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緒　　　言

　様々なホルモンを分泌する内分泌器官である下垂体は

前葉・中葉・後葉に区分される。前葉からは，成長ホル

モン （GH），プロラクチン （PRL），甲状腺刺激ホルモン 
（TSH），卵胞刺激ホルモン （FSH），黄体形成ホルモン 
（LH），副腎皮質刺激ホルモン （ACTH），中葉からはメ
ラニン細胞刺激ホルモン，後葉からはバソプレッシンと

オキシトシンが分泌される。

　下垂体腺腫は脳腫瘍の約15％を占め，多くは良性で，

脳以外の他臓器への転移は稀とされる。そのほとんど

が下垂体前葉細胞を由来とし，臨床的に下垂体ホルモ

ンの過剰分泌を伴う機能性腺腫（functioning adenoma）と
ホルモン分泌を伴わない非機能性腺腫（non-functioning 
adenoma：NF腺腫）に大別される。機能性腺腫は分泌
するホルモンの種類により GH産生腺腫，PRL産生腺
腫，TSH産生腺腫，ACTH産生腺腫，FSH/LH産生腺腫
に分類され，複数のホルモン産生を認める多ホルモン産

生腺腫は少ない。FSH/LH産生腺腫に関してはホルモン
の過剰産生を伴う腺腫はまれで，FSHあるいは LHの各
βサブユニット抗体を用いた免疫染色で陽性を示すが，

血清 FSH/LH値は異常高値を示さない NF腺腫を主とす
る。また各ホルモンに対する抗体による免疫染色で陰性

を示すナルセル腺腫がある 1）。

　下垂体腺腫のほとんどは散発性であるが，３－５％に

遺伝性を示す症例が認められる。遺伝性に下垂体に腺

腫を生じる疾患には多発性内分泌腫瘍症１型（Multiple 
endocrine neoplasia type 1: MEN1），Caney complex
（CNC），家族性成長ホルモン産生腺腫（Isolated familial 
somatotropinomas: IFS），家族性下垂体腺腫（Familial 
isolated pituitary adenoma: FIPA） が あ り，MEN1の 症
例の 70％に 11q13領域に位置する MEN1の変異が 2），

CNC発症患者の 60％に 17q24.2領域の cAMP-dependent 
protein kinase A R1α regulatory subunit（PRKAR1A）の変異

が 3），また FIPAの15－20％および IFSの40－50％に Aryl 
hydrocarbon receptor-interacting proteinをコードする AIP
の変異が 4），それぞれ報告されている。遺伝性下垂体腺

腫ではこれらの遺伝子の胚細胞変異および腫瘍における

ヘテロ接合性の消失（loss of heterozygosity: LOH）など
の体細胞変異による機能蛋白質の不活性化が腺腫発症に

関連する 2-4）。

　一方，散発性の下垂体腺腫では，GH産生腺腫の
約50％に G蛋白質 Gsの αサブユニットをコードする

GNAS変異が報告されており 5），この変異を有する腫

瘍では G蛋白質の持続的活性化が生じ，増殖シグナル
が増強していると推察される。細胞周期を負に制御す

る retinoblastoma 1 （Rb1） 遺伝子のヘテロノックアウト
マウスは中葉由来の下垂体腺腫を発症するが 6），ヒト

では浸潤性の下垂体腺腫の一部で，RB1を含む領域の
LOHを認めた報告があるにすぎない 7）。他にも，RAS 8），
TP53 9），MEN1 10），PRKAR1A 11）の体細胞変異が報告され
ているが，これらの遺伝子変異を有する散発性下垂体腺

腫は稀である。このように，GNAS変異を有する GH産
生腺腫を除き，遺伝子変異と腺腫発症の関連性を支持

する根拠は乏しく，散発性下垂体腺腫の発症機序には，

DNAのメチル化，ヒストン修飾などのエピゲノム調節
や，転写／翻訳後調節の破綻が関与していることが示唆

される。

　癌抑制遺伝子 Ras association （RalGDS/AF-6） domain 
family member 1 （RASSF1） mRNAの低発現を示す下垂
体腺腫のほとんどに，そのプロモーター領域の CpG
アイランドにおいて高頻度のメチル化が認められ

る 12）。Busleiらは，検討したほぼ全ての NF腺腫と一
部の ACTH産生腺腫と GH産生腺腫での，JAK/STAT
経路を介する増殖シグナルの抑制因子 Suppressor of 
cytokine signaling 1 （SOCS1） 遺伝子の低発現とそのプロ
モーター領域の DNAメチル化を報告している 13）。他
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にも一部の下垂体腺腫で，細胞周期制御因子である

RB1 14）と p16 INK4（CDKN2A）15），ソマトスタチン受容体
2（SSTR2）16），ドーパミン受容体 D2（DRD2）17），癌抑
制遺伝子 growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma
（GADD45G）18），インプリンティング遺伝子 maternally 
expressed 3 （MEG3） （non-protein coding）19）の発現低下が，
DNAメチル化やヒストン修飾により引き起こされるこ
とが示されている。

