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研究成果の概要（和文）：アルドステロンは、体液量保持に不可欠な役割を持つステロイドホルモンとして副腎
皮質で合成される。ヒト副腎からの過剰なアルドステロン産生は、原発性アルドステロン症を起こす。本研究で
は、副腎皮質に過剰アルドステロン産生病変が形成される過程に着目して、アルドステロン産生部位と体細胞変
異の解析を行った。その結果、近年研究代表者らがヒト正常副腎皮質に発見した自律的アルドステロン産生細胞
クラスターは、思春期以降に生じること、それらの一部はイオンチャネル・ポンプ遺伝子の体細胞変異を伴って
腺腫形成へ至る移行性病変へ変化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Aldosterone is secreted from adrenal cortex in mammals and has an essential 
role for homeostasis of body fluid volume. Formation of excessive aldosterone-producing lesions such
 as adrenal adenomas causes primary aldosteronism in humans. This study focused on pathogenesis of 
primary aldosteronism and examined excessive aldosterone-producing lesions from patients by using 
histochemical methods and gene mutation analyses. The results suggested that an 
aldosterone-producing cell-cluster, which we previously discovered in normal human adrenal cortex, 
could develop to a transitional lesion further growing to an adenoma. Somatic mutations of a group 
of ion channel/pump genes were likely to play key roles for development from an 
aldosterone-producing cell-cluster to an adenoma through such a transitional lesion.

研究分野： 生化学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
(1)	副腎皮質の細胞層構築の形成・維持と破
綻 
	 器官・組織の機能に関する分子レベルの理
解が進む一方で、器官・組織の形成と維持、
さらに破綻に関わる分子・細胞レベルの理解
は十分ではない。 
	 正常副腎皮質では、被膜に並行して機能分
化した細胞層である球状層、束状層、網状層
が形成され、これらと直角にクローナルな細
胞が被膜下から内奥方向へ配列する。近年マ
ウスにおいて正常副腎皮質の層形成・維持は、
被膜細胞の実質前駆細胞への分化、さらに実
質細胞への分化と内奥方向への移動による
ことが示され、層状機能分化の大筋が判明し
た。	
	 一方、ヒトのアルドステロン産生腺腫 APA
症例の半数程度に、イオンチャネル・ポンプ
遺伝子 4種のいずれかに体細胞変異が報告さ
れた。これらの変異は形質膜イオン輸送体の
機能欠損をもたらし、アンギオテンシン II
刺激が持続した状態を起こす。細胞を用いた
実験より、アルドステロン産生が自律性にな
ることが示された。	
	 これらの研究は、正常組織と腺腫に関する
重要な成果であるが、正常組織の層形成・維
持から逸脱し、腺腫に至る過程については不
明の点が多い。	
	
(2)	新しいアルドステロン産生様式	
	 従来、ヒト正常副腎皮質の層状機能分化構
築は、組織化学的な方法では明確に示されて
いなかった。研究代表者らは、球状層の特異
的マーカーであるアルドステロン合成酵素
（CYP11B2）と束・網状層の特異的マーカー
であるコルチゾールの合成酵素（CYP11B1）
の免疫組織化学法の確立により、正常副腎皮
質の層状構築だけでなく、アルドステロン産
生腺腫 APA、コルチゾール産生腺腫をそれぞ
れの最も特異的なマーカー分子の局在によ
って同定した。この検出法は、腫瘍の機能的
評価を行える点において従来の方法に比べ
格段に信頼性の高い方法であることから、副
腎腫瘍の病理学的確定診断法となった。	
	 予想外なことに、既知のアルドステロン産
生様式だけでなく、正常及び非腫瘍部副腎の
被 膜 下 に CYP11B2 強 陽 性 の 細 胞 集 塊
Aldosterone-producing	 cell-cluster	
(APCC)を発見した。APCC の CYP11B2 発現は、
球状層の CYP11B2 陽性細胞と異なっていた。
すなわち、APCC 構成細胞は全て CYP11B2 強陽
性であるのに対して、球状層ではアンギオテ
ンシン II 刺激等に応答している細胞のみが
点在状に CYP11B2 陽性細胞である。研究代表
者は、APCC を正常副腎皮質の構築・維持の制
御からの逸脱した細胞集団と捉え、これを対
象として研究することにより、細胞機能と組
織構築、さらにそれらの破綻に関する分子機
構を解明できると考えた。	
 

