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1. はじめに

下垂体前葉からは、黄体形成ホルモン(L H)、卵胞刺激ホルモン(F S H) 

甲状腺刺激ホルモン(T S H)、Eリ腎皮質刺激ホルモン (ACTH)、成長ホ

ルモン (GH)、プロラクチン(P R L) の少なくとも 6種のホルモンが分泌

されている。 invitroで下垂体前葉を治安すると他の下垂体前菜ホルモンとは

異なり PR L分泌は昂進すること (Pasteels，1961)、ラット下垂体前葉を腎彼

膜下に移植すると移植下垂体からの PR L分泌の増大によって偽妊娠が成立す

ること (Ever e t t e t a 1.. 1954)、視床下部と下垂体を連絡する下垂体柄の切断

(Kanematsu and Sawyer. 1973)、視床下部腹内側核の破壇 (Bu t 1 e r e t a 1 .. 

1975) によって血中 PR L濃度の上昇がみられること、視床下部抽出物中に P

R L分泌jfp制活性があること (Talwalker et al.. 1963)等より、 P R し分泌は、

他の下垂体ホルモンとは異なり、中枢〈視床下部)からの分泌抑制J:支配を受け

ていることが示される。隆起漏斗系ドパミン (T IDA) ニューロンは、弓状

核の神経細胞休より正中隆起外層に線維を延ばし、下垂体門脈周囲に神経終末

をつくる(Fuxe.1963)。下重体門脈には他の末梢血に比べて高濃度のドパミン

( D A )が存在すること (Ben-Jonathan et al. .1977)、 G ーメチル p チロ

シンを投与して、 DA合成を阻止すると脳内 DAは減少し、血中 PR L濃度が

上昇するが、 この上昇は生理的濃度の DAである程度抑制できること(G i b b s 

a n d N e i 1 1. 1978)、 I n V I t r 0でも門脈で認められるものに相当する濃度の DA

で下垂体からの PR L分泌を減少させられること (Shaar and leheyer， 1974). 

DAレセプターが下垂体前葉に存在すること (Caron et al..1977; Cronin et 

a 1.. 1978) 、ラット乳房神経の電気刺激によって PR L分泌を上昇させた際に、

門脈中の DA濃度が低下すること等 (Ne i 1 1. 1980)から、視床下部 PR L放出1m



制因子 (P1 F)の主体は、 OAであり、 P R し分泌調節において OAが第 1

義的役割をもっているものと考えられている (8en-Jonathan.1985)。

一方、 OAニュ ロンは、 T 1 0 Aニューロン以外にも広く脳内に分布し

(H ok f e 1 t e t a 1.. 1984)、運動機能や、情動等の精神活動に重要な役割を果た

しているとされる(田中と白川.1985)。また、 OAレセプターは、脳内や、下

垂体以外にも副甲状線 (8rownet al..1980)、血管系 (8r 0 d d e. 1982)、消化管

(Kusunok i et a 1..1985)等に分布し、それらの器官の生理作用に対して OAが

関与していることが示唆されている。

OAレセプターにはサプタイプが存在し、現在広く受け入れられている

K e ba b i a nとCa 1 n e (1979)による分類では、アデニレートサイクラーゼ活性に促進

的に共役しているものを 01 レセプタ一、アデニレートサイクラーゼ活性に無

関係または、抑制約に共役しているものを 02レセプターとしている。また、

神経細胞における局在と機能によって、 OAニューロン自身に存在し、 OAニ

ユーロンの活動をショートフィードパ y ク的に抑制するオートレセプタ と

OAニューロンがシナプスするこユーロンに存在するシナプス後レセプターと

に分類される (Roth.1979)。

抗精神病薬の多くが OAアンタゴニストであり、 とくに 02レセ プターとの

親和性と薬効との間に高い相関が認められ (Seeman.1981)、精神分裂病の OA

仮説 (VanRossum.1966; Losonczy et al.. 1987; Seeman P.1987)が支持され

ている。すなわち、中脳辺縁系および中脳皮質系 OAニューロンの異常な活動

により分製病が誘起され、抗情神病薬が、これらの部位のシナプス後 02レセ

プターにおいて OAに結抗することで症状が改善するものとされている。一般

の抗精神病薬は、他の笥l{立の OAレセプターにも作用を及ぼし、黒質線条休へ

の作用によっては、 3重体外 i~ 系副作用、いわゆるパーキンソン病棟定状や、下

垂体への OAアンタゴニスト作用によっては、高 PR L血症による乳漏症、不



妊症などの副作用を起こすことが知られている (Richelson.1980; K'nn'n. 

1987 )。

7-{3-{4-{1.3-dimethylphenyl)piper，dinyl)propoxy)-1(IH)-quinolinone 

(OPC-4392) は、 D 2レセプターに選択性を持ち、オートレセプター

には、アゴスニトとして、 しかしシナプス後 D2レセプターにはアゴニストと

して作用せず、むしろアンタゴニストとして作用すること(K i u c h i e t ，1.・

1987; Yasud， et ，1..1988)、すなわち、主に DAニューロンそのものの活動

を抑制させるという新しい考えをもとに抗精神病薬として開発中の薬剤である。

血中 PR L濃度上昇と抗精神病としての薬効にも強い相関が認められるとの報

告 (MeItzer ，nd f，ng目 1976; L， ng e r e t ，1.. 1977) もあり、 OPC-4392

が、 PR L分泌にどの程度影響を及ぼすかは、臨床上極めて重要な問題であり、

開発者はこの問題に強い関心を寄せた。

一般に、 DAアゴニストは、 In VIVO、 i n v i t r 0で下垂体の PR L分泌を低下

させ、 方、 DAアンタゴニストは、 I n V I V 0で血中 PR L 濃度を上昇させ、

i n v i t r 0では、 DAによる下垂体細胞の PR L分泌抑制に結抗する。これらの

ことは、 DAが PR L分泌を DAレセプターを介して制御していることの間後

的な証拠でもあり、またこれらの薬剤が PR し分泌穐序の解析や、 P R しその

ものの生理作用の解明に大きく貢献してきた由縁である (00h 1 e r a n d W i t t k e. 

1974; MacLoad. 1976; Gudelsky and Porter.1980)。

著者は、従来の DAアゴニス卜や、 DAアンタゴニストにはみられない性質

をもった OPC-4392を利用することによって DA支配 PR L分泌制御機

構に対する新しい知見が得られるのではないかと考えた。さらに、仮に、報告

されているように、 o P C - 4 392が脳内の DAオートレセプターとシナプ

ス後 D2レセプターに対して全く逆の効果を示すという特異性を保有するなら

ば、このことにより下蚤休 DAレセプターの性質をより詳しく検討することが

-4-



できると考えた。

以上の背景により、以下第 1章では下垂体前菜細胞の単層i音婆において、 P 

R L分泌に対する OPC-4392の影響を DAアゴニス卜、アンタゴニスト

と比較しつつ検討を加え、さらに、 DAアゴニスト、 DAアンタゴニストと O

P C - 4 3 9 2を共存させて下垂体細胞に作用させそれらの相互作用をも含め

た結果より、 OPC-4392の下垂体細胞の PR L分泌に対する直後効果と、

下蚤体 DAレセプターの特性について検討した。



11材料と方法

1 動物

当教室で継代繁殖したウィスター ・イマミ J系雄ラット(3 -5カ月令)を

用いた。動物は室温 23:tl'C、 1 4時間明、 1 0時間階、 ( 5時-1 9時点

灯〉の光条件下で飼育し、飼料(オリエンタル実験動物固形飼料 M F) と水は

自由に筏取させた。

2 下垂体前菜細胞の浮遊化と培養

1 )下垂体前菜細胞の浮遊化

コラゲナーゼを主体とする方法 (Shiota et al.，1984) で細胞の浮遊化を行

なった。細胞の浮遊化に用いたガラス器具は、細胞のガラス表面への付着を防

ぐため全て Sigmacoat (Sigma)によってシ リコンコ ト処理したものを用いた。

動物を断頭後、 クリーンベンチ内で頭部より下垂体前菜を取り出し、バファー

A[137mM  NaCl， 5mM  KCI， 0.7mM  Na2HPO" 

25mM  HEPES (Sigma)， 50μg/ml 硫駿ゲンタマイシン

(Sigma) pH7.3l の入った小ペトリ皿に保存した。必要数の下登休(下垂

体 1個で約 2x 1 0 o個の細胞を得ることができる)を採取した後、下垂体を、

約 1m m 3に締切し、パファ -Aで洗浄し、以下の 2段階の酵素処理を行なった。

パファー Aにコラゲナーゼ (Sigma，Type 1) 40  m 9、 B S A (S i gma， 

Essentially Fatty Asid Free A6003) 40  m 9、 DNase(Sigma)

100μ 目、 グルコース 20m  9を加えた苦手素液 1 (10m I )に下重体片



を入れ、おだやかに11'11牢しながら 37 "c、 1時間インキュベー ションした。 イ

ンキュベーション終了時に、 ピベットで気泡を生じさせないように注意しなが

ら、下垂体片の入った醇素波の吸入排出を繰り返し組織片を分散させたのち、

室温で 48 0 X 9で 6分間遠沈した。上清を除去した後、下愛休細胞ベレ ッ ト

にパファ -Aに 10%Viokase (Gibco)を加えた醇素液 11(10m 1 )を加え、

ピベットで再懸濁させた後、おだやかに鍛伴しながら 37"C、 8分間インキュ

ベーションした。インキュベーション終了後、牛胎仔血清 (Gibco) 2 m 1を加

えて酵素反応を止め、 4 8 0 X 9、 6分間遠沈した。上，青を捨て下垂体細胞べ

レットにメディウム 1[Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM，Gibco)、

1 0 %牛胎仔血清 (Gi b c 0)、 3. 7 9 / I N a H C 03， 20m M H E P E S、

50U/mlベニシリン(高有製薬〉、 5 0μg/mlストレプトマイシン

(明治製菓) pH7.3]を加えて懸濁し、 5mlディスポーザブルシリンジの

先を切断し、切断面にナイロンメ γ シュ (150X-T2)を取り付けた漉過

容で海過後、遠沈、上清除去、メディウム lを加え懸濁する操作を 2回繰り返

し、最後に 10mIのメディウム|に細胞を懸濁させ O.I m Iを細胞数ならび

に生存率の測定に用い、残りを培養に供した。

2 )細胞数および生存率の測定

Dye exc lusion testによる細胞数ならびに生存率に測定を行なった。細胞

浮遊液 O. 1 m Iに同室の O.2 %トリパンブルー生理食塩水浴滋を加え混合し、

1 5分後に顕微鏡下で血球計算盤を用い、細胞質が染色されていないことをも

って生存細胞と判定し、生存細胞数を算定した。生存率は 90%以上であ った。

3 )下垂休前菜細胞の i音養

浮遊化した細胞は、 5 X 1 05生細胞/mlとなるようにメディウム lで希



釈し、直径 35mmのプラスチ y ク製i吾養皿(Fa 1 C 0 n) に 1m 1ずつ分注し、

C 02インキュベ ターで、湿度 10 0 %、 37 "c、 5%C02-95%a  i r 

で培養した。培養開始後 3日目で 1m 1のメディウム|で培養液の交換を行な

っTこ。

以上の下蚤休前菜細胞の浮遊化と培養方法をフローチャートとして F i 9 

1 - 1に示した。

3 静置培養

1 )インキュベ ションメディウムの調製

Oopamine-hydrochloride (ド I~ ミン DA) (Sigma) は、 1%アスコルビン

自主を加えた生理食塩水に 、ブロモクリプチン(C Bー 154) (Sandoz) は、

3 %酒石酸に、 7-{3 -[4 -{2， 3 -d i m e t h y 1 p h e n y 1 ) p i p er a d i n y 1 ) p r 0 p 0 X Y卜2{I Hト

quinolinone， (0 P C-4392、大塚製薬より供与)、 ハロベリドール

( S i 9 m a) は、 0， 1 M乳酸に、また 3ー{3-hydrophenyl)-N-n-propilpidine (3 

-ppp)  (大塚製薬より供与)、アポモルフィン (Si 9 m a)、は生理食塩水に

10-3~10-'M の濃度で各々実験直前に湾解し stock-sol ut i on とした。 oP 

C-4392については F i g. 1 - 2に構造式を示した。これらの st 0 c k-

s 01 u t i 0 nを、 20m  M HEPES、 NaHC03 3.7 9 / 1を加えた DMEM pH7.3 

(メディウム 11)で必要濃度に希釈し、インキュベーションメディウムとした。

試薬の溶解に用いた有機酸のインキュベーションメディウム中の最終濃度は、

アスコルビン酸 0.0 1 %、乳酸o， 0 0 2 %、酒石酸 o. 0 0 3 %とした。

8-



2 )インキュベーション

細胞を 4日間培養した。培養皿より培養液を取り除きメディウム 112m1を

培養皿にいれ、培養血を緩やかに水平に 2~3 回回転した後メディウム H を取

り除く作業を 3回繰り返し培養皿に付着した細胞を洗浄した。インキュベーシ

ョンメディウム 1m Iを培養皿に入れ、 3 7 "c、 5%C02-95%a  i rで

3時間インキュベ ションした。インキュベ ション後のメディウムは BS A 

でコートした試験管に回収し、インキュベーション中にわずかに剥厳してくる

細胞を除去するため 48 0 X 9で遠沈し、上清をホルモン測定時までー 20 "c 

で凍結保存した。

4. P R Lの測定

P R しのラジオイムノアッセイの概要を F i g. 1 - 3に示した。標識ホルモ

ンには、ラヲトパーオキシダーゼ法によりヨ ド{ヒさせた NIADDK-

r P R Lー 1-5を、標準ホルモンとして N I A D D K - r P R L - R P - 3 

を用い、測定ごとに毎回スタンダ ド力一ブを作製した。

5 統計

平均値の差の検定は、 St u d e n t' s t t e s tによって行い危険率 5%以内をもっ

て有意水準とした。



川結果

1 下垂体培養細胞の PR し分泌に対する OPC-4392の影然

下垂体の PR L分泌に対する OPC-4392の直接効果を DA、および

DAアゴニス卜である C Bー 154、 3 - p p pと比厳しつつ検討した

(Fig.1-4)。

その結果、 C Bー 154は、 1 0 -'" Mの濃度で PR L分泌を基礎分泌(薬剤l

無添加)の 84.7:1:3.0%、 1 0 -9 Mで 33.3:1:1.5%、 1 0 -9 Mで

1 9. 5:1: 1 . 9 %まで減少させた。 3- p p p、 DAも 10 -3 Mより用云依存

的に PR し分;必 を抑制し、 1 0 -6Mの 3- p p pおよび DAでそれぞれ 13. 1 

:1: 4.4 %、 9.8:1:1.4%まで PR L分泌は減少した。 OPC-4392は、

P R L分泌を 10 -2 Mの濃度で基礎分泌の 50.9:1:3.9%に減少させ、

1 0 -7 Mで 23.8:1:1.0%まで減少させた。したがって、 OPC-4392  

は、他の DAアゴニストと同様に下蚤休に対して 用量依存的に PR L分泌を抑

制する作用のあ ることが示された。またこ れ らの薬剤lの PR L分泌抑制に対す

る半最大有効濃度 (EC50) は、おおよそ CBー 154で 2X10-10M、

3 - p p p で 3X10 -~ M 、 DA で 8x10 - 9 M 、 OPC-4392 で 6 x 

1 0 -8 Mであった。

2 ハロベリドールの下垂休地養細胞の PR L分泌に対する影智

ハロベリドールを下垂体培養細胞に作用させた結果 (Fig.1-5)、

1 0 -~ M から 1 0 -6 Mの濃度では PR し分泌に対しては影響を与えなかったが、
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1 0 -s Mにおいて基礎分泌(ハロベリドール無添加〉に比べて有意に PRし分

