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学位論文の内容要旨

Responsiveness to DDAVP in Cushing's disease is associated with 

碑 mutationsthrough enhancing A.PPllJJ3promoter activity 

クッシング病における DDAVPへの反応性は、

AVPRIBプロモークー活性の増強を介して US尺沼涅い：関連している
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Cushing病は副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)を合成、分泌する下垂体腺腫によって引き起

こされる疾患で、 ACTH依存性に高コルチゾール血症を呈し、これが全身性徴候と共に、

合併症を引き起こす。満月様顔貌や中心性肥満といった外観的特徴を呈する他、免疫力低下、

高血圧、糖尿病などの合併が知られ｀無治療では 5年生存率 50％と報告されていることか

ら適切な診断と治療が必要となる．しかし、 Cushing病の診断過程において、本疾患の原因

となる下垂体腺腫が 1cm以下と微小な腫瘍が多く、内分泌学的な診断が重要である．しか

し、高ACTH血症を呈する疾患として異所性ACTH産生腫瘍や、偽性Cushing症候群（う

つ病やアルコール多飲などにより高ACTH血症を呈する疾患群）など、鑑別に苦慮するこ

とがある。

Cushing病の鑑別診断のために行う内分泌学的検査として DDAVP試験がある。DDAVP

はパソプレシン受容体 2(AVPR2)に比較的特異的な親和性を持ち、抗利尿作用を呈する薬

剤として開発されたパソプレシン類似体であるが、バソプレシン受容体 !B(AVPRIB)に対

しても弱い親和性をもつ。 Cushing病診断における DDAVP試験は、 DDAVP静脈注射後

ACTH奇異性上昇反応を認めた湯合に異所性 ACTH産生腫瘍や偽性 Cushing症候群と

Cushing病の鑑別を行う事ができる検査（感度86.0%、特異度55.6%）である。この機序に

ついては、 Cushing病における下垂体腫瘍に AVPR!Bが高発現していることや AVPR2が

異所性に発現している事が関連していると報告されているが、未だ不明な点も多い。また、

近年 DDAVP試験は診断だ，Jでなく予後予測や再発の早期発見マーカーとしてもその有用
性が期待されている。一方、 Cushing病の 10-20％は DDAVPに対する反応を示さない事も

知られており、今回我々はこの点に着目して研究を行った。

近年、次世代シークエンサーを用いた研究により Cushing病の原因遺伝子として USP8、

{JS因＆ BRAR TPS3遺伝子変異が同定され、特に USP8遺伝子変異は Cushing病の 40-

60％に認める事が明らかとなった。

今回我々は、 Cushing病における DDAVP試験の反応性を規定する因子について、 JII!瘍

の遺伝子解析を含め、その病態を明らかにするために多施設共同で臨床的、基礎的検討を行

った。

対象は 2012年から 2020年に神戸大学医学部附属病院、虎の門病院、森山記念病院で術

前に DDAVP試験を施行された Cushing病症例 47例（女性41例、平均41縦）である。

DDAVP試験は DDAVP(4μg)静脈注射後］20分以内に ACTH値が前値の 1.5倍以上に上

昇した症例を「羅性」、 1.5倍未満を「陰性」とした。比較項目として性別、年齢、早朝血漿

ACTH値、早朝血清コルチゾール値、尿中遊離コルチゾール値、少量デキサメクゾン抑制

試験後のコルチゾール値、高用量デキサメクゾン抑制試験後のコルチゾール値、 DDAVP試

験での ACTH反応性(ACTH；頂値／基礎値）、コルチゾール反応性（コルチゾール；頂値／墓

礎値）、腫癌径` Kno,p分類、 MIB-I index.海綿静脈洞浸潤の有無、 /JSP8変異の有無を用
いた。遺伝子解析は上記のうち 23例において施行することができた。

