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研究成果の概要（和文）：アルドステロン(Aldo) による臓器障害の分子基盤を解明する目的で、
血管平滑筋細胞 (VSMC) を用いた Aldo標的遺伝子の探索を行った。その結果 1) VSMCにミ
ネラルコルチコイド受容体 (MR) および 11βHSD2が存在する；2) AldoはMRを介してイオ
ンチャネル、Ca関連転写因子、炎症関連、および RAS系関連遺伝子の発現を誘導する；3) Aldo 
が効果を発揮するにはグルココルチコイド受容体および関連共役因子の存在が必須である、等

の事実を明らかとした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： We have investigated the molecular mechanisms of 
aldosterone-induced tissue injury using neuronal and vascular smooth muscle cells.  We 
found that aldosterone induced the genes related to ion-channels, Ca-regulated 
transcription factors, inflammation, and rennin-angiotensin system.  We also found that 
the co-expression of gluocorticoid receptor and/or steroid receptor cofactor(s) is necessary 
for aldosterone/MR mediated gene transcription.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 アルドステロン (Aldo) はレニン・アンジオ
テンシン・アルドステロン系の最終産物とし
て、腎臓におけるミネラルコルチコイド受容
体 (MR) を介したNa代謝に必須のホルモン
である。しかしMR阻害剤が心臓・血管組織
など腎以外の組織障害（心不全）にも有効で

あることが報告され、非上皮性細胞がアルド
ステロンの作用標的であることが示唆され
た。しかしその作用機序の詳細は明らかでな
かった。 
 
２．研究の目的 
 
非上皮性細胞、特に心血管組織由来の血管
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平滑筋細胞 (VSMC) や、ミネラルコルチコ
イドの標的である神経細胞、腸管細胞におけ
る Aldo の作用機序の詳細を、転写調節機構
の解明および標的遺伝子の同定を目的とし
て検討した。 

 
３．研究の方法 
 
ラットVSMC細胞株(A10)、神経細胞株BE(2)C、
及び腸管細胞株 T84 を用い、これらの細胞に
おけるMRとグルココルチコイド受容体 (GR) 
の発現を RT-PCR および Western blotting 法
で解析した。また A10 細胞において、コルチ
コステロイド代謝酵素 (11β-HSD2,1) の発
現、ならびに Aldo で転写活性が誘導される
遺伝子を、４つのカテゴリー (イオンチャネ
ル、転写因子、炎症、RAS 系)に分けた上で、
網羅的に解析した。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
1.A10, BE(2)C, および T84 細胞における GR, 
MR の発現 
MR や GR 依存性の転写を解析する上で障害

となるのは、使用する細胞が内因性の受容体
や共役転写因子をどの程度発現しているか
という点である。特に MR に関しては市販の
良い抗体が存在しない。そこで米国ミシシッ
ピ大学のゴメス・サンチェス教授より供与さ
れた特異性の高い抗 MR 抗体を用いて各種細
胞株を解析したところ、神経細胞株 BE(2)C
が MR のみを特異的に発現、また血管平滑筋
細胞株 A10 が MR,GR とも発現していること、
さらに大腸上皮細胞株 T84 は MR,GR とも発現 
していないことを、Western Blotting 法によ
り確認した (Tsugita M, Iwasaki Y, et al. 
Life Science 2008)。 
 

2.MR 依存性転写に影響を及ぼす細胞内グル
ココルチコイド代謝酵素の発現解析 
MR リガンドであるアルドステロンが MR を

介して作用するためには、コルチゾール不活
化酵素 11βHSD2 が同時に発現している必要
がある。そこで A10 細胞における 11βHSD1、
2 の発現を検討したところ、本細胞は
11βHSD2 および 11βHSD1 の両者を発現して

いること、また TNFαなどの炎症刺激により
11βHSD1 の発現は上昇、逆に 11βHSD2 の発
現は低下することが明らかとなった。したが
ってA10細胞はコルチゾールを不活化しアル
ドステロンが特異的に作用しうる細胞内環
境を有していないことが示された。また独自
に開発した細胞内グルココルチコイドバイ
オアッセイ系を用いて細胞内グルココルチ
コイド濃度の変化を評価した結果、炎症刺激
は実際に細胞内でコルチゾンをコルチゾー
ルに活性化させる方向に作用していること
を見出した(Tsugita M, Iwasaki Y, et al. 
Life Science 2008)。 
 

