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第一章

総合緒言
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1－1緒言

　我々も含め動物にとって、自己の生活環境の変化を的確に検知し、それに適

応することは生存していく上で必須である。そのため、動物は感覚器を駆使し

その情報の獲得に努める。また、仲間同十のコミュニケーションにも感覚器が

使われる。多くの動物では、とりわけ嗅覚がこれらの役割を担っており、視覚

や嗅覚に頼って生活している我々の想像をはるかに越える豊かな匂いの中で生

活しているらしい。例えば、マウスは嗅覚により個体識別ができるという。つ

まり、匂いにも個性があるというのだ。1983年、山崎らにより、この匂いの個

性を決定しているのはMajor　Histocompatibility　Complex（MHC）であるという

報告がなされた。MHCとは、免疫的自己・非自己を決めている一群の糖タン

パク質で、一卵性双生児以外に完全に一致する者はほとんどいないという程、

ヒトごとに違っているタンパク質群である。このMHCが違う以外は完全に同

じ遺伝子組成をもつコンジェニックマウスを観察すると、同じMHC組成を持

つ雄と雌の間では交尾が起こりにくかったのである。すなわち、雄と雌はお互

いに、自分のMHCと異なるパートナーを選別して交尾しているのである。こ

のことにより、産まれてくる仔は、そのMHCの多様性から免疫反応が強化さ

れるし、さらには近親交配による弱体化からも逃れられる。これはマウスにと

って非常に生存価の高い行動と成り得るというのだ。では、どのようにしてマ

ウスはMHCの識別を行っているのかというと、それは相手の匂いであるらし

く、口渇ラットに水をおとりに匂い弁別学習をさせると、MHCの異なる個体

（あるいは尿）の匂いをしっかり識別できたという。このように、動物はその
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長けた嗅覚を用いて、極めて精巧に匂いの識別を行っているわけだが、さらに

驚くことに、その匂いを記憶することもできるらしい。雌マウスを交尾後24

時間以内に交尾相手の雄から引き離し、別の雄と同居させる（またはその尿の

匂いを嗅がせる）と妊娠（着床）が阻止される現象が知られている。ブルース

効果である（Bruce，1959）。もちろん、交尾相手の雄（尿）ではみられない。

というのも、雌マウスが交尾相手の雄の匂いを記憶しているからである（図1－

1）。

　1959年、KarlsonとLUscherは「個体から体外に出され、同種の他個体によっ

て受容されると、特異的な反応を引き起こす物質」を“フェロモン”と呼ぶこ

とを提唱した。のちに効果の面から、中枢神経系に働いて直接に行動を変化さ

せるリリーサーフェロモンと、神経内分泌系を介して生理的変化を誘起するプ

ライマーフェロモンの二つに大別され用いられるようになった。Butenandtが雌

ガから分泌される雄ガの誘引物質としてボンピコールを単離・同定してから、

現在では微生物から哺乳動物に至るまでフェロモン効果が報告されている。

　では、この動物達の一種神秘的とも思われるフェロモンの世界は、視覚動物

といわれるヒトには無縁の世界なのだろうか。現在までヒトのフェロモンの話

しは湧いては消えていたが、やはりヒトにもフェロモンによるコミュニケーシ

ョンがあるらしいことが、シカゴ大学のSternとMcClitock（1998）によって報

告された。それは「寄宿舎効果」という現象で、女子寮で共同生活をしている

女性の月経周期が一致してくるという。排卵日の女性の腋下分泌物（フェロモ

ン）は排卵を遅らせ、卵胞期の女性の腋下分泌物は排卵時期を早める効果がみ

られた。月経周期の異なる女性が互いにこの効果を発揮すれば、2人の月経周
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期はやがて同期するのである。多くの脊椎動物において、プライマーフェロモ

ンは鼻中隔腹縁に存在している鋤鼻器（ヤコブソン器）という専用の器官で受

容されるが、ヒトでは胎児期以降退行していくと思われていた。しかし、近年、

大人になっても存在し続けていることも示されている（高見、1996）。どうや

らヒトにも、動物達と同じようなフェロモンによる「第6感」が残存している

可能性があるようである。

　嗅覚は5感の中でも大脳新皮質をバイパスして海馬や扁桃体に達する唯一の

感覚であり、記憶や情動をも直接動員する。このように、下等動物の原始的な

行動から高等動物の心理的側面に至る幅広い領域で、嗅覚は重要な役割を担っ

ている。
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1－2　2つの嗅覚系

　多くの哺乳類は、この重要な嗅覚情報を二つの主要な処理系により処理して

いる。主嗅覚系と鋤鼻嗅覚系である（Meredith，1983）。主嗅覚系では、鼻腔背

側部の粘膜に存在する嗅上皮で受容された匂い情報が、主嗅球で最初に中継さ

れ、その後、前梨状皮質、視床背内側核などを経て、眼窩前頭皮質へ送られる

（Meredith，1983）。一方、鋤鼻嗅覚系では、鋤鼻器の嗅上皮で匂いが受容され、

副嗅球で最初に中継され、扁桃体を経て視床下部へ送られる（Scalia＆Winans，

1975；Kevetter＆Winans，1981；Meredith，1983）（図1－2）。鋤鼻器とは、1811年に

Jacobsonにより報告された器官で、多くの哺乳類では鋤鼻軟骨に包囲された葉

巻形の細管で、発生の途中で鼻腔から下方へ分離独立し鼻中隔腹縁に存在する。

開口部は鼻腔に開口するもの（Vaccarezza　et　a1．，1981）や切歯管と合流して口腔

と鼻腔の両方に開口するもの（Adams　et　aL，1984；Wada　et　al．，1991）など動物種

により異なる。二つの処理系は、このように解剖学的形態もさることながら、

機能的にも分担しており（Keverne，1983）、プライマーフェロモンは鋤鼻嗅覚系

により、リリーサーフェロモンのほとんどは主嗅覚系で処理される。主なプラ

イマー効果とリリーサー効果を図1－3にまとめた。
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1．3　嗅球と母性行動

　母性行動とは、母親が自分の子供の正常な発達と生存を確実にするために行

う行動と定義されうる。母性行動のパターンは、その新生仔の成熟度により異

なるため、種属特有性がみられる（Gubernick　et　al．，1981；Rheingold　et　al．，1963；

Rosenblatt　et　al．，1985）。ラットなどの新生仔は、活発に動くことも体温調節も

できないほど未熟である。そのため、母親はあらかじめ目立たない場所に巣を

つくり、出産後、そこに仔どもをかくまう。巣の中では仔どもの上に覆いかぶ

さり、自分の体温を分け与えると同時に乳汁を飲ませる。排尿・排便を刺激す

るため仔どもを舐め、さらに仔どもの尿を飲むことで、授乳による水分の損失

を補っている（Baverstock　et　al．，1975；Friedman　et　al．，1981；Gubernick　et　al．，1985）。

巣が壊れたり、仔どもが巣から離れると、新しい巣をつくり、子どもを回収す

る。さらに巣に侵入者が近づくと、攻撃して仔どもを守ろうとする。一方、ヒ

ッジの新生仔は、感覚器が発達しており、体温も維持でき、歩くこともできる

ので、出生後すぐに母親についてまわれる（Hersher　et　al．，1963）。したがって

母親の行動は、授乳と危険の回避くらいである。いずれにしても母性行動が種

の保存という意味において、非常に重要であることは間違いない。では、どの

ようなメカニズムで分娩後の母性行動は発現するのだろうか。上述のように、

その行動パターンには幾らかの違いはあるものの、母性行動の発現における基

本的神経機構は、種間において非常に共通しうると思われる。なぜなら、妊娠

中や分娩期の内分泌変化は、種問で非常に良く似ているからである。
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　母性行動の発現に関与するホルモンとしてエストロジェン、プロジェステロ

ン、プロラクチンなどが古くから注目されてきた。これらのホルモンを投与す

ると、母性行動開始までの潜時が短縮されることがラット（Moltz　et　a1．，1970；

Siegel　et　al．，1975；Bridges，1984）、ウサギ（Zarrow　et　al．，1963）、ヒツジ（Le　Neindre

et　aL，1979）などで報じられている。とはいうものの、これらのホルモン投与

では分娩を完了した動物のようには迅速に母性行動を起こさなかった。そうい

う中で、脳内オキシトシンが母性行動を速やかに開始させることがPedersonと

Prange（1979）により報告された。処女雌ラットの脳室内にオキシトシンを投

与すると、1時間以内に完全な母性行動が誘起されたというものだ。さらに、

オキシトシン抗体やオキシトシンアンタゴニストを脳室内に投与すると、母性

行動開始までの潜時が延長することも報告された（Fahrbach　et　al．，1985；pedersen

et　al．，1985；van　Leengoed　et　a1．，1987）。このようなラットの母性行動におけるオ

キシトシンの効果は、マウスやヒツジなどにも認められている。一体、オキシ

トシンは脳のどこに作用して、このように母性行動を速やかに開始させるのだ

ろうか。

　実は、処女雌ラットは仔ラットの匂いに対して恐怖感を抱くらしく、これに

対して忌避反応を示すことが知られている（Wiesner　et　al．，1933；Moltz　et　al．，1966；

Moltz　et　al．，1967）。ということは、分娩を完了した雌ラットは速やかに母性行

動を開始するために、仔ラットの匂いに対する忌避反応に打ち勝たないといけ

ない（Rosenblatt，1967；Fleming＆Rosenblatt，1974）。嗅上皮を破壊すると母性

行動が促進される（Fleming＆Rosenblatt，1974）、分娩時の産道刺激により嗅球内
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のオキシトシンの増加が観察されること（Kendrick　et　al．，1988）なども考え合わ

せると、分娩をきっかけに分泌されたオキシトシンが、嗅覚情報処理過程に何

らかの変化を与えることが推測され、その作用部位として嗅球が考えられる。

　さらに母ヒツジにおいては、自分の仔ヒツジを認識・記憶し、我が仔のみに

授乳を行う。仔ヒツジは2～4週齢くらいにならないと母親を認識できないの

で、自分の母親以外のヒツジにも近付き吸乳しようとする。しかし、母ヒツジ

は我が仔のみを受け入れ、他の仔ヒツジを拒絶する。母ヒツジの嗅球を除去し

たり、嗅上皮を破壊することで、匂いを嗅げなくすると、我が仔に対する選択

性が失われ、この拒絶行動は消失する。仔ヒツジの毛や皮膚の匂い情報が主嗅

覚系で処理されることが、この拒絶行動の誘起に必要であるという。1992年に、

Kendrickらは分娩刺激による嗅球内情報処理の変化が、仔ヒツジの認識・記憶

に関わることを示した。

　このように多くの動物において、母性行動の発現やその維持に、嗅覚（嗅球）

が深く関係しているのである。
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1－4　嗅球の神経回路

　嗅球はその構造から6層に分けられる（Maulton＆Tucker，1964；図1－4）。嗅

細胞の軸索は、節骨を貫通し頭蓋にはいり嗅球に達する。嗅球の表層では、嗅

神経の軸索が矢状方向に吻側から尾側の方向へ互いに平行に走っている（嗅神

経層）。これらの軸索は、嗅神経層では他の神経とシナプスを形成することな

く、糸球体と呼ばれる球状の線維叢に終わり、そこで僧帽細胞、房飾細胞の主

樹状突起とシナプスを形成する（糸球体層）。糸球体は小型の糸球体周辺細胞

に取り囲まれており、糸球体周辺細胞は糸球体間を連絡するように、僧帽細胞

の主樹状突起とシナプス結合している（図1－5A）。糸球体層のさらに深層には

房飾細胞があり、その大きさと位置から3種類（外房飾細胞、中房飾細胞、内

房飾細胞）に分類される（外叢状層）。それぞれの機能分化は不明であるが、

その軸索投射部位は明らかに異なる。さらに、外叢状層の大きな特徴に、僧帽

／房飾細胞の副樹状突起と穎粒細胞の樹状突起間に形成される相反性シナプス

がある（Mori，1987）　（図1－5A）。匂い受容に続いて興奮した僧帽細胞は、グ

ルタミン酸を放出して穎粒細胞を興奮させる。その興奮した穎粒細胞はγ一

aminobutric　acid（GABA）を放出して僧帽細胞を抑制する。すなわち負のフィ

ー ドバック回路が形成されている（図1－5B）。嗅球の主細胞である僧帽細胞は、

同心円状に整列し、薄い層を形成している（僧帽細胞層）。僧帽／房飾細胞の

軸索と穎粒細胞の樹状突起で内叢状層が形成される。穎粒細胞は小型で、網膜

のアマクリン細胞と同様、軸索を持たない。この穎粒細胞は、層配列をしてお

り中心管までの厚い層を形成し（穎粒細胞層）、多数の遠心性入力が見られる。
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さらに、この穎粒細胞は生後も側脳室の側壁で新生し、中心管に沿って嗅球へ