泌を抑制した C2207.1:t87.4n9/ml vs 769.2:t49.2 

ng/ml)o DAレセプタープロッカ とされるハロベリド ールにおいても

下垂体 PR L分泌に対して高濃度では抑制作用が認められることが示された。

3. 0 P C -439 2の PR L分泌仰制に対するハロベリドールの効果

o P C - 4 3 9 2と前節に示された PR し分泌に影響を与えない濃度

C10 -9 ~10 -6 M) のハロベリドールを共存させて、下垂体 i音養細胞に作用

させ oP C - 4 3 9 2の PR L分泌抑制が DAアンタゴニストのハロベリド ー

ルによって阻害されるか否かを検討した CFi9.1-6)。

その結果、 1 0 -9 ~ 1 0・6Mのハロベリドールとの共存によって、 P R L分

泌抑制曲線はハロベリドールの用量が増加するにつれてに右上方にシフトし、

o P C - 4 3 9 2による PR L分泌抑制効果をハロベリド ルが阻害すること

が示された。

4. D A、アポモルフィンの PR L分泌抑制に対する oP C -4 3 9 2の

効果

DA自体あるいは、 DAアゴニストのアポモルフィンと oP C -4 392を

共存させて下垂体培養細胞に作用させ、 P R し分泌抑制効果に対する影響を調

べ、 o P C - 4 3 9 2が DAアンタゴニスト作用を発現するか否かを検討 した

CFig.1-7)。

その結果、 D A 1 0 -7 Mによる PR L分泌の抑制は、 OPC-4392

1 0 - lo M~1 O -~ M の共存によっては、影響を受けなかった。しかしながら、

ー11-



OPC-4392それ自身が PR L分泌を抑制する法度である 3x 1 0・"M、

1 0 -~ Mと DA10-7Mと共存させると、 P R L分泌は各々、 3 5 9. 2 :1: 

26. 9 n 9 / m I、 3 57.2:1: 20.4 n 9 /m  IとDA 1 0・7M単独での P

R L分泌量 (237.2:1:20.6ng/ml) に比べ有意に高い値を示した

(Fig.1-7)。一方、アポモルフィン 10 -~ Mで抑制された PR L分;必

は 10 -10 ~10- S M の OPC-4392 の共存によっては変化をひき起こさな

かった (Fig.1-8)。



IV 考察

OAレセプターは、行動、神経化学的に、あるいは単一神経細胞からの電気

的反応によって分析されてきたが、現在はその局在、機能等により OAニュー

ロンに存在し、 OAニューロンの活動に対して、抑制的に作用する自己レセプ

タ (オ トレセプター〉と、 OAニューロンのシナプス後ニューロンに存在

し、 OAを受容するシナプス後レセプタ に分類される(R 0 t h. 1979 )。また、

細胞内 2次メッセンジャー系の共役の仕方と薬理学的な性質という観点に立っ

て、アデニレ トサイタラーゼ活性に対して、促進的に共役するレセプターを

01 レセプタ一、共役しないかむしろ抑制的に共役するレセプターを、 02レ

セプターとして分類することもある (K，babianand Ca In，. 1979)。オートレセ

プターは 02レセプターに属するとされ、シナプス後レセプタ は、 01とD

2 レセプタ 両者が存在する (Stoofand K，babian. 1984)。下垂体細胞(P R 

L分泌細胞、あるいは少なくとも PR L分，必細胞が含まれる集団と考えられる〉

の、基礎レベル (Enjalbert and Bokaert. 1982)、及びVaS 0 a c t i v， 

intestinal polyp，ptid， (V 1 P) (Onalli ，t al..1981)で刺激したアデニ

レ トサイクラーゼ活性は OAによって抑制されることが知られており、これ

らのことから、下垂休 OAレセプターは o2レセプタ 分類され、 PR L分泌

は、アデニレ トサイクラーゼ活性を抑制することによって抑制されるのでは

ないかと考えられている (Barnes，t al.. 1978: Sw，nn，n and D，n，f. 1982). 

一方、 oP C - 4 3 9 2は、オートレセプタ にはアゴニストとして、シナプ

ス後 02レセプタ にはアンタゴニス卜として働くとされており、下蚤休 OA

レセプターは、 T 1 0 Aニューロンのいわば「後Jに存在するので、 シナプス

後 02レセプタ の性質を持つことも予想される。従って、もしそうであれば
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OPC-4392は下垂体にはアンタゴニストに作用し、それ自身では、 In 

v r t r 0下垂体細胞の PR L分泌に影響を与えないことが予想された。

しかしながら、 OPC-4392は、下垂体細胞の PR L分泌に対して、

DAアゴ二ス卜である CB-154よりは弱いものの DAと閉じオーダーの抑

制曲線を示し、 P R L分泌を用量依存的に強く抑制した (Fig.I-4)。

また、 P R L分泌に影響を与えない濃度の DAアンタゴニストであるハロベり

ドールを共存させると、 OPC-4392の PR し分f必仰制効果は明らかに阻

害を受け (Fig.I-6)、 OPC-4392は下垂体 DAレセプターに対

してアゴニスティックに作用しているものと考えられた。但し、典型的な DA

アンタゴニストであるハロベリドール (Andenet al.. 1966) も高濃度において

は PR L分泌を抑制することが舘められ (Fig.I-5)、これは、下垂休

DAレセプターを介した作用であると考えられた。このことは後で議論する。

また、 DAアゴニストのアポモルフィン 10 -sMの下蚤休 PR L分泌抑制lに

対しては、 OPC-4392は、たとえ高濃度を負荷したとしても全く影悠を

与えなかった (Fig.I-8)。つまり、アポモルフィンのアゴニスト作用

が発現しているような条件では、 OPC-4392は、何等の効果を発I見し得

ないことから、 o P C - 4 3 9 2は単独ではアゴニスティックに作用している

ことが示唆された。以上のことより、予期に反し、 OPC-4392は下垂休

DAレセプタ に対してはアンタゴニスト作用を示さないことが明かとなった。

ハロベリド ルは、 DAアンタゴニストであり、 Dl レセプターより D2レ

セプターに親和性が高い(寺井ら .1984)薬剤である。ハロベリドールにより、

I n V I t r 0で DAあるいは、 DAアゴニストによる PR L分泌抑制が阻止される

ことが知られており (MacL 0 a d， 1976)、また in v i V 0においてもハロベリドールの

投与によって血中 PR L 濃度が上昇することが知られている(D i c k e r m a n e t 

a 1..1971)、さらに、放射性リガンドを用いた研究によってハロベリドールが下
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垂体に対して特異的な結合部位を持つことが示され、結合したハロベリドール

は他の DAリガンドにより競合的に排除されることも示されている (C，1 ，b r 0 

，nd M， CL 0' d， 1918)。これらのことより、ハロベリドールによる DAおよび

DAアゴニストの PR L分泌抑制の阻止作用は、ハロベリドールの下蚤休 DA

レセプターへの結合によって DA、 DAアゴニス卜のレセプターへの結合が阻

害されることによって起こると考えられる。ハロベリドールは、濃度依存的に

OPC-4392の下愛休細胞の PR L分泌仰制曲線を右にシフトさせる傾向

を示した (Fig， I-6)。このことは、 o P C -4 3 9 2が DAレセプタ

ーに結合するのをハロベリドールが競合的に阻害した結果であることを強〈示

唆する。

オートレセプターアゴニストといわれている 3-p p p (Hjorth et ，"， 

1981 )を用いて培養下垂体細胞の PR L分泌を調べたところ、用量依存的にこ

れを抑制した (Fig， I-4)。

このことと、 OPC-4392がオートレセプタ アゴニストーシナプス後

D 2レセプターアンタゴニストとしての薬理学的特性が示唆されていること

(Y，sud， et ，，，， 1988) と考え併せると、 下垂体 PR L分泌細胞膜上に存在す

る DAレセプターは、 DAニューロンの「後」部位にあるのにもかかわらず脳

内に存在するシナプス後 D2レセプターよりは、むしろ、オートレセプターと

共通した特性を待つことが強〈示唆された。オートレセプターは、 シナプス前

膜以外にも、神経細胞休、樹状突起などの DA放出部位から灘れたところにも

存在するとされ(R 0 t h， 1919)、比較的低濃度の DAに反応することが要求され

る。下登休 DAレセプターも正中隆起外層の DA分泌神経終末よりはるかに離

れた位置に存在する。従って下垂休 DAレセプターは、 シナプス情造内に存在

するシナプス後 DAレセプターに比べれば、相対的に低い濃度の DAで反応し

なければならない。 DAアゴニストであるアポモルフィンは、電気生理学的
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(S k i r b 0 1 1 e t a 1. • 1979)、行動学的 (Strombom. 1975)および神経化学的に ilL農度

においてオートレセプターに対しアゴニストの作用を示し高濃度でシナプス後

DAレセプタ アゴニストの作用を示すといわれている (Goodaleet al .. 

1980)。少なくとも、下垂体門脈血に存在する程度の濃度によってドパミン性の

調節を行なうためには、その殺和性からいって、下垂体の DAレセプターがオ

ートレセプタ一類似のものであることは合目的的であろう。

ハロベリドールの濃度を上げたときに PR L分泌が仰制されること (Fi 9 

1 -4 )、 DAの PR L抑制効果が高濃度の OPC-4392でわずかではあ

るが、阻害されること (F i g. 1ー 7)、 しかし、アポモルフィンのそれは

阻害されないこと (F igl-8) は、下愛休 DAレセプターの性質を間後的

に表現している結果と考えられる。 DAレセプタ が、複数存在するとするの

も一つの考えではあるが、むしろ将来このレセプタ の性質、あるいは物質と

しての解析が進展すればかりにレセプタ一分子が一種類であっても、合理的に

理解され得る現象なのかも知れない。

以上により、 OPC-4392は、下重体 PR L分泌にたいして殆ど DAア

ンタゴニスト作用を示さず、下垂体 PR L分泌を強く抑制すること、さらに

DAアンタゴニストハロベリドールによってその抑制が措抗されることより、

下蚤体 DAレセプターに対してアゴニストとして作用することが示され、下垂

体 DAレセプタ ーはオートレセプターの特性を持つものと推定された。

また、 OPC-4392は、脳内 DA活性に対しては抑制的に、下登休 DA

活性に対しては促進的に働くことになり、従来の DAアゴニストやアンタゴニ

ストとは異なる新しいタイプの化合物であることが明かとなり、 P R し分泌機

序における、 DA系支配を解析する手段として非常に有用であることが示唆さ

れた。そこで、第 2章において、 superfusion(細胞表面;甚流)系をもちいて O

PC-4392の PR L分泌に対する動的な解析を加え、その特性についてさ
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らに倹討を加える。
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Procedure for dissociation of pituitaries 
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wash twice with buffer A 

add 10ml of enzyme solution 1 

incubation with shaking at 37'C for 60min 

centrifuge at 480x g for 6min 

discard supernatant 

add 10ml of enzyme solutionD 

incubation with shaking at 37'C for 8min 

I add 2ml of fetal…川
centrifuge at 480Xg for 6min 

I di scard…an t 
suspend scdimented cells with 10ml of mediuml 

cell count 

wash cells twice with medium I 

dilute to 5x10". cell/ml in mediuml 

and distribute into culture dishes 

F i g. 1 - 1 

下蚤休前菜細胞の浮遊化のフローチャート
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OPC-4392の化学情造式
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Radioimmunoassay for rat PRL 

100μ1 sample or standard hormone 

Add 500μ1 assay buffer' 

200μ1 anti-ratPRL solution2 

Jncubation for 24h at 4"( 

I Add 100μ1 125J-labeledPRL soJution' 
Jncubation for 48h at 4・c

I Add 200μ1 anti-r-gJobulin solution' 
Jncubation for 48h at 40C 

Centrifuge at 1300x g for 20min at 40C 

Count radioactivity of precipitate by Auto r Spectrometer 

I)O.OIM phosphate buffered saline (PBS) containing O. I%NaN? and 

I%BSA 

2)anti-ratPRL solution containing 50mM EDTA and l%nomaJ rabbit 

serum 

3)125J-ratPRL 10000 cpm/O. lmJ of assay buffer 

4)anti-[rabbit r -globulinl goat serum diluted 1:30 with PBS 

F i g. 1 - 3 

P R Lラジオイムノアッセイのフローチャ 卜
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o P C - 4 392、 3 - p p p、 CB-154、 DAの下垂体単居治安細胞の

P R L分泌に対する効果

圃 oP C - 4 392 口 3- p p p ・CB-154 0 DA  
値は、コントロール (8a s a I R e I ea s e)の PR L分泌、に対する%で表わした。各点

および縦線は平均値±標準誤差を示す。縦線を欠くものは点内に標準誤差が含

まれる。
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ハロベリドールの下垂休単層培養細胞の PR L分泌に対する効果

各点および縦線は平均値土標準誤差を示す。縦線を欠くものは点内に標準段差
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OPC-4392によって抑制された下蚤休単層i吾養細胞の PR L分泌に対す

