療

と し てス テ ロ イ ド剤 の 点鼻や 内服 が 行わ れ て お り
3)

,
そ の 有効

性 も既 に報告 さ れて い る
4)

L

7)
. ス テ ロイ ドに は多種多様 の 薬理
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喚覚障害モ デ ル で の 電解質調節蛋白の 発現に つ い て

T a bl e l . C la s sfi c ati o n o f o lf a c t o r y d y sf u n cti o n s th at

C O m Plic at e d is e a s e s

0 1f a ct o r y dy sf u n cti o n s C a u s e dis e as e s

R e s p ir at o r y s m ell dis o r d e r s Al 1e r g l C rhi n itis

C h r o n ic s in u sitis

Ily p e rt r o p hi c r hi niti s

P e rip h e r al s m e ll dis o r d e r s C h r o n ic s i n u sitis

P o s t c o m m o n c old

D r u g in d u c ed

C o m b in e d s m ell di s o rd e r s

C e n tr al s m e11 dis o r d e r s H e a d i【りu r y

I ntr a c r a ni al dis e a s e

作用が ある が
,

喚覚障 害に 対する ス テ ロ イ ド療法
8)

は そ の うち

の 強力な抗炎症作用 を期待 した治療法 と さ れ る . しか し
, 炎症

所見の 見ら れ ない 喚覚障害例 で もス テ ロ イ ド療法 に よ り喚覚障

害の 改善 する もの が散 見され
, 単 な る抗 炎症作用以外 の 作 用機

序が働 い て い る こ とも考え られ る .

臨床 的に
, 感 冒雁患時ヤ ア レ ル ギ

ー

性 鼻炎時に 鼻汁分泌過多

とと もに 喚覚が 低下 する こ と は しば しば 経験 され る . 原因と し

て喚上 皮 の 炎症 によ る こ オ イ 物質の 伝搬 障害が 考え ら れ る が
,

その 他 に喚上 皮の 存在する 嗅袈が 開放 し て い る症例で は
, 嗅覚

受容の 最末梢 に 位置す る喚 上 皮を覆う粘 液 (喚粘液) の 量的 な

変化 と と もに
,
粘液 の 性状の 変化 に よ る 喚覚障害 (嗅粘液性嗅

覚障害) の 存在 の 可能性が 推察 さ れ る . 喚粘液の 生 理 的役割と

して
, 喚上 皮 にか か る浸透圧調整や ウイ ル ス 感染 を防 ぐた め の

免疫系を有 し
,

ま た その 電解質濃度 は ほ ぼ
一 定 に保 た れ て い る

と考えら れ て い る . そ の N a
+

イ オ ン 濃度 は 50
､

6 0 m M で
, 呼

吸上皮を 覆う粘液 の 128 ～ 1 50 m M と は 大きく異 な っ て い る と

報告さ れ て い る
9 )1())

. 喚上 皮 に お い て N a
+

イ オ ン 濃度が 低く保

たれ て い る こ と は
,

内耳蛸牛 の 内リ ン パ 液と 同様 に 嗅覚受容に

何ら か の 役割 を果た して い る 可 能性 が推 測 され る . こ の 嗅粘液

の 電解 質濃 度の 維持 や 調整の 機構 に つ い て は
, 従来ほ と ん ど報

告さ れ て い な い
.

→

般 に
,

イ オ ン の 恒常性維持機構と して 他の 組織で 知ら れ て

い る もの に
,

イ オ ン ポ ン プ (i o n p u m p) と イ オ ン 交換輸 送体

(i o n e x c h an g e r) が 挙げ られ る .

細胞内環境を維持す るの に最も重要 なイ オ ン ポ ン プ は ナ トリ

ウム ポ ン プで あり
,

N a
+

イ オ ン と 灯 イ オ ン の 能動輸送 を行 っ て

い る . N a
+

,
l C ,ÅT P a s e ( s o di u m

, p O ta S Si u m - A T P a s e) は細胞膜 の

ナ トリ ウ ム ポ ン プ に 存在 し, そ の 細胞 内イ オ ン 環境 (低 ナ トリ

ウ ム
,

高 カ リ ウ ム) を維持 す る機 能を担 っ て い る酵 素で あ る .

また ナ ト リ ウ ム ･ プ ロ ト ン 交換 輸送 体 ( N a
'

- H
'

e x c h a n g e r
,

N H E) は細胞 膜 に存在す る膜蛋白 で
,

細 胞外の N a
'

イ オ ン と細

胞内の 打 イ オ ン を 1 対 1 で交換 し
11)

,
細 胞内p H の 調整

,
細胞

の 容積 の 調節, 細胞 を介 して の N a
+

イ オ ン の 吸収な ど の 働 きを

持 っ て い る
1 2) 13)

本研究 は
, 喚粘液の 電解 質の 膿度調 節維持機構の 点か ら嗅上

皮 にお ける N a
+

,
K

十
- A T P a s e と N H E の 発 現

川 を検討 し
,

また 嘆

覚障害に お ける ス テ ロ イ ドの 作用機序 を考察す る ため に
,

グル

コ コ ル チ コ イ ド受容体 の 発現 に つ い て も併せ て 検討 した .

3 3 1

対象由 よ び方法

Ⅰ . 免疫組織化学染色に よ る検討

1 . 対象

生後 4 ～ 5 週齢の 体畳100 ～ 1 5 0 g の W i st a r 系雄性ラ ッ ト( 日

本 チ ャ ー ル ス リ バ ー

, 横浜) を各群4 匹, 対照4 匹の 計24 匹使

用 した . 動物 の 取 り扱 い は金沢大学医学部附属動物実験施設の

動物 実験 指針 に従 い
, 動物 に苦痛を与えぬ よ うに 十分に配慮を

した .

2 . 組織採取

組織採 取 にあ た り
,

ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル (ネ ン ブ タ ー ル ⑧
,

大日 本製薬, 大阪) の 1 0 0 m g/ k g 腹腔内投与 に よる 麻酔後, 開

胸 し て 経心的に 海流固定を行 っ た . 海流液に は0 .0 1 M P B S を
,

固定 液 に は 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ( p a r a f o r m al d e h y d e
,

P m ) P B S 溶液を使用 した . 潅流固定後組織採取 の た め断沃 し
,

2 4 時間P F A 固定液 にて 固定 した後12 % E D T A 水溶液 に て 脱灰
,

ア ル コ
ー ル 上 昇系列に て 脱水後d - リ モ ネ ン ( H e m o

- D e ⑳ , 藤沢

薬 品工業
,

大阪) で 透徹 した 後 パ ラ フ ィ ン 包捜 し,
ミク ロ ト

ー

ム に て前額断方向の 厚 さ 2 〃 m の 切片 を作製 した .

