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Dopamine agonists are the treatment of first choice for prolactin-secreting adenoma,but
 

some 10% of adenomas are drug-resistant. Because such resistance is difficult to diagnose
 

before treatment, long-term administration is often needed to determine whether treatment
 

will be effective. Additionally, the method and duration of follow-up differs among institu-
tions. To obtain basic data for the differential diagnosis of bromocriptine-resistant adenoma

 
and to establish a therapeutic policy before starting treatment, I perform a bromocriptine-

loading test. I hypothesized that prolactin-secreting adenomas contain in various ratios both
 

cells highly responsive to bromocriptine and cells poorly responsive;this heterogeneity may
 

make the bromocriptine-loading test useful. To test this hypothesis,I used the cell immunob-
lot assay to examine the effects of bromocriptine at the cellular level in surgical specimens of

 
adenoma tissue. Results of the bromocriptine loading test before the start of treatment were

 
strongly correlated with the results of cell immunoblot assay. These results suggest that the

 
preoperative bromocriptine-loading test can be used to predict the effectiveness of bromo-
criptine against adenoma.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2003;118:243-8)
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I. 緒 言

Prolactin-secreting adenoma (PRLoma)に

対する Bromocriptine（BC）を始めとする

dopamine agonistの効果の程度には，個体差があ

ることはよく知られている ．とくにBCに抵抗

性を示す腺腫が約8～15%に認められ，薬物療法

を行う上で問題となる ．こうした個体差は，腺

腫を構成する細胞にBCに対する反応性の良い細

胞と，悪い細胞がさまざまな程度に混在している

のではないかと推測されている ．

この推測を，術前のBCに対する反応性と，手術

により採取された腫瘍細胞のBCに対する反応性

をcell immunoblot assay (CIBA)を用いて比較

検討することにより証明する．

II. 対 象 と 方 法

症例は6例，全例女性で，乳汁分泌と無月経を

主訴とするものが4例，無月経のみを主訴とする

ものが2例であった．PRLomaの診断は，厚生省
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特定疾患「間脳下垂体機能障害」調査研究班によ

る1990年のPRLoma診断基準に従い，さらに摘

出標本の免疫染色により診断した．年齢は15歳か

ら35歳，平均25.7歳，5例が未婚者，1例が既婚

者であった．手術に至った経過は，2例が薬物療法

で症状の改善が認められなかったBC抵抗性腺腫

(case 5,6)，3例がBCの副作用による薬物療法脱

落症例 (case 1,2,4)，1例は本人の治療選択上の

希望であった (case 3)．腺腫は4例が 10ミリ以

下のmicroadenomaで，2例は最大径がそれぞれ

18 mm（case 1)，12 mm（case 2）であったが海

綿静脈洞浸潤は画像上認められなかった．

術前のProlactin (PRL)の基礎値は IRMA

法を用いて測定し82～366 ng/ml，平均 223.33±

112.73 (average±SD)ng/ml, PRL以外の内分

泌学的異常は認められなかった．TRH負荷試験

は全例に行い，すべてにPRL値の軽度上昇を認

めた．

全例に，治療開始前にBC負荷試験を行った．

BC負荷試験は，早朝起床時のPRL値を測定した

後，朝食摂取30分後にパーロデル2.5 mgを内服

してもらい，60分後，120分後，180分後，240分

後，300分後，360分後と，24時間後のPRL値を

測定した．PRL基礎値でBC内服後の最低値を除

し抑制率を百分率化した．

手術により得られた腺腫組織は，直ちに培養液

に入れ，冷却保存した後1時間以内に実験に使用

した．また，得られた組織は10%ホルマリンに12

時間固定し，パラフィン包埋した．ブロックを4

μmに薄切し，PAP法を用いて免疫染色した．使

用した一次抗体は抗ヒトPRL (DAKO L1837
 

U.S.A.,1:200)で，発色にはDABを使用した．ま

た，正常下垂体組織の混入がないことを確認する

ために，GH (DAKO L1814), ACTH (DAKO
 

L1801), LH (DAKO L1827), FSH (DAKO
 

L1810), TSH (DAKO L1847)に対する免疫染

色を行った．患者には術前に腺腫組織を用いた研

究を行うことを説明し，同意を得ている．以下に

CIBAの詳細を記す．

Cell Immunoblot Assay (CIBA)

手術により採取した組織を有田らの方法 に

準じて，0.4%コラゲナーゼと0.005% DNAaseで

処理して，単一細胞浮遊液（2×10 cells/ml）を作

成した．細胞ブロット用チャンバーは，スライド

グラスの上に転写膜（Immobilon,Millipore,Bed-

ford, MA）を載せ，この転写膜の両側に18×24
 

mmのカバーガラスを，さらにこの上に24×60
 

mmのカバーガラスを載せて作成した．

単一細胞浮遊液を細胞ブロット用チャンバーの

中に，毛細管現象を利用して100μl注入し，37°C，

5% CO 下で1時間培養したものをコントロール

群，細胞浮遊液の状態で同様の環境において30分

間培養した後，10 M のBC (bromocriptine
 

methylate:Sigma Chemical Co., St.Louis.

