


ニ コチ ン長期投与 による

副腎カテコールア ミン代謝への影響

77日 古 立詐



甜究II的

従来まで､帖色細胞肺の節用系のrf坪には､a及びβ道断剤がmいられてきた｡これらの

畢刑で 卜J,)に門埋できない症剛 こヌ=ノては､近fF･アデノシン三拝敢(lTT')あるいは､Cat.t抗剤

がJIlいられ臨朕 l二効果があげられている ｡ しかし､これらの重刑は件.PL'?的､ユ準即乍的に

A117払張什川が解明されている -J)で､カテコ-ルアミン代掛 こ対する作川は小明fiF..I.か多い｡

また似性細胞肺モデルにおける検.,･=まいまだなされていない｡jt後､動物'R頓の拙火をふまえ

で､そのILしい投l主法を確tl_すべき時Plに火ていると思われる｡

Burのところ､別田褐色細胞縄の動物モデルについては､NEDHラットn火の似色細胞

拝であるPC)2細胞の移柄モデルが報illされているのみである l ｡ -JJ､ニコチンをE<AIHHl

ラ･.Jトに投Iiすると副円髄質に過形成が引き起こされることは古くから知られており

これが副門帖也細胞肺のモデルにならないかと･4'えた｡現在まで､この尖版については､適切

/i.ラットの系､ニコチンの投Ii)切目首1､及びカテコール7ミン代謝への押紙Ii検討はなされてい

ない｡そこで､'R験 Tでは､4系のラットにニコチンを12週間迎Il投IiLt,1IJ円桐fit､別冊糾縦

l勺1Jテコールア ミン浪TB:を測定 し､適､'うなラットの系､ニコチンの投l7-･畑川【トを検.i.)したoさら

に､火駿 Tlとして､実験 Iの紙uiよりラットの系として適切と)出われたYLSLarラットにニコチ

ンを校lJ-し､制 作弔吊､副腎紺縦IJlカテコールア ミン浪TE､尿IJlカテコ ル7ミン､およびそ

の代謝Pf.物の排fllt_1盲tを測定 した｡また､糾械'llL:的には摘IL帰1円をヘマ トキシリン エオジン鞭

色､rJ'LPIOliFeratingcellnuclearanLlgCn(PCN̂)抗体免疫穀色にて拙楽 し､TGr朔徴税的

には形態.71洲を行いニコチンによる刺円価frl細胞の変化を検討 し､カテコールアミン代謝への

野竹と槻色細胞牌のモデルとしての適戸手を検討 した｡



1 実験 l

研究JJ-ilf
動物 .実験動物としては6過僻､雌､YIStarラット (口本クレ7)､SpragueDavley(SI))ラッ

ト(日本クレア)､LongEvansラット (Ej木チャールズリバー)､休重200gのFISherラット

(E1本Lli材)を用いた｡

ニコチン投与 ニコチン (視索科学)は､0.9%生BP.食塩水にIml中 2- 4mg柄解 し各系ラット

15所ずつに過61.-】皮 ド投与を行った｡投与時｢削は午後6時とし､投与斤目ま､第 1過 2mg/kg/

day､邦 2過 .3血g/kg/day､第 3過以降 :4mg/kg/dayとした｡コントロール即には/巨雌食塩水

を授与した(FIEi)｡この様にニコチンを漸増 したのは､初めから幼若ラットに4mg/kg/dayの

俵を投l-Jすると急牲小滝のためにラットが死亡してしまうからであるOこのことは小鼎のラッ

トであるYIStar.F⊥sherラットに多く見 られ､そのため投 も小型であるFISheTラットは当初6

過齢よりニコチンを授与する予定であったが200g程度に成艮するまで実験を延耕 した｡

体窮､lfrtlE､心拍数の測定 各節ラットは5iiTlずつ6過､9遇､12i馴こ体TTTbu定後､血Jli､心

拍数をYanon]eLer(NaLumeKN-210-i)にて測定 した｡尚､mIJ定L]には急性娼Jの彩鞘を考慮 してニ

コチンは投与-しなかった｡各測定は3回ずつ施行 しその平均を測定伯 とした｡
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i4円納税内力テコ-ル7ミンの測定 恭郎ラットは5頑ずつ 6過､9過､12j馴こ刺冊を鵜川し

