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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

ガラニン(9a㎞n)は,1983年 に 馳kemotoら によってブタ小腸で発見された29個 のアミノ酸か ら

なるポリペプチ ドで,中 枢および末梢神経組織中に多 く含まれる。 このため,視 床下部において,形 態学的

および生理学的な研究が精力的に進められた結果,ga㎞inが 摂食充進作用を持つことや,視 床下部 レベル

で下垂体前葉の成長ホルモン産生細胞(sQmatotrqphs)か らの成長ホルモン(growthhormQne:〈}H)

分泌を制御することなどが明らかにされた。

近年,ga㎞nが ラットやヒトの下垂体前葉にも存在することが明らかになると同時に,ラ ット下垂体前

葉において,ga㎞ 発現のレベルには著しい性差があることや,雌 ではga㎞ の発現および分泌がエス

トロゲン(bstrQgen)に よって調節されていることも示された。しかしながら雄では,雌 におけるestrogen

のようにga㎞n発 現の著 しい変化を誘導する因子が見つかっていないことから,研 究がほとんど進んで

いない。

脊椎動物の情報伝達機構は神経系と内分泌系に大別されるが,パ ラニュー ロン説において示されている

ように,こ れらの系を構成する神経細胞および内分泌細胞では,同 一細胞か ら複数の分泌物が分泌される点

や,分 泌穎粒の形成機序などの点での共通点も多く,発 生学的に一連の細胞として考えることができる。神

経系は内分泌系より発生が早く,単 純な多細胞生物で既に神経系が成立しているのに対し,内 分泌系の機能

は脊椎動物か ら確立する。系統発生学的に見て,生 理活性物質は自己分泌および労分泌により局所因子と

して作用し,発 達の程度が進むにつれてホルモンあるいは神経調節物質 として機能するに至ったものと考

えられる。したがって,神 経ペプチ ドであるga㎞lhは,下 垂体前葉細胞の発生 ・分化過程に密接に関与す

ることが考えられる。

下垂体前葉において,ga㎞nの 放出が副腎皮質刺激ホルモン(oQrtiootropin:ACrH)濃 度によって制

御される一方で,高 濃度のgalaninが 黄体形成ホルモンGuter函nghQrmone:田)分 泌を促進したり,成

長ホルモン放出ホルモン@ro侃hho㎜onerek畑 ㎎hQ㎜one:GHRH)誘 導性のGH分 泌を刺激する。

これ らの結果は,galanin発 現が下垂体前葉ホルモンの影響を受けることを示すと共に,ga㎞inも 下垂体前

葉のホルモン分泌に作用していることを示している。

以上のような背景を踏まえ,本 研究では,主 として雄の下垂体前葉細胞におけるga㎞nの 発現調節機構

を解析することを目的とする。まず,ウ シ下垂体前葉におけるga㎞in陽 性細胞について,形 態学的に同定

する(第2章)。 次に,雄 ラットを用いて,下 垂体前葉におけるga]anlnの 分泌と細胞内局在を形態学的に

同定すると共に,ga㎞n受 容体(9a㎞nr㏄eptor)発 現を検討する(第3章)。 第4章 では,ga㎞n陽

性細胞の個体発生と成長に伴う変化,お よびga㎞n陽 性細胞 に対するステロイ ドホルモンの影響を検討

する。最後に,ga㎞in発 現に対するテス トステロン(testosterone)の 作用機序について,ス テロイ ドホ

ルモン受容体 と細胞内に存在するステロイ ドホルモン変換酵素群の局在を明 らかにし,ga㎞inの 発現調節
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機構について考察する(第5章)。