　マイクロ RNA（miRNA）は 20数ヌクレオチドの短
い１本鎖 RNAで，標的 mRNAの 3'側の非翻訳領域
（UTR）に結合し，mRNAの分解あるいは翻訳阻害によ
り遺伝子発現を負に制御する 20）。miRNAは細胞増殖や
アポトーシス，分化，代謝などに関連する遺伝子を標

的とすることで，様々な生体機能を制御しており，その

発現異常は様々な疾患の発症と関連する 20）。いくつかの

miRNAは癌遺伝子あるいは癌抑制遺伝子的に作用する
ことが知られている。これらの miRNAは様々な腫瘍組
織での発現異常が認められ，腫瘍発症機序に重要な役割

を担う 21）。

　各タイプの下垂体腺腫で発現異常を示す miRNAの同
定の試みは，複数のグループでマイクロアレイ解析を用

いてなされているが 11, 22-27），腺腫間で発現に差異が認め

られる miRNAの種類は必ずしも一致せず，統一された
見解は得られていない。私は銭志栄先生（元徳島大学大

学院ヘルスバイオサイエンス研究部人体病理学分野）か

ら提供されたマイクロアレイ解析のデータから各タイプ

の腺腫で特徴的な発現を示す miRNA候補を選別し，各
タイプの下垂体腺腫でのそれらの miRNA発現を逆転写
ポリメラーゼ連鎖反応（qRT-PCR）により検証した。そ
のうち一部の miRNAの各組織・細胞株での発現・細胞
増殖に対する作用を検討することで，これらの miRNA
と下垂体腺腫発症の関連性について考察した。

材料および方法

１．下垂体腺腫

　正常下垂体および下垂体腺腫組織は虎の門病院・山田

正三先生から提供された。本研究では正常下垂体４例，

GH産生腺腫10例，PRL産生腺腫５例，ACTH産生腺腫
７例，FSH/LH腺腫６例，ナルセル腺腫５例の下垂体組
織を使用した。本研究は虎の門病院および徳島大学病院

倫理委員会の承認および患者から書面による同意を得た

（徳島大学病院倫理委員会承認番号714）。

２．細胞培養

　下垂体細胞株としてマウス ACTH産生細胞株 AtT-20，
マウス FSH/LH産生細胞株 αT3-1および LβT2，ラット
GH産生細胞株 GH3およびMtT/S，ラット PRL産生細
胞株MMQ，ラット下垂体上皮細胞株 RC-4B/Cを用い
た。また細胞増殖の検討及びルシフェラーゼアッセイに

は，ヒト胎児腎由来線維芽細胞株293FT細胞と AtT-20

細 胞 を 用 い た。AtT-20，αT3-1，LβT2，MtT/S，RC4-
B/C，293FT細胞には10％ ウシ胎児血清（FBS）を含む
DMEM培地（和光純薬，大阪）を，GH3細胞には10％ 
FBSを含む α-MEM培地（Gibco, Grand Island, NY, USA）
を，MMQ細胞には 10％ 正常ウマ血清と 2.5％ FBSを
含む DMEM/Ham's F12培地（和光純薬）をそれぞれ用
い，５％ CO2・37℃の条件下で培養した。

３．miRNA発現量測定

　各下垂体腺腫，マウス組織および細胞株から ISOGEN 
II（ニッポンジーン，東京）を用いて，small RNA画分
を含む total RNAを抽出した。100 ngの各 total RNAを
鋳型として，各 miRNAに対応する逆転写用プライマー
（TaqMan MicroRNA Assay: Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA） と TaqMan® MicroRNA RT Kit（Applied 
Biosystems）を用いて cDNAを合成した。cDNAを鋳型
に各 miRNA特異的プライマー及びプローブ（TaqMan 
MicroRNA Assay: Applied Biosystems）を用いて，7300 real-
time PCR System（Applied Biosystems）による qRT-PCR
により miRNA発現量を評価した。PCRは，95℃ 10分
の初期変性後に，95℃ 15秒，60℃ 1分を１サイクルと
する40サイクルの反応で行った。ヒト腫瘍サンプルで

は RNU44の，マウス組織では snoRNA202（sno202）の，
マウス由来細胞株およびラット由来細胞株では RNU6B
（U6）の各発現を，それぞれの TaqMan MicroRNA Assay
（Applied Biosystems）を用いて同様に測定し，各 miRNA
発現量の補正に用いた。

