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研究成果の概要：GHRHとその受容体は中枢のみならず末梢組織での発現が報告されている。 新

規GHRHアンタゴニストMZ-5-156の子宮内膜癌細胞株HEC-1Aに対する直接的増殖抑制効果とそ

のメカニズムについてアポトーシスの観点より検討した。GHRHアンタゴニスト MZ-5-156によ

るヒト子宮内膜癌細胞に対する直接的増殖抑制効果が認められた。このメカニズムの一つとし

て、p53、p53AIP1、Fas、caspase3の活性を増強し Bcl-2の活性を減少することによりアポト

ーシスが誘導されることが示唆された。また、子宮内膜症の病態におけるGHRHおよびGHRHの

SV1受容体の関与について検討し、子宮内膜症病変の GHRHが局所因子として子宮内膜症の発

症・進展に影響を与えている可能性とGHRHアンタゴニストによる子宮内膜症の局所的治療法の

可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
成長ホルモン放出ホルモン growth 
hormone-releasing hormone (GHRH)は、1982
年、先端巨大症患者の GHRH産生膵腫瘍から
単離され構造決定された。本来、GHRHは視床
下部で産生され下垂体における GHの産生・
分泌を刺激する。ヒトGHRH は44個のアミノ
酸からなるが、そのhGHRH(1-44)NH2の生物活
性はhGHRH(1-29)NH2が担っている。GHRHは中
枢のみならず甲状腺、肺、消化管、膵、副腎、

卵巣、精巣、胎盤などの末梢組織においても
広くその発現が確認されているが、末梢組織
における生理的意義の詳細については未だ
不明である。hGHRH(1-29)NH2に対する様々な
GHRHアナログを合成する間に、Ala2をD-Arg2

に置換することによりアンタゴニスト作用
をもつことが同定され、これは下垂体からの
GH分泌を強く抑制した。研究協力者である
A.V. Schally 教授らのグループは、先端巨
大症・糖尿病性腎症のために開発した GHRH 
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アンタゴニストが膵臓癌・肺癌などの悪性腫
瘍において抗腫瘍効果を発揮することを見
出した。初め、この抗腫瘍効果は下垂体にお
ける GH分泌抑制、さらには肝臓における
IGF-Iの産生低下によるものと考えられた。
しかし、この間に、肺癌・膵臓癌・胃癌・大
腸癌・前立腺癌・乳癌などで GHRHの発現が
遺伝子・蛋白レベルで確認された。さらに、
腫瘍細胞上の GHRH受容体は下垂体と同じも
のではなく、その splice variant (SV)であ
ることが明らかになった。中でもSV1はGHRH
の直接的抗腫瘍効果を最も機能的に仲介し
ていることが、最近確認された。GHRHアンタ
ゴニストの抗腫瘍効果は下垂体からの GH分
泌を減少させ、さらには IGF-I/IGF-II分泌
を減少させることによる間接的作用が考え
られる一方、in vitroで直接的増殖抑制効果
も認められているが、その作用機序の詳細は
未だ明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、正常子宮内膜・卵巣・子宮内膜
症・婦人科悪性腫瘍細胞において、まずGHRH 
とその受容体の発現を検討し、GHRH および
GHRHアンタゴニストの細胞増殖・分化に対す
る効果とその作用機序について細胞周期・ア
ポトーシス誘導の観点から解明することを
目的とした。  
 
