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要旨

【背景お よび目的】

先端巨大症は G H の 過剰分泌に よ っ て お こ る症候群で あり ､ 約 9 5 % で G H 産生下垂体腺

腫が原因 とな っ て い る o G H 産生下垂体腺腫の 主な G H 分泌刺激で ある G H R H に つ い て は

電位依存性 C a
2 + チ ャ ンネルか らの C a 2 + 流入に よ る[C a 2 +

】i の 上 昇が G H 分泌 に重要で ある

こ とが知られて い る o

一

方で 先端巨大症患者 の 約 5 0 - 8 0 % で T R H 刺激試験 によ る G H q)

奇異性分泌 を認め ､ G H 産生下垂体腺腫 の 術後の 残存病変 の有無 の 確認や摘出術後 の 腺腫 の

再発 の検 出にも用 い られる ｡ T R H の 奇 異性反応を示す G E 産 生腺腫は T R H 受容体 を発現

する こ とが知られて い が ､ T R H の 作用 機序は十分に解明されて い な い
｡ そ こ で本研究にお

い て
､

ヒ トの G H 産生下垂体腺腫 における T R H の 作用機序を[C a
2 +

】i と s t a ti c i n c u b a ti o n

a s s a y に よ る G H 濃度測定を用 い て解析を行 っ た ｡ 次に機能的な でR H 受容体 を有す る G H 3

細胞に ､ 蛍光物質で ある E Y F P とラ ッ ト G H の 融合蛋白を発現 させ ､ 分泌機構の 可視化を

行 い解析した ｡ 更 に G H 分泌を刺激する 因子は同時に他方で q H の 転写合成を どの ように

誘導す るか検討す るた め に､ 同じ G H 3 細胞 に ラ ッ トG h l 遺伝子の プロ モ
ー タ ー を1 u cif e r a s e

遺伝子 に融合した プラス ミ ドを 一

過性 に導入 し､ 1 u cife r a s e a s s a y によ り G h l 遺伝子がど

の よ うに活性化 され るか を検討した ｡



【ヒ ト G H 産生下垂体腺腫細胞における T R H の奇異性反応の解析】

T R H 奇 異性反応を認めた 3 例 の ヒト G H 下垂体腺腫を初代培養し, fu r a 2 を用 い て[C a
2 +

]i

を行 っ た｡ T R H 投与によ っ て腺腫 1
,
2 で は[ C a

2 +

】i の 反応 は 2 相性 となり, ピ
ー ク を持つ

一

過性 の 上 昇(第 1 相) と､ それ に引き続く持続性 の 上 昇(第 2 相) であ っ た ｡
こ の 第 2 相の 持続

性の 反応は L 型 C a
2 ･ チ ャ ンネル ブロ ッ カ ー

で ある mi t r e n dip i n e により消失 したため､ 電位

依存性 C a 2 + チ ャ ンネルが関与 して い る と思われた｡
また腺腫 3 で は第 1 相の 上昇はなく ､

持続性 の 第 2 相 の 上昇 の みで あり､ こ れ も n it r e n dip i n e によ り消失 したo 腺腫 1
,
2 で 認め

られた第 1 相の C a
2 + 上 昇の反応は I P 3 を介する細胞内 C a 2 + ス トアから の C a

2 ' 放出の 阻害剤

で ある Ⅹe sti o s p o n g i n C による前処理で消失した｡ さ らに Ⅹe s t o s p o n gi n C 前処理後 に

n it r e n dip i n e 存在下 に T R H を投与する と第 1 相 も第 2 相共に 消失 した ｡
P K C 阻害薬の処

理に よ っ て も第 2 相の 反応が消失する の で
､

P K C を介す る こ とが推測された o 腺腫 3 の 持

続性 の 反応 も P K C 阻害薬で同様 に消失 したo

次に こ の[C a
2 +

]i 上昇が T R H によ る G H 分泌 の 奇異性反応 に実際に 関与 して い るか を調

べ るため に ､ 初代培養細胞を用 い て st a ti c i n c u b a ti o n a s s a y によ る G H 濃度測定を行 っ た｡

