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研究成果の概要（和文）：申請者らは、シクロオキシゲナーゼ阻害薬を用いて、麻酔ラット脳室内に投与したGlucagon
-like peptide-1(GLP-1)が、脳内プロスタノイド依存性に血中カテコラミンを増加させることを明らかにしてきた。本
研究では脳室内投与したGLP-1による血中カテコラミン増加機構に、視床下部室傍核における内因性のプロスタノイド
の産生が関与するか否かを、脳マイクロダイアリシス法にLC/MS/MS法を組み合わせたプロスタノイド一斉分析測定系を
用いて検証した。GLP-1は、視床下部室傍核潅流液中のTxB2、PGE2および PGF2αを増加させたが、PGD2および15d-PGJ2
は変化しなかった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we used liquid chromatography ion trap tandem mass spectrome
try (LC-ITMSn) to simultaneously quantify four prostanoids, thromboxane (Tx) B2, PGE2, PGD2 and 15-deoxy-d
elta12,14 (15d)-PGJ2 in PVN microdialysates from urethane-anesthetized rats. The quantification limits wer
e estimated to be 0.05 ng/mL for TxB2, 0.025 ng/mL for PGE2, 0.1 ng/mL for PGD2, and 0.5 ng/mL for 15d-PGJ
2. The RSD% obtained from all prostanoids was <15%, indicating an acceptable level of reproducibility. LC-
ITMSn analysis of rat PVN microdialysates revealed that TxA2 may play an important role in adrenomedullary
 outflow evoked by centrally administered N-methyl-D-aspartate, corticotrophin-releasing factor and glucag
on-like peptide-1. This is the first study to use LC-ITMSn to analyze prostanoid levels in rat PVN microdi
alysates. This LC-ITMSn method will be useful for investigating the potential involvement of prostanoids i
n brain function.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： GLP-1　トロンボキサンA2　α1アドレノセプター　Fos　視床下部室傍核　LC/MS/MS

内科系臨床医学・小児科学



様 式

１．研究開始当初の背景
Glucagon
腸管粘膜の
ルモンとして同定され、特異的
LP-1R
ン分泌亢進、グルカゴン分泌抑制などに関与
すると考えられている。このことから
刺激薬は
れ、既に
いる。しかし
ことが知られており、脳内
髄弧束核尾側に局在し、弧束核からの上行性
LP-1含有神経線維および
をはじめ視床、大脳皮質にわたり広範囲に分
布することがすでに明らかにされている。こ
れらの知見をもとに、ラット脳室内投与した
LP-1が血圧、脈拍数を増加させ、自律神経機
能調節に関与すると考えられている視床下部
室傍核において
どが報告されている。申請者らの研究室でも
脳室内投与した
依存性に血中カテコラミンを増加させるこ
と（中枢性交感神経系賦活）を既に報告して
いる。
としてではなく神経伝達物質／神経伝達調節
因子として作用し、自律神経系機能を調節す
ると推測されるが、これら
スタノイドのような脳内生理活性物質との相
互作用に関する詳細な作用機序についてはい
まだ明らかではない。
のArai
に投与した
（ノルアド
加が、シクロオキシゲナーゼ阻害薬インドメ
タシン脳室内前投与により消失し、さらに血
中アドレナリン増加のみが、トロンボキサン
合成酵素阻害薬フレグレレイトおよびトロ
ンボキサン受容体
抑制されると報告している。しかし、脳室内
投与した
に、視床下部室傍核の内因性プロスタノイド
が関与するか否かは明らかではない。
 
２．研究の目的
本研究では
ある視床下部室傍核に焦点をあて、脳内
1 による血中カテコラミン増加機構
位における
か否かを、またあわせて、さらに古典的伝達
物質の関与を
験を行う。
微量投与した
いて内因性プロスタノイド（
, PGI
グルタミン酸、
脳マイクロダイアリシス法
合わせることによって一斉分析
ジティブコントロールとして
も検討する。
 

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景
Glucagon-like peptide
腸管粘膜のL細胞から遊離されるペプチドホ
ルモンとして同定され、特異的
1R）を介して、グルコース依存的インスリ
ン分泌亢進、グルカゴン分泌抑制などに関与
すると考えられている。このことから
刺激薬はII型糖尿病の治療薬として有望視さ
れ、既にGLP-1分解酵素阻害薬が実用化されて
いる。しかしGLP-
ことが知られており、脳内
髄弧束核尾側に局在し、弧束核からの上行性
含有神経線維および

