
ラット眼球および三叉神経節におけるブラジキニンB
2型受容体の発現と局在の検討

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9468URL



7 8 金沢大学十全医学 会雑誌 第109 巻 第1 号 7 8 - 8 6 (2 0 0 0)

ラ ッ ト眼球お よ び三 叉神経節 に お ける

ブ ラ ジ キ ニ ン B 2 型受容体 の

発現 と局在の検討

金沢大学医学部医学科眼科学講座 (主任 : 河 崎
一

夫教授)

武 田 久

ブ ラ ジ キ ニ ン B 2 型受容体 (B 2 型受容体) の 発現と 分布を, ラ ッ トの 眼球お よ び三 叉 神経節 に お い て m R M レ ベ ル で 検索

し た
■

ラ ッ ト の 組織 か ら得 ら れ た ポ リ 仏)
+

R N A を使 っ た R N A プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン の 結果,
6 0 0 0 お よ び4 0 0 0 ヌ

ク レ オ チ ドの 長さ の転写産物が検 出され
, 脳 , 肺 , 腎臓 , 子宮 に お ける報告に 一 致 した .

ジ ゴ キ シゲ ニ ン 標識の 非放射性 プ ロ

ー ブ を使 っ た 組織内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン に よ る解析 で は
, 網膜神経節細胞 , 三 叉神経節 の 神経細胞お よ び 強角膜移行部 の

細胞群 に強 い シ グ ナ ル が 認め ら れ た .
こ れ ら の 結 果か ら

,
B 2 型受容体 は網膜 お よ び三 叉神経 にお ける神経伝 達 と 強角膜移行

部にお ける細胞 の 機 能調節 に 関与す る こ と が示唆 さ れた .

E e y w o r d s b r a dy kin in
,
B 2 b r a d y k ini n r e c e p t o r

,
i n sit u h y b ri diz ati o n

,
r at e y e

,
t ri g e m in al g a n gli o n

ブ ラ ジキ ニ ン (b r a d yl血 血
,
B Iq は9 個の ア ミ ノ 酸か ら な る 生

理活性 ペ プチ ドで
,

血 渠中の 高分子量キ ニ ノ ー

ゲ ン あ る い は組

織内の 低分子量 キ ニ ノ ー

ゲ ン が
,

キ ニ ノ ー

ゲ ナ
ー

ゼ ( カ リ ク レ

イ ン) に より 限定分解 さ れ て 生 成 され る
. 炎症 の 急 性期 に ある

組織で は
,

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン や サ ブ ス タ ン ス P な ど の オ
ー

タ

コ イ ドと 呼 ば れ る 局所 ホ ル モ ン が 生成 され
,

そ の 中 の 一

つ に

B K も含まれ る
1) 2)

. B K は発痛,
血 管拡張,

血 管透過性克進
,

平

滑筋収縮
,

ナ トリ ウ ム 利尿排壮 , 神経伝達物 質放 出, 膠原線維

合成
,
細胞増殖 な ど多様な生体 機能に 関与 して い る

1 卜 5)

こ れ ら の B E の 作 用 は
, 細 胞 膜 の 受容 体 を 介 し て 行 わ れ

る
1卜 4)

. B E 受容 体 は
,

そ の 薬理学 的性質 か ら B l 型と B 2 型の サ

ブタ イ プ に分類 され る
1 卜 3)

. 分子構造 上
,

B . 型 ,
B 2 塑受 容体は

と も に7 つ の 推 定 膜 貫 通領 域 を持 ち
,

グ ア ノ シ ン 5
,

一 三 燐 酸

(g u a n o si n e 5
'

-t ri p h o s ph a te) 結合蛋白質共役型受容体 に共通す る

特徴を備え てお り ,
G 蛋白を介す る シ グ ナ ル 伝達 を経て

,
種 々

の 細胞応答を惹起 する
5 卜 8)

.

一

般 に B . 型受容体 の 発現 は
,

炎症

お よ び外傷 に より誘導 され る
1 卜 3)

.

山

方 ,
B 2 型受容体 は

,
子宮

,

小腸
,

大動脈
,

腎臓
,

心臓, 脊髄な どの 正 常組織 お よび 培養線

維芽細胞や 神経系培養細胞 で恒 常的に発現 して い る
1 い 5)7 卜 11 )

上 記 の 生 理 作用 に 加え
,

B E は日長機能 に影響 を及 ぼす こ と が

知 ら れ て い る
Ⅰ2】

. B K の 眼球 内投 与 に よ り
, 瞳孔 括 約 筋 の 収

縮
-3)1 4 )

, 眼圧変 化
1: 冊

, 前房 水流出量増加Ⅰ5 川
を認 め る . また

,

眼球 へ の 持続的 なB K 受容体作動薬の 動脈内投与 に よ っ て 血 液一

眼関門 の 透過性 が 克進 する
17】

. さ ら に
,

B E 分解酵 素で ある ア

ン ギ オ テ ン シ ン 変換酵素 (a n gi o te n s in - C O n V e rti n g e n z y m e
,
A C E)

阻害薬の 腹 腔 内投 与 に より網膜電 図に お い てb 彼 の 振幅 が 変化

する こ と か ら
,

B E が 網膜 の 信号伝達機 能 に関 与する こ と も示

唆さ れ て い る
18)

. しか し な が ら
,

従来の B E あ る い は 阻害剤 の

投 与 に よ る現 象の 観察 の み で は
,

そ の 反応が B K の 直接作用 な

の か 間接作 用な の か と い う こ と を区別 で きなか っ た . 従 っ て
,

眼球内 にお ける B K の 直接 の 作 用点と な る細胞 の 種類 と分布 に

関 して も
, 十分知見が 得 られ て い な い

.

本研究 で は
,

ラ ッ ト の 眼球お よ び三 叉 神経節 にお ける B 2 型受

容体 の 発現細 胞とそ の 細胞 の 局在を 明ら か に する た め に
,

R N A

プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン お よ び 組織内 ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ ョ ン に よ る 解析を行 っ た .

対 象お よび方 法

Ⅰ . 実験動物

金沢 大学動物実 験施設 内の 空調飼育室 に て 1 週間以 上 飼育 し

た体重約400 g の ウ イ ス タ
ー

系成熟 ラ ッ ト を使用 した .

Ⅰ . ラ ッ トB 2 型受容体 c D N A の 単離

1 . 捻 R N A の 抽 出お よ び精製

成熟 ラ ッ ト の 小脳組 織 を懸濁 ･ 溶解 して 酸性 フ ェ ノ ー ル 法
1 り)

に て赦 R N A を抽 出 し
,

オ リ ゴd Tしセ ル ロ ー

ス カ ラム に よ っ て ポ

リ (朗
十

R 阻 を精 製 した .