なお,本研究で用いる実験動物は,「東北大学における動物実験指針」に基づいて使用する。

2富 シ 垂 前 にお1る ガ ーニ ン 目 の 商

ウシやブタをはじめ,家 畜 ド垂体前葉におけるga㎞inの 研究は報告されていない。しかしなが ら,げ

っ歯類では,ga㎞ がGHや プロラクチン 〈brdac亡in:PRL)の 分泌を増強 ずることが示された。GHお

よびPRLの 分泌能は畜肉やミルクの生産に大きく影響 するため,家 畜におけるga㎞ の機能を解析する

ことが重要である。そ こで,本 研究ではウシ下垂体前葉におけるga㎞n陽 性細胞を形態学的に同定する

ことを試みた。

黒毛和種牛の下垂体前葉において,re▽ersepdymerasechainreaction(RトPCR)法 および免疫組織

細胞化学的手法により,g曲 オnmRNA発 現とga㎞n陽 性細胞カミ確認された(図1,2)。Ga㎞n陽 性細

胞の出現割合は,去 勢雄および雌 とも非常に低く,差 は見られなかった(図3)。 二重免疫組織化学的染色

法により,.ウシ下垂体前葉におけるga㎞nは,副 腎皮質刺激ホルモン産生細胞(CQrtiootrophs)に 局在

することが示された(図4)。 一方insituRT-PCR法 により,ga㎞mRNA発 現細胞は,ga㎞in陽 性 』

細胞よりも多く観察された(図5)。

以上から,ウ シ下垂体前葉における去勢雄と雌の比較では,g蜘 陽性細胞の出現割合に,げ っ歯類の

遺伝子発現量の去勢雄 と雌の差に見られるような著 しい性差は観察されなかった。また,ウ シ下垂体前葉

においてga㎞'がcσrticotrophsに 局在することから,ga㎞ 直nの機能としてス トレスに対する恒常性の

維持機能が予測される。Ga㎞inの 機能を検討するためには,ど のような条件でga㎞inが 発現するのか

を明らかにする必要がある。しかしながら,ウ シの雄下垂体前葉において,実 験区を設けて研究を進めるこ

とは困難である。そこで,ラ ット下垂体前葉におけるga㎞n陽 性細胞を同定し,ウ シ下垂体前葉における

ga㎞in陽 性細胞と比較検討すること力泌 要である。

3虫 剛 ・・ 下 垂 前 に お1る ガ ーニ ンB の 百

ラットはウシのモデル動物として必ずしも適当であるとは考えられないが,雄 の下垂体前葉での ・

ga㎞n発 現調節機構を詳細に検討するために,以 下の研究を行った。ラット下垂体前葉においても,

ga㎞in陽1生 細胞に関する形態学的な報告は少ない。このため,ga㎞in陽 性細胞の同定に関しても一定の

見解が得られておらず またga㎞inの 細胞内微細局在も十分に検討されていない。そこで初めに,雄ラッ
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ト下垂体前葉において,免 疫組織細胞化学的にga㎞n陽 性細胞を同定することを試みた。

