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1．緒 言 
 
 視床下部下垂体副腎（Hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA）軸は神経内分

泌系の中心をなしており、生体におけるストレスへの反応を制御し、また代謝

や消化、情動行動など生体における重要な機能を調節している。 
 HPA 軸の主な因子としては視床下部からの corticotropin releasing hormone
（CRH）、下垂体からの副腎皮質刺激ホルモン (ACTH) 、副腎からの

glucocorticoid（GC）が重要である。GC はヒトにおいてはコルチゾール、マウ

スにおいてはコルチコステロンが最終産物として主要な働きをなしている。 
 ストレスに対してはまず視床下部からの CRH の分泌が亢進し、CRH が下垂

体前葉の ACTH 産生細胞に働きかけて ACTH の分泌を促進する。ACTH は副

腎に作用して GC の産生を増加させ、最終的に GC が筋肉や脂肪組織、肝臓な

ど全身の臓器において作用しストレスに対する応答反応を制御する。 
 ACTH は前述のように副腎におけるステロイド合成・分泌を促進するが、そ

の受容体である melanocortin 2 receptor (MC2R)は副腎以外の臓器においても

発現が報告されている。MC2R の変異は ACTH 不応症の原因となり、生下時か

らの副腎皮質機能不全を呈する。副腎から分泌されるグルココルチコイドの諸

臓器における作用については未解明な点が多く、副腎不全の状態における副腎

以外の臓器における変化についても同様に不明な点が多く残されている。当科

ではマウス MC2R のクローニングおよび構造の解析を行い、ノックアウトマウ

スを共同で作成して ACTH およびグルココルチコイドの機能について検討をこ

れまで行ってきた 1。 
 MC2R ノックアウトマウスは生下時から慢性的な副腎不全を呈し、絶食負荷

により容易に低血糖が引き起こされる。副腎は特に束状層の著明な萎縮を呈し、

血漿コルチコステロンは低値を示すが、代償的に血漿 ACTH は著明高値となる。

MC2R ノックアウトマウスを用いたこれまでの研究としては副腎不全モデルと

して GC が胎児期の肺形成に与える影響の検討に用いられ、また慢性的な視床

下部 CRH の発現増加をきたすことからストレス状態が性周期や妊孕性に与え

る影響についての検討の報告がなされている 2。 
 MC2R ノックアウトマウスは前述のように慢性的な副腎不全を呈することか

ら下垂体における ACTH の産生が亢進し、ACTH 産生細胞の過形成を呈してい

る。また同様に ACTH 産生細胞の機能も亢進していることが考えられる。 
 ヒトにおける下垂体ACTH産生細胞が腺腫化しACTHの自律性産生を呈した

状態は ACTH 依存性 Cushing 症候群、すなわち Cushing 病と呼ばれる。ACTH
の過剰産生によって副腎からのコルチゾール産生が亢進し満月様顔貌、中心性
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肥満、四肢の筋萎縮、腹部の赤色線条などの身体・体組成的変化や高血圧、糖

尿病、脂質異常、脂肪肝、骨粗鬆症など代謝障害、気分障害などの精神症状、

免疫不全を呈し、心血管、脳血管のイベントリスク増加や重症感染症の増加か

ら生命予後は不良である。 
 Cushing 病の治療として経蝶形骨洞的下垂体腺腫摘除術が施行されるが、特

に1cmを超えるmacroadenomaでは手術による寛解率が低いことが報告されて

いる 3。また、薬物治療で効果的なものは現時点で存在せず、手術により寛解に

至らない症例の治療は難渋することが多く、有効な薬物治療の開発が望まれて

いる。 
 今回我々は慢性副腎不全状態にあり ACTH 産生細胞の過形成・機能亢進を呈

するMC2Rノックアウトマウスの下垂体における遺伝子発現を検討しACTH産

生細胞の増殖や機能亢進に関わる因子を同定し、Cushing 病の治療ターゲット

となりうるかどうかを検討することを目的として実験を行った。 
 我々は第一部で示した「下垂体副腎皮質刺激ホルモン産生細胞におけるニュ

ーロメジン B の発現とその調節機構」の研究の結果、MC2R ノックアウトマウ

スの下垂体の検討から ACTH 産生細胞における neuromedin B（NMB）の発現

を同定した。続いて NMB は CRH の投与により発現が増加し、GC の投与によ

り発現が減少するという ACTH と同様に HPA 軸の関連因子によって調節され

ることを証明した。 
 第二部で示した「ニューロメジン B が下垂体副腎皮質刺激ホルモン産生細胞

の増殖と機能に与える影響の検討」の研究の結果、我々は NMB が下垂体 ACTH
産生細胞の腫瘍株系でもその受容体と共に発現しており、受容体拮抗薬や NMB 
siRNA の投与によって腫瘍株細胞の増殖は抑制されることを示した。またヒト

の ACTH 産生腺腫でも NMB ならびにその受容体の発現が亢進していることを

示した。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
 本研究により、我々は初めて NMB が下垂体 ACTH 産生細胞に、特に副腎不

全状態や腫瘍細胞など増殖・機能が活性化した状態で発現することを見出し、

ACTH 産生腺腫による Cushing 病の治療ターゲットとなり得ることを示した。

今後研究を進め、Cushing 病の治療法の進歩に貢献できることを望む。 
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2．略語表 
 

ANOVA analysis of variance 

BSA bovine serum albumin 

CRH corticotropin releasing hormone 

DAPI 4',6-diamino-2-phenylindole 

DEX dexamethasone 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

GC glucocorticoid 

HPA hypothalamic-pituitary-adrenal 

HSH Hank's solution with Hepes 

MC2R melanocortin 2 receptor 

NMB neuromedin B 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

POMC proopiomelanocortin 

siRNA small interfering RNA 

WT wild type 
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ニューロメジン B の発現とその調節機構 
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3.1 緒 言 
 
 前述の如く下垂体ACTH産生腺腫によるCushing病は内科的治療の選択枝に

乏しいことから難治性となることが多い。この研究において我々は慢性副腎不

全状態にあり ACTH 産生細胞の過形成・機能亢進を呈する MC2R ノックアウト

マウスの下垂体における遺伝子発現を検討し ACTH 産生細胞の増殖や機能亢進

に関わる因子を同定し、Cushing 病の治療ターゲットとなりうるかどうかを検

討することを目的として実験を行った。 
 我々は本研究においてまずMC2Rノックアウトマウスの下垂体と野生型（WT）
マウスの下垂体の遺伝子発現を DNA マイクロアレイ解析を行い比較し、NMB
の発現が MC2R ノックアウトマウスの下垂体で増加していることを見出した。