をはじめ視床、大脳皮質にわたり広範囲に分
布することがすでに明らかにされている。こ
れらの知見をもとに、ラット脳室内投与した
が血圧、脈拍数を増加させ、自律神経機

能調節に関与すると考えられている視床下部
室傍核においてc
どが報告されている。申請者らの研究室でも
脳室内投与したGLP
依存性に血中カテコラミンを増加させるこ
と（中枢性交感神経系賦活）を既に報告して
いる。従ってGLP-
としてではなく神経伝達物質／神経伝達調節
因子として作用し、自律神経系機能を調節す
ると推測されるが、これら
スタノイドのような脳内生理活性物質との相
互作用に関する詳細な作用機序についてはい
まだ明らかではない。
Araiらは、ウレタン麻酔したラット脳室内
に投与したGLP-
（ノルアドレナリンおよびアドレナリン）増
加が、シクロオキシゲナーゼ阻害薬インドメ
タシン脳室内前投与により消失し、さらに血
中アドレナリン増加のみが、トロンボキサン
合成酵素阻害薬フレグレレイトおよびトロ
ンボキサン受容体
抑制されると報告している。しかし、脳室内
投与したGLP-1による血中カテコラミン増加
に、視床下部室傍核の内因性プロスタノイド
が関与するか否かは明らかではない。

２．研究の目的 
本研究ではストレス応答制御中枢の一つで
視床下部室傍核に焦点をあて、脳内
による血中カテコラミン増加機構
位における内因性プロスタノイド
か否かを、またあわせて、さらに古典的伝達
物質の関与を明らかにするために、以下の実
験を行う。ウレタン麻酔した
微量投与した GLP
内因性プロスタノイド（
PGI2）および神経伝達物質（
グルタミン酸、ACh
脳マイクロダイアリシス法
合わせることによって一斉分析
ジティブコントロールとして
も検討する。 

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景 
like peptide-1(GLP
細胞から遊離されるペプチドホ

ルモンとして同定され、特異的
）を介して、グルコース依存的インスリ

ン分泌亢進、グルカゴン分泌抑制などに関与
すると考えられている。このことから

型糖尿病の治療薬として有望視さ
分解酵素阻害薬が実用化されて
-1は中枢神経系にも存在する

ことが知られており、脳内GLP
髄弧束核尾側に局在し、弧束核からの上行性
含有神経線維およびGLP-

をはじめ視床、大脳皮質にわたり広範囲に分
布することがすでに明らかにされている。こ
れらの知見をもとに、ラット脳室内投与した
が血圧、脈拍数を増加させ、自律神経機

能調節に関与すると考えられている視床下部
c-Fos発現を誘導することな

どが報告されている。申請者らの研究室でも
GLP-1が脳内プロスタノイド

依存性に血中カテコラミンを増加させるこ
と（中枢性交感神経系賦活）を既に報告して

-1は脳内においてはホルモン
としてではなく神経伝達物質／神経伝達調節
因子として作用し、自律神経系機能を調節す
ると推測されるが、これらGLP
スタノイドのような脳内生理活性物質との相
互作用に関する詳細な作用機序についてはい
まだ明らかではない。一方、申請者の研究室
らは、ウレタン麻酔したラット脳室内

-1による血中カテコラミン
レナリンおよびアドレナリン）増

加が、シクロオキシゲナーゼ阻害薬インドメ
タシン脳室内前投与により消失し、さらに血
中アドレナリン増加のみが、トロンボキサン
合成酵素阻害薬フレグレレイトおよびトロ
ンボキサン受容体(+)S-145前処置によって
抑制されると報告している。しかし、脳室内

による血中カテコラミン増加
に、視床下部室傍核の内因性プロスタノイド
が関与するか否かは明らかではない。

 
ストレス応答制御中枢の一つで

視床下部室傍核に焦点をあて、脳内
による血中カテコラミン増加機構

内因性プロスタノイド
か否かを、またあわせて、さらに古典的伝達

明らかにするために、以下の実
ウレタン麻酔した
GLP-1 が、視床下部室傍核にお

内因性プロスタノイド（PGE
）および神経伝達物質（
ACh）遊離を促進するか否かを

脳マイクロダイアリシス法と
合わせることによって一斉分析
ジティブコントロールとして

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

1(GLP-1)は、当初
細胞から遊離されるペプチドホ

ルモンとして同定され、特異的GLP-1受容体（
）を介して、グルコース依存的インスリ

ン分泌亢進、グルカゴン分泌抑制などに関与
すると考えられている。このことからGLP-

型糖尿病の治療薬として有望視さ
分解酵素阻害薬が実用化されて
は中枢神経系にも存在する
GLP-1産生細胞が延

髄弧束核尾側に局在し、弧束核からの上行性
-1Rは、視床下部

をはじめ視床、大脳皮質にわたり広範囲に分
布することがすでに明らかにされている。こ
れらの知見をもとに、ラット脳室内投与した
が血圧、脈拍数を増加させ、自律神経機

