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研究成果の概要（和文）：ARB 長期投与におけるアルドステロンブレイクスルー現象機序を解

明するために副腎局所因子である BMP-6 に着目して検討した。ヒト副腎皮質培養細胞におい

て ARB 長期投与でアルドステロン抑制効果は減弱した。副腎局所で Aldosterone 合成を促進

する BMP-6 が、ARB 長期投与では「本来抑制されるべき ARB による BMP-6 システムの抑

制」が解除されることによりアルドステロン産生抑制が減弱する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated whether aldosterone breakthrough occurs in human adrenocortical H295R 

cells in vitro. We recently reported that bone morphogenetic protein (BMP)-6 enhances 

Ang II-induced aldosterone production in human adrenocortical cells. Ang II stimulation 

was blocked by an ARB, candesartan. Interestingly, the candesartan effects on Ang 

II-induced aldosterone synthesis was attenuated in a course of candesartan treatment for 

15 d. The impairment of candesartan effects on Ang II-induced aldosterone production was 

also observed in Ang II- or candesartanpretreated cells. BMP-6 enhancement of Ang 

II-induced ERK1/2 signaling was resistant to candesartan. The BMP-6-induced Smad1, -5, 

and -8 phosphorylation was augmented in the presence of Ang II and candesartan in the 

chronic phase. Chronic Ang II exposure decreased cellular expression levels of BMP-6 and 

its receptors mRNAs. Cotreatment with candesartan reversed the inhibitory effects of Ang 

II on the expression levels of these mRNAs. The breakthrough phenomenon was attenuated 

by neutralization of endogenous BMP-6 and activin receptor-like kinase-2. Collectively, 

these data suggest that changes in BMP-6 availability and response may be involved in 

the occurrence of cellular escape from aldosterone suppression under chronic treatment 

with ARB. 
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１．研究開始当初の背景 

高血圧の治療戦略においてAng II作用を抑

制する RAS 阻害薬が重要な位置を占めてき

た。さて「アルドステロンブレイクスルー」

現象は、RAS 阻害薬であるアンジオテンシ

ン変換酵素阻害薬：ACEI およびアンジオテ

ンシン II(Ang II)タイプ 1受容体拮抗薬：

ARB の長期投与により、理論上抑制される

はずのアルドステロン（Aldo）の抑制効果

が減弱し循環 Aldo レベルが再上昇する現

象を示す。ブレイクスルーにより再上昇し

た Aldo は心腎血管障害などの臓器障害に

寄与することが分かってきた。しかしその

詳細なメカニズムは不明である。我々は最

近、骨形成蛋白 BMP-6 が副腎皮質細胞の

Aldo 合成においてアンジオテンシンⅡ

（Ang II）と協調作用をもつことを報告し

た。その観点から、特に副腎皮質に存在す

る Aldo 分泌調節因子の役割に着目して、ア

ルドステロンブレイクスルーの分子機序の

解明を目的とした以下の研究を企画した。 

 

２．研究の目的 

「アルドステロンブレイクスルー」機序の解

明を目的とし、副腎皮質におけるアルドステ

ロン合成を刺激する局所因子「骨形成蛋白；

BMP-6」に着目して検討を行う。 

 
３．研究の方法 
Aldo 産生能を有する副腎皮質細胞株であ

る NCI-H295 細胞を用いて以下の検討をし

た。 

（１）Ang II 刺激下での ARB ；

candesartan(CV)長期投与における Aldo 合

成の経時的な変化を検討 

（２）さらに単位時間での Aldo 分泌能を明

らかにするために、24h 毎に conditioned 

medium を回収し、単位時間での Aldo 分泌

量を決定し、Day１からの Aldo 蓄積量に対

する変化との比較検討を行った。 

（３）ARB による副腎皮質細胞レベルでの

ブレイクスルーが観察された場合は、ARB

処理をした control 群、Ang II 群、Ang II

＋ARB 群より経時的に細胞から total 

RNA/protein を抽出し、発生前と後での AT1

受容体およびステロイド合成酵素(StAR, 

P450scc, 3β-HSD, P450aldo)の発現レベル

の変化を mRNA レベル/蛋白レベルで定量的

real-time PCR/Western blot によって確認

する。④加えて、BMP-6 シグナルの変化：

BMP-6、BMP 受容体(ALK-2, ALK-3, ActRII, 



120

100

80

60

40

20

0

Day1 Day3 Day7 Day10 Day13 Day15

A
cc

um
ul

at
ed

 A
ld

o
(%

 o
f c

on
tr

ol
)

