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研究成果の概要（和文）：加齢により、糖尿病などの糖質コルチコイド（Glucocorticoid: GC）の過剰分泌によ
って起こる病態が発症しやすくなる。そこで、老化によるGC産生系の変化と、老化への影響について検討した。
(1)ヒト副腎皮質腫瘍細胞株（H295R細胞）を用いて細胞老化を惹起させると、GADD45Aおよびp38MAPK を介し
て、GC産生が亢進することを見出した。(2)血清中のGCが高齢マウスで高いことを見出した。また若いマウスで
認められるGCの日内変動が、高齢マウスで消失することを見出した。加齢によるGC分泌系の撹乱により、老化そ
のものや、老化関連疾患の発症および進行が促進されることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Glucocorticoid production is regulated by adrenocorticotropic hormone (ACTH)
 via the cyclic adenosine monophosphate (cAMP)/protein kinase A (PKA) pathway in the adrenal cortex,
 but the changes in steroidogenesis associated with aging are unknown.  (1)We reported that in human
 adrenocortical tumor cell line, H295R cells, which were induced to replicative or drug-induced 
senescence, glucocorticoid production and most of steroidogenic factors gene expression were 
increased. Further those are promoted through GADD45A and p38MAPK, but not through ACTH/PKA pathway.
(2)We found that the amount of glucocorticoid in serum is higher in old mice, and that circadian 
rhythm is disappeared. 
These results suggest that glucocorticoid production is changed associated with aging. It is 
possibility that deregulation of glucocorticoid production might play a key role in progression of 
aging and age-associated diseases.

研究分野：分子生物学、生化学、内科学、循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、老化に伴い出現する新規の糖質コルチコイド分泌活性化メカニズムが発見され、その老化への関
与が示唆された。したがって、糖質コルチコイド分泌脱制御が、炎症・活性酸素・ミトコンドリアの機能・小胞
体ストレスに次ぐ、老化の原因の新たな役者として治療戦略のターゲットになることが期待される。加齢により
罹患率が上昇する老化関連疾患すなわち、動脈硬化、耐糖能異常、脂質代謝異常症、免疫能低下、骨粗鬆症な
ど、多くの疾患がそのターゲットになり得ることが期待されるため、広く成人疾患の治療戦略として波及するこ
とが期待され、学術的、社会的な意義は大変大きいと思われる。



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

老化研究—老化現象や老化関連疾患の予防や治療の研究

—は、医学研究において最も注目を集めている分野の一つである。

本研究の代表者は最近、老化副腎皮質組織（細胞）において糖質

コルチコイド合成が上昇していることを見出した。副腎皮質から

分泌されるステロイドホルモンの一つである糖質コルチコイドは、

視床下部–下垂体–副腎皮質系（hypothalamus-pituitary-adrenal 

axis: HPA axis）によって制御されている。HPA axis は生体の恒

常性を維持するうえで重要な役割を持ち、特にストレス応答の際

に HPA axis が活性化されると視床下部から corticotropin 

releasing hormone (CRH)や vasopressin が産生・放出され、脳下

垂体からの adrenocorticotropic hormone (ACTH)放出を促進する。

その結果、副腎皮質から糖質コルチコイドが分泌される(図 1)。HPA

軸は、厳密なフィードバック機構を有しており、糖質コルチコイドが過剰に産生されると、糖

質コルチコイド受容体を介して、下垂体前葉の ACTH 産生細胞においてその産生・分泌が抑制さ

れる。同様に視床下部の CRH 産生細胞において、糖質コルチコイド受容体を介して CRH の産生・

分泌も抑制される。この負のフィードバック機構によって、生体内の糖質コルチコイドの量が

適切にコントロールされている（図 1）。 

糖質コルチコイドは、糖新生や、抗免疫効果などの生理機能を持ち、分泌過多により耐糖能異

常や免疫能低下などを引き起こすことで知られている。これらは、老化によって引き起こされ

やすくなる老化関連疾患でもある。また最近、加齢に伴う、うつ、不安、神経変性疾患、免疫、

代謝性疾患の病理学的所見として、糖質コルチコイドや CRH 量の著しい増加が認められるなど

の報告がなされており、HPA axis、糖質コルチコイドの老化における役割が、注目されつつあ

る。糖質コルチコイド合成の適切なコントロールにより、予防や治療につながることが期待で

きる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、「老化→副腎皮質組織（細胞）における糖質コルチコイドの合成の上昇→老化や

