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研究成果の概要（和文）： 

蛍光タンパクと成長ホルモンとの融合蛋白の遺伝子を発現する、ラット下垂体培養細胞におい

て、ポロソームの存在を確認した。ついで、ポロソームの分泌顆粒側の構成因子である VAMP

と介在分子である fodrinについて、これらが成長ホルモンの分泌において必須であることを明

らかにした。これらの分子の抑制が、成長ホルモンの分泌抑制をおこすこと、ひいては成長ホ

ルモン産生下垂体腺腫の新たな治療方法となりうると考えられた。  

 
研究成果の概要（英文）： 
Porosome was identified in an experimental rat pituitary cell expressing 
fluorophore-combined growth hormone. Both VAMP and fodrin were essential for the 
secretion of growth hormone. The suppression of these molecules induced the attenuated 
secretion of growth hormone. These results suggest that the suppression of VAMP and fodrin 
and the suppressed function of porosome will be a novel therapeutic target of growth 
hormone-producing pituitary adenomas. 
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１． 研究開始当初の背景 
平成 15 年までの科学研究費において、我々

は、GHの分泌に Rab3B蛋白と SNARE機構が必

須であることを明らかにし、下垂体ホルモン

の分泌の分子機構についてその一端を明ら

かにしてきた(松野彰ら：日本内分泌学会雑

誌 2002, ホルモンと臨床 50 巻  '02 臨時増

刊号 2002, ホルモンと臨床'03 臨時増刊号 

2003, Matsuno A et al.: Microsc Res Tech 

2003)。また平成 17年までの科学研究費にお

いても、蛍光色素である EYFPと GHとの融合

蛋白(EYFP-GH)の遺伝子を発現する、下垂体

培養細胞の stable cell lineを GH3 cellと

AtT-20 cell の 2 種類で確立した(Matsuno A 

et al.: J Histochem Cytochem  2005)。そ

して細胞内での EYFP-GH分泌顆粒の動態を可
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視化することに成功した。TRH, high K, CRH

などの刺激に応じて EYFP-GH分泌顆粒の細胞

内輸送と分泌を観察し得た。そして EYFP-GH

と ECFP-Rab3B の共発現系を作製し、細胞内

輸送はもちろんのこと分泌顆粒の放出にも

Rab3B が関与していることを明らかにした

(Matsuno A et al.: Brain Tumor Pathology 

2006)。また平成 19年までの科学研究費にお

いても、下垂体ホルモンの細胞内輸送におけ

る kinesin superfamily(KIF)の役割を明らか

にし、KIF をターゲットとした新たな治療法

の可能性を探求してきた。さらに R-Ras が

exocytosis の調整に関与していることも明

らかとした(Takaya A et al.: Mol Biol Cell  

2007)。 

 

２．研究の目的 

機能性下垂体腫瘍、特に GHや ACTH産生下垂

体腫瘍は、手術、薬物療法、放射線療法によ

っても十分な治療成績をあげることは困難

であり、さらなる治療方法が必要とされてい

る。これらの従来の治療法はホルモン産生を

抑制することを主眼としてきた。本研究が主

眼とする、下垂体ホルモンの細胞内輸送と

porosome を中心に分泌の過程をターゲット

とした治療法は、ホルモンの産生に関わらず

細胞内輸送と分泌を制御することにより機

能性下垂体腺腫の治療を行うものである。本

研究は特に分泌装置である porosome に焦点

をあて、その制御を行うことを目的とした。

このような下垂体ホルモンの細胞内輸送と

分泌の過程を明らかにすることは、下垂体ホ

ルモンの産生がみられても臨床的に症状を

示さない silent adenoma の silence の分子

機構についての知見をえることに通じるも

のである。 

 

