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研究成果の概要（和文）：機能性副腎腫瘍（FAT）は、ホルモン過剰産生により種々の合併症を高頻度に引き起
こし、ホルモン過剰の是正が治療目標である。さらに、画像検査のみで良悪性を確実に鑑別する方法は確立され
ていない。本研究では、ステロイドホルモン産生抑制を目的とした内科的治療と、副腎腫瘍に対する新たな診断
法の確立を目的とした。FATで最も頻度の高い原発性アルドステロン症（PA）において、遺伝子変異がDNAメチル
化に影響を及ぼし、ホルモン過剰を引き起こす可能性を明らかにした。また、FATに関するさまざまな解析を行
い、その臨床的特徴を明らかにし、さらにAIの活用がPAや副腎腫瘍の機能診断に有用な手法となる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Functional adrenal tumours (FAT) frequently cause various complications due 
to steroid hormone overproduction, and correction of the hormone excess is a therapeutic goal. 
Furthermore, no method has been established to reliably differentiate between benign and malignant 
tumours by imaging studies alone. The aim of this study was to establish medical treatment to 
suppress steroid hormone production and a new diagnostic method for adrenal tumours: in primary 
aldosteronism (PA), the most frequent form of FAT, genetic mutations could affect DNA methylation 
and cause hormone excess. . Various analyses on FAT were also performed to identify its clinical 
features, and further suggested that the use of AI could be a useful method for the functional 
diagnosis of PA and adrenal tumours.

研究分野： 内分泌学

キーワード： 機能性副腎腫瘍　ゲノム解析　エピゲノム解析　人工知能

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ステロイドホルモンを過剰産生する機能性副腎腫瘍は、比較的頻度の高い病態である。さらに、ホルモン過剰に
より高血圧、糖尿病、骨粗鬆症や臓器障害など様々な合併症を高頻度に引き起こす。また確定診断に、多くの時
間と検査を要するという課題がある。本研究では、副腎腫瘍に対するゲノム・エピゲノム解析とともに、さまざ
まな臨床情報を組み合わせた解析を行い、機能性副腎腫瘍の基礎的・臨床的特徴を明らかにした。さらに、診断
においてAI活用の可能性も導出した。これらの成果が、今後の副腎腫瘍の新たな診断および治療法の構築に有用
な情報となる。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
機能性副腎腫瘍（FAT）に関して臨床上重要な点は 2 点存在する。1 点目は、ステロイドホル

モン過剰産生により高血圧、糖尿病、骨粗鬆症や臓器障害など様々な合併症を高頻度に引き起こ
す点である。FAT の原因の多くは良性の副腎腺腫が原因であり、腫瘍に対する治療よりも、ホル
モン過剰を是正することが治療目標となる。2 点目は、FAT は副腎腺腫のみならず副腎癌も原因
となるが、画像検査のみで良悪性を確実に鑑別する方法は知られておらず、また副腎癌に対する
有効な治療薬は少ない。副腎癌の予後は、治癒切除例でも 5 年生存率は約 40％であり、非治癒
切除例では約 5％しかなく、多くの副腎癌が診断時に根治手術不能例が多いことを考慮すると非
常に予後は悪い。また副腎癌は悪性腫瘍の中で 0.02％を占めるにすぎず、診断法および治療法
の開発が進んでいないというのが現状である。現在、FAT に対しては原則手術加療しかなく、手
術加療が困難な症例に対して、副腎腺腫におけるステロイドホルモン産生抑制を目的とした内
科的治療の確立と、副腎癌に対する新たな診断法の確立が望まれている。 
申請者らは、これまでステロイドホルモン産生機構における遺伝子のエピジェネティク制御、

特に DNA メチル化による遺伝子発現調節の関与に関して研究を行ってきた。その結果、ステロイ
ドホルモン合成酵素遺伝子であるアルドステロン合成酵素遺伝子 CYP11B2 およびコルチゾール
合成酵素遺伝子 CYP11B1 は非常に近接して存在しているが、各々の転写開始点上流のプロモー
ター領域にメチル化のターゲットサイトとなる CpG 領域が存在することを見出した。 
さらに、その CpG 領域は、cAMP response element binding protein（CREB）などの転写因子