２．研究の目的 
	 本研究は、組織における細胞機能と組織構
築の統御、そこからの逸脱に関わる分子機構
の解明により、正常組織の形成・維持から病
態に至る分子基盤の理解を目指す。研究代表
者らは、ヒトの正常及び非腫瘍部副腎には、
自律的にアルドステロンを産生する細胞集
塊 APCC が生じることを示した。本研究では、
これを正常組織からの逸脱と考え、APCC を対
象に、副腎皮質の機能分化細胞層の形成・維
持、破綻に関わる分子機構を解析することを
目的とした。	
 
３．研究の方法 
	 原発性アルドステロン症患者から摘出さ
れた副腎組織、および、正常副腎組織から作
製されたホルマリン固定パラフィン包埋標
本を試料とした。アルドステロン産生細胞お
よび過剰アルドステロン産生病変を検出す
るため、アルドステロン合成酵素 CYP11B2 の
他、コルチゾールの合成酵素 CYP11B1 などの
ステロイド合成酵素の免疫組織化学染色を
行った。スライドグラス上へ薄切された副腎
から組織を掻き取り、DNA を調製した。アル
ドステロン産生腺腫 APA において報告された
イオンチャネル・ポンプ遺伝子 4種の体細胞
変異と変異近傍の配列について、次世代シー
ケンサーにより変異解析を行った。正常副腎
に検出された APCC の計測には、免疫組織化
学染色により得られた画像について ImageJ	
1.50e ソフトウエアを用いた。本研究は、慶
應義塾大学医学部倫理委員会の承認のもと
に、臨床研究に関する倫理指針等を遵守して
実施された。	
	
４．研究成果	
(1)	近年アルドステロン産生腺腫(APA)にイ
オンチャネル・ポンプ遺伝子 4種の体細胞変
異が報告され、アルドステロン産生の自律性
に関与することが示された。APCC は正常副腎
皮質において構成的にアルドステロンを産
生することが推定される細胞集塊であるこ
とから、研究代表者は APCC が高い増殖能を
獲得することにより APA へ進展することを想
定した。	
	 原発性アルドステロン症により摘出され
たが、明らかな腺腫が認められない副腎に対
してアルドステロン合成酵素 CYP11B2 の免疫
組織化学を行ったところ、APCC 様部位と微小
APA 様部位から構成される病変が検出された。
これらの病変の形態及び性状から、仮称とし
て「APCC から APA への移行病変(possible	
APCC-to-APA	transitional	lesion,	pAATL)」
と呼び、体細胞変異の解析対象とした。複数
の pAATL における APCC 様部位と微小 APA 様
部位からそれぞれ組織を掻き取り DNA を調製
した。イオンチャネル・ポンプ遺伝子４種に
ついて APA に検出された既知の体細胞変異近
傍を次世代シーケンサーにより解析した。	
	 図 1 に示すように、一部の pAATL では、APCC



部位と微小 APA 部位に同一変異が検出された。
この結果は、APCC 様部位と微小 APA 様部位が
同一細胞から生じたことを示唆する。他の
pAATL では、APCC 部位には変異は検出されな
かったが、その内奥の微小 APA 部位には既知
の変異が検出された。この結果は、APCC の一
部に体細胞変異が生じて微小 APA 形成に関与
することを示唆する。これらの結果は、APCC
から pAATL を経て APA が生じる仮説を支持す
る。	
	 上記の結果から、APCC 形成と体細胞変異は、
正常副腎皮質の細胞層形成・維持からの逸脱
に関わる分子機構の一端を示す。	
	

図 1 APCC から APA への移行性病変の検出と体細
胞変異の解析	 CYP11B2 および-B1 の二重染色に
よりAPCC様部位と微小APA様部位から構成される
病変が検出された。これらを「APCC から APA への
移行性病変」(possible	APCC-to-APA	transitional	
lesion,	pAATL)と名づけて、体細胞変異の解析対
象とした。pAATL3 と pAATL4 の APCC 様部位と微小
APA 様部位からそれぞれ組織を掻き取り DNA を調
製し、イオンチャネル・ポンプ遺伝子４種につい
て APA に検出された既知の体細胞変異近傍を次世
代シーケンサーにより解析した。A,E	一般組織化
学染色、B,F	二重免疫組織化学染色、C,D,G,H	未
染色切片からの DNA調製部位。スケールバーは 1mm
を示す。	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 正常副腎(0-50 歳)に生じる APCC の面積と数 
(a)APCC の面積割合（APCC	area	(AA)	per	whole	
adrenal	area,	(WAA)）、(b)APCC 形成頻度(NOA,	
number	of	APCC)	