我々は引き続きリアルタイムPCR法により遺伝子発現の正確な評価と免疫染色

により NMB の局在を行い、MC2R ノックアウトマウスの下垂体 ACTH 産生細

胞において NMB の発現を認めた。 
 続いて NMB の発現の調節因子を検討するため MC2R ノックアウトマウスな

らびに WT マウスにグルココルチコイドの補充量での投与を行ったところ、下

垂体における NMB の発現は低下した。さらに単離下垂体細胞を用いて NMB
発現を精査したところ CRH の投与によりその遺伝子発現は増加し、GC の投与

によって減少した。 
 本研究において我々はMC2Rノックアウトマウスの下垂体の検討からACTH
産生細胞における NMB の発現を同定した。続いて NMB は CRH の投与により

発現が増加し、GC の投与により発現が減少するという ACTH と同様に HPA 軸

の関連因子によって調節されることを証明した。本研究では ACTH 産生細胞に

由来する NMB の ACTH 産生細胞あるいは周囲・遠隔臓器における作用につい

ては検討していないが、ACTH 産生腺腫における発現とさらに Cushing 病との

関連については検討の意義があるものと考えられる。ACTH 産生細胞における

NMB の発現の意義、また ACTH 産生腺腫における発現とその作用についての

検討は第二部で記述する。 
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3.2 実験方法 

3.2.1 実験に用いた動物 
 
 下垂体単離細胞実験以外の全ての実験において C57BL/6J と Balb/c の混合バ

ックグラウンドを有する MC2R 遺伝子のホモ欠損マウス（MC2R-/-）2ならびに

その littermate である WT マウスを用いた。下垂体単離細胞では 8 週齢の

C57BL/6J マウスを用い、それ以外の実験では 20 週齢以上のマウスを用いた。

全ての実験において雄のマウスを用いた。全てのマウスは明期 12 時間、暗期 12
時間の条件下で飼育され、飼料ならびに水は自由に摂取できるものとした。全

ての動物を用いた実験は北海道大学の動物実験ならびに遺伝子組み換え実験の

ガイドラインに沿って施行した。 
 

3.2.2 実験に用いた試薬と入手先 
 
 コルチコステロン徐放性ペレット（10mg/3 週間）ならびにプラセボペレット

は Innovative Research of America 社から購入した。CRH ならびにデキサメサ

ゾン（DEX）はそれぞれペプチド研究所、和光純薬株式会社から購入した。下

垂体細胞単離に用いた全ての試薬は Sigma-Aldrich 社から購入した。免疫染色

ならびにリアルタイム PCR に用いた試薬についてはそれぞれの項で記述する。 
 

3.2.3 下垂体摘出法 
 
 全てのマウスは午前8:30から午後0:30までの間にイソフルランを用いた吸入

麻酔下で速やかに断頭法を行い苦痛を最低限にして屠殺した。屠殺後速やかに

開頭し下垂体を摘出し 1.5mL のマイクロチューブに入れて液体窒素で凍結した。

凍結した下垂体は RNA 抽出を行うまで-80℃の冷凍庫で保管した。 
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3.2.4 下垂体の DNA マイクロアレイ法による解析 
 
 総 RNA はマウス下垂体から RNeasy mini kit（QIAGEN 社）を用いて抽出

した。3.2.4 の項で記載した凍結下垂体の入ったマイクロチューブに Buffer RLT
を 350µL 入れ、ホモジナイザーを用いてホモジナイズした。ホモジナイズ後の

サンプルを QIA shredder (QIAGEN 社)のスピンカラムに入れ、2 分間、最高速

度で遠心した。遠心時の温度は以下全て室温で行った。濾過液に RNAase free 
waterで希釈された 70％エタノールを 350µL加え混合した後RNeasy付属のカ

ラムに移し 15 秒間最高速度で遠心した。濾過液は破棄し、カラムに RNeasy 付

属 Buffer RW1 を 700µL 加え 15 秒間最高速度で遠心した。濾過液は破棄し、

カラムに RNeasy 付属の Buffer RPE を 500µL 加え、最高速度で 15 秒遠心し

た。濾過液を破棄し、Buffer RPE を 500µL 加え、最高速度で 2 分間遠心した。

回収用チューブを新しいものに変え、液を加えずに最高速度で 1分間遠心した。

RNase free water を 30µL 加え最高速度で 1 分間遠心し、RNA が含まれる濾過

液を回収した。得られた RNA2µg と SuperScript VILO Master Mix (Life 
Technologies 社)4µL を用い、逆転写 PCR を GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems 社)を使用して 25℃10 分間、42℃60 分間、85℃5 分間の

条件で行い cDNA を得た。cDNA を GeneChip Mouse Gene 1.0 ST array 
(Affimetrix 社 )にハイブリダイズし得られた結果を GeneChip Command 
Console Software (Affimetrix 社)を用いて解析した。遺伝子発現のレベルは

MC2R-/-マウスの結果を WT マウスの結果で除して求めた。 
 

3.2.5 全身臓器のリアルタイム PCR 法による解析 
 
 動物は 3.2.3 で述べた方法で屠殺して各臓器（視床下部、下垂体、心臓、肺、

肝臓、腎臓、膵臓、脾臓、大腸、筋肉、精巣）を採取した。総 RNA ならびに

cDNA は 3.2.4 で述べた方法と同様に得た。cDNA と NMB、プロオピオメラノ

コルチン(POMC)、CRH、β-アクチンの各遺伝子特異的プライマーを fast SYBR 
Green PCR Master Mix と混合し、ABI 7500 fast real-time PCR system 
(Applied Biosystems 社)を用いて遺伝子発現を調べた。各遺伝子特異的プライ

マーの配列は既報を参考とし、配列は下記に示した通りである 4-7。NMB : 
forward,  CGGTCACTTCATGGGCAAG; reverse, 
GAGCTTTCTTTCGCAGGAGGA; POMC : forward 
CCTTGGTTTGGGTGGAAGATG; reverse, GCGTTCTTGATGATGGCGTTC; 
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CRH : forward,  CCGGGCAGAGCAGTTAGC; reverse, 
CAACATTTCATTTCCCGATAATCTC; β-actin : forward, 
CAACGAGCGGTTCCGAT; reverse, GCCACAGGATTCCATACCCA。各遺伝

子発現はβ-アクチンの発現量を用いて標準化し、ΔΔCt 法を用いてコントロー

ルとした遺伝子発現との相対的発現量を求めた 8。 

 

3.2.6 下垂体の免疫染色 
 
 MC2R-/-マウスと WT マウスをイソフルランを用いた吸入麻酔を行った後ペ

ントバルビタールを皮下注射して鎮静した後開胸し、生理食塩水を心臓から灌

流して脱血した後 4％パラホルムアルデヒドで灌流し全身臓器を固定し採取し

た。臓器は固定後 24 時間 4%パラホルムアルデヒドで浸漬固定を行い、パラフ

ィンに包埋して 5µm の厚さで薄切しプレパラート上に固定した。固定した切片

はキシレンに浸漬しパラフィンを除き、100%エタノール、90%エタノール、70％
エタノールに連続して浸漬して水和した後 Phosphate buffered saline（PBS）
で洗浄した。5％のウシ血清アルブミン（BSA）と 0.1％の tween-20 を含む PBS
を加え 30 分室温で静置した後 5％BSA と 0.1％tween-20 を含む PBS に一次抗

