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研究成果の概要（和文）：アルドステロンは水・Na 保持という古典的作用以外に、心血管障害

作用を有する。副腎に比べ微量だが、障害臓器局所ではアルドステロン合成酵素遺伝子

(CYP11B2)発現が亢進し、その病態形成に寄与する。今回、CYP11B2 プロモーターのメチル

化依存性発現抑制を明らかにし、さらには、ヒト障害心筋(肥大型心筋症、高血圧性心肥大、拡

張型心筋症)での、脱メチル化に伴う CYP11B2 発現亢進を明らかにした。また、CYP11B2 発

現に関わる核内受容体(NGFIB, NURR1, NOR1, SF1)が複数のプロモーターにより発現調節さ

れ、これらプロモーターの使用頻度は、副腎、心血管で異なることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In addition to the primary effect of aldosterone to induce sodium and 
fluid retention, excess aldosterone has direct inflammatory and fibrotic effects contributing 
to target organ deterioration, leading to the development of vascular, renal, and cardiac 
inflammation; fibrosis; and hypertrophy. Although the adrenal gland is a major source of 
aldosterone, aldosterone production and levels of mRNA coding for CYP11B2 are induced in 
the ventricles during hypertrophy, and aldosterone synthesis from heart itself causes 
cardiac hypertrophy. We showed a role for DNA methylation in CYP11B2 gene repression 
and suggest an epigenomic mechanism may be causally linked with an increase in cardiac 
aldosterone production in the pathophysiology of the heart. Meanwhile, nuclear receptors 
(NGFIB, NURR1, NOR1, SF1) involved in aldosteronogenesis differentially employed 
multiple alternative promoters (APs) in a tissue-specific manner. The use of APs was 
different between human adrenal and cardiovascular tissues. 
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１．研究開始当初の背景 血液中を循環するアルドステロン(Aldo)は、
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ほとんどが副腎由来と考えられ、主な作用は、
腎遠位尿細管上皮でのナトリウム再吸収と
カリウム分泌を介した循環血漿量増加、血圧
上昇と考えられてきた。しかし、我々を含め
た複数の研究グループが、心血管局所での
Aldo 合 成 を 報 告 し
(Hypertension,36,495-500,2000)、その局所
でイントラクリン、パラクリン的に作用する
と考えられるようになってきた。また、我々
も報告しているように(Endocrinol, 141, 
1901-4, 2000. Circulation, 105, 677-9, 
2002)、Aldo の心血管系（心筋細胞、血管内
皮、血管平滑筋細胞）への障害作用が明らか
となっている。また、ヒト心臓では、大規模
臨 床 試 験 RALES(Randomized Aldactone 
Evaluation Study)や EPHESUS (Eplerenone 
Post-AMI Heart Failure Efficacy and 
Survival Study)にて、血中 Aldo が必ずしも
高値でない病態でも、降圧効果のない程度の
少量アルドステロンブロッカーが心不全患
者の生命予後を著明に改善することが明ら
かとなった(N Engl J Med,341,709-17,1999. 
N Engl J Med,348,1309-21,2003)。不全心か
ら の Aldo 分 泌 亢 進
(Circulation,103,72-7,2001)を考え合わせ
ると、副腎由来 Aldo を抑制しなくても、不
全心の局所で亢進した Aldo のみを抑制する
ことの重要性が示唆される。一方、アルドス
テロンブロッカーにより生じうる高カリウ
ム血症のため、腎機能障害患者への投与が禁
忌となっていることが、臨床上問題である。 
我々は、高食塩水投与により血中（副腎由来）
Aldo を抑制したラットにおいて、心臓では逆
に、Aldo 合成が亢進していることを見出した
(J Hypertens,19(3 Pt 2),635-9,2001)。こ
れは副腎と心臓での Aldo 合成制御の違いを
示している。その差異の解明は、副腎由来の
Aldo 分泌を抑制せず、心臓のみの Aldo 合成
を抑制する治療へつながると期待される。こ
れは、副腎 Aldo を抑制しないため、高カリ
ウム血症をきたさないと考えられ、有効な治
療となり得る。従って、心臓と血管の保護の
観点から、心血管と副腎 Aldo の制御機構の
解明は重要である。 
２．研究の目的 
心筋組織(不全心、正常心)、動脈、副腎腫瘍、
正常副腎組織を用いて、CYP11B2 プロモータ
ー領域の DNA メチル化の状態を検討する。ま
た、CYP11B2 の発現を調節する核内受容体
NGFIB, NURR1, NOR1, SF1 について、それら
の選択的プロモーターの利用割合、遺伝子発
現量を比較し、副腎と心血管での差異を明ら
かにする。以上より、心血管特異的 CYP11B2
発現制御機構を解明する。 
３．研究の方法 
①アルドステロン合成酵素遺伝子(CYP11B2)
プロモーターの DNA メチル化；CYP11B2 プロ