	
(2)	上述のように APCC は正常組織と過剰ア
ルドステロン産生を結び付ける組織構造で

あることが示された。これまで正常副腎に
APCC がどのように形成されるのかについて
情報がないことから、小児から成人の正常副
腎（剖検例）について APCC の検出を行い、
年齢と APCC 形成の関係を検討した。	
	 解析の結果、小児の副腎では層状機能分化
が認められ、APCC は検出されなかった。また、
思春期以降にAPCCが検出され、成人ではAPCC
の数と総面積が年齢と共に増加することが
判明した（図 2）。加齢に伴う APCC の形成の
増加・増大は、原発性アルドステロン症の発
症時期の大多数が中高年であることと一致
した。	
	
(3)	稀な非家族性若年性の原発性アルドス
テロン症の 1 例について解析を行った（図 3
と図 4）。	
	

図 3 非家族性若年性原発性アルドステロン症の 1 例	
肉眼的(A)、一般組織化学的(B,C,H)、および、免
疫組織化学像(D,E,I)、および、未染色切片からの
DNA 調製部位(F,G,J,K 内の矢)。A の(*)と矢は、
それぞれ腺腫と正常部を示す。スケールバーは
5mm(A)、1mm(B-K)を示す。	

	
	 両側副腎（片側は部分切除）とも過剰アル
ドステロン産生病変として非 APA 部位と APA
部位を持っていた。これらの病変部位には次
世代シーケンサーによる解析により、両側と
も同一の体細胞変異（KCNJ5	c.451G>A）が検
出された。両側のアルドステロン過剰産生部
位に同一の体細胞変異が検出されたことは、
副腎皮質の発生過程を考慮したとき、中胚葉

collection frommore than2TVsof each of adrenalwas accomplished
in 242 patients (98.3%). Recently, the Tohoku University group fol-
lowed our ssAVS protocol (they call the protocol segmental adrenal
venous sampling) and showed similar success rate and availability
withours, suggesting that theprotocol is potentially available in high
volume referral centers (Satoh et al., 2015a,b; Satani et al., 2016;
Satoh et al., 2015a,b; Morimoto et al., 2016).

Herein, we report a novel type of juvenile PA that is presumably
caused by a somatic KCNJ5 mutation in both adrenals, which may
have occurred in a precursor cell of the adrenal cortex at an early
stage of mesoderm development.

2. Subjects and methods

Detailed data on the clinical course of the case and the methods
used are available in the Supplementary Data. Briefly, we report a
16-year-old woman with severe PA since the age of 8, diagnosed
according to the existing guidelines (Funder et al., 2016; Nishikawa
et al., 2011). Computed tomography revealed hyperplastic lesions in
both adrenal glands (Fig.1A). The administration of dexamethasone
(a synthetic glucocorticoid used for the treatment of FH-1) did not
alleviate her symptoms, while she had no familial history of PA;
thereby all three types of familial hyperaldosteronism were
excluded as possible causes of her PA. Results from both cAVS and
ssAVS indicated that the inferior segment of the right adrenal gland
produced less aldosterone than the other portions (Fig. 1BeH). She
underwent bilateral adrenalectomy, sparing the right inferior
segment; the operation significantly improved her PA symptoms,
and normalized her blood pressure. Tissue and blood from the
patient were used for histological and molecular analyses, after
obtaining the patient's written informed consent.

3. Results

The surface of the extracted, fresh adrenal glands consisted of
both mostly normal tissue and yellowish hyperplastic/adenoma-
tous lesions, located in the outer portion of both adrenals (Fig. 2A).
Samples from these putative aldosterone-producing lesions, left
and right, were flash-frozen, and later used for DNA and RNA
isolation (DNA/RNA#76e77, Table 1).

Histological analysis revealed that the normal tissue from the
left adrenal gland displayed the three typical histological layers
forming the adrenal cortex (zona glomeruloza, zona fasciculata,
and zona reticularis) (Fig. 2B), whereas the hyperplastic lesions
consisted of heterogeneous clear (lipid-rich) cells arranged in an
irregular fashion (Fig. 2C). Double-immunostaining for aldosterone
synthase (blue) and steroid 11b-hydroxylase (brown) was per-
formed in both the normal tissue and the lesions. The ZG of the
normal tissue lacked aldosterone synthase, suggesting that aldo-
sterone production there was suppressed (possibly due to low
circulating renin), while the ZF contained steroid 11b-hydroxylase,
indicating that cortisol production at that zone remained unaf-
fected (Fig. 2D). In the hyperplastic lesions, the immuno-staining
revealed a thick subcapsular area with high levels of aldosterone
synthase, which expanded outward to form nodules and inward to
invade a layer of cells positive for steroid 11b-hydroxylase (Fig. 2E).
Unstained formalin-fixed, paraffin-embedded tissues (FFPE) were
micro-dissected to collect control samples from the normal adrenal
cortex (Control#2), as well as samples from the hyperplastic lesions
(both the subcapsular area and the inner layer) for molecular an-
alyses (DNA/RNA#29e31; Fig. 2F,G; Table 1).

