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はじめに

2006年に、家族性成長ホルモン（GH）産生腺腫の原因遺伝子がaryl hydrocarbon receptor -

interacting protein（AIP）であることが報告されたが1）、散発性のGH産生腺腫における体細胞変異

による不活化はまれであることが明らかにされている2）。これまでのGH産生細胞の腫瘍化機構の解

析において、約50％に認められるgsp遺伝子変異や一部の腺腫で認められるメチル化異常による発

現低下以外は明らかになっていない3）。

microRNA（miRNA）は21～23塩基対からなる機能性non-coding RNAで、標的となるmRNAに

結合し、その翻訳を抑制する。最近、miRNAは標的遺伝子発現調節に関与し、発生や細胞死、細胞

増殖、分化のみならず腫瘍形成において重要な役割を担うことが示唆されている。しかしながら、

下垂体腺腫におけるmiRNAの解析については、一部の報告があるのみである4-6）。

本研究では、新たながん遺伝子・がん抑制遺伝子の候補であるmiRNAに着目し、GH産生腺腫に

おけるmiRNAの発現レベルの解析および血清におけるmiRNAレベルを解析した。

研究方法

１．クローニング・塩基配列決定法によるmiRNAプロフィールの解析

正常下垂体組織および下垂体腺腫組織よりISOGEN（ニッポンジーン）にてtotal RNAを抽出した。

Total RNAからsmall RNA画分をカラムで分別し、15％変性アクリルアミドゲルにて200ヌクレオチ

ド以下のSmall RNA画分を電気泳動後、20～23ヌクレオチド付近を切り出して抽出した。T4 RNA

ligaseでRNAに３'ドナーオリゴヌクレオチドをつなげた後、RNAをゲルで精製した。その後、T4

RNA ligaseでRNAに５'アクセプターオリゴヌクレオチドをつなげた。RNAをゲルで精製した後、

RT-PCRでRNAを増幅した。T-ベクターにクローニング後、大腸菌の形質転換体を選抜し、cDNA

の挿入を確認した。挿入クローンに対して塩基配列の決定を行った。データベースとしては

miRBaseなどを用いた。
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２．定量的リアルタイムRT-PCR法（qRT-PCR）

正常下垂体組織および下垂体腺腫組織からRNAを抽出し、mirVana qRT-PCR miRNA detection

Kit（Ambion）を用いてlet-7 miRNAの定量を行った。組織における発現の内部標準としてはU6

RNAを用いた。

３．免疫組織化学

正常下垂体組織および下垂体腺腫組織のパラフィン包埋標本を用いて、high mobility group AT-

hook 2（HMGA2）蛋白の発現を検討した。抗体は、ヤギポリクロナル抗HMGA2抗体（Santa Cruz）

を用い、抗原抗体複合体はcobalt-3,3'-diaminobenzidine反応にて検出した。

４．miRNAのアレイ解析

正常下垂体５例、GH産生腺腫14例、プロラクチノーマ６例、ACTH産生腺腫13例（うち

Cushing病を示すもの８例）、FSH／LH産生腺腫15例からsmall RNAを抽出し、723種のヒトmiRNA

および76種類のヒトウィルスmiRNAのプローブを搭載したhuman miRNAマイクロアレイキット

（V2）（Agilent）を用いて解析を行った。

５．血清からの低分子RNAの抽出およびmiRNAの定量

下垂体腺腫手術前に血液を採取し、－20℃に保存していた血清を、細胞成分を除くためにさらに

10,000 x gで遠心した。低分子RNAの抽出にはAmbion mirVana PARIS Kit（ABI）を用いて

miRNAを含むsmall RNAを分離した。

cDNA 5'末端のUniversal Tag配列に結合するmiScript Universal Primer、miRNA特異的なプラ

イマーとQuantiTect SYBR Green PCR Master Mixを含むmiScript SYBR Green PCR Kit（Qiagen）

を用いてqRT-PCR解析を行った。個々のmiRNA特異的なプライマーはmiScript Primer Assay Set

（Qiagen）で用意されているものを用いた。

結果

１．正常下垂体におけるmiRNAプロフィール

クローニング・塩基配列決定法により、miRNAとしてmiR-7-1、miR-7-2、miR-375、let-7a、let-

7b、let-7c、let-7e、let-7g、let-7i、miR-29a、miR-29b、miR-29c、miR-26a、miR-26b、miR-30a-5p、