能調節に関与すると考えられている視床下部
発現を誘導することな

どが報告されている。申請者らの研究室でも
脳内プロスタノイド

依存性に血中カテコラミンを増加させるこ
と（中枢性交感神経系賦活）を既に報告して

は脳内においてはホルモン
としてではなく神経伝達物質／神経伝達調節
因子として作用し、自律神経系機能を調節す

GLP-1の作用とプロ
スタノイドのような脳内生理活性物質との相
互作用に関する詳細な作用機序についてはい

一方、申請者の研究室
らは、ウレタン麻酔したラット脳室内

による血中カテコラミン
レナリンおよびアドレナリン）増

加が、シクロオキシゲナーゼ阻害薬インドメ
タシン脳室内前投与により消失し、さらに血
中アドレナリン増加のみが、トロンボキサン
合成酵素阻害薬フレグレレイトおよびトロ

前処置によって
抑制されると報告している。しかし、脳室内

による血中カテコラミン増加
に、視床下部室傍核の内因性プロスタノイド
が関与するか否かは明らかではない。 

ストレス応答制御中枢の一つで
視床下部室傍核に焦点をあて、脳内 GLP
による血中カテコラミン増加機構に当該部

内因性プロスタノイドが関与する
か否かを、またあわせて、さらに古典的伝達

明らかにするために、以下の実
ウレタン麻酔したラット脳室内

視床下部室傍核にお
PGE2, TxA2, PGF

）および神経伝達物質（5-HT、GABA
遊離を促進するか否かを
と LC-MS 法を組み

合わせることによって一斉分析する。なおポ
ジティブコントロールとして NMDAおよび

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

は、当初
細胞から遊離されるペプチドホ

受容体（G
）を介して、グルコース依存的インスリ

ン分泌亢進、グルカゴン分泌抑制などに関与
-1R 

型糖尿病の治療薬として有望視さ
分解酵素阻害薬が実用化されて
は中枢神経系にも存在する

産生細胞が延
髄弧束核尾側に局在し、弧束核からの上行性G

は、視床下部
をはじめ視床、大脳皮質にわたり広範囲に分
布することがすでに明らかにされている。こ
れらの知見をもとに、ラット脳室内投与したG
が血圧、脈拍数を増加させ、自律神経機

能調節に関与すると考えられている視床下部
発現を誘導することな

どが報告されている。申請者らの研究室でも、
脳内プロスタノイド

依存性に血中カテコラミンを増加させるこ
と（中枢性交感神経系賦活）を既に報告して

は脳内においてはホルモン
としてではなく神経伝達物質／神経伝達調節
因子として作用し、自律神経系機能を調節す

の作用とプロ
スタノイドのような脳内生理活性物質との相
互作用に関する詳細な作用機序についてはい

一方、申請者の研究室
らは、ウレタン麻酔したラット脳室内

による血中カテコラミン
レナリンおよびアドレナリン）増

加が、シクロオキシゲナーゼ阻害薬インドメ
タシン脳室内前投与により消失し、さらに血
中アドレナリン増加のみが、トロンボキサン
合成酵素阻害薬フレグレレイトおよびトロ

前処置によって
抑制されると報告している。しかし、脳室内

による血中カテコラミン増加
に、視床下部室傍核の内因性プロスタノイド

ストレス応答制御中枢の一つで
GLP-
当該部

が関与する
か否かを、またあわせて、さらに古典的伝達

明らかにするために、以下の実
ラット脳室内に
視床下部室傍核にお

, PGF2
GABA、

遊離を促進するか否かを
法を組み
なおポ
および CRF

３．研究の方法
I
oscience
0 g/kg, i.p.
ット（体重
ーレを留置する。鼠径動脈からは経時的に採
血し、鼠径静脈へは生理食塩水を注入する（
2 ml/
マイクロダイアリシスプローブ（直径
μm, 
プローブを毎分２
静置する。
る。潅流液は
内因性プロスタノイド（
用および神経伝達物質用に
て−
内因性プロスタノイド（
および神経伝達物質（セロトニン、
ルタミン酸、
圧乾固し
量した。
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
 
