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序論

ラットの脳下垂体前葉には数種類のペプチ ド性 の刺激 ホルモ ン産生細

胞が存在 しているo それ らの細胞は､魚類､両生類､僅虫類および鳥類

などにみ られ るよ うに特定 の郡域に局在することな く､他 の晒乳顎 と同

様に前莞全体 に混在 している (図1) (1)｡ これ らの細胞 の うち､ プロ

ラクチン(PRL)産生細胞 と成長ホルモ ン(GH)産生細胞 は､共 にエ リスロシ

ンや フロキ シンな どの酸性色素 によ く染 まる好酸性細胞であり (2) ､産

生す るホルモ ンの分子量やア ミノ酸配列 などの化学構造 も類似 して いる

ことがよ く知 られ､脊椎動物の進化の過程で､共通の祖先 ペプチ ド分千

か ら派生 したのではないか と考 えられている (3)｡ さらに､PRLとGHの

両方 を含んだ細胞 の存在 も､超微形態学的技法や生化学的技法 によ り認

め られていることか らも (2,4､5､6､7,8､9､10)､PRL産生細胞 とGH産生細

胞 との問の密接な関係が想定 されている｡

これまでに も､ この二種類のホルモ ン産生細胞 の関係について研究 さ

れているが (4､7､8)､それ らはいずれも胎仔 や新生仔 など発生 籾期の動

物を実験材料 に使 った研究であ る｡ この時期 の脳下垂体前葉のホルモン

産生細胞 は､幹細胞か らホルモ ン産生細胞への変換期 にあた り､細胞 自

身が特殊 な状態にあるため (3､11､12)､得 られた実験結果 をそのまま若

齢､中年齢､老齢の ラッ トの成熟 したホルモ ン産生細胞 に当てはめて考

えることはで きない｡

ラットでは､老齢になると血中pRL濃度 が増加す るという報告や (13､

14､15.16､17､18)､脳下垂体前葉細胞 の中でPRL産生細胞の占め る割 合が

増加す るとい う報告がある (13､19)｡ しか し､PRL産生細胞が全脳下垂

体前葉細胞中 に占める相対数の増加 を､ そのまま細胞 の絶対数 の増加 と

みなす ことはで きない｡最近､ い くつかのホルモ ンを含めたあ る種の隻
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みなす ことはできない ｡最近､ いくつかのホルモ ンを含めたあ る種の坐

理活性物質や脳ペプチ ドが､脳下垂体 ホルモ ンの合成 や放出に関与する

だけでな く､invivo(20､21､22.23)やinvitro(5､24､25.26､27)で､

ホルモン産生細胞 の増殖を促進 した り抑制 した りすることも報告 されて

いる｡

そ こで､本研究ではラッ トを用いて､ まず､invivoで脳下垂体前葉の

PRL産生細胞 とGH産生細胞の実数が､加齢 と共 にどのよ うに変動 している

のかを調べ､次 ぎに､ この変動が何 に起因す るのか､すなわち､細胞分

裂による変動 なのか､ あるいは､PRL産生細胞 とGJl産生細胞 との間の細胞

機能 の表現型 の移行 一一ある産生細胞が他 の産生細胞へ と変化す ること-
■

による変動なのかを明 らかにす るために､各生理活性物質 に対するPRL

産生細胞 およびGH産生細胞 の細胞増殖応答の差 に着 冒 し､脳下垂体前苧

細胞 の初代培養実験 によりinvitroでの解析 を行 った｡



工 _ イ固 体 レ ベ ノレ で の 研 究

I. 1 緒言

ラットの血中PRL濃度が加齢に伴い増加す ることについては､既にい く

つかの研究報告がある (13､14､15､16､17)｡ しか しなが ら､ これ らの報

告はいずれ もPRL濃度を月齢毎にまとめた平均値 と して表 しているために､

実際に各個体 のPRL濃度 の径齢的な変動が どの程度であ ったかわか らない｡

多 くの研究結果は､老齢 ラッ トのPRL濃度 の平均値が若齢 ラッ トに比 べ上

昇す ると共 に､標準偏差 も非常 に大 きくなることを示 している (13､14､

15､16､17)｡ この大 きな標準偏差は､老齢 ラッ トにおいて､血rt叩RL濃度

が低 レベルの個体か ら高 レベルの個体 まで幅広 く分布 していることを/f

唆 している｡

これまでの ところ､電子顎微鏡による観察か ら､若齢 ラッ トのPRL産生

細胞 と老齢 ラッ トのPRL細胞 の間には､超微形態学的に差異が存在す るこ

とが報告 されてお り (13)､ これ も､PRL産生細胞 の生理機能面 に加齢 に

伴 う変化が生 じていることが予想 され る｡

PRL産生細胞 とGH産生細胞 は相互によく似た組織化学的性質を持っ こと

や､ それ らの細胞が産生す る両 ホルモ ンの化学構造 も頬似 していること､

またPRLとGHの両方を含んだホルモ ン産生細胞 の存在 も認め られているこ

となど､両ホルモ ン産生細胞の生理機能面での密接な関係が推測 されて

いる｡ そ こで､本研究では先ず､若齢､中年齢か ら老齢 までの各月齢の

ラッ トを､個体毎 に血中pRL濃度 を測定 し､ また､ これに併行 してPRL産

生細胞の超微形態学的観察 も行 い､ この両者 の関係について､個休毎に

比較 しなが ら検討 を行 った｡次いで､各 ラッ トの血中pRL濃度 の高低 とG
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lE産生細胞 の超微形態像 との問にどのような関連がみ られるのか とい う点

について調べた｡更 に､脳下垂体前葉の中に占め るPRI.産生細胞数 とGH産

生細胞数の関係について も研究を行 った｡



I.2 血中PRL濃度の加齢変化

材料 および方法

動物

実験には､雄の場合は､3.6,7.8.9,10,ll.12.14,16.18.19,23.24,27.

28.29.32カ月齢､雌の場合は､3,4,5.6,7.8.9.10.ll.12.13.16.19.21.

22.23,24.25,26,28.29.30,32カ月齢のウィスク一系の ラッ トを用 いた｡

これ らの動物 は東京都老人総合研究所の実験動物施設で繁殖および飼育

されたものである｡動物の飼育室は温度22℃に保たれ､明12時間､暗12

時間の明暗周期 (明斯 ;6:00-18:00､時期 ;18:00-6:00)を維持 された

状態で管理 されていた｡ 1つのケー ジ内に同腹､同性の動物 を3個体収容

し､水道水および固形試料 (cRF~1=日本チャールス ･リバ-)を自由戸

取の条件下で飼育 した｡

ラジオイムノアッセイ (EIA)

ラットを飼育室内か ら実験室 に10:00-12:00の問に移 した後､ エーテル

で軽 く迅速に麻酔 し､断頭により採血 した｡ この際､血液凝固を防 ぐた

めに､ヘパ リンを壁面 に塗布 した試験管を用 いた｡ これ ら一連 の作業は

2分以内に終了 したo採血 と同時に脳下垂体の状態を確認 し､明 らかに脳

下垂体腫虜を持っと思われる個体については実験から除外 した｡血液は

1000xg､10分間の遠心 により血球分画と血祭分画 とに分離 し､血焚分画

を凍結保存用サンプルチューブ (samplingtube,1･Sml:BioBic)に入

れ､液体窒素中ですばや く凍結 した後､一70℃の超低温冷凍庫内で保存 し

たo その後､血祭試料を室温で融解 し､NlADDK(NationalInstitute

of A r t hri ti s , Diabete s･ Di g e s ti v eDiseas es and Kidney: Be thcsda.
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U.S.A.)より供与をうけた ラッ トPRL測定キ ッ ト (NlADDK-ant卜rPRL~

S-9､NTADDK-rPRL-RP13)､ -2E･t標識r】)RL(MEN)および第二抗体 (抗 ウ

サ 引 gG,fl+L鎖 ‥MBL)を用 いてRIAを行い､ 7･カウンター (AutoWell

Gammasystem,ARC-300:Aloka)により測定 し､血中PRL塁 を貸出 した｡

統計処理

雌雄の ラッ ト間で､PRL濃度の高低 に有意な差が認め られ るか どうかを

調べるために､2試料 x '-'検定法を用 いて解析 を行 った｡

結果

雄 ラッ トの場合､血中PRl一濃度 は若齢 (14カ月齢未満)と中年齢 (14カ

月齢以上24カ月齢未満)では殆 どの個体が､血矩Iml当 り5~40ngの範甲の

値であった｡ しか し､老齢 (24カ月齢以上) にな ると個体間の血中PRL濃

度のばらつきが非常 に大 きくな り､若齢､中年齢 と同様に5-ヰong/mlの個

体が依然 として多いが､40ng/mlを越 える個体 も出現 し､100ng/mlを越 え

る個体 もあらわれた｡ (図2)

