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研究成果の概要（和文）：アルドステロン産生腺腫の原因の一つであるATP依存性Na/Kポンプ遺伝子（ATP1A1）
の変異により生じる，細胞増殖および腫瘍形成のメカニズムの解明を目的に研究を行った．生理的濃度の強心配
糖体がAPAに発現増加したNa/Kポンプの受容体シグナルを活性化し，APAに至る腫瘍増殖機構を明らかにした．ま
た，APA腫瘍増殖にはビタミンD受容体シグナル活性が必須であり，ビタミンD受容体発現はDNA脱メチル化により
調節されていることが示された．また，生理的濃度の強心配糖体の投与やビタミンDの投与あるいは除去はアル
ドステロン合成には影響を及ぼさなかった．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanisms of cell 
proliferation and tumorigenesis caused by mutations in the ATP-dependent Na/K pump gene (ATP1A1), 
which is one of the causes of aldosterone-producing adenomas. We found that physiological 
concentrations of strong glycosyltransferases activate the receptor signal of the Na/K pump, which 
is upregulated in APA, and elucidate the mechanism of tumor growth that leads to APA. We also showed
 that vitamin D receptor signaling activity is essential for APA tumor growth and that vitamin D 
receptor expression is regulated by DNA demethylation. In addition, administration of physiological 
concentrations of strong cardiac glycosides and administration or removal of vitamin D had no effect
 on aldosterone synthesis.

研究分野： 二次性高血圧

キーワード： 二次性高血圧症　アルドステロン産生腫瘍　副腎皮質腫瘍　原発性アルドステロン症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回明らかになった細胞増殖促進メカニズムは，必要なアルドステロン分泌を抑制することなく，細胞増殖によ
るアルドステロン過剰分泌，ならびに腫瘍形成を抑制することができると考えられ，正常の生体ホメオスタシス
を障害しない新たな創薬につながる可能性がある．また、本研究過程においてATP1A1変異副腎皮質腫瘍モデル細
胞株の樹立や，副腎腫瘍細胞の増殖を定量的に評価するメソッドなどの今後の本領域の研究における重要なツー
ルの開発・確立も果たされた．このことは今後の本領域研究の進展に寄与する．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
原発性アルドステロン症 (PA) は，最も頻度の高い二次性高血圧であり，全高血圧症の 3.3～

10.0%と報告されている [Lancet 371:1921-1926, 2008]．PA の病型はアルドステロン産生腺腫 
(APA) と特発性アルドステロン症に分類され，いずれもアルドステロンを過剰に合成し，心血
管疾患や腎障害を高率に発症する [J Am Coll Cardiol. 45:1243-1248, 2005]．PA の発症機構 
の解明は，PA のみならず心血管疾患や腎障害の発症制御機構の解明に繋がる． 

APA の病因としては，細胞膜に存在するイオンチャネルやポンプをコードする KCNJ5，
ATP1A1，ATP2B3 などに体細胞変異を認め，これらの体細胞変異がアルドステロン合成を促進
することが報告されている．しかし，これらの遺伝子変異による，APA の発症機構または腫瘍
増殖機構については，全く報告されていない． 
副腎皮質球状帯におけるアルドステロン合成細胞の局在は加齢とともに非連続性となり，そ

のアルドステロン合成部位をアルドステロン合成細胞槐 (APCC) と呼ぶ．本研究者は既に，遺
伝子変異解析と病理学的解析から，ATP1A1 変異をもつ副腎皮質細胞が，APCC を経て APA に
移行する可能性を報告している．  
つまり，ATP1A1 変異をもつ APA は，アルドステロン合成細胞に ATP1A1 変異が入ると細胞

増殖が促進され，腫瘍が形成されることにより PA を発症する，という仮説が考えられる． 
 
２．研究の目的 

 
本研究では，副腎皮質由来の細胞株に ATP1A1 変異を導入した細胞株を用い，腫瘍増殖の鍵

因子を同定し，その機能解析から腫瘍増殖および腫瘍増殖制御機構を解明する． 
ATP1A1 変異が腫瘍増殖をもたらす調節機構または因子は何か，さらに，その調節因子の制御

により腫瘍増殖は制御できるかを明らかにすることが目的である． 
 
３．研究の方法 
 
① APA 組織標本および ATP1A1 変異を導入した細胞株において，RNA-seq 解析を行い，網羅
的遺伝子発現解析を行う．その結果を基に，両者で共通して発現上昇している因子を抽出し，
Bioinformatics や遺伝子の gene ontology から腫瘍増殖に関わる因子を絞り込む． 
副腎皮質由来培養細胞株（HAC15）に ATP1A1 変異遺伝子を導入し，変異 ATP1A1 高発現培