４．研究成果
（１）
各プロスタノイドの検量線は
g/mL
g/mL
において相関係数はいずれも
り、良好な直線性が得られた。
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）標準品プロスタノイドのクロマトグラ
ム 
標準品プロスタノイドはいずれも良好な
分離を示した。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

３．研究の方法
In vivo microdialysis 
oscience, 2000)
0 g/kg, i.p.）に行う
ット（体重 約3
ーレを留置する。鼠径動脈からは経時的に採
血し、鼠径静脈へは生理食塩水を注入する（
ml/時間）。ラットを脳定位に固定し
マイクロダイアリシスプローブ（直径
m, 膜長 1mm）を挿入する。ダイアリシス
プローブを毎分２
静置する。GLP-
る。潅流液は20
内因性プロスタノイド（
用および神経伝達物質用に
て−80℃で、分析まで保存した。
内因性プロスタノイド（
および神経伝達物質（セロトニン、
ルタミン酸、ACh
圧乾固したのち
量した。血漿カテコラミンは、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

４．研究成果 
（１）検量線と再現性
各プロスタノイドの検量線は
g/mL、PGE

2
: 0.02

g/mL、15-deoxy
において相関係数はいずれも
り、良好な直線性が得られた。

（２）標準品プロスタノイドのクロマトグラ
 
標準品プロスタノイドはいずれも良好な
分離を示した。

３．研究の方法 
n vivo microdialysis 
, 2000)に従ってウレタン麻酔下（
）に行う。ウイ
300g）の鼠径動静脈にカニュ

ーレを留置する。鼠径動脈からは経時的に採
血し、鼠径静脈へは生理食塩水を注入する（
時間）。ラットを脳定位に固定し

マイクロダイアリシスプローブ（直径
）を挿入する。ダイアリシス

プローブを毎分２μlの流速で潅流し、
-1は脳室内（
20分ごとに回収し（

内因性プロスタノイド（PGE
用および神経伝達物質用に
℃で、分析まで保存した。

内因性プロスタノイド（PGE
および神経伝達物質（セロトニン、

ACh）は、有機溶媒抽出
たのち、LC/MS/MS法によって分析定
血漿カテコラミンは、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。 

 
検量線と再現性 

各プロスタノイドの検量線は
: 0.02-0.4 ng/mL
deoxy-Δ-PGJ

2
: 0.2

において相関係数はいずれも
り、良好な直線性が得られた。

（２）標準品プロスタノイドのクロマトグラ

標準品プロスタノイドはいずれも良好な
分離を示した。  

n vivo microdialysis 実験は既報
に従ってウレタン麻酔下（

イスター系雄性ラ
）の鼠径動静脈にカニュ

ーレを留置する。鼠径動脈からは経時的に採
血し、鼠径静脈へは生理食塩水を注入する（
時間）。ラットを脳定位に固定し

マイクロダイアリシスプローブ（直径
）を挿入する。ダイアリシス
の流速で潅流し、
は脳室内（5μl）に投与す
分ごとに回収し（40μ

PGE2, TxA2, PGF
用および神経伝達物質用に20μlずつ分注し
℃で、分析まで保存した。潅流液中の

PGE2, TxA2, PGF
および神経伝達物質（セロトニン、GABA

）は、有機溶媒抽出し
法によって分析定

血漿カテコラミンは、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

 

各プロスタノイドの検量線はTXB
2
: 0.05

0.4 ng/mL、PGD
2
: 0.1

: 0.2-4 の濃度範囲
において相関係数はいずれも0.997以上であ
り、良好な直線性が得られた。 

（２）標準品プロスタノイドのクロマトグラ

標準品プロスタノイドはいずれも良好な

実験は既報(Neur
に従ってウレタン麻酔下（1.

