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研究成果の概要（和文）：本研究を通じて、非腫瘍性アルドステロン過剰症におけるアルドステロン合成細胞の
局在パターンにより、びまん性に局在する DH (Diffuse hyperplasia of the zona glomerulosa)と結節状に限
局性に局在するMN (MN: Multiple adrenocortical micronodules) の2病型に病理組織学的に分類できる事を証
明した。また、正常副腎皮質におけるアルドステロン合成動態の加齢に伴う変化、および、アルドステロン過剰
産生に関与する体細胞遺伝子変異ステータスを初めて解明した。

研究成果の概要（英文）：In this present study, the novel histopathological classification of 
cross-sectional image negative non-neoplastic hyperaldosteronism has been proposed based on the 
distribution of aldosterone-producing cells. Furthermore, this is the first study to demonstrate 
that aldosterone-producing cell clusters (APC) frequently harbors aldosterone-driver gene somatic 
mutation and accumulate with age. 

研究分野： 副腎皮質細胞におけるステロイドホルモン合成の機能と形態との関係性

キーワード： アルドステロン　CYP11B2　高血圧　原発性アルドステロン症　免疫組織化学　KCNJ5　副腎皮質球状層
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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 
アルドステロンはヒト副腎皮質球状層で合成、
分泌されるステロイドホルモンであり、体内
での水電解質調節に関与している。原発性ア
ルドステロン症(PA)は、アルドステロンの過
剰分泌を伴う副腎皮質疾患であり、アルドス
テロン産生腺腫(APA)と特発性アルドステロ
ン症(IHA)の2病型に大きく分類される。近年、
画像診断の発達、及び、選択的副腎静脈サン
プリング(AVS)等により、臨床的に発見され
るPA患者数は飛躍的に多くなり、現在では本
邦の全高血圧症患者の5-10%を占める。すな
わち、ここ数年でPA は従来のような“rare 
disease”から“common disease”にその概念が
大きく変革した。更に、PA 患者は、アルド
ステロンの標的組織への直接作用から同等の
血圧を示す本態性高血圧症患者に比し、心血
管合併症の割合が有意に高い。以上より、PA
の病態解明、早期診断、適切な治療方針の確
立が臨床的に非常に重要な課題となってきて
いる。このような背景から、本研究ではヒト
副腎皮質でのアルドステロン過剰合成・分泌
の病態機序を解明する目的で、以下のような
研究計画を考案した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 加齢／腫瘍化に伴うヒト副腎皮質でのア
ルドステロン合成動態の変化 
副腎皮質細胞におけるアルドステロン合成に
は様々な酵素が関与している。この中でも特
にアルドステロン合成の最終段階を触媒する
CYP11B2が律速段階を担っている。しかし、
このCYP11B2陽性細胞の分布、すなわち、ア
ルドステロンの合成動態が正常副腎と副腎病
変間でどのように異なるのかは不明のままで
ある。また、アルドステロン合成の年齢に伴
う変化は未解明である。以上より、第1の目的
として、種々の年齢の正常ヒト副腎球状層に
おけるアルドステロン合成動態の加齢に伴う
変化を検討する。 
 
(2) 加齢／腫瘍化に伴うアルドステロン合成
関連体細胞遺伝子変異の同定 
近年、アルドステロン過剰産生に関与する
種々のイオンチャネル (KCNJ5、ATP1A1、
ATP2B3、CACNA1D)の体細胞遺伝子変異が
報告され、PA の病因との関係で大きな注目
を集めている。これらの変異例ではいずれも
腫瘍細内でのCa2+シグナル伝達系が亢進し
CYP11B2 の発現が誘導されアルドステロン
過剰分泌が生じると提唱されている。これら
の遺伝子変異ステータスは人種間によって差
がある事が報告されてきているものの、本邦
におけるPA症例、正常副腎ZGでの遺伝子変
異ステータスに関する詳細な検討は未だなさ
れていない。以上から、第2の目的として、こ
れらの体細胞遺伝子変異ステータスと加齢に
伴う変化を検討する。 
 