MO)を加えた溶液を加え，チャンバー内でさら

に30分間追加培養したものを，BC treat群とし

た．

培養後，転写膜を10%BSAに 2時間反応させ

ブロッキングの操作を行った．つぎに，抗体に12

時間反応させてから，ABC法により免疫染色し，

免疫陽性のブロット数を測定した．ブロット数は

転写膜に8ミリ四方の枠を描いて，この中のブ

ロット数を顕微鏡下に数えた．一定面積あたりの

ブロット数と同面積あたりの細胞数を計測し，分

泌細胞率を計算した．BCが個々のPRL分泌細胞

に及ぼした効果は，BC treat群のブロット数を

Control群のブロット数で除して百分率で表し

た．抗体はPRL (DAKO,A569, ×15,000)を用

いた．

III. 結 果

本研究で用いた症例ならびにBC負荷試験およ

びCIBAによる結果をTable 1に示す．

ホルマリン固定標本の免疫染色では，全例で

PRL分泌細胞が陽性となった．全分泌細胞に占め

る割合は全例で80%以上であった．また，他の下

垂体ホルモンに対する免疫染色は，Case 4および

6でGH分泌細胞が陽性，全例でLH, FSH分泌

細胞が陽性になったが，全ホルモン分泌細胞群の

うちの10%以下であった．また，ACTH,TSHは

すべて陰性であった．

CIBAでは，Control群全例で免疫陽性細胞が

認められた．ブロットの大きさに大小不同が見ら

れたが，ブロットの濃度には差は見られなかった．

BC treat群では，Control群に比べ明らかに免疫

陽性細胞の割合が低下した（Fig.1a,1b)．また，
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Control群に比べ，ブロットの大きさが不均一で，

濃淡にも差が見られた．細胞数の計測にあたり，

BC負荷後にもPRLを分泌している細胞の数は，

ブロットの大きさや濃度にかかわらずすべてを含

めた．

6例全例で，術前のBC負荷によるプロラクチ

ン値の減少率より（in vivo)，CIBAにおけるBC

負荷によるPRL分泌細胞減少率（in vitro）の方

が低い傾向が見られた．しかし，両者の間には高

い相関関係が認められた（Pearson’s test＝0.97,

R-square＝0.9528）（Fig.2)．

IV. 考 察

現在プロラクチノーマに対する治療の主流は手

術療法から薬物療法へと移行しており，数カ月薬

物療法を行った結果，治療成績が不良であったも

のに対して他の薬物を用いるか手術を行うことが

多い ．しかし，抵抗性腺腫に対し漫然と薬物治

療が継続されている可能性もある．無意味な長期

のBC投与によりかえってその後の手術を困難に

している症例も存在していると思われる ．

BC抵抗性腺腫の原因として，dopaminergic
 

regulatory mechanismの欠損があげられてい

る ．とくにD2 receptor levelに問題があると推

測されており，大型の腺腫に特徴的で，海綿静脈

洞浸潤を呈しているものが多いとされてき

た ．また，この事実はmRNAを用いたRat

 

CIBAによるBC負荷試験の有用性の評価

Table 1. Serum prolactin value, results of percent suppression by Bromocriptine
 

loading test and percent suppression of prolactin-secreting cell for cell
 

immunoblot assay,and presenting symptoms in six patients is shown.

Case  Age
(yr)

PRL value
(ng/ml)

Suppression by
 

Bromocriptine
 

loading test (%)

PRL-secreting
 

cell in all
 

secretary cell
 

by CIBA (%)

Symptoms

 

1  24  360  9.44  35.80  amenorrhea
 

2  35  284  29.93  40.50  amenorrhea
 

galactorrhea
 

3  20  82  19.38  35.00  amenorrhea
 

4  15  166  14.26  33.60  amenorrhea
 

galactorrhea
 

5  26  82  64.63  70.73  amenorrhea
 

galactorrhea
 

6  34  366  69.40  82.31  amenorrhea
 

galactorrhea
 

PRL:prolactin
 

CIBA:cell immunoblot assay

 

Fig.1a.

Fig.1b.

