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研究成果の概要（和文）：下垂体腫瘍幹細胞の分離培養、機能の解析を目的に研究をおこなった。非機能性下垂体腺腫
60例を確保し、解離処理後に凍結保存し、サンプルの同時測定を可能とした。非機能性下垂体腺腫のホルモン分泌能を
詳細に検討すると、70％以上で少量ではあるが、2つ以上の下垂体前葉ホルモンを産生していることが判明した。フロ
ーサイトメトリーにより、幹細胞マーカーであるnestinを解析し、多くの細胞で発現していることが判明した。下垂体
腺腫細胞の多分泌能は、幹細胞としての性格の可能性も示唆された。今後、下垂体腫瘍細胞の多分泌能の機序を調べる
ことで、腫瘍幹細胞につながる糸口が判明するかもしれない。

研究成果の概要（英文）：The aim of our research was to reveal the way of isolation culture and the 
function of pituitary tumor stem cells. 60 cases non-functional pituitary adenomas were frozen and stored 
after the dissociation process, allowed the establishing uniform conditions for measurement of the 
sample. It was found that more than 70% of non- functional pituitary adenomas secreted two or more 
anterior pituitary hormones.
Flow cytometric analyzes of nestin, a stem cell marker, was found to be expressed in non- functional 
pituitary adenoma cells. Multi- secretory function of the pituitary adenoma cells has also been suggested 
the possibility as a stem cell. In the future, by examining the mechanism of multi- secretory function of 
the pituitary tumor cells, a clue to tumor stem cells might be found.

研究分野： neurosurgery

キーワード： pituitary　primary culture　stem cell
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１．研究開始当初の背景 
下垂体幹細胞は、正常下垂体のホルモン非産
生細胞で、何らかの刺激（視床下部ホルモン
など）によって分化誘導され、下垂体ホルモ
ンの恒常性維持の一役を担っている可能性
が報告されている。一方、下垂体幹細胞から
腫瘍化することによって下垂体腺腫になる、
とする報告もあり、下垂体幹細胞には不明な
点が多い。下垂体幹細胞の研究はラットを用
いて行われることが多く、ヒトでの研究は進
んでいない。それは、下垂体腺腫自体が良性
腫瘍で増殖能が比較的弱いことから分かる
ように、幹細胞自体の増殖性も低く、また、
正常下垂体を用いることが制限されること
もある。そこで、下垂体腺腫の手術を通して
得られる、腫瘍細胞から非常に少ない下垂体
幹細胞を分離し、効果的に増殖させることが
必要となってくる。 
 
研究分担者の弓削類は、人工無重力装置（三
次元重力分散型模擬
微小重力発生装置：
３Ｄ -クリノスタッ
ト：以下３Ｄ-クリノ）
（右図）を用い、そ
の医学的，生物学的
利用についての世界
初の研究開発に直接
関わっている。宇宙
環境の無重力状態で
は，細胞の分化が抑制されることに着目し，
地球上で人工無重力環境を造り出す装置（３
Ｄ-クリノ）を使い，細胞培養できる独自の技
術を開発している．この細胞の分化抑制現象
は，弓削類らにより３Ｄ-クリノを使った研究
で検証され，未分化な多能性幹細胞の大量培
養が可能となる知見を得ている． 
 
研究により、無重力状態で効果的に下垂体幹
細胞を分離し、高密度培養が可能となれば、
視床下部ホルモン等を併用し、必要なホルモ
ンを産生する下垂体細胞に分化・誘導するこ
とが可能となる。そうなれば、今まで開発を
進めてきたゲルカプセル内に、分化・誘導し
た下垂体ホルモン分泌細胞を封入し、人工下
垂体を作製することが可能となる。 
 