2
. 逆転写 P C R 反応( r e v e r s e tr a n s c ri pti o n

q P C R
,
R T P C R)

1 / 1 g の 小 脳 ポ リ ( A)
十

R N A
,
5 0 m M トリ ス 嬢 衝液 C r ri s

- H C l
,

P H 8 .3) ,
7 5 m M K C l

,
3 m M M g C l 2

,
1 0 m M ジチ オ ス レ イ ト

ー ル

(dith i o th r eit ol) , 各1 m M の d A T P
,
d C T P

,
d G T P

,
d

r

r T P
,
5 m M の

ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ
ー

,
ヒ ト胎 盤 由来 R N A 分 解 酵 素 阻害 剤

(35 7 5 U / m l
, 宝酒 造, 東京) , お よ び M ol o n e y m u ri n e 成人白血

平成11 年1 2 月 1 日受付
, 平成1 2 年2 月 1 日受理

A b b r e vi ati o n s : A C E , a n gi ot e n sin - C O n V e rti n g e n z y m e; B K , b r a d y k i ni n ; F I T C , fl u o r e s c ein i s o th i o c y a n at e; P B
,

p h o s p h a t e -b 臆 r; R T I P C R , r e V e rS e tr a n S C ri p ti o n - P C R



ラ ッ ト眼球と三 叉神経節 の ブ ラ ジ キ ニ ン B 2 塑受容体

病ウイ ル ス 逆転写酵素 (Gib c o B R L
,
R o c k vi11 e

,
U S A) 1 0 0 単位 か

ら な る1 0 〃
1 の 反応液中 で

,
4 2 ℃30 分 間 c D N A 合成 を行 っ た ･

次 に
,

こ の 道転写 反応 に よ り得 られ た c D N A を用 い て 10 m M

廿i s
- H Cl (p H 8 .3) ,

5 0 m M K Cl
,
1 .5 m M M g C1 2 ,

0 ･0 0 1 % 匝/ v) ゼ ラ

チ ン
,
各0 .2 m M のd H r P

,
d C T P

,
d G T P

,
d T r P

, 各1 m M の セ ン

ス プライ マ
ー

お よ び ア ン チ セ ン ス プラ イ マ
ー

,
5 0 U / m l T a q I

D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ (P e rki n El m e r C e t u s

,
N o r w alk

,
U S A) か ら な

る反応液内で P C R を行 っ た . P C R の 反応条件 は
,

9 5 ℃で 5 分間

熱変性の 後,
9 2 ℃1 分 間の熱変性,

6 0 ℃ 2 分間の ア ニ ー

リ ン グ
,

7 2 ℃3 分 間の D N A 伸長反応 を1 サ イ ク ル と し
,

3 0 サ イ ク ル 行

っ た .
セ ン ス プラ イ マ ー

お よ び ア ンチ セ ン ス プライ マ
ー は

, 既

に報告 さ れ て い る ラ ッ ト B 2 塑 受容体 c D N A
9)

の 塩基 番号32 3 -

3 4 2
,
1 5 6 1 - 1 5 8 1 ( G e n B an k デ

ー

タ
ー ベ ー ス の 番号) に 相当する 部

位 を
,

そ れ ぞ れ 合成 し て 使用 し た . 増 幅 さ れ た D N A 断片 は

p c R ベ ク タ
ー

(I n vi t r o g e n
,
S a n Di e g o

,
U S A ) に組み 込み

,
この プ

ラ ス ミ ドをp C R B 2 R と命名 した. 挿入 さ れ た c D N A の 塩基配列

は ダイデ オキ シ法 によ っ て確認 した .

Ⅱ . R N A プロ ッ トハ イ プリ グイ ゼ
ー

シ ョ ン

1 . m の 抽出

成熟ラ ッ トの 眼球お よ び 三 叉神経節 を摘 出し, 液体窒素 に て

急速凍結 した . 前記と 同様に
,
酸 性 フ ェ ノ ー ル 法

19)
に て総 R N A

を抽 出 し て
,

オ リ ゴd T - セ ル ロ
ー ス カ ラ ム に よ っ て ポ リ (A)

十

M を精製 した .

2 . 電気泳動お よ びナイ ロ ン メ ン ブ ラ ン へ の 転写

ポ リ 仏)
十

R N A (眼球1 町 g ,
三 叉神経 節3 ･7 〃g) を

,
売電庄

60V で 1 .1 % ア ガ ロ
ー ス ー2 .2 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ドゲ ル に て電気泳

動 し
,

2 0 倍濃度SS C (0 .3 M N a C l
,

0 .0 3 M ク エ ン 酸三 ナ ト リ ウ

ム) を用い て Z e ta p r o b e ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン (Bi o
- R a d ,

H e r c ul e s
,

U S 現 に転写 した . ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン を80 ℃で 1 時間乾燥 し
,

紫外線ク ロ ス リ ン カ
ー

(St r a ta g e n e
,
L a J oll a

,
U S A) にて 処理 した

徽 使用直前まで
-

3 0 ℃に保存 した .

3 . プ ロ
ー

ブの 作成

p c R B 2 R を制限酵素 E c o R I で切 断 して 得 られ た 約120 0 塩基対

の c D N A 断片(図1) を以下 の 反応 液中で
32

p で 標識 して
,

ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー ブ と し た . c D N A 断片25 n g を含む水

溶液1 5 〃l を10 0 ℃ で 5 分 間処理 した後 ,
氷 上 で 冷却 し,

5 〃l の

ラ ン ダム ヘ キ サ マ
ー を含 む反応混合液 (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン

,

東京) , 0 .5 F Ll の m e n o w 酵素 (D N A ポ リ メ ラ ー ゼⅠの Kl e n o w 断

片; 束洋紡 鼠 大阪) ,
2 .5 FLl の [ a

-

3 2
p] d C T P ( > 3 0 0 0 C i/ m m ol)

( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン) を加えて 37 ℃ で3 0 分間,
さ ら に室温

で1 時間反応 させ た . 未反応 の ヌ ク レオ シ ドは
,

ゲ ル 濾過用 カ

ラ ム ( N A P - 5 S e p h a d e x G - 2 5 c ol u m n
,
P h a r m a ci a

,
U p p s al a

,

S w e d e n ) を 用 い て 除 去 し た . プ ロ ー

ブ の 比 活性 は 1 ･6 ×

1 0
9

c p m / 〃 g で あ っ た
.

