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研究成果の概要（和文）：糖尿病の腎障害や高血圧がミネラルコルチコイド受容体(MR)拮抗薬

の投与により改善する機序を培養細胞および遺伝的糖尿病モデル db/db マウスを用いて検討し

た。高グルコース環境は Protein kinase C (PKC)beta の活性化により、MR 蛋白の安定化によ

る活性化を認め、古典的 PKC 阻害薬の投与によりこれらの改善を認めた。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study investigated mechanisms for improvement of 
renal dysfunction and resistant hypertension by administration of mineralocorticoid 
receptor antagonist in diabetes.  The results showed that high glucose conditions activate 
protein kinase C (PKC) beta, thus resulting in stabilization of MR protein, which is 
followed by MR transactivation.  Treatment with a classical PKC inhibitor reversed levels 
and activity of the MR. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）高血圧とアルドステロン 
アルドステロンは、血圧や電解質の生理学

的調節に加えて、食塩の過剰摂取により血管
炎を惹起する心血管リスクホルモンである。
原発性アルドステロン症は、副腎腫瘍による
アルドステロンの自律的な過剰産生を認め、
高血圧症の 5%～15%を占め、心血管疾患の
罹患率が高い。食塩過剰摂取下では、通常は
血中アルドステロン濃度は低下するが、原発
性アルドステロン症では十分に低下しない
ために心血管合併症が多い。 
（２）アルドステロンと「ミネラルコルチコ

イド受容体関連高血圧」 
一方、現代社会で増えている糖尿病、肥満、

慢性腎臓病などは、治療抵抗性高血圧や腎障
害などが多く、血中アルドステロン濃度が正
常範囲でも、ミネラルコルチコイド受容体
(MR)拮抗薬の投与により、著明な改善を認め
ることが報告されている。我々はこのような
MR 拮抗薬が著効を示す治療抵抗性高血圧お
よび臓器障害の病態を、「MR 関連高血圧」と
して提唱した(Am.J Hypertens. 2012)。しか
し、MR 関連高血圧の分子機構は不明であり、
本研究はそれを明らかにすることを目的と
した。 
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（３）糖尿病における PKC の役割 
 糖尿病における網膜症、腎障害、神経障害
などの合併症において、Protein kinase C 
(PKC)の活性化が関与することが示されてい
る。PKCbeta 阻害薬の臨床試験の報告では、
アルブミン尿の減少や視力の改善なども示
されているが、有効性は controversial であ
った。 
 
２．研究の目的 
（１）MR 活性化における PKC の役割 
PKC 活性化または PKCalpha や PKCbeta 
の抑制の際に、MR 転写活性、MR 発現レベ
ルを明らかにする。 
（２）糖尿病における PKC と MR 活性化の
検討 
 高グルコース環境または２型糖尿病モデ
ル db/db マウス（対照は db/-マウス）の腎臓
組織を用いて、PKC 活性と MR 発現レベル
や MR 転写活性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）MR 活性化における PKC の役割 
TPA（古典的 PKC 活性化剤）処置、PKCalpha 
や PKCbeta の発現プラスミドまたは 
siRNA-PKCalpha, -PKCbeta を用いて、 
PKC と MR 転写活性、MR 発現レベルを検 
討した。 
（２）糖尿病における PKC と MR 活性化の
検討 
HEK293-MR 細胞（MR 安定発現細胞株）の
培地中のグルコース濃度を 5mM または
30mM としてグルコース濃度による MR 活性
および発現レベルを検討した。また、db/db
マウスとコントロールとして db/-マウスの腎
臓における PKC 活性、MR 発現レベル、MR
活性を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）MR 活性化における PKC の役割 

HEK293-MR 細胞において、TPA 処置を行
ったところ、濃度依存性に MR 蛋白発現レベ
ルが増加し、古典的 PKC 阻害薬 GF109203X
および Go6976 処置を行うと濃度依存性に
MR 蛋白レベルの減少を認めた（図１）。この
結果から、PKCalpha, PKCbeta を含む古典的
PKCシグナルはMR蛋白レベルを増加させる
ことが示された。 
 次に、内因性 PKC の役割を検討するために、
siRNA を用いて PKCalpha PKCbeta を別々に
ノックダウンしたところ、PKCalpha および
PKCbeta の内因性レベルの減少は、MR 転写
活性を有意に減少させた（図２）。これらの
結果から、PKCalpha および PKCbeta はいず
れも MR 発現レベルを増加させて転写活性を
増加させることが示された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ TPA による MR 発現レベルの調節 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ PKCalpha および PKCbeta による MR
転写活性 
 
（２）糖尿病における PKC と MR 活性化の
検討 
 HEK293-MR 細胞の培地中グルコース濃度
を 5mM と 30mM に し た と こ ろ 、
siRNA-PKCalpha, siRNA-PKCbeta を導入した
時は、コントロールと比べて MR 蛋白レベル
の減少を認めた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 高グルコースおよび PKC シグナルに
よる MR 発現レベルの増加 
 
 次に、MR 転写活性と内因性 PKC レベルの
関係を検討した。siRNA-PKCalpha を導入し
た際には、グルコース濃度にかかわらず MR
転写活性に有意な変化を認めなかったが、
siRNA-PKCbeta を導入した際には、グルコー
ス濃度は 5mM と 30mM のいずれの場合も
MR 転写活性の有意な減少を認めた（図４）。



 

 

これらの結果から、高グルコース環境では主
に PKCbeta の活性化により MR 転写活性化が
誘導されていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 高グルコース環境下における PKCbeta
による MR 転写活性化 
 
 次に、高グルコース環境で MR 蛋白レベル
が増加する機序を検討した。MR mRNA レベ
ルの変化を認めなかったことから、高グルコ
ース環境での MR 蛋白レベルの増加は、翻訳
後修飾レベルでの変化と考え、MR のユビキ
チン化を検討した。その結果、5mM グルコー
スの時と比べて、30mM グルコースでは MR
のユビキチン化が有意に減少していること
が示された（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 高グルコース環境下における MR のユ
ビキチン化の減少と発現レベルの増加 
 
次に、培養細胞で得られた上記の知見を個体
レベルで検証するために、db/db マウスとコ
ントロールマウスに PBS または PKC 阻害薬
Go6976 を投与した。その結果、db/db マウス
腎臓では、コントロールと比べて PKCbeta お
よび MR レベルの高値を認めた。また、PKC 阻
害薬の投与により、コントロールマウスとの
有意差は消失した（図６）。 
 
以上の結果から、培養細胞および個体レベル
のいずれにおいても、高グルコースや糖尿病
の病態では、MR 蛋白の安定化を介して MR 転
写活性の増加が示された。 すなわち、血中
アルドステロン濃度の増加を伴わなくても、
PKCbeta 活性化を介した MR 蛋白の安定化に

よる MR 活性化という「MR 関連高血圧」お
よび臓器障害の新しい分子機構が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ db/db マウスにおける PKCbeta の活性
化と MR 発現レベルおよび転写活性 
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