
Morphological Studies on the Hypothalamic
β-endorphin in Ovariectomized and Old Female
Rats

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8395URL



金沢大学十全医学会雑誌 第10 1 巻 第5 号 827
-

8 3 7 (1 9 9 2)

去勢お よび老化雌 ラ ッ ト に おける視床下部

β- エ ン ドル フ ィ ン の形態学的研究

金沢大学医学部産科婦人科学講座 (主任 : 西 田悦郎教授)

富 松 功 光

(平成4 年 9 月18 日受付)

82 7

更年期障害の 代表的愁訴 で あ る熱感( h o t f 山s h) の 発症磯序 に 密掛 こ関与 し て い る と い わ れ て い る β- エ ン ド ル フ ィ ン

(βpe n d o r p hi n , β-E P) に つ い て , 卵巣摘除お よ び老化 に 伴う変化 と エ ス ト ロ ゲ ン 投与に よ る影響を雌 ラ ッ ト で 検討 した . 4 0 日 齢

(M 群) , 4 0 日 齢 に 両 側卵巣摘除 ( 去勢) した5 4 日齢 (0 V X 群) , 去勢 し54 日 齢 よ り安息香酸 エ ス ト ラ ジオ ー

ル ( e st r a d i ol

b e n z o at e
･
E B) 0 ･ 1 m g を連日 7 日 間皮下投与 した60 日齢( O V X + e 群) , 去 勢 し54 日 齢 に E B l m g l 回 皮下投与 し た6 0 日 齢

(O V X + E 群) , 5 0 0 日齢 (o ld 群) , 5 0 0 日 齢よ り E B O ･1 m g を連 日 7 日 間皮下投与 した50 6 日 齢( old + e 群) , 5 0 0 日 齢 に E B

l m g l 回皮下投与 した506 日齢 (0 1d + E 群) の 雌 ラ ッ ト 7 群の 視床下部 に つ い て
, β

-

E P の 免疫魁織染色 を行 い , 光学 お よび電

子 顕微鏡 で 観察 した ･ O V X 群で は 】 弓状核( a r c u a t e n u cl ei･ A R N ) の β一 E P 陽性細胞は ほ と
.
ん どみ られ ず , 正 中隆起部の 神経

核( n u cl ei of m e di a n e m in e n c e
･
M E) で は ,

M 群と 比較 して
, β-E P 陽性細胞ほ減少 して い た . 正 中隆起部神経線維 ( ｡ ｡ , Ⅴ｡

fib e r s of m e di a n e m i n e n c e ･ m e) で は ,
M 群 と比較 して , β-E P 陽性神経線維の 染色性は低下 して い た . ま た

,
正 中隆起部の

神経細胞線維数( 以下･ 神経線維数) ほ , M 群 と比較 して 有意に 減少 して い た( p < 0 ･ 05) . O V X + e 群で は
,
A R N の β- E P 陽

性細胞の 数お よ び染色性共に やや 回復 して い た ･ M E で は
!
M 群 とほ ぼ 同 じ程度 に 回 復 し, m e で は , M 群よ りも染色性が増

加 してい た ･ 神経線維数ほや や 回 復 し , E B 投与 に よ り神経膠細胞数は有意 に 増加 した (p < 0 .0 5) . O V X + E 群で は , A R N の

β-E P 陽性細胞 の 数お よび 染色性共に M 群と ほ ぼ 同 じ程度に 回復 して い た . M E で は
,
M 群 とほ ぼ 同じ程度に 回復 し, m e で

ほ
,
M 群よ りも染色性が増加 して い た ･ 神経線維数ほ , O V X , O V X + e の 両 群に 比 して 有意に 増加 し(p < 0 . 0 5) , 神経膠細胞

数の 増加ほ特 に E B l 回 投与大量群で よ り著明であ っ た ( p < 0 . 0 5) . 01d 群 で ほ ,
A R N の β-E P 陽性細胞 ほ ほ と ん どみ られ

ず, M E で は , M 群と比較 して β- E P 陽性細胞 は減少 し, m e で ほ M 群と ほ ぼ 同程度 で あ っ た . 神経線維数ほ
,
M 群と 比較

して
, 有意に 減少 して い た ( p < 0 ･ 0 5) ･ ま た ,

A R N に お け る神経細胞内巨大 ミ ト コ ン ド リ ア の 割合は ,
Old 群で ほ約 7 % で あ

り
,
M 群の 約 2 % に 比 し著明 に 増加 して い た (p < 0 ･ 0 5) ■ 0Id + e お よ び 01d + E 群で は

,
A R N , M E お よ び m e い ずれ の 部位

で もβ-E P の 回復 はみ られ ず, 神経線維数の 増加も認 め られ な か っ た . 01d 群の A R N に お け る神経細胞内巨大 ミ ト コ ン ドリ

ア の 割合ほ よ
E B の 投与に よ り減少 し , 特に 01d + E 群で 著 明 で あ っ た ( p < 0 . 0 5) . 以 上 エ ス ト ロ ゲ ン の 投与に よ っ て卵 巣摘

除 ラ ッ ト の 視床下部 β-E P 陽性細胞数 お よび 染色性, 神経線維数が 回復 し, 神経膠細胞数は増加 した が
,
そ の 程度 ほ投与法に

よ り異な っ て い た ■ 老 ラ ッ ト で は こ れ ら の 回 復は み られ なか っ た . ま た
, 視床下部の 神経細胞内の 形態学的観察 か ら ,

エ ス ト

ロ ゲ ン が 老化 の 予 防 に な ん らか の 影響 を及ぼ して い る 可能性が考え られ た .

K e y w o r d s β- e n d o r p hi n , e S t r O g e n , 0 0 p h o r e c t o m y , h y p o t h ala m u s , r a t

わが 国に お け る平均余命の 延長に 伴 う老人人 口 の 増 加は著 し

く, 中高年老の 健康管理 が 重要な課題 と な っ て きて い る . 産科

婦人科領域に お い て も
, 更年期 ■ 閉経後女性 に み られ る諸疾患

が閉経周辺期 に み ら れ る 内分泌変動 ,
と く に エ ス ト ロ ゲ ン

(e str o g e n) の 低下 と密接に 関連 して い る こ と
, 近年そ の 力 点が

中高年女性に 向け られ ,
こ れ に対す る ホ ル モ ン 療 法が注目 を あ

びてい る .

中高年女性の 老化過程に お い て , 身体的 に 自覚され る最も明

瞭な老化現象ほ閉経であ る . こ の 閉経前後の 時期 は更年期と さ

れ, 性成熟期か ら老年期 へ の 移行 に 伴う卵巣機能 の 衰退 に よ っ
て
, 月経異常や自律神経失調症状 , 精神神経症状 を主体 と した

A b b r e vi ati o n s : A R N
,
a r C u at e n u C lei; B B B , blo od

い わ ゆ る 更年期障害が よく認め られ る . ま た , 閉経後 の 老年期

に み られ る骨組紫症, 動脈硬化症な どの 骨 ･ 脂質代謝異常や
,

老人 性月窒炎な どの 性器 の 萎縮性疾患 も更年期 に 現れ ほ じめ , 閉

経後数年 の 進行と と もに 次第に 多くな っ て く る . そ れ らの 発症

機序に つ い て は未だ 不 明の 点も多 い が
,
女性 の 老化過掛 こ伴 う

疾患の 発症 に は , 閉経を境に して 急減する エ ス ト ロ ゲ ン が密接

に 関連 して い る . した が っ て
,
こ れ ら疾患の 予防 ･

治療の ため

に
, 閉経 周辺期以降の 女性を対象 と して エ ス ト ロ ゲ ソ 補充療法

を行う こ と が必 要で あると , 近年 とくに 強調され て きて い る .

更年期障害症状は
,
閉経前後の み な らず両側卵巣摘除手術後

に も よく認め られ るが
,
そ の 病態生理な らび に 病因も未だ完全

b r a in b a r rie r ; A C T H , a d r e n o c o rti c o t r o pic h o r m o n e ; β
- E P

,

β- e n d o rp hi n ; D A , d o p a m in e ; E B ･ e S t r a diol b e n z o at e ; F E 2 , f r e e e st r a diol ; F S = , f ollicle - S ti m ul at in g h o r m o n e ;
G n - R H

, g O n ad o t r o pi n
-

r ele a si n g h o r m o n e ; L H ･ 1 u t ei nizi n g h o r m o n e ; L H
N R H

,
1 u t e inizin g h o r m o n e -

r ele a s in g
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に 解明されて い な い . 更年期障害の 代表的愁訴 で あ る熱感 ( ほ

て り
,
h o t fl u s h) や精 神症状の 発現 に は l エ ス ト ロ ゲ ソ の 低下

と ともに 視床下部 また は そ の 上 位 レ ベ ル に お ける 活性ア ミ ン や

神経 ペ プチ ドな どの い わ ゆ る神経伝達物質
･ 神経調節因子の 変

化が密接に 関与 して い る こ と が示 唆 され て
い る ･ しか し

, 更年

期障害 の 症状ほ多種多彩であり , 個人を 取り巻 く環境や性格
■

気質に も関連 して い るた め に
l)

, 適当な実験動物 や実験条件が

確立 して お らず , そ の 基礎的な研究 へ の 取 り組み も十分と ほ 言

え なか っ た . しか し
, 最近で は 熱感 の 発症磯序 に β-

エ ン ドル

フ ィ ン (β- e n d o r p h in , βTE P) が 深く関与 して い る こ と が 報告 さ

れ て お り
2)

, 脳内の 形態学的研究の 進歩 と相侯 っ で
)4)

, 更年期障

害の 発症磯序 に お け る視床下部 の オ ピ オ イ ド分泌性神経細胞

( オ ピ オイ ド ニ ュ

ー ロ ン
,
O Pi oid n e u r o n) の 役割が注 目 され て い

る .