3 . 免疫組織化学的検討

免疫染色 は デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ
ー

法 に て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で

行 っ た .
パ ラ フ ィ ン 切片 は脱パ ラ フ ィ ン した後 ,

3 % 過酸化水

素水 に て1 0 分間内匡=生ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 活性を 阻止 した . 非

特 異的反応を 阻害す る ため に
,

1 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン 加T ri s
-

H Cl (5 0 m M tri s
-b u ff e r ed s ali n e) を10 分間反応 させ た後

,

一

次

抗体を24 時間反応 させ た .

一 次抗体 は ウサ ギ抗 ラ ッ ト N a
+

,
K

十
-

A T P a s e β
-

1 抗 体 ( U p s tat e B i o t e c h n ol o g y I n c
,
L a k e Pl a cid

,

U S A ) ,
ウ サ ギ 抗 ヒ ト グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プ タ

ー

抗 体

( A 臨nity b i o r e a g e n t s
,
I n c

,
G old e n

,
U S A) をそれ ぞれ100 倍 ,

2 0 0

倍希釈で 使用 し た . 二 次抗体 と して
,

パ ー

オ キ シ ダ
ー ゼ 標識デ

キ ス ト ラ ン 結合ヤ ギ抗 ウサ ギI g G 抗体 (ダ コ
･

ジ ャ パ ン
,

京都)

を使 用 し
,
3 0 分間反応 させ た後30 % 3

,
3

'

ジア ミ ノ ベ ン チ ジ

ン 四塩酸塩 (3 ,
3

,
-di an i n o b e n zidi n e) 過酸化水素加T ri s - H C l にて

3
～

1 0 分 間発色反応 を行 っ た . 対比 染色と し て
,

マ イ ヤ
ー

ヘ

マ トキ シリ ン 溶液 (和光純薬工 業, 大阪) に て30 秒 間後染色 し

た .

4 . 喚刺激性行動観察法
1 5 榊 )

喚覚障害の 評価 の た め に
, 行動学的観察方法と して シ ク ロ ヘ

キ シ ミ ド (C y Cl o h e x i m id e) を利用 した 喚刺 激性行動 観察法 を行

っ た .

シ ク ロ ヘ キ シミ ド水 溶液 は ラ ッ ト にと っ て 特有の ニ オ イ と不

快 な 昧を持 つ と さ れ
,

ラ ッ トは一一 度そ の 昧を経験する と シク ロ

へ キ シ ミ ド水溶液の 持 つ ニ オ イ を記憶 し, そ の 後は そ の こ オ イ

を嘆 い だ だけで シク ロ ヘ キ シ ミ ド水溶液を忌避 する よう な る
1 7)

た め
, 駆鼠剤と して用 い られ て い る薬 剤で ある .

ラ ッ ト は12 時間毎の 昼夜 周期 で 通常 の 固形飼料を任 意に 与

え た が ,
ラ ッ トを 渇の 状 態に する た め に4 8 時間絶飲さ せ た 後,

ラ ッ ト飼育 ケ
ー

ジ に0 .0 1 % シク ロ ヘ キ シミ ド水 溶液 の 入 っ た 給

水瓶 と蒸留水を 入れ た給水瓶を備 えた .
こ の 飼 育ケ

ー ジ に ラ ッ

トを1 匹ず つ 入 れ
,
ラ ッ トが どち ら の 給水瓶か ら飲水する かを

,

1 0 分間以 内の 観察時間で 各ラ ッ ト最高10 試行ず つ 調 べ た . 観

察 中も掲の 状態 にす る ため に
,

給水瓶の 先端に 口 を つ ける と直

ぐに給 水瓶 を取り外 して
,

ラ ッ ト には 1 回 に極 少量 の 水 分 しか

飲 め な い よう に し た . 1 回毎 に G ell e r m a n n 系列
16)

に従 っ て規



3 3 2

則性 の な い よう に
,

右
,

左
,

左
, 右 , 左 , 左 , 右 , 右 , 右 , 左

の 順序 で シ ク ロ へ キ シ ミ ド水溶液の 入 っ た給 水瓶 の 位 置を替え

た , 蒸留水 を飲 ん だ 場合を正 解と し
,

シク ロ へ キ シ ミ ド水溶液

を飲 ん だ場合 を誤 りと した . 理論 的 には 完全 に嗅 覚 を失 っ た 動

物 で の 正答率 は 50 % と な る . 以 上 を第 1 回目 の 学 習 と し た .

第1 回目の 学習 終了後,
ラ ッ トに 十分な飲水を させ た後

,
給 水

瓶 を外 し水分 を与 えな い よう に して 48 時間後 に同様 の 実験 を

行 い
,

第2 回目 と した . 学習を完全 なもの とす る た め に
, 誤 り

が 出なく なるま で これ を繰り返 し
,

どの ラ ッ トも 3 ～ 4 回の 学

習 で最 終的に誤 りが 出な くな っ た . 喚刺激性行動 の 観察 は 条件

を 一

定 にす る た め に
,

す べ て 17 暗 か ら20 時の 間 に 脱臭装置 の

ある 中で行 っ た .

5 . 嘆覚障害 モ デ ル の 作製

シ ク ロ へ キ シ ミ ド水 溶液 によ る学 習終了後24 時 間に
,

5 %

硫酸亜鉛水溶液を点鼻 した . 点鼻にあた っ て は
,

ラ ッ トを仰 臥

位 に して頭部を 固定 し
,

1 m l 注射器 に20 ゲ ー ジ留 置針 (サ
ー

フ ロ ー

⑧
,

テ ル モ
, 東京) の 外套 針を接 続 し

, 両側鼻 腔 に それ

ぞれ 0 .2 m l ずつ 点鼻し た . 硫酸亜鉛水 溶液が 十分 に喚上 皮 に達

す るた め に , 1 0 分 間仰 臥位 の まま に した .

6 . 組織採取

上記の 方法に従 っ て 作製 した 喚覚 障害ラ ッ トを
, 硫酸亜鉛水

溶液点鼻後 2
,

5
,

8
,

1 4
,

2 1 日目 に
, 対照群と 同様に して パ

ラ フ ィ ン切片を作製 し た .

Ⅱ . 定量的 P C R 法
1 8)

に よ る腺上皮 にお ける N H E 発現の 検討

1 . 対象

生後 6 ～

8 週齢 の 体重180 ～ 2 2 0 g の W i st ar 系雄性 ラ ッ ト( 日

本チ ャ
ー

ル ス リ バ ー

, 横 浜) を3 匹使用 した .