47例中 32例 (68%)がDDAVP試験「陽性」であった。性別では「陽性」群の 32例中



31例(96.9%）が女性で、「陰性」群(66.7%）に比して有意に多かった(P<〇．01)。遺伝子解析

できた検体において「隔性」群のうち US蹄変異llli瘍は 12例(85.7%）であり、「陰性」群で

3例(33.3%）と有意に多かった(!=0.02)。この結果から (JSP8変異と OOAVP試験の反応

性の関連が示唆された。 DDAVP試験での ACTH反応性は USP8野生型で 1.3倍に対して

変異型では 3.0倍（区0.01）、コルチゾール反応性は野生型で I.I倍に対し変異型で 1.6倍

（P<0.01)といずれも (jSP8変異例で反応性が高かった。そこで OOAVP試験により腫瘍

の US蹄変異が予測できるかを検討したところ、 ACTH反応性のカットオフを 1.61倍とす

ると、それ以上で USR3変異を予測できた（感度80%` 特異度 100%）。一方、コルチゾー

ル反応性においては、カットオフを 1.41倍とすると、 USR9変異を予測する事ができた（感

度78.6%、特異度 100%）。

次に「隈性」群と「陰性」群について手術により得られた腫癌検体を用いて AVPRIB及

びAVPR2の発現を` qRT-PCRを用いて比較検討した。 AVPRIBmRNA発現は DDAVP

封験臣応陽性群で 8.5倍高かった(/>c0.01)が、 AVPR2mRNA発現は差を認めなかった

（た0.71)。この結果から Cushing病における OOAVP試験の反応性は AVPR2の異所性

発現というより AVPRIBの高発現を介することが考えられた。さらに AVPRIB蛋白発現

の評価として免疫染色を行ったところ｀ AVPRIB発現と DDAVP試験におけるコルチゾー

ル反応性に正の相関がみられた(<',0.22,J>c0.04)。

次に、 US蹄変異が AVPRIB発現を転写レベルで促進するかを検討するため Avprlbプ

ロモークーを用いてルシフェラーゼ解析を行った。 HEK293T細胞株9こ,tvp,J/rLucベクク

ーと野生型USPSないし変異USPS(p.Se,7!8dd)発現ペククーを共発現させ、デュアルル

シフェラーゼアッセイを用いて定量化した。 AVprlbプロモークー活性は野生型USPS発現

により 2.3倍上昇し(P<0.05)、変異型USP8では 4.0倍(P<0.05)、野生型に比ぺ 1.7倍 (P

<0.05)と、さらに上昇を認めた。

これらの結果から Cushing病において USR9変異が AVPRIB遺伝子発現を促進し、

DDAVP試験の反応性と関連していることが示唆された。また、 OOAVP試験の反応性が

Cushing病の診断だけでなく比較的非侵襲的な方法で usP8変異の予測に有用であること

が明らかになった。 USP8は脱ユビキチン化酵素の一つであり、 Cushing病における USP8

変異は脱ユピキチン化活性が促進され、上皮成長因子受容体(EGFR)の発現が九進すること、

さらにこの下流シグナルの持続的活性化する事により本疾患の原因である下垂体腫瘍発生

やホルモン合成促進の病態に関与していると考えられている。現在、 Cushing病において

EGFRチロシンキナーゼ阻害薬であるゲフィチニプや USPS阻害薬などの治療応用に向け

た研究も進められており、 (jSP8変異を非侵襲的に予測する事は、より適切な治療方針の決

定に役立つかもしれない．

今回の結果から ODAVPに対する ACTHの反応性は、 Cushing病の (JSP8変異と関連し

ていることを見出した。比較的非侵襲的な内分泌検査により、 Cushing病の診断だけでなく

遺伝子変異の状態を予測することに有効であることは、本試験の更なる有用性として考え

られる。さらに、本研究では USP8変異が AVPRJBプロモークー活性を増強すること、

DDAVP試験に反応を示す腟瘍で AVPRJB発現が上昇していることを明らかにした。

Cushing病において DDAVP試験に対する ACTH奇異性反応が生じる機序の一端を明らか

にすることができた。
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申請者は、 Cushing病における DDAVP試験の反応性を規定する因＋について、その病態