るハロベリドールの効果

値は、コントロ ル (8".1 Release)の PR L分泌に対する%で表わした。各

点および縦線は平均値±標準鋲差を示す。縦線を欠くものは点内に標準誤差が

含まれる。
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D A 1 0ぺ Mによって抑制された下重体単層培養細胞の PR L分i必に対する O

PC-4392の効果

o P C -4 3 9 2 + D A 1 0・'M• OPC-4392単独、。
各点および縦線は平均値±標準誤差を示す。縦続を欠くものは点内に標準誤差

o P C - 4 3 *は p< O. 05で DA10-'Mのみと DA1 0-7M+ が含まれる。

9 2負荷群との間で有意差のあることを示す。
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に対する OPC-4392の効果

o P C -4 3 9 2 +アポモルフィン 10 -z M 

各点および縦線は平均値±標準誤差を示す。縦線を欠くものは点内に標準誤差

が含まれる。
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l はじめに

ラットではストレス負荷(A j i k a e t a 1 1971)、吸引L刺激 (Grosvenor and 

witworth.1974)によって PR しが分泌されるのに加えて、発情前期ゴナドトロ

フィンサージに随伴する PR Lサージ (Butcher et al.. 1974)、妊娠前半また

は偽妊娠での 1日2回の PR Lサージ (Butcher et al.. 1971; Freeman et 

a 1. . 1974)等の生理的 PR L分泌相の存在が知られている。 PR L分泌は、常

態では、 T 1 D Aニューロン神経終末より門脈へ分泌される DAによる抑制支

配下にある (Ben-Jonathan.1985)。卵巣除去偽妊娠ラットの PR しサージに同

期して、門脈血中 DA濃度が減少することが報告されており (DeGreef and 

N e i 1 1. 1979)、 P R L分泌は、この DAの抑制がはずれて起こることが強〈示唆

されている。

一方、視床下部抽出物が、 1 n V I V 0で PR L分泌を上昇させることが報告され

た (Boyd et al.. 1976)。現在までに、 Thyrotropin-releasing hormone (T R 

H)、 Vasoactive intestinal polypeptide (V 1 P)、ニューロテンシン、ア

ンギオテンシン 日(McCa n n. 1981)、 Peptide histidine isoleucine (P H 1) 

(Shimatsu et al.. 1983)などの神経ベプチドが、 1 n V I VO、 I n V I t r 0で PR L 

分泌を上昇させることが報告されている。吸乳刺激時に TR H抗血清を投与し

たり (DeGreef et al..1987)、吸手L刺激、エーテルストレス時に V 1 P抗血清

を投与すると (Abe et al 1985)、これらの刺激にともなう血中 PR L濃度の

上昇が部分的に抑制されること、また、門脈中の DA;A;1度の変化のみでは PR 

L分泌動態を完全には説明できないこと (Gibbs and Nei 1 1.1978)などから P

R し放出促進因子 (prolactin rereasing factor P R F)の存在が想定されて

いる。

生体内における PR L分泌に対する制御は、 PIF(DA) あるいは PR F 
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一方のみの減衰、増加といった単純なものではなく、両者の動的相反支配によ

って制御されているものと考えられる。

このような動的な現象を In V I t r 0で検討しようとするとき、静置治安で行な

うことは必ずしも適当ではない。 Superfusion法は、内分泌組織片または、細胞

を力ラム内に収容し、メディウムで連続的に潅流することによりそれらの分泌

動態を観察する方法であって、組織、細胞より分泌された物質が蓄積すること

が少なくいわゆるプロダヴトインヒビションによる影響を排除できること、経

時的、連続的、可逆的、多元的(2種類以上の物質を作用させその反応を解析

することが可能である〉に、 In VI troの長所である生体内の複雑な因果応答連

鎖を排した条件で検討できる等、ホルモン分泌動態を探る上できわめて優れた

方法である。 ilill腎 (lowry ，nd McMartin， 1974)、下室主体 (lowry，1974; Smith 

and V，'e， 1980; Shiot， et ，，，， 1984)、賞休細胞 (Mur，k，mi et ，，，， 1982) 

頼粒層細胞(k，dot，et ，，，， 1988) 等多くの内分泌組織あるいは、細胞におい

て分泌刺激ホルモン、分泌jJn伽lホルモン、細胞内 2次メ yセンジャー等の負荷

による su p e r f u s i 0 nによる解析がなされそれらのホルモン分泌機序の解明に大き

く貢献してきた。そこで著者は、 su p e r f u s i 0 n~'去を用いることによって、視床下

部から放出される PIF(DA) と PR Fの二重支配の再現を試みつつ、生理

的に近い条件で OPC-4392の PR L分泌に与える影響をさらに詳しく検

討することにした。

下垂休su p e r f u s i 0 n;'去には、下登休片を用いる方法と培養細胞を用いる方法が

ある。下垂体片を用いる方，去は比較的簡便ではあるが、採取した時点での個体

聞の反応性の差を反映してしまう可能性があること、短時間の間欠的な作用に

おいて作用物質が組織内部まで速やかに拡散するかどうかなどの点に問題をは

らむ等の難点を持つ。これに対し、 Sm i t hと V，I e (1980)によって始められた、

遊磁化させた細胞を、マイクロキャリアに付着させたものを用いる方，去では、
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細胞表面を潅流，夜がくまなく流れることが可能となること、細胞をあらかじめ

数日間活養してから用いることができるために条件を 定にそろえやすいこと

等の長所を持つので、著者は本法を用いて実験を行なった。

本章では、生理的 P I Fとされる DA、代表的 DAアゴニストである CB -

1 5 4、そして oP C -4 3 9 2をsuperfusion系に作用させ、それぞれの PR 

L分泌に与える影響を検討し、さらに、生理的 PR Fのーっとされる TR Hと

これらの DA、 DAアゴニストを同時に潅流し、下垂体 PR L分泌動慾の解析、

ならびに oP C -4 392の PR L分泌に対する作用の特異性について検討し

た。



11 材料と方法

1 マイクロキャリアの調整

マイクロキャリアには、 Cytodex-1 CPharmacia)を用いた。 Cytodex-1にパフ

ァ-A[137mM NaCI、 5mM KCI、 O.7mM Na2HPO" 

2 5 m M H E P E S、 50μ /ml硫酸ゲンタマイシン p H 7. 3 Jを 加

え 25mIにメスアップし、 1 1 5 'c、 1 5分のオートクレーブ処理によって、

膨潤および滅菌を行なった。

2 細胞の浮遊化とマイクロキャリアへの付着

動物は、 3~4 ヶ月令のウィスター系ラットを用い、第 1 章と同ーの方法

で下蚤体を採取、醇素的に細胞を浮遊化、細胞数を算定した。細胞浮遊液は、

メディウム 1 [D M E M、 1 0 %牛胎仔血清、 3. 7 9 / I N a H C 0，.， 

20m M H E P E S、 5 0μg/mlストレプトマイシン、 50U/mlベ

ニシリン p H 7. 3 Jで 3x 1 0'生存細胞に希釈した。細胞浮遊液 100

mlに対し、 2.5 m Iの割合で、膨潤させたり t0 d e x -1懸濁液を加え、

C Y t 0 d e x-1が鈎等に浮遊するように俄梓しながら、直径 9 c mのガラス製ペト

リ皿に 15mIずつ駒込ピペットで分，主した。細胞は、 C 02インキュ ベータ ー

で 37 'c、 5%COと 95%air、湿度 100%で培養し、 Cytodex-1に付

着させ、 4日間I昔養後、実験に供した。
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3 潅流渡の調製

;甚流液は、 20mM  HEPES、 0.93g/1 NaHCO，を加えた

D M E M (メディウム 111)をベースとした。 oP C - 4 3 9 2は、 O. 1 M芋Li設

に、 CB-154は、 3 %酒石蛍に、 D A (草、アスコルビン酸を加えた生理食

塩水に、 T R H (武田薬品〉は O.I%BSAを加えた生理食温水に、各々

1 0 -2 ~ 1 0 -3 Mの濃度で実験直前に溶解した。湾解した試薬は、メディウム

川で必要濃度(D A 1 0-'、 10-7， 10<'M、 o P C - 4 392  1 0ベ

M、 C Bー 15 4 1 0 -"M、 TRH  10-7M) に希釈した。試薬の溶解に

用いた有機酸がホルモン分泌に影響する可能性を考慮し、試薬を作用させない

ときに用いる;荏流液にも、試薬のはいった潅流液と同じ，農度の有機酸を加えた。

4. Superfusion 

Superfusionは、 Shiotaら(1984) の方法に準じて行い、その模式図を

(F i g. 2ー 1)に示した。

;蓄;荒;夜の流路は、ベリスタリティックポンプ部分には、内f歪13mmのシリ

コンチューブを、他は内{圭 1.1 4 m mおよび 0.76mmののポリエチレンチ

ューブを用い、潅流前に O.I%BSA;容，夜でコートした。潅流液は、潅流前に

5%C02-95%02を飽和させた。

上部ロート部分を取り外した、エコノカラム (0.7x 4 c m Biorad) に

Cytodex-Iに付着した細胞をカラム内に気泡が入らないように注意しながら、

カラムの下端から 1c mの高さまで詰め細胞カラムとした。細胞カラムは 2本

用意し、同時に 2本の su p e r f u s i 0 nが行えるようにした。カラムの下端は、フラ

クションコレクク への流路〈ポリエチレンチューブ)に注射針によって後続
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した。細胞カラムの上部にはゴム製の蓋をし、;産流~瓶、ベリスタリティッヲ

ポンプ、小室(メディウムより発生する気泡除去用〉の順に後続したチューブ

に取り付けた注射針を貫通させた。最後に細胞カラムを 37 "cのウォーターパ

ス内に纏え付けた金属製の網に垂直に固定し流路を完成させた。

流速 0.25ml/分で superfusionを開始した。細胞の潅流系への適応とホ

ルモン分泌の安定化を図るため、 6 0分間前潅流を行なった後、以下の実験を

行なった。

1) DA  1 O-aM. 10-7Mを 30分間づつ連続して潅流した。

2)OPC-4392 10寸 Mを 60分間濯流した。

3)DA10-5Mを 60分間;産流した。

4)CB-15410-5Mを 60分間潅流した。

5)TRH10-'Mを 10分間潅流した後、 150分の間隔をあけて再び、

TRH10-7Mを 10分間潅流した。

6) D A 1 0 -5 Mを 100分間濯流し DA濯流中に[5 )の 1回目の TR H作

用時間と同時刻]に TR H 1 0・7Mを 10分間潅流した。 DA濯j荒終了後

6 0分の間隔をあけて OPC-4392 10-0Mを 100分間潅流し、

o P C - 4 392濯流中に[5 )の 2回目の TR Hの作用時間と同時刻]

に TR H 1 0 -7 Mを 10分間濯流した。

7)OPC-439210 ちMを 100分間潅流し OPC-4392漂流中

に[5 )の 1回目の TR H作用時間と同時刻JIこTR H 1 0 -7 Mを 10分

間選流し、 OPC-4392潅流終了後 60分の間隔をあけて CBー 15 

4 1 0 -5 Mを 100分間海流し、 CB-154濯流中に[5 )の 2回目

の TR Hの作用時間と同時刻JIこTRH10-7Mを 10分間潅流した。

;喜流i音養;夜は、 フラクションコレヲターで、 1 )の実験では、 1 0分毎、他
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の実験では、 5分毎に BS Aでコートした試験管内に回収した。採取した濯流

i音養渡はホルモン測定時まで -20"Cで凍結保存した。

5. P R Lの測定

;荏j荒波中の PR Lは、第 1章と同ーの方法でラジオイムノアッセイによって

測定した。



111. 結果

1 S u p e r f u s i 0 n法による下垂体1音養細胞の PR L分泌に及1ます oP C -4 

392、 DA、 CB-154の効果

1 )予備的検討

Superfusion系に 10 -2M、 1 0 -7 Mの DAを作用させ、 1 0分ごとに;華流，夜

を採取した (Fig 2-2)。

D A 1 0 -8 Mの 30分の濯流によって PR L分泌は DA作用前の約 70 %に

減少し、引き続く 30分の 10 -7 Mの DAの潅流によって PR L分泌は基礎分

泌の約 50%まで減少した。 DAの潅流が終了した時点で、 P R L分泌は速や

かにほぼ基礎分泌 (DA潅流前の PR L分泌〉のレベルに戻った。したがって、

superfusion系においても DAによって PR L分泌が、用量依存的に抑制され、

P R し分泌の解析に有用なことが示された。

しかしながら、静置培養(1章〉では PR L分泌が DA10-7Mで基礎分泌

の約 10%(Fig.1-3) まで減少したのに対し su p e r f u s i 0 n法では前述の

如く、約 50 %の減少にとどまり、 P R し分泌抑制に対する反応は静置I音養に

比べやや劣る傾向がみられた。したがって、以降の superfusion法の笑験におい

ては DA、 CB-154、 OPC-4392は、 1 0 -5Mの濃度で作用させた。

また分泌動態をより詳しく検討するため、;韮流，夜は 5分ごとに採取した。

2) OPC-4392  10・5Mの PR L分泌に対する影響

o P C - 4 3 9 2潅流開始直後は、 P R L分泌に変化は見られなかったが

2 5 - 3 5分にかけて一時的に PR L分泌は低下した。その後 PR L分泌は基

礎分i必のレベルまで戻り、 OPC-4392潅流終了後も大きな変化は認め ら
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れなかった (F i g. 2-3)。

3) DA  1 0-5Mの PR L分泌に対する影響

DAの潅流開始後やや変動がみられるものの PR L分泌は著しく低下した。

この PR L分泌の低下は、 DA潅流終了後 35分まで続き、その後基礎分泌の

レベルまで PR L分泌が回復した (Fi g. 2-4)。

4) C B - 154  10-5Mの PR L分泌に対する影響

CB-154の潅流によって PR L分，必は急激に減少し、 CB-154の濯

流中は、基礎分泌の約 10 %まで低下した。さらに C Bー 154潅流終了後に

おいても PR L分泌は、少なくとも、 2時間 30分にわたって、抑制されたま

まであった (Fig.2-5)。

2. 0 P C - 4 3 92、 DA、 CB-154の TR Hによる PR L分泌刺激

に対する影響

TRH(10-'M)を 10分間 2固にわたって潅流すると PR L分泌は、一

過的に上昇しそのピークは、 T R H 作用前 (40~60 円 9 / m I )の 4~ 5 

倍の値(1回目、 228ng/ml、 2回目、 254ng/ml) を示し、 T 

R H濯流終了後 20分には、ほぼ基礎分;必の債に戻った (Fig.2-6)。

TRH(10-'M) を 10分間、 1回目には DA(10-'M)潅流中に、 2 

回目には OPC-4392(10→M) の潅流中にそれぞれ漂流した結果を

Fig2-7に示した。 DAによって PR L 分泌は基礎分;必 (45~65ng

/ml) に比べ 10ng/ml前後と著しく減少し、 T R Hを潅流すると、そ
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れに対応した PR L分泌の上昇が観察されたが、 T R Hのみの濯流 (Fi 9 

