
広島大学・病院（医）・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

小胞体カルシウムイオン調節を基盤にしたアルドステロン合成制御機構の解明

Aldosterone production mechanisms mediated by ER calcium ion regulation.

３０６３８９９５研究者番号：

沖　健司（OKI, KENJI）

研究期間：

１７Ｋ０９８８３

年 月 日現在  ２   ６   ９

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：原発性アルドステロン症の一亜型であるアルドステロン産生腺腫(APA)における網羅
的遺伝子発現解析から，細胞内カルシウムイオン調節に関わるCALN1がアルドステロン合成酵素(CYP11B2)と最も
相関することをえた．副腎皮質癌細胞株(HAC15)にCALN1を過剰発現させると，小胞体内貯蔵カルシウムイオン量
は増加し，さらに，アルドステロン合成の律速酵素であるCYP11B2発現の増加，上清におけるアルドステロン濃
度の上昇を認めた．APAのモデル細胞株を樹立し，その細胞株でCALN1を抑制させると，小胞体内のカルシウムイ
オン量は低下し，CYP11B2発現やアルドステロン濃度は有意に低下した．

研究成果の概要（英文）：Transcriptome analysis using aldosterone-producing adenomas revealed that 
CALN1 gene had the strongest correlation with CYP11B2 (aldosterone synthase) among genes encoding 
Ca2+ binding proteins. We modulated CALN1 in human adrenocortical carcinoma (HAC15) cells, and it 
showed increased Ca 2+  in the endoplasmic reticulum (ER). CYP11B2 expression and aldosterone 
production were potentiated in HAC15 cells by CALN1 expression.  The silencing of CALN1 decreased 
Ca2+ in ER, and abrogated KCNJ5 mutation-mediated aldosterone production in HAC15 cells. 

研究分野：代謝および内分泌学関連

キーワード： アルドステロン　原発性アルドステロン症　カルシウムシグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により，細胞内カルシウムシグナルを介したアルドステロン合成機構の一端を解明することができた．
CALN1は小胞体内の貯蔵カルシウムイオンを増加させ，さらには，細胞質内カルシウムシグナルを活性化させる
ことによりアルドステロン合成を促進させる．CALN1を抑制することにより，原発性アルドステロン症(PA)にお
けるアルドステロン合成を抑制できる可能性があり，今後，CALN1を標的としたアルドステロン合成阻害薬に繋
がる可能性がある．PAにおけるアルドステロン合成抑制薬の解明は，本邦での有病率が200～400万人と推定され
るPAの診断や治療薬にも結びつく可能性がある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 本邦における高血圧症患者は 4300万人と推定されており，高血圧患者の 5-10%程度が原発性
アルドステロン症 (PA) が占めると報告されている [Endocr J 58:711-21, 2011]．PAは，アル
ドステロン産生腺腫 (APA) と特発性アルドステロン症に大別され，いずれの病型においても，
副腎からアルドステロンが過剰に分泌される．高アルドステロン血症により，血圧が上昇するの
みならず，心血管や腎臓などの臓器障害をもたらす [J Clin Endocrinol Metab 98:4826-33, 
2013]．したがって，PAにおけるアルドステロン合成・分泌の制御機構の解明は，PAにおける
アルドステロン合成阻害薬の開発に繋がる． 
 APA の病因は長らく不明であったが，細胞膜のイオンチャネル (KCNJ5) やポンプの体細胞
変異によりアルドステロン合成が促進されることが報告された (1-3)．我々は，KCNJ5 変異を
副腎皮質癌細胞株 (HAC15) に導入し，細胞内カルシウムシグナルが活性化され，アルドステロ
ン合成の律速酵素である CYP11B2の発現が上昇し，アルドステロン合成が促進されることを報
告した (4,5)． 
 
２．研究の目的 
 上述の我々の報告を基に，この度の研究では，APA のアルドステロン合成における細胞内カ
ルシウムシグナルの律速因子を同定し，その機能解析を行うことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 当院で副腎摘出手術を実施した APA (n=24) と非機能性副腎皮質腺腫 (NFA, n=6) の腫瘍標
本を対象に，網羅的遺伝子発現解析を行い，qPCRによる遺伝子発現解析は APA (n=48) と NFA 
(n=13) を対象とした．APAの腫瘍から DNAを抽出し，KCNJ5変異，ATP1A1変異をサンガ
ーシークエンス法で同定し，いずれの変異も認めない腫瘍を wild typeと定義した．細胞内カル
シウム伝達に関わる構造 (EF-hand) をもつ 155 分子を NCBI ウェブサイトから抽出した．副
腎皮質癌細胞株 (HAC15) への遺伝子発現調節はレンチウイルスを用いた． 
 
４．研究成果 
1. APAにおける CALN1と CYP11B2発現の関連 

APAにおける網羅的遺伝子発現解析から，EF-handをもつ 155遺伝子と CYP11B2の相関を
解析したところ，CYP11B2と最も相関が強い遺伝子は，CALN1であった (r=0.670, P<0.05)．
次に，APAにおける CALN1 mRNA発現は，NFAと比較して 3.5倍に増加しており(P <0.001)，
CALN1とCYP11B2の発現には有意な正相関がみられた(r＝0.310， P<0.05)．APA をgenotype
により，wild type群 (n=12)，KCNJ5群 (n=30)，ATP1A1群 (n=5)に分類したが，CALN1発
現量の差は認めなかった．免疫組織化学では，APA における CYP11B2 と CALN1 の発現部位
は一致し，NFAにおいては両者の発現はみられず，副腎皮質球状帯にのみ CALN1の発現を認
めた． 

 
2. アンギオテンシン II (A-II) による CALN1発現調節 

A-II (10nM)刺激下の HAC15で，CALN1発現は 1.5倍に増加した (P<0.05)．低濃度食塩で
飼育したラットから摘出した副腎標本の免疫組織化学で，CYP11B2と CALN1の強発現を認め
た． 

 
3. ラットにおける CALN1発現 

Dahl食塩感受性ラットを低濃度食塩(0.2% Na+)または通常食の 2群に分けて，23日間飼育し
た．低濃度で飼育したラットの副腎皮質球状帯は肥厚しており，CYP11B2発現や CALN1発現
量は著明に増加していた．また，通常食で飼育したラットでは，CYP11B2 発現は軽度であり，
CALN1発現はみられなかった． 

 
4. HAC15における CALN1発現調節 

HAC15にCALN1を過剰発現させると，CYP11B2 mRNA発現量は 5.3倍に増加し (P<0.001)，
上清中のアルドステロン濃度は 10.0倍に増加した (P<0.01)．CALN1遺伝子発現を抑制すると，
baseline ではアルドステロン値に変化はみられなかったが，A-II 刺激後のアルドステロン分泌
は抑制された(P<0.05)． 

 
5. HAC15の APAモデルにおける CALN1発現調節 

pLX303-KCNJ5-T158A を HAC15 に導入したところ，CALN1 mRNA は 1.3 倍に増加した 
(P <0.05)．この細胞株に CALN1 をノックダウンしたところ，アルドステロン合成は baseline
から 70%低下した(P<0.01)． 

 
6. CALN1の細胞内局在と細胞内カルシウム量 

CALN1 遺伝子の N 末端側に GFP を融合した pLVSIN-N と，細胞構造標識試薬 CellLight 
ER-RFPあるいは Golgi-RFPを導入した．GFP融合 CALN1の発現パターンは，小胞体と一致
した．次に，小胞体内 Ca2+濃度指示薬となる R-CEPIA1er を用いると，CALN1 を導入した



HAC15において，小胞体 Ca2+濃度は有意に高値であった． 
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