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概 要 プロテアーゼはペプチド結合加水分解酵素でタンパク質を分解する酵素である。最近、脳神経系においてプロ

テアーゼが細胞外マトリクスなどを分解することで記憶や学習などの高次機能に重要な役割を果たしていることが報告さ

れつつある。本研究においては、セリンプロテアーゼの一種である tissue plasminogen activator（tPA）-plasminogen システ

ムが下垂体後葉ホルモンであるバソプレッシンの分泌を調節するメカニズムについて調べた。まず、免疫組織化学を用い

たレーザー観察より、下垂体後葉において tPA はバソプレッシン神経終末部に、そして plasminogen は血管に局在してい

ることが明らかになった。次に、tPA ならびに plasminogen ノックアウト（KO）マウスを用いてバソプレッシン神経における役

割を調べたところ、tPA ならびに plasminogen KO マウスは、いずれも浸透圧調節能力が低いことが分かった。tPA KO マウ

スは、急性・慢性いずれの浸透圧刺激に対してバソプレッシン放出が野生型に比べ有意に低かった。一方、plasminogen 

KO マウスは慢性的浸透圧刺激に対してのみバソプレッシン放出が野生型に比べ低かった。リコンビナント tPA を、摘出下

垂体後葉に作用させると有意にバソプレッシン分泌を促進した。さらに、慢性浸透圧負荷を課すことで tPA-Plasminogenシ

ステムを介して血管細胞外マトリクス laminin が分解されることが明らかになった。以上の結果は、tPA-plasminogen システ

ムが直接的にバソプレッシン終末部に作用しバソプレッシン分泌を促進する短期メカニズムと血管 laminin を分解すること

でバソプレッシン透過性を亢進する長期メカニズムの二つのメカニズムでバソプレッシンの分泌を調節していると考えられ

る。 

 

１．はじめに 

プロテアーゼは、タンパク質を分解する酵素であり、一

般的には細胞内で不必要なタンパク質の分解などの機能

を担っている。一方、最近細胞外においてもプロテアーゼ

が働き細胞外基質の分解などに関与し発生や細胞の移

動に関与していることが知られている。たとえば、マトリック

スメタロプロテアーゼ（MMP）類は活性中心に金属イオン

が配座しているタンパク質分解酵素群であり、コラーゲン

やプロテオグリカン、エラスチンなどから成る細胞外マトリ

ックスの分解をはじめとし、細胞表面に発現するタンパク

質の分解、生理活性物質のプロセシングなどその作用は

多岐にわたる。 

一方、tissue plasminogen activator（tPA）-plasminogen

系は、セリンプロテアーゼの一種で、種々のタンパク質を

分解することが知られている。具体的には血管内に生じた

フィブリン血餅・血栓を分解する線溶系として働き、tPA は

脳梗塞時における血栓溶解剤として臨床レベルでも使用

されている。一方、脳においては、tPA のプロテアーゼ作

用により細胞外マトリクスや成長因子などを分解することで

記憶や学習に関与することが報告されている。 

tPA は海馬において学習機構の long term potentiation

（LTP）を促進するが、ノックアウト（KO）マウスでは逆に

LTP が阻害される（Nicole et al., 2001）。さらに、tPA は、大

脳皮質視覚野における眼優位可塑性に関与することが報

告されている（Mataga et al., 2004）。tPA は、また扁桃体に

おいて恐怖ストレスを誘導することが報告されている

（Matys et al., 2004）。バソプレッシンは、視床下部の視索

上核（SON）と室傍核（PVN）で合成され、軸索輸送にて下

垂体後葉にある神経終末部に運ばれる。バソプレッシン

は、高浸透圧や脱血などの刺激により終末部より放出され
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血管基底膜や内皮細胞を透過して血液内へ入る。血液

中のバソプレッシンは、腎臓に作用し水分の再吸収を促

進することで、体内の塩分／水分バランスを保つ。しかし、

神経終末部からのバソプレッシン放出機構についてはほ

とんど解明されていない（Miyata et al., 2002, 2004）。そこ

で 、 本 研 究 に お い て は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ tPA 

-plasminogen システムが下垂体後葉ホルモン・バソプレッ

シンの分泌調節に関与することを報告する。 

 

