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緒  

強力なミネラロコルナコイド作用を有するアルドステ  

ロンは，おもに腎集合管に作用してナトリウム・カリウ  

ムの再吸収や排泄を調節し，結果として体液量や血圧を  

コントロールしている。ヒト副腎皮質球状層でのアルド  

ステロン合成には，P450scc（cholesteroIsidechaincleavage  

enzyme），3β－HSD（3β－hydroxysteroid dehydrogenase），P  

450c21（21Thydrogenage）およびP450A．。（aldosterone syn－  

thase）の4酵素が必要であり，その分泌は主にレニンー   

2003年1月7日受理  
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イントロンのほとんどの塩基配列が近接するCyPJ了以  

の塩基配列に置き換わった遺伝子転換多型（intron2con－  

version多型）も存在する5ト7）。近年，これらの多型と高  

血圧症との関連，さらにアルドステロン分泌・心室構  

造・心機能との関連についても検討されているが，既紆）  

の如く未だに一致した結論に達していない。また基本的  

に，副腎皮質でのC17リノβ2発現レベル自体にこれらの  

多型が関連しているのかどうかについては全く不明であ  

る。本研究では，ヒト正常副腎・APA組織中のCl刊Jβ  

2発現レベルを定量し，CDNAサンプルを用いて検討可  

能なK173R多型との関係について検討するとともに，  

APA患者の臨床データとK173R多型との関連について  

検討した。  

対象 と方法   

1992から2000年までの間に岐阜大学医学部付属病院お  

よび関連病院にて片側副腎摘出術を受けたAPA患者25  

例（Tablel），腎痛手術時に得た正常副腎組織11例，お  

よびクッシング症候群副腎腺腫17例，を対象とした。各  

組織は摘出後速やかに－80℃で冷凍保存した。なお，村  

象からはいずれも予め書面でインフォームドコンセント  

を得た。   

血清電解質やホルモン測定は，早朝空腹時，AM8～  

アンギオテンシン系，さらにカリウムやACTH（adreno－  

corticotropichormone）による制御を受けている。アルド  

ステロン産生の主な規定因子とされるP450Al。をコード  

する遺伝子CyPJJβ2は，副腎皮質束状層内でコルチゾー  

ル生合成を担うP450cll（11β－hydroxylase）をコードする  

遺伝子C‡7リノ朗と隣接して，ヒト第8染色体上（8q24）  

に存在しているが，コード領域における各々の塩基配列  

相同性は約95％にも及ぶこと1）が知られている。また，  

自律的なアルドステロン産生過剰により低カリウム血症  

を伴う低レニン性高血圧をきたす原発性アルドステロン  

症（primaryaldosteronism；PA）2）のうち，約7～9割を占  

めるとされるアルドステロン産生腺腫（aldostrone－  

producingadenoma；APA）では，腺腫組織中のCYPllB2  

発現は増加しており3），転写因子を含めた発現制御機構  

の異常が示唆される。   

CYPllB2のpromorter領域には，オーファンレセプター  

の一つで副腎ステロイドホルモン合成酵素発現に必須の  

転写因子とされるSF－14）（steroidogenic facter－I／adrena14－  

binding protein；Ad4BP）との想定結合部位に含まれる－  

344塩基上流部分が，シトシン（C）あるいはチミジン  

（T）塩基となる多型（－344C汀多型）が知られている。  

さらに，第3エクソン内にはpromorter－344Crr多型と連  

鎖するとされるLys173Arg（K173R）多型が，また第2   

Tablel Clinical負ndingsinAPAs  

NO・   Age  Gender ＊volume  K  ACTH CortisoI PRA  

yr  mm3   mEq／1  pg／ml  pg／dl ngAl／ml・h  
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PRA：Plasmareninactivity，PAC‥Plasmaaldosteroneconcentration，uAld：24－hourunnaryexcreationofaldosterone   
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9時の間にそれぞれ30分以上の仰臥位を保った後に採血  