本研究で は ,
エ ス ト ロ ゲ ン と β- E P の 関 係を 考究す るた め

に , 雌 ラ ッ トを 用 い , 視床 下部の ニ ュ
ー ロ ン の 卵巣摘除お よび

老化に 伴 う変化と ,

エ ス ト ロ ゲ ソ の 投与に よ る影響を形態学的

に 検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 実験動物

実験 に は ウ イ ス タ
ー ( W is t a r) 系 ラ ッ ト( 日本 チ ャ

ー ル ズ ･ リ

バ ー

, 厚木) を 使用 した . 飼 育条件 ほ , 明時間1 1 ･ 5 時 間 ( 8 時

30 分 ～ 2 0 時) , 暗時 間12 . 5 時 間 , 温 度2 3 土 2 ℃ と し , 飼 料

C R F- 1 ( 日本チ ャ
ー ル ズ ･ リ バ ー ) お よ び飲料水ほ自由摂取 と し

た .

Ⅱ . 試 薬

実験 に 使用 した 試薬ほ以下の 通 りで ある ･

エ チ ル エ ー テ ル
,

エ タ ノ
ー ル

,
グ リ セ リ ソ

,
シ ョ 糖 ,

過酸化

水 素 ,
グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド , ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド

(di m e th yl s u rf o xid e) , 酢酸ウ ラ ニ
ー ル お よび ク コニこ/ 酸鉛 は , 和

光純薬工業(大阪) よ り購入 し, 蒸留水に て 希釈後適宜の 濃度溶

液と して 使用 した .
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (Si g m a , S t ･ L o u s ･

U .S .A .) , O C T コ ン パ ウ ン ド ( M il e s S ci e n tifi c , N a p e r vi11 e ,

U .S . A .) , 4 酸 化 オ ス ミ ウ ム ( o s mi u m t e tr o xid e ; M E R C K ,

D a r m st ad t
,
G e r m a n y) , 4 塩 酸 3 , 3一ジ ア ミ ノ

ベ ン チ ジ ン (3 ,

3, di a r n i n o b e n z idi n e 4 H C l , 同仁化学, 熊本) お よ
び ェ ボ ン8 1 2

(応研商事 ,
東京) ほ , そ れ ぞれ を購入 して実験 に 供 した ･

安息香酸 エ ス ト ラ ジオ
ー ル ( e st r a d i ol b e n z o a t e , E B) (帝国臓

軋 東京) は , ゴ マ 油(半井化学薬軋 京都) で溶解 して使用 し

た . リ ソ 酸緩衝液(p h o s p h a t e b u ff e r s ol u tio n , P B S ) ほ , リ ソ 酸

1 カ リウ ム (K H 2P 0 4 , 和光純薬工 業) 0 .0 3 2 m ol と リ ソ 酸水素2

ヵ リ ウ ム (K 2H P O ｡ , 和 光純 薬 工 業) 0 . 1 6 8 m ol を 蒸 留 水

1 000 m = 亡 溶解 , p H 7 , 4 に 調 整 し た もの を 用 い た ･
へ パ ワ ソ

(h e p a ri n , 小 五 東京) は , P B S に て 希釈 し , 2 0 単位/ m l の 溶液

と して 使用 した .

ヤ ギ血清 (g o a t n o r m al s e r u m ) お よび ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識

ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 免疫 グ ロ プ リ ン G (p e r o xid a s e l a b el ed g o a t

a n ti - r a b b it i m m u n o glo b uli n G) ほ I
B i o G e n e x L a b o r a t o ri e s

( D u b li n , I r el a n d) よ り購入 した . ウ サ ギ抗 ヒ T β
- E P 抗 体 は ,

Bi o p r o d u c t s ( L ot . N o . i4 5 6
- 0 0 2

,
R h o s t ylI e n- W r e x h ar

m
,
U ･ K ･) よ

h o r m o n e ; M E , n u Clei of m e di a n e m i n e n c e ; m e , n e r V e

り購入 した . な れ 今 回 使用 し た β-E P 抗 体ほ ,
α- エ ン ドル

フ ィ ン ( α一 e n d r o p hi n) と の 間に わ ずか な交差反応(73 .5 ～ 84 . 4 :

1 ) を 認 め た が , 他 の エ ン ド ル フ ィ ン や エ ン ケ フ ァ リ ン

( e n k e p h ali n) と の 交差反応ほ認 め な か っ た ･

Ⅲ . 検体採取 と方法

以下 の 7 実験群 (各群 ,
n
= 5) の 雌 ラ ッ ト か ら検体 を 採取 し

た . 第1 群 ,
4 0 日齢雌 ラ ッ ト ( m a t u r e , M 群); 第 2 群 , 40 日齢

に 両側卵巣摘険 した54 日齢雌 ラ ッ ト( O V X 群); 第 3 群 , 40 日齢

に 両 側卵巣摘除 し , 5 4 日齢 よ り E B O .1 m g を 連 日 7 日 間皮下投

与 した60 日齢雌 ラ ッ ト ( O V X + e 群); 第 4 群 ,
4 0 日齢に 両側卵

巣摘除 し , 5 4 日 齢 よ り E B l m g を 皮下投与 した60 日齢雌ラ ッ ト

( 0 V X + E 群) ; 第 5 群 , 5 00 日齢老雌 ラ ッ ト (01d 群) ; 第6 群 ,

5 0 0 日 齢よ り E B O . 1 m g を連 日 7 日間皮下投与 した50 6 日 齢雌

ラ ッ ト (01 d + e 群) ; 第 7 群 , 5 0 0 日 齢に E B l m g を 皮下投与し

た506 日齢雌 ラ ッ ト ( 01d + E 群)

まず ,
エ ー テ ル 麻酔の もと に ,

各群 ラ ッ ト の 上 行大動脈に留

置針 を留置 し, 横隔膜下 に て 下行大動脈 を結熱 した ･ 留置針よ

り ヘ パ リ ン 含有 P B S を 1 2 m l を 注入 し , 次い で 固定液( 4 % パ

ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド) を 30 m l/ 分の 速度 で15 分間注入 した . そ

の 後 , 脳 全体を 取 り出 し , G r o o t の 図表
5)
に 基づ い て 視床下部を

摘出 した .

摘 出材料を , まず10 % シ ョ 糖 P B S に て 4 ℃ ,
4 時間洗浄し

た . 次い で , 2 0 % シ ョ 糖 P B S , 2 0 % シ ョ 糖 P B S + 5 % グリセ リ

ソ P B S で
, 順次 4 ℃ ,

4 時間の 洗浄を 行 っ た . 洗浄 乳 エ タ

ノ ー ル ･ ド ラ イ ア イ ス に て冷却 した O C T コ ン パ ウ ン ドに 包哩

した . 凍結 切片作成機 (C r y o s t a t , B R I G H T , H u n ti n gt o n , U ･K ･)

に て凍結組織標本を蒋切 し, 6-1 2 〃 m の 厚 さ の 切片を 採取した･

凍結 切片を , 卵白 ア ル ブ ミ ン 処理 ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に 載せ , 室

温に て30 分間乾燥 した . 更 に P B S に て 4 ℃ ,
5 分間の 洗浄を

3 回 行 っ た .

Ⅳ . 免疫組織染色

免疫組織染色法と して は ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 抗 ペ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ 法 (p e r o x id a s e- a n tip e r o x id a s e m e th o d , P A P 法) を用 い , 以

下の 方法 で 行 っ てそ れ ぞれ の 観察に 供 した . まず , 組織標本に

お ける非特異的染色 を防 ぐた め に , 事前に 1 % ヤ ギ血 清で20分

間イ ン キ エ
ペ -

シ ョ ソ し , 4 ℃の P B S に て 洗浄 した ･ 組織側

片 に ウサ ギ 抗 ヒ ト β-E P 抗体 ( 1 : 2 , 0 0 0 に 希釈) を滴下し, 4

℃ に て72 時間イ ン キ エ
ペ ー シ ョ ソ した . 次 い で ,

4 ℃の P B S

で洗浄 した の ち10 倍希釈 した ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識ヤ ギ抗ウサ

ギ免疫 グ ロ ブ リ ン G を 滴下 し , 3 0 分 間イ ン キ ュ
べ - シ ョ ン し

た . そ の 後 ,
4 ℃ の P B S に て洗浄 した . 光学顕微鏡観察用の染

色は ,
0 . 0 1 % 過 酸化水素含有0 . 0 5 % 4 塩酸 3 , 3- ジア ミ ノ

ベ ン チ

ジ ン 溶液 (完全 G r a h a m , K a r n o v s k y 溶液 ,
C O m Pl e t e G r a h a m ~~

K a r n o v s k y s ol u ti o n) 内で の 4 ℃ ,
1 0 分 臥 ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ反

