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研究成果の概要（和文）：副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)に焦点をしぼり、分泌顆粒の形成と細胞内輸送、特に分泌に関
わる新規因子の同定と抑制を目的とし、ACTH恒常的過剰発現細胞株を新規に作製した。蛍光タンパク（GFPとその変異
型をさす）を融合した野生型ACTH cDNA、splicing variantである大分子量ACTH cDNAをepisomal vectorを用いて、AtT
20細胞株へ導入した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて、ACTH分泌顆粒の細胞内局在を観察した。CRHや細胞外高カリウ
ム刺激で、ACTHの分泌が生じることを観察し、細胞膜直下の分泌顆粒の動態を、全反射顕微鏡を用いて観察した。

研究成果の概要（英文）：We focused on adrenocorticotropic hormone and tried to identify and suppress novel
 molecules playing major roles on formation and intracellular transport of secretory granules. Cells conti
nuously overexpressing ACTH were newly established through transfection to AtT20 cells of GFP-fused wild A
CTH and high molecular weight ACTH using episomal vector. Under confocal laser microscopy, intracellular l
ocalization of ACTH secretory granules and secretion of ACTH stimulated by CRH and extracellular high pota
ssium were observed. The dynamics of ACTH secretory granules under plasma membrane was also observed under
 total internal reflection fluorescence microscopy.
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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 2002,78[Suppl. Dec]:123-4, ホルモ

ン と 臨 床 50 巻   '02 臨 時 増 刊 号 

2002,50:41-4, ホルモンと臨床'03 臨時増刊

号 2003,51:44-7, Matsuno A et al.: Microsc 

Res Tech 2003,62:232-9)。 

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, 53:1177-80)。

そして細胞内でのEYFP-GH分泌顆粒の動態

を可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, 23:1-5)。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, 

18:1850-60)。 

また、平成 22 年までの科学研究費において

も、下垂体細胞における分泌装置として

porosome の形成機構について探求してきた。

その過程で、SIRT1 が脱アセチル化を通じて

PIP5Kγ の活性化をきたし TSH の分泌に関

与することを明らかにした（Asai-Akieda S 

et al: PLoS One  2010, 5:e11755)。   

このような TSH の分泌に最終的に関与する

分子が明らかになったように、ACTH の分泌

についても細胞膜直下で分泌に関与する分

子の解明が必要であると考えた。 

 

２．研究の目的 

機能性下垂体腫瘍、特に成長ホルモン(GH)

や副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)産生下垂体

腫瘍に対する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。本研究で

は、ACTH に焦点をしぼり、分泌顆粒の形成

と細胞内輸送、特に分泌に関わる新規因子を

同定し、この抑制を行う。このことにより、

機能性下垂体腺腫、ACTH 産生下垂体腺腫の

新規治療法の開発と大分子量 ACTH 産生腺

腫の病態解析を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

蛍光タンパク（GFP とその変異型をさす）

と ACTH との融合蛋白 (蛍光タンパク

-ACTH)の遺伝子を発現する、下垂体培養

細胞の stable cell line(GH3 cell と AtT-20 

cell)を確立する。ACTH をはじめとするペ

プチドホルモンは、細胞外からの分泌刺激

に素早く応答するために顆粒上および細胞

膜上に存在する分子が複合体を形成し、ホ

ルモン顆粒を細胞膜に繋ぎとめていると考

えられている。この複合体を形成している

因子を同定する。ついで、RNA 干渉を用

いてこれらの分子の作用を阻害し、ACTH

の分泌が抑制されることを明らかにする。 

 

４．研究成果 

副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)に焦点をし

ぼり、分泌顆粒の形成と細胞内輸送、特に

分泌に関わる新規因子の同定と抑制を目的

とし、ACTH 恒常的過剰発現細胞株を新規

に作製した。蛍光タンパク（GFP とその変

異型をさす）を融合した野生型 ACTH 



cDNA、splicing variant である大分子量

ACTH cDNAをepisomal vectorを用いて、

AtT20 細胞株へ導入した。共焦点レーザー

顕微鏡を用いて、ACTH 分泌顆粒の細胞内

局在を観察した。CRH や細胞外高カリウ

ム刺激で、ACTH の分泌が生じることを観

察し、細胞膜直下の分泌顆粒の動態を、全

反射顕微鏡を用いて観察した。 
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