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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯静脈内皮細胞では、ハイドロコルチゾンおよびメチルプレド

ニゾロンにより、グルココルチコイド応答配列の転写活性の亢進、superoxide 産生増加および

内皮型一酸化窒素合成酵素の発現・活性化の抑制がみられた。これらの作用はスピロノラクト

ンやエプレレノンよって抑制された。グルココルチコイド過剰はミネラルコルチコイド受容体

活性化を介して血管内皮細胞での酸化ストレス増大と一酸化窒素産生低下をきたし、血管内皮

機能低下を惹起する可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）：Hydrocortisone and methylprednisolone significantly increased 
glucocorticoid transcriptional activity and production of superoxide, and decreased 
expression and activation of endothelial nitric oxide synthase in cultured vascular 
endothelial cells. Thease effects were suppressed by spironolactone and eplerenone. 
Glucocorticoid excess enhanced oxidative stress and attenuated nitric oxide production 
through activation of mineralcorticoid recptor, leading to vascular endothelial 
dysfunction. 
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１．研究開始当初の背景 

グルココルチコイドは生体に不可欠なス
トレス応答ホルモンであるが、ステロイド治
療やクッシング病などのグルココルチコイ
ド過剰では高血圧や動脈硬化症などの重篤
な心血管病を引き起こす。また、心不全患者
ではコルチゾールとアルドステロンの血清

濃度の上昇が生命予後の独立した規定因子
である。このように心血管系に及ぼすグルコ
コルチコイド作用は多くの心血管病の病態
に関与しているが、なかでも、血管リモデリ
ング過程に最も重要である血管内皮機能に
及ぼすグルココルチコイド過剰作用の解明
は、心血管病の予防・治療法の開発において
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新しい手がかりとなりうると考えられる。 
グルココルチコイドは核内受容体である

グルココルチコイド受容体（GR）に結合し、
二量体としてプロモーター上の DNA特異的配
列に結合する結果、標的遺伝子の転写発現調
節を行う。我々はグルココルチコイド誘発性
高血圧の主要病態が、塩分体液貯留ではなく
末梢血管抵抗増大であることに着目し、GR活
性化が血管内皮機能に及ぼす影響を検討し
てきた。この結果，人では GR 活性化が酸化
ストレス亢進と一酸化窒素（NO）産生の抑制
を介して血管内皮機能を障害することをは
じめて報告した(Iuchi T, Akaike M, et al. 
Circ Res 92:81-7,2003)。 
一方、人における活性型内因性グルココル

チコイドであるコルチゾール（ハイドロコル
チゾン；HC）はミネラルコルチコイド受容体
（MR）に対しアルドステロンと同等の親和性
を有している。合成グルココルチコイドであ
るプレドニゾロンやメチルプレドニゾロン
（mPSL）も MR への結合能を有する。これら
は 11-HSD2 により不活性化されるが、血管
内皮細胞では 11-HSD2 の発現がわずかであ
るため、MR と結合し、これを活性化する可能
性がある。血管系での MR 活性化は、NADPH 
oxidaseからの superoxide 産生を亢進し、NO
の消去や内皮型 NO 合成酵素（eNOS）の
uncoupling を介して NO 産生を減少させる作
用もある．しかしながら、血管系におけるグ
ルココルチコイド作用については、ほとんど
が GR を介する作用の検討であり、特に血管
内皮細胞について MR を介したグルココルチ
コイド作用に着目した検討は皆無である。 

 

２．研究の目的 

本研究ではグルココルチコイドによる MR
活性化作用、特に酸化ストレス亢進と NO 産
生抑制作用に着目し、グルココルチコイド過
剰による MR 活性化を介した血管内皮機能障
害機構の解明を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) グルココルチコイドによる GR/MR転写活
性亢進に及ぼす MR ブロッカーの効果 

HC非添加のブレットキット EGM-2で培養した
ヒト臍帯静脈内皮細胞 （HUVEC，三光純薬）に
HC あるいは mPSL 10-5M を添加し、GR/MR 応答
配列による dual-luciferase reporter assay
（SA Biosciences) を用いて 16時間後に転
写活性を測定した。HC あるいは mPSL 添加の
8 時間前にスピロノラクトン（Spi）あるいは
エプレレノンを 10-7M、10-6M、10-5Mで添加し、
その効果を検討した。 
 
(2) グルココルチコイドによる superoxide
産生亢進に及ぼす MRブロッカーの効果 

HUVEC に HC あるいは mPSL 10-5M を添加し、

dihydroethidium(DHE) 染 色 を 用 い て
superoxide の産生を評価した。さらに HC あ
るいは mPSL 添加の 8 時間前にスピロノラク
トンあるいはエプレレノン 10-5M を添加しそ
の効果を検討した。 
 
(3) グルココルチコイドによる eNOS 発現・
活性化低下に及ぼす MRブロッカーの効果 
HUVECに HCあるいは mPSL 10-5M を添加し、

ウエスタンブロッティングにより eNOS の発
現ならびにその Ser1177のリン酸化を検討し
た。さらに HCあるいは mPSL 添加の 8時間前
にスピロノラクトンあるいはエプレレノン 
10-7M、10-6M、10-5Mを添加しその効果を検討
した。 
 
(4) グルココルチコイドによる Rac-1活性化
に及ぼす MR ブロッカーの効果 
エプレレノン 10-7、10-6、10-5M を添加し、

その 8時間後から HCを 10-7、10-6、10-5Mの最
終濃度で添加して、NADPH oxidase のコンポ
ーネントである Rac-1 活性を pull-down 
assay により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) グルココルチコイドによる GR/MR転写活
性亢進に及ぼす MR ブロッカーの効果 
HC および mPSL は GR/MR 転写活性を濃度依

存性に亢進した。この転写活性の亢進は、ス
ピロノラクトンあるいはエプレレノンによ
り濃度依存性に抑制された（図 1、図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 

 

(2) グルココルチコイドによる superoxide
産生亢進に及ぼす MRブロッカーの効果 

HCおよび mPSLは superoxide産生を増加さ
せた。その作用はスピロノラクトンあるいは
エプレレノンにより抑制された（図 3、図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) グルココルチコイドによる eNOS 発現・
活性化低下に及ぼす MRブロッカーの効果 

HC および mPSLは eNOS の発現とリン酸化・
活性化を濃度依存性に抑制した。その抑制作
用はスピロノラクトンあるいはエプレレノ
ンにより改善した（図 5、図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) グルココルチコイドによる Rac-1活性化
に及ぼす MR ブロッカーの効果 
 予備的な検討段階ではあるが、HCは濃度依
存性に Rac-1を活性化し、その作用は、エプ
レレノン濃度依存性に抑制された。 
 
以上の結果は、グルココルチコイド過剰が

血管内皮細胞において MR 活性化により酸化ス
トレス亢進や eNOS発現・活性化の抑制を介して、
血管内皮細胞機能を障害することを示すもので
ある（図 7）。GR は血管内皮細胞の生存に必須
であるため、現時点では GR 阻害薬を臨床応用
することは困難であるが、MRブロッカーは、すで
に循環器診療で広く用いられている薬剤であり、
グルココルチコイドによる血管内皮細胞機能
低下を効果的に改善し、グルココルチコイド
過剰による心血管合併症の予防・治療薬となる
可能性がある。 
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