
[別紙 2】

審 査 の 結 果 の 要 旨

氏名 仁科 祐子

本研究は ､
G H 産生下垂体腺腫からの G = の過剰分泌 によっ ておこる先端巨大症

･ 巨人症

の 内科治療に用いられて いる s o m at ot r o p i n ･ r el e a s e -i n hibiti n g h o r m o n e (S R I H ) と D 2 作動薬で

あるb r o m o c ripti n e の 作用 の解析を試みたもの であり､ 下記
の 結果を得て い る｡

1 . D 2 作動薬の ヒ ト G H 産生下垂体腺腫細胞 の [ C a
2 +

] i に対す る作用とそ の機構

初代培養したヒト G H 産生下垂体腺腫細胞 にお いて b r o m o c ri pti n e 投与により[C a
2 '

] i

は ほぼ濃度依存的に低下した｡ こ の反応は ､
D 2 受容体阻害薬 s u lp irid e や ､

百日咳毒素

(P T X ) で解除された｡ また､
L 型電位依存性 C a

2 十
チャンネル 遮断薬である n it r e n dip i n e の

投与 により【C a
2 十

]i が低下したが ､
N I T 投与後に b r o m o c rip ti n e を追加 しても[C a

2 +

] i はそれ以

上低下しなか っ た｡ こ の 細胞で B C は D 2 受容体 ､
p T X 感受性 G タンパ ク質を介して作用

すること､ L 型 v G C C を介する C a
2 十

流入が[C a
2 +

】i の維持に重要 であり､ B C による[C a
2 +

】i

低下は L 型 v G C C からの C a
2

丁流入 の抑制を介して いることが示された｡ また､ 細胞膜透過

性 cA M P 作動物質である 8 B r -

c A M P を投与すると[C a
2 '

] i は上昇したが､ その 後に B C を

追加 しても[C a
2 十

】i は低下した｡ これより､ b r o m o c ripti n e が引き起こす【C a
2 +

] i 低下が c A M p

減少 に依存せず独立して起こりうる反応であることが示唆された｡

2 . D
2 作動薬 の G H 分泌に対す る作用

st ati c i n c u b ati o n a s s a y で G H 分泌 を測定すると､ B C は G H 分泌を濃度依存性に抑制し

たo こ の分泌抑制 は ､
s u lp irid e ､ P T X ､

nit r e n dip i n e 投与 により消失した｡ 8 B r
-

c A M P 投与時

には G H 分泌は増加したが､
B C 追加で減少 した｡ これより､ B C によるt C a

2 十

] i 低下反 応が

G H 分泌抑制に 関与して いるが､
c A M p 減少とは独立して G H 分泌抑制 を引き起こす経路

があることが示された｡

3 . D
2 作動薬の V G C C に対する作用

b r o m o c rip ti n e の V G C C に対する作用を電機生理実験で検討した｡ 電伝依存性 C a
2 十
電

流を記録したところ､
ヒト G H 産生下垂体腺腰細胞 には L 型 ､ T 型と二種類 の電流成分を

有する細胞と､ L 型電流が主体の細胞 を認めた｡ b r o m o c rip ti n e を投与すると､ T 型 および

L 型 v G C C を豊富に発現して いる細胞 でも L 型 主体の 細胞 でも､ b r o m o c rip ti n e 投与によ

りほぼ濃度依存性に C a
2 +

電流は減少 した｡ こ の 減少効果は p T X の 前投与 により消失し､

p T X 感受性 G タン パク質を介すことが示された｡ さらに 8 B r - c A M P 投与時には C a
2 '
電流

は増加したが､
b r o m o c ripti n e 追加 で減少 した｡ これより､ b r o m o c rip ti n e は 細胞内 c A M P 濃

度 の 変化とは独立して V G C C に作用することが示された｡



4 . G H - E Y F P 導入 A t T 2 0 細胞株 の 樹立

s R I H によ り過分極反応 が生 じ､ G s と共約する受容体と して C R H 受容体の 存在 が確

認 され て い る ､
マ ウ ス 下垂体前葉細胞株 A t T

･

2 0 細胞に G H
- E Y F P を導入 し､ こ れ を安

定 して 発現す る細胞株 を作成 した ｡
こ の G H

-

E Y F P 導入 A t T
- 2 0 細胞 の 蛍光 勤ま 1 0 分

間の 観察時間に対照群で は蛍光量は変化 しなか っ たが高濃度 K + 溶液投与 2 分､
5 分 ､

1 0 分後 で 蛍光 は経時的に減弱 し､ 脱分極刺激に よ る顛粒放出を確認 できた o 次に分泌

刺激作用 を示す C R H 投与で も同様に蛍光が 減弱 した . hi gh K ､ C R H
の 反応 は共 に

n it r e n di p i n e で阻害され ､
L 型 V G C C を介する C a 2 ･ 流入が あると考 えられた ｡ [ C a

2 +】i

を測定 したと こ ろ ､
hi g h K や C R H の 分泌刺激に より【C a

2 ･] i が 上昇 し､ S RI H 投与時は

こ の[C a 2 '] i 応答は 阻害された ｡

以上 より樹立
■
した細胞株 は生 理的な刺激に反応 して G H を分泌 し､ S R I H 受容体が機

能 して い る こ とが 示 された ｡

5 . G H - E Y F P 導入 A t T 1 2 0 細胞 の全反射顕微鏡観察

全反射顕微鏡で細胞膜直下 1 0 0 n m 程度の 頼粒の 動態を 3 0 0 m s 毎に撮影して観察し

たところ､ 細胞膜直下 の 頼粒もhigh K ( 6 0 m E q n J) ､ C R H 投与 により放出が促進され ､
N I T

投与 により抑制された｡ こ の 細胞 株は 下垂体ホ ル モン 分泌調節因 子の 作用機構 ､
ならび

に細胞 内輸送､ 開 口 分泌 の 三次元的解析に役立 つ と考えられた｡

以上
､
本論文はヒト G H 産生 下垂 体腫癌細胞 における経 口 D 2 作動薬である b r o m o c ripti n e

が【C a
2 +

] i を低下させ てホル モ ン 分泌 を抑制すること､ さらにそれ は c A M
p の抑制に完全には 依

存せ ず､ 直接 V G C C に作用もして C a
2 +
流入を減少させることを明らか にした｡ またマ ウス 下垂

体前葉細胞 At T -2 0 に E Y F P - G H を導入して開 口分泌 の モデル 細胞株を作成し､ こ の 系は脱

分極刺激､
G s 共役受容体刺激に反応 して細胞質にある頼粒を分泌させ ､

L 型 V G C C 阻害剤

や S R m 投与 で分泌が減少することを確認した. 前者は G H 産生下垂体腺腫 患者にお い て

b r o m o c ripti n e 投与で みられる奇異性 G H 分泌減少 反応 の機構の
一

部を明らか にしたもの であ

り
､ 後者は下垂 体細胞 にお ける開口 分泌 の 三次元的解析を含めた詳細な機序を解明するに

あたっ て役立 っものと思われ ､ 学位の授与 に値するものと考えられる｡
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