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概要　Oxytocin（OT ）の 分泌機序 に つ い て は 神経分泌 とい う特殊 な動態を とる こ とか ら， な お 不 明な点
が 少な くな い ．一

方，OT の 分泌臓器 は ，従来 の 視床下部
一

下垂体後葉系 に と ど ま らず ， 卵巣 さ らに 胎盤

と新 た な展開 が 示 され て い る ．本研究 で は ，視床 下部
一

下垂体後葉 レ ベ ル の OT 分泌機序解明の た め
，

モ ル モ
ッ ト を用 い た hypothalamo−neurohypophyseal 　complex （HNC ）を使用す る こ とに よ り，よ り単

純化 し た in　vitro モ デ ル を確立す る こ ととな つ た．こ の モ デ ル は 組織学的 に 細胞構築 が 保 た れ て い る こ

と，培養期間中視床下部 お よび下垂体後葉の OT 含量が ほ ぼ一
定を示 して い る こ と，100mM 　KC1 添加

培地 で の 放 出刺激 に 反応す る こ と， さらに そ の 際組織学的 に 変化 を示 さな い こ と等 の 検証 に よ り， 充分

機能 し て い る もの と考 え られ た．また ，イ オ ン 交換 ク Pt・7 トグ ラ フ ィ
ー

の 溶 出曲線 に よ り， 測定分画が

OT そ の もの で あ る こ とも確認 された．

　本研究 で は
，

こ の HNC を用 い て ，
　 OT 分泌機序 に 関す る物質 に つ い て 検討を加 えた．　 Prostaglandin

（PG ）で は
，
　 D2

，
　 E2に は 変化 が 認 め られ な か つ た が ，　 F2α で は 有意 の OT 分泌増加 が 認 め られた ，一

方，
brain　gut　peptide を 用 い た 実験 で は

，
　 cholecystokinin ，　gastrinで は 変化を認 め なか つ た が

，
　vasoactive

intestinal　polypeptide （VIP ） に お い て 有意 の OT 分泌増加 を 示 し た．　 OT が VIP 放 出を促す報告もあ

る と こ ろ か ら，OT と VIP に は positive　feedback的 な機構 の 可能性 も示唆 され る．

Synopsis　To　clarify 　the　mechanism 　of 　OT 　secretion 　of 　hypothalamus　and 　pituitary　origin ，　in　vitro ，
　the

guinea　pig　hypothalamo ・neurohypophyseal 　conlplex （HNC ）was 　utilized 　in　this　study ．　 The 　HNC ，　including

paraventricular 　and 　supraoptic 　nuclei ，　was 　removed 　and 　maintained 　in　Eagle’s　Minimal　Essential　Medium

（pH 　7．4）for　7　days　at　37℃ in　a　95％ air　5％ CO2　enviro   ent ．

　The 　OT 　content 　in　the　hypothalamus 　and 　the　pituitary 　rema 三ned 　constant 　during　the　period 　of 　culture 　of

the　 HNC ．　 Synthet三c　OT ，　 hypothalamus　 or 　 pituitary　 extracts 　 were 　 eluted 　 separately 　by　 ion　 exchange

chromatograpy 　and 　the　elution 　pattems 　obtained 　were 　similar ．　 The 　stimulation 　of　the　HNC 　with 　100mM

KCI　in　the　culture 　caused 　 an 　increase　in　OT 　release ．

　These　results　suggest 　that　the　cultured 　HNC 　can 　be　a 　useful 　in　vitro 　model 　for　studies 　of 　the　OT 　secret玉on

mechanism ．　 After　adding 　several 　substances 　to　the　culture 　medium ，　the　amount 　of　OT 　release 　from　the

HNC 　into　the　culture 　medium 　over 　a 　20　minute 　period，　was 　measured 　by　 our 　own 　radio 三lnmunoassay ．

　The 　addition 　of 　prostaglandin 　F2cr　to　the　HNC 　resulted 　in　an 　increase　in　OT 　release 　while 　stimulation 　of

D20r　E2　failed　to　iロcrease ，　 Stimulation　of 　the　HNC 　w 圭th　vasoactive 　intestinal　polypeptide （VIP ）produced
an 　increase　in　OT 　release ，　suggesting 　the　existence 　 of 　a　positive　feedback　effect　of 　VIP 　on 　OT 　release ，
Key 　words ； Hypothalamo−neurohypophyseal 　complex 。Oxytocin・Prostaglandin 。Brain　gut　peptide
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一

