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研究成果の概要（和文）：腸管特異的Cre発現マウスであるvillin-CreマウスとMR-floxマウスを交配し、腸管特
異的MR欠損マウスを作出した。本マウスの表現型解析を行い、本マウスでは、便中Na排泄が亢進していること、
DOCA/salt負荷における血圧上昇が抑制されること、その機序として上皮性Naチャネル発現の調節を介している
ことを明らかにした。さらに、本マウスを低塩分食下で飼育すると、Na喪失による著明な体重減少および血圧低
下がみられることを明らかにした。本研究成果は、J Am Heart Assoc誌に論文投稿し、受理された。

研究成果の概要（英文）：Intestinal epithelial cell-specific mineralocorticoid receptor (MR) knockout
 mice were generated through crossbreeding of MR-flox mice with villin-Cre mice. This model 
exhibited high fecal excretion of sodium and resistance to DOCA/salt-induced blood pressure 
elevation, in which the regulation of epithelial Na channel (ENaC) expression was mainly involved. 
It was also demonstrated that this model exhibited severe dehydration probably due to fecal sodium 
loss, which lead to significantly lower blood pressure compared with control mice. These findings 
were published in J Am Heart assoc.

研究分野：内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミネラルコルチコイド受容体（MR）による血圧調節作用は、これまで腎尿細管におけるMRの作用が主であると考
えられてきたが、本研究に用いた腸管特異的MR欠損マウスは、腎尿細管におけるMR機能は正常であり、それでも
血圧調整能に大きな変化が認められたことから、腸管MRが血圧調節において腎尿細管MRに劣らぬ高い寄与を有す
ることが本研究を通じて明らかになった。この点は、MRの生体における機能バランスを考える上で、極めて重要
な学術的意義を持つ。これまで、心血管リスク管理という視点では、注目されていなかった腸管MRに焦点をあて
るきっかけとなる研究であり、今後の臨床への還元も大いに期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミネラルコルチコイド受容体（以下、MR と略す）は腎の遠位尿細管～集合管に高発現して
おり、生体における Na の恒常性に深く関与していることが広く知られている。その拮抗薬で
あるスピロノラクトンおよびエプレレノンは、臨床において一般に降圧剤として使用されるが、
近年の RALES (Pitt et al. N.Eng.J.Med. 1999）・EPHESUS (Pitt et al. N.Eng.J.Med. 2003)・
EMPHASIS-HF (Zannad F et al. N.Eng.J.Med. 2011)といった大規模臨床研究において、MR
拮抗薬が降圧作用のみならず心血管イベント抑制、さらには生命予後をも著明に改善すること
が報告され、MR作用と長寿の関係性に高い注目が集まるようになった。このようにMRの生
体における重要性が示される中で、腎以外でのMR機能も注目されるようになり、心筋・血管
平滑筋・血管内皮・マクロファージといった他の発現部位におけるMR機能解析が臓器特異的
MR 欠損マウスを用いて世界的に行われてきた(Rickard AJ, et al. Hypertension. 2012, 
McCurley A, et al. Nature Medicine. 2012)。しかし、現状では生命予後に直結するほどの重
要な機能は明らかとなっていない。一方、これまで当教室では、MR 相互作用因子、MR の糖
鎖修飾・脱 SUMO化などによるMRの病的活性化といった研究を通してMR機能やMR拮抗
薬の重要性を検討してきたが、その中で、腸管上皮におけるMRの高発現を全身臓器のmRNA
定量と免疫染色により確認し、心血管リスク管理における腸管MRの機能に注目するに至った。 
腸管MRが腸管上皮からの Na吸収を介して腎と同様に Na調節に関与することはこれまで
にも知られているが、血圧・耐糖能などの全身性作用や遠隔臓器への作用といった、Na 動態
調節以外の作用については未解明である。生体内で Na に最大限に暴露する環境にある腸管で
のMR機能が、生命予後へ影響を及ぼすか否かは注目に値する。 
高血圧、糖尿病をはじめとする生活習慣病は、脳卒中、虚血性心疾患、慢性腎臓病（末期腎
不全を含む）などの主要疾病の基礎疾患となっており、これらに関わる医療費は、本邦国家予
算の医療費支出の 8～9 割をも占めるとされている。これらの疾患への進展を未然に食い止め
る先制医療の必要性が叫ばれ、現在さまざまな形で、新規治療確立へのアプローチがなされて
いる。臨床的には、糖尿病分野における大規模臨床試験（DCCT/EDICや UKPDS）において、
ある一定期間に施されたインスリン強化療法による tight な血糖のコントロールが、試験終了
後も長期にわたり、細小血管障害の発症を抑え続けることが示され（NEJM 2005、NEJM 
2008）、「メタボリックメモリー」（「レガシー効果」とも呼ばれる）と称され、メモリー概念の
先制医療への応用が期待されている。また高血圧の分野でも、高血圧発症前（pre-hypertension）
のある一定期間のみに施された RAS 系阻害薬による集中治療が、その後の高血圧発症を低下
させることが示され（TROPHY試験）（Hypertension 2004）、「アンジオテンシンブロックメ
モリー」として、その現象が注目されている。さらに当教室では近年、高血圧発症において塩
分摂取にもメモリー現象があることを報告し（Hypertension 2014）、「ソルトメモリー」とい
う概念で提唱している。このように、これまで様々なメモリー現象が報告・提唱されているが、
メモリー現象におけるMRの関与についてはこれまで報告はない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腸管上皮特異的なMR欠損マウスを作出し、その表現型解析を通じて、腸管に
おけるMRの生理的機能と病的活性化による生体への影響、ひいてはその拮抗作用による生命
予後改善メカニズムの解明を目指すことを目的とする。また、心血管リスク管理において注目
されているメモリー現象に、腸管MRの機能がどのように関与しているかも明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
まず、腸管上皮特異的 Cre発現トランスジェニックマウス（villin-Creマウス）とMR flox
マウスを交配させ、腸管上皮特異的MR欠損マウス（以下、腸管MR-KOと略す）を作出する。
また、タモキシフェン（TAM）誘導型の腸管上皮特異的 Cre 発現トランスジェニックマウス
（villin-Cre ERT2マウス）とMR floxマウスを交配させ、TAM誘導型腸管上皮特異的MR欠
損マウス（以下、誘導型腸管MR-KO
と略す）を作出する。 
作出したマウスについて、各臓器
からゲノム DNAを抽出し、PCRに
より腸管以外に recombination が
生じていないことを確認する。
villin は、腎臓にも発現することが
知られている。腸管上皮では villin
と MR の発現局在が一致するのに
対し、腎臓では、villin は近位尿細
管に、MRは遠位尿細管～集合管に
発現し、両者の局在が異なるため
（図 1）、これらのマウスにおいて
は、腎臓におけるMR欠損は生じな
いことを確認している。 