老化関連疾患の促進」という仮説を検証し、老化による副腎皮質ホルモン–糖質コルチコイドの

合成能が上昇するメカニズムを解析し、適切に制御する方法を探索することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト副腎皮質腺腫由来の細胞株（H295R 細胞）に、DNA 損傷を惹起させるエトポシド（EP）

で処理することにより、細胞老化を誘導する。細胞上清中の糖質コルチコイド濃度を LC/MS を

用いて測定する。また細胞から RNA およびタンパク質を抽出し、DNA マイクロアレイ、マイク

ロ RNA アレイ、リアルタイム PCR、質量分析（MALDI-TOF MASS, LC-MS）、ウエスタンブロット、

蛍光免疫染色法を行う。 

(2) 24 ヶ月齢以上の高齢マウスと 3〜6 ヶ月齢の若いマウスから採血し、血清中の糖質コルチ

コイドの濃度測定を行う。また副腎から皮質の糖質コルチコイドを産生する束状帯を単離し、

ステロイドホルモン合成関連因子や老化関連因子をはじめとした遺伝子、タンパク質の網羅的

な解析を行う。採血および組織の摘出は、糖質コルチコイドの血中濃度がマウスで最も高い時

間帯（18-20 時）と、最も低い時間帯（6-8 時）に行う。 



 

４．研究成果 

 1. 老化 H295R 細胞の研究 

(1) H295R 細胞に、DNA 損傷を惹起させるため、EP を添加した。細胞培養液中のコルチゾール

（糖質コルチコイド）の濃度が 4 倍に増加した。蛍光免疫染色法により、EP 処理 3 日後より、

DNA 損傷マーカーH2AX の陽性細胞が出現し、同時にステロイド産生関連酵素の一つである

CYP21A2 発現細胞も認められるようになった。H2AX 陽性細胞特異的に CYP21A2 集積が認められ

た。DNA マイクロアレイ、リアルタイム PCR により、ステロイド産生系酵素群（HSD3B2, CYP21A2, 

CYP17A1, CYP11A1, CYP17A1, CYP11B1, CYP11B2, Nurr1, Nur77）およびストレス因子である

GADD45A の遺伝子発現の増加が認められた。したがって、 H295R 細胞において、DNA 損傷によ

り、コルチゾール産生系が活性化することが明らかになった。 

(2) GADD45A 発現ベクターの導入により、HSD3B2、CYP21A2、CYP11B1、CYP11B2、Nurr1 の発現

が増加した。また、GADD45A の siRNA により、EP処理によって上昇したステロイド産生系酵素

の遺伝子発現、コルチゾール産生、および CYP21A2 集積が抑制された。 

(3)EP によって p38MAPK のリン酸化が惹起され、siGADD45A によって抑制された。EP によって

活性化されたステロイド合成系は、p38MAPK の阻害剤（SB203580）によりほぼ完全に抑制され

た。ACTH によるステロイド産生系は PKA を介するが、EP によって活性化されるステロイド合成

系の PKA 阻害剤（H89）による抑制は部分的であった。したがって、EP によるステロイド産生

系の亢進は、HPA 軸非依存的なメカニズムが主であり、GADD45A→p38MAPK が関与することが示

唆された。 

以上より、EP により細胞老化した副腎皮質細

胞において、コルチゾールの産生分泌が、

GADD45A→p38MAPK を介して亢進することが

明らかになった（2018 年 Scientific Reports

に掲載、図 2）。この系は、HPA 軸非依存的で

あることから、ネガテイブフェードバックが

働かないことが予想され、老化した個体では

コルチゾール過剰状態が引き起こされるこ

とが危惧される。老化関連疾患の発症に、糖

質コルチコイド産生の撹乱が関与する可能

性が考えられた。そこでマウスの実験に着手した。 

2. マウスの研究 

 平成 30 年度からは、マウスの実験を行った。24ヶ月齢以上の高齢マウスと 3-6 ヶ月齢の若い

マウスの血清を採取して、コルチコステロン（マウスの主要な糖質コルチコイド）をはじめと

したステロイドホルモン、ACTH 濃度の解析を行った。若いマウスでは、コルチコステロンの血

液中の濃度は、早朝低く、夕方高い。しかしこの日内変動が、高齢マウスでは消失することを

見出した。副腎皮質各層・下垂体を摘出して、DNA マイクロアレイ、RT-qPCR にて遺伝子発現の

比較解析、免疫組織学的解析を行い、メカニズムを検証中である。 
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