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論文内容の要旨

〔目的〕

視床下部のドーパミン神経系である隆起核一下垂体ードーパミン神経系は，正中隆起部においてGnRH

神経末端からの GnRH の放出を制御し，また一方，下垂体門脈系を通じて下垂体前葉からのプロラクチ

ンの分泌に抑制的に作用しており，生殖内分泌と大きく関わっている。一般にカテコラミン神経末端から

放出されたカテコラミンは 再取り込みゃ酵素的分解の機作によりその神経伝達物質としての作用が解除

されると考えられている。カテコラミン再取り込みの機構については， (1) 外液の Na イオン濃度， (2)外液

の温度， (3) Na +, K+-ATPase などlと依存することが証明されているが，細胞内セカンドメッセンジ

ャーの関与の有無について，詳細に検討した報告はまだない。今回，ラット視床下部培養細胞系を用いて，

cAMP およびそれをセカンドメッセンジャーとし かっ視床下部で、の免疫津且織活性の高い神経ペプチド

である vasoactive .intestinal polypeptide (VW) のドーパミン取り込みに及ぼす影響につき検

討した。

〔方法〕

(1) ラット視床下部培養細胞系の作成

生後 1 日の HLA-Wist ar 系ラットの視床下部を摘出し，トリプシン処理及びピペッティングの操作iと

より細胞を単離した。 Falcon 24 鴨 11 プレートに 10 6個r/Well の濃度でまき， 5%牛血清及び5~ぢ胎

仔牛血清を含む Medium- 199 ，ζて 7 日間培養の後実験に用いた。

(2) ドーパミン細胞の同定

ヒツジ抗マウスチロシン水酸化酵素抗体を用いて培養細胞を蛍光染色し， ドーパミン細胞の存在を確認
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した。約 100個 /well のチロシン水酸化酵素陽性細胞を認めた。

(3) 取り込まれたドーパミンの測定

[3H J ドーパミン( O. 024μM) を含む Medium- 199 H:::て細胞を一定時間培養の後，培養液にて3回

洗浄後，細胞を剥離し細胞内の仁 3H J の放射活性を， シンチレーションカウンターにて測定した。培養

培養液中に各種薬剤を添加し，取り込みへの影響をみた。

〔成績〕

(1) cAMPの細胞膜通過型アナログである (Bu )z一cAMP は，濃度依存的( 1. 0 -1 o. 0 mM) に有意に

仁 3H J ドーパミンの取り込みを促進し，また細胞内 cAMP の合成を促進する forskol i n によっても同

様の取り込み促進効果が認められた。

(2) 培養初日を Day 0 として，経目的にドーパミンの取り込みの変化を観察すると， (BU)2 -cAMP 

による促進効果は Day 4 までは認められず， Day 5 より出現し， Day 6 でピークに達し， Day9 以後は

急減した。

(3) (BU)2 -c AMPは，取り込まれたドーパミン及びその分解産物の放出には影響しなかった。

(4) VIP 添加( 10-9 - 1 0-5 M )により濃度依存的に [3H J ドーパミン取り込みの促進が認められ，乙の

効果は 10- 6 Mで平衡に達した。同時に測定した細胞内の cAMP濃度も VIP の濃度依存的に上昇を認め，

VIP 10-6 M添加でほぼ平衡に達した。

〔総括〕

本研究において以下の乙とを明らかにした。

(1 )視床下部培養細胞におけるドーパミンの取り込みは 細胞内 c Al\在P'とより促進的に調整されてい

る。

(2) 視床下部培養細胞内の cAMP の濃度は VIP ，とより上昇する。

(3) 視床下部培養細胞によるドーパミンの取り込みは VIP'とより促進される。

以上の乙とより，視床下部において VIP は，細胞内 cAMP 系を介してドーパミンの再取り込みを制御

する乙とによりドーパミン神経の活動を修飾し 乙れによりゴナドトロピンやプロラクチンの分泌を調

節している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

視床下部のドーパミン神経系はゴナドトロピン放出ホノレモン( GnRH) の分泌制御ならびに下垂体門

脈系を介してプロラクチンの分泌を抑制するなど，生殖内分泌との関わりが大きい神経系である。著者

らはラット視床下部細胞によるドーパミンの取り込み作用が細胞内のサイクリックAMP 系により促進

的に制御されている乙とをはじめて見出した。さらに GnRH 分泌促進作用やプロラクチン分泌促進作

用を有する乙とが証明されている Vasoact ive intestinal pe ptida (VI P) が視床下部細胞内の

サイクリック AMPの濃度を上昇させ，同時にドーパミンの取り込みを促進させる乙とを見出し， VIP 
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の作用がドーパミン神経系を修飾する乙とにより発現されている可能性を示唆した。

これらはいづれも独創的で，生殖内分泌、学lζ新しい知見を加え得たものであり，学位論文に値するものと

考えられる。
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