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研究成果の概要（和文）：原因不明の原発性副腎機能低下症の小児を対象に、既に報告のある責任遺伝子を解析した。
遺伝子解析により変異を同定されなかった症例を対象にアレイCGHを行い、2症例で同一遺伝子（遺伝子A）内に微細欠
失を同定した。PCR直接シークエンス法により1例において切断点を同定し、欠失サイズは73.5kbであった。もう1例は
同様の方法で切断点が同定できず、カスタムアレイ行った結果、欠失サイズは58.5-61.0kbであった。患者由来のリン
パ芽球を用いた解析により、2症例で産生されるメッセンジャーRNAは同一エクソンを欠失することが判明した。

研究成果の概要（英文）：We enrolled Japanese pediatric patients having primary adrenal insufficiency 
without diagnostic findings of urine or serum steroid metabolites indicating enzymatic defects, such as 
21-hydroxylase deficiency. We sequenced 12 genes associated with primary adrenal insufficiency. We 
performed array comparative genomic hybridization analyses in the mutation-negative patients.In two of 
these patients, we detected submicroscopic deletions of the same gene (Gene A). By PCR based sequencing, 
we identified the breakpoint in one patient, who had 73.5kb deletion in Gene A. However, we could not 
identified the breakpoint in the other patient. Additionally, we performed custom array CGH (fine-tiling 
array CGH), and presumed that the deletion size was between 58.5-61.0kb. We revealed that the mRNAs 
extracted from lymphoblastoid cell lines of the two patients lacked the same exon of Gene A.

研究分野： 小児内分泌

キーワード： 小児内分泌　発生分化　副腎
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１．研究開始当初の背景 

(1)副腎低形成症とは、副腎が形態的に小

さくかつ原発性副腎機能低下症を呈する疾

患の総称である。副腎低形成症は、副腎皮質

の発生・分化異常、ACTH 不応（家族性グルコ

コルチコイド欠損症）、副腎低形成を伴う症

候群（triple A 症候群、IMAGe 症候群など）

に臨床的に大別される。 

 (2)副腎皮質の発生・分化異常による副腎

低形成症の原因遺伝子として、1990 年代に

NR0B1（DAX-1）と NR5A1（SF-1）が報告され

た。家族性グルココルチコイド欠損症の原因

遺伝子として、1990 年代に MC2R、2005 年に

MRAPが報告された。2012 年以降、次世代シ

ークエンサー（Whole exome sequencing）な

ど新たな解析技術により、さらに複数の原因

遺伝子が報告された。家族性グルココルチコ

イド欠損症の原因遺伝子として、ミトコンド

リア内膜における酸化還元調節に関与する

NNT,GPX1, TXNRD2が報告された。2012 年に

副腎低形成を伴う症候群の原因遺伝子とし

て、CDKN1C（IMAGe 症候群）や MCM4（MCM4 異

常症）が報告された。このように解析技術の

進歩により、かつて原因不明とされていた副

腎低形成症の原因が明らかとなりつつある。 

 (3)Wnt-βカテニン系は副腎皮質の発生・

分化については以下の知見が明らかとなっ

ている。βカテニンは成獣マウスの副腎皮質

被膜下に発現している。βカテニンノックア

ウトマウスは、胎生致死である。SF-1 プロモ

ーターを用いたコンディショナルノックア

ウトマウスでは完全副腎無形成もしくは副

腎皮質（永久層）欠損である。しかし、ヒト

の副腎皮質の発生分化における Wnt-βカテ

ニン系の役割については不明である。 

 (4)遺伝子AはWnt-βカテニン系に関与し、

βカテニン産生に抑制的に働く分子と報告

されている。ヒトの副腎皮質の発生分化にお

いて遺伝子Aの関与を含めたWnt-βカテニン

系の役割は全く不明である。さらに、先天性

副腎低形成症において遺伝子 Aの変異例、欠

失例の報告はない。 

 われわれは、既存の酵素欠損症を除外した

原発性副腎機能低下症を対象に、既知責任遺

伝子の包括的解析を行った。既知責任遺伝子

変異陰性20症例を対象にアレイCGH（Agilent 

1M）を行った。2症例で同一遺伝子（遺伝子

A）内に翻訳領域を含む約 50kb、約 80kb の微

細欠失を同定し、FISH 法で欠失を確定した。 

 

