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研究成果の概要（和文）：本研究では、アルドステロン産生腺腫(APA)を対象にした遺伝子発現解析と、ヒト副
腎皮質癌細胞由来の培養細胞を用いた機能解析を行った。ホルモン過剰をもたらすCYP11B2と同期して発現変動
するカルシウムチャネル遺伝子CACNB2や、特定の体細胞変異を有するAPAでヘパラン硫酸プロテオグリカン
(HS-PG)の分解に関与する酵素をコードする遺伝子HPSEを見出した。さらに、これらの遺伝子発現の制御には
miRNAが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We conducted transcriptome analysis of aldosterone-producing adenoma and 
functional analysis of candidate genes using human adrenocortical carcinoma cell line. In this 
study, we found that one of the calcium channel gene, CACNB2, and aldosterone synthase gene, 
CYP11B2, showed positive correlation in mRNA expression. We also found that HPSE gene, which is 
involved with cleavage of heparan sulfate proteoglycans, was specifically expressed in APA with 
KCNJ5 mutation. Furthermore, our analysis suggested that both CACNB2 and HPSE genes were possibly 
regulated by miRNA in APA tissues.

研究分野： 内分泌学

キーワード： 内分泌学　副腎腫瘍　原発性アルドステロン症　高血圧

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性高血圧の原因の一つであるアルドステロン産生腺腫(APA)は、原発性アルドステロン症の約30%を占めてお
り、その発症メカニズムを明らかにすることは新規診断・治療法の開発につながる。本研究によってAPA発症に
関与すると考えられる候補遺伝子を見出し、機能解析を開始することが出来た。候補遺伝子の制御にはmiRNAの
関与も示唆されており、ホルモン分泌能と腫瘍化の両面を有する内分泌腫瘍研究に貴重な知見を与えたと言え
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 
原発性アルドステロン症（PA）は難治性高血圧の一つであり、長期に渡り心血管病加療が必要

となる。アルドステロン産生腺腫(APA)は PA の主要病型であり、手術による治癒が可能なことか
ら臨床的にも早期診断が望まれる(1)。しかし確定診断には、侵襲を伴い、技術的にも高度で高
額な副腎静脈サンプリングが必要なことが問題である。近年、カリウムチャネル遺伝子である
KCNJ5 (potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 5)遺伝子の体細胞変異
を APA の約半数以上が有することが示され、術後の高血圧寛解率が高いことも示された。そのた
め、KCNJ5 体細胞変異を伴う APA の発症メカニズムを検討することは、非侵襲的に早期診断が可
能なバイオマーカーや新規治療法に資する可能性が高く、臨床上極めて有益と言える。APA に代
表される内分泌腫瘍は、自律的ホルモン産生を有する良性腫瘍である。悪性腫瘍では、がん遺伝
子の関与をはじめ、分子生物学的メカニズムがよく研究されているが、自律的ホルモン産生と腫
瘍化の両面を有する内分泌腫瘍についてはその病態や発症メカニズムが明らかではない。KCNJ5
体細胞変異を伴う APA は他の体細胞変異と比してアルドステロン合成酵素（CYP11B2）の発現量
がより高く、腫瘍径も大きいことが知られている(2)。カリウムチャネル遺伝子である KCNJ5 遺
伝子の体細胞変異は、チャネル機能の異常から副腎皮質細胞内への Ca2+流入を促進し、脱分極
を起こすとされる。細胞内の Ca2+濃度上昇に応じ、カルモジュリンを介した転写因子の活性化
がアルドステロン合成酵素(CYP11B2)遺伝子の発現上昇をもたらすと想定されるが、不明点が多
い(3)。また、KCNJ5 体細胞変異を培養細胞に導入しても増殖能の上昇は観察されないことから
(4)、KCNJ5 体細胞変異下で発現変動している他の遺伝子の腫瘍化メカニズムに与える影響を検
討する必要があると言える。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまで、APA 組織を対象にトランスクリプトーム、メチローム、miRNA、メタボロ

ームなどのオミックス解析に取り組んできた。KCNJ5 体細胞変異に特異的に発現上昇する遺伝子
として、CTNND2、TWIST1, PRRX1 など他の癌腫で細胞増殖に関与している遺伝子などを特定した
が、副腎皮質細胞での機能は未検討である(5)。miRNA の解析では、アルドステロン合成酵素
(CYP11B2)の遺伝子発現とmiR299が逆相関することを見出し、miR299の標的遺伝子としてCACNB2
を抽出した(6)。しかし、CACNB2 による CYP11B2 の発現制御メカニズムの解析は未検討である。
本研究では、オミクス解析の結果(5-7)を利用し、KCNJ5 体細胞変異を有する APA の病態（自律
的ホルモン産生と腫瘍化）に関与する候補遺伝子の機能解析を行うことで、内分泌腫瘍の発症メ
カニズムに新知見を与えることを目指す。 
 