miR-30b、miR-30c、miR-125a、miR-125b、miR-200a、miR-200b、miR-200c、miR-99a、miR-99b、

miR-34a、miR-320、miR-342、miR-127、miR-199a、miR-652、miR-16、miR-17-5p、miR-24、miR-

96、miR-107、miR-128、miR-148b、miR-181a、miR-181b、miR-182、miR-185、miR-186、miR-195、

miR-204、miR-212、miR-212、miR-218、miR-324-3p、miR-368、miR-374、miR-409-3p、miR-410、

miR-424、miR-454-3p、miR-520a、miR-565、miR-593、miR-597、miR-633、miR-638、miR-566を検

出した。このうち、miR-7、miR-375、let-7が高頻度に検出された。
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２．下垂体腺腫におけるlet-7 miRNA発現低下

下垂体腺腫55例について検討した結果、let-7の発現が50％以上減少しているのが23例（42％）に

認められた。一方、let-7の発現の軽度増加が15例（27％）、３倍以上の増加が17例（31％）に認めら

れた。let-7の発現減少はプロラクチノーマ（６例中９例、68％）、ACTH産生腺腫（12例中７例、

58％）、FSH／LH産生腺腫（６例中17例、35％）に認められた。しかしながら、GH産生腺腫では

let-7の発現減少は12例中1例（８％）にしか認められなかった。むしろ、let-7の発現増加が12例中６

例（50％）に認められた。

３．ヒト下垂体腺腫におけるHMGA2蛋白の過剰発現

let-7の標的遺伝子の一つであるHMGA2の発現を免疫組織化学法により検討した。正常下垂体組

織において、HMGA2蛋白発現は認められなかった。下垂体腺腫において、核におけるHMGA2蛋白

発現は39％で認められた。このうち、FSH/LH産生腺腫では22例中15例（38％）に、ACTH産生腺

腫では18例中12例（67％）に、プロラクチノーマでは16例中５例（31％）に認められた。一方、GH

産生腺腫では26例中２例（７％）、GH・プロラクチン産生腺腫では５例中０例と、低頻度の発現を

認めた。let-7の発現レベルとHMGA2蛋白発現レベル間には負の相関が認められた。

４．正常下垂体と下垂体腺腫におけるmiRNAのアレイ解析

正常下垂体と下垂体腺腫間で、47種のmiRNA発現レベルの差異を認めた。このうち32種は下垂体

腺腫で発現が増加し、残りの15種は下垂体腺腫での発現低下を認めた。加えて、GH産生腺腫、プロ

ラクチノーマ、TSH産生腺腫においては、３種の腺腫での共通のmiRNA発現が多く認められた。

これらの結果より、miRNAの発現パターンからも、GH産生腺腫・プロラクチノーマ・TSH産生腺

腫系、ACTH産生腺腫系、FSH／LH産生腺腫系に区別しうることが明らかとなった。また、どの系

の腺腫にも共通に増減を示すmiRNAが３種認められた。変化が認められたmiRNAについては、

qRT－PCRによる発現量の差異についての確認を進めている。

５．血清におけるmiRNA

これまでの報告から、miR-23a、miR-26a、miR-26b、miR-7、miR-21、miR-375、miR-212を選ん

で血清中での存在を検討した。このうち、miR-375、miR-212は血清ではほとんど認められなかった。

マウス単離膵島における同一プライマーセットを用いたmiR-375の検討では、発現を確認できた。

miRNA量比較のための内部標準として、miR-185を用いた。GH産生腺腫の血清において、miR-23a、

miR-26a、miR-26b量は健常人血清に比して、減少傾向を認めた。

考察

miRNAは癌細胞における染色体の不安定領域にしばしばマップされ、各種がん細胞が固有の

miRNA発現プロファイルを有することや各種がん患者の生命予後に関連するプロフィールが同定さ

れるなど、さまざまな形でmiRNAの異常が腫瘍化に関与していることが明らかになっている。実際
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に、これらの発現異常を示すmiRNAの一部は、がん遺伝子あるいはがん抑制遺伝子として働くこと

