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研究成果の概要（和文）：目的；下垂体腫瘍におけるGremlinの意義について検討する。
方法及び結果；Gremlinの組織での発現とpositive controlとしてのbeta-actinとの発現対比率を蛍光免疫染色から解
析し、検討した。別にendothelial progenitor cellに特異的な抗原CD133も同様にmicroarrayを染色した多重相関の解
析においては、腫瘍サイズ、腫瘍浸潤のgradingに寄与する項目の統計学的有意差、寄与度検定も検定可能でった。こ
こにおいてCD34, CD133とのco-localizationを解析して　その相関性を実証した。

研究成果の概要（英文）：Expression of Gremlin and CD34 was performed in pituitary adenoma tissues 
obtained during transsphenoidal surgery in 45 cases (7 PRLoma, 17 GHoma, 17, 2 ACTHoma, 2 TSHoma). 
CD34-positive vessels coexisted with Gremlin (p<0.005, r2=0.8589), and Gremlin and CD34 colocalized 
significantly (mean=0.690). Gremlin and microvascular density (MVD) were detected by 
double-immunofluorescence microscopy in CD34-positive vessels from tissue microarray analysis of 60 cases 
of pituitary adenomas (6 PRLoma, 23 GHoma, 22 NFoma, 5 ACTHoma, and 4 TSHoma). MVD was significantly 
correlated with an increased Gremlin level (linear regression: p<0.005 r2=0.4958). In contrast, Gremlin 
expression showed no correlation with tumor subtype or Knosp score. The high level of expression of 
Gremlin in pituitary adenoma tissue with many CD34-positive vessels and the strong coherence of these 
regions indicate that Gremlin is associated with angiogenesis in pituitary adenoma cells.

研究分野： 下垂体腫瘍　脳腫瘍　分子シグナル

キーワード： Gremlin　下垂体腫瘍　tumor angiogenesis　signal transduction
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
下垂体腺腫の病態に一つに、下垂体卒中

と呼ばれる腫瘍内出血で発症する様々な症
状が知られている。画像上では出血性梗塞が
疑われるものの、その機序については新生血
管の脆弱性が考えられているものの、未だに
定見を見ない。従来、腫瘍組織の血管新生と
は腫瘍細胞が分泌する PDGF や VEGF といった
HIF に encode される angiogenic factor が、
低酸素状態に曝されるている腫瘍局所で分
泌され、周辺の内皮細胞を刺激して細胞の遊
走や増殖を起こし、いわゆる tube formation
を誘導することで新生血管を構築するとい
う議論が盛んになされていた（Brem, 2004）。
しかし申請者らは、下垂体腺腫細胞で HIF が
低酸素刺激で発現が増加するにも関わらず、
VEGF の発現増加は見られず、組織の免疫染色
においても HIF と VEGF の co-localization
は見られなかった点を報告した (金、2005)。
従って下垂体腺腫の血管新生は VEGF 以外の
メカニズムを介している可能性があると思
われた。一方低酸素組織に特異的に取り込ま
れる FMISO を用いた PET scan では脳梗塞の
組織と同様に大きな下垂体腺腫ほどFMISOが
取り込まれることを 2006 年に Jensen らが報
告し、下垂体腺腫組織が低酸素状態に陥って
いることが臨床研究で明らかにされている。
しかし分子レベルでの低酸素およびHIFによ
って引き起こされる signal の検討は申請者
以外にはなされていない。我々は腫瘍細胞に
SDF-1 が 発 現 す る こ と で endothelial 
progenitor cell を誘導することで血管新生
を惹起させるという研究 (Liau, 2007)に着
目した。 
 
申請期間内での研究の概要 

我々は下垂体腺腫の血管新生の機序
のひとつとして、下垂体腺腫細胞が分泌す
るstem cell-derived factor (SDF)-1に
着目した。このchemokineにより骨髄で産
生されるendothelial progenitor cellを
腫瘍局所に誘導し(homing effect)、下垂
体腺種の血管新生を促進する事と、さらに
種々のSDF-1のreceptorを介した下垂体腺
腫の未知の細胞内シグナルを解明するこ
とで、下垂体腺腫の成長におけるSDF-1の
機能を解明することを目的とする。 