腸管MR-KO群について 5週齢時より体重・血圧・便中および尿中電解質動態の経時的な測
定を行い、Control群（MR flox/floxマウス）と比較を行う。さらに 13週齢時には麻酔下に解
剖し、十二指腸～結腸の腸管各所に加え、他のMR発現部位である腎・心臓・血管の形態・細
胞構成などを顕微鏡下で評価した。血圧については、tail-cuff 法も用いて測定し、通常食飼育
の他に、負荷として、高塩分食負荷、DOCA/salt負荷等を行う。 
誘導型腸管MR-KOを用いた検討では、MR発現の低下が何週間持続しているかのプロファ
イリングを行う。実際の検討では、TAM 投与後 4 週までは MR 発現の低下が続き、その後 8
週までには MR の発現が回復していることを確認している。TAM投与を 4週齢、8 週齢、12
週齢、16週齢、20週齢で行い、それぞれ TAM投与後 8週間は無処置のまま飼育する。Control
群にも同じスケジュールで TAM投与を行う。腸管MR発現が正常に復したところで、上記と
同様の DOCA-salt 負荷を含めた各種負荷における表現型解析を行い、誘導型腸管 MR-KO 群
の高血圧耐性の有無を評価する。 
 
４．研究成果 
まず通常食飼育下で、

Control群と腸管MR-KO群の
比較を行った。その結果、体重
は両群間で差を認めず（図 2）、
また腸管に組織学的な差も認
めなかった（図 3）。電解質動
態については、腸管MR-KO群
では便中Na排泄がコントロー
ル群に比較し 1.5～2 倍程度に
増加しており、一方腎臓では代
償性に MR 作用が亢進してい
ると思われ、尿中 Na 排泄が
2/3 倍程度に抑制されていた
（図 2）。MR の標的遺伝子と
して上皮性Naチャネルである
ENaC が広く知られているが、
ENaC には α・β・γ の 3 つの
サブタイプが存在しており、腸
管での標的は ENaCβ、γ であ
るとされる。そこで腸管
MR-KO 群における ENaC 遺
伝子のmRNA発現を測量した
ところ、ENaCβ、γの著明な低
下を認め（図 4）、腸管 MR が
その下流遺伝子である ENaC
を介してNa吸収に深く関与す
ることが確認された。 
さらにこれらのマウスに対
して、週齢 10～13週の期間に
DOCA-salt 負荷を行ったとこ
ろ、Control 群に比べ腸管
MR-KO 群では血圧上昇が
50％程度抑制され、このことか
ら、ミネラルコルチコイド誘発
性の血圧上昇において、腸管
MR が約 50％の寄与を有して
いることが示された。また本モ
デルマウスを、高塩食下（8％ 
NaCl）で飼育した場合（5 週
齢から 13週齢まで）、Control
群・腸管MR-KO群ともに血圧
上昇は示さず、2群間に有意な
血圧の差を認めなかったが、低
塩食下（0.025％ NaCl）で飼
育した場合（同じく 5週齢から
13週齢まで）、血圧がControl群 98.4±3.5mmHg, 腸管MR-KO群 82.6±2.4mmHg（P=0.014）
と腸管 MR-KO 群で有意な低下を認めた。本研究結果は、Na 動態を介した血圧調節機能が主
に腎尿細管で行われているという既知の考え方を大きく変えるものであり、腎尿細管に加え腸
管も同等に血圧調節に寄与していることを明らかにした点で非常に新規性・独創性が高く、J 



Am Heart Assoc誌に論文投稿し掲載された。 
誘導型腸管 MR-KO を用いたメモリー現象に関する検討では、TAM 投与により一部の MR
標的遺伝子発現が変化してしまうことが実験の過程で判明し、MR発現低下による影響と TAM
投与による影響が混在する中で表現型を検討することになり、本アッセイ系を用いた検討は困
難であると結論した。今後、何らかのアプローチで、MR ブロックメモリーなどの新しいメモ
リー現象の検出・提唱を試みたいと考えている。 
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