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【背景と目的】 

高血圧症は，40 歳以上の人口の約 40%が罹患し，さらに，高血圧症の 5-10%程度は原発性アルド

ステロン症が原因とされ，全世界で非常に高い有病率を呈する．近年，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のアルドステロン過剰症の原因として，KCNJ5（Kir3）の体細胞変異が報

告された．そこで，本研究では，副腎皮質球状帯やアルドステロン産生腫瘍の Kir3 の構造決定と機能

解析により，Kir3 を標的としたアルドステロン合成阻害薬の開発につながり，さらに新規高血圧治療の

開発や原発性アルドステロン症の診断や治療の確立につなげることを目的とした． 

【方法】 

 手術検体によるヒト副腎皮質球状帯，アルドステロン産生腫瘍検体に対し，パラフィン標本，生標

本，Laser Capture Dissection により組織を摘出した．また，ヒト副腎皮質癌細胞株(HAC15)も mRNA

や蛋白解析用に前処置する．Kir3.1 から Kir3.4 の mRNA や蛋白発現レベルを確認し，Kir3.1 から

Kir3.4 分布の同定と構造の推測を行い，免疫沈降法により Kir3.1 から Kir3.4 からなる Kir3 の構造を

検討した．アルドステロン産生腫瘍での Kir3 の構造と機能を同定した後に，その Kir3 を形成する

plasmid（遺伝子変異をもつものを含む）の作製とその遺伝子を導入したレンチウイルスを作製した．レ

ンチウイルスを用いて HAC15 にアルドステロン産生腫瘍に特異的な Kir3 を誘導しアルドステロン産生

腫瘍のモデル細胞株の樹立を行った．さらに，そのモデル細胞株やアルドステロン産生腺腫の細胞株

に対し，網羅的遺伝子発現解析を実施することにより，アルドステロン産生腫瘍における細胞内シグ

ナル伝達の詳細や新規遺伝子の同定を試みた． 

【結果】 

1. 副腎皮質球状帯，アルドステロン産生腺腫，HAC15 における Kir3 サブユニット発現解析 

 mRNA 発現解析や Kir3.4 免疫組織化学による Kir3.4 の発現解析を行ったところ，副腎皮質球状帯

に特異的に発現していることわかった．さらに，アルドステロン産生腺腫においては，Kir3.4 は瀰漫性に

発現し，Kir3.1 の発現はほとんどみられなかった．Kir3 サブユニットの同定を免疫沈降法により解析し

た．副腎皮質球状帯における Kir3 の発現は，Kir3.1 および Kir3.4 のヘテロ接合体または Kir3.1 と

Kir3.4のホモ接合体であることが推測された．次に，アルドステロン産生腺腫の検体を用いて同様の解

析を行ったところ，Kir3.4 によってのみ組織回収でき，Kir3.4 のホモ接合体であることが推測された． 

2. HAC15 への Kir3 の遺伝子導入 

 HAC15にレンチウイルスを用い，KCNJ3, 5, 6, 9 および KCNJ5 T158A を全ての組み合わせで遺伝子

導入を行った．KCNJ5 T158A と他の遺伝子を同時に導入した場合，KCNJ5 T158A 単独で導入した場

合よりもアルドステロン合成は低下した．次に，HAC15にKCNJ5 T158Aを導入した安定発現細胞株の

樹立を行った．コントロール細胞に比較し，上清のアルドステロン濃度は約 5 倍，CYP11B2 発現量は

約 12 倍高値であり，安定発現細胞株の樹立に成功した． 

3. 網羅的遺伝子発現解析によるシグナル解析 

網羅的遺伝子発現解析からアルドステロン産生腺腫と KCNJ5 T158A を導入した HAC15 は，高発

現遺伝子のみで解析すると極めて類似した遺伝子群の上昇がみられた． 

【まとめ】 

本研究において，副腎皮質球状帯およびアルドステロン産生腺腫の Kir3 構造決定や機能解析を行っ

た．  
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１ 

Nagano G, Ohno H, Oki K, Kobuke K, Shiwa T, Yoneda M, Kohno N. Activation of Classical Brown 
Adipocytes in the Adult Human Perirenal Depot Is Highly Correlated with PRDM16-EHMT1 
Complex Expression. PLoS One. 2015; 10(3):e0122584.（査読有り） 

