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研究成果の概要（和文）： 

 解析した家族性副甲状腺機能亢進症家系 3 家系のうち 1 家系に HRPT2 の胚細胞変異

(p.E29X)を認めた。HRPT2遺伝子発現により U6の発現が低下することを見いだした。U6は

RNA ポリメラーゼ III により転写され、mRNA のスプライシングに関与する small RNA で、

種々の癌細胞で発現が上昇すること、細胞増殖を正に制御していることが報告されている。こ

れらの結果から、U6 がパラフィブロミンの関わる細胞増殖制御機序の一端を担っている可能

性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We found a germ-line mutation (p.E29X) of the HRPT2 gene in one of three familial 

hyperparathyroidism families. We found reduced expression of U6 by over-expression of the 

HRPT2 gene. U6 is a small non-coding  RNA and transcribed by RNA polymerase III. U6 

is involved in splicing of mRNA, over-expressed in many tumors, and positively regulates 

cell growth. These results suggested that U6 might play an important role of regulation of 

parafibromin-related cell growth. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2010 年度     1,100,000 330,000 1,430,000 

2011 年度     1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 

研究分野：内分泌学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・内分泌学 

キーワード：がん遺伝子、がん抑制遺伝子、副甲状腺腫瘍 

 
１．研究開始当初の背景 

(1) 我が国の家族性副甲状腺機能亢進症家

系における HRPT2 の胚細胞変異は 3 家系の

みに検出されている。 

 

(2)  HRPT2 遺伝子産物であるパラフィブ

ロミンの機能解析の研究では以下の報告が

ある 

 ① 細胞増殖抑制能を有している。SV40 

T antigen 存在下ではがん遺伝子として働
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く。 

 ② ヒト Paf1 複合体の構成蛋白質であ

る。 

 ③ β-カテニンと相互作用し、Wnt シグ

ナルを活性化する。 

 ④ Hrpt2 欠失マウスは胎生致死を示す。

同マウス由来の胚線維芽細胞では、パラフ

ィブロミンは IGF1、IGF2、IGFBP4などの

成長因子の発現を正に制御している。 

 

(3) パラフィブロミンと microRNA の関係、

副甲状腺腺腫や癌における microRNA の関

与については不明である。 

 

２．研究の目的 

 我が国における家族性副甲状腺機能亢進
症家系における HRPT2 変異を解析し、「家族
性副甲状腺機能亢進症−顎腫瘍症候群」の実
態を明らかにする。また、がん抑制遺伝子お
よびがん遺伝子産物の性質を有するパラフ
ィブロミンの機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 3家系の家族性副甲状腺機能亢進症家系

の家系員について HRPT2 変異を解析する。

白血球からゲノムDNAを抽出する。17エク

ソンからなるHRPT2遺伝子に対して、16組

のプライマーセットを設定する。PCR 産物

を用いて、direct sequencing 法にて塩基配

列を ABI PRISM 3100 analyzer を用いて解

析する。 

 

(2)  HEK293 細胞、293F 細胞あるいはヒ

ト副甲状腺細胞株(sHPT-1)に HRPT2 cDNA

を遺伝子導入した際の細胞増殖に及ぼす影

響を検討する。細胞増殖は cell counting kit 

8 を用いて測定する。 

 

(3)  HRPT2 cDNA の C 端側に FLAG タグ

を付加した HRPT2-FLAG あるいは HRPT2 

mRNA を抑制するために HRPT2 siRNA を

遺 伝 子 導 入 し た 際 の mRNA お よ び

microRNA の発現変化をマイクロアレイを

用いて解析する。また、アレイで変化が認

められた miRNA については real-time 

RT-PCR 法を用いて解析する。 

 

(4) mRNA のスプライシングに関与する

small RNAのU6は、近年種々の癌細胞での

発現上昇及び細胞増殖に与える影響が示唆

されている。さらに U6 は RNA polymerase 

III により転写され、Rb、p53, BRCA1, 

PTEN 等の癌抑制蛋白質がその発現を制御

することが報告されている。そこで、パラ

フィブロミンが RNA polymerase III による

U6 の転写を調節するという仮説を立て、ル

シフェラーゼアッセイによるパラフィブロ

ミンの U6 発現変動を検討する。RNA 

polymerase III の転写複合体（TFIIIB）の構

成蛋白質とパラフィブロミンの相互作用に

ついて検討する。 

 
４．研究成果 

(1) 家族性副甲状腺機能亢進症家系の家系

員についての HRPT2 変異解析 

①  第一家系。45 歳女性。 22 歳時に副

甲状腺機能亢進症にて手術（右葉 2 腺摘出術。 

経過観察中， 高Ca血症及び iPTH上昇を指

摘された。 22 歳上顎洞腫瘍（ ossifying 

fibroma）手術。23 歳下顎腫瘍手術。36 歳多

発子宮腫瘍手術。家族歴として妹：副甲状

腺腫瘍摘出， 顎腫瘍手術， 子宮腫瘍手術. 