を明らかにするために検討を行った。

Cushing病は近年、次批代シークエンサーを用いた研究により原因迂伝＋として USP8、

USP48、BRAF、TP53迫伝十変異が同定され、特に USP8il'.t伝＋変異はCushing病の40-60%

に認めることが判明した。しかし、本疾患の原因として微小腺腫が多いことから、異所性

ACTH産生腫出、偽性Cushing症候群などとの鑑別に苦慮することがある。この鑑別に有

用な検査に DDAVP試険があり 、Cushing病患者における DDAVP静脈注射による ACTH

奇異性上外を診断に利用する。しかし機序については、 ACTH産生腫筋における AVPRlB

の面発現ないし AVPR2の異所性発現が関連しているとの報告があるが、不明な点も多い。

今同申請者はこれら点に村目して研究を行った。

対象は2012年から 2020年に神戸大学医学部附屈拍院、虎の門病院、森山祀念病院で術

前に DDAVP試験を施行されたCushing病症例47例である。DDAVP試黎はACTH値が前

値の 1.5倍以上に上昇した症例を陽性、 1.5倍未満を陰性とした。

Ill,~性群は陰性群と比較して USP8 変異症例が有意に多く (P=0.02)、 USP8 変異と DDAVP

試験の反応性の関連が示唆された。DDAVP訳敷でのACTH反応性はUSP8野生J問れで 1.3

倍に対して変異型では3.0倍(P<0.01)、コルチゾール反応性は野生咆で 1.1倍に対し変異型

で 1.6倍 (P<0.01)といずれも USP8変異例で店かった。そこでDDAVP試黎により USP8

変異が予測できるかを検討したところ、 ACTH反応性のカットオフを l.61倍とすると、そ

れ以上でUSP8変異を予測できた（感度80%、特異度 100%)。一方、コルチゾール反応性

においてはカットオフを 1.41倍とすると、USP8変異を予測することができた（感度78.6%、

特異度 l00%)C 

次に申請者は手術検体を用いてAVPR/8及びAVPR2の発現をqRT-PCRを用いて比較し

た。 AVPR/BmRNA発現は船性群で8.5倍話かった(P=0.01)が、 AVPR2mRNA発現は泣を認

めなかった (P=0.71)。この結果から Cushing病における DDAVP試黎の反応性は AVPR1B

の店発現を介することが考えられた。さらにAVPRlB蛋白発現の評価と して免疫染色を行

ったところ、 AVPRlB発現と DDAVP試歌におけるコルチゾール反応性に相閑がみられた

(r2:0.22, P=0.04)。

次に申請者は、 USP8変異がAVPRIB発現を転写レベルで促進するかを検討するため

., A117rlbプロモークーを用いてルシフェラーゼ解析を行った。I-IEK293T細胞株にAvprlb-Luc

ベクターと野生型USP8ないし変異USPS(p.Ser718del)発現ベククーを共発現させ、ルシ

フェラーゼアッセイを用いて定泣化した。À',Jrlbプロモーター活性は野生型USP8発現に

より 2.3倍上昇し(P<0.05)` 変異咆USP8では4.0倍(P<0.05)、野生型に比べ 1.7倍 (P<

0.05)と、さらに上昇を認めた。



これらの結果からCushing病においてUS/'8変異がAVPRIB遵伝子発現を促進し、DDAVP

試険の反応性と関速していることが示唆された。また、 DDAVP試険の反応性がCushing

病の診断だけでなく比較的非侵艇的な方法で USP8変異の予測にイ「用であることが明らか

になった。現在、 Cushing病においてUSP8阻害薬などの治療応mに向けた研究も進められ
ており、USP8変異を非侵襲的に予測することはより適切な治療方針の決定に役立つかもし

れない。申諸者はCushing病における DDAVP試験に対する ACTH奇異性反応が生じる機

序の一端を明らかにした。

木研究は、 USP8変異がAVPRIB迫伝千の転写を促進することにより、 Cushing病におけ

るDDAVP試験の反応性に影響を及ぽす可能性を示した報告であり、同疾患の診断法およ

び治療開発において煎要な知見を得たものとして価値ある業絞であると認める。よって本

研究者は、隙士（医学）の学位を得る賓格があるものと認める。

二




