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研究成果の概要（和文）：原発性アルドステロン症（PA）で血管障害に関与する遺伝子を細胞・動物レベルおよびPA患
者臨床検体を用い疾患との関連性を解明することを目的とした。
最終的にアルドステロン産生腺腫（APA）7例で遺伝発現解析とゲノムDNAメチル化のの網羅的解析を検討を行い、APAに
おいて遺伝子プロモーター領域の脱メチル化とmRNA発現上昇を伴う34遺伝子を同定した。これらの遺伝子の中には、ア
ルドステロン合成に関わるCYP11B2やMC2R、腫瘍の転移や悪性度に関わるPRRX1, RAB38, FAP, GCNT2, ASB4などが含ま
れており、APAでのアルドステロン自律性分泌や腫瘍化との関わりが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The role of epigenetics in aldosterone-producing adenomas (APA) is not fully 
understood. Here we explored the relationship between gene expression and DNA methylation status in APA. 
We conducted an integrated analysis of transcriptome and methylome data of the paired APA-adjacent 
adrenal gland (AAG) samples from the same patient. The adrenal specimens were obtained from 7 Japanese 
patients with APA. Gene expression and genome-wide CpG methylation profiles were obtained from RNA and 
DNA samples from those 7 paired tissues. Methylome analysis showed global CpG hypomethylaiton in APA 
relative to AAG. Integration of gene expression and methylation status showed that 34 genes are 
upregulated with CpG hypomethylation in APA. Of these, 3 genes (CYP11B2, MC2R and HPX) may be related to 
aldosterone production and 5 genes (PRRX1, RAB38, FAP, GCNT2 and ASB4) are potentially involved in 
tumorigenesis.

研究分野：内分泌代謝学　高血圧　血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）アルドステロンは、心血管組織のミネ
ラロコルチコイド受容体（MR）を介し直接的
に心血管障害作用を示す機序が注目されて
いるが、その分子機序の詳細は不明である。
MR 拮抗薬が RALES、EPHESUS 等の大規模臨床
試験で心血管保護作用を示すことや、各種病
態モデル動物の検討で、高血圧以外の動脈硬
化モデルでも血管保護作用を示すことより、
アルドステロンが血圧に依存しない直接的
な心血管障害機序を示すことが明らかとな
っている。 
 
（２）我々は以前よりアルドステロンが血管
内皮細胞において各種向炎症性因子の遺伝
子発現を誘導する事やNADPHオキシダーゼを
介した活性酸素種産生機序について報告し、
血管内皮細胞が心血管組織におけるアルド
ステロンの標的細胞として重要である点を
報告してきた。さらに我々はヒト臍帯静脈由
来血管内皮細胞株（EAhy926 細胞）にレトロ
ウイルス発現系にてヒト MR 遺伝子を恒常的
に導入た細胞株 MR-EAｈｙを確立しこれを用
いたスクリーニングと、Aldo 負荷高血圧モデ
ルラットの血管壁ででの検討により3遺伝子
（ANGPTL4,ESM-1,SNF1LK）を抽出した。これ
ら各因子のアルドステロンによる心血管障
害での病態生理学的意義の検討は全く新規
の研究であり、アルドステロンによる心血管
障害機序の全容解明の一端を担うものと考
えられる。 
 
（３）一方、高アルドステロン血症により心
血管障害を来す代表疾患である原発性アル
ドステロン症（PA）は副腎皮質由来の片側性
のアルドステロン産生腺腫（APA）および両
側性過形成（IHA）に分類される。しかしこ
れら PA よりアルドステロンが自律性分泌さ
れる分子機構には不明な点が多い。近年、ア
ルドステロン産生副腎腫瘍（APA）のトラン
スクリプトーム解析に関する報告ではアル
ドステロン産生酵素やその発現を規定する
上流因子の発現上昇については報告毎に差
があり、一定の見解は得られていない。さら
に PA 遺伝子発現を規定するエピゲノム解析
についての報告は、ゲノムワイド DNA メチル
化も含め極めて乏しい。 
 
２．研究の目的 
（１）アルドステロンによる心血管障害に、
より関連すると考えられるトランスクリプ
トームマイクロアレイで選定した遺伝子
（Sekizawa N et al. Mol Cell Endocrinol 
2011;341:77-88. ） 中 で も 特 に
ANGPTL4,ESM-1,SNF1LK を中心に、培養細胞レ
ベル、疾患動物モデル、および原発性アルド
ステロン症患者での採血検体での解析、を総
合的に検討し、MR 特異的な血管細胞情報伝達
およびアルドステロンによる心血管障害の
解明を目指す。 

（２）高アルドステロンによる心血管障害を
引き起こす PA 特に、手術による検体が入手
可能な APA に焦点を当て、手術で得られる
腫瘍組織と隣接する副腎組織（AAG）の DNA
（CpG）メチローム解析を行い、トランスク
リプトーム解析および既知の遺伝子変異解
析および臨床データとの統合によりDNAメチ
ル化を介したエピゲノム因子がAPAの病態特
にアルドステロン過剰産生や腫瘍発生にど
のうように関連しているかを検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）アルドステロン誘導高血圧モデルラッ
トおよび PA 患者の血中 ANGPLT4、IGFBP3 動
態、末梢血単核球遺伝子発現の検討： 
ANGPLT4 は市販の抗体（Sant Cruz 社、ウサ
ギ IgG）を用いた血清のイムノブロット、
EMS-1は市販の ELISAキット（Lunginnov Sas, 
France）を用い検討した。 
 
