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ラット腸管粘膜下血管周囲のセロトニン含有神経の起源に

関する免疫組織化学的研究
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Abstracts: The origin of serotonin nerve fibers distributed around submucosal blood vessels in the

rat small intestine was studied by immunohistochemistry. In colchicine- and pargyline-treated

animals, serotonin-immunoreactive nerve cell bodies were located in the myentenc plexus, and

positive nerve fibers were widely distributed in the myenteric plexus, submucosal plexus, muscle

layer and lamina propria of mucosa. Most remarkably, positive nerve fibers were densely

distributed around submucosal blood vessels. Mechanical sympathectomy caused a complete

disappearance of perivascular positive fibers, however positive fibers in the lamina propria,

submucosa and muscle layers were not affected, Positive cell bodies were not found in the celiac

sympathetic ganglia but were found in dorsal root ganglia. In a dorsal root ganglion, serotonin

was colocalized with substance P, but not colocalized with calcitonin gene-related peptide m

nerve cell bodies. Capsaicin treatment on the celiac sympathetic ganglion induced a simultaneous

disappearance of serotonin-, calcitonin gene-related peptide- and substance P-immunoreactive

nerve fibers around submucosal blood vessels. These results indicate that serotonin-containing

nerve fibers around submucosal blood vessels are of extrinsic origin, and they are primary

afferent derived from dorsal root ganglia.
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は　じめに

消化管におけるセロトニン(5-hydrox-

ytryptamine;5HT)含有神経は,壁内に細胞体を持

つ内在性神経であることが知られており,神経細胞

体を筋間神経叢に有し,神経線経は筋間神経栄,粘

膜下神経叢,筋層および粘膜に広く分布する.その

広範な神経線経の分布より介在神経としての作用が

注目されている2).われわれは最近の研究で,ラッ

ト消化管において薬理学的に免疫反応を増強するこ

とで, 5HT神経線経がラット腸管の粘膜下血管周囲

に濃密に分布することを見出した5).血管周囲に分

布する神経としては,交感神経節後線経と求心性知

覚線椎が知られており,前者はノルアドレナン,

NPY,ソマトスタチン等を含有し,後者はSP,

CGRP等の伝達物質を含有することが知られて0

る1).従って,従来知られている血管周囲の神経はい

ずれも外来性神経であり,もし,血管周囲の5HT神

経が外来性であると仮定すれば,腸管内5HT神経は

すべて壁内に細胞体を持つ内在性神経であるという

定説と矛盾する.本研究では粘膜下血管周囲に濃密

に分布する5HT含有神経の起源を神経切除術と免

疫組織化学を組み合わせて実験的に詳しく調べた.

材料と方法

体重250-300gのWistar系雄性ラット(Clea,

Osakajapan)を使用した.ラットを1)無処理グル

ープ, 2) colchicine + pargylineを投与するグル

ープ　3) colchicine十pargyline投与と椎前神経

節(腹腔および上腸間膜動脈神経節)切除を組み合

わせたグループ　4) capsaicin投与グループに分

け,各6匹ずつ使用した. colchicine(5mg/kg)と

pargyline (lOmg/kg)は腹腔内投与し,投与24時間

後に,免疫組織化学に供した.椎前神経節切除術は

12時間の絶食後,ネンブタール(60mg/kg)を腹腰内

投与,上腹部正中切開後,腹腔動脈と上腸間膜動脈

の根部が全周性に露出するように周囲組織を切離し,

通過神経線維および神経節を完全に切除した.術後

3日間流動食(エレンタール)にて飼育した.術後

一週間後colchicineとpargylineを投与し,投与後

陽

24時間で免疫組織化学に供した. capsaicin投与は

麻酔下で上腹部正中切開により開腹し,腹腔神経黄

を霧出して, 10%Tween　を含むoliveoil 0.1ml

で溶解した1mg capsaicinを綿球に浸し30分間局

部に圧著した13)処置後20日で免疫組織化学に供し

m

免疫組織化学:実験動物はネンブタール腹腔内投

与による深麻酔下で,左心室より37-C酸素飽和

Krebs-Ringer液で5分間全身藩流した.十二指腸,

空腸,回腸を取り出し,酸素飽和Krebs-Ringer液中

で30分間インキュベ-トした.それら腸管と椎前神

経節および胸椎後根神経節(Thl-12)を4 %par-

aformaldehyde, 0.5%　glutaraldehydeおよび0.2

'4　picricacidを含む0.1MPB溶液( 4。C,pH7.4)

に1時間固定, 4 %　paraformaldehydeと0.2%

picric acide含む0.1M PB溶液に24時間後固定した.

