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研究成果の概要（和文）：Cushing病はACTH産生下垂体腺腫（ACTHoma）を原因とする疾患である。治療の第一選
択は外科的摘出だが、大きな腫瘍、浸潤性の高い腫瘍では手術による寛解は困難であり治療に難渋する。本研究
ではACTHomaの浸潤性に関連する腫瘍における遺伝子異常を明らかにすることを目的とする。
術後腫瘍検体を用いて網羅的に遺伝子解析を行ったところ、CRNDEというlncRNAを増殖と関連する因子として同
定し、その機能を解析した。同時に治療抵抗性の下垂体腺腫に対して3次元培養系（スフェロイド）を構築し、
薬剤の反応性を確認するモデルとしての意義を明らかにした

研究成果の概要（英文）：Cushing disease, which caused by ACTH producing pituitary adenomas 
(ACTHomas), is primary treated by surgical tumor resection. However, the remission rate of large or 
invasive tumor is not so high, and still in clinically challenging. This study aims to elucidate the
 genetic factor associated with invasiveness in these tumors.
 We identified lncRNA CRNDE by comprehensive transcriptome analysis using surgically resected tumors
 as associated factor with tumor aggressiveness. We analyzed the function of CRNDE in ACTHomas using
 3 dimensional culture system (spheroid culture). In the mean time, spheroid culture was constructed
 for treatment-resistant pituitary adenomas, including GHomas and PRLomas, and its significance as a
 model for confirming drug responsiveness was clarified.

研究分野： 内分泌腫瘍学

キーワード： Cushing病　腫瘍浸潤性　CRNDE　lncRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ACTHomaにおける浸潤性を規定している分子についてはほとんど明らかになっておらず、本分子の同定により、
ACTHomaの臨床に与えるインパクトとして、3つの点が考えられる。まずACTHomaの浸潤性を予測する因子として
の意義、次に治療標的となる可能性、さらに治療モニターとしての意義である。また、現在鑑別診断の困難であ
る異所性ACTH症候群との鑑別バイオマーカーとしての有用性も期待される。また、下垂体腺腫術後検体を用いた
スフェロイド培養系は薬剤反応性を予測するツールとして有用であることが明らかとなり、今後薬剤選択におけ
るツールとして臨床応用が可能かもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ACTH 産生下垂体腺腫（ACTHoma）は下垂体腺腫の中でも臨床的に最も治療に難渋する疾患と
して知られている。特に浸潤性の高い腫瘍では手術による寛解率が低く、再発率が高いことから、
ACTHoma の浸潤性に関与する病態を明らかにすることは、治療標的を明らかにするという意
味でも臨床上意義が高い①。我々はこれまでに ACTHoma の浸潤性に関連する因子について検
討し、long non-coding RNA CRNDE の発現が ACTHoma の浸潤性、サイズと正の相関性を持
つことを見出してきた。CRNDE は正常大腸組織と比較して大腸腺腫、大腸癌でより発現の高い
lncRNA として報告され、神経膠腫、卵巣癌でもその発現量が増殖、浸潤性の進展と関連してい
る。また、我々は下垂体腺腫術後検体を用いて 3 次元培養系を作成し、その培養系での実験系を
確立した。 
 
２．研究の目的 
ACTHoma 術後検体における 3D 培養系を用いて CRNDE の腫瘍における機能、特に増殖性と
の関連性を明らかにする。また、ACTHoma の腫瘍術後検体はその頻度の低さ、腫瘍の大きさの
小ささ、腫瘍増殖速度の遅さから、培養系として多くの検討を行う事が困難であるため、現在の
3D 培養系を用いて ACTHoma に対する病態解明に加え、それ以外の下垂体腺腫に対しても、
3D 培養系を用いて薬剤反応性の検討を行い、臨床における薬剤選択基準として応用する。 
 