応に て 行 っ た . 更 に ,

へ マ ト キ シ リ ソ 核染色を行い , 観察に供

電 子顕微鏡用 の も の ほ , まず ,
4 ℃ の P B S に て 5 分間の 洗

浄を 3 回行 い ,
1 % グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ドで 4 ℃ ,

2 0 分間固定

した . 固定衡 更に 4 ℃ の P B S で洗浄 し , 1 % ジ
メ チ ル ス ル

フ ォ キ サ イ ド (di m e th yl s u rf o xid e , D M S O) 含有0 ･ 0 5 % 4 塩酸

3 , 3
- ジ ア ミ ノ ペ ソ チ ジ ン 溶液 (不 完全 G r a h a m - K a r n o v

s k y 溶

fib e r s of m e di a n e m i n e n c e ; P B S , p h o s p h at e
b uffe r

s ol u ti o n ; P R L , p r Ola cti n ; S H B G , S e X
- h o r m o n e bin din g gl ob uli n



去勢 ･ 老化雌 ラ ッ トの 視床下部 β- エ ン ドル フ ィ ン

乳 i m c o m pl e t e G r a h a m - K a r n o v s k y s ol u ti o n) 内で室温 ,
3 0 分

臥 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 反応 を行 っ た ･ 更に , 0 ･ 0 1 % 過酸化水素

含有0 . 0 5 % 4 塩 酸 3 , 3- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 溶 液 (完 全

Gr ah a m - K a r n o v s k y 溶 液) 内で ,
4 ℃

,
5 分間イ ン キ エ

ペ ー

シ ョ ソ を行い ,
4 ℃ の P B S に て 洗浄 した . 標本を ,

2 % 4 酸化

オス ミ ウ ム に て 室温 で 1 時間 固 定 し , エ タ ノ ー ル で 脱水 した

軋 エ ボ ン 81 2 に て 包哩 した ･ 包哩標本 を ウ ル ト ラ ミ ク ロ ト ー

ムで 薄切し , そ の 切片 を シ
ー

トメ シ ュ に 載せ た の ち
,
切片を 酢

酸ウ ラ ニ
ー ル と ク エ ン 酸鉛で 染色 し, 観察 に 供 した .

これらの 標本よ り , 視床下部弓状核 と 正 中隆起部 の β-E P 局

在に つ い て 神経細胞内陽性顆粒の 数 お よ び染色強度 と神経線維

の染色強度を (
-

,
土
,
+
,
+ + ) の 4 段階 に 分けて 検討 した .

Ⅴ . 視床下部 弓状核および正中隆起部 の組織学的検討

通常の 電顕所見か ら正 中隆起部 の 神経線維数 と神経膠細胞数

T hir d v e nt ri cl e

A r c u a t e n u c暮e u s (A R N)

C ell b o di e s

i n t h e M edia n E m i n e n c e ( M E)

F ig . 1 ･ S c h e m a ti c ill u s tr a ti o n of th e r a t h y p o th a I a m u s .

A R N M E m e

M a t u r e ヱ Ⅲ 亥 Ⅱ 窒≡≡歪≡
0 V X

O V X + e 桝豪家
O V X + E Ⅱ 繁 互批≡
0】d Ⅱ
01 d + e 亥石井
Old + E 窒≡彰≡
⊂】

,

( - ) ; m
′

( ±) ; 囲
′

( ･ ) ; 圏 ( ≠) ;

Fig ･ 2 ･ β- E P di s trib u ti o n i n th e h y p o th al a m u s .

β-E P-p O Siti v e c ells w e r e r a r ely s e e n i n th e a r c u a t e n u c le u s
( A R N) i n th e o v a ri e c t o m i z ed ( O V X) a n d th e old g r o u p s
(01d) ･ β- E P p o siti v e c ells i n th e m e d i a n e m i n e n c e ( M E)
W e r e d e c r e a s e d i n th e O V X a n d oId g r o u p s . βAE P
C O n ti ni n g n e r v e fi b e r s i n th e m e di a n e m i n e n c e ( m e) w e r e
n ot d e c r e a s e d i n th e old g r o u p , b u t w e r e d e c r e a s e d i n th e
O V X g r o u p ･ A d m in is tr a ti o n of O ･1 m g e s tr a d i ol b e n z o a t e

(E B ) p e r d a y f o r 7 d a y s in th e O V X g r o u p ( 0 V X + e) l e d
t o a m i n o r r e c o v e r y of β-E P i n th e A R N , a n d le d t o th e
S a m e st ai ni n g a s th a t i n m a t u r e 王e m al e r a t s (M ) i n th e
C e11 b o di e s of th e M E

,
a n d m o r e i n t e n s e s t ai ni n g th a n th a t

i n m a t u r e r a t s i n th e n e r v e fib e r s . T h e a d m i n is tr a ti o n of
l m g E B b r o u g h t a b o u t r e c o v e r y in th e O V X g r o u p t o th e
l e v el i n m a t u r e f e m al e r at s i n all a r e a s ( 0 V X + E) , b u t in
th e old g r o u p (old + e

,
E) , th e r e w a s n o r e c o v e r y d e s pit e

a d mi nis tr a ti o n of E B .

8 2 9

を 計測 し, それ ぞれ の 正 中隆起部 の 単位面積当た りの 神経細胞

線維数お よ び神経膠細胞数と して 各群間 で 比較検討 した .

弓状核の 神経細胞を無作為 に30 個抽出 し , 神経細胞内の 巨大

ミ ト コ ン ドリ ア ( 直径 1 〃m 以上) の 割合を 各群間で比較検討 し

た .

Ⅵ
. 統計学的検討

実験結果の 統計学的処理 は , S t u d e n t ト検定 に て 行 っ た .

成 績

Ⅰ . ラ ･

ソ ト視床下部にお け る β- E P の 分布

ラ ッ ト視床下部に おけ る β-E P の 分布に つ い て ほ ∴ 第3 脳室

外側の 弓状核 ( a r c u a t e n u cl ei , A R N) と 下垂体門脈直上 の 正 中

隆起部の 神経核( n u cl ei oI m a d ia n e mi n e n c e , M E ) , お よび 正 中

隆起部の 神経線維( n e r v e fi b e r s of m e d i a n e m i n e n c e , m e) に 分

け て
, それ ぞれ 検討 した ( 図1 ,

2 ) .

1 . 弓状核

成熟雌 ラ ッ ト ( M 群) と 比較 L て , 卵巣 摘除Ⅰ4 日 後 (○ⅤⅩ

群) で は β-E P 陽性細胞は は と ん どみ られ なか っ た (図 3 , 4 ) .

ま た
,
5 0 0 日齢老 ラ ッ ト( old 群) で ほ ▲ 非特異的陽性部分が散在

す る の み で
, β一 E P 陽性細胞は ほ とん どみ られ な か っ た( 囲5 ) .

しか し , 電子顕微鏡所見 では , 細胞体内の 所 々 に β-E P 陽性顆

粒 が認め られ た (図 6) . 卵巣摘除後 E B O .1 m g を 連日 7 日間皮

下投与 した ラ ッ ト ( 0 V X + e 群) で は , β-E P 陽性細胞 の 数お よ

F主g . 3 . I m m u n o p e r o xid a s e s t ai n i n g of β-E PN p O Siti v e c ells i n
th e a r c u a t e n u cl e u s of a m at u r e f e m al e r a t , × 2 0 .

F i g ･ 4 ･ I m m u n o p e r o xid a s e s t ai n i n g of β- E P -

p O Siti v e c ell s in

th e a r c u a t e n u cl e u s of a n o v a ri e c to mi z ed r a t . β- E P -

p o siti v e c e ll s w e r e r a r el y s e e n . ×1 0 .
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び染色性共に や や 回 復 L て い た ( 図 7 ) . 卵巣摘除後 E B l m g l

回投与後 7 日 目 の ラ ッ ト (O V X + E 群) でほ 1
ほ ぼ 成熟雌 ラ ッ

トの 状態に 回 復 して い た ( 図8) . しか し , 老 ラ ッ トで は ,
E B の

F i g ･ 5 ･ I m m u n o p e r o x id a s e s t a.
i n i n g of β- E P -

p O Siti v e c e11 s in

th e a r c u a t e n u cl e u s of a 5 0 0 -d a y- Old r a t . β- E P- P O Siti v e
C ells w e r e r a r ei v id e n tifi e d

,
b u t n o n s p e cifi c st ai n l n g W a S

o b s e r v e d . × 1 0 ,

F ig ･ 6 ･ E l e c tr o n m i c r o g r a p h of i m m u n o p e r o xid a s e st ai ni n g

Of β-E P- P O Siti v e c e11 s i n th e a r c u a t e n u cl e u s of a 5 0 0
d a y- Old r a t . β-E P p o siti v e g r a n ul e s ( a r r o w ) c o uld b e s e e n
a dj a c e n t t o th e gi a n t mi t o c h o n d ri a in th e n e u r o n . × 6 ,0 0 0 .

