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研究成果の概要（和文）：miRNAマイクロアレイ分析においてGH産生腺腫での14q32のDLK1-DIO3座位のmiRNAsの
発現増加を認め、これらの変化はqRT-PCRで確認した。14q32におけるDNAコピー数の変化を認めなかった。パイ
ロシーケンシングおよびバイサルファイトシークエンシングによるDNAメチル化分析により、2種のGH産生腺腫に
おいて、DLK1-DIO3遺伝子座での母親由来遺伝子発現を調節するDMRおよびMEG3-DMRの個々のCpG部位ごとにメチ
ル化レベルが異なることを確認した。 以上、14q32 miRNAはGH産生腺腫において発現増加が認められ、メチル化
異常が特定のGH産生腺腫で観察された

研究成果の概要（英文）：Among miRNAs up-regulated in GH-producing adenomas in miRNA microarray 
analysis, 14q32 miRNAs were included.  In contrast, these miRNAs were down-regulated in FSH/LH- and 
ACTH-producing adenomas, and null-cell adenomas.  The adenoma type-dependent expression pattern was 
confirmed with qRT-PCR analysis.  Although DNA copy-number changes at the 14q32 locus were not 
detected in all adenomas examined, abnormal methylation of CpG sites in imprinted genes within the 
DLK1-DIO3 locus was observed in 2 GH-producing adenomas by methylation-specific MLPA.  According to 
DNA methylation analysis by pyrosequencing and bisulfite sequencing, methylation levels were 
different at each individual CpG site in intergenic DMR and MEG3-DMR, which regulate maternal gene 
expression at the DLK1-DIO3 locus, in 2 GH-producing adenomas.  In conclusion, 14q32 miRNAs were 
up-regulated in sporadic GH-producing adenomas and methylation abnormalities were observed in 
certain GH-producing adenomas.
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１．研究開始当初の背景	
 

 
	
 多くの散発性下垂体腺腫では腫瘍化に関
与する体細胞変異はほとんど認められない。
最近、エピジェネティックな制御調節が下垂
体腫瘍形成に関与するという証拠が増えて
いる。 
	
 例えば、非機能性腺腫においてプロモータ
ー 領 域 の 過 剰 メ チ ル 化 に 起 因 す る
maternally expressed gene 3 (MEG3)遺伝
子の低発現が報告されている。 MEG3 は、
ヒト 14q32 のインプリンティング領域であ
る DLK1 (delta-like homolog 1)-DIO3 
(iodothyronine deiodinase type III)座位に位
置する long non-coding RNA (lncRNA)であ
る。MEG3に加えて、多数の 14q32 miRNA
が非機能性腺腫で発現低下が認められてい
る。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、実施ずみのマイクロアレイ解
析により散発性下垂体腺腫の各タイプにお
けるmiRNA発現プロファイルの特徴を明ら
かにし、その結果を qRT-PCRで確認する。 
	
 各タイプにおける発現異常が腫瘍におけ
るゲノム DNA のコピー数の変化によるもの
か、DNA メチル化異常によるものかを明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
（1）マイクロアレイ解析	
 
	
 
	
 	
  Agilent Technologiesオリゴヌクレオチド
マ イ ク ロ ア レ イ (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA)を用いて miRNAマ
イクロアレイ分析に行った。ハイブリダイゼ
ーション後、シグナルを Agilent Microarray 
Scanner (Agilent Technologies)で検出し、
Feature Extraction software (Agilent 
Technologies)で定量化した。 
	
 平均ハイブリダイゼーションシグナル強
度をデータ分析に用い、平均シグナル強度が
100 を超える miRNA を検出可能な miRNA
とみなした。 
	
 対照のシグナル強度の半分または 2倍未満
のシグナル強度を有する miRNAは、それぞ
れ発現低下および発現増加 miRNAとした。 
 
（2）qRT-PCR 
 
   TaqMan MicroRNA Assays （ Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA）に含ま
れる特異的プライマーを用いて行った。 
TaqMan Universal Master Mix (Applied 
Biosystems)を用いて 7300 リアルタイム
PCR システム(Applied Biosystems)で実施
し、各 miRNA発現レベルを RNU48発現レ
ベルに対して標準化した。	
 
	
 

（3）MLPAおよびメチル化特異的MLPA 
  
  multiplex ligation-dependent probe 
amplification (MLPA)分析は、SALSA MLPA 
ME032 UPD7-UPD14(MRC-Holland, 
Amsterdam, The Netherlands)を用いて行
った。Methylation-specific (MS)-MLPAに関
してはゲノム DNA を HhaI 処理して実施し
た。PCR産物を ABI 3500 DNA配列決定分
析装置(Applied Biosystems)で分析した。デ
ー タ は GeneMapper software (Applied 
Biosystems)を用いて解析した。 
	
