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研究成果の概要（和文）：本研究では、原発性アルドステロン症のうちアルドステロン産生腺腫（APA）におけ
る18オキソコルチゾール産生亢進機序について、CYP11B1/CYP11B2共発現細胞が大きな役割を担うことを明らか
にした。同細胞数はAPAの体細胞変異に依存し、特にKCNJ5体細胞変異陽性例で特徴的であった。ミシガン大学の
協力の下、本邦のKCNJ5体細胞変異陽性APAは73%と大半を占めることを確認し、18オキソコルチゾールを含む血
中ステロイドプロファイル解析が低侵襲なAPA診断法として有用であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Our project demonstrated that the synthesis of 18-oxocortisol depends on the
 number of CYP11B1 and CYP11B2 co-expressing cells in aldosterone-producing adenomas (APAs). Somatic
 mutation status in APAs was significantly associated with the number of the co-expressing cells, 
and KCNJ5-mutated APAs had the most abundant intra-tumoral environment with the CYP11B1/CYP11B2 
co-expressing cells. Collaborating with University of Michigan, we confirmed that KCNJ5 mutation is 
the most frequent somatic mutation (73%) in our Japanese APA cohort. Consequently, peripheral 
steroid profiling including 18-oxocortiol showed great diagnostic ability for APA detection in 
primary aldosteronism. Based on our findings, steroid profiling is expected as a promising 
less-invasive tool for subtype differentiation in primary aldosteronism, and may accelerate our 
screening and diagnostic process.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原発性アルドステロン症（PA）は、本態性高血圧症と比較して心血管疾患の発症リスクが極めて高く、早期診
断・治療が予後に与える影響が大きい。現行の診断手法は患者負担、検査難易度から実施可能施設が限定され、
必要な診療が受けられないアンメットニーズが存在した。本研究では、基礎的検討を基づき18オキソコルチゾー
ルを含む血中ステロイドプロファイル解析が新たな病型診断法として有用であることが明らかとなった。血液検
査のみで実施可能なステロイドプロファイル解析の臨床応用によって、PA診療が多くの施設に拡大し、アンメッ
トニーズの解消が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 原発性アルドステロン症（PA）は、本態性高血圧症と比較して心血管疾患リスクが極めて高
く、健康寿命延伸のためには早期診断・治療が重要である。しかし、PA 診療において、副腎静
脈サンプリング（AVS）による病型診断は治療方法の選択（外科的治療または薬物治療）に必須
であるが、その侵襲性や手技の難易度から、診療可能施設は限定され、適切な検査、診療を受け
られないアンメットニーズが存在する。既報より、PA 症例では 18 オキソコルチゾール（18oxoF）
の産生が健常人、本態性高血圧症例と比較して亢進しており（Mulatero, 2012）、病型診断への
応用が期待されたが、18oxoF は末梢血中濃度が低く、従来の測定法では精密な検討は困難であ
った。そこで我々は、末梢血 18oxoF 濃度を測定可能な高感度液体クロマトグラフィ質量分析法
（LC—MS/MS）を開発し、PA の病型間で末梢血 18oxoF 濃度の差異がみられることを報告した
（Satoh & Morimoto, 2015）。我々の検討では、末梢血 18oxoF 濃度測定によって、アルドステ
ロン産生腺腫（APA）症例と特発性アルドステロン症（IHA）症例を低侵襲に鑑別し得る可能性
が示され、臨床応用が期待される一方、APA 症例の中でも末梢血 18oxoF 濃度は幅広く分布し、
IHA と同等の末梢血 18oxoF 濃度を有する APA 症例も一定数存在していた（Satoh & Morimoto, 
2015）。末梢血 18oxoF 濃度を含むステロイドプロファイル解析は、本邦だけでなく欧米におい
ても PA 病型の診断マーカーとして期待されているが（Eisenhofer, 2016）、APA でなぜ 18oxoF
産生が亢進するか、また、APA 間でなぜ 18oxoF 産生能に差異が生じるか、については理由が明
らかでなく、臨床応用への課題と考えられていた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、APA における 18oxoF 産生機序の基礎的検討を行い、末梢血 18oxoF 濃度を PA
の病型診断マーカーとして臨床応用するための基盤となる研究を遂行する。 
 
（１）APA における腺腫内ステロイド合成酵素発現と末梢血 18oxoF 濃度の関連性の検討 

健常人では、循環血漿中のコルチゾルが、副腎皮質球状層のアルドステロン合成酵素
（CYP11B2）により 18oxoF に変換されるが（Freel, 2004）、APA では 18oxoF 産生機序は
明らかでなく、ヒトの APA を対象に腺腫内ステロイド合成酵素発現と末梢血 18oxoF 濃度の
関係性を検討する。 
 

（２）チャネル遺伝子体細胞変異に基づく APA 症例の末梢血 18oxoF 濃度の差異の検討 
既報の基礎的研究では KCNJ5 変異の存在が 18oxoF 産生能を上昇させることが確認されて
いる（Hattangady, 2016）。本検討では、ヒト APA におけるチャネル遺伝子体細胞変異毎に
群分けして、末梢血 18oxoF 濃度に対する APA の体細胞変異の影響を明らかにする。 
 

（３）PA 病型による 18oxoF 分泌動態の差異の検討 
（１）（２）により得た研究結果から、APA 症例、特に末梢血 18oxoF 濃度低値を呈する APA
症例と、IHA症例を鑑別するため、18oxoFの日内変動や迅速ACTH負荷試験における 18oxoF、
および他ステロイドホルモンの分泌動態を明らかにする。この検討によって、より感度、特異
度の高い末梢血 18oxoF 濃度を用いた APA と IHA の鑑別方法を検討する。 