た｡耶凧を測定 した後検体は 20℃にてCu1-し､SpeclalftefercnceL8boraLL)ry(SRL)きいこて

llghPeTfor■anceLlquldChroJlaLography(llPLC)法にて以下のように州軌 Jlカテコールア ミン

(2分軸)i･削k'した1H ｡朽操作は､践斬後､04H過塩必梗 (IICIO.)を加えホモジネー ト

し､逆心JJl牡換､ IjITに､Zlエチレンジ7 ミン円件健二ナ トリウム(EDTIZNa).2NHCIO.､所

托アル ミナ､5N7ノモニア任的練を加えIE倒況糾した｡7JL,ミナを洗秒後､水分を晩上し､

05X節倹にて約111後､嗣IF',練を分析班粥1こて頒光強I9-をiN'&した｡

統計 統計処雌はStudenL のLテス トを川い打鹿水叫は5%とした｡

椛父

娘状態及びラッ ト作曲 すべての系でニコ+ン投Fi方TEまコントロ-ルt汀と比較 し仏前の畑加

は不良であり､件にTIStar,FISherラッ トでは6i田よりコントロ-JL,即とのGがLH.められた

(FL82)｡また､二コチノ投与によりすべての系でその急性■い7131丘状 とinわれる指叩 ､呼吸押

JL.､心仲LLがA.められ､ラ yトの死亡は,TISLaT,SD.LorLgEvallS,FISherラットでそれぞれ､

2所､3朗､2LTR､0頑であった｡FISherラットで死亡数が Oizjlであったのは休主riが200月に糊

恥するまで失敬を延期 したためと.Eiiわれた.
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別冊耶 t AIIJ円tflRはtS娼あI=りの舶Rを比較した○各系ともコントロ~ル即で6jBJこは別冊

印 は減少 していた｡ これは､この時掛 こラット体萌が急激に増加 したためとiil.われる｡Edlm

印 はIJSta,ラ 7トにおいて体裾あたりの増加が盟められた｡また､FISherラットにおいても

郎Rlとコントロールgfのf;;‖こ轟が認められた(Fl居5)｡
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RZTFは認められTiかった(Fl居6). ノルエビネ7イリノ粗梅内泊収は二コチノ投■丁群に珊加が

速められ､特にTistarラ 'トでは6jBiより ･起した瑚加が認められた(FIぢ7)｡
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々蕉 4系のラットではTIStarラット､Flsherラットで副腎垂fa､副腎棚板内カテコール7ミ

ン冶L好の仔鹿屋が認められ､SDラット､LongEvansラットでは約217-はど弟は始められなかっ

た｡TIStaTラッ トとFISherラットとの比較ではTISLarラットにおいて体並あたりの副作画Gtの

相加が9j月より絶められ副甲柵梅内カテコール7ミン冶LRAの輔A)も安定 してir事られることより

llSLarラブトへの9j月ri;Jのニコチ./投与が実戦モデルとして遵 していると恩われた｡

またこの揃に､ニコチン投与による刷円僻耳への作用にラットlHHこ滋が弛め られられたこ

とについてはまず､こコチノの代謝仲兼である液化伸来活性の系による左が報告されており

り'､我々の実検動物でもSD,Long-Evansラットにて秘策析性が拓 くニコチンが速やかに代謝

されることが推測される｡また､カテコール7ミ,/ハ成称東であるThyr｡slrLeElydruxylase

､phcny】eLharLOIEnlrLe～DeLhy】trzlnSreraSe(T'NIT)■A)にもラ ット系によるHirが報'ntさ

Il.ており､ニコチン長期投 ■子によりllSrそIr,FISherラットにおいて併発活性が上州していたこ

ともJ51えられ↑後の検討すべき牧選と思われた｡
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2 'R吸 口