２．方法と結果 

下垂体後葉における tPA の局在を免疫組織化学にて

調べたところ、バソプレッシン神経終末部に特異的に存在

していることが明らかになった（Fig. 1）。さらに、高倍率に

て観察すると、tPA は、顆粒状に分布しており、恐らく神経

分泌顆粒に存在している可能性が示唆された。 

そこで、電子顕微鏡レベルで tPA の局在を観察した

（Fig. 2）。高電子密度の tPA免疫反応物は、ペプチド性神

経終末部に観察され、神経分泌顆粒に特異的に内在して

いることが明らかになった。tPA は神経活動に依存してバ

ソプレッシン開口放出とともに神経細胞外へ放出された。 

次に、慢性的にマウスに浸透圧負荷を与え、慢性的バ

ソプレッシン分泌状態にすると下垂体後葉における tPA 発

現 量 が 顕 著 に 低 下 す る こ と を ウ エ ス タ ン な ら び に

Zymography により検証した（Fig. 3）。 

この結果は神経活動依存的に tPA がバソプレッシン神

経終末部より放出され、その結果 tPA 発現量が減少したこ 

とを意味する。plasminogen は血管系に特異的に発現して

いることが明らかになった（Fig. 4）。 

以上の結果は、tPA は下垂体後葉神経終末部の分泌

顆粒に特異的に局在することが明らかになった。さらに、

神経活動依存的に放出されることが分かった。一方、

plasminogen は、血管系に局在していた。次に、 tPA 

-plasminogen 系がバソプレッシン神経機能に果たす役割

について KO マウスを用いて調べた。tPA KO マウスに慢

性浸透圧負荷を課すと tPA KO マウスは野生型に比べて

顕著な浸透圧上昇が観察された（Fig. 5）。この結果は tPA

遺伝子の欠損が個体レベルでの浸透圧調節異常を引き

起こすことを示している。 

 

 
Figure 1. 下垂体後葉における tPA のレーザー顕微鏡に

よる局在観察。FITC による緑の蛍光は tPA、Texas Red に

よる赤の蛍光はバソプレッシンを示している。 

 

 

Figure 2. 下垂体後葉における tPA の電子顕微鏡レベル

での局在観察 

 

Figure 3. 下垂体後葉における神経活動依存的 tPA 発現

量減少。5dWD, 5 day water deprivation: 5 日脱水。 

 

 

tPA

uPA

Western Zymography

cont cont5dWD 5dWD

平成２０年度助成研究報告集Ⅱ（平成２２年３月発行）



- 125 - 

 
Figure 4. 下垂体後葉における plasminogen のレーザー

顕 微 鏡 に よ る 局 在 観 察 。 FITC に よ る 緑 の 蛍 光 は

plasminogen の局在を示す。 

 
Figure 5. 血液浸透圧；白（tPA 野生型）、黒（tPA KO）。

5dWD, 5 日脱水。 

 

 

Figure 6. 白（tPA 野生型）、黒（tPA KO）。3% NaCl 腹腔

内注射 1 時間；EFS, electrical foot shock 5 分; 2dWD, 2 日

脱水; 5dWD, 5 日脱水。 

 

 

Figure 7. 血液浸透圧；白（野生型）、黒（plasminogen 

KO）。5dWD, 5 日脱水。  

 

そこで、tPA KO マウスに浸透圧負荷を課し血液内バソ

プレッシン濃度を RIA で測定した（Fig. 6）。3% NaCl 溶液

腹腔内注射による急性浸透圧刺激ならびに 2 - 5 日脱水

による慢性浸透圧刺激に対するバソプレッシン分泌量は

tPA KO マウスが野生型に比べて有意に低い値であった。

一方、電気刺激ショックに対しては有意な差が認められな

かった。plasminogen KO マウスにおいても tPA と同様に慢

性浸透圧負荷を課すと野生型に比べて有意に高い血液

浸透圧上昇を示した（Fig. 7）。さらに、血液内バソプレッシ

ン濃度を測定したところ、tPA KO マウスは慢性浸透圧刺

激に対して野生型に比べて有意な低下が認められた（Fig. 

8）。しかし、3 ならびに 9% NaCl 腹腔内注射による急性浸

透圧刺激ならびに 5 日脱水慢性浸透圧に対しては、tPA 

KO マウスの分泌量は野生型と比べて有意な差が認めら

れなかった。 

KO マウスを用いた実験結果より、急性浸透圧刺激によ

るバソプレッシン分泌低下は、plasminogen を介することな

く tPA が短時間で直接的にバソプレッシン分泌を促進して

いる可能性が考えられた。そこで、リコンビナント tPA を摘

出下垂体後葉に作用させ、バソプレッシン分泌促進の有

無を調べた（Fig. 9）。33 mM KCl による脱分極刺激は、コ

ントロールに比べて有意なバソプレッシンを分泌させた。リ

コンビナント tPA も同様に有意なバソプレッシン分泌作用

があった。しかし、この分泌促進作用は tPA receptor 
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LRP-1 受容体の antagonist である RAP により抑制されな