Fi g ･ 7 ･ I m m u n o p e r o x id a s e s t ai n in g of β
-

E P
-

p O Siti v e c e11s i n

th e ar c u a t e n u cl e u s of a r a t w h ic h r e c ei v e d O .1 m g E B p e r

d a y f o r 7 d a y s af t e r o v a ri e c t o m y ( O V X + e) . β
- E P -

p O Siti v e

C ells w e r e i n c r e a s e d i n n u m b e r . × 2 0 .

投与方法に 関係な く β- E P 陽性 細胞 の 回 復 は 認め られ な かっ
た .

2 . 正 中隆起部神経核

M 群と比較 して ･
O V X 群 ,

0 1d 群と も β- E P 陽性細胞ほ減少
して い た ( 図 9 , 1 0) ･ O V X + e ･ O V X + E の 両 群 で は

,
ほぼ

M 群と 同 じ程度に 回復 して い た (図11) ･ しか し
,
0Id + e 群およ

び 0 は+ E 群に お い て は , β-E P 陽性細胞の 回 復 は 認め られな
か っ た .

3 . 正 中隆 起部神経線維

M 群と比較 して , 0 V X 群で は β-E P 陽性神経線維の 染色性
は低下 L て い た が

,
01d 群で は M 群と は ぼ 同程度で あ っ た(図

9
,
1 0) ･ O V X + e 群 , O V X + E 群 で は , と もに M 群よりも染

色性 が増加 して い た ( 図11) ･ しか し
,
Old + e

,
Old + E の 両群に

Fig ･ 8 ･ I m m u n o p e r o x id a s e st a i ni n g of β-E P- P O Siti v e c ells in
th e a rc u a t e n u cl e u s of a r at w hi c h r e c ei v e d o n e d o s e of

l m g E B a f t e r o v a ri e c to m y ( O V X + E) . β-E P- P O Siti v e c ells
W e r e i n c r e a s e d i n n u m b e r t o th e l e v el s th o s e w e r e s e e n

m a t u r e f e m al e r a ts . × 2 0 .

F i g . 9 . I m m u n o p e r o x id a s e s t ai ni n g o f β- E P
-

p O Siti v e
c ells

a n d n e r v e fib e r s i n th e r n e di a n e m i n e n c e of a r n at u r
e

f e m al e r a t ( M ) . ×1 0 .
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おい て は , M 群と の 間に 差 を認め なか っ た .

Ⅲ . 正 中隆起部の神経線維数

正中隆起部の 神経線維数(本/10
4

〟 m
2

, 平均 ±標準偏差 , 以下

m e a n ±S D) は , M 群で98 . 5 土6 . 2 で あ っ た が ,
O V X 群 で62 .

Fig ･ 1 0 ･ I m m u n o p e r o x id a s e st ai n i n g of β-E P- p O Siti v e c e11 s
a n d n e r v e fib e r s i n th e m ed i a n e m i n e n c e . of a o v a ri e ct o mi -
Z e d r a t ( O V X) . T h e n u m b e r of β- E P- p O Siti v e c ells i n t h e
m e di a n e m i n e n c e a n d s t ai n in g of β-E P n e u r o n fib e r s w e r e
d e c r e a s e d . × 1 0 .

N

∈
ユ

0
0
〇

.

〇
r

＼
S
｣

¢
q
仙

}

ぎ
｣

¢
u

ち

d
N
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3 ±5 . 8
,
01d 群で75 . 4 ±5 . 2 と , とも に M 群に 此 し有意 に 減少

して い た (p < 0 . 0 5) .
O V X + e 群 で は73 , 5 士2 .8 と やや 回復 し ,

0 V X + E 群で ほ85 .6 ±6 . 6 と ▲ O V X , 0 V X + e の 両群 に比 して

有意に 増加 して い た (p < 0 . 0 5) . しか し , 0 1d + e 群 でほ68 . 2 士

■
デ
ー､
V
′

■

Fig ･ 1 1 ･ I m m u n o p e r o xid a s e s t ai ni n g of β- E P -

p O Siti v e c ell s

(s m all a rr o w ) a n d n e r v e fib e r s i n t h e m e di a n e m i n e n c e of
a r at w hic h r e c e iv e d o n e d o s e of l m g E B af t e r o v a ri e c t o-
m y ( O V X + E) ･ β-E P p o siti v e n e r v e fib e r s (l a r g e a r r o w )
i n c r e a s e d i n n u m b e r t o t h e l e v el of th o s e i n m a t u r e f e m al e

r a t s . × 1 0 ,

M O V X O V X O V X o[d old o ld

+ e + E + e + E
Fig ･1 2 ･ N u m b e r of n e r v e fib e r s i n th e m e di a n e mi n e n c e ･ N u m b e r s i n b o th th e O V X a n d th e old g r o u p w e r e l e s s th a n th o s e i n
m at u r e f e m al e r a ts ･ H o w e v e r ･ i n c a s e s of E B a d mi ni s tr a tio n , Si g nifi c a n t r e c o v e r y w a s s e e n i n th e O V X

,
b u t n o t i n th e old

g r O u p ･ N u m b e r s i n p a r e n th e s e s in di c a t e th e n u m b e r of e x a mi n e d r a t s ･
*

,
< 0 ･0 5 c o m p a r e d wi th e a c h o th e r .
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N
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Z

M O V X O V X O V X oId o Id old

+ e + E + e + E

F ig . 1 3 . N u m b e r of gli al c ells i n th e m e di a n e mi n e n c e ･ E B a d m i n i st r a ti o n c a u s e d a n i n c r e a s e i n gli
al c e u s , b u t th e r e w a s n o

sig n ifi c a n t d iff e r e n c e b e t w e e n th e O V X g r o u p s a n d th e old g r o u p s ･ N u m b e r s i n p a r e n th e
s e s i n di c a t e th e n u m b e r of e x a m in ed

r a t s .
*

,
< 0 .0 5 c o m p a r e d wi th e a c h o th e r ,

F i g . 1 4 . G i a n t mi to c h o n d ri a ( a r r o w ) i n a n e r v e c e11 i n th e

a r c u a te n u c l e u s i n th e h y p o th al a r n u s of a 5 0 0
-d a y

-

01d r a t ･

× 1 2
,
0 0 0 .

6 . 3
,
01d + E 群で66 . 2 土4 . 9 と ,

01d 群 に おい て ほ E B の 投与法

に 関係なく神経線維数の 回復 ほみ られ な か っ た ( 図1 2) .

Ⅲ . 正 中隆起部の神経膠細胞数

正中隆起部の 神経膠細胞数(個/1 0
5

p m
之

,
m e a n 土S D) ほ ,

M 群

で5 . 8 土1 . 5 , 0 V X 群で4 , 8 土1 . 3
,
Old 群で3 . 8 ±1 . 9 で あり

,
各

群の間に差ほ認め られな か っ た ･ しか し
,
O V X + e 群 で ほ11 ･ 2

土2 . 1 , 0 V X + E 群 で は18 . 5 土1 . 7
,
Old + e 群 では7 . 9 ±2 . 0

,

01d + E 群で は1 2 . 9 士1 . 9 と
,
E B 投与 に よ り神経膠細胞数 は増

加 し (p < 0 . 0 5) , 特 に E B l 回 大量投与群 で よ り著明であ っ た

(図13) .

Ⅳ . 視床下部弓状核 の神経細胞内巨大ミトコ ン ドリ アの 割合

視床下部弓状核 の 神経細胞 内に お け る 巨大 ミ ト コ ン ドリ ア

( 図14) の 割合 ( % ,
m e a n ±S D) ほ ,

M 群2 . 3 8 ±0 .4 5 と比較し

て
,
O V X 群で は3 . 31 土0 .8 2 と 変化を 認め な か っ た が ,

Old 群で

は7 . 4 3 土1 . 2 0 と著明 に 増加 して い た (p < 0 . 0 5) . E B の 投与を行

う と ,
0 V X 十 e 群 で は 3 . 2 5 ±0 . 8 0 , O V X + E 群 で は3 .8 2 ±

1 .2 0 と
,
O V X 群に つ い て は ほ と ん ど変化を認め な か っ た が ,

01d 群に お い て ほ ,
Old + e 群 で は5 . 2 3 ±0 . 7 1

,
01d + E 群で は

3 . 5 6 ±0 . 35 と 巨大 ミ ト コ ン ドリ ア の 割合 ほ減少 し, そ の 減少程

度は E B l 回 大量投与群 で よ り著明であ っ た (p < 0 . 0 5) (図15) ･

考 察

女性 に お い て ほ ,
舶 歳頃 よ り性腺故能の 衰退が次第に 顕著と

な り , 月経 利 札 排卵障害 , 閉経 と い っ た
一 連の 変化が認めら

れ る . こ の 時 期に み られ る最も著明な内分泌環境の 変化は, 卵

巣か らの エ ス ト ロ ゲ ン 分泌 の 減少 と性腺刺激 ホ ル モ ン (
ゴ ナ F

､

ト ロ ピ ン
, g O n a d o tr o pi n s) の 分泌 先進 である . また ,

この 時期

に は 熱感を は じめ と す る所謂更年期障害 が よく認め られる
■ 更

年期障害諸症状 と血 中
･ 尿中 ホ ル モ ン 値と の 関係に つ い て は多

数報告 され て い る が , そ の 代表的症状 で ある 熱感 の 程度 備

さ) は , 血 中黄体化 ホ ル モ ン (1 u t ei ni zi n g h o r m o n e , L H ) , 卵胞刺

激ホ ル モ ン (f o 11i cl e- S ti m u l a ti n g h o r m o n e , F S H) と正 の 相関･
エ

ス ト ラ ジ オ ー ル
,
エ ス ト ロ ソ , プ ロ ゲ ス テ ロ ン , ア ン ド

ロ ス テ

ン ジオ ン
,
テ ス ト ス テ ロ ン な どと 負の 相関 を示す と当教室の赤

祖父 らが 報告 して い る ㌔ しか し なが ら , 更 年期障害
の 発症磯

序 に つ い て は ,

エ ス ト ロ ゲ ン の 欠乏が 主要国と され てい るも
の

の
,
症状 の 発現 に至 る ま で の 詳細な 機構に つ い て は未だ不明

な

点が多 い .