移動することが、Altman（1989）により報告されている。

　副嗅球は嗅球と似た層構造を有しているが、その詳細は嗅球とは異なる。鋤

鼻神経は節板をこえて頭蓋へ入ると、左右の嗅球の間を後方へ向かって走り、

副嗅球のところで直角に曲がり外側に向かって走り副嗅球の最上層を形成する

（鋤鼻神経層）。嗅神経と同様、鋤鼻神経は糸球体で終わり僧帽細胞の主樹状

突起とシナプス結合する。糸球体は、糸球体周辺細胞が少ないためその輪郭は

不明瞭で、規則正しく配列しておらず大きさも大小様々である。僧帽細胞の配

列は見られず、僧帽細胞層は嗅球のようにはっきりしない。さらに、嗅球では

穎粒細胞層の下に外側嗅索の走行が観察されるが、副嗅球では穎粒細胞層の上

に見られる。
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1－5　本研究の目的

　前述したように、マウス、ラット、ヒツジなど多くの動物において、嗅覚系

が母性行動の発現に深く関与していることが報告されている。なかでも、ラッ

トの母性行動に関しては、その行動学的、電気生理学的研究が進んでおり、オ

キシトシンが嗅球内ニューロンに作用し嗅覚情報処理機構を修飾することが強

く示唆されている。しかしその詳細は不明である。そこで本研究では、ラット

嗅球の初代培養ニューロンにパッチクランプ法を用いて、オキシトシンの嗅球

内ニューロンに対する作用を解析し検討する。

　培養系は、細胞構築が単純な故に、多くの実験操作が容易であり、かつ実験

条件の厳密な制御を可能にする。このような利点を生かし、大脳皮質や小脳な

どにおいて、その機能解析に多大な貢献をもたらしてきた。そこで、まず第2

章において、なるべく生体内の特徴を維持した、ラット嗅球の初代培養ニュー

ロンの獲得を試みた。

　僧帽細胞と穎粒細胞の樹状突起は双方向性シナプスを形成し（図1－5）、大

きな特徴でもあり、解析を困難にしている要因のひとつでもある。そこで第3

章では、僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性シナプス伝達を遮断し、

穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動i生シナプス伝達に対するオキシトシンの

作用を検討した。

　続く第4章では、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シナプス伝達を遮

断し、僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性シナプス伝達に対するオ

キシトシンの効果を検討した。
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妊娠雌

“●

交配相手の雄

妊娠を阻止しない

なじみのない雄

妊娠を阻止する

図1－1ブルース効果の模式図。雌マウスを交尾後24時間以内に交尾相手の

雄から引き離し、なじみのない雄（尿）と一緒にしておくと妊娠が阻止され
る。交尾相手の尿では阻止されない。これは、交尾刺激を契機として雌マウ
スが交尾相手の尿中フェロモンを記憶するからである。
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主嗅球

鋤鼻器

図1－2　主嗅覚系と鋤鼻系の神経経路図。主嗅覚系では鼻腔粘膜の嗅
上皮で匂いが受容され、最初に主嗅球で中継されたあと、梨状皮質、

視床背内側核などを経て眼窩前頭皮質へ送られる（紫破線）。鋤鼻嗅
覚系では鋤鼻器で受容された匂いは、副嗅球を経て、扁桃体内側核に

至り、さらに視床下部へ送られる（青実線）。

（椛　秀人：細胞工学（1998）17：1284－1294より転載）
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雌ガから分泌される物質は雄ガを誘引する。

雄の誘引 雌ハムスターが分泌するHVFは雄を誘引し、
リ 雄の性行動を促進する。

リ

雌の誘引
雄ブタの唾液に含まれる物質は、発情雌ブタ

を誘引し、ロードーシスを引き起こす。

効

果 母ヒツジは我が仔の匂いを記憶し他の仔を拒

母と仔の絆
絶する。

新生仔ラットは生後問もない時期に母ラット

の乳首の匂いに対する条件付けが成立する。

Vandenbergh 雄マウスの尿の匂いは幼若雌マウスの性成

効果 熟を早める。

プ
雄マウスの尿の匂いは、雌マウスだけの群居

ライ

Whitten効果 生活で非発情状態にある成熟雌マウスに発情
を誘起する。

マ
1効果

Bruce効果
交尾相手以外の雄マウスの尿の匂いが着床を
阻害する。

Lee－Boot効果
雌マウスの尿の匂いは雌マウスの性成熟を遅
らせたり、発情を抑制したりする。

図1－3主なリリーサー効果とプライマー効果。リリーサー効果には、

異性を誘引する効果、母と仔の絆を形成する効果などがあり、プライ
マー効果には、生殖活動に関係する効果がある。
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外叢状層

内叢状層

糸球体層

　　房飾細胞

憂

　　　　ゴ轄料bγ†料†ブ

　　＼・…
　　　　　　　　　：3キ＼、、

　　　　　．杖き一　　’嘩へ
　　　　　凧、ぺ＼一こごこきここζと、

ミ蝋　，詳心瀬遠雌雛
駕藩、

　　↑

嗅受容細胞

図1－4　ウサギ嗅球断面図。嗅球はその形態的特徴から6層に分けられ

る。表層から深層に向かって、嗅神経線維層、糸球体層、外叢状層、僧
帽細胞層、内叢状層、穎粒細胞層である。　（Maultion＆Tucker：Ann．　N．

Y．Acad．　Sci．，16，380．428，1964を一部改変）
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A
嗅細胞軸索

副樹状突起

外側嗅索

B

グルタミン酸作動性

興奮性シナプス

僧帽細胞

副樹状突起

GABA作動性
抑制性シナプス

穎粒細胞

樹状突起

図1－5　僧帽細胞と穎粒細胞による嗅球内神経回路。穎粒細胞は樹状突

起を外叢状層まで伸ばし、僧帽細胞の副樹状突起と樹状樹状突起間シナ
プスを形成する。このシナプスは双方向性で、僧帽細胞から穎粒細胞へ

向かうグルタミン酸作動性興奮性シナプスと、穎粒細胞から僧帽細胞へ

向かうGABA作動i生抑制性シナプスが隣接して形成される。この樹状樹
状突起間シナプスを介して僧帽細胞は側方抑制を受け、匂い分子に対す

る反応特異性が高められている。
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　　第二章

嗅球の初代培養
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2．1緒言

　母性行動を誘起するオキシトシンの作用部位は嗅球であることは第一章で述

べた。嗅球では、数種類のニューロンが整然と配列し層状構造を形成し、それ

らが構築する神経回路網も比較的単純である（第1章　図1－4）。しかし、嗅

球はその構造がシンプルで、比較的他の脳部位から独立しているとはいえ、特

定脳領域から遠心性線維の入力が豊富に認められるのも事実である。さらに、

僧帽細胞と穎粒細胞の樹状突起問シナプスが、海馬や小脳などに見られる一方

向性シナプスと異なり、双方向性シナプスを形成しているのも大きな特徴の一

つでり、このことが解析を困難にしている要因の一つでもある。このような理

由から、オキシトシンのさらなる作用機序を解析するにあたって、なるべく少

数のニューロンから成る神経回路上での解析が必要であり、細胞構築を単純化

したin　vitro実験モデル系が有効だと思われる。特に、初代培養系では、単一細

胞における電気生理学的・薬理学的アプローチが容易であり、かつ実験条件を

厳格に制御できるため、個々の細胞の全体的な機能から、チャネルやレセプタ

ー のレベルまでの解析が可能になる。そこで、なるべく生体内の電気生理的性

質を保持した、初代培養嗅球内ニューロンの獲得に努めた。

23



2．2　　材料と方法

2－2－1　嗅球の初代培養

　嗅球をWister　STラットの胎仔から取り出し、以下の1）～20）の手順に従

　　い培養を行った。

1）妊娠20～21日齢のラットを、エーテルにより麻酔する①。

2）70％エタノールを染み込ませたキムタオルを敷いたバットの上に、妊娠ラ

　ットをのせる。

3）妊娠ラットの腹部に70％エタノールをよく噴霧してから、大ハサミと大ピ

　ンセットを用いて腹部の皮膚を切開し、大きく広げる②。

4）腹膜を70％エタノールでよく噴霧してから、MosquitoとMetzenbaumで腹

　膜を切開し子宮を露出させる。

5）子宮を摘出し、90mmペトリディッシュに満たした作業液［50％培養液＋50％

　PBS（一）］に浸ける。

6）小ハサミを用いて子宮壁を切開し、胎仔を取り出す。

7）胎仔を断頭して、スプリングハサミを用いて頭皮、頭蓋骨を剥離し、先曲

　がりの精密ピンセットで脳全体を取り出す③。

　取り出した脳は90mmペトリディッシュに満たした作業液に浸ける。この

　とき、ペトリディッシュはバットの中に敷いた保冷剤の上で冷やす④。

8）作業液に浸けておいた脳を、別の90mmペトリディッシュの上に裏返して

　　置き、大脳側から嗅球へ向かって髄膜を直の鈎付き精密ピンセットでゆっ
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　　くり剥離していく⑤。