2 . 嗅上 皮め採取

ラ ッ トは ベ ン ト パ ル ビタ ー ル (ネ ン ブ タ
ー ル ⑳

,
大日 本製薬,

大阪) の 10 0 m g / k g 腹腔内投与 に よ る麻酔後
,

開胸 して 経心的

に 潅流 固定 を行 っ た . 潅流 液 に は 水冷 P B S を , 固定 液 に は

m R N A の 崩壊を防 ぐた め に氷冷 アセ ト ン (和光純薬 工 業) を使

用 した
. 潅流固定後

,
組織採取 の ため 頭部を摘出 して 正 中で 雛

断 し, 鼻中隔面か ら嗅上 皮を摘 出し た . 採取 した組織 の
一

部 は

後 固定 の 後 パ ラ フ ィ ン 包壊 し て
,
通 常の B E 染色を行 い

, 喚上

皮 で ある こ とを組織学 的に確認 して お い た . ま た喚上 皮 と 同時

に
, 腎臓, 小腸, 大腸

,
脳

,
心臓

,
脾臓も摘出 し た . 摘 出 した

組織 は 液体窒素 内で 急速凍結 され
,

次 の 実験 開始ま で - 8 0 ℃の

T abl e 2 . P ri m e rs a n d P r o b e s

冷凍庫 内で 保存され た .

3 . m R N A の 抽出 と c D N A の 作 製

保 存 さ れ た 組 織 は
,

そ れ ぞ れ2 0 ～ 5 0 m g を Q u i c k P r e p ⑳

M i c r o m R N A P u ri n c ati o n K it 仏皿 e r S h a m ph a r m a ci a b i o t e ch
,

Pi s c at a w a y ,
U S A ) を用 い て m R N A を抽 出 した . そ の 概 要は

, グ

ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ アネ
ー

ト ( 卯 an idi n i u m th i o c y an a te) と N
叫

ラ ウ ロ イ ル サ コ シ ン (N -1 a u r o yl s a c o si n e) を含む 横篠根中で組

織 を超音波 に て ( U R ･2 0 P
,

ト ミ
ー

精工
, 東京) 破砕 し た後, オ

リ ゴ (dT) セ ル ロ ー ス (01i g o (d T) -

C ell u r o s e) に m - R N A を吸着さ

せ た . そ の 後
,

高塩濃度綬衝 液 (hi gh -

S alt b u ff e r
,
1 0 m M T ri s _

H C l
,
1 m M E D T A

,
0 ･5 M N a Cl

, p H 7 .5) と低 塩濃度緩衝 液 0 0 W

S al t b u 触 r
,

1 0 m M T 血 H Cl
,
1 m M E D T A

,
0 .1 M N a Cl) で各5

回洗浄 し
, 遠心 した 後

,
4 0 0 FL l の 溶 出綬衝 液 (el u ti o n b u ff e r

,

1 0 m M T d s
- H C l

,
1 m M E D T A) で m R N A を溶 出させ た .

こ こ で 得られ た溶 液は D N A の 混入を防 ぐため
,

D N a s e I (宝

酒造
,

大津) で 処 理 した . す なわ ち180 F L l の m R N A 液に
,
2 0

FL l の 1 0 ⅩD N a s e I 緩衝液 〔0 .5 M T ti s 硬衝液 , b H 7 .5) 0 .1 m M

M g C l ,
1 m M ジチ オ ト レ イ ト

ー

ル
,
5 0 FL l/ m l 仔牛血清 アル ブ

ミ ン〕, 5 FL l の D N a s e I (5 u nit s/ fL l) ,
5 FL l の R N a s e 阻害剤

(宝 酒造, 大津) を加 えて3 7 ℃ で30 分間処理 した . 続い て フ ェ

ノ
ー

ル 摘 出 し,
2 .5 M 酢酸 カリ ウ ム (p Ⅲ 7 .5) を加 えて95% エ タ

ノ
ー ル で 30 分 以上

,

- 2 0 ℃ で 沈殿 させ た ･ そ の 沈殿を50 〃l

の R N a s e 除去水で 溶解 した .

そ の m R N A 溶 液 は Fi r s t - S t r a n d c D N A S y n th e si s K it

( A 皿 e r S h am P h a rm a Ci a bi o t e c h) にて c D N A に逆転写 した . 概略

は m R N む溶液 に ラ ン ダム ヘ キ サ デ オキ シヌ ク レ オチ ド 灯弧 d o m

h e x ad e o x y n u cl o tid e s) ,
マ ウス 由来逆転写酵素 (M u ri n e r e v e r s e

tr a n s c ri pt a s e) を加え
,
3 7 ℃

,
1 時間反応 させ

, 最後 に90 ℃
,
5 分

間 にて 逆転写酵素 を失宿さ せ た .

4 . 定量的P C R 法

1) プ ロ ー

ブ と プ ライ マ
ー の 選択

先 に 得 ら れ た
,

C D N A 溶 液 は β- ア ク チ ン の プ ラ イ マ ー

(P r o m e g a
,
M a d i s o n

,
U S A ) に て通常 の P C R 法を40 サ イ ク ル 行

い
, 体 細胞 D N A の 混入 に よ る バ ン ドが 出現 しな い こ とを確認

し たうえで 使用 し た .

定量 的P C R 法 は
,

A B I P ri s m 7 7 0 0 s e q u e n c e d e t e c t oi o n

S y S te m (P E A p pli e d Bi o s y s t e m
,
F o st e r

,
U S A) を用い た . 遺伝子

発現の 内在性 コ ン ト ロ ー ル と し て は
,

グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ドリ ン

離脱水 素酵 素 (gl y c e r al d e h y d e
- 3 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e
,

N H E F o r w ar d pri m e r R e v e rs e p rl m e r P r o b e

1 5
一

- C A C A G T T C C T G G A C C A C C T T C T - 3
'

5
一

- C T T C C A G T G A T G G T G G C C A T A -3
.

5
1

-(5
-

C a r b o x yflu o r os c e in [ F A M ])

- A C A G G C A T C G A G G A C A T C T G T G G T C A

q

( N
,
N , N ; N

T
-

t etr a m et h yl
- 6 c a rb o xy r h od a mi n e[T A M R A ])

2 5
'
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■

5
'
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f

5
■
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3 5
一
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I

5
1
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.

5
l
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1

4 5
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5
'
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T

5
I
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,

5 5
1
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-

5
T
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5
一
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喚覚障害 モ デ ル で の 電解質調節蛋白の 発現 につ い て

G A P D H ) の 発現 を指 標 と し た (T a q M a n ⑧ R o d e n t G A P D H

C o n tr oI R e a g e nt s
,
P E A ppli e d Bi o s y s te m ) .