の結合部位の周辺に多く存在していた。申請者らは、臨床検体を用いて、アルドステロン産生腫
瘍（APA）において、CYP11B2 の遺伝子発現が有意に亢進し、またメチル化部位も有意に低メチ
ル化状態であることを証明し、腫瘍からのアルドステロン産生に CYP11B2 のメチル化が関与し
ている可能性を示した（Takeda Y, Kometani M, et al. J Am Heart Assoc. 7:10, 2018.）。 
申請者らは同様にコルチゾール産生腫瘍（CPA）においても CYP11B1 が低メチル化傾向にあるこ
とを明らかにした。さらに、CPA においては、CREB のリン酸化を促進する PRKACA 遺伝子や GNAS
遺伝子変異を有する CPA においては、活性型 CREB が CYP11B1 をより低メチル化状態に誘導する
可能性を明らかにし、ゲノム変異とエピゲノム変異が関連していることを明らかにした。
（Kometani M, et al. Sci Rep. 7:11205, 2017）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、FAT において、次世代シークエンサーを用いたゲノム解析により新規体細胞

変異を同定すること、さらにエピゲノム解析を加えることで、FAT に関するゲノム・エピゲノム
情報の網羅的な解析を実施し、FAT におけるステロイドホルモン過剰産生機構と腫瘍発生・進展
の分子機構を明らかにすることである。その解析から、特にエピゲノムに着目したホルモン産生
抑制、もしくは腫瘍進展抑制のターゲットになる分子機構を見出し、創薬開発につなげていく。 
 さらに本研究では AI による深層学習技術を用いて、FAT を解析する。副腎腫瘍は血液検査や
画像検査でも良悪性を確実に鑑別する方法は知られておらず、病理診断においても鑑別が困難
なことが多い。臨床情報、画像情報とゲノム・エピゲノム情報を統合して AI を用いて、新たな
機能性・良悪性の診断法の確立につなげる。 
 
３．研究の方法 
１）次世代シークエンサーを用いた FAT の遺伝子変異の解析 
FAT 検体を用いて、次世代シークエンサーを用いた遺伝子解析を行う。エクソーム解析で候補

遺伝子を明らかにしたのち、サンガーシークエンス法で確認する。 
 

２）マイクロアレイ法を用いたゲノムワイド網羅的な DNA メチル化解析 
 FATおよび付随副腎から抽出したDNAを用いて、DNAメチル化アレイによる網羅的解析を行う。
FAT と付随副腎間で遺伝子ごとの DNA メチル化状態を算出する。さらに FAT および付随副腎の
RNA を抽出し、マイクロアレイによる網羅的な発現解析を行う。DNA メチル化状態と発現量を比
較して、正もしくは負の相関を示す遺伝子を抽出する。抽出された遺伝子に関しては、副腎腫瘍
細胞株 H295R 細胞を用いて、脱メチル化剤を添加の上、脱メチル化による遺伝子発現の変化を解
析し、確認する。 
 
３）パイロシークエンス法を用いた特定ゲノム領域の DNA メチル化解析および H295R 細胞を用
いた DNA 脱メチル化誘導研究 
 マイクロアレイ法により抽出した遺伝子に関して、パイロシークエンス法を用いて、ターゲッ
ト遺伝子の CpG 領域毎の DNA メチル化状態を解析する。また CpG 領域と転写因子結合部位の関
連を評価する。 
 
４）遺伝子変異解析と DNA メチル化解析の結果を用いた、ゲノム・エピゲノムの関連解析 
 ゲノムおよびエピゲノム解析から得られた結果の相関に関して解析を行う。さらにゲノム・エ