4 .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン と検出

ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン を50 % ホ ル ム ア ミ ド , 5 倍 濃度SS C
,

5

倍濃度 D e n h al d t 液 (0 .2 5 % ポ 1) ビ ニ
ー ル ピ ロ リ ドン

,
0 .2 5 % ウ

シ血 清 ア ル ブ ミ ン
,

0 .2 5 % フ ィ コ
ー ル) , 0 .

5 % S D S
,
0 .0 5 M 燐酸

ナ トリ ウ ム 緩衝 液 b H 7 .0) ,
2 5 0 〃 g/ m l の 変性サ ケ精子 D N A か

らなる プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ヨ･ン液 と 42 ℃で2 時間反応 させ

た . ひ き続き ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反応を
,

5 0 % ホ ル ム ア ミ

ド
,

5 倍膿度SS C
,
5 倍 濃度 D e n h al d t 液 ,

0 .5 % S D S
,

0 ･0 5 M 燐

酸ナ トリ ウ ム 横衝液 (p H 7 .0) ,
2 5 0 FL g / m l の変性サ ケ精子 D N A

に
, 前記 の プロ

ー ブを混合 した ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン液 中で
,

7 9

4 2 ℃で 15 時間行 っ た .

ハ イ プ リ ダイゼ
ー

シ ョ ン 彼の ナイ ロ ン

メ ン ブ ラ ン は最終的に
,
0 .1 % S D S を含む0 . 1 倍濃度SS C 中にて

50 ℃で 30 分 間洗 浄 し た . オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一

に は増感ス

ク リ
ー ンを使用 し, 露出は

-

3 0 ℃で3 週 間行 っ た .

Ⅳ . 組織 内ハ イ プリ ダイゼ
ー

シ ョ ン

1 . プロ ー

ブ の 作成

試験 管内転写反応 に よ っ て
,

ジ ゴ キ シゲ ニ ン 標識 R N A プ ロ

ー

ブを合成 した . まず
,
転写反応の 鋳型 と して用 い る プラス ミ

ドを以 下の よう に構築した . p C R B 2 R を制 限酵 素 励 o RI と 鞄 Ⅲ

で切 断 して 得 られ た270 塩基対の 断片 (図1) をア ン チ セ ン ス 1

の プ ロ ー

ブ と し て利用する ため に Ⅲ e n o w 酵素で 末端を平滑化

し
, P G E M E X l (P r o m e g a

,
M a di s o n

,
U S A) の H i n cII 切断部位 に

組み 込み p B2 R B E と した . 次 に
, P C R B 2 R をN t o I と E c o R l で切

断 して得 られ た190 塩基村の 断片 (図1) を 同様な末端平滑化の

後,
セ ン ス お よ び ア ンチ セ ン ス 2 の ブ ロ ー プと して 利用する た

め に p G E M E X l へ 両 方向 に 組み 込 み
,

そ れ ぞ れ p B 2 R E N
,

p B 2 R N E と命名 した . 続 い て
, p B 2 R B E はX h oI で

, p B 2 R E N と

p B 2 R N E はガf 乃d III で切断 した . 直線化 した こ れ ら の プラ ス ミ

ド D N A を 鋳 型 と し て
,

D I G R N A ラ ベ リ ン グ キ ッ ト

(B o e h ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a
,
M a n n h ei m

,
G e r m an y) を用

い て 転写を行 い
,

ジ ゴキ シ ゲ ニ ン で 標識 さ れ た m A プロ ー

ブ

を 合 成 した . 未反 応 の ヌ ク レ オ シ ドは , ゲ ル 濾過 用 カ ラ ム

岬 5 S e p h ad e x G - 2 5 c ol u m n
,
P h a r m a ci a) にて 除去 した ･ プロ

ー プ の浪度 は
, 前述ⅠⅠⅠ-2 と同様 な方法で

,
ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン

に 転写 した既 知濃度 の R N A 標 品と 比較す る こ と に よ り検定 し

た .

2 . 組織切片作成

組織切片は
,

B l a ck らの 輯告
20)

に従 っ て作 成 した
. まず ラ ッ ト

を ジ ュ テ ル エ ー テ ル吸入 と塩酸キ シラ ジ ン (セ ラク タ
ー

ル
,

日

本 バイ エ ル
, 東京) 20 m g / k g の 腹腔 内注射 に よ る麻酔下 で 開胸

した . 右心房を切開 し
,
左心室よりP BS を潅流 しな が ら脱血さ

せ
, 続 い て4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを含 む0 ･ 1 M リ ン 醸緩衝

液 b h o s p h a t e
-b u ff e r

,
P B) で 潅流固定 した ･ 港流後 直ち に眼球

お よ び 三叉神経節を摘 出し
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを含 む

P B 中で
,
2 時 間4 ℃で浸 横国走 した . 固定液の 浸透 を促すた め

,

眼球 赤道部の 部分切開, 赤道部の 全周性切開, 水晶体 の 除去 ,

前 眼部 ( 角膜, 虹彩,
毛様体) と 後棒部 (網膜) の 分割を段 階

的に行 い
,

さ らに30 % シ ョ 糖 匝/ v) を含 む固定液で4 ℃ で
一 晩

Fi g .1 . c D N A & ag m e n ts f o r B 2B K R u s e d f o r p r o b e s y n th e si s ･

n e 血
･

a g m e n tS l -3 w e r e u s e d t o g e n e r a te th e f oll o wi n g p r o b e s:

1
,
di g o x i g e n i n

-1 a b el e d a n ti s e n s e l R N A p r o b e f o r i n si t u

h y b ridi z a ti o n (IS H ); 2
,
d ig o x i g e ni n

-1 ab el e d a n ti s e n s e 2 a n d

s e n s e R N A p r ob e s f o r IS H ; 3
,

r a n d o m ly
-

P ri m e d
･

3 2

p -1 ab el e d

p r o b e f o r R N A b l o t h y b rid i z a ti o n ･ C D S
, P r O t ei n

-

C O d i n g

s e q u e n c e; 5
,

- U T
,
5

,
;
u n t r a n Sl at e d r e gi o n ; 3

'
- U T

,
3

'
-

u n tr an Sl a t ed

r e g l O n ･
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浸 漬 固 定 し た . 固 定 終 了後 ,
組 織 を 0 . C . T ∴コ ン パ ウ ン ド

(M il e s
,
El k h ar t

,
U S A) 中で凍結 し

, 厚 さ10 FL m の 切片 を作 成 し

た . 切片 は3 ア ミ ノ プ ロ ピル トリ エ トキ シ シラ ン で 被覆 した ス

ラ イ ド グ ラ ス に 貼布 し, 乾燥後- 3 0 ℃の 暗所 に使用直前ま で保

存 した .

