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研究成果の概要（和文）：本研究ではアルドステロン(Aldo)の副腎外合成系に関して特に心臓での微量合成系を示す実
験系の確立を目指した。仔ラット培養心筋細胞系を用いて種々の条件で試みた結果、高濃度の糖を含んだ培養液におい
て短時間刺激でCYP11B2遺伝子の発現が認められることが判明した。一方でAldoの作用に関してLangendorff摘出心灌流
実験で検討した。その結果、Aldoの前投与にて虚血再灌流心筋障害を抑制することが示された。さらにAldoの心筋細胞
への基本的な作用として細胞内ナトリウムの流入を測定する系の確立を行った。

研究成果の概要（英文）：We aimed at the establishment of the experimental system which showed small quanti
ty of aldosterone (Aldo) synthesized in the heart. Various conditions of culture medium and time course we
re examined using the cultured neonatal rat cardiomyocytes (NRCs). We found that CYP11B2 gene was expresse
d by short time stimulation of high glucose. This system will be extensively utilizable in the future rese
arch of cardiac Aldo synthesis. On the other hand, an unknown action of Aldo was examined by using the Lan
gendorff system. It was found that the pre-treatment of Aldo attenuated ischemia reperfusion injury, sugge
sting that Aldo per se has a preconditioning action. Also, we newly established the cell culture system wh
ich showed the precise intracellular sodium concentration. By this system, we could measure the absolute i
ncrease in the intra-cellular sodium concentration stimulated by Aldo and cortisol. This system is also ut
ilizable for the future studies of cardiac hypertrophy and others.
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１．研究開始当初の背景 
心 不 全 で は Renin-Angiotensin- 

Aldosterone(RAA)系が亢進しているが、その
病態生理学的意義は未だ不明な点が多い。臨
床的にはアルドステロン(Aldo)の阻害が高
血圧や心不全治療に有効であるが、そもそも
Aldo の合成と生理作用については幾つもの
不明な点が残っている。 
まず、Aldo の合成に関する疑問である。

Aldo は副腎から分泌される重要なホルモン
であり、腎臓における生理学的作用に関して
は古くから研究されているが、この古典的な
副腎皮質での生合成経路に加えて副腎以外
の組織においても産生されているという報
告が最近なされている。我々もヒト心臓にお
いて Aldo が微量ながら合成および分泌され
ていると以前に報告しているが、心臓局所に
おける Aldo 産生の概念には異論を唱える研
究者もいた。その理由は、そもそも微量な合
成量であることと、再現性の高い方法で Aldo
合成酵素(CYP11B2)の発現を評価する実験モ
デルが確立されていなかったことに由来す
ると思われる。広く心臓 Aldo 合成系の概念
を確立するにはその実験系の確立が不可欠
であった。 
一方で、Aldo の作用に関しても不明な点が

ある。最近、我々は Aldo が高浸透圧状態の
時の細胞脱水に対してナトリウムイオン／
プロトン交換輸送体 1（NHE1）を介して短期
的に細胞保護的に働くことを報告している。
この作用は非ゲノム作用であると想定して
いるが、この Aldo の細胞保護機構に関して
は今後さらに検討する必要があった。そこで
我々は仔ラット培養心筋細胞を用い、in 
vitroでのAldoの心筋に対する直接的作用に
ついて､インスリンシグナルを中心に検討を
重ねてきた｡その結果、Aldo はインスリンシ
グナルを短期と長期、二相性に活性化させる
可能性が示唆された。このことからアルドス
テロンの短期の細胞保護効果が益々考えら
れるようになった。これらを受けて、心臓組
織における Aldo の効果を特に短期非ゲノム
作用に焦点をあてて研究すべきであると思
われた。 
別途、Aldo の心臓に対する作用に関しては、