雄ラット下垂体前葉において,galanin陽 性細胞は下垂体前葉全体に散在的に分布 し,そ の多くは多角形

の形状を呈した(図6)。Galanin陽 性細胞の分布を,下 垂体前葉前背面の,前 部 中央部および外側後部で

数量形態学的に換討した結果,中 央部に最も多く出現することが明 らかとなった(図7)。 次に,ga㎞n陽

性細胞を二重免疫組織化学的染色法で同定したところ,ga㎞nの 大部分がcQrtioDtrophsに 局在すること

が明らかとなった(図8)。 さらに,galaninの 微細局在を二重免疫電子顕微鏡法で検討 したところ,ga㎞n

はcσrtioDtrophsの 分泌顯粒内に局在することが示され 分泌顯粒内での存在様式は,ga㎞nとACrHが

共存する,ga㎞inの みが存在する,お よびAσrHの みが存在する,と いう3種 類の分泌願 粒が認められた

(図9)。 細胞ごとにこれら穎粒型の割合を求めた結果,い ずれの部位に存在するga㎞n陽 性細胞におい

ても共存型穎粒が最も多く存在し,下 垂体前葉の部位によるga㎞n存 在穎粒の構成に差は認め られなか

った(図10)。 また,RFPCR法 による検討から,下垂体前葉におけるga㎞n合 成が示され(図11A),さ

らにinsituhybridization法 によってga㎞nmRNA発 現細胞が,多 角形および卵円形の形状を呈するこ

とが明らかとなった(図12)。 また,下 垂体前葉細胞において,type1お よびtype2のga㎞nreceptor

発現が認められた(図11B)。

以上より,ラ ット下垂体前葉においても,ウ シと同様に,ga㎞inが 下垂体前葉のcσrtiODtrophsで 分泌

されることが示された。このことから,ラ ット下垂体前葉におけるga㎞in陽1生 細胞は,ウ シ下垂体前葉の

ga㎞jn陽1生 細胞でのga㎞in発 現調節を検討するために,使 用できるものと考えられる。また,ラ ット下

垂体前葉 においてga㎞inr㏄eptσr発 現が観察された ことか ら,下 垂体前葉内で局所的に産生された

ga㎞inが 自己分泌および傍分泌的に作用すること力験 く示唆された。なお,galaninは 下垂体前葉におい

て合成 ・放出されることが示されたことか ら,次 章以降,ga㎞ 直n陽 性細胞 を 「ga加n細 胞」と呼ぶ こと

とした。

4富 ガ ーニ ン の に'隔 亦 ヒとス 噛ロ"小 ルモ ン

雌 ラット下垂体前葉において,ga㎞inの 発現はestr(8enの 動態に大きく依存する。このことは,ga㎞

発現には1生差があることを示しているが,ga㎞n発 現に対する雄性ステロイ ド,testcsteroneの 効果を調

べた報告は少ない。しかしなが ら,「 雌雄差がある」ということは 「性ステロイ ドがga㎞in発 現に関与

する」ことを意味すると考えられることから,本 章ではgalanin細 胞に及ぼすtestosteroneの 影響を組織

細胞化学的に詳細に検討した。さらに,前 章で示したように,ga㎞nがAσrHと 同一分泌顯粒に共存した

ことか ら,グ ルココルチコイ ド(91uoooσrtiooid)がga㎞n細 胞に及ぼす影響についても検討した。

まず,ga㎞in細 胞の個体発生の時期を正確に決定するために,胎 児齢14.5「 日から17.5日 までの胎児の,
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外側か ら内側方向卜.39μmお きに切片を作製してg曲 ゴn細 胞およびoσrtioDtrophsの 出現時期を検討

した。また,成 長に伴うga㎞n細 胞およびcorUoDtrqphsの 変化は,cσrtioDtrQphsに 染色性の異なる細

胞が確認されたことから,ミ ラー切片法を用いて細胞レベルでの変化を詳細に検討 した。CorほODtrophsを

A㏄Hの 染倒 生とga㎞nの 存在の有無により,AsGp(へ ㎝{strQ㎎lypcsi伽eandga㎞np(Bit拉e)

細胞,AsGn(AσrHstro㎎lypα …itiveandga㎞nnegative)細 胞,お よびAwGn(A㎝{w副dy

pcsitiveandga㎞nnegative)細 胞の亜型に分類し,さ らにA(:TH陰 性のga㎞n・ 細胞をAnGp(へ σrH

negativeandga㎞ 血pcsitive)細 胞とした(図13)。

雄ラッ ト下垂体前葉において,oortioDtroph∋ は胎児齢15.5日 に初めて出現 し,ga㎞in細 胞は胎児齢

16.5日 に初めて認められた(図14)。 また,成 長に伴うgalanin細 胞の出現割合には有意な変化が観察さ

れなかったものの,減 少傾向を示 した(図15)。 この変化を亜型構成で検討したところ,1週 齢に比べ52

週齢でAsGpl細 胞の割合が減少し,AwGn細 胞の割合が増加 した(図16)。 以上より,ga㎞n細 胞は

cQr亡ioDtrophsよ りも後に発生することから,ga】aninの 合成開始機構とACrHの 合成開始機構とは異なる

と考えられる。

次に,Sprague-E繍ley雄 ラットを使用し,去 勢葬術と副腎除去手術を行い,oσ血oDtrophsで のga㎞in

発現に対するステロイ ドホルモンの影響を検討した。初めに,testosteroneとga㎞in発 現の関係を明ら

かにするために,対 照区[lht],偽 手術区[跡],去 勢区[C)d,お よび去勢+testosterQnepropiQnate投 与区

(50μgtestosteronepropionate/250μlsesameo且/100g体 重)[CxT]の 実験区を設けた。手術は5

週齢で行い,6,12,お よび24日 後に下垂体を採取し七 次に,glucOcO面oQidとgalanin発 現の関係を明

らか とするために,対 照 区[】㎞t],偽 手術 区[So],副 腎除去区[AdX],お よび副腎除去+デ キサメサゾン

(dexamethazone)投 与区[AdX+DEX]を 設けた。10週 齢で手術を行い,1,5,お よび15日 後に下垂体

を採取した。

去勢雄において,ga㎞in細 胞の出現割合は手術後の日数に関わらず減少し,testosterone投 与によって

回復した(図17A)。 しかしながら,oαrtiootrophsの 出現割合は影響を受けなかった(図17B)。 亜型構成

を詳細に検討したところ,AsGp細 胞の割合が減少しAwGn細 胞の割合が増加していることが示された(図

18)。副腎除去によりga㎞n細 胞の出現割合は著しく減少した(図19A)。 副腎除去後における変化は,去

勢の場合とは異な り,cαtioDtroph3もga】anin細 月包と同様の減少を示 し(図19B),そ の亜型構成にもほ

とんど変化は見 られなかった(図20)。

本章では,雄 ラット下垂体前葉において,ga㎞in発 現がtestosteroneに より制御 されることを初めて

示した。同時に,cQrticotrophsにtestosterone反 応性の細胞型が存在することを見い出した(図21)。 副

腎除去においてga㎞in細 胞の出現割合は減少したが,そ の変化は亜型構成の変化を伴わなかった。副腎

除去後のga㎞n細 胞割合の減少は,副 腎除去に伴う副腎皮質ホルモンの著しい減少によるAcrH動 員刺

激,す なわちネガテフィブフィー ドバ ック作用 によるものである。以上よ り,ga㎞in細 胞 に対 して
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testcsteroneが 作用することが示されたことから,そ の作用機序に関してさらなる解析力泌 要である。