嘩 ラッ トの場合､血中pRL濃度 は若齢では5-70ng/mlの範囲であ り､雄

のラットよりも広 い範囲に分散 していた｡ しか し､中年齢になると70ng/

mlに達す るよ うな個休はみ られな くなり､雄 ラッ トの中年齢 と同様 のPR

L濃度 とな った｡老齢 ラッ トでは､雄の場合以上に個体問のば らつ きが大

きくなり､若齢､中年齢 と同 じPRL濃度の個体 もみ られたが､70!1g/mlを

越える個体､ さらには､100ng/mlを越える個体 もあらわれ るよ うになっ

た (図3)｡ また､高pRL濃度の個体があ らわれ る頻度 を､ I-'検定 により

検討 してみると､雌の方が雄よ りも高いことがわか った (有意水準 ‥pく

0.05)｡
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考案

RHにより測定 したラッ トの血中pRL濃度は､雌雄の若齢､中年齢 とも

に今 までに報告 されている値 と-致 した (13､14､15､16､17)a

若齢の雌 ラットは同齢の雄に比べ､PRL濃度 の振れ幅が大 きか ったが､

中年齢になると雌のPRL濃度 は雄 と同様に40ng/ml以上を示す個体がな く

なることがわか った｡ これは､若齢では規則的な発情周期 に伴 いPRL濃度

が大 きく変動す るのに対 し､中年齢 になると発情周期 の規則性が不 明瞭

になるために､PRL濃度 も70ng/Tnl程度 にまで高 まる個体はみ られな くな

ると思われる｡

老齢になると､雌雄 とも非常 に高 いPRL濃度 を示す個体が現れ るよ うに

なった｡ しか しなが ら､全ての個体が高濃度 を示 したのではな く､依輿

として若齢､中年齢 と同程度 のPRL濃度にとどまる個体 も存在 していた｡
∫

老齢の雄 ラッ トでは系統により血中pRL濃度が上昇す るとい う報告 (14､

15､16)と上昇 しないとい う報告 (13)がある｡ このよ うに ラッ トの場合､

血中pRL濃度は動物 の系統間で遅 いがあることが知 られているが､本研究

で使用 したウィスク一系 ラッ トは､雌雄 ともに加齢に伴 い上昇す ること

がわかったo高PRL濃度 の個体があ らわれる頻度を雌雄の ラッ ト間で比べ

てみると､有意水準5%で雌の方が高か ったo この有意水準 は､検定す る

個体の数を多 くす ることにより､ さらに小 さくす ることができると思わ

れる｡

本研究では､肉眼による観察で脳下垂体腫癌が認め られた個体の試料

はすべて排除 したが､血中pRL濃度が100ng/mlを越 えるよ うな高濃度 の個

酎 こ､一般的な観察では見逃す ほどの小 さなpRL産生腫癌やPRLを多 く産

生 ･放出す る細胞群 -これは､前癌段階 とも考え られ るが - が存在 し

ていた可能性 も考 えられるo実際､ この系統 のラットでは老齢 にな ると
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1/3以上の個体にPRL産生腫場が発生す ることが報告 されている (28)0

そこで､微小 な腫煩の存在を確認す るためには､脳下垂体前葉 のPRL産生

細胞 について､組織化学や細胞化学的見地か らの解析 を行 うことが必翠

であ り､それ らの点を考慮 にいれて次の研究を行 った｡
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I.3 脳下垂体前要 におけるPRL産生細胞およびGn産生細胞の加齢変化

材料 および方法

動物

血中PRL濃度 の測定用 の採血と同時に電子顕微鏡観察用の試料 として､

い くつかの個体の脳下垂体前葉を固定 した｡ また､その固定試料を用い

て､脳下垂体前葉の重量 も測定 した｡

免疫細胞化学 (図4)

ラット脳下垂体をKarnovsky法 に したが ってパ ラフ*ルムアルデ ヒ ド

(Paraformaldehyde:TAAB)-グルタルアルデ ヒ ド (Gultaraldehyde:

TAAB)の混合固定液により1日間､1次固定を したo この際､細胞内のPF
LとGIIの抗原性 を維持す るために､ グルタールアルデ ヒ ドを原法 より低濃

度に して､1%濃度で使用 した｡PRL産生細胞 およびGII産生細胞 は脳下垂体

前葉 に分散 しているが､ある程度の局在が考え られるため､M.C,Pooleお

よびF.M.Perezの方法 (29､30)の変法 により､脳下垂体か ら中薫および

後葉部分を除いた後､脳下垂体前葉 を正中線 にそ って半切 し､その半切

部をさらに6つの小片に切 り分け､ あ らためて1%オス ミウム酸 (osmium

[VIIH-oxid‥Merck)で1時間､2次固定を した｡ 固定が完了 した試料を

アルコール系列およびプロ ピレンオキサ イ ドによ り脱水 した後､ エポ辛

シ樹脂 (Quetoト812:日新EM)に包埋 した｡

重合により硬化 した試料か ら超薄切片を作成 し､ それをニッケル グ リ

ッド (VecoGrid,Ni200‥NisshinEM)上に貼っけ実験に用 いた｡飽和

メタ過 ヨウ素酸ナ トリウム (SodiumMetaperiodate:和光純薬)の飽和

水溶液と過酸化水素水 (三菱瓦斯化学)によ り切片か らの脱樹脂 を行 っ
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た｡ この操作により､切片表面 はエ ッチ ングされ､免疫電朗のための玩

原 と抗体の反応がよりスムーズとな ったo

免疫細胞化学用の抗血清 (RabbitAnti-ratprolactinserum[HAC-

RT26-01RBP85]､RabbitAnti-ratgrowthhormoneserum[HAC-RT2510卜

RBP85]こ群馬大学内分泌研究所)を使用 し､脱樹脂を した超薄切片上で

1次反応 させた後､Frensの金 コロイ ド法 にしたが って作成 した金 コロイ

ド標識第2抗体 (抗体部分 -抗 ウサギIgG､Ⅰ川,鎖 ‥MBL)を2次反応 させ､

処理を行 った｡ また､金 コロイ ドの検出を容易 にす るため､電子染色は

酢酸 ウラニルのみとし､電子顕微鏡 (JEM-loos:JEOL)により観察を行

った ｡

電子細微範観察

脳下垂体前葉の6つの小片すべての試料 について､100か ら200個程度 の

超微形態学的にホルモ ン産生細胞 と思われる細胞 一分泌靭粒の存在が認

められた細胞 -だけを無作為 に選び出 し､免疫電顕法 によ り金 コロイ ド

粒子が明確 に付着 しているPRL産生細胞およびGrl産生細胞 と､ そ うでない

細胞 とに選別 した｡ これを もとに､脳下垂体前葉 のホルモ ン産生細胞の

うち､PRL産生細胞 およびGH産生細胞 の占有す る割合を調べた｡ そ して､

各個体の血中pRL濃度の結果 と電子顕微鏡観察の結果 とを対比 させて解析

した｡

統計処理

脳下垂体前葉重量 とPRL産生細胞 およびGtI産生細胞の脳下垂体前葉細胞

に対する占有率の有意差を検定す るために､t-検定法 として､C｡｡hran-

Cox法を用いた｡
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結果

脳下垂体重畳

脳下垂体前葉の重量 は､若齢および中年齢 ラッ トに対 し老齢 ラッ トで

有意 に増加 していた (pく0･01)o この傾向は雌雄 ともに認 められた｡ し

か し､若齢 と中年齢の ラッ トの間には､有意な脳下垂体重量の増減 は吃

か った｡ また､若齢および中年齢 ラッ トでは､ ともに脳下垂体重量 の辛

均値 は､雄 ラットのほうが雌 ラットを上回 っていたが､統計的 には有意

な差ではなか った (図5)｡

電顕免疫細胞化学 による観察

(1)脳下垂体前葉細胞

ラット脳下垂体前葉細胞 には､超微形態学的観察により､数憧草のホ∫
ルモ ン産生細胞が混在 していることがわか った｡ これは､雌雄 いずれの

ラッ トの若齢､中年齢および老齢で も同様な結果であ った｡ また､脳下

垂体前葉内のホルモン産生細胞 とそれ以外の細胞 一繊維芽細胞 や血管内

皮細胞など- の割合を比較 してみると､雌雄間において も､若齢､中年

齢および老齢問において も､形態学的に著 しい変化は認め られなか った

(図6､図7)0

(2)PIZL産生細胞

ラットのPRL産生細胞 は粗面小胞体やゴルジ装置の発達度合 と分泌顎粒

の大 きさや形状によりPl(粗面小胞体やゴル ジ装置の発達度合 は悪 く､

分泌額粒の直径は100-150nm､数 は少 ない)､PIl(粗面小胞休やゴルジ

装置の発達度合は中程度で､分泌顕粒 は球形 あるいは楕円球形 で径 は25

0-350mmで中形)､PIII(粗面小胞体やゴル ジ装置 は非常によ く発達 し､
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図 6

脊 ヰ:椅 rT I .ず'･

若齢雄 ラッ トの脳下垂体前葉細胞

分泌顕粒 な どの微細構造 か ら､数種類 のホルモ ン産生細胞 に

分類で きる.

x4000､ スケールは2〃m
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図7老齢雄ラットの脳下垂体前葉細胞

分泌頼粒などの微細構造から
､
数種類のホルモン産生細胞に

分類できる｡

x4000､ス
ケールは2〟m
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多重の層構造がみ られ､分泌頬粒は大形不整型で長径は550-1000nm､数

も豊富でありエクソサイ トー シス像 も観察 される)の3タイプに大別で き

た (図8)｡ そ して､ これ らの3タイプのPRL産生細胞 は､雌雄 ともに､す

べての月齢の ラッ トの脳下垂体前葉で確認で きた｡PIとPllの中間タイプ

のPRL産生細胞がい くつか存在 したので､本研究ではPlとPHは同 じタイ

プの細胞 としてあつか うことに した｡

雄 ラッ トの場合､若齢では､脳下垂体前葉 のホルモ ン産生細胞 に対す

るPRL産生細胞 の占める割合は平均す るとおよそ35%であり､ この値 と血

中PRL濃度 との間には関係が認め られなか った｡中年齢では､血中pRL量

とPRL産生細胞 の占める割合 との間に相関関係がみ られ､血中PRL濃度が

40ng/ml以上の個休では40ng/ml未満 の個体に比べ､PRL産生細胞 の占める

割合が増加 していた (図9)｡ また､PRL産生細胞 の占める割合 は､血中

PRL濃度の高い個体 (20ng/ml以上) と低 い個体 (20ng/ml未満) との間に

違いは認め られなか ったが､PRL産生細胞 の3タイプの比率 には変化がみ

られ､PRL濃度が高 い個体ではPIHの細胞 の占める割合が有意 に高 く(p〈

0.05)､一方､低い個体ではPI､PIIの占める割合が有意に高い (p〈0.05)

ことがわかった (図10)0

老齢では､血中pRL濃度 とPRL産生細胞 の占める割合 との問には相関関

係がみられ､PRL濃度が10ng/ml以下の個体では若齢､中年齢の同PRL濃度

の個体と同 じく､PRL産生細胞の占有率は40%以下であ ったが､PRL濃度の

上昇 と共 にPRL産生細胞 の占有率 も増加 し､PRL濃度が40ng/ml以上の個体

では､占有率 はすべて60%以上であった (図9) ｡ 老齢 ラッ トのタイプ別

PRL産生細胞の占有率は､若齢､中年齢に比べ､PI､PI】が有意 に増加 し

ていた (p〈0･01)o また､高pRL濃度 (20ng/ml以上)の個休での､PI､

Ptlの占有率の増加の方が､低PRL濃度 (20ng/ml未満)の個体での増加 よ
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図 8 3タイプのPRL産生細胞