２．研究の目的 
広島大学脳神経外科では工学部と共同で、人
工下垂体の開発を目指したゲルカプセルの
開発を進めてきた。近年、下垂体幹細胞が注
目されているが、その分離・培養には様々な
障壁があり、ヒトでの研究は進んでいない。
しかし、人工無重力装置を用いることによっ
て、未分化幹細胞の高密度培養を行うことが
できることが報告され、本研究では、この装
置を用い、人工的に無重力状態を作ることで、
従来よりも効率的に、下垂体幹細胞の分離・
培養を行い、下垂体における幹細胞の機能を
解析し、人工下垂体の構築を目指すことにす

る。 
 
３．研究の方法 
（１）下垂体培養細胞（GH3 細胞、AtT-20 細
胞）を用いて、無重力化において、下垂体細
胞が生物学的にどのように変化するかをホ
ルモン産生能で確認。 
（２）ヒト下垂体腺腫細胞の初代継代化。下
垂体腫瘍細胞の幹細胞の性格の一つとして、
ホルモンの多分泌能の有無に着目してしら
べた。まず、手術組織の一部を初代継代する
手法の確立を図る。 
（３）下垂体腺腫幹細胞の分離・誘導を細胞
塊（sphere）形成、幹細胞マーカ、Side 
population 法などで確認。 
 
４．研究成果 
（１）下垂体培養細胞の無重力下での検討 
成長ホルモン産生ラット下垂体腫瘍細胞
（GH3 細胞）については無重力下での変化に
一定の傾向は認められなかった。ACTH 産生ラ
ット下垂体腫瘍細胞（AtT-20 細胞）は腫瘍の
増殖能は無重力下と重力下とで変化なく、と
もに著しい増加を示し、ホルモンの値の変化
を詳細に検討できなかった。いずれにしても、
無重力環境下において、今回の検討方法では、
明らかな変化は得られなかった。下垂体癌を
用いることに限界があるとも考えられ、ヒト
下垂体腺腫細胞を用いた検討が必要と思わ
れた。 
 
（２）下垂体腺腫細胞の初代継代に際して、
いくつかの問題点が発生した。実験条件を均
一化するために、採取後から測定までの間、
凍結させる必要があり、その条件設定を行っ
た。腫瘍組織を採取後、血球を除去し、組織
を解離させ、凍結保存した。凍結の有無でホ
ルモン産生能に大きな違いが無いことを確
認できた。次に、腺腫細胞を培養すると、時
間経過にしたがってホルモン分泌能が低下
した。そこで、培養開始後 120 分での測定に
一定させて下垂体腺腫細胞からのホルモン
分泌能を比較するのが、妥当と判断された。 
 
次に下垂体腺腫細胞から分泌される各種下
垂体前葉ホルモンの測定検出下限を決めた。
これは、使用する培養液のみを用いて測定し、
得られた結果から、平均値に 3.29 S.D.（標
準偏差）を加える方法(J. Radioanal. Nucl. 
Chem. 245(1), 145-156 (2000)) によって行
うこととした。そこで、実際の測定を行い、
検出下限を以下に設定した。LH = 0 mIU/ml, 
FSH = 0.63 mIU/ml, PRL = 0 ng/ml, GH = 0 
ng/ml, TSH = 0.010 µU/ml, and ACTH = 8.3 
pg/ml. 
 
（３）下垂体腺腫幹細胞の検討 
手術摘出標本から下垂体腺腫細胞を採取し、
下垂体腫瘍幹細胞の分離培養、機能の解析を
おこなった。まず非機能性下垂体腺腫60例、



機能性下垂体腺腫
すべて解離処理後に凍結保存した。
 
非機能性下垂体腺腫の多系統にわたるホル
モン分泌能を詳細に検討すると、
少量ではあるが、
モンを産生していることが判明した。
 
フローサイトメトリーにより、幹細胞マーカ
ーの１つである
ところ、ほとん
が判明した
は、幹細胞としての性格の
た。 
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今後、下垂体腫瘍細胞の多分泌能の機序を詳
しく調べることで、幹細胞につながる糸口が
判明するかもしれない。
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