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研究成果の概要（和文）：下垂体腺腫は、pasireotideなど新規薬剤の出現により従来の手術療法に加え、多様
な治療が可能となりつつあるが、診断や疾患の進行を確認するためのバイオマーカーは未だ存在しない。本研究
では下垂体腺腫患者の血液を用いて、腫瘍由来のゲノムDNAのメチル化プロファイルを行い、それに基づいて各
組織型の判別や腫瘍増殖能に関わる新規バイオマーカーを同定する。さらに得られたメチル化プロファイルと
様々な臨床データを統合することにより、下垂体腺腫に対する治療への反応性や腫瘍増殖能の予測などを可能と
する革新的な統合診断システムの構築を目指す。

研究成果の概要（英文）：Pituitary adenomas, with the advent of new drugs such as pasireotide, are 
now being treated with a variety of therapies in addition to traditional surgical methods. However, 
there are still no biomarkers available for diagnosis or monitoring disease progression. In this 
study, we aim to perform methylation profiling of tumor-derived genomic DNA using blood samples from
 patients with pituitary adenomas. Based on these profiles, we will identify novel biomarkers 
related to the classification of each tissue type and tumor proliferative capacity. Furthermore, by 
integrating the obtained methylation profiles with various clinical data, we aim to develop an 
innovative integrated diagnostic system that can predict treatment responses and tumor proliferative
 capacity in pituitary adenomas.

研究分野：脳腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
下垂体腺腫については、ここ数年、国外で網羅的な大規模遺伝子解析研究の報告が見られるようになってきた
が、特にエピジェネティクス解析についてはその他のがん腫と比較するとかなり遅れているのが現状である。悪
性腫瘍だけでなく、無症候性下垂体腺腫の長期経過や手術適応については、昨今大きなトピックスとなってい
る。経過の長い良性腫瘍においても、非侵襲的なliquid biopsyの持つ役割は非常に大きいと考えらる。

※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 
下垂体腺腫は良性腫瘍であるが、海綿静脈洞内への浸潤により全摘出が困難なことも

少なくなく、残存腫瘍に対して長期間の経過観察が必要となることがある。また、一部

の組織型（Silent corticotroph, Sparsely granulated somatotroph など）は

aggressive type とされ、早期に再発する傾向があることが知られている。しかし、こ

れらの腫瘍の増殖能や浸潤能は MRI を主とした画像検査で予測することはできず、その

同定には手術検体採取後の病理検査が必要となる。また、近年、機能性下垂体腺腫につ

いては、pasireotide などの有効な新規薬剤が出現したことで、外科的摘出を基本とし

てきた今までの治療指針から多様化しつつある。これらのことから、腫瘍増大の可能性

や薬物治療への感受性を手術を行うことなく事前に予測できれば、下垂体腺腫の診療に

非常に有用な手段となると考えられる。そのため、腫瘍の診断から臨床経過予測まで可

能とするようなバイオマーカーの存在が期待されている。 

近年の下垂体腺腫における大規模 whole genome sequencing の結果から、下垂体腺腫

では染色体の腕単位でのコピー数異常は見られるものの、遺伝子変異の頻度は多くなく、

いわゆるバイオマーカーの候補となりうる driver mutation は存在しない可能性が報

告されている（Wenya LB et al. Clin Cancer Res 2018, Caimari F et al. Clin Cancer 

Res. 2016）。一方で、腫瘍発生や浸潤／増殖に関わる遺伝子発現を制御するエピジェネ

ティクス機構に注目が集まりつつある。2017 年に発表された新たな WHO 分類では、下

垂体腺腫は生物学的な特徴を重視し下垂体特異的な転写因子の特徴を使った cell 

leanage に即した分類となったが、DNA メチル化プロファイルによるサブクラス分類は、

この新分類に類似した結果となった（Matthew PS et al. Clin Cancer Res 2018）。ま

た、複数の遺伝子のメチル化パターンが、腫瘍の浸潤能や増殖能と関連しているとの報

告も相次いでいる（Gu Y et al. J Neurooncol. 2016, Ling C et al. PLoS One 2014）。

さらに Somatotroph adenoma ではソマトスタチン受容体 5（SSTR5）遺伝子のプロモー

ター領域の低メチル化による同遺伝子の高発現が示されており（Matthew PS et al. 

Clin Cancer Res 2018）、下垂体腺腫のメチル化パターン解析は SSTR5 に親和性の高い

Pasireotide の有効性の予測にも役立つと思われる。 

近年、癌の早期診断や病態のモニタリングの手段として、血液や尿などの体液中に存

在する腫瘍由来の遊離核酸（cell-free DNA）を用いた liquid biopsy が注目されてい

る。脳組織には脳血液関門が存在するため、一般的に脳腫瘍においては血液を用いた

liquid biopsy は困難とされているが、下垂体には発生学上脳血液関門が存在せず、下

垂体腫瘍由来の遊離核酸は末梢血中へとそのまま放出されることとなる。事実、下垂体

腺腫患者の血液中からバイオマーカー候補として、いくつかの microRNA や long non-

coding RNA がすでに同定されている（Zhang Y et al. J. Clin. Endocrinol. Metab. 