3 .
ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 検出

組織切片 を4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを含 むP B を用 い て
,

室温 で10 分 間後固定 し た . P B S に よ る洗浄後, 眼球切片 で ほ2

〃g/ m l の プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ K に て室温 で10 分間,
三 叉神経節切

片 で は10 ′∠ g/ m l の プロ テ ィ ナ
ー

ゼ E で 室温で30 分 間処理 した
.

そ の 後, 切片 を0 .2 5 % 無水酢酸,
0 .1 M トリ エ タ ノ

ー

ル ア ミ ン

b H 8
.0) か ら なる 溶液中 で10 分 間ア セ テ ル 化 した . 続 い て2 倍

膿度 の S S C で 洗浄 し
,

5 0 % ホ ル ム ア ミ ド
,

5 倍濃 度SS C
,

5 倍

濃度 D e n h ald t 液 ,
1 0 0 FL g/ m l の 変性 サ ケ 精子 D N A か ら なる プ

レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 中で 室温 で2 時間反応 させ た .
ハ

イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に は
, 50 % ホ ル ム ア ミ ド

,
5 倍膿度SS C

,

1 倍 濃度 D e n h al d t 液 ,
1 0 % ( w / v) 硫酸 デ キ ス ト ラ ン

,
1 0 0 Fl

g/ m l の 変性 サ ケ精 子 D N A お よ び50 0 n g/ m l の プ ロ
ー ブ か ら な

る溶液 を
,

切片1 枚 に つ き7 〃l 使用 して 42 ℃ で 15 時間反応さ

せ た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 終了後, 切片を2 倍濃度S S C で

2 回 洗 浄 し
,

1 0 〟 g / m l の リ ボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ A を 含 む 溶 液

[10 m M T ri s
- H C l

,
5 0 0 m M N a C l

,
1 m M E D m b H 7 .5)] 中で

, 室

温で 30 分 間処 理 した . さ ら に
,

2 倍濃度S S C で再 度洗 浄後に
,

最終的に0 .2 倍濃度S S C 中で52 ℃で 20 分間2 回洗 浄 した .

プロ
ー

ブ の 検 出は 以下 の 通り行 っ た . まず1 .5 % の ブ ロ ッ キ

ン グ剤 (B o e h ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a) を含 む100 m M

T Yi s
- H Cl

,
1 5 0 m M N a C l (p H 7 .5) か らな る溶液で

,
室温30

ブ ロ ッ キ ン グ した . その 後,
ブ ロ ッ キ ン グ液 で50 0 倍 に希釈 し

た抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン抗 体 (B o eh ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a)

を
,

4 ℃で 一 晩反応 させ た . 反応後 に10 0 m M Tr i s
- H Cl

,
1 5 0 m M

N a C l (p H 7 .5) に て 室温で5 分 間3 臥 100 m M 廿i s
- H C l

,
1 0 0 m M

N a C l
,
5 0 m M M g C 1 2 (p H 9 .0) に て 室温 で5 分 間2 臥 そ れ ぞれ 震

塗 さ せ なが ら 洗 浄 し た . 洗 浄後 に1 00 m M T ri s
- H C l

,
1 0 0 m M

N a Cl
,
5 0 m M M g Cl 2 (p H 9 . 0) に ニ ト ロ ブ ル ー

テ ト ラ ゾ リ ウ ム

(mi t r o bl u e t et r a z oli u m s alt) (3 8 5 〟g/ m l) と燐酸 ブ ロ モ ク ロ ロ イ

ン ドリ ル (5 -b r o m o
-4 -

C hl o r o
-3 -i n d o lyl p h o s ph at e) (1 8 8 FL g/ m l) を

加 えた ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ 基 質溶液 を加 え, 暗所 に て

4 ℃で 一 晩反応 さ せ た . 発色 の 程 度を観 察 し な が ら
,

1 0 m M

n i s - H C l
,
1 m M E D T A (p H 8 .0) を加え て反応を停 止 し, 水溶性

封入 剤 仏q u a P ol y M o u n t
,
大同産乳 東京) を用い て 封入 し た .

標本を光学顕微鏡 で 観察 した後に
, 写真撮影 した . 前日艮部 に 関

しては
, 比較対照 の ため に H E 染色を施行 した .

4 . 陰性対照実験

以下 に挙 げる3 つ を陰性対照実験とした .

プロ ー

ブ を含まない ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 を使用 した も

の
,

切片を10 FL g/ m l の リ ボ ヌ ク レア ー ゼ A を含 む10 m M T ri s
-

H C l
,
5 0 0 m M N a Cl

,
1 m M E D ℃A b H 7 .5) か らな る 溶液で 室温

で3 0 分 間前 処理 した も の
,

お よ び セ ン ス プロ ー

ブ を用 い て ハ

イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ンを施行した もの .

5 . 免疫組織化学染色 との 併用

一 郭 の 実験で 組織内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン に先立 っ て 免疫

組織化 学染色 を施 行 した . 前記 と 同様 に作 成 した 組織 切片 を

P B S で3 固洗浄 の 後 に ,
マ ウス 抗 Th y

- 1 .1 単ク ロ ー

ン 抗体 (M R C

O X -7; S e r o t e c
,
O x L o r d

,
U K )

21卜 24)

を P B S で10 0 倍希 釈 し
,

1 切 片

当り150 〃l を用い て4 ℃で 一 晩反応 させ た . P B S に よ る洗浄乱

二 次 抗 体 と し て フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ ー

ト

(凸u o r e s c ei n i s o th i o c y a n a t e
,
FI T C ) で標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 マ ウ ス

I g G 抗 体 (S e r o t e c) を5 0 0 倍希釈 し
,
1 切片 あた り150 FLl を用 い

て 暗所 に て 室温 で 1 時 間反応 さ せ た . その 後
,

0 .1 % T ri t o n X -

1 0 0 を含 むP B S で 洗浄 し
,

グリ セ ロ ー ル ･ P B S 混合 溶液 (混合

比 1: 1) に て 封 入 し
,

F I T C の 発 色 を 共焦 点 レ ー

ザ
ー 顕 微 鏡

(LS M 4 0 0; C a rl Z ei s s
,
T h o r n w o o d

,
U S A ) 下 で 観察 し た

. 写真撮

影 の 後
,

P B S 中で カ バ ー

グ ラ ス を外 して封 入剤を洗浄 し
, 引き

続 き前記 Ⅳ3 と 同様 に組織内 ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を施行 し

た . 免疫組織化 学染色終了時 に撮影 した写真 と
, 組織内 ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 終 了時 に撮 影 した 写真 とを 比較 して
,

T h y
t

l . 1 陽性 細胞 と ラ ッ トB 2 塑受容 体の m R N A 発 現細胞 の 分 布を調

べ た .

