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研究成果の概要（和文）：我々はアルドステロン(aldo)合成酵素(CYP11B2)を特異的に検出する免疫染色法に成
功し、正常副腎皮質には従来から知られる球状層に加え、aldo産生細胞クラスター(APCCと新規命名)においても
aldo産生が行われることを報告していた。今回、(1)aldo産生腺腫(APA)に検出されたイオンチャネル・ポンプ遺
伝子体細胞変異がAPCCにも検出されることからAPCCはAPAの発生母地あるいは原発性aldo症の病変となりうるこ
と、(2)APCCは50歳までは増加するがそれ以降は減少すること、(3)MALDIイメージング質量分析によりAPCCには
高濃度のaldoが検出されることなどを報告した。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported immunohistochemistry for aldosterone (aldo) 
synthase (CYP11B2) discriminating from cortisol synthesizing enzyme (CYP11B1), and found that aldo 
is produced not only in the zona glomerulosa but also in aldo-producing cell clusters (APCCs, J Clin
 Endocrinol Metab 2010;95,2296-305). In this study, we found that (1) APCCs harbor one of the 
mutations of ion-channel pump genes, which identified in aldo-producing adenomas (APAs), suggesting 
that APCCs are precursor of APA and autonomous aldo-producing lesions in bilateral primary 
aldosteronism patients (PNAS 2015;112,E4591-9), (2) numbers and areas per adrenal glands increase 
with age until 50 years old (Int J Endocrinol 2015;4834356) but decrease thereafter (J Steroid 
Biochem Mol Biol 2019;191,105361), and (3) aldo was detected in APCCs by matrix-assisted laser 
desorption ionization as a mass spectrometry imaging (Hypertens 2018;72,1345-54). APCCs may have a 
key role in autonomous aldo production in humans.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高血圧患者の5-10%は、副腎から過剰なアルドステロン(aldo)が産生される原発性aldo症(PA)が原因であること
が知られています。PAは主に、片側副腎に発生するアルドステロン産生腺腫(APA)、あるいは両側性PAに分類さ
れます。前者は手術で治癒しますが、後者は生涯にわたる内服治療が必要となります。しかしAPAの発生原因
や、両側性PAの病態は不明のままでした。本研究では、APAの発生母地、および、両側性PAの病変となりうるア
ルドステロン産生細胞クラスター(APCC、2010年に新規命名)に主眼をおいて解析を行いました。APCC研究は、将
来的にはPAの予防や治療法の開発につながると考えます。
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1. 研究開始当初の背景 

申請者は、教科書に記載されている副腎球状層・束状層・網状層からなる層状構築 (図 1
左) に加え、被膜下アルドステロン合成細胞クラスター (aldosterone-producing cell clusters: 
APCCs と命名) を含む新たな斑(ふ)入り状組織構築を報告した (J Clin Endocrinol Metab 
2010;95,2296-305, 業績 21 と 22 も参照)。これは、アルドステロン合成酵素(CYP11B2)をコ
ルチゾール合成酵素(CYP11B1)と区別して検出できる抗体作製に成功したことにより成し
遂げられた(CYP11B2 と CYP11B1 はアミノ酸配列が 93%同一)。APCC を構成する細胞は
形態学的には被膜下の球状層様細胞 (小型、球状配列) と内奥部の束状層様細胞 (大型、索
状配列) である。そのため、CYP11B2染色なしにAPCCを識別することは不可能であった。
研究開始当初われわれは、「APCC が自律的にアルドステロンを産生する病変となりうる」
あるいは「APCC がアルドステロン産生腺腫に進展する」との仮説を持った。 

2. 研究の目的 

上述の仮説を検証すること。 

3. 研究の方法 

多彩なヒト副腎サンプルを用いて、CYP11B2 染色、遺伝子変異解析、MALDI イメージン
グ解析などを行った。 

4. 研究成果 

① APCC における APA関連変異の検出 (業績 14, 20) 

我々は、ヒト副腎の FFPE 切片から、微小な APCC とその周囲の束状層の組織を回収し、
それらから微量な DNA を抽出して、次世代シーケンサーによる APA 関連変異の解析を行
った。その結果、APCC には APA に報告された遺伝子変異である ATP1A1, ATP2B3 および
CACNA1D が検出された一方、APCC 周囲の束状層組織からは検出されなかった。興味深
いことに、APA におけるもっとも頻度が高い KCNJ5 変異は APCC には検出されなかった。
これらの結果は、APCC が APA の発生母地であることを示唆するが、KCNJ5 変異は APCC
の形成には関与しないと考えられた。 

② APCC から APAへの移行を示唆する病変 (業績 11, 16, 19) 