N H E の 遺伝子 配列 は
,

イ ン タ
ー ネ ッ ト で E n t r e z - N u cl o tid e

m ttp :// w w w ･ n C b i ･ nl m . ni h ･g O V :8 0 / e n t r e z) か ら ダ ウ ン ロ ー

ドし

た .
N H E の 遺伝 子で 各 ア イ ソ フ ォ

ー

ム で 遺伝子 配列の 特異性

が高 い C 末端側 か ら700 -8 0 0 b p の 塩基配列 を用 い て
,

パ ー

ソ ナ

ル コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

で P ri m e r E x p r e s s (P E A p pli e d B io s y st e m s)

を用い て プラ イ マ
ー と プロ ー

ブを選択 した (表2 ) . 使用 した プ

ラ イ マ
ー

は宝 酒造 (大津) か ら, ブ ロ ー

プ は パ ー

キ ン エ ル マ
ー

ジャ
パ ン (浦安) か らそ れ ぞれ購入 し た ･

2 ) A BI P RI S M 77 0 0 に よ る定量的P C R 法

本法で は 96 穴 プ レ ー

ト 内の 各ウ エ ル で それ ぞれ プラ イ マ
ー

と プロ ー

プ の 存在 下に P C R 反応を行 い
,

P C R 反応 の 進展 に と

もな い
, 5

'

ヌ ク レア ー ゼ活性を もっ たT a q ポ リメ ラ
ー

ゼ が プロ

ー ブを分解す る . そ の ときプロ ー

ブ の 分 解前で は ア ル ゴ ン レ ー

ザ ー 光線 にて 励起され るリ ボ 一

夕 ∵ の 6
- カ ル ポ キ シ フ ル オ ロ

セイ ン (6
- C a rb o x y 丑u o r e s c ei n ) の 蛍光が, 6

- カ ル ポ キ シ テ ト

ラメ チ ル ロ ー ダ ミ ン (6 { a止0 Ⅹy
pt et r a m e th yl

一 血 o d a m i n d の 蛍光

によ っ て 打ち消され る が
,

P C R 反応の 進行 ととも にプロ ー

ブが

分解さ れ 蛍光 シ グナ ル が増 加す る こ と に よ りP C R 産物 の 生 成

をモ ニ タ
ー

す る . こ の ように し て各ウ エ ル に つ い て P C R の 反

応回数と
,

P C R 生成物の 量を反映す る蛍光強度を記録する . こ

れに よ り得 られ た P C R 増 幅 曲線 か ら
,

P C R 産物 が 指数関数 的

に増幅す る最初の サ イ ク ル数 を開催サ イ ク ル ロll r e 血 01d c y cl e
,

C t) と し
,

この Ct 値は対象とす る遺伝子の P C R 反応開始前の 初

期量を反映す る
.

これ に より各サ ン プル の 遺伝子の コ ピ ー 数の

相対値が 求め られ る . これ を発現 が 各組 織で 一 定した発 現をす

る遺伝 子, す なわちβ
- ア ク チ ン や グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ドリ ン酸

脱水素酵素 ( G A P D H ) 遺伝子 の 発現量 で 標準化す る こ と に よ

り
, 各遺伝子の 発現状態 が比較可能 にな る .

A B I P ri s m 7 7 0 0 を用い た P C R 反応 は
,

以下 の 条件 で行 っ た .

各ウ エ ル に は
,

C D N A サ ン プル
,

1 0 Ⅹ T aq m an 緩衝液 (5 FL l) ,

各20 0 jL M d A T P
, d C T P , d G T P と4 0 0 FL M d U T P

,
5 m M

M g C12 , Am p liT aq G ol d l .2 5 単位, Am p E r a s e ウ ラ シル N - グリ

コ シ ラ ー ゼ ( u r a cil N -

g l y c o s yl a s e
,
U N G) 0 .5 単位 (P E A p pli e d

B i o s y st e m ) を加え
,

プ ラ イ マ
ー を30 0 n M

,
プロ ー プ を2 00 n M

の 濃度 にな る よう に し て全量 を50 〃1 と し た . サ
ー

マ ル サ イ ク

ラ
ー

は50 ℃
,
2 分 間,

9 5 ℃
,
5 分間の 後t

5 0 サ イ ク ル の 95 ℃
,
15

Fig . 1 . N o r m al 01 h ct o r y e pith eli u m i n th e c o n tr ol r at . Bl a c k

a r r o w s i n di c a te a ci n al c ell s of B o w m a n
r
s g l an d . (H e m at o x yli n

-

E o si n st ai n) S c al e b a r i n di c at e s 20 p m .

3 3 3

秒 ,
6 0 ℃

,
1 分 間の 増 幅を行 っ た .

各サ ン プ ル の 遺伝 子の コ ピ
ー

数 の 比較 を容 易に す るた め に,

腎の m R N A を1 倍 ,
4 倍 ,

1 6 倍 ,
6 4 倍 ,

2 5 6 倍に 希釈 し, 標準

曲線を作成した . 1 つ の m R N A サ ン プ ル は
一

回の 計測 につ い て

3 ウ エ ル に て行わ れ
,

日を変えて 3 回計測 して
, 各個体 の 平均

値と 標準偏差を求め た . 各部位 ごと の 比較を容易 にする ため に
,

腎 にお けるそ れ ぞれ の 計測値を N H E/ G A P D H ‡ 1 と して 計算 し

た .

成 紙

Ⅰ . 正 常ラ ッ トにお ける観察

1 . 正常 ラ ッ トの H E 染色

正 常ラ ッ トの 鼻粘膜嘆部は 喚上 皮 と粘膜固有層 か ら成り
,
喚

上 皮は 嘆細胞 , 支持細胞, 基底細胞か ら構成 され て い た . 嗅上

皮下 の 粘膜固有層 内に は B o w m a n 腺 の 腺 房細胞が 認 め ら れ た

(図 1) .

2 . N a
+

,
K l〟Ⅰ? a s e 抗体の 発現様式

正常 ラ ッ トの 喚上皮 を
,

N a
+

,
打 ･ 〟Ⅰ? a s e 抗体を 一

次抗体 とす

る免 疫染色 に て観察 した (図2) . 嘆上 皮の なかで 最も強く発硯

Fi g . 2 . N a
+

,
K

'

rA T P a s e s tai ni n g o f n o r m al 01血c t o r y e pith eli u m .

D u c t al c ell s o f th e B o w m a n
l
s g l a n d s h o w e d s t r o n g

i m m u n o r e a c ti vib r O )1 a ck a r r o w s) . S c al e b a r i n di c at e s 2 0 jJ m .

Fig . 3 . G l u c o c o rti c o id r e c ep t o r st ai ni n g o f n o r m al olf a c t o r y

e p ith eli u m . Ⅷ e c yt o pl a s m o f th e o lf a c t o r y s u pp o rti n g c ell

f adi n g to th e n a s al c a vi tY S h o w e d st r o n g i m m u n o r e a c tiv ity .

S c al e b a r i n di c ate s 2 0 FL m .
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T a bl e 3 ･ S u m m a ry o f i m m u n o hist o c h e mi c ally e x p r e s si o n i n c o n tr o l r ats

L o c a tio n N a
十

,
K

+
- A T P a s e G l u c o c o rtic o id r e c e p to r

S u pp o rtl n g C ell
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,
N H E -2

,
N H E - 3

,
N H E - 4

,
a n d N H E - 5 m e s s a g e n o r m aliz ed t o G A P D H
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を 認 め た の は
,

B o w m a n 腺 の 腺 管 で あ っ た . そ の ほ か に

B o w m a n 腺の 腺房や 上 皮下 の 喚神経束 で発現を認め た (表 3) .