2 - 6 )に比べそのピークは極めて小さく (43ng/ml)、 T R Hによる

P R L分泌刺激は DAによって強〈抑制された。しかしながら、 DAの海流を

終了させたあとに、 DA単独投与終了後には認められなかった PR L分泌の大

きな上昇 (1 50~230ng/ml) が観察された。 OPC-4392

(10-SM) の潅流に伴って、 P R L 分泌は 60~70ng/ml まで減少し

た。この状態で TR Hを負荷することによって PR L分泌は大きく上昇しその

ピークは 340ng/mlに達し、 T R Hによる PR L分;必刺激に対する oP 

C - 4 3 9 2の抑制効果は認められなかった。 oP C - 4 3 9 2潅流終了時に

は、 o A;荏流終了時に見られた PR L分泌の上昇も認められなかった。

次に、 T R H (1 0 -7 M) を 10分間づっ、 1回目には oP C - 4 3 9 2 

(10-SM) 潅流中に、 2回目には CB-154(10-7M) 潅流中にそれぞ

れ流した結果を F i g. 2 - 7に示した。 OPC-4392の潅流によっては、

基礎分泌に比べ PR L分泌の減少は認められず、この状態で TR Hを負荷する

とPR L分泌上昇のピ クは、 TR Hのみの濯流 (Fig.2-6) に比べ絶

対値ではやや小さいものの (175ng/ml) 、基礎分泌 (35~40ng

/ml) に対する比率では 4倍以上に達し、 T R Hの PR L分泌刺激作用に対

しての OPC-4392による抑制効果はほとんど認められなかった。 oP C 

- 4 3 9 2潅流終了後の PR L分泌は基礎分泌、および TR H 作用前の oP C 

-4 3 9 2潅流時とほぼ同じレベルであった。 CB-154の潅流によって P

R L分泌は低下し、この状態で TR Hを潅流すると、 P R Lの上昇が認められ

たが、そのピークは、 7 4 n 9 /m  Iと TR H単独の潅流 (Fig.2-6)

に比べ著しく小さく、 CB-154によって TR H分泌刺激は強く抑制された。

その後の CB-154潅流終了時には、 P R L分泌は変化せず DA+TRHの

場合と異なり PR L分泌の著しい増加は観察されなかった。
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IV 考察

生体内においては正常な状態では PR L分泌は視床下部の強い影響を受けて

おり、 oP C -4 3 9 2を生体内に投与し PR L分泌に対する影怨は、下垂体

に対するものと内生的な PIF(DA)や PR Fに対する影響を考慮せねばな

ない。そこで本章では superfusion系によって、視床下部の他の因子の影響や、

2次的な影響を排除しつつ、 P R Fとして TR Hを用い、生理的 P I Fとして

DAを、 DAアゴニスト CB-154とともに OPC-4392の下垂体 PR 

L分泌に対する影響を検討した。

DAの PR L分i必抑制効果は静置i音養に比べやや弱く表現される傾向がみら

れた (F i g. 2-2)。この原因は、不明であるが、 DAの PR し分泌抑制

作用のーっとして、 DAが P R しに対するプロダクトインヒピション作用を増

強させる効果を持つと仮定すれば、静置i音養と異なり濯J筑波によって分泌され

たPR しが速やかに細胞周囲より取り除かれるため、この効果の分が差し引か

れているためと説明することができるかも知れない。

DAは PR L分 i:必を速やかに抑制し、 DAの作用から開放されてから比較的

速やかに PR L分泌に対する抑制が解除された (Fi g. 2-4)。また、 T 

R Hを負荷すると PR L分泌は促進された (Fi g. 2-6)， DAの持続的

負荷条件下で TR Hを作用させても、その PR し分泌刺激効果は、強く抑制さ

れるが、 DA負荷を終了させた時点で、 T R Hの影響によると思われる DA単

独作用の終了時では観察されなかった著しい PR L分泌の昂進がおこった

(Fig.2-7)。この PR L分泌の増加は、 T R Hのみの刺激 (Fi 9 

2 - 6 )に比べてもはるかに大きなものであった。このことより DAが PR L 

分泌を抑制している間に、合成から分泌にいたる過程の何れかに、 P R しが蓄
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積することが考えられた。 したがって DAの減少によって PR L分泌がそれ以

前の状悠に復帰するだけでなく、その時点で PR Fが存在すれば、 P R Fの P

R L分泌刺激効果は誇張されて表現される可能性が示唆され、例えば生理的な

P R しの大量分泌相においてもこのようなメカニズムが存在するのではないか

と考えられた。

CB-154は PR L分泌を抑制したがDA(F i g. 2-4) と異なり C

B - 1 5 4の潅流終了後も PR L分泌は長時間にわたって抑制されたままであ

った (Fi g. 2-5)。また、 TR Hの PR L分泌刺激効果に対して強い仰

制効果を示し、さらに、 CB-154作用終了後においても DAで観察された

P R L分泌の昂進がみられなかった (Fig.2-8)。これは、 C B - 1 5 

4の下垂体レベルにおいての PR L分泌仰制作用が、長期間持続することも原

因のーっと考えられる。すなわち、 CBー 15 4は、生体において PR L分泌

を長時間にわたって抑制することが知られている(Flukigerand DelPozo. 

1978)が、これは、 CB-154の血中の半減期が長いことに加えて(B hu t a. 

1976 )、 DAレセプタ に対して CB-154は親和性が DAに比べ高く

(Caron et al 1977)、 レセプターから離れにくいことが原因になっていると

思われる。さらに、 CB-154が oA (Rosenzweig and Kanwer. 1982) と同

績に細胞内にインタ ナリゼ ションし細胞内で、 PR L分泌過程を抑制する

ことが考えられるが、このような場合にも DAのような生理物質と異なり分解

や排出が遅れることによって、効果が長く持続するかも知れない。前述の如く

T R Hの PR L分泌刺激を CB-154は強く抑制し CBー 15 4潅流終了後

にも DA (F i g. 2-7) と異なり、 T R Hによる PR L分泌の増大が全く

見られない (F i g. 2-8)が、このことから生体内における CB-154

による PRし分泌の阻害効果は、単に下垂体門脈中の DAの増加を再現した結

果のみと解釈するよりも、 P R Fによる分泌刺激効果をも阻害した結果と解釈
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する方が妥当であろう。

OPC-4392は、 P R しの基礎分泌に対しての抑制は、他の 2つ (DA 

とCB-154) に比べて明らかに弱かった (Fig.2-3)。しかし第 1

.での静置I音養においては、 OPC-4392は、強く PR L分泌を抑制し、

仰制曲線も DAとほぼ重なっていたこと (Fig.1 -4)や、 super-fusi00 

系でも TR H投与下で DA負荷を中止したときに見られる PR L分泌昂進を明

らかに抑制する (F i g. 2ー 7)とみられることから su p e r f u s i 0 n系において

もOPC-4392は、 P R L分泌抑制l効果があるものと判断される。ところ

が、 OPC-4392は、 DA、 CB-154と異なり TR Hの PR L 分 i~必刺

激を殆ど抑制しなかった (Fig.2-7、 Fig.2- 8)。第 1章の静置

培養において OPC-4392の PR L分泌に対する最大抑制は DAに比べる

と小さく (Fig.1-4) また、わずかではあるが、 DAの PR L分泌抑制

が OPC-4392によって阻害されることも観察されたこと (F i g. 1-

7 )も考え併せると、 OPC-4392は、下垂体 DAレセプターに対して、

パーシャルアゴニストとして作用することも考えられる。また、 T R Hが存在

しているときに OPC-4392が DAアゴニストとして作用し難いとすれば、

それは、 T R Hの効果の 1部に DAレセプタ一作用に対するものが含まれてい

るためと考えられるが、この点についてこれ以上考察を進めるような材料は見

あたらない。何れにせよ OPC-4392の TR Hに対しての反応性が DA、

CB-154と異なることは TR Hの PR L分泌作用の発現メカニズムの解析

という点でも、今後の興味ある課題の 1つである。

DA、 CB-154、 oP C - 4 392の 3者の su p e r f u s i 0 n系における PR 

L分泌にたいする影響は、量的のみならず質的にも非常に異なると解釈される

結果を示した。すなわち CB-154は、 P R しの基礎分泌のみならず TR H 

刺激分泌を DAと異なり長時間抑制するのに対し、 OPC-4392は、
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DAアゴニストでありながら TR Hの様な生理的 PR Lセクレタゴーグ(すな

わち PR F)による PR し分，必に対してはほとんど仰制効果を示さないという

新しい特性を見いだすことができた。これらの性質を利用することによって、

生理的な PR L分泌が DAの減少によるものかまたは PR Fの増加によるもの

なのか、その両者であるのかという問題を解決する手段となり得ることが示唆

され、 第 1章で得られた、脳内 DA作用と下霊休 DA作用に対する特異性と併

せて、 oP C - 4 3 9 2が生体における PR L分泌機序を探る手段として有用

な薬剤lであることが示唆された。

第 3章では、数穫の実験的 PR L分泌モデル動物を作出し生体内における O

P C - 4 3 9 2の PR L分泌に対する DAアゴニス卜作用を確認し、生体内に

おける PR L分泌機序に対しての検討を加えた。
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Superfusion系における oA 1 0・2、 1 0・'Mの下垂体培養細胞 PR L分泌に対

する効果

;荏流，夜は 10分毎に採取した。口は DAを作用させた時間を表わす。

細線は各フラクションの値を、太線は漂流aiのみ、または DA負荷時の平均値

を表わす
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F i g. 2 - 3 

S u p e r f u s i 0 n系における OPC-4392 10-5Mの下垂体培養細胞 PR L分

泌に対する効果

i喜;涜液は 5分毎に採取した。口は OPC-4392を作用させた時間を表わ

す。
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Superfusion系における oA -'Mの下垂体i音養細胞 PR L分泌に対する効果

i韮;荒，笹は 5分毎に採取した。ロは DAを作用させた時間を表わす。
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F i g. 2 - 5 

s u p e r f u s i 0 n系における CB-154 10-5Mの下垂体培養細胞 PR L分泌に

対する効果

;喜j荒波は 5分毎に採取した。ロは C Bー 154を作用させた時間を表わす。
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;雇;荒波は 5分毎に採取した。口は TR Hを作用させた時間を表わす。
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OPC-4392 
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300 

Time (min) 

Superfusion系における DA10-5M、 oP C - 4 3 9 2 1 0 -5M存在下にお

げる TRH10-7Mの下重体i音護細胞 PR L分泌に対する効果

;華流，夜は 5分毎に採取した。口は DA、 o P C - 4 3 9 2、 または TR Hを作

用させた時間を表わす。
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Superfusion系における OPC-4392 10-5M、 C 日ー 15410-'M

存在下における TRH10-1Mの下重体培養細胞 PR し分泌に対する効果

;荏流，夜は 5分毎に採取した。口は OPC-4392、 C8-154または TR 

Hを作用させた時間を表わす。
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1. はじめに

P R しの生理作用はきわめて多穫多彩にわたっているが、哨乳類においては、

種の保存に関わる生殖においても非常に大きな役割をはたしている。 PR L 

(P r 0 I a c t i n)はその名のとおり;必芋しの維持に必須なホルモンである。ラットにお

いては、妊娠前期、あるいは偽妊娠における機能賞休の維持に必須であり PR 

しなしに妊娠は成立しなL、(鈴木と高橋、 1979)。また雄においてもライディヒ

細胞への LHレセプタ を増加させる作用を介してのテストステロン産生を増

強する作用(H a f i e z e t a 1 . . 1971)、また精子形成やllllJ't生腺にたいしても、テ

ストステロンに対する作用を増強すること (Bar t k e e t a 1.. 1970)が知られて

いる。しかしながら、なんらかの原因で病的な過剰分泌がおこると無排卵症、

精子減少症等、逆に生殖系に対して、重大な支障をきたすことがヒトにおいて

よく知られている (Ka n n a n. 1987)。これらのことより、 P R L分泌調節系が哨乳

類の種の保存にとってきわめて重要な役割を果たしていることが理解される。

下室主体の PR L分j必は、視床下部の抑制因子と促進因子との相反支配によっ

て制御されている。 PR L分泌制御は常態では抑制支配優位であり、その抑制

因子の主体は、 T 1 D Aより分;泌される DAであるとされる。かつては、 DA 

による In V I V 0の PR L分泌抑制効果は、視床下部 P1 Fの増加を介したものと

の見解も示された (kamberi et a 1.. 1971)が、 DAは、第 1章、第 2章での実験

においても示される通り in v j t r 0において下垂休レベルでの PR L分，必を強〈

抑制し、 DAアゴニストでも同機の効果を持つことから、最近では、 DAの P

R L分泌抑制作用は専ら下垂体に対する直後作用と考えられている (Be n-

。
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生体内において DAはチロシンよりチロシン水酸化酵素によってドーパに変
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換され、さらに芳香族 L アミノ 酸脱炭酸酵素によって合成される(N a 9 a t s u 

e t a 1..1964) 0 D Aは、他の カテ コルアミン、 すなわちアドレナリン、ノルア

ドレナリン の前駆休としてのみ考えられ てきたが、その後、 DAニ ューロンに

独立して存在することが明らかにされ (Moore and Bloom.1978)、 DAが神経

伝達物質そのものとして認織されるに至った。 DA系ニュー ロンは前記 T 1 D 

A (隆起漏斗系)の他に黒質一線状体系、中脳一皮質系、中脳 一辺縁系、脳室

周囲系等が存在し(田中と白川， 1985)、運動機能、内分泌、 情動機能など多機

な機能を有しているといわれている。 PR L分泌はストレス (Aj i k a e t a 1 

1972)、吸入刺激 (Grosvenor and Whitworth， 1974)、子宮頭管刺激 (Fr ee ma n e t 

a 1. . 1974)などによって誘起されるが、このような刺激は、脳内中枢を介した

ものと考えられ、この際、 これらの DA系ニューロンが T IDAニューロンを

含めて、間後的に PRし分泌にかかわっている可能性も否定できないと思われ

る。しかしながら、脳内 DA作用と下垂体 DA作用を生体内でうまく分離する

手段がなかったためもあって、この問題に関しては殆ど関心が持たれていなか

った。従来の DAアゴニスト、 DAアンタゴニストでは、脳内 DA作用部位、

下垂体 DA作用部位両者同時にアゴニスト、またはアンタゴニストの作用を現

わしてしまい、 P R し分泌の変化が脳内 DA作用部位で起こったのか下垂体

DA作用部{立で起こったのかは理論的には解明できず、仮に脳内での PR し分

泌に対する影響に変化が現れたとしても下重体への直後作用に隠されてし まう

可能性がある。また血液脳関門を通過できないとされる DA、 または DAアン

タゴニストのドンベリドン(Kan na n. 1987)等では、脳内 DA系に影響が及ばな

いことから下垂体への DA作用部位への直後効果しか観察し得な いこと にな る。

OPC-4392は、これらの DAアゴニストや DAアンタゴニス卜と異な

り脳内では、 シナプス後 D2レセプター にはアンタゴニストとして、 オ トレ

セプターにはアゴニス トとして作用する と考えられており (すなわち、脳内
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DA系に対しては DAを強力に抑制する方向に作用する〉、また下垂体 DAレ