下 垂体後葉器 官培養系 に よ る OT 分泌の 研 究 日産婦 誌41巻 3 号

　　　　　　　　　緒　　言

　近年 Oxytocin （OT ） の 測定系が確立 されて 以

来， OT 分泌に 関与 する数多 くの 研究が行わ れ，合

成 ， 貯蔵 ， 放出の 場で ある視床下部一下垂体後 葉

系へ の 関心 も高まつ て い る ．

　
一方 ， OT は 視床下部で合成 され ， 神経分泌 とし

て 下垂体後葉 へ 運ばれた 後，血 中 に放 出され る と

い う特殊な系路を もつ ． こ の た め
， そ の 器官 と し

て の 機能を
一

つ の 単位 と し て と らえる こ と に 困難

な点が多か つ た ．

　本研究は こ れ に 対 し て
， 視床下部 と 下 垂体後葉

を一
つ とし て とらえた ，視床下部一下垂体後葉複

合体 （hypothalamo−neurohypophyseal 　cornplex ，

HNC ）を作成 し た． こ れを器 官とし て 培養し ， そ

の 合成 ， 貯臓 ， 放 出に 関し検討を加 えた ．あわ せ

て ，OT 動態 に影響を与 え る 可能性の あ る伝達物

質を HNC 培養系に 加 え ，
　 OT 放 出の 変化を観察

し
， 若干 の 所見を得た の で こ こ に報告す る．

　　　　　　　　　研 究方 法

　実験動物 と して
， 平均体 重250g の 雄 の モ ル モ

ッ

トを用 い た ，各実験系に お い て 性周期 お よ び体重

差に 著し い 変動の な い よ うに つ とめ た ．HNC の

作成は ，
モ ル モ ッ トを 無麻酔下で ギ ロ チ ソ に て 断

頭 し て か ら行 つ た ．断頭後 ポ ピ ドン ヨ ー ド 5 ％溶

液に浸した後，頭皮を剥離 ， 頭蓋骨 を除去 した ．

下垂体が 下垂体茎に よ つ て脳 に 接続 された ま ま
一

塊 と し て 脳 を取 り出 し ， さ らに 選択的に 視床下 部

と下垂体を enbloc に 取 り出し た ．視床下部は 図 1

の 太線で 示 され る よ うに ，前が視交叉 よ り前方 へ

1mm ， 後が下 垂体茎 よ り後方 へ 1mm ， 側方が正 中

線 よ り3mm ，厚 さが 4mm と し，室傍核 と視索上 核

を含む 範囲 とした．

　作成 した HNC はた だ ち に ， 器 官培養皿 （Fal−

con ＃3037）内で
，

三 角グ リ ッ ド （Falcon ＃3014）

上 に腹側を下 に し て 置 き，イ ーグ ル MEM 培養液

（MEM
“

ニ
ッ ス イ

”
，カ ナ マ イ シ ソ 60mg／1含量 ，

pH 　7，4）中に 浸し ， 37℃湿性 95％空気 ・5 ％炭酸

ガ ス の 恒温器内で 培養し た ．培養 日 の 定義 は
， 断

頭 日を Day 　Oと し
， 以後 Day　1，　 Day 　2と し た．

　以上 の 手順で 作成 した HNC の 器 官培養系 に つ

い て 次 の 実験 を行 つ た ．

　 Pa ：Par εLventricular 　nucleus ，　Sup ；Supraopti［：

　 nucleus ，　OT ：Optic　tract，　OC ：Optic　ehiasm ．
　 P ：Pituirary，　 VIIl：Third　 ventric 】e．

図 1　 The 　range 　of 　cutting 　making 　the　HNC ．

　 1．視床下部お よ び下垂体 の OT 含量

　器 官培養中 の HNC の 視床下部 と下垂体を 分離

し，各 々 を 0．1N　HCl2m1 と と もに ホ モ ゲ ナ イズ

した後 ， 遠 心 分離 （4 ℃ ， 1，geOG， 20分間）し ，

上 清を分離，抽 出液 の OT 濃度 を RIA に て 測定 し

た．

　2．イ オ ン 交換ク ロ マ ト グ ラ フ a 一
に よ る溶 出

曲線の 比較

　 1．と同様 の 手1頃で 得た抽 出液 を，カ ル ボ キ シ メ

チ ル セ ル ロ
ース （CMC −23） を充嗔 し た カ ラ ム

（10× 200mm ）に通 し，0．002M か ら0．4M の 酢酸

ア ソ モ ニ ウ ム 緩衝液 （pH 　4．e）を使用 し，　 linear

gradient で 溶出 した ．溶液 は lml ご と に 分画 採取

し，各 分画 の OT 濃 度 を測 定 し溶 出 曲線 を描 い

た ． こ れ を合 成 OT と比較検討した ．

　 3．HNC 培養液中へ の KCI 添 加

　器官培 養中 の HNC が神経 内分泌 細胞 と して の

機能を保持 し て い る か ど う か を確 認す るた め ，
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Day 　 1，
　 Day 　3お よ び Day　 7の HNC 培養液中に

