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研究成果の概要（和文）：cortisol-producing adenomas(CPA)というホルモン分泌腫瘍がどのように形成される
のか、そのメカニズムについては十分にわかっていない。本研究は、ヒト副腎皮質腫瘍組織を対象に、シングル
セル解析による単一細胞レベルでの遺伝子変異/発現解析を行うことで、CPA腫瘍形成の分子病態およびジェノタ
イプ-フェノタイプ多様性の分子基盤を明らかにすることである。そのために臨床内分泌学的機能検査を含めた
患者情報と組み合わせることで、CPAの細胞-組織(病理)-臨床データの統合的解析を推進する。この研究成果
は、個別化医療を目指した次世代型のCPAの診断分類構築の基盤となることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms underlying the formation of hormone-secreting tumors called 
cortisol-producing adenomas (CPAs) are poorly understood. This study aims to elucidate the molecular
 pathogenesis of CPA tumorigenesis and its molecular basis of genotype-phenotype diversity by single
 cell analysis of gene mutation/expression at the single cell level in human adrenocortical tumor 
tissue. To this, we will promote integrated analysis of cellular, histological, and clinical data of
 CPA by combining it with patient information, including clinical endocrinological function tests. 
The results of this research are expected to serve as a basis for the construction of 
next-generation diagnostic classification of CPA for personalized medicine.

研究分野： 内分泌学

キーワード： 副腎腫瘍　コルチゾール産生腺腫　遺伝子変異　クッシング症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義として、希少疾患である副腎皮質系腫瘍の分子病態やCPA腫瘍形成の分子病態の解明が進
み、特に、副腎の発生起源と体細胞変異導入-腫瘍形成の関連を明らかにする意義がある。ヒト副腎組織を対象
とするシングルセル解析はほとんどなされておらず、公共データベースとして学術的意義を持つ。特に、CPA腫
瘍について腫瘍内組織レベル、単一細胞レベルの遺伝子変異/発現解析結果と、機能検査を含めた患者情報と結
合されている臨床-基礎医学の統合的データベースは、多くの臨床医および医学研究者にとって有用となる。ま
た、この研究成果は、個別化医療を目的とした次世代型のCPAの診断分類構築の礎にもなりえる。

※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 

 

