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研究成果の概要：関節リウマチの動物モデルラットでは、体液を保持する働きがあるホルモン

のバソプレシンと新陳代謝の制御や免疫反応に関わるホルモンのコルチコステロンの血液中濃

度が上昇した。この機序として、下垂体後葉から分泌されるバソプレシンが、副腎皮質刺激ホ

ルモンの分泌刺激を通してコルチコステロン濃度を上昇させることを、視床下部バソプレシン

分泌神経細胞と神経線維が緑色に光る遺伝子を導入したラットを用いて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 （１）関節リウマチ(RA) は多関節炎・関
節痛を主徴とする全身性の慢性炎症性疾患
であり、その病態は滑膜組織に対する原因不
明の自己免疫疾患と考えられている。関節炎
が生じている局所では、炎症細胞(活性化した
T 細胞)の浸潤、免疫反応を介した多量のケミ
カルメディエーター(TNF, IL-1, IL-6 などの
炎症性サイトカイン)の産生、血管新生、滑膜
増殖、関節破壊などが見られる。 
 一方、RA 患者において内在性副腎皮質ホ
ルモン分泌の日内変動の消失、ストレスに対
する脆弱性などの神経内分泌系の異常が見
られる。 
 これまでに、関節炎モデル動物(アジュバン

ト関節炎(AA)ラット)を用いて①血中副腎皮
質ホルモン分泌の異常亢進、②ACTH 分泌亢
進にも関わらず視床下部 corticotropine- 
releasing hormone (CRH)産生が抑制されて
いること、③ACTH 分泌亢進には視床下部バ
ゾプレッシン(AVP)産生の亢進や下垂体内で
のサイトカイン産生が関与していることが
報告されている。 
 （２）研究分担者の上田らが作成に成功し
た AVP-enhanced green fluorescent protein 
(eGFP)トランスジェニックラットは、細胞工
学的手法を用いて in vivo の状態でも視床下
部 AVP ニューロンおよびその神経線維を
eGFP の緑色蛍光によって同定できることが
特徴である(Ueta et al., 2005)。本トランスジ



ェニックラットは AVP ニューロンにおける
eGFP 遺伝子発現および緑色蛍光が種々のス
トレス刺激(例えば、副腎摘除やエンドトキシ
ンショック ) によって敏感に変動する
(Shibata et al., 2007)ことをすでに報告して
いる。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、AVP-eGFP トランスジェニ
ックラットを用いてアジュバント関節炎
(AA)を作成し、神経内分泌系の反応(特に視床
下部−下垂体−副腎系の反応)を eGFP の緑色
蛍光を指標に視覚的に評価する方法を確立
し、RA における病態を神経内分泌系の視点
から解明することである。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）AVP-eGFPトランスジェニックラット
の尾部皮内に 1 mgの結核死菌を接種する。
抗原接種 1 日、15 日および 22 日目に断頭し
体幹血、脳、下垂体、脾臓および胸腺を採取
する。脳と下垂体はドライアイス上で凍結さ
せ、クリオスタットで視床下部神経核(視索上
核および室傍核)を含む 12 μmの凍結脳切
片を作成する。eGFPならびにCRH mRNAレ
ベルをその神経活動の指標とし、35Sを使用し
たRIラベリングを行い、切片のeGFPとCRH 
mRNAに相補的なオリゴヌクレオチドプロ
ーブを使用しin situハイブリダイゼーション
(ISH)法を行う。mRNA発現細胞を同定でき
るようにX線フィルムに感光させ、イメージ
アナライザー(MCID画像解析装置)で定量評
価する。フィルムオートラジオグラフィー法
に続いてISH法を行った切片上に直接乳剤を
塗布して感光させ、乳剤オートラジオグラフ
ィー法にてmRNAを可視化する。また、体幹
血はラジオイムノアッセイ法でAVPおよび
コルチコステロン濃度を測定する。 
（２）上記と同様の方法で AVP-eGFP トラン
スジェニックラットに AA を発症させる。抗
原接種 22 日後に灌流固定し、脳と下垂体を
採取する。ホルマリン固定の後にミクロトー
ムで視索上核、室傍核、ならびにこれらの核
に局在する細胞体から軸索の投射を受ける
正中隆起を含む 30 μm の脳切片を作成し、
蛍光顕微鏡を用いて AVP-eGFP 細胞の発現
を観察する。 
（３）急性疼痛ストレスモデルとして 5%ホ
ルマリン溶液を AVP-eGFP トランスジェニ
ックラットラットの足底部に皮下注射する。 
①皮下注射 15 分後、2 時間後、6 時間後の室