ー系雄性ラ
）の鼠径動静脈にカニュ

ーレを留置する。鼠径動脈からは経時的に採
血し、鼠径静脈へは生理食塩水を注入する（1.
時間）。ラットを脳定位に固定しPVNに

マイクロダイアリシスプローブ（直径 220
）を挿入する。ダイアリシス
の流速で潅流し、3時間

に投与す
μl）、
, PGF2）
ずつ分注し
潅流液中の
, PGF2）
GABA、グ
し、減

法によって分析定
血漿カテコラミンは、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

: 0.05-1 n
: 0.1-2 n
の濃度範囲
以上であ

（２）標準品プロスタノイドのクロマトグラ

標準品プロスタノイドはいずれも良好な



（３）回収率
各プロスタノイドの回収率を求めた（
回収率が
と良好な結果であった。
 
 
 
 
 
 
 
（４）
下部に
潅流液中のプロスタノイドの黒間とグラム
を示す。
および
271)、
m/z 271 → 
て選択した。
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）
(B)は視床下部室傍核の
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（ 

（３）回収率 
各プロスタノイドの回収率を求めた（
回収率が 94.3-103%
と良好な結果であった。

（４）ポジティブコントロールとして、視床
下部に 1.5 mM NMDA
潅流液中のプロスタノイドの黒間とグラム
を示す。TXB

2
２(m/z

および PGD２
2２
(m/z 

、15-deoxy-Δ
271 → m/z 189
て選択した。標準品同様、分離は良好であっ
 

（５）脳室内投与した
は視床下部室傍核の

各プロスタノイドの回収率を求めた（
103%、変動係数が

と良好な結果であった。 

ポジティブコントロールとして、視床
1.5 mM NMDA を局所投与した場合の、

潅流液中のプロスタノイドの黒間とグラム
m/z 369 → m/z
m/z 351 → m/z 
Δ
12,14

-PGJ２
2189）をモニターイオンとし

標準品同様、分離は良好であっ

脳室内投与した CRF（A
は視床下部室傍核の TxB２を増加させた。

各プロスタノイドの回収率を求めた（n=6
、変動係数が 3.7-14.8%

ポジティブコントロールとして、視床
を局所投与した場合の、

潅流液中のプロスタノイドの黒間とグラム
m/z 195)、PGE
m/z 315 → m/z 

2
は m/z 315 → 

）をモニターイオンとし
標準品同様、分離は良好であっ

A）および GLP
を増加させた。

n=6）。
14.8%

ポジティブコントロールとして、視床
を局所投与した場合の、

潅流液中のプロスタノイドの黒間とグラム
PGE２
2m/z 

315 → 
）をモニターイオンとし

標準品同様、分離は良好であっ

GLP-1
を増加させた。 

（６）
床下部室傍核の
た。
(●
d as the mean±S.E.M. (n=3).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（７）
の GABA
は変化を及ぼさなかった
 (○
 CRF; (
 the mean±S.E.M. (n=3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

６）脳室内投与した
床下部室傍核の
た。(○) vehicle (Ringer’s solution); 
●) CRF; (■) GLP
d as the mean±S.E.M. (n=3).

（７）脳室内投与した
GABA および
変化を及ぼさなかった
○) vehicle (Ringer’s solution); (
CRF; (■) GLP
the mean±S.E.M. (n=3).  

脳室内投与した CRF および
床下部室傍核のPGE2 および
) vehicle (Ringer’s solution); 
) GLP-1. Data are expresse

d as the mean±S.E.M. (n=3).

脳室内投与した CRF は視床下部室傍核
および 5-HT を増加させたが、

変化を及ぼさなかった。 
) vehicle (Ringer’s solution); (
) GLP-1. Data are expressed as

the mean±S.E.M. (n=3).  

および GLP-1
およびPGF2を増加させ

) vehicle (Ringer’s solution); 
1. Data are expresse

d as the mean±S.E.M. (n=3). 

は視床下部室傍核
を増加させたが、GLP
 

) vehicle (Ringer’s solution); (
1. Data are expressed as

the mean±S.E.M. (n=3).   

1 は視
を増加させ

) vehicle (Ringer’s solution); 
1. Data are expresse

は視床下部室傍核
GLP-1

) vehicle (Ringer’s solution); (●)
1. Data are expressed as



以上の実験成績から、脳室内投与した GLP
-1 は視床下部室傍核潅流液中のプロスタノ
イドTxB2、PGE2 および PGF2を増加させたが、
神経伝達物質の 5-HT、GABA、グルタミン酸、
ACh の遊離には影響を与えなかった。今後は、
マイクロダイアリシスおよびLCM/MS/MSを組
み合わせた本測定系を用いて、自由行動下の
ラットにおける視床下部室傍核の生理活性
物質の変動について検討を加える予定であ
る。 
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