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研究成果の概要（和文）：下垂体腺腫の検体を用いてRNA-sequencing及びnon-target proteomicsを行った。腫
瘍組織におけるmRNAとタンパク発現は多くで正の相関であり、腫瘍間の差は認めなかった。 UMAPを用いた解析
ではRNA-sequencing及びタンパク発現は既知のlineageに分かれることが確認できたが、従来の lineageでは説
明できない特徴も判明し、下垂体腺腫腫では腫瘍組織の分子の代謝や生物学機能などの分子細胞生物学的な基盤
がmRNAとタンパク質の相関に影響することが推察された。また、「bulk検体」を用いたMulti-omics data解析に
は限界があることも判明した。

研究成果の概要（英文）：We performed RNA-sequencing and non-targeted proteomics using pituitary 
adenoma tumor samples. mRNA and protein expression in the tumor tissue showed a positive 
correlation, and no differences were observed between tumors. Analysis using UMAP confirmed that 
both RNA-sequencing and protein expression were divided into well-known lineages, suggesting that 
the molecular and cellular biology basis of metabolic and biological functions in the tumor tissue 
of pituitary adenomas may affect the correlation between mRNA and protein expression. However, it 
was also found that there are limitations to multi-omics data analysis using "bulk samples" of the 
entire tumor tissue.

研究分野： 内分泌学，脳神経外科学

キーワード： 下垂体腺腫　遺伝子型―表現型連関　プロテオミクス　マルチオミクス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
下垂体腺腫における遺伝子型―表現型連関の解明を目的とした本研究においては、新たな技術である網羅的タン
パク定量解析(non-target proteomics)およびRNA-sequencingにおけるMulti-omics data解析を用いることで、
機能性と腫瘍性の次元軸から表出される多彩で複雑な下垂体腺腫の臨床像を説明し得る分子細胞生物学的交絡因
子の一端を探索することができた。本研究によって得られた知見及び既存の遺伝子変異解析情報を有効に活用す
ることにより、下垂体腫瘍の分子生物学的背景を解明することで，薬剤治療反応性や手術リスク及び寛解予測を
目指した革新的個別化医療の創出をが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ゲノムワイド解析とクリニカルシークエンス時代の到来により、GH 産生下垂体腫瘍をはじめと
する下垂体腫瘍にまで広がり、その Driver gene と腫瘍発症の関わりに多様なメカニズムが存
在することが明らかになってきた。しかしながら、GH 産生下垂体腫瘍をはじめとする機能性下
垂体腫瘍の多彩で複雑な臨床像は、一つ一つの表現系について単一の臨床パラメータや遺伝子
変異により決定されるものではなく、遺伝子変異や異なる遺伝子発現プロファイルが複雑に交
絡した結果形成されるものと想定され、本研究ではこれまでの機能性下垂体腫瘍の遺伝子変異
解析情報も有効活用し、新たな技術である網羅的タンパク定量解析(non-target proteomics)およ
び臨床特徴のスコア化を推進し、臨床表現型との統合解析を行うこととで、下垂体腫瘍の薬剤治
療反応性や手術リスク・寛解予測を目指した． 
 
２．研究の目的 
下垂体腫瘍においては、ホルモン産生という観点から内分泌腫瘍は他のがん腫とは特性が異な
るので、「機能性と腫瘍性」という次元軸からの「遺伝子型―表現型連関」 は十分に明らかにさ
れておらず、本研究では「下垂体腺腫における遺伝子型―表現型連関は何か？ 機能性と腫瘍性
の次元軸から表出される多彩・複雑な臨床像を説明付ける交絡因子は何か？」という学術的問い
を明らかにすることを目的とした．更に腫瘍内部の heterogeneity より、腫瘍本来が持つ性質
を捉えるには限界がある点も判明してきたため、pilot study としてシングル解析を行い、下垂
体腫瘍の分子生物学的基盤の解明も目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
（１） non-target proteomics および RNAseqとの同時解析：千葉大学脳神経外科及び虎の門病

院間脳下垂体外科で手術した 154 症例下垂体腺腫を研究対象とし、摘出した腫瘍検体
より RNA-seq とプロテオミクスを施行し、臨床情報との比較検討と統合解析を行った
（図１）。サンプルの抽出に関しては 
RNA 抽出に広く用いられる phenol-
guanidinium isothiocyanate
（ P/GTC ）を用い ることで RNA 抽
出後に DNA 、タンパク質を同一サン
プ ルから採取できることを利用し
た。それぞれの RNA サンプル、ゲノ
ムサンプル、プロテインサンプルを用
いて、 RNA sequencing、 target 
capture sequencing 、 non-target 
proteomics に実施した. 