 
 
３．研究の方法 
（１）PA 症例の組入および使用検体の選定 

当施設にて血漿アルドステロン基礎値、血漿レニン活性によりスクリーニングされ、カプトプ
リル負荷試験で診断に至った PA 症例のうち、片側性 PA として患側副腎摘出術を受けられた
症例を対象とした。対象症例数は以下の研究内容毎に（２）および（４）48 症例、（３）105
症例、（５）40 症例とした。また、（５）については、対照群として両側性 PA と診断された
40 症例も解析対象とした。 
 

（２）APA 内のステロイド合成酵素発現評価 
当施設で PA と診断され、観測副腎摘除術を受けられた症例の摘出副腎標本（パラフィン包埋
標本）を使用して、主要なステロイド合成酵素である CYP11B2、CYP11B1、CYP17A1 の免
疫組織化学染色を施し、その発現動態を光学顕微鏡で観察した。また、APA に特徴的な
CYP11B1/CYP11B2 共発現細胞の存在について、蛍光染色を用いて共焦点顕微鏡にて観察し
た。染色標本はいずれも画像データとして取り込み、画像解析ソフト（HALO digital image 
software）、または用手的計測で解析した（Tezuka, 2019）。 
 

（３）APA 内のチャネル遺伝子変異の同定 



チャネル遺伝子変異は、１）Sanger 配列解析、２）次世代シークエンサーの２段階で評価を
った。対象標本のパラフィン包埋ブロックから AllPrep DNA/RNA FFPE kit（QIAGEN）を
用いて APA の genomic DNA を抽出し、初めに、頻度の高い KCNJ5 変異の有無を Sanger
配列解析で評価した。次に、KCNJ5 変異陰性と判断された genomic DNA 検体をミシガン大
学へ送付し、同施設での次世代シークエンサーによる網羅的なチャネル遺伝子変異検索を行
った（Nanba, 2020）。 
 

（４）末梢血 18oxoF 濃度の評価 
末梢血 18oxoF 基礎値の測定は、あすか製薬メディカルと共同開発した LC-MS/MS の測定法
を用いて行った（Tezuka, 2019）。対象症例の早朝安静採血検体を用いて、末梢血 18oxoF 濃
度を測定した。 
 

（５）末梢血ステロイドプロファイルの評価 
18oxoF を含む末梢血中のステロイドプロファイル解析は、ミシガン大学と共同で LC-MS/MS
の測定法を確立し、17 種類のステロイドホルモンの同時測定を可能とした。同手法を用いて、
早朝および深夜安静採血、ACTH 負荷試験、1mg デキサメタゾン抑制試験の各条件における
ステロイドプロファイルを解析した（Tezuka, 2021）。 

 
 
４．研究成果 
（１）APA における 18oxoF 産生機序 
 末梢血 18oxoF 濃度は、末梢血アルドステロン濃度と正相関を示したが、18oxoF の前駆体で
あるコルチゾールとは有意な相関関係はみられなかった。一方、APA 内はアルドステロン合成
の律速酵素である CYP11B2 と、糖質コルチコイド合成に関わる CYP11B1 や CYP17A1 が混在
して発現していた。末梢血 18oxoF 濃度は、APA 内の CYP11B2 発現に加え、CYP11B1 や
CYP17A1 発現とも正相関を示した。また、 APA 内には正常副腎には存在しない
CYP11B1/CYP11B2 共発現細胞が存在し、同細胞数も末梢血 18oxoF 濃度と正相関を認めた。
以上より、APA における 18oxoF 産生は、鉱質および糖質コルチコイド双方を産生しうる特異
な腫瘍内環境に依存することが明らかとなった。更に、本邦で最多となる KCNJ5 変異群と
KCNJ5-WT 群を比較すると、前者において上記病理学的パラメータが有意に高く、特に KCNJ5
変異を有するAPA症例において18oxoF産生が亢進していることが示唆された（Tezuka, 2019）。 
 
（２）日本人 APA 症例におけるチャネル遺伝子体細胞性変異の頻度 
 次に、片側性 PA として診断、手術を受けられた症例のうち、摘除標本に APA が同定された
症例（105 症例）について、APA の体細胞性遺伝子変異を評価した。結果、73%の APA で KCNJ5
変異が同定され最多であり、白人や黒人を対象とした既報と比較しても KCNJ5 変異の頻度が高
かった。他の体細胞性遺伝子変異は順に CACNA1D (14%)、ATP1A1 (5%)、ATP2B3 (4%)、
CACNA1H (1%)であり、4%の APA で既知の体細胞性遺伝子変異はみられなかった。前述の研
究成果と合わせて、末梢血 18oxoF 濃度による PA 病型診断は、KCNJ5 変異 APA の頻度が高い
本邦において特に有用である可能性が示唆された（Nanba, 2020）。 
 
（３）ステロイドプロファイリングによる病型診断能および ACTH 分泌条件の重要性の評価 
 最後に、末梢血 18oxoF 濃度を中心に、LC-MS/MS を使用した末梢血ステロイドプロファイ
リングによる病型診断能を行い、末梢血 18oxoF 濃度は特にデキサメタゾン抑制試験下で最も診
断能が高かった（AUC 0.832）。単一ステロイドでは、末梢血アルドステロン濃度の基礎値が最
も診断能が高かったが（AUC 0.869）、18oxoF を含む複合ステロイドパネルを用いると、ACTH
負荷試験で最もその診断能が高く（AUC 0.957）、AVS より低侵襲な病型診断法としてステロイ
ドプロファイリングの有用性が示唆された（Tezuka, 2021）。 
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