まず ,
血 中 エ ス ト ロ ゲ ン 濃度 と更年期障害 の 症状の 程度

との



去勢 ･ 老化雌 ラ ッ ト の 視床下部 β一エ ン ドル フ ィ ン

関連性に つ い てで ある が ,
E rli c k ら

7)
は

, 性 ホ ル モ ン 結合 グ ロ ブ

リン (s e x-h o r m o n e bi n di n g gl o b uli n , S H B G) に 結合 して い ない

血中の 遊離 エ ス ト ラ ジオ
ー

ル (f r e e e s tr a di oI , F E 2) と脳 内に 取 り

込まれ た E 2 との 間に 相関を 見い だ し , 末梢血 中 エ ス ト ロ ゲ ン

濃度と更年期障害の 症状の 程度 との 問に も相関の 認め られ る こ

とを報告 して い る . ま た
,
P a r d rid g e ら

8)

も F E 2 の 一

部が脳 内に

取り込ま れ る こ と を 証明 して い る .
こ の よ うに ,

E 2 ほ l 脳血 液

関門(bl o o d b r ai n b a r rie r , B B B ) を 通過 し , 神経細胞 に 直接作用

して種 々 の 神経細胞の 機能 に 影響を及ぼすもの と考 え られ る .

一 九 正常成熟雌 ラ ッ ト に 対す る持続的 E 2投与に よ っ て
, 視床

下部正中隆起部の ド ー パ ミ ン (d o p a mi n e , D A ) の 減少 と血 中プ

ロ ラ クチ ソ (p r ol a c ti n , P R L ) の 上昇が み られ , 視床下部の 弓状

核神経細胞 に 変性が認め られ る と報告 され て い る が
9)10)

,
こ れ ら

の こ とは E 2 そ の もの の 神経毒的な作用 と P R L と の 相加作脚 こ

起困するもの と 考え られ て い る .

ま た , 視床下部の オ ピ オ イ ド ニ ュ

ー

ロ ン が
, 近接 した D A

ニ
ュ

ー ロ ン や 性腺刺激 ホ ル モ ン 放出 ホ ル モ ン ( g o n a d o tr o pin-

r el e a sin g h o r m o n e , G n- R H ) ニ ュ
ー ロ ン と 相互 に 密接 に 関連 し

て い る こ と ほよ く知ら れ て い る . すな わ ち ,
D A ニ

ュ

ー

ロ ン は

ス テ ロ イ ド環境の 変動に よ っ て G n- R H ニ
ュ

ー

ロ ン を 抑制ある

い は刺激する 一 方 で
,
ノ ル ア ド レ ナ リ ン ニ ュ

ー ロ ン の 活性化は

G 良一R H の 分泌を 刺激する が ,
こ れ らの カ テ コ ー ル ア ミ ン の 機

能を β-E P が調節 して い るも の と み な され て い る . 更年期 ほ ,

卵巣の 老化に よ っ て エ ス ト ロ ゲ ン , プ ロ ゲ ス テ ロ ン な どの 性ス

テ ロ イ ドが急減す る時期である . こ の 時期に よくみ られ る熱感

の 発現 と β-E P お よ び L H と の 関 連 に つ い て で ある が
,

G e n a z z a n i ら
2)
お よ び C a s p e r ら

Il)
ほ
, 熱感 の 発作時に は L H の

.
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み な らず黄体刺激 ホ ル モ ン 放出 ホ ル モ ン (l u t ei n izi n g h o r m o n e-

r el e a si n g h o r m o n e , L HT R H ). β-E P , β- リ ボ ト ロ ピ ソ な どの 拍動

性分泌が同調 して認め られ ると 報告 して い る . 教室 の 研究に お

い ても ,
血 中 L H-R H , β-E P お よ び 副腎皮質ホ ル モ ン 放出ホ ル

モ ン ( a d r e n o c o r ti c o tr o pi c h o r m o n e , A C T H ) 値 に 成熟期 ･ 更年

期 を通 じて 年齢 の 進行に 伴 う有意の 変動ほ み られ な い が
, 更年

期障害患者の 熱感自覚時 に お い て , 血 中 β一E P お よ び A C T H

が 高値を 示 す こ とを 認めて い る 脚サ. ま た
,
オ ピ オ イ ドの 投与ほ

熱感 を誘発 し
14)

, 他 九 熱感 ･ 発汗の ある更年期女性 に 対す る

ナ ロ キ ソ ン ( n a･
l o x o n e) の 投与に よ っ て症状 の 改善と 血 中 L H の

低下 がみ られ る と報告され て い る
15)

.
こ れ らの こ と か ら , 詳細

な機構ほ なお 不 詳で あるが , 閉経期あ るい は 両側卵巣摘除後 の

急激 な エ ス ト ロ ゲ ン の 低下が , 中枢 に お ける オ ピオ イ ドや ノ ル

ア ド レ ナ リ ン の 分泌機構 に 影響 して ,
L H- R H , L H の 拍動 性分

泌 と同時 に 体温中枢を刺激 し て熱感 を起 こ すも の と 考 え られ

る . な お , 熱感の 発現と こ れ に 同調す る L H の 拍動性分泌 が ェ

ス ト ロ ゲ ソ 低下状態の ある期間に 限定 して み られ る こ とか ら ,

L H 分泌 に 対する 内因性β-E P の 作用 は ,
エ ス ト ロ ゲ ン の 消

速度 とそ の 多寡に よ っ て 異な る もの と推察 され る . ま た 臨床

上 , エ ス ト ロ ゲ ソ の 補充療法が , 更年期障害や卵巣欠落症慮者

の 熱感 に 対 して 有効な こ と は 広く認 め られ て い る こ と
16)
で あ

り
, 近年 ア ル ツ ハ イ マ ー 型痴呆患者 に エ ス ト ロ ゲ ソ を投 与 し

て
, 精神 ･

心 理 テ ス トに 改善が み られ たと の 報告 もな され て い

る
17)

.

一 方 , 視床下部β-E P と 内分泌変動に 関す る動物実験で ほ ,

ラ ッ ト視床下部の β-E P が , 性周期
潮 Ⅷ )

, 妊 娠
21}

, 高 P R L 血

症
2 2)

な どの 場合に 変動す ると報告 され て い る . す なわ ち , 性周

M O V X O V X O V X o Id o)d o[d

十 e + E + e 十 E
Fig ･ 1 5 ･ F r e q u e n c y o f gi a n t m it o c h o n d ri a m o r e th a n l FL m i n d i a m e te r i n th e a r c u a t e n u cl e u s ･ I n th e O V X g r o u p s a n d th e old
g r O u p s , th e r e w e r e m o r e gia n t m it o c h o n d ri a , 0 V e r l p m i n di a rn et e r th a n th o s e s e e n i n r n at u r e gr o u p . T h e r e w e r e n o d e c r e a s e
Of gia n t mi t o c h o n d ri a w ith E B a d m i ni st r a ti o n i n th e O V X gr o u p ･ B u t i n th e old g r o u p , E B a d mi n is tr a ti o n , e S p e Ci ali y l m g ,
d e c r e a s e d th e f r e q u e n c y of gi a n t mi t o c h o n d ri a ･ N u m b e r s i n p a r e n th e s e s in di c a t e th e n u m b er of e x a mi n e d r a ts .

*

,
< 0 .0 5

C O m p a r e d w ith e a c h o th e r .
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期に おけ る発情前期で ほ , 弓状核の β- E P が増加す る
一 方 , 正

中隆起部で は 減少す ると い っ た 逆の 変 化がみ られ る . 妊娠の 影

響に つ い て は , 妊 娠 6 か ら18 日 齢 の 視床下部 (視 索前野) 内

β-E P は 非妊時と比較 して 有意に増加す るが ,
1 8 か ら22 日 齢 で

は 有意の 減少が認め られ る . また ,
D A 受容体の 括抗物質で 血

中 P R L を 上身さ せ る ス ル ビ リ ドの 単 回投与 で は , 弓状核や 正

中隆起部の β-E P が 減少 し, 頻 回投与 では 逆に増加す る と 報告

されて い る . 更 に , 卵巣摘除雌 ラ ッ ト の 脳内に β- E P を 投与す

る と , 血 中 L H の 低下と 血中 P R L の 上 昇が 認め られ る と 報告

され て い る
23) 細

本研究で は t 更年 期女性の 熱感の 発現 に 密接に関与 して い る

ェ ス ト ロ ゲ ン と β- E P の 関連 を考究す る こ と を 主 目 的と して ,

J a m e s ら
25)
の 免疫組織学的手法を用い , 雌 ラ ッ ト に おけ る視床

下部オ ピ オ イ ド ニ ュ

ー

ロ ン の 卵巣摘除お よ び 老化 に 伴う変化

と
,

エ ス ト ロ ゲ ン 投与に よ る影響を形態学的 に 検索 した .