が確認されつつある。

本研究において、下垂体腺腫でのlet-7 miRNA発現低下を高頻度に認めた。let-7の標的遺伝子と

してはK-ras遺伝子、c-myc遺伝子やHMGA2遺伝子が知られている。このことから、let-7の発現低

下はK-ras、c-myc、HMGA2などの発現増加につながると考えられる。これまでの研究で、let-7は

腫瘍抑制因子として作用していることが、多くの研究で支持されている7）。すなわち、let-7は肺が

ん、大腸がん、卵巣がんなどで発現低下が認められ、発現レベルががんの進展度と関連しているこ

とが報告されている。しかしながら、腫瘍におけるlet-7発現低下の機構については解明されていない。

HMGA2を発現させたトランスジェニックマウスにおいては、GH・プロラクチン産生腺腫が発症

する8）。このことから、HMGA2は下垂体腫瘍化に関わるがん遺伝子の候補の一つと考えられる。本

研究では、GH産生腺腫やGH・プロラクチン産生腺腫に比べて、ACTH産生腺腫やFSH／LH産生腺

腫において、HMGA2の発現増加が認められた。また、GH産生腺腫やGH・プロラクチン産生腺腫

では、HMGA2蛋白の発現を負に制御するlet-7の低発現は認められなかった。let-7およびHMGA2の

GH・プロラクチン産生腺腫の腫瘍化への関与の差異が、ヒトとマウスの種の違いによるものか否か、

今後の検討が必要である。

GH産生腺腫とプロラクチノーマで、miR-23a、miR-23b、miR-24-2発現が増加していること、

miR-23aおよびmiR-23bの発現増加は、GH産生腺腫・プロラクチノーマとACTH腺腫、非機能性腺

腫を分別するのに有用であるとの報告がある5）。しかしながら、我々のマイクロアレイによる検討

では、正常下垂体組織との間に、これらのmiRNAの発現量の差異は確認できなかった。マイクロア

レイによる解析で、GH産生腺腫で発現増加あるいは発現抑制が認められたmiRNAについて、qRT-

PCRにて発現差異が確認できるか検討を進めている。

血清でのmiRNAはエクソソーム（細胞外に放出される細胞膜構造物）内に存在することにより、

RNaseによる分解を免れ、安定な存在様式をとることや、エクソソームが他の細胞と融合すること

により、細胞内に移行したmiRNAが標的mRNAを切断するなどの生理的機能を示すことが報告さ

れている9-13）。また、がんのバイオマーカーとしてのmiRNAの重要性が注目されており、特に血清

中あるいは血漿中に存在するmiRNAの検討が種々の腫瘍で始まっている。

GH産生腺腫症例血清におけるmiR-23a、miR-26a、miR-26b量の減少傾向については、症例数を増

やすことによる確認が必要である。また、血清や血漿におけるmiRNAの定量において、内部標準と

してのmiRNA種は確立されていない。どの条件でも発現レベルが変わらないsmall RNA種の同定が

必要である。また、GH産生腺腫をはじめとする下垂体腺腫でのmiRNA発現量の変化が血清中に反

映されるか否かについても、今後の検討が必要である。

結語

GH産生腺腫におけるlet-7の発現減少はまれであること、その標的遺伝子であるHMGA2の発現増

加も認められないことが明らかとなった。今後、GH産生腺腫で特異的な発現変化を示すmiRNA種

の検索と、その量的変化が血清において反映されるか否かの検討が必要である。
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