T R H 濃度依存性 に G H の分泌 を増加し､
こ の 増加は n it r e n dipi n e と P K C 阻害薬に よ っ て

著 しく減弱した ｡ こ の こ とから T R H によ る G H 分泌反応 には電位依存性 C a
2 + チ ャ ンネル

を介す る C a
2 十流入が大きく関与して い る こ とが分か っ た ｡

【E Y F P I G H 融合蛋 白を発現させた G H 8 細胞を用いた分泌機構の可視化】

T R H 受容体 を有する ラ ッ ト下垂体前葉細胞の c ell l in e で ある G H 3 細胞に E Y F P ･ G H

f u si o n p r ot ei n を導入 し､ G H を含む分泌頬粒を可視化す る こ とを試 みた o
E Y F P - G H f u si o n

p r o t ei n を t r a n sf e ct し G 4 1 8 を用 い て 選択 し､ st a bl e c ell li n e を樹立 した｡ 抗ラ ッ ト G H

抗体 を用 い た w e st e r n bl o t a n al y si s で f u si o n p r o t ei n の 導入が確認された ｡
こ の 細胞 を共

焦点レ
ー ザ ー

顕微鏡で観察する と , 頼粒上 の 蛍光が核を除く細胞質内に分布 しており､ 特

に細胞膜直下に大きめ の 頼粒が分布 しており ､ 分泌頼粒 を可視化 して い る と考えられた ｡

T R H 投与によ っ て こ の 分泌頼粒 の 動態が どの ように変化するか を観察した ｡ 対照 の 細胞

で は細胞質内 の 頼粒がは とん ど変化なく 1 0 分後 同様 に確認される こと と､ レ
ー ザ ー

光に よ

る槌色が撮影条件下で はあまり影響 しない こ とが分か っ た o
6 0 m m ol/L の K 濃度 を有する

細胞外液 ( H i gh K) で細胞膜を脱分極 し､ 電位依存性 C a 2 +
チ ャ ンネル を介する C a

2 + 流入を

起こす と､ 全体的に蛍光が減弱 し, 額粒 が分泌された こ とが分か っ た｡
こ の 反応は

n it r e n dip i n e で抑制された ｡ T R H 投与 にて 頼粒が分泌され ､
n it r e n dip in e にて抑制された｡

こ の ような細胞質内の 頼粒 の 変化が ､ 実際 に G Ⅲ 分泌量 の 変化 と相 関 して い る か を培養

液中の G H 濃度を測定する ことで検証 したo H i gh K で は細胞外 に G H が分泌さ れ 対照 と

の有意差が見られた｡
こ の 分泌は n it r e n dip i n e によりほ とん ど抑制された ｡ また ､ T R H 投

与で も G H が細胞外に分泌され ､ 対照 と比較して有意で あり､
n it r e n dip i n e により部分的

に抑制され る ことが示された ｡



E Y F P と R h . d _ 2 を用い て こ の 細胞に おい て
､ 額粒 の 変化 と[C a 2 +

]i の変化 を生き て い る

状態 で 同時に観察する こ とが可能 とな っ た ｡
H l g h K 投与に よ り細胞膜を脱分極 させ る と､

R h ｡ d-2 で の 蛍光強度が増加 し､ 【C a
2 ･

]i が上昇し, E Y F P- G H 頼粒 は減少 した o T R H 投与

に より[C a
2 十

]i は上昇 し , 頼粒は徐々 に分泌された｡

【G H 遺伝子 の発現調節機構】

ラ ッ ト G H 3 細胞に ラ ッ ト G h l 遺伝子 の プロ モ
ー タ ー 1

.
7 k b を1 u cif e r a s e レポ 一 夕 一 道伝

子 に結合 したプラ ス ミ ドを 一 過性 に t r a n sf e cti o n し , ラ ッ ト G h l 遺伝子プ ロ モ
ー タ ー

の 活

性化 を検討 したo 上述 の実験にて H i gh K に よる脱分極で 分泌は起 こ る こ とが示 されたが ,

転写を活性化す るか を検 討した｡ と こ ろで神経細胞では こ の C a
2 +

流入が神経伝達物質の 放

出の みな らず神経伝達物質 の 転写制御にも重要で あるが , 同じ興奮性細胞で ある下垂体細

胞で も同様で ある かを G H 3 細胞で解析 した o
t r a n sf e cti o n から 6 時間で試薬を投与 し､ 試

薬投与後 4 時間で 1 u ci fe r a s e a s s a y を行 っ た ｡

細胞を K C 1 3 0 m m ol/L で細胞膜を脱分極させ ､ 電位依存性 C a 2 + チ ャ ンネルによ る C a 2 +

流入を起 こ した と こ ろ ､
1u cif e r a s e 活性は有意に上 昇 しなか っ た｡

こ の こ とか ら ､ 脱分極 に

よる【C a 2 ･

]i 濃度 の 上 昇の みで は G H 3 細胞 におい ては G H 遺伝子 の 転写を誘導 しない と考 え

られた ､ 脱分極 によ る C a
2 ･ 流入刺激の み で促進 され る G H 分泌とは 異なる機構で G H 転写

は調節 されて い る こ とが示 された ｡

G H R H の刺激 と同様に a d e n y lyl c y cl a s e を活性化す る fo r s k oli n を投与す る と､ G h l プ