まず , 実験材料 と方法に つ い て で あるが , 今 回使用 した ウイ

ス タ ー 糸雌 ラ ッ トは t
4 0 日齢 でほ すで に膣 開口 を生 じた 後 で あ

り , 50 日齢以降に な る と 3 ～ 4 日 の 性周期を有 して お り , 丁 度

正 常性周期 を有す る ヒ ト 女性 に おけ る成熟期初期 に 相当す る｡

卵巣摘除を行 っ た 場合 , 卵巣ホ ル モ ン の 影響 が完全 に 消失す る

まで 2 週間 かか る の で
26)
, 今回 の 実数 で は , ま ず40 日 齢 で 卵巣

摘除を行い , 術後14 日 目か ら エ ス ト ロ ゲ ソ の 投与を 開始 した .

また , 通常雌 ラ ッ トに お い て は ∴ 約200 か ら30 0 日 齢に な る と性

周期が消失 し持続的発情状態( c o n s t a n t e s t ru S) と な る
27)
が
,
今

回 は50 0 日 齢の 老雌 ラ ッ ト を使用 した . β- E P の 形態学的検討に

つ い てほ
】
従来は 主 と して β- E P 抗体を使用 した 蛍光抗体法が

用い られて い た が
28}

, 蛍光発光が 消失す るま で の 短 期間に 観察

を行わ な けれ ばな らな い と い っ た 短所が あ っ た . 本研究 で 用い

た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抗 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 は , 反応 の 安定性や

再現性 に 優れ て お り , 方法も比較的簡便である な ど の 利点が あ

る . しか し
, 各種抗体や反応 させ る 組織 や動物種な ど に よ っ

て
, 固定法 l 反応時間 , 抗休の 希釈倍率な どが異 な り , 特 に 脳

内の 微量な物質 に つ い ては 難 しい と され て い る . そ こ で
,
こ れ

らの 欠点を 除去す るた め に , 今回 , 組織の 准流 , 固定 と い っ た

実験条件に つ い て は L a m b e r t s ら
29)
の 方法に 準 じて行 い , 満足

すべ き結果を得た . ま た
,
エ ス ト ロ ゲ ン の 投 与 に つ い て は ,

E B の 少量持続投与 と 1 回 大量投与を行い l そ の 影響 の 差異 に

つ い て 検討 した . な お , 今回 , 同 一 切片で , 神経線維 レ ベ ル の

β-E P に つ い て 光学顕微鏡と電子顕微鏡で同時に 観察 した が ,

こ の よ う な報告は み られ ず, 後述の ごとく老 ラ ッ トの 場合に 光

学顕微鏡 で は β- E P 陽性細胞が ほ ぼ消失 して い た が , 電子顕微

鏡 レ ベ ル で は神経細胞体内に 顆粒 と して 繍 ら え る こ と が で き

た .
こ の 点か ら , 中枢 β-E P 含量は 老化 と ともに 減少する が ,

ニ
ュ

ー

ロ ン か ら の 塵生能は か な り高齢に 至 る ま で持続 して い る

もの と推察 され た .

老化あ るい は卵巣摘除後状態下 に おけ る β- E P と エ ス ト ロ ゲ

ン と の 関係に つ い て で あるが ,
まず卵巣摘除に よ っ て視床下部

の β-E P と神経線維数 の 減少する こ と が 認 め られ た . B r a w e r

ら
30) 3 1】
ほ
1
6 0 日齢 ウイ ス タ

ー 系成熟雌 ラ ッ ト に 青草酸 エ ス ト ラ

ジオ ー ル 2 m g を単 回投与 した と こ ろ , 視床下部 の 神経細胞内

神経伝達物質顆粒 と神経線維数が増加 し, 卵巣摘除に よ っ て神

経細胞内伝達物質顆粒と神経線維数の 減少が み られ た と報告 し

て い るが
, 今回 の 結果は これ と

一

致する もの で あ っ た . また
,

卵巣摘除ラ ッ トで は I
E B の 少量持続 ,

1 回 の 大量両投与群 に

お い て , 視床下部内の β一E P の 回復 と , 神経線維数 およ び神経

膠細胞数 の 増加す る こ とが 認め られ た , 長期 に わ た る エ ス ト ロ

ゲ ン と プ ロ ゲ ス テ ロ ソ の 補充 に よ り視床下部β-E P の 回復する

こ と は R o n ald ら
32)
に よ っ て 報告 され て い る が

, β- E P の 回復に

は エ ス ト ロ ゲ ン よ りも プ ロ ゲ ス テ ロ ン が 重要 で ある と してお

り
, 今回 の よ うな極め て短期間の エ ス ト ロ ゲ ソ 単独投与に よ っ

て も β- E P の 回復 が認め られ た と の 報告は 未だ み られ ない よう

で る . しか も ,
E B の 投与方法 に よ っ て β-E P の 分布や 反応性が

異な り , 神経 線維数や神経膠細胞数 の 増加程度も異な っ て いた

が
,
こ れ らの こ と は 注 目すべ き所見と思わ れ た . な お

, 今回の

実験 で は 血 中ホ ル モ ン 値 の 同時測定 を行 わ な か っ た が
, β-E P

と P R L の 関連 に つ い て は ,
N o h t o m i ら

22)
が高 プ ロ ラ ク チ ン 血

症 を生 じさ せ る ス ル ビ リ ドを 雌ラ ッ ト に 頻 回投与す ると
, 視床

下部 β- E P が 増加す る と報告 して い る . また
,
L H との 関連に

つ い て は
I
K alr a ら

柑)
の 報告に よ る と , 去勢後 , 雄 で ほテ ス トス

テ ロ ン
, 雌 で は エ ス ト ロ ゲ ン と プ ロ ゲ ス テ ロ ン と い っ た性ス テ

ロ イ ドホ ル モ ン を投与 した 時に は , 去勢の み行 っ た 時と比較し

て 血 中 L H が 低下す るが , 視床下部正中隆起組織内に 含まれる

β- E P は L HT R H と とも に 増加 し , こ れは ノ ル ア ド レ ナ リ ン の

神経分泌経路を介す る こ と に よ るもの と して い る . 今回 の 研究

成績 は , G e n a z z a ni ら
33 ト 35 )
の S D 系 ラ ッ ト の 視床下部β-E P 量

が卵 巣摘除 3 週 間後 で 有意 に 減少 し , E B l 日 0 . 4 m g の2 1 日間

投与に よ っ て 回復 した とす る報告 と
一

致する もの で あるが, エ

ス ト ロ ゲ ン 投与 に よ る β- E P の 回復 に は l そ の 投与に よ っ て起

こ る P R L の 上 昇 と L H の 抑制の 関与の 問題に つ い ても重視す

べ きもの と考 え られ た .

一 方 , 老ラ ッ トの 視床下部 β- E P は
t 卵巣摘除 ラ ッ ト と同様

に 減少 して い た が , そ の 分布状態 が多少異な り , E B の 少量持

続投与, 1 回 大量投与の い ずれ の 投与方法 に よ っ て も回復ほみ

られ な か っ た . ま た
!
E B 投与に よ り神経膠細胞数 の 増加ほ認

め ら れ る も の の
, 神経 線椎数 の 回 復 は 認め ら れ な か っ た .

C ot m a n ら
36)
は , 各種動物 に お い て , 加齢に 伴 っ て 脳内神経細

胞に おけ る神経突起 の 萎縮 と神経接合部の 消失が認め られ る こ

と を報告 して い る . β- E P に 関 して も, G a m b e rt ら
37)
は
, 老ラ ッ

トに お い て β-E P が 下垂体 で ほ増加 して い るも の の , 視床下部

で は 低下 して い る こ と を 報告 して い る . 今 回 の 研究 で ほ . 老

ラ ッ トの 場 合, 光学顕微鏡的観察 に お い て 視床下部β-E P 陽性

細胞は ほ と ん ど消失 して い た が , 電 子顕微鏡的観察に おい て神

経細胞内の 顆粒 と して 認め る こ と が で きた .
こ れ らの こ とよ

り
, 老 ラ ッ ト で は ,

成熟期卵巣摘除の 場合と ほ 異な り , β-E P の

生成 ･ 放出能ほ な お 存続 して い る もの の 視床下部 の 神経細胞に

非可 逆的な変化が生 じ , エ ス ト ロ ゲ ン の 投 与 に 反応 しに くく

な っ て い る こ とが 示 唆 され た . た だ
, 神経膠細胞 で ほ ▲ 卵巣摘

除 の 場合 と同 様 に 老 ラ ッ ト に お い て も E B 投与 に よ り回復する

こ と が認め られ た が , 今回 の こ の 成績 ほ S c h ip p e r ら
38)
の 報告と

一

致 して い た . しか し
,
そ の 詳細 な磯序 に つ い て は 不 詳で あ

り
, 今後 の 検討が 必 要 と思わ れ る . ま た , 同時 に行 っ た視床下

部の 神経細胞 の 形態学的観察 に お い て l 老ラ ッ ト でほ l 神経細

胞の 巨大 ミ ト コ ン ドリ ア が 増加 して い た . 巨大 ミ ト コ ン ドリア

の 増 加は , 低酸素状態
3g)

, 輿煙 時脚 な どで認め られ て い るが , そ

の 増加は 老化 の 現計
1)
と もされ て い る . 今 臥 E B の 投与に よ

り, 巨大 ミ ト コ ン ドリ ア の 減少が 見 られた が ,
こ の ような報告

ほ み られ ず
,
エ ス ト ロ ゲ ソ が老化 の 予防に な ん らか の 影響を及

ぼ して い る と 考え られ た .