副腎腫瘍は、本法では健診で行われる CT などの画像検査機会が多い理由から、偶発的に発見さ

れ、日常診療での診断数が多いのが現状である。機能性副腎腫瘍の中ではコルチゾール産生腺腫

(Cortisol Producing Adenoma: CPA)が最も頻度が高く、表現型としては顕性クッシング症候群

(CS)と潜在性クッシング症候群(SCS)に分類される。SCS から CS に移行することは比較的稀で

あり、6.6%(5 年)程度と限定的であることが知られており、異なった疾患病態背景の存在が示唆

されていたがそのメカニズムは不明であった。一方で、近年の NGS 解析の進歩により CPA の

遺伝子変異が明らかにされてきた。具体的には、cAMP/PKA経路のProtein kinase Aの catalytic 

subunit (PRKACA)遺伝子体細胞変異変異が CS の 52.3%に認められ、PRKACA 変異症例では

コルチゾール自律分泌が多いと報告がなされた。さらに、PRKACA 変異陰性 SCS の約半数で

Wnt 経路の CTNNB1 遺伝子体細胞変異を 54%で認めるとの報告もなされたている。そこで、

研究代表者らはこれまでに約130例のCPA臨床検体を用いてNGS解析(Whole Exome/Genome 

Seq(WES/WGS)、Targeted Capture seq(TCS)、RNA-seq、SNP array)と表現型解析(臨床デー

タ、病理学的解析)の統合解析を試行してきた。その結果、新規変異やゲノム構造異常も含める

と、CPA は遺伝学的に PKA 変異群、GNAS 変異群、Wnt 変異群の 3 つの genetic subtype に

排他的にカテゴライズされ、他の遺伝子変異は非常に希少であった。さらに、遺伝子発現及び臨

床表現型も PKA 群と Wnt 群が大きく異なり、GNAS 群がそれらの中間のプロファイルに有意

に分類されることがわかった。すなわち、CPA 形成には 3 群いずれかの変異が強く関与し、腫

瘍形成の driver となっていること、同様な病態を来たす CPA でも、3 群のいずれかに分類され

ることが明らかとなった。しかしながら、なぜ明確に排他的に分類されるのか、特に driver 変

異からどのように CPA というホルモン分泌腫瘍が形成されるのか(腫瘍化のメカニズム)につい

ては十分にわかっていない。特に、既存の bulk 検体 を用いた研究手法には限界があり、体細 

胞変異や CNV(copy number variation)などのジェノタイプだけでは、フェノタイプ多様性を説

明できず、いまだ分子病態の全容は解明されていない。その大きな理由の 1 つに、腫瘍の内部構

成は非常に heterogeneity に富み、腫瘍細胞だけでなく線維芽細胞、免疫細胞、血管内皮細胞な

ど多くの間質組織かが含まれている点が挙げられる。つまり、これらをまとめてすり潰した平均

化した情報だけでは、腫瘍の多様性がもたらす疾患病態の本質に近づくには限界があるという

点てであった。この問題を解決する手法のひとつとして、シングルセル解析が急速に発達してき

た背景の中で、シングルセル解析との統合解析を通して副腎皮質腫瘍の新たな病態解明を行な

った。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は、ヒト副腎皮質腫瘍組織を対象に、シングルセル解析による単一細胞レベルでの

遺伝子変異/発現解析を行うことで、CPA 腫瘍形成の分子病態およびジェノタイプ-フェノタイプ

多様性の分子基盤を明らかにすることである。そのために、機能検査を含めた患者情報と結合す

ることで、CPA の細胞-組織(病理)-臨床データの統合的解析を推進する。この研究成果により、

個別化医療を目的とした次世代型の CPA の診断分類構築の基盤となることが期待できる。 

 

 

 



３．研究の方法 

 