 
（２） Single cell における解析（pilot study）: 非機能性下垂体腺腫 8 例、GH産生下垂体

腺腫 3 例、正常下垂体前葉組織 4 例を対象とした。手術で摘出された組織を 
collagenase type I と type VII を用いて digestion した後に、 死細胞除去を行い、
Chromium Controller（ 10x Genomics ）で emulsion 作成／逆転写を行いシークエン
スした。 遺伝子量に基づく Quality Check を経て、計 45、942 細胞に対して解析を
行った。解析には R の Seurat package を中心 にクラスタリングを行い、Monocle3 
package を用いて発現変動遺伝子の解析、Cell Chat package を用いて細胞間相互作用
解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１） non-target proteomics および RNAseqとの同時解析： 
①  腫瘍サンプルでの遺伝子ごとにおける相関関係： 

下垂体腺腫についてのプロテオミクスおよび RNA-seq の測定
はいままで報告されたことがなかったが、本研究による Multi-
omics data 解析によりグローバルに解析することができた。遺
伝子ごとに、腫瘍サンプルを対象として mRNAとタンパク発現の
相関係数を求めた。全症例を用いて検討した結果、遺伝子ごとの
相関平均値は 0.355 だった。91.3 ％の遺伝子が正の相関トレ
ンドであり、68.7 ％で有意な相関が見られた。一方で、31.3％
の遺伝子が有意な正の相関を認めず、 一部では、発現が
逆に負の相関を示した（図 2 ）。 腫瘍別の検討では、非
機能性腺腫と GH 産生腺腫において同様の結果を認めた。 

図 1．Multi-omics data 解析 

図 2． mRNA とタンパク質の相関関係 



 
② 相関係数に影響を与える遺伝子のパスウェイ解析： 
相関・非相関を示す遺伝子の特徴を明らかにするためにパスウェイ解析を行い、mRNA とタ
ンパク質発現 の一致性は分子の生物学機能や細胞内の局在などとどの様な関係を持つかに
ついて検討を行った（図 3 ）。KEGG pathway 解析ではゴナドトロピン、アルギニン、 プロ
リン、プロラクチン代謝に関わる分子の mRNA と タンパ
クの相関が高いことが判明した。 一方で、Ribosome 、 
spliceosome 、basal transcription factor に関わる分
子の mRNA とタンパクの相関は低く、場合によって負の相
関を示すことがわかった。また、細胞内局在については 
nucleus 、cytosol 、membrane に存在する分子の mRNA と 
タンパクの相関は高い傾向が見られた。このことより、
mRNA 発現のみでは腫瘍におけるタンパ ク質の発現を予
測することが困難で分子の代謝や生物学機能が mRNA と
タンパク質の相関に影響することが判明した。 
 

③ 下垂体腺腫の各 lineage における重要転写因子の発現
比較 ： 
Violin Plot を用いて下垂体腺腫の三つの lineage に
おける重要転写因子の発現を mRNA とタンパクレベルで比較した（図 4 ）。 上段が RNA-
seq 、 下段 が、Proteomics の発現量を示す。非機能性腺腫の転写因子として、NR5A1（ SF1 ）、
GATA2 、ACTH 産生腺腫では TBX19（ Tpit ）、GH 産生腺腫、TSH 産生腺腫、 PRL 産生腺腫
では POU1F1（ Pit1 ）が重要転写
因子であることがわかっており、本
研究でも NR5A1 や GATA2 の発現
は、非機能性腺腫のグループで特異
的に高いことが、mRNA とタンパク
の両者で認められた。また、TBX19 
は ACTH 産生腫瘍で特異的に発現
し、POU1F1 は GH 産生腺腫、TSH 産
生腺腫、PRL 産生腺腫に高発現を認
めた。 一方で、非機能性腺腫の中に
も ACTH lineage の TBX19 を発現す
る腫瘍を認めた。このことは lineage 
を超えた新たな病型カテゴリー、下垂
体腫瘍の多様性を説明する因子にな
る可能性が示唆された． 
 

④ UMAP による非機能性腺腫、機能性腺腫における分子発現の比較： 
臨床での病理診断の鍵となる NR5A1（ SF1 ）、POU1F1 （ Pit1 ）などのタンパク分子の発
現を検討するために UMAP による非機能性腺
腫と GH 産生腺腫各グループ における分子発
現の比較を行った（図 5 ）。非機能性腺腫 と 
GH 産生腺腫が UMAP で大きく分類される。下
垂体分化に重要な転写因子重要の発現を 
Featured plot でみると非機能腺腫では、NR5A1
（ SF1 ）の発現が高く、同様に GATA3 の発現
も認める。しかしながら、GH 産生腺腫 の一部
にもこれらの linage committing Transfactor 
が発現することが判明した。一方で、GH 産生
腺 腫 の  Key regulator で あ る  POU1F1
（ Pit1 ）は GH 産生腺腫のグループに高発現していた。SSTR5 は非機能性腺腫より GH 産
生腺腫により発現し、その発現パターンはヘテロであった。 
 

