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研究成果の概要（和文）： アルドステロンを食塩と共に動物に投与すると著明な臓器障害を惹

起することが知られている。私たちはアルドステロンと食塩によって惹起される腎障害に対し

てセリンプロテアーゼ阻害薬が著効すること示し、この障害の進展にセリンプロテアーゼが強

く関与していることを明らかにした。さらに、私たちはその障害に関与するセリンプロテアー

ゼの 1 つとしてプラスミン分子を同定することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： Aldosterone has been demonstrated to induce severe organ 
damage to animals when administered with high salt diet.  We demonstrated that a serine 
protease inhibitor significantly reduced the progression of renal injury induced by 
aldosterone and high salt diet, suggesting that serine proteases are involved in the 
development of renal injury.  We isolated plasmin as a candidate serine protease involved 
in the aldosterone induced renal injury.   
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１．研究開始当初の背景 
アルドステロンは腎臓の皮質集合尿細管に

存在するミネラロコルチコイド受容体に結

合し上皮型ナトリウムチャネルを活性化す

ることで、この部位でのナトリウム再吸収を

亢進（古典的作用）させるため、高血圧発症

に関与している。1999 年以後、アルドステロ

ンが直接臓器障害を引き起こす可能性が示

唆され、その後アルドステロンによる非上皮

細胞での酸化ストレス誘導や、炎症・線維化

誘導等による直接的な臓器障害作用が報告

されている。現在我が国において 3500 万人

以上の高血圧患者が存在すると推定されて

いるが、その約 5%が原発性アルドステロン症
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であるとの報告があり、多くの高血圧患者の

病態にアルドステロンが関与していること

が示唆されている。また近年脂肪細胞から放

出されるアディポサイトカイン等により副

腎でのアルドステロン産生が亢進すること

が報告されている。日本人のメタボリックシ

ンドロームは高血圧の頻度が高いことを考

えると、メタボリックシンドロームにおける

臓器障害にアルドステロンが大きく関与し

ている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、アルドステロンと高食塩食

によって惹起される腎組織障害において、セ

リンプロテアーゼ阻害薬の臓器保護効果を

検討することにより、アルドステロンと高食

塩食によって生じる臓器障害に関与するセ

リンプロテアーゼ群を網羅的に解析・同定し、

臓器障害進展の分子機構を解明することに

ある。 

 

３．研究の方法 

(1)  動物実験プロトコール１ 

7 週齢雄性 SD ラットの左腎動静脈を結紮し、

左腎臓を摘除した。2 週間の回復期間後、コ

ントロール(Cont)群、アルドステロン＋食塩

(A+S)群(アルドステロ 0.75μl/h 皮下、

8.0%NaCl 食）、アルドステロン＋食塩＋カモ

ス タ ッ ト (A+S+CM) 群 ( ア ル ド ス テ ロ ン

0.75μl/h 皮下、8.0%NaCl+0.1%カモスタット

食)の 3群に分けた(n=7)。浸透圧ポンプを後

頸部皮下に埋込み、Cont 群にビークルを、A+S

および A+S+CM 群にアルドステロンを持続投

与した。毎週、収縮期血圧の測定と代謝ケー

ジによる 24 時間蓄尿を行った。4 週間後、下

大静脈より採血後、右腎を摘出して以後の解

析に供した。血清のクレアチニン・ナトリウ

ム・カリウム・総蛋白、血漿アルドステロン

濃度、1日尿蛋白排泄量を測定した。 

(2) 動物実験プロトコール 2 

プロトコール 1 と同様に SD ラットに対して

左片腎摘出を行い、9 週齢でコントロール

(Cont)群、食塩(S)群(8.0%NaCl 食）、アルド

ステロン(A)群（アルドステロ 0.75μl/h 皮

下）、アルドステロン＋食塩(A+S)群(アルド

ステロ 0.75μl/h 皮下、8.0%NaCl 食)の 4 群

に分けた(n=6）。収縮期血圧は 0、2、4 週で

測定し、24 時間蓄尿は 0、1、2、4 週で行っ

た。4 週間後に sacrifice し、プロトコール

1 と同様にサンプルの回収を行った。 

(3) 組織学的評価 

腎スライスを Dubosq-Brazil 液中で固定後、

包埋した。2μm切片にPAS染色、Azan-Mallory

染色を行い、組織学的評価を行った。 

(4) 腎障害マーカーの発現評価 

腎組織から RNA を抽出後に real time RT-PCR

を行い Collagen 1、Collagen 3、TGF-beta、

B7-1、MCP-1、TNF-alpha の発現を評価した。 

 (5) Double layer fluorescent zymography 

腎蛋白を非還元 SDS-PAGE で分離後、SDS を洗

浄した。その後、ゲルと合成基質(KHYR-MCA)