体を加えた液を加え 1 時間静置した。一次抗体としてウサギポリクローナル抗

NMB 抗体（Sigma-Aldrich 社）を 100 倍、マウスモノクローナル抗 ACTH 抗

体（Santa Cruz Biotechnology 社）を 200 倍の濃度でそれぞれ用いた。PBS で

3 回洗浄を行った後、二次抗体として 5％BSA と 0.1％tween-20 を含む PBS に

Alexa Fluor 594-conjugated 抗マウス IgG 抗体（Molecular Probes 社）と Alexa 
Fluor 488-conjugated 抗ウサギ IgG 抗体（Molecular Probes 社）を 200 倍の

濃度で混合したものを加え 30 分遮光下で静置した。以後の過程は可能な限り全

て遮光下で行った。核染色として 4', 6-diamino-2-phenylindole (DAPI)を使用し、

固定用の VECTASHIELD HardSet mounting medium with DAPI (Vector 
Laboratories 社)を滴下しスライドグラスを載せて観察した。観察には蛍光顕微

鏡 BZ-900（キーエンス社）を用いた。 
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3.2.7 皮下ペレット投与によるニューロメジン B 

発現の検討 
 
 3.2.2 で述べたコルチコステロン 10mg を 3 週間で徐放するペレットならびに

プラセボペレットをイソフルランを用いて吸入麻酔した MC2R-/-マウスならび

に WT マウスの頚部皮下に投与した。投与 3 週後に吸入麻酔下に屠殺し、心臓

より採血を行い血漿を採取した。血漿 ACTH は electrochemiluminescence 
immunoassay (Roche Diagnostics 社)を用いて測定した。下垂体遺伝子発現は

3.2.5 で述べたリアルタイム PCR 法で、蛋白発現は 3.2.6 で述べた免疫染色法で

評価した。 
 

3.2.8 下垂体単離細胞を用いた薬剤投与実験 
 
 8 週齢の C57BL/6J マウスから下垂体前葉細胞を採取、単離し CRH ならびに

DEX の投与による遺伝子・蛋白発現の変化を検討した。方法は大水・高橋らの

方法に若干の修飾を加えたものである 9。イソフルランを用いた吸入麻酔下にマ

ウスを断頭し、下垂体を採取した。採取した下垂体は Hank's Solution に 20mM
の Hepes 緩衝液と 0.3%の BSA を加えたもの（HSH-BSA）内で前葉以外を除

去し、さらにメスを用いて細かい切片に細切した。マウス 20 匹分の下垂体から

前葉細胞を採取し、HSH-BSA で 3 回洗浄した後 Hank's Solution に 0.5%トリ

プシンを加えた溶液内で 37℃15 分間培養し、続いて HSH-BSA に DNase を加

えた液で 37℃1 分間培養し、次に 1% soy bean trypsin inihibitor を加えた溶液

内で 37℃10 分間培養した。続いて下垂体細胞を Ca2+と Mg2+を除いた

HSH-BSA で 3 回洗浄した後 2mM の EDTA を加えた Hank's Solution で 37℃
5 分、1mM の EDTA を加えた Hank's Solution で 37℃15 分培養した。Ca2+と

Mg2+を除いた HSH-BSA で 3 回洗浄した後慎重にピペッティングを行い細胞を

分離したのち室温、5 分、1500g で遠心を行い細胞を回収し、cytometer を用い

て細胞数を計測した。細胞の生存率は 90％以上であった。単離された下垂体細

胞は poly-D-lysine でコートされた 24 ウェルの細胞培養プレート（Becton 
Dickinson 社）5.0×105 個の濃度で各ウェルに播種した。細胞は Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) と Ham’s F12 medium を 1:1 で混合し

（DMEM/F12）、10%の fetal calf serum を加えた培養液中で 37℃、5%の CO2
を含む培養器内で培養した。2 日間培養後、培養液は DMEM/F12 にトリヨード
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サイロニン 400ng/L、トランスフェリン 10mg/L、グルカゴン 10ng/mL、副甲

状腺ホルモン 200ng/L、セレン 5µg/L を含む液に変更し、それぞれ溶媒ならび

に CRH と DEX を 10-9M～10-7M の濃度で加え、2 日後に RNA を 3.3.5 で述べ

たものと同様のリアルタイム PCR 法で遺伝子発現の解析を行った。また単離下

垂体細胞は poly-D-lysine でコートされた 35mm の glass bottom dish（Becton 
Dickinson 社） にも同様の濃度で播種し、3.2.6 で述べた方法と同様の方法で免

疫染色を行い蛋白発現を評価した。 
 

3.2.9 統計方法について 
 
 図表のデータは全て平均値±標準誤差で表記した。二群間の平均の検定には

対応のない Student の t 検定を用いた。他群間の平均の検定には one-way 
analysis of variance（ANOVA）を用い、有意差を認めた場合は post hoc 試験

として Tukey-Kramer 法を用いて各群間を比較した。p 値が 0.05 未満の場合に

有意差のある差を認めると定義した。それぞれの実験においては 3 回の独立し

た実験を行いデータを得て統計的に解析した。統計解析においてはソフトウェ

アとして IBM SPSS statistics バージョン 21（IBM 社）を用いた。 
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3.3 実験結果 
 

3.3.1 下垂体の DNA マイクロアレイ法による解析 
 
 MC2R-/-マウスならびに WT マウスの下垂体から 28,853 の遺伝子について結

果が得られた。発現を比較したところ MC2R-/-マウスにおいて WT マウスと比

べて 3 倍以上の発現を示す遺伝子は 13 個あった（表 1）。NMB が最も発現比が

高かった。NMB と同じくボンベシン様ペプチドファミリーに属する遺伝子発現

も増加していた。その他に発現が増加していた遺伝子は機能別に内分泌機能

（tyrosine hydroxylase, myotilin, chemokine C-C motif ligand 3）、陽イオン輸

送（solute carrier family 6, member 14）、抗原結合（immunoglobulin kappa 
chain variable 1, immunoglobulin joining chain）、ガングリオシド合成（ST8 
alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 5）、アラキドン酸合

成経路（arachidonate 12-lipoxygenase, 12R type）、筋肉におけるオルタナティ

ブスプライシング（muscleblind-like 3）、機能不明（leucine zipper protein 2）
であった。 
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表 1 DNA マイクロアレイ解析  
MC2R-/-マウスの下垂体で WT マウスと比較して発現が 3 倍以上増加していた遺伝子を示す。 
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3.3.2 全身臓器のリアルタイム PCR 法による解析 
 
