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研究成果の概要： 

アルドステロンは、ミネラルコルチコイド受容体(MR)を介して血液中のナトリウムやカリウムの調節をする

が、食塩摂取量が過剰になると血管周囲に炎症をおこして脳卒中、心筋梗塞などの心血管疾患を惹

起する。本研究の結果、MR の脱 SUMO 化修飾によりアルドステロン感受性が数倍に亢進させることが

示されたことから、MRの脱 SUMO化は血中アルドステロン濃度が正常であっても、高血圧や心血管疾

患のリスクを高めることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 原発性アルドステロン症では、アルドステロン
の自律的な過剰分泌により、脳卒中、心筋梗塞
などの心血管疾患の頻度が高い。一方、治療抵
抗性高血圧、睡眠時無呼吸症候群、肥満など
の一部では、アルドステロンが正常範囲でも、ミ
ネラルコルチコイド受容体(MR)拮抗薬により血
圧のコントロールが著明に改善することが示され
ており、MR の蛋白修飾によるアルドステロンの
感受性亢進が示唆される。本研究では、MR の
SUMO化、脱 SUMO化に着目してホルモン作用
との関連について検討した。 
 

２．研究の目的 
アルドステロンは、核内受容体ミネラルコルチコ
イド受容体(MR, NR3C2)を介して作用する。MR
は、N 末端に AF-1、C 末端に AF-2 の２種類の
転写活性化部位を有し、ホルモンが結合すると、
AF-2 にリガンド依存性に多様なコアクチベータ
ーが動員されて作用が発現する。MR は Ubc9, 
PIAS1 による SUMO 化修飾を受け、SENP1 によ
る脱 SUMO 化修飾を受ける。しかし、MR の
SUMO化・脱 SUMO化によるアルドステロン作用
調節については詳細は不明である。そこで、
SUMO 化部位を段階的に変異させたプラスミド
を作成し、レポーターアッセイによりアルドステロ
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ン作用に対する影響を検討した。さらに、安定発
現細胞株を用いて、内因性 MR 標的遺伝子の
発現を検討した。また、MRの脱SUMO化を誘導
する刺激をスクリーニングし、アルドステロン自体
がMRの脱SUMO化を誘導することが示された。 
 
３．研究の方法 
レポーターアッセイ、Western blot、real time 
RT-PCR 法などは既報の方法で行った。 
 
４．研究成果 
（１） MR の脱 SUMO 化(desumoylation)と MR 転
写活性 
外因性に野生型および SUMO 化モチーフ４

箇所のリジン残基をすべてアルギニンに変異さ
せた K89R/K399R/K494R/K953R MR を作成し
て、外因性にHEK293細胞に一過性に発現させ
たところ、SUMO 化修飾の有意な減少と、アルド
ステロン依存性の MR 転写活性化の増強を認め
た。 そこで、これらの SUMO 化欠失 MR 変異体
における MR 転写活性化の増強効果が特異的
であることを確認するために、数種類の KR 変異
体 を 作 成 し た 。  K1R (K89R), K12R 
(K89R/K399R), K123R (K89R/K399R/K494R), 
K1234R (K89R/K399R/K494R/K953R HEK293
細)の４種類を site-directed mutagenesisにより作
成し、HEK293 細胞に一過性に発現させて、MR
転写活性を検討した。その結果、KR 変異部位
が増加するにつれて、アルドステロン依存性の
3xMRE-E1b-Luc および ENaC-Luc レポーター
活性化が増強された。これらの結果から、４箇所
のKR変異体MRの結果は非特異的な活性化で
はなく、SUMO化部位の減少による結果と考えら
れた。 しかし、MMTV-Lucレポーター活性に対
しては、これらの SUMO 化欠失変異体と野生型
とは有意差を認めなかった（図１）。したがって、
MRの脱SUMO化(desumoylation)は、アルドステ
ロン存在下で MR 転写活性化を誘導するが、プ
ロモーター特異性があることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 野生型 MR および SUMO 化欠失 MR によ
る MR 転写活性化 
 
さらに、前述の一過性発現によるレポーター

アッセイの結果が、生体での反応を反映するか
を検討するために、すべての細胞が上記野生型
または SUMO 化欠失変異体 MR を発現する安
定発現細胞株(293-wtMR, 293-KRmutMR cell)

を樹立した。これらの安定発現細胞株を用いて、
内因性 MR標的遺伝子である Sgk mRNAレベル
を real time RT-PCR で検討した結果、293-MR
細胞ではアルドステロンの添加の約１時間後に
Sgk mRNA レベルのピークを認めた。そして、
293-KRmut MR 細胞において、293-MR 細胞の
約４倍の Sgk mRNAレベルを認めた。これらの結
果から、MR の脱 SUMO 化は内因性 MR 標的遺
伝子の発現量を増加させることが示された（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 野生型および SUMO欠失変異体 MRの安
定発現細胞株における Sgk mRNA の活性化 
 
（２）MR の SUMO 化・脱 SUMO 化の調節 
 最近、H2O2 による酸化ストレス刺激が蛋白質
の脱 SUMO 化を誘導することが報告された。
H2O2を培養細胞に添加して MR の SUMO 化の
状態を検討した結果、現時点では有意な MR の
脱 SUMO 化を認めなかった。そこで、MR のリガ
ン ド に よ る 影 響 を 検 討 し た 結 果 、 10-8M 
aldosterone 処置により、MR の脱 SUMO 化を認
めた（図３）。これは、アルドステロンが MR に結
合して、立体構造の変化が誘導されて AF-2 部
位の活性化が誘導されるが、その構造変化や
AF-2 部位に動員されるコアクチベーター群によ
り、SUMO 結合を阻害している可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ アルドステロンによる MR の脱 SUMO 化調
節 
 

MR の脱 SUMO 化(desumoylation)は、アルド
ステロン作用を増強する蛋白修飾であることが
示された。 
 臨床的に原発性アルドステロン症では、食塩
過剰摂取のもとで心血管リスクホルモンとなるこ
とが知られている。しかし、血中アルドステロン濃
度が正常であっても、アルドステロンの受容体の
感受性が亢進すれば、原発性アルドステロン症
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と同様の心血管疾患のリスクが高まることになる。
本研究では、MR の蛋白修飾として、特に脱
SUMO 化修飾によりアルドステロンの感受性が
亢進することを明らかにすることができた。  
 次の問題は、MR の脱 SUMO 化を誘導する刺
激は何かであるが、酸化ストレス自体の可能性
が提唱されているが、H2O2 自身による直接効果
は現時点では確認されておらず、今後の研究で
明らかにされることが期待される。しかし、アルド
ステロン自体による MR の活性化に加えて、MR
の脱 SUMO 化という興味深い修飾が明らかとな
り、このような MR 修飾が実際の臨床の病態で明
らかにすることにより心血管疾患を防ぐことが可
能となる。 
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