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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウスACTH産生細胞株であるAtT-20細胞を用いた検討でニューロメジン
B受容体拮抗薬PD168368の投与によりACTH産生ならびに腫瘍増殖がいずれも抑制され、さらにサイクリンEの遺伝
子発現も抑制を認めた。AtT-20を胸腺無形成マウスの皮下に投与したマウスへのPD168368の投与により血中
ACTH、コルチコステロンの低下を認め、生体への投与についても効果を発揮する可能性が示された。ヒトACTH下
垂体腺腫細胞では半数の症例でPD168368の投与によりACTH分泌低下を認めた。以上から本検討によりニューロメ
ジンB受容体拮抗薬がクッシング病の新規治療薬となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, using AtT-20 cells, a murine ACTH-producing cell line, we 
found that administration of the neuromedin B receptor antagonist PD168368 suppressed ACTH 
production, tumour growth and cyclin E gene expression. Administration of PD168368 to mice with 
thymic aplasia, transplanted AtT-20 cells subcutaneously, resulted in a decrease in blood ACTH and 
corticosterone, suggesting that PD168368 may also be effective when administered in vivo. In human 
ACTH pituitary adenoma cells, half of the cases showed decreased ACTH secretion after treatment with
 PD168368. These results suggest that a neuromedin B receptor antagonist may be a novel therapeutic 
agent for Cushing's disease.

研究分野： 内分泌

キーワード： クッシング病　ACTH　ニューロメジンB受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究からニューロメジンB受容体がクッシング病の新規治療ターゲットとなりうること、経路として細胞周期
関連蛋白、特にサイクリンEの抑制を介することが初めて示された。クッシング病では手術で寛解に至らない場
合の薬物治療薬の選択肢が限られており、ニューロメジンB受容体拮抗薬が将来的にクッシング病の新規治療薬
として開発を進めることで、クッシング病患者のQOLの改善に貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ACTH 産生下垂体腺腫を原因とするクッシング病は難病に指定されているが、その病態とし
ては下垂体腺腫から分泌された過剰な ACTH が副腎皮質からのコルチゾール分泌を刺激し、高
コルチゾール血症を引き起こす。臨床症状としては中心性肥満や皮膚のひ薄化などの外見上の
変化、高血圧、高血糖、骨粗しょう症などの代謝異常、易感染性、精神異常など多彩な症状を呈
し、感染症から死に至ることもまれではない。治療法としては外科的下垂体腺腫摘除が第一選択
であるが、1cm を超える腺腫では寛解率は 43%と低く、また寛解例でも 33%が再発すると報告
されている（Nieman et al. J Clin Endocrinol Metab. 2015）。薬剤治療としては現在コルチゾ
ール合成酵素阻害薬であるメチラポンが使用されているが、副腎に作用し高コルチゾール血症
を是正し合併症を抑制することが目的である。下垂体腫瘍を標的とした薬剤としてパシオレチ
ドが近年使用されるようになったが奏功率は 41.9%にとどまり、新規薬剤が必要とされている。 
 近年上皮成長因子受容体（EGFR)がクッシング病の病態に関わることが報告され（Fukuoka 
et al. JCI 2011）、また EGFR をユビキチン化する USP8 の遺伝子異常がクッシング病の原因と
なりうることも報告されている（Reincke et al. Nat Genet 2015）。申請者らは下垂体プロオピ
オメラノコルチン（POMC）産生細胞特異的 EGFR 過剰発現マウスを作成し、ACTH 産生下垂
体腺腫のモデル動物として治療薬の効果を in vivo で評価できる系を樹立した（Araki, Kameda 
et al. J Endocr Soc. 2017, 研究業績 1）。NMB 受容体は EGFR のチロシンキナーゼリン酸化を
促進することが報告されており（Moody et al. Eur J Pharmacol. 2010）、NMB 受容体拮抗薬は
EGFR の非活性化を介して ACTH 産生を抑制できる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは神経ペプチドであるニューロメジン B（NMB）が副腎不全状態のマウスの ACTH
産生細胞においてその発現が亢進していることを発見し、NMB と ACTH の分泌において関連
性を指摘してきた（Kameda H et al. Endocrinology 2014）。また NMB の受容体は肺非小細胞
癌細胞株で（Moody et al. Eur J Pharmacol. 2010）発現しており、腫瘍の増殖因子として研究
されていることから、腫瘍からの ACTH 分泌が亢進するクッシング病においても NMB が腫瘍
の増殖やホルモン分泌に関与し、NMB 受容体拮抗薬が治療薬となる可能性を考えた。 
 申請者はクッシング病・ACTH 産生下垂体腺腫のモデルマウスを以前に作成しており（Araki, 
Kameda et al. J Endocr Soc. 2017）、本研究ではマウス ACTH 産生腺腫のモデル細胞である
AtT-20 細胞、クッシング病モデルマウス、ヒト ACTH 産生下垂体腺腫細胞をそれぞれ用いて実
験を行い、薬剤の作用機序から臨床応用までを評価することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ・NMB 受容体拮抗薬の Pomc 遺伝子発現抑制ならびに細胞増殖抑制効果の作用機序の解明 
 申請者らは予備実験で NMB 受容体拮抗薬 PD168368 がマウス下垂体 ACTH 産生腺腫由来細胞株
であるAtT-20細胞の細胞増殖効果、Pomc遺伝子発現抑制効果が見られることを確認した。  本
年度は上記の効果がどのような細胞内シグナルを介しているかについて検討を加える。 
 具体的方法：AtT-20 細胞を PD168368 が各濃度で混合された培養液中で 24 時間培養したのち
RNA、蛋白質を抽出する。DNA マイクロアレイ法で薬剤投与によって変化するシグナル伝達系を
同定し、リアルタイム PCR 法ならびにウェスタンブロット法でその系に関わる因子の変化が起
きていることを確認する。 
・NMB 受容体拮抗薬の AtT-20 移植無胸腺マウスへの投与による生体内効果の確認 
 AtT-20 移植無胸腺マウスに対して NMB 受容体拮抗薬 PD168368 を投与し高 ACTH 血症の改善が
見られるかを調べると共に、マウスの健康状況を体重や摂餌量、活動性から評価し薬剤としての
副作用についても評価する。マウスが表現型を呈するまでに約 8ヶ月を要するため、マウスの交
配は令和 2年度中から開始し、本年度に薬剤投与実験を行う。 
 具体的方法：1.2mg/kg の PD168368 をマウス腹腔内に 3 週間連続投与したのち血液を採取し、
血中 ACTH、コルチコステロンを測定し治療による高 ACTH 血症の改善が見られるかを調べる。健
康状況についても適宜確認し副作用を評価する。 
・NMB 受容体拮抗薬のヒト下垂体腺腫における効果の検討 
 患者より得られたヒト ACTH 下垂体腺腫細胞に PD168368 を投与し、Pomc 遺伝子発現低下や細
胞増殖抑制効果が得られるかを調べる。ACTH 下垂体腺腫は発症頻度が低い疾患であるため、十
分な症例数を得るため本実験については令和 1年度に院内倫理委員会に計画を提出済みであり、
令和 2年度から 4年度にかけて対象患者の組み入れを行う予定である。 
 具体的方法：脳神経外科での下垂体腺腫摘出術時に腫瘍の一部を採取し培養プレートに播種
する。ACTH 下垂体腺腫に加え対照群として非機能性下垂体腺腫の細胞についても同様に検討す
る。PD168368 を各濃度で投与し、24時間後に培養上清、RNA を採取し培養液中 ACTH 濃度を ELISA
法で、Pomc 遺伝子発現をリアルタイム PCR 法で評価する。細胞生存率については同様の薬物投
与後に生細胞、死細胞を染色して評価する。 