Ang II (10)
Ang II (10) + CV (1.0)

a
a a

a

b
b

 

ActRIIB, BMPRII)、Smad1/5/8 の発現変化

および Smad1/5/8 リン酸化シグナルの変調

を検討する。⑤次いで、Ang II 刺激下での

BMP-6によるAldo産生の増強作用に対する

ARB の影響について、Ang II の細胞内シグ

ナルである mitogen-activated protein 

kinase(MAPK)：ERK1/2, p38, SAPK/JNK の

活性化の変化に着目して、特異的リン酸化

抗体を用いた Immunofluorescence 法、

Western blotting 法により検討し、

Smad1/5/8 経路に特異的な Id1-, BRE-, 

Tlx2-luciferase を用いた reporter gene 

assay により BMP シグナル強度を定量的に

評価する。⑥さらに、ブレイクスルー現象

の発生機序に内因性の BMP-6 が関与する可

能性を検討するために、内因性 BMP-6 作用

を非侵襲的に阻害する実験を行う。長期の

Ang II、Ang II＋ARB 処理に BMP 受容体

（ALK-2、ALK-6、BMPRII）の extracellular 

domain(ECD)及び BMP-6 中和抗体を添加し、

control-IgGとのAldo合成の比較を検討す

る。また、siRNA による BMP-6 および BMP-6

受容体の knock-down 効果についても検証

する。 

 

（２）さらに24時間毎に回収したmedium内の

Aldo濃度も同様に長期処理で抑制の解除を認

めた（図２）。 
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(3) CVはAIIによるERK1/2の活性化を阻害し

た。一方でBMP-6は細胞内シグナルである

smad1/5/8のリン酸化を刺激し、CVによる

AngIIのERK1/2活性化阻害を減弱した。 

 

４．研究成果 

(1)H295R細胞において AngIIにより刺激され

たアルドステロン合成はCVにより短期的（培

養2-6日目まで）には抑制されたが、その抑制

効果はCV添加７日目から減弱し始め13-15日

目にはアルドステロン合成抑制効果は減弱し, 

副腎細胞レベルにおいて「アルドステロンブ

レイクスルー」現象を認めた（図１）。 

（４）AngIIのみで15日間処理した細胞では

BMP-6mRNAの発現は減弱し、BMP細胞シグナル

であるSmadのリン酸化は減弱を認めた。 

（５）AngIIのみで15日間処理した細胞では

BMP-6mRNAの発現は減弱し、BMP細胞シグナル

であるSmadのリン酸化は減弱を認めたが、CV

処理によりその減弱は抑制された。またAngII

長期処理ではBMP-6・BMPレセプターのｍRNA

発現は抑制されたがCV処理によりその抑制効

果は減弱した。（６）内因性のBMP作用を阻害

するためBMP I型受容体細胞外ドメイン処理、



抗BMP中和抗体の処理を行った。AngII＋CV 

15日処理において中和抗体、細胞外ドメイン

添加によりアルドステロンの再上昇反応が減

弱した。 

 

140

120

100

80

60

40

20

0

Ang II (10)
Ang II + CV (1.0)

Day7 Day10 Day13

+ ALK-6-ECD

Day7 Day10 Day13

+ ALK-2-ECD

A
ld

o p
ro

du
ct

io
n 

fo
r 2

4 
h 

(%
ch

an
ge

 v
s.

 A
ng

II
)

*

 

 

 

Day7 Day10 Day13

+ control-IgG

Day7 Day10 Day13

+ BMP-6-IgG

140

120

100

80

60

40

20

0

A
ld

o p
ro

du
ct

io
n 

fo
r 2

4 
h 

(%
ch

an
ge

 v
s.

 A
ng

 II
)

*

Ang II (10)
Ang II + CV (1.0)

 

以上の結果より、in vitroにおいても「アル

ドステロンブレイクスルー」を認め、AngII

長期刺激により副腎皮質におけるBMP-6シス

テムの抑制を認めた。ARB慢性投与では副腎皮

質細胞において本来抑制されるべき「AngII

によるBMP-6システムの抑制」を解除すること

により、アルドステロン産生抑制が減弱する

可能性が示唆された。BMP-6の抑制をターゲッ

トとした治療薬の開発が、高血圧臨床におい

て重要な課題である「アルドステロンブレイ

クスルー」を抑制し、新たな高圧治療の選択

しとなり得る可能性も示唆される。今後はマ

ウスなどの動物実験モデルでもアルドステロ

ンブレイクスルー及びBMPシステムの関与の

検討を行っていく必要があると考えられた。          
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