去勢 ･ 老化雌 ラ ッ ト の 視床下部 β1 エ ン ド ル フ ィ ン

結 論

視床下部 の β
- E P に つ い て

, 卵巣摘除お よ び老化 に 伴う変化

と
,

エ ス ト ロ ゲ ン の 投 与に よ る影響を検討する た め に
, 今回 ウ

イ ス タ
ー 系雌 ラ ッ ト を 用 い 検索 し , 以 下の 結 果を得た .

1 . 視床下部の 弓状核で ほ ,
O V X 群 ,

0 1d 群とも に β-E P 陽

性細胞は ほ と ん ど 認 め られ な か っ た . M 群 と 比 較 し て ,

0 V X + e 群 で は , β-E P 陽性細胞 の 数 お よ び染色性ともに や や

回復し , O V X + E 群 で は , ほ ぼ 回復 して い た . しか し
,
Old 群

では , E王∋ の 投与方法 に 関係なく 回復 は認め られ な か っ た .

2 . 正 中隆 起部 の 神経核 で ほ ,
O V X 辟 1

01d 群 と も に

β-E P 陽性細胞 は減少 して い た . O V X + e
,
O V X + E の 両 群 で

ほ
,
M 群 と 比較 し て , ほ ぼ 同 じ 程度 に 回 復 し て い た が ,

old + e , Old + E の 両群 に おい て は
1 β→ E P 陽性細胞 の 回復ほ 認め

られ なか っ た .

3 . 正 中隆起部神経線経で は ,
O V X 群に お い て β-E P 陽性神

経線維の 染色性は低下 して い た が ,
Old 群 で は M 群 とほ ぼ 同程

度であっ た . O V X + e , O V X + E の 両群 で ほ , M 群 よ りも染色

性が増加 して い た が ,
01d + e , Old + E の 両群に お い て ほ ,

M 群

と の 間に差 は認め な か っ た .

4 . 正 中隆起部の 神経細胞線維数に つ い て ほ , M 群 と比較 し

て
,
O V X 群 ,

Old 群と もに 有意に 減少 して い た . O V X + e 群で

はやや 回復 し, O V X + E 群で ほ 0 V X , 0 V X + e の 両群 に 比 し

て有意に 増加 して い た . しか し
,
Old 群 に お い て は ▲

E B の 投峯

法に 関係な く神経線維数の 回復は み られ な か っ た .

5 ･ 神経膠細胞の 数 に ほ , M 群 , O V X 群 お よび old 群の 各

群間に 差は認め られ な か っ た . しか し , E B 投与に よ り神経膠

細胞数は増加 し
, 特に E B l 回 投与大量群で よ り著 明 で あ っ

た .

6 ･ 弓状核神経細胞内の 巨大 ミ ト コ ン ド リ ア の 割合ほ ,
M 群

と比較 して , O V X 群 で ほ変化を認め な か っ た が ,
Old 群で ほ約

7 % と著明に 増加 した . E B の 投 与に よ り
,
0Id 群 で は 巨大 ミ ト

コ ン ドリ ア の 割合ほ減少 した が , 特 に E B l 回大 量投与の 場合

によ り著明 で あ っ た .

以上 の ごと く
, 卵巣摘除 およ び 老雌 ラ ッ ト で は , 視床~~F 部の

β1E P 陽性細胞の 減少が み られ , 卵巣摘除 ラ ッ ト の 場合 に ほ
,

比較的短期間の エ ス ト ロ ゲ ン 単独投 射こ よ り β一E P が 回復 し,

しかも, そ の 投与方法 に よ っ て β-E P の 分 布や 反応性 が異な

り
, また , 神経線維数や神経膠細胞数 の 増加程度も異な る こと

が確か め られ た .

一

九 老 ラ ッ ト で は , 視床下部の 神経細胞に

非可逆的な変化が生 じ, エ ス ト ロ ゲ ン の 投 射こ反応 し に く く

な っ て い た . ま た
,
同 時に 行 っ た視床下部の 神経細胞 の 形態学

的観察に お い て ,

エ ス ト ロ ゲ ン が 老化 の 予防に な ん らか の 影響

を及ぼ して い る と考え られ た .
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2 6) K e n n e d y , B . J .
,
V o11 e r

,
E .

,
S e g a l of f , A .

,
J e n s e n

,
E .

V .
,
D e S o m b r e

,
E . R .

,
L e m o n

,
H . M .

,
K ell e y , R . M .

,

G ol d b e r g , I . R .
,
R o s e n

, F . , T all e y , R . W .
,
O n tj e s , D . A .

& N e y , R . L . : P ri n cipl e s o f e n d o c ri n e th e r a p y . I n J . F .

H oll a n d & E . Ⅲ . F r ei (e d s .), C a n C e r M e di ci n e , 2 n d e d . ,

p .9 4 5
- 9 5 5 , L e a & F e bi g e r , P hil ad el phi a , 1 9 82 .

2 7) A s c h h ei m , P ･ : A gi n g i n th e h y p o th al a m i cTh y p o p h y s e al -

0 V a ri a n a xi s i n th e r a t ･ J n A ･ V ･ E v e ritt & J ･ A . B u r gr e ss

( e d s .) , H y p o th a l a m u s , P it u it a r y a n d A gi n g , 1 st e d ･ , P ･3 76 q41 8
,

T h o m a s , S p ri n gfi eld , 1 9 7 6 .

2 8) B l o o m , F .
,
B a t t e n b e r g , E .

,
R o s si e r

,
J .
,
L i n g , N . &

G uill e m i n
,
R . : N e u r o n s c o n ta i ni n g β- e n d o r p h i n i n r a t b r ai n

e xi st s e p a r a t ely f r o m th o s e c o n t ai n i n g e n k e p h ali n . P r o c .

N a
･

tl . A c a d . S ci . U .S . A .
,
7 5

,
1 59 1-1 5 9 5 (1 9 7 8) .

2 9) L a m b e rt s , R . & G ol d s m it h , P . C . : F i x a ti o n
,
fi n e

str u c t u r e , a n d i m m u n o st ai n i n g f o r n e u r o p e p tid e s : P erf u sio n

v e r s u s i m m e r si o n of th e n e u r o e n d o c ri n e h y p o th al a m u s . J .

H i st o c h e m . C y t o c h e m .
,
3 4

,
3 8 9- 3 9 8 (1 9 8 6) .

3 0) B r a w e r , J . R .
,
R u f

,
K . B . & N a ft o li n

,
F . : T h e

eff e c t s of e s tr a di o トi n d u c e d l e sio n s of th e a r c u a t e n u cl e u s o n

g o n a d o tr o pi n r el e a s e i n r e s p o n s e t o p r e o pt lC S ti m ul ati o n

th e r a t . N e u r o e n d o c ri n oI o g y . , 3 0 , 1 4 4-1 4 9 (1 9 8 0) .

3 1) B r a w e r , J , R .
,
S c h ip p e r , H . & N a ft oli n

,
F

O v a r y-d e p e n d e n t d e g e n e r a ti o n i n th e h y p o th al a mi c a r c u at e

n u cl e u s . E n d o c rin ol o g y . , 1 0 7 , 2 7 4
-2 7 9 (1 9 8 0) .

3 2) R o n a ld , P .
,
H a m m e r

,
J r . & R o b e rt , S . B . : P r e op tic

a r e a o pi oid s a n d o pia t e r e c e p t o r s i n c r e a s e d u ri n g p r e g n a n c y

a. n d d e c r e a s
e d u ri n g l a c t a ti o n . B r ai n R e s .

,
42 0

,
4 8 づ6 (1 98 7) .

3 3) G e n a z z a n i , A . R .
,
P et r a gli a , F .

,
B e r g a m a s c hi , M .

,

G e n a z z a n i
,
A . D .

,
F a c c hi n e t ti

,
F . & V o l p e , A . : P r o g e sト

e r o n e a n d p r o g e s ti n s m o d ul a t e β- e n d or p hi n c o n c e n tr ati o n s in

th e h y p o th ala m u s a n d i n t h e pit u it a r y of c a s tr a t ed f e m ale

r at s . G y n e c ol . E n d o c r in 01 . , l , 6 1
- 6 9 (1 9 8 7) .

3 4) G e n a z z a n i , A . R . , P et r a gli a , F .
,
M e r c u ri

,
N .
,
B rilli

,

G .
,
G e n a z z a n i , A . D . , B e r g a m a s c hi , M .