いことより、LRP-1 を介した作用でないことが明らかになっ

た。 

Plasminogen KO マウスを用いた実験結果より、慢性浸

透圧刺激によるバソプレッシン分泌低下は、 tPA が

plasminogen を活性化することによる可能性が考えられた。

そこで、慢性浸透圧刺激によりバソプレッシン分泌が促進

されるメカニズムとして血管構成タンパクの分解を調べた

（Fig. 10）。その結果、慢性浸透圧刺激負荷を課すと下垂

体後葉の laminin 細胞外マトリクスが顕著に減少すること

が明らかになった。tPA KOマウスでは laminin分解が遅れ

ること、さらに Plasminogen KO では全く分解が生じないこ

とが分かった。この結果は、tPA-Plasminogen システムによ

る laminin 分解がバソプレッシン透過性を制御している可

能性がある。 

 

３．考 察 

tPA-plasminogen システムは、記憶・ストレス・可塑性な

どの脳機能において極めて重要な役割を果たすことが証

明されつつある（Nicole et al., 2001; Mataga et al., 2002; 

 

 

Figure 8. 白（tPA 野生型）、黒（plasminogen KO）。3 & 

9% NaCl 腹腔内注射 1 時間；2dWD, 2 日脱水; 5dWD, 5

日脱水。 

Matys et al., 2004）。本研究においては、下垂体後葉のバ

ソプレッシン神経終末部特異的に tPA が局在していること

が観察された。tPA は、バソプレッシン神経活動に依存し

て神経細胞外に放出され、生理作用を示すと考えられる

（Miyata et al., 2005）。しかし、メカニズムは短期と長期の 

 

 

Figure 9. 33 mM KCl ならびに tPA はバソプレッシン分泌

を促進した。 

 

 

Figure 10. 血管 laminin の慢性浸透圧刺激による分解。白（control，刺激なし）、灰（3 NaCl 腹腔内注射 1 時間）、濃灰

（2dWD，2 日脱水）、黒（5dWD，5 日脱水）。 
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二種類が存在する。短期調節メカニズムとしては、神経終

末部に直接作用することによりバソプレッシンの分泌を促

進するものと考えられた。一方、tPA は長期的には血管系

に存在する plasminogen を plasmin に変換し血管構成成

分である laminin を分解する。Laminin の変化は血管透過

性に大きく影響を与えると考えられており（Hallmann et al., 

2005）、下垂体後葉においてもバソプレッシンの血管透過

性に寄与するものと考えられる。 
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Summary 
Systemic osmotic homeostasis is regulated mainly by neuroendocrine system of arginine-vasopressin (AVP) 

in mammalians.  AVP is synthesized within the hypothalamic nuclei, transported into the neurohypophysis (NH) 

via axonal terminals, and released into blood circulation upon osmotic stimulation.  In the present study, we 

investigated whether or not the serine proteases, tissue plasminogen activator and plasminogen, are responsible for 

AVP release and permeability in the NH.  Confocal laser microscopic observation revealed that the 

immunoreactivity of tissue plasminogen activator (tPA) was seen specifically at neurosecretory granules of 

AVP-positive magnocellular terminals and that of plasminogen was seen at microvessels in the mouse NH. 

Electron microscopic immunohistochemistry further showed specific localization of tPA at neurosecretory granules 

of magnocellular terminals.  tPA knockout (KO) mice but not plasminogen ones revealed lower ability in 

secreting AVP into the blood circulation upon an acute osmotic stimulation by using hypertonic 3% NaCl.  The 

recombinant tPA was able to release AVP from isolated NH.  Both tPA and plasminogen KO animals showed 

lower ability in secreting AVP into the blood circulation upon a chronic osmotic stimulation or water deprivation.  

Morphometric quantitative analysis demonstrated that chronic osmotic stimulation degraded laminin of 

neurohypophysial microvessels in WT mice but not in plasminogen KO ones.  Laminin is known to be a critical 

modulator for vessel permeability of various substances.  In conclusion, we suggest that AVP secretion is 

critically regulated by tPA- dependent receptor mediated processes of AVP release from terminals as rapid 

regulatory mechanism, and AVP permeability across blood vessels is regulated by plasminogen-dependent laminin 

degradation. 
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