（２）MR-EAhy およびヒト初代培養血管内皮
細胞での細胞機能の検討： 
ANGPLT4、EMS-1、SNF1LK の各因子については
アルドステロン刺激による蛋白発現が確認
されている（Sekizawa N et al. Mol Cell 
Endocrinol 2011;341:77-88. ） こ と か ら
MR-EAhy への細胞機能の差異を検討する。特
に ANGPLT4 は LPL 阻害作用を有することが知
られており、MR-EAhy 細胞培養に LPL 標準品
を添加した際のLPL活性を蛍光色素法にて検
討した。 
 
（３）APA のトランスクリプトーム解析： 
APA の患者より同意取得後、手術時に採取し
た 7 症例の APA とその隣接副腎組織（AAG）
の 14 検体より、DNA と RNA を抽出した。100ng
の全 RNA を cRNA 増幅、Cy3 標識、断片化した
後、SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray
（Agilent 社）にて網羅的ランスクリプトー
ム解析を施行した。 
 
（４）APA の網羅的メチル化解析（メチロー
ム解析）： 
上述の 14 検体の DNA（1 μg）をバイサルフ
ァイト変換しInfinium HumanMethylation450 
BeadChip（Illumina 社）にてメチローム解析
を施行した。メチル化の指標であるβ値
（0-1）のうち-0.1≧を低メチル化、0.1≦を
高メチル化と定義した。 
 トランスクリプトーム解析とメチローム
解析の結果を統合し特に遺伝子発現が増加
しており、かつ当該遺伝子プロモーター領域
（TSS200/TSS1500）が低メチル化している遺
伝子を抽出した。 
 
４．研究成果 
（１）アルドステロン誘導高血圧モデルラッ
トおよび PA 患者の血中 ANGPLT4 をイムノブ
ロットで、血中 EMS-1 濃度を市販の ELISA キ
ットでそれぞれ対照ラットおよび本態性高



血圧患者の血清を対照として比較したが有
意な差を得られなかった 
 
（２）ANGPLT4 の LPL 阻害作用について、
MR-EAhy 培地に LPL 標準品あるいは 3T3L1 細
胞上清を添加した際のLPL活性の有意差は認
められなかった。以上初年度の諸検討にて陽
性データが得られなかったため、以下の APA
での検討へ移行した。 
 
（３）検討した 7例の APA 症例では、内分泌
検査で PA と確定診断のうえ、副腎静脈サン
プリングにて腫瘍側のみ片側のアルドステ
ロン過剰産生が証明され、手術による副腎切
除後にレニン・アルドステロン系の正常化を
示し、APA であることが臨床的に証明された
症例である。 
 
（４）この 7例の APA においてトランスクリ
プトーム解析では、APAにおいてAAGに比し、
277遺伝子が2倍以上の発現量増加を示した。 
 
発現増加した遺伝子群には PCP4、ALDH1A2、
CYP11B2 など APA において既報のトランスク
リプトーム解析で報告のあった遺伝子が含
まれており、今回のマイクロアレイ結果の妥
当性が示唆された。一方、HOXA7 などの HOX
遺伝子の発現上昇が初めて明らかとなり、腫
瘍化との関連が示唆された。 
図１ トランスクリプトーム解析 Heatmap 

（５）メチローム解析では、APA では AAG と
比較して特定の遺伝子領域に限らずゲノム
全体が低メチル化状態であることが明らか
になった。副腎皮質癌ではゲノム全体の低メ
チル化状態に加えて特定のプロモーター領
域の高メチル化状態が報告されていること
から、ホルモン産生能を保持した良性腫瘍で
ある APAと悪性腫瘍では DNAメチル化パター
ンが異なると考えられ、病態との関わりが示
唆された。 
図２ APA－AAG の DNA メチル化動態 

（６）遺伝子発現と DNA メチル化修飾の統合
解析により、34 遺伝子において遺伝子発現の
上昇とプロモーター領域におけるDNAメチル
化の低下の関係が認められた。これらの遺伝
子の中には、アルドステロン合成促進に関わ
る CYP11B2 や MC2R、腫瘍の転移や悪性度に関
わることが知られている PRRX1, RAB38, FAP, 
GCNT2, ASB4 などが含まれており、APA にお
けるアルドステロンの自律性分泌や腫瘍化
との関与が示唆された。 
本研究は同一症例において APAと AAG のトラ
ンスクリプトーム解析とメチローム解析を
統合的に比較検討し、APA の発症に DNA 脱メ
チル化による遺伝子発現制御の関与を示唆
した初の報告である。 
 
図３ APA において遺伝子発現が増加してお
り、かつ当該遺伝子プロモーター領域が低メ
チル化している 34 遺伝子 
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