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研究成果

研究概要

妊婦調合では､様々な内分泌的変化だけでなく、免疫的変化をも伴い、また一方ではストレスなどの外刺激

に対する緩衝作用がある。マイクロ波はその温熱作用による様々な影響をもたらすが､妊娠母胎におけるそ

の熱作用に対する神経内分泌免疫系の反応機序の詳細はよく知られていなし％また、同時にその低レベル暴

露による妊娠母胎の神経内分泌霊系への影響も不明である。本研究では､低レベルマイクロ波の全身暴露

によってもたらされる内分泌免疫系への影響を脳内ﾈ擢伝達物質との関連において解明することを目的に、

マイクロ波偶波数2,450h岨z、強度2mwbIf、90分間）暴露による蝿儀細胞中ナチュラルキラー糸晩活

性価KCA)、血中の謡塞と下垂体と胎盤のβ-エンドルフィン(8EP)の変化を妊娠ラットあるいは処

女ラットにおいて検討した。このレベルのマイクロ波は､処女ラット、妊娠ラットでそれぞれ､0．8と0.9o

cの温度上昇をもたらしたが、血中コルチコステロンヘの有意な変化は引き起こさなかった。処女ラットで

は認められなかったが、妊娠ラットのマイクロ波暴露群のNKCAは非暴露群に比べ有意に減少した。オピ

オイド受容体拮抗済Iであるnal…leの前処置では、妊娠期におけるマイクロ波によって低下したNKCAと

視床下部medim印ninenceの皿H、上昇した駅Lを1℃Vmeした。一方、mH受容体拮抗剤であるaJTeli"1

mHのicv投与によっても同じく、マイクロ波暴露によって上昇した血中プロラクチン(RL)と下垂体β

EPと、減少したNKCAを1℃v画配した。これらの結果から､妊娠中のマイクロ波暴露による免疫機能低下に

は、マイクロ波暴露に際して視床下部mH神経系と、視床下部あるいは下垂体のオピオイドネ報蚤系が束聴

され、その結果、下垂体駅Lが活幽上されるという中枢陸機序が考えられた。この系の存在により妊娠期

では、温熱暴露に際し、細胞性免疫低下によって妊娠期のホメオスターシスを向上させると考えられた。そ

の際のマイクロ波による生体篝は、マイクロ波の温熱作用と非温熱作用の両作用によると考えられた。
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マイクロ波の低レベル変識による妊娠母胎の神経内分Z…系への影響一マイクロ波暴露
による妊娠ラットの細圃生免疫低下におけるプロラクチンの関与

要約

妊婦剥台に対する温熱作用については、自律神経内分泌系だけでなく、免疫系に対しても非妊娠時とは異なる。
マイクロ波はその温熱作用による様々 な影響をもたらすが、妊娠母胎におけるその熱作用に対する神経内分泌免
疫系の反応機序の詳細はよく知られていない。また、同時にその低レベル暴露による妊娠母胎の神経内分泌免疫
系への影響も不明である。本研究では、低レベルマイクロ波の全身暴露によってもたらされる内分泌免疫系への
影響、特にH《Lへの影響を脳内神経伝達物質との関連において解明することを目的に、マイクロ波（周波数
2,4SOh旺返、強度2mWた,If、90分間）暴露による脚溺郷包中ナチュラルキラー細胞活性"CA)、血中プロラ
クチン厩L)および下垂体のβ-エンドルフィン（β匪）および視床下部qRHの変化を妊娠ラットにおいて検
討した。マイクロ波暴露によって、妊娠ラットの血中コルチコステロンの変化を認めなかったことから、高レベ
ノレマイクロ波と異なり、低レベルマイクロ波は視床下部-下垂体副腎皮質系を活幽こさせないことが示された。ま
た血中HRLの上昇、脚蔵NKCAの低下と、視床下部mmianeminen"の低下を認めた。オピオイド受容体j苛済リ
のNalm皿焔のip投与によって、マイクロ波暴露によって上昇した血中mL、減少したNKCAと視床下部me倣釦l
emina1"のα《HをIBvEI配した。一方､qRH受容体瘤誇りであるα-IEIicllmHのicv投与によっても同じく、マ
イクロ波暴露によって上昇した血中恋Lと、減少したNKCA、また上昇した下垂体β唾をIBva配した。これら
の結果から、妊娠中のマイクロ波暴露による免疫畿能低下には､マイクロ波暴露に際して視床下部αRH神経系と、
視床下部あるいは下垂体のオピオイド神経系が東臆され、その結果、下垂体H1Lが活幽上されるという中枢性機
序が考えられた。この系の存在により妊娠期では、温熱鍵露に際し、綱包性免疫低下によって妊娠期のホメオス
ターシスを向上させると考えられた。