100mM 　KC1 添加 MEM 培地 （340m 　Osmo1 ／kg ）

お よび 同培地 と等浸透圧 の NaCI 過 剰培 地 を 加

え ，
20分間 に 放 出された OT 濃度を コ ン ト ロ

ー
ル

と比較 し た ．

　 4．HNC 培養液 中へ の Prostaglandin（PG ）添

加

　 3．と同様 に 培養液中 に PGD2
，
　E2 お よ び F2α の

諸濃度 を加 え，20分間に 放出 され る OT 濃度を コ

ソ ト ロ
ー

ル と比 較した．PG を溶解す るた め に 使

用 し た エ タ ノ
ー

ル に 関 し て も OT に 及 ぼ す影 響

の 有無を比較 した ．

　 5．HNC 培養液中 へ の brain　gut　peptide添加

　 3．4．と 同 様 に 培 養 液 中 に cholecystokinin

（CCK ），　 gastrln，
お よ び vasoactive 　intestinal

polypeptide （VIP ）を加 ，Z　OT 濃度を検討 した．

なお OT の 測定は 中山 の 報告 した方法 に 従い ，ラ

ジ オ イ ム ノ ァ ッ セ イ法 に て 行 つ た 4）．

　　　　　　　　　 研 究成績

　 1．視床下部お よ び下垂体の OT 含量

　 図 2 に器官培養 中の HNC よ り得た ， 視床下部

お よ び下 垂 体 の OT 含量 の 変化 を経 日 的 に 示 し

た ．下垂体で は Dayo よ り Day 　1に か けて OT 含

量 の 若干 の 減 少を認め た が，全体 と して視床下部

お よ び下垂体 とも培 養期間 中 OT 含量 は ほ ぼ一

定で あつ た ，下垂 体は 視床下部 の 約20倍 の OT を

含む こ とが示 され た．

　 2，イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る 溶出

曲線の 比較

　 図 3 に示 した ご と く， 合成 OT ，視床下部お よび

下垂体抽出液 とも30mlか ら40m1 の 溶 出部位 に 一

致した
一
峰性 の ピ ー

ク を得た．

　 3．HNC 培養液 中へ の KC1 添加

　図 4 は KCl 添加 に よ る OT 放 出 の 変化 を 示 し

た．Day 　1，
　 Day　3お よ び Day 　7と も KCl 添加培

地 で は コ ン ト ロ
ー

ル 培地 に 比 べ HNC か ら OT

放 出は 有意に 高か つ た ．一方，これ と等浸透圧の

NaCl 過剰培地 で は
，
　OT 放 出 の 促進効果 は認 め ら

れ なか つ た．

　4．HNC 培養液中へ の PG 添加

　PGD2 お よ び E
，
の 添加で は

， 図 5
， 図 6 の よ うに
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図 3Chromatography 　 of 　 synthetic 　 oxytocin ，

　hypothalamic　and 　pituitary　extracts 　on　carbox ・

　ymethyl 　 cellulose 、

諸濃度 （10，100
， 500μg／ml ）と も コ ン ト ロ ール と

有意差 を認め られ な か つ た ．しか し，PGF2 α の 500

μg ／ml 添 加培 地で は 有意 に 高い OT 放 出 を認 め

た （図 7）．PG を溶解 した エ タ ノ ー
ル に よ る OT

放 出の 変動は 認め な か っ た ．
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　5．HNC 培養液中へ の brain　gut　peptide添加

