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研究成果の概要（和文）： 

＜諸言＞ micro-RNA（miRNA）とは、細胞内に存在する長さ 20 から 25 塩基ほどの 1 本鎖 RNA

をいい、non-coding RNA（ncRNA）の一種である。最近様々な遺伝子発現の調節機能について報

告があるが、下垂体腺腫におけるホルモン関連遺伝子に関しては未だ少ない。今回我々は下垂

体腺腫細胞における GH と PRL 発現に関与する miRNA の signal cascade を検討したので報告す

る。 

＜方法＞ 下垂体腺腫細胞 GH3 と rat normal pituitary cell（RPC）の mRNA と miRNA の発現

プロファイリングを cDNA microarray で解析し、有意に負の相関のあるものの中から、GH, PRL

産生に関与する遺伝子を選択した。それらの miRNA の 3'側非翻訳領域に相補的な塩基配列を構

築して GH3 細胞の miRNA をノックダウンし、GH、PRL 分泌変化を ELISA で定量し、同時にシグ

ナル下流域を cDNA microarray で解析した。 

＜結果＞ RPC よりも GH3 で過剰発現していた miRNA のうち、GH 産生に関して相補的な mRNA

と一致したものはなく、むしろ rno-miR-494 と-146a が発現低下をして mRNA と負の相関をして

いた。PRL に関しては、rno-miR-101b と-191, -194 の発現過剰がみられた。PRL 産生は

rno-miR-101b のノックダウンした GH3 細胞にのみに PRL 分泌が有意に増加した。cDNA 

microarray でも PRL 産生に関するシグナルは有意に up-regulate していた。 

＜結論＞GH3 では RPC に比して種々の miRNA の発現変化がみられるが、このうち rno-miR-101b

は PRL 発現を抑制する機能を有していると思われた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Micro-RNA (miRNA) is belonged to non-coding RNA, which is single-stranded RNA ranging 
20 to 25 bases. Recent studies have disclosed its molecular function in gene expression, 
however, the regulation on genes regarding hormonal regulation in pituitary adenoma has 
been little discussed. In this study, we highlighted on signaling cascades that regulate 
GH or PRL by several miRNAs. 
Firstly, profiling of mRNA and miRNA in rat pituitary adenoma cells, GH3 was analyzed 
comparing rat normal pituitary (RPC) as the control and followed by selection of the 
negative correlation of mRNA and miRNA among those regulate GH or PRL expression. 
Subsequently, complimentary sequence for the mi-RNA was transfected aiming to knock-down 
and secretion of GH or PRL was evaluated with ELISA study. Microarray analysis was finally 
performed to analyze signal cascades. 
In miRNA that over-expressed more than RPC, none of miRNA had no negative correlation 
with GH-related mRNA. Meanwhile, rno-miR-494, -146a were expressed decreasingly and had 
negative correlation with mRNA. Separately, rno-miR-101b, -191, and -194, closely 
relating to PRL expression, were over-expressed. In knock-down cells with those 
complimentary sequences, PRL secretion was elevated by rno-miR-101b-knock down GH3 cells. 
Also in cDNA microarray analysis, GH3 cells up-regulated PRL-production-related signals 
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after knock-down of rno-miR-101b. 
In conclusion, rno-miR-101b is a miRNA regulating PRL production. 
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１．研究開始当初の背景 
micro-RNA（miRNA）とは、細胞内に存在する
長さ20から25塩基ほどの1本鎖RNAをいい、
non-coding RNA（ncRNA）の一種である。そ
の機能とは遺伝子発現の抑制であることが
知られている。最近様々な遺伝子発現の調節
機能について報告があるが、下垂体腺腫にお
けるホルモン関連遺伝子に関しては未だ少
ない。  
下垂体腺腫においても幾つかの miRNAの存在
が報告されてはいるが、正常下垂体組織と同
等か、いかなる機序で下垂体腫瘍組織がホル
モン分泌異常を起こすにいたったかという
観点からの取り組みは残念ながらなされて
はいない。下垂体腺腫の全身に及ぼす影響と
は下垂体ホルモンの異常分泌か分泌低下に
よる機能低下症によるものである。この異常
なホルモン分泌を制御する miRNA を各下垂体
ホルモンごとに個別に特定し、mRNA の翻訳阻
害、または mRNA の分解を起こす機序、さら
には分泌異常に関わるシグナルカスケード
を明らかにする。 
当該分野における本研究の学術的な特色・独
創的な点を述べる。 
miRNAの元になるDNA配列はmiRNAより長く、
miRNA の配列と、それにほぼ相補的な逆向き
の配列とを含む。この DNA 配列が 1 本鎖 RNA
に転写されると、miRNA 配列とその逆相補配
列は相補的に結合して 2本鎖になり、全体と
してはヘアピンループ構造（tRNA に似た形）
をとる。これを primary miRNA（pri-miRNA）
という。通常、ヘアピンループ構造をとる部
分以外にもミスマッチが含まれており、スタ
ーフォームとよばれる。核内にある Drosha
と呼ばれる酵素がこの pri-miRNA 分子の一部
を切断して pre-miRNA（ miRNA の直接の前駆
体）を作る。次いで pre-miRNA 分子は
Exportin-5 と呼ばれるキャリアタンパク質
によって核外に輸送され、これからダイサー
（Dicer：RNAi を参照）により 20-25 塩基の
miRNA 配列が切り出される（植物では
pri-miRNA が直接ダイサーによって処理され
る）ことに我々は着目した。。 