"woRYIs:6-endm戒mq1H;microwaves;IIannalldller"nacuyiW;udactm

マイクロ波は、レーダー､通信､工業用加熱装置をはじめとする様々 な産業職場で扱われており、生活環境では
家庭用電子レンジ、あるいは通常ではマイクロ波とは直接の関係のない高圧線やコンピュータなどの種々 のター
ミナルディスプレーからもマイクロ波が発生することも知られており(Al肱麺]L1973、その物理的環境因子とし
ての影響を解明することは重要な課題である。マイクロ波による生体影響としては直接的な温熱効果に基づく睾
丸や眼球への影響に代表される物理的作用fmnaldetm,1983;IjpnmlaaL19羽と、情動ストレスをもって非特異
的に作用する自律神経一内分泌系への作用dmbaad,1992;Mc畑釧"netaL197，が指摘されているが、妊娠母体
や胎児への影響についてはいまだ確立されたとはいし難いGI画L1%9;Mchadwl,1982)。
一方､ストレスによって免疫能力砥下することは動物実験のみならず@m'IUwTb"hetm,1993;giavitetaL1985)、

ヒトにおいても認められfpdnkeetm,1984;SdIMowddetm,1993)､その応答を神経内分泌免疫機能として近年では
捉えられるようになった(Shavitetm,1"S)。コルチコトロピン放出因子価ItimuWmleleanngncmmq《Hs(AumWa
etm,1991;Perez証】dWde,1995;V麺企応敏弘1992)やオピオイドペプタイドであるβ-エンドルフイン(β●nm域m
β唾ウ(W"andkrtl989が中枢神経伝達物質として、あるいは内分泌ホルモンとして働き、同時に免疫機能を
制御､調節する役割を有することはよく知られており、ストレスに際し視床下部qRH神経系が活性化され、下垂
体のβ匪分泌を束畷し､免疫系機能低下を引き起こすという機序が想定されている@mmwTb型'etal,1993)｡プ
ロラクチン唾lactiILHIL)は､当初､下垂体前葉において合成され､分泌されるペプタイドで､gownlhmnmle、
dac副血llacmml､口Dhninと同じ色milyに属する(SmlEsetm,1991;SOulhadandTmallmms,1991)｡哺享顔ではHRL
は享鵬GMmetaL1982)､卵巣Gく'aSIlcwetal,1990)､男性副生殖器Glevminaletm,1991)などの分泌腺の成長や分
化を調節するほ力、近年では免疫機能を調節するサイトカインとしての役割に注目されるようになった(YilL",
1997)｡高mL血症がナチュラルキラー細胞活性GIatulalldller"nactiviUNKCA)低下を伴うこと(Gelliaal,19")
や、HRLがL-2I"mrを誘導することMJm肥可"etm,19")、n-2やL.6のI"t“とMLI"mrの間に構造
的類似性が大きいGam'L1989)ことから、下垂体四Lが免疫機能に関与するとされている侭"31993)。下垂体
H《L以外でも、リンパ球内に四L様物質が作られ、これがaKmcIi'Eand"acmeな作用をすることで免疫機能に
関与するという証拠も多い"estalnetaL1986;YuL",1997)。
妊娠期では、恒温性の向上がみられ、また同時に細胞性免疫低下がおこることから、妊煽剥台における自律神