した。血渠レニン活性（plasmareninactivity；PRA），血  

祭アルドステロン濃度（plasmaaldosteroneconcentration；  

PAC），ACTH，血渠コルチゾール（plasrnafree cortisol；  

F），および24時間尿中アルドステロン排泄量（urinaryse－  

Cretionofaldosterone；uAld）は市販のradioimmunoassaykit  

を用いて測定した。  

GenotypingとCYPllBlおよびCmlB2mRNAレベル  
の定量：   

凍結組織からIsogen（NipponGene）を用いてtotalRNA  

を抽出し，2．2ugをDNaseI（Gibco－BRL）で処理後，2．5  

mMのrandam9mer，各1mMのdNTPs，8U placental  

RNaseinhibitor，添付bufferを用い，160Uの逆転写酵素  

SuperscriptII（Gibco－BRL）を添加，20pl容量で逆転写  

反応（室温15分，42℃1．5時間）に供した。   

Lys173Arg（K173R）多型の検出はPCR－RFLP法によ  

り行った。上記cDNAサンプル0．5ul，エクソン1内の  

senseprimer（5，一GCTCGGGCCCCTAGGACG－3，，nt85－  

102）とエクソン5内antisenseprimer（5，－TGCACAGAT  

GCCTGTGTAGTG－3’，nt853－873）を各2．5pmoles，1．5  

mMMg2＋／5％glycerol含有PCRbufferに，0．25UEXTaq  

DNApolymerase（TaKaRaCo．）を加え，5Lll容量でPCR  

を行った。サーマルサイクラー条件は，96℃2分間のde－  

nature後，96℃denaturation20秒→66℃annealing＆ex－  

tension30秒，を35cyclesとした。増幅された789bpバン  

ドは制限酵素CvnIで37℃下に一晩処理し，2％アガ  

ロースゲルで電気泳動後，ethidiurn bromide染色を行っ  

た。Lys（K）アリルは切断されず，Arg（R）アリルは  

430bpと359bpの二つのバンドに切断された（Fig．1）。  

正常副腎のうち本多型に関してheterozygoteすなわち  

KR型のサンプルについて，GT－9000image scanner（EP－  

SON）によりコンピューターに取り込んだのち，NIHim－  

agel．60（RasbandW，N．I．H）を用いて，¢X174rHaeⅢ  

断片をスタンダードとして各バンド濃度を測定し，Kお  

よびR各アリルの転写効率を推測した。  

S  1  2  3  
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CiPl］Bl，Ciア1］B2とglyceraldehyde3－Phosphatedehy－  