Fig.1. Results of cell immunoblot assay in Case 3.
Panel 1a shows the blot pattern for the control

 
group;panel  1b shows the blot  pattern

 
obtained with the load of 10 M bromo-
criptine.
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の実験でも証明されている ．こうした，D2 rece-

ptorが欠損した細胞群がBCに対し抵抗性を示

していると考えられている．しかし，実際の

PRLomaから得られた組織を用いて細胞レベル

での反応性を調べた報告例は少ない ．

従来BCに対する腫瘍の感受性については1回

投与の負荷試験で予測がある程度可能であるとい

う報告 と不可能であるとする報告がある ．

しかし，こうした抵抗性腫瘍にはさまざまな比率

でBC反応性成分と抵抗性成分が存在しているの

ではないかと考えられている．こうした推測を考

慮すると，治療開始前のBC負荷試験は，間接的に

腺腫を形成する細胞群の，反応性の良い細胞群と，

反応性の不良である細胞群の比率を反映するはず

である．

我々は以前に行った研究において，薬物治療開

始前の負荷試験の結果は，その後の治療効果を充

分反映しており，重要であると指摘してきた ．

今回治療開始前のBC負荷試験の結果により，そ

の後の治療成績の予測がある程度可能であること

を証明する手段として，cell immunoblot assayを

用いた．

Cell immunoblot assayは 1987年Kendallと

Hymerにより考案された手法で，ホルモン分泌

組織の単一細胞浮遊液を，転写膜上で培養し，細

胞から分泌され転写膜に吸着したホルモンを免疫

染色することで様々なホルモン分泌動態を視覚化

することが可能となる ．培養の過程において，ホ

ルモン分泌細胞に様々な薬剤や成長因子を加える

ことにより，単一細胞レベルでの反応性が観察さ

れる．有田や小嶋らは，この手法に改良を加え，同

一細胞から分泌される多種類のホルモンに関して

も測定が可能となった ．ただし，CIBAは通

常の免疫染色に比べ，ホルモン産生細胞の検出精

度が高く，PRLomaの場合，GH産生細胞との混

合性腺腫が検出されることがある．この場合，

CIBAに用いた腺腫細胞に正常下垂体組織の混入

した可能性が否定できないが，同時に測定した

ACTHやTSH産生細胞が検出されなければそ

の可能性はないものと考えられる．今回の検討に

Fig.2. The correlation of percent suppression of prolactin-secreting cell between bromocriptine
 

loading test and cell immunnoblot assay in each case. An approximation curve is given on the
 

graph. A high correlation of y＝1.1998x－25.074 (RR＝0.9528)was found.
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おいてもCase 4および 6で，GH産生細胞が検出

されたが，全分泌細胞の10%以下であり，ACTH,

TSH産生細胞が陰性であったことから，純粋な

腺腫組織であったと考えられる．

今回の検討の結果では，術前に行われたBC負

荷試験の結果と，実際に手術により得られた腺腫

組織の細胞に対するBCの効果には高い相関関係

が認められた（Pearson’s test＝0.97,R-square＝

0.9528)．CIBAによるPRL分泌細胞の減少率が，

BC負荷試験によるPRL値の抑制率に対して少

ない傾向があったが，これはBC投与下での培養

時間の不足，単一細胞作成中や培養中に溶解ある

いは消失する細胞の存在，PRL産生細胞数と

PRL値とが必ずしも一致しないなどの因子が考

えられた．また，手術により摘出されてから，培

養操作に入る間に60分ほどの遅延があるために，

分泌細胞の活動性が低下した可能性も否定できな

い．

単一細胞レベルでの，ブロモクリプチンに対す

る反応性の違いが，治療前に施行したBC負荷試

験とよく相関していることから，PRLomaの薬剤

に対する反応は，これを形成する細胞群の中に，反

応良好な成分と反応不良な成分が様々な割合で混

在していると思われた．

我々が以前から指摘しているように，治療施行

前のBC負荷試験の結果から，治療開始数カ月後

のPRL値の正常化や腫瘍縮小率をある程度予測

可能であるとの説は，今回の細胞レベルでの検討

においても充分正当化された．今後はPRLoma

症例において，治療開始前のBC負荷試験の結果

が，治療方針決定の際の指針として必須であると

考えられた．

結 語

PRLomaの単一細胞レベルにおける，BC反応

性を検討した．

CIBAによるBCに対する反応性は，治療開始

前のBC負荷試験の結果と相関関係にあることが

証明された．

治療開始前のBC負荷試験の結果は，薬物療法

による治療効果を予測するに当たって，重要な指

針になると考えられた．

稿を終えるにあたり，御指導を賜った脳神経外科学講

座阿部俊昭教授および神尾正巳講師に感謝の意を捧

げる．また，研究にあたり御援助，御協力を頂いた第

三病院脳神経外科，坂井春男教授，中島真人講師に深
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