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要旨

1 . は じめ に

先端巨大症患者をソ マ トスタチ ンアナロ グで ある o ct r e otid e で治療す る と , 約 5 0 % の 患

者で成長ホル モ ン ( G H ) 分泌 の 抑制がみ られ ､ 約 6 0 % の 患者で下垂体腺腫 の 縮小が認めら

れる ｡

これまで腫疲縮小 の メ カニ ズム に つ い て 明らか にされて い なか っ たが ､ 林周兵らは ヒト

G H 産生下垂体腺腫細胞を初代培養 し o ct r e otid e による細胞レ ベ ル で の 縮小を電子顕微鏡

で確認し, さらにその 作用機構 に つ い て o ct r e o tid e によ る細胞容積 の縮小に は G 蛋白質､

P P 2 A を介して p 7 0 S 6 ki n a s e 活性を抑制す る こ とで細胞容積縮小 に考 えられ る こ とを報告

した ｡

一

方 ､ ソ マ トス タチンは細胞増殖を抑制す る こ とが知られて い る ｡ ヒト G H 産生下垂体

腺腫におい て ､ 腫療組織 の M I B - 1 i n d e x を術前の o c t r e o tid e 投与 の有無で比較 した と こ ろ ､

術前投与群で M I B - 1 i n d e x が低値 であ っ た と報告され て い る ｡ また ､ ラ ッ トプロ ラクチ ン

(P R L) および G H 産生下垂体腺腫由来 の c ell li n e で ある G H 3 におい て ､
o ct r e o tid e 投与

により細胞周期 G O 期から G l 期へ の進行が抑制されたと報告されて い る ｡



ヒ ト G H 産生下垂体腺腫細胞 にお ける細胞縮小 およ び細胞増殖抑制 の 機構 を調 べ る こ と

が､
o c t r e o tid e に よる腫療縮小 の 機序を知るため に重要で ある と考え られ た｡ そ こ で ､ 細胞

容積縮小 の刺激伝達経路 に つ い て , p 7 0 S 6 ki n a s e の 上 流に存在す る m T O R へ の o ct r e o ti d e

の 作用 を調 べ
､ さらに細胞増殖抑制の機構に つ い て も検討を行 っ た ｡

2 . 細胞容積縮小 の 機構

O ct r e o ti d e 負荷試験に よ り G H 分泌低下 を認めた先端巨大症患者の 下垂体腺腫細胞を初

代培養 し実験 を行 っ た ｡ 手術 によ っ て得 られた 下垂体 腺腫細胞は , 本学倫理委員会 の 承認

の も と
､ 患者か ら の 文書によ る同意 を得て使用した｡

m T O R の i n h ibit o r で ある f a p a m y Ci n を 7 日間投与 し､ 透過型電子顕微鏡で 観察 を行 っ

た ｡
R a p a m y ci n を投与した細胞は対照群 と比較 して核 の面積は有意差 を認めなか っ たが､

細胞質 の 面積が 4 9 - 5 2 % に優位 に縮小 した (刀 < 0 . 0 0 1) また , o ct r e otid e を 7 日 間投与 し

た細胞も細胞質 の面積が 58 - 5 4 % に縮小 した(p < 0 . 0 0 1) o そ して r a p a m y ci n と o c t r e o tid e

の 両方を投与 した細胞は細胞質の 面積が 5 8 - 6 1 % に縮小 した ( p < 0 .0 0 1) o

R a p a m y ci n を投与 した細胞にお い て 細胞質 の 縮小がみ られた こ とか ら､ 細胞容積 の制御

に m T O R が関与す る こ とが明らか とな っ た ｡ また
,

o ct r e o tid e を投与 した細胞 にお い て も

細胞質 の 縮小がみられたが ､ r a p a m y ci n と o ct r e o ti d e の両方 を投与 して も ､ そ れぞれを単

独 で投与 した以上 の 細胞質 の縮小 を認めなか っ たこ とよ り o ct r e o tid e は m T O R ､ もしくは

そ の 下流 に作用 し細胞容積 の 縮小 に働い て い る と考えた｡

次 に o c t r e otid e の 作 用 点 を確 認 す る た め p h o s p h o -

p 7 0 S 6 ki n a s e 抗体 お よ び

p b o s p h o -

m T O R 抗体 を用 い て ウエ ス タン ブロ ツ テ ィ ングを行 い
, o ct r e otid e によ る p 7 0 S 6

ki n a s e 活性 と m T O R 活性 の変化 を検討した｡
P b o s p b o

-

p 7 0 S 6 ki n a s e 抗体 によ る ウエ ス タ

ンブロ ツ テ ィ ングで は o ct r e otid e 投与群で は対照群に比較 して p 7 0 S 6 ki n a s e 活性が抑制

された｡ 百日咳毒素や o k a d ai c a cid e で処理を行 っ た群で は o c t r e o tid e によ る p 7 0 S 6 ki n a s e