３．研究の方法 
オミクス解析を用いた候補遺伝子の抽出:申請者が所属する研究室で、これまでに施行した

APA のオミクス解析データを利用し、KCNJ5 体細胞変異に伴って変動している遺伝子を抽出し
qPCR 法で validation を行う。 
H295R 細胞を用いた in vitro 解析:体細胞変異の分布と関連の強い候補遺伝子について、ヒト

副腎皮質癌由来の H295R 細胞を用い過剰発現や siRNA によるノックダウンを利用して、CYP11B2
の発現とそれに伴ったステロイド合成能の変化などの機能評価を行う。 
 
４．研究成果 
(1) CACNB2 の機能解析 
 次世代シークエンサーを用いた網羅的解析により、KCNJ5 体細胞変異を有する APA(KCNJ5 
mut+)に特異的な分布をする miRNA として、KCNJ5 mut+において発現が低下している miR-299 を
同定し、その標的遺伝子としてカルシウムイオンチャネル遺伝子 CACNB2 を抽出した。CACNB2 は
KCNJ5 mut+において遺伝子発現量が上昇しており、miR-299 の制御を受けてアルドステロン合成
能や腫瘍化に関与している可能性がある。さらにアルドステロン合成能への関与を評価するた
めに、ヒト副腎皮質癌細胞である H295R に対してアンギオテンシンⅡを作用させ、アルドステロ
ン合成酵素(CYP11B2)の発現上昇時における CACNB2 の遺伝子発現動態について解析した。
CYP11B2 はアンギオテンシンⅡの投与後 6 時間で発現上昇のピークを迎え、24 時間後には発現
量が低下傾向となる。Nurr1 や Nur77 といったステロイド合成に関与する転写因子については投
与後 1 時間の早期から発現上昇が見られることが特徴である一方、CACNB2 については CYP11B2
と同様に投与 6 時間で発現上昇のピークを迎え、24 時間後には投与前と同様の発現量へ戻って
いることを見出した。この結果は、アンギオテンシンⅡの作用に対して CACNB2 と CYP11B2 が並
行した遺伝子発現動態を示しており、CACNB2 がアルドステロン合成能を修飾している可能性を
示したと言える。 
 さらに CACNB2 の CYP11B2 遺伝子発現に与える影響について検討するために、発現ベクターを
作成し、H295R への遺伝子導入による過剰発現を評価した。CACNB2 の遺伝子発現については、過
剰発現させた細胞ではコントロールに比して 1000 倍以上の発現を認めた。CYP11B2 については
1.2 倍以上の発現量上昇を認めた一方、コルチゾール合成酵素(CYP11B1)については発現量の上



昇を認めなかった。以上より、CACNB2 がアルドステロン合成酵素特異的に発現量の修飾を行っ
ている可能性が示唆された。 
 
(2) miR-337 の機能解析 
 次世代シーケンサーによる網羅的解析によって、KCNJ5 体細胞変異を有する APA(KCNJ5 mut+)
に特異的な分布をする miRNA を抽出した。そのうち、KCNJ5 mut において発現が低下している
miRNAの一つとしてmiR-337を同定した。さらに、ホルモン分泌能をもたない非機能性腺腫(NF)、
コルチゾール産生腺腫（CPA）、KCNJ5 体細胞変異をもたない APA(KCNJ5 mut-)と KCNJ5 mut+の組
織から抽出した RNA を対象に、miR-337 の発現量を qPCR で比較すると、KCNJ5 mut+において有
意な低下(P <0.05)を認めた。さらにバイオインフォマティクス解析で miR-337 が制御する標的
遺伝子候補を選定し、miR-337 と mRNA 発現量との相関を評価したところ、ヘパラン硫酸プロテ
オグリカン(HS-PG)の分解に関与する酵素をコードする遺伝子 HPSE が miR-337 の発現量と有意
に逆相関することが示された(r = -0.46, P<0.03)。また、HPSE の遺伝子発現は他の腺腫組織と
比較し KCNJ5 mut+で有意に増加していることも示された(P <0.05)。HS-PG は細胞表面受容体で
あり、増殖因子や形態形成因子などの修飾因子として種々のシグナル伝達に関与することが知
られている。KCNJ5 mut+において、miR-337 によって HSPE の発現が上昇した結果 HS-PG が分解
され、シグナル伝達を介して細胞増殖能やステロイド合成能に影響を与える可能性が考えられ
る。 
 
(3) シングル核解析を利用した解析 
 APA については、組織内の不均一性が知られており、単一細胞レベルでの RNA-seq が詳細な病
態解析に有用と考えられた。APA 組織を対象に核抽出法を用いた single-nucleus RNA-seq（シン
グル核解析）に取り組み、約 4000 核を対象にした解析を施行したところ、13 個のクラスターを
得ることが出来た。CYP11B2 を高発現するクラスターは、アルドステロン産生腺腫を特徴づける
分化度の高い集団と考えられた。同クラスターでは CACNB2 も同様に高発現し、マーカー遺伝子
として抽出されることが明らかとなった。APA 組織中の腫瘍内不均一性を考慮した解析で、単一
細胞レベルにおける発現量の相関を確認出来たことは世界的にみて貴重な報告例であると考え
られる。 
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