４．細胞増殖の評価

　293FT細胞を 24ウェルプレートに播種し，50％コ
ンフルエントまで培養後，30 nMの CyTM3 Labeled pre-
miRTM Negative Control #1（pre-NC; Ambion, Austin, TX, 
USA），miR-132，miR-551bの pre-miRTM miRNA precursor
（Ambion）を，Effectene Transfection Reagent （QIAGEN, Hilden, 
Germany）により導入した。導入後０，１，２，３日目の
細胞に20 μl/ウェルの Cell Counting Kit 8（同仁化学，熊
本）を加え３時間培養後，450 nmの吸光度を測定した。
　浮遊細胞である AtT-20細胞を10 5/ウェルずつ24ウェ
ルプレートに播種し，pre-miRNAを同様に導入した。導
入後２，４，６日目の細胞を遠心により回収し，トリパン

ブルー染色後，血球計算板により生細胞の細胞数を計測

した。

５．miRNAの標的遺伝子候補の検索

　それぞれ独自のアルゴリズムで miRNAの標的を検
索するオンラインプラグラムである TargetScan（http://
www.targetscan.org），miRDB（http://mirdb.org/miRDB），
DIANA-microT-CDS（http://diana.imis.athena-innovation.gr）
を用いた。miRDBでは Target Scoreが60以上，TargetScan
では total context scoreが－0.4以下あるいは aggregate PCT 
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0.6以上，DIANA-microT-CDSでは miTG scoreが 0.57以
上を示した候補遺伝子の中から，３つのプログラムによ

る検索で共通し，かつ細胞増殖との関連性や腫瘍での発

現異常が報告されている遺伝子を選別した。

６．mRNA発現量測定

　miRNAの発現量測定と同様に small RNA画分を含
む total RNAを抽出した。500 ngの各 total RNAを鋳型
として，PrimescriptTM RT regent kit（タカラバイオ，滋
賀）を用いて cDNAを合成し，miR-551bの標的遺伝
子候補である v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral 
oncogene homolog 4（ERBB4）特異的プライマー（forward: 
5 ' -  GGTGCTTTTGGAACGGTTTA -3 ' ;  reverse:  5 ' -  
AACCGGACTAGGTGTGGATG -3'）と THUNDERBIRDTM 
SYBR® qPCR Mix（東洋紡，大阪）を用いて qRT-PCR
を行った。PCRの条件は，50℃ 2分，95℃ 10分の初期
変性後，95℃ 15秒，60℃ 1分を１サイクルとする 40
サイクルとし，95℃から60℃の解離曲線によりプライ

マーの特異性を確認した。glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）の mRNA発現量を特異的プライ
マー（forward: 5'- GAAGGTGAAGGTCGGAGCT -3'; reverse: 
5'- GAAGATGGTGATGGGATTTC -3'）を用いて同様に測
定し，遺伝子発現量の補正に用いた。

７．ルシフェラーゼアッセイ

　miR-551bの標的遺伝子候補である ERBB4遺伝子の
miR-551b結合予測領域を含む約 1 kbの 3'-UTRをルシ
フェラーゼ遺伝子の下流に組み込んだルシフェラーゼ

発現ベクターを構築した。最初に，293FT細胞から抽
出した total RNA を鋳型に Super Script III（Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA）による cDNA合成を行い，5'末端に
PmeI認識配列を付加した forward primer: 5'- GTTTAAAC
TTATTATCATAAAGGTAAAG -3'と NheI認識配列を付加
した reverse primer: 5'- GCTAGCGAAAATAAGGAAGTGA
GTAC -3'を用いた PCRを行った。得られた PCR産物を
pCR4-Blunt TOPO®（Invitrogen）にサブクローニング後，
PmeIと NheIにより切断し得られた約1 kbの DNA断片
を pmirGLO vector（Promega, Madison, WI, USA）のこれ
らの酵素切断部位に挿入した。

　293FTを 24ウェルプレートに播種し，0.2 μgのルシ
フェラーゼ発現ベクターと30 nM pre-NCあるいは pre-
miR-551b precursor を各ウェルに Effectene Transfection 
Reagent（QIAGEN）を用いて導入した。導入後２日目
の細胞中のルシフェラーゼ活性を Dual-Glo® Luciferase 
Assay System（Promega）を用いてMithras LB940（Berthold 
Technologies, Calmbacher, Germany）で測定した。

８．メチル化解析

　各２例の正常下垂体組織と ACTH産生腺腫における
miR-551bのプロモーター領域のメチル化解析をバイサ

ルファイトシーケンシング法により行った。各サンプ

ルを400 μlの Lysis buffer（100 mM Tris-HCl, pH 8.5, 5 mM 
EDTA, 0.2％ SDS, 200 mM NaCl, 200 μg/ml Proteinase K）
に加え，42℃で一晩震盪後，フェノール・クロロホル