 NMB の発現は MC2R-/-マウスの下垂体において WT マウスの下垂体と比較

して 20 倍以上の増加を認めた。視床下部、心臓、肺、肝臓、腎臓、膵臓、脾臓、

大腸、筋肉、精巣では MC2R-/-マウスと WT マウスで有意な発現の差を認めな

かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

14 
 



図 1 各臓器における NMB の発現量の比較  
データは平均±標準誤差で示した。n=6-8、*：p<0.05  
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3.3.3 下垂体の免疫染色 
 
 MC2R-/-マウスの下垂体前葉の免疫染色において ACTH 陽性細胞と NMB 陽

性細胞がそれぞれ認められた。両者の染色像を合成した画像で ACTH と NMB
が両者とも陽性となる細胞が存在していることが認められた（図 2）。WT マウ

スの下垂体前葉の免疫染色では NMB の発現は弱く、ACTH と共に陽性となる

細胞は認められなかった。 
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図 2 MC2R-/-マウス下垂体前葉の免疫染色像 
 

左上・赤：ACTH、右上・緑：NMB、左下・青：核染色（DAPI）、右下：merge 画像 
左：弱拡像 右：強拡像 白矢印：ACTH・NMB を共に発現する細胞 
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3.3.4 皮下ペレット投与によるニューロメジン B 

発現の検討 
 
 ペレット投与 3 週後の血漿 ACTH はプラセボペレットを投与された MC2R-/-
マウスで著明に高値を示した。コルチコステロンペレットを投与された

MC2R-/-マウスでは抑制され WT マウスと同程度まで低下した。WT マウスで

はプラセボペレットとコルチコステロンペレットを投与された群で有意な変化

を認めなかった（図 3-A）。下垂体 NMB の遺伝子発現はプラセボペレットを投

与された MC2R-/-マウスで著明に高値を示し、コルチコステロンペレットを投

与された MC2R-/-マウスでは抑制され WT マウスと同程度まで低下した（図

3-B）。下垂体 NMB の遺伝子発現は WT マウスではプラセボペレットとコルチ

コステロンペレットを投与された群で有意な変化を認めなかった。下垂体

POMC と視床下部 CRH の遺伝子発現も同様にプラセボペレットを投与された

MC2R-/-マウスで著明に高値を示し、コルチコステロンペレットを投与された

MC2R-/-マウスでは抑制され WT マウスと同程度まで低下した。下垂体 POMC
ならびに視床下部CRHの遺伝子発現はWTマウスではプラセボペレットとコル

チコステロンペレットを投与された群で有意な変化を認めなかった（図 3-B）。

下垂体の免疫染色では MC2R-/-マウス下垂体細胞において ACTH 陽性細胞、

NMB 陽性細胞、ACTH・NMB 共陽性細胞の占める割合はプラセボペレット投

与と比較してコルチコステロンペレット投与で有意に減少した（図 4）。 
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図 3-A ペレット投与後血漿 ACTH 濃度 
データは平均±標準誤差で示した。n=5-6、*：p<0.05  

 
 
 
 

図 3-B ペレット投与後下垂体・視床下部の遺伝子発現 
データは平均±標準誤差で示した。n=5-6、*：p<0.05            
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図 4 ペレット投与後の MC2R-/-マウス下垂体免疫染色における ACTH・NMB 陽性細胞数 
データは平均±標準誤差で示した。n=5-6、*：p<0.05  

（それぞれの陽性細胞数を DAPI で染色された核の個数で除して%表示した） 
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3.3.5 下垂体単離細胞を用いた薬剤投与実験 
 
 単離された下垂体前葉細胞において、NMB の遺伝子発現は CRH の投与

（10-7M）で溶媒の投与と比較して有意に増加し、DEX の投与（10-8M）で有意

に低下した（図 5-A）。POMC の遺伝子発現は CRH の投与で有意に増加したが、

DEX の投与では有意な変化を認めなかった（図 5-B）。下垂体単離細胞の免疫染

色では CRH を投与した時のみ ACTH と NMB が共陽性となる細胞が出現した

（図 6）。 
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図 5-A 単離下垂体細胞における各薬剤投与後の NMB 遺伝子発現 
データは平均±標準誤差で示した。n=6、*：p<0.05  

 

 
 

図 5-B 単離下垂体細胞における各薬剤投与後の POMC 遺伝子発現 
データは平均±標準誤差で示した。n=6、*：p<0.05 
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図 6 単離下垂体細胞への CRH 投与後の免疫染色 
左上・赤：ACTH、右上・緑：NMB、左下・青：核染色（DAPI）、 

右下：merge 画像 
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3.4 考察 
 
 NMB はボンベシン様ペプチドの一つとしてブタの脊髄から同定された物質

である 10。視床下部、下垂体を含む中枢神経系に広く分布し、最近では情動行

動との関連が報告されている 11。また、膵臓や消化管にも分布し、糖代謝や膵

内分泌・外分泌機能にも関与するとされる 12,13。また興味深い報告として、自己

分泌（autocine）あるいは傍分泌（paracrine）の機序によって腫瘍細胞の増殖

や活性化を促す作用が肺非小細胞癌 14、前立腺癌 15、大腸癌 16 などの細胞株あ

るいはヒト腫瘍細胞で報告されている。 
 NMB と HPA 軸の関連についてはいくつかの報告がなされている。下垂体で

は甲状腺刺激ホルモン産生細胞に発現しており 17、NMB 受容体欠損マウスでは

TRH に対する TSH の反応性が変化するとの報告がある 4。また、NMB を皮下

投与すると血漿 ACTH ならびにコルチコステロンが増加するという報告 18もあ

り HPA 軸の刺激因子として働く可能性が指摘されている。 
 今回我々の検討では MC2R-/-マウスの下垂体においてマイクロアレイ解析で

NMB の発現増加を認めたが、同様の報告は副腎摘除マウス下垂体のマイクロア

レイ解析でも報告されている 19。前者が慢性副腎不全モデル、後者が急性副腎

不全モデルであるというで異なる病態であるが、NMB の下垂体での発現増加は

それらを問わず副腎不全の病態では共通して起きる事象であると考えられる。 
 組織学的な解析において我々は MC2R-/-マウスの下垂体において NMB が

ACTH 産生細胞に発現していることを証明した。我々の知る限り、これまでに

同様の報告は認めない。NMB の ACTH 産生細胞での発現は正常の状況下では

弱いが、MC2R-/-のような副腎不全の状態で強く発現すると言える。 
 グルココルチコイドの皮下投与による補充を行う事で、増加していた下垂体

の NMB は下垂体の POMC,視床下部の CRH と同様に抑制された。このことか

ら NMB の調節は ACTH と類似した機序であると推測され、NMB の調節機序

を解明するために CRH とグルココルチコイドを下垂体細胞に投与する実験を

行った。 
 単離された下垂体前葉細胞において、CRH の投与は NMB の遺伝子発現を増

加させた。CRH はグルココルチコイドによってネガティブフィードバックを受

けていることから、血漿コルチコステロンが著明に低値となり、視床下部での

CRH 発現が亢進していることが推測される MC2R-/-マウスの下垂体において

NMB の発現が増加していることを説明する結果と考えられる。また同様に

DEX の投与によって NMB の遺伝子発現が低下することは MC2R-/-マウスへの

コルチコステロンペレットの投与の結果と一致するものと言える。また、下垂
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体細胞へのDEXの直接投与によってNMB発現が低下することはグルココルチ

