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研究成果の概要：副腎皮質刺激ホルモン放出因子 (CRF)による交感神経系賦活の調節因子
として一酸化窒素合成酵素(NOS)に着目し、CRFを脳室内投与したラットの視床下部室傍核に
おける NOS発現の解析を行った。CRF投与により iNOS発現は有意に増加し、一方 nNOS発現
の変化はみられなかった。また、iNOSおよび nNOS陽性細胞は各々、CRFにより活性化した。
以上より、CRFによる交感神経系賦活には主として iNOSが関与している可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
副腎皮質刺激ホルモン放出因子（CRF）は

種々のストレスに対する生体防御反応の重
要なメディエーターの 1つである。ストレス
負荷時には、脳内 CRFの遊離が亢進し、視床
下部室傍核（PVN）から脳幹・脊髄へ投射さ
れる神経線維を介して、交感神経－副腎髄質
系の賦活に深く関与していると考えられて
いる。しかし、この CRF作用が消去されずに
何らかの原因で異常に亢進し、持続的な脳内
CRF 作用の過剰状態に陥るとうつ病や不安
障害に関連する病態を引き起こすのではな
いかと推測されている。しかし、脳内 CRF

の交感神経－副腎髄質系賦活機構に関与する
CRF 受容体の下流における脳内神経情報伝
達経路について詳細は未だ明らかではなく、
特に過剰な CRF 作用の持続性という観点か
らの報告は例をみない。 
私達はこれまでに、ラット脳室内に投与し

た CRF による交感神経－副腎髄質系の中枢性
賦活機構を薬理学的に解析し、⑴CRF単回投
与により血中ノルアドレナリン及びアドレ
ナリンが少なくとも６時間にわたって増加
する、⑵CRF投与による血中ノルアドレナリ
ン及びアドレナリンの増加が、CP-154526（選
択的 CRF-1受容体遮断薬）の脳室内前処置に
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よって抑制される、⑶CRF投与による血中ノ
ルアドレナリン及びアドレナリンの増加が、
シクロへキシミド（タンパク質合成阻害薬）、
L-NAME（非選択的一酸化窒素合成酵素阻害
薬）、S-methylisothiourea（誘導型一酸化窒素
合成酵素阻害薬）の脳室内前処置によって抑
制されることを報告した。以上の実験成績か
ら、脳室内投与した CRFによる血中カテコー
ルアミン持続性増加に PVNにおける iNOSの
誘導が重要な役割を担うことが推測される。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、特に CRF作用の持続性という

観点から、脳内 CRF による交感神経－副腎髄
質系賦活の調節因子の１つとして、一酸化窒
素合成酵素(NOS)の役割に焦点を絞り、交感
神経－副腎髄質系の調節に重要である PVNに
おける NOS アイソザイム  [誘導型 NOS 
(iNOS)および神経型 NOS (nNOS)] の発現を
解析する。下行性交感神経線維細胞体を標
識・同定した上で NOS アイソザイムの発現
を解析するため、単シナプス性逆行性蛍光ト
レーサー（フルオロ・ゴールド; FG）による
神経回路標識法を免疫染色と組み合わせて
用いた。 
 
 
３．研究の方法 
⑴ 逆行性トレーサー注入 

Wistar 系雄性ラット（体重約 300 g）を、
ペントバルビタール（40 mg/kg, i.p.）を用い
て麻酔した。ステンレス・カニューレを用い
て、第 8および 9胸髄・中間外側細胞柱 (IML)
に、4％フルオロ・ゴールドを各 50 nl注入し
た。 
 
⑵ 脳室内投与 
トレーサー注入の１４日後に、ウレタン

（1.2 g/kg, i.p.）を用いて麻酔した。鼠径動脈
に採血用カニューレを留置し、脳定位固定下
に右側脳室にステンレス・カニューレを挿入
し た 。 5 時 間 の 安 静 の 後 、 CRF (1.5 
nmol/animal)を脳室内投与した。 
 
⑶ カテコールアミン測定 
血漿ノルアドレナリンおよびアドレナリ

ンは、アルミナ抽出した後、高速液体クロマ
トグラフィーを用いて電気化学的に測定し
た。 
 
⑷ 免疫組織染色 

CRF投与の 1もしくは 3時間後に、麻酔下
で 4％パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固
定を行い、脳を摘出した。前頭断凍結切片を
作製し、iNOS もしくは nNOS と Fos に対す
る抗体を用いて蛍光二重免疫組織染色を行

った。各 NOS アイソザイムに対しては Cy3
標識二次抗体を、Fos に対しては FITC 標識
二次抗体を用いて標識した。また、フルオ
ロ・ゴールドは UV 下で可視化した。陽性細
胞数および逆行性標識細胞数は、グリッド
(100 × 100 µm)あたりの細胞数を計測し、1匹
あたり 5切片の平均をそのラットの値とした。 
 
 
４．研究成果 
⑴ CRF の血中カテコールアミンに対する影
響 
逆行性トレーサーの微量注入が、脳室内投

与 CRF による交感神経系活性化を阻害する
か確認するため、交感神経活動の指標として
血中カテコールアミンレベルを測定した。ト
レーサーを注入したラットにおいては、以前
に報告された無処置ラットと同様に、脳室内
投与 CRFは、投与 1ないし 3時間後の血中ノ
ルアドレナリンおよびアドレナリンを有意
に増加させた。以上の結果から、トレーサー
を注入したラットにおいても、CRFにより交
感神経系が活性化されていることが示され
た。 
 