２ 

Shiwa M, Yoneda M, Nakanishi S, Oki K, Yamane K, Kohno N. Japanese Lifestyle during 
Childhood Prevents the Future Development of Obesity among Japanese-Americans. PLoS One. 
2015; 10(3):e0120804. （査読有り） 

３ 

Matsumoto T, Oki K, Kajikawa M, Nakashima A, Maruhashi T, Iwamoto Y, Iwamoto A, Oda N, 
Hidaka T, Kihara Y, Kohno N, Chayama K, Goto C, Aibara Y, Noma K, Liao JK, Higashi Y. Effect 
of aldosterone-producing adenoma on endothelial function and rho-associated kinase activity in 
patients with primary aldosteronism. Hypertension. 2015; 65(4):841-8. （査読有り） 

４ 

Gomez-Sanchez CE, Oki K. Minireview: potassium channels and aldosterone dysregulation: is 
primary aldosteronism a potassium channelopathy? Endocrinology. 2014; 155(1):47-55. （査読有

り） 

５ 

Shiwa T, Oki K, Yamane K, Yoneda M, Awaya T, Nakanishi S, Kohno N. Significantly high level of 
late-night free cortisol to creatinine ratio in urine specimen in patients with subclinical Cushing’s 
syndrome. Clin Endocrinol (Oxf). 2013; 79(5):617-22. （査読有り） 
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１ 
2014 年 6 月 21 日

～24 日 

the 16th  International Congress of Endocrinology, the Endocrine 

society's 96th Annual Meeting and Expo 

Kiyotaka Itcho, Kazuhiro Kobuke, Kenji Oki,  Rui Kishimoto, Shusaku 

Maeda,  Haruya Ohno, Masayasu Yoneda, Nobuoki Kohno 

         

       

２ 
2014 年 6 月 19 日

～20 日 

40th Meeting of the International Aldosterone Meeting 

Kazuhiro Kobuke, Kiyotaka Itcho, Kenji Oki,  Rui Kishimoto, Shusaku 

Maeda,  Haruya Ohno, Masayasu Yoneda, Nobuoki Kohno 

The clinical and pathological characteristics of aldosterone producing 

adenoma with ATP1A1 mutation 

３ 
2014 年 5 月 24 日

～26 日 

第 3 回臨床高血圧フォーラム  

沖 健司，小武家 和博，一町 澄宜，岸本 瑠衣，松本 武史，光波 直

也，大久保 博史，前田 修作，大野 晴也，米田 真康，河野 修興 

原発性アルドステロン症の一次スクリーニングにおけるアルドステロン絶対

値の有効性 

４ 
2014 年 4 月 24 日

～26 日 

第 87 回日本内分泌学会学術総会 

沖 健司，Elise P Gomez-Sanchez, Celso E Gomez-Sanchez 

副腎皮質細胞の増殖およびアルドステロン合成における YPEL4 の役割 

５ 
2014 年 4 月 24 日

～26 日 

第 87 回日本内分泌学会学術総会 

小武家 和博，志和 亜華，沖 健司，米田 真康，粟屋 智一，中西 修

平，河野 修興 

CYP11B2 抗体を用いたアルドステロン産生腺腫の免疫組織化学による検

討 

 

６ 
2014 年 4 月 24 日

～26 日 

第 87 回日本内分泌学会学術総会 

一町 澄宜，沖 健司，小武家 和博，長野 学，毛利 麻衣子，志和 麻

実，岸本 瑠衣，久保田 益亘，大久保 博史，前田 修作，大野 晴也，

米田 真康，中西 修平，河野 修興 

ATP1A1 体細胞変異を有するアルドステロン産生腺腫の臨床的および病

理学的検討 
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１ 投稿中 

Gonadotropin-releasing hormone receptor mediates aldosterone 

production in aldosterone-producing adenoma 

Rui Kishimoto, Kenji Oki, Masayasu Yoneda, Haruya Ohno, Kazuhiro 

Kobuke, Kiyotaka Itcho, Celso E, Gomez-Sanchez, Nobuoki Kohno 

２ 投稿中 

Hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity influences the progression 

of chronic kidney disease in diabetic patients  

Takako Asao, Kenji Oki, Masayasu Yoneda, Junko Tanaka, Nobuoki 

Kohno 

 


