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研究成果の概要（和文）：　正常下垂体に比べACTH産生腺腫で低発現を示したmiR-551bを，ACTH産生細胞由来細胞株At
T-20に過剰発現させると細胞増殖が抑制された。
　miR-551bの標的遺伝子候補の一つであるERBB4 mRNAを高発現しているACTH産生腺腫を認めた。さらにmiR-551bとルシ
フェラーゼーERBB4 3'UTRを含むレポータープラスミドの導入細胞のルシフェラーゼアッセイにより，ERBB4がmiR-551b
の標的遺伝子であることを示した。ACTH産生腺腫におけるmiR-551bの低発現と，そのプロモーター部位のCpGアイラン
ドのメチル化には関連性を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：Transfection of miR-551b, which were underexpressed in human ACTH-producing 
pituitary adenomas, was found to suppress cell growth of AtT-20 cells, a cell line of mouse 
ACTH-producing tumors.
We found several human ACTH-producing adenomas in which high expression of ERBB4 mRNA, one of target 
candidate genes of miR-551b, were observed. We confirmed that ERBB4 mRNA was a target of miR-551b by 
co-tranfection of miR-551b and a reporter plasmid including luciferase-ERBB4 3'-untranslated region in 
HEK293 cells. Positive correlation between low expression of miR-551b and methylation status of CpG 
islands in the possible promoter of miR-551b gene was not found.

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 
 下垂体腺腫においては，GH産生腺腫の約半
数で Gsα 蛋白質をコードする遺伝子の体細
胞変異が認められる以外は，特定の遺伝子変
異は報告されていない。そのため下垂体腺腫
の発症機序に遺伝子の転写・翻訳後調節の破
綻が関与していることが示唆される。 
 
２．研究の目的 
 
 miRNAは mRNA発現制御に関わる機能分
子で，癌などの種々の疾患における発現異常
が報告されている。そこで，本研究では各タ
イプの下垂体腺腫で特徴的な発現を示す
miRNA の同定と，その機能解析を行い，下
垂体腺腫発症へのmiRNAの関与を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1）正常下垂体および GH産生腺腫、PRL産
生腺腫、ACTH産生腺腫、FSH/LH腺腫、ナ
ルセル腺腫の下垂体腫瘍組織を用いた。 
 
(2）細胞培養 
 下垂体細胞株として AtT-20、αT3-1および
LβT2、GH3およびMtT/S、MMQ、RC-4B/C
を用いた。また細胞増殖の検討及びルシフェ
ラーゼアッセイには、293FT 細胞と AtT-20
細胞を用いた。 
 
(3）miRNA発現量測定 
 各下垂体腺腫、マウス組織および細胞株か
ら ISOGEN Ⅱを用いて、small RNA画分を
含む total RNAを抽出した。total RNAを鋳
型として、各miRNAに対応する逆転写用プ
ライマーと TaqMan MicroRNA RT Kitを用
いて cDNA を合成した。cDNA を鋳型に各
miRNA 特異的プライマー及びプローブを用
いて、7300 real-time PCR Systemによる定
量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（qRT-PCR）
によりmiRNA発現量を評価した 
 内部標準の小分子 RNA としてヒト腫瘍サ
ンプルでは RNU44および RNU48を、マウ
ス組織では snoRNA202（sno202）を、マウ
ス由来細胞株およびラット由来細胞株では
RNU6B（U6）を用いた。各miRNA発現量
を、それぞれの内部標準の発現量に対する相
対値として表した。 
 
(4）細胞増殖の評価 
 miR-132, miR-551bの pre-miRTM miRNA 
precursor を 、 Effectene Transfection 
Reagentにより導入した。導入後 0、１、2、
3日目の細胞に 20 µl/wellの Cell Counting 
Kit 8を加え 3時間培養後、450 nmの吸光度
を測定した。 
 
(5）miRNAの標的遺伝子候補の検索 

  それぞれ独自のアルゴリズムでmiRNAの
標的を検索するオンラインプラグラムであ
る Target Scanなどを用い、細胞増殖との関
連性や腫瘍での発現異常が報告されている
遺伝子を選別した。 
 
(6）mRNA発現量測定 
  miRNAの発現量測定と同様に small RNA
画分を含む total RNA を抽出した。total 
RNAを鋳型として、Primescript RT regent 
kit  を用いて cDNA を合成し、それぞれの
遺伝子に対しての特異的プライマーを用い
た。 
 
(7）ルシフェラーゼアッセイ 
 miR-551b の標的遺伝子候補である
Erythoblastic Leukemia Viral Oncogene 
Homolog-4（ERBB4）遺伝子の miR-551b
結合予測領域を含む約 1 kbの 3’-非翻訳領域
をルシフェラーゼ遺伝子の下流に組み込ん
だルシフェラーゼ発現ベクターを構築した。
293FTを 24穴プレートに播種し、0.2 μgの
ルシフェラーゼ発現ベクターと 30 nM 
pre-NCあるいは pre-miR-551b precursorを
各ウェルに Effectene を用いて導入した。導
入後 2日目の細胞中のルシフェラーゼ活性を
Dual-Glo Luciferase Assay Systemを用い
てMithras LB940で測定した。 
 
(8）メチル化解析 
 各 2 例の正常下垂体組織と ACTH 産生腺
腫におけるmiR-551bのプロモーター領域の
メチル化解析をバイサルファイトシーケン
シング法により行った 
 
４．研究成果 
 
 マイクロアレイ解析のデータから，各タイ
プの腺腫で特徴的な発現を示すmiRNA候補
を選別し，各タイプの下垂体腺腫でのそれら
のmiRNA発現量を qRT-PCRで検証した。 
 正常下垂体，GH，PRL，ACTH，FSH/LH，
ナルセルの各腺腫間で発現量に差異が認め
られるmiRNAを同定した。このうち正常下
垂体と ACTH産生腺腫あるいは FSH/LH産
生腺腫間で顕著な発現量の差異が認められ
たmiR-132，miR-137，miR-551bについて，
マウスの各組織での発現量を比較検討し，こ
れらが下垂体と大脳で高発現していること
を示した。 
 ACTH 産生腺腫で低発現を示した
miR-132およびmiR-551bを，ACTH産生細
胞由来細胞株 AtT-20 に過剰発現させると細
胞増殖が抑制されたが，ヒト腎線維芽細胞株
293FT 細胞では抑制が認められなかったこ
とから，これらのmiRNAが ACTH産生細胞
特異的に細胞増殖を抑制することを示した。 
 miR-551bの標的遺伝子候補を in silico解
析により検討し，候補遺伝子として選んだ
ERBB4 mRNAを高発現している ACTH 産



生腺腫を認めた。さらにmiR-551bとルシフ
ェラーゼ–ERBB4 3'UTR を含むレポーター
プラスミドの導入細胞のルシフェラーゼア
ッセイにより，ERBB4 が miR-551b の標的
遺伝子であることを示した。ACTH産生腺腫
におけるmiR-551bの低発現と，そのプロモ
ーター部位の CpG アイランドのメチル化に
は関連性を認めなかった。 
 以上のように，本研究は各種下垂体腺腫に
おいて特徴的な発現を示すmiRNAを新たに
同定し，そのうち ACTH産生腺腫で低発現を
示す miR-551b が，ERBB4 の高発現を介し
て腫瘍発症に関与する可能性を初めて見出
した。 
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