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研究成果の概要（和文）：近年、次世代シーケンサーによる配列解析から、直鎖状RNAだけでなく環状構造をも
つ機能性RNAの存在が明らかにされている。核内受容体NR5A1 (別名Ad4BP/SF-1) は、ステロイドホルモン産生の
主要な調節因子であり、副腎皮質癌においては、NR5A1の発現量が多いほど、予後が悪い。私達は副腎皮質癌細
胞株では検出されず、正常副腎皮質にのみ存在するNR5A1環状RNAを見出した。NR5A1環状RNAが生じる過程や、機
能は不明である。本研究では、ステロイド産生調節における環状RNAの意義についてNR5A1に着目して解析し、機
能性環状RNAが制御する副腎ステロイド産生メカニズム解明に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Recently, sequence analysis of gene transcripts by next-generation 
sequencers has revealed the presence of functional RNAs with circular structures besides linear RNA.
 The nuclear receptor NR5A1 (also known as Ad4BP/SF-1) is an essential regulator of steroid hormone 
production and is present in the nuclei of the normal adrenal cortex and adrenal tumor cells. In 
adrenocortical carcinomas, the higher the expression of NR5A1, the worse the prognosis. We found a 
circular NR5A1 RNA (NR5A1 circRNA) not detected in adrenocortical carcinoma cell lines but only in 
the normal adrenal cortex. Circular RNAs are structurally stable molecules, making them a potential 
novel biomarker. The making process of NR5A1 circRNA and its function is still unknown. In this 
study, we analyzed the significance of cyclic RNAs in steroidogenesis, focusing on NR5A1 circRNA, 
and elucidated the mechanism of adrenal steroidogenesis regulated by functional circular RNAs.

研究分野：内分泌学　分子生物学

キーワード： 環状RNA　副腎　ステロイドホルモン　NR5A1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
副腎皮質癌は希少な癌で難治性である。本邦における副腎偶発腫瘍3,678例中1.4%にみられ、5年生存率は35－50
％と予後不良である 副腎皮質癌においては、NR5A1の発現量が多いほど、予後が悪い とされる。本研究の結
果、環状RNAはNR5A1の発現調節に関与しており、副腎腫瘍と正常副腎では、NR5A1環状RNAに違いがあることが明
らかになった。NR5A1環状RNAと副腎腫瘍の病態像について解析を進めることで副腎腫瘍の治療法の開発や機序の
解明に役立つ。

※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 
一部の植物で見られる現象と考えられてきた環状構造の RNA (図 1) は、ヒト細胞においても
存在することが証明され、microRNA やリボソーム結合タンパクと結合することで、遺伝子の転
写調節に関わっている (Menczak S. et al. Nature 495, 2013, Hansen T.B. et al. Nature 
495, 2013)。癌細胞において、環状 RNA は、癌遺伝子を分解する miRNA をスポンジのように吸着
して、癌遺伝子の発現を増加させて、癌を増悪させたり、一方で、細胞周期複合体タンパクと直
接結合して、細胞周期の進行をブロックし、癌化に対して抑制的に作用する (Anastasiadou E. 
et al. Nature Reviews Cancer 18, 2018)。 
核内受容体 NR5A1 は、ほぼすべてのステロイド産生酵素の発現を転写レベルで調節し、副腎・
性腺の発生に不可欠な遺伝子である。NR5A1 は正常副腎皮質、副腎腺腫および多くの副腎皮質癌
細胞の核に存在する。副腎皮質癌は希少な癌で難治性である。本邦における副腎偶発腫瘍 3,678
例中 1.4%にみられ、5年生存率は 35−50％と予後不良である (一城貴政, 上芝元：本邦における
5 年間の継続的副腎腫瘍疫学調査-厚生労働省研究補助金難治性疾患克服研究事業 副腎ホルモ
ン産生異常に関する調査研究, 平成 16 年度研究報告書)。副腎皮質癌においては、NR5A1 の発現
量が多いほど、予後が悪い (Sbiera S. et al. J Clin Endocrinol Metab 95, 2010)。 
私達は、副腎皮質癌細胞株 H295R を用いた研究で、薬剤によって NR5A1 を低下させることに成
功した 。スプライシング修飾剤によってスプライシング異常が生じて、短い NR5A1 アイソフォ
ームが作られるため、全長 NR5A1 が低下し、ステロイド産生が抑制されることを明らかにした。
また、このスプライシング修飾剤によって、NR5A1 exon2 と exon4 とが連結した環状
circNR5A1ex2-4 が生じた。さらに、副腎皮質癌細胞株では検出されないが、正常副腎皮質にお
いてのみ検出される NR5A1 環状 RNA (circNR5A1ex6-1) を発見した (図 2)。 
 

