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シ ク ロ ス ポ リ ソ A の 下垂 体細胞 に お け る

プ ロ ラ ク チ ソ 産生抑制効果に つ い て の研究

一 培養 G H 3 細胞を用 い た検討 －

金沢大学医学部内科学第 一 講座 く主 任 こ 小林健 一 教授つ

永 井 幸 広
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シ ク ロ ス ポ リ ソ A くc y cl o s p o ri n A ， C s A l は ， 免疫抑制作用 の み な らず ， 下垂体， 副腎皮質 ， 畢丸 ， 膵 ラ 氏島な どの 内分

泌器官 に も作用 し ， そ れ らの 故能 に 影響を及ばす こ と が知 られ て い る ． 本研究で ほ ，
C s A の 下垂体細胞 に おける プ ロ ラ ク チ ソ

くp r ol a c ti n ， P R L l 放出お よび 産生に 及 ぼす影響を知る 目的で ， 培養 ラ ッ ト下垂体腫瘍細胞株 G H 3 細胞に 対す る同薬剤の 直接作

用に つ き検討 した ． 飽和状態の G H 3 細胞を 種々 の 濃度の C s A に て24 時間培養 した と こ ろ ． 培地内 P R L 含量は C s A 非存在

下に 比 して ，
1 0 0 n gノm l C s A で は 71 ．5 ％くp く0 ．0 り， 2 0 00 n gノm l C s A でほ 54 L2 ％くp く0 ．00 0 5J と 用量依存性 に 抑制 さ れ た ．

一

方 ，
C s A に よ り細胞内 P R L 含 量に は有意な変化 ほ認め られ なか っ た ． C s A の P R L 分泌抑制作用 は 1 0 0 n gノm l C s A 添加後

12 時間以 降で有意 で あ っ た ． また ，
1 0 0 n gノm l C s A 存在下で24 時間培養後に C s A を 除去 し， さ らに 培養 した細胞で は ， P R L

分泌能は C s A 非添加対照と同程度ま で回 復 した こ と よ り ，
C s A の P R L 分泌抑制作用 ほ可 逆性 の 変化であ ると考 え られ た ．

次 に ， 種 々 の P R L 分泌 刺激 ， すな わ ち 甲状腺刺激 ホ ル モ ン 放 出ホ ル モ ン くth y r o tr o pi n
－

r el e a si n g h o r m o n e ， T R H l ， 血管作動性

腺 ペ プチ ドくv a s o a c ti v e i n t e s ti n al p e ptid e ， V I Pl ， ホ ル ポ
ー

ル エ ス テ ル く12 － 0 － t et r a d e c a n o y トp h o rb oト1 3
－

a C e t at e
，
T P A l ， ジ ブチ

リ ル サ イ ク リ ッ ク A M P くN
6

．
0
2
1

－dib u t y r yl a d e n o si n e 3
，

こ 5
，

－m O n O P h o s p h a t e ． B t 2 C A M P l ， カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア くA 231 8 7I

等を加 えた 場合の G H 3 細胞 の P R L 放 出あ るい は生合成に 対 して ， C s A が い か な る影響を及 ぼすか に つ い て 検討した ． T R H ，

V I P
，
T P A

，
B t2 C A M P ， A 2 3 1 8 7 の P R L 放出促進効果に 対 して は ， C s A は特 に 影響 を及 ぼ さ な か っ た ．

一 方 ，
T R H

，
V I P

，

T P A
，
B t2 C A M P に よ り誘導 され る P R L 生合成は ， 明 らか に C s A に よ り抑制 され た ． P R L m R N A に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドプ ロ ー ブを 用 い た ノ
ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ

p

シ ョ ン では ，
C s A に よ り P R L m R N A の 発現量 は 減少す る こ と が

示 された ． 以上 よ り ，
C s A は P R L 遺伝 子の 発現を抑制す る こ と に よ り P R L の 生合成を低下させ ，

そ の 結果と して G H 3 細胞

の P R L 分泌を 低下させ るもの と考 え られ た ．

K e y w o r d s c y cl o s p o ri n A ， p r Ol a c t in s y n t h e sis ， P r O la c ti n r el e a s e ， p r Ol a c ti n m R N A ， G H 3 C e11

シ ク ロ ス ポ リ ン A くc y cl o s p o ri n A ， C s A l は ， 真菌の
一 種 で あ

る r ogッタO Cg d df 祝 m f 乃ノZ d 亡祝 m G d m J か ら抽出され た11 個 の ア ミ

ノ 酸か らな る分子量120 3 の 環状 ポ リ ペ プ チ ドで あり
り

， 強 力な

免疫抑制効果を有す る こ と か ら ， 臓器 移植に おけ る拒絶反応予

防
213

や ， 難治性 ネ フ ロ ー ゼ 症候群押上 l 型糖尿病
即I

，
ベ

ー

チ ェ ッ

ト 病
8I

などの 治療 に 用 い られ て い る ． C s A は
，

ヘ ル パ ー

T 細胞

に おけ るイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くi n t e rl e u ki n 2 ，II ．－21 遺伝子の 転写

を抑制す る こ と に よ り免疫抑制効果 を発揮する こ とが 知 られ て

い た
9I10I
が
，
1 98 4年 ，

C s A が 最初に 作用す る細胞内標的蛋白質，

シ ク ロ フ ィ リ ン くc y cl o p h ili n ， C y P I が 同定 され た こ とに よ り ，
同

薬剤の 作用機序に 関する研究に 急速 な進展 が見 られ た
1 り

． す な

わ ち
，
C s A は C y P と複合体を形成 し， C a

2 十

と カ ル モ ジ ュ
リ ソ

の 存在下に C s A － C y P 複合体は カ ル モ ジ ュ
リ ン 依存性 の 蛋白質

脱リ ン 酸化酵素で ある カ ル シ ニ ュ
ー リ ソ くc al ci n e u ri nl に 結 合

し
， そ の 脱リ ン 酸化酵素活性を阻害す る

埼 13I
． カ ル シ ニ ュ

ー

リ ン

平成 6 年 3 月2 9 日受付 ， 平成 6 年 4 月1 9 日受理

A b b r e vi atio n s こ B t 2C A M P ， N
6

，
0
2
．

－ dib u t y r yl a d e n o si n e

の 基 質で あ る 転写因子 くn u cl e a r f a c t o r of a c ti v a t e d T c ell s ，

N F－A Tl は ， 脱リ ン 酸化が う け られ ず核内 へ の 移行 が阻害 さ

れ 1
そ の 結果 1 し2 遺伝子 の 転写が抑制さ れ る こ と が 明 ら か と

な っ て きた
棚1 51

． 興味深い こ とに ，
C y P およ び カ ル シ

ニ
ュ

ー リ

ン ほ免疫担当細胞だけ で な く， 神経細胞や ， 脳下垂体 ， 副腎等

の 内分泌細胞 に も存在する こ と が分か っ て お り ，
それ らの 蛋白

が免疫系以外 の 細胞で も何らか の 生理 的機能 を担 っ て い る可能

性が考 え られ る
16 卜 18 1

． 事実， C s A は畢丸 で の ア ン ド ロ ゲ ン 合成

の 抑制
19 珊

，
副腎皮質機能の 抑制

21I22 1

， 膵 ラ 氏島月細胞に お ける

イ ン ス リ ソ 分泌の 抑制
23プ

等 ， 各種内分泌機能に も影響を 及 ぼ す

こ と が報告 され て い る ． 著者も， C s A 投与中に 著明な性腺機能

低下を生じた 症例を経験 し
紬

，
ま た ，
C s A 投与 ネフ ロ ー ゼ 症候

群患者に お い て ， C s A の 下垂体ホ ル モ ン 分泌に 及ぼす影響を検

討 した 結果 ，
甲状腺刺激ホ ル モ ン くth yr o tr o pi n ， T S 叩 ，

プ ロ ラ

ク チ ン くpr ol a c ti n ， P R L l の 有意 な 低下 と黄体刺激 ホ ル モ ン

3
，

二 5
，

－ m O n O p h o s p h a t e 三 C s A ， C y Cl o s p o rin A i C y P ，

C y Clo p hilin ニ D A G ， dia c ylgly c e r ol ニ E D T A ， e t h yle n e di a m i n et e t r a a c etic a cid 3 F S H ， f olli cl e s ti m u l a tin g h o r m
o n e ニ

