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はじめに

GH 産生腺腫の約40- 50% に、 Gsα の活性化変異である gsp 変異が認められる 1）。 し

かし、残りの 60% の腫蕩化に、どのような遺伝子異常が関与しているのかについては

全く不明である。私たちはこれまでに下垂体腫蕩においては、他の悪性腫蕩と比べて、

癌遺伝子や癌抑制遺伝子の遺伝子変異が低頻度であることを報告してきた 2 - 4）。最近、

DNA のメチル化が、癌抑制遺伝子の不活化の新たな機構として注目を集めている 5）。

本研究においては GH 産生腺腫における DNA メチル化による retinoblastoma 1 (RBI) 

遺伝子および、ras association domain family 1 (RASSFl ）遺伝子の不活化機構を検討

した。

研究方法

1. RBI 遺伝子の異常

8 例のGH 産生腺腫および 2 例のGH・ プロラクチン産生腺腫を含む29 例の下垂体腺

腫における RBI 遺伝子の異常を解析した。

A. 免疫組織化学における pRb の発現の検討

ホルマリン固定パラフイン包埋標本について、モノクロナル抗 R B 抗体（BD

PharMingen 社、クローン G3-245 ）を用いて免疫組織化学をおこなった。シグナルが核

に局在した場合を陽性細胞とした O また、腺腫において pRb のシグナルが全ての細胞

に認められる場合および陽性細胞が不均一な分布を示す場合を、 pRb 発現陽性とした。

また、腫蕩細胞の周囲に存在する血管内皮細胞などの正常細胞にはシグナルが認めら

れるが、全ての腫蕩細胞にシグナルが認められない場合を pRb 発現陰性と判定した。

B. RBI 遺伝子遺伝子の体細胞変異の解析

免疫組織化学的に pRb 発現が陰性である腺腫において、 RBI 遺伝子が位置する 13 q 
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14 部位におけるヘテロ接合性の消失（LOH ）の解析、 RBI プローブ（Oncor 社）を用

いた interphase fluorescence in situ hybridization (FISH ）による RBI 遺伝子のコピー

数の解析、 RBI 遺伝子のプロモーターおよび全エクソンの塩基配列の解析を行った O 塩

基配列の決定は BigDye Terminator V3.l Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, 

社）を用いて、 ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems ）により行っ

た。それぞれのプライマーの塩基配列は既報に従った 6）。

C. RBI プロモーター領域のメチル化の解析

腫蕩から抽出したゲノム DNA をCpGenome DNA modification kit (Intergen 社）で

処理した。処理済みゲノム DNA を鋳型にして、メチル化を認識するプライマー対およ

び非メチル化を認識するプライマー対を用いて PCR を行った（メチル化感受性 PCR

法）。ヒトゲノム DNA をCpG メチラーゼでメチル化したものを陽性コントロールとし

て用いた。またバイサルファイトで処理済みゲノム DNA を鋳型とした PCR 産物をベ

クターにクローニングし、数個のクローンの塩基配列を決定することにより、 RBI 遺

伝子プロモーターの CpG アイランドのメチル化について検討した（バイサルファイト

一塩基配列決定法）。それぞれのプライマーの塩基配列は既報に従った 6）。

2. RASSFl 遺伝子の異常の解析

13 例の GH 産生腺腫および 1例の GH ・プロラクチン産生腺腫を含む 52 例の腺腫に

おける RASSFl 遺伝子の異常の解析を行ったo

A. RASSFlA 遺伝子プロモーター領域のメチル化の解析

4 例の正常下垂体および52 例の腺腫より抽出したゲノム DNA を、バイサルファイ

トで処理後、メチル化感受性PCR 法およびバイサルファイト一塩基配列決定法を用い

て、メチル化の有無を検討した。それぞれの方法に用いたプライマーの塩基配列は既

報に従った 7）。

B. 半定量的 RT-PCR 法による RASSFlA mRNA の解析

4 例の正常下垂体および52 例の腺腫より抽出した RNA を用いて、 RT-PCR を行い、

RASSFlA mRNA 量を半定量した。プライマーの塩基配列は既報に従った 7）。 内部コ

ントロールとして、グリセアルデヒドふリン酸 脱水素酵素（GAPDH ）を用いた。

PCR 産物をアガロース電気泳動にて分離後、エチジウム ブロマイドにて染色した。

それぞれのmRNA レベルはNIH image にて定量を行い、 RASSFlA mRNA とGAPDH
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mRNA の上じ (RASSFIA mRNA /GAPDH mRNA) 