２．研究の目的 
 環状構造の NR5A1 RNA は、ステロイド産生やステロイド産生細胞の増殖に関与していると推
定されるが、NR5A1 環状 RNA がつくられる過程や、その機能は不明である。そのため、ステロイ
ド産生調節における環状 RNA の意義について NR5A1 環状 RNA を主軸に解析し、機能性環状 RNA が
制御する副腎ステロイド産生メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 環状 RNA 発現用プラスミド (Liang D. and Wilusz J.E. Gene & Development 28, 2014) を
add gene より入手し、逆向き繰返し配列の間に、NR5A1cDNA の exon2 と exon4領域を挿入し exon2
の 5’末端と exon4 の 3’末端が連結した環状 RNA を発現するプラスミドベクターを構築した。
ヒト副腎皮質癌細胞株 H295R 細胞への遺伝子導入を行い、NR5A1 やステロイド合成酵素の発現量
に対する影響を qPCR にて解析した。 
 
４．研究成果 
 ヒト副腎癌細胞株 H295R に NR5A1 環状 RNA である circNR5A1ex2-4 を過剰発現させた。NR5A1
のエキソン 2と 3のジャンクションを挟むプライマーで qPCR すると NR5A1 ex2-3 の発現量は、
ctrl と比べて増加したが、NR5A1 のエキソン 6 と 7 のジャンクションを挟むプライマーで qPCR

図 1）環状 RNAの一例 
Backsplicingと呼ばれるスプライシングに 
よって生じる環状 RNA 

図 2) 正常副腎皮質に発現する NR5A1 環状 RNA の検出（左）と構造（右） 



を行ったところ、ctrl と比べて NR5A1 の発現量が低下した (図 3)。NR5A1 ex2-3 の発現増加は、
プラスミドベクターによる環状 RNA circNR5A1ex2-4 の発現増加によるものと考えられ、この環
状 RNA は NR5A1 の発現を低下させる作用があることが明らかになった。 
 環状 RNA の過剰発現下では、STAR, CYP11A1 は発現増加したのに対し、CYP21A2, CYP11B1 は発
現低下し、CYP17A1 と CYP11B2 は変化しなかった。 
STAR と CYP11A1 の発現上昇は NR5A1 の発現低下との乖離があるため、NR5A1 環状 RNA によって
NR5A1 以外の転写調節機序が活性化された可能性が考えられる。 
 

 副腎腫瘍検体と付随して得られた正常副腎部より、total RNA を調整して、NR5A1 の環状 RNA
について解析するため、NR5A1 の exon 4 上に外向きプライマーをデザインし、RT-PCR を行った。
ほぼすべての検体において腫瘍部と正常組織とで PCR 産物の泳動パターンが異なるという結果
が得られた。このことから、副腎腫瘍部と正常組織では異なる NR5A1 の環状 RNA が発現してい
る。褐色細胞腫に付随した正常副腎と試薬メーカーから購入した正常副腎では、800 bp 付近に
単一のバンドを認めることから、正常副腎特異的に exon4 を含んだ環状 RNA が存在している。 

図 3）環状 RNA circNR5A1ex2-4の過剰発現によるステロイド合成酵素の発現量の変化。 
ACTBを内因性コントロールとした。 
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