A ..PJ

B:PII

C :P=Ⅰ､矢印は開 口分泌像 を示す｡

PRL産生細胞の分泌額粒上 に金 コロイ ドが付着す る｡

～:核､M:ミトコン ドリア､ER:粗面小胞体､G:ゴル ジ装 置

XIOOOO､ スケールは1〟m
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図 9 雄 ラ ッ トPRL産生細胞の占有率 と血中PRL濃度 との関係

マークは脳下垂体前葉のホルモン産生細胞 に対 しPRL産生細胞

の占有する割合を示す｡
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りも著 しか った (P〈0･01)o Lか し､PI日の占有率は､高低いずれのPR

L濃度の場合で も､若齢､中年齢 と比べて も増減は認め られなか った (図

10)0P‖Ⅰの微細構造 を検討 してみ ると､若齢､中年齢で は､ ゴル ジ装

置や粗面小胞体が良 く発達 し､ ホルモ ンの合成および放出が活発な像を

示 したのに対 し､老齢では､若齢､中年齢に比べ不活発な像が観察 され

た (図11)｡ また､ どの個体のPRL産生細胞 の超微形態像か らも､微小 な

pRL腫癖は観察 されなか った｡

雌 ラッ トの場合､若齢および中年齢のP礼産生細胞の占め る割合は､

50%を越える個体が多か ったが､血中pRL濃度 とPRL産生細胞 の占める割合

との間には相関関係は認め られなか った (図12)｡ またPRL産生細胞 の占

有率は､雄の同年齢の占有率に比べ明 らかに高か った (pく0.01)｡ この

時､pRL濃度が40ng/mlを越 える高PRL濃度 の個体ではそれ以下の個体 に匹

べ､PIIIの細胞が多 くみられた (pく0.01)｡一方､低PRL濃度の個体では

Pl､PIlの割合が高濃度の個体に比べ有意 に高 くな っていた (p〈0.01)

(図13)｡

老齢になると､高PRT.濃度 の個体ではPRL産生細胞の占め る割合は80%近

くにも達 し (図12)､ また､PI､P日は高磯度 の若齢および中年齢個体に

比べて増加 し､PIIlも同程度の割合であ った (図13)｡ しか し､PIllの

形状はゴルジ装置や粗面小胞体 の発達度 合あるいは分泌親柱の量 はいず

れも､若齢､中年齢の ものに比べると劣 っていたO 低PRL濃度 の個体での

PRL産生細胞の占める割合は､若齢､中年齢に比べて も､ ほとん ど差 は認

められなか った (図12)｡ また､PRL産生細胞 のタイプを若齢､中年齢の

低pRL濃度の個体 と比べてみると､P川 タイプの増加がみ られたが (図

13)､やはり､ これ も高PRL濃度 の場合 と同様 に不活発 なゴル ジ装置や粗

面小胞体および分泌顕粒像 を示 していた.
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(3)G]産生細胞

ラッ トのGH産生細胞を､粗面小胞体やゴル ジ装置の発達度合 と分泌額

粒の大 きさによりGl(粗面小胞体や ゴル ジ装置の発達度 合は悪 く､分泌

額粒 の直径は150-250nmで数 は少 ない)､GIl(粗面小胞体やゴル ジ装置

の発達度合は良 く､分泌取払の径は300-400nTnで中形､数 も豊富)の2つ

のタイプに大別 した (図14)｡ これ らの2タイプの細胞 は実験 に使用 した

すべての個体の脳下垂体前葉 において観察で きた｡

若齢および中年齢の ラッ トでは､雌雄 ともに脳下垂体前葉のホルモン

産生細胞 の うちおよそ30%を占め (図15､16)､ また､ ホルモ ンの合成 お

よび放出の盛んなGIl像が多 くみ られた (図17) ｡ 一方､老齢ではGH産生

細胞 の割合の平均値 は20%以下 とな り (図15､16)､細胞の働 きの活発な

GII像 は減少 していた (図17) ｡血中pRL濃度 とGH産生細胞 との問には､

著 しい相関関係は認め られなか ったが､100ng/mlを越 えるような高pRL濃

度の個体ではGH産生細胞の占める割合は10%以下であることがわか った｡

脳下垂体前葉内の全 ホルモ ン産生細胞 に封す るPRL産生細胞およびGH産

生細胞の占め る割合を各個体毎 に調べてみると､雌雄 ともに､両細胞の

間には明かな負の相関関係が認 め られた (雄 :y--0.97x+74.0､ 雌 :

yニー0.75x+73.3) (図18､19)0

考察

ラッ ト脳下垂体前葉 は若齢､中年齢に比べ老齢で､雌雄 とも重畳 の堰

加が認め られた｡ この結果 は､他の研究者の報告 と一致す る (19)｡ し

か し､脳下垂体重量 においては､本研究の結果の方が低 い値を示 した0

この原因 として､本研究では脳下垂体を電子顕微鏡観察 に も用 いたため

に､細胞 の微細構造および抗原性の維持 のための化学的固定後 に､重量
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図 14 2タイプのGH産生細胞

A :GL

B :GII

GH産生細胞の分泌額粒上 に金 コロイ ドが付着す る｡

N･･核､M‥ミトコン ドリア､ER:粗面小胞体､G:ゴル ジ装 置

XIOOOO､ スケ ール は1〟m
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図 1 5 雄 ラ ッ トGH産生細胞 の占有率 と血中pRL濃度 との関係

マークは脳下垂体前葉のホルモン産生細胞 に対 しGII産生細

胞 の占有す る割合を示す｡
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測定を行 ったが､他の研究 (19)では､固定 していない生の脳下垂体の

重量 の測定値であるために異な ったと考 えられる｡ あるいは､研究に描

いた ラッ トの系統 の相違か も知れない｡

形態学的には､脳下垂体前葉の構成細胞の体積やホルモ ン産生細胞 と

その他の細胞の占める割合には､若齢､中年齢および老齢の問で著 しい

変化 はみ られなか った｡ このことと､脳下垂体重量の加齢による増加と

を考 えあわせ ると､脳下垂体前葉のホルモン産生細胞 は､老齢 になると､

ある程度 は細胞数が増加す ると考え られ る｡ しか しなが ら､その増加翠

は本研究 の結果だけか らは正確 にはわか らない｡

脳下垂体前葉のPRL産生細胞のタイプ分 けは既に報告 されてお り､本研

究の結果 と同様に､PRL産生細胞 については3タイプ (31.32)､GH産生細

胞については2タイプ (31)が確認 されている｡本研究で､加齢 とPRL産

生細胞およびGH産生細胞の関係 について調べた結果､若齢および中年齢

では､血中PRL濃度 と脳下垂体前葉のホルモ ン産生細胞 に対す るPRL産生

細胞の占有率 との問に相関関係 は認め られなかったが､血中PRL濃度 とP

RL産生細胞のタイプの間には関係が存在するように思われた｡すなわち､

血中PRL濃度が高い個体では､形態学的に細胞の生理活性の高いPIIIの細

胞が増加 していることがわか った. この血中pRL濃度の増加 はPRL産生細

胞の活発 なホルモ ンの合成 と放出によるものであると考え られ る｡一方､

老齢でのPRL濃度の増加 は､PRL産生細胞 占める割合がPRL濃度の非常 に高

い個体で増加 しており､また､若齢 および中年齢 に比べて ホルモ ンの合

成や放出が不活発 な細胞像を示すことか ら､PR】.産生細胞の活発 な活動の

結果 とい うよりは､む しろP礼細胞数の増加によるものであろうと思 われ

る｡ また､加齢によるPRL産生細胞の増殖 も報誓 されている (13､19)0

以上 の結果は､中年齢期 と老齢期の境 と考え られる24カ月齢前後を分岐
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点 と して､ ラッ ト脳下垂休前葉 のPRL産生細胞 が機能の面で変化 を起 こし

ていることを示唆 している｡

GH産生細胞 の占める割合 は若齢か ら中年齢､ さらに老齢へと移 るに し

たが って減少す る傾向がみ られた｡ そ して､ この現象 は雌雄 ともに同描

であ った｡他の研究者 の報告では､G11産生細胞の脳下垂体前葉 に占める

割合 には雌雄差が認め られたと しているが (19.20､21)､ これ らの研究

報告 に使用 された ラッ トはすべて4カ月齢以下である｡--･方､本研究で使

用 した ラッ トは最 も若齢の ラッ トで も3カ月齢であ り､研究 には主に6カ

月齢以降の個体を多数使用 した｡ この ラットの月齢の違 いが､若 い成良

期の成長 の差 に伴 うGH産生細胞 の占有率 の雌雄差が､本研究で認め られ

なか った原因 と思われ る｡ あるいは､実験に使用 した ラッ トの系統の違

いによることや､GHの抗原性やGH抗体の特異性 に何 らかの問題があ った

ことも考 え られる｡ ところで､本研究 により､老齢 ラッ トではホルモン

産生細胞 の数がある程度増加す ることがわか ったが､ この細胞数の増価

とGH産生細胞 の占有率 の減少 とを組 み合わせて考 えてみると､老齢 ラッ

トのGll産生細胞の数 は増減がないか､ あるいは多少減少 しているものと

考 え られ る｡

老齢 ラッ トの うち､PRL産生細胞の占有率の高 い個体では､PRL産生細

胞 とGH産生細胞の占め る割合を合計す ると100%近 くになる個体 も存在 し

た｡以前 か らPRLとGHの両方 のホルモ ンを産生 している細胞 の存在が知 ら

れているが (2､4､5､6､7､8､9､10)､ この細胞 の隣接切片に対 し､PRL抗体

とGH抗体 を別 々に使用 して電顕免疫細胞化学処理をす ると､細胞 はどち

らの処理 に対 して も反応 し､-つの細胞がPRL産生細胞であ ると同時 にG

H産生細胞 にもな って しま う｡ そのため､見かけ上､両細胞 の合計が100

%近 くにな った とも考え られ る｡ しか し､ このような両 ホルモ ンを産生す
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る細胞は全細胞の5%以下という報告が主であ り (5､6､8)､占有率に大 き

