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はじめに

成長ホルモン（GH）産生細胞の腫瘍化機構として、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特定の遺伝子発現低下以外は不明である。

microRNA（miRNA）は約20塩基対からなるタンパク質に翻訳されない RNAで、標的となる

mRNAの 3’非翻訳領域に配列相補的に結合し、その翻訳を抑制する。最近、miRNAは標的遺伝子

発現調節に関与し腫瘍形成において重要な役割を担うことが示されているが、下垂体腺腫における

miRNAの解析については、数編の報告があるのみである1-8）。

本研究では、GH腺腫におけるmiRNAの発現プロファイルの解析および血清における各種miRNA

レベルを解析することによりGH産生細胞の腫瘍化機序を明らかにすることを目的とする。

研究方法

１．下垂体腺腫および正常下垂体組織におけるmiRNA発現プロファイルの解析

正常下垂体組織５例、GH腺腫11例、PRL腺腫６例、ACTH腺腫８例、silent ACTH腺腫５例、

FSH/LH腺腫12例からmirVana miRNA Isolation kit（Ambion）にてsmall RNAを抽出した。small

RNAが抽出されていることは2010 Bioanalyzer（Agilent）にて確認した。723種のヒト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。

結果の解析にはGeneSpringGX10（Agilent）を用いた。

２．血清RNAの抽出およびmiRNAのqRT-PCRによる解析

a）ヒト血清miRNAのマイクロアレイ解析によるプロファイリング

細胞成分を除くために10,000xgで遠心した健常人血清625μlを用いた。mirVana PARIS

Kit（Ambion）を用いてtotal RNAを抽出し、Agilent human miRNAマイクロアレイキッ

ト（V2）によるマイクロアレイ（北海道システムサイエンス）およびGeneSpringGX11によ

る解析を行った。

b）下垂体腺腫症例における各種miRNAの血清レベルの解析

下垂体腺腫摘出術前に血液を採取し、血清を－20℃に保存した。血清625μlを用い、

mirVana PARIS Kitを用いてtotal RNAを抽出した。グリコーゲンを担体としたエタノール
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沈殿でRNAを濃縮後、miScript PCR System（Qiagen）を用いてcDNAを合成した。健常者

13例、GH腺腫11例、FSH/LH腺腫11例、ACTH腺腫６例を対象に、THUNDERBIRDTM

SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を用いてqRT-PCR解析を行った。

以下の条件で血清におけるqRT-PCR解析を行うmiRNA種を選択した。組織マイクロアレイ解析

において、正常組織と比較してGH腺腫において２倍以上の変化を示し、かつGH腺腫で特異的に認

められた４種（正常組織に比して増加: miR-129-5p、miR-485-3p; 低下: miR-542-3p、miR-542-5p）、

FSH /LH腺腫においては５倍以上上昇し、FSH /LH腺腫特異的に認められた11種（miR-139-5p、

miR-532-3p、miR-582-5p、miR-660、miR-33b、miR-532-5p、 miR-95、miR-181c、miR-140-3p、miR-