成 績

Ⅰ . R N A プロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン に よ る解析

成熟 ラ ッ トの 眼球 お よ び 三 叉 神経節 にお い て
, B 2 型受容体の

C D N A と ハ イ ブ リ ッ ドを形 成 す る R N A が 検 出さ れ た (図2) .

m R N A の 長 さ は
,

い ずれ の 組織 にお い て も600 0 お よ び40 0 0 ヌ

ク レ オチ ドと計測 さ れ た .

Ⅰ . 組織 内 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に よ る解析

1 . 後極部(網膜 ､ 脈絡膜 ､ 後部 強膜)

成熟 ラ ッ トの 眼球 後極部 に お い て
,

B 2 型受容 体の m R N A の

局在を調 べ た . 本実験 で は
, 実験 結果の 特異性を確認す る 目的

で B 2 型受容体 c D N A の 異 な る部位 に対応す る プロ ー

ブ を作成 し

て 得ら れ た結 果を比較 した . B 2 型受容体の ア ン チ セ ン ス プロ ー

ブ と ハ イ ブ リ ッ ドを形成 して シ グ ナ ル 陽性 とな っ た細胞 は網膜

神揮節細胞層 に限局 し
, 他 の 細胞 層お よ び 血 管 に は認 め ら れ な

か っ た (図3 A
,
3 B ) . 網膜神経節細胞層 内の シ グ ナ ル 陽性細胞 は

,

A B

ー O rigi n

ー わ ー 9 . 5
- 7 . 5

■ 4 . 4

. 騨 2 . 4

- - 1 . 4

Fi g ･ 2 ･ A u t o r a di o g r a m o f b l o t h yb ri di z a ti o n a n al y si s o f p oly

仏)
十
R N A fr o m r a t e y e s 仏) an d t ri g e m i n al g an gli o n (B ) . T h e

P r O b e u

.
s e d w a s

3 2

p -l a b e l e d r a t B 2B K R c D N A f r a g m e n t a s

i n di c a te d i n F ig .
1 . Si z e st an d ar d s a r e i n d ic at e d i n kil o b a s e s o n

` th e ri gh t .



ラ ッ ト眼球と三 叉神経節 の ブ ラ ジ キ ニ ン B 2 型受容体

長径が 12 甘m を越 える大型 の 細胞が 大部分で あ っ た ･ 網膜の シ

グナ ル 陽性細胞 はそ の 大きさ か ら網膜神 軽節細胞で あ ると推 定

さ れ た . ア ン チ セ ン ス 1 と ア ン チ セ ン ス 2 の 間で
,

シ グナ ル 陽

性細胞の 局在 に差異は 認め ら れ なか っ た (図3A
,
3 臥

一 方 ,
ア

ン チ セ ン ス 2 の 相補鎖で あ るセ ン ス プ ロ ー ブ を用い た 対照実験

で は
,
特 異的な シ グ ナ ル を認 めな か っ た (図3 C) ･ 陰性対照実

験と して
,

ブ ロ ー

プを含ま ない ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン液を使

用 した も の (図4A) ,
切片 をリ ボヌ ク レア

ー

ゼA で 前処理 した

もの (図4 B) ,
お よ び セ ン ス プロ ー ブを用 い て ハ イ プ リ ダイ ゼ

け シ ョ ン を施行 し たもの (図4 C) の い ず れ に お い て も
, 特 異的

な シ グナ ル は認 め ら れなか っ た .

さ ら に
,

網膜の シ グナ ル 陽性細胞を確認す る目的で
,

組織内

ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に先立ち免疫組織化学染色を 同 一 切片

にお い て行 っ た . 免疫組織化学染色 に は
一 次抗体 と して ラ ッ ト

の 網膜神経 節 細胞 に 高発 現 して い る T b y
-1 .1 抗原 に 対す る抗

体
21) 瑚 を用 い た . その 結果

,
T h y

- 1 .
1 陽性 細胞 (図5 刃 の 大部分

に組織 内 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る シ グナ ル 陽性の 細胞

81

(図5 B) を認め た .

以上 , 網膜神経節細胞層 に お い て シ グ ナ ル 陽性細胞 の 細胞体

の 大 きさと免疫組織 化学染色 の 結果か ら
,

B 2 型受容体 の m m A

を発現す る細胞は網 膜神経節細胞 で ある ことが 判明した .

2 . 前沢部 (角膜,
虹彩 ,

毛様体
,

強角膜移行部)

成熟 ラ ッ トの 前眼部 に お い て
,

B 2 型 受容体 の m R N A の 局在

を調 べ た . 通常 の 前 眼部 組織像 と比 較する た め
,

H E 染色 標本

(図6 D) と比較 した とこ ろ
,

シ グ ナ ル 陽性細胞 は 角膜 直下か ら

強膜実質 に散在 し,
か つ 強角膜移行部周辺 に限局 して い た . 強

角膜移行部周辺 にお ける シグ ナ ル 陽性細胞 は
,

や や小型で 紡錘

形 も しく は 円形で あ っ た . 強角膜移行部 にお い て
,

シ グ ナ ル 陽

性細 胞 の 局在 に は
,

ア ン チ セ ン ス 1 と ア ン チ セ ン ス 2 の 間 で差

異は なか っ た (図6A
,
6 B) .

セ ンス プロ ー ブを用い た陰性対 照実

験で は
, 特異 的なシ グナ ル は 認め られ なか っ た (囲6C) . 網膜

後棒部と 同様に
,
他 の 陰性対照実験の い ずれ に お い ても特異的

に シ グナ ル 陽性と 判定さ れる細胞およ び構造は認 め ら れ なか っ

た .

Fi g . 3 . C ell u l ar l o c ali z a ti o n o f B 2B K R m R N A i n th e r a t r e ti n a ･ S e c ti o n s w e r e h yb rid i z e d w ith th e an ti s e n s e l (朗 ･
an ti s e n s e 2 (B ) a n d

s e n s e ( C) d i g o x i g e n i n
-1 a b el e d B 2B K R rib o p r o b e s ･ G C L

, g a n gli o n c ell l a y e r; I N L
,
i n n e r n u cl e a r l ay e r; O N L

,
O u te r n u Cl e a r l a y e r; R P E

,

r e ti n al pi g m e n t e pith eli u m . S c al e b a r
,
2 0 FL m .