8f究JJ一法

動物 :'R壌動物は6適齢TISLaTラッ ト､雌､ ([1本クレア)を用いた｡

ニコチン投 と+:TisLarラット30頑にニコチンの遜統皮 下投hJを行 った｡投 LiFaは､尖験 Iと同

削こ邦1退 ･2ng/kg/day､第2過 :3J)g/kg/day､弟3過以降 ･4Dg/kg/dayと漸増 した｡3.6.

9,11j馴こ各6東を用いて 6N壇鹸LIlに24時riil尿を高床 した後､副腎を胤 1日ノた｡ また､残り

の6重たはニコチンを9週間授与した後2過聞無処遇とし11過に屠殺 した｡

jg円組船内カテコールア ミン濃度測定 ･州tllLた副腎は-20℃にて保指 し実験 Iと同様にSRL

杜でHPLC法にて副腎組桜内カテコールア ミン (3分画)を測定 した｡

糾'カテコールア ミン及びその代謝産物の測定 :各ラットは屠殺前にメタポ リックケージに6

N塩酸0.Ld)IをJAJえ24時間帯尿 した｡各検体は 20℃で保存 LSRL杜にてHPLC法により､尿巾

カテコール7 ミン (3分画),妹rr)Jタネフイリン (2JJ)画)BF粥Htl与Iを洲足 した｡

担鯨一半的検索 ニコチン9退投与即のラットの別冊を摘山後ホルマ リン間足 しヘマ トキシリン

ーエオジン (HE)染色にてコン トロール群 と比較 した｡

抗PCM抗体免疫染色 .副腎横木のパラフィン切JlJ-を用い仰菜抗体法を用いた｡ 一次抗体(NCL

pCN̂ LIousekonoclonal n̂Libody,NovocasLraとl魁)は鱗慨綬衝淡くPBS)で50mに希釈 し､

4℃で一晩､-.次抗体(∧fflnjtyisolatedAntibodyIIorseradlShPeroxldase,Tago祉割)は

篭滋で 1時rL!日頃次反応させ､発色にはDlaEnOnObenzldine.LeLrahydrochloTide(DAB)を用いた｡

別田髄質細胞の形態計測 ニコチン投 与群 (9週)及びコン トロール群ラッ トの別冊髄質より

糾撒ブロックを採収 した｡組縦ブロックはカルノフスキー液にて前同定後､2%オス ミウム酸に

て後固定 し､7ルコール上昇系列にて脱水､プロピレンオキサイ ドにてI'E1枚後､EPON812にて

包埋 し､ダイヤモンドナイフにて600∧の超薄切片を作成 した｡標本は酢酸ウラン､鉛にてこ

屯染色後､透過屯昭子顕微鏡 (日立Il700)にて観察 し過去の報告により… ■n カテコールア

ミン取相の性状によりエ ビネブイリン細胞､ノルエ ビネフイリン細胞をやJ別 しなから各50偶ず

つなるべ く中心部の割面と思われるところをNl山し写,i'i撮形を行った｡各細胞は､画像解析裟

毘(Luzex3.ニコン社)にて､細胞面相､細胞内カテコール7 ミン頼柁数､カテコール7 ミン

顎杜;]･:均面積､カテコ-ルア ミン頼粒密度 (幣粒救/細胞質面積)をAIJ定 した｡

統計 :統計処理はSLudentのトテス トを用い有意水準は5%とした｡

捺染

ニコチン投与により､実験 Iと同様にニコチンの急性中毒 と思われる症状がみられ30頭巾9頭

のラットが投 r}rPに死亡 した｡

休稲 :体 両は､ニコチン投 与群で増加不良であり9遇よりコン トロール即との題が認め られた

(Fig.8)｡

副野蚕敬 体黍あたりの別田蛮風は両群とも減少が認められた｡ このことは､副腎屯取の増加