コイドによるフィードバック調節を NMB も受けていることを示唆する。これ

らの結果から下垂体における NMB の遺伝子発現は下垂体 POMC と同様に

CRH とグルココルチコイドによって調節されていることを示すと考えられる。 
 下垂体における NMB の調節については甲状腺摘除ラットで下垂体抽出物の

NMB 含量が低下し、サイロキシンを投与されたラットで増加することが報告さ

れている 20。我々の知る限り下垂体の NMB と HPA 軸の関連を示す報告はなく、

我々の研究は下垂体における NMB の発現が HPA 軸の因子によっても調節され

ていることを示す最初の報告と考えられる。 
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4．第 二 部 

 

ニューロメジン B が下垂体副腎皮質刺激ホルモン産生細胞

の増殖と機能に与える影響の検討 
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4.1 緒 言 
 
 第一部において我々は慢性副腎不全の状態にある MC2R ノックアウトマウス

の下垂体 ACTH 産生細胞に NMB が発現していることを示した。第一部で述べ

たように NMB は自己分泌（autocine）あるいは傍分泌（paracrine）の機序に

よって腫瘍細胞の増殖や活性化を促す作用が肺非小細胞癌、前立腺癌、大腸癌

などの細胞株あるいはヒト腫瘍細胞で報告されている。 
 Cushing 病の原因となる ACTH 産生腺腫においても NMB が上述の機序によ

って増殖や機能を活性化すると仮定すると、NMB の作用を抑制することが

Cushing 病の治療となり得る可能性が考えられる。本研究において我々は

ACTH 産生腺腫における NMB の発現の検討ならびに NMB の作用を抑制する

ことで増殖や ACTH 産生能を抑制できるかどうかを検討した。 
 マウス下垂体癌細胞株で、ACTH 産生能を有する AtT-20/D16v-F2 を用いた

細胞増殖能の検討では NMB 受容体拮抗薬と NMB siRNA の投与によっていず

れも AtT-20/D16v-F2 の細胞増殖は抑制された。また、同様に ACTH の前駆体

である POMC の遺伝子発現も低下した。 
 ヒト下垂体腺腫の病理検体を用いた遺伝子発現と免疫染色による蛋白発現の

検討では ACTH 産生下垂体腺腫において NMB ならびに NMB 受容体の発現を

認めた。また、非機能性下垂体腺腫ならびに GH 産生下垂体腺腫との比較では

ACTH 産生下垂体で有意に発現が増加していた。 
 本研究により、我々は初めて NMB が下垂体 ACTH 産生細胞に、特に副腎不

全状態や腫瘍細胞など増殖・機能が活性化した状態で発現することを見出し、

ACTH 産生腺腫による Cushing 病の治療ターゲットとなり得ることを示した。 
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4.2 実験方法 

4.2.1 実験に用いた細胞 
 
 マウス下垂体癌細胞株であり、ACTH産生能を有するAtT-20/D16v-F2（ATCC）

を実験に用いた。細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
（Sigma-Aldrich 社）と 10%の fetal bovine serum（FBS）（GIBCO 社）、1%
の抗生物質（ストレプトマイシンならびにペニシリン）（GIBCO 社）を加えた

培養液中で 37℃、5%の CO2 を含む培養器内で培養した。培養液は 2 日おきに

交換し、細胞が培養ディッシュやマルチウェルプレートあるいは培養フラスコ

の底面積の 70～80%を占めるまで増加したところで 0.25％トリプシン

（Sigma-Aldrich 社）を用いて剥離し、適切な細胞数を別の容器に移して培養

を継続した。 
 

4.2.2 実験に用いた試薬と入手先 
 
 CRH ならびに DEX はそれぞれペプチド研究所、和光純薬株式会社から購入

した。NMBはSigma-Aldrich社、NMB受容体拮抗薬であるPD168368はSanta 
Cruz Biotechnology 社、NMB の siRNA セットは OriGene 社から購入した。

免疫染色ならびにリアルタイム PCR、ウェスタンブロッティングに用いた試薬

についてはそれぞれの項で記述する。 
 

4.2.3 AtT-20/D16v-F2 の免疫染色 
 
 AtT-20/D16v-F2 を glass bottom dish（35mm, Becton Dickinson 社）に 2.5
×105個/L の細胞密度で播種し、24 時間予備培養した。培養液を捨て、PBS1mL
で 2 回洗浄した後 4%PFA を加え、室温で 30 分間静置した。4%PFA を捨て、

PBS1mL で 3 回洗浄した後 Triton-X100（ナカライテスク社）を 0.25%含んだ

PBS1mL を加え室温で 10 分間静置した。PBS1mL で 3 回洗浄した後 1BSA を

1.5%含んだ PBS を 1mL 加え室温で 30 分間静置した。1.5％BSA を含む PBS
に一次抗体を加えた液を加え 1 時間静置した。一次抗体としてウサギポリクロ

ーナル抗 NMB 抗体（Sigma-Aldrich 社）を 100 倍、ウサギモノクローナル抗

NMB 受容体抗体（Abcam 社）を 100 倍、マウスモノクローナル抗 ACTH 抗体
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（Santa Cruz Biotechnology 社）を 200 倍の濃度でそれぞれ用いた。PBS で 3
回洗浄を行った後、二次抗体として 1.5％BSA を含む PBS に Alexa Fluor 
594-conjugated 抗マウス IgG 抗体（Molecular Probes 社）と Alexa Fluor 
488-conjugated 抗ウサギ IgG 抗体（Molecular Probes 社）を 200 倍の濃度で

混合したものを加え 30 分遮光下で静置した。以後の過程は可能な限り全て遮光

下で行った。核染色として DAPI を使用し、固定用の VECTASHIELD HardSet 
mounting medium with DAPI (Vector Laboratories 社)を滴下しスライドグラ

