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研究成果の概要（和文）：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により高血圧を来すだ
けではなく心血管疾患や腎機能障害を高率に合併する疾患である．本研究では，ERシャペロンであるcalmegin 
(CLGN)がアルドステロン産生腺腫において発現が亢進し，アルドステロン合成酵素 (CYP11B2)を翻訳調節してい
る可能性があることを明らかにした．以上の知見より，CLGNは今後の創薬標的として有望な因子であることが示
された．

研究成果の概要（英文）：Primary aldosteronism, which is a the most common form of secondary 
hypertension, leads to cardiovascular disease and renal dysfunction by excess aldosterone secretion.
 This study revealed that ER chaperone calmegin (CLGN) was up-regulated in aldosterone producing 
adenoma and CLGN up-regulated aldosterone synthesis (CYP11B2) by translational regulation. These 
findings could be useful for the development of agents of targeting aldosterone production.

研究分野： 高血圧

キーワード： 循環器　高血圧

  １版

令和

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) は高血圧患者の5-10%程度を占め，極めて頻度の高い疾患である．アルドステロ
ン過剰分泌により，高血圧を来すだけではなく心血管疾患や腎機能障害を高率に合併するため，PAの診断・治療
およびアルドステロン合成の制御は極めて重要である．しかしPAの診断は複数回の煩雑な検査や入院精査を必要
とし，アルドステロン合成を直接阻害する薬剤は現在までない．本研究成果はPAや高血圧に対する新しい診断や
治療戦略の開発に役立つ可能性がある．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

  

 30 歳以上の日本人男性の 60%，女性の 45%以上が高血圧と言われ，また，高血圧患者の 5-10%

程度を原発性アルドステロン症 (PA) が占め，PA は極めて頻度の高い疾患である [Endocr J 

58:711-21, 2011]．アルドステロン過剰分泌により，高血圧を来すだけではなく心血管疾患や

腎機能障害を高率に合併するため [J Clin Endocrinol Metab 98:4826-33, 2013]，PA の診断・

治療およびアルドステロン合成の制御は極めて重要である． 申請者らは，アルドステロン産生

腺腫においてアルドステロン合成酵素である hCYP11B2-mAb を用いた免疫組織化学染色を行い，

アルドステロン合成が活発な組織，つまり CYP11B2 が高発現している組織の抽出に成功した．

さらに網羅的遺伝子発現解析・Gene Ontology 解析を行い，アルドステロン産生腺腫において G

蛋白共役受容体 (GPCR) や小胞体関連遺伝子が過剰発現していることを明らかとした．GPCR に

ついては，Gonadotropin-releasing hormone receptor (GNRHR) を介したアルドステロン合成

機構を既に報告し，次に小胞体関連遺伝子について着目した． 

 小胞体には①分子シャペロン (蛋白高次構造の形成)，②細胞内 Ca2+貯蔵，③ステロイドホル

モン合成などの機能が備わっている．そこで，小胞体に発現する遺伝子を機能別に分類し発現

パターンを解析したところ，小胞体内での分子シャペロンに関わる因子がアルドステロン産生

腺腫で増加していることを得た．ヤギの顆粒膜細胞でステロイド合成を促進すると分子シャペ

ロンや小胞体ストレス応答が亢進することが報告されている [J Reprod Dev 63:27-36, 2017]．

また，申請者の予備研究では，還元剤やタプシガルジンなどよる小胞体ストレス付加でアルド

ステロン合成が低下することもわかっている．以上より、アルドステロン過剰合成時において

も小胞体分子シャペロンの誘導によりアルドステロン合成に関わる蛋白の高次構造が維持され，

アルドステロン合成を調節する分子機序が存在することが示唆された． 

 

２．研究の目的 

 

 以上より，申請者は「アルドステロン産生腺腫や副腎皮質球状帯において，小胞体分子シャ

ペロンがアルドステロン合成を調節する」と仮説した．本研究では，アルドステロン合成時に

おける小胞体分子シャペロンの機能解析を行い，小胞体シャペロンを介したアルドステロン合

成機構を解明することを目的とする． 

 

３．研究の方法 

 

試験① アルドステロン合成に関わる新規小胞体シャペロン鍵分子の同定 

 アルドステロン産生腺腫において小胞体シャペロン関連因子は明らかに著増している．そこ

で，申請者の研究室では，アルドステロン合成に関与するいくらかのマイクロアレイ解析結果

を有しており，それらを統合し鍵分子を同定する．1) 副腎皮質癌細胞株 (HAC15) におけるア

ンギオテンシン II，カリウム，cAMP 刺激による遺伝子発現解析．2) HAC15 にアルドステロン

過剰産生を示す遺伝子変異を導入し樹立したアルドステロン産生腺腫のモデル細胞株における

遺伝子発現解析．さらに，Bioinformatics データベース，RNA-seq による臓器・組織別遺伝子

発現解析データベースなどを活用し，アルドステロン合成に最も関わる小胞体因子を選抜する． 

 