な変動を与えることはないと思われる｡ また､GH産生細胞がGHとPRLを産

生す る細胞を経てPRL産生細胞に変化す るとい うinvitroでの報告がある

(33､34)｡ しか し､本研究で､老齢 ラッ トでは脳下垂体前葉のホルモ ン

産生細胞 の数が増加す ることがわか り､その結果から､脳下垂体前葉内

のPRL産生細胞 の占有率の増加は､細胞数の増加によると考 えられる｡
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I. 4 結論

ラッ トでは､各個体問でのPliL産生細胞 の占有率 とGII産生細胞 の占有率

との間に､負 の相関関係の存在が認 め られた｡ また､若齢､中年齢か ら

老齢-と加齢 に伴 い脳下垂体のホルモ ン産生細胞数が増加する中で､PR

L産生細胞 の占有率 は増加 し､一方､Gll産生細胞の占有率は減少すること

もわか った｡ この ことを､細胞数でみると､PRL産生細胞の数は大幅 に増

加 し､GH産生細胞 の数 は増減がないか､ あるいは僅かなが ら減少す るこ

とになる.以上 ことは､GH産生細胞がPRL産生細胞 へと変化す るためPRL

産生細胞 の占有率 は上昇 し､GII産生細胞 の占有率 は低下す るとい うだけ

では説明がつかず､pRL産生細胞が増殖を開始すると､G日産生細胞は細胞

分裂を停止 して しまうとい う関係を示唆 していると思 われ る｡ したがっ

て､ ラッ トでは､老齢 にな り血中PRL濃度が増加す る個体では､中年齢期

か ら老齢期へ移 る時期 に､PRL産生細胞の数を増やす と同時 に､GIl産生細

胞 の増殖 を止めるための何 らかの生理的な機構が働いているものと考え

られ る｡
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工Ⅰ_ 培 養 斉田 月包 レ ベ ノレ の 研 究

Ⅲ.1 緒言

脳下垂休前葉のホルモン産生細胞 は､視床下部 に存在す る生理活性物

質の働きによ り､ホルモンの合成や放出が促進 された り抑制された りす

るなど､細胞 の生理機能が調節 されていることが知 られている｡最近､

ある種の生理活性物質が､脳下垂体前葉のホルモ ン産生細胞の増殖 にら

関与 していることがinvivo(20､21.22､23)およびinvitro(5､24､25､

26､27)の研究か らわか って きた｡前章に示 したinvivoの研究結果か ら､

ラッ トの脳下垂体前葉のPRL産生細胞 に細胞増殖機構が働いて､細胞数が

増加する可能性 と､GH産生細胞の増殖を抑制する機構が存在す る可能性

とが示唆 された｡ そこで､それ らの機構を解明す るために､PRL産生細胞

およびGH産生細胞の生理機能の調節に関与す ると考え られている種々の

生理活性物質の細胞増殖機能 について､脳下垂体前葉か ら壁離 し､in

vitro系に移 した両産生細胞 の初代培養細胞を用いて検討を行 った｡
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Ⅱ.2 PRI.産生細胞およびGⅢ産生細胞の印従 と培養法の碓iJl_

緒言

前章のlnvivo系の研究により得 られた結果を解析す るためには､で き

るだけ他 の種類の細胞が混在せず､ しか も､細胞環境を人為的に制御で

きる単純 なinvitroの系で実験を行 う必要がある. したが って､多種類

の細胞が複雑 に関与 し合 っている脳下垂体をそのまま器官培養す るので

はな く､単一種類 に分離 したPRL産生細胞 およびGH産生細胞 の細胞培養系

を確立す ることが最初 に解決すべき課題である｡現在 のところ､脳下壁

体前葉細胞の培養法は､一定の決まった方法が確立 してお らず､各研究

者 はそれぞれの実験に適 した方法 (21､26､27､35､36､38,39.40､41､42､43､

44､45､46､47､48､49､50)で行 っている｡ また､実験結果の解析法におい

て も､培養細胞の数的変化 については､ 目的 とす る細胞の絶対数の増減

とい うよ りはむ しろ､全体に占める割合の変化 として論 じられているら

のが多いため (10､20,25､27､37､38)､数の変化 と割合の変化 とが混同さ

れて論 じられている傾向がある｡

そ こで､先ず ラット脳下垂休前葉 のPRL産生細胞 およびGH産生細胞 を単

離す る方法､培養に最適な条件を確立 し､次 ぎに培養 した細胞 の数の汁

測 も可能な方法を確立することを試みた｡

材料および方法

動物

実験には8-10カ月齢の雌のウィスク一系ラッ トを用 いた｡ これ らの動

物は温度が22℃に保たれ､室内の明暗周期が明12時間､暗12時間 (明斯

;6:00-18:00､時期 ;18:00-6:00)に維持 されている実験動物施設で､
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自由摂水 および自由摂餌の条件下で飼育 されていた｡ この齢の ラッ トは

脳下垂体が充分に発達 してお り､まだ脳下垂体 にホルモ ン産排.腫癌 の発

生 もほとん ど見 られないことか ら､PRL産生細胞およびGlt産生細胞を効率

よ く多量 に得 るのには適 している｡脳下垂体採取 に際 して､ ラ ノトの発

情周期は考慮せず に行 った｡

脳下垂体前葉鍬胞 のiP従 (図20)

細胞実験 のために､ ラッ トをェーテルで軽 く麻酔 した後､断頭 して速

やか に脳下垂体を摘出 した｡ この脳下垂体を冷や した- ンクス溶液の中

に入れて､脳下垂体の中葉 および後葉を除去 し､一定数の脳下垂体前葉

を集 めるまで一時的に冷却保存 した後､ ク リ- ンベンチ内に移 して実験

を継続 した｡

培養細胞 に対す るエス トロジェンの影響を排除するため､ エス トロジ

ェン作用 の混在が疑われているフェノール レッ ド (p昭旨示色素)を舌ん

で い な いE agl e ● s m inimu m e ss ential m edi um (M EM､ # 2 : NISSui ) に 炭

酸水素ナ トリウム (0.15%:和光純薬)とグルタ ミン (0.03%:Nissui)

を加 えた溶液 (MEM培地)中 にdispase(1.2U/ml､grade I :Boeringer

Mannheim)を添加 した溶液中で摘出 した脳下垂体前葉 を細切 し､37℃の

恒温箱内で5分間イ ンキュベー トした｡ さらにcollagenase(0.15%､type

I:CooperBiochemicals)お よ びDNase(0.00001%:ⅣorthingLonBio-

chemical)を加えて15分間インキュベー トした｡ その後､パスツール ピ

ッペ トを用 いて ピペテ ィングにより細胞浮遊液を作製 した｡

得 られた細胞浮遊液を､細胞 癌過選別用のフィルター (#80:池本理科

工業)にかけて単離細胞以外を除去 した後､4℃､400xgで5分間遠心 し､

上澄 み液を除去 して脳下垂体前葉細胞 のペ レッ トを得た｡ その後､ この
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細胞 ペ レッ トをMEM培地 に牛脂仔血清 (FBS:llyClone) を10%添加 した培

養液 (MEM･FBS培地)申入れ､軽 く振 とうさせて再浮遊 させた｡ これ らの

単離細胞 は0.2%ニグロシン染色 によ り生存率が高 いことを確認 した後､

培養実験 に用いたC

脳下垂体前要細胞 の培養および免疫細胞化学 (図20)

培養液 にはMEM･FBS培地を用いて､細胞培養用チ ャンバー (8chambe/

slide､8mmx8mm､#4818:Lab-Tee) あた りおよそ2xlO2個/400LLlの細胞

を播種 し､37℃の恒温箱内で5%CO三を含む空気相の下で培養 したO そ して､

培養開始後3日目に培養液の交換 を行い､ さらに培養開始後6日目に もう

一度､培養液の交換 を して､合計で9日間続けて培養 した｡生理活性物質

を添加す る場合は､培養開始か ら3日目まではMEM･FBS培地で培養 して細

胞を安定 させ､培養開始後3日目に目的とす る生理活性物質 を添加 した培

養液 と交換 し､6日日に も同様の添加培養液での交換 を して､無添加培養

の場合 と同様 に､合計で9日間の培養 を行 った｡

これ らの培養細胞 は培養終了後､光学顕微鏡観察用 として､ ブア ン固

定液を用 いて室温で12時間固定 し､その後､70%エタノール中に移 し換え

て冷所保存 した.保存中 もェタノールの交換を数回行 ったO また､電子

顕微鏡観察のために､試料をKarnovskyの変法 によ り固定 し､冷 エタノー

ル中 に保存 した｡

固定試料 は､抗血清 (RabbitAntトRatPRLserum､JIAC-RT26-01RBP85

および RabbitAnti-RatGHseruTn.liACRT25-0卜RBP85:群馬大学内/))

泌研究所)を用いて免疫細胞化学的技法 (peroxidase-antiperoxidase､

p九p) (図21) によりPRL産生細胞 とGH産生細胞 を染色 し､光学顕微鏡観

察用 としてはグリセ リン中に封入 し､電子顕微鏡観察用 として はェポ辛
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図 2 0 脳下垂体前葉細胞 の単離および培養
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IJ'LPHL(Gtt)抗 仏 〔ウサ ギで作製 ] ･.1次1Ljt仏

' 1' 壬 二

(3)

(pRLまたはGH)

lI･Lh _オキンテス… 丹 サキでt,7:.=,H

ジア ミノベ ンジヂ ンと過酸化水素水 でパーオキ シデー スを発色後､

光学 顕微鏡 で観察

(I)抗原 (Pm またはGH)に対 し1次抗 体を反応 させ る｡

(2)1次抗体 に対 し2次抗 体 を反応 させ る｡

(3)パ --オキ ンデー スと結 合 した抗 パーオキ ンデス抗体 を反応 させ､

免疫反応複 合体 を作製す る｡ 以上 の操 作 によ り､抗原 (PRLまたは

GII)の存在す る部位 にパ ーオキ シデー スが付着す る.

