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研究成果の概要（和文）：本研究ではCaイオン及びCa拮抗薬の副腎皮質細胞におけるアルドステロンを含むステ
ロイド合成への影響を病理組織学的アプローチ、培養細胞実験等の手法により、二次性高血圧症最大の原因疾患
である原発性アルドステロン症診療における新たな治療標的因子、ないしは骨粗鬆症等の二次的合併症の予後予
測因子としての可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, the effects of Ca ions and Ca channel blocker on 
steroidogenesis, especially for aldosterone biosynthesis in adrenocortical cells were 
histopathologically investigated and further verified by in vitro study. The present study has 
demonstrated a possibile new therapeutic target or a potential prognostic factor for secondary 
complications of osteoporosis in the patients with primary aldosteronism.

研究分野： 内分泌・病理

キーワード： Ca チャネル　アルドステロン　高血圧　副腎

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、若年者に多く、治療抵抗性の高血圧症を来す原発性アルドステロン症患者における二次性のCa代
謝障害や骨粗鬆症の二次予防を目的とする新規バイオマーカーの発見に貢献するのみならず、Caイオンのステロ
イド合成に与える直接的影響を明らかにすることでアルドステロン過剰産生に対するCa拮抗薬の治療薬としての
可能性についても検討出来た。これらの知見は今後の原発性アルドステロン症の診療に影響を与える臨床的意義
の大きいものである。

※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 

アルドステロンは生体内の電解質や体液量調節を担う重要なホルモンである。アルドステロ

ン合成は細胞膜の脱分極による細胞内への Ca イオンの流入、細胞内 Ca 濃度の上昇により合成

酵素の転写が促進される事で制御される。近年、細胞内 Ca 濃度の上昇に加え、細胞外 Ca 濃度

のアルドステロン合成への影響についても注目が集まり、特に、副腎皮質球状層と副甲状腺との

相互制御（アルドステロンとパラトルモン(PTH)との相互的分泌刺激）が注目されている

（Tamaschitz A et al, Metabolism, 2014; 63: 20-31）。しかし、これらの制御機構に関する研究

成果はマウスやウシ等の動物モデルによる報告であり、ヒトにおける制御機構は全く解明され

ていない。 

原発性アルドステロン症（PA）は全高血圧症の約 5-10%を占める二次性高血圧症最大の原因

疾患であり、本邦において推定約 300 万人の罹患者数が見込まれる。若年の罹患者が多く、治

療抵抗性であるだけでなく、本態性高血圧症に比較して、同等血圧下でも心血管障害の合併頻度

が 5-10 倍高い。近年、心血管障害のみならず、PA における二次的な Ca 代謝障害や骨粗鬆症の

合併頻度が本態性高血症の患者に比較し有意に高く、患者の長期的な QOL に影響する因子とし

て注目を集めている（Salcuni AS et al, JBMR, 2012; 27: 2217-2222）。しかしながら、現時点

では疫学的研究成果に留まっており、詳細なメカニズムやどのような症例で Ca・骨代謝障害が

より顕著なのかについては未解明である。 

 

２．研究の目的 

近年、PA 患者では高血圧のみならずアルドステロン過剰そのものによって引き起こされる

種々の合併症が本態性高血圧症患者と比較し、高頻度である事が示されてきている。Ca・骨代

謝障害もその一つであり、Ca 代謝を調節する重要な役割を担う副甲状腺と副腎皮質球状層との

内分泌臓器間のクロストークが注目されつつある。しかしながら、このクロストークの制御機構

については 1990 年代の動物実験モデルの研究成果があるものの、ヒトでの制御機構は殆ど未解

明である（Isales CM et al, Endocrinology. 1991; 129: 489-95）。すなわち、副甲状腺ホルモン

である PTH が副腎皮質球状層にどのように作用するのか、PTH によって腸管や腎で産生され

る活性型ビタミン D が副腎皮質球状層にどのように作用するのか、血清 Ca 濃度の変動が副腎

皮質球状層にどのように影響するのか等については分かっていない。 

本研究では、PA 患者より外科的切除された副腎手術検体を用いて、Ca 代謝を調節する因子

（PTH, ビタミン D, Ca 等）の受容体の発現動態を病理組織学的に解析する。更に、ヒト副腎皮

質癌培養細胞を用いて、PTH やビタミン D、Ca 濃度等のアルドステロン合成に与える影響を機

能的に解析する。以上より、図 2 に示すように Ca の代謝機構がアルドステロン合成をどのよう

に制御しているのかを解明する事を目的とする。本研究により、PA 患者における Ca 代謝障害

のメカニズムを明らかになれば、PA 患者における骨代謝障害を反映し得る新規バイオマーカー

や治療標的因子の発見に貢献し得る臨床的意義を有する。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞外Ca濃度の変化がステロイド合成に与える影響の検討 