モーター領域の DNAメチル化の状態をバイサ
ルファイト法により検討する。DNA メチル化
のプロモーター活性に与える影響をルシフ
ェラーゼ活性にて検討する。DNA メチル化に
よる蛋白-DNA 結合に与える影響を EMSA (in 
vitro), ChIP アッセイ(in vivo)にて検討す
る。 
② CYP11B2 転写に関連する核内受容体の発
現調節機構；NGFIB, NURR1, NOR1, SF1 の選
択的プロモーターを 5’-RACE(Rapid 
amplification of 5’-cDNA ends)により同
定する。同定されたそれぞれのプロモーター
の利用割合を multiplex RT-PCR により検討
する。また、遺伝子発現量を real time PCR 
により検討する。 
以上より、CYP11B2 に関連する心血管と副腎
での合成制御の差異を明らかにする。 
４．研究成果 
①アルドステロン合成酵素遺伝子(CYP11B2)
プロモーターの DNA メチル化；プロモーター
内の CRE のメチル化 DNA 標的部位 CpG 
(-68/-67) (CpG1)、Ad5 の CpG (-112/-111) 
(CpG2)のメチル化状態を評価した。また、CpG 
(-219/-218) (CpG3)も解析に加えた。アルド
ステロン産生腫瘍(n=9)、非アルドステロン
産生腫瘍(n=5)、正常副腎(n=4)、動脈(n=3)
において、CpG1,2,3 のメチル化比率と
CYP11B2 発現量と逆相関し、アルドステロン
産生腫瘍では、低メチル化状態、動脈では、
高メチル化状態であった。また、プロモータ
ーアッセイでも、DNA メチル化の程度と
CYP11B2 プロモーター活性は逆相関した。以
上より、CYP11B2 プロモーター活性はメチル
化依存性に抑制されることが判明した。 
DNA-蛋白結合の検討から、メチル化により活
性化因子 CREB や NGFIB, NURR1, NOR1 のプロ
モーターへの結合が阻害され、また抑制因子
のメチル化 CpG 結合蛋白 MECP2 の結合が促進
されることが判明した。これらの事実と DNA
メチル化による転写抑制との関連性が強く
示唆された。 
ヒト心筋(心筋疾患 n=17, 非心筋疾患 
n=10)における CYP11B2 メチル化と遺伝子発
現量の関係を検討した。その結果、①非心筋
疾患での CYP11B2 プロモーターは、動脈、白
血球、肝、肺、非ホルモン産生性副腎腫瘍な
どのいわゆる“非アルドステロン産生組織”
と同程度に高メチル化状態であること、②
DNA メチル化の程度と遺伝子発現は逆相関す
ること、③心筋疾患では、非心筋疾患より有
意に低メチル化状態で、さらには遺伝子発現
も亢進していること、が判明した。心筋疾患
での DNA脱メチル化と心筋局所からのアルド
ステロン産生亢進との関連性が強く示唆さ
れた。 
② CYP11B2 転写に関連する核内受容体の発
現調節機構； 



CYP11B2 活性化因子 NR4Afamily (NGFIB, 
NURR1, NOR1)、抑制因子 NR5A1(SF-1)のすべ
てにおいて、複数のプロモーターを同定した。
また、それらプロモーターが、ヒト副腎、動
脈、心筋、アルドステロン産生腫瘍、心筋症
心筋でも発現していることが判明した。さら
には、これら核内受容体のプロモーター使用
頻度は、それぞれの組織で異なることが分か
った。特に、NGFIB のプロモーター使用頻度
は、アルドステロン産生腫瘍と動脈で有意に
異なっていた。即ち、蛋白コード領域から
11kb 上流のプロモーターの使用頻度が、副腎
では 9.9%、動脈では 35.5%と有意に異なるこ
とが判明した。NGFIB の作用は、アルドステ
ロン産生腫瘍では CYP11B2 転写促進、動脈で
は抗動脈硬化的である。アルドステロン産生
腫瘍で活性が高く、動脈において活性の低い、
プロモーターのみを抑制することにより、動
脈での NGFIB の機能を保持しつつ、アルドス
テロン産生腫瘍のみで CYP11B2の発現を抑制
しうる可能性がある。 
 
これらの知見は、病的状態(アルドステロン
産生腫瘍、心筋疾患)におけるアルドステロ
ン産生を制御する新規治療への足がかりと
なる。 
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