セプターには第 1章の結果よりアゴニストとして作用することが明らかとなっ

た。従って OPC-4392を生休に投与し、 P R L分泌の挙動を解析するこ

とによって PR L分泌に対する脳内 DAの関与に対する知見の得られることが

期待される。

視床下部での存在が証明されておりIn V I t r 0において PR L分泌を促進する

生理活性物質が多数見いだされている CMcCann，1982)にもかかわらず PR L分

泌促進系の全体像については必ずしも十分明かにされていない。生理的な PR 

L分泌相に DAまたは CBー 15 4を投与しても、第 2章で示されたようにこ

れらが PR F作用 をも抑制してしまう可能性があること、あるいは、 DA系の

抑制支配を解除しただけで PR L分泌が大幅に増加する可能性があること等か

ら、生体内における PR L分泌促進系の解析には困難が伴う。ところが、第 2

章の結果より OPC-4392は、 DA、 CB-154とは異なり TR Hによ

る PR L分泌刺激作用に対する抑制効果を殆ど持たないことが示された。従っ

て、 OPC-4392を投与することによって DAレセプターを介した PR L 

分泌抑制効果を保有しながらも、 P R Fに対す る反応性を残した状態が生休内

で実現さ れること考えられ、生理的 PR L分泌相に投与することによって、 P 

R L分泌が DAの抑制解除であるのか PR Fが関与したものであるのかをも明

らかにすることができると考えられる。

交尾刺激あるいは、人工的な子宮頭管刺激がない場合、ラットは排卵後に黄

体相を実質的に持たず普通 4日の短いサイクルで性周期が回帰するが、子宮E買

管刺激により誘起される 1日2回の PR しサージによってプロジェステロンを

分泌する機能黄体が導入され偽妊娠が起こり約 14日間継続する CDeGreef et 

aI1977). PR しは機能賞休の維1寺すなわち偽妊娠の維持に必須であり、な

んらかの方法によって PR Lサージを阻止すると機能黄体は退行し偽妊娠は早
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期に終了することが知られている。したがって、偽妊娠の阻止を指標として O

P C - 4 3 9 2の PR L分泌に対す る抑制効果を検討する ことができる。

以上の背景により、本章では、 OPC-4392を中心 とした DAアゴニス

トの生体内における PR し分泌に対する作用を以下の PR L分泌モデル動物を

対象にした。

1 視床下部支配下(抑制l優位〉の下垂体を持つラット

正常総ラット

2 視床下部抑制支配のみを解除した下垂体を持つラ γ 卜

レゼルピン投与雄ラット

3，視床下部支配から完全に解除された下垂体を待つラ y ト.

Autograftラ yト

4 視床下部支配下にある下垂体と視床下部支配から完全に解除した下垂休

を合わせ持つラ y ト

I S 0 9 r a f tラット

5 生理的 PR L分泌相を持つラット

偽妊娠ラット



11 材料と方法

1. 動物

当教室で継代繁殖した成熟ウィスター系ラット (3~ 4カ月令〉を使用した。

雌ラットは毎日経スメアを観察し、 4日の規則正しい性周期を示す動物を用い

Tこ。

飼育条件は第 1章と同ーである。

2 他家下垂休移植ラット(isograttラット〉の作出

Do n 0 rおよび reClpfentとも雄ラットを使用した。エーテル麻酔下で背部切開

より re C I P I e n tラ γ トの左腎を露出させた。次に、 donorラットを断頭、下垂体

を取り出し、油性ベニシリン液に浸漬した。先に露出した re CI p f e n tラットの左

腎被膜下にメスで 1 ~2mm の切口をつくり、ガラス製プランジャーを惰入、

被膜の 1部を臓器実質よりはがしポケットを作った。移値する下垂休を移植用

ピベットに移し、ポケットにピベットの先を入れ、プランジャーで下蚤休をピ

ベットより腎被膜ポケットに帰入した。ピペットとプランジャーをポケットよ

り妓き取り、プランジャーで、下室主体を被膜の外 i~IJ より原型に近い形に広げ、

ポケットの最深部にi甲し込み、ポケット内に溜った血液、ペニシリンを除き、

腎を腹腔内に戻し縫合した。移植後、少なくとも 1週間を経たのち動物を実験

lこ{共した。
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3 自家下垂体異所移植ラット (au t 0 9 r a f tラット)の作出

雄ラットの下垂体を周咽頭法(本問、 1953) により摘出した。摘出した下垂

体を iS 0 9 r a f tラットの作出と問機の方，去で自己の左腎包膜下に移栂した。移植

後少なくとも 1週間を経た後、動物を実験に供した。

4 偽妊娠ラットの作出

1 8 - 1 9時に、発情前期の雌ラットにガラス棒で子宮頚管を約 100回圧

迫した。子宮lI.l!管刺激を加えた日の翌日を偽妊娠第 O日と定義し、第 1日より

3日関連続して趨スメアが非発情期像を示した動物を、偽妊娠が成立したと判

定し、実験に使用した。

5 レゼルピン投与ラット

5 %グルコース，夜に酢酸を最少限滴下して溶解させたレゼルピン (Si 9 ma)を

10mg/kgの用量で、雄ラットに実験開始 5時間前に腹腔内に投与した。

6 正常総ラット、 レゼルピン投与ラット.i S 0 -9 r a f tラフト.a u t 0 9 r a f t 

ラットへの OPC-4392あるいは 3- p p pの投与

OPC-4392は、 O. 1 M乳酪に加温浴解し、経口投与、または軽いエー

テル麻酔下で、大腿静脈より投与した。 3-p p pは、生理食温水に溶解し、

軽いエーテル麻酔下で、大腿静脈より投与した。対照動物には、溶媒(O. 1 M 
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乳酸〉のみを投与した。

実験群を下表に示した。

実験群 処置

正常雄ラット o P C - 4 392  O.5mg/head p.O 

1. 5mg/head p. o. 

5 mg/hea d p. 0 

5mg/kg 1. V. 

O. 1 M手L!i堂〈対照〉 1. V. 

l-e'晶t・7投与正常雄ラット OPC-4392  5mg/kg 1. V 

a u t 0 9 r a f tラット OPC-4392  1 mg /k 9 i. V 

5 mg/k 9 i. V 

3 -p p p 5mg/kg 1. V 

O. 1 M乳百量〈対照〉 1. V 

i S 0 9 r a f tラット OPC-4392  lmg/kg 1. V 

5 m 9 /k 9 i. V 

O. 1 M乳酸(対照〉 1. V. 

レe'此・ 7投与 iS 0 9 r a f tラット OPC-4392  5mg/kg t. V. 

p. 0 経口投与 し V.静脈投与
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7 偽妊娠ラ y トへの op C - 4 392、 C Bー 15 4の投与

O. 1 M手L酸に溶解した op C - 4 3 9 2を軽いエ テル麻酔下で大腿静脈

または腹腔内に投与した。実験の 1部では、 O. 1 M乳酸のみを投与した実験群

を対照とした。 3%酒石酸に溶解した CB-154は、皮下に投与した。

投与室、投与回数、投与日時を実験群ごとに下表に示した。

o P C - 4 3 9 2盆皇室

偽妊娠第 4日O時 5mg/kg 1. V. x 1 

偽妊娠第 4日 15時 5mg/kg 1. V. x 1 

偽妊娠第 4日0時、 3時 5mg/kg i. v. X 2 

偽妊娠第 4日O時、 6時、 1 2時、 1 8時、

5日O時、 B時、 12時、 18時、 5m g/ kg i. v. X 8 

偽妊娠第 4日O時 30mg/kg i. p. X 1 

偽妊娠第 4日O時 12時、 5日O時、 1 2時、 30mg/kg i. p. X 4 

偽妊娠第 7日O時 12時、 8日O時、 1 2時、 30mg/kg i. p. X 4 

O. 1 M乳酸投与群(対照群〉

偽妊娠第 4日O時 1. V. X 1 

偽妊娠第 4日 15時 i. v. X 1 

偽妊娠第 4日0時、 3時 i. v. X 2 

CB-154盆主登

偽妊娠第 4日O時 1. 5mg/kg s. C. X 1 

偽妊娠第 7日O時 1. 5mg/kg s. C. X 1 

1. V.静脈投与、 1. p.腹腔内投与、 S.C.皮下投与
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8 採血

経口投与群では、 OPC-4392投与前、投与 1、 2、 4、 6、 B、 2 4 

時間後に、断頭によって採血を行なった。血渡は 4'Cで凝固させ、逮i史、血清

を分敵した。 OPC-4392または 3-p p p静脈投与群の採血は、原則と

して、 o P C - 4 3 9 2、 3 p p p投与直前、投与o. 5、 1、 2、 4、 6、

2 4時間後の各時間に行なった。正常雄ラット、 レゼルピン投与ラットは、無

麻酔で尾端静脈を切開し、へパリンでコートしたキャピラリーで採血し、 i童沈、

血殺を分離した。 IS 0 9 r a f tラット、 au t 0 9 r a f tラットは、軽いエーテル麻酔下で

心臓せん車IJにより、血液を採取し 4'Cで凝固させ、遠;史、血清を分敵した。

偽妊娠動物の 1部については、偽妊娠第4日に OPC-4392または O.1 

M乳酸投与後 3時間毎の、無麻酔での尾端静脈切開による採血を行なった。血

~li:および血清はホルモン測定までー 2 0 'cで凍結保存した。

9. P R Lの測定

血業および血清中の PR しは第 1章と同一の方，去でラジオイムノ 7'Yセイに

より測定した。

1 0 統計

平均値の差の検定は St u d e n t' s t t e s tによって行ない危険率 5%以内をもっ

て有意水準とした。
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川結果

1 正常雄ラットの血中 PR L 濃度に対する OPC-4392の効果

1) OPC-4392の経口投与、断頭採血による PR L濃度への効果

o P C -4 3 9 2 0 . 5 ~ 5 m 9 / h e a dを正常雄ラットに経口投与した

結果 (Fig.3-1)、 o . 5 m 9 / h e a dの投与では、血中 PR L濃度は

平鈎値で投与前(0時間〉の 8.1ng/mlに比べ投与後 6時間で 11 . 2 

ng/ml および 8時間で 10.2 n 9 /m  Iと上昇傾向がみられるものの、

有意差は認められなかった。 1. 5 m 9 / h e a dの投与では投与後の血中 P R 

L 濃度の平均は 6 . 5~9 . 8ng/ml の値を示し、投与前の血中 P R し滋度

(9.4:!:2.5ng/ml 平均値±標準誇差)に差を認めなかった。

5 m 9 / h e a dの投与によっては、血中 PR L 濃度は、投与前 9.0ng/

mlに比べ、投与後 4時間 (3.2ng/ml)、 6時間 (3.1ng/ml)、

8時間 (4.0ng/ml)、 2 4時間 (4.6ng/ml) といずれも有意差

は認められないものの投与前と比べて低値を示した。

2) OPC-4392の静脈内投与、尾静脈採血による血中 PR L 法度への

効果

o P C - 4 3 9 25m  9 / k 9、または対照として O.1 M乳酸のみを正常

維ラットに投与した結果 (Fig.3-2)、両者ともに投与後血中 PR L 濃

度は、低下した。しかしながら、 OPC-4392の 5mg/kg投与後の血

中 PRし濃度は対照に比べ O.5時間 (12.4:!:O.7 vs  34.1:!:4.2 

ng/ml)、 4時間 (8.8:!:19 vs  39.1:!:5.5ng/ml) で

有意に低く、投与i圭2時間を除く他の時点においても OPC-4392投与群
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の血中 PR し法度の平均値は、対照群に比べ低い値を示した。

2 レゼルピン投与正常雄ラットにおける OPC-4392の血中

P R L 濃度に対する効果

レゼルピン 10mg/kgを正常雄ラットに投与 5時間後に OPC-439

2 5mg/kgを投与したときの血中 PR L濃度の推移を Fi g. 3 -3に

示した。レゼルピンの投与によって、血中 PR L滋度は、無処置正常総ラット

(図中一 5h.9.0:t2.1ng/ml)に比べ投与後 4時間(図中ー 1h. 