に比 してラットの体重増加が著 しいためと思われたC両群の間には6過より有意差が認められ

た(Fl藍.9)｡

別冊糾鰍 Jjカテコールアミン濃度 ･副腎組織内エ ビネフイリン頭皮は投与即で 9i馴こてコント

ロール群とのF馴こ蒙が認められた｡副腎itL械内ノルエ ビネフイリン濃度 も9i馴こてコン トロー
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ル投与lfとの1;:lに差が認められた｡ ド-バ ミン搬梅内浪度ではニコチン投rj-による変化はuEめ

られ1.1'かった(FI尽10)｡

探LIJカテコールア ミノ妹継且 媒Tllエビネフイリン妨iP_且はニコチン投与で r)過より榊Jllがie

められた｡尿IlJ/ルエビネブイリン排稚血は9j月でIAが認められたもののエ ビネフイリン排7ty

且はどの増加は誼められfiかった.,尿Iflドー′<ミン妨継Bは投与即とコントロ-ル群との刷に

大きな差は訟められなかった(FIEll)｡

尉 t.代謝産物yF世艮 尿中代謝産物節約左目まメタネフイリノは9遇で増加がig.められ､a:小エ

ビネ7イリノ排稚taと同様I.L'動態を示した｡尿中ノルメタネブイリン排iP仇I1枚li郡とコント

｡-ル群との問に藍は認められなかった(Fig12)｡

兼刷投与のrlllL:典剤の投与rIIJr-により､2i臼後には (lljd)には､山11冊Iri-血はコノトロ-ル

のレベルまで及ぼfiい t)のの低下 し､副腎払輸内カテコール7 ミン浪Ig､尿中カテコールアミ

ノ排他tiI､朕lP代謝薙物gF継tiIはコ./トロールのレベルまで爪 ドした(FIE 9.EO.日.】2)｡
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形態計&rJ:エビネフイリン細胞では､細胞面楢､カテコールアミン軌柁平均Ltn湖 の変化がiJ.め

られなかつたが､細胞内カテコールアミン類枚数､板柾籍皮の増加がl滋められたo /ルエビネ

ブイリン細胞では､それらの変化がより潜明となりあわせて､細胞血稲の増大､斯托平均rEIi桜

の増加が認められたo即ち､ノルエビネフイリン細胞は､エビネフイリン細胞と比較してニコ

テン投与による影響が大きかつた(Table1).誓 mT 類触 l 剛 誓 ,M .均霊 ;Iw

I(:=完 ,脚 2M.45±43.34 428.20±,44.56. 】.5,,5士,,00ー3(州 264"±0.6ー74.

コ【:=憲 ,-ル群 .98.92±35..3 334.24±.06.45 3.3574±0.6226(×.02, 2..878±0-5272

I(:='志 脚 .63.74±2776. 324ー3W .3.2- 一一- 0-5詣2(×ー07,. 2L切76±0.m ,

コ(ご=崇 ,-JL# .38-20± 27.47 .3242土鍋.朗 2.3390±03384(X.a,, ..2956±0.6374

mean±SD'P<0○5

Table t:Morphometric analysis ol

chromaーfin cells.- ⊥5 -



考察

ニコチンは､NICOLlna属胎物アルカロイ ドであり､典理学的には自'rB神経作動典にkLiLn
律神経､中枢神鎌､ならびに骨格筋に作用 し熊番､後に僻樺をきたすとされている○掛 小二入

