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論 文 の 内 容 の 要 旨

Sprague-Dawley(SD)系ラットは各種実験に汎用されている系統であり,その自然発生

性変化については多くの報告がある｡このうち,藤島には加齢性にへモジデリン沈着およ

び線維化の発生することが知られているが,その初期変化や進展過程に関する報告は殆ど

見当たらない｡本研究では,膵島の自然発生性病変,特に出血,炎症ならびに線維化につ

いて詳細に検討し,出血の原因および線維化の進展に関わる因子について以下4章にわた

り,病理学的に考察を加えた｡

第一章では,8,12,18および26週齢の雌雄SD系ラットの膵臓を組織学的に検査し,

庸島病変の特徴について調べた｡その結果,雌雄ともに12週齢から膵島の微小出血とヘモ

ジデリン沈着が認められた｡18および26週齢では上記の病変に加え線維化が特徴的に観

察され,膵島は線維性隔壁により分割されて領域が拡大していた｡また,炎症性細胞浸潤

を伴う大型の出血も観察された｡18週齢以降に出血と線維化が同じ膵島で発現する傾向が

あったことから,微小出血に対する軽微な炎症と修復の繰り返しによって障島病変が進展

する可能性が示唆された｡しかし,超微形態学的には出血を呈する膵島の内皮細胞には変

化は認められず,出血の原因は不明であった｡26適齢の雄における血清エストラジオール

濃度は,膵島出血の認められた動物群に比較して出血のない動物群で有意に高かった｡な

お,へモジデリン沈着を呈する陣島の発現頻度が雌雄ともほぼ同等の増加率をもって加齢

性に増加したことから,微小な出血が初期変化として存在し,これには雌雄差がないこと
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が示唆されたが,出血に呼応した二次的変化と考えられる線維化については雌よりも碓で

増加率が高く,炎症性細胞浸潤についても雌ではほとんど認められなかった｡このことか

ら,膵島における一連の病変形成過程には,特に病変の進展に対する性差があると考えら

れ,その一因としてエストロゲンの関与が推測された｡

第二章では,出血発生の雌雄差に対する性ホルモン,特にエストロゲンの関与の有無を

sD系ラットを用いて検討した｡雌雄ラットならびに卵巣摘出術(0VX)を施した雌ラット

に7週齢からβ-eStrOgen3-benzoate(EB)を週1回皮下投与し,12,18および26週齢

で,組織学的な障島病変の発生時期と頻度を比較した｡0VX対照群およびEB投与群におけ

る膵島出血は雄の無処置群と同じ12週齢から認められ,発生頻度にも差がなかった｡この

ことから,エストロゲンは膵島出血そのものの発生には関与しないと考えられた｡一方,

雌雄ともEB投与群では26週齢で炎症および線維化の抑制が有意に認められたことから,

エストロゲンが膵島に何らかのメカニズムで抗炎症･抗線維化作用を及ぼし,病変進展の抑

制を惹起したことが示唆された｡Estrogenreceptor(ER)αおよびβの免疫染色では,い

ずれも膵島の核および細胞質に弱い陽性反応が認められたが,無処置群とEB投与群の間に

染色性の差は認められなかった｡

第三章では,第2章で得られた雄26週齢の無処置ならびにEB投与群と,39,52,78,

および102週齢の無処置雄SDラットの陣組織ブロックを用いて,26週齢以降の膵島線維

化の進展メカニズムおよびEBによる抑制メカニズムの解明を試みた｡まず,膵島線維化の

発生頻度ならびに重篤度を組織学的に調べるとともに,α-SmOOthmuscleactin(α-SMA)

およびplatelet-derivedgrowthfactorreceptorα(PDGFRα)の免疫染色を施したo

また,ERαについても,第2章で用いたものとはクローンの異なる抗体による免疫染色を

実施した｡膵島の線維化は26週齢では全膵島の約10%に認められ,39週齢以降は30～40%

の割合で推移したが,同時に線純化の進展によると考えられる膵島の萎縮も認められ,そ

の頻度は52週齢以降に増加した｡α-SMAおよびPDGFRαの免疫染色はいずれも,線維化を

呈した膵島ならびに炎症性膵島の問質に陽性を示した｡線維化膵島におけるα-SMAの陽性

反応は26週齢で最も強く,39週齢以降は加齢により減弱した｡また,炎症性の膵島では

α-SMAおよびPDGFRαの陽性反応が適齢に関わらず強く認められ,その陽性部位は互いに

一致していた｡ERαの免疫染色では障島β細胞の一部の核が陽性を示したが,その陽性率

は26から102週齢のいずれにおいてもほぼ同等であった｡また,EB投与群ではERαの陽

性率が無処置群に比べて高かったが,線維化の有無による陽性率の差はみられなかった｡

一方で,EB投与群のα一SMA陽性反応は無処置群に比べて低下しており,PDGFRαの陽性像

も認められなかった｡以上より,膵島の繰維化は加齢に伴い進展し,その一部は52週齢以

降萎縮することが示された｡また,勝島の線維化プロセスにはα-SMA陽性の筋線維芽細胞
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が関与していることが明らかとなった｡α-SMAと同部位におけるPDGFRαの高発現より,