スを載せて観察した。観察には蛍光顕微鏡 BZ-900（キーエンス社）を用いた。 
 

4.2.4  AtT-20/D16v-F2 におけるニューロメジン B

発現調節の検討 
 
 AtT-20/D16v-F2 を 4.2.1 で述べた方法で培養し、試薬投与前 2 時間から培養

液を DMEM に 0.2％BSA を加えたものに変更し、2 時間後に CRH を 10-9M～

10-6M、DEX を 10-9M～10-5M の濃度でそれぞれ加えた。2 時間後と 6 時間後に

RNAを3.3.5で述べたものと同様の方法で抽出し、リアルタイムPCR法でNMB、

POMC、β-アクチンの遺伝子発現の解析を行った。各遺伝子発現はβ-アクチン

の発現量を用いて標準化し、ΔΔCt 法を用いてコントロールとした遺伝子発現

との相対的発現量を求めた。 
 

4.2.5  AtT-20/D16v-F2 へのニューロメジン B 

受容体拮抗薬の投与 
 
 AtT-20/D16v-F2 を 4.2.1 で述べた方法で培養し、薬剤投与時から 96 ウェル

プレート（Becton Dickinson 社）に 2.0×104個/ウェルの濃度で播種した。溶媒、

NMB と NMB 受容体拮抗薬（PD168368）をそれぞれ 10-7M～10-5M の濃度で

加えた。NMB siRNA は 10nM の濃度で SiTran1.0（OriGene 社）と共に培養

液に加えた。試薬投与後 0,24,48,72 時間後の細胞増殖を Cell Proliferation Kit I  
(Roche Applied Science 社)を用いて評価した。また試薬投与 24 時間後の細胞か

ら RNA ならびに蛋白を抽出してリアルタイム PCR 法ならびにウェスタンブロ

ッティング法でPOMCの遺伝子と蛋白の発現をそれぞれ評価した。RNA抽出、

リアルタイム PCR については 3.3.5 に記載した通りの方法で行った。蛋白抽出
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は 6 ウェルプレート（Becton Dickinson 社）に細胞を 1.0×105個の密度で播種

し、試薬投与 24 時間後に培養液を除き PBS で 3 回洗浄した後 Cell lytic M
（Sigma-Aldrich 社）を 100µL 加えた。15 分間室温で振盪した後不溶性の物質

を遠心分離で除き蛋白を回収し、以下に示すウェスタンブロッティング法によ

ってPOMC蛋白の発現を検討した。細胞より得られた蛋白は10µgずつを用い、

還元剤入り SDS サンプルバッファーを加え 95℃5 分でボイルし、アクリルアミ

ドゲルにアプライした。SDS-polyaclylamidegel electrophoresis 法によって蛋

白を質量別に分離し、ニトロセルロース膜（Millipore 社）に転写した。転写後

ニトロセルロース膜を 4%BSA と 0.1%の Tween-20（東京化成社）を含んだ PBS
に室温で浸透しながら1時間浸漬した。4％BSAと0.1%のTween-20を含むPBS
に一次抗体を加えた液を加え 4℃で一晩静置した。一次抗体はマウスモノクロー

ナル抗 ACTH 抗体（Santa Cruz Biotechnology 社）を 200 倍の濃度で用いた。

4％BSA と 0.1%の Tween-20 を含む PBS で 3 回洗浄した後 4％BSA と 0.1%の

Tween-20 を含む PBS に二次抗体を加えた液を加え室温で 2 時間振盪した。二

次抗体には HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（Santa Cruz Biotechnology 社）

を使用した。HRP の検出には ImmunoStar LD（和光純薬工業）を用いた。蛍

光観察には LAS-4000 mini（富士フイルム社）を用い、画像解析ソフトウェア

として Multi Gauge 3.0（富士フイルム社）を用いた。 
 

4.2.6 AtT-20/D16v-F2 へのニューロメジン B  

siRNA の投与実験 

 
 AtT-20/D16v-F2 を 4.2.1 で述べた方法で培養し、薬剤投与時から 96 ウェル

プレート（Becton Dickinson 社）に 2.0×104個/ウェルの濃度で播種した。NMB 
siRNA は 10nM の濃度で SiTran1.0 と共に培養液に加えた。比較対象として担

体となる試薬（SiTran）のみの群と、siTRAN と control siRNA を共に加えた

群を設定した。siRNA 投与後 0,24,48,72 時間後の細胞増殖を Cell Proliferation 
Kit I  (Roche Applied Science 社)を用いて評価した。また試薬投与 24 時間後

の細胞から RNA ならびに蛋白を抽出してリアルタイム PCR 法ならびにウェス

タンブロッティング法で POMC の遺伝子と蛋白の発現をそれぞれ評価した。

RNA抽出、リアルタイムPCRについては 3.3.5に記載した通りの方法で行った。

ウェスタンブロッティング法は 4.2.5 で示した通りの方法で行った。 
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4.2.7 実験に用いたヒト下垂体検体について 
 
 2003 年 1 月から 2013 年 8 月までの期間に当院で経蝶形骨洞的下垂体腺腫摘除

術を受けた ACTH 産生下垂体腺腫、成長ホルモン（GH）産生下垂体腺腫、非

機能性下垂体腺腫の患者を対象として、摘出検体の病理切片を遺伝子発現解析

と免疫染色による蛋白発現解析に用いた。ACTH 産生下垂体腺腫は 0.5mg デキ

サメサゾン抑制試験で ACTH とコルチゾールが抑制されない、CRH 負荷試験

で ACTH が正常あるいは過大反応を示す、尿中遊離コルチゾールが基準値以上

であるなどの内分泌学的評価での ACTH 産生能と、病理所見で ACTH が腫瘍細

胞に陽性であるという病理学的な評価が揃っているものと定義した。GH 産生下

垂体腺腫は 75g ブドウ糖負荷試験で GH 底値が 1ng/mL 未満に低下しない、GH
過剰の臨床症状（顔貌の変化、軟部組織の肥厚など）を認める、甲状腺刺激ホ

ルモン放出ホルモン負荷試験で GH の奇異性上昇を認めるなどの内分泌学的評

価と、病理所見で GH が腫瘍細胞に陽性であるという病理学的な評価が揃って

いるものと定義した。非機能性下垂体腺腫は上記のホルモン負荷試験や蓄尿検

査の結果内分泌学的にホルモンの過剰分泌の所見を認めず、病理所見で下垂体

前葉ホルモン（ACTH、GH、甲状腺刺激ホルモン、プロラクチン、黄体形成ホ

ルモン、卵胞刺激ホルモン）が全て陰性であるものと定義した。ACTH 産生下

垂体腺腫、GH 産生下垂体腺腫、非機能性下垂体腺腫の各群でそれぞれ 6 例の患

者を対象として検討を行った。この研究はヘルシンキ宣言と医薬品の臨床試験

の基本理念に従って施行した。 
 

4.2.8 ヒト下垂体腺腫の免疫染色 
 
 固定した切片はキシレンに浸漬しパラフィンを除き、100%エタノール、90%
エタノール、70％エタノールに連続して浸漬して水和した後 PBS で洗浄した。

5％の BSA と 0.1％の tween-20 を含む PBS を加え 30 分室温で静置した後 5％
BSA と 0.1％tween-20 を含む PBS に一次抗体を加えた液を加え 1 時間静置し