Iし2
，
i n t e rl e u ki n 2 ニI P 3 ， i n o sit ol t rip h o s p h at e ニ L H ， 1u t ei nizin g h or m o n e ニ N F

－ A T
，
n u Cl e a r f a ct o r of a c ti v at e d T



5 8 6

く1 u t ei ni zi n g h o r m o n e ． L Hl お よ び 卵胞刺激 ホ ル モ ン くf ollicl e

S ti m ul a ti n g h o r m o n e ， F S 用 の 低下憤向が認め られ た こ と を 報

告 して きた
25－

． しか し
，
こ れ まで の 報告は すべ て ， 生 体 内で の

検討結果 で あり ， C s A の 内分泌細胞に 対す る直接作用 を検討 し

た報告は少ない ． そ こ で 本研究 で ほ
，
培養 ラ ッ ト下垂体腫瘍細

胞株 G H 3 細胞を 用い ，
C s A の 下垂体細胞に お け る P R L 放 出お

よび産生に 及ぼす直接的影響の 有無 に つ い て 検討 を行 っ た ．

材料お よび方法

王 ． 試 薬 類

C s A ほ サ ン ド薬品く東京コよ り供与を受けた ． rT －
3 2

pコA T P く比

活性 300 0 C iノm m 棚 は ア マ シ ャ ム ー ジ ャ パ ン く東京ンの 製品を用

い た ． ノ ニ デ ッ ト P
－4 0

，
ホ ル ポ

ー ル エ ス テ ル く1 2－0
－t et r a d e c －

a n o yトp h o rb oト1 3
－

a C e t a t e
，
T P Al ， ジ ブ チ リ ル サ イ ク リ ッ ク

A M P くN
S

，
0
2
．

－d ib u ty r yl ad e n o sin e 3
J

こ 5
，

－

m O n O p h o s p h a t e ，

B t2 C A M P l ， カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア くA 231 8 71 ， ト リ バ ン プ

ル ー は Sig m a くS t ． L o u i s ， U S A l 製 を用 い た ． 甲状腺刺激 ホ ル モ

ン 放出ホ ル モ ン くth y r o t r o pi n－r el e a si n g h o r m o n e ， T R Hl お よび 血

管作動性腺 ペ プ チ ドくv a s o a c ti v e i n t e s ti n al p e pti d e ， V I P J ほ ペ プ

チ ド研究所く箕面I よ り購入 した ． こ れ 以外 の 試薬 で 特に 会社名

の 記載の ない も の は い ずれ も和光純薬く大阪1 の 製品を 用い た ．

工 ． 細胞培養

培養 ラ ッ ト 下 垂体腫瘍細胞株 G H 3 細 胞 ほ ，
1 9 6 8 年 に

T a s hji a n らに よ り樹立 された 細胞棟 であ り
26J

，
成長 ホ ル モ ン

くg r o w th h o r m o n e ， G H トお よび P R L を塵生 ， 分泌す る こ とが 知

られ て い る
釘，

． こ の 細胞 を1 2 穴培 養 プ レ ー ト に 1 穴 あ た り

2 x l O
5

個 の 密度と な る よ うに 播種 し
，
1 5 ％ ウ マ 血 清 くG工B C O ，

N e w Y o rk ， U S Al ， 2 －5 ％ 牛胎仔血 清 くGIB C O l お よ び 50 Uノm l

ペ ニ シ リ ン と 50 m gノm l ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 ん だ ハ ム

ト10 培地 くG工B C Ol で培養 し， 飽和状態に 達 した後 ， 以下の 実

験 艦 供 した ．

皿 － C s A の P R L 分泌に 対す る影響

1 ． 各種 C s A 濃度に おけ る培地中 へ の P R L 分泌に 対す る効

果

C s A は 非親水性 で あるた め
，
エ タ ノ ー ル に て 溶解 し実験 に 用

い た ． また
， 対照と して エ タ ノ ー ル を 用 い た ． 1

，
1 0

，
5 0

，
1 0 0

，

5 0 0
，
1 0 0 0 ，2 0 0 0 n gノm l の C s A 存在下あるい ほ非存在下 に て24 時

間培養後 ， 培地中の P R L 含量 を測定 した ．

2 ． 各種 C s A 濃度に お け る細胞内 P R L 含量に 及 ぼ す効果

1 ， 1 0
，
5 0
，
1 0 0

，
5 0 0

，
1 0 0 0

， 20 0 0 n gノm l の C s A 存在下あ るい は

非存在下に て24 時間培養乳 培地を採取 し， 細胞を ノ ニ デ ッ ト

P －4 0 存在下に 可 溶化後J 超音波破砕処軋 ア ル カ リ処理 等に よ

り細胞内 P R L を抽 出 しくW alk e r ら の 方法
28

り， 細胞 内 P R L 含

量 を 測定 した ． ま た 細胞内蛋白量 を市販の 蛋白定量 キ ッ ト

くB C A P r ot e in a s s a y r e a g e n t ， P i e r c e ， R o c kf o r d
，
U S A J を 用 い て

定量 した ．

3 一 培地中 へ の P R L 分泌に及ぼ す C s A の 時間的効果

1 00 n gl m l C s A 存在下ある い は 非存在下 に て 4
，
8
，
1 2

，

24
，
3 6

，
4 8 時間培養 した 際の 培地中の P R L 含量を測定 した ． ま

た ，
C s A の P R L 分甚酎こ及ぼす影響が 可逆性を有する か 否か を

C e11s i P B S
， p h o s p h at e － b uff e r e d s al i n e ニ P R L ， p r Ol a c tin 3

検討 す る 目 的で 以下 の 実験 を行 っ た ． す な わ ち
，
1 0 0 n gノm l

C s A 存在下ある い は非存在下で24 時間培養 した 乳 培地を除去

し
， 燐酸緩衝生理食塩水くp h o s p h a t e － b u ff e r e d s ali n e ， P B S いこて

2 回洗浄乳 新 た に C s A を含 ま な い 培地 に て24 時間 ごと72 時

間ま で培養 し， 各24 時間 ごと の 培地中 へ の P R L 分泌量を測定

した ．

4 ． ラ ッ ト P R L の 測 定

ラ ッ ト P R L の 測定は
， 市販 の ラ ッ ト プ ロ ラ ク チ ソ 円 け ッ

セ イ シ ス テ ム くア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン1 を用 い て 測定 した ． 本