ム抽出およびエタノール沈殿を行い，ゲノム DNAを
抽出した。ゲノム DNAのバイサルファイト処理には
MethylEasyTM Xceed Rapid DNA Bisulphite Modification Kit
（Human Genetic Signature, North Ryde, Australia）を用いた。
バイサルファイト処理したゲノム DNAを鋳型に，miR-
551bプロモーター領域の CpGアイランドを含む領域を
Ex TaqTM Polymerase（タカラバイオ）と forward primer: 5'- 
GTTTGTTGGGGTTAAGTTGTTGT -3'，reverse primer: 5'- 
AAATAT CTATCCCCACCTCCTACC -3'とを用いた１回
目の PCR（95℃ 1分，62℃ 2分，72℃ 2分の30サイクル）
と forward primer: 5'- GTTTGTTGGGGTTAAGTTGTTGT 
-3'，reverse primer: 5'- CCCCATCCCTTCCCAAACTCAAA 
-3'による２回目の PCR（95℃ 30秒，62℃ 30秒，72℃ 
45秒の30サイクル）により増幅した。得られた PCR産
物を pT7 Blue T-vector（Novagen, Darmstadt, Germany）に
サブクローニングし，クローンの塩基配列を ABI 3500xL 
sequencing analyzer（Applied Biosystems）により解析した。

９．統計処理

　各データは，平均±標準誤差で表した。統計処理は

Student's t-testにより行い，P値が0.05以下を有意な差と
した。

結　　　果

１． 各タイプの下垂体腺腫で特徴的な発現を示す

miRNAの同定

　銭志栄先生らは，正常下垂体８例，GH産生腺腫14例，
PRL産生腺腫６例，ACTH産生腺腫13例，FSH/LH産生
腺腫12例，ナルセル腺腫８例を用いた miRNAマイクロ
アレイの解析を行った（未発表データ）。この解析結果

を用いて，各タイプの下垂体腺腫で発現する miRNA量
の比較を行い，正常下垂体でのマイクロアレイの検出蛍

光強度が50以上，かつ各タイプの腺腫で正常下垂体に

比べて２倍以上の有意な発現量の差異を認めた miRNA
の中から，表１に示す miRNAについて qRT-PCRによ
る検証を行った（図１）。その結果，正常下垂体と比較

して miR-7の発現は GH産生腺腫で有意に高かった（図
１上段）。miR-137は ACTH産生腺腫と FSH/LH産生腺
腫で高発現しており，ナルセル腺腫でも発現が高い傾

向にあった（図１上段）。miR-410は ACTH産生腺腫，
FSH/LH産生腺腫，ナルセル腺腫での低発現が認めら
れた（図１下段）。miR-495は GH産生腺腫での高発現，
ACTH産生腺腫，FSH/LH産生腺腫，ナルセル腺腫での
低発現が認められた（図１下段）。これらの各タイプの

腺腫における miRNA発現はマイクロアレイ解析による
ものとほぼ一致した。
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　一方，マイクロアレイ解析において GH産生腺腫と
FSH/LH産生腺腫で高発現，ACTH産生腺腫で低発現を
認めた miR-96は，qRT-PCRでは FSH/LH産生腺腫での
高発現および GH産生腺腫とナルセル腺腫で発現が高い
傾向を認めたが，ACTH産生腺腫での低発現は認めら
れなかった（図１上段）。miR-132は ACTH産生腺腫で
のみ低発現が認められた（図１上段）。miR-183は正常
下垂体，GH産生腺腫，FSH/LH産生腺腫，ナルセル腺
腫間に発現の差異はなく，PRL産生腺腫と ACTH産生
腺腫において低発現を示した（図１上段）。miR-551bは
GH産生腺腫での高発現と ACTH産生腺腫での低発現が

認められた（図１下段）。miR-144，miR-375，miR-1260
では qRT-PCRでは正常下垂体と各タイプの腺腫間で発
現に有意な差はみられなかった（図１）。

　これらの miRNAの中で正常下垂体と ACTH産生腺腫
あるいは FSH/LH産生腺腫で顕著な発現量の差異が認め
られた miR-132，miR-137，miR-551bについて以下の実
験を行った。

２．miR-132，miR-137，miR-551b の各組織・各下垂

体細胞株での発現

　マウスの各組織から total RNAを抽出し，qRT-PCRに

表１　マイクロアレイ解析で発現の差異が２倍以上認められた主な miRNA

図１　各タイプの下垂体腺腫における miRNA発現
正常下垂体４例，GH産生腺腫 （GH） 10例，PRL産生腺腫 （PRL） ５例，ACTH産生腺腫 （ACTH） ７例，
FSH/LH産生腺腫 （FSH/LH） ６例，ナルセル腺腫 （ナルセル） ５例の small RNA画分を含む total RNA
を鋳型に各 miRNAに対する TaqManプローブおよび特異的プライマーを用いた qRT-PCRを行った。
各 miRNA発現量を内部標準小分子 RNAである RNU44の発現量で補正し，正常下垂体での発現量を
１とする相対値で表した。正常下垂体の発現量と比較して有意差を求めた。＊p < 0.05，＊＊p < 0.01。
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よりmiR-132，miR-137，miR-551bの発現量を測定した（図
２）。これらの miRNAでは，他の組織に比べ下垂体お
よび大脳に高発現を認めたことから，下垂体および神経