図 2 1 pA P法
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シ樹脂中に包埋 した後､超薄切片を作成 した｡

光学顕微鏡観察 の結果､脳下垂体 の繊維芽細胞が急速 に増殖 してチャ

ン′ヾ-の底面 いっぱいに広がるために､増殖速度 に劣 るPRL産生細胞 およ

びGII産生細胞 の培養に影響 をす る可能性 が懸念 された｡ そ こで､細胞を

選別す る喜式み として､Percoll(Pharmacia)を用いて密度 1.045と密度

1.065の非連続密度勾配 を作成 し (51)､400xg､4℃､15分間の遠心に

より､密度1.045と1.065の接面 に集 まった細胞のみを集めて細胞を培養

し､固定 および免疫細胞化学を行 った｡ この方法 によ り､繊維芽細胞の

多 くが除去 され､ ホルモ ン産生細胞 の増殖に与える影響 は少な くな った

と思 われたので､以後 の研究ではPercollによる細胞選別を行 った後 に､

細胞培養実験 を行 うこととした｡

J

統計処理

PAP法 により染色 した試料 を､光学顕微鏡下で升 目入 り接眼 ミクロメr

ターを使用 して観察 し､ チ ャンバーあた りのPRL産生細胞およびGH産生細

胞の全細胞数 と各細胞 の形態変化について調べた｡得 られた計測値 は､

培養細胞が安定 したと考え られる培養3日目 (図22)の細胞数を100とし､

その値を基準 にして､6日目あるいは9日目の細胞数を相対値で表 した｡

t一検定 と しては､Student'st-testおよびcochran-Cox法 を用 い､pく

0.01あるいは0.05の有意水準で統計処理 し､解析 を行 った｡ この処理の

ためにパーソナル コンピューター用統計処理 プログラム (Programsor

statisticalmethodsforbiologistsbyN88-Basic:培風館)を使用 し

た｡
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図 2 2 培養開始後 3日目のPRL産生細胞像

培養 皿底面 に接着 していることがわか る｡ しか し､ まだ充分

には伸展 していない｡

PAP染色､x160､ スケールは50〃m

47



捺染

上記の方法でPRL産生細胞 を培養す ると､培養9日日では細胞 はチ ャン

バ-の底面 に密着 し伸展す る形態を示 したD また､細胞質全体が染 まる

細胞 や､核付近の細胞質 しか染 まらない細胞 など､PAPの反応性 には違 い

が観察 された｡ さらに､単離 して培養 した細胞が増殖 し､ コロニーを形

成す る傾向 もみ られた (図23)｡ これ らの細胞を電子yE'B微鏡で観察する

と､invivoでの結果 と同様 にPI､PH､PHlすべての タイプのPRL産生細

胞が確認で きた (図24)｡ このような培養PRL産生細胞 のタイプ分けの報

告 は､ これまで他 の研究者 によ っては行われていない (30)0

GH産生細胞 はチ ャンバー底面 に密着 した形 を取 らず に､球形のまま他

の細胞の上 に乗 る傾向を示 した (図25)｡ また､GH産生細胞の電子顕微

鏡像 もまたinvivoと同 じく､Gt､Gllの タイプの細胞 の存在が認め らiT

た (図26)｡

考案

形態学 的観察によ り､invitroでのPRL産生細胞 およびCH産生細胞 は､

微細構造 がinvivoの結果 とよ く頬似 して いることがわか ったo この こと

は､invitroの実験結果はinvivoの細胞 の性状を反映 しているもの と考

え られ､ この培養法を用いての実験 は､以後 の研究を進め る上で有意義

であ ると思われる｡
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図 2 3 培養開始後 9日目のPRL産生細胞像

pRL産生細胞は培養皿底面に密着 し､伸展 しているoPRL産

生細胞 のPAPに対す る反応性 に違いがみられるo

pAP染色､x100､ スケールは100JLm
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図 24 3タイプの培養PRL産生細胞

A :Pt

B :PII

c:plH､矢印は開 口分泌像 を示す｡

pRL産生細胞の分泌顕粒上に金 コロイ ドが付着す る

invivoと同様 に3タイプに区別で きる｡

N:核､M:ミトコン ドリア､ER:粗面小胞体､G:ゴルジ装置

xlOOOO､ スケールは1J上m
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図 26 2タイプの培養GH産生細胞

A :CI

B:GII

GH産生細胞 の分泌願粒上 に金 コロイ ドが付着す るO

invivoと同様 に2タイプに区別で きる｡

Ⅳ:核､M=ミトコン ドリア､ER:粗面小胞 休､G:ゴル ジ装 置

xlOOOO､ スケ ール は1Jlm
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Ⅱ.3 各種生理活性物質の添加効果

緒言

生理活性物質の一つであるエス トロジェンは､発情 ホルモンとして隻

殖器官の細胞増殖 に深 く関与 していることが知 られているが､脳下垂体

前葉 のPRL産生細胞 に対 して も増殖促進効果のあることがinvivo(20,

21､22､23)およびinvitro(52)研究により明 らかとな ってきた｡ また､

視床下部 のGRFが､Gll産生細胞の増殖 を促進 したり (24)､脳下垂体後集

のバ ソプ レッシンが脳下垂体前葉細胞の増殖を促進す る (26) との報告

があ る｡
∫

そ こで､生理活性物質の細胞増殖効果を確かめるために､先ずェス ト

ロジェンによるPRL産生細胞 の増殖についての解析 を行 った｡ さらにリ

視床下部 や脳下垂体に存在 し､PRL産生細胞およびGH産生細胞の機能調節

に関係があると考 え られている生理活性物質 -GRF[G11の放出を促進す る

物質]､L7柑H[LHとFSHの放 出を促進 し､またPRLの放出 も促進す る物質

(41)]､ ソマ トスタチン [GHの放出を抑制する物質]､TRH[TSllおよ

びpRLの放 出を促進す る物質]､S-100タンパ ク [脳下垂体 の未分化 な細

胞や､ある種 のGH産生細胞 に存在す る物質 (53,54)] -を培養液中に添

加 し､invitroにおけるPRL産生細胞 およびGfI産生細胞 の増殖効果につい

て研究を行 った｡

材料および方法

本研究 (Ⅱ. 2) により確立 した培養方法を用いて実験 を行 った｡添

加生理活性物質 と して､ エス トロジェン (β-estradiol[E2]:Sigma)､

GRF(ratgrowthhormone-releasingfactorfragment1-29amid､成長
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ホ ル モ ン放 出因子:s ig ma)､ LIIRH ( 1ute i n i z in g hormone re leas i n g

hormone､黄体形成 ホルモ ン放出 ホルモ ン:Sigma)､ ソマ トスタチ ン

(Somatostatin:Sigma)､ TRIl (甲状腺刺激 ホルモ ン放 出ホルモ ン:

Sigma)､S-100タ ンパ ク (S-loo且protein:Sigma)を用いた｡ また､抗

エ ス トロジェ ン物 質 と して クモキ シフェ ン (tamoxifen:Sigma)､細胞

分裂抑制物質 と して ピ リミジン代謝桔抗物質 のサ イ トシン7ラ ビノサイ

ド ( cytos in e arabino s i d e [cA ] : Sig ma) を使用 した｡

結 果

MEM･FBS培地 で脳下垂体前葉細胞 の培養 を行 い､PRL産生細胞 とGEt産生

細胞 の数 の増減 について調 べた｡ その結 果､9日間の細胞培養 により､P

RL産生細胞数 が増加す ることがわか -たo Lか し､G幡 生細胞数 には琴

化 は認め られなか った｡ そ こで培地 に分 裂抑制物質で あるCAを4x10-TM加

えて同様 に培養す ると､PRL産生細胞 数の増加 は有意 に抑 え られた (p(

0.01) (図27)｡ さらに､少数 なが ら､PRL産生細胞 の分裂像が電子顕微

鏡 によ り観察 され た (図28)｡ 一方､分 裂抑制物質を添)｣□して も､G日産

生細胞数 に変動 はみ られなか った｡

つ ぎに､培養開始後3日目に種 々の生理活性物質 (EIJ､GRF､LHRH､ ソ

マ トスタチ ン､TRH､Sl100タンパ ク)をMEM･FBS培地 に添加 し､PRL産生

細胞 およびGH産生細胞 の増殖 について調 べて みたo

MEM･FBS培地 にE2(10~SM､10~7M)を加 えて細胞培養 した場合､ いず れ

の濃度 で も､MEM･FBS培地 のみの場合 とPRL産生細胞 の増加 の程度 は変わ

らなか った｡MEM･FBS培 地 に抗 エ ス トロジェン物質 であ るクモキ シフ ェン

を10-5M､10~'oTMおよび10~-1M添加 して培養す ると､10-号,Mおよび10-台Mの

濃度 で はPRL産生細胞の数 の増加 は有意 に抑制 されたが､10~HMの濃度 で
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は抑制 されなかった｡MEM･FBS培地にEl2(10-EIM､10lTM)とタモキ シフェ