筋線維芽細胞がPDGFの影轡を受けて活性化し,細胞外基質を産生するものと推察された｡

一方,EB投与による障島の線維化および炎症の抑制には膵島細胞の核内ERαは関与しない

と考えられ,抑制メカニズムの一つとして,EBによる筋線維芽細胞の出現■阻害が推測され

た｡

第四章では,膵島病変の初期変化である微小出血に着目し,Dahl-Iwaisalt sensitive

(DIS)ラットを用いて,高血圧が膵島出血の原因因子となり得るかを検討した｡高ナトリ

ウム食を与えて7適齢から高血圧を惹起したDISラットの膵島を観察するとともに血祭

nitric oxide(NO)およびvon willebrand factor(vWF)濃度を測定した｡DISラットで

は12週齢で血祭NOの減少,Ⅴ肝濃度の増加とともに腎糸球体の硬化が認められ,全身性

の内皮細胞の障害が示唆された｡しかし,組織学的な月草島出血の発生時期は12週齢であり,

SD系ラットとの間で発生頻度に差はみられなかった｡したがって,ともに有窓内皮細胞で

構成されている糸球体および膵島の毛細血管の間に,高血圧性の内皮細胞障害に対する感

受性差がある反面,全身の血圧上昇は膵島出血のリスク因子とはならない可能性が示唆さ

れた｡

以上,本研究では,SD系ラットに発生する勝島出血ならびに線維化の組織学的詳細とそ

の経過を病理学的に解明し,特に膵島の線維化については,そのメカニズムの一部を明ち

かにした｡また,高血圧性の内皮細胞障害には臓暑削こよる感受性差があり,少なくとも高

血圧が膵島出血発現の原因因子ではないことを示した｡

これらの研究はSDラット揮臓の背景病変の病理発生に関する基礎的なデータであり,化

合物の安全性評価における質的向上に貢献するものと思われる｡

審 査 結 果 の 要 旨

Sprague-Dawley(SD)系ラットの膵島における加齢性ヘモジデリン沈着および線維化の

病理発生に関しては,ほとんど報告されていないことから,申請者は同ラット膵島の自然

発生性病変,特にへモジデリン沈着および線維化に着目し,その初期変化および進展過程

を含む病理発生を角牢析した｡

第一章では,SD系ラット雌雄につき膵島病変の発生頻度とその特徴について調べたとこ

ろ,雌雄とも12週齢から膵島に微小出血とヘモジデリン沈着が認められ,18および26週

齢では線維化が加わり,膵島の線維性隔壁による分割と領域拡大,さらに,炎症性細胞浸

潤を伴う大型の出血も観察された｡月挙島の-一連の病変形成には,柏に病変の進展において

性差があると考えられ,その一因としてエストロゲンの関与が推測された｡

第二章では,腫島出血の発現への性ホルモン,特にエストロゲンの関与を明らかにする

ために,雌雄ラットならびに卵巣摘出術(0VX)を施した雌ラットに7週齢からβ-eStrOgen

3-benzoate(EB)を週1回皮下投与し,12,18および26週齢の各週齢における膵島病変

の発生状況を調べたところ,0VX対照群およびEB投与群における膵島出血は雄の無処置群

と同じ12週齢から認められ,発生頻度にも差がなかったことから,.エストロゲンは膵島出

血の発生には直接関与しないと考えられた｡一方,雌雄ともEB投与群では26適齢で炎症

および線維化の有意な抑制が認められたことから,エストロゲンが障島に何らかのメカニ
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ズムで抗炎症･抗線維化作用を及ぼし,病変の進展を抑制した可能性がある｡

第三章では,第2章で得られた無処置雄SDラットの膵組織を用いて,26週齢以降の拝

島線維化の進展メカニズムおよびEBによる抑制メカニズムの解明を試みた｡α-S舶およ

びPDGFRαの免疫染色はいずれも,線維化を呈した膵島ならびに炎症性膵島の問質に陽性

を示した｡線維化膵島におけるα-SMAの陽性反応は26週齢で最も強く,39週齢以降は加

齢に伴い減弱した｡また,炎症を示す膵島ではα-SMAおよびPDGFRαの陽性反応が週齢に

関わらず強く認められ,その陽性部位は互いに一致していた｡ERαの免疫染色では月筆島β

細胞の一部の核が陽性を示したが,その陽性率は26から102週齢のいずれにおいてもほぼ

同等であったことから,膵島の線維化は加齢に伴い進展し,その一部は52週齢以降萎縮す

ることが示された｡αqSMAと同部位におけるPDGFRαの高発現より,筋線維芽細胞がPDGF

の影響を受けて活性化し,細胞外基質を産生するものと推察された｡一方,EB投与による

拝島の線維化および炎症の抑制には膵島細胞の核内ERαは関与しないと考えられ,抑制メ

カニズムの一つとして,EBによる筋線維芽細胞の出現阻害が推測された｡

第四章では,膵島病変の初期変化である微小出血に着目し,Dahl-Iwaisalt sensitive

(DIS)ラットを用いて,高血圧が膵島出血の原因因子となり得るかを検討した｡高ナトリ

ウム食を与えて7週齢から高血圧を惹起したDISラットの膵島を観察するとともに血衆

nitric oxide(NO)およびvon Willebrand factor(vWF)浪度を測定したところ,DISラ

ットでは12週齢で血祭NOの減少,Ⅴ肝濃度の増加とともに腎糸球体の硬化が認められ,

全身性の内皮細胞の障害が示唆された｡しかし,組織学的な勝島出血の発生時期は12適齢

であり,SD系ラットとの間で発生頻度に差はみられなかったことから,全身性血圧上昇は

膵島出血のリスク因子とはならないと考えられた｡

これらの研究はSDラット膵臓の背景病変の病理発生に関する基礎的なデータであり,化

合物の安全性評価の質的向上に貢献するものと思われる｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値があると認めた｡
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