ったニコチンは80-90%は主に肝磯で代謝されコチニンとして､一部は,七変化のまま採■小二排

推される｡A-LLd接種 した場合でも16-24時間以内に完全に排他される州 L日｡ したがって我々

の投与法の場合､Vlllerら∠∠'､Kyere皿atenら川 の報告のごとく投与後速やかに血rいニコチ

ン濃度は上昇するものの翌rlまでには完全に代謝､排他されると,(&われる(Fig･19)｡
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実験 Ⅰ. TIを通 じて全ての系で6-9週でニコチン投与群とコントロール群の間で休蛋差

が認められた｡ラットへの長胤ニコチン投～により休領もしくはその増Jm率が減少することは

多く報告されている`目 上■'I｡その原因としてニコチン投与による食餌摂収の減少をあげるも

のもあるが17'川 その他の原因として､LfuLPインスリン低下による脂肪､蛋El､グリコーゲン

代謝の元越川 ､ア ミノ懐代謝の変化一m ､戚礎代謝の冗進 川 をあげるt,ある.

ニコチンによる急作例の交感神経刺激効果はよく言われているが､長期投与による心n屑

糸への形鞘の検討は数少なくその見解も様々である'2日 糾 ｡我々の実験では､4系のラット

全てに心的数､仙目上の変化は認められなかった｡このことはlHzgendalらHI､Iceto ら-'･)

の軸P;-とも ･致 している｡一方､Yezelら川 ､TesLfallW は長糊投与によりuJIJEは L昇 し

ているとしている｡

副腎髄質機能に関 しては､ニコチンを長期間ラットに授与することにより､カテコールア

ミン凸成鮮巣であるThyroslnellydroxylase活性の上昇 州 ､Dopamlne-p-lIydroxylase店他の

L界日日 が認められ､カテコールア ミン合成が促進されることも報告されている｡我々の実験

でもニコチン投与群においてノルエ ビネフイリン細胞､エビネフイリン細胞の屯子顕微鏡 F̀j'Jnl

で臥而小胞体､ゴルジ裟道が発達 しているのが観察されておりニコチンの長糊投 Iiによりカテ

コールア ミン角成が促進 していると思われた｡交感神経系については我々は検討 しIJ.-かったが

UIusら川 はニコチンIEDg/kgを-E14匝1投下授与 しカテコールアミンの合成称某である

Thyroslneuydroxy】aseの と刃が副腎髄質のみならず上fj3部､星状､腹腔神経節などで認めら

れたとしている｡

実験 T､TTとも､副腎紙粉内カテコールアミン濃度の増加は､エビネフイリンに比べノル

エビネフイリンで顕著であった｡尿中カテコールア ミン排池貝についてはエ ビネブイリン及び

その代謝産物であるメタネフイリンがニコチンの投与と共に増加 したのに対 して､ノルエビネ

7イリン及びノルメタネブイリンの排相良は9-11週にかけてわずかに増加 しているのみであ

った｡このことは､BoersLerlLl'),YesLfaJ14?I)の観察とも一致 しており､また電子顕微鏡写

真の形態計測 L､細胞内の分泌櫛粒や取粒両税の増大及び細胞の願大がノルエビネブイリン細

軌こ優位にみられたこととも一致する｡また､LIShajkoら= 'によると､カテコールアミン将

性のうちエビネフイリン額粒は浸透圧変化によりノルエビネフイリン殿粒に比べて容易に壊れ

るとされている｡以 l二の事実から次のことが示唆される｡即ちニコチン投与によりカテコール

7ミンの合成は促進されるが､エビネ フイリンは副腎雑梅内にとどまらずに多くは血液中に放

uJ.されメタネフイリンに代謝されて尿qlに排他される｡一方､ノルエビネフイリンはニコチン

投与により合成は促進されるが比較的細胞内にとどまるとのであろう｡また､尿中ノルエビネ

フィリン排他については交感神経由来のものも含まれると思われ長期投与により合成が促進さ

れ9-11i馴こおける増加に関与 していると思われる｡

ニコチンの長期投与により､実験ITでは6過で実測借上副腎亜割の増加が認められている｡

ホルモン測定値では副腎組織内カテコールアミン感度の増加が､形態計測では細胞内カテコー

ルアミン犠相数､頬松常圧の増加がエビネブイリン細胞､ノルエビネフイリン細胞両者に認め

られ､細胞面積の増大がノルエビネブイリン細胞に認められたO以上より､ニコチン投与によ

り細胞あたりのカテコールアミンの産生の増大に加え､一部のhII胞では肥大が引き起こされて
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いると思われた｡副野髄質細胞については､BoelsLerliら"はニコチン長期投与後のラット副