経内分泌系だけでなく免疫系に対する温熱作用は､ヲ斑娠時とは異なる(Nmmnaetm,1997b,19%)｡マイクロ波
はその温熱作用による様々 な影響をもたらす○JmamnaaaL19y7a)が、妊娠母胎におけるその熱作用に対する神
経内分泌免疫系の反応機序の詳細はよく知られていなし＄また、同時にその低レベル暴露による妊婦調合の神経
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内分泌免疫系への影響も不明である。本研究では、低レベルマイクロ波の全身繍零によってもたらされる内分泌
免疫系への影響､特にMLへの影響を脳内神経伝i鋤質との関連において解明することを目的に､マイクロ波個
波数2,45仙旺吃、強度2mWtm2、"分間）暴露による脚瀞舶中、血中駅Lおよび下垂体のβ配および現床下
部qlHの変化を妊娠ラットにおいて検討した｡その際､オピオイド受容体拮ﾘﾗ済IのNalmの､eのip投与およびq1H
受容体拮ﾘﾗ済ﾘであるaJldimlWHのicv投与によっても、脳内オピオイドとqlH神経系の関与を明かにした。

対象および方法

I.難対象

熱対象はWis随系i噛生ラットGIC、静岡）を用いた。このラットを室温23±2℃､湿度50%の環境において12時間司期
の明暗サイクルの飼育室己固ｿ職斗(オリエンタノ咽ﾁ緋ﾄﾊ征7，オリエンタル酵母工業､東京）および水が自由に摂取可能

な状態で膏情した。このとき34群として幽雛ラットを混合飼育し､毎朝H翌j旨内を調べ､精子の確認された雌を妊娠ラットとみ

なし、この日を妊娠1日目とした。妊娠15-16日の個体24匹を､やNalw1e投与難に供し、また8-9日の個本24匹をicvq
J1dimlCRH投与実験に供した｡溺塒における体重の平j割直±標鎌差は､それぞれ､2"±6｡69と259士6.69であった。それ
ぞれの24匹のラットを群問に体重差が生じないように各々 6匹づつの群に分け､Nmm1e投与あるいはa-lldimlmH投与群と、

それぞれのIimm腫煎に対する対照のため､mline投与群を置き、マイクロ波暴露を施す綱羊とこれに対する非暴露群を設ける

ことにより、Ma血1e投与実験で4群、αahdifalq《H投与実験で4群をつくった。

mNalo》“1e投与については､02mlのmlineに2mgのNala血1eIrl(Sigm,StLouis,D○を溶かし､マイクロ波暴露30前に功
注射した。対照群には、Mineのみ注射した。

上vの脳手術についての手順については他に述べられているが､勘dnosらの脳図伽KinosandamL1986)に絶､行った。脳
手術後、1週間の回復期間を置き、結局､妊娠15-16日にicv投与を行った。αJlelicalC朋投与群に対しては5"gのa-hdical
CMGignm,StIDmSh心を10"1の函]jl龍に溶かして注入した。対照群ではmlmeのみ注入した。

本実験に使用したラットはすべて金沢大学宝町地鬮勅蝋餘+に従い取り扱った。

Ⅱ、実験方法

l.マイクロ波暴露

マイクロ波暴露にはマグネトロン別153（東芝マグネトロン､東別により周波数2j450h征吃の連続波を発生する4動物実験
用マイクロ波発生装置伽lndal,1992)を使用した｡マイクロ波暴露の対象となるラットはアクリル製の筒状のホルダーに入れ、
ステンレス製のアプリケーター内に箇､た｡マイクロ波は不要な反射波を抑制するアイソレーターとマイクロ波エネルギー量を
測定するカプラーを経由してアプリケーター内に送られ､さらにアプリケーター内でのマイクロ波電磁界が均一なるように金属

