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研究成果の概要（和文）：下垂体神経内分泌腫瘍(PitNETs)は、種々の前葉ホルモンを産生するために多彩な症
状を引き起こす。しかし、その多様性を規定する子生物学的基盤と制御メカニズムはほとんどわかっていない。
本研究では、これまでにバイオバンク化してきたPitNETs検体を活用して、マルチオミクス解析を行うことで、
臨床データおよび病理解析データとの機械学習を用いた統合解析を推進し、浸潤型や再発しやすい腫瘍特性の分
子基盤を明らかにすることを目的とする。本研究成果は、これまでの病理分類では解釈できなかった臨床的多様
性および治療の際に重要な浸潤性・再発しやすさなど予測因子の同定につながり、個別化医療への応用が期待で
きる。

研究成果の概要（英文）：Pituitary neuroendocrine tumors (PitNETs) produce a variety of anterior 
pituitary hormones that cause diverse symptoms. However, its biological basis and regulatory 
mechanisms that define their diversity are largely unknown. Herein, we aim to utilize PitNETs 
specimens that have been biobanked to date to perform multi-omics analysis to promote integrated 
analysis with clinical and pathological data using machine learning to identify the molecular basis 
of invasive types and recurrence-prone tumor characteristics. The results of this research will lead
 to the identification of predictive factors such as clinical diversity and invasiveness and 
recurrence susceptibility, which are important for treatment and cannot be interpreted by 
conventional pathological classification, and are expected to be applied to personalized medicine.

研究分野： 内分泌学、腫瘍生物学

キーワード： 下垂体神経内分泌腫瘍　マルチオミクス解析　Single Cell解析　腫瘍特性　予測因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
希少疾患である下垂体腫瘍は、難易度の高い手術と腫瘍の残存・再発リスクを認めたり、ホルモンの正常化が必
要など、治療困難な場合が多い。本研究の学術的意義として、「既存の分類を超えた下垂体神経内分泌腫瘍の多
様性を説明しうる分子生物学的な層別化をマルチオミクスによるデータサイエンスの観点から明らかにすること
が可能となり、これまでの病理分類では解釈できなかった臨床的多様性および治療の際に重要な浸潤性・再発し
やすさなど予測因子の同定につながり、個別化医療への応用が期待できる。また、マルチオミクスと臨床情報と
のデータ統合基盤は学術的価値とそれを用いた臨床研究に発展するなど、学術的波及効果を持つ。

※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 
 

下垂体は、トルコ鞍と呼ばれる頭蓋底の中心にある約 1cm 大の臓器であるが、前葉・後葉ホ

ルモンを分泌することで生命活動を調節する重要な内分泌臓器である。この組織に発生する下

垂体神経内分泌腫瘍(PitNETs)は、種々の前葉ホルモンを産生するために多彩な症状を引き起こ

す。下垂体周囲は解剖学的に内頚動脈や脳神経など密に囲まれており、PitNETs の 30-40%は周

囲に浸潤することから、難易度の高い手術と腫瘍の残存・再発リスクを認める。従って、PitNETs

は、腫瘍の完全摘除とホルモンの正常化(内分泌的寛解)の両面からの治療戦略が必要である。し

かしながら、浸潤型や再発しやすい腫瘍の特徴が不明瞭であり、その多様性を規定する子生物学

的基盤と制御メカニズムはほとんどわかっていない。 

一方、マルチオミクスアプローチは、複雑な生物学的メカニズムを包括的に調べることにより、

複雑な病理学プロセスを総合的に解釈することを可能にしてきた。PitNETs の遺伝子背景に関

する研究は GH 産生腺腫に 40 ~ 50% GNAS 変異、ACTH 産生腺腫に 50%に USP8 変異が検

出されたものの、細胞分化と腫瘍形成の関連はまだ不明なことが多い。このように、NGS 解析

を用いた変異解析により Driver mutation などの遺伝子背景に関する研究はなされてきたもの

の、RNA-seq やシングルセル解析などは限定的であり、non-target proteomics を用いたマルチ

オミクス解析の報告は十分にされていない。従って、臨床像との関わりの分子基盤はほとんど不

明である。下垂体神経内分泌腫瘍の多彩な臨床表現型（腫瘍特性、機能特性）は現在の病理分類

だけでは十分に説明ができず、腫瘍の発生、分子生物学特性と臨床表現型の関係が十分に明らか

にされていないのが本研究領域の背景である。 
 
 
２．研究の目的 

 

