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研究成果の概要（和文）：ACTH産生下垂体腫瘍のクッシング病では、脱ユビキチン化酵素USP8の体細胞変異が高
率に認められる。しかしながらその分子機構は不明である。野生型WTと変異体MUTで遺伝子発現プロファイルを
比較したところMUTはPRKACA、MAP3K5、MAPK13/14のMAPK系パスウェイやNPAS2、PER2、BMAL1等の時計遺伝発現の
活性化が認められBMAL1とPRKACAの発現量にはR=0.77と高い相関が認められた。一方、プロテオミクス解析では
synaptotagminなどACTHのエクソサイトーシスに関わる蛋白がmRNA発現とは独立して高発現していることが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Somatic mutations in the deubiquitinating enzyme USP8 are highly prevalent 
in the ACTH-producing pituitary tumour Cushing's disease. However, the molecular mechanism is 
unknown. Comparison of gene expression profiles between wild-type WT and mutant MUT showed that MUT 
is activated in the MAPK pathway of PRKACA, MAP3K5 and MAPK13/14, and in the expression of clock 
genes such as NPAS2, PER2 and BMAL1, and that the expression levels of BMAL1 and PRKACA are highly 
correlated (R = 0.77). A high correlation was observed between the expression levels of BMAL1 and 
PRKACA with R=0.77. On the other hand, proteomic analysis revealed high expression of proteins 
involved in ACTH exocytosis such as synaptotagmin independently of mRNA expression.

研究分野：神経内分泌　

キーワード： クッシング病　USP8

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Cushing 病はACTH・コルチゾールの概日リズム消失を伴う過剰分泌を特徴とするが、USP8変異体では時計遺伝子
の過剰発現が生じ、特定のMAPK系を活性化してPOMC発現を誘導する可能性があること、 またACTHの開口分泌機
構を調節する蛋白の高発現がACTHの過剰分泌に関与している可能性が考えられた。このことは臨床的にも変異体
は野生型に比べPOMC発現が高いことと合致している。しかしながらUSP8変異体の標的蛋白は未だ不明であり今後
の解明が望まれる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

2015年、Cushing病の ACTH産生下垂体腺腫に脱ユビキチン化酵素 USP8の体細胞変異
が約 3分の 1の症例で認められることが報告された(1, 2)。in vitroの解析で変異体が EGFRの
脱ユビキチン化を促進し、EGF シグナルを介して POMC 発現を誘導することが発症機序とし
て当初想定されたが、実際の ACTH産生腺腫における変異の意義は不明であった。 
我々は ACTH産生腺腫 60例のUSP8遺伝子解析と変異体の機能解析，臨床像の評価，qRT-

PCRや免疫染色による POMC, USP8，EGFR, 5型ソマトスタチン受容体(SSTR5), O6-メチル
グアニン DNAメチルトランスフェラーゼ(MGMT)等の発現を検討し，変異と臨床的特徴や分子
病理学所見との関連を明らかにした。即ち①USP8 変異は，女性のミクロアデノーマに多く
POMC発現が高いことから，典型的な Cushing病の臨床的特徴を反映している。②USP8変異
例は SSTR5発現陽性例が多く，新規ソマトスタチンアナログのパシレオチドの効果が期待でき
る。③一方海綿静脈洞浸潤を伴う大きな腫瘍は USP8 変異の頻度，発現量ともに低く，SSTR5
と MGMT の発現が低い症例が多いことからパシレオチドよりもアルキル化剤テモゾロミドの
効果が期待されることを以前報告した (3)。  

USP8 変異は受容体など標的蛋白の脱ユビキチンを促進し受容体の分解を抑制する活性型
変異である。HeLa細胞やマウス下垂体 ACTH産生細胞株 AtT-20に EGFRや変異 USP8を強
制発現させた in vitroの検討では変異 USP8により EGFRの膜発現が増強し EGFシグナルが
活性化され POMC mRNA発現が誘導されることが明らかとなったが (1)，多数例の患者腫瘍組
織を用いた我々の検討では USP8変異陽性例における EGFR発現増加は認められず(3)，ACTH
産生腺腫におけるUSP8の標的蛋白は未だ明らかでない。 
 
２．研究の目的 
本研究では USP8 変異により正または負に制御される遺伝子群や蛋白質の解析をもとに，

USP8の標的蛋白を同定することで，Cushing病における ACTH概日リズムの消失や ACTH産
生腺腫におけるシグナル伝達ネットワーク機構異常を解明することを主目的とする。 
 