第5章 ガラニ ン発現に対するテス トステロン作用機序の解明

ステロイ ドホルモンの作用調節は,ス テロイ ドホルモンの活性化および不活性化と,受 容体発現量によ

って制御されている。これまでtestcsteroneがgalaninの 発現を調節するという報告炉ないことか ら,本

章ではtestosteroneに よるga㎞inの 発現調節系を"htracdnQIQgy(細 胞組織内分泌学)"的 な側面か ら

捉え(図22),oortiootrOphsで のga㎞in発 現に対するtestosteroneの 作用機構を明らかにすることを

試みた。.

材料および実験区の設定は前章と同様に行い 二重免疫組織化学的染隼法によりga㎞n細 胆内でのア

ン ドロゲ ンレセプター(andrQgenr㏄eptQr:AR)お よびエス トロゲンレセプター(estrQgenr㏄eptor:

ER)の 局在を検討した。その結果,galanin細 胞の一部がARとERの 一方あるいは両方を発現することが

明らかとなった(図23,24)。 しかしながら,全ga㎞in細 胞に占める,ARお よびERを 発現するga㎞ 萄n

細胞の割合に,So区 とCx区 での差は見られなかった。次に,R卜PCR法 により,ス テロイ ド変換酵素であ

る5α 一レダクターゼ タイプ1(5α 一reduc鵬etype1:5α 一R1),17β 一ハイ ドロキシステロイ ドデヒド

ロゲナーゼ タイプ1(17β 一hydroxysteroiddehydrQgenasetype1:HSD1),お よびチ トクロームP450

アロマターゼ(cyt㏄hrQmeP450arQmatase:P450arom)の 発現を調べた。その結果,下 垂体前葉にお

いて,HSD1お よびP450aromの 発現を確認 した(図25)。 さらに,P450ammmRNIA発 現をinsitu

、RトPCR法 によって細胞 レベルで調べた結果,全 ての実験区でga㎞n細 胞の多い部位でP450arom

mRNA発 現細胞が多く観察された(図26)。

以上のことから,oQrtiootrophsで のtestcsteroneに よるga㎞n発 現の調節機構 として,(1)

testcsteroneの 直接作用,お よび(2)P450arQmに よりtestosteroneか らエス トラジオール(estradio1)