を染み込ませたセルロースアセテート膜と

を張り合わせ、37℃でインキュベートした。

紫外線(365nm)を照射し、MCA の発光をデジタ

ルカメラで撮影した。 

(6) セリンプロテアーゼの同定 

アルドステロン＋食塩群の腎蛋白で活性の

亢進したセリンプロテアーゼが観察された

ため、このプロテアーゼの同定を目的として、

プロテオーム解析を行った。 

アルドステロン＋食塩群の腎蛋白を、2 つの

非還元 SDS-PAGE で分離した。ゲルの一方で

zymography を行い、目的とするプロテアーゼ

の部位を同定し、もう一方のゲルは PAGE 後

そのまま Deep purple 染色を行って、活性部

位を切り出し、LC-MS/MS を行った。 

(7) 動物実験プロトコール 3 



 

 

8 週齢の野生型(n=3)およびプラスミノーゲ

ン遺伝子ヘテロ欠損マウス(n=7)に対し、ア

ル ド ス テ ロ ン を 皮 下 持 続 投 与 し 

(3.6μg/day)、1%NaCl を投与した。4週間後

に sacrifice し、腎臓の障害マーカーの発現

変化を real-time PCR で評価した。 

 

４．研究成果 

プロトコール１ 

体重、収縮期血圧、尿蛋白、血液検査 

コントロール群に比べアルドステロン群で

は体重減少を認めたが、カモスタットによ

る有意な体重変化は認めなかった(Table1)。 

アルドステロン群は有意な収縮期血圧の上

昇と、尿蛋白排泄増加を認めたが、カモス

タットにより 4 週の時点で有意な降圧を、2

～4 週で有意な尿蛋白減少効果を認めた

(Figure1)。またアルドステロン群では血清

アルブミンの低下、クレアチニンの上昇を

認めたが、カモスタットはこの変化を有意

に抑制した(Table1)。 

 

Figure 1 

アルドステロン＋食塩負荷片腎摘出ラット

の収縮期血圧および 1 日尿蛋白排泄量に対

するメシル酸カモスタットの効果 

(A)収縮期血圧。(B) 1 日尿蛋白排泄量。 

Cont：コントロール群、A+S：アルドステ

ロン＋食塩群、A+S+CM：アルドステロン

＋食塩＋カモスタット群。 
†P < 0.01 vs. Cont.  * P < 0.01 vs. A+S.  
 

 

Table 1 

 

Cont：コントロール群、A+S：アルドステ

ロン＋食塩群、A+S+CM：アルドステロン

＋食塩＋カモスタット群。 
†P < 0.01 vs. Cont.  §P < 0.05 vs. A+S.  *P 

< 0.01 vs. A+S. 

 

腎組織学的評価 

アルドステロン群ではPAS染色で糸球体に

PAS 陽性の沈着物を認め、糸球体硬化を呈

していた。また Azan Mallory 染色では著明

な線維化像を認めた。カモスタットにより、

これらの変化は有意に軽減していた

(Figure2)。 

 
Figure 2 

アルドステロン＋食塩負荷片腎摘出ラット

の組織学的変化に対するメシル酸カモスタ

ットの効果 

(上段) PAS 染色 (下段) Azan Mallory 染色 

Cont：コントロール群、A+S：アルドステ

ロン＋食塩群、A+S+CM：アルドステロン

＋食塩＋カモスタット群。 

 

 



 

 

腎障害マーカー(real-time PCR) 