9）脳を表にして大脳側から嗅球へ向かって9）と同様にして髄膜を剥離する⑥。

10）大脳から嗅球を分離し、保冷剤の上の、作業液で満たした35mmペトリデ

　　ィッシュの中へ嗅球を浸す。

11）作業液ごと嗅球を遠沈管へ移し、しばらく静置する。

12）組織が沈んだら上清を捨て、0．01％DNase　I入りパパイン消化液（4　m1）中

　　で34℃で20分間インキュベートする⑦。

13）培養液（5ml）で3回洗い、0．Ol％DNase　I入り培養液（2　ml）に浸す⑧。

14）パスッールピペットで嗅球片を出し入れし、細胞を単離する⑨。

15）1000gで5分間遠心して細胞を集める。

16）上清を捨て、培養液（1m1）を加え、パスツールピペットで軽く撹拝する。

17）細胞浮遊液の一部を採取し、血球計算盤で細胞数を数える⑩。

18）5×105cells／cm2（1×106　cells／ml）となるように培養液で希釈しカバーガ

　　ラス入りディッシュに播く⑪。

1g）37℃、5％CO2、飽和水蒸気のインキュベーターで維持し、1週間に1回半

　　量ずつ培養液を交換する。

●プロトコールの注意点

①妊娠18日齢の胎仔ラットの嗅球を培養すると、僧帽細胞リッチな培養がで

　き、胎生末期から出生直後の仔ラットでは穎粒細胞の含有率が上がる。

②70％エタノール噴霧の主な目的は切開の際に毛が飛んで汚染しないようにす
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　ることであり、皮膚を大きく切開することがコンタミを防ぐ。

③脳底に先曲がりピンセットの先端を入れ脳神経束を切断し、さらに嗅球へ投

　射している嗅神経束も切断してから、脳全体をすくうように取り出す。

④氷冷だと、溶けた氷の水分によるコンタミが起こりやすいので保冷剤を使用

　した。

⑤嗅球の半分位まで剥離する。それ以上剥離すると嗅球が分離してしまう。

⑥鈎に髄膜を引っかけ、後頭側から剥いでいく。なるべく1枚の膜として剥離

　することが重要。また嗅球の部分はひっかかりやすいので、嗅球が大脳から

　分離しないように慎重に行う。

⑦DNaseを加えないと、壊れた細胞などからDNAがでてからみつき、後で酵

　素を取り除くときに苦労する。37℃以上だと神経細胞が障害を受ける可能性

　がある。

⑧血清入りの培養液でよく洗い、酵素を不活化する。

⑨パスツールピペットの先端を火であぶり、先端の大きいものと小さいものを

　2種類用意しておく。始めに先端内径の大きいピペットを用い、嗅球片が小

　さくなったら内径の小さいピペットを用いる。あまりピペッティングをやり

　過ぎると、細胞収量は上がるが、生きた細胞の割合が減る。

⑩トリパンブルーを用いて、生細胞と死細胞の区別を行う。

⑪1ウェルが底面積2cm2、容量1mlの4穴ディッシュに、それぞれφ13　mm

　のカバーガラスを入れその上に細胞を播く。カバーガラスは超音波洗浄器で

　よく洗浄し、乾熱滅菌した後、0．2％ポリエチレンイミン溶液でコートする。
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●試薬の調製

・ パパイン消化液

　　　L一塩酸システイン　　　　　　20mg

　　　BSA（bovine　serum　albumin）　　20　mg

　　　グルコース　　　　　　　　　　500mg

　　　PBS（一）　（リン酸緩衝食塩水）100　ml

上記の溶液を4mlずつ分注し、－20℃で保存しておく。使用する直前に、1unit

／mlとなるようにパパインを加える（パパインは自己消化が激しいため）。

・ 培養液

　　　DMEM（Dulbecco’s　Modified　Eagle’sMedium）　450　ml

　　　　　（High　glucose、炭酸水素ナトリウム3．7　g含有）

　　　ペニシリンG

　　　ストレプトマイシン

　　　ピルビン酸

　　　アスコルビン酸

　　　Newborn　calf　semm（NCS；Heat　inactivated）

　　　Horse　serum（HS；Heat　inactivated）

上記の溶液をCO2でpH調節を行い、濾過滅菌する。

・ 1％ポリエチレンイミン液

　　　四ホウ酸ナトリウム十水和物（ほう砂）

　　　ポリエチレンイミン

　　　MilliQ水

　　　　　　　　　　　　　　　　　27

25000units

25mg

55mg

50mg

25ml

25ml

2．869

0．59

50ml



濾過滅菌して保存する。使用時、5倍に希釈してカバーガラスをコートする。

2－2－2細胞の同定　　（免疫組織化学的染色）

　免疫組織化学的染色をもとに、形態により僧帽細胞と穎粒細胞の同定を行

　　った。免疫組織化学的染色は、3週間以上培養した細胞にMAP2

　　（microtubule－associated　protein　2；神経細胞、特に樹状突起に存在する

　MW280Kの蛋白質）抗体とGAD（glutamate　decalboxylase；グルタミン酸脱

　炭酸酵素）抗体による2重染色を、ABC法（avidin－biotinylated　peroxidase

　complex　method）で行った。

2PBSで3回洗う。

34％パラホルムアルデヒドin　PB（リン酸緩衝液）で固定する（室温で10分）。

4PBSで3回洗う。

5　下記の溶液を入れ、－20℃で5分間放置する。

　90％メタノール

　　5％酢酸

　　5％PBS

6　10％Block　ase　in　PBSで処理する（室温で15分）。

7　10％Block　ase　in　PBSで1000倍希釈した抗MAP2抗体（マウスIgG）を入れ

　る（室温で1時間）。

8PBSで1回洗う。
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9　下記のBSS（basal　saline　solution）で3回洗う。

NaCl

KCl

CaCl2・2H20

MgCl2・6H20

グルコース

HEPES

7．69／1

0．49／1

0．269／1

0．169／1

0．999／1

4．779／1

　NaOHでpH　7．4に調整する。

10PBSで1回洗う。

10）10％Block　ase　in　PBSで1000倍希釈した抗GAD抗体（ラビットIgG）を入

　れる（4℃で1晩）。

11）7）～9）を繰り返す。

12）標識化二次抗体［ビオチン化抗マウスIgG　TRITC（tetrametyl　rhodamine

　isothiocyanate）、ビオチン化抗ラビット　IgG　FITC（nuorescein－5－

　isothiocyanate－conjugated）］で反応させる（室温1時間）。

13）PBSで1回、　BSSで5回洗う。

14）Perma　fluorで封入する。

15）蛍光顕微鏡で観察する。
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2－3結果

　播いて24時間以内には、細胞から突起が伸張し始めているのが観察される

（図2－1）。まず、大きく扁平な細胞が1週間以内にカバーガラスー面に広が

る。2週間程で、細胞の突起が網の目のように張り巡らされ、細胞体の大きい

ものと小さいものの2種類の細胞が見られるようになる（図2－2）。18日以降

の細胞では、シナプスが形成されるようになる（第3章）。そこで、3週間以

上培養した細胞に免疫組織化学的染色を行い、その染色結果をもとに細胞の同

定を試みた。神経細胞に特異的に存在するMW280Kの蛋白質の抗体である

MAP2抗体と、グルタミン酸脱炭酸酵素の抗体であるGAD抗体による2重染

色を行った。大きい細胞も小さい細胞も、そのほとんどがローダミン（赤い蛍

光色素）で標識したMAP2抗体で染色された（図2－3）。同一細胞群をさらに，

FITC（緑の蛍光色素）で標識したGAD抗体で染色すると、そのうち小さい細

胞（〈10μm）のみが染まった（図2－4）。この2つの染色像を重ね合わせてみ

ると、細胞体が比較的大きく、多極性の太い樹状突起を有する細胞はMAP2抗

体には陽性、GAD抗体には陰性を示し、細胞体が比較的小さく双極性の細い樹

状突起を有する細胞はMAP2抗体にもGAD抗体にも陽性を示すことが分かっ

た（図2－5）。このような染色像は、カバーガラス全体に一様に観察された。

これらの染色結果から、大きな細胞体（＞15μm）と多極性樹状突起を有する

細胞が僧帽細胞で、小さな丸い細胞体（〈10μm）と双極性樹状突起を有する

細胞が穎粒細胞であることが示唆された。この僧帽細胞と穎粒細胞の免疫組織

化学的・形態的特徴はTrombley＆Westbrook（1990）の報告とも一・致する。
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2－4考察

　今回の細胞の同定において、穎粒細胞のマーカーとしてGAD抗体を用いた。

GAD抗体は、　GABA作動i生ニューロンに特異的なマーカーであり（Neale　et　al．，

1983）、嗅球内のGABA作動i生介在ニューロンも免疫反応を示すことが報告さ

れている（Mori，1987）。本研究の嗅球の初代培養系においては、2～3週間以

上培養しないとGAD抗体に十分反応しなかった。このことから、この培養条

件下では、穎粒細胞の成熟に少なくとも2～3週間の培養が必要だと思われる。

Blakely（1987）は、　N－acetyleaspartylglutamate（NAAG）抗体が主に嗅球の僧帽

細胞に免疫反応を示すことを報告しており、Trombley＆Westbrook（1990）は、

嗅球の初代培養において僧帽細胞のマーカーとしてNAAG抗体を使用している

が、本研究においては入手できなかった。本培養において、より正確な細胞の

同定を行うにあたり、やはり僧帽細胞に特異的なマーカーが必要だと思われる。

NAAG抗体以外の僧帽細胞に特異的なマーカーは報告されていなかったが、最

近、中枢神経に特異的なPOU（Pt－1、　Oct－1、　Oct－2　and　unc－86）ドメイン転写

因子の一つであるBrain－2が、胎仔期（あるいは新生仔）の嗅球の僧帽細胞に

特異的に発現することが報告された（Hagino－Yamagishi　et　al．，1999）。このBrain－2

抗体が僧帽細胞のマーカーとして用いることができるか興味深いところである。

3週間以上培養したニューロンのうち、GAD抗体に陰性を示す小さな双極性細

胞（図2－5、＊）、GAD抗体に陽性を示す大きな多極性細胞がまれに観察され

たが、これらの細胞については本研究では同定できなかった。さらに、いくつ

かの異なるロットのNCS（HSのロットは同じ）で同様に培養を行ってみたが、
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ニューロンがほとんど生存しなかった（図2－6）。一方、異なるロットのHS（NCS

のロットは同じ）で同様に培養しても、培養ニューロンの状態に大きな変化は

みられなかった。これらのことから、嗅球の初代培養ニューロンにおいても、

他の脳領域と同様、牛血清に対する依存度が高いと思われる。血清の成分は変

性しやすく、特にニューロンの初代培養においては、培養状態が大きく左右さ

れる。そこで、より安定した培養を行えるように、小脳の初代培養で確立され

ている無血清の完全合成培地（Hirano　et　al．，1986）で本培養を試みた。培養細

胞は3週間以上維持できるが、細胞突起を有する細胞の中に、MAP2に陰性を

示す細胞が多数観察された。さらに、これらのニューロン様細胞に電気的刺激

を与えても、活動電位を発生しなかった。よって嗅球の初代培養において、上

述の無血清培地下では、ニューロン様細胞が多数含まれ、パッチクランプなど

の電気生理実験には適さないことが示唆された。
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2－5小括

　本研究における嗅球初代培養系では、2週間以上培養すると、主に形態的に

異なる2種類の細胞が存在するようになる。神経細胞に特異的なマーカーであ

るMAP2抗体とGABA作動i生ニューロンに特異的なマーカーであるGAD抗体

を用いて、これらの細胞の同定を試みた。その結果、大・小2種類の細胞とも

神経細胞であることが確認され、そのうち、双極性の細い樹状突起を有する小

さい（＜10μm）細胞は、穎粒細胞であることが示唆された。Trombley＆Westbrook

（1990）の報告による嗅球初代培養ニューロンの形態的特徴から、多極性の太

い樹状突起を有する大きい（＞15μm）細胞は僧帽細胞であることが推測され

た。これらの僧帽細胞と穎粒細胞の形態的特徴は、生体内で報告されているそ

れと一致する。したがって、本研究における嗅球の初代培養系においても、嗅

球内ニューロンは3週間以上生存し、それらは、主に僧帽細胞と穎粒細胞であ

ることが示唆された。さらに、これらの培養細胞は、その大きさや樹状突起の

様子から同定可能であり、生体内における形態的特徴を比較的反映していると

思われる。
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図2－1播いて19時間後の培養iニューロンの明視野像。5～15μmの細胞