ア ッ セ イ シ ス テ ム の 感度は 0 ■7 n gノm l で あり ， 測定内変動係数
は 3 ．2 ％

， 測定 間変動係数 は 7 ．9 へ ■8 ．1 ％ で あ っ た ．

5 ． C s A の G H 3 細胞 に 対す る細胞毒性 の 有無 の 検討

C s A の G H 3 細胞に 対す る細胞毒性 の 有無 に つ い て
，
1 0 0 n gノ

m l ま た は 2
，
0 0 0 n gノm l の C s A 存在下ある い は非存在下に て24

時 間培養 した 軋 培地を除去 し， P B S で 細 胞表面 を洗浄 した

後1 トリ プ シ ンノエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸くeth yl e n e d i a mi n e te t －

r a a c e tic a cid
，
E D T A J 液くGI B C O I を 用 い ， 細胞を 遊離 させ細胞

浮遊液を作成 し， ト リ バ ン プ ル ー

を 用 い た 色素排除法細 に よ

り
，
生細胞 の 割合を算出 した ．

N ． 各種 P R L 放出刺激に対する C s A の影響

C s A の 作用幾序を さ らに 検討す る 目的で
，
ま ず ， 細胞 内貯蔵

P R L の 放出 レ ベ ル に 対す る C s A の 影響に つ い て 以下 の 実験を

行 っ た － すな わ ち ， 1 0 0 n gJ m l C s A 存在下ある い ほ非存在下に

て 5 分間培養 した 軋 各種 P R L 放 出刺激薬剤を投与 し， 3 0 分

間培養後 に培地内に 放出され た P R L 量を測定 した ． P R L 放出

刺激薬剤 と し て ， 0 ．2 m M T R H
，
0 ．2 m M V I P

， 1 0 0 n M T P A
，

0 ．5 m M B t2 C A M P お よ び 40 m M A 2 31 8 7 を 用 い た ．

Y 一 各種 P R L 生合成刺激作用に対す る C s A の影響

次に ， C s A が P R L 生合成 に 及 ぼ す影響に つ い て 検討 した ．

すなわ ち ， 1 0 0 n gノm l C s A 添加ある い ほ 非添加培地 に ， 同時に

各種 P R L 生合成刺激作用を有する薬剤 を加 え
，
2 4 時間培養 し

た軋 培地中の P R L 含量 を測定 した ． P R L 生合成刺激薬剤と

して
，
0 ．2 m M T R H

，
0 ．2 m M V I P ， 1 0 0 n M T P A お よ び 0 ．5 m M

B t2 C A M P を用 い た ． ま た ，
C s A の 前処置 に よ り ， そ の 後 の

P R L 生合成系 が影響を受け るか 否か に つ き 以下 の 実験 を行 っ

た ． す なわ ち， あらか じめ 100 n gノm l C s A 存在下あ るい は非存

在下に て24 時間培養後
，

一

旦培 地を 除去 し， P B S に て細胞を 3

回 洗浄 した 後 ， 新た に 10 0 n gノm l C s A 添加 あ るい ほ非添加培地

を 加え ， 同時 に 各種薬剤を添加 さ せ ， 5 時間後に 培地 を採取し

P R L 含量を 測定 した ．

VI ． ノ ー ザン くN o rt h e r n J 法に よ る R N A 解析

対数増殖期に ある G H ，細胞に 10 0 n gノm l C s A 添加 あるい は非

添加 し
，
24 時間培養 した後 に 培地を除去 し， チ オ シ ア ン 酸グ ア

ニ ジ ン ー フ ェ ノ
ー ル ク ロ ロ ホ ル ム くa c id g u a nidi n i u m th i o c y a n a－

t e － p h e n ol
－

C hl o r o f o r m I 法
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りこ よ り総 R N A を抽 出 した ． すなわ

ち
，
D 液く4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ン 酸 一

0 ．5 ％N －

ラ ウ オ イ ル サ

ル コ シ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム ，
2 5 m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム くp H 7 ．OI ，

0 ．1 M 2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ルI 5 0 恥l に よ り細胞 を溶解 し

チ ュ ー ブに 移 し変え た ． 2 M 酢酸 ナ トリ ウ ム くp H 4 ．0う50 止 水

飽和フ ェ ノ ー ル 5 0 0 れ ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル

S D S
，
S O diu m d od e c yl s ulf a t e ニ S S C

，
St a n d a rd s ali n e

Cit r at e 3 S S P E ， St a n d a r d s al in e p h o s p h a t e E D T A b uff e r ニ T P A ， 12 － 0 － t et r a d e c a n o yl
－

p h o r b o ト1 3 － a C et a t e ニ T R H ，
t h y r ot r o p i n － r e le a sin g h o r m o n e 3 T S H ， t h y r o tr o p in ニ V I P ， V a S O a Cti v e in t e sti n al p e p tid e



シ ク ロ ス ポリ ソ A の プ ロ ラ ク テ ン 産生抑制効果

10 恥1 を順次加え ， 添加 ご と に1 0秒 以上 か けて よく混和 し ， 1 5

分間水冷後 ，
4 て で 1 0 0 0 0 X g ， 2 0 分間遠心 した ． 遠心 後 氷層

く上J酎 を 別の チ ュ
ー ブ に 移 し， 再び 上 記の フ ェ ノ

ー ル 抽出を行

い 得 られた 氷層と等量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を 加 え ，

よく 混和

し
，

－ 2 0てこに 1 時間 お い た ． そ の 後 ， 4 C で 1 0 0 00 x g ， 1 0 分間

遠心 し上清を 捨て ，
R N A の 沈殿 を 75 ％ エ タ ノ ー ル で 洗浄， さ

らに 遠心 後上 清を 吸引 し， 乾煉 させ た ． 得られ た R N A を蒸留

水 500 JJl で溶解 させ て R N A の 定量 を行 っ た ． 1 0JL g あ る い は

20 FLg の R N A 試料を 1 －1 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを含む 1 ．5 ％ ア ガ

ロ
ー

ス ゲ ル で 泳動 し ， ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜 B A 8 5 くS c hl ei c h e r

晶S c h u ell ， N e w Y o rk ， U S A l に ブ ロ ッ テ ィ ン グを行 っ た 後 ，
8 0

て で 2 時間処理 し固定 した ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ は プ

レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 溶液 亡50 ％ ホ ル ム ア ミ ド ， 5 X 標

準食塩燐酸 ソ ー ダ E D T A 緩 衝液 くst a n d a r d s ali n e p h o s p h a t e

E D T A b uff e r ， S S P El く20 x S S P E こ 3 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ，

0 ．2 M 燐酸二 水素 ナ ト リ ウ ム
ー 水和物 ，

0 ．0 2 5 M E D T A l ， 0 ．1 ％ 牛

血清 ア ル ブ ミ ン ， 0 ．1 ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ， 0 ．1 ％ フ ィ コ
ー

ル
，
0 ．1 ％ ドデ シ ル 硫 酸ナ ト リ ウ ム くs o di u m d o d e c yl s ulf a t e ，

S D Sl ， 1 0 0 JLgノm l 変性 サ ケ 精子 D N A コ の 中で37 C ． 2 時 間行 っ

た ．

ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ソ 溶 液 く50 ％ ホ ル ム ア ミ ド ，

5 x S S P E ， 0 ．1 ％ 牛血 清 ア ル ブ ミ ン ， 0 ．1 ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド

ン
，
0 ．1 ％ フ ィ コ

ー ル
，
0 ．1 ％ S D S

，
1 0 0 p gノm l 変性 サ ケ 精 子

D N A お よび
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P 標識 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ロ

ー

ブン を 加え ，

3 7てこで1 2 時間以上 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン を 行 っ た ．
フ ィ ル

タ
ー

の 洗 浄 ほ
，
ま ず 3 X 標 準 ク エ ン 酸 加 食塩水くst a n d a rd

s ali n e citr at e ， S S C H 2 0 x S S C こ3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム ，
0 ．3 M ク エ

ン 酸 ナ ト リ ウ ム1 ， 0 ．1 ％ S D S で 室 温下 に 3 0 分 間 行 い ， 次 に

0 ．1 x S S C
，
0 ．1 ％ S D S で室温下 に3 0 分 間行 っ た 後 ，

0 ．1 X S S C ，

0 ．1 ％ S D S で37 て
，
3 0 分間行 っ た ． 洗浄後 ，

オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ

フ ィ
ー

は 増感 ス ク リ
ー

ン を 用 い
， －8 0 てこ で24 時 間行 っ た ．

フ

ロ ー ブ と して ，
ラ ッ ト P R L m R N A

31I
の 転写開始点よ り数 えて

12 レー 1 6 2 番目 の42 塩基 に 対 して相補的と な る合成オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド く5
J

－G T A G T G A G A A A G C A T G A C C A C A C G G T C A A －

A C A G C T C C G G G A G－3
－

1 く宝酒造 ， 東京I を 用い た ． プ ロ
ー

ブ の

標識ほ tTT
32

Pコ A T P を 標識基質 と して ， 5
，

末端標識法 に よ り

腑

言
0

き
も
じ

ご
u

豊
u

O
O

一

正

d

0 1 1 0 5 0 1 0 0 5 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0

C s A c o n c e n tr ati o n くn g

F ig ． 1 ． D o s e －d e p e n d e n t eff e c t of c y cl o s p o ri n A くC s A I o n

p r ol a c ti n くP R LI s e c r e ti o n f r o m G H ， C ell s ． A f t e r th e

i n c u b a ti o n o f c o n fl u e n t G H 3 C ell s w ith v a ri o u s c o n c e n tr a ti－
O n s of C s A f o r 2 4 h r

，
P R L r el e a s e d i n to th e m ed i a w e r e

m e a s u r e d b y r a di oi m m u n o a s s a y くRI Al ． T h e v alu e s

r e p r e s e n t th e m e a n 士S D くN こ 5I ．
ホ

p く0 ．0 5 ，
躊 韓

p く0 ．0 1 ，
輌
p く

．

0 ．0 01 ，
蠣 轡 p く0 ．0 0 0 5 c Q m p a r e d w ith c o n tr ol ．

5 8 7

32
p 標識 しく比活性 1 N 2 x l O

8
c p m J

I

JL g D N A J ， ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 液中の プ ロ ー ブ濃度は 1 蝕 gノ皿1 と した ．

W ． 統計学的処理

各測定値 は平均値 士標準偏差くm e a n 士S DJ で表わ した ． 得ら

れたデ ー タ の 2 群間の 有意差検定は ，
S t u d e n t の 対応の な い t

検定法を 用い ， p く0 ．05 を 有意差あり と した ．

成 績

l ．
C s A の P R L 分泌に与える影響

24 時間培養後 の 培地内 P R L 含量は ， C s A に よ っ て 用 量依存

性に 抑制 され た ． す なわ ち ，
C s A 非存在下培養後 の P R L 含量

1 668 士26 2 n gJ
l ウ ニ ル に 比 して ，

1 0 0 n gノm l C s A 存 在 下 で は

11 92 士15 3 n gノウ ェ ル くp く0 ．0り， 20 0 0 n g Jl m l C s A 存 在 下 で は

904 士10 7 n gノウ ェ ル くp く0 ．0 0 05I と 有意 に 抑制 され て い た く図

1 I ． C s A の P R L 分泌抑制効果 の 経時的推移 を園 2 に 示 す ．

1 0 0 n gl m l C s A を 添加12 時間後の 培地中 P R L 含量は ，
C s A 非

添加の そ れ の 79 ．8 ％ と有 意に 低下 しくp く0 ．05う， 2 4 時間後 で

7l ．5 ％くp く0 月11 ， 3 6 時間後 で 7 0 ．4 ％ くp く 0 ．0 5さ， 4 8 時 間後 で は

59 ．2 ％くp く0 ．051 で あ っ た ．

一 方 ， 細胞 内 P R L 含量は ，
C s A 非

存在下に 比 して ，
1 J

，
b 5 0 n gノm l の C s A 存在下でほ ． 若干増加傾

向を ， 5 0 0 〆 － 2 0 0 0 n gノm l の C s A 存在下 で は逆 に 低下傾向を認め

たが
，
い ずれ も有意な変化で は なか っ た く図 3I ． ま た ， 細胞 内

P R L 含量の 変化ほ ， 培地 内 P R L 含量 の そ れに 比 べ ると極め て

軽微 で あ っ た ．

次 に ，
C s A に よ り抑制 され た P R L 分泌能が ， C s A 除去後に

回復す るか 否か を検討 した ． C s A 除去 一 洗浄後24 時間培養 した

も の で ほ ，
C s A で 前処置 した 方が有意 に 培地内 P R L 含量 ほ 低

下 して い た がくp く0 ．0 り， 除去後24
ノ
旬 胡 時間の 間に 培地中に分泌

され た P R L 含量に ほ 低下 傾向は認め る もの の 有意差は なく ，

除去後48 〆 － 7 2 時間の それ で は C s A 非前処置の もの と ほ と ん ど

同 じ レ ベ ル で あ っ た く図4 I ． すなわ ち ，
C s A の P R L 分泌抑制

効果ほ t C s A 除去後48 時間以降に ほ消失 して い た こ とか ら ， 可

逆性 の 変化で あると 思わ れ た ．

汀 ． C s A の G H ， 細胞に 対す る細胞毒性の有無

C s A が G H 3 細胞に 対して 細胸毒性を有す るか 否か に つ い て ．

ぎ
茎
急
呈
－

u

空
こ

0
0

J

旺
d
1 0 0 0

0 4 8 1 2 2 4 36 4 8

l n c u b a tjo n ti m e くh rl

F ig ． 2 ． Ti m e c o u r s e of th e eff e c t of C s A o n P R L s e c r e tio n

fr o m G H 3 C ell s ． F r o m th e O
－ ti m e

，
th e c e11s w e r e m a in t aト

n e d i n th e m e di u m wi th く0 l o r wi th o u t く砂ナ100 n gl m l

C s A ． T h e P R L c o n t e n ts i n th e r n e di a a t 4 ， 8 ， 1 2 ， 2 4 ， 3 6

a n d 4 8 h r w e r e m e a s u r e d b y R I A ． E a c h p oi n t is m e a n of

t ri plic at e s a m pl e s ．
奪

p く0 ．0 5 a n d
綿

p くn ．Q I c o m p a r ed w ith

c o n tr ol ．



5 8 8 氷

ト リ パ ン ブ ル ー

を 用 い た色素排除法 で 検討 した と こ ろ
，
C s A 非

添加で は 生細胞 の 割合 は 94 ．6 土2 ．9 ％ で あ っ た が
，
1 0 0 n gノm l

C s A 添加 に て 93 ．1 士2 ．4 ％ ， 2 0 0 0 n gl m l C s A 添 加 で ほ9l ．2 土

1 －8 ％ と
，
C s A が 高濃度に な るほ ど生細胞 の 割合ほ減 じた が

，

有意差は 認め な か っ た く各 々 N ニ 3I ． ま た ， 細 胞 内蛋白畳も

C s A 添加お よ び非添加 では l 有意差 ほ 認 め られ な か っ た く図

5 1 ． 以上 よ り ， 今回 用 い た C s A 濃度で は ， 有意な細胞毒性 は

認め られ な か っ た と い え る ．

II ． 各種 P R L 放 出刺激に対する C s A の影響

まず ，
G H ， 細胞 内に 貯蔵 され た P R L の 放出刺激 とな るホ ル

モ ン あ るい は細胞内セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 効果 に ，
C s A が