(3) 日本人副腎皮質におけるアルドステロン
過剰合成病変の頻度 
PA の診断基準は満たさないが、血中レニン
／アルドステロン値が境界領域の高血圧症患
者が多く報告されるようになってきた。これ
らの患者では臓器障害の程度が有意に高く、
高血圧自体に加えアルドステロンそのものの
関与が想定されている。しかし、これらの症
例におけるアルドステロン過剰産生に関与す
る体細胞遺伝子変異ステータスは未解明であ
る。更に、PAの中においても、APAでの体細
胞遺伝子変異ステータスの既報告はあるもの
の、もう一方のPAの非腫瘍性病型であるIHA
における体細胞遺伝子変異ステータスは全く
未解明である。 
以上より、第3の目的として非腫瘍性アルドス
テロン症およびアルドステロン関連高血圧症
の症例に対するアルドステロン過剰産生に関
与する体細胞遺伝子変異ステータスの解明を
行う。 
 
(4) 上記(1)-(3)を検討後、PA症例における
genotypeとphenotypeとの比較検討を行う。 
 
第 4 の目的として、APA および IHA におい
て、アルドステロン過剰産生に関与する体細
胞遺伝子変異ステータス（genotype）と臨床
病理学的 phenotype との関係性を考察する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 種々の年齢の正常ヒト副腎球状層におけ
るアルドステロン合成動態の加齢に伴う変
化の解析 
① 剖検症例の収集： 2001年から2010年の期
間に東北大学病院で施行された剖検症例107
症例において、以下の基準を満たす副腎組織
を「正常副腎」と定義した。（年齢65歳未満、
高血圧症もしくは高血圧症に伴う合併症の既
往がない、降圧剤の内服なし、副腎腫瘍なし、
3週間以上のステロイド治療歴がない） 
② 連続切片の作製：上記の症例の副腎組織の
ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いて、
以下の順で連続切片を作製した。 
HE標本（4μm） 
CYP11B1免疫組織化学標本（4μm） 
CYP11B2免疫組織化学標本（4μm） 
未染色標本（10μm）x8枚 
CYP11B2免疫組織化学標本（4μm） 
CYP17A1免疫組織化学標本（4μm） 
HE標本（4μm） 
③ 体細胞遺伝子変異解析：上記のCYP11B2
免疫組織化学標本を参照しながら、CYP11B2
陽性の部分に相当する領域を未染色標本より
実体顕微鏡下より単離し、アルドステロンな
いしはコルチゾール過剰産生に関与する体細
胞遺伝子変異（KCNJ5, ATP1A1, ATP2B3, 
CACNA1D, CACNA1H, ARMC5, GNAS, 
CTNNB1）を次世代シークエンスにより解析
した。 



④ APC（アルドステロン産生細胞集塊）と年
齢との相関性の解析 
(1)-②で作製した免疫組織化学標本より
CYP11B2陽性部分の面積、CYP11B2陽性細
胞集塊（アルドステロン産生細胞集塊：APC）
の数を算出し、年齢との相関性を統計学的に
解析した。 
 
(2)  IHA およびアルドステロン過剰合成病
変におけるアルドステロン合成動態の解析 
① 症例の収集： 2005年から2015年の期間に
採取された副腎手術検体計25例において、以
下の基準を満たす副腎組織を「非腫瘍性アル
ドステロン症」と定義した。（血清アルドス
テロン高値、血漿レニン活性低値を示す高血
圧症、術後に血圧もしくは血清アルドステロ
ンが改善、水平断層画像撮影法および組織学
的にも副腎皮質由来の腫瘍性病変がない） 
② 連続切片の作製、体細胞遺伝子変異解析：
(1)-②と同様の方法で連続切片を作製し、 
次世代シークエンスによるアルドステロン過
剰産生に関与する体細胞遺伝子変異を解析し
た。 
③ 正常副腎組織とのCYP11B2陽性面積の比
較 
(2)-②.で作製した免疫組織化学標本より
CYP11B2陽性部分の面積を算出し、正常副腎
組織との面積の差を算出した。 
 