が散在し、突起が伸張し始めているのが観察される。この時点では、
まだ細胞の大きさに顕著な違いは見られない。
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図2－2　播・いて25日後の培養細胞の様子。主に大・小2種類の細胞があ

り、細胞突起が張り巡らされている様子が観察される。最下層には扁
平な細胞が敷きつめている。
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図2－3　培養i細胞（26日）のMAP2抗体による染色像。大・小2種類の細

胞とも、そのほとんどがMAP2抗体に陽性であったことから、これらの
細胞は神経細胞であることが示唆された。
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図2－4　図2－3と同一細胞群におけるGAD抗体による染色像。主に小さい

細胞（10　＜μm）が強く染まっており、これらの細胞はGABA作動1生
ニューロンであることが示唆された。

37



図2－5　MAP2染色像（図2－3）とGAD抗体染色像（図2－4）を重ね合わせ

たもの。この2重染色像から、細胞体が大きく（＞15μm）多極性の太

い樹状突起を有する細胞細砲は僧帽細胞（矢印）、細胞体が小さく
（＜10μm）細い双極性の樹状突起を有する細胞は穎粒細胞であること

が示唆された。まれに、GAD抗体に陰性を示す小さな双極性細胞（＊）
が観察された。

僧帽細胞；MAP2抗体陽性、　GAD抗体陰性
穎粒細胞；MAP2抗体陽性、　GAD抗体陽性
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図2－6異なるロットのNCSで同様にして播いた、12時間後の培養細胞
の明視野像。細胞の表面が汚く、細胞体も小さい。細胞突起の伸張も
ほとんどみられず、細胞の凝集が観察される。いくつかの異なるロッ

トのNCSでも培養してみたが、同様な細胞像が観察された。
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第三章

　嗅球ニューロン間シナプス伝達に対する

　　　　　オキシトシンの作用（1）

－ GABA作動性シナプス伝達に対するオキシトシンの効果一



3．1緒言

　視床下部の室傍核や視索上核の大細胞性ニューロンで合成され、下垂体後葉

から血中へ分泌されたオキシトシンが、乳汁の射出や子宮収縮を促すホルモン

として働くことは古くから良く知られている。一方、ここ20年間で、オキシ

トシンは室傍核の小細胞性ニューロンでも合成され、海馬、脊髄、脳幹など種々

の神経回路に、神経伝達物質や神経修飾物質として働き（Raggenbass　et　al．，

1998）、多種多様な行動の調節、引いては記憶や学習といった脳の高次機i能に

まで関与していることが明らかになってきている（Engelmann　et　a1．，1996）。

　母性行動もその一つで、脳内オキシトシンが母性行動を速やかに誘発するこ

とがいろいろな動物で報告され、我々はその作用部位として嗅球に注目してき

た（第1章）。ウレタン麻酔下の雌ラットを用いて、室傍核を電気的に刺激（100

Hz、10～30発）すると、長潜時（2～150秒）で嗅球の僧帽細胞における単一・

ニューロン活動が抑制され、穎粒細胞の単一ニューロン活動は上昇した　（Yu　et

al．，1996a）。この現象は、室傍核から嗅球への遠心性線維の切断や遮断により

消失しなかった。また、分娩時のラットの嗅球ヘオキシトシンアンタゴニスト

を注入すると、母性行動が著しく抑制され、エストロジェン前処置卵巣摘出処

女雌ラットの嗅球ヘオキシトシンアゴニストを注入すると、注入後2時間以内

にその半数において完全な母性行動が誘発された（Yu　etal．，1996b）。このよう

な電気生理学的、行動学的研究結果から、分娩時の産道刺激により、室傍核か

ら脳室に放出されたオキシトシンが嗅球へ達し、嗅球内ニューロンに作用する

ことで母性行動が発現することが証明された（図3－1）。すなわち、オキシト
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シンが匂い信号を、嗅球レベルで抑制（嗅球内唯一の出力細胞である僧帽細胞

を抑制）することで、仔ラットの匂いに対する忌避反応に打ち勝ち母性行動が

速やかに開始されるというわけである（図3－2）。『その際、オキシトシンの標

的は僧帽細胞なのか穎粒細胞なのか、あるいは両者なのか、現在のところ不明

である。そこで本研究では、ラット嗅球の初代培養ニューロンにパッチクラン

プ法を用いて、僧帽細胞類粒細胞間シナプス伝達に対するオキシトシンの効果

を検討するとともに、その作用部位を明らかにする。オキシトシンの中枢ニュ

ー ロンに対する直接作用は主として興奮性である（Drei血ss　et　al．，1992）とか、

モルモット嗅球の穎粒細胞層にオキシトシンが特異的に結合する（Tribollet　et　al．，

1992）などの知見を考慮すると、オキシトシンは穎粒細胞を興奮させ、続いて

穎粒細胞と僧帽細胞間の抑制性樹状突起間シナプスを介して僧帽細胞を間接的

に抑制することが推察される。そこで、まず穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA

作動性シナプス伝達に対するオキシトシンの効果を検討した（図3－3）。
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3．2材料と方法

　3週間以上培養したラット嗅球初代培養ニューロン（第2章）に、パッチク

ランプ法（Hamill　et　al．，1981）を用いて全細胞記録を行った。倒立型顕微鏡（ホ

フマン仕様）のステージ上のチャンバーに、培養ニューロンが付着しているカ

バーガラスを移し、バス液（図3－4）をペリスタポンプにより、1．O　ml／minの

流速で潅流しながら記録を行った。パッチ電極は、硬質ガラス（borosillicate）

のフィラメント入り毛細管（外径1．5㎜、内径0．84mm、長さ102　mm）を水

平プラーを用いて5段引きで作製し、リンゲル液充填時の電気抵抗が4～7MΩ

のものを使用した。パッチ電極内液（図3－4）は、ディスポーザブルの1ml注

射筒にシリンジフィルター（0．2μm）を装着したもので濾過し、ポリエチレン

細管を用いて電極尾部よりback－fillして充填した。パッチ電極を、パッチクラ

ンプアンプ（EPC9／2）に接続しているヘッドステージの電極ホルダーに装着

して、陽圧を与えながら標的細胞にアクセスした。2msの矩形波パルスを与え、

それに対する電流応答をモニターしながら、標的細胞の膜とパッチ電極との間

にギガ・シール（1GΩ以上）を形成し、その後、陰圧をかけてパッチ膜を破り、

電圧固定下で記録した。記録は全て室温下（22－24℃）で行い、記録した膜電流

は、ベッセル特性の低周波通過型フィルターにより高周波成分を除去した。添

加・投与する薬液は、使用濃度の200倍濃度で凍結保存しておき、使用する直

前に細胞外液で使用濃度に希釈し、機械型小型マニピュレーターにより標的細

胞に近付けたポリエチレン細管（直径約200μm）を通して投与した。

　なお、僧帽細胞と穎粒細胞の同定は、免疫組織学的染色をもとに（第2章）、

主に形態（細胞体の大きさや樹状突起の様子）により行った。
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3－3結果

　標準バス液にグルタミン酸受容体に特異的なアンタゴニストである6Cyano－

7－nitroquinoxaline－2，3－dione（cNQx；20μM）とDL－2－Amino－5－phosphonovaleric

acid（AP5；20μM）を添加した状態で、18日以上培養した僧帽細胞の膜電位を

．60mVに固定すると、穎粒細胞の自発発火由来のシナプス電流が記録される。

このシナプス電流は、γ一aminobutyric　acidA（GAB　AA）受容体に特異的なアンタ

ゴニストであるbicuculline　methiodide（BMI；10μM）でほぼ完全にブロックさ

れる（図3－5）。このことから、僧帽細胞で記録されるシナプス電流は、主に

GABAA受容体を介したspontaneous　inhibitory　postsynaptic　currents（sIpSCs）で

あることが示唆された。標準バス液にBMI（10μM）を添加した状態で、同様

に18日以上培養した穎粒細胞の膜電位を一60mVに固定すると、僧帽細胞の自

発発火由来のシナプス電流が記録される。この穎粒細胞で記録されるシナプス

電流は、CNQX（20μM）でほぼ完全にブロックされることから、グルタミン

酸受容体を介したspontaneous　excitatory　postsynaptic　currents（sEPSCs）であるこ

とが示唆された（図3－6）。これらの結果から、本研究の初代培養下において

も、比較的生体内と同様なシナプスが形成されていることが伺える。

　そこで、まず穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シナプス伝達に対する

オキシトシンの効果を検討した。本培養下においても、生体内と同様、僧帽

細胞と穎粒細胞に樹状突起問相反性シナプスが形成されている可能性があるの

で、標準バス液にcNQx（20μM）とAP5（20μM）を添加することによりsIPscs

を分離した。このような条件下で、3週間～4週間培養した僧帽細胞から記録
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されるsIPSCsは、オキシトシン（100　nM）によりその頻度が減少した。一方、

sIPSCsの振幅には変化がみられなかった。（n＝7；図3－7）。このsIPSCsの振

幅の分布をヒストグラムで表すと、コントロールとオキシトシン投与中におい

て、やはりその分布に違いはみられなかった（図3－8）。Cumulative　probability

の分布においても、　オキシトシン投与中におけるsIPSCsの事象間隔は、コン

トロールのそれと有意に異なったが（P＜0．01，Kolmogorov－Smimov検定）、振

幅には有意な違いは検出されなかった（図3－9）。同様に記録した7個の僧帽

細胞においても、図3－10に示したように、オキシトシン投与によりsIPSCsの

平均頻度はコントロールの44．5±9．8％と有意に減少したが（p＜0．05，paired　t検

定）、平均振幅には著明な変化はみられなかった（コントロール比、84．7±

11．6％）。以上の結果から、オキシトシンは僧帽細胞で記録されるsIPSCsを抑

制し、その抑制効果は主にシナプス前部（恐らく穎粒細胞）からのGABAの放

出を抑えることにより生じることが示唆された。

　このsIPSCsに対するオキシトシンの抑制効果は、オキシトシン受容体に特異

的なアゴニストである［Thr4，　Gly7］－OT（100　nM）投与でも同様に観察された

（図3－11）。6個の僧帽細胞について、　［Thr4，　Gly7］－OTによりsIPSCsの平均

頻度は、コントロールに比べ48．9±55％に有意に減少したが（p＜0．05，paired　t

検定）、平均振幅にはそのような変化はみられなかった（コントロール、87±

13pA；［Thr4，　Gly7］－oT、103±18　pA）。さらにoTの抑制効果は、オキシト

シン受容体に特異的なアンタゴニストであるdesGly－NH29，　d（CH2）5－［Thy（Me）2，

Thr4］－ornithine　vasotocin（desOVT；100　nM）との共投与により消失した（平均

振幅コントロール比、106±8．0％；n＝5；図3－12）。これらの結果から、sIPSCs
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に対するオキシトシンの効果は、オキシトシン受容体を介して生じることが示