３．研究の方法 
１）下垂体腺腫術後検体をコラゲナーゼ、蛋白分解酵素、DNAse1 を用いて分散させ、マトリゲ
ル内に包埋して 3次元培養としてスフェロイド培養を行う。 
２）レンチウイルスベクターを用いて CRNDE の強制発現系を構築し、細胞増殖を Realtime Glo
を用いて測定する。 
３）グルココルチコイドポジティブフィードバックを呈する ACTHoma について 3D 培養系を用い
てデキサメタゾン投与により、その病態を解析する。 
４）GH 産生下垂体腺腫（GHoma）、PRL 産生下垂体腺腫（PRLoma）についても同様の検討を行う。 
５）薬剤検討として、ドパミン作動薬（カベルゴリン）、アルキル化剤（テモゾロミド）、抗悪性
腫瘍剤（カペシタビン）についてその効果を検討する 
 
４．研究成果 
１）まず我々は ACTHoma の術後検体を用いてオルガノイド培養系作成を試みた。 
Wnt3a を用いた下垂体オルガノイド用に調整した培地によりパッセージ２（P2）の Day21 までは
コンスタントに ACTH 分泌の維持を確認する事ができたが、その後 P3では ACTH 分泌を失い、細
胞が増殖もできなくなることから、ヒト ACTHoma によるオルガノイド系の確立は現在の条件設
定では困難である事が明らかとなった。同様の結果がマウス下垂体からオルガノイド系を確立
したハンガリーのグループからも報告されており、更なる発展が必要である。また、このことか
ら CRNDE のレンチウイルスベクターの作成には成功したものの、その機能を確認するオルガノ
イド実験系として使用する事は現時点では難しいと考えられた。 
 

 
２）我々は ACTHoma の 3D スフェロイド培養系を確立していたため、本実験モデルを用いて
ACTHoma の特殊な病態について検討を行った。ACTHoma は通常 ACTH を抑制する作用を持つグル
ココルチコイドに対して ACTH が十分に抑制されない事が知られており、これが臨床の現場では
デキサメタゾン抑制試験として診断に用いられる。一方、稀にグルココルチコイドに対して ACTH
が上昇するという腫瘍がある事が知られており、ポジティブフィードバックとして知られてい
る②。また、このような腫瘍は周期性クッシング症候群を呈する事も知られている。我々は明石
医療センターとの共同研究で、このようなポジティブフィードバックを呈する周期性クッシン
グ症候群症例の術後検体を用いてスフェロイド培養系を作成し、実際の腫瘍においてもグルコ
コルチコイドに対してポジティブフィードバックを呈している事を初めて明らかにし、Journal 
of the Endocrine Society に報告した（J Endocr Soc. 2021 Mar 30;5(6):bvab055.）。 
 



 

 
 
３）次に下垂体腺腫の 3D スフェロイド培養系を用いて臨床上薬剤抵抗性を示した症例に対して
薬剤感受性を検討する系として本モデルを用いた。PRLoma はカベルゴリンが第一選択薬で、多
くの症例に対し奏功性を示す。しかし、カベルゴリン抵抗性を示す症例は増殖性も高いものが多
く、複数回の手術でも寛解に至らず、治療に難渋するものが多い。現在次の手としてテモゾロミ
ドの効果が示されているが③、近年更なる効果を示す治療薬としてテモゾロミドとカペシタビ
ンを併用する CAPTEM 療法の効果が主に ACTHoma に対して示された。しかし、PRLoma については
不明な点も多かったため、我々はこの感受性を PRLoma 術後スフェロイド培養系を用いて検討し
たところ、スフェロイド系におけるテモゾロミド抵抗性は患者におけるテモゾロミドに対する
抵抗性と一致し、そのような症例における CAPTEM の効果を初めて報告した。その際このスフェ
ロイド系が薬剤選択の予測ツールとして有用である可能性を初めて示し、報告した（Pituitary. 
2022 Apr;25(2):238-245.）。 

 

  
 
４）上記 PRLoma の結果を得、アグレッシブな GHoma についても術後検体に対し 3D スフェロイ
ド培養系を用いて同様にテモゾロミド単剤と CAPTEM による薬剤感受性の検討を行い、CAPTEM で
のより強い腫瘍増殖抑制効果を認めたため、倫理委員会の承認を得たうえで CAPTEM 治療を行っ
たところ、著明な腫瘍縮小と GH、IGF-I 抑制というホルモン抑制効果を認めた。本研究悔過は
GHoma に対する CAPTEM 効果を示した世界でも初めての報告であり、Frontiers in Oncology に
報告した。今後の本治療法の臨床応用が期待される（Front Oncol. 2022 May 26;12:916982）。 
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