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研究成果の概要（和文）：MR の新規転写共役因子として p150 を同定した。p150 はリガンド

依存性に MR と相互作用し、co-repressor として機能する。本態性高血圧症の病態生理におい

て、150 が重要な役割を果たしている可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified p150 as a novel MR co-regulator. P150 interacts with 
MR in a ligand dependent manner and acts as a co-repressor. It is possible that p150 plays 
an important role in the pathophysiology of essential hypertension.     
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１．研究開始当初の背景 
近 年 、 RALES 研 究

（ N.Eng.J.Med.341:709-717,1999 ） や

EPHESUS 研究（N.Eng.J.Med.348：1309
－1321，2003）を初めとする多くの大規模臨

床研究の結果から、心不全や高血圧といった

循環器系疾患の病態生理にミネラルコルチ

コイド受容体（MR）の活性化が非常に重要

な役割を担うことが明らかとなってきてお

り、現在これらの疾患を治療する上で MR 作

用メカニズムを理解することは必須となっ

ている。MR は、リガンドであるアルドステ

ロンの結合により活性化されると、標的遺伝

子 のプロモータ内にある MR 応答配列に結

合し、co-regulator と呼ばれる蛋白質複合体

を標的遺伝子プロモータに動員し、ヒストン

のアセチル化、メチル化修飾や、クロマチン

構造調節を起こすことで、ダイナミックに標

的遺伝子 ENaC や SGK1 発現量を制御し、

血圧を調節していると考えられている。この

ようなゲノム情報に依らない遺伝子発現制

御メカニズムはエピゲノムと呼ばれ、多くの

核内受容体（NR）でその機能を制御する中

心的な役割を果たすことが知られているが、

MR のエピゲノムを介した標的遺伝子転写活

性化の分子メカニズムについては殆ど不明

なままであった。 
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２．研究の目的 
本研究で我々はまず新規 MR 転写共役因子を

探索・同定し、その機能解析を行うことで、

MR によるエピゲノム制御機構を初めて明ら

かにすること、さらに最終的には高血圧発症

の遺伝的因子を、MR を切り口としたメカニズ

ムで解明することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 
(1)FLAGタグ付き MR発現 pCDNAベクターを

HEK293F細胞にリポフェクタミンをもちいて

一過性過剰発現させ、G418 耐性を利用して

selectionを行い、FLAG-MR 安定発現 HEK293

細胞株を樹立した。得られた細胞が MR を発

現しているかどうかを確認するために、培養

したこの細胞を PBSにて wash の後、TNE バッ

ファーにて回収し、その lysateを FLAG M2

レジンで免疫沈降し、得られた蛋白質をサン

プルバッファーで煮沸後、SDS-PAGEに展開し、

続いて抗 MR 抗体によるウェスタンブロット

にて MR発現を確認した。 

また、この細胞にアルドステロンを投与した

のち、ISOGENを用いて mRNA を回収し、逆転

写ののち、MR の標的遺伝子の変動を観察し、

MR が機能していることを確認した。 

 

(2)得られた FLAG-MR安定発現 HEK293細胞を

大量培養しアルドステロン処置後 2時間後に

回収した。得られたライセートから核抽出液

を取得し、FLAG抗体で免疫沈降を行うことで、

MR 相互作用因子を精製し、SDS-PAGE にて展

開後、銀染色でその存在を確認した。 

 

(3)銀染色で認められた相互作用因子のバン

ドを確認後、メスで切りだし、トリプシン消

化を行った後、LC-MS/MSによる解析に供した。  

 

(4)同定された蛋白質のうち、p150 に注目し

た。Mycタグ付き p150発現ベクターを作成し、

リポフェクタミンを用いて HEK293細胞に過

剰発現させ、MR転写活性に与える影響をルシ

フェラーゼアッセイで観察した。 

 

(5)ラットの腎臓における p150と MR の組織

内発現分布を免疫染色法で検討した。 

 

(6)p150の shRNAベクターを作成し、p150 の

内因性の発現を抑制させた状態で、MR転写活

性に及ぼす影響を、HEK293細胞において MR

標的遺伝子である ENaCや sgk-1の q-PCRを

行うことで検討した。 

 

 

４．研究成果 

(1)G418 耐性となった HEK293 細胞を回収し、

MR 抗体を用いたウェスタンブロットにて MR

安定発現細胞株であることを確認した。また、

アルドステロン投与の有無にて細胞の mRNA

を回収し、逆転写したうえで、MRの標的遺伝

子 ENaC の発現量をリアルタイム PCR にて定

量したところ、アルドステロンにより ENaC

の発現が 3倍程度増強することが確かめられ

た。以上の結果から、MR 安定発現 HEK293 細

胞において、過剰発現した MR は内因性の標

的遺伝子発現に機能することが確かめられ

た。 

 

(2）銀染色にて、MR のバンド以外にも無数の

バンドが確認でき、複数の MR 相互作用因子

の存在が示唆された。 

 



(3)LC-MS/MS による同定の結果、100 以上の

既報の co-regulatorが同定できたことから、

精製の手法がうまくいっていることが示唆

された。また 10 以上の機能未知遺伝子も同

定できた。この中で我々は特に p150 に注目

した。 

p150は、その遺伝子内に高血圧発症と強く相

関する SNPが存在することが近年複数の GWAS

で報告され、注目されている蛋白質であるが、

分子機能は不明である。そこで p150 の機能

解析を進めることとした 

 

 (4)Eco-RⅠおよび Xho-Ⅰによる制限酵素を

利 用 し た サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、

pCDNA-myc-p150 発現ベクターを作出した。ル

シフェラーゼアッセイにおいて、p150過剰発

現により、リガンド依存性 MR 転写活性が減

少したことから、p150 は MR の co-repressor

として機能することが示唆された。 

 

(5)p150と MRはラット腎臓の遠位尿細管から

集合管にかけての細胞核において、両者とも

に局在していることが明らかになった。この

ことから、両者が生体内において、機能を及

ぼしあっていることが強く示唆された。 

 

(6)shRNA によって、p150 の内因性発現を減

少させた状態では、アルドステロン依存性の

ENaC や sgk-1 の mRNA 発現上昇を認めた。こ

のことからも、p150は MRの co-repressorと

して機能することが示唆された。 

 これまでの結果と合わせると、p150は腎臓

において MR と遠位尿細管から集合管にかけ

て今日局在し、アルドステロンによる MR 転

写活性化において MRの co-repressorとして

働き、ひいては ENaC や SGK-1 の発現量を調

節することで血圧調節に重要な役割を果た

す因子であることが推測された。 
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