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研究成果の概要（和文）：MEN１型の原因産物である menin は MLL と複合体を形成し、ヒストン

のメチルトランスフェラーゼ活性により p27Kip1や p18Ink4C遺伝子発現を制御している。MEN1 型

では Men1 遺伝子の変異によりこれらの発現が低下し腫瘍が発生と関与する。本研究では、散発

性下垂体腫瘍でも、MLL と p27Kip1発現量が低下していることが判明した。そして、ソマトスタ

チンアナログ製剤のオクトレオチドは、抗腫瘍効果のひとつとして MLL-p27Kip1経路を PI3K/Akt 

や MAPK を介し転写レベルで活性化することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Menin, the product of the MEN1 gene, form a nuclear complex with 

mixed lineage leukemia (MLL) protein, a human histone methyltransferase and activated 

transcription of the p27 Kip1 and p18 Ink4C genes.  In multiple endocrine neoplasia type 1 

(MEN1), a mutation of menin caused decreased expression of the p27Kip1 and p18Ink4C genes and 

deregulated cell growth.  We found that the MLL-p27Kip1 pathway was downregulated in the 

pituitary adenomas, and octreotide increased the p27Kip1 level, at least in part, by 

sequential transcriptional stimulation of the MLL and p27Kip1 genes through PI3K/Akt and 

MAPK pathways.  
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1. 研究開始当初の背景 

 内分泌腫瘍の発症機構は多くの研究

がされてきたが、これまで遺伝子変異

による遺伝性下垂体腫瘍は、多発性内

分泌腺腫症１型 (MEN1)の Men1 遺伝

子のみであった。体細胞変異としては

Gsαや p27,p18,p53,Rb1 の発現低下な

どが報告されていた。実際、Men1 や p27, 

p18,Rb1 のノックアウトマウスでは下

垂体腫瘍が発生する。従って、これら
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の下流もしくは上流には共通のシグナ

ル伝達機構が存在することが予想され

た。 

 Mixed Lineage Leukemia (MLL)は、染

色体転座によりそのＮ端側の蛋白質と他

の種々の蛋白質とが融合蛋白質を生じ、

急性骨髄性白血病や急性リンパ急性白血

病を引き起こす蛋白質として１９９０年

代前半に単離された。しかし、正常（野

生型）の MLL の生理的機能については長

い間不明であった。２００２年になり、

同時に２グループから MLL はショウジョ

ウバエの trithorax の ortholog で、Ｃ端

側の SET ドメインにはヒストンメチル化

活性がありヒストン３のＮ端から４番目

リジン残基（Ｈ３Ｋ４）をメチル化し、

ホメオボックス蛋白質のＨＯＸ遺伝子群

の活性化をしていることが明らかとなっ

た。このＨ３Ｋ４のメチル化は発現の強

い遺伝子群に認められることが明らかと

なっている。さらに、２００４年になり、

この MLL と上記 Men1 の遺伝子産物である

menin が、WDR5 や ASH2 など転写制御機構

に重要な蛋白質と核内において巨大な複

合体を形成し、ＨＯＸ遺伝子ばかりでな

く p27 や p18 も標的遺伝子であることが

判明した。そして MEN1 では、menin に変

異が起こり、p27 や p18 の遺伝子発現が低

下し内分泌腫瘍が発生することが明らか

となった。さらに 2006 年になり、p27 の

遺伝子変異により家族性の下垂体腫瘍が

発 生 す る こ と が 報 告 さ れ 、

MLL/menin-p27,p18 経路という一連のシ

グナル伝達機構が明らかとなり、この系

の異常が下垂体腫瘍に強く関与している

ことが予想された。 

 また、主に内分泌腫瘍の治療に用いら

れているソマトスタチンアナログ製剤に

は、ホルモン分泌抑制作用と抗腫瘍作用

があるが、前者は、その機構として Gi を

介する PKA 経路の抑制あるいは Caイオン

流入の抑制などが明らかだが、後者の機

構の詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

内分泌腫瘍の代表として散発性下垂体腫

瘍を用いMLL-p27Kip1経路の腫瘍発生への関与

を検討し、さらに、ソマトスタチンアナログ

製剤のひとつのオクトレオチドの抗腫瘍作

用におけMLL-p27Kip1経路の関与を明らかとす

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）インフォームドコンセントの得られた

下垂体腫瘍症例の経蝶形骨洞腫瘍摘出

術にて摘出された腫瘍の一部を試料と

した。これらの試料を実験に供する際に

は、倫理面および個人情報の取り扱いに

十分に配慮して行った。 

２）症例は、ＧＨ産生腫瘍 13 例、PRL 産生腫

瘍 11 例、ACTH 産生腫瘍 5 例、TSH 産生

腫瘍 4 例、非機能性腫瘍 15 例、正常下

垂体 5例である。 

３）得られた腫瘍あるいは正常下垂体から

Isogen を用いて total RNA を抽出した。

アガロースゲルにてリボゾーム RNAを観

察することにより RNAの質を確認した後、

300 ng の total RNA からランダムプライ

マー、Oligo (dT)プライマーを用いて

cDNA を作製した。 

４）上記 cDNA と TaqMan probe を用いたリア

ルタイム PCR にて MLL、Men1、p27Kip1、

p18Ink4Cの mRNA を増幅し、正常下垂体か

ら作成したコントロール用 cDNA を希釈

し標準曲線を作製後、それぞれの mRNA

量を GAPDH mRNA の相対的比率で補正し

た。また、得られた結果を腫瘍の大きさ

や術前薬物治療の有無など様々な臨床

データと比較検討した。 

５）ラット下垂体腫瘍細胞株である GH4C1細

胞にオクトレオチドを投与し、MLL、

p27Kip1 発現量に与える影響をリアルタイ

ム PCR、Western Blot、Luciferase assay

で検討した。 

６）GH4C1 細胞に MLL の強制発現系や siRNA

を用いた発現抑制系を用いて、p27Kip1 発

現量への影響を解析した。 

 