,
D e R a m u n d o

,
B ･

M . & V o lp e , A . : E ff e c t of st e r oid h o r m o n e s a n d a n tih or m o-

n e s o n h y p ot h al a mi c β
-

e n d o r p h i n c o n c e n tr a ti o n s i n i n t a c t a nd

c a st r a t e d r a t s . J . E n d o c r in 01 . I n v e s t . , 13 , 9 ト9 6 (1 9 90) .

3 5) G e n a z z a n i , A . R ,
,
T r e n ti n i

,
G . P . ,

P e t r a gli a , F ･ .

D e G a e t a n i
,
C . F .

,
C ri s c u o l o , M .

, F i c a r r 乱 , G . & D e R a r n u n d o ,

B , M . : E s tr o g e n m o d ul a t e th e cir c a d i a n r h y th m of h y p oth
aN

l a m i c βL e n d o r p hi n c o n t e n t s i n f e m a le r a ts . N e u r o e n d o c ri n ol-

o g アリ 5 2 , 2 2 ト2 24 (1 9 9 0) .

36) C o t m a n , C . W . & S c h eff
,
S . W . : S y n a p ti c g r o w th i n

a g e d a n i m al s . I n A . C h e r k e n ( e d .), P h y si o lo g y a n d C e11

B i ol o g y of A g i n g , 1 s t e d ･ p ･1 0 9-1 2 0 , R a v e n P r e s s , N e w Y o r k ･

1 9 7 9 .

3 7) G a m b e r t , S . R .
, G a r th w a it e , T . L .

,
P o n t z e r

,
C ･ H ･

& H a g e n T . C .
: A g ed

-r el a t e d c h a n g e s i n c e n t r al n
e r v o u s

s y s t e m b e t a- e n d o r p hi n a n d A C T H ･ N e u r o e n d o c ri n ol o g y ･ ･ 31 ,

2 5 2-2 5 5 (1 9 8 0) .

3 8) S c hi p p e r , H .
,
B r a w e r

,
J . R .

,
N e ls o n , J ･ F ･

,
F eli cio ･

L . S . & F i n c h
,
C . E . : T h e r ol e of g o n a d s i n th e hi st

ol o glC

a g l n g Of th e h y p o th al a mi c a r c u a te n u cl e u s ･ B iol ･ R e p
r o d ･ ･

25
,
4 1 3- 41 9 (1 9 81) .

3 9) N e
,

e m a n , Z . & P i n s o n
,
A . : O x y g e n a n d

e x tr a c ellula r

fl uid r e s tri c ti o n i n c ult u r e d h e a rt c ells : el e c t r o n mi c r o s
c o py

st u di e s . C a rd i o v a s c . R e s . , 2 4 , 5 55- 5 5 9 (1 9 9 0) .

4 0) R e g iu s , 0 .
,
R a j c z y , K .

,
G e r g el y , Ⅰ･

,
B o r z s o n yi , I J ･ ,

Le n g y el , E . & V a r g h a , P . : T h e ef f e c t of s r n o ki n g
o n
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p e rip h
e r al bl o o d ly m p h o c yt e s a n d s o m e i m m u n ol o g l C al

p a r a m
et e r s i n old a g e ･ Z t G e r o n t ol ･ ･ 2 3 , 1 6 3-1 6 7 (1 9 9 0) ･

41) S a t o ,
T ･ : M o r p h ol o gic al a n d b i o c h e m i c al a n aly si s o n

8 3 7

a u t ofl u o r e s c e n t g r a n ul e s i n v a ri o u s ti s s u e s .
a n d c ell s of th e

r a t s u n d e r s e v e r al n u triti o n aI c o n d itio n s . M e c h . A g ei n g

D e v リ 4 3 , 2 2 9- 23 8 (1 9 8 8) .

M o rp h o1 0gi c al S t u di es o n t h e H y p ot h al a m ic β
- e n d o r p h i n i n O v ar i e ct o mi z e d a n d O l d F e m al e R a t s N ori m it s u

Tb m i m a ts u , D ep ar t m e n t Of O bs te d c s a n d G y n e c ol o g y , S c h o o1 0 f M ed i ci n e , K a n a z a w a U mi v er slty , K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･ J u z e n

M e d S ∝ り
1 01 , 82 7

-

8 3 7 ( 1 99 2)

K ey w o r d s β一 e nd o rp hi n , e Str Og e n , 0 0 ph or e c t o m y , h y p o th al am u S , r at

A b st r a(:t

I n ord er t o i n v e sti g ate th e r el ati o n s hip b e t w e e n β
- e n d or p hi n an d e str o g e n d e n ci e n c y i n cli m a ct e ri u m , h i st ol o gic al

ch a n g e s i n h y p o th al am i c β - E P w e r e st u di e d i n th e f bll o w i n g 7 gr o u p s; 4 0
- d ay

- 01 d r ats ( M); 5 4 - d ay - Ol d r ats o v ar ie c to m i z ed

at 4 0 d a y s o f a g e (O V X); 6 0
- d ay

- 01d r a ts o v ar i e ct o m i z e d at 4 0 d a y s of a g e an d inj e cte d s ub c uta Jle O u Sl y ( S ･ C ･) w i th e str a di ol

b e nz o ate 但B) 0 .1 m g/d a y 丘o m 5 4 d ay s of a g e f or 7 d ay s (O V X + e); 6 0
- d a y

- Old r a ts o v ar i e c t o m i z e d at 4 0 d a y s of a g e aJld

inj e cte d s . c . w i th o n e d o s e of E B l m g a t 5 4 d ay s o
f a g e (O V X + E); 5 00

- d a y
- 01 d ( old); 5 0 6

- d a y
- 01 d r a ts inj e c te d s ･ C ･ W i th

E B O .1 m gk l ay 付o m 5 00 d a y s of ag e f or 7 d ay s ( 01d + e) ; 5 0 6
-d ay - Old r at s inj e ct e d s ･ C ･ W i th o n e d o s e of E B l m g at 5 0 0 d a ys

o f ag e ( 01d + E) . I m m u n o c y t ∝ h e m ic al β - E P st ai ni n g , lig h t a n d el ec tr o n m i cr o s c opic al st u di e s w er e pe rfb r m e d ･ I n th e O V X

gr o up , β
一 E P -

P O Sitiv e c ells w e re r ar el y s e e n i n th e ar C u at e n u Cl e us ( A R N) , a n d th os e i n th e n u cl e u s of th e m edi an e m in e n c e

( M E) w er e d e cr e a s e d i n n u m b e r a s c o m p ar e d w i th th e M g r o up ･ I n a d di ti o n
, β - E P stai ni n g o f th e n e rv e 丘b er s of th e m e d i an

e m i n e n c e ( m e) w a s d e c r e a s ed a s c o m p ar ed w i th th e M gr o u p .
r

m er efb re
,
th e n u m b e r of n e rv e 馳 er s i n th e m e dia n e m in e n c e

( n u m b er of 負b er s) w a s si g nin c an tl y r e d u c e d ( P < 0 .05) . E str o g e n r epl a c e m e nt i n th e O V X g r o u p (0 V X + e) ah n o st r e c o v e
r e d

th e n um b er of β一 E P -

P O Si ti v e c ell s i n th e M E an d in c r e as e d th e st ai ni n g o f β
- E P i n th e m e m or e th a n i n th e M g r o up ･ T b e

n um b e r of g li al c ells al s o in cr e as e d sig ni缶c a n tl y i n th e O V X + e gr O u P ( P < 0 ･0 5) ･ T h e n um b e r an d st ai
ni n g o f β- E P 十p OSiti v e

c ells re c o v e re d c o m pl e tel y in th e O V X + E g r o u p . T h e n e r v e fi b e rs w e r e si g n ほc an tly i n cr e as ed
i n n um b er ( P < 0 ･0 5) i n th e

O V X + E g r o u p a s c o m p a r e d w i th b o th th e O V X a n d O V X 常 g r O u P S , an d th e i n cr e as e i n th e n u m b e r o f g li al c ell s w a s m or e

Si p i五c a n t af te r th e l ar g e d os e o f e str o g e
n ( P < 0 .0 5) . I n th e old g r o u p , β - E P -

p O Siti v e c ell s w er e r ar el y s e e n i n th e A R N ･

E stro g e n r e pl ac e m e n t b r o u g ht ab o u t n o r e c o v er y of β
- E P -

p O Sid v e c ell s i n b o th A R N , M E an d ( m e) ■ N o i n c r e a s e o f th e

n um b ers o f 丘b e rs w a s s e e n ･ T b e fr eq u e n c y of g i an t m it o c h o n d ria i n th e n e u r o n s i n th e A R N s
i g n i缶c an tly l n C r e a S e d t o

ab o u t 7 % ( P < 0 .0 5) . T b e f r eq u e n c y o f gi a n t m i to c h o n d ri a i n th e n e u r o n s in th e A R N w as si g ni n c a n d y d e cr e a s e d afte r e str o
-

g e n r epl a c e m e n t in th e old g r o u p ( P < 0 .0 5) , e Sp e Ci ally i n th e ol d + E g r o u p ･ T h e re s u lts s ug g e ste d th at e str o g e n p r ote c te d th e

ne ur o n s o f th e h y p o th al am u S ag a ln S t th e hi st ol o gl C al c h a n g e s of ag i n g ･