い か な る 影響 を及ばすか検討 して み た ． 刺激薬剤を投与 しな い

コ ン ト ロ ー

ル 群 で は ， 3 0 分間の 培養時間中 に 培地中に 放出され

た P R L 量ほ －
C s A 非添加 で 5 ．5 土0 ．3 n gノウ ェ ル ，

C s A 添加 で

人
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．
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C s A c o n c e n tr ati o n くn g Im け

F ig ， 3 ． D o s e
－ d e p e n d e n t eff e c t of C s A o n th e in tr a c e11 ul a r

P R L c o n t e n ts i n G H 3 C e11 s ． A f t e r th e i n c u b a tio n of

C O nfl u e n t G H 3 C ells w ith v a ri o u s c o n c e n tr a tio n s of C s A f o r

2 4 h r ， th e i n tr a c ell u l a r P R L c o n t e n ts w e r e m e a s u r e d b y

RI A ， a S d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d M e th od s ． T h e v a l u e s

r e p r e s e n t t h e m e a n 土S D くN ニ 3I ．

2 4 4 8 7 2

T i m e くh rI

F ig ． 4 ． R e v e r sibility of th e eff e c t of C s A o n P R L s e c r e ti o n

f r o m G H 3 C e11 s ． A f t e r th e i n c u b a ti o n of c o nfl u e n t G H 3
C e11s i n th e m e di u m wi th くh aL

t C h e d c ol u m nl o r w ith o u t

くcl o s ed c ol u m nJ l O O n gl m l C s A f o r 24 h r ， th e m e d i u m
W a S r e m O V ed ， a n d th e c e11s w e r e w a s h e d t w i c e b y

p h o s p h a t e
－b uff e r e d s alin e ． T h e rl th e c e11 s w e r e m ai n t a in e d

wi th th e f r e s h m e d i u m w ith o u t C s A ， a n d th e m e d i u m w a s

e x c h a rlg e d e v e r y 2 4 h r u n ti1 7 2 h r ． T h e P R L c o n t e n t s
r el e a s e d i n to t h e m e di a e v e r y 2 4 h r w e r e m e a s u r e d b y
RI A ． T h e v al u e s r e p r e s e n t t h e m e a n 士S D くN ニ 3J ．
＋

p く0 ．01 c o m p a r e d wi th c o n tr ol ．

5 ．6 土0 －8 n gノウ ェ ル で あ り ， 有意差 ほ認め な か っ た ． また
，
3 0 分

間の P R L 分泌 量は ，
C s A 非添加対照に 比 し ， T R H で1 0 ． 4fE ，

V I P で9 ． 7 倍 ，
T P A で 9 ． 9倍 ， B t 2 C A M P で8 ． 3 倍 ，

A 2 31 8 7 で

1 4 ． 2倍 と各 々 明らか な増加を認め た が ， それ らほ C s A 添加に

よる影響 を受け なか っ た く図6 う． すなわ ち ， C s A は各種薬剤の

P R L 放出刺激効果 に はほ とん ど影響を与え なか っ た ．

N ． 各種 P R L 生合成刺激に対する C s A の 影響

次に ，
P R L 生合成刺激作用を有す るホ ル モ ン あ る い は 細胞

内 セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー の 効果 に ，
C s A が い か な る影響を及

ぼすか検討 して み た ． 2 4 時間の 培養時間中に 培地中に 分泌され

た P R L 量 ほ C s A 非添 加 で 1 80 0 n gノウ ェ ル ，
C s A 添 加で

136 7 士42 n gノウ ェ ル で あり ， C s A は 有意に P R L 分泌量を低下

させ た くp く0 ．0 0 0 5l ． 24 時 間の P R L 分泌 量は
，
C s A 非添加対照

に 比 し， T R H で1 ， 8 倍 ．
V I P で1 ． 2 倍

，
B t 2 C A M P で1 ． 9 倍 ，
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C s A c o n c e n tr a tio n くn g lm 11

F ig ． 5 ． I n fl u e n c e of C s A o n c ell u la r p r ot ei n c o n t e n ts ． A ft e r

th e i n c u b a ti o n of c o n fI u e n t G H ， C e11 s w ith v a ri o u s

C O n C e n tr a ti o n s of C s A f o r 2 4 h r ， C e11 ul a r p r o t ei n w a s

q u a n tit a t e d a s d e s c rib e d i n M a t e ri als a n d M e th o d s ． T h e

V al u e s r e p r e s e n t t h e m e a n 士S D くN ニ 31 ．
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C o n tr oI T R H VLP T P A Bt2 c A M P A 23 1 87

F ig ， 6 ． I n fl u e n c e s of C s A o n P R L r el e a s e s sti m u la t e d b y

V a ri o u s s e c r e t a g o g u e s ． A f t e r th e i n c u b a ti o n of c o nfl u e nt

G H 3 C ell s i n th e m e d i u m wi th くh a t c h e d c ol u m nl o r w ith o ut

くcl o s e d c ol u m n1 1 0 0 n gノm l C s A f o r 5 rT
i n
，
V a ri o u s

S e C r e t a g O g u e S ， i ． e ．， 0 ．2 m M th y r o t r o pi n
－

r el e a s l n g h or m o n e

くT R 印， 0 －2 m M v a s o a c ti v e i n t e s ti n al p e p tid e くVI Pl ， 1 0 0 n M