傍核における eGFP mRNA、CRH mRNA の
発現の変化を（１）と同様 in situ ハイブリ
ダイゼーション法で検出する。また、検体採
取の際に体幹血を採取し、血中 AVP 濃度を
測定する。 
②皮下注射 6 時間後に灌流固定し、（２）と
同様に室傍核、正中隆起、下垂体後葉におけ
る eGFP 蛍光の変化を観察する。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）①抗原接種 10 日後より AVP-eGFP ト
ランスジェニックラットは AA を発症し、以
降体重の増加が見られなくなった。抗原接種
1日後では血中AVP濃度に変化を認めなかっ
たが、AA を発症している 15 日後と 22 日後
では血中 AVP 濃度の有意な上昇を認めた。
一方、血中コルチコステロン濃度は抗原接種
1 日後から上昇し、AA を発症した 15 日後と
22 日後でも上昇したままであった。 
②抗原接種 15日および 22日後では脾臓は肥
大し、胸腺は萎縮していた。 
③視索上核および室傍核における eGFP 
mRNA レベルは抗原接種後 15 日および 22
日で有意に上昇する一方、CRH mRNA レベ
ルは 15日および 22日で有意に低下していた。
また、室傍核における eGFP mRNA レベル
は、大細胞群と小細胞群の両方において増加
を認め、特に大細胞群に有意な増加を認めた。 
 
（２）抗原接種 22 日後には視索上核、室傍
核、正中隆起ならびに下垂体後葉において
eGFP 蛍光の増強を認めた。また、室傍核は
（１）③と同様に、大細胞群と小細胞群の両
方で eGFP 蛍光が増強し、大細胞群の方で有
意であった。正中隆起においても、大細胞群
から軸索の投射を受ける内層と小細胞群か
ら軸索の投射を受ける外層の両方において
蛍光の増強を認めた。 
        視索上核  室傍核  正中隆起    下垂体 
 
control 
 
 
  AA  
  
以上の結果から、①AA では血中 AVP とコル
チコステロン濃度が増加すること、②脾臓は
炎症性に脾腫を来す一方、胸腺は血中コルチ
コステロン濃度に鋭敏に反応して萎縮する
こと、③血中コルチコステロン濃度の上昇に
は室傍核 CRH でなく、室傍核小細胞群由来
の AVP が関与していること、④室傍核大細
胞群由来の AVP は血中 AVP 濃度の上昇に関
与し、過去の報告(Berson et al., 1983, 
Berkowitz et al., 1982)より疼痛閾値の変化



に関与している可能性、を見出した(Suzuki 
et al., 2009)。 
 
（３）①血中 AVP 濃度は皮下注射 15 分後に
著明に上昇し、2 時間および 6 時間後には正
常化していた。室傍核における eGFP mRNA
レベルは皮下注射 15 分後では変化を認めな
かったが、2 時間および 6 時間後では有意に
発現が増加した。また、室傍核の大細胞群と
小細胞群の両方で eGFP mRNA レベルが増
加したが、特に小細胞群での増加が著明であ
った。室傍核における CRH mRNA レベルは
皮下注射 2 時間後に上昇したが、15 分および 
6 時間後では有意な変化を認めなかった。 
②室傍核における eGFP蛍光は大細胞群と小
細胞群の両方で増強し、小細胞群の増強が著
明であった。正中隆起においても、内層およ
び外層で蛍光の増強を認めたが、外層の増強
が有意であった。下垂体後葉でも蛍光の増強
が見られた。 
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（４）以上の結果から、 AVP はストレス応
答に密接に関連しており、視床下部−下垂体−
副腎軸の賦活化に重要な役割を担うことが
示唆された。また、急性疼痛ストレスと慢性
炎症・疼痛ストレスではその発現様式に違い
を認めることが明らかとなった。 
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