唆された。

　次に穎粒細胞におけるオキシトシンの作用部位を検討するために、miniature

IPSCs（mIPSCs）を測定した。　mIPSCsとはテトロドトキシン（TTX；電位依存

性Na＋チャネル阻害薬）の存在下で記録される、シナプス前終末からのシナプ

ス穎粒の自発的な放出である。TTX存在下では、僧帽細胞に一100　mVから＋100

mVの脱分極性刺激を段階的に与えても、　Na＋電流は流れない（図3－13A）。こ

のような条件で僧帽細胞の膜電位を一60mVに固定すると、穎粒細胞のmIPSCs

が記録され、OT投与により可逆的に減少する（図3－13B；n＝7）。このとき、

コントロールとOT投与中において、　mIPSCsの振幅の分布に大きな変化はみら

れないもののその頻度は減少した（図3－14）。また、コントロールあるいはOT

投与中においても100pAより大きいmIPSCsは観察されなかった（図3－14）。

Cumulative　probabilityにおいても、　OTによりmIPSCsの事象間隔が有意に長く

なっていることが分かる（p＜0．01，Kolmogorov－Smimov　test；図3－15）。7個の

僧帽細胞で同様な変化が観察され、OT投与中におけるmIPSCsの平均頻度は，

コントロールに比べ有意に減少し（コントロール比、39．5±10．4％；p＜0．05，paired

t－test；図3－16）、平均振幅には有意な差はみられなかった（コントロール比、

93．9±5．9％；図3－16）。このようなmIPSCsに対するOTの効果は、　OT受容体

に特異的なアゴニストである［Thr4，　Gly7］－OT（100　nM）投与でも再現された

（図3－17）。　［Thr4，　Gly7］－OTによりsIPSCsの平均頻度は、コントロールに比

べ有意に減少したが、平均振幅には変化はみられなかった（平均頻度のコント

ロール比、54±85％；平均振幅のコントロール比、97．8±4．5％；p＜0．05，paired
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t検定）。以上の結果から、僧帽細胞で記録されるmIPSCsも、　sIPSCsと同様

にオキシトシンにより抑制され、その効果は、オキシトシンがシナプス前終末

に作用し、トランスミッターの放出（GABAの放出）を抑えることにより発現

することが示唆された。

　オキシトシンのシナプス後部への作用を評価するために、GABAA受容体に

対するオキシトシンの効果を検討してみた。僧帽細胞の膜電位を一60mVに固定

し、細胞外からGABA（100μM）を投与すると脱分極性の内向き電流が生じる。

図3．18に示すように、この内向き電流は一過性電流とそれに続く持続性電流か

ら成るが、これらの電流の発生途中にオキシトシン（100nM）を共投与しても、

一過性・持続性電流とも顕著な変化はみられなかった（n＝12）。このことか

ら、やはりシナプス後部（少なくともGABAA受容体）に対するOTの効果は

少ないと思われる。

　僧帽細胞と穎粒細胞への直接的な作用を評価する目的にさらに、それぞれの

細胞における電位依存性Na＋電流とK＋電流に対するOTの効果を検討した。僧

帽細胞、穎粒細胞の膜電位を、－100mVから＋80　mVへ脱分極させていくと、電

位依存性のNa＋チャネル由来の内向き電流と電位依存性のK＋チャネル由来の外

向き電流が生じる。オキシトシン（100nM）を投与しても、これらのイオン電

流に明らかな変化はみられなかった（図3－19、3－20）。
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3－4考察

　本研究における嗅球の初代培養ニューロンでは、2週間ほど培養すると、そ

の細胞体の大きさや樹状突起の様子から細胞の同定が可能となり、僧帽細胞と

穎粒細胞から電位依存性のイオン電流も記録でき、さらには活動電位を誘発で

きる。しかし、シナプス電流を記録するには、3週間近く培養する必要があり、

このことは、免疫組織化学的染色において、穎粒細胞がGAD抗体に反応する

のに、3週間以上培養が必要であることと一致する（第2章）。小脳の初代培養

ニューロンにおいて、その形態的な分化とシナプスの形成に3週間から4週間

を要することが報告されているが（Hirano　et　al．，1986）、本研究の嗅球の初代培

養系においても、培養細胞間のシナプスの形成には、少なくとも3週間以上培

養する必要があると思われる。僧帽細胞で記録されるsIPSCsとmIPSCsにおい

て、100pA以上のmIPSCsは記録されなかったことから、100　pA以上のsIPSCs

は穎粒細胞の活動電位に依存したシナプス電流であると思われる（図3－8、図

3－14）。図3－8でみられるように、オキシトシン投与中では、100pA以上のsIPSCs

がコントロールのそれに比べて55％に減少している。しかし、穎粒細胞の電位

依存性Na＋電流やK＋電流にオキシトシンが影響しないこと（図3－19）、　mIPSCs
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においてもsIPSCsと同様にオキシトシンによる抑制効果がみられること（図

3－14）などを考慮すると、穎粒細胞における活動電位の発生や伝播をオキシト

シンが抑制するというよりは、オキシトシンが穎粒細胞のシナプス終末あるい

はその周辺に作用して、穎粒細胞からのGABAの放出を抑制することにより、

シナプス電流が減少すると考えられる。どのようなメカニズムで、穎粒細胞か

らのGABAの放出が抑制されるのかは、本研究では明らかにできなかったが、

穎粒細胞における、電位依存性Na＋電流やK＋電流以外のイオン電流に対してオ

キシトシンが作用するとの可能性が考えられる。特に電位依存性Ca2＋チャネル

などは、ニューロンからの神経伝達物質の放出に深く関与していることが知ら

れている（Takahashi　T＆Momiyama　A，1993；Wheeler　DB　et　al．，1994）。

　in　vivoにおける電気生理学的研究において、室傍核ニューロンの電気刺激あ

るいはオキシトシンの嗅球内投与により、僧帽細胞の単一ニューロン活動が抑

制されたことは前述したが、本研究の結果と符合しない。すなわち、本研究で

は、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シナプス伝達が、オキシトシンに

より抑制されることを明らかにしたわけだが、この現象は結果的に僧帽細胞の

脱抑制（GABA抑制からの解放）につながり、引いては僧帽細胞の興奮に至る。

したがって、穎粒細胞からのGABA作動i生シナプス伝達以外にも、僧帽細胞の
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興奮を調節するオキシトシンの作用が存在している可能性が考えられる。その

可能性として、嗅球内の僧帽細胞と穎粒細胞は双方向性樹状突起間シナプスを

形成していることから（第1章）、僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作

動性シナプス伝達を介して、オキシトシンが僧帽細胞の興奮を調節することが

考えられる。この可能性に関しては、続く第4章で言及する。
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3－5小括

　本研究におけるラット嗅球の初代培養ニューロンは、3週間以上培養すると、

細胞体の大きさや樹状突起の様子から僧帽細胞と穎粒細胞に同定でき、それら

細胞間にシナプスが形成される。僧帽細胞にはGABAA受容体を介した抑制性

シナプスの入力が、穎粒細胞にはグルタミン酸受容体を介した興奮性シナプス

の入力が観察された。これらの形態的・電気生理的特徴は、生体内における僧

帽細胞と穎粒細胞の特徴と一致しており、本研究の培養系において、生体内と

同様な神経回路が再現されていると思われる。このような初代培養ニューロン

に、パッチクランプ法を用いて解析した結果、オキシトシン（100nM）により、

穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シナプス伝達が抑制されることを明ら

かにした。　（1）僧帽細胞で記録されるsIPSCsと同様にmIPSCsも抑制された

こと、（2）sIPSCs、　mlPSCsとも、その振幅は変化せずに、頻度のみが減少し

たこと、　（3）同様の現象は、オキシトシン受容体に特異的なアゴニストで再

現され、アンタゴニストで消失したこと、　（4）僧帽細胞にGABAを投与して

生じたイオン電流にはオキシトシン（100nM）が効果を及ぼさなかったことな

どから、GABA作動性シナプス伝達に対するオキシトシンの抑制効果は、シナ

プス前終末にオキシトシンが作用し、GABAの放出を抑制することにより生じ

ることが示唆された。
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嗅球
↓

。T璽

　　　●
　室傍核

第3脳室

図3－1室傍核から嗅球へのオキシトシンの経路図。分娩時の産道刺激

により室傍核オキシトシンニューロンからオキシトシン（OT）が脳室

へ放出され、このオキシトシンは中心管を通って嗅球へ達する。
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仔ラットの匂い
　　（発火）

僧帽細胞

発火1

○

、

相反性樹状突起間シナプス

一→1レグルタミン酸作動性

一一●レGABA作動性

O穎粒細胞

図3－2　嗅球内神経回路におけるオキシトシン（OT）の作用（仮説）。

嗅球に達したOTが、嗅球内ニューロンに作用して、仔ラットの匂い信号

を抑制することによって母性行動が発現すると考えられる。
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パッチ電極

記録

壕、

　　　　　／　一一　　　　、、　　　　／　　　　　　　　　　　　＼、
　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　／／僧帽細胞樹状突起　　＼

　　　　　　　　　　　　　　＼　／
／　　　　　　　　　　　　　　　＼
／　　　　　　　　　　　　　　　　＼

1　　　　　　　　・r弓噺＼

t　　　　岨A夕T｝
＼　　　　　　　　∠rち　／
＼　　　　　　　　　　　　　　　　／

＼＼穎粒細胞樹状突起／／

　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　＼　　　　　　　　　　　／

図3－3GABA作動性シナプス伝達に対するオキシトシンの効果の解
析。僧帽細胞と穎粒細胞の間には、相反性樹状突起問シナプスが形

成されている（○）。そのうち、頴粒細胞から僧帽細胞への抑制
性シナプス伝達に対するオキシトシンの効果を、パッチクランプ法

により解析した。その際、僧帽細胞から穎粒細胞への興奮性シナプ

ス伝達を遮断した状態で（や）、僧帽細胞の膜電位を固定した。
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●バス液組成（標準）

　　　　NaCl　　　　　　162．5　mM

　　　　KCI　　　　　　2．5　mM

　　　　CaCl2　　　　　　　　2．O　rnM

　　　　HEPES　　　　　10　mM

　　　　GIucose　　　　　10　mM

　　　　MgCl2　　　　　1mM

pH　7．3（NaOHによる調整）、浸透圧325　mOsm（スクロースによる調整）

●パッチ電極内液組成

　　　　KCI　　　　　　150　mM

　　　　MgCl2　　　　　1mM

　　　　HEPES　　　　　lO　mM

　　　　Mg－ATP　　　4mM

　　　　Na－GTP　　　　O．5　mM

　　　　EGTA　　　　　　l．1mM

pH　7．2（KOHによる調整）、浸透圧310　mOsm（マンニトールによる調整）

　　　　図3．4　全細胞記録時に使用した、バス液とパッチ電極の組成。
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Control

BMI　10μM

Wash

5・pA

　　　　5s

バス液：標準＋CNQX（20μM）＋AP5（20μM）

パッチ電極内液：標準

図3－5僧帽細胞で記録される、穎粒細胞の自発発火由来のシナプス電流

のトレース。僧帽細胞の膜電位を一60mVに固定すると、穎粒細胞の自発

発火由来のシナプス電流が記録される。この電流は、GABAA受容体に
特異的なアンタゴニストであるBMIで、可逆的にほぼ完全にブロックさ
れる。
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Contro1