15%　sucroseを含む0.1M PBS溶液(4-C　で4

日間固定液を洗浄した後,クリオスタットで組織を

20/∠m水平凍結切片を作成し　0.3%　TritonX-100

を含む0.1M PBS溶液(PBST,4-C)中に保存し

た.

0.01%　trypsin (Sigma,St.Louis,USA) +0.68

mM CaCLを含む0.05M Tris-HCl buffer (pH7.6)

で切片を室温で10分間前処理した. 5HT抗体

(Polyclonal4') , Tyrosine hydroxylase (TH)玩

体(Polyclonal; Jacque Boy, France), Calcitonin

gene-related peptide (CGRP)抗体(Polyclonal;

Peninsula Laboratories, USA)およびSubstance P

(SP)抗体(Polyclonal; Incstar Cooperation,

USA)をそれぞれPBSTでi : iooo0倍に希釈し,

切片を4oCで4日間反応した. 0.1%H202を含む

0.1M PBS溶液と0.1% phenylhydrazineを含む

0.1M PBS溶液で内因性ベロキシダーゼを除去し

た後, antiイabbit IgG (Vector Laboratories, USA)

抗体をPBSTでl : 1000に希釈した溶液で室温で

2時間反応した.続いて, avidin-biotin-peroxidase

complex (Elite, Vector Laboratories)をPBSTで

1 : 2000に希釈した溶液に室温で2時間反応した.

0.01%　3,3'-diaminobenzidine+ 1 %　ammo-

nium nickel sulfateおよび0.0003% H202を0.05

Tric-HCI Buffer (pH7.6)で溶かした溶液に,

切片を室温で30分間反応させ発色を観察した.発色

後切片をスライドガラスに貼付け,アルコール脱水
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後,エンテランで封入した.

脊髄後根神経節のDAB/DAB-Nickel二重染色

は,まず5HT抗(1 :10000)で免疫組織化学を行

い, NickeトDAB溶液で染色した.続いてCGRP抗

体(1 : 10000)で免疫組織化学を行い,ニッケルを

含まないDAB溶液で染色した.脊髄後根神経節の

蛍光抗体二重染色は, 5HT抗体(Polyclonal: rabbit

1 : 10000)とSP抗体(Polyclonal;guineapig 1 :

10000)両方を含む液で切片を4。Cで4日間反応し,

FITC標識anti-rabbitIgG (Vector; 1 : 500)およ

びTexus Red標識anti-guinea pig IgG (Vector;

1 : 500)第二抗体液に入れて室温で3時間反応し

た. 50%　グリセロールでカバーし,共焦点レーザ

ー顕微鏡で観察した.

結　　　果

正常動物では,血管周囲の5HT陽性線経の染色性

は弱く5).従って,本実験では, colchicine+par-

gylineで免疫反応の増強を行った動物を主として

用いた. colchicine+pargyline処理群では,十二指

腸,空腸,回腸の筋間神経帯に5HT陽性神経細胞体

が認められ,神経線経は筋層,粘膜下層,粘膜固有

層に広く分布した.さらに粘膜下層の血管周囲に濃

密に分布する5HT陽性線経が認められた(Fig. 1

a ). TH抗体で同様の腸管部位の免疫組織化学を行

うと,粘膜下層の血管周囲にTH陽性神経線経が濃

密に分布するのが観察された(Fig. 1 b).椎前神

経節切除術とcolchicine+pargyline投与を組み合

わせた動物では,筋間神経草,筋層,粘膜下層,粘

膜に分布する5HT陽性神経線経の密度に変化は見

られなかったが,粘膜下血管周囲の5HT陽性神経線

経はほぼ完全に消失した(Fig. l a').また粘膜下

血管周囲に分布するTH陽性神経線経も同様の処

置でほぼ完全に消失した(Fig. 1 b').