1 2 － 0－t e tr a d e c a n o yトp h o r b ol －1 3 h a C e t a t e くT P Al， 0 ．5 m M

dib u ty r yl c A M P くB t 2 C A M PJ o r 4 0 m M c a．1 ci u m i o n o p
h o r e

A 2 31 8 7
，
W e r e ad d e d

，
a n d th e c e11 s w e r e in c u b a t e d f o r 30

m i n ． T h e P R L c o n t e n ts i n th e m e di a w e r e m e a s u r e d by

RI A ． T h e v a lu e s r e p r e s e n t th e m e a n 士S D くN ニ 3I ．



シ ク ロ ス ポ リ ソ A の プ ロ ラ ク チ ン 産生抑制効果

T P A で2 ． 7 倍 と 各 々 明 らか な 増加 を認 め た く図 り 一

一

方 ，

C s A は各 種薬剤 に よ り 増加 し た P R L 分 泌 量 を ，
T R H で

69 ．6 ％ ， V I P で 69 ．3 ％
，
B t2 C A M P で6 2 ．1 ％と 各 々 明 らか に 減少

させ た が ，
T P A の そ れ に は 影響 を 及ぼ さ なか っ た く図 7 ，

T R H ニ p く0 ．0 0 0 5 ， V I P ， B tz c A
M P ニ p く0 ．0 0 1l － しか し ， P R L 分

泌量は ，
C s A 添加対照 に 比 し， T R H で1 － 7 胤 V I P で1 ■1 軋

B t2 C A M P で1 ． 5 倍 で あ り ， C s A 非添 加 の 場合 と ほ ぼ 同等 で

あ っ た ． すなわ ち ， C s A は ， 各種 P R L 生合成刺激に 対す る細

胞の 反応性に ほ 影響 を及ぼ さな い と考 え られ た ■

さ ら に ， 2 4 時間の C s A 前処置 の 有無が ， 各種薬剤 の P R L 生

合成刺激作用に 影響 を及 ぼすか否か に つ き検討 した ． 5 時間の

培養時間中 に 培地中に 分泌 され た P R L 量 は t
C s A 非添 加 で

333 土20 n gノウ ェ ル ，
C s A 添加 で 1 38 士8 ．7 n gノウ ェ ル で あ り ，

C s A は P R L 分泌量 を有意に 低下させ たくp く0 ．0 0 0 5l ． 5 時間の
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F ig ． 7 － I nfl u e n c e s of C s A o n t h e s ti m ul a t e d P R L s y n
th e s e s

b y v a ri o u s s e c r e t a g o g u e s ． C o n fl u e n t G
H 3 C e11 s w e r e

i n c u b a t e d i n th e m e di u m w ith くh a t c h e d c ol u m nl o r

wi th o u t くcl o s e d c ol u m nl l O O n gl m l C s A a n d w ith v a ri o u s

s e c r e t a g o g u e s ， i ． e ． ， 0 ．2 m M T R H ， 0 ．2 m M V I P ， 1 0 0 n M

T P A o r O ．5 m M B t2 C A M P ， f o r 2 4 h r ． T h e P R L c o n t e n t s

i n th e m e di a w e r e m e a s u r e d b y RI A ． T h e v al u e s

r e p r e s e n t t h e m e a n 士S D くN こ 3I ．
奪

p く0 ．0 0 0 5 ，
H

p く 0 ．0 0 1 ．
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F ig ． 8 ． I n fl u e n c e s of p r e tr e at m e n t of C s A o n P R L s y n t h e s
－

e s sti m u la t e d b y v a ri o u s s e c r e t a g o g u e s ． A f t e r th e

i n c u b a ti o n of c o n fl u e n t G H ， C e11 s i n t h e m e di u m w ith

くh a．
t c h e d c ol u m nl o r wi th o u t くcl o s e d c ol u m n 1 1 0 0 n gl m l
C s A f o r 2 4 h r ， th e m e di u m w a s r e m o v e d ， a n d th e c ells

W e r e i n c u b at e d i n th e f r e sh m e d i u m w ith o r w ith o u t l O O

n gノm l C s A a n d w ith v a ri o u s s e c r e t a g o g u e s ， i ．e ．
，
0 ．2 m M

T R H
，
0 ．2 m M V I P

，
1 0 0 n M T P A o r O ．5 m M B t2 C A M P ，

f o r 5 h r ． T h e v al u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士S D くN こ 41 ．
ホ

p く0 ．0 0 略 綿

p く0 ．0 0 5 ．

5 89

P R L 分泌 量は 王
C s A 非 添加対照 に 比 し ， T R H で1 ． 3 倍 ，

B t2 C A M P で1 ． 5倍 ．
T P A で1 ．5 倍 と各 々 明 らか に 増加 した が ，

V I P の そ れ は1 ． 1 倍 で あり明 らか な変化 はみ られな か っ た ．

一

方 ， C s A は 各種薬剤に よ り増加 した P R L 分泌量を ，
T R H で

3 9 ．6 ％ ， V I P で 46 ．2 ％， T P A で 4 3 ．5 ％ と各 々 明 らか に 減少 させ

た が く図 8 ，
T R H ， V I P ニ P く0 ．0 0 0 5 ， T P A i p く0 －0 0 5ン，

B t 2 C A M P の み 有意な減少で ほな か っ た く7 6 ．8 ％ ． p
ニ 0 ．1 0l ． しか

し
，
P R L 分泌量は ， C s A 添加 対照 に 比 し， T R H で1 ． 2 倍 ，

V I P で1 ． 2 倍 ，
B t2 C A M P で2 ． 8 倍 ，

T P A で1 ． 5 倍 で あ り ．

C s A 非添加の 場合に 比 して 明 らか な 反応性 の 低下は認 め られ

なか っ た ． 以上 よ り ， 特に C s A 前処置を加 えて も ，
C s A は 各

種試薬に 対す る細胞 の 反応性を低下 させ な い と考え られ た ．

V
．
C s A の P R L m R N A レベ ル に 対する影響

ノ ー ザ ソ 法に よ る C s A の P R L m R N A レ ベ ル に 対する影響

r
C s A く叶H

C s A H l

1 2 3 4

2 8 S － －

－

1 8 S － － す 轡

Fi g ． 9 ． E ff e c t s o f C s A o n P R L m R N A
c o n t e n t s i n G H 3

c ells ． A ft e r th e i n c u b a ti o n wi th o r w ith o u t l O O n gl m l C s A

f o r 2 4 h r ， th e c e ll s w e r e h a r v e st e d ， a n d t o t al c ell u la r R N A

w a s i s ol a t e d b y g u a nid i ni u m thi o c y a n a t e－p h e n oIL C h lo r of o r m

e x t r a c ti o n a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d M et h o d s ． B o th l O

くI a n e s 2 a n d 4l a n d 2 0 FLg く1 a n e s l a n d 3l of t o t al R N A

w e r e s u bj e c t e d to l ％ f o r m ald e h y d e
－

a g a r O S e g el el e c tr o p h－

o r e sis a n d tr a n sf e r r e d t o a pi e c e of n itr o c ell ul o s e filt e r f o r

h y b ridi z a tio n w it h olig o n u cle o tid e c D N A p
r o b e t o r a t P R L

m R N A ． A r r o w s i n di c a t e th e r el a ti v e m ig r a ti o n of 2 8 S a n d