G C L

O N L

Fi g ･ 4 . N e g a ti v e c o n tr ol f o r i n si tu h y b rid i z ati o n a n al y si s i n th e r a t r eti n a ･
= y b ri d iz a ti o n w i th o u t th e a n ti s e n s e dig o x ig e ni n 壷血el e d B 2B K R

rib o p r o b e s (朗 ,
h y b rid i z ati o n w ith a n ti s e n s e p r o b e a fte r p r e t r e at m e n t w ith R N a s e A (1 0 FL g/ m l) (B ) a n d h yb ri di z a ti o n wi th s e n s e

rib o p r o b e s ( C) . G C L
, g an gl i o n c ell l a y e r; I N L

,
i n n e r n u cl e a r l a y e r; O N L

,
O u t e r n u Cl e ar 1 a y e r; R P E

,
r e ti n al pig m e n t e pi th eli u m ･ S c al e b a r

,



8 2

Fi g . 5 . E x p r e s si o n of B 2B K R m R N A i n T h y
- 1 .1 -i m m u n o r e a c ti v e

C ell s in th e r e ti n al g a n gl i o n c ell l a y e r . C o n f o c al mi c r o s c o pi c

i m a g e of r at r e ti n a st ai n e d f o r T h y
-1 .1 a n ti g e n 仏) .

′

m e s am e

S e Cti o n h yb ri d i z e d wi th th e an tis e n s e 2 ri b o p r ob e fo r B 2B K R

m R N A (B) . S c al e b a r
,
2 0 FL m

.

Fi g . 6 . C e ll u l a r l o c ali z a ti o n o f B 2 B K R m R N A i n th e r a t

S Cl e r o c o r n e a . S e c ti o n s w e r e h y b ri di z e d w i th th e an ti s e n s e l

(A) ,
a nti s e n s e 2 ( B) a n d s e n s e (C ) di g o xi g e n i n

-1 a b el e d

B 2B K R rib o p r o b e s . H e m at o x yli n
-

e O Si n st ai ni n g o f a si m il ar 1 y

p r e p a r e d s e c ti o n (D ) . c o
,
C O rn e a; S

,
S Cl e r a; Cb

,
Cili a r y b o d y ; i r

,

i ri s . S c al e l) ar
,
1 0 0 iL m .

Fi g . 7 . C ell u l a r l o c ali z a ti o n o f B 2B K R m R N A i n th e r a t

t ri g e m i n al g a n gli o n . S e cti o n s w e r e h y b ri d i z e d w i th th e

a n ti s e n s e 2 (A) a n d s e n s e (B ) di g o xi g e ni n
-1 a b el e d B 2B K R

ri b o p r o b e s . S c al e b ar
,
5 0 F L m .

3 . 三 叉神 経節

成熟 ラ ッ ト の 三 叉 神経 節 に お い て
,

B 2 型 受容体 の m R N A の

局在を調べ た . シ グナ ル 陽性細胞 に は長径 が10 / J m と小 さ な も

の に加 えて
,

3 5 /∠ m 以上 の 大 型の もの も含 ま れ て い た . (図

7 A) . 神 経線維 に は 特異 的な シ グ ナ ル を認め な か っ た . セ ン ス

プ ロ ー

ブを用 い た実験 (国7 B) ,
お よ び他 の 陰性対 照実験 の い

ず れ に お い て も特異 的な シ グナ ル は認め ら れ なか っ た .

考 察

正 常 ラ ッ ト の 眼球 お よ び三 叉神経節 にお い て
,

R N A プ ロ ッ

ト ハ イ プ l) ダイ ゼ ー シ ョ ン で
,

B 2 型受容体 c D N A と ハ イ ブ リ ッ

ド を形成する 600 0 お よ び400 0 ヌ ク レ オ チ ドの 2 本 の 転 写産物

が 検出さ れ た . こ の 2 つ の バ ン ドは 脳, 肺 , 腎臓 , 子宮, 神経

系 培養 細胞 N G l O 8 - 1 5 で 報告 さ れ て い る結果
8) 9)

と
一

致 し
, 眼球

お よ び 三叉神経節 に は他 の 組織と 同様 にB 2 型受容体が 発現 して

い る と推測 さ れ た .

組織 内ハ イ プリ ダ イゼ ー シ ョ ン に よ っ て
,

網膜で 峠網膜神経

節 細胞層 に特 異 的 に B 2 型 受容体 の m R N A の 発 現 が 示 さ れ た .

さ ら に 免疫組織 化学染色 と の 組 み 合わせ で この 細胞が 網膜神経

節 細胞 で ある こ と が 証明 さ れ た . こ れ まで に 網膜神経節細胞 と

B E の 関連 を指摘 した報告 は な い . B I( と 網脈絡膜 に関 して挙 げ

て み る と
, 眼杯 の 潅流実験 で の B K の添 加 に よ る 潅流液中 の 脈

膚 膜由来の 組織プラ ス ミノ
ー

ゲ ン 活性化 物廣の 増加
25)

, 網膜色



ラ ッ ト眼球 と 三叉神経節の ブ ラ ジキ ニ ン B 2 型受容体

素上皮細胞 の 培養 液 へ の B K 添加 に よ る 細胞 内イ ノ シ ト
ー

ル 燐

脂質の 生成増加
2f;)

,
お よ び 細胞内 カ ル シ ウ ム 濃度 の 上 郡

7'
が 従

来の 報告 で あ る . 最近の 組織学 的実験で
,

M a ら
28)

が ヒ トの 眼

球にお け る組織 力リ ク レイ ン
, 低分子量 キ ニ ノ

ー

ゲ ン
,

B l 型 お

よ び B 2 型受容体 の m R N A の 発現 と 分布を 調 べ て い る . 彼 ら の

R T IP C R 法 に よ る 解析結果 で は
,

m R N A 発 現量は
,

網膜
,
脈 絡

膜,
毛様体で高く l 視神経 で は低 い

･ ま た 組織内 ハ イ プ リ ダイ

ゼ ー シ ョ ン で は
, その 発現 は 内顆粒 軌 外 顆粒層お よ び 網膜神

経節細胞 層の 広 範囲 に お よ ん だ ･
こ の 結 果 は ,

B 2 塑受容体 の

m R N A の 分布が 網膜神経節細胞層の み で あ る本研究結果と は 異

な る .
1 こ の 理由と して

,
ヒ ト とラ ッ トの 種差が 考え られ る ･ あ

る い は ,
ラ ッ ト の B 2 型受容体 の m R N A の 発 現が 網膜 仝層 にあ

る にも関わ らず, 本実験で 使用 し た非放射性 プ ロ ー

ブが 放射性

プロ ー ブ に比 べ て 感度が 低 い た め に検出で きな か っ た可 能性 も

考えられ る .