⑵ 逆行性トレーサー(FG)により標識された

PVNニューロンの分布 
PVNにおいては、先行研究と同様に、３つ

の亜核の細胞群が逆行性に標識された。FG
標識ニューロンは PVNの dorsal cap (PaDC)、
ventral part (PaV) および posterior part (PaPo)
において、トレーサー注入側の同側に、豊富
に認められた（図 1）。以後の解析は、上記の
3つの亜核について行った。 
 

図 1. PVNにおける FG標識ニューロンの分布 
 
⑶ PVN・FG標識ニューロンにおける NOS
アイソザイム発現に対する CRFの影響 
脳室内投与 CRF は、PVN における iNOS



 

 

陽性細胞数を有意に増加させた。さらに、
PVNの FG 標識ニューロンにおいても、CRF
は、投与 1 および 3 時間に、3 つの亜核全て
において iNOS 発現を有意に増加させた（図
2）。 
 

図 2. PVN・FG標識ニューロンにおける 
iNOS発現に対する CRFの影響 

 
一方、PVN の nNOS 陽性細胞数および FG

標識ニューロンにおける nNOS発現について、
CRF投与による変化はみられなかった（図 3）。 
 

図 3. PVN・FG標識ニューロンにおける 
nNOS発現に対する CRFの影響 

 

以上の結果から、PVNの下行性交感神経線
維細胞体において、脳室内投与 CRFが iNOS
発現を増加させ、一方、nNOS 発現には影響
しないことが明らかとなった。 
 
⑷ PVN・FG標識ニューロンにおける NOS
アイソザイムおよび Fos共発現に対する
CRFの影響 
さらに本研究では、脳室内投与 CRFによる

NOS発現 FG標識ニューロンの神経活性化に
ついて明らかにするため、CRF投与 1時間後
の、FG標識ニューロンにおける NOSアイソ
ザイムおよび Fos（神経活動のマーカー）の
共発現の解析を行った。 

CRF は投与 1 時間後に、PVN の 3 つの亜
核それぞれにおいて、iNOS/Fosを共発現した
FG標識ニューロン数を有意に増加させた（図
4）。 

図 4. PVN・FG標識ニューロンにおける 
iNOS/Fos共発現に対する CRFの影響 

 
一方、CRF は、PVN の ventral partにおい

てのみ nNOS/Fos を共発現した FG 標識ニュ
ーロン数を有意に増加させた（図 5）。dorsal 
capおよび posterior partでは変化はみられな
かった。 

図 5. PVN・FG標識ニューロンにおける 
nNOS /Fos共発現に対する CRFの影響 



 

 

以上の結果から、脳室内投与 CRFが、PVN
の交感神経系制御に関与する亜核全域にお
いて iNOS を発現する下行性交感神経線維細
胞体を活性化させること、また、一亜核にお
いてのみ nNOSを発現する下行性交感神経線
維細胞体を活性化させることが示された。 
 
 
⑸ 考察 
本研究は、交感神経節前線維に直接投射す

る下行性交感神経線維細胞体において、CRF
が NOSアイソザイム、とくに iNOSを発現し
たニューロンを活性化することを示した。こ
れらの結果は、PVN における CRF の交感神
経系活性化の機序に、NOSアイソザイム、と
くに iNOS、が関与する可能性を示唆してい
る。 

NOS アイソザイムの発現の違いは、iNOS
および nNOSそれぞれに由来する NOの機能
的差異を表すことが報告されている。一般に、
この 2つの NOSアイソザイムは、NO産生増
加に要する時間の長さと、NO 遊離の持続時
間が異なる。構成型である nNOS 由来の NO
は、刺激後短時間にわずかに増加する。一方、
iNOS由来の NOは、刺激後 iNOSが誘導され
る潜時の後、大量に数時間ないし数日にわた
って遊離される。前述のように、CRFはスト
レス反応の重要なメディエーターの 1つであ
り、かつ、交感神経－副腎髄質系を賦活させ
る。この CRF作用が過剰に亢進・持続するこ
とがうつ病や不安障害に関連する病態を引
き起こすのではないかと推測されている。先
行諸研究において既に、単回投与した CRF
が数時間にわたって持続した交感神経系賦
活作用を示すことが報告されている。本研究
で示された NOS 発現の増加は、NOS がこの
CRF 作用の持続に関与する因子である可能
性を示唆している。 
また、本研究でみられた NOS 発現下行性

交感神経線維細胞体での Fos発現増加は、こ
れらのニューロンの活性化を示してはいる
が、NOSの酵素活性の直接的証拠とはならな
い。今後さらに、PVN での NOS 酵素活性の
時間的経過についての解析が必要であると
考える。 
最近、うつ病に対して CRF-1 受容体遮断

薬が治療薬として開発され臨床的に有望視
されており、脳内 CRF が関与する疾患の病
態生理における役割が注目されている。本研
究の成果は、うつ病や不安障害の患者にみら
れるような脳内 CRF による病態の発症機序
の解明のみならず、新たな薬物治療の開発に
繋がると期待される。 
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