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冬眠動物における頚動脈小体の季節変化について

Seasonalchangesonthecarotidbodyinthehibematableanimals
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ABSTRACT:

Thecarotidbodyasanarterialchemosensoryorganregulatesrespiration,anditsparenchymalcells

contain severalneuropeptides.Therefore,itwould be ofinterestto identify differencesin the

physiologicalstate and the distribution ofseveralneuropeptidesbetween hibematlng and non-

hibematinganimals.Weexaminedimmunohistochemicallythedistributionofseveralneuropeptidesin

thecarotidbodiesoftwomammalianspeciestostudytheroleoftheorganinthehibemation,

focuslngOndifferencesinthevitalsignsbetweenthehibemationandnonl1ibemationperiods.

HibemationrepresentsaphysiologlCaladaptationtothe severeenvironmentduringwinter.Vital

slgnSSuchasresplrationrate,heartrateandbodytemperatureinhibematinganimalSaremarkedly

decreasedandthedepressionandheartrateinparticularcouldresultinhypoxia.

Resplrationrateandheartrateduringhibemationwerelessthanonetenthofthoseduringnon-

hibemation.

intenseimmunoreactivitiesfortyrosinehydroxylase(TH)andglutamate(Glu)wasobservedassmall

groupsin仇eglomuscellsofthecarotidbodyduringthenon-hibemationphase･lnthehibenatlng

animals,mild.methionin-enkephaline(Met-Enk)immunoreactivitieswereevidentinalmostallglomus

cellsandsomenervefibers.

IntheelectronmicroscopicObservation,thevisibledifferenceofthesizeandmorphologyobserved

themitochondoriainglomuscellsorthebothanimals.
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(10) 冬眠動物における頚動脈小体の季節変化について

はじめに

頚動脈小体は内,外頚動脈の分岐部に存在す

る卵円形の小体である｡この小体は血中の酸素

と二酸化炭素の分圧などが適当刺激となる呼吸

運動反射に関与する化学受容体(chemoreceptor)

と考えられている｡小体内には主細胞 (chiefor

glomuscells),支持細胞 (sustentacularcells)と

舌咽,迷走,交感神経に由来する神経終末との

特有な複合体をつくり,洞様血管が豊富に分布

しそれらは糸球 (minigloma)1 を形成し,さら

に結合組織性被膜から進入する結合組織性中隔

によって小葉に分けられている｡

一方,冬眠動物における冬眠現象は,冬の間

の過酷な自然環境への適応であり,様々な生理

学的現象の劇的な変化を伴う｡その中の1つに

呼吸数の減少が上げられるOその回数は非冬眠

期のそれの数十分の1程度まで減少する2｡こ

れは少なからず生体内で一種の酸素欠乏症

(hypoxia)を引き起こしていると考えられる｡

この様な生理学的現象の変化が化学受容体と

しての頚動脈小体の中でどのような変化を示す

か,数種ペブタイドの変化を免疫組織学的にさ

らに特に主細胞の変化を超微細構造学的に観察

した｡

これまでに中枢神経系においては,様々なべ

ブタイドの局在に関する季節変化についての報

告がなされてきたが,化学受容器である頚動脈

小体における季節変化の報告はなく,類似した

生理現象と考えられる酸素欠乏状態での様々な

変化についての報告がある｡

材料と方法

男鹿市門前の海蝕洞で環境庁の許可を得て採

集 されたキクガシラコウモ リ (Rhl'nolophus

FeITumequl'1mm)の雄 (体重 :19.5-23.5g)25

匹とシマリス (Taml'assl'bl'Tl'cusacJ'atl-cus)の雄

(体重 :85-110g)20匹が使用された｡コウモ

リの冬眠状態の個体は自然環境での冬眠期 (10

月から翌年4月まで)の動物が使用され,シマ

リスは実験室で徐々に温度を下げ,日照時間を

短くし,冬眠状態に導いた動物を使用した｡

心臓から直接採取 した血液は,acid-base/gas

analyzer(ABL30,RadiometerCopenl1agen,Swe-

den)で血液ガス分圧を測定し,呼吸数は,strain

gauge(D-FAB-5-512Tll,MinebeaCo.,Japan)

をamplifire(AS1201,NEC,Japan)に接続し計

測,体温は,動物の耳介皮膚温をinfrared-beam

typethermometer(SKl8100,SatoKeiryoki,Ja-

pan)で計測した｡

非冬眠期の動物はネンブタール (sodium

pentobarubital:25mgn(g)で腹腔内麻酔が施され,

冬眠動物は覚醒を防ぐために無麻酔(低温麻酔)