1 8 S R N A s r u n o n th e s a m e g el ． A n R N A s p e ci e s

c o mi g r a tiTl g wi th 1 8 S R N A i
s a p o s sibl e p r e c u r s o r of P R L

m R N A ． U V tr a n sill u m i n a ti o n d e m o n str a t e d e q u al

q u a n titie s of R N A a p pli e d t o e thid i u m b r o m id e s t ai n e d

a g a r o s e g e H l o w e rl ． C s A 什1 ， W ith l O O n gJ m l C s A ニ C s A

く
－

l ， W ith b u ff e r o nly ．



5 9 0 氷

の 検 討で は ， 明 らか に C s A l O O n gノ氾1 添加の 方 が ， 非添加 に 比

して P R L r n R N A の 発現ほ 減少 して い た く囲 91 ．

考 察

P R L 分 馴 こ及ぼす C s A の 影響 に つ い て検討 した 報告は極め

て少ない － C a r d o n らは ，
ラ ッ トを 用い た実験 で ， C s A 腹腔 内

投与 1 時 間後 に 血清 P R L 濃度は約 4 倍 に 増加 した と報告 して

い る
321

． しか し D a v e n p o rt らは ，
ラ ッ トに C s A 1 5 m g J

l
k g を2 1

日 間投与 した と こ ろ
，
血 清 P R L 濃度 お よび 下垂体 P R L 含量に

特 に 変化 ほ認 め なか っ た と 述 べ て い る
3ユ1

． 著 者は 以前 ， ネ フ

ロ ー ゼ 症候群患者に対 して そ の 治療 目 的に C s A を 一

日 6 m gノ

kg を 4
ノ
ーノ 1 2 週間投与 した 際に ，

C s A の 下垂体 ホ ル モ ン 分泌

及ぼす影響に つ い て検討 した と こ ろ ， P R L 分泌は C s A に よ り

有意 に 抑制さ れ る こ と を報告 したヂ ． こ れま で の 検討 は す べ て

生体内で の C s A の 効果を 評価 した もの で あり ， 間接的 な 因子

の 関与 ， すなわ ち視床下部で の 変化を介 した 可 能性や ，
C s A に

よ る腎障害が何 らか の 因子を 介 して P R L 分傾如こ影響を 及ぼ し

た 可 能性等も考 えられ る ． そ こ で今 回著者は I C s A が直接下垂

体に影響 を及ぼすか香か を 調 べ る 目的で ， 培養 ラ ッ ト下垂体腫

瘍細胞 G H 3 細胞 を用 い て
，
P R L 分 掛 こ及ぼす C s A の 直接効果

の 有無に つ き検討 し た ． 今 回 用 い た G H a 細 胞 ほ ． 1 9 6 8 年

T a s hji a n らに よ り ラ ッ ト下垂体腫瘍紳胸 か ら株化 された 培養

細胞 であり狗
，
G H お よ び P R L を産生 ． 分泌する こ と が知 られ

て お り
，
P R L 分塙如こ関 して は t 酵素処動 こよ っ て分離 された 培

養糸 の 正 常下垂体細胞 と同様な分泌調節機構 を備 えて い る こ と

が確認 され て い る
2TI

．

今 回 の 実験結果を要約す る と 以下 の ご と く で あ る ． す な わ

ち
，
二り C s A ほ Gfも細胞か らの P R L 分泌 を用量依存性 に 抑

制 した ． 2 1 C s A は細胞内 P R L 含有量に ほ有意な変化を 及 ぼ

さな か っ た ． 3 1 C s A ほ G H ， 細胞 に お け る 細胞内 P R L

m R N A レ ベ ル を 低下 さ せ た ． 4 1 C s A は G H ， 細胞 か ら の

P R L 放出を刺激す る各種田子くT R H ， V I P ， T P A ， B t2 C A M P ，

A 2 31 87I の 作用に 対 し て l 短時間く30 分1 の イ ン キ エ
ペ ー シ ョ ソ

で は 影響を 与え なか っ た ． 5つ T R H ， V I P
，
T P A

，
B t2 C A M P 等

の P R L 生合成促進効果に 対 して C s A ほ抑制効果を 示 した ．

まず ，
これ ら の 結果 を解釈す る前 に ，

P R L の 生合成ある い ほ

分甚酎こ対 して C s A が抑 制効果 を及ぼ した 場合に
，
そ の 効果 が

C s A に よ る単 な る細胞障害 の 結果 であ る可 能性を 検討 して お

く必要がある ． 結果 に 示 した様 に ，
トリ バ ン プ ル ー

を 用 い た色

素排除法で の 検討お よび 細胞内蛋白畳 の 検討 で ほ ， 今 回用 い た

濃度の C s A で は 有意な 変化を認 めな か っ た こ と
，
C s A 除去後

に P RL 分泌能 の 回復 が認 め られ た こ と ， さ ら に C s A 存在下で

も各種 P R L 分泌刺激 に対す る反応性 が保持 され て い た こ と 等

か ら C s A の 細胞障害 の 結果を見て い る こ とは 否定的と思 わ れ

た ■ ま た
f 実際 に 臨床 で 用 い ら れて い る C s A ほ

l 血 中濃度

くtr o u g h l e v elJ が 10 0 へ ノ1 5 D n gノm l に な るよう に 投与量 の 設定が

な され て お り
， 以前著者が P R L 分泌低下を報告 した ネ フ ロ ー

ゼ症候群症例に お い て も同程度 の 投与量であ っ た こ とか らも，

今回用 い た C s A の 濃度ほ 同薬剤が下垂体 P R L 産生細胞の機能

に及ぼす直接効果 を検討す るた め に 適 したも の で ある と 思わ れ

る ．

した が っ て
，
上述 の 結 果 ほ ，

C s A は G H 3 細胞 に お い て

P R L 遺伝子の 発現を抑制す る こ と に よ り選択的に P R L の 生合

成 一 分泌を低下 させ る こ とを 示唆する ． P R L m R N A の 減少 に

も拘わ らず細胞内 P R L 含 有量 に は 有意 な変化 が認 め られ な

か っ た こ とほ
，
G H 3 細胞ほ 生合成 され た P R L を細胞内に 分 泌

顆粒と して貯蔵す る こ と な く速 や か に 細胞外 に 放出す ると され

て い る
2T， こ とか ら

， 特 に 矛盾す るもの で ほ な い と思わ れ る．

一

九 T R H ， V I P ， T P A ， B t2 C A M P ， A 2 31 8 7 な どの 刺激に対
して

，
3 0 分とい う短時間で ほ影響 を与 えず に ， 2 4 時間の 培養実

験 で は抑制効果を 示 した こ と も
，
P R L の 放 出で ほ なく生合成

が主 に C s A に よ り抑制さ れる こ と を示 竣す ると 共に ，
C s A に

よ る抑制効果ほ ， そ れ らの 刺激 因子 が作用 す る細胞内情報伝達

経路 とは 異な る経路を介 して発現 した もの で ある 可 能性 を推定

させ る結果と考え られ る ．

一

般 に ，
T R H ほ細 胞膜受容体 と連

関 した ホ ス ホ リ パ ー ゼ C を 活性化 し， 1 フ ジア シ ル グ リ セ ロ ー

ル くdi a c yl gl y c e r ol ， D A GI の 増加 に よ る蛋白 リ ン 酸化酵素 C キ

ナ ー ゼ の 活性化 お よ び ，
2 1 イ ノ シ ト ー ル 3 リ ン 酸 くin o sit 。I

trip h o s p h a t e ，I P 31 の 増加 に よ る C aT カ ル キ ジ ュ リ ン 系 の 活性化

と い う二 つ の 細胞内情報伝達系を介 して P R L の 放出お よび 生

合成を先進 させ が
州

．

■
一

九 V工P ほ細胞膜受容体 と結合軋

ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を 活性化 し
，
C A M P を増加 させ る こ とに