3 . グル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プ タ
ー

抗体 の 発現様式

正 常 ラ ッ ト の 嗅上 皮を
,

グ ル コ コ ル チ コ イ ドレセ プタ ー 抗体

を
一

次抗体 とする 免疫染色に て観察 した (国3 ) . 嗅上皮 の なか

で 最も強く発現 を認 め た の は支持細胞 の 鼻 腔側 の 細胞質 で
,

支

持細胞 の 側面 でもそ れ より弱い 発 現を 認め た (表3 ) .

4 . 喚上 皮 お ける NIi E の 発現

各計測 に お い て 良好 なP C R 反応が 計 測 され た ( 図4 ) .
こ れ

らの 増幅曲線 か ら
,
腎 の m R N A を希釈 して便宜的 に作成 した標

準曲線 は
,

C t 億 と初期量 と の 間に 良好 な相 関関係 を示 した (図

5 ) . こ れ に より得 られ た 各部位 ご と の 計測値を表4 に示す.

N H E -1 は心臓 に お い て 最 も発現 が 高く腎の 7 .3 倍 で
, 最低の

嗅上 皮の 0 .5 1 倍 に対 し て14 倍で あ っ た .
N Ii E -2 は最 高が 小腸

で 腎の 180 倍 , 衆低 が 喚上 皮の 0 .5 7 倍 で 32 0 倍 の 差が あ っ た ･

N H E -3 で は 最高が 小腸で 腎 の 5 .0 倍 , 最低 が喚 上皮 の 0 .0 0 8 9 倍

で 560 倍 の 差 で あ っ た . N H E -4 で は最 高が 牌臓 の 30 倍 で
,
最低

が 大腸の 0 .0 2 2 で そ の 差 は1
,
4 0 0 倍 で あ っ た . N H E -5 は 最高 が脾

臓の410 倍 で
,
最低 が腎で 1 倍で その 差 は410 倍で あ っ た .

以上 の 結果から ,
N H E - 1 は比較的発現 の 差が 少な く各臓 器に

お ける差 が最低 で あ っ た . N H E -2
,

3
,

4
,

5 は最高 と最低 の 差

が大 きく, 臓器特異的な発現様式が 観察 され た . 喚上 皮 にお い

て は N E E - 1 以 外の N H E -2
,
3

,
4

,
5 の 発現 は非常 に低く, 積極

的な生理 的役割を果た して い る と は考 えにく い 結果で あ っ た .

Ⅰ . 嗅覚障害モ デル に お ける 嗅刺激性行動観 察(図 6)

硫酸亜鉛 水溶液点鼻前 は学習 に より100 % の正 答率で あ っ た

が
,

点鼻に より ど の ラ ッ トで も正答率 の 低下が 見 られ 嗅覚障害

が引き起こ さ れて い た . 点鼻後 2 日目 で は平均66 .5 % と 敢も悪

い 正 答率 で あ っ た が
,

そ の 後 は 4 日 目 に 80 .0 %
,

6 日 日 に

83 .3 % , 8 日 目に90 .8 %
,

1 0 日̀ 目に93 .8 % と徐 々 に正 答率が上

昇 し,
1 4 日 目に97 ,5 %

,
1 6 日 削こ10 0 % と

,
喚覚 は硫酸亜鉛 点

鼻前の 状態とほ ぼ同様に回復 し た .

Ⅱ . 嗅覚障害モ デル に ぁ ける 組織観察

1 . H E 染色

正常群 (図7 A) に比べ
, 硫酸亜 鉛水溶液点鼻複 2 日目 で は喚

上 皮は 脱落 してお り, 基底細胞 は非連続的 に残存して い た . 粘

膜固有層 には 血管 の拡張が 見 られ た (図7 B) . 5 日 目で は
,

基

底細胞 は連続的に なり
,

再生喚上皮細胞 が密 にな っ て 増殖が見

られ たが
,

支持細 胞は まだ見 られ なか っ た . B o w m a n 腺もほ と

ん ど見 られ なか っ た (図7 C) . 8 日 目 に な る と
, 再生 し た支持

細胞 も見 ら れ る よ う になり ,
ま た B o w m a n 腺 も再形成 さ れ た

(図7 D) . 1 4 日 削こなる と
, 喚細胞 の 層数が やや 少な い もの の

そ の 他 は正 常群 と変わ らな か っ た (図7 E) .
2 1 日 日で は正 常群

と 変わり は なか っ た (図7 F) .

2 . 免疫組織化学染色

1 ) N a
+

,
K

'

, A T P a s e 抗体

N a
十

,
K

+
一A T P a s e 抗体 は正 常群で はB o w m a n 腺の 腺管で 強く染

色 され て い た (図 8 朗 が
, 喚上 皮 の 脱落 した硫 酸亜 鉛水溶液点

鼻後 2 日 目で は 残存 した基底細胞の ほ か上 皮下 の 喚神経束で 染

色が 見 ら れ た (図 8 B) . 点鼻後 5 日 冒 で 再生 喚上皮細胞が 見ら

れ る よ うに なる と
, 再生 嗅上 皮細胞 でも 染色 さ れ た (図8 C) .

点 鼻後 8 日 目 で 支持 細胞 が 見 ら れ る よ う に な っ て く る と
,

B o w m a n 腺 の 腺管で 染色が 認め られ る よう に な っ た ( 図8 D) .

点鼻後14 日 目以 降で も腺管 へ の 染色 は認 め られ た (図8 E
, 円 ･

2 ) グル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プタ ー 抗 体

グル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プタ ー 抗体 は正 常群で 支持細胞 に強

く染色さ れ て い た (図9 A) が
, 支持細胞の 脱落し てい る 硫酸亜

鉛水溶液点鼻後 2 日 目で は 残存 基底 細胞 に染色 が見 ら れ ( 図9

B) ,
5 日 目で は ほ と ん ど染色陽性細胞 は観察 され なか っ た (図

9 C) . 点鼻 後 8 日 目で 支持細 胞が 再生 さ れ る よ う に な る と
,

支持細胞遊離而で 染色され ろ よう に な っ た (図9 D) . 点鼻後14

月 目,
2 1 日目 で は

,
染色傾向は正 常群 と 同じで あ っ た (図9 E

,

F) .



3 3 6 寺 西

Fi g ･ 7 ･ P h o t o mi c r o g r a ph s of s e cti o n s th r o u g h ol 鮎t o r Y e pi th eli a i n c o n t r ol r at ( 朗 ,
a n d d a m a g e d r a t

,
2 (B) ,

5 ( C) ,
8 (D ) ,

1 4 (E) ,
2 1 d ay s

(F) afte r d am a g e d wi th zi n c s ulp h a te
,
St ai n e d wi th h e m at o xili n

-

e O Si n ･ S c al e b a r s i n di c at e 2 0 iL m .