① Ca代謝調節因子の受容体のヒト正常副腎皮質および副腎皮質疾患における局在の検討 



ⅰ 腎癌や膵臓癌等の際に合併切除された正常副腎皮質の病理組織標本を用いて、Ca代謝調節

因子の受容体（PTH1R、カルシウム感応性受容体、ビタミンD受容体等）の球状層、束状層、

網状層における局在を免疫組織化学的手法により、画像解析ソフト（HALO ver.2.0, Indica 

labs）を用いて、定量的に解析した。これら受容体の発現量と各種ステロイド合成酵素

（HSD3B1/2, CYP17A, CYP21A, CYP11B1/2等）の発現量との相関性を評価した。 

ⅱ アルドステロン過剰産生に関与するイオンチャネルの体細胞遺伝子（KCNJ5）変異の有無

によるアルドステロン産生腺腫のgenotype毎に上記受容体の発現量が異なるかを検討した。 

② ヒト副腎皮質癌培養細胞（H295R）を用いたCa代謝調節因子のアルドステロン合成に与え

る影響の検討 

ⅰ ヒトPTH、活性型ビタミンD3、Ca濃度勾配をつけた培養液を培養細胞に添加した際のステ

ロイド合成酵素（CYP17A, CYP21A, CYP11B1/2等）の mRNA 発現量の変化をqRT-PCR法

により解析した。 

ⅱ Angiotensin-Ⅱ投与下におけるヒトPTH、活性型ビタミンD3、Ca濃度勾配をつけた培養液

を培養細胞に添加した際のステロイド合成酵素（CYP17A, CYP21A, CYP11B1/2等）の 

mRNA 発現量の変化をqRT-PCR法により解析した。 

③ 臨床因子との比較 

①で得られた各項目の発現量と臨床データ（血清および尿中のCa代謝マーカー[Ca, P, 

PTH,1,25-(OH)2 vitamin D3, TRACP-5b] や骨密度の測定値等）との相関性を検討した。 

 