(3) PA（APA）症例におけるgenotypeと
histological phenotypeとの比較検討 
① APA症例における体細胞遺伝子変異解析： 
2010年から2014年の期間においてAPA35症
例に対して、副腎腫瘍摘除術施行時に凍結組
織片を採取した。これを用い、RNA抽出後、
cDNAを合成、sanger sequence法 により
KCNJ5遺伝子の体細胞変異の有無を解析し
た。 
② KCNJ5変異型および野生型APA症例に対
する病理組織学的解析 
APA腫瘍部分の代表切片よりHE標本、
CYP11B2免疫組織化学標本を作製し、自動解
析装置を用いて、以下の項目に対する定量的
な病理組織像の解析を行った。 
腫瘍細胞と間質比、腫瘍細胞における核と細
胞質比、腫瘍細胞の細胞質における淡明細胞
と緻密細胞との比を算出した。また、CYP11B2
のimmunoreactivityについても半定量的に解析
を行った。 
③ KCNJ5変異型および野生型APA症例にお
ける超微形態学的解析 
(3)-① と同様に副腎腫瘍摘除術施行時に組織
片を採取し、グルタールアルデヒド固定後、
エポン包埋樹脂を作製した。これらの試料に
対し、透過型電子顕微鏡を用いてグリッド内
に観察される細胞内のミトコンドリア、脂肪
滴の数や面積について、定量的に解析した。 
 
 
 

４．研究成果 
(1) APC と加齢との関係 
副腎皮質面積に対する APC の個数は有意に
正の相関を示した（図 1, P=0.0001, r=0.50）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 正常副腎 APC におけるアルドステロン
過剰産生に関連する体細胞遺伝子変異ステ
ータス 
解析した 107 例の副腎組織中、61 個の APC
が観察された。正常副腎 APC では 16 個/61
個（26%）で CACNA1D、5 個/61 個（8%）
で ATP2B3、2 個/61 個（3%）で ATP1A1 の
体細胞遺伝子変異が検出された。一方で、
KCNJ5 の遺伝子変異は検出されなかった
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 非腫瘍性アルドステロン症に CYP11B2
の分布に基づいた 2 病型 
(2)-① で収集した計 25 例の非腫瘍性アルド
ステロン症は CYP11B2 の免疫組織化学にも
とづきよる CYP11B2 陽性細胞の分布に基づ
き、大きく「限局型（MN）」と「びまん型
（DH）」の 2 亜型に分類された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(4) 非腫瘍性アルドステロン症 2 病型（MN, 
DH）におけるアルドステロン過剰産生に関
連する体細胞遺伝子変異ステータス 
計 7 症例（MN:5 症例、DH:2 症例）につい
て、(1)-③、(2)-② で記したように APC の部
分を単離し体細胞遺伝子変異を解析したと
ころ、解析した 7 例の副腎組織中、32 個の
APCが観察された。MNのAPCでは17個/26
個（65%）で CACNA1D、1 個/26 個（4%）
で ATP1A1, 1 個/26 個（4%）で ATP2B3、2
個/26 個（8%）で KCNJ5 の体細胞遺伝子変
異が検出された。一方で、DH の APC では 1
個/6 個（17%）でのみ CACNA1D の体細胞
遺伝子変異が検出された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 非腫瘍性アルドステロン症と正常副腎に
おける CYP11B2 面積の相違 
非腫瘍性アルドステロン症の限局型の病型
であるMNと正常副腎におけるCYP11B2陽
性細胞の分布は非常に類似しており、病理組
織学的差異（病的な過形成性変化の意義）が
問題になる。そこで、両者の相違を検討した
ところ、副腎皮質に対する CYP11B2 陽性細
胞の面積の割合は MN の方が有意に高く
（P<0.05）、1%をカットオフとして、両者を
区別する事ができた（図 5）。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6) KCNJ5変異型および野生型APA症例の定
量的病理組織学的解析 
KCNJ5変異型APAではKCNJ5野生型APAに
比較して、形態学的にN/C比が低く、大型の
淡明細胞より構成されていた。一方で
CYP11B2のimmunoreactivityについては有
意差がなかった（図6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
(7) KCNJ5変異型および野生型APA症例の定
量的超微形態学的解析 
KCNJ5変異型APAではKCNJ5野生型APA
に比較して、単位面積当たりの脂肪滴数が
少ない。一方で、ミトコンドリア1個当たり
のサイズは小型 であり、単位面積当たりの
ミトコンドリア数は有意に多かった。また、
クリステは非常に発達していた（図7）。 
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