34. 0 :t 2 . 9 円 9/ m I )と有意に上昇した。

レゼルピン投与後 5時間自に OPC-4392 (5mg/kg)を投与した。

この投与によって、血中 PR L濃度は投与後 o. 5時間 (8.8ng/ml)に

は、投与直前(図中 Oh.30.4ng/ml)に比べて有意に低下し、血中 P

R L濃度の有意な低下は oP C -4 392投与後 4時間まで続き、 6時間後に

は 29.2 :t 4 . 3 n 9 / m IとOPC-4392投与前のレベルまで上昇した。

OPC-4392投与後 24時間すなわちレゼルピン投与後 29時間後の血中

P R L 濃度は平均 40.9 n 9 / m Iでなおレゼルピンによるとみられる上昇し

た血中 PR L法度が観察された。

3 下垂体移植ラットにおける OPC-4392、 3 -p p pの血中 PR L 

濃度に対する効果

下垂体移纏ラットの OPC-4392、 3 -p p p投与後の血中 PR L濃度

は投与前の PR L法度に対するパーセンテージで表わした。下E量休移樋ラット

の血中 PR L 濃度の平均は、正常雄ラット (8.8:t2.4ng/ml)に比べ
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高値を示し、 au t 0 9 r a f tラットでは、 23.1:!:5.0ng/mlと正常雄ラット

の 2. 5倍程度、 i S 0 9 r a f tラットでは、 1 80.8:!: 4 O.4:!: n 9 /m  Iと正常

雄に比べ約 20倍の値であった (Fig. 3-4)。

1) Autograftラットにおける OPC-4392の血中 PR L濃度に対する

効果

A u t 0 9 r a f tラットに、 oP C -4 3 9 2投与した結果を F i g. 3 - 5に示し

た。対照群の 0.1M乳酸投与によっては血中 PR L濃度に影響を与えなかった。

これに対し、 oP C -4 3 9 21m  9 / k 9投与群では、投与後o. 5時間

で投与前の 69. 1 % (平均値)、 1時間で 60.9 %、 2時間で 38.6 %と血

中 PR L濃度は低下し、投与後 6時間まで、投与前の約 35 %の(底値を推移し

た。投与後 24時間では、血中 PR L濃度は、 79.5%まで上昇したものの、

対照群の血中 PR L濃度に比べ有意に低かった。 OPC-4392 5mg/  

k 9投与群においても血中 PR L濃度の推移は、投与後 6時間まで lmg/

k 9投与群とほぼ同擦の経過をたどり、さらに投与後 24時間の血中 PR しは、

投与前の 59. 6 %までしか回復しなかった。

2) Autograftラットにおける 3- p p pの血中 PR L濃度に対する

効果

3 - p p p 5 m 9 / k 9の投与によって血中 PR L法度は、投与後o. 5時

間から 4 時間にわたって{底値〈投与前のレベルの 30~50%) を示した後、

投与後 6時間、 2 4時間でそれぞれ投与前のレベルの 85. 2 %、 7 1 . 0 %ま

で上昇した (F i g. 3-6)。



3) I S 0 9 r a f tラットにおける OPC-4392の血中 PR L濃度に対する効

果

I S 0 9 r a f tラットに oP C -4 392を投与した結果を Fi 9・ 3 -7に示し

た。対照とした O.1 M乳酸投与群では、投与による血中 PR L濃度への影君主は

認められなかった

o P C -4 3 9 21m  9 / k 9の投与によって血中 PR L濃度は、 o . 5時

間から 4時間にわたって著しく低下したが、 au t 0 9 r a f tラットの場合 CF i 9 

3 - 5 )と異なり、投与後 6時間で血中 PR L濃度は投与前のレベルまで回復

した。 op C -4 3 9 25m  9 / k 9投与群においては、 lmg/kg投与

群に比べ血中 PR L 濃度の抑制時間の延長が観察され、血中 PR L濃度の著し

い低下は投与後少なくとも 6時間まで継続したが、投与後 24時間ではほぼ投

与前のレベルまで上昇し、 au t 0 9 r a f tラットで観察された、 OPC-4392投

与後 24時間での血中 PR し濃度の低下は認められなかった。

4 )レゼルピン投与 iS 0 9 r a f tラットにおける OPC-4392の血中

P R L 濃度に対する効果

レゼルピンによっては iS 0 9 r a f tラットの血中 PR L 法度は有意によ昇しなか

った(投与前 11 2.9 I 1 6.0 n 9 /m  I、投与後 128. 1 I 4 1 . 3 n 9 

/m  I )。

o P C -4 3 9 25m  9 / k 9の投与によって血中 PR L濃度は投与後 4

時間にわたって OPC-4392投与前のレベルの 20 %前後まで低下した。

投与後 6時間では約 51 .5%まで上昇し、 2 4時間後にはばらつきは大きいも

のの投与前を上回るレベル C166.3I52.7%) まで上昇した CF i 9 



4. 0 P C -4 3 9 2あるいは C呂ー 154の偽妊娠維持に対する影明

OPC-4392を偽妊娠ラットに投与し、 CBー 154と問機に偽妊娠を

阻止できるか否かを検討した (Table 3ー 1)。

偽妊娠第 4日0時に OPC-4392 5mg/kgまたは、 30mg/ 

k 9を投与したが、騒スメア像は偽妊娠第 13 - 1 6日まで発情休止期像 (白

血球像〉を示し、偽妊娠は阻止されなかった。そこで QP C -4 3 9 2の投与

回数を増やし偽妊娠第 4日または第 7日O時よりの 12時間ごとの 30mg/

k 9の 4図の投与、あるいは偽妊娠第 4日O時よりの 6時間毎の 8回の役与を

行なった。しかしながら、どの処置においても偽妊娠を阻止することはできな

かっ Tこ。

これに対し偽妊娠第 4日O時の CB-154 (1 5mg/kg)の単一投与

によって、第 6白に全例の腫スメアは発情前期像に変化した。高官 7日O時に同

需の CBー 154を単一投与しても、第 9日または雰 10日で樫スメアは発情

前期または発情期像を示し、偽妊娠は CBー 15 4 Iι .ってデ全に阻止された。

5 偽妊娠ラ y 卜における PR Lダイアーナルサージ、 ノクターナルサージ

に対する OPC-4392の効果

o P C - 4 3 9 2によっては偽妊娠が阻止されないという前節の実験結果の

原因を探るため、偽妊娠時における 1日2回の PR Lサージ(ダイアーナルサ

ジ、ノクターナルサージ〕の直前に OPC-4392を投与し、 2つのサー

ジ出現に対する影響を検討した。
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1 )ダイアーナルサージに対する OPC-4392の効果

偽妊娠第 4日の 15時に OPC-4392 (5mg/kg) または対照とし

てとして O. 1 M筑酸を投与した (Fig.3-9)。

O. 1 M乳酸のみの投与では、 3例中 2例において 21時に血中 PR L法度

は大幅に増加し、その値は 73 8. 2および 845.5ng/mlであり、ダイ

アーナルサージの出現が確認された。 OPC-4392投与群では、 3例中 1

例に 2 1時に血中 PR L濃度の上昇傾向 (218.2ng/ml) を認めたもの

の他の 2例においては血中 PR L 濃度の上昇は忽められなかった。従って、。

P C - 4 3 9 25m  9 / k 9の投与によってダイアーナルサージが抑制され

ることが示された。

2 )ノクターナルサ ジに対する OPC-4392の効果

偽妊flii>第 4日0時に OPC-4392 (5mg/kg) または対照として

O. 1 M乳酸を投与した (Fig.3-10)。

乳自主投与群では、 3 olJ中 1例が 3時に残る 211'Jが 6時に血中 PR L 濃度の急

増が観察されノクタ ナルサージが確認された。

OPC-4392投与群においても 4例中全例に 6時にノクターナルサージ

が認められ、 0時に 5mg/kgを単一投与しでも、 ノクターナルサージは抑

制されないことが示された。

OPC-4392の投与回数を増やし偽妊娠第 4日の 0時と 3時に 5m9/

k 9宛 2回投与を行なった結果 (F i目。 3- 1 1 )、 O. 1 M乳酸 2回投与群

(対照群〕の 5時の血中 PR L濃度 (599.0:!:98.0ng/m 1) に比べ

有意に低いものの (278.8:!:59.2ng/ml)、 oP C - 4 392  2 

回投与群においても、明らかにノクターナルサージの出現が観察された。その
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後 8&寺より 17時にかけて、 o p C - 4 392  2回投与群、対照群とも血中

P R L 濃度は{底値 (40~1 50ng/ml)を示した後、 2 0時で、両者と

もに血中 PR L 法度は、大幅に上昇し、ダイアーナルサージが認められた。



IV 考察

DAや DAアゴニストの生体への投与が血中 PR L 漫度を減少させること、

また、 DAアンタゴニストの投与が、血中 PR L 法度を上昇させることがよく

知られている (Kannan.1987)。

第 1章、第 2章の結果により、 o P C -4 3 9 2は、下室量休に対し l;tlaD Aア

ゴニストの性質を表わすことが明らかにされた。また脳内 DAレセプタ の、

オートレセプターに対してはアゴニストとして、 シナプス後 D2レセプターに

対してはアンタゴニストとして働くので、脳内 DA活性は抑制された状慾にな

ると考えられる。

DAアゴニストの CBー 154や pi r i b e d i I (ピリベジル)の処置によって、

脳内 DAニューロン自体の活動は減少し、ハロベリドールのような DAアンタ

ゴニス卜処置によって脳内 DAニューロン自体の活動は増加する (Mooreand 

Wu e r t h e I e. 1979)。このような、代償的な活動の増減は、オートレセプター及

び神経的なフィードパックループにアゴニスト、アンタゴニス卜が作用した結

果と考えられている。ところが、 T IDAニューロンはこれらの DAアゴニス

ト、アンタゴ二ストに対して他の DAニューロンと異なり、短時間では直後応

答しないことが知られている (Gudelskyand Moore. 1976)。伊jえは、ハロベリ

ドールによって、 T 1 D Aニューロンの活性上昇が起こるが線条休 DAニュー

ロンのそれに比べて非常に遅れ、血中 PR L 法度の上昇に同期しておこること、

そして、 この TIDAニューロンの活性上昇は、下垂休除去ラ y 卜では全く起

こらないことから、この活性上昇は PR しがショートフィ ドパック織式によ

って TIDAニューロンの活性を調節した結果と理解され、 T I D Aニューロ

ンのオートレセプターの働きによるとは考えられていない。言いかえれば
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T 1 D Aニューロンには DAオートレセプターは存在しないと考えられている

(Demarest and Moore. 1979: Moore. 1987)。したがって、 OPC-4392を

生体に作用させた場合、 TI DAニューロンそれ自体の活性に影響を与えない、

すなわち門脈中の DAには変化を与えないことが予想される。

実験的に PR L分泌を昂進させたラットにおいての OPC-4392の投与

によって著しく血中 PR L濃度が減少することが示され (Fig.3-3、

3 -5、 3一7、 3 -8 )、とくに、正位下垂体をもたず、視床下部の抑制的

支配から完全に関殺された下垂体をもっau t 0 9 r a f tラットでも OPC-4392

によって、血中 PR L濃度が減少したこと (F i g. 3ー 5)より、この効果

は、下垂体に対する直接作用であり、第 1章、第 2章で 1n V 1 t r 0で示された

DAレセプターに対するアゴニスト作用が、 I n V I voにおいても発現されること

が明らかとなった。また 3-p p pがau t 0 9 r a f tラットにおいて PR L分泌を抑

制すること (Fi g. 3-6) (Meltur HY and Simonovic. 1981)から、 In

VIVOにおいてもいわゆるオートレセプタ アゴニストは、下垂体 DAレセプタ

ーに対してアゴニスト作用を持つことが確認された。

疋常雄ラ νトの OPC-4392の投与実験では、経口投与断頭採血によ

るもの (Fig.3-1)と、静注投与で尾静脈採血 (Fi g. 3-2)の 2

種類の方法によって血中 PR L法度の推移を検討したが、基礎レベルの血中 P

R L 濃度が断頭採血では、 10ng/mlなのに対し尾静脈採血では、

40ng/mlと非常に高い値を示し、尾静脈採血によるストレスによって血

中PR L 濃度が上昇していることが考えられた。従って、経口投与断頭採血の

方法による結果の方が、正常雄ラットに対する OPC-4392の効果を正確

に反映していると考えられる。経口役与断頭採血では、低用量の OPC-43

9 2では、血中 PR L濃度に変化を与えず、高濃度の投与では、血中 PR L法

度を低下させる傾向を示した(F i g. 3ー 1)。前述のように、 oP C - 4 
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392は、 T 1 D Aニューロンに影響を与えないものと考えられるので、この

結果は oP C - 4 3 9 2が、正常雄ラットの下垂体門脈血中に高濃度に存在す

ると推定される内生的 DAに対してアンタゴニスティックな効果を持たないこ

とを示すものと考えられ、 OPC-4392は in ¥1 j V 0においても下垂体 DAレ

セプターには、専らアゴニストとして作用するものと考えられた。また、静i主

投与、尾静脈採血動物にみられた OPC-4392による血中 PR L濃度の減

少は、ストレスによって、上昇した PR L分泌がoP C -4 3 9 2によって抑

制されたものと判断される。

o P C -4 3 9 2を，ut 0 9 r， f tラットと iS 0 9 r， f tラットに役与した場合の血中

P R L濃度の変化に差異が認められた。すなわち oP C - 4 3 9 2の投与によ

って、，ut 0 9 r ， f tラットの血中 P R し濃度は初期値の 3 0 %までしか低下しなか

ったのに対し (F i g. 3-5)、 i s 0 9 r， f tラットでは、初期値の 3%まで低

下した (F i g. 3-7)。ところで、，ut 0 9 r， f tラットの血中 P R L 法度の絶

対値は、 i S 0 9 r， f tラットそれに比べて 1/8しかなかった (F i g. 3-4)。

下垂休を異所に移1直して視床下部の支配から切り放すと、 P R L、 G Hを除く

他のホルモンは殆ど分泌されなくなる。雌ラットでは、エス トロジェンは下垂

体に直後作用して、 P R しの合成 (Gorski et ".，1981)、分;泌(A n d r ew s 

，nd 0 j i t， 1977)、 P R L分泌細胞(ラクトトロフ〉の増加(S t e ve n s 

，nd Hefenstein，1966) を促進することがよく知られているが、雄では、この役

をテストステロンが果たしている (Shin et "..1974; Herbert et "..1977)。

A u t 0 9 r， f t雄ラ γ トの血中 PR L濃度が is 0 9 r， f tラットに比べてm:いことの大き

な原因の一つは、正位下垂体の欠如によるゴナドトロフィンの著しい減少によ

って精巣退行が起こりテストステロンの，威少が継発するためと推定される。 o

P C -4 3 9 2の，ut 0 9 r， f tラットと is 0 9 r a f tラットの血中 PR L 濃度に対する

相対的効果の差は、両者の下垂休の PR L分泌活性の差によるものと考えられ、
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P R L分泌活性が高いほど DAレセプタ ーを介した抑制lに強く反応するものと