製の回転翼反射板(スタラー)で撹伴するようにした。さらにアプリケーター内でのマイクロ波に対する負荷が到ピすることに
よりエネルギL一密度が大きく変動することを防止するためにアプリケーター内に約3mmlの水をbⅧたシリコンゴム製の水管
を負荷として設置し、エネルギー密度変化7ｳ沙なくなるように酉臆した。マイクロ波の強度は2mwｿ、fとし、これを室温23
±2℃､湿度50-60％の実験環認こおいて90分間連続暴露した｡実験中すべてのラットに水､飼料のいす号れも摂取させなかった。
2.躯幹血の採取と血中コルチコステロンtm甘COS画a,gCS)と駅Lの測定
l)躯幹血の採取

実験終了後直ちに断頭を行↓駆幹血をmIA50mM入りの採血管に採取し、還心分離(3側取n,20分）して血漿を分離後、
血中CSとWLの測定までL80℃で保存した。

2)血中CSとMLの狽碇

CSの測定には、31b包ら(1958)の蛍光法を用いた。

MLの測定には､駅LRMキット卯1""2(第1ラジオアイソトープ研詞祇東京）を用いた征iMyaetal,1983)｡すなわち、
標準ML溶液および検体50"lを各試験管に分注後、12sIWL溶液およひ抗ML瓢血清溶液をそれぞれ1側〃l加え,4℃
で24時間インキユペーシヨンを行った。次に、Z職懲り鋤ﾛえた扶家兎γグロブリン血j舗液500"l鋤ﾛえて室温で30分
間インキュベーシヨンを行った。その後､4℃､20001Wnで30分間童心分離した。上涛吸引後、γシンチレーションカウンタ
-ARC-950(アロカ）を用いて言噸ﾘした。
3.脾糸舶中のNK細胞活性の測定

断頭後、胸蔵を摘出し、速や力斗こ'通xks液個ibcO,GIandmaln,USA)を満たしたシャーレの中で、隅鴨湘織を糸胴し、糸醐
組織切片を2枚のすりガラスつきスライ液ガラスの間にはさみ､軽く圧迫して綱包を押し出し､郷田胞浮遊液とした。これを遠
心し（4,伽】pIIL20分）、RM<s液にて洗浄後､僻雌を10%非動化牛胎児血清Cil"o)鋤ﾛえたRMm-l側液伯imo)に浮

遊し、16×106個h、に調整してエフェクター細胞とした後、8×106､4×lぴ､2×106の計4つの希釈列を用意した。標螂田胞とし
てのYAC-1マウス恥I11ana由来細胞株K562をImCihnlのNaf'CIO401ewH理amNUd甑BOS､],USA)でﾗべﾙ後､10s個伽l
に調節して使用した。各々 のエフェクター細胞およびK5砲糸雌をl00"1ずつ（この条件下でエフェクターホ腕､標螂田胞の

比はそれぞれ1m:1,M:1,40:1,20:1になる）をマイクロタイタープレートのウェルに加え､37℃､5%のcq気相下で4時間混合
培養後、遠心し40NIpm,20分）、上清を各穴から100"l採取し、上清中の5℃r放出量をオートウェルガンマー-AR501(ア
ロカ、三廟にて測定した。％特異的5'Cr放出値を1M×(g'Cr実測値-5'Cr自然放出園/(5'cr最大放出量－51α自然放出量
により求めた。5'q自然放出量は､標螂雌のみで培養した際の、まだ'Cr最大放出量1.標白絲舶に1%Tiin'X-l側勧Ⅱえた
際の51Cr放出量により算定した。その測定は各3回行い､その平均値を求めた。ここでエフェクター細包と榊勺糸睨の比を'㈹
~20:1とした4つ条件から得られる％特異的5'Cr放出値を、RD"ら(Ro雷就a1,1981)の式にあてはめ、107個のエフェクター細
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胞あたりの30％傷害単位qyticumLLU)をNK細I創舌性値とし､LUSI107cdlsで表した。
4.脳の摘出と分割ならびに視床下部CRHと下垂体のβmの測定