組織特異的に発現している可能性が示唆された。次にこ

れらの miRNAの各種ホルモン産生細胞での発現を，各
種下垂体ホルモン産生細胞株を用いて検討した（図３）。

miR-132の発現はマウス下垂体と比較すると，検討した
全ての細胞株で低かった（図３）。miR-137は FSH/LH
産生細胞株である αT3-1および LβT2，GH産生細胞株の
MtT/S，PRL産生細胞株MMQ，下垂体上皮細胞株 RC-
4B/Cでほとんど発現が認められなかった（図３）。miR-
551bはヒト・マウスとラット間で塩基配列が保存され
ていないため，マウス由来の細胞株のみで発現を検討し

たところ AtT-20，αT3-1，LβT2での miR-551bの発現は
qRT-PCRの検出限界以下であった。

３．miR-132，miR-551b の細胞増殖への影響

　図１で示したように ACTH産生腺腫では miR-132と
miR-551bの低発現が認められた。そこで，miR-132お
よび miR-551bの発現抑制が ACTH産生腺腫の発症に関
与する可能性を検証するために，これらの pre-miRNA 
precursorを ACTH産生細胞株 AtT-20に導入した際の
細胞増殖能を検討した。miR-132あるいは miR-551bの

pre-miRNA precursorを導入した AtT-20では有意に細胞
増殖の抑制が認められた（図４Ａ）。またヒト胎児腎由

来線維芽細胞である293FT細胞を用いて同様の検討を
行ったところ，これらの pre-miRNA precursorの細胞増
殖における効果は認められなかった（図４Ｂ）。これら

の結果により，miR-132および miR-551bは ACTH産生
細胞特異的に細胞増殖を抑制する作用を有することが示

唆された。

４．miR-551b のターゲット遺伝子の探索

　miR-551bのターゲット候補遺伝子を in silico解析によ
り検討した。表２に示す TargetScan，miRDB，DIANA-
microT-CDSによる標的遺伝子候補の中から，悪性腫瘍
での発現上昇が報告されている ERBB4 28）に着目した。
ERBB4の遺伝子の 3'-UTRにおける miR-551bの結合予
測部位を図５Ａに示す。ERBB4 mRNA量は GH産生腺
腫で少なく，ACTH産生腺腫で高い傾向にあり（図５
Ｂ），これらの腺腫における miR-551bの発現と逆相関
を示した。そこで ERBB4が miR-551bの標的遺伝子であ
るか否か検討するため，ルシフェラーゼ遺伝子の翻訳

領域の下流に ERBB4の miR-551bの結合予測部位を含む
約1 kbの3'-UTRを組み込んだベクターと，miR-551bの
pre-miRNA precursorを導入した293FT細胞におけるルシ

図２ マウス組織における miR-132，miR-137，miR-
551bの発現
マウス各組織の small RNA画分を含む total RNA
を鋳型に，各 miRNAに対する TaqManプロー
ブおよび特異的プライマーを用いた qRT-PCR
を行った。各 miRNA発現量を内部標準小分子
RNAである sno202の発現量で補正し，マウス下
垂体組織での発現量を１とする相対値で表した。
（n=3）

図３ 下垂体ホルモン産生由来細胞由来細胞株における
miR-132，miR-137，miR-551bの発現
各下垂体ホルモン産生細胞株の small RNA画分
を含む total RNAを鋳型に，各 miRNAに対する
TaqManプローブおよび特異的プライマーを用い
た qRT-PCRを行った。各 miRNA発現量を内部標
準小分子 RNAである U6の発現量で補正し，マ
ウス下垂体組織での発現量を１とする相対値で表
した。（n=3）ND；検出限界以下。
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フェラーゼ活性を測定した（図５Ｃ）。miR-551bを導入
した細胞でルシフェラーゼ活性の抑制が認められたこと

から，ERBB4は miR-551bの標的遺伝子である可能性が
示唆された。

５．miR-551b プロモーター領域のメチル化解析

　miR-551bは3q26.2の偽遺伝子である EGF-like and EMI 
domain containing 1，pseudogene（EGFEM1P）の第３イ
ントロン上に位置する。慢性リンパ性白血病において

EGFEM1Pのエクソン1とイントロン1にまたがる CpG
アイランド領域の CpGアイランドの DNAメチル化と
miR-551bの低発現の相関が報告されている 29）。そこで

ACTH産生腺腫での miR-551bの低発現における DNA
メチル化の関与を検討するため，正常下垂体と ACTH
産生腺腫でのこの領域における42個の CpGのメチル化
状態をバイサルファイトシーケンシングにより検討した

（図６Ａ）。正常下垂体・ACTH産生腺腫ともにこの領域
での CpGアイランドのメチル化はほとんど認められな
かった（図６Ｂ）。少なくともこの領域の DNAメチル