本研究では、これまでにバイオバンク化してきた PitNETs 検体(1231 症例凍結組織・病理ブ

ロック標本)を活用して、マルチオミクス解析およびシングルセル解析を行う。臨床データおよ

び病理解析データとの機械学習を用いた統合解析により、浸潤型や再発しやすい腫瘍特性の分

子基盤を明らかにすることを目的とする。本研究成果は、これまでの病理分類では解釈できなか

った臨床的多様性および治療の際に重要な浸潤性・再発しやすさなど予測因子の同定につなが

り、個別化医療への応用が期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
 

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を試行した 154 症例下垂体腺腫を

研究の対象とした。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 。 サ ン プ ル の 抽 出 に 関 し て は 、 phenol-guanidinium 

isothiocyanate(P/GTC)を用いた。プロテオーム解析に関しては、non-target proteomics(高深

度 DIA 解析: SWATH-MS 法)を用いた。これらの利点として、P/GTC extraction 法を用いて

DNA/RNA/protein を同時に分離・抽出するのでマルチオミックスが可能であること、Triple TOF

技術を利用した SWATH Acquisition 法を用いるので約 11,000 種のタンパク分子の同時定量解析

が可能であることである。抽出した RNA は Illumine NextSeq 500 を使用し、Single-Read、75bp、 

3’RNA-seq の条件で 100 万リードを取得した。1 次データ解析は解析プログラム bcl2fastq 

ver2.17 を使用した。 
 



 
４．研究成果 

 

まず初めに、RNA-seq とプロテオミクスのトランスオミクス解析を試行し、PitNETs のコンセ

ンサスクラスタリングに基づくトランスオミクス分類を行った。比較のために非機能性下垂体

腺腫(非機能性 PitNET)45 例、GHoma(somatotroph PitNET)60 例においてプロテオミクスおよび

RNA 配列解析を実施した。まず、トランスオミクス解析の特性と data quality を検証する目的

で、RNAシーケンスとプロテオミクスデータ

から RNA とタンパク質発現の相関を調べ

た。有意に正の相関を持つ遺伝子の相関係

数の散布図を作成すると、平均スピアマン

の相関係数は 0.479 であった（図 1A）。こ

れは、ヒト直腸結腸癌における RNA シーケ

ンスとプロテオミクスの相関解析結果と同

様であり、下垂体腫瘍における腫瘍特性を

表していると考えられた。次に、全遺伝子の解析を行った。89.1%の遺伝子が正の mRNA-タンパ

ク質相関を示したが、有意な相関を示したのは 65.2%のみであった（図 1B）。mRNA とタンパク質

の変異の平均スピアマン相関は 0.330 であった。無相関の遺伝子や負の相関を持つ遺伝子も存

在した。これらの結果は、トランスオミクスによってのみ特定できるネットワークが存在するこ

とを示唆している。タンパク質と mRNA の変異の一致が、遺伝子産物の生物学的機能に関連して

いるかどうかを調べるために、Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes の濃縮分析を行っ

た。その結果、視床下部-下垂体-副腎軸のシグナル伝達経路に関与する遺伝子が、mRNA とタン

パク質の変異の一致を示した（図 1C）。これらの結果は、トランスオミクスデータが下垂体腫瘍

の特徴も正確に表していることを示唆している。 

次に、主要な転写因子のタンパク質発

現を UMAP 解析により比較した（図 2A）。

その結果、非機能性 PitNET と GHomas は

2 つのグループに分けられ、タンパク質発

現特性が明らかに異なると考えられた。

そこで、下垂体の分化に寄与する主要な

転写因子の発現を featured Plot で可視

化したところ、ほとんどの非機能性

PitNET サンプルで核内受容体サブファミ

リー5 グループ A メンバー1（NR5A1）と

GATA 結合タンパク質 3（GATA3）が高レベ

ルで発現し、一部の GHoma でも高発現レ

ベルを示すことがわかった（図 2C, 2E）。
一方、重要な制御因子である POU class 1 

homeobox 1（POU1F1）は、GHomas で高発

現していたが、非機能性 PitNET では発現していないことが明らかとなった（図 2D）。SSTR5 は、

ほとんどの GHomas で不均一に発現し、非機能性 PitNET では一部の発現が観察された（図 2F, 
2G）。さらに、非機能性 Pit-NET と GH 産生腺腫の間、および GNAS-WT と GNAS-MT GHoma の間の