４．研究成果 

１）症例の平均年齢はGH産生腫瘍で43.7 ± 

4.4 歳、PRL 産生腫瘍が 40.6 ± 2.8 歳、

ACTH 産生腫瘍 44.6± 4.4 歳、TSH 産生腫

瘍 49.3 ± 5.8 歳、非機能性腫瘍で 50.7 

± 2.1 歳、正常下垂体 75.2 ± 3.4 歳で

あった。男女比は女性比で、GH 産生腫瘍

45.5 ％、PRL 産生腫瘍 36.4 ％、ACTH 産

生腫瘍 40.0 ％、TSH 産生腫瘍 25.0 ％、

非機能性腫瘍 46.7 ％であり、いずれも

有意な差は認められなかった。 

２）PRL産生腫瘍においてMLL、Men1、p27Kip1、

p18Ink4C mRNA 発現量は正常下垂体と比較し

て有意に低下していた。GH 産生腫瘍にお

けるこれらの発現量は、低下しているもの

から正常発現を示すものがあった。非機能

性腫瘍では p27Kip1 mRNA 発現量は正常で、

その他の mRNA 発現量は低下を示しプロラ



クチン産生腫瘍とは異なった発現様式を

示していた。 

３）下垂体腫瘍における MLL、Men1、p27Kip1、

p18Ink4C mRNA 発現量の相関を検討したと

ころ、PRL 産生腫瘍、GH 産生腫瘍において、

p27Kip1 mRNA、MLL mRNA 間で強い相関が認

められた。 

４）GH 産生腫瘍における mRNA 発現量が症例

により様々な発現量を示していたため、症

例の各種パラメーターや腫瘍の特徴と発

現量との比較検討し、オクトレオチド治療

を受けた GH 産生腫瘍では未治療群と比較

して MLL mRNA発現量が 2.4倍、p27Kip1 mRNA

発現量が 4.2 倍と増加していることが判

明した。さらに、未治療の GH 産生腫瘍に

おける MLL、p27Kip1 mRNA 発現量は、正常

下垂体と比較して有意に低下していた。 

５）GH4C1 細胞に MLL を強制発現すると

p27Kip1 mRNA レベルで 8 倍に、蛋白レベル

2.3 倍の増加を認め、p27Kip1プロモーター

活性も 2.1 倍に増加した。 

６）GH4C1 細胞では、オクトレオチドの添加

により MLL ならびに p27Kip1 mRNA 量は濃度

依存性に増加し、蛋白レベルでも同様の増

加を認めた。さらに、オクトレオチドは

p27Kip1プロモーター活性を 4 時間で約 2.6

倍に増加させ、MLL 遺伝子プロモーター活

性を 4時間で約 2倍に増加した。また、オ

クトレオチドによる p27Kip1 発現量の増加

はMLL発現をsiRNAにより低下させること

により消失した。 

 （考察） 

これまで下垂体腫瘍におけるp27Kip1発現が

低下していることは報告されているが、主に

蛋白質の発現量について検討され、この低下

は Skp2 などのユビキチンリガーゼを含む蛋

白質分解機構によるものと考えられてきた。

しかし、下垂体腫瘍では Skp2 や Jab1 発現量

が正常下垂体と比較し変化がないことから、

別の制御機構の存在が予想されていた。本研

究では、下垂体腫瘍において p27Kip1 発現が

MLL 発現により転写レベルで制御されている

ことが明らかとなり、また、これらの発現が

下垂体腫瘍で低下していることは、p27Kip1 ノ

ックアウトマウスでは下垂体腫瘍が形成さ

れることなどから、下垂体腫瘍発症の原因の

1つであると考えられた。 

オクトレオチドなどのソマトスタチンア

ナログは GH 産生腫瘍など様々な内分泌腫瘍

の治療に用いられ、実際、GH 産生腫瘍では

70%の症例で血清GH値、IGF-1値が正常化し、

50%の症例で腫瘍が縮小する。このオクトレ

オチドによるホルモン分泌阻害は、主にオク

トレオチドによる cAMP の減少と Ca2+の細胞

内流入を阻害することによるが、腫瘍を縮小

させる機構については不明な点が多い。これ

までの報告では、ソマトスタチンアナログが

MAPK を介して p27Kip1 発現を増加させること

や、p53 や bcl-2 associated protein を増加

させること、TNF-α、DR4 などを増加させ、

アポトーシス誘導することなどが報告され

ている。さらに、ラットのインスリノーマ細

胞では、オクトレオチドは PI3K/Akt 経路を

介して、mTOR、p70S6K のリン酸化を減少させ、

細胞周期を制御すること、下垂体腫瘍細胞で

は PI3K/Akt 経路を介して、Zac1 を増加させ

細胞周期を制御することなどが報告されて

いる。本研究では、オクトレオチドが MLL、

p27Kip1 発現量を増加させ、p27Kip1 発現量の増

加には MLL が必要であること、さらに、MLL

発現量の増加はp27Kip1発現量を増加させるこ

とが明らかとなった。このことからオクトレ

オチドの抗腫瘍効果のメカニズムの一つと

してMLL-p27Kip1経路が関与していると考えら

れた。 

（結論） 

下垂体腫瘍では、MLL-p27Kip1経路に異常が

あり、これが一因となり腫瘍が発症している

可能性が示唆された。また、ソマトスタチン

アナログ製剤オクトレオチドは MLL遺伝子の

転写を促進し、さらに下流にある p27Kip1の発

現を増加させていることにより細胞周期な

らびに増殖を制御している。 
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