た。一次抗体としてウサギポリクローナル抗 NMB 抗体（Sigma-Aldrich 社）を

100 倍、マウスモノクローナル抗 ACTH 抗体（Santa Cruz Biotechnology 社）

を 200 倍の濃度でそれぞれ用いた。PBS で 3 回洗浄を行った後、二次抗体とし

て 5％BSA と 0.1％tween-20 を含む PBS に Alexa Fluor 594-conjugated 抗マ

ウス IgG 抗体（Molecular Probes 社）と Alexa Fluor 488-conjugated 抗ウサ

ギ IgG 抗体（Molecular Probes 社）を 200 倍の濃度で混合したものを加え 30
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分遮光下で静置した。以後の過程は可能な限り全て遮光下で行った。核染色と

して DAPI を使用し、固定用の VECTASHIELD HardSet mounting medium 
with DAPI (Vector Laboratories 社)を滴下しスライドグラスを載せて観察した。

観察には蛍光顕微鏡 BZ-900（キーエンス社）を用いた。  
 

4.2.9 ヒト下垂体腺腫の遺伝子発現の検討 
 パラフィン包埋された病理検体から PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit
（Life Technology 社）を用いて総 RNA を抽出した。まず 10µm 厚の切片を 5
片 RNase-free 1.5mL tube に入れ、300µL の Melting buffer を加えた。最高速

度で 20 秒遠心した後 72℃で 10 分間静置した。20µL の Proteinase K を加え

60℃で 3 時間静置し、最高速度で 1 分遠心した。分離されパラフィン層をピペ

ットでで貫いて下の液層を回収、別の RNase-free tube へ移した。400µL の

Binding Buffer と 800µL の 100％エタノールを入れてよく混合し、700µL のサ

ンプルを Spin Cartridge に入れた。800g で 1 分間遠心し、濾過液を捨て 500µL
のWash Buffer を入れた。最高速度で1分遠心し、濾過液を捨てた。Wash Buffer 
を入れ最高速度で 1 分遠心し、濾過液を捨てる過程をさらに 2 回繰り返した。

Spin Cartridge を 1.7mL の新しい Recovery tube に入れ、65℃で温めておいた

50µL の RNAase-free water を入れ、1 分間静置するした後最高速度で 1 分遠心

し、Recovery tube 内に溶出された総 RNA を回収した。得られた RNA から 3.2.4
で述べた方法で cDNA を得た。cDNA と NMB、NMB 受容体、β-アクチンの

各遺伝子特異的プライマーを fast SYBR Green PCR Master Mixと混合し、ABI 
7500 fast real-time PCR system (Applied Biosystems 社)を用いて遺伝子発現

を調べた。各遺伝子特異的プライマーは 3.2.5 に示した通りである。各遺伝子発

現はβ-アクチンの発現量を用いて標準化し、ΔΔCt 法を用いてコントロールと

した遺伝子発現との相対的発現量を求めた。 
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4.2.10 統計方法について 
 
 図表のデータは全て平均値±標準誤差で表記した。二群間の平均の検定には

対応のない Student の t 検定を用いた。他群間の平均の検定には one-way 
ANOVA を用い、有意差を認めた場合は post hoc 試験として Tukey-Kramer 法
を用いて各群間を比較した。p 値が 0.05 未満の場合に有意差のある差を認める

と定義した。それぞれの実験においては 3 回の独立した実験を行いデータを得

て統計的に解析した。統計解析においてはソフトウェアとして IBM SPSS 
statistics バージョン 21（IBM 社）を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

33 
 



4.3 実験結果 

4.3.1  AtT-20/D16v-F2 の免疫染色 
 
 ウサギポリクローナル抗NMB抗体を用いたAtT-20/D16v-F2の免疫染色で細

胞質に顆粒状に NMB が陽性となった。ウサギモノクローナル抗 NMB 受容体

抗体を用いた免疫染色で NMB 受容体が細胞全体に広く陽性となった。マウス

モノクローナル抗 ACTH 抗体を用いた免疫染色で細胞質に ACTH が広く陽性

となった。NMB、NMB 受容体、ACTH はいずれも AtT-20/D16v-F2 に発現し

ていることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

34 
 



図 7  AtT-20/D16v-F2 の免疫染色 
 
      抗 NMB 抗体           抗 NMB 受容体抗体 
   （緑：NMB、青：DAPI）     （緑：NMB 受容体、青：DAPI） 
     

 

 
 
 

抗 ACTH 抗体（赤：ACTH、青：DAPI） 
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4.3.2  AtT-20/D16v-F2 における 

ニューロメジン B 発現調節の検討 
 
 AtT-20/D16v-F2 に対する CRH の投与により 2 時間後、6 時間後に POMC の

遺伝子発現は増加したが、NMB の発現は有意な変化を認めなかった（図 8）。
DEX の投与により POMC の遺伝子発現は低下したが、NMB の発現は有意な変

化を認めなかった（図 9）。 
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図 8 CRH 投与後の遺伝子発現の変化 
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図 9 DEX 投与後の遺伝子発現の変化 
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4.3.3  AtT-20/D16v-F2 へのニューロメジン B 

受容体拮抗薬の投与 
 
 AtT-20/D16v-F2に対してNMBを投与したところ細胞の増殖数は溶媒の投与

と有意な差を認めなかった。NMB 受容体拮抗薬である PD168368 を 5×10-7M、

10-6M の濃度で投与すると細胞増殖は有意に抑制された。PD168368 による細胞

増殖抑制効果は NMB を投与しても回復しなかった（図 10）。 
 リアルタイム PCR 法での検討では試薬投与 24 時間後の POMC の mRNA 発

現は PD168368 の 10-6M の濃度での投与で有意に低下していた。ウェスタンブ

ロッティング法での検討では試薬投与 24 時間後の POMC 由来蛋白の発現は

PD168368 の 5×10-7M と 10-6M の濃度での投与で低下していた（図 11）。 
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図 10 NMB 受容体拮抗薬 PD168368 の投与による細胞増殖能の変化 
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図 11 NMB 受容体拮抗薬 PD168368 の投与による POMC 発現の変化 
 

 
            遺伝子発現の変化                      蛋白発現の変化 
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4.3.4 AtT-20/D16v-F2 へのニューロメジン B  

siRNA の投与実験 

 
 NMB の siRNA を投与すると 24 時間後に NMB の RNA 発現は 10%程度まで

低下した。siTRAN のみ（vehicle）と control siRNA 投与では NMB 発現は変

化しなかった（図 12-A）。 
 細胞増殖は NMB siRNA の投与によって有意に抑制された（図 12-B）。 
 リアルタイム PCR 法での検討では試薬投与 24 時間後の POMC の mRNA 発

現とウェスタンブロッティング法での検討では siRNA 投与 24 時間後の POMC
由来蛋白の発現は NMB siRNA の投与で低下傾向を認めたが、有意な差はなか

った（図 13-A,B）。 
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図 12 NMB 受容体拮抗薬 PD168368 の投与による細胞増殖能の変化 
 
A                           

 
B 
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図 13 NMB 受容体拮抗薬 PD168368 の投与による POMC 発現の変化 
 