判断された。 この現象は 1覆の代(貫性反応であると理解される。

また oP C - 4 3 9 2による血中 PR L 法度の低下すなわち oP C - 4 3 9 

2の抑制効果持続時間の長さにおいても au t 0 9 r a t tラットとはo9 r a t tラッ トの間

に差異が認められた。すなわち、 au t 0 9 r a t tラ νトでは、 lmg/kg、 5 m 9 

/ k 9の OPC-4392の投与によって、 少なくとも 24時間にわた って、

抑制効果がみられたのに対し (Fig. 3-5)、 iS 0 9 r a t tラットでは、

lmg/ kgでは、 6時間後に、 5mg/kgでの遅くとも 24時間後には、

血中 PR L法度は初期値のレベルまで完全に回復し、抑制時間の短縮がおめら

れた (F i g. 3ー 7)，Autograttラットには存在しない正位の下垂体がなん

らかの原因によって、 P R L分泌の昂進を起こし、その結果抑制時間の短絡が

起こったものと思われる。以下この点を考察する。

I S 0 9 r a t tラットでは、腎被膜下の下垂体による継続的高 PR L状態が存在す

るから、 T I 0 Aニュ ー ロンは当然この状態に反応し、内生的に PR し分泌抑

制機構が発現し DA活性が上昇しているはずであって、従って正{立下垂体の P

R L分泌は、抑制された状態にあると考えられる。 OPC-4392の投与に

よって血中I，PR L 濃度が下がり、それに連れて T I 0 Aニューロンより分泌さ

れる DAが減少し、正{立下垂体の PR し分泌が上昇する可能性が考えられる。

しかしながら、門脈中の DAが減少しでも正位下垂体は依然として oP C - 4 

392投与によるこの薬物の PR L分泌抑制を、 au t 0 9 r a f tラ yトと同僚に 受け

ているはずであり、このことは両者の差異を説明し得ない。 レゼルピ ンは、脳

内のシナプスの DAを含めたカテコールアミンを長時間にわたって枯渇させる

作用を持ち (An d e n. 1961)、これを投与すれば、 T I 0 Aニューロンにおける D

Aの枯渇が主因となり、血中 PR L濃度の上昇が起こるとされる (E r i k S S 0 n 

e t a I 1983)。ところがレゼルピ ンを iS 0 9 r a f tラットに投与し たとこ ろ、血中
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P R L 法度には変化がなく(投与前 112. 9 I 1 6. 0 n 9 / m I v s 投

与後 12 8. 1土 41.3ng/ml)、 i sograftラットにおいては TI DAニ

ユーロンの活性を減少させて正位下垂体からの PR L分泌の上昇をはかつても、

総体として血中 PR L濃度の上昇に寄与しないことが判った。先に、移纏した

下垂休由来の高 PR し血症により T I D Aニューロンの活性が上昇していると

推論したが、 このような上昇は実際には起こっていない可能性も考えられる。

さらに is 0 9 r a f tラット (F i g. 3-8) あるいは正常総 (F i g. 3-3) 

にあらかじめレゼルピンを投与し、血中 PR L濃度を上昇させた状態のラット

においての oP C - 4 3 9 25m  9 / k 9投与による血中 P R L濃度の変化

を調べたところ、 i s 0 9 r a f tラ yトの場合には、 レゼルピンを投与しないとき

(Fig.3-7) と同僚に 24時間後に、また、正常維ラットでは、 6時間

後には、血中 PR L法度はほぼ初期の値まで上昇した。

以上のことより、正位下垂体を待つ正常、あるいは、 isograftラ yトが、

autograftラットに比べて OPC-4392の PR し分泌抑制効果が短期間しか

発現しない原因は、正位下垂休に対する内生的 DA供給の減少によるものでは

ないことは明らかである。つまり、 OPC-4392の投与は、正位下垂体か

らの PR L分泌を促進する効果があるためと考えられる。

I n v i t r 0で DAが視床下部 TR H分泌を抑制するとの報告がある(J 0 s e p h-

B r a v 0 e t a I 1979)。また、ラット正中隆起外層の下垂体門脈系の毛細血管の周

囲で、 [ 3 H ]ー DAで標識される終末が、 T R H篠免疫陽性細胞に密後してい

る像が電子顕微鏡によって観察されており、この DA含有終末が、 T R H終末

にaxo-axonlcに後触してして TR Hの分泌に影響を与えている可能性が考えら

れている(N a k a i e t a I 1983)。また第 2:l草の結果より、 OPC-4392は

T R Hの PR L分泌刺激作用に対して抑制作用を殆ど示さなかった。

これらのことと、本章で観察されたように、 I n V I V 0で OPC-4392を役
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与した場合は In V I t r 0で期待されるような PR L血中レベルの低下が起こらな

いことから、 OPC-4392は下垂体レベルで作用するとともに、 T R Hま

たは他の PR F分泌ニューロンに DA系支配がおよんでその系に対しても作用

している可能性がある。つまり、 PR F分泌ニューロンがドパミン作動性ニュ

ロンの後シナプスニューロンとなっている可能性である。もしそうであれば、

OPC-4392はシナプス後 02レセプタ にはアンタゴニスト効果を持つ

から PR Fニューロンには DA作動性の仰制から解除され、その結果、 P R F 

が分泌され結果的に正位下垂休をもっラットでの PR L分泌抑制期間の短縮と

して観察されると考えることができる。このような機序が存在するとすれば、

正常ラット lこOPC-4392を投与した際に脳内の PR F分泌細胞に存在す

るシナプス後 02レセプターに OPC-4392がアンタゴニストとして働き

P R L分泌の上昇が観察されるかも知れない。しかし実際にはこのような現象

は起こらなかった。これは、 TIDAニューロンにオ トレセプターが欠領し

ているためかも知れない。すなわち OPC-4392によっては、 T I 0 Aニ

ューロンの活性は影響を受けず、従って門脈内 DAは変化しない。このような

状態で PR F分泌細胞に存在するシナプス後 02レセプターに OPC-439

2がアンタゴニストに働いて、たとえ PR Fが分泌されたとしても、第 2章に

おいて見られたように内生的な DAによって PR Fの PR L分泌刺激は、強〈

抑制されてしまうと考えることができる。

正常ラットにレゼルピンを投与したときには、内生的 DA活性は減少してし

まうので、 P R Fによる PR L分泌刺激効果が、より明瞭に現れるはずである。

とはいえ、 OPC-4392の in v i vo投与では、下垂体に対する PR L分泌抑

制の直接作用を除くことはできない。したがって、 P R Fの関与の有無は、 o 

P C -4 3 9 2の PR し分泌仰制の au t 09 r a f tラットにくらべての抑制l時間の短

縮として現れるものと推定される。なお CB-154のようなアゴニストはシ
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ナプス後 o2レセプターにもアゴニストとして働くから、投与すれば PR Fの

低下と下垂体 DAレセプターを介した P 1 F;苦性の上昇を招くから PR L分泌

は一方的に抑制されることになろう。

ラットでは黄体の機能化およびその維持に PR しが必須である(S m i t h e t 

a ，. . 19) 5)。子宮顕管刺激に継発する神経 内分泌反射によって PR Lの大岳

放出が誘起され黄休が機能化され、以後 1日2回の PR Lサージ(3時-6時

に認められーるノクターナルサージ、 1 7時-21時に認められるダイアーナル

サージ〉によって黄体の機能が維侍される (Buctheret al.. 19)1; Freeman 

19)4)。妊娠が成立しない場合黄休は約 14日で退行し偽妊娠は終了するが、こ

れより早い時期に CBー 154などの DAアゴニス ト作用を有する麦角アルカ

ロイド (Fruckigerand DeIPozo.19)9)や、脳内に PR L (Voogt and meit口

.19)1)を投与すると偽妊娠を中断させ得ることが報告されている。上の二つの

例は、これは、それぞれ外生的、内生的に DA活性を高めることによって PR 

L分泌を阻害し黄体を退行させた結果である。ラッ トの偽妊娠の維持すなわち

黄体機能の維持は、プロジェステロンを生理活性の無い 20 aーダイハイドロ

プロジェステロンに変換する 20 aー水酸基脱水素酵素 (20a-HSD) の

活性を PR しが抑制することによって行なわれており、 J n v r v 0において 4 0時

間以上 PR しの感作を受けないような状態にすると、 20a-HSD活性が上

昇し賞休が退行するが、 この過程は不可逆であり (Matsudaet a ，.. 1990)、

偽妊仮は終了または中断する。したがって、 4 0時間以上、内生的な PR L分

泌を抑制すれば、偽妊娠は中断されるはずである。 oP C - 4 392は下垂

体の PR L分泌を in v i t r 0 (第 1章)、 in vivo (本章)において強〈抑制する

ことから偽妊娠を中断させ得ることが予想された。

ところが、 CBー 154では、 1.5mg/kgの単 投与で偽妊娠が中断さ

れるのに対し、 OPC-4392の 5mg/kg、 30mg/kgの単一役与
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では、偽妊娠を中断することはできなかった (Table 1)oOPC-4  

3 9 2は C Bー 154に比べて PR L 仰制効果が弱いことが、本研究において

示唆されてきたので投与量、投与回数を増加させ、偽妊娠の中断を試みた。本

章の iS 09 r a t tラット、 au t 0 9 r a t tラットでの実験によって 5mg/kgのoP C 

- 4 3 9 2の役与によって、少なくとも 6時間にわたって PR L分泌を抑制す

るはずである。従って、 6時間毎の 2日間にわたって OPC-4392

(5mg/kg) を投与にすることによって、偽妊娠が中断することが予想さ

れた。しかしながら、このような処置を行なってもなおかつ OPC-4392

によっては偽妊娠を中断させることができなかった (Table 1)。した

がって、偽妊娠の PRしサージの発現機序の中に、 CB-154では抑制でき、

OPC-4392には抑制できないメカニズムが、存在することが強く示唆さ

れた。

偽妊娠における 2つの PR しサージ、ノクターナルサージとダイアーナルサ

ージは、ストレス(Freeman et al.. 1974)、ステロイド(F r e e m a n a n d 

Sterman.1978)、光周期 (Bethea and Ne i 11.1979)等に対する反応性が異なる

ことが知られておりこの 2つのサージの発現は独立した機序によって発現して

いるのではないかと考えられている。 OPC-4392を 2つのサージに作用

させることによって、その反応に差がでることも予測され、それによって、新

たなる情報が得られることも期待できる。そこで、 2つのサージの直前に oP 

C-4392を役与した結果、興味深いことに、ダイア ナルサージは阻止さ

れるが (Fig.3-9)、ノクターナルサージは、阻止されず (F i 9 

3 - 1 0)、投与回数を1富加させると、量的には抑制されるものの PR Lサー

ジそのものを抑制することはできなかった(F i g. 3ー 11 )。したがって、

OPC-4392の 6時間毎の 2日間にわたる投与によって、偽妊娠が中断で

きなかったのは、このノクターナルサージが阻止されず、 2 4時間毎に PRし
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が供給されるため、黄体が退行しなかったためと考えられた。以上の結果から、

ダイアーナルサージは主に下垂体門脈血中の DAの減少によっておこり、 o P 

C -4 392よって阻止し得るものと考えられる。一方、ノクターナルサージ

は、 P R Fの関与が強く示唆され、 DAの減少に加えて、 CB-154によっ

ては阻止されるが oP C - 4 3 9 2によっては阻止し得ないものと考えられた。

V 1 Pが門脈中に高濃度に存在する事が知られている(S a i d a n d P 0 r t e r白

1979; Shimatsu et al.. 1981)。抗 V I P血清で吸乳刺激やストレスによる血中

P R L濃度の上昇を抑制すること (Abe et al.. 1985)等から、生理的 PR Fの

つである可能性が想定されている。また In v i t r 0で PR L分泌刺激効果を持

つ PH I (Werner et al.. 1983)が正中隆起 (Hoc k t e I t e t a 1.. 1981)や門脈血

(Shimatsu et a 1 1983)に存在することも知られている。これらのほかにも PR 

F活性のある、いくつかの神経ベプチドが存在しており (McCann.1981)、これ

らのベプチドの全てあるいは一部がノクターナルサー ジに関与しているのであ

ろう。また、内側視索前野 (MPOA)の破績によって偽妊娠が誘起される (C

1 eme ns e t a ，.. 1976)が、そのときノクダーナルサ ジのみが観察されること、

また、偽妊娠中に MPOAを破壊するとダイアーナルサ ジが消失し、ノクタ

ナルサージのみが発現することが報告されている(Freeman and Banks. 1980) 

。MPOAの破壊によって TS H分泌が一過的に上昇することから(A i z a wa 

and Creer.1981) MPOAはTR H分泌を抑制している部位とも考えられる。

従って、 MPOAのノクターナルサージ抑制作用は、 T R H分泌抑制作用と面

復していることも考えられ、ノクターナルサージの発現には TR Hが強く関与

していることも想像される。子宮里買管刺激をしたラットでは刺激しないラット

にくらべて血中 TS Hが高いことも報告されているが (Castro-Vasques et al 

. 1981)、この原因は、 MPOAからの脱抑制による TR H分泌の昂進の ため

かも知れない。
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CB-154は長期活性を示す DAアゴニストであることが知られている

(8esser et ，1守 1917) 0 C B - 1 54の単一投与によって偽妊娠が阻止され

ることから、適当量の CB-154は少なくとも 40時間にわたって、 P R L 

分泌を抑制し続けていることが示唆される。 CB-154は、 I n V I t r 0で、第

1章で示したように静置培養において強い PR L分泌抑制作用を示し、第 2章

で示した如く su p e r f u s i 0 n系において負荷終了後にも PR L分泌を抑制し続ける。

さらに TR Hによる PR L分泌刺激も強く抑制した。これらのことより、 C B 

一154の偽妊娠阻止効果は、下垂体レベルでの DAアゴニスト作用のみでも

説明し得るものであり、実際そう考えられてきた。しかしながら、その存在が

推定された DA系による PR Fの抑制支配に対しでも C Bー 154は効果を及

ぼしている可能性が強い。もしそうであれば CBー 15 4を投与した条件では

P R Fの不足も原因となってノクタ ナルサージは決して発現し得ない。すな

わち、 CB-154は、 P R F分泌細胞に存在すると仮定した、 シナプス後

02レセプターにアゴニストとして働き、 P R F分，必を抑制lすることも考えら

れる。 CB-154はおそらく下垂体レベル、脳内レベル両者の PR Fに対す

る抑制l効果によって、ノクターナルサージすなわち偽妊娠を中断させることが

できるものと思われる。

以上の結果から、生理的な PR し分泌相において、 P R Fが関与しているこ

と、さらにはこの PR Fの分泌支配に脳内 DA系が関与すること、すなわち O

P C - 4 3 9 2を用いた解析によって、 DAは下垂体の直後な PR L分，必の抑

制支配に加えて、脳内においても PR F分，必を抑制することによって 2重に P

R L分泌を抑制的に支配していることが示唆された (Fig.3-12様式図〉。

また、 OPC-4392は、他の抗精神病薬(M e 1 t z e r ，n d f a n 9 . 1976 ; 