(2) Caチャネル受容体とCa拮抗薬の副腎組織切片上における分布とステロイド合成に与える

影響の検討 

① MALDI-MSI（Matrix-assisted laser desorption ionization mass spectrometry）によるア

ルドステロン及び Ca 拮抗薬のヒト副腎凍結切片上における分布の検討 

ⅰ 原発性アルドステロン症の切除副腎凍結組織標本を用いて、アルドステロンおよび Ca 拮抗

薬であるアムロジピンを可視化させる解析法を確立させ、術前にアムロジピン投与例・非投与例

におけるアルドステロン及びアムロジピンの副腎組織切片上の分布を比較し、検出法の特異性

を評価した。また、副腎組織と比較対照群としてアルドステロン合成のない組織である副腎周囲

脂肪組織との分布の違いを検討した。 

ⅱ MALDI-MSI で検出された分布の違いを LC-MS/MS による定量的解析法により検証した。 

② Ca チャネル受容体の免疫組織学的局在の検討 

Ca 拮抗薬（アムロジピン）の標的受容体である L 型 Ca チャネル受容体サブユニットの CaV1.2, 

CaV1.3 の副腎組織内および副腎周囲脂肪組織における免疫組織学的局在を半定量的に評価、比

較した。 

③ ヒト副腎皮質癌培養細胞株（H295R）を用いた Ca 拮抗薬のステロイド合成に与える影響の

検討 

アムロジピン濃度勾配を付けた培養液を培養細胞に添加した際のステロイド合成酵素

（HSD3B1/2, CYP17A, CYP21A, CYP11B1/2等）の mRNA 発現量の変化をqRT-PCR法によ

り解析した。 

４．研究成果 

(1) 細胞外Ca濃度の変化がステロイド合成に与える影響の検討 

副腎皮質癌培養細胞を用いて、培養液中の Ca 濃度を変化させ、ステロイド合成酵素の発現

量の変化を解析したところ、細胞外液中の Ca 添加により、アルドステロン合成酵素である 



CYP11B2 の発現が誘導される事を示し、細胞外 Ca 濃度がアルドステロン産生に直接的に影

響する事を証明した。また、Ca 代謝に関連する PTH を添加したところ、コルチゾール産生酵

素である CYP11B1, CYP17A が誘導された。Ca代謝に関連する因子の受容体（PTH1R, VDR, 

CaSR）の局在をヒト副腎組織(n=17)を用いて免疫組織学的に検討したところ、球状層において

最も発現が高い結果となり、また、アルドステロン産生腺腫の方が、コルチゾール産生腺腫に比

してこれらの因子の発現量は高い結果となった。更にアルドステロン産生腺腫組織におけるこ

れらの受容体の発現量と CYP11B2 の発現量は有意に相関した。以上の事から、アルドステロ

ン産生腺腫において、細胞外 Ca 濃度、及び、それを調節する PTH 等はアルドステロン合成

に加え、コルチゾール共産生を刺激する事が示された。以上の結果は、これらの Ca 代謝に関

与する因子（細胞外 Ca 濃度や PTH等）がアルドステロン産生腺腫における特有の腫瘍性ステ

ロイド産生（アルドステロンおよびコルチゾール共産生）を促進するものと考えられた。本研究

成果を Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology（2019 Oct;193:105434. doi: 

10.1016/j.jsbmb.2019.105434）誌に報告した。 

 

(2) Ca 拮抗薬の副腎組織切片上における分布とステロイド合成に与える影響の検討 

細胞外 Ca が流入する門戸である Ca チャネルの発現動態、機能について検討した。原発性ア

ルドステロン症の副腎手術検体における電位依存性 Ca チャネル(CaV1.2, CaV1.3)の発現を免

疫組織化学的に検討したところ、CaV1.3, CaV1.2 共に局在が見られた。また、ヒト組織切片上

で、降圧剤として汎用性の高い Ca チャネル受容体拮抗薬であるアムロジピンを imaging 

mass spectrometry により可視化する方法を考案した。Ca 受容体拮抗薬であるアムロジピンを

至適用法・用量投与下において投与患者の副腎組織標本上で可視化したツールの開発は初めて

である。本解析法を用いた結果、原発性アルドステロン症の副腎組織(CaV1.2, CaV1.3が豊富に

存在すると考えられる組織)において副腎周囲脂肪組織(CaV1.2, CaV1.3 の局在が副腎よりも低

いと考えられる組織)よりも imaging mass spectrometry によるシグナル値が得られた。また、

アムロジピン非投与例の副腎組織ではシグナルが検出されず特異性についても確認できた。

Imaging mass spectrometry の結果は局在性には優れるものの、定量性については乏しいとさ

れているが、本解析方法は液体クロマトグラフィーを用いた質量解析による定量的解析結果と

も一致しており、本解析方法の半定量性についても妥当性を証明し得た。更に、原発性アルドス

テロン症の副腎手術検体における電位依存性 Ca チャネル(CaV1.2, CaV1.3)の発現を免疫組織

化学的に定量的に検討したところ、CaV1.3, CaV1.2 共に副腎組織において副腎周囲脂肪組織よ

りも発現量が高い結果が得られ、imaging mass spectrometry 及び、質量分析の結果とも一致

した。加えて、Ca チャネル拮抗薬の副腎皮質細胞に対するステロイド合成に与える影響を検討

するために、副腎皮質癌培養細胞を用いて、Ca チャネル拮抗薬であるアムロジピンを濃度勾配

を付けて添加したところ、HSD3B1/HSD3B2 の発現低下が得られ、免疫染色で得られた結果と

一致した。また、CYP11B2(アルドステロン合成酵素)においても発現の低下が見られ、アルドス

テロン合成に対して直接的な作用を及ぼしている可能性が示唆された。ただし、CYP11B2につ

いては原発性アルドステロン症の副腎組織において有意な差は得られておらず、個体差の影響

や分子制御機構が副腎皮質癌培養細胞株とは異なる可能性等についても考察された。 
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