（２）この研究計画の独創的な点と予想され
る結果と意義 
  酸素供給の遮断による低酸素状態は
生命にとって極めて重篤な危機的状況で
ある。中枢神経の神経反射を介した呼吸
促進や心拍の増加といった臓器単位での
低酸素に応答した反射とは別個に 細胞
レベルにも低酸素ストレス刺激によって
活性化される低酸素関連転写因子 
hypoxia inducible factor (HIF)が存在
していることが近年明らかになった 
(Teur, 2000)。この転写因子は人体の正
常細胞に恒常的に存在し、様々な生体の

防御機構を制御することが次第に知られ
てきた。酸素供給の低下は腫瘍組織にお
いても危機的状況と言えるが、ごく最近
この因子はいくつかの腫瘍組織にも存在
していることが、報告されている。それ
らの腫瘍細胞では低酸素刺激によって
HIFが活性化し VEGFなどの多くの遺伝
子をencodeすることが報告されているが 
(Rusk, 2002)、腫瘍細胞が新生血管を通
じて酸素供給を増加させることで いわ
ば酸素を求めて自らの生存のために血管
新生を起こす防御機構を有しているのか
もしれない。FMISOという低酸素状態に陥
った組織にのみ取り込まれる核種を用い
たPET studyでは脳梗塞、悪性脳腫瘍と同
様に下垂体腺腫も正常下垂体とは異なっ
て取り込まれていた事が近年報告されて
いる(Jensen, 2006)。事実、申請者も下
垂体腺腫にHIFが発現することを報告し
た(Yoshida, 2005)。さらにHIFの
full-length cloneを下垂体腫瘍細胞に
transfectしてcDNA microarrayで網羅的
に遺伝子を検索した結果、chemokineの一
種であるSDF-1はHIFによって転写される
遺伝子に属していることを突き止めた。
従って、低酸素に陥った下垂体腺腫組織
では、HIFがSDF-1がencodeするとの着想
から我々が免疫染色を進めた結果、腫瘍
血管のみならず、実質の腫瘍細胞にも
SDF-1とそのreceptorの発現が確認され
るに至った。SDF-1は、当初は胎生期の虚
血に陥った血管内皮細胞が血液に分泌す
るchemokineの一種であり、骨髄の造血幹
細胞の分化誘導を刺激して、
hematopoietic progenitor cellから
endothelial progenさらに、この
endothelial progenitor cellを内皮細胞
まで誘導する、homing effectを有する正
常血管のvasogenesisを司る因子として最
近発見された (Zueger, 2005)。従って下
垂体腺腫細胞もSDF-1を分泌し、かつ
receptorも発現しているということは、下
垂体腺腫細胞自身が低酸素刺激によって
自律的にSDF-1を介した血管新生を促進し
ているのみならず、下垂体腺腫細胞同士が
SDF-1を分泌することでお互いに何らかの
シグナルを刺激しあっている可能性を示
唆している点に研究の意義があると思わ
れる。下垂体腺腫の分子生物学的研究は細
胞培養の困難さもあってか、病理切片を用
いた分子病理学的研究を除いてはin 
vitroの研究報告は極めて少ない。事実、
樹立培養細胞を用いた血管新生の動態を
分子形態学的に直接論じえた研究は未だ
なされてはいない。我々は既存の内分泌病
理学の観点に立脚した方法のみで この
腺腫細胞の血管新生の機序を論ずること
は不可能であろうと考え、今回の培養細胞
を用いた実験を含めた計画を企画した。低
酸素により惹起された血管新生といった



観点にたつ下垂体腫瘍の研究は今までの
内分泌学の立場での研究とは一線を引く
新しい学問となりうる点で独創的である
と予想され、新しい学問分野の構築が期待
出来る点に意義があると思われた。  