弟：副甲状腺腫瘍摘出術， 顎腫瘍手術。左

下腫大した副甲状腺（1393mg）を切除， 摘

出。典型的なHPT-JTの家系である。この症

例に特徴的な点は一度副甲状腺腫瘍の手術

を受けているが、23 年後に再発した点にあ

る。このように遺伝性疾患では副甲状腺の

いずれの腺においても腫瘍が発生する可能

性がある。また上顎・下顎ともに腫瘍が生

じているのも珍しい。HRPT2 の遺伝子検索

では p.E29X を認めた。 

 

② 第二家系。 42 歳女性が原発性アルド

ステロン症・サブクリニカル Cushing 症候

群と家族性副甲状腺機能亢進症を合併して

いる。母親も副甲状腺機能亢進症である。

母・娘とも顎腫瘍は認めない。HRPT2 の遺

伝子変異を認めない。 

 

③ 31 歳男性、急性膵炎発症の際、副甲状

腺機能亢進症を指摘された。28 歳時に顎腫

瘍（骨形成線維腫）の既往あり、家族歴では

特記事項なし。 左副甲状腺腫瘍摘出術を

施行（病理組織は副甲状腺腺腫）。HRPT2

の遺伝子変異を認めない。 

 

(2) パラフィブロミンの機能解析  

① パラフィブロミンの増殖に及ぼす影響 

 sHPT-1 細胞に HRPT2-FLAG を遺伝子導

入すると、細胞増殖を抑制することができ

た。HRPT2-FLAG 導入時に、CPEB1、

cyclin B1 、 cyclin D1 、  c-myc 、  Paf1 

mRNA の量には大きな変化を認めなかった。

HRPT2 siRNA 導入時に、cyclin B1, cyclin 

D1, c-myc mRNA の量には大きな変化を認

めなかったが、Paf1 complex の構成成分で



ある Paf1 mRNA の減少を認めた。 

 

② パラフィブロミン強制発現時のmRNAお

よび miRNA 発現の変化 

  293FT細胞にHRPT2を導入した場合、

mRNA アレイにおいて発現レベルが 2 倍以

上増加したのは LOC100131796 (LP2570 

gene) 、 ZNF847P で、2 倍以上低下したも

のはなかった。また HEK 細胞への遺伝子導

入で 2 倍以上増加したのはなく、2 倍以上低

下を示したのは BTBD11（ankyrin repeat 

and BTB/POZ domain-containing protein）

であった。このようにパラフィブロミン強

制発現時の大きな発現量変化を示す遺伝子

が少なかった。 

 miRNA のアレイ解析の結果では、

HRPT2-FLAG の遺伝子導入により、2 種類

(miR-1539、let-7e*),低下していたものが 8

種類(miR-34c-3p、miR-487b、miR-182*、

miR-339-3p 、 miR-574-3p 、 miR-32 、

miR-532-3p、miR-139-5p)であった。 

 miR-32についてアレイの結果を real-time 

RT-PCR で確認したところ、miR-32 の変化

は HRPT2 遺伝子導入によりほとんど認め

られなかったが、内部標準として用いた U6

が遺伝子導入により低下していることを見

いだした。しかしながら、U6 における

real-time RT-PCR の結果が安定しないので、

U6 の転写活性レベルを検討するために、U6 

プロモーター（300 bp）の下流にルシフェラ

ーゼ遺伝子を組み込んだレポーター遺伝子

（ pGL4.10-U6 ） を 構 築 し た 。 positive 

control として Rb-FLAG 発現ベクターを用

いた。sHPT-1 細胞に HRPT2 発現ベクター

と共発現させたところ、HRPT2 発現ベクタ

ー量依存的にルシフェラーゼ活性は低下し

た。この結果は、パラフィブロミンが RNA

ポリメラーゼ III の転写にも関与すること、

また U6 がパラフィブロミンの関わる細胞増

殖制御機序の一端を担っている可能性が示

唆された。 

 HRPT2-FLAG を導入した細胞において、

細胞抽出液を抗 FLAG 抗体ビーズを用いて

免疫沈降した。TFIIIB 構成成分である Brf1

および Brf2 の抗体を用いて western 

blotting を行った。Brf1 および Brf2 のシグ

ナルを検出することができなかったので、

使用している抗体が適切なものか検討を進

めている。 
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