L a n9 e r e t ，1.. 1977) のように rn v 1 V 0で血中 P R L濃度を上昇させず、

I n V I t r 0では PR L分;!I!.を強く抑制する作用のあること、また血中 PR L 濃度
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が上昇した状態では、血中 PR L 濯度を強く低下させる作用があることが示さ

れた。したがって、抗精神作用が確犯されれば、副作用として高 PR L血症を

起こさない新しいタイプの抗精神病薬となることが示唆され、さらに高 PR L 

血症に対する治療薬としての有用性も示唆された。
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レゼルピン投与 iS 0 9 r a f tラットのoP C - 4 3 9 2投与後の血中 P R L 濃度の

推移

5mg/kg o P C - 4 3 9 2 投与 5時間後に、レゼルピン 10mg/kg

を投与した。値は、各群の OPC-4392投与直前の血中 PR L濃度〈図中

o h )に対する%で表わした。各点および縦線は平均値±標準誤差を示す。
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偽妊娠ラジトのダイアーナル PR Lサージに対す るoP C -4 3 9 2単一投与

の影響

5mg/kg (上段)o P C -4 3 9 2 偽妊娠第 4日の 15時〈矢印〉に、

2 1時に採血をした。1 8時、

#は個体番号を示す。口は明期、 圃 は情期を表わす。
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M手Lii量〔対照〉

示す。口は明期、
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偽妊娠ラットのノウターナル PR Lサージに対する oP C - 4 3 9 2 2回投与

の彩m

偽妊娠第 4日の O時と 3時に、 ・ OPC-4392 5mg/kgまたは

o 0.1 M乳酸(対照〕を 2回投与し、 5時より 20時まで 3時間毎に採血し

た。各点および縦線は平均値±標準鋲差を示す。*、 p < O. 05、で対照群との

間で有意差のあることを示す。
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Treatment PSP not interrupted 

OPC-4392 5mg/kgx 1 Day4 7/7 

ノノ 5mg/kgx8 Day4-5 4/4 

11 30皿g/kgx 1 Day4 6/6 

11 30mg/kgx4 DaY4-5 6/日

11 30四g/kgX4 Day7-8 6/6 

CB-154 I. 5田g/kgx1 Day4 0/6 

11 I. 5mg/kgx 1 Day7 0/6 

T a b I e. 3 - 1 

o P C -4 3 9 2、 CB-154の偽妊娠に対する影響

OPC-4392、 C Bー 154の投与方，去、時間の詳細については材料と方

法に記した。偽妊娠の中断は、 A童スメアによって決定した。左には、 o P C 

439 2、または CB-154の投与量、回数、投与日を示した。右端に示し

た数値は、分母が各群の例数、分子が薬剤投与により偽妊娠が中断した動物数

を示す。
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P R L分泌調節における DA支配系の模式図

N 
D 

+st imulation 

-inhibition 

凶 Pre'DARc

W Post'DARc 

平 N (ノクターナル)サージ サーカディアンオシレータ は、 PR Fニ

ユーロンを刺激、 TIDAニューロンを抑制する(パネルA)oTIDAニュ

ーロンの抑制によって門脈血中の DAは減少するとともに DAによる PR Fニ

ューロンのシナプス後 DAレセプターによる抑制が解除される。この PR Fニ

ューロンに対する抑制解除と、サーカディアンオシレータ による刺激が同時

に起こることにより PR Fが分泌される。 Nサ ジは、ラクトトロフへのPR
F刺激とシナプス前様DAレセプターを介した DA抑制の，威少により発現する

(パネル日〉。

D (ダイアーナル)サージ サー力ディアンオシレーターは、 TIDAニュ

ーロンの抑制にのみ作動する(パネルA)。したがって、門脈中の DAは，威少

する。 PR Fニュ ロンの DA抑制も解除されるが、サーカディアンオシレー

ターによる直後刺激が無いために、 PR Fは分泌されない。 Dサージは、ラク

トトロフの DA抑制減少のみで発現する(パネル B)。

6 T I D Aニューロンにより、ラクトトロフシナプス前徴。 Aレセプター

とPR Fに存在するシナプス後レセプタ を介して二重に PR L分泌を抑制し
ている(パネル B)。
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下蚤体 PR L分泌は視床下部より分泌される PR L放出促進因子(P R F) 

と PR L放出抑制l因子 (P I F) によって相反的に調節を受けているとされる。

またステロイドなどの末梢ホルモンにも影響を受ける。 p南事L類の PR L分泌調

節は、著しく抑制支配優位にあり、現在では、その抑制支配の主体は、陵起漏

斗部より下垂体門脈に分泌されるドパミン(0 A) であり、ラクトトロフに存

在する DAレセプタ を介して PR L分泌を調節しているとの税が主流である。

DAを含めた多くの DAアゴニストや DAアンタゴニストが PR L分，必機序や

生理的な PR L分泌動態の解析の有力な手段として用いられ PRし分泌に対す

るDAの役割の追究に大きく貢献してきた。 7-{3-[4-(2.3-dimethylphenyl)

piperadinyl]propoxY}-2(IH)-quinolinone (OPC-4 3 9 2) は、抗精神病

薬として開発中の新規の化合物であるが、 02レセプターに選択性があり、さ

らにシナプス前 DAレセプター(オートレセプタ 〉にはアゴニストとして、

シナプス後 DAレセプターには、アンタゴニストとして作用するとされる、従

来の DAアゴニストやアンタゴニストにはみられない特性を有する薬剤lである。

本研究は、ラットを用いて in v i t r 0において下重体 PR L分泌に対する oP C 

- 4 3 9 2の作用の特異性を明らかにし、それをもとに In V I V 0において PR F 

との下垂体レベルや中枢レベルでの相互作用も含めた、 DA支配系 PR L分i:必

調節機構の解析を行なった。

第 1章 下垂体 PR し分泌に対する oP C - 4 3 9 2の直後作用

下垂体静置I音妥系を用いて、代表的な DAアゴニス卜、 DAアンタゴニスト

と比較しつつ、 OPC-4392の PRし分，必に対する影響を検討した。その

結果、 o P C -4 3 9 2は、 DA、 DAアゴニストである bromocrlptlne(C B 
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- 1 5 4 )、 3-(3-hydroxyphenYI)-N-n-proPYlpiperidineC 3 - p p p) と同

僚に濃度依存的に PR L分泌を抑制し、その抑制の半最大有効濃度 CEC50)

は 10 -9 Mオーダーで、 1 0ぺ 0Mオーダーを示す CB-154よりは弱いもの

の DA、 3 -p p pと同じオーダーで強い PR L分泌抑制作用を示した。また、

DAアンタゴニストであるハロベリドールにおいても 10 -SMの高濃度では P

R L分;必を強く抑制した。次にハロベリドールと、 OPC-4392を下登休

i音養細胞に作用させた結果、ハロベリドールは、それ自身 PRし分泌を抑制し

ない濃度において OPC-4392のPR L分泌抑制を法度依存的に阻害した。

また、 DA、 DAアゴニストであるアポモルフィンと oP C - 4 3 9 2を共存

させて下垂体I音養細胞に作用させた結果、 OPC-4392は、高濃度におい

てわずかに、 DAの PR L分泌抑制lを阻害したものの、アポモルフィンの PR 

L分泌抑制を全く阻害しなかった。以上のことより、 oP C - 4 3 9 2は、下

垂体 DAレセプターに対してほとんどアンタゴニスト作用を示さず、ハロベリ

ドールによって OPC-4392のPR L分泌抑制効果が桔抗されることから、

OPC-4392は下垂体 DAレセプターにはアゴニストとして作用すること

が示された。したがって、下垂休 DAレセプターは、 DAニューロン終末のい

わば、 「後」にあるにもかかわらず、薬理学的にはむしろオートレセプターの

性質を持つことが示唆された。 oP C - 4 3 9 2は、脳内においてはオートレ

セプターアゴニスト作用、およびシナプス後 DAレセプタ アンタゴニスト作

用により DA活性は抑制されるが、下垂体 DAレセプターに対しては、本主主の

結果より、 DA活性に対して促進的に働くことになり、脳内、下垂体両者に対

して促進的、あるいは1印刷的に働く従来の DAアゴニスト、または、アンタゴ

ニストとは異なり、 P R L分泌調節における DA系支配をより詳しく解析する

上で非常に有用であることが示唆された。
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第 2章 s u p e r f u s i 0 nを用いた OPC-4392の PR L分泌動態に対する検討

本章では、マイクロキャリアに付着させた下垂体培養細胞をカラムに結め、メ

ディウムで連続的に潅流する superfusion法を用い、 o P C - 4 3 9 2に加えて

生理的 PI Fとして DA、 DAアゴニストとして CB-154、さらには、生

理的 PR Fとして、 T R Hをこれらと同時に作用させ、さらに OPC-439

2の PR L分泌に対する特異性をより生理的案件に近い条件で検討した。本実

験に用いた su p e r f u s i 0 nにおいては、 DAに対する濃度依存的な PR L分泌抑

制と、 T R Hにたいする大量の PR L分泌高進が観察された。 su p e r f u s i 0 n;去に

おける DA、 CB-154、 OPC-4392の PR L分泌にたいする彩管は、

静置培養とは異なり、量的のみならず質的にも異なると解釈される結果を示し

た。 OPC-4392負荷による PR L分泌抑制効果は弱く表現され、 P R L 

分泌高進状態においては抑制効果がみられたものの TR Hの PR L分泌高進作

用に対しては、殆ど抑制効果を示さなかった。 DAの負荷によっては急激に P

R L分泌は r威少したが、負荷終了後、比較的速やかに PR L分泌は、負荷前の

値に回復した。また DA負荷中に T R Hを作用させるとその時点での T R Hよ

る PR L分，必の上昇は起こらないが、 DA負荷終了後、 T R H単独負荷よりも

はるかに大きい PR L分泌の高進が観察され、生体内における PR しの大:m分

泌にはこのようなメカニズムが存在している可能性が示唆された。 CB - 1 5 

4は、負荷後速やかに PR L分泌を減少させ、さらには負荷終了後においても

P R L分泌は、長時間に渡って抑制されたままであった。さらに TR H作用時

の PR し分泌高進も強く抑制し CBー 15 4負荷終了後においても DAにおい

て観察された PR しの大量分泌は全くみられず、生体内における CB-154

の強力な PR L抑制作用には、単に門脈血中の DAの増加を再現したのみなら

ず、 P R Fによる分泌刺激効果をも阻害している可能性も示唆された。
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以上の結果より、 1章の結果とも考え併せれば、 OPC-4392は DAア

ゴニストでありながら CB-154とは異なり、 T R Hのような PR Fに対し

ては、 P R L分泌抑制効果を示さないことが示唆され、この性質を利用するこ

とによって生理的な PR L分泌が、 DAの減少によるものか、 P R Fの増加に

よるものかという問題を解決する手段となる可能性が示唆され、第 1章で明か

ととなった脳内 DA系と下重体 DA系に対する解隊と併せ、 OPC-4392 

が PR し分泌調節機構の解析に有用であることがさらに示唆された。

第 3章 生休における OPC-4392による PR L分泌調節系の解析

実験的に PR L分泌を高進させたラット(レゼルピン投与ラット、 au t 0-

graftラット、 iS 0 9 r a f tラット〉の血中 PR L濃度は、 OPC-4392によっ

て著しく抑制され生体内においても下垂体ラクトトロフ DAレセプターに対し

て oP C - 4 3 9 2はアゴニストとして作用することが確認された。しかしな

がら、正位即ち視床下部支配下にある下蚤休を持つラット(レゼルピン投与ラ

ット、 iS 0 9 r a f tラット)は正位下登休を持たないラット(a u t 0 9 r a f tラット)に

比べ PR し分泌抑制時間の短縮が観察された。隆起漏斗系 DAニュ ロンには

オ トレセプタ は存在しないとされていることから、この現象は、第 2章で

示唆された下蚤休レベルでの oP C -4 392では阻止できない PR Fの分泌

によるものと推定され、この PR F分泌は DA系による抑制される PR F分f必

機序が OPC-4392のシナプス後o2レセプターアンタゴニスト作用によ

り解除された結果であると解釈された。正常ラットでは、血中 PR L濃度は O

P C -4 3 9 2の投与によって変化しなかったが、 OPC-4392によって

P R Fが分泌されても内生的 DAによって、 P R しは抑制されると考えられた。

生理的 PR L分泌相をもっ偽妊娠ラットに oP C - 4 3 9 2を大量、頻固に
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投与しても CBー 154とは異なり偽妊娠を中断させることができなかった。

この原因を操るため、 P R Lダイアーナルサージまたは、 ノクターナルサージ

の直前に OPC-4392を投与したところ、 OPC-4392によってダイ

アーナルサージは阻止されるのに対し、ノクターナルサージは投与量を増やし

ても消失させることはできず、この結果偽妊娠が阻止できなかったものと判断

された。したがって、 ノクターナルサージ発現機序にはoP C -4 392によ

っては、阻止できず、 C Bー 15 4によっては阻止できる、すなわち PR Fを

解した機序が関与することが強〈示唆され、 CB-154は、下蚤休レベルに

おける PR Fの PR L分泌刺激作用の抑制に加えて、前述した、正{立下垂体ラ

ットを持つラットにおいての実験で推定された DA系に抑制される PR F分j泌

系をも抑制してい る可能性も考えられた。

以上により OPC-4392を用いた解析によって DAは、下垂体に対する

直後の抑制支配に加えて、脳内においても PR F分泌を抑制することによって

二重に PR L分，必を抑制的に支配していることが示唆された。
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