下で潅流固定が行なった｡潅流固定はカニュウ

レを左心室から上行大動脈に挿入し,心室部を

甜子で結紫して,はじめに生理食塩水 (10-

15ml),次いで固定液(100-150ml:10-15/min)

の順で港流した｡固定液は4% parafbmalde-

hyde, 0.2% picricacid(電顕のためには2%

glutaraldehydeを加えた)を0.1Mリン酸緩衝液

(pH7.4)に溶解したものを用いた｡ 1時間後

脳を取り出し,潅流液と同じ固定液で一晩浸漬
固定を行なった｡

免疫反応 は10/∠mのcryotome切片お よび

paramn切片を作製し,peroxidase-antiperoxidase

method(PAP法)3 を用いて行なった｡切片作

成後0.01M リン酸緩衝食塩水 (PBS)で洗

浄,0.3%過酸化水素水で内在性peroxidaseを

ブロックした後に1次抗体 (TH,Met-Eれk,Glu:

chemicon社UsAを1000から2000倍希釈に0.5%

albuminebovine:Sigma,USA,30/onormalgoart

serumvector社,UsA,をpH7.4の0.01M PBS

に溶解)で4℃ で3日間反応させた｡0.01M

PBSで洗浄後,第2抗体 (goatanti-rabbitlgG,

JacksonlmmunoResearch社,USA,をpBSで200

倍に希釈)を室温で2時間反応させた｡0.01M

PBSで洗浄後,peroxidase-antiperoxidasecomplex

(PAP)(Dacopatts社,Denmark, 0.01M PBS

で200倍に希釈)を室温で2時間反応させた｡50

mM トリス塩酸緩衝液で洗浄置換後,0.05%

diaminobentidin(Sigma社､USA:50mMトリス

塩酸緩衝液で0.01%か酸化水素水を含む)を室

温5-8分反応し,可視化した｡切片はamino-

alkylsilaneでコーティングされたスライドグラ

スに貼付され,エタノール系列 (50-100%)
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で脱水後 pemount(Fisher社,UsA)で封入し, で染色後光顕で観察,部位の選定を行ない,超

BIi-2(Olympus社,Japan)Axiophoto(Zeiss社, 薄切片を作製後,酢酸ウランおよびReynoldsの

Gemany)で観察した｡ 鉛で2重染色を施し観察(1200EX,JEOL,Japan)

電子顕微鏡試料は固定,腕水後,エポンに包 した｡

埋,6〃mの連続切片を作成し,トルイジン青

Figs.land2:PhotomicrographsshowingthechangesinTH immunoreactivematerialsinthe

carotidbodyofchipmunksduringnon-hibernation(Fig.l)andhibernation(Fig12).

Figs.3and4:PhotomicrographsshowlngthechangesinMet-Enkimmmoreactivematerialsin

the carotid bodyofchipmunksduring non-hibernation (Fig.3)and hibernation

(Fig･4).
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結 果 から覚醒過程での心拍数および呼吸数の計測の

1)生理学的結果 結果 (n-1),体温10.5℃ では,それぞれ毎

非冬眠期におけるシマリスの血中酸素分圧が 分42回と33回,体温18.2℃ では,毎分420回と

150mmHg(n-1)であるのに対し,冬眠期に 216回であった｡体温の上昇は40から45分で

おいては119.4mmHg(未補正)であった｡冬眠 10.0℃の上昇であった｡

Figs5and6:PhotomicrographsshowlngthechangesinGluimmunoreactivematerialsinthe

carotidbodyofchipmunksduringnon-hibemation(Fig.5)andhibernation(Fig16).

Figs7and81.Photomicrographs showlng the carotlld body ofhibernating horse shoe bat

exhibitingTH-(Fig.7)andGlu-(Fig.8)immunoreactivity.
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Fig.9:Electronmicrographofaglomuscellofanon-hibenatingchipmunk.Notetheelectron

dense-coredvesicles(E)intheglomuscellandlargeneⅣeending(N).x10,000

Fig.10:High magnification electron micrograph of the cytoplasmic area occupied by

mitochondriashowedintheFig,9.Thecytoplasmicmembraneofglomuscellcontacted

byaterminalbutton(a"ow).x30,000

Fig.ll:Electronmicrographofaglomuscellsofahibematingchipmunk.Notealargenumber

ofmitochondriaaccumulatedontheoneside.X10,00

Fig.12:High magnificationelectron micrograph ofthe cytopLasmicareaoccupied by large

mitochondriashowedintheFig.ll.x30,000
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Fig.13:ElectronmicrographofaglomusceJlofanon-hibenatinghorseshoebat.Notethe

mitochondriascatteredinthecytopfasmoftheglomusce".xlO,000

Fig.14:High magnification electron micrograph of the cytoplasmic area occupied by

mitochondriashowedintheFig.13.x30,000

Fig.15:Electron micrographofagfomuscellofahibernating horeseshoebat.Notethe

accumulationoflargemitochondria.x10,000

Fig.16:HighmagnificationeJectronmicrographofcytopJasmicareaoccupiedlargemitochondria

showedintheFig.151X30,000
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2)組織化学的結果

