
日 zド貝:オ回ヨキ甫助垂主主による

1998 ~三左箆日司コ匡豆当会桓易ブヨ芸吾妻長幸良をき子主嘗

一在留中国人研究者研究助成ー'

財団法人日中医学協会

理事長中島章殿

研究室で撮影した本人のスナップ写真、及び発表論文のコピーを添付

l 研究者氏名見交 大 刀

I qq cf 年 3 月 6 日

研究機関祥kS僻前M¥{乾梢研究指導者丞不ゑi{iA職名私近
所在地〒6fo-o川待外キ央~~Il1] '7・£ー) 電話。Mーよみ--1"11l 内線 J961

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等においての口頭発表 ⑤ ・ 無 (学会名・内容)

争71i'l由利益i慨州、委総念1
下生等戸隠泳~f品川乙1勾す2]h f'c71ωI{，(，戸州ユよ0](A piJJsb.J匂誇警戒晴

(2)学会誌等に発表した論文 ⑤ ・ 無 (雑誌名・論文名)

神経も系ζう務
下色や克司主制札口え在すよhroωWip'1iIゆりエ.Jc.f'iJym'C1ヲ言言争附干え



3.今後の研究計画
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4.研究指導者の意見

この度、財団法人日中医学協会から在留中国人研究者研究助成金を

いただき、素晴しい研究の成果をあげることができました。大変感

謝を致します。殿大力先生は将来の医学、特に脳神経外科学の発展

にとって必要な人材と思われます。今後、本邦及び中国において多

くの研究成果を挙げ脳腫療の診断治療に貢献することを期待いたし

ます。
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研究テーマ
下垂体腺腫細胞に対するbromocriptineによるapoptosisの誘導機構

研究者氏名

殿大力
中国での所属・役職

中国河南省人民病院脳神経外科主治医師
日本での指導者氏名・所属・役職

指導者: 玉木紀彦神戸大学脳神経外科教授

要旨(日本語)

抄録:Bromocr ipt ine (Bro)は脳下垂体腺腫に対する薬物療法として有用で

ある。その作用機構は不明な点が多い。とくにBroによる下垂体腺腫の

apoptosis誘導についてはわかっていない。今回、我々はWestern

blottingとPolymerase chain reaction (PCR)にてp53，bcl-2，IP2i，IGF-
1， 1 GF-IR発現変化とBro誘導'性apoptosisの関係を検討した。 Bro処理によ
り、培養下垂体腺腫細胞にapoptosisの誘導が認められた。このapoptosis

誘導には、 p53とp21の発現允進とbcl-2の発現低下が関与していたが、
IGF-1とIGF-IRは関与していないと考えられた。

KEY WORDS 

bromocriptine， pituitary， apoptosis. 
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Programmed cell deathとしてのapoptosisは細胞死の形の一つであ