嗅覚障害モ デル で の 電解質調節蛋白の 発現 に つ い て 33 7
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i m m u n o h i st o c h e m i c ally st ai n e d f o r N a

十

,
K

+

m a s e P
-1 a n tib o d y ･ N o te th e i n c r e a s e d N a

'

,
K

+
-

A T P a s e i m m u n o r e a c tiv ity i n d u c t s o f B o w m a n
■
s gl a n d

,
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考 察
10 0 〃 m の 厚 さ の 粘 液層 に 覆わ れ てお り

,
ニ オイ 分子 は 粘液層

に
一

旦 溶けな い と 嗅細 胞 に達 し な い
. 嗅細胞 の 先 端の 喚小胞か

ニ オ イ を呈 す る化 学物質の 数 は2 0 万種 とも言 わ れ て お り
,

ら遊離面 に数多く の 嗅線毛が 伸 び て い るが ,
こ オ イ分子は粘液

そ の 構造 は 多種多様で ある ･ 喚上 皮 の 表面は通常数 〃 m か ら 層内の 喚線毛膜 ある い は 喚小 胞膜で 受容 され る
. 喚上 皮に は多
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数の B o w m a n 腺が 存在 し
,

そ の 腺管は 喚細胞の 間 に散在 して お

り
,

こ こ か ら 喚粘液が 分泌 され て い る
1 錮

. 喚細胞 が ニ オイ 利敵

を受ける と 喚細胞 膜に ある 種々 の イオ ン チ ャ ン ネ ル を通 して イ

オ ン 交換 が 起きる と さ れ て い る が
,

ニ オ イ刺激後の イ オ ン の 状

態を元に 回復 さ せ る恒常 性維 持機 構が 喚上 皮 に備わ っ て い なけ

れ ばな ら ない . 喚細 胞の 受容 膜上 は ほ ぼ
一 定の イ オ ン 環境 にお

かれ て い る と考え ら れ て い る が ,
こ の 粘液の N a

+

イ オ ン 濃度は

50
～ 6 0 m M で

, 呼吸上 皮 の128 ～ 1 5 0 m M と は大きく異な っ て

い る . こ の 喚上 皮 にお ける N a
十

イ オ ン の 低濃度 の 相違 は
, 内耳

蛸牛の 内リ ン パ 液と 同様 に 喚覚受容 に何 ら か の 役 割を果た して

し

L

､ る と推定 さ れ る .

N a
'

,
K

十

rA T P a s e は全て の 動物細胞 の 細胞膜 に存在 する が
, 特

に腎臓と 脳で 最も強く発現 し
2 0)

A T P を 分解 して 細胞内 N a
+

イオ

ンと細胞外 K
十

イ オ ン の 能動輸送 を行 い
,
細胞 内イ オ ン環境 (低

ナ トリ ウム
, 高 カリ ウ ム) を維持す る 機能 を担 っ て い る酵 素で

ある . また 腎臓 , 腸 管, 腺 な どの 組織 の 細胞で は
,

こ の 他 に イ

オ ン の能動輸送を活発 に行う こと によ りイオ ン
, 水な どの 吸収,

分泌に 貢献 して い る と 考え られ て い'る 21)
. N a

+

,
K

+

r A T P a s e は 2

つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成り
, 分 子量約1 0 万 の α 鎖と 分子量約

5 .5 万 の 糖 蛋白質 で ある β鎖が ほ ぼ 1 : 1 の 割合で 結合 して い

る
22)2 3)

. c D N A ク ロ ー ニ ン グの 研究 か ら
,

広い 動物種 に わ た っ

て α 鎖に は α 1
,

α 2
,

α 3 の 3 種 の ア イ ソ フ ォ
ー ム が

, /
9 鑓

には β1
, β2 の 2 種の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存在する こ と が 明ら

かと な っ て い る
2 0)2 4)

が
, そ の 中で β1 サ ブ ユ ニ ッ トは 比較 的多

くの 紐織 に 存在 して い る , N a
+

,
K

+

- A T P a s e の 機 能に 関係する 部

位は ほ と ん ど a 鎖 に存在す る
22) 2 5)

が
, P 鎖 は N a

+

t
K

+

功T P a s e の

活性発現 に は必 要不 可欠で
,

α 鎖 と結 合 して α 鎖の 構造を安定

化 し
,
その 細胞膜 へ の 輸送に関与 してい る と推定 されて い る

26) 27)

気道上皮 の イ オ ン輸 送に つ い て は こ れ まで 主 に気管を用い て研

究が 進め ら れ て きた
2 8 卜 32)

. 気 管の イ オ ン輸 送は 上 皮細胞 の 基

底側膜 に存在す る N a
+

,
K

+
- A T P a s e に よ っ て 惹起 され

,
主 に N a

+

イ オ ン が 吸 収,
C l

~

イ オ ン が 分 泌さ れ ,
こ の 吸収 ､ 分泌 の 比 率

によ っ て 上皮 を 介 して の 浸透 圧差 が 生 じ , 管腔 へ の 水分の 供給

をもた ら す こ と が 明ら か に され て い る
2 9)

. 喚上皮 で は 喚粘液は

B o w m a n 腺か ら分泌 さ れ る の で
, 気道 へ の 水 分供給 の 点で は 同

じ気道上 皮 で も相違が 見 られ る .

唾液腺 や 腎臓 で の N a
+

再吸収,
K

+

排 出は
,

全身性 コ ル チ コ ス

テ ロ イ ドに よ っ て N a
+

,
K

+
一 A T P a s e の 活性 を調節する こ と により

制御さ れ て い る と の 報告
3 3 卜 3 6)

が ある . 唾 液腺 の 腺房州胞 に お

い て は
, N a

+

,
K

+
- A T P a s e は唾液 の 分泌 初期や 腺管 内で の N a

十

イ

オ ン 濃度 調節に 必要と され て お り
3 7)

,
更 に コ ル チ コ ス テ ロ イ ド

が こ の N a
+

,
K

+

-A T P a s e 活性 を調節 し, 唾液の イ オ ン 含有量 を変

化さ せ る と さ れ る . 唾液腺の 腺房細胞 の 基底側面 に沿 っ て 存在

する N a
+

,
K

+
- A T P a s e

3 8)
の 作 用 によ っ て 腺房細胞 か ら腺 管内 に原

唾液が分 泌さ れ
,

こ れ が 腺管 を通過する 間に 腺管細胞の 基底側

面 に沿 っ て 存在す る N a
+

,
K

十
- A T P a s e の 作用 に より N a

+

の 再吸収

と K
+

の 排 出が なさ れ る
3 7)

. 更 に
,

唾液腺 に は グ ル コ コ ル ナ コ

イ ド レ セ プ タ
ー

が 多く存在 し
3 9)

,
N a

+

,
K

+

,ÅT P a s e 活性 が ス テ ロ

イ ドに よ っ て 制御 され て い る こと も知 ら れ て い る
40)

. また 腎臓

にお い て は
,

N a
+

, K
+

- A T P a s e 活性増加 と N a
+

の 再吸収 増加 作用

がほ ぼ
一

致 して 近位 尿細 管, 髄質 ヘ ン レ係蹄太い 上 行脚で 見ら

れて い る .