181c*、miR-140-5p）、ACTH腺腫においては6倍以上低下を認めた７種（miR-214、miR-199a-3p、

miR-199a-5p、miR-1225-5p、miR-212、miR-132、miR-132*）について検討した。miRNA量比較のた

めの内部標準として、miR-185、miR-16、miR-638を用いた。

miScript PCR Systemでは、miScript Reverse Transcriptase Mix中のpoly（A）ポリメラーゼに

よりRNAの3’端にpoly（A）を付加後、Universal Tag配列を有したプライマーで逆転写しcDNA

を合成した。PCRではUniversal Tag配列に対応するプライマーを共通のReverse プライマーとして

用いた。Forwardプライマーとして、既製のmiScript Primer Assay（QIAGEN）で用意されたプラ

イマー（miR-16：Hs_miR-16_1、miR-185 : Hs_miR-185_1、miR-212 : Hs_miR-212_1）を、他の

miRNAに関してはmiRBase（http://www.mirbase.org/search.shtml）におけるmature sequenceの

情報から作製したプライマーを用いた。

結果

１．GH腺腫、PRL腺腫、ACTH腺腫、FSH /LH腺腫と正常下垂体組織における miRNA発現プロファ

イルの比較

全ての腺腫と正常下垂体組織のmiRNAマイクロアレイ解析結果より、腺腫全体で発現が増加して

いるものとしてmiR-144（6.9倍）、miR-301a（3.3倍）、miR-451（5.5倍）、miR-500*（4.3倍）、miR-720

（5.7倍）、miR-1260（8.3倍）、miR-1274a（5.8倍）、miR-1274b（5.6倍）が、発現が低下しているもの

としてmiR-424（23倍）、miR-940（2.3倍）、miR-1202（8.3倍）、miR-1225-5p（4.5倍）、miR-1915（3.5

倍）が認められた。またサイズの大きい腺腫では、miR-7、miR-29b-1、miR-144、miR-181c、miR-

451、miR-485-3p、miR-500の発現が高く、miR-214、miR-376の発現が低い傾向が見られた。海綿静

脈洞への浸潤を示した腺腫では、miR-7、miR-20、miR-33b、miR-1274bが高く、miR-154、miR-410

が低い傾向を示した。

GH腺腫において２倍以上の有意な変化が認められたmiRNA種の数は10種類（正常組織に比して

増加を示すもの : miR-720、miR-1274a、miR-129-5p、miR-1260、miR-485-3p、miR-1274b; 低下を示

すもの : miR-542-3p、miR-542-5p、miR-424、miR-1202）であった。PRL腺腫において変化が認めら

れたものは４種（増加 : miR-1274b; 低下 : miR-572、miR-424、miR-1202）であった。GH腺腫およ

びPRL腺腫に共通に認められるものはなかったが、GH腺腫で特異的に認められるものが４種（増加

: miR-129-5p、miR-485-3p; 低下 : miR-542-3p、miR-542-5p）あった。GH腺腫・PRL腺腫群とFSH/LH
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腺腫間で3種（増加 : miR-720、miR-1274a、miR-1274b）が共通に認められた。またGH腺腫・PRL

腺腫群とACTH腺腫間のみで共通に認められるものはなかった。また、GH腺腫・PRL腺腫群、

ACTH腺腫、FSH /LH腺腫間で共通に認められるものが４種（増加 : miR-1260; 低下 : miR-1202、

miR-424、miR-572）存在した（図１）。ACTH腺腫およびFSH /LH腺腫特異的に増減が認められた

miRNAは、それぞれ13種および66種であった。

２．血清におけるmiRNAレベルの解析

健常者血清のmiRNAマイクロアレイ解析において、存在量が多い25種類は、miR-923、miR-1207-5p、

miR-1225-5p、miR-638、miR-1202、miR-940、miR-1268、miR-1228、miR-1915、miR-1275、miR-

1234、miR-483-5p、miR-939、miR-1238、miR-1249、miR-1280、miR-129-3p、miR-1281、miR-191*、

miR-1225-3p、let-7b*、let-7f-1*、miR-129*、miR-766、miR-933であった。

qRT-PCR解析におけるΔΔCt法を用いた定量法では、 PCR 1サイクルあたり産物が２倍となる

累乗的な増幅効率が行われることが前提となる。qRT-PCR解析の予備実験として、各プライマーを

用いた場合に効率よく増幅されること、PCR産物の解離曲線のピークが１つであること、および41

サイクル後の増幅産物のゲル電気泳動において単一バンドであることを確認した。その結果、使用

可能なプライマーは、miR-16、miR-185、miR-638のほか、miR-139-5p、miR-532-3p、miR-582-5p、

miR-660、miR-95、miR-181c、miR-199a-5p、miR-199a3p、miR-212、miR-132、miR-542-5pであった。

GH腺腫組織で特異的に発現上昇が認められたmiR-129-5pおよびmiR-485-3pのプライマーは使用不適

当と判断された。内部標準として用いたmiR-16、miR-185、miR-638は、検討した各血清サンプルの

いずれにおいても存在が認められた。FSH/LH腺腫組織で特異的に上昇が認められたmiR-181cは、

健常者血清のmiRNAマイクロアレイ解析ではシグナルが認められなかったが、qRT-PCR解析では

正常者13例のうち８例で信頼できるPCR産物のピークが検出された。miR-181c はACTH腺腫症例血

清では低値を示したが、FSH/LH腺腫症例血清においては11例中９例で信頼できるピークが検出さ

れ、上昇傾向が認められた。一方、GH腺腫症例血清では11例中８例で信頼できるピークが検出され

なかったが、検出された３例においては正常者に比べ増加を認めた（図２）。他のmiRNA種の

qRT-PCR解析では検体間での成功・不成功のばらつきが大きかった。一部のACTH腺腫で

miR-199a-3pおよびmiR-199a-5pの低下傾向が認められたが、安定した結果を得るためにqRT-PCRに

用いるRNAの増量および症例数を増やすことを検討している。

考察

近年、miRNAの発現異常が種々の腫瘍で見いだされている。miRNAは組織発生、分化、細胞増

殖、アポトーシスに重要な役割を果たしているが、腫瘍の発症、進展の過程にも関与している。ま

た、腫瘍の診断や予後予測に有用な可能性のあるmiRNA種が報告されてきている。本研究において

は、GH腺腫を含む下垂体腺腫におけるmiRNA発現プロファイルを網羅的に解析し、GH腺腫に特徴

的な発現パターンを明らかにすることを目的とした。

Bottoniらは、GH腺腫とPRL腺腫でmiR-23a、miR-23b、miR-24-2発現が増加していること、miR-23a
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およびmiR-23bの発現増加は、GH腺腫・PRL腺腫とACTH腺腫、非機能性腺腫を分別するのに有用