図４　miR-132および miR-551b過剰発現による細胞
増殖への影響
Ａ：AtT-20細胞に pre-NC（●），miR-132（○），
miR-551b（□）を過剰発現させ，０，２，４，６
日後の生細胞数を計測した。
Ｂ：293FT細胞に pre-NC（●），miR-132（○），
miR-551b（□）を過剰発現させ，０，１，２，３
日目の生細胞活性を Cell Counting Kit-8を用い
て測定した。pre-NCを発現させた細胞数と比
較して有意差を求めた。＊p < 0.05（n=3）。

図５　miR-551bの標的遺伝子 ERBB4の同定
Ａ：ERBB4における 3'-UTRでの miR-551bの結
合予測部位。
Ｂ：各タイプの下垂体腺腫における ERBB4 
mRNA発現量。正常下垂体４例，GH産生腺腫 
（GH） 10例，PRL産生腺腫 （PRL） ５例，ACTH
産生腺腫 （ACTH） ７例，FSH/LH産生腺腫 （FSH/
LH） ６例，ナルセル腺腫 （ナルセル） ５例の small 
RNA画分を含む total RNAを鋳型に ERBB4特異
的プロイマーを用いた qRT-PCRを行った。
Ｃ：ERBB4の3'-UTRを下流に組込んだルシフェ
ラーゼベクターと pre-NCあるいは pre-miR-551b
を293FT細胞に導入し，48時間後のホタルルシ
フェラーゼ活性を測定した。ルシフェラーゼ活性
はウミシイタケルシフェラーゼによる化学発光量
で補正した。pre-NCを導入した細胞のルシフェ
ラーゼ活性と比較して有意差を求めた。＊＊p < 0.01
（n=3）。

表２　各オンラインプログラムによる miR-551bの標的
遺伝子候補
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化は ACTH産生腺腫での miR-551bの低発現と関連しな
いことが示唆された。

考　　　察

　特定の miRNAは様々な腫瘍で発現異常が認めら
れ，腫瘍の発症に重要な役割を担うと考えられてお

り 21），下垂体腺腫で変動する miRNAもいくつか知られ
ている 30）。例えば，GH産生腺腫では miR-15a，miR-16，
miR-136の低発現と let-7a，miR-20a，miR-26b，miR-93，
miR-96，miR-155，miR-516a-3p の 高 発 現 が 22, 23, 31, 32），

PRL産生腺腫では miR-132の低発現，miR-212の高発現
が 22），ACTH産生腺腫では miR-223，miR-15a，miR-16，
miR-21，miR-141，miR-143，miR-145などの低発現が
認められている 22, 33）。NF腺腫では，片親由来の遺伝
子のみが発現するインプリンティング遺伝子群をコー

ドする 14q32領域の mRNAおよび miRNAが低発現で
ある 34）ほか，miR-144の高発現と miR-212，miR-414
の低発現が報告されている 25, 27）。このように変動する

miRNAの種類は各タイプの腺腫によって異なる。下垂

体腺腫で発現が変動する miRNAのいくつかは，アポ
トーシス，細胞増殖との関連が示唆されている 30）。GH
産生腺腫で低発現を示す miR-126，miR-381は pituitary 
tumor-transforming 1 （PTTG1）を標的遺伝子とする 23）。

PTTG1は血管新生促進と癌遺伝子 c-mycの転写促進，
p21CIP1（CDKN1A）の転写抑制により腫瘍の発症と関連す
る 35）。様々なタイプの下垂体腺腫で低発現を示す let-7，
miR-15，miR-16，miR-26，miR-196a-2の５種は下垂体
腺腫の発生に関与する high mobility group AT-hook遺伝
子を標的とする 32, 36-39）。

　上述した miRNAを含め，各タイプの腺腫で変動する
miRNAの同定は，主にマイクロアレイ解析や PCRアレ
イを用いて行われている 11, 22-27）。しかしながら，これら

の報告で変動する miRNAは必ずしも一致しない。例え
ば miR-150は Bottoniらの報告では ACTH産生腺腫で高
発現しているが 22），Amaralらは逆に低発現であること
を報告している 33）。これらの違いはアレイの種類，用い

たサンプルの純度，データの処理方法，サンプル数の少

なさなどが主な要因と考えられる。従って，各タイプの

腺腫で変動する miRNAを評価するには，マイクロアレ
イ解析により得られた結果を，qRT-PCRやノザン解析
などにより多検体で確認することが必要となる。実際に