CNQX（20μM）＋AP5（20μM）

Wash

2・飴

　　　　5s

バス液：標準＋BMI（20μM）

パッチ電極内液：標準

図3－6　穎粒細胞で記録される、僧帽細胞の自発発火由来のシナプス電

流のトレース。穎粒細胞の膜電位を一60　mVに固定すると、僧帽細胞の

自発発火由来のシナプス電流が記録される。この電流は、グルタミン

酸受容体に特異的なアンタゴニストであるCNQXとAP5で可逆的にほぼ
完全にブロックされる。
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Control

100nM　OT

Wash

2・・pA

10s

図3－7僧帽細胞で記録されるsIPSCsに対するオキシトシン（OT）

の効果。僧帽細胞の膜電位を一60mVに固定すると、穎粒細胞由来
のsIPSCsが記録される（Control）。このsIPSCsは、　OTにより可逆

的に減少する（100nM　OT、　Wash）。
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図3－8　コントロールとオキシトシン投与中（OT）におけるsIPSCsの

振幅分布。図3－7のControlとOTにおけるシナプス電流の振幅につい
て、大きさ別にその分布をヒストグラムで表した。OTでは頻度は減少
しているが、分布状態に大きな変化はみられなかった。
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A 1．0

．ξ’

ヨ

鍾

量α5

尋

ε

0
0 100

　　　Contro1

－・一一國・ OT

振幅（pA）
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B 1．0
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琵

巷

乙
　　0．5窪

鷺

冒
目

Q
0
0 250

　　　Control

－・一一一・ OT

事象間隔（ms）

500

図3－9　コントロールとオキシトシン投与中（OT）のsIPSCsの振幅

（A）と事象間隔（B）の積算分布。図3－7のControlとOTのsIPSCsに

おける、振幅と事象間隔の積算分布をプロットした。事象間隔の分

布においてのみ、OTのそれはコントロールに比べ有意に変化した
（p＜0．01，Kolmogorov－Smirnov検定）。
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図3－10オキシトシン投与中（OT）におけるsIPSCsの平均振幅と平均
頻度のコントロール比。7個の僧帽細胞で記録されたOTのsIPSCsにつ
いて、平均振幅と平均頻度のコントロール比をヒストグラムで表し
た。平均頻度のコントロール比についてのみ有意差が検出された（＊p
＜0．05、paired　t検定）。
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Control 100nM［Thr4，　Gly7］OT Wash

BMI Wash Wash

5・pA

　　　lOs

図3－11オキシトシン受容体のアゴニストの投与によるsIPSCsの変化。

オキシトシン受容体に特異的なアゴニストである［Thr4，　Gly7］OTは、オキ

シトシンの効果と同様、sIPSCsを可逆的に減少する。　sIPSCsはBMIでほ

ぼ完全にブロックされる。
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Control

100nM　OT＋100　nM　desOVT

Wash

2・・pAL＿
　　　　10s

図342オキシトシンとオキシトシン受容体アンタゴニストとの共投与
によるsIPSCsの変化。オキシトシンをオキシトシン受容体に特異的な

アンタゴニストであるdesOVTと共投与しても、僧帽細胞から記録され
るsIPSCsに変化はみられなかった。
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A

0

　　10ms

＋100mV

一70mV 一70mV
一 100mV

B
Control 100nM　OT Wash

20pAL＿
　　　10s

バス液：標準＋cNQx（20μM）＋AP5（20μM）＋TTx（2μM）

パッチ電極内液：標準

図3－13僧帽細胞で記録されるmIPSCsに対するオキシトシンの効

果。TTXにより電位依存性Na＋チャネルはほぼ完全にブロックされ

る（A）。TTX存在下においても、僧帽細胞で記録されるシナプス

電流はオキシトシン投与により減少する（B）。
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図3－14　コントロールとオキシトシン投与中（OT）におけるmIPSCsの

振幅分布。図3－13BのControlとOTのmIPSCsについて、振幅別にその分

布をヒストグラムで表した。OTのmIPSCsはコントロールに比べ頻度は
減少したが、振幅の分布に変化はみられなかった。
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図3－15　コントロールとオキシトシン投与中（OT）におけるmIPSCsの

振幅と事象間隔の積算分布。図3－14のControlとOTのmIPSCsについて、

振幅と事象間隔の積算分布をプロットした。事象間隔の分布において

のみ、OTのそれはコントロールに比べ、有意に変化した（p　＜
0．Ol、　Kolmogorov－Smirnov検定）。
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図3－16　僧帽細胞で記録されたオキシトシン投与中（OT）におるmIPSCs
の平均振幅と平均頻度のコントロール比。7個の僧帽細胞で記録されたOT
のmIPSCsについて、その平均振幅と平均頻度のコントロール比をヒストグ

ラムで表した。平均頻度のコントロール比のみ有意差が検出された（＊p＜
0．05、paired　t検定）。
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Control

100nM［Thr氏Gly7］OT

Wash

2・pA

　　　10s

バス液：標準＋CNQx（20μM）＋AP5（20μM）＋TTx（2μM）

パッチ電極内液：標準

図3－17僧帽細胞で記録されるmIPSCsに対する、オキシトシン受容体
アゴニストの効果。オキシトシン受容体に特異的なアゴニストである

［Thr4，　Gly7］OTは、　OTの効果と同様、　mlPSCsを可逆的に減少する。
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GABA＋OT

A GABA

GABA＋OT

B GABA

…飴

　　　　10s

図3－18僧帽細胞で記録される、GABAA受容体を介した内向き電流に
対するオキシトシンの効果。100　μMのGABAを僧帽細胞に投与する
と、脱分極性の内向き電流が生じる。100nMのオキシトシンを共投与
しても、一過性電流（A）、持続性電流（B）とも明らかな変化はみら

れなかった。
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図3－19穎粒細胞に生じるイオン電流に対するオキシトシン（OT）の
効果。穎粒細胞膜を、－100mVから＋80　mVに脱分極させていくと、電位

依存性のNa＋チャネル由来の内向き電流と電位依存性のK＋チャネル由

来の外向き電流が生じる。オキシトシンを投与しても、これらの電流
に明らかな変化はみられなかった。
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図3－20僧帽細胞に生じるイオン電流に対するオキシトシンの効果。僧帽

細胞膜を、－100mVから＋80　mVに脱分極させていくと、電位依存性のNa＋

チャネル由来の内向き電流と電位依存性のK＋チャネル由来の外向き電流

が生じる。オキシトシンを投与しても、これらのイオン電流に明らかな変

化はみられなかった。
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OT－一一レ

僧帽細胞樹状突起

穎粒細胞樹状突起

図3－21穎粒細胞から僧帽細胞への抑制性シナプス伝達に対するオキシ

トシンの効果。オキシトシン（OT）は、穎粒細胞からのGABAの放出を
抑えることにより、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シナプス伝
達を抑制する。
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第四章

　　嗅球ニューロン間シナプス伝達に対する

　　　　　　オキシトシンの作用（2）

一 グルタミン酸作動性シナプス伝達に対するオキシトシンの効果一



44　緒言

　これまでの電気生理学的・行動学的研究から、分娩時の産道刺激により、視

床下部室傍核小細胞性ニューロンから脳室へ放出されたオキシトシンが、嗅球

レベルで仔ラットの匂い信号を抑制し、引いては母性行動の速やかな発現へと

導くことが示唆されている（第3章　図3－2；Yuetal．，1996a；Yu　etal．，1996b）。

しかし、嗅球内におけるオキシトシンの作用の詳細は不明であった。そこで、

ラット嗅球の初代培養ニューロンにパッチクランプ法を用いて解析した結果、

穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動i生シナプス伝達が、オキシトシン（100

nM）により抑制されることが明らかになった（第3章　図3－21）。僧帽細胞

と穎粒細胞の樹状突起は、嗅球の外叢状層で相反性シナプスを形成しており（第

1章）、第3章の考察に述べたような理由から、分娩時の産道刺激を引き金に、

室傍核から放出されたオキシトシンが、僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン

酸作動性シナプス伝達を介して間接的に僧帽細胞の興奮を調節し、さらには仔

ラットの匂い信号を制御している可能性が示唆される。そこで、穎粒細胞で記

録されるグルタミン酸作動性シナプス電流に対するオキシトシンの効果を検討

した。
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4－2　材料と方法

　3週間以上培養したラット嗅球の初代培養ニューロン（第2章）に、パッチ

クランプ法を用いて解析した。ホールセル記録を倒立顕微鏡（ホフマン仕様）

下で行い、ステージ上のチャンバーは、1．O　ml／minの流速でバス液を潅流した。

パッチ電極は、硬質ガラス（borosillicate）の毛細管（外径1．5　mm、内径0．84　mm、

長さ102mm）から作製し、シリンジフィルター（0．2μm）で濾過したパッチ

電極内液を充填した。僧帽細胞のパッチ電極には、電極内液充填時の電気抵抗

が4～6MΩのものを、穎粒細胞には6～9　MΩのものを使用した。それぞれの

細胞のパッチ膜とパッチ電極との問にギガ・シール（1GΩ以上）を形成し、電

圧固定下で記録した。すべての膜電流は、ベッセル特性の低周波通過型フィル

ターを通して記録した。添加・投与する薬液は、使用濃度の200倍濃度で凍結

保存しておいたものを、直前に細胞外液で希釈し、機械型小型マニピュレータ

ー で標的細胞に近付けたポリエチレン細管（直径約200μm）を通して投与した。

　僧帽細胞と穎粒細胞の同定は、免疫組織学的染色をもとに（第2章）、主に

その形態（細胞体の大きさや樹状突起の様子）により行った。

　なお、記録に用いたバス液とパッチ電極内液の組成は図4－1に記した。
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4－3結果

　僧帽細胞で記録されたGABA作動性Piscesが、　BMI（10μM）でほぼ完全に

消失した（第3章　図3－5）。よって、バス液にBMI（10μM）を添加し、　GABA

作動i生Piscesを遮断した状態で全てのEPSCsを記録した（図4－2）。このよう

にして、穎粒細胞の膜電位を一60mVに固定し記録されるsEPSCsは、オキシト

シン（100nM）により可逆的に増大した（n＝11；図4－3）。さらに、全ての記

録において、グルタミン酸受容体に特異的なアンタゴニストであるCNQXと

AP5を投与し、これらのsEPSCsが完全に消失することを確認した。このとき

のsEPSCsの振幅の分布をヒストグラムで表すと、オキシトシン投与により右

方向へ（振幅の大きい方向へ）シフトしているのが分かる。一一方、sEPSCsの事

象間隔の分布を同様に表すと、オキシトシン投与により左方向へ（間隔の短い

方向へ）シフトしているのが分かる（図4－4）。これらの変化は、振幅と事象

間隔の積算分布の解析において、いずれも有意であった（図4－5；振幅、p＜0．01；

事象間隔、p＜＜0．001、　Kolmogorov－Smimov検定）。11個の穎粒細胞で記録さ

れたsEPSCsの平均振幅と平均頻度は、両方ともオキシトシン投与により有意

に増加していた（図4－6；平均振幅のコントロール比、128．9±7．2％、p＜0．01；

平均頻度のコントロール比、276．1±40．6％、p＜＜0．001；paired　t検定〉。この

ようなsEPSCsに対するオキシトシンの増強効果は、オキシトシン受容体に特

異的なアンタゴニストであるdesOVT（100　nM）と共投与すると観察されなか

った（図4－7；n＝6）。全ての記録した細胞において、図4－8に示すように、

オキシトシンとアンタゴニストの共投与中のsEPSCsについて、その振幅と事
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象間隔の積算分布は、コントロールとほぼ一致した。