l)脳の摘出と分割
脳内物質の測定は視床下部､下垂体の各部で行い､月齢目織の摘出とう落Iは以下の方法で行った。すなわち､実験終了後に直ち

に断頭して封閣を取り出し､氷上で厚さ1血、の前額断切片を作成し､伽伽旬/ら(1984)の方法に準じて視床下部と下垂体前葉
(armimmmialy>AP)と神経中間葉(IEuImxmnmarpinliblylObe,NⅡjの試料を作成した。視床下部からは、、鹿MviSand
Brmﾊ肛'Min(1983)の方法により、mdiananilEnce(WE),mxav宜血icularlnlclals，頂ivamicularmldelB,mmialFWUcnudeuSandla瞳乱
p【噸cmlcleusの5部位の試料を得た｡脇目織は氷冷した0.1N酢酸1m中で超音波破砕し､10分間の煮沸後に2回､遠心分離
（4℃3伽耶n,20分）を行い、上澄みを凍結乾燥した。遠心分離で得られた沈査は組織蛋白の測定に供した。

2)H齢目織中蛋白の測定

脳組織中のCRHI｡組織中の蛋白lmgあたりの含有量により評価した。タンパクの定剴ま､LoMyら(1951)の方法に従った。
標準としてlNNamIに溶解した牛血清アルブミンを用いた。

3)脇目織中CRHとβ配の測定

脳組織を超音波破砕後に乾燥凍結した試料を適当な倍率に希釈し、MHの測定には伽血ldowら(1982)による2抗体法による
RIA法を用いた。q《H抗体については合成羊oCRHと牛畑青アルブミンをダﾙﾀﾙｱﾉﾚデハイドで結合させそれをアジュバ

ントとともに家ウサギ皮内に注射し､MH抗血青を作成した。このN軌℃CRHをクロラミンT法でヨード化し、内径1qn、
長さ50qnのカラムSJEd画くGa50n1armacialKBBio剛ⅡldOgymC,UWMa,Sw"n)で精製した。
βⅡの測定には､Yb副】mmら(1978)のRIA法を用いた。

5.統計処理

測定値の統計処理は、マイクロ波暴露の効果とNala血,eのip投与、あるいはα』贈limlC朋の血v投与の効果を2ブ茜日置分散
分析によって解析した。すべての統言|慨で有意水準は危険率5%(MRII食定）で有意差ありとした。
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1.NMwle投与実験

表1には、Nalm皿】eのip投与とマイクロ波暴露による血中CS、駅L、脾臓NKCAと下垂体APとNⅡのβ配
への影響を示した。2元配置分散分析によって､血中WLに対すNalwneのip投与の有意な主効果を、またマイ
クロ波暴露にる血中駅L､卿議NKCAと下垂体AP､N几のβmに対する有意な主効果を認めた。また、投与と
暴露の有意な交互作用が､駅LとNKCAに対して認められた｡表2には､視床下部5部位に対するNala皿1eのip
投与とマイクロ波暴露の影響を示すb暴露の有意な主効果と暴露とm投与の有意な交互作用がWに対して認め
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られた。

2."JldimlMH投与実験

表3には、αJldimlmHのicv投与とマイクロ波による血中駅L、卿蔵NKCAと下垂体APとNⅡ,のβ田へ

の影響を示した｡血中ML､脚蔵NKCAと下垂体APとNⅡのβ配に対して､マイクロ波暴露とa-hdimlmHの

icv投与による有意な主効果のみならず、これらによる有意な交互作用も認められた。
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考察

ストレスが細胞性免疫の低下をもたらす機序としては、視床下部qRHを中心とした視床下部下垂体-副腎皮質

系が中心とされるが(AlldlWaetal,1991;Vanmsetm,1992)、内因性オピオイド(WdmandPat,1989)や駅Lもそ
の役割を有することも知られている。特に駅Lについては、ストレスに際しては、q旧を介して、下垂体から