３．研究の方法 
(1) 新規GHRHアンタゴニストMZ-5-156の子
宮内膜癌細胞株 HEC-1Aに対する直接的増殖
抑制効果とそのメカニズムについてアポト
ーシスの観点より検討した。【方法】①HEC-1A
における GHRH, および GHRH機能性受容体と
してその splice variant ( SV1 )の mRNAの
発現を RT-PCR法により解析した。②HEC-1A
培養系にMZ-5-156 0.1nM̃1μMを添加し、48
時間後MTS取り込み法により細胞数を測定し
た。③1μM添加 48時間後のアポトーシス細
胞 の 出 現 頻 度 を Flow cytometry、
Hoechst33342染色により解析した。④アポト
ーシス誘導系として phospho-p53(Ser46)と
その標的遺伝子 p53AIP1、およびFas/Fasリ
ガンドシステム-Caspaseカスケードにおけ
るFasとcaspase3、またアポトーシス抑制系
として Bcl-2の蛋白発現量を Western blot
法により検討した。 
(2) 子宮内膜症の病態における GHRHおよび
GHRHの SV1受容体の関与について検討した。
【方法】①非子宮内膜症患者からの子宮内膜、
子宮内膜症患者からの子宮内膜および子宮
内膜症病変を採取し、RT-nested PCR法にて
GHRHおよびGHRHのSV1受容体mRNAの発現を
解析した。②子宮内膜症間質細胞(ESC)を血
清不含の培養液で48時間培養した。その後、
hGHRH(1-29)NH2を添加し2時間刺激した後の

培養上清を回収し、cAMP 濃度を EIAにて測
定した。③ESC細胞培養系に hGHRH(1-29)NH2 
10－7Mを添加し24、48時間後のDNA 合成能を
BrdU 取り込み法にて測定した。④ESC細胞培
養系にhGHRH(1-29)NH2 10

－6Mを添加し24、48
時間後、Flow cytometryで細胞周期について
検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ①HEC-1A細胞にGHRHおよびGHRH SV1 受
容体 mRNAの発現が認められた。②MZ-5-156
は細胞増殖を有意に抑制した。③晩期アポト
ーシス細胞数は 15.8%増加し、細胞核凝縮・
アポトーシス小体を認めるアポトーシス細
胞は 21.2％増加した。④phospho-p53、 
p53AIP1、Fas、cleaved-caspase3の蛋白発現
量は各々38.5%、33.7%、28.6%、30.1%増加し
たが、Bcl-2は38.4%減少した。 
すなわち、GHRHアンタゴニストによるヒト
子宮内膜癌細胞に対する直接的増殖抑制効
果のメカニズムの一つとして、p53、p53AIP1、
Fas、caspase3の活性を増強し Bcl-2の活性
を減少することによりアポトーシスが誘導
されることが示唆された。 
(2) ①非子宮内膜症患者からの子宮内膜、子
宮内膜症患者からの子宮内膜および子宮内
膜症病変の3種類の検体においてGHRH mRNA
の発現の割合はそれぞれ25％、26％、24％で、
ほぼ同程度であった。一方、SV1受容体mRNA
は子宮内膜症病変に63％の割合で発現して
いたが、子宮内膜においては0％（子宮内膜
症患者）、10％（非子宮内膜症患者）と有意
に少なかった。②培養ESCにおいてSV1受容
体mRNAの発現が認められた。培養上清中の
cAMPはhGHRH(1-29)NH2 10

－9M～10－6Mの範囲
で濃度依存性に増加した。③hGHRH(1-29)NH2 
10－7Mを添加し24、48時間後のESC細胞のDNA 
合成能は、各々対照の20％、27％に亢進して
いた。また、hGHRH(1-29)NH2 10

－6M添加では、
23％と33％に亢進した。しかしながら、SV1
受容体の発現が認められなかったESCでは、
hGHRH(1-29)NH2による増殖亢進作用は認めら
れなかった。④hGHRH(1-29)NH2 10

－6Mにより、
S期とG2/M期細胞の割合は対照群と比較して
有意に高値であった。一方、G0/G1期細胞の
割合は減少していた。 
 すなわち、子宮内膜症においてSV1を介し
たGHRHの直接的細胞増殖効果や細胞周期の
促進作用が示され、GHRHが局所因子として子
宮内膜症の発症・進展に影響を与えている可
能性とGHRHアンタゴニストによる子宮内膜
症の局所的治療法の可能性が示唆された。 
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