 
２． 研究の目的 

下垂体腺腫における低酸素状態におけ
る SDF-1 及びそのレセプターである
CXCR4,7 の発現とシグナルの下流域の解
析を目的とした。 

 
３． 研究の方法 
 
1. tissue microarray を用いた下垂体腺腫

における SDF-1 発現の定量的解析 
申請者はすでに下垂体腺腫組織の手術標本
をパラフィンブロックとして100例近く保存
しており、同時に台帳に年齢、性、subtype、
サイズ、臨床データをまとめてある。Tissue 
microarray をこれらのパラフィンブロック
から作成し、SDF-1 の組織での発現と
positive control としての beta-actin との
発現対比率を蛍光免疫染色から解析し、検討
する（金による）。実際には、今回申請した
image analysis software (Image Analysis 
Pro. ver. 3.10)で蛍光のpixelを数量化し、
統計解析システム(GraphPad Prism, ver. 4)
で多項ロジスティック回帰を行う（吉田、寺
本による）。さらに endothelial progenitor 
cell に特異的な抗原 CD133 も同様に
microarray を染色する。従って logistic 
multivariate analysis が可能となり、腺腫
の微小血管密度の濃度を決定するSDF-1やそ
の他の腫瘍サイズやsubtypeといった項目の
寄与度が解析可能となる。無論この多変量解
析においては、腫瘍サイズ、腫瘍浸潤の
grading に寄与する項目の統計学的有意差、
寄与度検定も検定可能である。 
 
2. CXCR4, CXCR7(SDF-1 receptor)ノックダ

ウン細胞と強制発現細胞の確立 
ヒト樹立下垂体腺腫細胞（HP-75）に CXCR4, 
CXCR7 の full length clone をを transfect
して強制発現させた細胞と、これらをターゲ
ットとした RNA 干渉(siRNA 法)でノックダウ
ンした細胞を作成する。これらの細胞に対し
て SDF-1 を培地中に加えれば、それぞれを比
較することでSDF-1の刺激によってreceptor
である CXCR4 もしくは CXCR7 を介した細胞内
のシグナルを receptor 別に解析可能になる
ことが期待される。大腸菌を用いた cDNA 
clone の増幅と細胞への vector を利用した
transfection などは申請者の施設に稼動中
の P2 level の実験室において行うが、研究
代表者（吉田）は以前よりそれらの機器を使
用して研究を進めており、操作も習熟してい
る。今回申請する研究に関する使用願いも提
出し、受理されている（日本医科大学組み換
え DNA 実験承認番号 日医 H17-19）。 

① real-time RT-PCR, Western blotting で
SDF-1 receptor の発現の変化を確認する。 
② cDNA microarray analysis 
何も transfectしてない細胞をコントロール
として、上述の細胞の発現遺伝子の変化を
cDNA microarray で網羅的に検討する。クラ
スター解析で有意に量的変化のあったもの
を抽出し、さらには既知の血管新生や腫瘍成
長に関連したシグナル伝達機構と照らし合
わせることで、SDF-1 が細胞表面細胞の
receptor を介した未知の機能と新たな細胞
内シグナル伝達経路の構築を解析する。 
 
3. 下垂体腺腫の細胞株の樹立 

申請者が所属する施設では年間およ
そ100例前後の下垂体腺腫の症例を手術して
いるが、平成 21 年度より 23 年度までは摘出
手術によって採取した下垂体腺腫組織を用
いてヒト下垂体腺腫細胞の cell line を樹立
する。従来樹立困難であった最大の理由は腺
腫細胞が初代培養の際、フラスコの底面に付
着しがたい点にあったが、我々は浮遊細胞を
除去した後に 細胞の洗浄をする際剥がれ
てくる腺腫細胞を別の collagen type I をコ
ートしたフラスコで培養すれば付着能が上
昇することでフラスコ底面に接着し、かつ血
球成分や fibroblast を完全に除去できるこ
とを見出した。現時点ではヒト樹立下垂体腺
腫細胞が驚くべきことにHP-75のみ一種類し
か知られていないので 樹立細胞を増やし
て平成 21 年度以降の実験に備える。(金によ
る。) 

