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研究成果の概要（和文）：MEN1（多発性内分泌腫瘍症1型）の発症に寄与する新たなMEN1遺伝子のvariant「IVS5
+1G>T」を同定した。MEN1によって生じる多臓器の腫瘍性病変に対して、MEN1遺伝子のコピー数解析をMLPA法に
て行ったが、ヘテロ接合性の消失（LOH）は全ての腫瘍で確認されたが欠失の範囲は必ずしも全ての腫瘍で一致
しなかった。また53個の癌抑制遺伝子について包括的にゲノムコピー数解析およびメチル化解析を行なった。ま
たCASP8遺伝子の過剰メチル化を全ての腫瘍において同定した。これらの結果はMEN1における腫瘍発生における
somaticなalterationの機構解明に有益である。

研究成果の概要（英文）：We have identified the novel putative splice variant (IVS5+1G>T) of MEN1. 
RT-PCR analysis demonstrated the variant cause alternative splicing. Loss of heterogeneity of the 
MEN1 variant had been demonstrated by exome sequencing. MLPA analysis and MS-MLPA was carried out to
 clarify the copy number and epigenetic alteration of 53 tumor suppressor genes. We have found the 
copy number alteration of VHL, GSTP1, CHFR, and BRCA1 in every MEN1 related tumor. The CASP9 
hyper-methylation was observed in every tumor tissues.

研究分野： 内分泌学

キーワード： MEN1　MLPA　MS-MLPA　エクソーム
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１．研究開始当初の背景 
MEN1 は遺伝性腫瘍の一つであり単一遺伝
子(MEN1)の variant が複数の内分泌臓器に
腫瘍を発生させるという際だった特徴を有
している。副甲状腺過形成の生涯浸透率は
95%と MEN1 関連病変で最も高いがこれ自
身が予後決定病変となることは少なく、膵・
消化管の神経内分泌腫瘍(NET)、とりわけガ
ストリノーマが予後規定病変となることが
多い。しかし MEN1 では浸透率は低いなが
らもしばしば胸腺 NET を発症することがあ
り、胸腺 NET を発症した症例ではこれが予
後を規定する重要な病変である(1)。これらの
病変に対する治療法は遅れており近年にな
って膵・消化管 NET に対してソマトスタチ
ンアナログや分子標的薬であるスニチニブ、
エベロリムスが治療薬として承認され一定
の有効性を認めているが胸腺 NET に対する
治療法は手術以外有効な治療がないのが現
状である(2-5)。近年の悪性腫瘍に対する（分
子標的）治療の戦略は臓器別からゲノム情報
による分類から治療法が選択される時代に
大きく変容しつつある。有効な治療法の探索
のためには MEN1 腫瘍の発生の分子基盤の
解明が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
申請者の元には MEN1 患者の末梢血と手術
で摘出した MEN1 関連腫瘍組織がセットと
して保存されている。これらの検体をセット
としてエクソーム解析を行えば腫瘍におけ
る somatic な variant は確実に検出可能であ
る。また同一 MEN1 患者における複数の関
連病変組織を解析すれば共通の variant、固
有の variant を比較的容易に検出することが
可能である。本研究では複数名 MEN1 患者
の複数の MEN1 関連病変のエクソーム解析
を実施し、これらの variant のデータベース
を完成させることが研究期間内の当面の目
標となり可能であればその知見から重要な
variant を絞り込み腫瘍発生機序の解明につ
なげたい。 
また癌抑制遺伝子についてそのメチル化状
態 を MS-MLPA(Methylation specific 
Multiplex Ligation dependent Probe Assay)
法を用いて解析し MEN1 関連腫瘍組織にお
けるメチル化状態のデータベース化を構築
する。 
 