過去の 電 気生理 学的な実験 報告で は
, J a c o b i ら

18) は ネ コ で

B K の 分解酵 素で ある A C E 阻害薬お よび B 2 型受容 体の 特 異的阻

害菜で ある ヘ キ ス ト14 0 田O E 14 0) の 腹腔 内投 与前 後で 網膜電

図を比較 した . そ の 結果,
A C E 阻害薬の 投与 によ り網膜の 光感

受性が投 与前 に比 べ て増加 し
, 杵体系の b 波 の 振幅が 50 % 増加

した . E O E 1 4 0 投 与の 場合
,
b 彼 の 振幅 は 変化せ ず そ の 潜時が

延長 した
18)

. こ の 結 果か ら
,

B K の 効 果が ア ン ギ オ テ ン シ ンⅠⅠ

活性 の 変化 と 無関係で あ る こ と
, 内層網 膜 の 信号 伝達 にB K が

関与す る こ と
,

さ ら に レ ニ ン ー ア ン ギ オ テ ン シ ン 系が網 膜内神

経伝達 に関与す る こ とが 示唆 され て い る . また
, 他 の 神経系細

胞を用 い た 実験 で は
,

B K が 脊 髄後根神結節 ニ ュ
ー ロ ン に お い

て ナ トリ ウ ム イ オ ン の 細胞膜透過性を変化 さ せ
,

膜興奮性 を制

御する こ とを 示 し た報告
29)

, 神経系培養細胞 N G l O 8 - 1 5 に お い

てB K の 添加 に より細胞 内イ ノ シ ト
ー ル 燐脂質代謝を変化 させ

,

細胞内 C a 貯蔵か ら の 放出や 細胞膜 の イ オ ン 透過性 の 変 化が 生

じ る こ と が わ か っ て い る
l(-)

. 本研究結 果 と上 記の 諸報 告か ら
,

B K が B 2 型受容体を介 し網膜神 経節細胞 の 細胞膜 の 興奮性を変

化させ る こ とも推測 され るが , 実際 に網膜神経節細胞が 網膜電

図の 発 生 源 で ある と い う証拠 は な い
:一口)

.

一

つ の 可 能性 と し て
,

B I( は 網膜神経節細 胞 に変化を与 え
, 網膜神経節 細胞と 網膜内

で シ ナ プ ス を形成 する細胞, 例 えば網膜電 図の 発 生 源の 細胞 の

一

つ と さ れ る双極細胞 に 間接 的に作用 し
,

内層網 膜の 神経網胞

の 興奮性 ひ い て は 網膜 内信号伝 達を変 化 さ せ る の か も知 れ な

い
.

前眼部 に お け る B 2 型受容体 の m R N A の 発 現は 強角膜 移行部

に限局 して い た . こ の 部位の 組織構築お よ び細胞構成 は ヒ トで

は詳細 に解明 され て い るが
,

ラ ッ トで は 不明 な点が 多い
.

ヒ ト

やモ ル モ ッ トで の 知見 に基づ い て 推測す る と
,
静脈叢 の 血 管内

皮細胞
,

線椎柱帯細胞, 線維芽細胞,
ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細胞が B 2

型受容体 の m R N A の 発現細胞の 候補と して 挙げら れ る .

強角膜移行部 に は房水 流出経路末梢に あた る 静脈叢 の 血 管内

皮細胞が 存在す る . B K は血 管拡 張作用
,

血 管透過性克進作用

を有 し て お り
l)

,
血 管 内皮細胞 に B K が 作 用す る こ と で 房水 流

出抵抗が 減 弱 し眼圧 が 降下 す る こ と が 予測 さ れ る . 実際,
B K

を ウサ ギ摘 出眼球の 前房内 に注入 する と
, 房水流出が 増加 し眼

圧 が 有意 に 低下 し た
15〉

. しか し
一 方で は

, 低濃度 の B K を ウサ

ギ の 前房内 に注入す る こ と に より縮瞳 と眼圧上 昇を来 た し たと

の 報告
13)1 4) もあり

,
B K が眼圧 に与 える影響 に 関 して統

一

され た

見解 はな い
.

8 3

線維柱帯細胞 も,
ヒ トで は隅角 にお け る房水流出の 調節と い

う重要な働 きを担 っ て い る . ヒ ト線維柱帯 細胞をS V 4 0 で不死

化 し た培 養細胞 で は
,

B K に より細胞 内の イ ノ シ ト
ー ル 燐脂 質

代謝が 克進 し
,

こ の 作用 はB 2 型受容体の 特 異的阻害薬 によ っ て

抑制 さ れ る
1̀i)

. また
,

u O b e t ら
二11)

は ヒ ト お よ び ウ シ の 前限部を

用 い て B E
.

の 潅流実験 と ウ シ の 培養線維 柱帯細胞の 細胞内 カ ル

シ ウ ム の 変化お よ び紺胞面積と 細胞の 長軸の 変化 に注目 し て調

べ
,

い ずれ にお い て もB 2 型受容体 の 関与 を示 した . 以上 の 諸報

告 か ら も
,
実際の 生体内の 線維柱帯細胞で もB 遡 受容体が発現

して おり
,
房水流 出抵抗の 調節 に関与 して い る こ と が 推測さ れ

る .

線維芽細胞は 強角膜移行部 にも存在 し
,

膠原線雄の 産生を含

め た 創傷治癒の 際に 中心的な役割を担う . 線維芽細胞系の 培養

細胞 に もB 2 型受容体の 発硯が 知ら れ て お り ,
B E の 添加 により

分裂増殖速度 が有意 に増大す る こ とが 確認 さ れ て い る
こ明

. この

こ と か ら
,

炎症や 損傷な どが 限局所 に生 じ た 際に B K が 産生 さ

れ
,

その 部位 に存在す る線維芽細胞 に作用す る こ とで 創傷治癒

過程 に何 らか の 影響をお よ ぼす こ と も推測 され る .

B K. は炎症 に 際 して 産生 さ れ
, 特 に急性期 に血 管を拡張 し血

管透過性 を克進する と と もに
,

イ ン タ
ー ロ イ キ ン ー1 や 膿瘍壊死

因子な どの サ イ トカ イ ン ヤ プ ロ ス タ グラ ン ジ ンや ロ イ コ ト リ エ

ン な どの 脂質代謝物 の 産生 を促 進する
:i3)

. 同時 に補体系の 賦活

化を介 して マ ク ロ フ ァ
ー

ジや 好中球な どの 細 胞を遊走す る括性

を持 つ
34)

. 抗原提 示能を持 つ ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細胞が 角膜輪部付

近 に存 在 して い る
351 3t-)

.
こ の 細胞 は 正常状 態で は 角膜実質 に は

存在せ ず
,

角膜上 皮欠損な どの 病 的状態 に際 して 角膜 輪郭 か ら

移動 してく る
37)

.
こ れまで にラ ン ゲ ル ハ ン ス 細胞 とキ ニ ン カ リ

ク レ イ ン系 の 関係 を研究 した例 は な い が
,

ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細胞

の 病変部 へ の 移動 にB E が 関与す る可 能性が ある .