　図 8 の CCK お よ び 図 9 の gastrin は と も に

OT 放 出の 変化を もた らさなか つ た ．しか し ， 図 10

の ご と く VIP の添加培地 で は 10
『SM

，
10− 5M

で ，

有意に 高 い OT の 放出増加を示 し た．
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図 10　The 　enhancement 　of 　 OT 　release 　by

　vasoactive 　intestinal　polypeptide （VIP ）in　vitro ．
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図 9 　The 　stimulation 　by　gastrin　 on 　OT 　 release

　from 　explants 　of 　HNC 　into　the 　 culture 　medium ．

　　　　　　　　　考 　 　案

　従来 OT は
， 下垂体後葉か らの み 放 出 され る と

考 えられて い た が ， 近年 Flint　et　al．
’°）

，
　Wathes　et

al．
IB ）は 卵巣か ら も OT が放 出さ れ る こ とを 示 唆

し，
一
方 Makino 　et 　aLi3

）o：胎盤組織 に Immunor ・

eactive 　OT の 存在を証明す る報告を行 つ て い る ．

こ れ らの 研 究は OT の 生体 内 の 作用機序を 解 明

す る た め に も興 味深 い の で あ るが
，

一方 in　vivo

系 を用 い た OT 研究 を行 うに 際 し て は ，諸因子が

複雑 に 関与す る こ ととな り， 実験系の 単純化 を試

み る に 障害 と な りう る．そ こ で 本研究 で は
， 視床

下部
一

下垂 体後葉系以外 の OT 動態 に 影響す る

諸因子 を取 り去 り， 単純に 視床下 部一
下 垂体後葉

レ ベ ル で の OT の 研究 の た め の モ デ ル と し て
，
　 in

vitro モ デル を確立 した ．

　実験方法に 示 した ご と く作成 した HNC が器 官

培養に 移 され て か らも OT 放 出を経 日的に 示 し
，

培養期 間中視床 下部お よ び 下 垂体後葉に お け る

OT 含量 がほ ぼ一
定を維持 した とい う事実は

，
　OT

が HNC よ り放 出制御を受 け機能 し て い る こ とを

示 し て い る と考 え られ る ．

　器 官培養中 ， 室傍核 の 組織所見をみ る と，神経

細胞は 培養 日数を経 る に 従 つ て 変性す る細胞 も増

加 して くる が
，
Day 　7に お い て も細胞構築が 保持

され ， 神経細胞 が優位 を占め て い る
5）．こ の 組織所

見は KC1 添加 培地 に お い て も同様 に細胞構築 が
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278 視床下 部
一

