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研究成果の概要（和文）： 

２光子励起法の TEP 法によって下垂体前葉細胞のホルモン開口分泌を可視化して解析した。ラ

ット下垂体前葉細胞集塊のプロラクチン産生細胞からの自発分泌を蛍光蛋白のトランスフェク

ションなどの人工的操作を加えずに観察することができた。自発開口分泌はきわめて早い現象

で殆どが１秒以内に終了した。自発開口分泌は、電位依存性カルシウムチャネルブロッカーや

D2 受容体拮抗薬で消失し、この開口分泌が視床下部からのドーパミンによる抑制から解除され

たときの高プロラクチン血症を説明するものであることが明らかになった。 

一方、GHRH 刺激による GH の開口分泌は数秒の時間経過の現象であった。GH細胞には自発開口

分泌は認められなかった。電位依存性カルシウムチャネルブロッカーとソマトスタチンによっ

て、GHRH による GH 分泌は抑制された。ソマトスタチンは高カリウム外液刺激による GH の開口

分泌も抑制した。この際に細胞内カルシウム濃度上昇は残っていたことから、ソマトスタチン

にはカルシウム流入機構より遠位の作用点で作用する開口分泌抑制機構も存在することが明ら

かになった。遠位の機構について G蛋白質の・・ subunit の関与やアシル化過程の関与が推測

された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The exocytosis by anterior pituitary cells were visualized by TEP technique using 
two-photon excitation. The spontaneous exocytosis by rat lactotroph was rapid full fusion 
that terminated within a second while GHRH-stimulated exocytosis by rat somatotroph was 
slower full fusion that terminated within 3-6 seconds. D2 agonist and blockers of 
voltage-gated calcium channels inhibited spontaneous exocytosis, indicating that the 
observed spontaneous exocytosis corresponds to the spontaneous prolactin secretion from 
anterior pituitary when liberated from hypothalamic inhibition by dopamine. Somatostatin, 
that is a physiological hypothalamic inhibitor of GH secretion, attenuated GHRH-induced 
exocytosis. Somatostatin also inhibited high K-induced GH exocytosis. Because 
somatostatin did not abolish high K-induced intracellular calcium increase, somatostatin 
may inhibit GH exocytosis by acting on distal apparatus to calcium influx. The 
characteristics of the distal mechanism was investigated further. 
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

機関番号：12601 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20591088 

研究課題名（和文）２光子励起蛍光顕微鏡を用いた下垂体前葉ホルモン開口分泌の可視化と解

析  

                     

研究課題名（英文）Visualization of exocytosis by anterior pituitary cells.  

 

研究代表者 

高野幸路（TAKANO KOJI） 

    東京大学・医学部附属病院・特任講師 

研究者番号：20236243



 

研究分野：内科学 

科研費の分科・細目：内分泌学 

キーワード：下垂体、ホルモン分泌、開口分泌、２光子励起法 

 
 
１．研究開始当初の背景 
下垂体前葉ホルモンの開口分泌の可視化解
析は研究代表者が共同研究で蛍光蛋白質と
GH の融合蛋白質を下垂体前葉の細胞株に導
入しコンフォーカル蛍光顕微鏡で解析を開
始してから始まっている。研究を進めるうち
に蛍光蛋白との融合蛋白質を細胞内導入す
ると、生理的な分泌動態を必ずしも反映して
いないことが次第に明らかになってきた。そ
こで、細胞への外来蛋白の導入を行わないで
顆粒分泌を可視化する方法の確立が必要に
なってきた。 
２．研究の目的 
細胞への外来蛋白の導入を行わないで顆粒
分泌を可視化する方法を確立するために、２
光子励起法を応用して可視化解析する研究
方法を確立する。 
３．研究の方法 
TEP 法を応用し、細胞外の水溶性蛍光物質が
開口分泌の際に細胞膜に融合した顆粒内に
入ることで、細胞膜に接した蛍光輝点を生じ
ることを利用する。この輝点を２光子励起法
で観察する。 
観察対象に、分散培養した下垂体前葉細胞、
下垂体前葉細胞集塊、下垂体前葉スライスを
用い、どの系が生理的分泌現象の解析にゆう
ようかを解明する。 
 
４．研究成果 

分散培養した単層細胞細胞は分泌現象の観
察には不向きであることが明らかになった。
細胞集塊とスライス標本、器官培養標本を次
に検討した。スライス標本や期間培養標本は
標本ごとのプロラクチンの自発性分泌にば
らつきが大きいことが明らかになった。未処
理の標本で結果にばらつきがあると、薬理実
験等の結果の評価がしずらくなるため、薬理
実験を行うには不適切と判断した。そこで、
薬理実験を行う目的で細胞集塊での実験系
を安定化することに専念し、ある程度成功し
た。プロラクチン分泌の解析のための薬理実
験を行い、開口分泌の刺激伝達系路と分泌の
モード変化が解析できた。GHRH,CRH,GnRHに
よる分泌刺激実験を行い、開口分泌の増加を
観察した。GHRHの場合、下垂体前葉に占める
GH細胞の割合が多いためその後の解析が容
易であるが、ACTH細胞、LH, FSH細胞などは
観察可能な場合が少なく、これらの細胞を２
光子励起像で（染色することなしに）同定す
る方法の確立が必要であることが判明した。 

以上の解析手法の確立によって、次のように、

ラット正常下垂体前葉細胞の顆粒分泌の解

析を行った。 

ラット下垂体前葉細胞集塊のプロラクチン

産生細胞からの自発分泌を蛍光蛋白のトラ

ンスフェクションなどの人工的操作を加え

ずに観察することができた。自発開口分泌は

きわめて早い現象で殆どが１秒以内に終了

した。自発開口分泌は、電位依存性カルシウ

ムチャネルブロッカーや D2 受容体拮抗薬で

消失し、この開口分泌が視床下部からのドー

パミンによる抑制から解除されたときの高

プロラクチン血症を説明するものであるこ

とが明らかになった。 

一方、GHRH 刺激による GH の開口分泌は数秒

の時間経過の現象であった。GH 細胞には自発

開口分泌は認められなかった。電位依存性カ

ルシウムチャネルブロッカーとソマトスタ

チンによって、GHRH による GH 分泌は抑制さ

れた。ソマトスタチンは高カリウム外液刺激

による GH の開口分泌も抑制した。この際に

細胞内カルシウム濃度上昇は残っていたこ

とから、ソマトスタチンにはカルシウム流入

機構より遠位の作用点で作用する開口分泌

抑制機構も存在することが明らかになった。

遠位の機構について G蛋白質の・・ subunit

の関与やアシル化過程の関与が推測された。 

ヒト機能性腺腫の解析 

ヒト機能性下垂体腺腫のホルモン過剰分泌
の機構を明らかにする目的で、機能性腺腫の
開口分泌を解析した。プロラクチン産生腺腫
において自発開口分泌が存在することを明
らかにした。自発開口分泌の生じる細胞内機
構の一部を明らかにできた。 

ラット及びヒト正常下垂体およびヒト下垂体

腺腫の開口分泌の可視化による基礎的解析に

より、正常GH細胞ではGHRHやhighKなどの刺激

によって主にfull fusionの形式の開口分泌

が生じるのに対し、機能性腺腫であるGH産生

腺腫では刺激なしにGHの自発顆粒分泌が生じ

ることが明らかになった。これらの解析が臨

床医学に応用可能であるかを研究した。対象

として多数のGH産生腺腫を用い、その自発顆

粒分泌を解析することで、これらの腺腫の機

能的特徴を明らかにした。 
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