さらに研究を進めていく必要があった。一般
的に細胞膜を隔てた細胞内外の Na+の濃度勾
配は細胞内の他のイオン濃度や代謝物に大
きな影響を与える。心臓においては、虚血、
心不全、心肥大などの病的状態において、細
胞内ナトリウムイオン濃度[Na+]iは上昇する
ことが知られている。病的状態と[Na+]i 上昇
の因果関係や、[Na+]i が上昇する分子的機序
については未解明な点が多いものの､[Na+]i
上昇が心筋細胞にとって種々の影響を及ぼ
すことが報告されている。近年、副腎皮質ス
テロイドホルモンの心血管系に及ぼす作用
が注目されている。我々はこれまでに Aldo
は細胞内にナトリウムを流入させることを
概略的に示している。非ゲノム作用およびゲ

ノム作用ともに細胞内ナトリウム濃度を上
昇させる。前者は保護的に作用し、後者は障
害性に作用すると想定している。しかしなが
ら、我々はその[Na+]i の絶対量の測定には未
だ至っておらず、今後の研究の展開として重
要な課題として残っていた。[Na+]i に関して
は測定が困難であり、その系の確立から行う
必要があった。 
 
２．研究の目的 
Aldo の合成と作用に関してそれぞれ検討

した。 
Aldo の合成系の検討：Aldo の心臓での合成
に関する検討をすすめるためには、その実験
系の確立が急務であり、我々は培養条件を
種々変化させて仔ラット心筋細胞培養系に
おけるAldo合成系の実験系の確立を試みた。 
Aldo の作用の検討（１）：Aldo にはゲノム作
用と非ゲノム作用が存在するが、特に非ゲノ
ム作用に関しては不明な点が多い。我々は、
非ゲノム作用には細胞保護機構が存在して
いると考えており、Lagendorff 摘出灌流心を
用いてその検討を行った。 
Aldo の作用の検討（２）：Aldo、コルチコス
テロンおよび合成グルココルチコイドのデ
キサメサゾンが心筋細胞の[Na+]iに及ぼす影
響について検討した。これまでに適当な実験
系がないことから、その系の確立を行うとこ
ろから開始した。 
 
３．研究の方法 
Aldo の合成系の検討：仔ラット培養心筋細胞
を用いて 
我々は仔ラット心筋初代培養細胞を用い

て Aldo 産生について最適な条件を探索する
必要があり、培養液の組成、培養時間など
種々の条件の組み合わせを試みた。最終的に
は糖濃度に着目して検討を行った。糖濃度を
正常から高濃度に条件を変え、また時相につ
いても 2から 24時間の間､細胞に刺激した後
にAldo合成酵素(CYP11B2)遺伝子の発現をリ
アルタイム PCR 法にて検討した。また、培養
液中の微量な Aldo 濃度を酵素免疫測定法を
用いて測定した。 
Aldo の作用の検討（１）：Langendorff を用
いた検討 
Langendorff 摘出灌流心の実験系を用いて

検討した。Aldo の直接的効果について左室圧
及び虚血再灌流後の左室圧の回復を測定し
て心機能の面から評価した。また、Aldo 短時
間刺激による心臓組織におけるインスリン
シグナル活性についてリン酸化などを中心
とした分子生物学的手法により評価した。 
Aldo の作用の検討（２）：細胞内 Na+濃度の検
討 
マイクロプレートリーダーを用いて接着

培養細胞の[Na+]iを効率的に測定する実験手
法の確立を試みた。新生児ラット培養心筋細
胞において 24 時間の副腎皮質ステロイドホ
ルモン添加が[Na+]iに及ぼす作用を定量的に



測定した。 
 
４．研究成果 
Aldo の合成系の検討：仔ラット培養心筋細胞
を用いて 
培養液の組成や培養時間など種々に条件

設定を行った後に、糖濃度と培養時間が鍵と
なることが徐々に判明してきた。糖濃度変化
に関しては 5.5mM による培養を基準として、
15mM では変化がみられなかったが 25mM によ
る刺激下において Aldo 合成酵素の発現に上
昇がみられた。時相において 2時間より上昇
傾向を認めていき、4 時間でピーク：1.80±
0.25 倍を認めた（n=18）。8，12，24 時間に
おいてはいずれも有意差はみられなかった
が、時間経過とともに差が徐々に減弱する傾
向がみられた。培養細胞の培養細胞液中の
Aldo 測定については、分泌される Aldo がご
く微量であるためにジクロロメタンによる
濃縮を 20-30 倍行い、計測した。4 時間値に
て高血糖群は低血糖群と比べて約 1.25 倍の
分泌を認めた。しかしこの分泌は 8時間値で
は差がみられなくなった。 高血糖刺激にお
いては4時間という比較的短い時相において
Aldo 合成酵素の発現、分泌がみられ、Aldo
合成を検討する in vitro の系を確立しえた。
長時間の培養においてはナトリウム利尿ペ
プチド(NP)の分泌が増大し、それが Aldo 合
成を抑制することが微量 Aldo 合成系を見え
にくくしている要因であると我々は想定し
ている。 
Aldo の作用の検討（１）：Langendorff を