drogenase（GAPDH）のmRNAレベルは，PCRMIMICTM  

KIT（Clontech）を用いたCompetitivePCR法によって定  

量した。各遺伝子に特異的なプライマーとして，C汗ナノ  

Bl：5’－TGCGCGTGTTCCTCTACTCT－3，（sense，nt1208－  

1227）＆5，－AGAGACGTGATTAGTTGATG－3，（an－  

tisense，nt1503－1522），Ci？］1B2：5，－AGAGACGTGATT  

AGT TGA TG－3，（sense，nt1208－1227）＆5，－AGA TGC  

AAG ACT AGT TAA TC－3，（antisense，nt1503－1522），  

GAPDH：5’－TCATCATCTCTGCCC CCTCTGCTG－3，  

（sense，nt482－497）＆5，－GACGCCTGCTTCACCACC  

TTCTTG－3’（antisense，nt812－832），を用いた。Competitive  

PCRは，2．5倍希釈系列のcompetitorとcDNAサンプル  

各々0．5ト1に，各2．5pmolesのsenseおよびantisenseprim－  

ers，0．25UExTaqDNApolymerase（TaKaRaCo．）を加  

え，5ul容量で行った。なおPCRbufferのMg2＋濃度は，  

Ciア11B2は1．5mM，CWllBlとGAPDHは2mMと し，  

GAPDHには5％glycerolを添加した。サーマルサイク  

ラー条件は，96℃2分間のdenature後，96℃ denatura－  

tion20秒→56℃（GAPDHは65℃）annealing15秒→72℃  

extension30秒，を36～45cyclesとした。PCR産物は2％  

アガロースゲルで電気泳動後，ethidiumbromide染色し，  

GT－9000imagescanner（EPSON）を用いてコンピューター  

に取り込み，NIHimagel．60（RasbandW，N．I．H）で解  

析した。DNase処理や逆転写効率の違いによるサンプル  

間のばらつきを最小限にするため，mRNAレベルは  

housekeeping geneの一つであるGAPDHのmRNAレベ  

ルに村するCyPノ了以およびC‡？ノノβ2のmRNAレベル比  

として表した（Bl／G，B2／G）。  

統 計 解 析  

Bl／GやB2／Gはそれぞれmeans±SEで表示し，2群間  

の差はMann－Whitney U testで検定した。2変数間の関  

係は直線回帰にて評価し，いずれもP値＜0．05で有意  

差ありと判定した。なお正規分布性については予め  

Bartlletttestにて検定し，必要な場合にはlog変換を行っ  

た。  

結  果   

C刑Jβ2およびC肌JβJmRNA定量   

正常副腎におけるC）？J柑2およびCy円了以mRNA発  

現量（B2／GおよびBl／G）は，それぞれGAPDH mRNA  

発現量の約0．8％及び約17％であった（Table2）。APA  

組織では，B2／Gが正常副腎の30倍強とかなり高値（P＜  

0．001）であるのみならず，Bl／Gも正常副腎の5倍弱と  

有意に高値（P＝0．0224）であった（Table2）。クッシ  

ング症候群副腎腺腫（Cushing，ssyndrome；CS）組織では，  

CYPllB2transcriptは75％以上の症例で検出感度以下，  

と発現低下が示唆された。CS組織のBl／Gはばらつき  

が大きく，正常副腎と有意差はなかった。また，特に正  

常副腎の髄質や皮質各層の含有割合を補正する目的で算   

S：100bpladder  

l：173－Lys／Lys（KK）  

2：173，Lys／Arg（KR）  

3：173－Arg／Arg（RR）  

Fig．1 RepresentativeresultsinCvnIdigestion  
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logB2′Gは，KK2・18±0・10，KR2・26±0・28，RRl・85±  

0．30であり，K173Rの各genotype間に有意差は検出さ  

れなかった（Fig．3左下）が，logB2侶1で評価した場合  

に は，KK－0．251±0．098，KR－0．531±0．179，RR－  

0．800±0．139，でありKK型がRR型よりも高値を示し  

た（Fig．3右下）。  

Normaladrenals  

Table2 ExpressionlevelsofC）ア11BlandC‡ア11B2・  

N群  APA群  CS群  

（n＝11）  （n＝25）  

B2／G＊  臥2±1．6  271．7±81．112．5±11．5  

（n＝4）＊＊   

Bl／G＊   173±31   844±389  1533±875  

（n＝17）   

B2／Bl O．057±0．0090．553±0．1170．049±0．032  

（n＝4）＊＊  

Pく0．01  
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B2：CYPllB2，Bl：Ci？11Bl，G：GAPDH  

N：nOrmaladrenals，APA：aldosterone producing adenoma，  

CS：adenomacausngCushing’ssyndrome  

＊；Datewerepresentedasmeans±SE（×10r3）  

＊＊；tranSCrlPtWaSbelowthedetectionlimitinremainlngCW  

llB213CSadenomas．   

走したB2侶1比は，APA組織において正常副腎の約10  

倍と高値（P＜0．001）であった。   

B2／GとBl／Gの関係については，APA群で有意な正  

相関を認めた（Fig．2左上）が，正常副腎やCS群では  

有意な相関はなかった。さらにAPA組織のCyPJJβ2発  

現レベル（B2／GあるいはlogB2／G）と各APA患者の臨  

床・生化・ホルモン所見との関係についても検討した  

が，腫瘍サイズ・ACTH・F・PAC・uAld値との間  

（Fig．2），また血清カリウム（r＝－0．006）・PRA（r＝  

－0．030）値との間にも有意な直線的相関は検出されな  

かった。  

K173R多型との関連   

正常副腎において，logB2／Gは，KK（Lys／Lys）0．79  

±0．19，KR（Lys／Arg）1．02±0．06，RR（Arg／Arg）0．26  

±0．03であり，KR型がRR型より高値（Fig．3左上），  

logB2侶1は，KK－1．259±0．102，KR－1．173±0．072，RR－  

1．960±0．375であり，KK型およびKR型がRR型より  

高値を示した（Fig．3右上）。一方，APA群における  
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POlymorphism   