A 

 
B 
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4.3.4 ヒト下垂体腺腫の免疫染色 
 
 ACTH 産生腺腫では ACTH 陽性細胞のみならず周囲の細胞も含めて広範に

NMB の発現を認めた（図 14-A）。GH 産生下垂体腺腫では GH 陽性細胞で一部

に NMB の発現を認めるものの、背景細胞にはほとんど NMB の染色像を認め

なかった（図 14-B）。非機能性下垂体腺腫では NMB の陽性像はほとんど認めな

かった（図 14-C）。 
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図 14 ヒト下垂体腺腫における NMB の発現 
 
A                             B 
赤：ACTH、緑：NMB、青：核染色（DAPI）         赤：GH、緑：NMB、青：核染色（DAPI） 
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C 
緑：NMB、青：核染色（DAPI） 
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4.3.5 ヒト下垂体腺腫の遺伝子発現の検討 
 
 NMB の mRNA 発現は非機能性下垂体腺腫、GH 産生腺腫と比較して ACTH
産生腺腫で有意に増加していた。NMB 受容体の mRNA 発現も同様に非機能性

下垂体腺腫、GH 産生腺腫と比較して有意な増加を認めた。NMB、NMB 受容

体共に非機能性下垂体腺腫と比較してGH産生腺腫で発現が多い傾向を認めた。 
（図 15） 
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図 15 ヒト下垂体腺腫における NMB の遺伝子発現 
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4.4 考察 
 
 下垂体癌の細胞株である AtT20/D16v-F2 は特異的抗体を用いた免疫染色で

NMB、NMB 受容体、ACTH の前駆体である POMC の蛋白発現を認め、NMB
の作用を検討する実験に適していると考えられた。 
 第一部での検討を踏まえ癌細胞株でも CRH ならびに DEX が NMB の調整に

関与するかを検討したが、AtT20/D16v-F2 では CRH や DEX 投与による NMB
の発現変化は認めなかった。腫瘍細胞では NMB の発現が正常の調整機構を保

っておらず、また NMB の過剰発現が腫瘍細胞の増殖や機能亢進に影響する可

能性を考慮して NMB の作用を抑制することでの変化を検討することとした。 
 NMB受容体を特異的に阻害するPD168368の投与によって、AtT20/D16v-F2
の細胞増殖は抑制され、また産生されるPOMC由来蛋白も低下した。また、NMB 
siRNA の投与によって NMB 発現を低下させることで、同様に AtT20/D16v-F2
の細胞増殖は抑制され、自律性に産生される NMB が自己分泌あるいは傍分泌

の機序を介して自身の細胞増殖を刺激している可能性が考えられた。 
 次にヒトの下垂体腺腫においても同様の機構が見られるかを検討する目的で、

ヒト下垂体腺腫のサンプルを用いて検討を行った。ACTH 産生下垂体腺腫では

特異的抗体を用いた免疫染色で広範に NMB の発現を認め、またサンプルから

RNA を抽出して行ったリアルタイム PCR 法での検討でも同様に NMB の発現

は非機能性下垂体腺腫、GH 産生腺腫と比較して増加していた。また、NMB 受

容体も ACTH 産生腺腫において発現が増加しており、細胞株での実験と同様に

分泌された NMB が自己分泌または傍分泌の機序を介して ACTH 産生腺腫の細

胞増殖やホルモン分泌を刺激している可能性が考えられた。 
 ACTH 産生腺腫は通常巨大な腺腫となることは少ないが、周囲組織への浸潤

性が高いことが難治性となる要因となっている。また、ホルモン分泌能が高く、

高コルチゾールによる症状は全身臓器に及び多彩な合併症を呈する。NMB の作

用を抑制することで ACTH 産生腺腫の増殖の抑制、ホルモン分泌の抑制が可能

であるかどうか、今後の検討を要する。第二部の実験では腫瘍細胞株並びに病

理検体を用いた in vitro の実験が主体であり、NMB 抑制による抗腫瘍効果を確

認するためには動物を用いた in vivoの実験あるいはヒト下垂体腺腫の生細胞を

用いた実験が必要と考えられる。具体的には、ヌードマウスの皮下に腫瘍細胞

を投与して増殖させた後、NMB 受容体拮抗薬を投与して腫瘍径の変化ならびに

血中 ACTH の変化を見る実験ならびにヒト下垂体腺腫の生細胞に対して NMB
受容体拮抗薬を投与して細胞増殖抑制作用を見る実験が必要であり、今後これ

らの実験を進めて Cushing 病の治療としての可能性を検討していく予定である。 
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5．総 括 お よ び 結 論 

 
 今回我々は慢性副腎不全状態にあり ACTH 産生細胞の過形成・機能亢進を呈

するMC2Rノックアウトマウスの下垂体における遺伝子発現を検討しACTH産

生細胞の増殖や機能亢進に関わる因子を同定し、Cushing 病の治療ターゲット

となりうるかどうかを検討することを目的として実験を行った。 
 我々は第一部で示した「下垂体副腎皮質刺激ホルモン産生細胞におけるニュ

ーロメジン B の発現とその調節機構」の研究の結果、MC2R ノックアウトマウ

スの下垂体の検討から ACTH 産生細胞における NMB の発現を同定した。続い

て NMB は CRH の投与により発現が増加し、GC の投与により発現が減少する

という ACTH と同様に HPA 軸の関連因子によって調節されることを証明した。 
 NMB はボンベシン様ペプチドの一つとしてブタの脊髄から同定された物質

である。視床下部、下垂体を含む中枢神経系に広く分布し、最近では情動行動

との関連が報告されている。また、膵臓や消化管にも分布し、糖代謝や膵内分

泌・外分泌機能にも関与するとされる。また興味深い報告として、autocrine あ

るいは paracrine の機序によって腫瘍細胞の増殖や活性化を促す作用が肺非小

細胞癌、前立腺癌、大腸癌などの細胞株あるいはヒト腫瘍細胞で報告されてい

る。 
 第二部で示した「ニューロメジン B が下垂体副腎皮質刺激ホルモン産生細胞

の増殖と機能に与える影響の検討」の研究の結果、我々は NMB が下垂体 ACTH
産生細胞の腫瘍株系でもその受容体と共に発現しており、受容体拮抗薬や NMB 
siRNA の投与によって腫瘍株細胞の増殖は抑制されることを示した。また続く

ヒト検体での検討においてヒトの ACTH 産生腺腫でも NMB ならびにその受容

体の発現が亢進しており、NMB あるいはその受容体をターゲットとした薬物が

Cushing 病の治療として候補となりうることを示した。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
 本研究により、我々は初めて NMB が下垂体 ACTH 産生細胞に、特に副腎不

全状態や腫瘍細胞など増殖・機能が活性化した状態で発現することを見出し、

ACTH 産生腺腫による Cushing 病の治療ターゲットとなり得ることを示した。

今後研究を進め、Cushing 病の治療法の進歩に貢献できることが望まれる。 
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