ピゲノム解析を臨床的特徴の関連に関して検討する。 
 
５）ゲノム・エピゲノム情報と臨床情報や画像・病理情報を統合し、人工知能（AI）による深層
学術技術を用いた解析 
 臨床情報とともに、ゲノム・エピゲノム情報、免疫染色も含めた病理学的情報などを特徴量と
して、FAT の機能性や良悪性の診断システムを構築する。さらには、臨床的に重要な課題である
副腎腫瘍の良悪性の判定に対して、事前事象血液検査などの臨床情報と画像情報を特徴量とし
て、AI の深層学習技術を用いた解析を実施し、良悪性の予測システムを構築する。 
 
４．研究成果 
１）次世代シークエンサーを用いた FAT の遺伝子変異の解析 
 本研究では、FAT において、これまで報告歴のある 17 個の遺伝子（RET、MEN1、NF1、VHL、KCNJ5、
ATP1A1、ATP2B3、CACNA1D、CACNA1H、PRKACA、PRKAR1A、GNAS、CTNNB1、ARMC5、CYP11B1、HSD3B2、
PDE1A）をターゲットとした次世代シークエンサーを用いた解析パネルを確立した。病理診断に
て診断された FAT 80 例と非機能性副腎腫瘍 13 例の解析を実施した。FAT の中で、原発性アル
ドステロン症おいて 67％、クッシング症候群において 77％、褐色細胞腫において 45％の症例で
ターゲットとした遺伝子の一つに変異が認められた。この結果は、各々の FAT において約 30-
50％に、まだ未知の遺伝子変異を有している可能性を示唆している。一方で、報告例のある複数
の遺伝子変異を認める症例はなく、また同時に解析した非機能性副腎腫瘍には解析遺伝子には
変異が認められなかった。この解析の中で大変興味深いことに、これまでに報告がある遺伝子で
はあるが変異部位がこれまでに未報告である症例やホルモン産生特異的な遺伝子変異とホルモ
ン過剰産生が一致していない症例が見出された。一方で、本研究で目的とした、既知の遺伝子変
異と異なる、新たな遺伝子変異を同定するには至らなかった。本研究中も、国外の施設から新た
な遺伝子変異の報告が相次いでおり、今後、既知の遺伝子変異が同定できなかった症例を用いて、
新たな遺伝子変異の探索を行う。 
 
２）パイロシークエンス法を用いた特定ゲノム領域の DNA メチル化解析および H295R 細胞を用
いた DNA 脱メチル化誘導研究 
 本研究では、我々の施設に保存されている凍結標本にて、マイクロアレイ法を用いた DNA メチ
ル化を実施しようとしたが、推奨されているキットを用いて適切な DNA 抽出法を実施しても、委
託業者におけるゲノムワイド解析の実施に求められている質の DNA を得ることができなかった。
そのため、マイクロアレイ法による網羅的な DNA メチル化解析は断念せざるを得なかった。 
 副腎腫瘍細胞株である H295R 細胞を用いて副腎皮質ホルモンの一つであるアルドステロンの
合成酵素である CYP11B2 がカリウム負荷により DNA 脱メチル化が誘導されることを国際誌に報
告した。これは、副腎腫瘍においても臨床的特徴や遺伝子異常が DNA メチル化に関与している可
能性を示唆する結果であった。 
 
３）パイロシークエンス法を用いた特定ゲノム領域の DNA メチル化解析 
本研究では、ゲノムワイド網羅的な DNA メチル化解析の実施を断念し、すでに確立しているパ

イロシークエンス法を用いたステロイドホルモン合成酵素の CYP11B1 および CYP11B2 の DNA メ
チル化解析を実施した。 
 
４）遺伝子変異解析と DNA メチル化解析の結果を用いた、ゲノム・エピゲノムの関連解析 
FAT で最も頻度の多い原因である原発性アルドステロン症において、アルドステロン産生腺腫