（２） Single cell における解析（pilot study）: 
① クラスター細胞種同定と構成細胞特性 

45、942 細胞は 8 つの major cluster に大別された。CHGB や PCSK1N の発現情報をも
とに cluster の一つは腫瘍細胞もしくは正常前葉細胞からなる neuroendocrine 
component と同定された。他に DCN/COL1A2 で線維芽細胞、CLDN5/PECAM1 で血管内皮細
胞、CD163/ CCL3 でマクロファージ、S100A9/CSF3R でモノサイト、CCL5/CD3D で T 細胞、
TPSAB1/CPA3 で肥満細胞のクラスターも同定することができた。組織を構成する細胞の割
合を見てみると、 マクロファージなどの貪食細胞を中心とする免疫細胞が 60% 程を占め
ており、腫瘍・正常前葉細胞を含む neuroendocrine component は 20−30％程度であった。

図 ３． パスウェイ解析 

図 ４．重要転写因子の発現比較 

図 ４．UMAP による分子発現の比較 



また、腫瘍組織間で細胞構成割合の差異が認められた。 
② neuroendocrine component の subclustering 解析 

同定された endocrine component のみを抽出した後に、再度遺伝子発現情報をもとに 
subclustering すると各 cluster は NF/GHoma/normal のいずれかの細胞が大多数を
占めており、各組織型の特性に基づいた clustering となった。各クラスターの発現
変動遺伝子（ DEG ）を探索する目的で、 module 解析を行ったところ、NF/GHoma/normal 
の各組織型の特性を示す遺伝子群を求めることができた。 それに基づき pathway 解
析を行った。すると、正常下垂体組織にはホルモン分泌にかかわる channel 関連の 
term が enrichしており、他には上皮分化や細胞間接着など組織構造に関連するもの
が enrichしていた。また、 GH産生下垂体腺腫にも同様に分泌関連の term が enrich
していた。一方で、NF では synaptic membrane などの term がエンリッチしており
非機能性腺腫腫瘍細胞ではホルモン分泌細胞とは異なる性質が示唆された。 

③ cell-cell interaction 解析 
他の間質組織（免疫細胞・線維芽細胞・血管内 皮細胞）についても subclustering を
行った。マクロファー ジは M1/M2 に分かれて、それぞれ腫瘍細胞／normal 由来で区
別した（ M1 tumor/M1 normal、
M2 tumor/M2 normal ）。 線維
芽細胞は NF/GHoma/normal 由
来に分かれ、各々 NF_Tumor 
associated fibroblast 
（  TAF_NF ）、 GH_Tumor 
associated fibroblast（ TAF_ 
GH ）、normal fibroblast と定
義した。血管内皮細胞も腫瘍由
来と normal 由来に区別され、
tumor endothelial、 normal 
endothelial とした。これらの
区別された細胞種と前述の 
NF/GHoma/ normal の腫瘍・正常
細胞の間で interaction 解析
を行なうと（図 5a ）、まず 
NF/GHoma/normal の腫瘍細胞 
もしくは正常前葉細胞が出す
シグナルでは、GH と normal 
では類似した ligand 発現を
認めた（図 5b ）。 一方で NF では腫瘍増殖にかかわる MDK signaling pathway が特
異的にみられた（図 5c ）。また NF/GHoma/normal の腫瘍細胞もしくは正常前葉細胞
が受けるシグナルに着目すると正常前葉細胞で見られた GH 、PRL 受容体の発現が、
NF と GHoma の腫瘍細胞では認められなかった（図 5d ）。 

 
以上より、本研究では下垂体腫瘍の検体を用いた non-target proteomics および RNAseqの同時
解析から、下垂体腫瘍全体が既知の lineage に分かれることが確認された。しかし、従来の
lineageでは説明できない特徴が存在することも判明した。このことから、下垂体の分化過程で
発現が亢進する遺伝子群の中に存在する、種々の下垂体腺腫を形成する因子の推定を行うにあ
たり、「bulk 検体」を用いた上記の Multi-omics data 解析には限界があることが示唆された。
一方で、Single cell 解析の技術を用いた解析では、下垂体腫瘍ごとに異なる分子生物学的背景
が存在することが示唆され、今後更なる下垂体腫瘍の分子生物学的背景が解明されることが期
待される。 

 
 
 
 

図 5．cell-cell interaction 解析 
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