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はじめに

最近、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ヘ散発性 GH 産生腺腫と診断された症例に

おいて、目玉細胞変異や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

る九 このように、これまでの解析においてGH 産生細胞の腫蕩化には gsp 遺伝子変異の関与以外は

明らかになっていない九

細胞周期を負に制御する INK4 family に属するpl6I NK4A 、pl5 INK4B 、pl8 INK4 C遺伝子の異常が、種々の

腫蕩で認められることが報告されている九 この INK4 family はCDK (cyclin-dependent kinase) 

4および CDK6 に特異的に結合してキナーゼ活性を抑制する。すなわちINK4 family の不活化は、

CDK 活性が促進することより、細胞増殖を惹起させる。下垂体腺腫においてはpl6I NK4A 遺伝子のプロ

モータ一部位のメチル化異常による発現低下が既に報告されているω。またpl8I NK4 C遺伝子欠損マウ

スでは臓器腫大、下垂体中葉の腫蕩、リンパ腫、精巣腫蕩、褐色細胞腫が生じる 6) 0 さらに、

pl8 INK 

lまMeni+ 1－欠損マウスに比べて下垂体前葉腫蕩の発生頻度が高くなるとの報告があり、 pl8I 4C 異常は

ヒトの下垂体の腫蕩化に関与している可能性がある O

本研究では、ヒト GH 産生腺腫における pl8 INK4C 遺伝子の関与を検討するために、腺腫における

p18I NK4 C遺伝子の発現レベル、体細胞変異、メチル化異常を解析した。

症例および研究方法

1. 症例

散発性GH ・プロラクチン産生腺腫 1例およびGH 産生腺腫14 例においては、 pl8I NK4 C蛋白の発現を

免疫組織化学で、 pl8l NK4 C遺伝子発現を定量的リアルタイム RT-PCR 法にて解析した。また、正常

下垂体のmRNA 量に比べて30% 以下を示す腺腫についてpl8I NK4C遺伝子フ。ロモータ一部位のCpG 配列

のメチル化の有無を検討した。さらに全例（15 例）および別の40 例の散発性GH 産生腺腫における

pl8 INK4C 遺伝子の体細胞変異の有無を検討した。
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2. 免疫組織化学

パラフイン包埋標本を用いてpl8I NK4C 蛋白および Ki ・67 抗原蛋白の発現を検討した。抗体は、マウ

スモノクロナル抗pl8I NK4C 抗体（Santa Cruz Biotech ）、マウスモノクロナル抗Ki-6 汁克体（Dako-

Cytomation ）を用い、抗原抗体複合体は cobalt-3,3 ’・diaminobenzidine 反応、にて検出した。陽性細胞

数の割合により 0 ；陽性細胞なし、 l+; 1・5% 、2+; 5幽30% 、3+; 30-50% 、4+: 50% 以上とスコア

化した。またKi ・67 抗原ラベル化指数を500-1000 個の腫蕩細胞での陽性細胞数を数えることにより求

めた。

3. 定量的リアルタイム RT-PCR 法

腺腫組織から RNA を抽出し、定量的リアルタイム RT-PCR 法を用いて、 pl8' NK4c mRNA 量を定量

した。比較検討のため nonfunctioning (NF) -FSH 腺腫 13 例、 ACTH 産生腺腫4例、 silent ACTH 産

生腺腫4例、プロラクチノーマ 11 例、 subtype 3 腺腫3例、 TSH 産生腺腫2例、正常下垂体組織3例に

ついて解析した。pl8INK4 Cで、は、 forward は5’－GGGGACCTAGAGCAACTTACT-3' ~ reverse は5’－

GGCAA TCTCGGGA TTTCCAAG-3 ’、 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH ）で、

は、 forward は5’－GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3 ’、 reverse は5’－GAAGATGGTGATGGGATTTC-

3’のプライマー配列を用いた。組織における pl8r NK4 c mRNA 量はGAPDH mRNA 量で、補正した。

4. Bisulfite sequencing 

腺腫組織からDNA を抽出し、 sodium bisulfite 処理を行った。bisulfite 処理のDNA を鋳型として

PC R を行った 。 for war d は5 '-T AGGAA TTGGGGT AGTTGGGG-3 ’、 r evers e は5 ._ 

TTACCTCTCAAAAAAAATACCARTTT ・3’のプライマー配列を用いた。この領域は42 個のCpG

din ucleotides 配列を含む。得られた425 bp のPCR 産物をベクターに組み込み、それぞれ少なくとも

6 個のクローンについて塩基配列を決定し、メチル化の有無を検討した。

5. 体細胞変異の検討

組織から抽出したDNA について、 direct sequencing 法を用いてexon 部位、 exon ・ in tron 境界部位

における点突然変異・小さな欠失や挿入の有無を検討した。さらに比較検討のため、 NF-FSH 腺腫

13 例、 ACTH 産生腺腫 4 例、 silent ACTH 産生腺腫 4 例、プロラクチノーマ 11 例、 subtype 3 腺腫 3

例、 TSH 産生腺腫 2 例、 GH 産生腺腫 40 例についても検討した。コード領域である exon 2 および

exon 3 について塩基配列を解析した。exon 2 (PCR 産物サイズ、 280 bp ）では、 forward は5:

AGTCTCCGA TGCCA TCA TGCAGC-3 ’、 reverse は5’－CACGT AGGCAACATT ATTGACTTGTT-

3’、 exon3 (PCR 産物サイズ、 515 bp ）では、 forward は5’-GAAGGATTCTACCATTTCTACTTCTTT ・3:

reverse は5’－CTGCTT AACA T ATGACAGAACTGT ・3’のプライマー配列を用いた。

結果

1. GH 産生腺腫における pl8I NK4 C蛋自発現の検討

4 例の正常下垂体組織においては、 30% から 40% の細胞に核に陽性のシグナルを認めた。表 1 に

示すように 4 ＋を示す腺腫が 1例に認められたが、 0 から 1＋が 8 例を占め、発現の低下を認めた。

GH 産生腺腫を含めた45 例の腺腫の解析では、 pl8I NK4C蛋白レベルは、患者の年齢、性、腫蕩サイズ、
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Ki ・67 抗原ラベル化指数とは有意な相関は認められなかった。

2. GH 産生腺腫におけるpl81 NK4c mRNA 量の検討

13 例のGH 産生腺腫において、正常下垂体組織のpl81 NK 4c mRNA 量（ 3例の平均）の 17% から

332% のmRNA 量が認められた。そのうち50% 以下の低下を示すものが 7例に認められた （表 1）。

その他の腺腫では、全てのACTH 産生腺腫および:'NF-FSH 腺腫では有意に発現が低下していた。ま

た42 例の腺腫について、 p}8INK4C 蛋白と pl81NK4 c mRNA 量の関連を検討したところ、正の相関を認め

た。

3. プロモーターメチル化の解析

pl8IN K4c mRNA 量が正常下垂体組織の30% 以下を示す腺腫（19 例、 GH 産生腺腫の 3例を含む）に

おいて、メチル化の有無を検討した。NF -FSH 腺腫の 1例にのみメチル化を認めた。

4 • p}8INK4C 遺伝子の体細胞変異

検討した89 例の腺腫のいずれにおいても、体細胞変異は認められなかった。 5例のGH 産生腺腫と

1例のNF-FSH 腺腫においては、一塩基多型である c .342 T > C (p. G 114 G ）を認めた。

考察

p}8 IN K4q土p}6I NK4A 、p}5INK 4B 、p}9INK 4D とともにINK4 ファミリーを形成しCDK4/6 を阻害して細胞周

期を負に制御する。このためp}81NK4 Cの機能消失は細胞増殖促進に作用すると考えられる。実際に

p}8I NK4C遺伝子を細胞で過剰発現させると細胞増殖が抑制されること、 p}8I NK4C を欠失させたマウスで

は下垂体中葉の腺腫が生じることヘおよび、p}8INK4C とMENl のダブル欠失マウスでは下垂体中葉の

みならず下垂体前葉の腺腫が生じることが明らかにされているω。また、最近p}8INK4 Cの欠失はRET

と協調して、甲状腺髄様癌の発症・進展を促進することが報告されている九 これらの結果から

p}8 INK4Cの遺伝子異常あるいは発現低下は、ヒト下垂体腺腫の腫蕩化に関与している可能性がある。

そこで、下垂体腺腫におけるp}8I NK4 Cの発現レベルを蛋白および、mRNA レベルで検討した。検討し

た64% の腺腫で、蛋白レベルでの発現低下を認めた。この結果は最近報告されたKirsch らの報告と

一致する IO ）。 また、 mRNA レベルでは特にACTH 産生腺腫およびNF-FSH 腺腫で有意な発現低下が

認められたが、この結果も Morris らのACTH 産生腺腫で低下が認められるという報告凶と一致する。

下垂体腺腫における発現低下機構の解明のため、 p}8I NK4 C遺伝子のプロモータ一部位のメチル化お

よびコーデイング領域の体細胞変異の有無について検討した。Kirsch らは、 methylation-specific

PCR (MSP ）の方法を用いて検討し、約40% の腺腫にp}8IN K4C プロモータ一部位の高メチレーション

を認めたと報告している IO ）。 メチレーションの頻度は低いという本研究結果との相違は、用いた方

法の違いによる可能性がある。MSP は、簡便で感度が高い方法であるが、 PCR で用いるプライマー

や反応条件により、 false positive の結果をもたらすことがある。またMSP はプライマーに対応する

塩基配列範囲内でのメチル化の有無を検出するが、本研究で、用いたbisulfite sequencing 法は42 個の

CpG dinucleotides の変化を検出することが可能である。これらより、 p}8INK4 C発現低下にはプロモー

タ一部位のメチル化の関与の可能性は少ないと考えられる。

また、 p}8I NK4C 遺伝子発現に正に作用するmenin 凶や負に制御するRET 9i においては、それぞれ散

‘！ 
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発性下垂体腺腫での体細胞変異はまれである m 九 遺伝子発現に関わるエピジェネティックな変化と

して、プロモータ一部位のメチル化の他、 pl8I NK4C 遺伝子発現に関わるヒストンのメチル化やアセチ

ル化が関与している可能性があり、今後の検討課題である。

結語

GH 産生腺腫の54% にpl81NK 4c mRN A レベルの減少を認めた。この遺伝子発現低下に、プロモータ

一部位のメチル化やコーデイング領域の体細胞変異の関与は小さいことが明らかとなった。遺伝子

改変マウスの結果とあわせると、ヒト下垂体においても p18r NK4c mRNA レベルの減少が腫蕩化に関

与している可能性がある。
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表 1 GH 産生腺腫症例の臨床像、 p181NK4C の免疫組織化学、 mRNA 定量の結果
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