試験② アルドステロン合成に関わる小胞体シャペロン鍵分子の発現解析 



 試験①で同定した鍵分子に対し，アルドステロン産生腺腫，非機能性副腎皮質腺腫，および

ヒトまたはラット副腎皮質球状帯組織における小胞体シャペロン関連因子の発現を組織毎に比

較解析する．これらの組織は，広島大学の倫理審査の承認を得て，全ての組織が揃っている．

発現解析には qPCR，免疫組織化学染色，ウエスタンブロッティングなどの手法を用いる． 

 

試験③ アルドステロン産生腺腫における CYP11B2 との関連を検討 

 CYP11B2と小胞体シャペロン関連因子のmRNA発現量の関連をアルドステロン産生腺腫や副腎

皮質球状帯組織を対象に解析する．また，免疫組織化学染色を用いて標的因子とステロイド合

成酵素の二重染色を行い，細胞内および組織内局在の解析を行う． 

 

試験④ In vitro での標的因子操作による機能解析 

 アルドステロン合成に関与する小胞体シャペロン関連因子を試験①～③で同定後，副腎皮質

癌細胞株 (HAC15)におけるステロイド合成酵素やアルドステロン合成に与える影響を，拮抗薬

や阻害薬を用いて検討する．レンチウイルスを用いた標的因子の過剰発現または抑制を行い，

上述の方法を組み合わせ新規因子によるシグナル伝達やアルドステロン合成機序を検討する． 

 

４．研究成果 

 

 アルドステロン産生腺腫 (APA)，非機能性副腎皮質腺腫 (NFA)，ヒト副腎皮質癌細胞株 

(HAC15)におけるアンギオテンシン II，カリウム，cAMP 刺激，および HAC15 にアルドステロン

過剰産生を示す遺伝子変異を導入し樹立したアルドステロン産生腺腫のモデル細胞株において

マイクロアレイ解析を行い，さらに既存の Bioinformatics データベースや RNA-seq による臓

器・組織別遺伝子発現解析データベースなどを活用し，アルドステロン合成に最も関わる小胞

体因子 calmegin (CLGN)を選抜した． 

 続いて，CLGN の発現を APA48 例，NFA13 例での腫瘍組織より抽出した RNA において qPCR で検

討し，CLGN が NFA に比べて APA で有意に発現が亢進していることを確認した．さらに上述の APA

や NFA，Splague-Dawley rat の副腎組織で免疫組織化学染色を行うことにより，CLGN は APA 腫

瘍部で発現が亢進していることを確認した (図 1A)．一方，CLGN は NFA 腫瘍部では発現を認め

ないものの，腫瘍周辺にみられる Aldosterone-producing cell clusters (APCC)では CYP11B2

と一致した局在でCLGNの発現を認めた (図1B)．ラット副腎皮質球状帯組織における検討では，

CYP11B2 は球状帯に一致して発現を認めるものの，CLGN の発現は認めなかった．以上より，CLGN

は APA におけるアルドステロンの自律過剰産生に深く関与する因子であることが推定された． 

 

図 1 APA における免疫染色 

 



 in vitro における機能解析では，HAC15 に アンギオテンシン II刺激もしくは KCNJ5 変異を

導入しても CLGN の発現に変化は認めず，CLGN は APA 特異的な変異による細胞内 Ca シグナルで

は発現が誘導されないことが示唆された．CLGN を過剰発現させたところ，HAC15 のアルドステ

ロン合成量は有意に増加した (図2A).CLGN過剰発現はCYP11B2のタンパク発現を有意に増加さ

せたが，mRNA発現には変化を認めなかった (図2B, 2C).以上よりCLGNはpost-transcriptional

な機序によって CYP11B2 発現を亢進しアルドステロン合成に関与していると考えられた.CLGN

は小胞体シャペロンであることから，過剰発現がタンパクの高次構造形成に影響を与えている

可能性を考慮してタンパク凝集能を測定したが，CLGN 過剰発現において変化は認めなかった 

(図 2D). 

 

図 2 HAC15 におけるアルドステロン合成量・CLGN 発現・タンパク凝集レベル 
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 当初 vivo での検討を予定していたが，上記結果より CLGN が CYP11B2 発現を調節する機序に

ついて再検討するため，CLGN 過剰発現群とコントロール群より RNA を抽出し RNA-seq 解析を行

い，pathway 解析および GO解析を行った.CLGN 過剰発現群では tRNA metabolic process、特に

tRNA aminoacylation に関する生物学的プロセスが有意な因子として抽出された (表 1).CLGN

過剰発現群ではコントロール群と比べて多くのアミノアシル tRNA 合成酵素の発現が上昇して

いた.以上より，CLGN は tRNA aminoacylation を介した CYP11B2 の翻訳調整によってアルドス

テロン合成に関与している可能性が示された. 

 

表 1 CLGN 過剰発現群で有意に発現変動している遺伝子が濃縮しているパスウェイ 
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