り、近年化学療法の作用機序との関連で注目されるようになってきた。種々

の抗癌剤は癌細胞にapoptosisを起こすことが知られているが、

bromocr ipt ine (Bro)の作用機序は不明な点が多い。とくに下垂体腺腫細胞

のapoptosis誘導については明らかでない。今回、我々はWestern

blottingにてwild -type p53、bcl-2、
p21、IGF-1とIGF-IR蛋自発現とBro誘導'性のapoptosisの関係を検討し、さ

らにpolymerasechain react ion (PCR)にて上記遺伝子の発現変化を検討

した。
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2、方法

1 )細胞

下垂体腺腫細胞株 (GH3とAtT-20細胞)を用いた。培養はRPMIとD-阻M

培地に10%FCS，glut細川e，antibioticsを添加し、 370C，5首C02の条件下

で行った。

2) Broの刺激

細胞1X107個に対しBroを0_01・40μg/ml作用させ、 48時間、 72時
間培養した後に評価を行った。

3) DNA fragmentationとHoechst33258 staining 

10μg/ml Bro作用後、 apoptosisの有無を2明アガロースゲル電気泳動

法とHoechst33258 stainingにて調べた。

4) Western blot t ingとPCR

Broイ乍用後1時間、 6時間、 24時間、 48時間、 72時間目に、

下垂体腺腫細胞から蛋白および:nNAを抽出した。 WesternblottingとPCRを

行い、 wild-typep53、bcl-2、p21、IGF-1とIGF-IRの発現変化を調べた。

3、結果

1) Broによるapoptosisの誘導

Broはdose-dependentにGH3とAtT-20細胞の増殖を抑制した。 10μg/ml

のBro作用後、 48時間と 72時間の状態で培養下垂体腺腫細胞にDNA

ladder patternが認められた。 Bro作用後l時聞から 24時間まではDNA

fragment at ionが認められなかった。 GH3とAtT-20細胞はBro作用後 48時

間目に、それぞれに60首と58協のtypicalapoptotic morphologyが認められ

た。

2) p53， bcl-2， p21， IGF-1， IGF-IRの発現変化
Bro作用後、 1時間より 72時間までp53の発現允進と 1時間より 24

時間までp21の発現充進、さらに 24時間より 72時間までbc1-2の発現低

下が認められた。 IGF-IとIGF-IRの蛋白はBro作用前後、発現変化が認めら

れなかった。

4、考察

Broはドーパミン作用をもっ麦角製剤で、プロラクチン産生腺腫お

よびGH産生腺腫1)の治療によく使われているが、 ACTH産生腺腫2)の治療に

も使われている。 Broは血中プロラクチン値と成長ホルモン値を低下させ

るだけでなく、腫蕩の縮小効果も有している。電子顕微鏡を用いた研究に

よってBroの投与により、細胞のnuclear pyknosis、 aggregated 

chromatin、 roughendoplasmic reticulumとGolgi apparatusの
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うことが証明されている3-5)。以上の所見及び他の生物化学の研究によっ
てBroがホルモンとDNAの生物合成を抑制することが明らかにされた6)。腫
療細胞のapoptosisに対する感受性は化学療法効果の重要な要因とされて
いる。種々の抗癌剤は癌細胞にapoptosisを起こすことが知られているが、
Broの詳細な作用機序は不明な点が多い。我々の実験結果から培養下垂体
腺腫細胞株においてもBroにより細胞死が誘導され、その死の形態はDNA
ftagmentationとHoechst33258 stainingの所見より、 apoptosisで、あるこ
とが分かつた。

近年、 apoptosis関連遺伝子に関する多くの研究成果によりapoptosis
分子機構が次第に明らかにされてきた。なかでも p53，bcl-2，p21， IGF-
I，IGF-IRとapoptosisとの関連は注目されるようになってきた。 p53は
apoptosisの誘導に必要とされている7，8)0p53は nuclearphosphoprムtein
であり、細胞の増殖と分化を調節する機能も持っている9)。癌抑制遺伝子
p53の機能喪失は広い範囲の癌の原因として重要な役割を果たしている9)。
多くの腫第細胞は正常t53機能の回復により細胞周期停止またはapoptosis
に陥る10)。一方、 DNA-damaging agentsの治療により細胞のp53の発現充
進が認められている11，12)0bcl-2遺伝子は議胞性B細胞リンパ腫のt (14， 
18)転座の解析を通して発現された癌遺伝子で、主に 26凶の膜蛋白に翻
訳され、ミトコンドリアに局在すると報告されている13，14)。特徴的なこ
とは、 bcl-2を過剰発現させた細胞は延命効果が現われることである 13，14)。
その後、 bcl-2は種々の系でgrowth factor withdrawalによって誘導され
た細胞死 (apoptosis)、或はp53-dependent apoptosisを抑制することが明
らかにされて13・16)0 bcl -2は、 p53とoppositeの機能を有していると考え
られている15.16)0 p21 (WAF1 /CI P1)はp53蛋白の下流で、機能としてはGl
cyclin-dependent kinaseを抑制し、さらにPCNAの活性も抑制するとされ
ている 17)0 p21は、 p53依存性またはp53非依存性に細胞分化に重要な役割
をしていることが知られている 18)0 IGF-1とIGF-1Rは正常細胞の
development，growthとsurvivalに重要な役割をしている。 IGF-lとIGF-IR
がetoposideとUV-lightによって誘導したapoptosisを抑制できると言われ
ている19，20)。これらのことより、我々もBro誘導性apoptosisとp53，bcl-
2， p21， IGF-1， IGF-IRの発現の関係を検討したD 今回、 Westernblottingと
PCRを用いて、 Bro作用後、 p53，p21の発現充進とbcl-2の発現低下を証明し
た。 IGF-1とIGF-IRの蛋白はBro作用前後、発現変化が認められなかった。
以上のことはBroが培養下垂体腺腫細胞にp53依存性のapoptosisを誘導す
ることを示している。

5、結語

これらの点は下垂体腺腫細胞に対するBroの抗腫蕩効果にapoptosisが
関与していることを示している。このapoptosis誘導機構には、 wild-type

， 
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p53とp21のupregulation， bcl-2のdownregulationが関与しているが、
1GF-1と1GF-1Rは関与していないと考えられた。 Bro誘導性apoptosisはp53
依存'性のapoptosisであることが示された。
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