ACIHやβ野とともに放出され(A1鱈maetm,1995)、その下垂体駅Lが細胞性免疫低下をもたらすのalMrand

KdlW1989;n曲にIa,1997)こと以外にも、リンノ球から合成、分泌される駅LGdlegimaal,19";Sabhmwal敏弘
1992)が免疫能に関与することも近年では知られるようになった。本結果では、マイクロ波暴露による妊娠ラット
のNKCAの低下と駅Lの上昇がともに認められたことからも､妊娠期におけるマイクロ波暴露による細泡性免疫

能低下に際して、駅Lの関与の可脂性を示唆している。本結果では、マイクロ波暴露よって、妊娠ラットの血中

コルチコステロンの変化を認めなかったことから、高レベルマイクロ波と異なり、低レベルマイクロ波は視床下

部下垂体副腎皮質系を活幽こさせないことから、その細泡性免疫能低下に際して、視床下部-下垂体副腎皮質系

の関与の可能性は低いと思われる。

内因性オピオイドペプタイドは､ストレス時のWLの放出を促進する低tIagiaetal,1987;Rossieretm,1980;Van

VUgtetal,1978)｡d叩amineがalClmenudeusや、罰i鉦laninenmにおける駅L放出を抑制することはよく知られて
いる⑮alJm剛hanetal,1989兆オピオンrドン､ミプタイドが駅L放出を促すのは、ドパミン神経系の活陸放出、合
成を抑制するとされている{V狐αq41979}}(VanLmnetal,198の。妊娠期でも内因性オピオイドペプタイドは、

N"mmal駅LsuI顔を調節するとされている(SagilloandVoogt,1991)。このようなオピオイドと駅Lの関係を元
に考えればオピオイド受容体拮お済IのNmwleのip投与によって､マイクロ波暴露によって上昇した血中駅L
と減少したNKCAをIEv切巽するとした本結果は、妊娠期においても、オピオイド神経系が駅LによるNKCAの

低下という縄洛を制御していることを示唆している。

元来、内因性オピオイドによるWL放出には、中棡申経系随It'alneIvousWsfm,OJS)内で行われることが、
、Ⅷmでは、内因性オピオイ測土下垂体駅Lの放出をもたらないこと（α証血αlaldGuidotU,1977;Rivierdal,

1977)や、オピオイド由来物質は、血瓶脳関門を通過しないため、その末梢投与によってはWLの放出増加をき

たさないこと(Hnaaietal,1981)で証明されてきた｡NaloxoIleのip投与によって､マイクロ波暴露によって上昇し
た視床下部WのqRHを1画/α配したため､CNS､特に､Wが中心となってオピオイFによるWLの上昇とNKCA

の低下が妊＃闘のマイクロ波暴露時では生じること力顎い知れる。αH受容体拮抗剤であるα-laimlMHのicv

投与によっても同じく、マイクロ波暴露によって上昇した血中MLと、減少したNKCA、また上昇した下垂体β

田をrEveI配した本結果はこのことを裏付ける。ところが、妊娠に伴って胎盤が形成されると、胎盤からqRHと

ならんでWLが合成され､生理的物質として脚mcrineでaumrineな作用を営む(InndwaWetal,1991;A血2gkantet
al｡199句。また胎盤駅Lが胎盤から母体血中に入り、血中駅Lの増加として観察される(AmhaⅣetal,1995)。し
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たがって、妊偏寺のマイクロ波暴露によって叩imdl卿namaplistの末梢投与によって血中駅Lが減少した本
結果は、下垂体以外の部位、すなわち、胎盤に対する作用も否定できなくはなしもこの胎盤由来のmLの関与に

ついては今後の研究によって明かになると考えられる。

結論

以上の結果から、妊娠中のマイクロ波暴露による免疫機能低下には、マイクロ波暴露に際して視床下部、特に

WのqRH神経系と、視床下部あるいは下垂体のオピオイドネ椛系が束臘され､その結果､下垂体HRLが活性化

されるという中枢性機序が考えられた。この系の存在により妊娠期では、温熱暴露に際し、細胞性免疫低下によ

って妊娠期のホメオスターシスを向上させると考えられた。
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