２．研究の目的 

本研究の最終目標は、遺伝子 Aが副腎低形

成症の原因遺伝子の１つであり、Wnt-β

catenin シグナルがヒト副腎皮質の発生分化

における役割を証明することである。 

上記の目標のために、本研究期間では以下

の目的で研究を行った。 

(1)新たな遺伝子 A変異例を検索する。 

(2)2 症例で同定された欠失の切断点を明ら

かにする。 

(3)欠失を有するアレルから産生される mRNA

の配列を同定する。 

(4)一過性強制発現系による機能解析系を確

立する。 

 

３．研究の方法 

(1) 遺伝子Aに微細欠失陰性の既知責任遺伝

子陰性の原発性副腎機能低下症例を対象と

した変異解析 

既にアレイ CGHで遺伝子 Aに微細欠失のな

いことを確認した原因不明副腎機能低下症

18 例、およびさらに収集する原因不明の副腎

機能低下症を対象にPCR直接シークエンス法

で遺伝子 Aの解析を行った。 

(2) 微細欠失を同定した2症例の切断点同定 

同定した微細欠失の切断点をPCR直接シー

クエンス法で同定を試みた。 

(3) 微細欠失により産生される mRNA の配列

同定 

 患者リンパ球を芽球化した、その細胞から



mRNA を抽出した。抽出したｍRNA から cDNA

を作成し、遺伝子 Aの PCR およびシークエン

スを行った。 

(4) 一過性強制発現系による機能解析系を

確立 

遺伝子 Aの cDNA は購入し、EGFP および HA

タグ融合タンパク質を発現するベクターを

作成した。作成した遺伝子 Aの発現ベクター

を用いて、ルシフェラーゼアッセイによる

Wnt-βcatenin シグナルの定量を行った。 

Day0 に培養細胞（HEK293）を 96 ウェルプ

レートに撒き、Day1 に遺伝子 A発現ベクター

とルシフェラーゼ発現ベクター（TCF/LEF レ

ポーター）を Lipofectamine2000 で培養細胞

に導入した。導入後 24～48 時間（Day2-3）

に、ヒト Wnt3a とヒト RSPO1 を培養液中に添

加した。添加後 12～24 時間（Day3-4）に

ONE-GLO reagent を添加し、蛍光強度をルミ

ノメーターで定量した。各発現ベクター量、

発現ベクター導入から Wnt3a、RSPO1 添加ま

での時間および添加量、蛍光強度測定までの

時間について条件検討を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 遺伝子Aに微細欠失陰性の原因不明副腎

機能低下症例を対象とした変異解析 

 遺伝子 A変異陽性例は存在しなかった。 

(2) 微細欠失を同定した2症例の切断点同定 

 1 例において切断点を同定した。欠失領域

は約 73.5kb であった。もう 1例は、切断点

同定が困難のため、欠失想定領域のカスタム

アレイを作成し、アレイCGHを行った。結果、

欠失領域は58.5-61.0kbまで欠失領域を絞り

込めた。 

(3) 微細欠失により産生される mRNA の配列

同定 

 微細欠失を有する2症例ともに同じエクソ

ンを欠失する mRNA を同定した。尚、対照に

おいては同じエクソン欠失を検出しなかっ

た。 

(4)一過性強制発現系による機能解析系を確

立する。 

 野生型遺伝子 A 発現ベクターを HEK293 細

胞に一過性強制発現させた場合、空ベクター

導入と比較し、βカテニン産生は著しく低下

した。 

発現ベクターの量を減らし、ヒト Wnt3a とヒ

ト RSPO1 添加量を増やしても、野生型遺伝子

AによるWnt-βカテニン系の抑制効果を減じ

ることは不可能であった。その分子機能から、

変異体（特定のエクソン欠失を有する分子 A）

は、野生型と比較し、Wnt-βカテニン系に対

する抑制効果が強いことを予想されるため、

この一過性強制発現下での解析では検討が

困難と判断した。今後、薬剤誘導型安定発現

株を用いた解析を行う方針とした。 
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