今回の 結果に よ り,
こ の こ と と 同様 に 喚上 皮に お い て もス テ

ロ イ ドがN a
+

,
K

r

rA T P a s e の 活性を調節 し
, 喚粘液の 電解質組成

339

を制御 して い る可 能性が 示唆 され た . N a
十

,
E

十

r A T P a s e ノ9
-

1 抗

体 が B o w m a n 腺 の 腺管 や腺房細胞で 染色 され て お り
,

こ の 考え

を 裏付 け る もの と 思 わ れ る . しか しな が ら今 回 の 検 討で は
,

B o w m a n 腺の 腺房和胞 が睨管 ほ ど強く染色 され な か っ た の は
,

N a
+

,
K

'

,ÅT P a s e が 腺房細胞 に は腺 管ほ ど多く存在 しない と か
,

腺房細胞 と腺管 は機能が 違うの で α 鎧量 と/ヲ鎚量 の 割合の 変化

が あ る 可 能性 な ど が 考 えら れ る . 過去 の 報 告で も
,

N a
+

,
E

十
-

A T P a s e の α 鎖蛋白 質量 と 針猥蛋白質量の 割合 は必ず しも1 :

1 で は なく
, 組織 , 酬 胞に よ っ て は α 鎖過剰 の 場 合

41) 42)
や β鎖

過剰 の 場 合
4 3) 44)

が ある . よ っ て
, 今後N a

+

,
K

+

,A T P a s e の 他の サ

ブ ユ ニ ッ ト抗体で の 検 討の 必要性 もある と思 われ た .

グ ル コ コ ル チ コ イ ドは,

一 般に他 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン と同様

に単純拡散 に より細胞膜 を通過 した の ち グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ

セ プ タ
ー

と結 合,
こ の 解合物 が 核 内 に 移動 し特定 の D N A 鎖

短1 u c o c o rti c o id r e s p o n s e el e m e nt) と結 合 し
45)

, 遺伝子を活性化

さ せ て m
- R N A や 蛋白を合成 して グ ル コ コ ル チ コ イ ドの 作 用を

発現 する
`l(ミ)

とさ れ て い る . 従 っ て
,

レ セ プ タ
ー

と の 兢合 は作用

発現 に不可 欠な第 一 段階で あり
,

そ の ホ ル モ ン作用 は標的細胞

中 の グ ル コ コ ル ナ コ イ ドレ セ プ タ ー 数 及び 親和性 に よ っ て規定

され る の で
,

レ セ プ タ ー の 増威は グル コ コ ル チ コ イ ドの 作用発

現 に大きな影響を及ぼ して い る .

今 回の 研究 に より グル コ コ ル チ コ イ ド レセ プ タ ー

が喚上 皮 に

多数 存在す る こ とが 確認さ れ た こ とか ら
,

グ ル コ コ ル ナ コ イ ド

の 喚上 皮 に お ける作 用機序 と して
,

こ の レ セ プ タ ー を 介する

N a
+

,
K

+

, År P a s e な どの 活性調節機構 の 存在の 可 能性が 示唆 され

た
. しか しなが ら支持細胞その もの で は N a

+

,
K

十

, A T P a s e の 発

は弱く, ま た支持細胞か ら 腺房や腺管細胞 に対 して どの ような

情報伝達が 行わ れ る か は
, 現在の と こ ろ 全く不 明である .

N E E は 細胞 膜に 存在す る蛋白で
, 細胞外 の N a

+

イ オ ン と細胞

内の 打 イ オ ン を 1 対 1 で 交換す る
1 1)

が
,

イ オ ン 輸送 の 駆動力

に は N a
+

,
K

十

, A T P a s e に よ っ て 作り出 され た 細胞内外 の N a
+

イ オ

ン 濃 度勾 配を用 い てい る . その 役割 は現 在まで判明 して い るも

の で は
,

細胞内p E の 調整
,

細胞の 容積 の 維持 , 細胞の 増殖 ･

分裂 に 際 して の 活性化
4 7)

,
細胞を 介 して の N a

+

の 吸収な どで あ

る
1 2) 1:う)

. ま た , N H E に は現在ま で に N H E - 1 か ら N H E -5 まで の

5 種 類の ア イ ソ フ ォ ー ム の 存在が 明 らか にさ れ て い る . N H E -1

は全 て の 細胞 に普遍的 に存在 し,
上 皮性細胞 で は基底側膜に 存

在 し
47)

, 細胞 内p H を維持す る ハ ウ ス キ ー ピン グ 的な働 きを し

て い る と考え られ て い る . "
一

方 N H E -2
,

N H E -3 は腸管や 腎の 上

皮性 細胞 の 管腔側に 多く発現 し
,

N a
十

の 吸収 に積 極的に 関与 し

て い る
舶 )4 9) もの と 考え ら れ て い る . N H E- 4 は胃や 腎以 外 に子宮

や 脳, 骨格筋で も比較的多く 発現が 報告 さ れ て お り
, 腎で は 集

合管 の 高浸 透圧 下 で の N a
十

イ オ ン の 再吸収 を司 ど っ てお り
, 特

殊 な 条 件 下 で 働 く特 に 分 化 し た ア イ ソ フ ォ
ー ム で あ る

5(り
.

N H E - 5 は 脳 , 牌臓 , 肺 で の 高発現が 報告さ れ て お り
,

神経系で

の 特 異的役割が 示唆 され てい る
51) 5 2)

が 詳細 な機能 に つ い て は 不

明で ある .

今 回の 我 々 の 検索の 結果か ら は
,

N H E - 1 が他 の 組織 と比較 し

て や や低 め で はあ るが
,

生 理 的な役割 を期待 で きる 発現が 確認

さ れ た . 他 の ア イ ソ フ ォ
ー ム は 発現 の 高い 臓器 に比 し て発現が

100 倍以 下 で
,

何 ら か の 生理 的な機 能が期 待で きる ほ どの 発項

は み ら れ な か っ た . N H E -2
,

N H E -3 に 関 して は 嗅上 皮が N a
+

イ

オ ン な どの 電解 質の 再吸収 にか か わ る臓 器で は な い こ とか らも

安 当な結果で ある と 考え られ る . N H E - 4 や N E E -5 に つ い て は



3 4 0

脳で の 高発現も報 告 され て い る
5 2)

が
,
嗅上 皮 は知覚 の

一

次 ニ ュ

ー ロ ンが 存在す る と こ ろなの で
,
脳 と は発現様式が 異 な っ て い

る もの と考え ら れ る .