2020 年 10 月から 2021 年 3 月に当院泌尿器科で副腎腫瘍摘出術を施行され、病理学的にコルチ

ゾール産生腺 腫(CPA)と診断されたクッシング症候群(CS)2 例、サブクリニカルクッシング症候

群 5 例(SCS)、原発性アルドステ

ロン症(APA)5 例を対象とした。

今回用いたシングルセル RNA 

sequence の手法の手順を図 1 に

示す。10x Genomics が推奨する

プロトコールに基づき、手術で摘

出された副腎腫瘍、及びその付着

正常部から別々にシングルセルを digestion した。死細胞を除去し、1 検体あたり約 20,000 個

の細胞集団を得る。その後、標識のための Barcode beads がついたゲルビーズを加えてエマルジ

ョンを作成し、逆転写により cDNA を作成、RNA sequence を行った。数千個〜数万個におよぶ細

胞集団から、1細胞あたり数千〜数万の遺伝子 profile を得ることができ、それらの情報に対し

て Seurat2 を用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
 

図 2 に示すように、12症例で腫瘍部 15 万 7,619 個、付着正常部 17 万 4,134 個の細胞の RNA 

sequence を行うことができた。その遺伝子発現情報をもとに、23 の細胞クラスターが同定され

た(図 3)。また病理診断、 腫瘍部・正常部ご

とに見てみると、病理組織診断ごとに、クラス

ター分布パターンがかなり異なることが判明

した。そこで、次に各クラスターのアノテーシ

ョンを行った。分類された 23 のクラスターが

どのような細胞集団であるのかについて、細胞

マーカーを用いて特定した。具体的には、ID3

や FOXD3 の陽性細胞が副腎髄質、COL1A1 や

PDGFRA 陽性細胞が間質系の細胞、CD45 としてよく知られたタンパク質をコードする PTPRC 陽性

が免疫細胞、PECAM1 や KDR 陽性が血管内皮であると同定した。そして、これらの細胞を除去す

ることで残りのクラスターが NR5A1、STAR 陽性であり、副腎皮質系の細胞と特定することができ

た。また、腫瘍部における各細胞集団の割合を見てみると、腫瘍部であっても腫瘍コンテンツは

35％程度にとどまることが分かった。つまり、腫瘍を構成する細胞は、多種多様な非腫瘍細胞も

含めて組織を構築していることが確認できた。 

次に、副腎皮質細胞と同定された細

胞群を対象に、サブクラスタリング解析

を行った。その結果、11 のサブクラスタ

ーに分類することができた。病理診断分

類ごとに、正常部・腫瘍部に分けて各サ

ブクラスターに占める割合を比較した。

すると、副腎皮質系のサブクラスター5、

10 は SCS 腫瘍部が多くを占めるのに対

し、副腎皮質系のサブクラスター7、8 は APA 腫瘍部が多く、病理診断ごとに遺伝子発現パター



ンが異なることが分かった。そこで、これらの副腎皮質系サブクラスターにおける機能的違いを

明らかにするために、ステロイド生合成に関わる遺伝子発現の違いを検討した。ステロイド生合

成に重要な CYP21A2、CYP17A1、CYP11B1、CYP11B2 に関して、副腎皮質細胞におけるサブクラス

ターごと、および病理診断ごとの発現

の違いについて検討した(図 4)。先ほ

どのサブクラスタリング解析でSCS腫

瘍部が多くを占めていたサブクラス

ター5、10 ではコルチゾール産生のキ

ー分子である CYP17A1 の発現が高く、

病理分類ごとに見てみても、SCS 腫瘍

部でステロイド合成関連遺伝子の発

現が高かった。一方、アルドステロン

産生に重要なCYP11B2の発現に関して

は、APA 腫瘍部が大部分を占めていたサブクラスター7、8、および APA 腫瘍部で発現が多いこと

が示された。 

これまでにコルチゾール産生腫瘍に関する知見として、PRKACA、Wnt、GNAS 変異などがコルチ

ゾール産生能や腫瘍サイズなどの臨床フェノタイプに関連することが明らかにされていたが、

その詳細な分子生物学的機序は解明されていない。今回、CS、SCS の特性を知るために、APA 症

例を比較対照としてシングルセル解析を行い、その臨床表現系との統合解析を実施した。病理分

類、正常部・腫瘍部に関わらず、今回用いたすべての摘出副腎検体から得られた細胞をクラスタ

ー分類すると 23のクラスターに分類することができた。ここから細胞マーカーを指標に、間質、

髄質、血管内皮、免疫細胞を同定し、これらを除去することで、副腎皮質系細胞のみを抽出する

ことができた。さらに、副腎皮質系細胞のみに着目したサブクラスタリング解析では、サブクラ

スターごとの特性として、SCS 腫瘍細胞が多くを占めるもの、APA 腫瘍部が多くを占めるものな

どが存在し、CYP11B1 や CYP17A1 の発現パターンも異なることを示すことができた。しかしなが

ら、今回の検討の実験的限界や問題点も明らかになった。例えば、検討に用いた症例は 15 例し

かなく、なかでも CS症例がわずか 2例と少ないことから、患者自身の特性や実験の batch effect

を完全に区別することができなかった。また、CS の 1 症例では図 1 に示したように腫瘍部の有

効細胞数が非常に少ない。この原因は不明であるが、エマルジョン形成不全によるものと考えて

いる。今回の検討では腫瘍細胞の遺伝子発現パターンに関する CS/SCS と APA の比較検討のみに

とどまっており、CS/SCS での転写因子解析や cell-cell interaction 解析は行っていない。ま

た、遺伝子発現パターンと年齢、性別、ステロイド合成能などの臨床情報との関連検討も今後実

施して、データとエビデンスを積み重ねていく必要があると考えられた。 
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