In addition to these hyperplastic lesions, the left adrenal gland
contained lesions resembling APAs, which consisted of heteroge-
neous tumour-like cells expressing either aldosterone synthase or
steroid 11b-hydroxylase (Fig. 2H,I); these two types of cells were

Fig. 2. Gross, histochemical, and immuno-histochemical findings. A: Gross appearance
of the left adrenal cut surface. Green arrows and black asterisks (*) indicate a normal
adrenal gland portion and hyperplastic/adenomatous portions, respectively. B, C, and
H: H&E staining. Enlarged images of the boxes in pages#1 and #4 of Supplementary
Fig. 1. D, E, and I: Double immuno-staining for CYP11B2 (blue) and CYP11B1
(brown). Enlarged images of the boxes in pages#1 and #4 of Supplementary Fig. 1. F, G,
and J/K: micro-dissected unstained adjacent FFPE sections of panels D, E, and I,
respectively. Dotted lines indicate the adrenal capsule. White striations and corre-
sponding numbers indicate scraped (micro-dissected) areas and DNA# in Table 1,
respectively. The scale bar in panel A indicates 5 mm. Scale bars in panels BeK indicate
1 mm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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Figure 2: Relationship between age versus AA/WAA (%, (a)) and age versus NOA (APCCs/mm2, (b)). Error bars indicate SEM between 4
examiners (see Table 1 and Supplementary Table 1). Regression lines of females and males are drawn. AA/WAA: percentage of APCC areas
over the whole adrenal area (%). NOA: number of APCCs/mm2.

production and hyperaldosteronism.Therefore, further stud-
ies on APCCs are needed in order to elucidate the patho-
physiology of PA and develop novel treatments, including
less invasive surgery such as APCC ablation and/or curative
pharmacological treatments that target APCCs.
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less invasive surgery such as APCC ablation and/or curative
pharmacological treatments that target APCCs.
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We previously reported that human adrenal cortices
frequently contain subcapsular aldosterone-pro-

ducing cell clusters (APCCs) (1), which are indistinguish-
able using hematoxylin-eosin staining (H&E) because
they consist of zona glomerulosa-like cells and inner zona
fasciculata (zF)-like cells. APCCs are approximately 0.2–1
mm in length and strongly express aldosterone synthase
(CYP11B2), but not steroid 11!-hydroxylase (CYP11B1;
cortisol synthesizing enzyme). Aldosterone-producing ad-
enomas (APAs) consist of heterogeneous tumor cells ex-
pressing either CYP11B2 or CYP11B1 (1, 2). Thus,
APCCs and APAs are distinct in their cellular arrange-
ments, sizes, and enzyme expression profiles.

Previous studies demonstrated that APAs frequently
harbor a heterozygous somatic mutation in one of the four
ion channel/pump genes: KCNJ5, ATP1A1, ATP2B3, and
CACNA1D (3–6). These mutations are considered to cause
autonomous aldosterone production by altering intracellu-
lar calcium homeostasis. Using next-generation sequencing
(NGS) technology, Nishimoto et al (7) recently showed that
APCCs carry some APA-associated mutations, which sup-
ports APCCs being pathological structures that produce al-
dosterone autonomously and origins of APAs.

We herein report cases of primary aldosteronism (PA)
due to unilateral multiple (adrenocortical micro-) nodules
(UMNs) (8), in which nodules presented novel types of
aldosterone-producing lesions. Histology, a steroidogenic
enzyme expression pattern, and the distribution of muta-
tions in these lesions suggested that they are possible
APCC-to-APA transitional lesions (pAATLs; a tentative
term used in this manuscript).

Subjects and Methods

Detailed clinical courses of the cases and methods are available
in the Supplemental Data and Methods, respectively. Briefly, two
unilateral PA patients were adrenalectomized according to the
PA practice guidelines (9, 10). In case 2, superselective adrenal
venous sampling was performed to identify aldosterone produc-
tion abilities of adrenal segments (Supplemental Figure 1). For-
malin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues were used for his-
tological and immunohistochemical examinations as well as the
preparation of RNA and genomic DNA (gDNA). These RNAs
were subjected to quantitative real-time PCR for CYP11B2
mRNA level (CYP11B2-qPCR) to verify successful sample col-
lection. The corresponding gDNAs were then used in NGS mu-
tation analyses. This study was approved by the relevant Insti-
tutional Review Boards (see Supplemental Methods).