の組織を用いて、ゲノム解析およびエピゲノム解析を行い、関連解析を実施した。16 例のアル
ドステロン産生腺腫の病理検体を用いて、これまで報告されている既知の遺伝子異常の解析、副
腎皮質ホルモン合成酵素のエピゲノム解析、および臨床データとホルモン産生能の関連を解析
し英文誌に報告した。アルドステロン産生腺腫のコルチゾール過剰産生の合併の有無により、コ
ルチゾール合成に重要な CYP11B1 の DNA メチル化状態に有意な差が見られた。アルドステロン
合成酵素 CYP11B2 の DNA メチル化状態に有意な差は認めず、遺伝子異常との関連も見られなか
った。 
さらにアルドステロン産生腺腫と診断された 48 例を用いて、さらに解析を行った。遺伝子変

異解析の結果、48 例中 33 例で KCNJ5 遺伝子の変異が確認された。その他の症例では、CTNNB1 遺
伝子の変異が 3 例、ATP1A1 遺伝子の変異が 2 例、CACNA1D 遺伝子の変異が 1 例、PRKACA 遺伝子
の変異が 1 例に認められた。残りの 7 例では、解析した遺伝子のいずれにも変異がなかった。
KCNJ5 遺伝子変異のあるアルドステロン産生腺腫と KCNJ5 遺伝子変異がないアルドステロン産
生腺腫を比較したところ、CYP11B2 のプロモーター領域の DNA メチル化の状態に関して、KCNJ5
遺伝子変異のある APA では有意に DNA のメチル化率が低下していた。さらに、CYP11B1 プロモー
ター領域に関しても、KCNJ5 変異のある APA では、Ad1/cAMP 応答エレメント結合部位近傍の 2つ
の CpG 部位が、KCNJ5 変異のない APA に比べて DNA のメチル化率は有意に低下していた。国際学
会にて発表し、今後国際誌に報告する予定である。 
少数例ではあるが、悪性である副腎癌においても原発性と転移性では異なる DNA メチル化状



態が見られた。また臨床情報や画像情報に着目した研究も実施し、副腎腫瘍を有する症例で特異
的な症例に関して国際誌に症例報告を行った。 
 
５）ゲノム・エピゲノム情報と臨床情報や画像・病理情報を統合し、人工知能（AI）による深層
学術技術を用いた解析 
原発性アルドステロン症に関する臨床情報と画像情報を統合した解析を実施し、それらをま

とめて、英文誌に報告した。原発性アルドステロン症 362 症例を CT 所見に基づいて片側性病変
または両側性病変に分類した。その後、副腎静脈サンプリング（AVS）の結果に基づく局在診断
を行った。AVS で片側性と診断され手術が施行された群に対して、術前後の臨床的特徴(年齢、
性別、BMI、降圧薬数、収縮期血圧、拡張期血圧、血漿レニン活性、血漿アルドステロン濃度、
血漿アルドステロン/レニン比、血清 K 値、K製剤の有無)と手術による治療効果を評価した。 
 また原発性アルドステロン症における臨床的特徴に関して、薬剤に対する影響および副甲状
腺ホルモンとの関連に着目して各々データをまとめて国際誌に投稿した。 
さらに研究期間中に、アルドステロン産生腺腫を診断するための機械学習アルゴリズムを開

発し、APA の確率を予測する研究に参画した。41 施設からなる日本全国の原発性アルドステロン
症レジストリーを用いて、Japan Rare/Intractable Adrenal Diseases Study データセットのレ
トロスペクティブ横断解析を行った。原発性アルドステロン症のスクリーニング時の 46 の特徴
量と確認検査時の 13 の特徴量が、アルドステロン産生腺腫の確率を算出するモデル開発に用い
られた。7つの機械学習プログラムを組み合わせてアンサンブル学習モデルを開発し、外部検証
を行った。この成果は、国際誌に報告した。 
 当初はさまざまな特徴量を用いた AI 診断モデルの開発を目指したが、AI を用いた一般的な診
断モデルを構築するには、いかに必要な特徴量を少なくして、簡便かる精度の高いモデルが必要
とされる、という考えに至った。研究期間中には終了しなかったが、画像所見を中心とした、さ
らに簡便な診断モデルの構築を進めている。 
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