次に,腹腔神経節を5HTおよびTH抗体で染色

したところ, TH陽性神経線経と細胞体は認められ

たが(Fig. 2 b), 5HT陽性神経細胞体は認められ

ず, 5HT陽性神経線維のみ観察された(Fig. 2

a).

次に,胸椎後根神経節を5HT抗体で染色したとこ

ろ, 5HT陽性神経細胞体は神経節の中央部および辺

緑部の大型紙胞に分布することがわかった(Fig. 3

a). 5HTとCGRPの二重染色を行い, 5HTを青

色, CGRPを茶色で染め分けたところ, 5HTは大型

細胞に染まり, CGRPは中型および小型細胞に染ま

った(Fig. 3b).したがって, 5HTとCGRPは異

なる神経細胞体に含まれることが判明した.一方,

蛍光抗体二重染色で, 5HTを緑色, SPを赤色で染

め分けたところ, 5HTはSPと同一の神経細胞体に

共存することが明らかになった(Fig. 3cl-C

3).

椎前神経節にcapsaicin処理を行った動物では,

粘膜下血管周囲に分布する5HT陽性神経線経は著

明に減少し(Fig. 4a'),筋層,粘膜下層,粘膜

固有層の神経線経の密度に変化は認めなかった.ま

た,同様にcapsaicin処理動物で,腸管のCGRP, SP

の免疫組織化学を行った結果,粘膜固有層,筋層,

粘膜下層の神経は影響を受けず,血管周囲のSP,

CGRP陽性線経は著明に減少した(Fig. 4 b',

c).

考　　　察

椎前神経節切除術を施行すると,腸管壁の粘膜下

血管周囲に分布する5HT含有神経線経はほぼ完全

に消失した.このことから粘膜下血管周囲に分布す

る5HT線経は壁内に細胞体を有する内在性神経で

はなく,外来性神経であることが示唆された.

椎前神経節切除によって影響を受ける外来性神経

としては,交感神経の節後線経と求心性知覚神経が

考えられる.前者の可能性を調べるために腹腔神経

節を5HTで染色した.その結果, 5HT陽性神経線経

は認められたが, 5HT陽性神経細胞体は認められな

かった.したがって,血管周囲の5HT線経は,椎前

神経節に細胞体を有するノルアドレナリン含有交感

神経節後線経とは無関係であることが示唆された.

次に,知覚神経節である胸椎後根神経節を5HTで

染色したところ, ThL12のすべての神経節で中型あ

るいは大型の細胞体が陽性に染色された.後根神経

節にはCGRPとSP陽性神経細胞体が存在するこ
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張

とがよく知られており6,7,8- ",CGRPとSPは求心性

知覚神経伝達物質として血管の緊張性を中枢に伝え

る働きのあることが知られている1,3,12,14)これら

CGRPおよびSP含有神経細胞体と5HT含有神経

細胞体の関係を調べるために, CGRPと5HT,また

はSPと5HTの二重染色を行った.その結果,後根

神経節の神経細胞体においてCGRPと5HTは共存

せず, SPと5HTは共存することが明らかになった.
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さらに腸管の血管周囲に認められた5HT含有神