Discussion

Case 1
H&E staining of the case 1 adrenal showed UMN

(Figure 1A). Double-immunohistochemical staining for
CYP11B2 and CYP11B1 revealed that some of these nod-

ules were positive for CYP11B2 (blue arrowheads in Fig-
ure 1, A and B), whereas the others were negative for
CYP11B2 and CYP11B1 (black arrowheads in Figure 1, A
and B). CYP11B2-positive lesions consisted of subcapsu-
lar portions (dashed line boxes in Figure 1, A and B) and
inner nodular portions. The former appeared to be APCCs
because they consisted of zona glomerulosa-like and inner
zF-like cells (Figure 1, C and G) and were positive for
CYP11B2 but not for CYP11B1 (Figure 1, D and H). The
latter appeared to be micro-APAs (mAPAs) because they

Figure 1. H&E staining and immunohistochemistry for cases 1 and 2.
Serial sections prepared from FFPE specimens collected from cases 1
and 2 (A–J and K–P, respectively) were examined histologically and
immunohistochemically. Pairs of serially sectioned slides were stained
with H&E (A, C, G, K, and M) as well as double-immunohistochemistry
for CYP11B2 (blue-stained) and CYP11B1 (brown-stained) (B, D, H, L,
and N). Blue arrowheads indicate pAATLs. The dashed-line boxes in
panels A and B indicate the APCC portion of pAATLs. Black
arrowheads indicate a DNN (negative for CYP11B2 and CYP11B1).
These pairs were obtained from different paraffin blocks (three blocks
from case 1 and two blocks from case 2). By referring to these H&E-
and CYP11B2/CYP11B1-stained sections, macrodissection was
performed from serial sections of these stained sections (E, F, I, J, O, P).
The numbers in these macrodissected sections corresponded to the
DNA/RNA numbers in Table 1. Panels A, B, K, and L are low-
magnification images, and scale bars indicate 1 cm. Panels C–J and
M–P are high-magnification images, and scale bars indicate 1 mm. M,
medulla.
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形成期までに体細胞変異が生じ、その変異を
持つ子孫細胞が左右副腎に分配されたこと
を示唆する。腫瘍部にはこの変異に加えて腫
瘍形成を起こす要因が加わった可能性があ
る。また、副腎皮質を含む中胚葉由来組織の
一部は、単一体細胞変異に関する組織モザイ
クであることを示唆する。	
	

図 4 非家族性若年性原発性アルドステロン症の 1 例
の KCNJ5 遺伝子についてのサンガー法による塩基
配列解析	 患者血液のゲノム DNA(A)、および、患
者副腎の病変のRNAから調製したcDNA	(B	左副腎、
C	右副腎)について、KCNJ5 の Arg151 部位に対応
する塩基配列をサンガー法で決定した。APL,	
aldosterone-producing	lesion. 
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irregularly arranged, as is observed in APAs (Nishimoto et al., 2010).
Inner and subcapsular portions of the APA-like hyperplasia were
micro-dissected to isolate DNA and RNA (DNA/RNA#32e33, Fig. 2J,
K).

The partially extracted right adrenal presented more or less the
same histological profile as the left adrenal, suggesting that the two
adrenal glands suffered from the same pathophysiology. After
micro-dissection of the right adrenal cortex, samples from normal
portions (Control#3) and hyperplastic lesions were extracted and
used for DNA and RNA isolation (DNA/RNA#73e75, pages#6e7 in
Supplementary Fig. 1).

Real-time quantitative-PCR analysis confirmed the elevation of
CYP11B2 in the lesion samples (Supplementary Table 1). After-
wards, next generation sequencing (NGS) was conducted to detect
reported APA-associated mutations as previously reported
(Nishimoto et al., 2016; Nishimoto et al., 2015). NGS detected 114
variants before filtering (Supplementary Tables 1e2). The KCNJ5
p.Gly151Arg mutation, which is the most frequently (38e70%)
detected mutation in APAs (Fernandes-Rosa et al., 2014; Kitamoto
et al., 2016), was identified throughout the aldosterone-producing

lesions (DNA#30e33, 74e77), although 3 lesions had a lower
variant allele frequency (* in Table 1) than the one used by our
filtration criteria (>15%, see Supplementary methods).

Sanger sequencing of cDNAs produced from RNA isolated from
flash-frozen, putative aldosterone-producing lesions (RNA#76e77,
Table 1) of both glands confirmed the expression of the KCNJ5
p.Gly151Arg mutated gene in the lesions (Fig. 3AeB). Determina-
tion of the sequence of genomic DNA isolated from the patient's
blood (Control#1, DNA#78, Table 1), again using the Sanger
method, demonstrated that the KCNJ5 mutated gene was not pre-
sent in blood cells (Fig. 3C).

