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［目　的］

一酸化窒素（nitTic oxidら　NO）が種々の脳血管に対して神経伝達物質として作用し、非アドレナ

リン性・非コリン性に血管の弛緩を引き起こすことが明らかになった。NOは、一酸化窒素合成酵素

（NOS）によりアルギニンから合成される。NOSに対する免疫組織化学法により脳動脈のNOS含有神

経の局在が報告されているが、その投射についてはほとんど不明である。

本研究の目的は、NOSと同一酵素であるNicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADPH）－ジア

ホラーゼの酵素組織化学法を用いて、ラット脳血管におけるNOS含有神経の分布・投射・機能的意義

を明らかにする事である。

［方　法］

ウイスター系雄ラットを麻酔下に開胸し、左心室より4％パラホルムアルデヒドを含む0，1M燐酸緩

衝液で全身を潜流固定した後、15％庶糖液を含む0．1M燐酸緩衝液で固定液を洗い流した。脳血管は

whole mount標本を作成し浮遊法にて、また各種頭蓋内神経節は薄切の後、張り付け法にて以下の染

色を行った。NADPHジアホラーゼ酵素組織化学法は、0．01mMのNADPH、0．02mMのニトロブルーテ

トラゾリウムを含む0．1M燐酸緩衝液中で、37℃で60－120分反応させることにより行った。VaSOaCtive

intestinal polypeptide（VIP）との二重染色は、まずVIPに対する蛍光抗体法を用いてVIPの局在を蛍光

顕微鏡で観察した後に、NADPHジアホラーゼ酵素組織化学法を行い、両者の共存関係を詳細に観察

した。

逆行性トレーサーとしては、蛍光色素True　王主】ueを用いた。麻酔下に頭蓋骨に穴をあけ、片側の中

大脳動脈上にTTue B】ueを接触させ、1週後に湾流固定し、神経節を摘出した。蛍光顕微鏡でTrue B】ue

の逆行性取り込みを確認して写真撮影した後、さらにVIPとNADPrTジアホラーゼに対する二重染色

法を行った。

神経切断実験は、翼口蓋神経節切除または、推測される巽口蓋神経節から脳血管への経路（翼口蓋

神経節から筋骨孔に向かう膜様の結合織）の切断を行い、2週間後に脳血管をNADPHジアホラーゼ染
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色に供し、各脳血管の各処置における密度の変化を検討した。