本研究でも，マイクロアレイ解析と qRT-PCRでの結果
に差異を生じた miRNAが確認された。
　各タイプの腺腫を比較的多数用いたマイクロアレイ

による本研究の結果と，これまでの報告とを比較する

と，GH産生腺腫で発現低下が報告されている miR-15a，
miR-16，miR-26aは，本研究のマイクロアレイのデー
タでは発現変動は認められず，miR-136は逆に高発現を
示すなど，異なる発現を示す miRNAが多く認められた
（未掲載データ）。GH産生腺腫は PRL産生腺腫と並び，
下垂体腺腫の中でも頻度が高く，GH産生細胞だけでな
く PRL産生細胞を含むタイプも散見される。また約半
数の GH産生腺腫は GNAS変異を有するなど，その腫瘍
発症機序にも複数のタイプがあると考えられる。さら

に miR-15a，miR-16-1の発現量は GH産生腺腫，PRL産
生腺腫において腫瘍の直径と負の相関を示すことが報告

されており 31），変動する miRNAは腫瘍の大きさにも依
存することが示唆される。従って，今回の結果を基に，

GH産生腺腫で興味深い発現挙動を示す miRNA候補を
絞り込むためには，腺腫の大きさ，GNAS変異の有無，
ホルモン産生細胞の種類などの情報により区分して考慮

する必要があると考えられ，今後の課題としたい。

　一方，NF腺腫と ACTH産生腺腫に関しては，Stilling
らの報告 24）および Butzらの報告 25）と類似した結果が

得られた（未掲載データ）。さらに，FSH/LH産生腺腫
とナルセル腺腫では miR-410や miR-495などの14q32領
域に位置する miRNAの多くが低発現しており，これは
Cheunsuchonらの報告 34）と一致した。これらの結果は

GH産生腺腫と比べ，ACTH産生腺腫と NF腺腫はそれ

図６　miR-551bプロモーター領域の CpGアイランドの
メチル化解析
Ａ：EGFEM1P遺伝子の模式図。13個のエキソン
（ex）からなり，イントロン 3に miR-551b遺伝
子を含む。exlとイントロン1にまたがる42個の
CpGを含む CpGアイランドが認められる。
Ｂ：正常下垂体および ACTH産生腺腫における
バイサルファイトシークエンスによるメチル化解
析。○はメチル化されていない CpG，●はメチ
ル化された CpGを表す。
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ぞれ腺腫間での性質の差異が少ないことを示唆するの

かもしれない。そこで，本研究では ACTH産生腺腫お
よび NF腺腫で，特徴的な発現変動を示した miR-132，
miR-137，miR-551bに着目した。
　ACTH産生腺腫で低発現であった miR-132は膵臓
癌 40），慢性リンパ性白血病 41）で発現が上昇すること

が報告されている。また，その過剰発現は膵癌細胞

株 Panc1の細胞増殖を促進する。これらの結果は，
miR-132の癌遺伝子様作用を示唆する。一方で，前立腺
癌では miR-132は低発現を示し，前立腺由来細胞株に
miR-132を過剰発現させると，その標的遺伝子 heparin-
binding EGF-like growth factor（HBEGF），talin2（TLN2）
の発現抑制により細胞増殖の抑制およびアポトーシス

が誘導されることが報告されている 42）。また miR-132の
低発現を示す骨肉腫は悪性度が高く，抗癌剤抵抗性を示

し，予後が増悪することが報告されている 43）。このよう

に miR-132の細胞増殖に対する機能には細胞特異性があ
り，ACTH産生腺腫では腫瘍抑制遺伝子的に作用する可
能性がある。miR-132を過剰発現させた AtT-20細胞では
細胞増殖が抑制されるのに対し，ヒト線維芽細胞株であ

る293FT細胞では細胞増殖の抑制は認められなかったこ
とは，その仮説を支持するものである。興味深いことに

マウスの正常下垂体に比べ，各ホルモン産生細胞株での

miR-132は低発現を示す。これらの細胞株での増殖能の
獲得に miR-132の発現減少が関与する可能性があり，今
後明らかにすべき課題である。また，各タイプの腺腫に

おける HBEGF mRNA発現量を検討したところ，ほとん
ど全ての下垂体腺腫で低発現を示したことから（未掲載

データ），下垂体では HBEGFの発現は腺腫発症に関与
しない可能性が高く，他の miR-132の標的遺伝子の存在
が示唆される。また前立腺癌での miR-132の発現制御に
は，そのプロモーター領域の CpGアイランドのメチル
化が関与することが知られている 42）。ACTH産生腺腫で
のmiR-132の低発現に DNAメチル化が関与しているか，
今後検討する必要がある。

　ACTH産生腺腫および FSH/LH産生腺腫を含む NF
腺腫で高発現を示した miR-137の腫瘍での発現，細胞
増殖に対する作用は数多く研究されており，その全て

は miR-137の腫瘍抑制遺伝子としての作用を示してい
る 44-50）。本研究では miR-137は腫瘍で発現が高い癌遺伝
子様の特徴を示し，これらの報告と相反した。miR-137
は他の細胞株に比べ ACTH産生細胞株 AtT-20で発現が
高いことから，ACTH産生細胞で何らかの役割を担っ
ている可能性がある。ACTH産生腺腫での高発現は，
miR-137を本来高発現する細胞が増殖した結果である可
能性があり，腫瘍発症機序に関与しないのかもしれな