4. Discussion

Both glands of the patient displayed hyperplasia, some areas of
which resembled APA. The similarities in histology, as well as the
identification of a common APA-associated mutation (KCNJ5
p.Gly151Arg) in the lesions from both glands, suggest that the ab-
normalities observed in the two glands share a common pathology.
Although the KCNJ5 mutation could independently occurred in the

Table 1
NGS results of control and aldosterone-producing lesion samples.

Sample cohort Sample portion DNA/RNA# High confidence somatic non-synonymous variants

Gene Location Coding Amino acid change Variant allele
frequency (%)

Frequency in
matched controls

Flash-frozen Control#1 (blood) 78
left APL 77 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 7.8* 0.0
right APL 76 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 34.9 0.0

Left adrenal (FFPE) Control#2 (ZF&ZR) 29
outer hyperplasia 30 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 16.2 0.1

ATP1A1 chr1:116930009 c.283C > T p.Gln95Ter 76.3 0.1
chr1:116932282 c.976G > A p.Gly326Ser 19.1 0.1

inner hyperplasia 31 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 24.3 0.1
inner APA 32 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 9.4* 0.1

ATP1A1 chr1:116944213 c.2887G > A p.Ala963Thr 20.3 0.0
chr1:116944220 c.2894C > T p.Ala965Val 20.9 0.0

outer APA 33 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 9.9* 0.1
ATP2B3 chrX:152814194 c.1220C > T p.Thr407Met 15.2 0.0

Right adrenal (FFPE) Control#3 (ZF&ZR) 73
hyperplasia 75 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 42.9 0.0
APA 74 KCNJ5 chr11:128781619 c.451G > A p.Gly151Arg 35.1 0.0

DNA and RNA were isolated from the flash-frozen and FFPE tissues of our case. RNA was used in CYP11B2-qPCR to confirm sample collection (see Supplemental Table 2).
Libraries were prepared from DNA and used for NGS, the results of which are shown in Table 1 and Supplemental Table 1. The number of called variants prior to any filtering is
shown in the column '# of variants called by the Variant Caller'. 'The number of amino acid-changing variants within the called variants' is in the column '# of amino acid-
changing variants.' of Supplemental Table 1. Among these amino acid-changing variants, high confidence (see filtering criteria in Supplemental Methods) somatic non-
synonymous variants are summarized in the right-side columns of the table, in which the KCNJ5 (g.Gly151Arg) mutation with a variant allele frequency (%) less than 15
(*) is listed in the table since the mutation was commonly detected throughout bilateral aldosterone-producing lesions. The columns lists the gene symbol (gene), chro-
mosome location in a human reference genome (i.e. hg19) (location), reference and variant alleles on each position (coding), amino acid changes, and % of variant allele
frequency. The variant allele frequencies in the matched control tissues (Control#1e3) are shown for comparisons. KCNJ5 mutations are shown in bold characters. APL:
aldosterone-producing lesions taken from the cut surface of extracted adrenal glands quickly after adrenalectomy. Ter: termination codon.

Fig. 3. Sanger sequencing. A-C: Sanger sequencing results from left aldosterone-producing lesion cDNA (cDNA#77), right aldosterone-producing lesion cDNA (cDNA#76), and blood
genomic DNA (Control#1, DNA#78), respectively. A known heterozygous somatic mutation, p.Gly151Arg, was found in the genomic DNA sample from left and right aldosterone-
producing lesion. This mutation was also detected in their corresponding DNA (DNA#77 and 76, respectively) by NGS at a variant allele frequency of 7.8% and 34.9%, respectively
(Table 1).

A. Tamura et al. / Molecular and Cellular Endocrinology 441 (2017) 134e139 137



McWhinney,	B.,	Mukai,	K.,	Naruse,	M.,	
Gordon,	R.D.,	Stowasser,	M.	(2015)	Use	
of	plasma	metanephrine	to	aid	adrenal	
venous	sampling	in	combined	aldosterone	
and	 cortisol	 over-secretion.	
Endocrinology,	Diabetes	and	Metabolism	
Case	Rep.	EDM150075	(2015 年 11 月).	査
読有、DOI:	10.1530/EDM-15-0075	

	
⑪	Murakami,	M.,	Yoshimoto,	T.,	Minami,	I.,	
Bouchi,	R.,	Tsuchiya,	K.,	Hashimoto,	K.,	
Izumiyama,	 H.,	 Fujii,	 Y.,	 Endo,	 T.,	
Akashi,	T.,	Nishimoto,	K.,	Mukai,	K.,	
Kihara,	K.,	Ogawa,	Y.	(2015)	A	Novel	
Somatic	Deletion	Mutation	of	ATP2B3	in	
Aldosterone-Producing	Adenoma.	Endocr.	
Pathol.	26(4),	328-333	(2015 年 12 月).	
査読有、DOI:	10.1007/s12022-015-9400-9	