用いた検討 
Aldo の作用に関する検討も進めた。これま

でに仔ラット培養心筋細胞実験系において
酸化ストレスに対して Aldo が短期的に保護
的に作用（非ゲノム作用）することを見出し
ている。長期的には Aldo は細胞障害性に働
き（ゲノム作用）、鉱質コルチコイド受容体
(MR)阻害薬が有効であることも示した。本研
究ではさらに心臓組織における Aldo の短期
的非ゲノム作用に関してLangendorff摘出心
灌流実験を用いて検討した。虚血再灌流後左
心室圧や心筋逸脱酵素濃度測定により評価
した。その結果、Aldo の短時間刺激群は対照
群と比較して有意に虚血再灌流後左室圧を
改善し、クレアチンキナーゼ(CK)が有意に低
下した。このことから Aldo の短期作用は虚
血再灌流後心筋障害に対して保護的である
ことが示唆された。本現象は Aldo の心筋虚
血に対する保護的効果、つまりプレコンディ
ショニングとも言うべき効果であろう。また、
こ の 保 護 的 作 用 は Mineralocorticoid 
Receptor (MR)阻害薬には影響を受けないこ
とも判明し、主に非ゲノム作用であると思わ
れる。各種細胞内シグナル伝達系を検討した
結果、p38 MAPK が Aldo 投与直後に一過性に
活性化し、その後は心筋障害に伴い再活性化
した。つまり二相性の活性化を示したが、p38 
MAPK 阻害薬による検討から最初の Aldo によ

る活性化は心保護的に働いている可能性が
高い。本研究により、心筋において Aldo は
心筋虚血再灌流障害に対して MR 非依存性に
p38 MAPKを介して一過性に心筋保護的に働く
可能性が示された。 
Aldo の作用の検討（２）：細胞内 Na+濃度の検
討 
生理的濃度のグルココルチコイドは[Na+]i

を濃度依存的に上昇させた。ブロッカーを用
いた検討により、これは Glucocorticoid 
Receptor (GR)を介した作用であることを確
認した。一方、グルココルチコイドは GR を
介して肥大関連遺伝子の発現を亢進させ､形
態学的にも細胞肥大を誘導することを確認
した。細胞内への Na+流入に関与する主なイ
オントランスポーターについて、遺伝子およ
び蛋白レベルでの発現を検討した結果、デキ
サメサゾンにより mRNA および蛋白レベルで
NCX1 の発現が亢進することを確認した。結論
として、生理的濃度のグルココルチコイドは
GR を介して[Na+]i を上昇させた。この反応に
は NCXl の発現亢進が関与している可能性が
示唆された。 
研究成果のまとめ 
Aldo の仔ラット心臓での合成系の実験系

の確立に成功したころから、今後の研究に広
く応用されるものと思われる。一方で各種ス
テロイドにてAldoによる細胞内Na+濃度の上
昇が確認された。アルドステロンの細胞内シ
グナルは複雑であるが、上流にて Na+の動態
が鍵となっている可能性が示唆される。Na+

に引き続き細胞内 Ca2+濃度の上昇が起き、さ
らに種々の細胞内シグナル伝達に受け継が
れると思われる。結果として、種々のストレ
スに対して早期には主に非ゲノム作用を介
して細胞保護的に、そして長期的には主にゲ
ノム作用を介して細胞障害性に働くことが
想定される。このゲノム作用を阻害すること
は循環器疾患治療に広く有効であろう。 
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