APCC が APA の発生母地であるという仮説が正しい場合、APCC から APA への移行を示
唆する病変が検出されるのかもしれない。片側 PA の診断で副腎摘除術が行われたが病理
学的に腺腫が明らかでなかった副腎組織の CYP11B2 免疫染色を行った。その結果、一部
の副腎組織において、副腎被膜直下は APCC 様であるが、その内奥は APA である PA 病変
が検出された。APCC 様部位と APA 様部位から別々に DNA を抽出して次世代シーケンサ
ーによる遺伝子変異解析の結果は、これらの PA 病変が APCC から APA への移行病変とし
て矛盾がなかった。なお、大きい pAATL には KCNJ5 変異が検出された。これらの病変を
possible APCC-to-APA transitional lesions (pAATLs) として報告した。 

③ アルドステロン産生組織の加齢 (業績 2, 17) 

「加齢に伴い APA 関連変異が蓄積して APCC が発生するのか」という新たな問いが生じ
た。われわれは、0 歳から 50 歳で病理解剖を行った症例の副腎組織に CYP11B2 染色を行
った。結果、思春期以前の副腎組織は従来から知られる 3 層構造を呈していた。すなわち、
CYP11B2 陽性の球状層と CYP11B1 陽性の束状層から構成されていた。ある若年症例では
球状層の肥厚を認め、このような症例では死亡直前にレニン・アンギオテンシン系が更新
していたと推測された。思春期を過ぎたヒト副腎は年齢とともに切片面積当たりの APCC
面積や APCC の個数が増加した。これは APCC が加齢に伴うリモデリング組織であること
を示唆する。一方、APCC は 50 歳以降減少することも判明した。 

④ KCNJ5 体細胞モザイク変異症例 – 非家族性若年性 PA (業績 7, 10, 23) 

「KCNJ5 変異は APCC の腫瘍化に関与するのか」、この疑問点を考えるうえでわれわれは
興味深い症例を経験した。この症例は若年発症かつ重症の PA であった。本症例に、左右
の副腎静脈の上流の支脈から血液を取り分ける新しい副腎静脈サンプリング法 (超選択的
副腎静脈サンプリング: ssAVS) を施行して、比較的アルドステロン産生が低い部位を同定
して、その部位以外の副腎摘出、すなわち片側の副腎全摘術および反対側の副腎部分切除
術を施行した。摘出副腎を病理学的に解析したところ、著明な CYP11B2 陽性の過形成部



 

 

位 (一部は腫瘍化)と正常副腎がモザイクとなっていた。過形成部位と正常部位を別々に遺
伝子変異解析したところ、過形成部位では KCNJ5 変異が検出された一方、正常部位では変
異が検出されなかった。このような組織像と遺伝子変異は左右の副腎で同様であり、本症
例は左右副腎に分化するより前の胎生期細胞に KCNJ5 遺伝子変異が生じ、遺伝子変異の無
い胎生期細胞と遺伝子モザイク (genetic mosaicism) を生じたと推定された。このような症
例はこれまでに報告が無く、非家族性若年性 PA の 1 例として報告した。さらに、本症例
より KCNJ5 変異は、副腎皮質の腫瘍化に関与することが示唆された。 

⑤ ssAVS による PA病変の推定 (業績 12) 

前述の KCNJ5 体細胞モザイク変異症例で示されたように、ssAVS は PA 病変を推定するの
に有用な方法である。われわれは ssAVS の instruction video を作成し、さらに ssAVS と
CYP11B2 染色像との整合性について議論を行った。 

⑥ APCC, pAATL, APAにおけるステロイドの in situ 検出 (業績 1, 3, 4, 18) 

これまで APCC や pAATL に CYP11B2 という酵素が検出されることを報告したが、実際に
同部位にアルドステロンが検出されるのかは証明されていなかった。MALDI イメージン
グにより APCC にアルドステロンが検出される一方、コルチゾールは検出されないことを
報告した。他に APCC, pAATL, APA におけるその他のステロイドの局在を明らかにした。 

⑦ その他 

APCC におけるメチル化に関する研究 (業績 5)、新規 LC-MS による血漿アルドステロン
測定法の開発 (業績 6)、アルドステロン産生副腎皮質癌におけるステロイド合成酵素の局
在 (業績 8)、小児発生 APA の報告 (業績 9)、コルチゾール産生病変におけるメチル化に関
する研究 (業績 13)、新規マウス抗ヒト CYP11B2 抗体の作製 (業績 15)、などの報告を行っ
た。さらに、日本医療研究開発機構研究費（難治性疾患実用化研究事業）「重症型原発性ア
ルドステロン症の診療の質向上に資するエビデンス構築 (JPAS)」における分担研究の成果
として、「原発性アルドステロン症患者から副腎静脈サンプリングが不要な片側性アルドス
テロン産生腺腫を抽出する方法の開発」を行い、埼玉医科大学から特許出願を行った (論
文投稿中)。 
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