2019, Xiong Y et al. Transl Res. 2020）。 

本研究では cell free DNA のエピジェネティクス解析という全く新たなアプローチを

用いて下垂体腺腫の総合的診断システムの確立を目指す。下垂体腺腫特異的な DNA メチ

ル化領域を同定することで、非侵襲的なリアルタイムモニタリングにも応用が可能であ

り、革新的なバイオマーカーとしても機能することが期待される。 
 



 
２．研究の目的 
本研究では、下垂体腺腫患者の血中 cell free DNA の網羅的メチル化解析を行い、腫瘍

の増殖や浸潤、薬剤感受性に関わる未知のエピゲノム機構の解明を行う。さらには上記

で得られたデータを様々な臨床データと統合することで、臨床経過を予測するバイオマ

ーカーの確立を目指す。liquid biopsy 検体を用いたエピジェネティクス解析の報告は

まだほとんどなく、特に下垂体腺腫については皆無である。申請者らは、ごく少量の DNA

からも有用なメチロームデータを取得することに成功しており（Sci. Rep. 2020）、本

研究でもこの手法を用いることで、世界に先駆けて下垂体腺腫の診断／経過予測を行う

ためのバイオマーカーの同定を目指す。さらには本手法はその他の頭蓋内腫瘍について

も応用可能であり、今後の脳腫瘍診療において新たな方向性を示すことに繋がる可能性

を秘めた研究となる。 
 
３．研究の方法 
本研究の最終的な目的は、上記背景および研究成果をもとに、下垂体腺腫患者における

新たなバイオマーカーに基づく診断／治療への臨床応用にある。研究期間内には以下を

明らかにする。①下垂体患者の血中 cell free DNA を用いた網羅的メチル化プロファイ

ルを基に、腫瘍の分化過程や増殖能に関わる DNA 領域を同定する。②同定した DNA 領域

に対してメチル化特異的 PCR プライマー・プローブを複数設計し、手術前後や薬物治療

前後などの臨床経過の様々な時点での推移を明らかにする。③上記で得られたメチル化

DNA に関するデータ、臨床経過に関わるデータ（画像データや電子カルテなど）を統合

し、新たな診断／治療アルゴリズムを作成する。 

下垂体腺腫患者血中 cell free DNA を用いた網羅的メチル化解析 

下垂体腺腫各組織型（Gonadotroph adenoma, Somatotroph adenoma, Lactotroph 

adenoma, Thyrotroph adenoma, Corticotroph adenoma, null cell adenoma）において

患者血液から cell free DNA を抽出する。コントロールとしては正常血液を用いる。網

羅的メチル化解析については、申請者らが過去に行ってきた PBAT 法（Nucleic Acids 

Res. 2019）を用いてライブラリを作成する。 

下垂体腺腫における各組織型のメチル化パターンの比較と特異領域の抽出 

得られたメチロームデータを用いてコントロール群との比較を行う。また、組織型間に

ついても比較を行う。解析には Metilene などのメチル化解析ツールを用いて腫瘍特異

的なメチル化パターンあるいは組織特異的なメチル化パターンの抽出を行い、関連する

遺伝子領域を抽出する。同定された、DNA 領域についてはメチル化特異的 PCR プライマ

ーを設計し validation を行う。 

トランスクリプトームとの統合解析 

同一患者の凍結腫瘍検体から total RNA を抽出し、RNA sequencing を行う。上記で得

られた DNA メチル化と遺伝子発現の関連を検証する。 
 
 
 
 
４．研究成果 

まず、腫瘍サンプルの解析に先駆けて血液中のバイオマーカーの同定が可能であるか

の基礎実験を行った。下垂体腺腫の血液サンプルが当初では少なかったため、代替と



して代表的な脳腫瘍である神経膠腫患者から得た血液サンプルを用いて実験方法の確

認を行った。高感度のデジタル PCR 法 を用いることで、脳腫瘍患者の髄液中より腫瘍

特異的遺伝子の検出が可能であった。  

 

 

 

次に垂体腺腫凍結標本を用いてメチローム解析を行った。解析により転写因子の発現

により、腫瘍がクラスタリングされることが確認できた。これらの メチローム解析結

果と血中 cell free DNA 解析結果とを統合して新たなバイオマーカーの探索に努め

る。 今後は引き続き、本実験を遂行していく。具体的には下垂体腺腫患者の各組織型

の臨床サンプルより分泌形 DNA を抽出する。さらに各腫瘍型に おける 分泌形 DNA 発

現プロファイルの比較により腫瘍型特異的な 分泌形 DNA を同定する。これらの 分泌

形 DNA については、サンプル数を増やしデジタル PCR 法を用いて validation を行な

っていく予定である。 
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