　オキシトシンにより、穎粒細胞で記録されるsEPSCsの頻度が増加するとい

うことは、オキシトシンがシナプス前部に作用し、僧帽細胞からの神経伝達物

質の開口確率を高めることを示唆する。よって、オキシトシンがシナプス前部

からのグルタミン酸の放出を、どのようにして増加させるのか、その作用機序

の解明を試みた。神経伝達物質の放出には、シナプス終末におけるCa2＋濃度の

上昇が必要であり、電位依存性のCa2＋チャネルはその一端を担うことが知られ

ている。そこで、僧帽細胞に存在する電位依存性Ca2＋チャネルに対するオキシ

トシンの効果を検討した。僧帽細胞の膜に一60mVからOmVの脱分極i生刺激（50

ms）を与えると、持続性の内向き電流が生じる（図4－9A）。この電流は一40　mV

あたりから活性化し、OmVで最大になり、＋50　mVくらいで逆転する（図4－9C）。

さらに電位依存性Ca2＋チャネルブロッカーであるCd2＋（100μM）でほぼ完全に

消失する（図4－9A）。このような特徴から、この電流は高電位活性型（HVA）

チャネル由来のCa2・電流であることが示唆される。オキシトシン（100　nM）を

投与しても、このHVA－Ca2＋チャネルの電流に、明らかな変化はみられなかっ

た（n＝8、図4－9B、9C）。したがって、僧帽細胞におけるHVA－Ca2＋チャネル

からのCa2＋流入に対して、オキシトシンは影響を及ぼさないことが示された。

　さらに本研究において、オキシトシンは穎粒細胞で記録されるsEPSCsの振

幅も増大しており、このことはオキシトシンがシナプス前部以外にも作用して、

シナプス伝達を増強している可能性を示唆している。そこで、オキシトシンの

シナプス後部への作用として、穎粒細胞に存在するグルタミン酸受容体に対す

るオキシトシンの効果を検討した。穎粒細胞に、膜電位一60mV固定下でグルタ

　　　　　　　　　　　　　　　　　77



ミン酸（50μM）を細胞外から投与すると、脱分極性の内向きイオン電流が生

じる。このイオン電流は、NMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストであ

るAP5により完全に消失しないことから、この内向き電流はNMDA型グルタ

ミン酸受容体とnon－NMDA型グルタミン酸受容体からの混合イオン電流と思わ

れる（図4－10）。グルタミン酸投与により生じるイオン電流は、オキシトシ

ン（100nM）により増加し（図4－11B）、5個の穎粒細胞における平均振幅の

コントロール比は203．2±54．7％であった（図4－12＊＊p＜0．01、paired　t検定）。

この増加は、desOVT（100　nM）をさらに共投与すると消失した（図4．11C、4－

12；desOVTコントロール比、127．6±47．1％；NS、　P＝0．13、　paired　t検定）。

これらの結果より、オキシトシンは穎粒細胞のグルタミン酸に対する反応性を

高めることが示唆される。

　以上の結果をまとめると、オキシトシンは、シナプス前部からのグルタミン

酸の開口確率を増大させると同時に、シナプス後部のグルタミン酸に対する反

応性を高めることにより、穎粒細胞で記録されるグルタミン酸作動性sEPSCs

を増大させることが明らかになった。
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4－4考察

　本研究において、オキシトシンがシナプス前部（僧帽細胞）からのグルタミ

ン酸の開口確率を上昇することが示唆された。神経伝達物質の放出に電位依存

性のHVA－Ca2＋チャネルが重要な役割を担うことが知られている。電位依存性

のCa2＋チャネルは、活性化するのに必要な電位の大きさから、高電位活性型

（HVA）と低電位活性型（LVA）の2群に分類され、多くの神経細胞がHVA

とLVAの両方を有する。しかし、　Ca2＋の流入の主役はHVAで、　LVAは主とし

て興奮性の調節に関与すると考えられている（Takahashi　T＆Momiyama　A，

1993；Wheeler　DB　et　al．，1994）。オキシトシンが、脊髄背角の培養ニューロン

で記録されるmEPSCsの頻度を増加させ、その効果は細胞外のCa2＋濃度に依存

することも報告されている（Jo　YHetal．，1998）。そこで、オキシトシンのシナ

プス前部への作用として、僧帽細胞のHVA－Ca2＋チャネル電流に対するオキシ

トシンの効果を検討したが、変化はみられなかった。よって、オキシトシンは、

僧帽細胞におけるCa2＋流入以降の細胞内カスケードを修飾するとの可能性が考

えられる。あるいは、視索上核の単離ニューロンで観察されているように、オ

キシトシンが細胞内ストア（小胞体など）からのCa2＋の遊離を促進することで、

細胞内のCa2＋濃度を上昇させているとの可能性も考えられる（Lambert　RC　et　a1．，

1994）。僧帽細胞におけるこれらの可能性については、さらなる研究が必要と

思われる。

　さらに本研究では、オキシトシンがsEPSCsの振幅も増大させるが、それは

穎粒細胞のグルタミン酸に対する反応性を高めることにより生じることを示唆
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している。シナプス電流が増大するときに考えられる、その他のメカニズムと

して、多シナプスからのシナプス穎粒の放出によるシナプス電流の加算と、単

一 シナプスからの異なるシナプス穎粒が、ほぼ同時に放出されたことによるシ

ナプス電流の加算が考えられる。図4－4で、振幅や電流間隔の多峰性の分布が

みられないことから、前者の可能性は少ないように思われる。残る可能性につ

いては、本研究では検討することができなかった。

　in　vivoにおける電気生理学的研究で、室傍核の電気刺激あるいはオキシトシ

ンの嗅球内投与により、僧帽細胞の単一ニューロン活動が抑制された。本研究

において、僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性シナプス伝達が、オ

キシトシンにより増大することが明らかになったが、このオキシトシンによる

穎粒細胞でのsEPSCsの増大が、僧帽細胞との間に形成されている相反性樹状

突起問シナプスを介して、間接的に僧帽細胞を抑制すれば、上述のin　vivoにお

ける電気生理の結果を説明できる。すなわち、オキシトシンが僧帽細胞から穎

粒細胞へのグルタミン酸作動性シナプス伝達を増大させることで、穎粒細胞を

興奮させ、その穎粒細胞の興奮は、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シ

ナプス伝達を増大させ、結果的に僧帽細胞が抑制されるというわけである。

　さらに、本結果から、オキシトシンがグルタミン酸作動性シナプス伝達を増

大させる際、僧帽細胞にも穎粒細胞にも作用することが示唆されたが、オキシ

トシン受容体mRNAの発現に関する研究で、僧帽細胞層にも穎粒細胞層にも発

現を示しているという報告と一致するものである（Vaccari　C　et　al．，1998；

Yoshimura　R　et　al．，1993）。

80



4－5小括

　本研究において、ラット嗅球の初代培養ニューロンにおいて、穎粒細胞から

記録されるグルタミン酸作動性sEPSCsは、オキシトシンにより増大した。そ

のオキシトシンの作用として、僧帽細胞からのグルタミン酸の放出確率を増大

すると同時に、穎粒細胞におけるグルタミン酸に対する反応性を高めることが

示唆された（図4－13）。

　母親ラットは、仔ラットの匂いに対する忌避反応に打ち勝って母性行動を開

始する。それは、分娩時の産道刺激により室傍核から脳室へ放出されたオキシ

トシンが、仔ラットの匂い信号を嗅球で抑制するからと考えられてきた。本研

究の結果は、オキシトシンが僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性シ

ナプス伝達を増大することで、相反性樹状突起間シナプスを介して、間接的に

僧帽細胞を抑制し得ることを示唆するものである。そして、嗅球内の唯一の出

力細胞である僧帽細胞の抑制は、仔ラットの匂い信号の抑制、引いては母性行

動の開始へと導くと考えられる。
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●バス液組成【標準】

　　　　NaCl　　　　　　l62．5　mM

　　　　KCI　　　　　　2．5　mM

　　　　CaCl2（BaCl2）　2．O　mM（10mM）

　　　　HEPES　　　　　10　mM

　　　　GIucose　　　　　10　mM

　　　　MgCl2　　　　　1mM

pH　7．3（NaOHによる調整）、浸透圧325　mOsm（スクロースによる調整）

●パッチ電極内液組成

　　　　KCI（CsCl）　　　145　mM

　　　　MgCl2　　　　2mM

　　　　HEPES　　　　　lOmM

　　　　Na2－ATP　　　　4mM

　　　　Na2－GTP　　　　O．5　niM

　　　　EGTA　　　　　　1．1mM

pH　7．2（KOHによる調整）、浸透圧310　mOsm（マンニトールによる調整）

図4－1全細胞記録時に使用した、バス液とパッチ電極の組成。Ca2＋電流を測定

するときは、バス液のCa2＋をBa2＋に、パッチ電極内液のK＋をCs＋に置換した。
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図4－2　グルタミン酸作動性シナプス伝達に対するオキシトシンの効

果の解析。僧帽細胞と穎粒細胞の問には、相反性樹状突起間シナプス
が形成されている（○）。そのうち、僧帽細胞から穎粒細胞への興

奮性シナプス伝達に対するオキシトシンの効果を、パッチクランプ法

により解析した。その際穎粒細胞から僧帽細胞への抑制性シナプス

伝達を遮断した状態で（壷）、穎粒細胞の膜電位を固定した。
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Contro1 100nM　OT Wash

20μMCNQX＋
20μMAP5 Wash

5・pA

　　　lOs

図4－3穎粒細胞で記録されるsEPSCsに対するオキシトシン（OT）の効果。

穎粒細胞の膜電位を一60mVに固定して記録されるシナプス電流は、　OTによ

り可逆的に増大する。このシナプス電流は、グルタミン酸受容体に特異的

なアンタゴニストであるCNQXとAP5を投与すると完全に消失することか
ら、グルタミン酸作動性sEPSCsであることが示唆される。
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図4－4　コントロールとオキシトシン投与時（OT）のsEPSCsの振幅と
事象間隔の分布。図4－3のコントロールとOTにおける、　sEPSCsの振幅

と事象間隔の分布をヒストグラムで表した。OTの振幅と事象間隔の分
布は、それぞれ右方向、左方向ヘシフトしている。
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図4－5　コントロールとオキシトシン投与時（OT）における、　sEPSCsの振

幅と事象間隔の積算分布。図4－3のControlとOTのsEPSCsについて、その振

幅と事象間隔の積算分布をプロットした。OTのsEPSCsの振幅と事象間隔
は、コントロールに比べ、それぞれ右方向（p＜0．Ol）、左方向（p＜＜0．001

）へ有意に変化した（Kolmogorov－Smirnov検定）。
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図4，6オキシトシン投与時（OT）／こおけるsEPSCsの平均振幅と平均