今回の 実験 で は前 眼部 にお ける シ グナ ル 陽性細胞が 上 記の い

ずれ の 細胞 で ある か特定 でき なか っ た
. しか しなが ら

,
い ずれ

の 可 能性に お い て も
, 強角殴移行部の 病態, 例えば前 沢部炎症

,

創傷 治癒 , 緑 内障な ど を考え る上 で
,

こ の B 2 型 受容体 m R N A

陽性細胞 は重要で ある と推測 され る . 今後こ の 部位 の 組織構築

お よ び細胞構成が 解明さ れ てくれ ば
,

シ グナ ル 陽性細胞 の 正 確

な 同定が 可能 に な る で あろう . また
,

ヒ トで の 検討 を進め て い

け ば前記の 病態の 解 明の---一一
･

助と なりう ると 考えら れ る .

三 叉神経節 に お ける B 2 型受容体 の m R N A の 発 現は
, 小 型の

神経 細胞体 に加え て 大型 の 神経細胞体 に お い て も認 め ら れ た ■

S t e r a n k a ら
:一8)

はモ ル モ ッ トの 三 叉神経 節と 脊髄後根 に お ける ト

リ チ ウ ム 標識 し たB K を用 い た リ ガ ン ドオ
ー トラ ジ オ グ ラ フ イ

ー を行 い
,

小型の 神経和胞体 にB K が 結 合する こ と を見い 出 し

て い る . さ ら に彼 ら は BIく投与 に よ る 痛覚過敏 を評価 し
,

脊椎

後根神経節お よ び 三 叉神軽節で は
, 小型の 細胞体をも つ 神 経が

痛覚 に関与する と 考えた
. 本研究結果 は

,
大き な細胞体も シ グ

ナ ル 陽性 に な っ た 点で こ の 報告 と
一 致 し な か っ た . 今回 の 実験

結果か ら ラ ッ ト三 叉神経 ニ ュ
ー ロ ン で は B 2 型受容体が 痛覚 に加

え て
,

他の 感覚の 伝 達に も関与 して い る こ と も推 察され る ･

角膜 の 炎症 に は ヒ ス タ ミ ン
,

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン と と も に

B K が 関与する と さ れ る
3g)

. さ ら に 眼球表面 お よ び 角膜上 皮培

養細 胞で の B K お よ び B 2 型受容体 に 関す る 以下 の 報告 が存 在す

る . H all ら
叫

は
,

モ ル モ ッ トの 結 膜 に B K を 点眼 し た と き に
,

三 叉神経の 末端か ら放出さ れ る タ キ キ ニ ン を介 して 血祭が 漏出

し
,

そ の 程度が B 2 型受容体括抗物 質 W I N 6 4 3 3 8 の 前投与で 減少
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する こと を述 べ て い る . ま た
j

ネコ の 角膜表面 に B K を作用 さ

せ る と
,

三 叉神経節 の ニ ュ
ー

ロ ン 興奮性が 増大す る
41)

と い う報

告もあ る . S b a rif ら
42)

は
,

ヒ トの 角膜上 皮細 胞の 初代 培養細胞

お よ びS V4 0 で 不死化 した細胞株を用い て
,

B K と B 2 型受容体括

抗物質で あ る H O E 1 4 0 を培養 液 に添加 し
,

B K に よ る 細胞内 の

イ ノ シ ト
ー

ル 燐脂質 の 生成の 増加が H O E 1 4 0 に よ り抑 制され る

こ と か ら
,

こ れ ら の 細胞で のB 2 型受容体の 発現を示 し
, 角膜 の

病態解 明に利用 で きる と 論 じた . 今回の 実験 で は
,

三 叉神帝節

に お い て B 2 型受容体 の m R N A の 発現 が認 め ら れた .

一

方 , 前

限部 の 組織内ハ イ プ リ ダイゼ ー

シ ョ ン で は 角膜 内部に シ グ ナ ル

発現を認め なか っ た .
こ の 結果か ら

,
生成さ れた B 2 型受容体 が

軸索流 に従 っ て移動 し
,

角膜の 知覚神経 終末に 分布して い る と

考 えられ る が
, 今 後特異的抗 体な どを用い た 蛋白 レ ベ ル で の 証

明が 必要で あ ろう .

以上 の ラ ッ ト眼球お よび 三 叉神経節 の 実験結果 か ら, B 2 型受

容体 を介す る B E の 作周が
, 網膜 内層 の 神経伝達 , 前 限部 にお

ける房水流 出抵抗 の 調節, 角膜輪部の 炎症, 免 疫反応,
お よ び

角膜 の 知覚伝達 を含む多様な限機能 に影響を 及ぼ す可能性が 示

唆 され た
.

結 論

成 熟 ラ ッ ト の 眼 球お よ び 三 叉神 経節 にお ける B 2 型受容 体 の

m R N A の 発 現お よ び その 分布 に つ い て
,

R N A プ ロ ッ ト ハ イ プ

リ グイ ゼ
ー

シ ョ ン お よ び組織内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ る

解析を行い 以 下 の 成績 を得 た ,

1 . m A プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイゼ
ー

シ ョ ン で
,

ラ ッ トの 眼球

お よ び三 叉神経節 にお い て B 2 型受容体 の m R N A の 発現 が 確認

され た .

2 . 網膜 の 組織 内 ハ イ プ リ ダ イゼ ー

シ ョ ン で は
,

網 膜神経細

胞 層 に特異 的 に B 2 塑受容体 の m R N A の 発現 が 示 さ れ
, 抗 T h y

-

1 .1 抗体 を用 い た 免疫組 織化学染色 に よ る紆 果か ら発 現細胞 が

網 膜神経節細胞 で あ る こ と が 判明 した .

3 . 前眼部 の 組織 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で
, 強 角膜移行

部 に特 異的なB 2 型受容体の m R 他 の 発現が 検出 され た
.

4 . 三叉 神経 節の 組織 内 ハ イ プ リ ダイゼ
ー

シ ョ ン で
,

三 叉神

経節の細胞 に特 異的 にB 2 型受容体の m R N A の 発現が 示 さ れた .

以上 の 結 果 は
,

眼球 に お け る キ ニ ン カ リ ク レ イ ン 系の 役割

を理解する た め の 分子 的基礎 に なる と思 われ る . また
,

こ れま

で に眼球で 報告 され て い る種 々 の B K 反応 の う ち少 なく と も 一

部 は
, 今 回 m R N A レ ベ ル で 示さ れ た 眼内 の B 2 型受 容体 へ の 直

接作用の 結 果で あ ると 推論 され た .
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