群髄質の形態計測により増加 しているとしているが､我々の実験ではPCM陽性細胞が認められ

なかったことよりニコチン投与による細胞増赦性の変化は示唆されず別田垂府の増加は細胞の

肥大が人きな管内と考えられた｡

糾轍所見では､HE殊と色でニコチン投与Lnでは止常副腎髄質で見られる束は構造のホ付 目

化､偶々の細胞の窄胞化が認められたD娘状柵適の不鮮明化は､形態計測により個々の細胞が

旅人 していることとl淵係があると考えられる｡また､細胞質の領地化は､標J6の同定､染色の

過rt.でカテコールアミン栢相が失われたためと思われる｡

以 ヒ我々の作製 したモデルでは､副門前橋の増加､尿中カテコール7ミン､およびその代

謝建物の排他坑の増加が認められたことより､栂色細胞肺にかなり近い病態が相られたと思わ

れる｡ しか し､桑剤の投与rrllHこより､各測定値がはばコントロールレベルまで伺祝 し､また､

組較所見でも別冊髄質内カテコールア ミン軟投が増加 していたこと以外には正常組軌 TT鬼と著

しく異ならなかった｡従って､ニコチン投引 こよる別冊髄質の変化はdLB'蛎の形成ではなく薬剤

に対する反応と考えられた｡

まとめ

副腎褐色糾1胞R覇動物モデル作成のため､ 4系 (Yisrat.SpragueDayley,LongEvans.

FISher)ラットに4mg/kg/dayのニコチンの12週間連続皮下投与を行い､Yistar系ラットに9過

で副腎垂れの増加､別冊Hl似内カテコールアミン漁皮の増加が認められモデルとして適 してい

ることが分かった｡さらに､Tistarラットに仙g/kg/dayのニコチンを9週間連続皮下投与を行

い副野領尽､副腎組織内､尿中カテコールアミン､及び､その尿中代謝産物を測定 した｡ラッ

ト体pTr!あたりの副腎両統は6過より差が認められ､副腎組梅内カテコール7 ミン態度は9過よ

り増加が認められた｡尿Lい排他はカテコール7 ミン､及びその代謝産物の増加も認められ､各

々､エビネフイリン､メタネフイリンで顕著であった｡また､ラット副腎髄質細胞の形態計hIJ

を行いニコチンの作用を詳細に検討 した｡ニコチン9過投与群､コントロール群の別冊髄質を

767･新教鏡 Fに観察 しエビネフイリン細胞､ノルエビネブイリン細胞を50個ずつ州山しその写

ti撫彬を行った｡各細胞は､画像解析装敬(Luzex3.ニコン杜)により細胞面概 (割而)､細胞

内カテコールアミン精粗数､カテコール7ミン帝柁平均面積､頼柁襟皮 (カテコールアミン桁

性歎/柵胞賢両横)を測定 したところ､エビネフイリン細胞､ノルエ ビネフイリン細胞で､カ

テコール7 ミン頬校数､額柁密度の増加が認められ､細胞面積､類投平均面磯の増加はノルエ

ビネフイリン細胞で覇者であった｡以上のことより､ニコチンの投与によりカテコールア ミン

の命成､代謝が促進することが､ホルモン測定値､細胞の形態計測の両面より明らかになり､

栂色細胞膜同様な病態が得 られる市が分かった｡
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