 
4. 上記樹立細胞を使った細胞内シグナル

の研究 
    平成 20 年度に計画した研究で、低
酸素刺激により HIF、SDF-1、SDF-1 receptor
を介したsignalcascadeで制御される遺伝子
の候補が同定される。同時に transfect に適
正な細胞濃度、時間、薬剤濃度を絞り込む。
従って平成 21 年度からはヒト下垂体腺腫樹
立細胞を蓄積しつつ、cDNA microarray で有
意な発現を呈し候補に挙がった個々の遺伝
子の機能および signal pathway の検討を、
これら複数の樹立細胞で分析結果を蓄積し
た上で行う。20 年度と同様に遺伝子 clone を
腺腫細胞にtransfectし強制発現させたもの
細胞、clone の塩基配列をターゲットとした
siRNA により mRNA の機能を knock-down した
細胞を多数比較して候補遺伝子の発現を
real-time RT-PCR, Western blotting で行う
ことで、ヒト下垂体腺腫細胞に共通した
signal cascade として解析、選定する。 
 
5. peptide gel への封入培養 
前述したように下垂体腺腫細胞は 一般的
に継体を続けるに従って剥離しやすく、同時
に細胞の増殖や遊走、浸潤の変化を定量的に
厳密に測定しにくいが、細胞密度を厳密に揃
えて今回申請した研究を遂行する目的で



peptide gel(PuraMatrix)の中で培養維持す
る。この peptide gel は 2003 年にナノファ
イバー工学によりYokoiらにより合成された
人工 peptide（分子量 1,712）である。従来
使用されていた agarose や Matrigel と比較
するとゲル化する際小孔が 20-400nm と大き
く、液体はもとより蛋白分子の通過性が高い
ことが報告されていて 主に抗がん剤の徐
放性や幹細胞を封入した再生医療を目指し
た研究に利用されている。研究代表者の吉田
は、この物質の透過性に着目して培養上清に
放出された各種の下垂体ホルモンや
cytokine が極めて定量的に測定可能である
ことを報告した (Yoshida, 2007)。従って最
終的には平成 21 年度以降樹立されるホルモ
ン産生腫瘍の低酸素状態でのSDF-1分泌の動
態と SDF-1 の receptor を介したシグナルか
ら腫瘍成長や浸潤への関連、さらには各種下
垂体ホルモン産生に関連する研究へと展開
する。 
 
４． 研究成果 
（１）SDF-1 とその receptor である CXCR4
は培養酸素濃度を下げれば発現濃度が有意
に上昇した。SDF-1a の receptor である CXCR4
は下垂体腺腫のうち GH-oma に有意に多く発
現していたが、血中 GH の濃度と正の相関を
しめした。  
低酸素状態での CXCR4 下流の signaling 
pathway のうち Inhibin b-C (inhbc)を抑制
していたために GH 分泌が却って上昇してい
た。 選択的 CXCR4 antagonist である AMD3100
は Inhibin b-C mRNA の発現を促すことで、
GH 分泌を抑制したと考えられる。  
 
（２）別の SDF-1 receptor である CXCR7 の
発現を tissue microarray analysis で解析
した。（72 例の下垂体腺腫手術症例 16 
PRL-oma, 20 GH-oma, 28 NF-oma, 4 ACTH-oma, 
and 4 TSH-oma). RNA 干渉法（shRNA ）を用
いて下垂体腺腫細胞 At-T 20, a mouse 
pituitary adenoma cell の CXCR7 mRNA をノ
ックダウンして下流域のシグナルを cDNA 
miccroarray を用いて解析した。tissue 
microarray analysis で は NF-oma と
ACTH-oma での CXCR7 の発現が有意に高かっ
た。(Kruskal-Wallis test, p<0.01). CXCR7
下流域のシグナルには Pyk2, extracellular 
signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), 
large-conductance Ca(2+)-activated K(+) 
channels (BK(Ca)) channels, ACTH 
secretion を支配するシグナルに関与してい
た。従って. SDF-1 は下垂体腺腫の増殖と
ACTH分泌をCXCR7を介して支配している事を
明らかにした。 
 
（３）以上の実験を我々が考案した A6K とい
う人工ペプタイドを用いた新しい遺伝子導
入法を用いて行った。 
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