下 垂体後葉器 官培養系 に よ る OT 分泌 の 研 究 日産婦誌41巻 3 号

保 た れ て い る こ とが 述 べ られて お り
1），100mM

KCl 添 加 培 地 に よ る放 出 刺激 に 反 応 し て HNC

よ り OT 放出が増加 し た こ と は ，　 HNC が培養期

間中を 通 し て 神経分泌 細胞 と し て の 機能を 保持

し ， OT 放出能力を有 して い る こ とを示 して い る．

　
一方 ， イ オ ン 交換 ク ロ V トグ ラ フ a 一に よ る視

床 下部 お よ び 下垂 体 抽出液 と合 成 OT と の 溶 出

曲線 の 比較は 三 者 と も一致 した ピ ー
ク を示 した こ

とで
， 本研究で 測定 された 物質 は OT そ の もの と

考 えられる ．

　以上 の 検討に よ り， HNC の 器 官培 養系 は OT

放 出実験 の モ デ ル と し て充 分に耐 え うる もの と考

え られた．

　OT は 分子量 1，007で ， 九 つ の ア ミ ノ 酸か らな る

ペ プ タ イ ドホ ル モ ソ で あ る．OT は 視床 下部 の 室

傍核，視索上核 の 小神経細胞内粗面小胞体上 に て

ニ ュー P フ ィ ジ ソ と し て 合成 され ， 軸索内を神経

分泌 と し て 運ばれ る．下垂体後葉 に貯蔵 され，種 々

の 放出刺激で 開 目分泌す る とい わ れ て い る．下垂

体後葉か らの 放 出刺激 とし て は 吸乳や腟壁お よび

子 宮頚管拡張
9） （Ferguson 　reflex ）に よ る 末梢 か

ら の 神経反射や ， 上 位中枢よ りの 刺激 が考え られ

て い る．化学的刺激 に つ い て は 種 々 の 報告が な さ

れ て い る が，統一的な見解 を得る に い た つ て い な

い ．PG の 後葉系 に対す る作用を放 出刺激 と して

とらえる報告 は ，Gillespiei「），幡
2），　Cobos），　Mcneil−

1y　et　 al．瑚 に よつ て な され て い る．　 Gillespieは ，

ヒ ト 男性お よ び女性 に PGE2 ，　 F2α を静注 し て ，幡

は ，妊産婦お よ び男性 に PGF2 α を静注 し，それぞ

れ血 中の OT 値 の 上 昇を確認 した．　 Cobo は 授 乳

婦人 に PGF2 α を ，
　 Mcnei ］ly は 授乳 モ ル モ ッ ト に

PGE1
，
　 E2，　 F1α を静注 し て 射乳作用の 増強をみ た

こ とか ら ， PG の 下垂体後葉へ の 直接刺激 作用を

報告 した ．しか し Prilusky　 et　 al ．16 ）は ラ ッ ト に

PGF 、 α を腹腔内投与 し，射乳作用が減少 したた め

下垂体後葉 へ の 直接抑制作用 を報告 し ， 矛盾す る

結果 と な つ て い る．本実験で は PGF2 α の 添加培

地 で OT 分泌の 増加結果を得て お り，促進的作用

機序 の 可能性が 考察 された ．

　PGD2 は 早石
3）に よ る と ラ ッ トの 中枢神経，と く

に下垂体，視床下部 に 多 く分布す る こ とが報告 さ

れて い る．これ に 伴 い PGD
，
の 合成 酵素お よび分

解酵素 の 分布 も多 く，OT 分泌機序 へ の 関与 が考

慮 され た ．Arisawa6 ）は ラ ッ ト 下垂体前葉を PGD2

添加培地 に 作用 さ せ る と
，

LH
，
　 FSH の 放 出が増

加 す る こ とを報告し て い る．し か し，本実験系で

は PGD2 添加に よ る HNC か ら の OT 放 出 に 対す

る影響は 認 め られなか つ た ．PGD2 の 分布 に種族

差がある の か ，また前葉，後葉に 作用機序の 相違

があ る の か な お検討が 必要 と思わ れ る．

　神経伝達物質 と し て 注 目され て い る brain　 gut

peptide は 数多 くの ペ プ チ ドが発見 され
，
　OT の 分

泌機序 に関 して 何 らか の 関与を示 す も の と予想 さ

れた ．CCK は 中枢神経系に お い て 免疫組織学的研

究が行わ れ，イ ヌ の 室傍核，視索上核で CCK ，　OT

共存 ニ ュ
ー

ロ ン が証 明され て い る
12 ）． こ れ は OT

分泌 機序 に お け る CCK の 関連 を示 唆 す る もの

の
， 本実験 で は 有意差を得 る に い た らな か つ た ．

共存 ＝ ユ
ー

卩 ソ が刺激的作用な の か 抑制的作用な

の か，また両者を兼ね備 えて い る もの か ，なお検

討が必 要と思 わ れ る．

　Gastrinに 関 し て も，
　 OT 分泌 の 変化 は み られ

ず，関与の 低 い こ とが考 え られ た．VIP は 大脳皮

質を は じめ
， 脳内に広 く分布し て い る． と くに ，

視交叉上 核で は VIP 陽性細胞 が 密集 し て お り ，

VIP 陽性細胞体 と室傍核 と に 連絡 の あ る こ と も

報告 されて い る
17）．本実験系で もOT 分泌 にK す

る VIP の 関与 は 強 く， 濃度依存的な分泌増加を示

し た ．こ れは VIP の OT 分泌機序 へ の 関与 を強 く

示 唆 し て い る もの と考 え られ る．Ottesenエ5）は

female　rat の i碩静脈 Vc　VIP を注入し
，
　OT

，
　Vaso・

pressin の 血 中濃度 を測定 した と こ ろ ， 上 昇 した こ

とを報告 し て い る ．ま た OT が 腸管 の VIP を増加

させ る と い う報告 もあ り
7）

， OT と VIP の 間に 互

い に 関与 し あ う positive　feedback 的 な機構 の 可

能性が 示唆 された ．

　以一h ，
　HNC へ の 添加 実験 に お い て は ，

　PGF2 α お

よ び VIP に OT 分泌機序 に 関 与す る 可 能性 が認

め られ た．PGD2 ，　 E2お よ び CCK ，　gastrin に っ い

て は positive　dateを得 られなか つ た．しか し ， 生

体 内に お い て ，い ずれの機構が 主た る役割 を演 じ

て い る か は 今後 なお 検 討を要 す る も の と思わ れ
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る ．
一

方 OT は ，前駆 物 質 と も い え る ニ ュー
ロ

フ ィ ジ ン と の 関 連 が強 く ， 今後 モ ル モ ッ ト の

ニ ュ
ーロ フ ィ ジ ン 測定 の 確立等 が

， さ らに 詳し い

OT 放出機構 の 解 明に役立 つ もの と思わ れる，
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