アルドステロン群では collagen 1、collagen3、

TGF-beta、B7-1、MCP-1 の mRNA 発現がコ

ントロール群と比べ有意に亢進していたが、

カモスタットはこれらの発現亢進を抑制し

た(Figure3)。 

 
Figure 3 

アルドステロン＋食塩負荷片腎摘出ラット

の腎障害マーカー発現に対するメシル酸カ

モスタットの効果 

Cont：コントロール群、A+S：アルドステ

ロン＋食塩群、A+S+CM：アルドステロン

＋食塩＋カモスタット群。 
#P < 0.05 vs. Cont.  †P < 0.01 vs.Cont.  §P 

< 0.05 vs. A+S.  *P < 0.01 vs. A+S.  

 

プロトコール 2 

体重、収縮期血圧、尿蛋白、血液検査 

体重はアルドステロン＋食塩群で減少傾向

を認めたが、4 群間で有意な差を認めなか

った。しかし、アルドステロン＋食塩群で

著明な腎臓の肥大を認めた(Table2)。アルド

ステロン＋食塩群でのみ収縮期血圧および

尿蛋白の有意な上昇・増加を認め(Figure4)、

血清アルブミンの低下とクレアチニンの上

昇を認めた(Table2)。 

 

Figure 4 

アルドステロン＋食塩負荷片腎摘出ラット

の収縮期血圧・１日尿蛋白排泄量の変化 

Cont：コントロール群、S：食塩群、A：ア

ルドステロン群、A+S：アルドステロン＋

食塩群。†P < 0.01 vs.Cont.   

Table 2 

 

Cont：コントロール群、S：食塩群、A：ア

ルドステロン群、A+S：アルドステロン＋

食塩群。#P < 0.05 vs. Cont.  †P < 0.01 

vs.Cont.   

 

腎障害マーカーの発現評価(real-time PCR) 

アルドステロン＋食塩群では collagen 1、

collagen3、TGF-beta、B7-1、TNF-alpha の

mRNA 発現が他群と比べ有意に亢進して

いた(Figure5)。 

 

Figure 5 

アルドステロン＋食塩負荷片腎摘出ラット

の腎障害マーカー発現変化 

Cont：コントロール群、S：食塩群、A：ア

ルドステロン群、A+S：アルドステロン＋



 

 

食塩群。Col1：コラーゲン 1、Col3：コラ

ーゲン 3。†P < 0.01 vs.Cont.   

 

Double Layer Fluorescence Zymography   

基質に KHYR-MCA を用いた Zymography

では、アルドステロン＋食塩群で約 80kDa

のザイズに他群と比較し、活性の亢進した

セリンプロテアーゼを検出した(Figure6)。 

 
Figure 6 

アルドステロン＋食塩負荷片腎摘出ラット

の腎組織中のセリンプロテアーゼ活性変化 

Cont：コントロール群、S：食塩群、A：ア

ルドステロン群、A+S：アルドステロン＋

食塩群。 

 

セリンプロテアーゼの同定 

プロテオーム解析によりアルドステロン＋

食塩群の腎組織中で活性の亢進しているプ

ロテアーゼはプラスミノーゲン・プラスミ

ンであることが判明した。 

 

プラスミノーゲン KO マウスの解析 

アルドステロンと食塩を 4 週間負荷した、

野生型およびプラスミノーゲンヘテロノッ

クアウトマウスの腎臓から RNAを抽出し、

逆転写後、腎臓の障害マーカーの発現変化

を比較した。野生型 3 匹、ヘテロノックア

ウト 7 匹と野生型の匹数が少ないため統計

学的有意差は認めなかったが、観察した線

維化および炎症性の腎障害マーカーはいず

れもヘテロノックアウトマウスで発現の減

少傾向を認めた(Figure7)。 

 

 
Figure 7 

プラスミノーゲン・プラスミンがアルドス

テロンと食塩による腎障害に及ぼす効果 

腎臓組織中のプラスミノーゲン、1 型およ

び 3型コラーゲン、TGF-beta、PAI-1、MCP-1、

TNF-alpha、IL-6 の mRNA 発現。 

WT：野生型マウス、Het：プラスミノーゲ

ン遺伝子ヘテロ欠損マウス。 
†P < 0.01 vs.WT.   
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