に変換されたestradiolの 作用が考えられる(図27)。 また,(3)循 環血中のアンドロステ ンジオン

(励cstenedione)がP450aromお よびHSD1の 両酵素により,同 じくestradidへ 変化されること

によって作用する機構も考えられる(図27)。 一方ga㎞in細 胞に存在するARお よびERの 発現には,去

勢に伴う変化は認め られなかった。以上のことから,oσrtioDtrophsで のga㎞jn発 現に対するtestosterone

の主要な作用機序として,下 垂体前葉内でtestosteroneがestrado1へ 変換され このestradiolが 作用す

る機構の存在が示され 雄ラット下垂体前葉におけるintraCdn61Qgy説 によるga㎞ 発現調節機構を立

証した。
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第6章 総合考察

本論文では,雄 の下垂体前葉におけるga㎞in細 胞を組織細胞化学的にoQrtiootrophsで あると同定し

た上で,testcsteroneに よるoQrtiootrophs内 でのga㎞n発i現 調節機構を解析した。本研究では,血 中に

大量にあるホルモンが組織内で活性型に変換されてその場で局所的に作用するという,rmtraαindQgy(細

胞組織内分泌学)」 の概念を持ち込んだ。細胞組織内分泌学的研究では,特 定の細胞が関与し,対 象となる

ホルモン量は微量で,か つ作用範囲も限定的であ ることから,従 来の生化学的検索法では解析が魅灘 であり,

組織細胞化学的な手法と分子生物学的な手技の組合わせによる解析が威力を発揮する。

本研究では,初 めにga㎞in細 胞内にARお よびERが 局在することを証明した。このことから,ARに

対する,testosteroneあ るいはDHrの 直接作用が考えられた。しかしながら,ER陽 性のga㎞n細 胞が

AR陽 性のga㎞n細 胞 よ りも多い ことか ら,testosteroneがP450aromに よってestradiolへ,

androsterEdiQneがP450aromお よびHSD1の 両酵素によりestradio1へ それぞ罰変換されることによ

ってERに 作用し,ga】anin発 現を調節するという,新 たな調節機構の存在を確認することに成功 した。一

方,去 勢によるARお よびER発 現ga㎞n細 胞割合に 変化は観察されなかった。

以上を総合すると,雄 ラット下垂体前葉におけるoσrtiootrophsのga】anin発 現調節因子は,細 胞組織

内分泌学的にtestosteroneか ら変換されたestrQgenで あるという新知見が得られた。ウシ下垂体前葉の

ga㎞n.も,ラ ット下垂体前葉のgabゴnと 同様cσrtioDtrophsに 局在しており,ま たアミノ酸配列の相同

性も高いことなどから,ウ シ下垂体前葉においても,ラ ット下垂体前葉におけるgalanin発 現調節機構と同

様の機構が存在する可能性が考えられる。

`
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【第4章 ガラニン細胞の成長に伴う変化とステロイドホルモンの影響】
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【第5章 ガラニン発現に対するテス トステロン作用機序の解明】一
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図27.ラ ット下垂体前葉におけるgalanin発現の細胞組織内分泌学的制御
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論 文 審 査 結 果 要 旨

ガラニンは,1983年 にブタ小腸で発見 された29個 のアミノ酸からなる脳腸ホルモンの二種であり,視

床下部 レベルで摂食充進作用や下垂体前葉の成長ホルモン分泌促進作用を有する。ラットやヒトの下垂

体前葉にガラニンが存在 し,雌 ではガラニンの発現および分泌がエス トロジェンによって調節されるが

雄のガラニン発現の誘導 ・調節因子が見つかってないことから,下 垂体前葉でのガラこンの役割とその

発現調節機構に関する研究が遅れているのが現状である。

本論文の提出者は,雌 の下垂体前葉での成績を受けて,雄 性ステロイ ドホルモンであるテス トステロ

ンが雄下垂体前葉のガラニン発現調節因子であるとの考えから,細 胞組織内分泌学の概念を持ち込み,

雄下垂体前葉細胞のガラニン発現機構を解析 した。

ガラニンは視床下部において,自 己分泌あるいは傍分泌的に神経細胞に作用することから,下 垂体前

葉でのガラニン産生細胞の同定を試み,ウ シ下垂体前葉でガラニンが副腎皮質刺激ホルモン産生細胞で

産生 されることを、二重免疫染色法とinsituRT-PCR法 により,初 めて証明した。また,雄 ラットの下

垂体前葉でも,ガ ラニン産生細胞は副腎皮質刺激ホルモン産生細胞であり,分 泌穎粒内に局在すること

を二重免疫電子顕微鏡法で明らかにした。さらに,前 葉細胞で,タ イプ1と タイプ2の ガラニンレセプ

ター発現を認め,副 腎皮質刺激ホルモン産生細胞で産生されたガラニンが自己分泌および傍分泌的に前

葉細胞に作用することを示 した。

ガラニン産生細胞が副腎皮質刺激ホルモン産生細胞であったことか ら,去 勢雄ラットで副腎皮質刺激

ホルモ ン産生細胞でのガラニン発現に対するテス トステロンの影響を調べ,ガ ラニン陽性細胞の出現割

合は去勢後に減少 し,1テス トステロン投与によって回復することを確認 した。このことから,一雄ラット

下垂体前葉の副腎皮質刺激ホルモン産生細胞において,ガ ラニン発現がテス トステロンにより制御 され

ることを初めて明らかにした。

そこで,テ ス トステロンによるガラニンの発現調節機構の本質を探るべ く,細 胞組織内分泌学的に解

析 し,雄 下垂体前葉でステロイ ド変換酵素である17β一ハイ ドロキシ脱水素酵素タイプ1と チ トクロー

ムP450ア ロマターゼの発現をRT_PCR法 とinsituRT_PCR法 で確認 した。さらに,ガ ラニン産生細胞

でアンドロジェンレセプターとエス トロジェンレセプターが発現することを明らかにした・このことから,

雄ラット下垂体前葉の副腎皮質刺激ホルモン産生細胞のガラニン発現調節因子は,テ ス トステロンから

変換されたエス トロジェンであるという新知.見を得た。

以上,本 論文は細胞組織内分泌学的に細胞内で肇換を受けたステロイドホルモンがガラニン発現を調

節することを証明した。このことは,下 垂体前葉細胞の機能分化に新たな研究展開を提示するものであり,

高 く評価される。よって,審 査員一同は,こ れを博士 儂 学)の 学位を授与するに値するものと判定 した。
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