APA患者臨床データとK173R多型との関連について  

は，loguAldが，KKl．39±0．08，KRl．05±0．06，RR  

l．21±0．10でありKK型がRR型より有意に高値を示し  

た（Fig．4右下）が，腫瘍サイズ・血清カリウム・PAC  

値（Fig．4）やACTH・F・PRA値については各genotype  

間に有意差は検出されなかった。  
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．・  また正常副腎サンプルのうちKR型（n＝5）での各  

バンド強度の測定により，173Rアリルの転写効率は173  

Kアリルの52．1±3．9％と推測された。  

考  察  

C‡ア11B2のK173R多型がpromoter領域の－344T／C多  

型と完全に連鎖することを我々は確認8）しており，本論   
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文ではK173Rの多塑性は－344T／Cの多塑性と一致するも  

のとして記載する。K173R多型についてのチリ人での  

検討では，173Rアリルが低レニン性本態性高血圧と関  

連するが，Leydig腫瘍由来細胞株を用いた発現実験で  

はアルドステロン合成酵素活性には影響しないと報告9）  

されている。Ciア11B2の3種の多型（－344T／C，intron2  

COnVerSion，K173R）とAPA・IHA（idiopathic hyperal－  

dosteronism）・本態性高血圧（EH）・正常血圧（NT）と  

の関連分析10）では，IHAで特定のhaplotype（－344C・COn－  

versionあり・173R）が多いが，APA・EH・NT群間に  

アリル頻度差は検出されていない。今回の25例のAPA  

でも，173R（－344C）アリルの頻度はAPA O．34と，我々  

の既報8）のEHO．37・NTO．36と変わりなく，多型とAPA  

との関連はないものと考えられる。一方Ci？J柑2発現  

量に関しては，IHA，APAおよび正常群で，末梢単核白  

血球中のCi7リノβ2mRNA発現量を比較した報告11）があ  

り，IHA患者で発現量が多いこと，APA患者では正常  

と変わらないことが示されている。しかしながらCyfリノ  

β2の多型と発現量との関係については，末梢単核白血  

球中のみならず副腎組織においても全く不明である。そ  

こで今回，正常副腎・CS・APA摘出標本を直接用いて  

組織内のCWIIB2mRNA発現量を定量し，さらにAPA  

についてC‡7リノβ2多型や臨床像との関係について比較  

検討した。   

本研究において，副腎組織中のC）刊躇2mRNA発現  

レベルは，APA組織では正常副腎やCS組織に比して有  

意に高いこと，逆にCS組織では検出感度以下の例が多  

いことが確認された。さらに，APA組織でのC｝アノノβ2  

mRNA発現レベルはKK型やKR型よりもRR型で低  

く，正常副腎組織でもKR型に比してRR型で低いこと  

が示された。さらに，正常副腎でのKR型の判定に用い  

たバンド強度の測定において，173Rアリルの転写効率が  

173Kアリルの約50％程度と推測されることも判明した。  

以上から，K173R多型が正常副腎とAPA組織における  

C‡アノノβ2mRNAの基礎発現レベルを遺伝的に規定する  

可能性が強く示唆される。   

今回の検討では，APA組織中のCYP］1B2mRNA発現  

レベルと臨床的あるいはhormonalな側面との間に直線  

的な相関は検出されなかった。しかし，総対的なアルド  

ステロン分泌量を反映すると想定される24時間尿中アル  

ドステロン排泄量に関しては，KK型がRR型よりも有  

意に高く，遺伝型と中間表現型とのリンクを示す結果と  

云える。アルドステロン合成を規定する主要な因子は，  

アンギオテンシンⅢとカリウムとされ，これらが副腎皮  

質球状帯細胞内のカルシウム濃度を上昇させることによ  

り，カルシウム結合タンパク（calmodulin）を活性化し，  