	
⑫	Volpe,	C.,		Hamberger,	B.,		Höög,	A.,	
Mukai,	 K.,	 	 Calissendorff,	 J.,	
Wahrenberg,	H.,	Zedenius,	J.,	Thorén	M.	
(2015)	 Primary	 aldosteronism:	
functional	 histopathology	 and	
long-term	 follow-up	 after	 unilateral	
adrenalectomy.	Clin.	Endocrinol.	(Oxf)	
82(5),	639-647	(2015 年 5 月).	査読有、
DOI:	10.1111/cen.12645	

	
⑬	Duparc,	C.,		Moreau	L.,		Dzib,	J.F.,		
Boyer,	 H.G.,	 Tetsi	 Nomigni,	 M.,	
Boutelet,	I.,	Boulkroun,	S.,	Mukai,	K.,	
Benecke,	 A.G.,	 Amar,	 L.,	 Gobet,	 F.,	
Meatchi,	 T.,	 Plouin,	 P.F.,	 Zennaro,	
M.C.,	Louiset,	E.,	Lefebvre,	H.	(2015)	
Mast	 cell	 hyperplasia	 is	 associated	
with	aldosterone	hypersecretion	in	a	
subset	 of	 aldosterone-producing	
adenomas.	J.	Clin.	Endocrinol.	Metab.	
100(4),	E550-60	(2015年 4月).	査読有、
DOI:	10.1210/jc.2014-3660	

	
⑭	西本紘嗣郎,	北村	陽典,	中川		健,	関		
次男,	小坂	威雄,	大家	基嗣,	笹井	伸哉,	
向井	邦晃	(2015)	アルドステロン合成酵
素の免疫組織化学による新しい副腎組織
病理学	内分泌・甲状腺外科学会誌	32(4),	
230-233.	査読無、	

			DOI:	10.11226/jaesjsts.32.4_230	
	
〔学会発表〕（計１４件） 
①	西本紘嗣郎、小山政史、安田政実、西川
哲男、向井邦晃	アルドステロン合成酵素
の免疫染色による PA の病理学的確定診断
法から病態解明へ	第 24 回日本ステロイ
ドホルモン学会	シンポジウム、ホルトホ
ール大分（大分県・大分市）、2016 年 12
月 3 日	

	
②	樋口明弘、山崎岳、向井邦晃、荻島正、

前田尚之、横田博	涙腺における局所ステ
ロイドの生理機能	第 89 回日本生化学会
大会、仙台国際センター（宮城県・仙台市）、
2016 年 9 月 25 日	

	
③	 Mukai,	 K.	 	 	 Novel	 	 	 adrenocortical	
zonation	 visualized	 by	 CYP11B2	
immunohistochemistry	opens	up	primary	
aldosteronism.	 Hypertension	 Summit	
2016,	グランヴィア京都（京都府・京都市）、	
2016 年 5 月 31 日	

	
④	西本紘嗣郎、関次男、栗原勲、横田健一、
大村昌夫、西川哲男、柴田洋孝、小坂威雄、
大家基嗣、末松誠、向井邦晃	アルドステ
ロン(ALDO)産生細胞クラスターから ALDO
産生腺腫への移行を示唆する新規 ALDO 過
剰産生病変の同定とその体細胞遺伝子変
異解析、第 104 回泌尿器科学会総会、仙台
国際センター（宮城県・仙台市）、2016 年
4 月 23 日	

	
⑤	Koga,	M.,		Nishimoto,	K.,		Seki,	T.,	
Mukai,	K.,	Suematsu,	M.,	Kosaka,	T.,	Oya,	
M.,	Makita,	K.,	Matsui,	S.,	Tsurutani,	
Y.,	Matsuzawa,	Y.,	Saito,	J.,	Omura,	M.,	
Nishikawa,	T.	Possible	involvement	of	a	
novel	intermediate	lesion	between	APCC	
and	APA	in	primary	hyperladosteronism	
patient.	 The	 27th	 Conference	 on	 the	
Adrenal	Cortex,	ボストン（米国）、2016
年 3 月	