N E E - 1 の 喚覚上 皮で の 発現 は
,

内耳の 蛸牛 に お ける外有毛細

胞
5 3)

,
前庭 の 暗細 胞

5 4)
,

内リ ン パ 嚢の 上皮細胞
55)

で の 発現 が確

認 され て い る こ と と類似 して お り, 興味深 い もの で ある . す な

わ ち,
N H E -1 は こ れ ら感覚希細胞の 恒常性 の維持 に働 い て い る

こ とが 推測され る . そ の い ずれ もが
, 細胞 に対す る ア ミ ロ ラ イ

ド負荷 や H
+

負荷実験 か ら N H E - 1 の 発現を推定 して い る . こ の

こ と は
, 今回の 我々 の 嗅上皮 の 結果 と 一 致 して興味深 い

.

今 回の 我 々 の N IまE の 検索 は
,

定量的P C R 法に よ っ た . こ の

方法 は測定感度 が高く
,
測定範囲が 広い の で

, 最近本法 を利 用

し た m
- R N A 定 量実験 の 報告 が多く され る よう に なっ て きて い

る
5 6)57)

. 従来の 標準法で ある ノ
ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に比 して

,
少

量 の m - R N A 量 で 測定 が 可能で ある こ とや
,

放射性 同位元 素を

使わ なく て もよ い と い う利点が あげら れ る
5 6)5 7)

. 今回の 我 々 の

測 定結果は
, 種 々 の 臓 器 にお い て 過去 の 報告 と よく 一 致 した

.

また各個体 にお ける 3 回の 測定値の ばらつ きは小 さく ! 再現性

の 高い 測定で あ っ た と 言える
. 特異的なプラ イ マ

ー と プ ロ ー

ブ

を組み 合わ せ て使用 し
,

ま た それ ぞ れ の N IまE の アイ ソ フ ォ
ー

ム で特異性 の 高 い 領域 の 配列をタ ー ゲ ッ トに した た め
, 嗅上皮

以外の 臓器で は過去 の R N a s e プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ と の 結果

と もよく
一

致 した .

今回 の 検索 に よ っ て N H E - 1 の 発現 が 確認さ れたが
,

これ は

喚上 皮全体で の 発 現 で あり
,

喚細 胞
,

支 持細 胞
,

基底 細 胞
,

B o w m a n 腺細 胞な ど が混在して い る . 今後 は
,
特 異抗体 が 入手

可能となれ ば局在を検紆する必要 が ある と思わ れ る
.

また
,

われ われ は こ の 蛋白が 喚上皮を覆う粘液の 組成 の 維持

に 関与 して い る可 能性を考え て い る . 今後は様々 な喚上皮 の 傷

害モ デ ル を用 い たり ,
い ろい ろな薬 剤の 投 与下に お ける N E E - 1

の 発現 の 変化を検討 し
,

その 生理 的機能を解明 し て い き た い
.

今回の 研 究で は硫 酸亜鉛点鼻に よ る 喚覚障害モ デ ル を作製 し
,

正 常群の ほか に嗅覚 障害群 で もN a
+

,
K

r

m a s e と グ ル コ コ ル チ

コ イ ド レセ プ タ
ー

の 発 現を検討 し た . 障害群で は点鼻障害彼の

喚上皮の再生 と と もに 喚覚障害 は改善したが
,

それ は 嗅刺激性

行動観察に より裏付 けられ た . ま た同時 に免疫組織 化学染色 に

よ っ て
,

N a
+

,
打 通T P a s e と グ ル コ コ ル チ コ イ ドレセ プタ ー も点

鼻障害によ り 一 旦見 られ なくな っ た が
,

喚上皮 の 再生 と とも に

再 び 見られ る よ う にな っ た . つ まり 今回の 結 果よ り, 喚上 皮障

害後 に喚上皮の 再生 に伴 っ て N a
+

,
K

+

通T P a s e と グル コ コ ル チ コ

イ ドレ セ プ タ
ー も同時 に再生 し

, また 喚覚障害も改善 し て い く

過程 が観察 された. よ っ て 喚上皮 には
, 形腰的な 再生の み な ら

ず 喚粘液の分泌や調整維持の 面で も再生能力が ある こ と が推察

さ れ た .

結 論

嘆粘液の 性状 の 異常 に よ る嗅覚障害の 存在を推定 し
,

電 解質

濃度 の 維持や 調節機構 に つ い て ラ ッ トの 正常群 と硫酸 亜鉛 点鼻

に よ る喚覚障害 モ デ ル で検討を した. イ オ ン の 恒常性維持 機構

と して N a
'

,
K

+

功T P a s e と N H E -1 に つ い て
,
ま た N a

+

,
K

+

｢År P a s e

を制御 する と考 えら れて い る グ ル コ コ ル チ コ イ ドの レセ プ タ ー

に つ い て
, 喚上皮 で の 発現を観察 し次の 結果 を得た .

1 . 正常 ラ ッ ト の 喚 上 皮 で は
,

N a
+

,
K

+
- A T P a s e 抗 体 は

B o w m a n 腺 の 腺 管で 最 も強 く 発 現 が 見 ら れ
,

そ の ほ か に

B o w m a n 脾 の 腺房細 胞や 喚細胞で も発現が 見 られ た .

2 . 正 常群 の 喚上 皮で
,

グ ル コ コ ル ナ コ イ ド レセ プ タ
ー

抗体 は

支持細胞 の 鼻腔 側細胞質で 最 も強く 見ら れ
,

その ほか に支持細

胞 の 基底側面で も発･硯が 見 られ た .

3 . 定量的 P C R 法 に よ り, 嗅上 皮 にお い て N ⅢE -1 は 生理的役

割が期待 で きる発現 が 確認 され た .

4 . 硫酸 亜鉛 を点鼻 し
, 喚覚 障害モ デ ル を作 製 した . 喚上皮の

回復 過程 に お い て
, 喚上 皮 の 再生 と と も にN a

+

,
K

-
- A T P a s e や グ

ル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プ タ
ー も再生 された . 行動学 的な観点で

も
,

喚覚障害 の 改善が確認 され た .

以上 の 結果 より
,

喚粘液の 調整維持機構と して N a
十

,
灯 ｢〟r P a s e

や N H E -1 が 作用 を し
,

それ を グ ル コ コ ル チ コ イ ドが 制御 して

い る可 能性 が推 定さ れ
,
今後 ス テ ロ イ ド投与 に よ る これ らの 蛋

白 の 発現 の 変化を検討す る必要 が ある と考 えら れ た
.
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