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論文内容要旨

                研究目的

  高血圧自然発症ラット (SHR) は本態性高血圧の病態生理研究に用いられている。 SHR では

 視床下部の GABA neuron の神経伝達能力が低下 し, 高血圧発症への関与が考えられている。

 GABA 産生酵素である glutamic acid decarboxylase (GAD) 活性も視床下部において正常血

 圧ラッ ト, Wis七er-Kyoto rat (WKY) に比しSHR で低下していることが知られている。 SHR

 の高血圧発症における GABA や GAD の役割については未だ不明な点が多 く, その産生に関 して

 GADmRNA 量を SHR において検討した報告はない。 従来, 用いられてきた northem blot

 hybridiza七ion 法では個体間での GADmRNA の変化を脳の微量組織中か らの比較は困難であっ

 た。 そこで, GADmRNA に対する compe七itive PCR の系を確立し, SHR 視床下部における

 GAD の mRNA の変化を高血圧発症前と発症後で検討した。

                研究方法

  11 週齢の SHR とWKY を用いて血圧を測定し, 血漿 AVP 濃度 (pAVP) を高感度 RIA 法で

 定量した。 また, 4週齢の SHR と WKY の視床下部を摘出 し, guanidine-CsC1 超遠心法により

 七〇ta1 RNA を精製した。 Compe七itive PCR のための competitor を 67kDa GAD (GAD67) の

 mRNA に対 しては Galea らの方法に準じて作製 し, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

 (GAPDH) の mRNA に対 しては Ceh らの方法に準 じて作製した。 段階希釈 した competitor を

 用いて GAD67恥RNA および GAPDHmRNA 量の competitive PCR 法での定量性を検討した。

 4週齢と 11 週齢の SHR と WKY を tailcuff 法で血王を測定ののち, 視床下部を摘出し guanidine-

 CsC1 超遠心法により tota1RNA を精製した・ これらに含まれる GAD67mRNA および

 GAPDHmRNA 量を一定量の competitor を用いた compe七itive PCR 法で比較した。

                研究結果

  11 週齢での血圧はWKY に比 し, SHR で有意な上昇を認めた (p<0.01) が, この週齢の

 p-AVP は WKY が L1±0.3pg/m1 に対 し, SHR では 6.4±4.5pg/ml であり, SHR では上昇

 傾向にあった。 段階希釈の competitor を用いた competitive PCR 法で GAD67mRNA の Log1・

 (target/competitor) は4週齢の SHR と WKY の2検体間で直線性があ り, 最小二乗法を用い

 た回帰直線は SHR と WKY 間で互いに平行であった。 GAPDHmRNA に対しては最小二乗法を

 用いた回帰直線は SHR と WKY 間に差がなかった。 一定量の competitor を用いた
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 compe七itivePCR での GAD67mRNA 量は4週齢, 11 週齢とも SHR では WKY に比し有意に低

 下していた (4週齢;p<0.05, 11 週齢;p<0.01) が, 4週齢と 11 週齢間では SHR, WKY と

 も有意な差は認められなかった。

  本研究では GAD67mRNA の competitive PCR による定量系を確立 し, SHR の高血圧発症前

 後における視床下部での GAD67mRNA 量を同週齢の WKY と比較した。 11 適齢の SHR では同

 週齢の WKY に比しpAVP は増加傾向で, 視床下部での GAD67mRNA 量は SHR において低下

 していた。 高血圧発症前後の視床下部 GAD67mRNA 量は SHR では同週齢の WKY に比し低下

 していた。 このことから SHR では視床下部の GAD67mRNA 量が低下 し, このことが GABA

 産生能を低下させ血圧上昇や pAVP の増加をもたらしている可能性が考えられた。 SHR では視床下

 部の GABA の産生能の低下が, 少なくとも部分的に高血圧の発症もしく は維持に関与している

 と考え られた。
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 審査結果の要旨

  γ一aminobutyric acid (GABA) は脳内における抑制性神経伝達物質として知られ, 血圧の調

 節やvasopressin (AVP) 分泌等に関与することが報告されている。 GABA を脳室内投与する

 と血圧は低下することが知られている。 本態性高血圧の病態生理研究に用いられている高血圧自

 然発症ラット (SHR) では, 視床下部の GABAergic neuron の GABA 分泌低下があり, 高血圧

 発症への関与が考えられている。 GABA は神経細胞内で glutamic acid decarboxylase (GAD)

 によって産生されるが, SHR の視床下部では GABA の産生能が正常血圧ラットの Wistar-

 Kyoto rat に比 し低下 していることが報告されている。

  本研究では, GABA を産生する酵素自体の産生が核酸 レベルからの調節を受けているか否か

 を検討するために, 視床下部での GADmRNA 量を検討している。 微量組織中での mRNA の変

 化をとらえるために, GADmRNA の competitive PCR の系を確立 し, SHR の視床下部の

 GADmRNA 量が低下 していることを見い出した。 SHR の視床下部で GABA の分泌低下に対し

 遺伝子調節の存在を検討 した報告はな く, 加えて, GAD の産生について検討したものもない。

  本論文は, 高血圧の発症や維持に対する脳内GABA の役割を理解する上で重要であり, 博士

 論文に価する。
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