順行性トレーサーとしてPhaseo】us vilgarisleucoagがutinin（PHA－L）を用い、片側の翼口蓋神経節に

注入した後、4日後に湾流固定し脳動脈を取り出した。抗PHA－L抗体を用いた免疫組織化学により、

PHA－Lの標識神経を染色した。

［結　果］

○脳血管におけるNADPHジアホラーゼの分布

ラットの脳動脈には、NADPHジアホラーゼ陽性神経が網目状・螺旋状に存在していた。その分布

密度は、前半分に高く後ろ半分では低い傾向があった。

○頭蓋内神経節におけるNADPHジアホラーゼ陽性神経

翼口蓋神経節と耳神経節にはNADPHジアホラーゼ陽性神経細胞が高頻度に存在した。一方、上顎

神経前には陽性神経細胞は見られなかった。

ONADPHジアホラーゼとVTPの副交感神経節と脳血管における共存

翼口蓋神経節と耳神経節における二重染色により、NADPHジアホラーゼ活性とVIP免疫活性の共

存関係が認められた。脳血管においても同様であった。

○逆行性軸索輸送法

中大動脈からの逆行性軸索輸送法により、同側の翼口蓋神経節および耳神経節に標識細胞が観察さ

れた。同一切片でVIPとNADPHジアホラーゼの二重染色を行うと、蛍光標識された一部の細胞がVIP

免疫活性とNADPHジアホラーゼ活性を同時に示すことが明らかになった。

○翼口蓋神庫節切除および脳血管への投射蕗の切断

片側の翼口蓋神経節切除を行うと、切除側のNADPHジアホラーゼ陽性神経線経の密度は著明に低

下したが、対側血管の密度も有意に低下した。また、予想される翼口蓋神経節から脳血管への投射経

路の切断を行ったところ、神経線経の密度は、神経節切除とほぼ同様に低下された。

○順行性軸索輸送法

片側の翼口蓋神経節に順行性トレーサーを注入したところ、注入側の脳動脈のみならず、対側にも

標識された神庫線経が観察された。

［考　察］

NOS含有神経について分布様式・投射・梯能的意義を明らかにした。

まず、ラット脳動脈におけるNADPHジアホラーゼ陽性神産線経を摘出し、脳動脈の部位により神

経線経の密度が異なり、前半分に多い事を示した。次に、各種神経節をNADPHジアホラーゼ組織化

学徳により染色するとともに逆行性軸索輸送法を併用し、その神経線経の起源が副交感神経節である

翼口蓋神経節や耳神経節であることを明らかにした。

副交感神経節からの投射様式をさらに明らかにすべく、巽口蓋神経節の除神経を行った。その結果、

神経節に存在するNOS含有神経細胞は主として予想した神経路を通って頭蓋内に入り、同側の脳血管

へ分布していた。また、順行性軸索輸送法により、巽口蓋神経節の神経細胞は同側の脳血管の神経支

配のみならず対側も支配（＝両側支配）している事を示した。

さて、翼口蓋神経節から脳血管へ投射している既知の神経としては、VTP含有神経があり、VIPと

NOSとの関連が示唆される。我々は、二重染色法に逆行性軸索輸送法を組み合わせて、副交感神経節

におけるNADPHジアホラーゼ陽性神経細胞の多くはVIPと共存し、かつ両者の共存神経細胞の少な
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くとも一部は脳血管に投射していることが示された。脳血管では、YIPは血管拡張作用を有し、・脳血

流を増加させることが知られており、NOとVIPは、脳血管の弛緩運動に協調的に関係し、脳血流の

維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。

［結　果］

以上のデータより、片側の翼口蓋神経節のNADPHジアホラーゼ陽性神経細胞は同側の脳血管の

NADPHジアホラーゼ陽性線経の主な起源となってい卓が、対側や後方の脳血管にも神経支配を及ぼ

しており、その経路は筋骨孔を通っていた。また、NOとVIPは、ともに脳血流の維持に重要である

事が示唆された。

学位論文審査の結果の要旨

一酸化窒素（NO）は脳動脈を支配する非アドレナリン性非コリン性の血管拡張性神経に含まれ、お

そらく伝達物質として作用するものと注目されている。しかし、NO合成酵素含有神経の分布様式の

詳細や、起始細胞あるいは投射様式については不明な点が多い。本研究は、NO神経のマーカーであ

る還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）ジアホラーゼ染色法を用いて、

ラット脳軟膜血管系におけるNO神経の分布の詳細を神経解剖学的に検索したものである。

NO神経線経は脳動脈血管に豊富に分布し、軟膜血管系の前半分では特に密であった。NO神経細胞体

は翼口蓋神経節および耳神経節に密集して存在することが確かめられた。片側の翼口蓋神経節を切除

すると、同側の脳血管系に分布するNO神経が著明に減少するのみならず、反対側でも少ないながら

有意の減少が認められた。翼口蓋神経節から頭蓋内へ向かう神経束を切断しても、神経節切除と同様

の効果が認められた。次に、順行性軸索輸送のトレーサーを巽口蓋神経節に注入したところ、注入と

同側のみならず、反対側の脳血管壁にもトレーサーで標識された神経線雑が観察された。さらに、神

経ペプチドの一つであるvasoactiveintestinalpolypeptide（VIP）を染色し、NO神経との二重染色を行う

とともに、逆行性軸索輸送法を加えて両者が共存するか否かを検討した。中大脳動脈の周辺に逆行性

トレーサーを注入すると、翼口蓋神経節および耳神経節の神経細胞が標識され、しかもVIPとNO合

成酵素が同一の細胞に含まれることが明らかとなった。

以上の成績より、ラット脳動脈壁に分布するNO神経は少なくとも2種の副交感神経節に由来するこ

と、その一つである翼口蓋神経節からの神経投射路は節骨孔を経由したのち、両者の血管を支配する

こと、さらにこれらNO神経の大部分はVIPを共有することが結論される？

以上の研究成果は、脳血管における神経性拡張の機構を解明するうえで重要な基礎情報を提供した

ものであり、博士（医学）の学位を授与するに値するものと認められた。
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