結果

1. RBI 遺伝子の解析

A. 免疫組織化学的解析

として表示した。

GH 産生腺腫を含む28 例の腺腫において、免疫組織化学的に pRb の発現が認められ

1例のプロラクチノーマにおいては、発現が認められなかった。た。

B. RBI 遺伝子遺伝子の体細胞変異の解析

免疫組織化学的にpRb が陰性を示すプロラクチノーマにおいては、 13 q 14 部位にお

ける LOH を認めるものの、 interphase FISH により 2つの RBl 遺伝子のコピー数を保

持していることを明らかにした。また RBI 遺伝子のプロモーターおよび全エクソンの

塩基配列の解析を行ったが、変異、挿入、欠失などの変化は認められなかった。

C. RBl プロモーター領域のメチル化の解析

メチル化感受’性PCR においては、 CpG のメチル化を検出するプライマーでは増幅せ

ず、非メチル化を検出するプライマーでのみ、 PCR 産物が得られた。また、パイサル

ファイト一塩基配列決定法においても、 プロモーター領域における CpG 部位にはメチ

ル化は認められなかった。

2. RASSFlA 遺伝子の解析

A. RASSFlA 遺伝子プロモーター領域のメチル化

メチル化感受性 PCR においては、 52 例の下垂体腺腫のうち、 20 例（38% ）に CpG

のメチル化を認めた（表 1、図 1）。このうち GH 産生腺腫においては、 13 例中 7 例（54

%）にメチル化を認めた 。l例の GH ・プロラクチン産生腺腫においては、メチル化を

認めなかった。一部の腺腫において、メチル化感受性PCR の結果とパイサルファイト

一塩基配列決定法の結果を比較検討したところ、 2 つの方法の結果は一致しているこ

とを見いだした。また 4 例の正常下垂体においては、いずれも CpG のメチル化を認め

なかった。

B. RASSFlA mRN A の解析

4 例の正常下垂体および HeLa 細胞においては、 RASSFlA 遺伝子の発現が認めら

れ、 RASSFlA mRNA /GAPDH mRN A の平均値は 0.75 であった。そこで R ASSF lA
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mRNA /GAPDH mRNA が 0.38 以下を示す腺腫を RASSFlA の発現低下とした。その

結果、 52 例中 22 例（42% ）に発現消失あるいは発現低下を認めた（表 1）。 CpG のメ

チル化を認めない 32 例中 28 例では、 RASSFlA mRNA レベルは正常で、あった O 一方、

RASSFlA mRNA が全く認められない腺腫においては、 11 例全てに CpG のメチル化

を認めた。また発現低下を示した 11 例のうち、 7 例（64% ）にメチル化を認めた。

考察

RBI 遺伝子の異常は、多くの腫蕩の発生に関与している。浸潤性を示す下垂体腺腫

においては、 RBI 遺伝子が位置する 13 q 14 領域の LOH が高頻度に認められるが、免

疫組織化学的には pRb は検出されることより、 RBl 遺伝子自体の異常ではなく RBI 遺

伝子近傍の腫傷抑制遺伝子の存在の可能性が示唆されている。また、 Simpson らは 45

例の下垂体腺腫のうち 10 例（22% ）に免疫組織学的に pRb の発現を認めないこと、 45

例中 4 例にプロモーターのメチル化を認めると報告している 8）。今回の検討では、下垂

体腺腫における pRb の発現消失は 28 例中 1例（プロラクチノーマ）のみであることを

示した O このプロラクチノーマにおいては、 13 q 14 領域のLOH を認めるが、 interphase

FISH にてRBl 遺伝子を 2 コピー認めたことから、有糸分裂時に組み換えにより 1つの

RBl 対立遺伝子が重複した可能性が示唆された。また、プロモータ一部位、全エクソ

ンおよびエクソン・イントロン境界部位に変異、挿入、欠失などの異常を伴わないた

め、プロモータ一部位のCpG のメチル化を検討したが、メチル化は認められなかった。

このため、現時点では、本腺腫における pRb 発現消失の機構は不明である。

RASSFlA 遺伝子は 3p21.3 領域に位置する癌抑制遺伝子である。最近、多くの腫傷

で RASSFlA 遺伝子プロモーター領域のメチル化による遺伝子サイレンシングが報告

されているが 9）、下垂体腺腫における解析はなされていなかった。現時点では、利用可

能な抗 RASSFlA 抗体がないため、下垂体腺腫における蛋白レベルでの解析は行えな

かった。RT-PCR 法による RASSFlA mRNA レベルの解析では、 42% の腺腫に発現消

失あるいは低下を認めた。しかも、全く発現が認められない腺腫では、どの腺腫もプ

ロモーターの CpG 部位のメチル化を認めた。このことから、 RASSFlA のメチル化に

よるサイレンシングが、下垂体の腫蕩化に関与していることが示唆された。

以上の結果より、 GH 産生腺腫においては、 RBI 遺伝子の遺伝子異常やメチル化によ

るサイレンシングは稀であること、また癌抑制遺伝子である RASSFlA のメチル化に

よる発現消失あるいは低下が高頻度で認められることから、 RASSFlA はGH 産生細胞

の臆蕩化に関与していることが示唆される。
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表 1. 下垂体目剥重における RASSFlA プロモーター部位のメチル化と遺伝子発現との関連

RASSFIA 症例数 RASSFIA メチル化

発現 ＋ 

11 11 (100%) 。 P<O. αJOI 

主 11 7(64%) 4(36%) 

＋ 30 2(7%) 28(93%) 

±: ij 剥重における RASSFlA mRNA レベルが正常下垂体に比べて優位に低下している。

M W  PC TS T9 T16 T26 T27 TSO 

I .抑 制勝幡 柵鵬棚1
1- 榊 輔輔柵 ト

図 l RASSFIA 遺伝子プロモーター部位のメチル化感受性 PCR

メチル化

非メチル化

上段は CpG がメチル化されている場合に増幅するプライマーを、下段は非メチル化され

ている場合に増幅するプライマーを用いた。 M W はサイズマーカーを、 PC はメチル化の

陽性コントロールを、 T8-T50 は下垂体腺腫を示す。
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