頻度のコントロール比。11個の僧帽細胞で記録されたOTのsEPSCs
の、平均振幅と平均頻度のコントロール比をヒストグラムで表し
た。平均振幅（＊p＜0．01）、平均頻度（＊＊p＜＜0．001）のいずれにつ

いても、そのコントロール比は有意に増加した（paired　t検定）。

87



Control
　100nM　OT
＋100nM　desOVT Wash

20μMCNQX＋
20μMAP5

5・飴

［＿

　　　10s

図4，7sEPSCsにおけるオキシトシン（OT）とOT受容体に特異的なアンタ

ゴニストとの共投与の効果。OTをOT受容体に特異的なアンタゴニストで
あるdesOVTと共投与すると、　sEPSCsに対する増強効果は消失した。
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図4．8オキシトシン（OT）とOTアンタゴニストを共投与したとき

のsEPSCsの振幅と事象間隔の積算分布。図4
7のControlとOTのsEPSCslこついて、その振幅と事象間隔の積算分布

をプロットした。OTの振幅と事象間隔のいずれについても、その分

布はコントロールの分布と一致した。
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図4－9穎粒細胞の電位依存性Ca2＋電流に対するオキシトシン（OT）の

効果。穎粒細胞に一60mVからO　mVへの脱分極刺激（50　ms）を与える
と、持続性の内向き電流が生じる。OT存在下でも内向き電流に変化はみ

られない（B）。また、この電流はCd2＋でほぼ完全に消失する（A）。

さらに、この内向き電流の膜電位依存性にも、OTによる目立った変化は
みられない（C）。
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5・飴
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図4－10穎粒細胞にグルタミン酸を投与して生じたイオン電流。穎粒
細胞の膜電位を一60mVに固定し、グルタミン酸を投与すると脱分極1生

の内向き電流が生じる。NMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニス
トであるAP5により完全に消失しないことから、この内向き電流はNM

DA型グルタミン酸受容体とnon－NMDA型グルタミン酸受容体からの混

合イオン電流と思われる。
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A
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B
50μMGlutamate＋100　nM　OT

C

50μMGIutamate＋100　nM　OT＋100　nM　desOVT
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図4－11グルタミン酸受容体介在性イオン電流に対するオキシトシン
（OT）の効果。穎粒細胞の膜電位を一60　mVに固定し、グルタミン酸

を投与すると脱分極性の内向き電流が生じる（A）。この内向き電流

は、OTにより増大する（B）。OTをOT受容体に特異的なアンタゴニ

ストであるdesOVTと共投与すると、内向き電流の増大はみられな
かった（C）。
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図4－12穎粒細胞にグルタミン酸（Glu）を投与して生じた平均イオン
電流に対するオキシトシン（OT）の効果。5個の穎粒細胞において、
図4－11の様にして記録したA、B、　Cの内向き電流の平均振幅をヒスト

グラムで表した。Gluによる平均イオン電流はOTにより有意に増加し
（＊＊p＜0．01）、この増加はOTアンタゴニストdesOVTにより消失した

（NS，　p＝0．13、　Glu＋OT＋desOVT　vs　Glu；††p＜0．Ol、　Glu＋OT　vs

Glu＋OT＋desOVT、　paired　t検定）。
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図413　グルタミン酸作動1生シナプス伝達に対するオキシトシン（OT）

の効果。OTは僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性シナプス
伝達を増大する。それは、僧帽細胞からのグルタミン酸の放出確率を増

大させると同時に、穎粒細胞のグルタミン酸受容体のグルタミン酸に対

する反応性を高めることによる。
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第五章

総合考察
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5－1結果要約

　嗅球内ニューロンに対するオキシトシンの作用を解析するにあたり、なるべ

く単純化した神経回路上での解析が必要と思われた。そこで、第2章ではラッ

ト嗅球の初代培養を試みた。3週間以上培養した細胞において、主に大・小2

種類の細胞が観察され、免疫組織化学的染色の結果をもとに、双極性の細い樹

状突起を有する小さい（〈10μm）細胞は穎粒細胞、多極性の太い樹状突起を

有する大きい（＞15μm）細胞は僧帽細胞であることが示唆された。これらは

生体内における僧帽細胞と穎粒細胞の形態的特徴とも一・致している。さらに、

第3章において、それぞれの細胞でパッチクランプ法による全細胞記録を行う

と、穎粒細胞にはグルタミン酸作動性興奮1生シナプスの入力が、僧帽細胞には

GABA作動性抑制性シナプスの入力がみられた。以上のことから、本研究にお

ける嗅球の初代培養系においても、比較的生体内と同様な神経回路が再構築さ

れていることが示唆された。

　僧帽細胞と穎粒細胞の樹状突起問シナプスは相反性であり、このことはオキ

シトシンの作用の解析を困難にする。そこで、初代培養系の利点を生かし、薬

理学的手法を用いて、相反性シナプス伝達を一方向ずつに単離して解析を行っ

た。まず第3章において、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動1生シナプス伝

達に対するオキシトシンの作用を解析した。灌流液中にグルタミン酸受容体の

アンタゴニストであるcNQx（20μM）とAP5（20μM）の存在下で、僧帽細

胞の膜電位を一60mVに固定すると、穎粒細胞由来のsIPSCsが記録できる。こ

のsIPSCsはオキシトシンで振幅は変化せずにその頻度のみが可逆的に減少した。
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このオキシトシンのsIPSCsに対する効果は、オキシトシン受容体のアゴニスト

で再現され、アンタゴニストで消失した。同様の現象は、灌流液中にテトロド

トキシン存在下でも観察された。また、僧帽細胞と穎粒細胞で記録される電位

依存性Na＋電流、　K＋電流はオキシトシンにより変化せず、穎粒細胞に生じる

GABA誘発電流にもオキシトシンは効果を示さなかった。これらのことより、

オキシトシンは、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動性シナプス伝達に対し

抑制効果を示し、その効果は、オキシトシンがシナプス付近に作用し、穎粒細

胞からのGABAの開口確率を低下させることにより発現することが示唆された。

　第4章においては、僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性シナプス

伝達に対するオキシトシンの効果を検討した。灌流液中にGABA受容体に特異

的なアンタゴニストであるBMI存在下で、穎粒細胞の膜電位を一60　mVに固定

すると僧帽細胞由来のsEPSCsが記録される。オキシトシンは、このsEPSCsの

振幅も頻度も有意に増加し、この効果はオキシトシンアンタゴニストにより消

失した。そこで、シナプス前部への作用として、僧帽細胞における高電位活性

型Ca2＋チャネル電流に対するオキシトシンの効果を検討したが、変化はみられ

なかった。シナプス後部への作用としては、オキシトシンは、穎粒細胞におけ

るグルタミン酸誘発電流を有意に増大し、この変化はオキシトシンアンタゴニ

ストにより消失した。これらのことから、オキシトシンは、僧帽細胞から穎粒

細胞へのグルタミン酸作動性シナプス伝達を増大し、その作用は僧帽細胞から

のグルタミン酸の開口確率を高めると同時に、穎粒細胞のグルタミン酸に対す

る反応性も増大することによることが示唆された。
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5－2総合考察

　本研究から、オキシトシンが僧帽細胞から穎粒細胞へのグルタミン酸作動性

シナプス伝達を増強することが明らかとなった。このオキシトシンによるグル

タミン酸作動性シナプス伝達の増強が、僧帽細胞と穎粒細胞の樹状突起間に形

成されている相反性シナプスを介して間接的に僧帽細胞の興奮を抑制すれば、

オキシトシンにより僧帽細胞の単一ニューロン活動が抑制されたin　vivoの電気

生理学的実験の結果と一致する。さらに、本研究において、オキシトシンはグ

ルタミン酸作動1生シナプス伝達を増強すると同時に、穎粒細胞からのGABAの

放出を抑制することにより、穎粒細胞から僧帽細胞へのGABA作動i生シナプス

伝達を抑制することが示唆された。もし、このGABA作動性シナプス伝達に対

する抑制効果が微弱であれば、オキシトシンによるグルタミン酸作動性シナプ

ス伝達の増強により、相反性樹状突起間シナプスを介して僧帽細胞が抑制され、

引いては嗅覚情報（仔ラットのフェロモン信号）の圧縮が生じる。あるいは、

もし、オキシトシンによるGABA作動1生シナフ゜ス伝達に対する抑制効果が強け

れば、僧帽細胞はGABAによる抑制から解放（脱抑制）されより興奮し、一方、

オキシトシンのグルタミン酸作動性シナプス伝達に対する増強効果により、穎

粒細胞も興奮する。すなわち、僧帽細胞も穎粒細胞も興奮することになり、両

細胞間シナプスに可塑的な変化が生じ、引いては穎粒細胞から僧帽細胞への抑

制が増大することが考えられる。

　本研究において、嗅球の初代培養ニューロンを用いて解析を行った。培養系

は生体内の神経回路を単純化することにより、特定の細胞やシナプスの詳細な
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解析を可能にするなどの利点を有している。一方欠点もある。生体内において

は、僧帽細胞と穎粒細胞との問には相互に作用し合い、かつ作用に関して一方

が興奮性で他方が抑制性という相反性相互シナプスが形成されているが、培養

系においても相反性相互シナプスが形成されているのか現在のところ不明であ

る。さらには、嗅球内情報処理には嗅球外からの嗅球への投射、すなわち遠心

性投射が重要な役割を演じている。オキシトシンは、この遠心性線維の作用を

修飾することによって嗅球内情報処理を変化させる可能性がある。例えば、雄

ラットにおいて、オキシトシンが嗅覚系に働いて個体識別能（の保持）を高め

ることが知られている（Sawyer　et　al．，1984；Dantzer　et　al．，1990）。最近、この

効果は、オキシトシンが嗅球のノルアドレナリンの放出を促進し、そのノルア

ドレナリンがα受容体を活性化すること一により発現するとの知

見が報じられている（Dluzen　et　al．，2000）。母性行動の発現に関するオキシト

シンの嗅球内作用においても、このようなメカニズムが介在している可能性が

ある。
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5－3総括

　母性行動は我が仔の生存・発育に関わる事象であり、種の保存に直結してい

る。多くの動物において、この極めて生物価の高い行動の制御を、フェロモン

によるケミカルコミュニケーションが行っている。この母性行動の発現に関わ

るフェロモンはリリーサーフェロモンの一種であり、主嗅覚系により情報処理

される。嗅球は主嗅覚系の最初の中継所であるが、単にフェロモン情報の中継

所としてだけではなく、情報の先鋭化や可塑的な変化などを通じて、フェロモ

ン情報の出力を絶妙に調節していることが示唆されている。

　近年、オキシトシンは雌個体における子宮平滑筋の収縮や射乳反射などを引

き起こすホルモンとしての作用の他に、中枢神経系で神経伝達物質や神経修飾

物質として働き、引いては記憶や学習行動に直接あるいは間接的に影響を与え

ている可能性が示唆されている。母性行動においても、分娩を機に脳室へ放出

されたオキシトシンが、嗅球内ニューロン問シナプス伝達を修飾することで、

分娩後の母親のその速やかな発現を可能にする。本研究において、オキシトシ

ンのその修飾効果の解析を、初代培養ニューロンとパッチクランプ法を用いる

ことによりシナプスレベルで行うことができた。
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