であると報告している2）。MaoらはmiRCURY LNA array（Exiqon）を用い、21個のGH腺腫におけ

るmiRNA発現プロファイルを解析し52種のmiRNAの発現量の変化（３種が高発現、29種が低発現）

を認めた7）。本研究結果およびBottoniら、Maoらの結果と共通するのは、miR-542-3pの減少のみで

あった。この差異の原因については不明であるが、人種差による違いよりも、用いたmiRNAアレイ

の種類の差による可能性が高い。他のグループによる報告も含めて、GH腺腫で発現増加あるいは低

下が認められたmiRNA種について、qRT-PCRによる発現差異の確認が必要である。

PRL腺腫に関しては３種が発現低下を示し、１種のみが増加を示したが、既報例との一致は認め

られない。ACTH腺腫に関しては21種が発現低下を示す一方、miR-1260のみが増加を示した。これ

らの結果のうち、miR-212とmiR-132*の低下は Stillingらの結果5）と一致している。FSH/LH腺腫に

関しては、図１に示すように発現量変化を示す種類が多い。発現増加を示すmiR-20a、miR-93、

miR-582-5p、miR-99b、miR-137、miR-93および発現低下を示すmiR-154が本研究結果と既報例6.8）間

で一致している。

microRNAは，血漿、唾液、涙、尿、羊水、初乳、母乳、気管支洗浄液、脳脊髄液、腹水、胸水、

精液いずれの体液にも認められる9）。血液中には RNA分解酵素が豊富に認められることから、

mRNAやmiRNAは存在しないと考えられていた。ところが血清あるいは血漿中にはmiRNAが安定

に存在すること、その理由としてエクソゾーム内に存在するためにRNA分解酵素から防御されてい

ることが明らかにされた10-12）。さらに、血漿中におけるmiRNAはエクソゾームのみならず、

Argonate2複合体、nucleophosmin 1、high-density lipoprotein（HDL）などのタンパク質と結合し

て存在していることが報告されている13-15）。しかも、エクソゾームやHDLと関連しているmiRNAが

受け手の細胞へ移行し、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15-18）。

種々の腫瘍におけるバイオマーカーとして血漿あるいは血清におけるmicroRNAの有用性を示す

報告が多く認められるが、下垂体腺腫における報告例はない19-22）。ただし、定量性をどう扱うか問題

点が残されている。組織あるいは細胞内におけるmiRNA量はU6を内部標準にして表示されること

が多い。しかし、U6は血漿あるいは血清中では検出されず、内部標準となる適当なmiRNA種が明

らかにされていない。現在は血漿あるいは血清の容積（例えば１μLあたり）のコピー数で表すか、

血漿中に豊富に存在するという理由からmiR-638、miR-16などが内部標準として使われている報告

が多い。今回実施した血清qRT-PCR解析において、miR-185、miR-16、miR-638のいずれも検出さ

れたため、この３種を内部標準として用いた。３種のmiRNAいずれを内部標準として用いた場合で

も、健常者およびACTH腺腫症例血清で検出されたレベルに比べ、FSH/LH腺腫症例９例の血清で

はmiR-181cの増加傾向が認められた。本結果は、下垂体腺腫組織における発現上昇が血清レベルに

反映される可能性を示唆する。GH腺腫組織で特異的に高発現が認められたmiR-129-5pおよび

miR-485-3pは、血清レベルの増加が認められる可能性があるため、今後、特異性の高いTaqManシ

ステム（ABI）あるいは高感度なLNA primerシステム（Exiqon）等を用いたqRT-PCR解析を導入

することで検証できる可能性を有する。
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結語

GH腺腫において、正常下垂体に比して２倍以上の有意な発現量変化を示すmiRNAが10種類に認

められた。このうち、GH腺腫で特異的に認められるものが４種あった。FSH/LH腺腫組織で発現増

加が認められたmiR-181cが血清レベルでも増加していることを確認した。今後、GH腺腫で特異的

な発現変化の機序の検討と、その量的変化が血清レベルに反映されるか否かの検討が必要である。
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図１　下垂体腺腫におけるmiRNAのマイクロアレイ解析

正常組織に比し２倍以上の有意な変化が認められたmiRNA種を示す。

図２　血清におけるmiR-181c量の解析
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