ン (10-rJM,10-PM)を添加 して培養 した場合､高膿度 (10-∈･M) クモキ シ

フェン添加ではPRL産生細胞数の増加が僅かに認め られたにす ぎなか った

が､低濃度 (10~TM)のクモキシフェン添加では､PRL産生細胞数は佃添

加の場合 と同程度 に増加 した｡ なお､E2およびクモキ シフェン添加のた

めに用いたエタノールはPRL産生細胞の培養 には影響 はおよぼきなか った

(図29)｡ また､いずれの培養条件で も､GH産生細胞 の数の増減 には変

化はみられなか った｡

GRF(10~らM)をMEM･FBS培地に添加することにより､MEM･FBS培地のみ

にみ られたPRL産生細胞数の増加 は抑 えられた｡一方､GH産生細胞 はMEM･
∫

FBS培地のみの場合は､細胞数に増減が認め られなか ったが､GRF添加 に

よりGH産生細胞の数は増加 したo I

LHRH(10~L;M)を添加 した場合のPRL産生細胞の数の増加 は､MEM･FuS培

地のみでみ られる増加 よりもさらに著 しい増加を示 した｡ しか し､Gli産

生細胞数 には変化 は認められなかった｡GRFとLHRHについては､ さらに詳

細 に検討を加 えた (TL 4および5)｡

さらに､ この他 の生理活性物質 -ソマ トスタチ ン､TRH､S-100タ ンパ

クー を添加 した場合には､MEM･FBS培地のみの培養の結果 と同程度 に､

pRL産生細胞数 は増加 し､GH産生細胞数には増減はみ られず､ いずれの物

質 について も､添加 による効果は認め られなか った｡

考察

MEM･FBS培地でPRL産生細胞を培養す ると､細胞数が増加す るが､MEM･

FBS培地 にCAを添加 して培養すると､細胞数の増加 はお こらない｡ この結

果は､CAは細胞分裂抑制物質であることか らみて､CA添加 によ りPRL産生
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細胞 の分裂が抑制 されたと考え られ る｡ また､MEM･FBS培地のみで培養 さ

nたPRL産j=i細胞には､超微形態学的 に分裂像が観察 される｡ これ らのこ

とを総合す ると､MEM･FBS培地でのPRL産生細胞数の増加 は細胞分裂によ

る増殖であるといえよ う｡

MEM･FBS培地 にEL,を加えて細胞培養すると､MEM･FBS培地 のみの場 合と

同程度に､PRL産生細胞 の増加がみられたが､培地 にクモキ シフェンを添

加 して培養す ると､PRL産生細胞数の増加 は抑制 された｡培地 にE土とクモ

キシフェンを添加 して培養す ると､高濃度のクモキシフェン添加ではPR

L産生細胞数の増加 はわずかであ ったが､低適度のクモキシフェン添加で

は､無添加の場合 と同程度 にPRL産生細胞数は増加 した｡ この ことは､ ク

モヰ シフェン自身 に直接的な抑制作用がある可能性は残 るが､ クモキン

7-ン無添加培地 によるPRL産生細胞 の増殖は･培地中の牛胎仔血酒 (FP
S)にエス トロジェン梯物質が含 まれている可能性 を示唆す るとも考 え ら

れ､今後 の検討課題であるO-股にE,jは多 くの培養細胞 の増殖 を促進す

ることが知 られているが､PRL産生細胞について もまた同様 の働 きがある

ことがわか ったo さらにEIJによるPRL産生細胞 の増殖促進作用は､MEM･

FBS培地中に含まれ る濃度で充分であ り､それ以上､EZ適度 のみを上 げて

培養 して も､ より有効 な増殖効果は期待 できない ことも示 された｡ 他方､

血清 を含む培地で培養 して も細胞増殖は認め られないとい う報告 もある

が (49)､ これ らは馬血清 を使用 している｡馬血清中のEと含有塁はFBSに

比べかな り少 ないため､E2による細胞増殖効果が充分 に発揮 されなか っ

たと考え られ る｡

この研究で､GRFおよびLuRH添加 により､ invitroにおけるPRL産生細

胞およびGH産生細胞数 の増減が明確 に観察 された｡ この ことは､ in

vivoで､生理活性物質 が脳下垂体前葉のPRL産生細胞 およびGH産生細胞数
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の調節因子 として働いている可能性 を示唆 している｡
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Ⅱ.4 PRL産生細胞およびGⅢ産生細胞にもよぽすGRFlの効果

結言

視床下部に存在す るGRFは､GH産生細胞か らのGH放出を促進す ることが

知 られている (55)｡ また､老齢 ラッ トでは､免疫組織化学的技法 によ

り､視床下部 のGRFが減少す ることや (56､57)､GRFによるGH放 出能力が

低下することが (40､58)報告 されている｡ さらに､inviLrOの研究 によ

り､GRFがGH産生細胞の増殖 に関与 していることも明 らかとな っている

(24)｡ このように､GRFのGH産生細胞数の調節が､加齢 とも関係 してい

ることは､本研究 のinvivoでの結果を考察す る上で大変興味深 い｡ さら

に本研究のinvitroでの結果か ら､GRFが脳下垂体前葉 のGH産生細胞 だけ

ではな く､PRL産生細胞数 も調節す る因子であるらしい ことがわか -て声

た｡ この ことは､invivoでみられた ラッ トの7]n齢 に伴 うPRL産生細胞の

大幅な増加 と､GH産生細胞数はほとんど変わ らないか､若干の減少す る

ことが､GRFの影響 によるものか どうかを知 るうえで重要な手かか りにな

ると考え られ る｡ そこで､本研究 (Ⅲ.2) によ り確立 した脳下垂体前

葉細胞培養法 を用 い､MEM･FBS培地 にGRFを添加す ることによるPRL産生細

胞数 およびGH産生細胞数の変化 についての検討を行 った｡

方法

本研究 (Ⅲ.2)により確立 した培養方法を用 いて､GRF(rat-

growthhornlOne-releasingfactor1-29:Sigma)の作用を検討す る実験

を行 った｡ また､細胞分裂抑制物質 としてサイ トシン7ラ ビノサ イ ド

(cytosinearabinoside:Sigma)を使用 した｡
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結 果

初代培養開始後3日目と6日目に､GRF(10-LIM)をMEM･FBS培地 に添加 し

て9日間の培養を行い､培養3日目の細胞数を基準 として､PRL産生細胞数

とGH産生細胞数の変化 について調べた｡MEM･FBS培地のみの培養では､㍗

RL産生細胞は有意 に細胞数が増加 した｡培地にGRFを添加す ると､PRL産

生細胞数の増加は完全 に抑 えられた (pく0.01)｡一方､GII産生細胞では､

培地のみの場合､細胞数の増減 はみ られなか ったが､GRFを添加すること

により､細胞数は有意 に増加 した (pく0.01) (図30)｡ また､MEM･FBS培

地のみの場合､3､6､9日目のPRL産/i細胞数は､ほとんど直線的に増加

していくことがわか った (図31)0

pRL産生細胞 に対するGRFの細胞増殖増加抑制効果は､ 10-LヱMの濃度 ま

で有効であり､10~'dMでは しめて抑制効果が失われたO また､G幡 生印

胞に対す るGRFの細胞数の増加促進効果は10~川 村まで有効であり!0-1旬 で

その効力を失 った (図32)｡

培養開始後､ 3日目と6日目に細胞分裂抑制物質であるCA(4xl0-7M) と

GRFを添加 し､PRL産生細胞数の増加 について調べたoCAの添加 により､

MEM･FBS培地でのPRL産生細胞数の増加は完全 に抑えられた (p〈001)0

また､GRFの単独添加の場合でも､GRFとCAを合わせて添加 した場合でも､

cA単独添加の場合 と同様に､PRL産生細胞数の増加を完全に仰刺 した (図

33)0

GRFの細胞数増加抑制効果がPRL産生細胞に特異的であるかどうかを調

べるために､脳下垂体前葉のホルモ ン産生細胞以外の細胞 一繊維芽細胞

- を用いて､MEM･FBS培地のみの場合の繊維芽細胞数の変化 と､添加 し

たGRFの繊維芽細胞数増加抑制効果について実験 した｡繊維芽細胞はPRL

産生細胞 と同様に6日目､9日目と細胞数は増加 し､その増加率 はPRL産生
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細胞 に比べ高 か った｡MEM･FBS培地にGRFを添加す ると､高濃度 (10~し.M)

の場合で も､低濃度 (10~10M)の場合で も､繊維芽細胞数 の増加を添加

によ り抑制す る効果は認め られなか った (図34)0

考案

pRL産生細胞 は､本研究 (口. 2)で確立 した培羊条件下で細胞数が増

加す ることがわか った｡ そ して､ その増加は細胞分裂抑制物質 -cA-

によ り抑制 された ことか ら､増殖によ り細胞数が増加 した と考 え られる｡

また､GRFによるPRL産生細胞数の増加抑制効果は､CAによ る効果 と頬似

す ることか ら､GRFもまたPRL産生細胞の増殖を抑制す る働 きを持つ と考

え られる｡

GRFのPRL産生細胞増殖抑制効果は､非常に低濃度 (‖｢ L2M)で も有印

であ った ことか ら､ この作用は細胞 に対 し薬理学 的に直接作用す るので

はな く､ なん らかの生理学的な機序 を介 して作用 して いるとお もわれる｡

さらに､GRFは繊維芽細胞数 の増加 には関与 しなか った ことか ら､GRFは

PRL産生細胞の増殖 に関 してのみ特異的に抑制 していると考 え られる｡

本研究で､GRFはPRL産生細胞 の増殖を抑制す る効果があ ることがわか

ったが､他の研究者 により､GRFはPRL産生細胞か らのPRLの放出を促進す

る効果のあることが報告 されている (59､60､61) 0 GRFと同様 なPRL産生

細胞 の増殖抑制効果を持っ脳内物質 と して ドーパ ミンが知 られてい るが､

ドーパ ミンはまた､PRL産生細胞 か らのPRLの放出を抑制す ることも知 ら

れて いる (21､62､63). このよ うに､GRFと ドーパ ミンとは共 にPRL産生

細胞 の増殖抑制に関 しては類似 の働 きをす るが､ ホルモ ンの放 出に関 し

ては正反対の作用をす る点で異 なる｡

一方､GRFはGH産生細胞 の増加 を促進す ることが示 されたが､他の研究
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者 により同様 の報告が されている (24)｡ このよ うに､GRFは同 じ脳下垂