 PD168368 投与による培養液中 ACTH 濃度の低下を認めた場合、ACTH 低下率と患者の年齢、性
別、手術前の血中 ACTH・コルチゾール濃度や腫瘍の大きさなどの臨床情報との相関を調べ、NMB
受容体拮抗薬の効果を期待できる患者群を同定する。 
 

 
図 1 実験計画のまとめ 
 
４．研究成果 
・NMB 受容体拮抗薬の Pomc 遺伝子発現抑制ならびに細胞増殖抑制効果の作用機序の解明 
 マウス下垂体癌細胞株である AtT-20 細胞をニューロメジン B（NMB）受容体拮抗薬である
PD168368 が各濃度で混合された培養液中で 24 時間培養したのち RNA、蛋白質を抽出して解析し
た。リアルタイム PCR 法では c-Fos、Nur77 などの転写因子の発現低下を認めた（図 2）。また、
ウェスタンブロッティング法では Pomc、サイクリン E1、CDK2 を抑制することが示された。WST-
1アッセイを用いた細胞増殖抑制効果の検討ではPD168368の投与24時間後の細胞生存率はコン
トロールと比較して 60%まで低下した。 
 マイクロアレイ解析ではニューロメジン B 受容体拮抗薬 PD168368 の AtT-20 細胞への投与に
よって、パスウェイ解析では細胞周期、脂肪合成系、mRNA プロセシング、p53 シグナリング、コ
レステロール代謝などにかかわる遺伝子系の変化が大きかった。特に細胞周期について、クッシ
ング病腫瘍細胞で発現が報告されているサイクリン E の遺伝子発現を検討したところ PD168368
の投与により抑制を認め、NMBR 拮抗薬の腫瘍抑制機序に関連すると考えられた。 
 

 
図 2 リアルタイム PCR 
 



 
図 3 ウェスタンブロッティング 
 
・NMB 受容体拮抗薬のクッシング病モデルマウスへの投与による生体内効果の確認 
 AtT-20 を胸腺無形成マウスの皮下に投与したのちに PD168368 ならびに対照としての DMSO を
連日腹腔内投与し腫瘍サイズの測定並びに投与 2週後の血中 ACTH、コルチコステロンを測定し 
た。腫瘍サイズは PD168368 群で有意に小さく、2 週投与後の血中 ACTH、コルチコステロンも
PD168368 群で有意に低かった（図 4、図 5）。 
 

   
図 4 腫瘍サイズ・増殖率         図 5 血中 ACTH・コルチコステロン 
 
・NMB 受容体拮抗薬のヒト下垂体腺腫における効果の検討 
 ヒト副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）産生下垂体腺腫の検討の症例を追加し計 7例での検討を行
った。ニューロメジン B 受容体拮抗薬 PD168368 の投与により 6 例中 4 例で POMC 遺伝子発現の
低下、3例でサイクリン Eの低下、上清中 ACTH 濃度の低下を認めた（図 6、図 7）。 

 
図 6 リアルタイム PCR         図 7 上清中 ACTH 濃度 
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