経線経が後根神経節の細胞体に由来するかどうかを

調べる為にcapsaicinの急性投与で求心性知覚神経

のブロックを行い免疫組織化学的に検索した.新生

児期にcapsaicmの全身投与を行った動物で,求心

性のC神経線経がブロックされることはよく知られ

ている11)しかし　capsaicinの急性局所投与でも,

確実な求心性知覚線経のブロックが得られることが
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Fig.1a,b,a',b' Horizontal sections through the submucosa and mucosa of rat duode-

num treatedwith colchicine+pargyline(a,b) and sympathectomy com-

bined with colchicine+pargyline treatment(a',b'). Sections are stained

with 5HT(a,a') and TH(b,b'). a 5HT-IR nerve fibers are densely dis-

tributed in the submucosa and around the submucosal blood

vessels(arrows). Positive staining inthe mucosal mast cells is seen(arrow

heads), a'5HT-IR nerve fibers are completely disappeared from the

submucosal blood vessels. However, positive staining in the mucosal

mast cells is still visible(arrow heads), b TH-IR nerve fibers are dis-

tributed in the submucosa and around the submucosal blood

vessels(arrows). b'TH-IR nerve fibers are completely disappeared from

the submucosal blood vessels. Bars -50 〟m.
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Fig.2a,b Sections through the celiac ganglion from colchicine+pargyhne treated rat

stained with 5HT(a) and TH(b). a Fine network of 5HT-IR nerve

fibers(arrows) is seen, however no 5HT-IR nerve cell bodies are found, b

TH-IR nerve fibers and cell bodies(arrow heads) are seen.Bars -50 ′〟n.

近年報告されている9,13)われわれはこの方法を本研

究に適用したところ　capsaicin投与20日後に血管

周囲のCGRPおよびSP含有神経,さらに5HT含

有神経の著明な減少を観察した.しかし,粘膜固有

層,粘膜下層,筋層の5HT, CGRPおよびSP含有

神経線経の密度に変化はなかった.以上の結果より,

ラット消化管の壁内に分布する5HT含有神経は,そ

の起源が内在性と外来性に分けられ,前者は,筋間

神経費に細胞体を有し,筋層,粘膜下層,粘膜固有

層に分布する.後者は,後根神経節に神経細胞体を

有する求心性知覚神経で,後根神経節において, SP

と共存することがわかった.

これまで5HTが消化管の血行動態に影響を与え

ることが生理実験で確認されている15)しかし,形態

学的に血管に分布する5HT神経の局在が証明され

ていなかったために,その作用が上皮の5HT含有腸

クロム親和性細胞に由来するのか,または5HT含有

神経に由来するのかが不明であった.

本研究によって, 5HT神経線経が血管周囲に濃密

に分布し,それらの線経は後根神経節に細胞体を持

つ求心性知覚神経であるこが判明した.この結果よ

り,消化管の血流動態を中枢に伝えるのに5HTが重

要な役割を果たすことが明らかになった.
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Fig.3a,b,c卜c3　Sections through the dorsal root ganglia from colchicine+pargyline

treated rat. a 5HT-IR is found in medium to large cell bodies(arrows).

b Double staining of 5HT-IR(purple,arrows) and CGRP-IR(brown,

arrow heads). 5HT-IR is not colocalized with CGRP-IR. c Double

staining of 5HT-IR(green)and SP-IR(red). 5HT-IR(cl) and SP-IR(c2)

are located in the identicalcell bodies(yellow, c3). Bars -50 /Jm.
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Fig.4a-c,a'-c' Horizontal sections through the submucosa and mucosa of duodenum

from normal(a,b, c) and capsaicin treatedfa', b', c') animals. Sections are

stained with 5HT(a, a'), CGRP(b, b' and SP(c, c'). a 5HT-IR nerve

fibers are seen in the submucosa and around submucosal blood

vessels(arrows). Positive staining in the mucosal mast cells is

visible(arrow heads), a'5HT-IR nerve fibers around submucosal blood

vessels are completely disappeared. However, positive staining in the

mucosal mast cblls is still visible farrow heads).b CGRP-IR nervefibers

are seen in the submucosa and around submucosal blood

vessels(arrows).b'CGRP-IR nerve fibers are completely disappeared

from the submucosal blood vessels, c SP・IR nerve fibers are seenin the

submucosa and around submucosal blood vessels(arrows). c' SP-IR

nerve fibers are completely disappeared from the submucosal blood

vessels but those in the lamina propria of mucosa are visible(arrow

heads). Bars -50 JJm.
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