 
２．研究の目的 
miRNA の機能は遺伝子発現の抑制にあると思
われる。miRNA は一部の mRNA（大抵は 3'側
非翻訳領域）に相補的な配列を有する。この
mRNA と miRNA との結合により、翻訳が阻害さ
れる場合（下述の stRNA）、また RNAi のよう
に mRNA の分解を引き起こす場合があると考
えられている。 
この miRNA の効果は 1993 年に R.C.Lee らに
よって C.elegans で初めて発見された（これ
は small temporal RNA＝stRNA と呼ばれた ）。
その後 miRNA はいろいろな植物（シロイヌナ
ズナなど）や動物（C.elegans やヒトなど）
で確認されている（Baulcombe 2002）。細菌
にも、mRNA に結合して mRNA 量や翻訳を調節
する似たような遺伝子が発見されているが、
ダイサーは関与しないので、一般には miRNA
とは考えられていない。 
miRNA の語はサイエンスの 3 報の論文（2001
年）で提唱された。 
植 物 で は 類 似 の RNA で あ る
short-interfering RNA（siRNA）がウイルス
RNA の転写を阻止する機能を有し、また一部
は細胞自身の遺伝子の調節にも関わってい
る。siRNA は 2 本鎖であるが、ヘアピンルー
プ構造を有し、作用機構は miRNA に近いと思
われる。miRNA の活性は、実験的には人工合
成核酸であるモルホリノアンチセンスオリ
ゴを用いて阻害できるとされている。 
一般的に腫瘍における miRNA の研究は端緒に
ついたばかりで、miRNA の発現分布、正常組
織との発現差としての研究が主流であるが、
下垂体腺腫においても miR-7 をはじめとした
幾つかの miRNAの発現が正常組織と比較して
多いという報告が散見されるが、しかしなが
ら何れの miRNAも下垂体ホルモン分泌とは無
関係の腫瘍細胞の成長因子と関連がある
mRNA を抑制するのであり、他の悪性脳腫瘍で
も報告がされている。したがって下垂体腫瘍
が全身に及ぼす異常な下垂体ホルモン分泌
とは無関係であることが指摘されてはいる
が 未だに研究はなされてはなく、本研究を
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通じて腫瘍学、或いは内分泌学としての新し
い学問体系の樹立を目的とした。 
３．研究の方法 

（１）miRNA-microarray をもちいた miRNA の
発現解析 
ヒト下垂体腺腫細胞 HP-75、同じくマウス細
胞 AtT-20、ラット細胞 GH3 の miRNA を抽出し
て miRNA-microarray を行う。microarray の
probe には 723 の既に報告された miRNA の配
列に基づいて網羅的に用意されている。 
（２）real-time miRNA-PCR 
実際の手術症例での上記で候補に挙がった
miRNA の発現を 手術サンプルで定量解析を
行う。申請者の施設では年間 100―150 手術
例があり、年齢、腫瘍 subtype、腫瘍浸潤な
どの多彩な parameter を用いた多変解析が可
能である。実際には、今回申請した統計解析
システム(GraphPad Prism, ver. 5)で多項ロ
ジスティック回帰を行う（吉田、寺本による）。
この多変量解析においては、腫瘍サイズ、腫
瘍浸潤の grading に寄与する項目の統計学的
有意差、寄与度検定も検定可能である。患者
さんの同意は文書を作成し、説明する。 
on-line database を用いた標的 mRNA の検索 
（３）上記で候補に挙がった miRNA の配列を
基に on-line database である Pub&Med NCBI
を通じて相補的な sequence のある mRNA を検
索する。 
 
４．研究成果 
RPC よりも GH3 で過剰発現していた miRNA の
うち、GH 産生に関して相補的な mRNA と一致
したものはなく、むしろ rno-miR-494 と-146a
が発現低下をして mRNA と負の相関をしてい
た。PRL に関しては、rno-miR-101b と-191, 
-194 の発現過剰がみられた。PRL 産生は
rno-miR-101bのノックダウンしたGH3細胞に
のみに PRL 分泌が有意に増加した。cDNA 
microarrayでもPRL産生に関するシグナルは
有意に up-regulate していた。 
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