 各ピークの割合を対照の正常な男性また
は女性の DNAの平均ピーク画分で除した。 
	
 メチル化百分率は、HhaI 処理試料におけ
るピーク強度と対応する未処理試料のピー
ク強度との比によって算出した。 
 
（4）パイロシーケンシングによるメチル化
分析 
 
   DLK1-DIO3 座において、intergenic (IG) 
-differentially methylated region (DMR)内
の 4つの CpG 部位および MEG3-DMR の 8
つの CpG 部位についてのパイロシーケンシ
ン グ 分 析 を 行 っ た 。 PyroMark Q24 
Advanced Instrument および PyroMark 
Q24 Advanced ソフトウェア (QIAGEN, 
Chatsworth, CA, USA)を用いてデータを解
析した。 
 
（5）バイサルファイトシークエンシングに
よるメチル化分析 
 
  バイサルファイト処理ゲノム DNA を、
MEG3-DMRプライマーセットを用いて増幅
した。 PCR 産物をプラスミドベクターにク
ローニングし、少なくとも 10 個の独立した
クローンの塩基配列を ABI 3500xL genetic 
analyzer (Applied Biosystems)を用いて決
定した。 
 
４．研究成果 
（1）各タイプの下垂体腺腫におけるmiRNA
発現のプロファイル 
 
  follicle stimulating hormone (FSH)-β or 
luteinizing hormone (LH)-β（FSH / LH）産
生 腺 腫 、 adrenocorticotropic hormone 
(ACTH)産生腺腫、またはヌル細胞腺腫のい
ずれかで発現減少を示す 93 の miRNA のう
ち 29個が 14q32 miRNA由来であった。 
  growth hormone (GH)産生腺腫で 35種の
14q32 miRNA発現増加が認められた。これ
らの miRNA のうち、miR-127、miR-432、
および miR-487 の発現増加は GH 産生腺腫
において有意であった。  
 qRT-PCR では、miR-127-3p、miR-495、
miR-487b、および miR-154が、それぞれ GH
および FSH / LH産生腺腫において有意に発



現増加または発現減少を示した。 
 
（2）DLK1-DIO3遺伝子座における DNAコ
ピー数の変化およびGH産生腺腫におけるイ
ンプリンティング遺伝子座内の CpG 部位に
おける異常メチル化 
 
   GH および FSH / LH 産生腺腫における
14q32 miRNAの発現の変化機構を解析する
ために、MLPA分析により DNAコピー数を
比較した。 
  どの腺腫も遺伝子増幅や欠失などのコピ
ー数の変動を示さなかった。 
	
 さらに、6q24.2の pleiomorphic adenoma 
gene-like 1 (PLAGL1)、7q12.1 の growth 
factor receptor bound protein 10 (GRAB10)、
7q32.2 の mesoderm specific transcript 
(MEST)、および 14q32のMEG3のインプリ
ンティング遺伝子近傍に位置する CpG 部位
のメチル化状態を MS-MLPA によって調べ
た。 
  1種のGH産生腺腫におけるMEG3遺伝子
の上流の 2 ヵ所の CpG 部位の低メチル化、
および別の 1 種の GH 産生腺腫における
PLAGL1、GRAB10、および MEST 遺伝子
におけるCpG部位の過剰メチル化を認めた。 
FSH / LH産生腺腫のうち、1つの腺腫のみ
がMEG3遺伝子の CpG部位の過剰メチル化
を有していた。 
 
（3）GH 産生腺腫における 14q32 インプリ
ンティング遺伝子座の DMR 内の異常な
DNAメチル化 
  
  14q32 座は、母系遺伝子クラスターの発現
を調節する 2 つの DMR（IG-DMR および
MEG3-DMR）を含む。したがって、3 種の
GH 産生腺腫および 1 種の FSH 産生腺腫に
おけるこれらの DMR の DNA メチル化レベ
ルをパイロシーケンシングを用いて調べた。 
  1種の FSH / LH産生腺腫では、比較的低
いメチル化レベル（30〜50％）が IG-DMR
の CpG 部位で観察されたが、MEG3-DMR
では観察されなかった。注目すべきことに、
2種の GH産生腺腫は、異常メチル化パター
ンを有した。	
 1 種の GH 産生腺腫は
IG-DMRの第 1および第 3の CpG部位で高
レベルであり、 別の GH 産生腺腫では、
IG-DMRの第 1の CpG部位では高レベルメ
チル化あり、IG-DMRの第 2の CpG部位と
MEG3-DMR の第 1 の CpG 部位では低レベ
ルメチル化であった。 
	
 パイロシーケンシングの結果を確認する
ために、MEG3-DMRのバイサルファイト配
列決定を行った。1種の GH腺腫由来のプラ
スミドクローンは第 1 の CpG 部位の低メチ
ル化を示し、パイロシーケンシングの結果と
一致していた。 
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