３．研究の方法 

まず EYFPと GHとの融合蛋白(EYFP-GH)の遺

伝子を発現する、ラット由来の下垂体培養細

胞の stable cell line(GH3 cellと AtT-20 

cell)において、porosomeの存在を原子間力

顕微鏡（走査型プローブ顕微鏡）を用いて確

認する。porosomeの分泌顆粒側の構成因子で

ある VAMPと介在分子である fodrinに焦点を

あて、VAMPと ECFPの融合蛋白、および fodrin

と EGFPの融合蛋白を強制発現させ、共焦顕

微鏡下に観察し、これらの分子が porosome

の形成機構と GHの分泌に必須であることを

確認する。ECFP-VAMP、EGFP-fodrin、および

これら 2者を同時にトランスフェクションし

たのちに、分泌刺激(GH3には TRH, high K, 

AtT-20には high K, CRH)を加え、GHの分泌

過程、分泌顆粒が発芽し分泌をおこす際に、

ECFP-VAMP、EGFP-fodrinが作用している像を、

real-timeに観察する。さらに siRNAを用い

て VAMP, fodrinの作用を阻害し、porosome

の形成と GHの分泌が抑制されることを観察

する。 

 

４．研究成果 

我々がさきに確立した EYFPと GHとの融合蛋

白(EYFP-GH)の遺伝子を発現する、ラット由

来の下垂体培養細胞の stable cell line(GH3 

cell と AtT-20 cell)において、porosome の

存在を原子間力顕微鏡（走査型プローブ顕微

鏡）を用いて確認した。ついで、porosomeの

分泌顆粒側の構成因子である VAMP と介在分

子である fodrinに焦点をあて、VAMPと ECFP

の融合蛋白、および fodrinと EGFPの融合蛋

白を強制発現させ、共焦顕微鏡下に観察し、

これらの分子が porosomeの形成機構と GHの

分泌に必須であることを確認した。ラット

VAMP の cDNA についてはラット下垂体組織よ

り mRNA を抽出し、RT-PCR により作製した。

VAMP の cDNA に対して制限酵素サイトを PCR

に付加し組換えを行い、ECFP と融合させた。

この VAMPと ECFPの融合蛋白の組換え遺伝子

を、EYFP-GH の遺伝子を発現する、ラット由

来の下垂体培養細胞の stable cell line(GH3 

cell と AtT-20 cell)に導入した。トランス

フェクションは、Trans ITTMなどを用いて行

った。EYFP-GH と ECFP-VAMP について生物学

的免疫学的特性に変化がないことを Western 

blotting や細胞培養を用いて確認した。

fodrin についても同様に EGFP との融合蛋白

の組換え遺伝子を作製し、EYFP-GH の遺伝子

を発現する、ラット由来の下垂体培養細胞の

stable cell line(GH3 cellと AtT-20 cell)

に導入した。ECFP-VAMP、EGFP-fodrin、およ

びこれら 2者を同時にトランスフェクション

したのちに、分泌刺激(GH3には TRH, high K, 

AtT-20 には high K, CRH)を加え、GH の分泌

過程、分泌顆粒が発芽し分泌をおこす際に、

ECFP-VAMP、EGFP-fodrinが作用している像を、

real-time に観察した。観察は、共焦点レー

ザー顕微鏡のほかに、二光子顕微鏡を用いて、

細胞膜直下の分泌を観察した。その結果、こ

れらの分子が porosomeの形成機構と GHの分

泌に必須であることを確認した。ついで、

siRNAを用いて VAMP. fodrinの作用を阻害し、

porosome の形成と GH の分泌が抑制されるこ

とを観察した。VAMP, fodrinについていくつ

かの塩基配列をターゲットとして siRNAを作

成し、ベクターに組み込んで、EYFP-GH を発

現 す る GH3 cell と AtT-20 cell に



 

 

transfection した。そして、VAMP, fodrin

の発現が抑制されていることを、タンパクレ

ベルと mRNA レベルで確認した。これまでに

行ってきた分泌刺激(GH3 には TRH, high K, 

AtT-20には high K, CRH)に対して、EYFP-GH

の分泌が抑制されることを共焦点レーザー

顕微鏡で観察した。このことにより、GHの分

泌における VAMP, fodrin の役割をよりいっ

そう明確になった。これら、VAMP. fodrinの

抑制が、GHの分泌抑制をおこすこと、ひいて

は GH 産生下垂体腺腫の新たな治療方法とな

りうると考えられた。  
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