ロ モ
ー タ ー 活性が約 8 . 6 倍に促進 し

､
これは P K A 阻害薬の H 8 9 処理で約 4 5 %

､
L 型 C a 2 +

チ ャ ネル阻害薬 の n it r e n dip i n e 処理で約 3 4 % 阻害された ｡ H - 8 9 と n it r e n dip i n e の 両方で

は約 5 6 % 減少 した｡
fTo r sk oli n に つ い て は c A M P 非依存性 の 作用 も報告され て い るため ､

c A M P アナ ロ グで ある 8 - C P T - c A M P を投与す る に した ｡ 8- C P T - c A M P を投与する と G h l

プロ モ
ー タ ー 活性が約 1 3 倍 に促進 し,

これは H - 8 9 処理で約 5 4 % ､ n it r e n dip i n e で は有意

差 を認めず､ また M A P K の 特異的阻害剤の U O 1 2 6 処理で約 4 3 % 阻害されたo これ らの こ

とか ら ､ ラ ッ ト G h l 遺伝子 の c A M P で誘導される転写調節には P K A の シ グナル伝達経路

と M A P K を介す る シグナル伝達経路が主 に関与 して おり､
L 型電位依存性 C a 2 + チ ャ ンネル

を介する C a
2 + 流入はあま り関与して い ない の で はな い か と推測 された｡

次 に T R H を G H 3 紳胞に投与 した場合 の G h l プロ モ
ー タ ー

の 転写活性を測定 した ｡
T R H

投与で G b l プロ モ ー タ ー 活性が約 7 . 8 倍に促進し､ これ は n it r e n dip i n e 処理で 約 4 4 %
､

H -8 9 処理で約 3 0 %
､

U O 1 2 6 処理で約 5 6 % 阻害された｡ C a M K II 阻害剤で ある K N 9 3 処理

で は T R H 投与 と比較 して有意差を認めなか っ た ｡
これら の こ とか ら､ ラ ッ ト G h l 遺伝子

は T R H でも転写が誘導 され ､
P K A と M A P K を介する シ グナル伝達経路と L 型電位依存性

C a 2 + チ ャ ンネル に よる C a 2 + 流入が関与して おり､
C a M K [Ⅰはあまり関与 して いな い と考え

られた ｡



【考察】

ヒト G H 産生下垂体腺腫細胞におい て T R H によ る G H の 奇異性反応 の機構 を解析 し ､ 電

位依存性 C a 2 .
チ ャ ンネル を介する C a 2 ･ 流入が重要で ある こ とが示された ｡ T R H 受容体を

有する ラ ッ ト G H 3 細胞 を用い て E Y F P - ラ ッ ト G H fu si o n p r o t ei n を導入 した s t a bl e c ell

li n e を樹立し､ それを用い て T R H によ る G H 頬粒分泌 を可視化 し､ [C a 2 +

】i の 変化 と G Ⅲ

分泌 の 関係を生きた細胞で 同時観察 した o

一 方 ､ ラ ッ ト G h l 遺伝子 の プロ モ ー タ
ー

と

1 u cife r a s e レポ
一 夕 - 遺伝子 を

一

過性に導入した G H 3 細胞にて G h l プロ モ
- タ 一 括性が分

泌刺激 と同調 して促進され るか を検討 した o 転写には主に P K A や M A P K を介す るリ ン酸

化 シグナル伝達経路が重要で あり ､
L 型電位依存性 C a

2 + チ ャ ネルか らの C a
2 + 流入だ けでは

転写は促進されな い こ とがわか っ た ｡ また､
T R H によ っ て G h l 遺伝子 の転写は促進され ､

p K A
､

M A P K と L 型電位依存性 C a 2 + チ ャ ンネルか らの C a
2 + 流入が関与 して い る こ とが分

か っ た ｡ 今後 ,
これ ら の 手法を用い て G H ･ の頼粒分泌 と転写 の 調節 の機構 に つ い て更 に検

討した い と考 えて い る｡