体前葉の二種類の好酸性細胞の増殖 に対 して､ ま った く逆 の効果を持つ

点で興味深 い｡ ラッ トでは形成期の脳下垂体前葬 の好酸性細胞 は､ ほと

ん どがGtl産生細胞 であ り､発生 が進行す るにつれてPRL産生細胞 も増 えて

くることが知 られている (4､26､27)｡ また､PRL産生細胞 は加齢 と共に

数が増加 し､一方､Gl寸産生細胞 は数が減少す るという報告 もある (13)0

さらに､老齢 ラッ トでは正中隆起部内のGRF含塁が減少 していることが免

疫組織化学的 に確認 されている (56､57)｡ これ らのことか ら､加齢 に伴

いラッ トの視床下部のGRFが減少す ることによ り､脳下垂体前葉 のPRL産

生細胞の増殖抑制 およびGH産生細胞 の増殖促進が解除 され､PRL産生細胞
∫

数の増加 につなが っている可能性が示唆 され る｡

)
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Ⅱ.5 PRL産生細胞およびGD産生細胞におよぽすLⅢETTの効果

括言

視床下部に存在 しているいIRllは脳下垂体前葉のいt産生細胞やFSII産J_t細

胞 に作用 してホルモ ンの放出を促 し､雌の動物の場合は､放出 されたLH

とFSHは卵巣に作用 してエス トロジェン分泌を促進す ることや､そのエス

トロジェンが視床下部や脳下垂体前葉に働いて､P肌分泌に促進的作用を

す ることが知 られている (64)o最近､LllRHはPRl一産生細胞か らのホルモ

ン放出をinvivo(41)やinvitro(ll)で促進す ることや､逆 に視床下

部内のPRL様物質がLHRHの放 出を促進すること (65)がわか って きた. こ
■

のよ うにLHRHとPRLとの問には､生体機能を維持す る上で密接な関係があ

るものと考え られる｡ またinvitroの研究により､LrTRHがPRL産生細喝や

GH産生細胞の細胞数の比率 を変化 させる働 きがあることも報告 されてい

る (4､26､27)0本研究のinvitro実験 (rl.3)か らも､い川Hb叩RL産

生細胞数 の増加を調節する因子であるらしいことがわか ってきたo これ

を確かめることは､ invivoの研究で得 られた ラッ トの加齢 に伴 うPRL産

生細胞数の増加の知見が､LHRHの影響 によるものかどうかを知 るための

手がか りにな ると考え られ る｡ そこで､脳下垂体前葉細胞培養法を用い､

培養液にLHRHを添加す ることによるPRL産生細胞数 およびGH産生細胞数の

変化 についての研究を行 った｡

方法

前述の培養方法 に基づいて､LHRIl(luteinizinghormonereleasing

hormone:Signla) とェス トロジェン (β-estradiol[EiJ]:Sigma) の添

加実験を行 った｡ また､抗 エス トロジェン物質 として クモキシフェン
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(tamoxifen:Sigma)､細胞分 裂抑制物質 と してサイ トシンア ラビノサ

イ ド ( cy to sine a r abinosid e : S ig ma)を使 用 した｡

結 果

MEM･FBS培地 に培養3日目 と6日目にumIを添加 (10~['M) してPRL産/1細

胞 を培養 し､細胞 数 の増加 を調 べた｡ 培養6日目､9日目と も､MEM･FBS培

地 のみの場合以上 の細 胞数 の増加が観察 され､9日目に は無添加 で は132%

の増加で あ るのに対 し､LliRII添加で は166%もの増加が認 め られ､有意 に

増加 して い る ことがわか った (pく0.01) (図 35)｡

LHRH添加 による9Ef間培養 でPRL産生細胞数 の増加 は､MEM･FBS培地 のみ

の場 合 に比 べ､LHRHの濃度 が10~LIM(pく0.01) と10~>-'M(pく0.05) とで認

め られたo Lか し､LHRHが10~18M以下 の濃度 ではPRL産生細胞 は有意 に押

加 した とはいえなか った (図36)0

MEM･FBS培地 のみの培 養 で も､培養9日間でPRL産生細胞数 は有意 に増加

す るが､ これ にLHRHを添加す る と細胞数 はさ らに増加 した｡ つ ぎに､ME

M･FBS培養 液にCAを加 えて培養す ると､ これにLlIl川を添加 した場 合で も､

しなか った場 合で も共 に､PRL産生細胞 は､培養3日目 と比 べて数 の増減

はお こらなか った (図37)0

MEM･FBS培地 にE･',を添加 (10~5､10-7M) して 9日間培養 した場 合､MEM･

FBS培地 の みの場 合 と同程度 のPRL産生細胞数 の増加 しかみ られ なか った｡

MEM･FBS培地 にLHRl寸(10~6M､ 10~きM) とE,a(101㌦10-7M) を共 に添加 し

て培 養す ると､PRL産生細胞 の数 は､ Eと濃度 には関係 な く､LHRH濃度 に依

存 して増加 してい ることがわか った (図38)｡ 培 地 に抗 エ ス トロジェン

物質 であ るクモキ シフ ェン (10LらM､ 10-131M) を添加す ると､ いず れの濃

度 で もPRL産生細胞 数 に有意 な増加 はみ られ なか った｡ また､ クモキ シフ
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ェン (10-]JM､10-王手M)とLHRH(10~FJM)を添加 して培養 した場合は､ クモ

ヰ シフェンを単独で添加 した場合と同様 に､PRL産生細胞の増減は認めら

れなかった (図39)｡

MEM･FBS培地 にGRF(10~7M､10-9M)とLHR11(10~LiM､10モ'M)を共 に添

加 して9日間培養す ると､いずれの場合で も､PRL産生細胞数の増加は､

GRF単独添加の場合 まで抑制 された｡ また､GH産生細胞 はいずれの場合で

も､GRF単独添加程度の数の増加が認められた (図40)o さらに､培地に

GRF(10~7M､10~'jM)とEL,(10~cJM､10-7M)を共に添加 して培養 した場合､

いずれの組合せで も､PRL産生細胞数の増加はGRFのみの単独添加の場合

と同様に､細胞数の増加は全 く抑え られ､一方､GII産生細胞数 はGRF単独

添加 と同程度 にまで増加 した (図41)｡

.1

考案

本研究 により確立 した培養条件下では､LHRIJはPRL産生細胞の数をEこの

みによる増加以上 に増やす ことがわか った｡ そ して､その細胞増加効果

はLliRH濃度 に依存 しており､10~lBM以下の低濃度ではその効果 は発揮 さ

れなかった｡ しか しなが ら､ このよ うなPRL産生細胞数の増加効果 も､抗

エス トロジェンであるクモキシフェン添加により失われた｡ また､細脂

分裂抑制物質であるCA添加 によ り､LHRIlのPRL産生細胞数の増加効果は抑

えられた ことより､EL,の場合 と同様 に､LHRTIもまたPRL産生細胞 の細胞分

裂を促進 しているもの と考え られるO以上の結果か ら､LHRHによるPl‡L産

生細胞の増殖 は､E2の存在下ではじめて有効であ り､いlRHの単独作用で

は､PRL産生細胞数 の増加効果は起 こらないと思われるoE2はinvivo

(20､21､22.23)およびinvitro(52)の研究か ら､ ホルモ ン産生細胞の

増殖 を促進す るとの報告があり､ また､本研究 (Ⅲ. 3)か らも､PRL産
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生細胞の増殖促進効果が認 め られている｡ さらに､胎仔期 および新生仔

期 において､LHRHは脳下垂体前葉内に占めるPRL産生細胞の割合 を増 やす

ことが報告 されて いるが (4L26.27.66)､いずれの研究 も､Ll柑IiとEごと

の関連 については言及 していない｡雌の去勢 ラ ノトではPRl一産生細胞 の分

裂能力が低下す るとい う報告は (67)､本研究のinvitro実験 で得 られ

た､Ltは11のPRL産生細胞 に対す る増殖効果がE三の存在下 で高 まるとい う結

果 と､間接的なが ら一致す る｡

PRL産生細胞 の増殖機構 に関 しては､E三､LllRHどち らの場合について も

不明であるが､E2が存在す るとLIIRHの増殖効果が増す ことか ら､Ei.によ

りPRL産生細胞 のい川77に対す る感受性が増す可能性 が示唆 されるo

MEM･FBS培地 にGRFとE亡を添加すると､PRL産生細胞 の増殖が抑制 された

が､ このinvitroでのGRFの増殖抑制 は､EL,による細胞増殖 を抑制す る匿

めに起 こった もの と考 えられる｡いIRnによるPRL産生細胞増殖 に封す るG

RFの増殖抑制効果 にも､E,Jが介在 してい る可能性が考 え られる｡

視床下部のLHRIは;老齢期 にな ると増加す るとい う報告は､ いまの とこ

ろ知 られていない ｡ しか しなが ら､い1レベルが加齢に伴 い上昇す るとい

う報告はある (68)｡ もし､ このLHレベルの上昇がLHRHの作用 によるも

のだ とす ると､LHRHは老齢期 には増加す ると考 え られ る｡ 以上 の仮定か

ら､老齢 ラッ トでのPRL産生細胞数の増加 は､GRFの減少 と共に､いlRHの

増加 に起因 してい る可能性が示唆 され る｡
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Ⅱ. 6 結論

GRFはPRL産生細胞 に対 しては細胞増殖抑制効果を､GH産生細胞 に対 し

ては増殖促進効果を もつことがわか った｡ また､E･L,はPRL産生細胞に対 し

て増殖促進効果を持つ ことがわかった｡ さらに､E･LlはLHRllのPRL産生細胞

の増殖促進効果を増強す ることもわか った｡ この ことは､少な くともラ

ッ トでは生体内に存在 して いるGRF､EL,､LllRHがおたがいに関連 しなか ら､

脳下垂体前葉 のPRL産生細胞数およびGH産生細胞数 の調節に関与 している

可能性を示唆 している｡
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絵括

ラッ トでは､老齢になると脳下垂体前葉のPRL産生細胞が増加 し､GII産

生細胞が減少する現象 は､脳下垂体前葉細胞 の数が増加す るということ

を考えあわせ ると､同一視先細胞に由来する両細胞の問で､加齢に伴 っ

てGII産生細胞が移行 してPRL産生細胞 に変化 したと考えるよりも､視床下

部 に含まれる生理活性物質 -特 にGRF､LllRH､Eこ- の レベルが加齢 に伴

い変動 したために､各 々の物質の相乗効果により､PRL産生細胞 は増殖 し

､一方､GH産生細胞の増殖が抑え られ ることとなり､その結果､脳下垂体

前葉のPRL産生細胞 の数 は増加 し､一方､GIl産生細胞の数は増減 しないか､

あるいは若干減少す ると考 えた方が良 いように思われ る｡ この ことは､

ラッ トの脳内や体液中に存在 している生理活性物質は､単に標的細胞の

ホルモン産生や･+,'レモ ン放 出に寄与 し､体内のホルモ ンの恒常性を維坪

しているだけではな く､標的細胞の数の調節 にも関与 して､ この面での

恒常性 も維持 していることを意味 している｡ そこで､以上の観点か ら､

ラッ トでは老齢期 において､PRL産生細胞が増加 し､Gl-1産生細胞が増加 し

ない しくみについて､次のような仮説を考えてみた｡

(I) ラッ トの老齢期 において脳下垂体前葉でPRL産生細胞が増加す る仮

説 (図42)