３．研究の方法 
MEN1 症例を集積し手術組織（凍結あるいはパ
ラフィン包埋組織）を集積する。患者末梢血
および手術組織より genomic DNA を抽出する。
また一部の検体についてはRNAを抽出しcDNA
を調整する。得られた検体からサンガー法に
よる塩基配列の検討、MLPA 解析による腫瘍関
連遺伝子のコピー数解析、MS-MLPA 法による
メチル化解析を行う。またライブラリーを作
成しHiSeq2000を用いてエクソーム解析を行
い得られたリード配列を参照配列に対して

マッピングしvariantのアノテーションを行
う。 
本邦における MEN1 症例を集積する。症例集
積には国立病院機能のネットワークを活用
して効率的に行う。一部既に同意を得た上で
検体を得ている MEN1 症例について血液、下
垂体腫瘍（TSH 産生腺腫）、副甲状腺腫瘍、胸
腺神経内分泌腫瘍、肺神経内分泌腫瘍、膵・
消化管神経内分泌腫瘍（免疫組織学的にガス
トリン、インスリン、ソマトスタチンの産生
がそれぞれ独立して確認されている複数の
腫瘍）から genomic DNA を抽出する。得られ
た genomic DNA の品質を吸光度測定とアガロ
ースゲル電気泳動にて確認する。一定の品質
が確認された genomi DNA についてアジレン
ト社の SureSelect Target Enrichment キッ
トを用いてターゲット領域を濃縮しHiSeqを
用いて網羅的シークエンスを行う。取得され
たリードシークエンスをヒトのレファラン
ス配列にマッピングし variant を検出する。 
得られたvariantについて同一患者由来の検
体について比較検討し末梢血で認めず腫瘍
組織でのみ認められるvariantを抽出しカタ
ログ化する。上記の作業を複数の MEN1 患者
で行いデータベースを構築する。 
 
４．研究成果 
本研究で主として解析に用いた症例は以下
の症例である。45 歳女性。健康診断で胸部異
常陰影を指摘され、全身検索がおこなわれた
ところ下垂体、副甲状腺、胸腺、肺、十二指
腸、膵臓、虫垂に病変が同定された。父親が
インスリノーマと診断されている。本症例に
対して適切な遺伝カウンセリングが実施さ
れ同意を得た上で遺伝学的検査が実施され
MEN1 遺伝子に「IVS5+1G>T」の variant をヘ
テロ接合体で認めた（図 1）。Variant はスプ

ライス異常を引き起こす可能性が考えられ
たため患者から摘出された下垂体腫瘍（TSH
産生下垂体腺腫）から得られた RNA から合成
した cDNA を用いて RT-PCR を行ったところ同
部位でのスプライス異常が生じていること
が証明された（図 2）。従って本症例は MEN1
遺伝子に新規の variant を有する MEN1 と確
定診断された。 
次に各組織より得られた genomic DNA につい
て MEN1 遺伝子の MLPA 解析を行った。胸腺腫



瘍においては exon 1 を含むプロモーター領
域の欠失を認めたのに対して肺腫瘍、十二指
腸、膵臓、虫垂、下垂体の腫瘍においては MEN1
遺伝子を含む11q13領域の欠失が認められた。
このことは MEN1 における腫瘍発生において
重要なセカンドヒットが腫瘍間によって同
一でにことを示している。53 個の癌抑制遺伝
子のゲノムコピー数解析（図 3）とメチル化
の状態の解析（図 4）では全ての腫瘍で共通 
するコピー数異常はVHL, GSTP1, CHFR, BRCA1
におけるコピー数低下であった。また CASP8
遺伝子の過剰メチル化も全ての腫瘍におい
て共通に認められた。 

 
エクソーム解析で得られたvariantについて
既知の SNPの除外、3検体で共通する variant

の除外を行った上で、機能に影響を与える可
能性が高い variant の絞り込みを行った。こ
れらの絞り込みの結果、下垂体腫瘍に特異的
な variant は 1106 個、胸腺腫瘍に特異的な
variant が 2029 個同定された。更に両者に共
通する variant は 17 遺伝子に絞られた。 
今後これらの知見をデータベース化し今後
の研究の基盤として活用できる。 
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