い。一方，miR-137は FSH/LH産生腺腫でも高発現を示
したが，FSH/LH産生細胞株（αT3-1細胞および LβT2
細胞）では発現がほとんど認められなかった。これらの

細胞株は FSHβの遺伝子発現・蛋白質産生が認められな

いなど，正常のゴナドトロピン産生細胞とは性質が異な

ることが示唆されており 51, 52），ゴナドトロピン産生細胞

での miR-137発現を in situハイブリダイゼーションなど
を用いて確認する必要がある。

　近年，miRNAは血清中にも存在し，各疾患のバイ
オマーカーとなりうる可能性が示唆されている 53）。

miR-137はアルツハイマー病患者の大脳皮質で発現量
の低下が認められ，アルツハイマーのモデルマウスで

は，血清中 miRNA量と大脳皮質の miRNA量が正の相
関を示すことから 54-56），アルツハイマー病のバイオマー

カーとして期待されている。FSH/LH産生腺腫のほとん
どは NF腺腫であり，血清の FSHや LH値の変動により
腫瘍の経過を簡便に診断することはできない。NF腺腫
で高発現を示す miR-137は，NF腺腫の血中バイオマー
カーとして利用できる可能性があり，NF腺腫と血中
miR-137量の相関を今後検討したい。
　miR-551bの標的遺伝子や機能を解析した報告はほと
んどない。本研究では，miR-551bは AtT-20細胞特異的
に増殖抑制効果を示した。これは miR-551bが ACTH産
生腺腫の発症に関与する可能性を示唆する。本研究で

miR-551bの標的遺伝子であることを示した ERBB4は４
種類のアイソフォームを有する 57）。Paateroらは，その
アイソフォームのうち CYT-1および CYT-1/CYT-2の比
と卵巣癌の予後の相関を報告している 28）。図５Ｂで示し

た下垂体の ERBB4 mRNA量はアイソフォーム４種類で
共通するプライマーを用いた qRT-PCRにより測定され
た。正常下垂体および下垂体腺腫では ERBB4 CYT-1の
発現量は少なく （未掲載データ），その他のアイソフォー
ムの発現量が反映されていると考えられ，下垂体腺腫

と卵巣癌の ERBB4のアイソフォームの発現は一致しな
い。また，miR-551bの標的の mRNAは全ての ACTH
産生腺腫で ERBB4 mRNAが高発現しているわけではな
く，miR-551bは少なくとも一部の ACTH産生腺腫では，
ERBB4発現を制御するが，ERBB4以外の遺伝子を介す
る機序も存在すると考えられる。miR-551bの発現調節
に関して，慢性リンパ性白血病での DNAのメチル化と
miR-551bの低発現の相関が報告されている 29）。本研究

では，その報告で用いられたプロモーター領域の DNA
メチル化を検討したが，少なくともこの領域の DNAメ
チル化は，ACTH産生腺腫での miR-551bの低発現と関
連しない。しかしながら，他の領域を miR-551bのプロ
モーター領域と予測する報告もあり 58, 59），DNAメチル
化との関連性を完全には否定出来ず，今後の検討が必要

である。

結　　　論

・マイクロアレイ解析と qRT-PCR解析により，各タイ
プの下垂体腺腫に特徴的な発現を示す miRNAを同定
した。GH産生腺腫での miR-7，miR-495，miR-551b
の高発現を，PRL産生腺腫での miR-183の低発現をそ
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れぞれ認めた。ACTH産生腺腫でのmiR-137の高発現，
miR-132，miR-183，miR-410，miR-495，miR-551b
の低発現を認めた。FSH/LH産生腺腫での miR-96，
miR-137の高発現，miR-410，miR-495の低発現を認め
た。ナルセル腺腫での miR-410，miR-495の低発現を
認めた。

・miR-132，miR-137，miR-551bは他の組織に比べ下垂
体と大脳での発現が高かった。また，miR-132と miR-
551bは各下垂体ホルモン産生細胞株では低発現で
あった。

・ACTH産生腺腫で低発現を示した miR-132，miR-551b
を過剰発現させると，ACTH産生由来細胞株である
AtT-20細胞特異的に細胞増殖抑制作用を示したことか
ら，この２種の miRNAは ACTH産生腺腫の発生に関
与する可能性が示唆された。

・ACTH腺腫の一部に miR-551bの標的遺伝子である
ERBB4の高発現を認めた。この ACTH産生腺腫では，
miR-551bの発現低下による ERBB4の高発現が腫瘍発
症に関与している可能性が示唆された。

・ACTH 産生腺腫における miR-551b の低発現と
EGFEM1Pに存在する CpGアイランドのメチル化に
関連はないことが示された。
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