養細胞株を樹立する．前述の絞り込んだ因子について，APA 標本での免疫組織化学や ATP1A1
変異培養細胞株でのウェスタンブロッティングによる発現解析を行う． ATP1A1 変異により
HAC15 の細胞増殖に生じる変化について，細胞増殖速度，アポトーシス・ネクローシス頻度，
細胞周期変化などの観点から評価する．さらに，ATP1A1 変異がもたらす細胞増殖の分子メカニ
ズムについて検索し，増殖を制御する因子の増減による細胞増殖の変化について in vitro で観察
を行う． 

 
② 上記細胞株を用いたプロテオーム解析を行い，細胞増殖に関わる因子の同定を行う．PA に
おいてアルドステロン量を調節しているとされる，Na/K ポンプ機能を調節する強心配糖体を用
い，ポンプ機能により細胞増殖に影響がみられるかを in vitro で検討する． 
 
③ ①で増殖を制御する因子として検索された，ビタミン D 受容体（VDR）について，APA 標
本，および上記細胞株を用いて，タンパク発現解析を行う．また，発現調節因子について検索す
るため，RNA-seq 解析，DNA メチル化解析，プロテオーム解析を行う．②で樹立した ATP1A1
変異 APA モデル細胞株に，VDR 発現を調節するレンチウイルスを用いて， ATP1A1 遺伝子変
異および VDR 発現変化による細胞増殖やアルドステロン分泌の変化について検討する． 
 
４．研究成果 
 
①  ATP1A1 変異副腎皮質培養細胞株において，対照群と比べ，細胞増殖は有意に増加した．

メタボローム解析の結果からは PRPP の有意な減少と，細胞周期における検討では S 期の

図 1 



細胞比率増加をみとめた．アポトーシスとネクローシスには変化はみとめなかった．（図 1） 
 
② 上記結果から，細胞増殖に関わる因子として SRC のリン酸化制御が重要な役割を果たして
いると考えられた．強心配糖体であるウアバインは，副腎皮質細胞機能を，Na/K ポンプ機能の
調節によって制御していると考えられている．今回の検討で，薬理学的濃度のウアバインは，確
かに副腎皮質培養細胞株の細胞増殖を抑制していることが確かめられた（図 2b）．一方でアルド
ステロン分泌能には変化がなく，ウアバインはアルドステロン分泌よりも細胞数制御に関わっ
ている可能性が示唆された（図 2c）．また，ごく低濃度の生理的濃度のウアバインが，高発現し
た ATP1A1 を活性化し細胞増殖を促進する可能性が示され，この傾向は ATP1A1 変異細胞でよ
り顕著であった(図 2a)． 

図 2 
 

 また，ATP1A1 変異により SRC のリン酸化が促進されており，ATP1A1 変異のレセプター機
能の活性化により，細胞内増殖シグナルの増強が生じ，細胞増殖につながっている可能性が示唆
された（図 2d,e）． 
 
③ APA 標本における免疫組織化学より，ATP1A1 変異 APA 細胞において，ほかの遺伝子変異
をもつ PA と比較して，VDR の発現が増加していることが初めて示された（図 3）． 
 

図 3 
 
 また，②で樹立した ATP1A1 変異 APA モデル細胞株において，同様に VDR の発現が増加し
ていることが示された．また，同細胞株において VDR の発現レベルを低下させることで，細胞
増殖速度が低下することも示された．一方で，ビタミン D の添加あるいは除去は細胞増殖速度
に影響せず，細胞増殖シグナルの強度を規定しているのは VDR の発現レベルであることが示唆
された（図 4）． 
 DNA メチル化解析では，ATP1A1 変異 PA において，VDR mRNA レベルの上昇とともに，
VDR 遺伝子のプロモーター領域における DNA メチル化レベルの低下が示され，ATP1A1 変異



PA における VDR の DNA メチル化の関与が示唆された（図 5）． 

図 4 

図 5 
 
【研究成果のまとめ】 
アルドステロン産生腺腫の原因の一つである ATP1A1 の変異により生じる，細胞増殖および

腫瘍形成のメカニズムの解明を目的に研究を行った．生理的濃度の強心配糖体が APA に発現増
加した Na/K ポンプの受容体シグナルを活性化し，APA に至る腫瘍増殖機構を明らかにした．
また，APA 腫瘍増殖にはビタミン D 受容体シグナル活性が必須であり，ビタミン D 受容体発現
は DNA 脱メチル化により調節されていることが示された．この過程において，ATP1A1 変異副
腎皮質腫瘍モデル細胞株の樹立や，副腎腫瘍細胞の増殖を定量的に評価するメソッドなどの今
後の本領域の研究における重要なツールの開発・確立も果たされた．また，生理的濃度の強心配
糖体の投与やビタミン D の投与あるいは除去はアルドステロン合成には影響を及ぼさなかった． 
このことから，今回明らかになった細胞増殖促進メカニズムは，必要なアルドステロン分泌を

抑制することなく，細胞増殖によるアルドステロン過剰分泌，ならびに腫瘍形成を抑制すること
ができると考えられ，正常の生体ホメオスタシスを障害しない新たな創薬につながる可能性が
ある． 
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