３．研究の方法 
ACTH 産生腺腫の RNA を抽出し DNA マイクロアレイを用いて，USP8 変異陽性腫瘍(MUT)と野

生型腫瘍(WT)間で発現様式の異なる遺伝子を選び 50 例の症例サンプルを使ってリアルタイム
PCR で検証する。一方 Tandem Mass Tag（TMT）試薬を用いた高感度質量分析によるプロテオーム
解析により、USP8 変異の有無で変化する蛋白を同定しｍRNA と蛋白発現の網羅的な解析を行う。
これらの情報からどのようなシグナル伝達系が USP8 変異により変化するのかを推定する。また
mRNA 発現量に有意差はないが、変異陽性例で蛋白の発現が有意に高い USP8 標的蛋白候補を絞り
こむ。 
 
４．研究成果 
 
1) DNA マイクロアレイとリアルタイム PCR による検討 
DNA マイクロアレイでは 24,670 個の既知遺伝子の発現について 2 群間（MUT3 例、WT3 例）

で比較した。MUT > WT 2 倍以上(p<0.05) 遺伝子は 1,128 個 (4.6%)で、倍率の高い遺伝子の中
から関連性の予想される 40 個を抽出しリアルタイム PCR を行ったところ 28 遺伝子で POMC 発現
と R>0.3 の相関を認めた。POMC 遺伝子発現を目的変数として前進法によるステップワイズ重回
帰分析を施行したところ、28 遺伝子のうち 2つの遺伝子(MAP3K5 と CYP3A4)の発現量が説明変数
として選ばれた(R=0.795, p<0.0001)。 
MAP3K5 は MAPK 系パスウェイに属するが、関連して MUT は WT に比べ MAPK 系パスウェイの

PRKACA、MAP3K5、MAPK13/14（図 1）が 28 遺伝
子には含まれていた。また NPAS2、PER2、BMAL1
等の時計遺伝子発現（図 2）が高値であった。 
USP8 と BMAL1 発 現 量 に は R=0.68 

(p<0.00001)の相関を、BMAL1 と PRKACA の発現
量には R=0.77(p<0.00001)の強い相関が認めら
れ、更に PRKACA と下流の MAP3K5 の相関は
R=0.450 (p=0.001)、MAP3K5 と下流の MAPK13 の
相関は R=0.491 (p=0.001029)、MAPK13 と POMC
の相関は R=0.578 (p=0.00001)であり、USP8→
時計遺伝子→MAPK 系→POMC 発現に続くパスウ
ェイが想定された。 
 
 



2) クッシング病下垂体腫瘍における CYP3A4 の
発現 
CYP3A4 は肝臓や十二指腸・小腸に多く発現
し、正常下垂体には発現は認められないことか
ら、CYP3A4 のモノクローナル抗体を用いて 68 例
のクッシング病下垂体腺腫の免疫染色を行った
ところ 59%が陰性、22%が弱陽性、19%が陽性であ
り約 40%に発現が認められた（図 3A）。腫瘍の
CYP3A4 の免疫染色(IHC)スコアと mRNA 発現量に
は正の相関が認められた(R=0.403, p=0.012)
（図 3B）。CYP3A4 発現は USP8 変異陽性例が陰性
例よりも mRNA と IHC スコアの両者で有意に高値であった。 
肝臓や腸管ではCYP3A4の発現は核内受容体であるステロイドゼノバイオティック受容体SXR
を介して調節されており SXR の発現について 66 例の免疫染色を行ったところ発現陰性は 41%、
弱陽性 21%、陽性 36%であった（図 4）。CYP3A4 と SXR 発現に有意な相関は認められなかった。
USP8 変異陽性の腫瘍の初代培養を用いた解析で、生理濃度のコルチゾール(≧30 nM)や低濃度の
デキサメタゾン(≧3 nM)で CYP3A4 の mRNA と蛋白発現量や CYP3A4 の酵素活性が用量依存性に上
昇する腫瘍が認められた。一方、SXR の強力なリガンドであるリファンピシン(10μM)では CYP3A4 
mRNA 発現に変化を認めなかった。以上のことから SXR ではなくグルココルチコイド受容体 GR を
介した CYP3A4 の発現調節機構が考えられた。 

 
3) プロテオーム解析による検討 
プロテオーム解析では 6,953 個の蛋白の発現

について 2群間（MUT3 例、WT3 例）で比較が可能で
あった。MUT で有意(P<0.05)に 2 倍以上発現が多い
蛋白は 59 個（図 5）で、うち DNA マイクロアレイで
は発現量に有意差がなかった蛋白は36個であった。
そのなかには Synaptotagmin など ACTH のエクソサ
イトーシスに関わる蛋白が複数含まれていた。ACTH
の分泌は分泌小胞(分泌顆粒)の膜が細胞膜に融合
後 ACTH が放出されるエキソサイトーシスと、分泌
小胞が回収されるエンドサイトーシスが繰り返さ
れるメンブレントラフィックによって調節されて
いるが、それに関わる膜輸送制御蛋白が 5個含まれ
ていた。また残りの 31 個 の蛋 白の中で
corticotroph に比較的特異的に発現している蛋白
が１種認められた。機能解析を行っているが USP8 の標的蛋白と証明するに至っていない。 
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