シマリスにおけるTHの免疫反応は冬眠期お

よび非冬眠期において主細胞の細胞質および神

経線維に観察された (Figs.1,2)｡細胞質への

反応は冬眠期においてより強く,反応部位も細

胞質全体に存在していた (Figs.1,2)｡コウモ

リにおけるTHの免疫反応はparaffin切片での

観察でシマリスのそれよりも強い反応が観察さ

れた (Fig.7)｡

シマリスおよびコウモリのMet-Enkの免疫反

応は非冬眠期 (Fig.3)および冬眠期 (Fig.4)

で観察されたが,冬眠期においてより免疫反応

が強くそして細胞質全体におよぶ主細胞が多く

観察された (Figs.3,4)｡

シマリスにおけるGluの免疫反応は非冬眠期

(Fig.5)および冬眠期 (Fig,6)で主細胞への

陽性反応が観察され,いずれも弱い反応であっ

たが,冬眠期においてやや強い反応として観察

された (Fig.6)｡コウモリにおいてもGluの免

疫反応は観察されたが,今回観察したペブタイ

ドの中では,最も弱い反応であった (Fig.8)0

3)電子顕微鏡的結果

シマリスおよびコウモリにおける非冬眠期動

物において主細胞の細胞質に比較的均一に散在

して観察されたミトコンドリアは,冬眠期にお

いて集積して存在していた (Figs.9-16)｡さら

にそのミトコンドリアの直径は非冬眠期に比べ

て冬眠期の方が,径が1.5倍から2倍程度に大

きくなっていた｡ミトコンドリアの内部クリス

テの形変化を示さなかった (Figs.10,12,14,

16)0

考 察

主細胞は副腎髄質細胞と同様,Golgi装置で

産生された限界膜に包まれた電子密度の高い物

質を含む額粒小胞を開口分泌で血中に放出す

る 4 ｡ゝイヌにおいて主細胞は2型に区別され,

それ らは副腎髄質のadrenaline産生細胞 と

nora血enaline産生細胞に対応する5,67｡これらの

細胞に含まれるmonoamineの量や性質は動物種

によって異なる7･8ノ｡本結果でのシマリスにおけ

るTHの中程度の免疫陽性細胞が散在的である

(15)

のに対し,コウモリでは,ほとんどの主細胞が

強い免疫反応を示しておりこれらを支持してい

る｡さらに冬眠期におけるTH免疫活性の増加

は,hypoxiaにおいて,主細胞で神経伝達物質の

変化を導くとしたwang等 ('98)馴結果を支持

している｡

さらに主細胞はアミン以外にenkephalins4,6･101

を含むほか､化学受容や伝達に関わるペプチド

リスにおいてもMet-Enk,Gly,VPおよびVIP

存在が確認され,さらにこれらはいずれも非冬

眠期に比べ冬眠期に免疫反応産物が増加してい

た｡これらのことはそれぞれの物質が低酸素状

態において血管壁の変化に対応するための変化

であることを示唆している｡

頚動脈 小 体 に分布 す る神 経 線維 には

substanceP,VIP,NPYなどのペプチ ドの含有

が免疫組織化学的に証明されている12-141.これ

らのペプチドは洞様血管の壁に終末する神経線

維に含まれ,コウモリおよびシマリスでも同様

の所見が観察された｡そしてこれらは冬眠期お

よび非冬眠期両方で観察され,冬眠期において

この洞様血管の径の縮小と合わせ考えるとこれ

らの物質により,低酸素状態の情報が血管壁に

伝えられ収縮する可能性が示唆された｡

低酸素状態における主細胞のミトコンドリア

の変化は副腎および脊髄神経節細胞などで報告

がある15)｡この変化はミトコンドリア自体が

様々な物質の産生に関与する場合と本来の機能

であるエネルギーの補給が考えられている｡こ

の小体の主細胞における変化は,この細胞が酸

素に極めて密接に反応することから,Millsand

J6bsis(1972)16)による低酸素条件下で主細胞か

が興奮し､隣接する求心性の自由終末終末を発

火させるという仮定を支持している｡
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