活性 の 抑制が消失 した ｡

一

方 ､ p h o s p h o - m T O R 抗体 によ るウ エ ス タン ブロ ッ テ ィ ングで は

o ct r e o ti d e 投与群は対照群 と比較 し m T O R 活性 の 抑制を認めなか っ た
｡

これ らの 結果より ､ m T O R は o ct r e o tid e の 作用 点で はなく ､ o ct r e o tid e は百日咳毒素感

受性 G 蛋白質 と P P 2 A を介 して p 7 0 S 6 ki n a s e 活性を抑制し細胞縮小 に働く こ とが明らか

とな っ た｡

3 . 細胞増殖抑制の 機構

細胞縮小 の 実験 と同様 に ､ o ct r e o tid e 負荷試験 により G H 分泌低下 を認めた 先端巨大症患

者 の 下垂体腺腫細胞を初代培養 し､ 臨床用量 の o ct r e o tid l n g/ m l を 7 日間投与した ｡ 8 日後

に固定 した細胞を抗 Ki 6 7 抗体 ( ク ロ ー

ン M I B - 1) を用いて 染色 した と こ ろ ､ o ct r e o tid e 投
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与群 では コ ン トロ ー

ル 群 と比較し優位 に M I B - 1 i n d e x の 減少 を認めた (p < 0 . 0 0 5) o
こ の

結果よ り o ct r e o ti d e は M I B ･ 1 i n d e x を減少させ る こ とを確認 した ｡

抗 K i6 7 抗体 によ る染色は細胞周期の G l 期､
S 期､

G 2 期､
M 期にある細胞で 陽性 とな

り ､ 休止期で ある G O 期で消失す る
｡

O ct r e o tid e 投与 によ り M I B - 1 i n d e x が減少 した こ と

か ら､
o ct r e o tid e が G O 期か ら G l 期 へ の進入を抑制して い る可能性を考えた｡ そ こ で G O

期か ら G l へ の脱 出に重要なサイクリ ン C の発現量をウ エ ス タンブロ ツ テ ィ ングにて検討

した｡ そ の 結果､ o ct r e otid e 群 の サイクリン C 発現量は対照群 と比較 して 減少 しており ､

o ct r e o tid e によりサイクリ ン C の 発現 が抑制されると考えた｡

O c t r e oid e 投与 による M I B - 1 i n d e x およびサイ クリン C の 変化 の検 討によ り o c t r e o tid e

はサイタリン C の 発現 を抑制し, 細胞の G O 期か ら G l 期 へ の 移行 を抑制する こ とで細胞増

殖抑制 に作用 して い る と考えた｡
こ の o ct r e o tid e か らサイ クリン C に至 る経路 と し て ､ 細

胞増殖に重要な古典的 m it o g e n - a cti v a t e d p r ot ei n ki n a s e ( M A P K ) の 関与 を考え検討 を行

っ た｡ P h o s p h o -

p 4 4/4 2 M A P K 抗体 を用い たウ エ スタ ンブロ ツ テ ィ ン グをお こ な っ たと こ ろ

o ct r e o tid e 群で の p 4 4/4 2 M A P K 活性は対照群と同等で あ っ た｡ こ の こ とか ら p 4 4/4 2 M A P K

は o ct r e o tid e によ る細胞増殖抑制効果に 関与 して い ない と考えられ た｡

4 . 結語

本研究 では o ct r e oti d e によ る細胞容積縮小 の 機構に つ い て m T O R は o ct r e otid e の 作用点

で あるか検討を行 っ た ｡ そ の結果 ､ m T O R は o ct r e o tid e の 作用 点で はなく p 7 0 S 6 ki n a s e

が o ct r e otid e の作用 点で ある こ とが確認 した ｡

さ らに o c t r e otid e によ る細胞増殖抑制効果に つ い て ､ 臨床用量 の o ct r e o tid e l n g/ m l に よ

り M I B - 1 i n d e x が減少する こ とを観察した ｡ そ の 作用機構の 検討に より o ct r e o tid e はサイ

クリ ン C の 発現を抑制する ことで G O 期から G l 期 へ の移行 を抑制し細胞増殖抑制 に働く こ

と ､ お よびそ の シグナル伝達経路 には古典的 M A P K カス ケ ー ドは関与 しな い こ とを確認 し

た ｡

以上 の結果よ りヒ ト G H 産生下垂体腺腫 の 腰痛縮小機構 に
､ 個々 の 細胞容積 の 縮小 と細

胞増殖抑制 の 2 つ の 機構が働 い て い る こ とを示唆する結果が得られ た ｡ 今後 , 症例数を増

やす と ともに細胞増殖抑制の シ グナル伝達経路 の解明 を目標に検討を行 い たい
｡
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