よ り蛋白リ ン 酸化酵素A キ ナ ー ゼ を 活性化 し ， P R L の 放出お

よび 生合成を冗進 させ る37，． 細胞内セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー

で

ある T P A お よび B t2 C A M P は
， 各 々 C キ ナ ー ゼ お よ び A キ

ナ
ー ゼ を直接刺激す る こ と で 珊

，
また カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア

A 2 31 8 7 は細胞内遊離 C a 濃度を 上 昇 させ る こ と に よ り P R L 放

出お よ び生合成を充進 させ る 叩 ． 各 種刺激後短時間 で の P R L

分泌は ， 貯蔵 P R L を放 出す る まで の 細胞内情報伝達系 の 変化

を表わ して い ると 考え られ る が ， それ に ほ C s A は特 に影響を

及 ぼ さ ない と い う 今回 の 結 果ほ ， C s A が 細胞内情報伝達系に 関

与する 工P3 代 乱 C a
2 ＋

濃度 ， 各種 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活性等に

影響を 及 ぼ さな い と する ， これ ま で の 報腎 里こ矛盾 しな い も の

で ある ．
P R L の 生合成 を主 に 反映す る と考え ら れ る2 4 時 間の

培養実験 に お い て
t
培地 中に分泌 され た P R L 量ほ 明 らか に ど

の 薬剤に お い て も C s A で 抑制され た ． P R L m R N A の 発現が

C s A に よ り抑制 さ れ た こ と を考 えあわ せ る と ，
C s A は P R L 遺

伝子の 転写 レ ベ ル を阻害 して い る可 能性が強い と思わ れ る． 遺

伝子転写 レ ベ ル に おけ る C s A の 抑制 的作用 に 関 して は ，
T リ

ン パ 球の Iし2 遺伝子発現で研究 が進 ん で お り ， 以下 の 機序が

明 らか と な っ て い る ． すな わ ち
，
C s A は 細胸内 C s A 結合蛋白

であ る C y P に 結 合 し
，
C s A － C y P 複 合体 を 形成す る

1 り
． C y P

は
， 分子量18 キ ロ ダ ル ト ン ， 1 6 3 残基の ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 溶

性蛋白 で ， 哺乳類 では 殆 どすべ て の 範織 に 総蛋白量 0 ．1 へ 0 ．4 ％

の 存 在此 で存在 して お り
牌

，
ヒ ト T リ ン パ 乳 ラ ッ ト脳 よ り 単

離 されす で に そ の ア ミ ノ 酸 配列も解明 され て い る
41－

． ま た ，

C yP は 細胞内 ペ プ チ ジ ル ． プ ロ リ ル ■ シ ス ト ラ ン ス ．

イ ソ メ

ラ ー ゼ くp e p tid y トp r ol yl ci s－tr a n S is o m e r a s el と 同 一 で ある こ と

も判明 して い る
川 t8，

． こ の C s A－C y P 複合 体 が ，
C a
2 ＋

と カ ル キ

ジ
ュ リ ソ 存在下で カ ル シ ニ ュ ー リ ン に 結合 し

，
そ の 脱リ ソ 酸化

酵素活性を阻害す る
甥旧，

． 王し2 遺伝子 の 転写因子 N ト A T の 細胞

質成分ほ脱リ ン 酸 化を受け られ ず ， そ の 結果核内 へ の 移行が阻

害 され ，
ル 2 遺伝子の 転写が抑制 され る と考え られ て い る

川 H 引

G H 3 細胞に お い て も， これ と類似 した 機序に よ り P R L 遺伝子

の 転写が阻害 され て い る こ とが 可 能性の 一 つ と して考 え られ ，

本葉験糸ほ ホ ル モ ン 産生 ■ 分泌細胞で C y P や カ ル シ ニ ュ ー リ

ソ が 果た して い る役割 を検討す る上 で も興味深 い 系 で あると思

わ れる ．
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近年 ， 免疫担当細胞 で 産生 l 放 出され る多くの サ イ ト カ イ ン

が末梢ある い は 中枢の 内分泌細胞 に 直接作用 しホ ル モ ン 分 断 こ

影響を及ぼす こ と ， 下垂体や 視床下部 に おけ る内分泌細胞自体

が各種サ イ ト カ イ ン を 分泌す る こ と ，
ま た免疫担当細胞自体が

種々 の ホ ル モ ン を 分泌す る こ と 等が 明 ら か と な り ，
い わ ゆ る

r神経
一 内分泌 一 免疫相関J と い う概念が 提唱 さ れ て い る

物
．

P R L と免疫系に 関 して ほ 1 1 9 8 9 年 R u s s e11 らに よ っ て ， T リ ン

パ 球お よ び B リ ン パ 球 の 細胞膜 に P R L 受容体が 存在す る こ と

が示 され
43I

，
P R L は リ ン パ 球 の 成長因子 ， 免疫反応 の 刺激因子

と して認識 され る よ う に な っ た
44I

． 実 際， P R L が 免疫調節作用

を有す る こ と を 示す成績 と して ， N a g y ら ほ ， 下垂体摘除 ラ ッ

トの リ ン パ 球 で 羊赤 血球 に 対する抗体産生 が低下 し ， P R L 投

与に よ っ て 回 復す る こ と を報告 して い る
4 5，

． また
，
P al e s ti n e ら

は
， 自己免疫性 ブ ド ウ膜炎 に ブ ロ モ ク リ ブ チ ソ を 投与 し血 清

P R L 濃度を 低下さ せ た 場合 ， 治療成績 は改善 し C s A の もつ 免

疫抑制効果 が増強 した と 報告 し
崎

，
同様 に

，
L a r s o n らは ， 心臓

移植後患者に C s A を投与 した と こ ろ ， 術後血 清 P R L 濃度 の 低

い 群の 方が ， 移植 され た 心 臓に拒絶反応が認め られ な か っ た と

報告 して い る
珊

， 今回 著者は C s A が P R L 分泌を抑制す る こ と

を報告 した が ，
こ の こ とほ 臨床的に は ， C s A が 生体内で は T リ

ン パ 球 に 対する 直接作用 に 加え て ， さ ら に P R L 分泌低下を介

する間接的な免疫抑制効果も発揮 して い る可 能性を 示唆する事

実とも考 え られ 興味深い ．

結 論

培養 ラ ッ ト下垂体腫瘍細胞株 G H 3 細胞を 用い て ，
C s A の 下

垂体細胞 に おけ る P R L 分 馴 こ及 ぼす直接的影響を検討 し ， 以

下の 結論を得た ．

1 ． C s A は
，
G H 3 細胞 に おける P R L 分泌を添加後12 時間以

降に お い て 用 量依存性に 抑制 した ．

一 方 ，
C s A は ， 細 胞 内

P R L 含量に は影響 を与 えな か っ た ．

2 ．
C s A に よ る P R L 分泌抑制効果 は ， C s A 除去後48 時間以

降で は消失 した こ と よ り ， 可 逆性の 変化 で あると 思われ た ．

3 ． C s A は
，
T R H

，
V IP

，
T P A ． B t 2 C A M P ， A 2 31 8 7 に よ る細

胞内貯蔵 P R L 放 出に は 影響を及 ぼ さな か っ た ．

4 ．
C s A ほ

，
T R H ， V I P ，

T P A
，
B t2 C A M P に よ る P R L 生合

成促進効果 を抑制 した ．

5 ． C s A に よ り ， 細胞内 P R L m R N A 発現 量ほ 減少 した ．

6 ． 以上 の 結果は ， C s A は G H 3 細胞 に おけ る P R L の 放出能

に ほ影響を 及 ぼ さな い が ，
P R L 遺伝子発現 を抑制す る こ と に

よ り P R L の 生合成 を 低下 させ る こ と を示 唆す る ．
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