3. 脳内副腎コルチコステロイド作用の分子
機序 
脳内には MR および GR が広範に発現してい
るが、その機能の詳細は明らかでない。我々
は、鉱質コルチコイド作用を有するコルチコ
ステロンがラット視床下部で転写因子 FosB
の発現に抑制的に作用していることを、in 
vivo および in vivo の系を用いて明らかに
した (Das G, Iwasaki Y, Itoi K, et al., J 
Neuroendocrinol 2009). この結果より、脳
内 GR, MR は誘導型転写因子の発現を介して
生体のストレス制御系に重要な役割を果た
してると考えられた。 
また我々は BE(2)C 細胞を用いて、脳内にお
ける GR, MR の過剰刺激がグルタミン酸 
NMDA1 受容体の過剰発現を招来し、神経細胞
死を惹起することを明らかにした (He J, 
Iwasaki Y. et al., Life Science 2008). す
なわち中枢神経系において GR, MR は中枢神
経機能維持に不可欠である反面、過剰刺激は
細死亡などの臓器障害を招来することを示
した。 
 
4. GR isoform (GRβ) の臨床的意義 
GR には複数のアイソフォームがあり、ス

テロイド抵抗性への関与が推察されている
が、その分子機序は明らかでなかった。我々
は主要なアイソフォームである GRα および 
GRβが、ステロイドホルモン作用のうち主と
して免疫系で機能する転写抑制に対し選択
的に dominant negative 作用を発揮するこ
とを始めて明らかにした（Taniguchi Y, 
Iwsasaki Y, et al., Endocrinology 2010). 
この結果は、臨床でしばしば問題となるステ
ロイド不応性疾患の病態解明に貢献するこ
とが期待される。 
 

5. MR により誘導される遺伝子の網羅的解析 
 一方 MR の機能に関する研究は GR ほど進
んでおらず、未だ未解明の部分が多い。そこ
で非上皮性細胞における MR の標的遺伝子を
網羅的に解析した結果、1) イオンチャネル
遺伝子（NEaCα, NKCC, NHE, Na/KATPase, NCX
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など）、Ca 反応性転写因子(NFAT, cFos, NFκB
など)、炎症関連遺伝子(MCP1, PAI-1, ICAM1, 
IL6, osteopontin など）、および RAS 系関連
遺 伝 子 （ AGT, ACE, p22phox, p47phox, 
p91phox, AT1 など）の転写活性が 50-700%上
昇した（未発表データ）。この反応は MR 特
異的阻害剤 spironolactone で部分的に抑
制されることから、MR と GR  の両者を介
して生じている可能性が示唆された。また 
Aldo の時間依存性効果を検討した結果、イ
オンチャネル遺伝子への効果が比較的早期
に出現するのに対し、Ca 依存性転写因子や
RAS 系遺伝子への影響は遅発性であった。 
これらの結果より、Aldo はイオンチャネル

の発現を増加させることにより VSMC の興奮
性を亢進させ細胞内 Ca++の上昇を招来し、結
果的に Ca++依存性転写因子(NFAT, AP1, NF-κB
など)の発現や活性を増加させ、炎症関連遺
伝子やRAS 系遺伝子の発現を促進することに
より、結果的に組織における炎症や線維化を
惹起している可能性が高いものと推察され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
6. MR 依存性転写調節の分子機序と標的遺伝
子  
 最後に我々は MR 依存性転写調節機構の分
子機序の解明を試みた。その結果、予想外に
も、MR のみを発現する BE(2)C 細胞ないし 
MR, GR 両者とも発現しない T84 細胞では、
MR 発現ベクターを導入し MR 蛋白を外因性に
発現させても、Aldo による転写誘導効果は
全く認められなかった。この結果は、MR に共
役する何らかの因子が必要である可能性を
示している。 
 そこで、各種核内受容体の共発現実験を行
った結果、GR を共発現させた場合にのみ、
Aldo による著明な転写誘導効果が認められ
た。この結果は、GR が MR とヘテロダイマ
ーを形成するか、MR ホモダイマーの共役因子
として機能している可能性を示唆している 
(Tsugita, Iwasaki, et al., Mol Cell 
Endocrinology 2009)。 

また核内受容体と共役することが知られ
ている各種転写共役因子を共発現させた条
件下で Aldo による MR 依存性転写活性を 
BE(2)C 細胞で検討したところ、CBP や p300 
の共発現は明らかな効果を示さなかった。し
かし PGC1α, PGC1β, SRC1, SRC3 の共発現下
では Aldo による MR 依存性転写能の回復が
認められ、特に SRC3 の共発現の効果が最も
強力であった（未発表データ）。 
また、SRC3 と MR の蛋白間相互作用部位を

明らかにする目的で、N 末端のアミノ酸を順
次削除した変異 MR を作成し、同様の検討を
行った。その結果、N 末端から 15-42 番目の
アミノ酸部位を削除すると SRC3 の共存効果
が消失した。この結果は、MR と SRC3 との共
存効果に、MR のＮ末端ドメインが重要な役割
を果たしている可能性が示唆された（未発表
データ）。 
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