細胞内Caシグナル経路を賦括化しCyPJJβ2転写を増加  

させると考えられている12ト14）。本研究ではCiアノブβ2  

mRNA発現量および多型と血清カリウムとの間，また  

アンギオテンシンⅡは検討していないがレニン活性との  

間にも明らかな関連は認められなかった。APAでは通  

岐阜大医紀 51；38－43（2003）   

常アンギオテンシンⅡは抑制されているため，Ci7リ躇2  

発現量増加との直接的な関連は考えにくいが，低レベル  

のアンギオテンシンⅡが何らかの機序を介して影響する  

可能性も否定はできない。また今回の検討では，有意で  

はなかったものの，CyPノJβ2mRNA発現レベルは，  

ACTHあるいはコルチゾールと正相関する傾向が見られ  

た。アルドステロン分泌は一部ACTH依存性であるが，  

一般にAPAではACTHでのアルドステロン過分泌が  

ACTHを抑制することはないとされ，また腫瘍附随副腎  

皮質の球状層はむしろ過形成を呈することが知られてい  

る（paradoxicalhyperplasia）15ト16）。もしACTHとCi？11B  

2発現レベルとの間に正相関関係が存在するならば，  

ACTHはcAMPを介してCWllB2mRNA発現レベルを  

増加させたのであろうか？最近APAでのコルチゾール  

産生性が注目されているが，これは組織学的に大部分の  

APAが球状層細胞と束状層細胞の両者の特徴を有する  

（hybrid celltype）ために，アルドステロンと同時にコ  

ルチゾールをも産生するためと考えられている17）。APA  

において，ACTHがどのようにCi刊Jβ2発現に関わる  

のか，レセプター等を含めさらなる検討が必要である。   

現在までに，APAでは，遺伝性の高血圧症の一つで  

あるグルココルチコイド奏効性アルドステロン症  

（Glucocorticoid－remediable aldosteronism）でみられるよ  

うなC）刊了以とCiア〃β2のキメラ遺伝子の存在や，Ciア  

ノノβ2遺伝子異常は検出されておらず，APA発症の原因  

としてClアノノβ2転写レベルの異常が推測されてい  

る18卜19）。ほとんどのステロイド合成酵素の転写促進因子  

はSF－1と想定されているが，オーファンレセプターの  

一種であるCOUP－TF（chicken ovalbumin upstream  

promoter－tranSCriptionfacter）やDAX－1（dosage－SenSitivesex  

reversaトadrenalhypoplasiacongenital，CriticalreglOnOnthe  

Xchromosome－1）は，Ci？11B2の転写抑制因子とそれに  

動員・結合する転写共役因子によって，SF－1によるCγP  

ノノβ2転写を調節すると考えられてきた。173Rアリルと  

完全に連鎖するpromoter－344Cアリルは，－344Tアリル  

に比して，Sト1に5倍強く結合することが知られており，  

今回の173RアリルでのCi？ノノβ2mRNA発現レベルおよ  

び転写効率の低下とは一見矛盾するように見える。しか  

し最近，SF－1はCi7リノ飢やCl？J7などの他のステロイ  

ド合成酵素に対しては転写促進因子として作用するもの  

の，C‡アブJβ2に対してはむしろ抑制的に働くこと20）が明  

らかにされた。本研究における－344Cアリル（173Rア  

リル）でのCi刊ノβ2mRNA発現低下はこの結果を支持  

するものである。しかし，tumOrigenesisという病理組織  

学的な観点からは，例えばAPAの大半でp53geneのmu－  

tationが示され7：21）ように，APAでのアルドステロン過  

剰産生はCyPJノβ2合成異常というよりはむしろアルド  

ステロン産生副腎皮質細胞の腫瘍性増殖によるアルドス  

テロン過剰状態であるiO）とも考えられ，この点について  

はAPAと非機能性副腎皮質腺腫との比較検討などが解  

決のヒントとなるかもしれない。いずれにせよ，上記転   
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