タンパク質発現レベルの定量的比較を、Brunner-Munzel 検定を用いて検討した。その結果、GNAS-

WT と GNAS-MT の GHoma の 間 で 714 の 異 な る 発 現 分 子 が 同 定 さ れ た 。 GO 解 析

（http://geneontology.org）により、GNAS 変異がいくつかの結合機能や GPCR 経路に影響を与



えることが明らかになった。これらの結果から、GNAS-MT は GHomas の GPCR 経路を誘導し、薬物

治療への反応性など内分泌学的特性に影響を与えるという仮説が立てられた。 

最後に、先端巨大症のタンパク質発現プロファイルと臨床的特徴の相関性を検討した。 ノン

ターゲットプロテオミクス解析の結果に基づき、3 群間のタンパク質発現量を比較した： 非機

能性 PitNET、GNAS-WT、GNAS-MT の比較である。T-box 転写因子 19（TBX19、TPIT としても知ら

れる）のタンパク質発現レベルは 3群間で差がなかったが、POU1F1 の発現レベルは NFPA/非機能

性 PitNETs 群よりも GNAS-WT 群および GNAS-MT 群で著しく高く、下垂体発生時の転写因子制御

と一致していた。AIP のタンパク質発現量は、GHomas 群よりも非機能性 Pit-NETs 群で有意に高

かった。逆に、SSTR2 の発現量は、GNAS-WT 群および GNAS-MT 群で、非機能性 PitNETs 群より有

意に高かった。そこで、4 つの分子に注目した： SSTR5、シグマ非オピオイド細胞内受容体 1

（SIGMAR1）、接着 Gタンパク質共役受容体 V1（ADGRV1）、ソルチリン関連 VPS10 ドメイン含有受

容体 3（SORCS3）である。これらの分子は GPCR の活性に関与しており、同定された 458 個の発

現変動タンパク質の中に含まれていたからである。これらの分子の発現量は、非機能性 PitNETs

群とGHomas群の間で有意に異なっていた。一方で、SSTR5の発現は、GHomas群で非機能性PitNETs

群より高く、GNAS-MT の有無による発現の差はなかった）。SIGMAR1 の発現は、GHomas 群では非

機能性 PitNETs 群より低く、GNAS-MT 群では GNAS-WT 群より低い結果であった。ADGRV1 の発現

は、非機能性 PitNETs 群と GHomas 群の間で有意差はなく、GHomas 群では GNAS-MT の有無で差は

なかった。SORCS3 の発現は、GHomas の GNAS-WT では非機能性 PitNET より高く、GNAS-MT の発現

では GNAS-WT より低かった。これらの GPCR 関連分子が先端巨大症の臨床特性に影響を与えるか

どうかを調べるため、これら 4 つのタンパク質の発現量と、オクトレオチド負荷試験後の GH 変

化率や SSA 治療後の腫瘍体積変化率などの臨床特性の相関を解析した(図 3)。ADGRV1 および

SORCS3 の発現量は、オクトレオチド負荷試験後の GH変化率と相関があった。一方で、SSTR2 mRNA

発現量との相関が報告されているオクトレオチド負荷試験後の GH 変化率は、SSTR2 や SSTR5 タ

ンパク質発現量、SSTR2/5 タンパク質発現比とは相

関を認めなかった(図 3A, 3B, 3C)。新規の分子とし

て、ノンターゲットプロテオミクス解析から得られ

たすべてのタンパク質発現値と、オクトレオチド負

荷試験後の GH 変化率との相関解析を行った。その

結果、ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum 

Ca2+ transportingの発現量に正の相関を認めた(図
3D, 3G)。このように、マルチオミックス解析を核と

する臨床データおよび病理解析データとの統合解析

により、薬剤感受性を規定する新たな腫瘍分子基盤

を特定することができた。本研究成果とその分子デ

ータは、これまでの病理分類では解釈できなかった

臨床的多様性および治療の際に重要な浸潤性・再発

しやすさなど予測因子の同定につながり、個別化医療への応用に繋がることが期待できる。 
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