[雄]

(1)若齢､中年齢期 には視床下部のGRFが多 く存在す るため､PRL産生細

胞の増殖 は起 こりにくい｡

(2)老齢期になるとGRFが減少す るため､PRL産生細胞 は増殖 しやす くな

る｡
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Male
(1)

GRF- Pc-LHRH
'E2

1
(2)

GRF → Pc-LHRH
'E2

J
(3)

GRF-PcPcーLHRH
'E2

J

PcPcPc

Female
(1)

GRF → Pc

(2)

′ LHRH

L E2

LHRH

~＼ E2

J

(3)

GRト PcPcPc/LHRH
＼ E2

J

GRF- PcPc _(

PcPcPcPcPc

図 4 2 ラ ッ トの老齢期 におけるPRL産生細胞の増加 に関す る仮説

Pc:PRL産生細胞

- の大小 は､生理活性物質濃度の高低 を示す｡
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(3)老齢期の生殖腺機能低下にともない､負のフ ィー ドバ ック械構で増

加 したLHRHによりPRL産生細胞 はさらに増殖す るO

[雌]

(1)若齢､中年齢期には視床下部のGRFが多 く存在す るため､PRL産生細

胞の増殖 は起 こりにくい ｡ しか し､卵巣か らEi.は多量 に放出される

ため､PRL産生細胞数は雄に比べ多 くなるQ

(2)老齢期になるとGRFが減少 し､ またE三も多 く存在す るため､PRL産生

細胞 は雄の場合以上に増殖する｡

(3)老齢期の生殖腺機能低下 にともない､負のフ ィー ドバ ック機構で増
∫

加 したいIfuIとLHRll感受性を高め るE三の相乗効果により､PRL産生細胞

は､雄よ りさらに増殖す る｡

(Ⅱ) ラッ トの老齢期 において脳下垂体前葉でGH産生細胞が不増加であ

る仮説 (図43)

(1)若齢､中年齢期では視床下部のGRFが多 く存在す るため､GH産生細胞

は増殖す る｡

(2)老齢期になるとGRFが減少す るため､GII産生細胞の増殖 は抑 えら.れ､

GH産生細胞の数は増加 しな くなる｡
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(1)

GRF→Gc

J
(2)

GRF-GcGc

GcGc

図 4 3 ラッ トの老齢期 におけるGH産生細胞 の不増加 に関す る仮説

Gc･.GII産生細胞

-の大小は､GRF濃度の高低を示すo
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要旨

嘱乳類 の脳下垂体前葉のプロラクチ ン (PRL)産生細胞 と成長 ホルモ ン

(GII)産生細胞は､ それぞれが産生す るホルモ ンの化学構造の類似性､

細胞 の組織化学的性質 の類似性 および両方のホルモ ンを含んだ細胞 の育

在な どか ら､両細胞の密接 な関係が想定 されている｡ また､成長 をおえ

た老齢期 の哨乳数では､血中pRL濃度 が増加す ることが知 られ､加齢 に伴

うPRL産生細胞 とGH産生細胞 との形態的､機能的変化 について も関心､が寄

せ られている｡最近､脳や視床下部な どの上位中枢や末牌 の標的器官に

存在す る種 々の生理活性物質が､脳下垂体ホルモ ンの合成 ･放出だけで

な く､ ホルモ ン産生細胞の増殖促進 ･抑制に関与す ることもわか って き

た｡本研究 は､ こうしたPRL産生細胞 とGH産生細胞 の関係を明 らかにす る

ため､ ラッ トを用 いて､先ず､個体 レベルで動物 の加齢 に伴 う血中P叫濃

度､PRL産生細胞 とGH産生細胞の数､ および細胞の微細構造 の検討を行 っ

た｡次に､個体 レベルの研究で得 られた加齢 に伴 うホルモ ン産生細胞敬

の増減が､ それぞれの産生細胞 の増殖能力の変化 の結果なのか､ あ るい

はGH産生細胞 か らPRL産生細胞- と表現型 の転換による結果なのかを知 る

ために､脳下垂体前葉細胞 の初代培養細胞を用いたinvitro系で､各種

生理活性物質 に対す るPRL産生細胞 とGH産生細胞の細胞増殖応答 の差 を利

用 して検討を行 った｡

Ⅰ.個休 レベルの研究 3-32カ月齢の ウィスク一系 の雌雄の ラッ トを

用 い､各齢の血中PRL濃度 をRIA法で測定 し､ また､脳下垂体前葉細胞の

電子顕微鏡観察か ら､粗面小胞体や ゴル ジ装置の発達程度 と分泌轍粒の

形状 や大 きさによ り､PRL産生細胞 は 3タイプに､GIl産生細胞 は 2タイプ

の分頬 し､加齢に伴 う各 タイプの細胞 の増減や雌雄差 を調 べて､形態学
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的にPRL産生細胞 とGH産生細胞の機能状態の知見を得た｡

老齢 (24カ月齢以上)になると､若齢 (14カ月齢未満)や中年齢 (14

カ月齢以上24カ月齢未満)に比べ､非常 に高 い血中pRL濃度を示す個体が

あらわれた｡若齢や中年齢でPRL濃度の高 い個体のPRL産生細胞 には機能

冗進像が観察 された｡一方､老齢で血中PRL濃度の高い個体の細胞の形態

的機能像 は､若齢や中年齢 に比べ衰えていたが､PRL産生細胞数 は増加 し

ていた｡ この ことか ら､中年齢期 と老齢期を境 として､PRL産生細胞が機

能面で変化を起 こしていると考えられる｡各個体 の脳下垂体前葉内のGH

産生細胞 とPRL産生細胞 の占有率の問には負の相関関係が認め られ､ また､

加齢 に伴 い脳下垂体前葉のホルモ ン産生細胞数が全休的にいずれ も増加

す る中で､PRL産生細胞 の占有率 は増加 し､GH産生細胞 の占有率 は減少す

ることか ら､老齢 ラッ トでは､脳下垂休内のPRL産生細胞数 は大幅に増I如

し､GH産生細胞数 は増減がないか､僅かなが ら減少 していると思われる｡

Ⅱ.培養細胞を用いた研究 まず､脳下垂体前葉か らPRL産生細胞 およ

びGll産生細胞 を単離す る方法 と単離 した細胞を培養す る方法を確立 した｡

次に､培養液中に種々の生理活性物質 -エス トロジェン (Eご)､成長 ホ

ルモ ン放 出因子 (GRF)､黄体形成 ホルモ ン放出ホルモ ン (LnRtl)､ ソマ

トスタチ ン､甲状腺刺激ホルモ ン放 出ホルモ ン (TR(I)､脳下垂体前葉の

S-100タンパクーや細胞分裂抑制物質､抗 エス トロジェンなどを添加 し､

pRL産生細胞 とGH産生細胞 に対す る増殖効果の有無を､細胞数の増減 によ

り調べた｡PRL産生細胞 はEL,添加 により無添加以上の細胞増殖はみられな

か った｡ しか し､抗 エス トロジェンの添加により､増殖抑制効果がおこ

ることと､LHRHによる増殖促進効果を増強す ることか ら､増地中の牛胎

仔血清 (FBS)に含 まれる程度の濃度で充分に細胞増殖の賦活的役割 を果
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た していると思われる｡ o LIlRHはE2の存在下で､PRL産生細胞 に対 し濃度

依存的に増殖促進効果を示 した0--万､GRFは細胞分裂抑制物質 と同様に､

pRL産生細胞のE2とLI柑Hによる増殖を抑制 した｡GH産生細胞 に封 しては､

GRFのみが増殖促進効果を示 した｡ このよ うに､El?､LHRli､GRFの細胞増

殖促進あるいは抑制作用は､それぞれの細胞 に対 して特異的に働 くこと

がわかった｡ ソマ トスタチ ン､TRHおよびS-100タンパ クは､PlモL産J=壁細胞

とGIl産生細胞 に対 して増殖促進 も抑制効果も示 さなか った｡

以上の結果から､老齢になると脳下垂体前葉のP礼産生細胞数 は増加 し､

GH産生細胞数 は増減 しないか､あるいは若干減少する現象 は､脳下垂休

前葉の全 ホルモン産生細胞数が増加することか らみて､GIl産生細胞がPR

L産生細胞 に転換 したとは考えに くい｡培養細胞を用いたinvitroの実験

で得 られた結果をinvivoの系にあてはめてみると､視床下部や脳下畢休

に存在す る各種ホルモ ンの レベルは加齢に伴 い変化 し､成長が止ま り壁

殖機能の低下 した老齢では､生殖腺 ホルモンの減少によるLHRIlの増加に

より､PRL産生細胞 の増殖 は促進 され､一方､GRFやGHの減少によりml産

生細胞の増殖 は抑制 され､その結果がPRL産生細胞数およびGH産生細胞数

の変化 となった と思われる｡ また､invivoの系でみ られる血中pRL濃度

およびpRL産生細胞数の雌雄差は､卵巣エス トロジェンの有無による｡ こ

のことか ら､ ラッ トの視床下部や脳下垂体中に存在 している生理活性物

質は､単 に標的細胞のホルモ ン産生や放出だけではな く､標的細胞数の

調節 の面で も恒常性の維持 に関与 していることが示唆 され る｡
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