	
⑥	Abe,	T.,	Naruse,	M.,	Young	Jr.	W.	F.,	
Kobashi,	N.,	Doi,	Y.,	Izawa,	A.,	Akama,	
K.,	Okumura,	Y.,	Ikenaga,	M.,	Kimura,	H.,	
Saji,	H.,	Mukai,	K.,	Matsumoto,	H.	A	
novel	 CYP11B2-specific	 imaging	 agent	
for	detection	of	unilateral	subtypes	of	
primary	 aldosteronism.	 The	 41st	
International	 Aldosterone	 Conference	
2016,	ボストン（米国）、2016 年 3 月	

	
⑦	西本紘嗣郎、関次男、栗原勲、横田健一、
大村昌夫、西川哲男、柴田洋孝、小坂威雄、
大家基嗣、末松誠、向井邦晃	アルドステ
ロン産生細胞クラスターからアルドステ
ロン産生腺腫への移行を示唆する新規病
変の同定とその体細胞遺伝子変異解析、第
3回 PA・Aldosterone 関連疾患研究会、フ
クラシア東京ステーション（東京都・千代
田区）、2016 年 2 月 6 日	

	
⑧	米谷充弘、出村昌史、米田隆、堀家慎一、
小出寛、	西本紘嗣郎、向井邦晃、武田仁
勇	コルチゾール合成酵素遺伝子	CYP11B1	
のエピジェネシス、第 23回日本ステロイ
ドホルモン学会、倉敷市芸文館（岡山県・
倉敷市）、2016 年 1 月 15 日	

	



⑨	向井邦晃、荻島正、樋口明弘、西本紘嗣
郎	ヒト副腎皮質の構成的アルドステロン
産生細胞クラスターに生じる体細胞変異
の解析	BMB2015[第 38 回日本分子生物学
会年会、第 88 回日本生化学会大会	合同大
会 ]	ワークショップ「既成概念を超える
ステロイド」、オーガナイザー：荻島	正、
向井邦晃）神戸国際会議場（兵庫県・神戸
市）、2015 年 12 月 4 日	

	
⑩	樋口明弘、山崎岳、向井邦晃、荻島正、
前田尚之、横田博、坪田一男	涙腺におけ
る局所ステロイドの生理機能	BMB2015[第
38 回日本分子生物学会年会、第 88 回日本
生化学会大会	合同大会]	ワークショップ
「既成概念を超えるステロイド」、オーガ
ナイザー：荻島	正、向井邦晃）神戸国際
会議場（兵庫県・神戸市）、2015 年 12 月 4
日	

	
⑪	西本紘嗣郎、小坂威雄、大家基嗣、向井
邦晃	アルドステロン合成酵素免疫染色と
次世代シーケンサーによるアルドステロ
ン産生腺腫の発生母地の解明、第 27 回内
分泌外科学会総会、コラッセふくしま（福
島県・福島市）、2015 年 5 月 28 日	

	
⑫	河野結衣、内田豊義、清水史孝、朝比奈
未紀、西本紘嗣郎、向井邦晃、八尾隆史、
堀江重郎、綿田裕孝、原発性アルドステロ
ン症及びサブクリニカルクッシング症候
群を呈する副腎皮質癌の１例、第 88 回日
本内分泌学会学術集会、東京、ホテルニュ
ーオータニ東京（東京都・千代田区）、2015
年 4 月 23 日	

	
⑬	樋口明弘、山崎岳、向井邦晃、荻島正、
前田尚之、横田博、坪田一男	涙腺における
局所ステロイドの生理機能、第 87 回日本
生化学会、国立京都国際会館（京都府・京
都市）、2014 年 10 月 18 日	

	
⑭ 荻島正、堤かおり、中村祐貴、前田尚之、
向井邦晃、樋口明弘 β細胞ストレスに応
答する膵島ノンシステミックステロイド
合成、第 87回日本生化学会、国立京都国
際会館（京都府・京都市）、2014 年 10 月
17 日 

	
〔図書〕（計	 1件） 
①	西本紘嗣郎、安田政実、向井邦晃	アルド
ステロン合成酵素の免疫染色による PA の
病理学的確定診断法から病態解明へ（原
発性アルドステ口ン症診療マニュアル	改
訂第 3 版、	成瀬光栄、平田結喜緒、田辺
晶代	編、2017 年）、p.151-156、診断と治
療社	

	
６．研究組織	
(1)	研究代表者	

向井	 邦晃（MUKAI	Kuniaki）	

慶應義塾大学・医学部・専任講師	

	 研究者番号：８０２２９９１３	

	
(2)	研究分担者	

	 樋口	 明弘（HIGUCHI	Akihiro）	

	 大分大学・全学研究推進機構・講師	

	 研究者番号：２０３８３７５５	

	

	 荻島	 正（OGISHIMA	Tadashi）	

	 九州大学・理学研究院・准教授	

	 研究者番号：７０１７７１５３	

 
	

	


